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ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 直接检测血液中

疟原虫雌性配子体特异转录产物 ｓ２５ ｍＲＮＡ
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摘要：目的 建立一种疟原虫雌性配子体的分子检测法。 方法 根据疟原虫雌性配子体特异性 ｍＲＮＡ 靶标（待测靶

序列）即动合子表面蛋白（ｓ２５）的转录产物，设计特异性的捕获探针和连接探针。 血液样品经裂解释放的 ｍＲＮＡｓ，
无需核酸提取，通过“三明治”杂交被捕获到 ９６ 孔板表面。 洗去未结合探针后，将结合在 ｍＲＮＡ 靶标上的连接探针

进行连接，得到两端为特殊设计序列的单链扩增模板。 再用通用引物进行染料法 ｑＰＣＲ 扩增，或在端部设计

ＴａｑＭａｎ 探针序列，用通用引物和通用 ＴａｑＭａｎ 探针进行探针法 ｑＰＣＲ 扩增。 评价这一基于捕获和连接扩增的方法

（ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ）的灵敏度、特异性和重复性并与普通的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 方法进行比较，将其应用于临床样品的检测。 结果

该 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 具有较高的灵敏度和特异性。 与普通的 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 一样，均可检测低至 １１ 拷贝数的 ｓ２５ ｍＲＮＡ 靶标；
而且该 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 操作更简便。 该 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 可准确检测到疟疾患者血液中的雌性配子体。 可将 ９６ 个样品的检测

时间缩短至 ３ ｈ。 结论 建立了灵敏高效的染料法和通用 ＴａｑＭａｎ 探针法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 检测疟原虫雌性配子体，为疟疾

传播的控制、配子体大规模筛查奠定了基础。
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ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｌａｒｇｅ⁃ｓｃａｌｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｇａｍｅｔｏｃｙｔｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｍａｌａｒｉａ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ．
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　 　 恶性疟原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ， Ｐ． ｆａｌｃｉｐａ⁃
ｒｕｍ， Ｐｆ）和间日疟原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ ｖｉｖａｘ， Ｐ． ｖｉｖａｘ，
Ｐｖ）是传染病疟疾的主要病原体［１］。 有效控制或消

除疟疾必须阻断疟原虫的传播［１⁃２］。 疟原虫配子体是

按蚊通过受感染的人类传播疟疾的关键［３］。
疟原虫雌性配子体特异性转录的动合子 ２５ ｋｕ

表面蛋白的转录子 （ ｏｏｋｉｎｅｔｅｓ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓ２５
ｍＲＮＡ， ｓ２５ ｍＲＮＡ）已被广泛用作检测疟原虫雌性

配子体的靶标，ｓ２５ ｍＲＮＡ 仅在雌性配子体中转录，
在雌雄配子结合受精后发育成的动合子中激活翻译

为表面蛋白 ｓ２５［４］。 目前针对 Ｐｆｓ２５ 和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ
的检测方法有 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ，ｎｅｓｔ⁃ＲＴ⁃ＰＣＲ，ＲＴ⁃ＬＡＭＰ，
ＱＴ⁃ＮＡＳＢＡ 等［５⁃９］，但由于大部分方法需核酸提取和

反转录，耗时耗力且需要针对每个靶标（待测靶序

列）设计其反转录的荧光探针，灵活性低；有些方法

仍需电泳分析，或因本身步骤复杂、易污染、技术难

度高等原因无法应用于大规模筛查。 所以目前缺乏

一种操作快速简便，灵敏特异且高通量的雌性配子

体的筛查方法。
本研究基于实验室前期研究基础［１１］，建立了基

于捕获和连接的 ＰＣＲ （ ｃａｐｔｕｒｅ ａｎｄ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｐｒｏｂｅ⁃
ＰＣＲ， ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ）染料法和通用 ＴａｑＭａｎ 探针法检

测疟原虫雌性配子体 ｓ２５ ｍＲＮＡ，将血样裂解后直

接特异性捕获 ｍＲＮＡ 靶标，通过探针杂交将扩增模

板置换为 ＤＮＡ，通过通用 ＴａｑＭａｎ 探针或 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ 染料检测，全程高效灵敏，为大规模配子体检

测带来便利。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 样品：北京健康受试者的血液 ３ 份、云南那

邦镇的 Ｐｖ 疟原虫感染血液样品 ３ 份、中国医学科学

院基础医学研究所的血液培养的 Ｐｆ 样品 １ 份。 该

研究获得北京协和医学院伦理委员会批准（批准文

号： ０３２⁃２０１６）及受试者的知情同意。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂：Ｔ４ 多聚核苷酸激酶（Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓ，ＮＥＢ 公司）；裂解液和 ９６ 孔捕获板和洗液

（Ｄｉａｃｕｒａｔｅ 公司；ｗｗｗ􀆰 ｄｉａｃｕｒａｔｅ􀆰 ｃｏｍ）；血液 ＤＮＡ 提

取试剂盒和蛋白酶 Ｋ（北京天根生化科技有限公

司）；Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶（北京康为世纪生物科技有限

公司）；ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ 和 Ｅｘ Ｔａｑ
Ｐｒｅｍｉｘ （全式金生物技术有限公司）；Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ Ｐｒｉ⁃
ｍｅＳｃｒｉｐＴＭ ＲＴ⁃ＰＣＲ Ｋｉｔ（ＴａＫａＲａ 公司）；ＭＥＧＡｓｃｒｉｐｔ􀳏
Ｋｉｔ（Ｔｈｒｅｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；捕获探针和连接

探针（Ｄｉａｃｕｒａｔｅ 公司）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 样品的采集：血液样品使用真空采样管抽

取一定量的静脉血，而后分装于 １􀆰 ５ ｍＬ 的离心

管，裂解液裂解后于－８０ ℃ 保存。 血液培养的 Ｐｆ
样品由中国医学科学院基础医学研究所王恒教

授馈赠。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 捕获和连接探针的设计：以 Ｐｆ 雌
性配子体（ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＭ＿００１３４７５５１）和 Ｐｖ 雌性配

子体（ＧｅｎＢａｎｋ：ＸＭ＿００１６０８４１０）的 Ｐｆｓ２５ 和 Ｐｖｓ２５
ｍＲＮＡ 为检测靶标，根据 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 原理［１１］，设计捕

获探针 （ ｃａｐｔｕｒｅ ｐｒｏｂｅ， ＣＰ ） 和连接探针 （ ｌｉｇａｔｉｏｎ
ｐｒｏｂｅ，ＬＰ）（表 １，２）。 即在靶标互补结合序列的 ５′
或 ３′端加入特殊设计的尾巴序列，ＣＰ 的尾巴序列可

以与 ９６ 孔板上固定的寡核苷酸杂交，ＬＰ 的尾巴序

列可以与通用引物和通用 ＴａｑＭａｎ 探针杂交。
１􀆰 ２􀆰 ３　 扩增用通用 ＴａｑＭａｎ 探针的设计：设计一条

ＴａｑＭａｎ 探针，该探针含有 ３ 个 ＬＮＡ（ ｌｏｃｋｅｄ ｎｕｃｌｅｉｃ
ａｃｉｄ），且该探针与人类基因组和疟原虫基因组具有

低同源性。
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表 １　 恶性疟 ｓ２５ ｍＲＮＡ 的捕获探针和连接探针的

　 　 靶标结合序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔａｒｇｅｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ
　 　 　 　 ｃａｐｔｕｒｅ ｐｒｏｂｅ ａｎｄ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｐｒｏｂｅ

ｎａｍｅ ｔａｒｇｅｔ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｏｂｅ （５′⁃３′）

ＣＰ１ ＴＣＴＴＣＡＴＴＴＡＣＴＡＡＣＡＣＣＡＡＡＴＣ

ＣＰ２ ＴＣＣＡＴＣＴＡＴＴＴＴＡＡＴＡＣＡＴＴＴＧＧ

ＬＰ１ ＣＡＧＡＡＣＴＴＴＴＴＣＴＴＣＡＣＡＴＧＴＴ

ＬＰ２ ＴＴＡＣＡＧＴＣＴＴＴＴＣＧＴＣＡＣＡＴＴＴ

ＬＰ３ ＡＡＡＡＡＴＣＴＣＣＡＣＡＴＧＧＴＴＴＡＴ

表 ２　 间日疟 ｓ２５ ｍＲＮＡ 的捕获探针和连接探针的

　 　 靶标结合序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔａｒｇｅｔ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ
　 　 　 　 ｃａｐｔｕｒｅ ｐｒｏｂｅ ａｎｄ ｌｉｇａｔｉｏｎ ｐｒｏｂｅ

ｎａｍｅ ｔａｒｇｅｔ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｏｂｅ （５′⁃３′）

ＣＰ１ ＧＣＣＡＡＡＴＴＣＣＣＣＧＣＡＴＧ

ＣＰ２ ＡＣＡＣＡＡＧＴＧＴＣＴＴＣＣＴＴＣＡＡＡＧＴ

ＬＰ１ ＧＧＧＴＣＴＧＧＧＴＴＴＴＣＴＡＴＡＣＡＣＴＧ

ＬＰ２ ＣＡＴＴＴＧＴＡＣＡＴＧＴＴＴＡＣＣＴＧＴＧＣＴ

ＬＰ３ ＧＴＡＧＣＣＣＴＣＡＡＴＧＣＡＡＣＣＡ

１􀆰 ２􀆰 ４　 标准品的制备：１）根据 Ｐｆ 和 Ｐｖ 雌性配子

体 ｓ２５ ｍＲＮＡ 即基因的序列设计扩增引物，用从血

液培养的 Ｐｆ 或云南那邦镇 Ｐｖ 感染血液样品提取

的 ＤＮＡ 为模版，扩增目的基因。 ２）用 Ｔ７ 启动子

加入原正向引物作为新扩增正向引物和反向引物

对目的基因进行扩增得到 ５′端有 Ｔ７ 启动子序列

的 ｓ２５ 基因。 ３）以此作为转录模板，最终经转录

纯化分别得到的 Ｐｆｓ２５ 和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ，得量分别

为 １５５􀆰 ９ ｎｇ ／ μＬ 和 ２０１􀆰 ０ ｎｇ ／ μＬ，换算得到的拷贝数

（ｃｏｐｉｅｓ ） 为 ４􀆰 ４９ × １０１１ ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ 和 ６􀆰 １７ × １０１１

ｃｏｐｉｅｓ ／ μＬ，以此分别作为接下来实验中的标准品。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 检测疟原虫配子体：原理见图 １。
１）样品 （血液 １０ μＬ） 加入配制好的裂解体系中

（１６􀆰 ７ μＬ 的 ３×裂解液、２􀆰 ５ μＬ ２０ ｇ ／ Ｌ 蛋白酶 Ｋ、
０􀆰 ５ μＬ １００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 探针工作液、 去离子水） 共

５０ μＬ，恒振荡仪 ５６ ℃，１ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 裂解 ３０ ｍｉｎ
（ＲＮＡ 标准品无需此步骤）。 ２）将裂解产物转移至

９６ 孔捕获板，每孔 ５０ μＬ，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 恒温振荡捕

获 ３０ ｍｉｎ。 ３）捕获结束后将板内的液体甩出，用１×
的洗液以每孔 １５０ μＬ × ３ 次洗涤捕获孔，拍干，
２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ反向离心 ２０ ｓ。 ４）加入连接体系每孔

５０ μＬ（５×连接缓冲液 １０ μＬ、１ μＬ Ｔ４ ＤＮＡ 连接酶、
３９ μＬ 去离子水），于 ３７ ℃ １２ ｍｉｎ 进行连接反应。
连接反应结束后甩干板子，通过 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料

法或者 ＴａｑＭａｎ 探针法进行 ｑＰＣＲ 检测。
（１）ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 染料法：加入 ｑＰＣＲ 反应体系

每孔 ２５ μＬ ／孔（含 １２􀆰 ５ μＬ ＴｒａｎｓＳｔａｒｔ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ
ＳｕｐｅｒＭｉｘ、０􀆰 ２ μＬ １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 引物、１２􀆰 １ μＬ 去离子

水），离心后放入 ＢｉｏＲａｄ ＣＦＸ９６ 荧光定量 ＰＣＲ 仪

中，９５ ℃ １０ ｍｉｎ；９５ ℃ １０ ｓ，５５ ℃ １０ ｓ， ７２ ℃ ２０ ｓ，
进行 ４０ 个循环，最后进行熔解曲线分析。

（２）通用 ＴａｑＭａｎ 探针法：加入 ｑＰＣＲ 反应体系

每孔 ２５ μＬ（１２􀆰 ５ μＬ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑ Ｐｒｏｂｅ ｑＰＣＲ、
０􀆰 ５ μＬ １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 引物、０􀆰 ２５ μＬ １０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ ＴａｑＭａｎ
探针、１１􀆰 ２５ μＬ 去离子水），离心，放入 ＢｉｏＲａｄ 荧光

定量 ＰＣＲ 仪中，９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃ １０ ｓ，５５ ℃ １０ ｓ，
７２ ℃ ２０ ｓ，进行 ４０ 个循环。

图 １　 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 配子体检测技术的实验原理

Ｆｉｇ １　 Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｇａｍｅｔｏｃｙｔｅｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｂｙ ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２２􀆰 ４２（１）

１􀆰 ２􀆰 ６　 标准 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ：参照文献［１０］中的 ＴａｑＭａｎ
探针和引物序列的设计，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 定量检测疟原虫

的靶标 ｓ２５ ｍＲＮＡ。
１􀆰 ２􀆰 ７　 疟原虫检测：参照文献［１１］ 的方法定量检

测培养的 Ｐｆ 或 Ｐｖ 实际样品中 １８Ｓ ｒＲＮＡ。
１􀆰 ３　 统计学分析

运用 ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ ９􀆰 １ 软件进行统计学分析，计量资

料以均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，两组间比较用 ｔ 检验。

２　 结果

２􀆰 １ 　 染料法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 的熔解曲线和通用

ＴａｑＭａｎ 探针法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 的扩增曲线

分别检测不同拷贝数的 Ｐｆｓ２５ 和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ
标准品、健康人血液样品和无模板对照（ｎｏ ｔｅｍｐｌａｔｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ， ＮＴＣ）。 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 染料法检测 Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ
的阳性峰 Ｔｍ 值为 ７８ ℃，健康人血液样品和 ＮＴＣ 的

引物二聚体峰 Ｔｍ 值为 ７５ ℃（图 ２Ａ）；Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ
的阳性峰 Ｔｍ 值为 ７８􀆰 ５ ℃，健康人血液样品和 ＮＴＣ
的引物二聚体峰 Ｔｍ 值为 ７６􀆰 ５ ℃ （图 ２Ｂ），不同靶

标浓度下的熔解曲线峰形均一，均为单峰。 ＣＬＩＰ⁃
ＰＣＲ 通用 ＴａｑＭａｎ 探针法检测 Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ 和 Ｐｖｓ２５
ｍＲＮＡ 在各浓度均有 Ｓ 型扩增曲线的趋势，健康人

血液样本和 ＮＴＣ 无扩增信号（图 ３）。
２􀆰 ２　 染料法和通用 ＴａｑＭａｎ 探针法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 与

ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 灵敏度与重复性对比

如图 ４ 所示，２ 种方法与 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 相比，不同

浓度标准品测得的循环定量（ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｙｃｌｅ，
Ｃｑ）值与拷贝数的对数值呈良好的线性关系，且线

－ｄ（ＲＦＵ） ／ ｄＴ􀆰 ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ ｏｆ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｗｉｔｈ ｒｅｓｐｅｃｔ ｔｏ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ； ＮＴＣ􀆰 ｎｏ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
图 ２　 染料法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 检测 Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ（Ａ）和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ（Ｂ）的熔解曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｍｅｌｔｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ ｂｙ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ （Ａ）ａｎｄ Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ（Ｂ）

ＮＴＣ􀆰 ｎｏ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
图 ３　 通用 ＴａｑＭａｎ 探针法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 检测 Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ（Ａ）和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ（Ｂ）的扩增曲线

Ｆｉｇ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＴａｑＭａｎ ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ ｂｙ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ （Ａ）ａｎｄ Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ（Ｂ）
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性基本相似。 与 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 相比，２ 种方法都可以检测

到 １１ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｒｅａｃｔｉｏｎ 的 Ｐｆｓ２５ 和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ，且相同

浓度重复 ３ 次检测批内重复性均良好。 各个浓度的

Ｃｑ 值变异系数（ｃｏｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｉｔｏｎ，ＣＶ） 均小于 ５％。
２􀆰 ３　 染料法和通用 ＴａｑＭａｎ 探针法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 检

测疟原虫雌性配子体特异性分析

染料法和通用 ＴａｑＭａｎ 探针法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 可以

从人为混合的 ＲＮＡ 模板中准确检测出 Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ
和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ（表 ３），且与非混合模板的差异无统

计学意义。
２􀆰 ４　 在实际样品中的应用

ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 染料法检测血液培养 Ｐｆ 样品和 ３ 例

Ｐｖ 疟原虫阳性血液样品（表 ４）。

图 ４　 染料法、通用 ＴａｑＭａｎ 探针法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ（Ａ）和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ（Ｂ）的比较

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ ａｎｄ ＴａｑＭａｎ ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ ｗｉｔｈ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｆｓ２５ ｍＲＮＡ（Ａ）
　 　 　 ａｎｄ Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ（Ｂ）

表 ３　 染料法和通用 ＴａｑＭａｎ 探针法 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 检测单独或混合的 Ｐｆｓ２５ 和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ 模板

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｆｓ２５ 和 Ｐｖｓ２５ ｍＲＮＡ ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ａｎｄ ｍｉｘｅｄ ＲＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｂｙ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ

　 　 　 　 ａｎｄ ＴａｑＭａｎ ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ（ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ＲＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ｎｏ􀆰 ｏｆ ｃｏｐｉｅｓ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｃｑ ａｖｅｒａｇｅ ＴａｑＭａｎ Ｃｑ ａｖｅｒａｇｅ

Ｐｆｓ２５ Ｐｖｓ２５ Ｐｆｓ２５ Ｐｖｓ２５ Ｐｆｓ２５ Ｐｖｓ２５

０ １０４ － ２５􀆰 ５６±０􀆰 ２４ － ２７􀆰 ６８±０􀆰 １１

１０４ ０ ２６􀆰 ４６±０􀆰 ２４ － ２８􀆰 ２７±０􀆰 ０８ －

１０４ １０４ ２６􀆰 ２６±０􀆰 １３ ２５􀆰 １０±０􀆰 １５ ２８􀆰 ０３±０􀆰 ２０ ２７􀆰 ４５±０􀆰 ０５

－􀆰 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ．

表 ４　 Ｐｆ 和 Ｐｖ 实际样品中疟原虫（１８Ｓ ｒＲＮＡ）及其雌性

　 　 配子体密度（ｓ２５ ｍＲＮＡ）的 Ｃｑ 值

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｑ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐａｒａｓｉｔｅ ｄｅｎｓｉｔｙ（１８Ｓ ｒＲＮＡ）
　 　 　 　 ａｎｄ ｆｅｍａｌｅ ｇａｍｅｔｏｃｙｔｅ ｄｅｎｓｉｔｙ（ｓ２５ ｍＲＮＡ）
　 　 　 　 （ｘ±ｓ，ｎ＝３）

ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ １８Ｓ ｒＲＮＡ ｓ２５ ｍＲＮＡ

Ｐｖ⁃１ ８􀆰 ４３∗ ２１􀆰 ８１±０􀆰 ０５

Ｐｖ⁃２ １３􀆰 ６２∗ ２７􀆰 ０９±０􀆰 １７

Ｐｖ⁃３ １６􀆰 ７３∗ －

ｃｕｌｔｕｒｅｄ Ｐｆ １８􀆰 ６５±０􀆰 ２６ ２９􀆰 ９６±０􀆰 １３
∗ ｔｈｅｓｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｏｎｌｙ ｏｎｃｅ； －􀆰 ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ．

３　 讨论

本研究建立了一种基于捕获和连接扩增的染料

法和通用 ＴａｑＭａｎ 探针法检测疟原虫雌性配子体 ｓ２５
ｍＲＮＡ。 将裂解血样与 ＣＰ、ＬＰ 在 ９６ 孔捕获板中共同

孵育，ＣＰ 一端与靶标互补配对，另一端与捕获板上的

寡核苷酸互补配对，直接把特异性 ＲＮＡ 靶标固定到

９６ 孔板上，ＬＰ 也与靶标互补配对，形成“三明治”杂
交。 酶促反应连接连续的 ＬＰ，形成两端为通用引物

和通用荧光探针序列结合序列的 ＤＮＡ 模板，由此将
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待检靶标由 ＲＮＡ 置换为单链 ＤＮＡ 扩增模板，从而省

去了核酸提取和反转录的步骤。 除此之外，相比 ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ，本方法无需对特异性靶标进行单独的荧光探

针设计，通过在 ＬＰ 中加入通用荧光探针的互补序列，
使得扩增模板 ５′端通用引物的下游带有荧光探针结

合区域，从而可直接用探针法进行检测。 本工作相较

于实验室前期基础［１１］，拓展了设计思路，建立了一种

新的探针检测方法。
本方法适用于多种靶标的检测，根据不同靶标设

计可自由设计探针。 针对同一靶标设计多组探针，同
时扩增，在靶标含量极少的情况下能有效降低假阴性

的出现。 本方法具有多重检测的应用潜力，通用

ＴａｑＭａｎ探针和引物的使多重体系的调整方便灵活。
利用通用引物进行单独扩增，避免了特异引物在 ＰＣＲ
中的非特异结合，同时也减少了由于引物的相互影响

带来的错误结果；利用通用 ＴａｑＭａｎ 探针替代设计探

针避免了不同靶标荧光探针结合能力不同对信号的

影响，同时减少多根荧光探针错误结合的情况。

评价配子体携带率和配子体密度有利于了解当

地的传播潜力，改进消除策略以及配子体药物的筛

选。 本研究开发了 ＣＬＩＰ⁃ＰＣＲ 染料法和通用 ＴａｑＭａｎ
探针法检测 Ｐｆ、Ｐｖ 的雌性配子体 ｓ２５ ｍＲＮＡ，结果表

明，该方法特异性良好，检测阳性与健康人血液样本

和 ＮＴＣ 都可明显区分，检测不同疟原虫种的同源 ｓ２５
ｍＲＮＡ 的混合模板不发生信号交叉。 灵敏度和重复

性与标准 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 相当，仍需继续优化条件提高灵

敏度。 检测实际样品适用性良好，配子体的浓度与疟

原虫浓度大致呈现正相关。 但检测样品量较少，计划

下一步加测 Ｐｆ 和 Ｐｖ 临床样品，验证配子体与疟原虫

之间准确关系。 除此之外，本方法全程简单快速，仅
涉及试剂的添加、孵育和清洗，在处理大量样品时可

以明显减少实验操作时间，相比 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ９６ 个

样品需 ６～８ ｈ，本方法可在 ３～４ ｈ 内完成检测。
综上所述，本研究研发了一种灵敏高效的 Ｐｆ 和

Ｐｖ 雌性配子体的检测技术，在疟疾传播控制和配子

体大规模筛查中具有一定的应用价值。
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