
表 １　 两组临床总有效率比较情况 ｎ(％)
组别 ｎ 显效 有效 无效 总有效率

观察组 ３０ ２０ ９ １ ２９(９６.６７)
对照组 ３０ １８ １０ ２ ２８(９３.３３)

表 ２　 两组临床效果比较情况 ｎ(％)
组别 例数 复发率 存活率 转移率 美容效果满意度

观察组 ３０ １(３.３３) ２９(９６.６７) ３(１０.００) ２６(８.６７)
对照组 ３０ １(３.３３) ２８(９３.３３) ６(２０.００) ５(１６.６７)

　 　 讨论　 乳腺癌是一种较为常见的疾病ꎬ若不能及时治疗
对患者的正常生活会带来很大的影响ꎮ 随着经济的发展ꎬ人
们的生活压力也在逐渐加重ꎬ这就造成了乳腺癌发病率的快
速上升ꎮ 因此ꎬ采取有效的治疗方式非常重要[７] ꎮ 乳房对女
性来说十分重要ꎬ不但起着哺乳婴儿的作用ꎬ也是女性的象
征ꎮ 对年龄较低的患者进行治疗时ꎬ切除乳房的方式患者很
难接受[８] ꎮ 切除虽然能起到较好的治疗效果ꎬ但会对患者生
活状况以及心理造成很大的影响ꎮ 患者在完成手术之后会出
现严重的心理问题ꎬ对预后也有影响ꎮ 因此保留乳腺术在临
床治疗中得到了较为广泛的应用ꎬ不仅疗效好ꎬ还能使患者的
乳房不受影响[９] ꎮ 这种以患者为中心的治疗方式ꎬ可有效避
免患者受到太大的心理压力ꎬ同时ꎬ术后的复发率也有明显下降ꎮ

本研究对患者的疗效以及心理状况进行比较之后发现ꎬ
对患者的近期治疗效果较为显著ꎬ两种方式的治疗效果基本
相同[１０] ꎮ 对远期疗效的比较发现ꎬ两组患者的存活的状况以
及复发情况基本相同ꎮ 对疾病的美容效果以及转移率的比较
显示ꎬ保留乳腺手术在完成治疗之后的转移效果以及患者生

活质量的提升有着很大的优势ꎮ 并且保留乳腺的方式能够避
免患者出现心理问题ꎬ极大提升了患者的生活质量ꎮ

以上表明ꎬ保留乳腺的治疗方式能够在早期乳腺癌治疗
的过程中起到很好的治疗效果ꎬ在近期和远期治疗的过程中
所取得的治疗效果和传统治疗的方式所取得的治疗效果基本
相应ꎬ并且在减小转移率方面明显优于传统的治疗方式ꎮ 而
且还能避免患者出现心理问题ꎬ提升患者的生活质量ꎬ值得在
患者治疗的过程中广泛使用ꎮ
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技术方法

环介导等温扩增技术在弓形虫感染小鼠腹腔液

检测中的应用

郭俊杰　 许妹珍　 林颖悦　 邓宏瑜　 赵艳玲

【摘要】 　 目的　 环介导等温扩增(ＬＡＭＰ)检测弓形虫感染小鼠腹腔液的反应条件及反应体系的优化

与筛选ꎮ 方法　 建立弓形虫感染小鼠模型ꎬ酚氯仿法抽提小鼠腹腔液 ＤＮＡ 作为反应模板ꎬ在弓形虫大小

为 ５２９ ｂｐ 的高度重复序列中选择一段靶序列设计内外引物ꎬ建立 ＬＡＭＰ 反应并对反应体系及条件中

Ｍｇ２＋、甜菜碱及反应温度条件进行优化ꎮ 结果　 所建立的 ＬＡＭＰ 反应以 Ｍｇ２＋浓度和反应温度影响较为明

显ꎬ而甜菜碱浓度变化的影响不大ꎬ优化后的 ＬＡＭＰ 反应体系能够特异性扩增弓形虫感染小鼠的腹水微量

ＤＮＡꎬ且对日本血吸虫、肝吸虫及盾盘吸虫的 ＤＮＡ 的扩增显示为阴性ꎮ 结论　 以弓形虫 ５２９ ｂｐ 建立并优

化后的 ＬＡＭＰ 技术可以检测到弓形虫微量 ＤＮＡꎬ并且具有较好的特异性ꎬ可对人体弓形虫轻度感染诊断

技术的建立提供一定的科学依据ꎮ
【关键词】 　 弓形虫ꎻ　 腹水ꎻ　 ＬＡＭＰꎻ　 核酸检测
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　 　 刚地弓形虫(Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉ)是可寄生于所有有核细

胞内的一种专性细胞内寄生虫ꎮ 不同国家和地区感染率不

同ꎬ约为 ０.６％~０.９４％ꎬ近年来我国因饮食习惯的改变及饲养

宠物人群的增多ꎬ弓形虫感染者及病人逐渐增多ꎬ特别是育龄

妇女妊娠期感染可造成胎儿的先天性感染ꎬ严重者可导致畸

形甚至死胎[１] ꎮ 但弓形虫病多数人感染后呈现为隐性感染

状态ꎬ临床表现多样ꎬ病原体检测取材较为困难ꎮ 目前临床中

常用的血清学检测亦存在在着无法进行早期感染及预后疗效

考核ꎬ检测的敏感性和特异性不够理想ꎮ 环介导等温扩增

(ｌｏｏｐ－ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄꎬＬＡＭＰ)方法是

目前在食品检疫及多种病原体检测中已经广泛应用的一种新

型核酸检测方法ꎬ检测灵敏度高ꎬ特异性强[２] ꎮ 弓形虫 ５２９ ｂｐ
序列在基因组中具有拷贝数高、虫株间高度保守的优势可作

为弓形虫分子生物学诊断技术的首选靶基因[３] ꎮ 本研究以

弓形虫 ５２９ ｂｐ 高度重复序列为扩增靶序列建立并优化一种

检测迅速且肉眼直接观察结果的方法－ＬＡＭＰ 检测法ꎮ
一、资料和方法

１.标本来源与实验动物模型的建立:刚地弓形虫 ＲＨ 株

(国际强毒株)由安徽科技大学寄生虫教研室惠赠ꎮ 采用昆

明种小鼠(购自齐齐哈尔医学院实验动物中心)ꎬ雌性ꎬ体重

２０~２５ ｇꎬ腹腔注射弓形虫 ＲＨ 株悬液ꎬ常规饲养ꎮ
２.ＬＡＭＰ 主要试剂及引物设计:ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ、Ｂｔａｉｎｅ 和

ＭｇＳＯ４(ｓｉｇｍａ 公司)、Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合酶(Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ Ｂｉｏｌａｂｓ 公

司ꎮ)根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中弓形虫 ５２９ｂｐ 重复序列(ＡＦ－１４６５２７)ꎬ
利用引物设计软件设计 ＬＡＭＰ 引物ꎬ引物由上海生工合成ꎮ
引物序列如下:ＦＩＰ:ｔｃａ ｔｃａ ｔｃｇ ｃｃｔ ｔｃａ ａｇｇ ａｃｔ ａｃａ ｇａｃ ｇｃｇ ａｔｇ ｃꎬ
ＢＩＰ:ｔｇｇ ｔｔｇ ｇｇａ ａｇｃ ｇａｃ ｇａｇ ａｇｔ ｔｃｃ ａｇｇ ａａａ ａｇｃ ａｇｃ ａｇｃ ｃａａ ｇꎬＦ３:
ｃｃａ ｃａｇ ａａｇ ｇｇａ ｃａｇ ａａｇ ｔｃꎬＢ３:ｔｃｃ ｇｇｔ ｇｔｃ ｔｃｔ ｔｔｔ ｔｃｃ ａｃ

３.方法:(１)标本的收集:弓形虫感染小鼠于感染后 ８ 天

处死ꎬ收集腹水ꎬ置－２０ ℃冰箱保存ꎮ 肝吸虫及盾盘吸虫由本

教研室保存ꎬ日本血吸虫由苏州大学寄生虫学教研室惠赠ꎮ
(２)ＤＮＡ 模板的制备:肝吸虫成虫及盾盘吸虫成虫 ＤＮＡ 模板

的提取采用常规组织 ＤＮＡ 提取方法[４] ꎻ弓形虫感染小鼠腹水

ＤＮＡ 模板的抽提方法如下:腹水提取液 ４００ μＬ 中加入弓形

虫感染小鼠腹水 ２００ μＬ 和 ７.５ μＬ 蛋白酶 Ｋ(２０ ｍｇ / ｍｌ)ꎬ５５
℃水浴 １０ ｍｉｎꎻ离心后加入等体积酚:氯仿:异戊醇ꎬ振荡混

匀ꎬ１ꎬ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎻ重复一次后取上清加入等体积

氯仿:异戊醇ꎬ振荡混匀ꎬ离心取上清加入 １ / １０ 体积 ＮａＡｃ(３
Ｍ)和 ２ 倍体积的预冷无水乙醇ꎬ－２０ ℃沉淀 ３０ ｍｉｎꎻ取出 ＥＰ
管ꎬ１ꎬ２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎮ 倒去上清加入 １ ｍＬ ７５％常温

乙醇洗涤 １ ｈꎻ重复一次ꎬ置于 ５５ ℃干燥箱中烘干ꎬ加入 ２０
μＬ ＴＥ 缓冲液ꎬ４ ℃过夜溶解沉淀并保存备用ꎮ (３)弓形虫

ＬＡＭＰ 法扩增体系的建立:反应体积 ２５μＬꎬ其中包括:１０×Ｂｓｔ
－ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ ２. ５ μＬꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４ ２. ０ μＬꎬ
１０ｍｍｏｌ / ＬｄＮＴＰ ２.５ μＬꎬ１０ ｍｏｌ / Ｌ Ｂｅｔａｉｅ ２.０ μＬꎬ２０ μＭ Ｆ３、Ｂ３
各 ０.８ μＬꎬ２０ μｌＭ ＦＩＰ、ＢＩＰ 各 １.６ μＬꎬ８ꎬ０００Ｕ / ｍｌ Ｂｓｔ－ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １ μＬꎬ模板 ＤＮＡ ５ μＬꎬ补水至 ２５ μＬꎬ混匀ꎬ６５ ℃水

浴 ９０ ｍｉｎꎮ (４)弓形虫 ＬＡＭＰ 反应体系的特异性:用上述实

验中获得的 ＬＡＭＰ 反应体系及程序分别对肝吸虫、日本血吸

虫、盾盘吸虫基因组 ＤＮＡ、弓形虫腹水 ＤＮＡ、弓形虫 ＲＨ 混悬

液、双蒸水(空白对照)进行扩增ꎬ电泳观察扩增结果ꎮ (５)基
于 ５２９ ｂｐ 靶序列的弓形虫 ＬＡＭＰ 检测方法反应体系及反应

条件的优化:以弓形虫 ＤＮＡ 为模板ꎬ分别对反应温度(６３℃、
６４℃、６５℃)ꎬ反应体系中 ＭｇＳＯ４ 浓度(２、３、４、５、６ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
反应体系中 Ｂｅｔａｉｎｅ 浓度(０.４、０.６、０.８、１.０、１.２ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ反应

体系中外引物:内引物比例(１:２、１:４、１:６、１:８)优化ꎮ 反应结

束后加入 ５ μＬ 的 １:８０ 的 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ ＤＮＡ ５ μＬꎬ肉眼观察

扩增产物颜色的变化ꎬ绿色荧光表示扩增反应为阳性ꎬ荧光染

料颜色不变为阴性ꎻ同时进行 ２％琼脂糖凝胶电泳观察结果ꎬ
以观察到典型的梯状条带判定为阳性ꎬ二者相结合结果一致

的最终判定为阳性反应ꎮ
二、结果

１.ＬＡＭＰ 反应检测弓形虫 ＤＮＡ 体系的建立:通过对影响

ＬＡＭＰ 反应几个主要因素的优化ꎬ我们建立了最适的反应体

系ꎬ利用该体系ꎬ可扩增出 ＬＡＭＰ 产物特有的梯状条带ꎮ 获得

优化后的 ＬＡＭＰ 反应体系反应体积 ２５ μｕｌꎬ其中包括:１０×Ｂｓｔ
－ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｂｕｆｆｅｒ ２.５ μＬꎬ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＳＯ４ ２.０ μＬꎬ１０
ｍｍｏｌ / ＬｄＮＴＰ ２.５μＬꎬ１０ ｍｏｌ / Ｌ Ｂｅｔａｉｅ ２.０μＬꎬ２０μＭ Ｆ３、Ｂ３ 各 ０.
４ μＬꎬ ２０ μＭ ＦＩＰ、 ＢＩＰ 各 １. ６ μＬꎬ ８ꎬ ０００Ｕ / ｍｌ Ｂｓｔ － ＤＮＡ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ １μＬꎬ模板 ＤＮＡ ５ μＬꎬ补水至 ２５ μＬꎬ混匀ꎬ６４ ℃水

浴 ８０ ｍｉｎꎮ
２.ＬＡＭＰ 反应体系的特异性:用建立的 ＬＡＭＰ 方法分别
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扩增肝吸虫基因组 ＤＮＡ、日本血吸虫基因组 ＤＮＡ、盾盘吸虫

基因组 ＤＮＡ、弓形虫感染小鼠腹水 ＤＮＡ、弓形虫 ＲＨ 株混悬

液 ＤＮＡ 及双蒸水ꎮ 结果显示弓形虫 ５２９ 靶序列与肝吸虫、日
本血吸虫及盾盘吸虫均未出现 ＬＡＭＰ 梯形条带ꎬ弓形虫感染

小鼠腹水中检测到特异性的 ＬＡＭＰ 梯形条带ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 ５２９ｂｐ 靶序列的 ＬＡＭＰ 检测的特异性

　 　 讨论　 弓形虫病目前常用方法主要有病原学及血清免疫

学方法二种ꎬ病原学方法操作较复杂ꎬ而且低度感染者容易漏

检ꎻ血清学检测有存在无法进行早期诊断等不足ꎮ ＬＡＭＰ 操

作简单、反应所需时间短、特异性高ꎬ已经在多个领域广泛开

展ꎮ ＬＡＭＰ 法具有 ４ 种特异引物ꎬ采用的链置换 ＤＮＡ 聚合酶

(Ｂｓｔ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ)在恒温(６５ ℃左右)中作用 １~１.５ ｈꎬ即
可完成扩增反应ꎬ采用肉眼观察来判断反应结果ꎬ在对疟原

虫[５] 、卫氏并殖吸虫[６]及多种病毒[７] 的研究中获得了较好的

应用评价ꎮ 其中卫氏并殖吸虫病的敏感性检测结果显示

ＬＡＭＰ 法可达到 ＰＣＲ 法的 １００ 倍ꎬ猪胃肠炎病毒 ＬＡＭＰ 法敏

感性检测为普通 ＰＣＲ 的 １０ 倍ꎬ与巢式 ＰＣＲ 检测敏感性相当ꎮ
近年来ꎬ多位学者开始研究 ＬＡＭＰ 法在弓形虫 ＤＮＡ 的检测效

果ꎮ 检测选择的靶序列主要有 Ｂ１、ＳＡＧ１、ＳＡＧ２、ＳＡＧ３ 以及弓

形虫 ５２９ ｂｐ 序列ꎬ其中 ５２９ ｂｐ 序列以其在基因组中拷贝数最

高、且具有高度保守性ꎬ已经成为目前弓形虫核酸诊断技术的

首选靶基因ꎮ 因此ꎬ本实验选用了弓形虫这段 ５２９ ｂｐ 大小的

重复片段作为扩增靶基因ꎬＬＡＭＰ 扩增结果显示可以在弓形

虫感染小鼠的腹水中检测到微量的弓形虫 ＤＮＡꎬ说明此反应

体系及程序具有了一定的在高通量宿主 ＤＮＡ 背景下检测到

弓形虫微量 ＤＮＡ 的敏感性ꎮ 结果显示弓形虫 ５２９ 靶序列与

肝吸虫、日本血吸虫及盾盘吸虫均未出现 ＬＡＭＰ 梯形条带ꎬ显
示弓形虫 ５２９ ｂｐ 靶序列与肝吸虫、日本血吸虫及盾盘吸虫均

无交叉反应ꎻ而在弓形虫感染小鼠腹水中检测到弓形虫 ５２９
ｂｐ 特异性的 ＬＡＭＰ 梯形条带ꎬ显示了较好的特异性ꎮ 研究报

道ꎬＭｇ２＋、Ｂｅｔａｉｎｅ 浓度及 ＬＡＭＰ 反应温度是影响 ＬＡＭＰ 反应

三个主要因素ꎬ本实验主要从这三个方面进行优化ꎬ发现

Ｍｇ２＋浓度影响最大ꎬ４ ｍｍｏｌ / Ｌ 时效果最好ꎬ最适宜扩增温度

为 ６４ ℃ 水浴ꎬ而 Ｂｅｔａｉｎｅ 浓度影响较小ꎬ与袁恒青[８] 、陈导

桢[９]报道的温度或 Ｂｅｔａｉｎｅ 浓度是影响 ＬＡＭＰ 的最主要因素

略有不同ꎮ ＬＡＭＰ 针对的六个特定区域设计的四对引物识别

靶基因ꎬ提高了反应特异性ꎮ 本实验对 ５２９ ｂｐ 靶序列的反应

特异性进行了探讨比较ꎬ结果显示仅有弓形虫 ＤＮＡ 出现特有

的梯状条带ꎬ而其他物种包括肝吸虫、日本血吸虫以及盾盘吸

虫的 ＤＮＡ 扩增均为阴性ꎬ证明了本反应体系及反应条件具有

扩增弓形虫 ＤＮＡ 的特异性ꎬ可作为今后临床实验诊断的研究

基础依据ꎮ 核酸扩增产物常采用的琼脂糖凝胶电泳染料－ＥＢ
是致癌诱变剂ꎬ对操作人员有危害作用ꎮ 为了使 ＬＡＭＰ 产物

易于观察ꎬ本实验采用了 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉꎬ然后在紫外灯下直接

观察结果ꎮ 阳性标本显绿色ꎬ反之无色ꎮ 实验结果与 ＥＢ 染

色结果一致ꎮ 说明该方法简单易行ꎬ特别适合基层单位快速

检测ꎮ
综上所述ꎬ本研究建立的检测弓形虫感染小鼠腹腔液

ＤＮＡ 的 ＬＡＭＰ 方法ꎬ具有较好的反应敏感性及特异性ꎬ且所

需反应时间短ꎬ希望可以对今后的临床诊断试剂盒的研发提

供一定的参考价值ꎮ 同时希望能在预防诊断孕妇流产、胎儿

畸形等方面发挥作用ꎮ
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