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蜱是一种寄生在动物体表的吸血寄生虫，作为最 重要的医学媒介之一，蜱种类多、分布广、生活习性多

样，能侵袭鸟类、爬行类、哺乳动物等多种宿主，并且能

传播多种病原体，其中大多数是重要的自然疫源性疾

病和人兽共患病，且大部分都没有有效疫苗，给人类健

康及畜牧业带来重大危害［1-2］。因此开发针对蜱传病

原特异、敏感且快速的检测方法对相应疾病的预防控

·论 著·
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摘要：目的 建立森林脑炎病毒（forest encephalitis，TBEV）、新疆出血热病毒（Xinjiang hemorrhagic fever，XHF）、斑点热群

立克次体（spotted fever group rickettsiae，SF）、巴贝西原虫（Babesia spp.）、埃立克体（Ehrlichieae）、土拉弗朗西斯菌

（Francisella tularensis，Fr）、Q 热立克次体（Coxiella burneti，Q）、伯氏疏螺旋体（Borrelia burgdorferi，Bo）、巴尔通体

（Bartonella，Barton）9种蜱传病原体的悬浮芯片多重检测方法。方法 将9种蜱媒病原体分为两组构建多重PCR体系，各

上游引物均带有不同的 anti⁃TAG标记，下游引物标记生物素，PCR产物与偶联对应 x⁃TAG的磁性微球进行杂交，结合物

用Bio⁃plex 100液相芯片系统检测，并对9种蜱媒病原体分别进行单一、多重检测分析。结果 将平均荧光强度的判定阈

值定为背景对照的3倍，多批次实验均能对混合模板进行准确鉴定，未出现交叉反应，表明该方法的稳定性和特异性均较

好；同时对该方法的灵敏性进行鉴定，结果表明本检测方法灵敏度良好。结论 通过利用偶联有标签序列及生物素的引

物对，成功建立了可同时检测9种蜱媒病原的液相芯片检测技术平台；该平台对于蜱媒病原体的检测具有较好的应用前景。
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制具有重要意义。

悬浮芯片（suspension array）也称液相芯片（liquid
array，liquid chip），是一种非常灵活的多功能技术平

台，可以进行蛋白、核酸等生物大分子检测、受体和配

体识别分析等研究。悬浮芯片主要通过可偶联探针的

荧光编码微球与两束激光检测，对被测物的定性和定

量分析，一个反应孔内可以完成 100种不同的生物学

反应，从而实现对核酸的多重检测［3］。本研究利用悬

浮芯片系统为平台，针对9种重要的蜱传病原，建立一

种能检测蜱类所携带的一种或多种病原的迅速、准确

而可靠的检测方法。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌株及样品 分别包含9种病原检测靶标基因

的菌株，由北京华大基因公司合成基因片段后，转化至

JM109菌株。亚东璃眼蜱（Hyalomma asiaticum kozlovi）
成蜱58只，2010年5月在内蒙古乌拉特中旗甘其毛都

口岸地区采集。

1.1.2 主要试剂及仪器 酶及缓冲液（TaKaRa，大
连）；DNA⁃marker（TaKaRa，大连）；胶回收试剂盒、RNA
提取试剂盒（QIAGEN，Germany）；反转录试剂盒

（PROMEGA，USA）；MicroPlex ⁃ TAG Beads（Luminex，
USA）；藻红蛋白标记的链霉亲和素（Streptavidin⁃R⁃
phycoerythrin，SA⁃PE）Invitrogen公司SA⁃PE（Invitrogen，
USA）；96孔酶标板（Nunc，USA）；Bio⁃plex 100液相芯

片检测系统（Bio⁃rad，USA）；恒温混匀器（Eppendorf，
Germany）。
1.1.3 引物设计与合成 通过 DNAstar软件分别对

每个属的基因进行序列比对和保守序列分析。用

PrimerPlex软件设计特异引物。每条上游引物5′端添

加特异的标签序列（TAG）（与Luminex公司提供 x⁃TAG
磁性微球上的 anti⁃TAG 序列反向互补），引物与 TAG
之间连接 C9 作为加臂，下游引物 5′端用生物素修

饰。PCR引物均由生工生物工程（上海）有限公司合

成（表1）。
表1 多重PCR扩增过程所用引物

Table 1 Primers used in the process of multiplex PCR amplification
检测病毒

土拉弗朗西斯菌

Q热立克次体

伯氏疏螺旋体

巴尔通体

森林脑炎病毒

新疆出血热病毒

斑点热群立克次体

巴贝西原虫

埃立克体

注：a. 斜体为TAG（与x⁃TAG磁性微球上的anti⁃TAG反向互补）。

引物序列 a（5′～3′）
ACATCAAATTCTTTCAATATCTTCAGGTTCAGCTACAGCATCTATCGCTACCCCTCTGCCATTAGCACC
TCATCACTTTCTTTACTTTACATTGAAGCGCAACAAGAAGAACACATGAGCGGTTCGTGCTTC
ACTACTTATTCTCAAACTCTAATAATGCACATCTGGTGTTAACTAGACTTATCACCGGCAGTCTTA
CTTTCTCATACTTTCAACTAATTTGCTATGTCTGCATTCTATCAGATCYTCAATCATTTCTTTCCA
ATTAAACAACTCTTAACTACACAAACAGACTTGARATGGCCATGTGGAGCCCATCACTCCTGTGTCACACT
AATCTCTACAATTTCTCTCTAATATGGACACYTTCACAAACTCGACAAATTCCCTGCACCA
TTAATACAATTCTCTCTTTCTCTAGGCAATTAATATCGCTGACGGGCATCTGCACTAGCACTTTC
TTAACAACTTATACAAACACAAACCTTAGTATAAGCTTTTATACAGCATAGGTCAGAAACTTGAATGATACA
CACTACACATTTATCATAACAAATCAATTGCTTATAACCTTTTGGTCCCTATTAGGAGGGATACGACCTT

扩增长度
（bp）
550
437
351
791
373
536
654
237
914

微球
编号

55
44
33
20
36
61
54
53
42

1.2 方法

1.2.1 多重PCR体系及条件优化 将9种待检病原体

分为2组，A组为土拉弗朗西斯菌、Q热立克次体、伯氏

疏螺旋体、巴尔通体；B组有巴贝西原虫、森林脑炎病

毒、斑点热群立克次体、埃立克体、新疆出血热病毒。

合成好的引物按说明溶解后，配制多重PCR反应

体系，反应条件：95 ℃预变性10 min；95 ℃ 30 s，58 ℃

40 s，72 ℃ 60 s，35个循环；最后72 ℃延伸10 min。
反应结束后以 1%的琼脂糖凝胶电泳检查扩增情

况。结合后续实验结果，对多重PCR的退火温度以及

体系中加入引物量进行优化。

1.2.2 杂交及杂交条件的优化 取带有anti⁃TAG标签

的微球每种各3500个加入到杂交液中，使其总体积为

35 μl；向各管中加 10 μl蜱传病原的PCR产物吹打混

匀。再向各孔加4 ng/μl SA⁃PE的1×TMAC液，使之总

体积变为80 μl。 37 ℃下杂交一定时间。转移至磁力

板上洗掉未结合的PCR产物再向各孔加入 80 μl 1×
TE溶液，振荡使微球重悬，然后用Bio⁃Plex 100进行检

测，通过激发微球基质上的红色分类荧光，对微球的编

号进行识别；通过激发微球表面的藻红蛋白，对结合的

PCR产物进行分析。

杂交条件的优化：分别对杂交温度、杂交时间和

PCR产物加入量进行优化。杂交温度分别选择 35、
37、40、42、45 ℃进行，其他步骤按上述进行，保持不

变，根据信号荧光（MFI）值进行结果判断。确定杂交

温度后，杂交时间分别取 15、20、25、30 min，进行杂交
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时间的优化。

1.2.3 检测体系特异性实验 体系内特异性：将 9种
蜱传病原中每一种模板分别用其他8种检测引物扩增

并杂交，上机检测MFI值，考核系统内对样品检测的特

异性。

1.2.4 检测体系灵敏度实验 待检目标核酸系列稀

释，设 10个稀释度，最优条件下进行检测，根据检测

结果，用 Bio⁃Plex Version 4.0软件分析系统得到检测

体系的方程拟合标准曲线，同时得出检测体系的检测

下限。

1.2.5 样品检测 无菌操作台上，每只蜱用 75%乙醇

浸泡 20 min后，用PBS（pH 7.4）漂洗 3次，分装 2 ml的
EP管中，加入500 μl PBS，研磨后分别取60 μl和140 μl
的组织研磨液按照试剂盒说明书提取基因组DNA和

RNA。以提取的DNA及反转录的 cDNA为模板，采用

新建立的高通量筛查方法检测扩增产物。结果与实验

室以往PCR方法进行比较。

2 结 果

2.1 多重PCR反应 按照1.2.1中方法配置体系后放

入PCR仪中进行扩增，多重PCR结果如图1所示。

2.2 退火温度优化 按以上基本PCR体系，退火温度

选择52、54、56、58、60 ℃，分别对两组待检病原进行扩

增，并同时设置PCR阴性对照，扩增结果用1%的琼脂

糖凝胶电泳检查，结果证明56 ℃时两组中大部分病原

检测的MFI值均高于其他温度（表 2），因此选用 56 ℃

为退火温度。

注：M. Marker DL2000；A. Bo、Q、Fr、Barton；B. Babesia、TBEV、
XHF、SF、Ehrlichia（从下到上）。

图1 蜱媒病原多重PCR扩增结果
Figure 1 Results of multiplex PCR amplification

of tick⁃borne pathogens

表2 退火温度优化结果
Table 2 Optimization results of annealing temperature

退火温度
（℃）

52
54
56
58
60

MFI值
A组

Q
2195.0
2628.0
3524.0
3203.5
2467.0

Fr
697.0

1256.0
1590.0
1322.0
1020.0

Bo
935.0

1392.5
1873.5
2051.0
1854.0

Barton
1154.5
1676.0
2355.0
2078.0
1446.0

B组

XHF
994.0

1543.0
2245.0
2045.5
1876.5

TBEV
1055.0
1475.5
1364.0
1267.5
1056.0

Babesia
2989.0
3442.5
4346.0
4032.0
3575.5

Ehrlichia
2008.0
2286.0
3072.5
3023.5
2823.0

SF
756.0

1243.5
1552.0
1676.0
1353.0

2.3 引物对浓度优化 根据基本PCR体系对体系内

各靶标的扩增情况，对两组PCR反应体系中 9种引物

的浓度进行调整，确保各组PCR产物在多重PCR体系

中均能与有效扩增量接近，经调整后各组引物加入量

（10 μmol/L）见表3。

2.4 杂交以及杂交条件的优化 先后优化PCR反应

体系和反应过程各条件，优化杂交条件以确保得到高

信号的检测值。

2.4.1 杂交温度的优化 杂交温度分别选择 35、37、
40、42、45 ℃ 5个温度进行，以MFI值的高低作为条件

优化的依据，结果如图 2所示，在 42 ℃时大部分病毒

检测时可得到的MFI值最高，因此选用杂交温度为

42 ℃。

2.4.2 杂交时间的优化 确定杂交温度后，杂交时间

分别取15、20、25、30 min，同上一部分进行杂交时间的

优化。

如图 3所示，在杂交进行到 25和 30 min时所得

到的MFI值相近，并且 9种病原体的检测值普遍高

于 15 和 20 min，考虑到实验快捷性，选用杂交时间

为 25 min。

表3 引物对加入量优化结果
Table 3 Optimization results of amounts of primers

A组

检测病毒

Barton
Fr
Q
Bo

引物加入量（μl）
0.8
1.8
1.2
1.2

B组

检测病毒

XHF
SF

TBEV
Babesia
Ehrlichia

引物加入量（μl）
1.5
2.0
1.2
1.0
1.5
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2.5 敏感性实验 测定 9种病原的染色体 DNA浓

度，分别进行系列稀释，PCR扩增后进行检测，Bio⁃
Plex Version 4.0软件分析，得出剂量-反应曲线并根

据方程算出检测下限。经计算，9种病原检测下限如

表 4所示。

2.6 特异性检测 对土拉弗朗西斯菌、Q热立克次

体、伯氏疏螺旋体、巴尔通体、巴贝西原虫、埃立克体、

斑疹伤寒立克次体、鼠疫耶尔森菌、恙虫病立克次体进

行交叉检测，结果如图4所示，体系内交叉检测所得荧

光值接近空白值，说明均与组内其他病原间不发生交

叉反应，特异性好。

2.7 样品检测 采用建立的多重悬浮芯片检测方法

对2010年5月在内蒙古乌拉特中旗甘其毛都口岸地区

采集的亚东璃眼蜱成蜱58只进行盲测，检出伯氏疏螺

旋体 5份，与实验室前期荧光定量 PCR检测结果相

符［4］，证明该方法可以用于实际样品的检测，结果可信

度好。

3 讨 论

目前全世界面临着新发传染病的重大威胁，其中

相当一部分是由蜱媒传播的疾病，包括森林脑炎、克

里米亚-刚果出血热、蜱媒斑疹伤寒、Q热、人埃立克体

病、莱姆病等。我国已发现119种蜱，其中多数可通过

叮咬动物或人而传播疾病［5］。很多研究发现，蜱传病

原往往是 2种或多种同时存在于同一蜱媒，肩突硬蜱

（Ixodes scapularis）是埃立克体的传播媒介，同时也传

播莱姆病和巴贝西原虫病［6］，在美国东北部地区，白足

鼠（Peromyscus）是巴贝西原虫和伯氏疏螺旋体的主要

贮存宿主［7］，对许多地区人群的血清流行病学调查也

显示存在多种蜱媒病的抗体［8-9］。因此在检测蜱传病

原时需要一种可以同时检测多种病原的快速检测方

法，对于媒介控制、保护旅游人群健康具有重要的流行

病学和现实意义。

悬浮芯片是近年来兴起的一种检测技术，与常规

的病原分离鉴定、琼脂扩散试验、血凝抑制试验、免疫

荧光法和ELISA等实验方法相比，具有高通量、操作简

便、重复性好、灵敏度高以及线性范围宽等优点，特别

适合于多病原体的高通量检测及鉴定，并已经广泛的

应用于各种病原体的检测研究［10-12］。

目前悬浮芯片方法中杂交所采用的主要为直接杂

交法，即在检测片段上选取一段序列作为探针，检测前

需要预先用氨基化探针对微球进行包被［13］，步骤较繁

琐，并且多重检测中，由于多重探针的存在，杂交温度

的选择也是一个技术开发时的瓶颈［14］。利用 TAG标

图2 杂交温度优化结果
Figure 2 Optimization results of hybridization temperature

图3 杂交时间优化结果
Figure 3 Optimization results of hybridization time

表4 9种蜱传病原检测下限
Table 4 Lower detection limits for 9 tick⁃borne pathogens

A组

检测病毒

Barton
Fr
Q
Bo

检测下限
（pg/体系）

0.089
0.032
0.139
0.032

B组

检测病毒

XHF
SF

TBEV
Babesia
Ehrlichia

检测下限
（pg/体系）

0.767
0.311
1.604
0.098
0.609

注：X轴：检测样品；Y轴：检测项目；Z轴：检测荧光信号（MFI）。
图4 检测体系内部特异性验证结果

Figure 4 Specificity validation results within the detection system
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记技术解决了这一问题，x⁃TAG与 anti⁃TAG是基于结

核分枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis）的序列设计而

成，不含有碱基G，TAG与 anti⁃TAG 精确互补、杂交温

度统一。杂交前用带有 TAG序列的探针对扩增产物

进行目标特异性引物延伸，以得到带有TAG序列的单

链片段，解决杂交温度统一性问题，但同时也带来了

耗时长步骤繁琐的新问题［15］。本研究结合前两种方法

的优点，将TAG直接合成至引物上，在PCR扩增中直

接将TAG序列引入扩增产物，减少了实验操作，缩短

了检测时间，节省了试剂及耗材。Jobs等［16］曾用该方

法对真菌进行分型，成功地区分 10种不同的真菌种，

但用于同一宿主病原体的多重检测尚属首次。从本实

验得到的检测下限可见，由于引物间扩增效率差距的

存在，几种病原间检测灵敏度差异较大，部分病原体的

检测灵敏度不高，接下来需要继续优化引物，从而使检

测体系灵敏度均一。

本实验建立的悬浮芯片检测方法经与实时定量

PCR比对，对蜱类样品的检测结果完全一致，且有很好

的特异性。由于杂交条件的同一性，在检测时，可以根

据样本的不同特点，从中选择所需组合的微球，随意搭

配所需要的检测项目。该悬浮芯片检测方法的建立，

不仅有利于积极开展新发传染病的监测、检测、风险评

估和控制的研究，还可以有效预防和控制传染病的发

生和传播，为传染病的流行趋势提供预测预警信息，具

有广阔的应用前景。
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