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(57)摘要

本发明提供一种用于梅毒病原体检测的液

相杂交捕获文库及其构建方法。所述液相杂交捕

获探针文库包括梅毒基因组序列和人基因组参

照序列；所述梅毒基因组序列每隔10-20bp截取

50-70bp，得到探针序列；将所得到探针序列与病

原体数据库进行比对，选取其中特异比到梅毒上

的序列作为液相杂交捕获文库的探针序列。本发

明的梅毒病原体检测的液相杂交捕获文库对于

目标捕获区域的合理设计，保证了各区域液相杂

交捕获探针文库的均一性，可大幅提高检测灵敏

度及准确性。
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1.一种用于梅毒病原体检测的液相杂交捕获文库，其特征在于，所述液相杂交捕获探

针文库包括：梅毒基因组序列和人基因组参照序列；所述梅毒基因组序列每隔10-20bp截取

50-70bp，得到探针序列；将所得到探针序列与病原体数据库进行比对，选取其中特异比到

梅毒上的序列作为液相杂交捕获文库的探针序列；所述基因组参照序列作为内参以保证液

相杂交捕获效果，其选自人基因组保守序列。

2.根据权利要求1所述的液相杂交捕获文库，其特征在于，所述梅毒基因组序列是

GenBank号：CP003679.1的序列。

3.根据权利要求1所述的液相杂交捕获文库，其特征在于，所述梅毒基因组序列每隔

12bp截取65bp，得到探针序列；将所得到探针序列与病原体数据库进行比对，选取其中特异

比到梅毒上的序列作为液相杂交捕获文库的探针序列。

4.根据权利要求1所述的液相杂交捕获文库，其特征在于，所述人基因组保守序列选取

EFTUD2基因和/或SDHA基因部分序列作为人基因组参照序列；所述EFTUD2基因每隔10-20bp

截取50-70bp，得到人基因组参照序列；所述SDHA基因每隔10-20bp截取50-70bp，得到人基

因组参照序列。

5.根据权利要求4所述的液相杂交捕获文库，其特征在于，选取EFTUD2基因和/或SDHA

基因部分序列作为人基因组参照序列，所述EFTUD2基因每隔16bp截取65bp，得到人基因组

参照序列；和/或所述SDHA基因每隔16bp截取65bp，得到人基因组参照序列。

6.根据权利要求1-5任一所述的用于梅毒病原体检测的液相杂交捕获文库的构建方

法，其特征在于，所述方法包括以下步骤：

步骤1：设计梅毒基因组序列和人基因组参照序列，所述梅毒基因组序列每隔10-20bp

截取50-70bp，得到探针序列；将所得到探针序列与病原体数据库进行比对，选取其中特异

比到梅毒上的序列作为液相杂交捕获文库的探针序列；所述基因组参照序列作为内参以保

证液相杂交捕获效果，其选自人基因组保守序列；

步骤2：将所述设计梅毒基因组序列和人基因组参照序列在其上下游分别加入引物池

合成通用引物序列，以便后续PCR扩增制备探针所需；

步骤3：利用所述上下游通用序列引物进行PCR扩增制备得到带有生物素标记的液相杂

交捕获探针文库。

7.根据权利要求6所述的构建方法，其特征在于，所述梅毒基因组序列是GenBank号：

CP003679.1的序列；和/或所述人基因组保守序列选取EFTUD2基因和/或SDHA基因部分序列

作为人基因组参照序列；所述EFTUD2基因每隔10-20bp截取50-70bp，得到人基因组参照序

列；所述SDHA基因每隔10-20bp截取50-70bp，得到人基因组参照序列。

8.根据权利要求6所述的构建方法，其特征在于，所述引物池合成上游通用引物序列为

SEQ  No .1:TGTAATACGACTCACTATAGGGAGA；和所述引物池合成下游通用引物序列为SEQ 

No.2:TGTAATACGACTCACTATAGGGAGA；所述引物池合成的序列结构是：TGTAATACGACTCACTAT

AGGGAGANNNNNTGAGACGCGACCACGAA，其中其中加粗的NNNNN代表多种插入片段序列，即梅毒

基因组序列和/或人基因组参照序列截取得到的探针序列。

9.根据权利要求6所述的构建方法，其特征在于，通过PCR扩增制备得到带有生物素标

记的液相杂交捕获探针文库步骤的PCR的反应体系中，dUTP与dTTP的比例为1：3时。

10.根据权利要求6所述的构建方法，其特征在于，通过PCR扩增制备得到带有生物素标
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记的液相杂交捕获探针文库步骤中PCR扩增后经过二次磁珠纯化回收得到液相杂交捕获探

针文库。
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用于梅毒病原体检测的液相杂交捕获文库及其构建方法

技术领域

[0001] 本发明属于分子生物学技术领域，涉及一种用于梅毒病原体检测的液相杂交捕获

文库及其构建方法。

背景技术

[0002] 感染性疾病是目前引起人类疾病的主要原因之一。据预测，全球每年约4000万人

感染，50万死亡。中国每年约1500万感染，20万死亡。对于感染性样本的检测，目前主要的检

测方法还是免疫学/分子生物学和分离培养为主。临床感染患者表现类型多种多样，主要有

血流感染、神经系统感染、呼吸道感染及消化道感染症候群，而引起人们感染的病原体多种

多样，包括细菌、真菌、病毒、寄生虫、支原体、衣原体、立克次氏体、螺旋体等。很多病原体感

染能够引起不同的临床表型，不同的病原体感染也能够引起同样的临床表现，这也决定了

检测方法的多样性和复杂性。传统的病原微生物检测手段包括基于抗原抗体的免疫学方法

和基于核酸检测的方法已经无法满足未知病原体快速检测的需要。因此，一种通用的快速

方法对于急性感染患者来说尤为重要。而二代测序技术以能一次并行对几十万到几百万条

DNA分子进行序列测定，通过生物信息学分析获得所测样本的基因序列信息。二代测序技术

已经成为国内外新发突发病原微生物引起的疫情的首要确证手段，如我国2009年的蜱虫

病，2009年开始的甲型H1N1流感和2013年H7N9流感。在世界范围内,还有2011年5月出现的

德国大肠杆菌O104:H4疫情2011年7月出现的荷兰超级耐药肺炎克雷伯菌Oxa4疫情，以及

2014年震惊世界的西非埃博拉病毒疫情。近年来，随着二代测序成本的降低，其已经走进了

日常临床检验中，美国FDA和我国CFDA先后颁布了指导原则，解决目前临床急性感染和重症

感染患者诊断难的问题。

[0003] 其中梅毒是一类典型的感染性疾病，梅毒是梅毒螺旋体引起的系统性疾病。一般

将梅毒分为三期：一期梅毒(如感染部位溃疡或硬下疳)、二期梅毒(包括但不限于皮疹、皮

肤黏膜病变及淋巴结病变)和三期梅毒(如心脏病变或树胶肿)。梅毒的发病率近年来逐年

升高，是应该引起高度重视的乙类传染病。

[0004] 隐性梅毒，也称潜伏梅毒临床表现为无任何梅毒性的症状及体征，但其具有更高

的传染风险。一期梅毒硬下疳和二期梅毒都具有自限性，且一般不留痕迹，如未能治疗或治

疗不成功，则进入隐性梅毒阶段。

[0005] 而这其中神经性梅毒是较难诊断的一类，神经梅毒是梅毒螺旋体侵犯中枢神经系

统所引起的慢性系统感染性疾病。病程可出现在梅毒的各个时期(包括早期梅毒)，表现为

颅神经功能障碍、脑膜炎、脑卒中、神经状态的急性病变、听力和视力下降等。

[0006] 因此，鉴于梅毒临床表现复杂，误诊率高，迫切需要一种能够快速、灵敏、便捷、准

确检测梅毒的方法及试剂盒。

发明内容

[0007] 在一种实施方式中，本发明提供一种用于梅毒病原体检测的液相杂交捕获文库，
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所述液相杂交捕获探针文库包括：梅毒基因组序列和人基因组参照序列；所述梅毒基因组

序列每隔10-20bp截取50-70bp，得到探针序列；将所得到探针序列与病原体数据库进行比

对，选取其中特异比到梅毒上的序列作为液相杂交捕获文库的探针序列；所述基因组参照

序列作为内参以保证液相杂交捕获效果，其选自人基因组保守序列。

[0008] 在一种实施方式中，所述梅毒基因组序列是GenBank号：CP003679.1的序列。

[0009] 在一种实施方式中，所述梅毒基因组序列每隔12bp截取65bp，得到探针序列；将所

得到探针序列与病原体数据库进行比对，选取其中特异比到梅毒上的序列作为液相杂交捕

获文库的探针序列。

[0010] 在一种实施方式中，所述人基因组保守序列选取EFTUD2基因和/或SDHA基因部分

序列作为人基因组参照序列；所述EFTUD2基因每隔10-20bp截取50-70bp，得到人基因组参

照序列；所述SDHA基因每隔10-20bp截取50-70bp，得到人基因组参照序列。

[0011] 在一种实施方式中，选取EFTUD2基因和/或SDHA基因部分序列作为人基因组参照

序列，所述EFTUD2基因每隔16bp截取65bp，得到人基因组参照序列；和/或所述SDHA基因每

隔16bp截取65bp，得到人基因组参照序列。

[0012] 在一种实施方式中，本发明提供一种用于梅毒病原体检测的液相杂交捕获文库的

构建方法，其特征在于，所述方法包括以下步骤：步骤1：设计梅毒基因组序列和人基因组参

照序列，所述梅毒基因组序列每隔10-20bp截取50-70bp，得到探针序列；将所得到探针序列

与病原体数据库进行比对，选取其中特异比到梅毒上的序列作为液相杂交捕获文库的探针

序列；所述基因组参照序列作为内参以保证液相杂交捕获效果，其选自人基因组保守序列；

步骤2：将所述设计梅毒基因组序列和人基因组参照序列在其上下游分别加入引物池合成

通用引物序列，以便后续PCR扩增制备探针所需；步骤3：利用所述上下游通用序列引物进行

PCR扩增制备得到带有生物素标记的液相杂交捕获探针文库。

[0013] 在一种实施方式中，所述梅毒基因组序列是GenBank号：CP003679.1的序列；和/或

所述人基因组保守序列选取EFTUD2基因和/或SDHA基因部分序列作为人基因组参照序列；

所述EFTUD2基因每隔10-20bp截取50-70bp，得到人基因组参照序列；所述SDHA基因每隔10-

20bp截取50-70bp，得到人基因组参照序列。

[0014] 在一种实施方式中，所述引物池合成上游通用引物序列为SE Q  N o .1 :

TGTAATACGACTCACTATAGGGAGA；和所述引物池合成下游通用引物序列为SEQ  No .2:

TGTAATACGACTCACTATAGGGAGA；所述引物池合成的序列结构是：TGTAATACGACTCACTATAGGGA

GANNNNNTGAGACGCGACCACGAA，其中其中加粗的NNNNN代表多种插入片段序列，即梅毒基因组

序列和/或人基因组参照序列截取得到的探针序列。

[0015] 在一种实施方式中，通过PCR扩增制备得到带有生物素标记的液相杂交捕获探针

文库步骤的PCR的反应体系中，dUTP与dTTP的比例为1：3时。

[0016] 在一种实施方式中，通过PCR扩增制备得到带有生物素标记的液相杂交捕获探针

文库步骤中PCR扩增后经过二次磁珠纯化回收得到液相杂交捕获探针文库。

[0017] 本发明所构建的液相杂交捕获探针文库中序列合成技术高，合成序列准确率较

高，准确率能达到99.8％，保证了液相杂交捕获探针文库的准确性，进而保证较高的捕获效

率表现。同时，对于目标捕获区域的合理设计保证了各区域液相杂交捕获探针文库的均一

性，可大幅提高检测灵敏度及准确性。
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[0018] 本发明提供了一种从人的血浆游离DNA样本中选择性富集梅毒病原体序列片段的

方法，大大地提高了梅毒病原体检测灵敏度及准确性，从而提供了一种针对梅毒病原体检

测的高效而低成本的检测试剂盒。

[0019] 本发明中，构建的液相杂交捕获探针文库可以同时杂交1-4个样品，样品可以通过

本领域熟悉的二代建库方法先将待捕获样品分别进行测序文库构建，加上不同的双端

index标记，将加上不同双端index的1-4个样品进行等量混合，然后用液相杂交捕获探针文

库进行杂交捕获，最后将捕获的产物进行高通量测序，捕获的不同样品的目标区域后续分

析时通过建库时加上的index标记进行区分。

具体实施方式

[0020] 为了使本领域技术领域人员更好地理解本申请中的技术方案，下面将结合实施例

对本发明作进一步说明，显然，所描述的实施例仅仅是本申请一部分实施例，而不是全部的

实施例。基于本申请中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获

得的所有其它实施例，都应当属于本申请保护的范围。

[0021] 在本发明各实施方式中，为了使读者更好地理解本申请而提出了许多技术细节。

但是，即使没有这些技术细节，也可以实现本申请各权利要求保护的技术方案。以下实施例

的定量实验中，均是设置三次重复实验，结果取平均值。

[0022] 实施例1本发明的梅毒病原体检测液相杂交捕获探针文库构建

[0023] 具体而言，将本发明根据现有的或已获得的梅毒病原体基因组信息为基础，构建

了针对梅毒病原体检测液相杂交捕获探针文库。

[0024] 用于液相杂交捕获的探针文库DNA序列要具有较高的特异性，不受其他同源核酸

序列的影响。本发明按照以下方式获得梅毒病原体检测液相杂交捕获探针文库，具体描述

如下：

[0025] 1.探针设计：如上所述，梅毒病原体检测液相杂交捕获探针文库包含两部分：1.梅

毒基因组序列；2.人基因组参照序列。其中梅毒基因组序列(GenBank号：CP003679.1)，大小

约1.14Mb，根据参考序列，每隔12bp截取65bp，共得到94792条探针序列，将得到的序列与病

原体数据库进行比对，选取了其中92703条特异比到梅毒上的序列作为探针序列。同时选取

人基因组保守序列作为内参以保证液相杂交捕获效果，选取EFTUD2基因、SDHA基因部分序

列作为人基因组参照序列，EFTUD2基因(长约4.4k)，每隔10-20bp截取50-70bp(约4x覆盖)，

共得到2762条探针序列；SDHA基因每隔10-20bp截取50-70bp，取其中535条序列。

[0026] 在设计好的探针片段在其上下游分别加入引物池(oligo  pool)合成通用引物序

列，以便后续PCR扩增制备探针所需，引物池合成通用引物序列所述引物池合成上游通用引

物序列为SEQ  No.1:TGTAATACGACTCACTATAGGGAGA；和所述引物池合成下游通用引物序列为

SEQ  No.2:TGTAATACGACTCACTATAGGGAGA；所述引物池合成的序列结构是：TGTAATACGACTCA

CTATAGGGAGANNNNNTGAGACGCGACCACGAA，其中加粗的NNNNN代表多种插入片段序列，即梅毒

基因组序列和/或人基因组参照序列截取得到的探针序列。

[0027] 2.PCR制备液相杂交捕获探针文库：上述引物池合成成功后，将干粉状态的引物池

用50ul洁净的DNase/RNase  free  ddH20溶解，充分震荡后离心。后利用上下游通用序列引

物进行PCR扩增制备得到带有生物素标记的液相杂交捕获探针文库。
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[0028] 具体的，对于上述技术方案，优选的情况下，所述PCR扩增体系为：

[0029]

[0030] PCR扩增条件如下：98℃、30S；98℃、10s，60℃、30s，72℃、30s，14个循环；72℃、

7min；4℃、∞。

[0031] 上述操作涉及将生物素标记的Biotin-11-dUTP掺入合成的DNA产物中，通过优化

PCR的反应体系，主要是优化dUTP与dTTP的比例，当dUTP：dTTP为1：3时，扩增带有Biotin-

11-dUTP的PCR产物效果最佳。

[0032] PCR扩增后经过2×磁珠纯化回收得到液相杂交捕获探针文库。

[0033] 实施例2本发明构建了针对梅毒病原体检测液相杂交捕获的应用

[0034] 具体而言，本发明构建了针对梅毒病原体检测液相杂交捕获的检测试剂盒，试剂

盒首先将提取到的血浆样本游离DNA进行样本文库构建，经过末端修复、加“A”及连接过程

将DNA片段连上双端index接头，随后利用构建的液相杂交捕获探针文库与含有待捕获的样

本文库DNA片段杂交，经过洗涤富集后对这些DNA片段进行测序，经过生物信息学数据分析

后获得样本检测结果。该技术方案包括从血浆游离DNA到测序结果输出的全部实验流程，主

要包括样本提取、文库构建、液相杂交捕获、测序及数据分析四方面内容。

[0035] 实验选取1例梅毒阳性患者的血浆游离DNA样本，对样本进行样本文库构建，实验

组1利用上述梅毒病原体检测试剂盒进行液相杂交捕获后上机测序，实验组2不进行液相杂

交捕获直接测序，得到测序结果对比。

[0036] 1.血浆游离DNA样本提取及文库制备

[0037] 将采集好梅毒阳性血液样本的streck管经过3000g离心10min后分离血浆至EP管

中，分离好的血浆样本管再经过14000rpm离心10min后取上清进行游离DNA提取。游离DNA提

取采用天根游离DNA提取试剂盒TIANamp  Micro  DNA  Kit,DP316。

[0038] 提取好的游离DNA样本分别进行不同index的样本文库构建，建库条件相同：

[0039] (1) .利用酶反应将提取好的质量较高的cfDNA样本进行末端修复及加A(建库试剂

来自商品化建库试剂盒KAPA  Hyper  Prep  Kit  Illumina  platforms)。

[0040]

[0041] 反应条件：20℃30min，65℃30min，4℃ever。

说　明　书 4/10 页

7

CN 110257537 A

7



[0042] (2) .将上述经过末端修复、加A的cfDNA和双端adaptor接头进行连接反应。

[0043]

[0044] 反应条件：20℃15min。连接后产物经过0.8×磁珠纯化后得到连接产物。

[0045] (3) .将上一步的连接产物进行PCR扩增富集文库

[0046]

[0047] 反应条件：98℃45s，98℃15s；60℃30s；72℃30s，10-13cycles，72℃1min，4℃

ever。PCR后产物经过0.5-0.9×磁珠筛选得到游离DNA样本文库。

[0048] 2.梅毒病原体序列的富集

[0049] 对实验组1的构建好的游离DNA样本进行液相杂交捕获，实验组2样本文库不做处

理直接测序。

[0050] (1)游离DNA样本文库混合、封闭及干燥：将构建好的基因组DNA文库等量混合，总

量1μg，随后将COT  DNA、基因组DNA文库与封闭引物按照如下比例混合。其中COT  DNA作为基

因组中重复率较高的一部分DNA片段，在杂交时有助于提高杂交效率，封闭引物用来封闭文

库中的测序接头。将上述混合好的样本在真空浓缩仪中60℃蒸干，用于后续杂交。

[0051]

[0052] (2)重新溶解及变性：向上述干燥后的混合物中加入10.5μL的杂交缓冲液，充分涡

旋溶解后于95℃变性10min。

[0053] (3)杂交：将变性好的10.5uL混合物加入到4.5μL杂交捕获探针文库中，涡旋30s充

分溶解混匀后全速离心30s。于55℃杂交16h。

[0054] (4)生物亲和素磁珠捕获目标区域DNA文库片段：杂交反应后，将15uL样品转移至

事先经过生物亲和素磁珠洗涤溶液洗涤重悬的100uL链霉亲和素标记磁珠中，混匀后于55

℃孵育45min，每隔15分钟吹打混匀一次，让捕获的片段与磁珠结合，特异吸附目标片段，将

杂交到的片段抓取出来。

[0055] (5)洗涤非目标区域DNA片段：
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[0056] ①加入100μL  55℃预热的洗涤溶液I，混匀后磁力悬浮弃上清，重复一次。

[0057] ②加入200μL  55℃预热的Stringent洗涤溶液，混匀后55℃孵育5min，磁力悬浮弃

上清，重复三次，共四次。

[0058] ③加入200μL洗涤溶液I，涡旋2min，磁力悬浮弃上清。

[0059] ④加入200μL洗涤溶液II，涡旋1min，磁力悬浮弃上清。

[0060] ⑤加入200μL洗涤溶液III，涡旋30S，磁力悬浮弃上清。

[0061] ⑥加入50μL  PCR级别dd  H2O重悬磁珠。

[0062] (6)捕获后富集：洗脱后磁珠带着捕获的目标DNA片段，进入样本的LM-PCR富集。

LM-PCR反应体系如下(一个捕获样本做两管PCR反应)：

[0063]

[0064] PCR反应条件为：98℃预变性45s；98℃变性15s，60℃退火30s，72℃延伸30s，共14

个循环；72℃延伸1min；4℃保温。

[0065] 反应后，利用磁珠纯化PCR扩增产物，得到捕获后的样本文库，质检后用于测序分

析。

[0066] 3.高通量测序与数据分析

[0067] 本发明采用本领域技术人员熟知的二代测序平台进行高通量测序，将捕获的序列

在Illumina测序平台采用边合成边测序的方法进行序列测定(测序试剂均购自Illumina商

业测序试剂盒)，对得到的数据进行分析可知其上的标签序列，根据标签序列确定其对应的

样本DNA来源。二代测序具有高通量的特点，为这一技术应用提供了快速高效的便利条件。

本发明利用二代测序手段对上面方法获得的测序文库进行了测序并且获得了测序数据，有

关分析结果如下：

[0068] 表1测序后数据分析结果

[0069]

[0070] 如表1所示，选取的梅毒阳性样本，实验组1利用上述梅毒病原体检测试剂盒进行

液相杂交捕获后上机测序，实验组2不进行液相杂交捕获直接测序。测试数据分析结果显

示，进行了液相杂交捕获实验的实验组1与直接建库测序的实验组2结果比较，实验组1检测

到了18,720条梅毒reads，相比实验组2检测的数量(42)多了444倍。而测序数据产出量仅为

后者的26％，因此利用本发明提供的梅毒病原体检测液相杂交捕获探针文库可大大提高梅
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毒病原体检测的灵敏度与准确性，同时大大降低了检测成本，具有非常好地应用价值。

[0071] 实施例3本发明的不同探针长度对梅毒病原检测结果影响

[0072] 1.探针设计：实验组1探针设计如上所述，梅毒病原体检测液相杂交捕获探针文库

包含两部分：1.梅毒基因组序列；2.人基因组参照序列。其中梅毒基因组序列(GenBank号：

CP003679.1)，大小约1.14Mb，根据参考序列，每隔12bp截取65bp，共得到94792条探针序列，

将得到的序列与病原体数据库进行比对，选取了其中92703条特异比到梅毒上的序列作为

探针序列。同时选取人基因组保守序列作为内参以保证液相杂交捕获效果，选取EFTUD2基

因、SDHA基因部分序列作为人基因组参照序列，EFTUD2基因(长约4.4k)，每隔16bp截取65bp

(约4x覆盖)，共得到2762条探针序列；SDHA基因每隔16bp截取65bp，取其中535条序列。

[0073] 实验组2探针设计方法：根据梅毒基因组序列(GenBank号：CP003679.1)，每隔15bp

截取100bp，共得到63183条探针序列，经比对后选取62968条特异性比对到梅毒上的序列作

为探针序列；作为内参的人基因组保守基因EFTUD2和SDHA序列，每隔每隔15bp截取100bp，

共得到2198条序列。

[0074] 在设计好的探针片段在其上下游分别加入引物池合成通用引物序列，以便后续

PCR扩增制备探针所需，在设计好的探针片段在其上下游分别加入引物池(oligo  pool)合

成通用引物序列，以便后续PCR扩增制备探针所需，引物池合成通用引物序列所述引物池合

成上游通用引物序列为SEQ  No.1:TGTAATACGACTCACTATAGGGAGA；和所述引物池合成下游通

用引物序列为SEQ  No.2:TGTAATACGACTCACTATAGGGAGA；所述引物池合成的序列结构是：TG

TAATACGACTCACTATAGGGAGANNNNNTGAGACGCGACCACGAA，其中加粗的NNNNN代表多种插入片段

序列，即即梅毒基因组序列和/或人基因组参照序列截取得到的探针序列。

[0075] 2.PCR制备液相杂交捕获探针文库：上述引物池合成成功后，将干粉状态的引物池

用50ul洁净的DNase/RNase  free  ddH20溶解，充分震荡后离心。后利用上下游通用序列引

物进行PCR扩增制备得到带有生物素标记的液相杂交捕获探针文库。

[0076] 具体的，对于上述技术方案，优选的情况下，所述PCR扩增体系为：

[0077]

[0078] PCR扩增条件如下：98℃、30S；98℃、10s，60℃、30s，72℃、30s，14个循环；72℃、

7min；4℃、∞。

[0079] 上述操作涉及将生物素标记的Biotin-11-dUTP掺入合成的DNA产物中，通过优化

PCR的反应体系，主要是优化dUTP与dTTP的比例，当dUTP：dTTP为1：3时，扩增带有Biotin-

11-dUTP的PCR产物效果最佳。

[0080] PCR扩增后经过2×磁珠纯化回收得到液相杂交捕获探针文库。

[0081] 3.梅毒阳性患者的血浆游离DNA样本检测：将提取到的血浆样本游离DNA进行样本
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文库构建，经过末端修复、加“A”及连接过程将DNA片段连上双端index接头，随后利用构建

的液相杂交捕获探针文库与含有待捕获的样本文库DNA片段杂交，经过洗涤富集后对这些

DNA片段进行测序，经过生物信息学数据分析后获得样本检测结果。

[0082] (1)血浆游离DNA样本提取及文库制备

[0083] 将采集好梅毒阳性血液样本的streck管经过3000g离心10min后分离血浆至EP管

中，分离好的血浆样本管再经过14000rpm离心10min后取上清进行游离DNA提取。游离DNA提

取采用天根游离DNA提取试剂盒TIANamp  Micro  DNA  Kit,DP316。

[0084] 提取好的游离DNA样本分别进行不同index的样本文库构建，建库条件相同：

[0085] ①利用酶反应将提取好的质量较高的cfDNA样本进行末端修复及加A(建库试剂来

自商品化建库试剂盒KAPA  Hyper  Prep  Kit  Illumina  platforms)。

[0086]

[0087]

[0088] 反应条件：20℃30min，65℃30min，4℃ever。

[0089] ②将上述经过末端修复、加A的cfDNA和双端adaptor接头进行连接反应。

[0090]

[0091] 反应条件：20℃15min。连接后产物经过0.8×磁珠纯化后得到连接产物。

[0092] ③将上一步的连接产物进行PCR扩增富集文库。

[0093]

[0094] 反应条件：98℃45s，98℃15s；60℃30s；72℃30s，10-13cycles，72℃1min，4℃

ever。PCR后产物经过0.5-0.9×磁珠筛选得到游离DNA样本文库。

[0095] (2)梅毒病原体序列的富集

[0096] 将构建好的游离DNA样本分别与实验组1和实验组2制备得到的探针文库进行液相

杂交捕获。

[0097] ①游离DNA样本文库混合、封闭及干燥：将构建好的基因组DNA文库等量混合，总量
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1μg，随后将COT  DNA、基因组DNA文库与封闭引物按照如下比例混合。其中COT  DNA作为基因

组中重复率较高的一部分DNA片段，在杂交时有助于提高杂交效率，封闭引物用来封闭文库

中的测序接头。将上述混合好的样本在真空浓缩仪中60℃蒸干，用于后续杂交。

[0098]

[0099] ②重新溶解及变性：向上述干燥后的混合物中加入10.5μL的杂交缓冲液，充分涡

旋溶解后于95℃变性10min。

[0100] ③杂交：将变性好的10.5uL混合物加入到4.5μL杂交捕获探针文库中，涡旋30s充

分溶解混匀后全速离心30s。于55℃杂交16h。

[0101] ④生物亲和素磁珠捕获目标区域DNA文库片段：杂交反应后，将15uL样品转移至事

先经过生物亲和素磁珠洗涤溶液洗涤重悬的100uL链霉亲和素标记磁珠中，混匀后于55℃

孵育45min，每隔15分钟吹打混匀一次，让捕获的片段与磁珠结合，特异吸附目标片段，将杂

交到的片段抓取出来。

[0102] ⑤洗涤非目标区域DNA片段：

[0103] ⅰ.加入100μL  55℃预热的洗涤溶液I，混匀后磁力悬浮弃上清，重复一次。

[0104] ⅱ.加入200μL  55℃预热的Stringent洗涤溶液，混匀后55℃孵育5min，磁力悬浮

弃上清，重复三次，共四次。

[0105] ⅲ.加入200μL洗涤溶液I，涡旋2min，磁力悬浮弃上清。

[0106] ⅳ.加入200μL洗涤溶液II，涡旋1min，磁力悬浮弃上清。

[0107] ⅴ.加入200μL洗涤溶液III，涡旋30S，磁力悬浮弃上清。

[0108] ⅵ.加入50μL  PCR级别dd  H2O重悬磁珠。

[0109] ⑥捕获后富集：洗脱后磁珠带着捕获的目标DNA片段，进入样本的LM-PCR富集。LM-

PCR反应体系如下(一个捕获样本做两管PCR反应)：

[0110]

[0111] PCR反应条件为：98℃预变性45s；98℃变性15s，60℃退火30s，72℃延伸30s，共14

个循环；72℃延伸1min；4℃保温。

[0112] 反应后，利用磁珠纯化PCR扩增产物，得到捕获后的样本文库，质检后用于测序分

析。

[0113] (3)高通量测序与数据分析

[0114] 本发明采用本领域技术人员熟知的二代测序平台进行高通量测序，将捕获的序列

在Illumina测序平台采用边合成边测序的方法进行序列测定(测序试剂均购自Illumina商
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业测序试剂盒)，对得到的数据进行分析可知其上的标签序列，根据标签序列确定其对应的

样本DNA来源。二代测序具有高通量的特点，为这一技术应用提供了快速高效的便利条件。

本发明利用二代测序手段对上面方法获得的测序文库进行了测序并且获得了测序数据，有

关分析结果如下：

[0115] 表2测序后数据分析结果

[0116]

[0117]

[0118] 如表2所示，对比了不同探针设计方案对梅毒病原体液相杂交捕获检测试验的影

响，检测数据显示，实验组1探针液相杂交捕获结果显示检测到了18,720条梅毒reads，而在

大致相同数据产出的情况下，实验组2探针液相杂交捕获检测结果检测到81条梅毒reads，

实验组1相较实验组2检测到的梅毒reads多了230倍。由结果不难看出实验组1的探针设计

方案在捕获效率上明显优于实验组2，大大提高了梅毒病原体检测灵敏度，因此本发明提供

的液相杂交捕获探针文库可大大提高梅毒病原体检测的灵敏度与准确性，同时大大降低了

检测成本，具有较好地应用价值。

[0119] 应该理解到披露的本发明不仅仅限于描述的特定的方法、方案和物质，因为这些

均可变化。还应理解这里所用的术语仅仅是为了描述特定的实施方式方案的目的，而不是

意欲限制本发明的范围，本发明的范围仅受限于所附的权利要求。

[0120] 本领域的技术人员还将认识到，或者能够确认使用不超过常规实验，在本文中所

述的本发明的具体的实施方案的许多等价物。这些等价物也包含在所附的权利要求中。
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