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1.检测来自受试者的样品中存在或不存在阴道毛滴虫(Trichomonasvaginalis)(TV)

的方法，所述方法包括检测所述样品中存在或不存在TV40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因或

RNA。

2.一种确定受试者是否具有阴道毛滴虫(TV)感染的方法，所述方法包括检测来自受试

者的样品中存在或不存在TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因或RNA。

3.权利要求1或权利要求2所述的方法，其中所述受试者之前未对TV感染进行治疗。

4.权利要求1或权利要求2所述的方法，其中所述受试者之前对TV感染进行治疗。

5.权利要求4所述的方法，其中所述之前的治疗包含一个或多个剂量的甲硝哒唑或替

硝唑。

6.前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述受试者不具有任何TV感染症状。

7.权利要求1至5中任一项所述的方法，其中所述受试者具有一种以上TV感染症状。

8.权利要求7所述的方法，其中所述受试者具有选自阴道炎、尿道炎和子宫颈炎的一种

以上症状。

9.权利要求7或权利要求8所述的方法，其中所述受试者是女性并且具有选自以下各项

中的一种以上症状：生殖器的瘙痒、烧灼、发红、和/或疼痛；生殖器的异味；排尿不适；和稀

的澄清、白色、黄色或绿色排泄物。

10.前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述受试者是怀孕的。

11.权利要求7或权利要求8所述的方法，其中所述受试者是男性并且具有选自以下各

项中的一种以上症状：阴茎内瘙痒和/或烧灼；射精和/或排尿后烧灼；和阴茎排泄物。

12.前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述方法包括检测内源性对照。

13.权利要求12所述的方法，其中所述内源性对照是样品充分性对照。

14.权利要求12或权利要求13所述的方法，其中所述内源性对照是单拷贝人基因。

15.权利要求14所述的方法，其中所述内源性对照选自HMBS、GAPDH、β肌动蛋白和β珠蛋

白。

16.前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述方法包括检测外源性对照。

17.权利要求16所述的方法，其中所述外源性对照是样品处理对照。

18.权利要求16或权利要求17所述的方法，其中所述外源性对照包括预期不存在于样

品中的DNA序列。

19.权利要求16至18中任一项所述的方法，其中所述外源性对照是细菌基因。

20.前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述方法包括PCR。

21.权利要求20所述的方法，其中所述方法包括定量PCR。

22.权利要求20或权利要求21所述的方法，其中PCR反应从起始变性步骤通过最终延伸

步骤花费小于2小时。

23.前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因包

含SEQ  ID  NO：4的序列。

24.前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述方法包括将来自样品的核酸与第一

引物对接触，所述第一引物对用于检测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因或RNA。

25.权利要求24所述的方法，其中所述方法包括将来自样品的核酸与第二引物对接触，

所述第二引物对用于检测内源性对照。
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26.权利要求24或权利要求25所述的方法，其中所述方法包括将来自样品的核酸与第

三引物对接触，所述第三引物对用于检测外源性对照。

27.权利要求24至26中任一项所述的方法，其中所述第一引物对包括第一引物和第二

引物，其中所述第一引物包含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至

少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或

100％同一的序列，并且其中所述第二引物包含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，

至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少

90％，至少95％，或100％互补的序列。

28.权利要求27所述的方法，其中，与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比，所述第一引物和所

述第二引物各自独立地包含0、1、或2个错配。

29.权利要求24至28中任一项所述的方法，其中所述第一引物对包括由15至30个核苷

酸组成的第一引物和由15至30个核苷酸组成的第二引物。

30.权利要求24至29中任一项所述的方法，其中所述第一引物对包括SEQ  ID  NO：1的第

一引物和SEQ  ID  NO：2的第二引物。

31.权利要求24至30中任一项所述的方法，其中所述第一引物对产生50至500个核苷酸

长度，50至400个核苷酸长度，50至300个核苷酸长度，50至200个核苷酸长度，50至150个核

苷酸长度，100至300个核苷酸长度，100至200个核苷酸长度，或100至150个核苷酸长度的扩

增子。

32.权利要求31所述的方法，其中所述方法包括形成Tv40Srp扩增子。

33.权利要求32所述的方法，其中所述方法将所述Tv40Srp扩增子与能够选择性与

Tv40Srp扩增子杂交的第一探针接触。

34.权利要求33所述的方法，其中所述第一探针包含可检测标记。

35.权利要求34所述的方法，其中所述第一探针包含荧光染料和猝灭剂分子。

36.权利要求33至35中任一项所述的方法，其中所述第一探针包含SEQ  ID  NO：4或SEQ 

ID  NO：5的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少

24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一或互补的序列。

37.权利要求36所述的方法，其中与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比，或与SEQ  ID  NO：5或

其互补物相比，所述第一探针包含0、1、或2个错配。

38.权利要求33至37中任一项所述的方法，其中所述第一探针由15至30个核苷酸组成。

39.权利要求33至38中任一项所述的方法，其中所述第一探针具有SEQ  ID  NO：3的序

列。

40.权利要求32至39中任一项所述的方法，其中所述方法包括形成内源性对照扩增子

和/或外源性对照扩增子。

41.权利要求40所述的方法，其中所述方法包括将内源性对照扩增子与能够选择性与

内源性对照扩增子杂交的第二探针接触和/或将外源性对照扩增子与能够选择性与外源性

对照扩增子杂交的第三探针接触。

42.权利要求41所述的方法，其中所述第二探针和第三探针各自包含可检测标记，其中

所述可检测标记可以相同或不同。

43.权利要求42所述的方法，其中所述第二和第三探针的可检测标记是可区别于第一
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探针的可检测标记而被检测的。

44.前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述方法包括以单个多重反应检测

Tv40Srp基因或RNA、内源性对照和外源性对照。

45.前述权利要求中任一项所述的方法，其中所述样品选自尿样品、子宫颈内拭子样

品、阴道拭子样品和尿道拭子样品。

46.组合物，其包含用于检测阴道毛滴虫40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因或RNA的第一引

物对。

47.权利要求39所述的组合物，其中所述组合物包含用于检测内源性对照的第二引物

对。

48.权利要求40所述的组合物，其中所述内源性对照是样品充分性对照。

49.权利要求40所述的组合物，其中所述内源性对照选自HMBS、GAPDH、β肌动蛋白和β珠

蛋白。

50.权利要求39至42中任一项所述的组合物，其包含用于检测外源性对照的第三引物

对。

51.权利要求43所述的组合物，其中所述外源性对照是样品处理对照。

52.权利要求43所述的组合物，其中所述外源性对照是细菌基因。

53.权利要求46至52中任一项所述的组合物，其中所述第一引物对包含第一引物和第

二引物，其中所述第一引物包含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，

至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或

100％同一的序列，并且其中所述第二引物包含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，

至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少

90％，至少95％，或100％互补的序列。

54.权利要求53所述的组合物，其中与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比，所述第一引物和

第二引物各自独立地包含0、1、或2个错配。

55.权利要求46至54中任一项所述的组合物，其中所述第一引物对包含由15至30个核

苷酸组成的第一引物和由15至30个核苷酸组成的第二引物。

56.权利要求46至55中任一项所述的组合物，其中所述第一引物对包含SEQ  ID  NO：1的

第一引物和SEQ  ID  NO：2的第二引物。

57.权利要求46至56中任一项所述的组合物，其中所述组合物包含能够选择性与第一

引物对产生的Tv40Srp扩增子杂交的第一探针。

58.权利要求57所述的组合物，其中所述第一探针包含可检测标记。

59.权利要求58所述的组合物，其中所述第一探针包含荧光染料和猝灭剂分子。

60.权利要求57至59中任一项所述的组合物，其中所述第一探针包含与SEQ  ID  NO：4或

SEQ  ID  NO：5的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，

至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一或互补的序列。

61.权利要求60所述的组合物，其中与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比或与SEQ  ID  NO：5

或其互补物相比，所述第一探针包含0、1、或2个错配。

62.权利要求57至61中任一项所述的组合物，其中所述第一探针由15至30个核苷酸组

成。
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63.权利要求57至62中任一项所述的组合物，其中所述第一探针具有SEQ  ID  NO：3的序

列。

64.权利要求57至63中任一项所述的组合物，其中所述Tv40Srp扩增子具有SEQ  ID  NO：

5的序列。

65.权利要求46至64中任一项所述的组合物，其中所述组合物包含能够选择性与由第

二引物对产生的内源性对照扩增子杂交的第二探针。

66.权利要求65所述的组合物，其中所述内源性对照是样品充分性对照。

67.权利要求65所述的组合物，其中所述内源性对照选自HMBS、GAPDH、β肌动蛋白和β珠

蛋白。

68.权利要求46至67中任一项所述的组合物，其中所述组合物包含能够选择性与由第

三引物对产生的外源性对照扩增子杂交的第三探针。

69.权利要求68所述的组合物，其中所述外源性对照是样品处理对照。

70.权利要求68所述的组合物，其中所述外源性对照包含预期不存在于样品中的DNA序

列。

71.权利要求68至70中任一项所述的组合物，其中所述外源性对照是细菌DNA。

72.权利要求46至71中任一项所述的组合物，其中所述组合物是冻干的组合物。

73.权利要求46至71中任一项所述的组合物，其中所述组合物在溶液中。

74.权利要求73所述的组合物，其中所述组合物包含来自被测试存在或不存在阴道毛

滴虫的受试者的样品的核酸。

75.一种试剂盒，其包含用于检测阴道毛滴虫40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因或RNA的第

一引物对。

76.权利要求75所述的试剂盒，其中所述试剂盒包含用于检测内源性对照的第二引物

对，其中所述用于检测Tv40Srp的引物对和所述第二引物对在试剂盒中的相同或不同组合

物中。

77.权利要求76所述的试剂盒，其中所述内源性对照是样品充分性对照。

78.权利要求76所述的试剂盒，其中所述内源性对照选自HMBS、GAPDH、β肌动蛋白和β珠

蛋白。

79.权利要求75至78中任一项所述的试剂盒，所述试剂盒包含用于检测外源性对照的

第三引物对，其中所述第三引物对与所述用于检测Tv40Srp的引物对和所述第二引物对在

相同或不同组合物中。

80.权利要求79所述的试剂盒，其中所述外源性对照是样品处理对照。

81.权利要求79或权利要求80所述的试剂盒，其中所述外源性对照包含预期不存在于

样品中的DNA序列。

82.权利要求79至81中任一项所述的试剂盒，其中所述外源性对照是细菌基因。

83.权利要求75至82中任一项所述的试剂盒，其中所述第一引物对包含第一引物和第

二引物，其中所述第一引物包含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，

至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或

100％同一的序列，并且其中所述第二引物包含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，

至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少
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90％，至少95％，或100％互补的序列。

84.权利要求83所述的试剂盒，其中与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比，所述第一引物和

第二引物各自独立地包含0、1、或2个错配。

85.权利要求75至84中任一项所述的试剂盒，其中所述第一引物对包含由15至30个核

苷酸组成的第一引物和由15至30个核苷酸组成的第二引物。

86.权利要求75至85中任一项所述的试剂盒，其中所述用于检测Tv40Srp基因或RNA的

引物对包含SEQ  ID  NO：1的第一引物和SEQ  ID  NO：2的第二引物。

87.权利要求75至86中任一项所述的试剂盒，其中所述试剂盒包含能够选择性与由第

一引物对产生的Tv40Srp扩增子杂交的第一探针，其中所述第一探针与一种以上所述引物

对在相同或不同组合物中。

88.权利要求87所述的试剂盒，其中所述第一探针包含可检测标记。

89.权利要求88所述的试剂盒，其中所述第一探针包含荧光染料和猝灭剂分子。

90.权利要求87至89中任一项所述的试剂盒，其中所述第一探针包含与SEQ  ID  NO：4或

SEQ  ID  NO：5的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，

至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一或互补的序列。

91.权利要求90所述的试剂盒，其中与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比或与SEQ  ID  NO：5

或其互补物相比，所述第一探针包含0、1、或2个错配。

92.权利要求87至91中任一项所述的试剂盒，其中所述第一探针由15至30个核苷酸组

成。

93.权利要求87至92中任一项所述的试剂盒，其中所述第一探针具有SEQ  ID  NO：3的序

列。

94.权利要求87或权利要求93中任一项所述的试剂盒，其中所述Tv40Srb扩增子具有

SEQ  ID  NO：5的序列。

95.权利要求75至94中任一项所述的试剂盒，其中所述试剂盒包含能够选择性与由第

二引物对产生的内源性对照扩增子杂交的第二探针，其中所述第二探针与一种以上所述引

物对在相同或不同组合物中。

96.权利要求75至95中任一项所述的试剂盒，其中所述试剂盒包含能够选择性与由第

三引物对产生的外源性对照扩增子杂交的第三探针，其中所述第三探针与一种以上所述引

物对在相同或不同组合物中。

97.权利要求75至96中任一项所述的试剂盒，其中所述试剂盒包含dNTPs和/或热稳定

的聚合酶。

98.权利要求75至97中任一项所述的试剂盒，其中所述试剂盒包含一种以上冻干的组

合物。

99.由SEQ  ID  NO：1的序列组成的引物，其中所述引物包含至少一个修饰的核苷酸。

100.由SEQ  ID  NO：2的序列组成的引物，其中所述引物包含至少一个修饰的核苷酸。

101.SEQ  ID  NO：3的序列组成的探针，其中所述探针包含至少一个修饰的核苷酸和/或

可检测标记。

102.权利要求101所述的探针，其中所述探针包含荧光染料和猝灭剂分子。

103.权利要求102所述的探针，其是荧光共振能量转移(FRET)探针。
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104.权利要求101至103中任一项所述的探针，其中所述探针包含至少一个修饰的核苷

酸。

105.一种组合物，其包含由SEQ  ID  NO：2的序列组成的第一引物和由SEQ  ID  NO：3的序

列组成的第二引物，其中所述第一引物和所述第二引物各自包含至少一个修饰的核苷酸。

106.权利要求105所述的组合物，其中所述组合物包含由SEQ  ID  NO：3的序列组成的探

针，其中所述探针包含至少一个修饰的核苷酸和/或可检测标记。

107.权利要求106所述的组合物，其中所述探针包含荧光染料和猝灭剂分子。

108.权利要求106所述的组合物，其中所述探针是荧光共振能量转移(FRET)探针。

109.权利要求106至108中任一项所述的组合物，其中所述探针包含至少一个修饰的核

苷酸。

110.权利要求105至109中任一项所述的组合物，其中所述组合物是冻干的组合物。

111.权利要求105至109中任一项所述的组合物，其中所述组合物在溶液中。

112.权利要求111所述的组合物，其中所述组合物包含来自受试者的样品的核酸。
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检测阴道毛滴虫的方法

1.发明领域

[0001] 提供用于检测阴道毛滴虫(Trichomonas  vaginalis)的组合物和方法。

[0002] 2.背景

[0003] 原生动物阴道毛滴虫造成毛滴虫病(trichomoniasis)，其是常见性传播感染，可

以感染男性和女性。每年在美国有七百四十万例毛滴虫病。毛滴虫病感染可以是有症状的

或无症状的。参见，例如，Ginocchio等人，J.Clin.Microbiol.2012，50：2601-2608。在女性

中，毛滴虫病是一系列包含阴道排出物的病况中的一种。参见，例如，Centers  for  Disease 

Control  andPrevention(CDC) .CDC  fact  sheet：trichomoniasis .2010.www.cdc.gov/

std/trichomonas/STDFact-Trichomoniasis.htm。女性中的症状可能包括生殖器瘙痒、烧

灼、发红、或疼痛，异味，排尿不适，或稀的澄清、白色、黄色或绿色排出物。参见同上。在男性

中，毛滴虫病可以引起非淋病双球菌的尿道炎(NGU)。男性中的症状可能包括阴茎内部瘙痒

或烧灼，射精或排尿后烧灼，或阴茎排泄物。参见，例如，Workowski等人，Centers  for 

Disease  Control  and  Prevention .Sexually  transmitted  disease  treatment 

guidelines，2010 .MMWR  2010；59(RR-12)：1-110；Centers  for  Disease  Control  and 

P r e v e n t i o n .B i o s a f e t y  i n  M i c r o b i o l o g i c a l  a n d  B i o m e d i c a l 

laboratories.www.cdc.gov/biosafety/publications/。

[0004] 需要改善的检测阴道毛滴虫(TV)的方法。尤其是，需要高度特异的、准确的和灵敏

的基于尿或拭子的诊断测试。

[0005] 3.概述

[0006] 在一些实施方案中，提供检测来自受试者的样品中存在或不存在阴道毛滴虫(TV)

的方法。在一些实施方案中，提供确定受试者是否具有阴道毛滴虫(TV)感染的方法。在一些

实施方案中，所述方法包括检测受试者的样品中存在或不存在TV  40S核糖体蛋白

(Tv40Srp)基因或RNA。

[0007] 在一些实施方案中，所述受试者之前未对TV感染进行治疗。在一些实施方案中，所

述受试者之前对TV感染进行治疗。在一些实施方案中，之前的治疗包括一个以上剂量的甲

硝哒唑或替硝唑。在一些实施方案中，所述受试者不具有任何TV感染症状。在一些实施方案

中，所述受试者具有一种以上TV感染症状。在一些实施方案中，所述受试者具有选自阴道

炎、尿道炎和子宫颈炎的一种以上症状。在一些实施方案中，所述受试者是女性并且具有选

自以下各项的一种以上症状：生殖器瘙痒、烧灼、发红、和/或疼痛；生殖器异味；排尿不适；

和稀的澄清、白色、黄色或绿色排出物。在一些实施方案中，所述受试者怀孕。在一些实施方

案中，所述受试者是男性并且具有选自以下各项的一种以上症状：阴茎内瘙痒和/或烧灼；

射精和/或排尿后烧灼；和阴茎排泄物。

[0008] 在一些实施方案中，所述方法包括检测内源性对照。在一些实施方案中，内源性对

照是样品充分性对照。在一些实施方案中，内源性对照是单拷贝人基因。在一些实施方案

中，内源性对照选自HMBS、GAPDH、β肌动蛋白和β珠蛋白。

[0009] 在一些实施方案中，所述方法包括检测外源性对照。在一些实施方案中，外源性对
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照是样品处理对照。在一些实施方案中，外源性对照包含预期不存在于样品中的DNA序列。

在一些实施方案中，外源性对照是细菌基因。

[0010] 在一些实施方案中，所述方法包括PCR。在一些实施方案中，所述方法包括定量

PCR。在一些实施方案中，PCR反应从起始变性步骤通过最终延伸步骤耗费小于2小时，小于1

小时，或小于30分钟。

[0011] 在一些实施方案中，TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因包含SEQ  IDNO：4的序列。在

一些实施方案中，所述方法包括将来自样品的核酸与用于检测TV  40S核糖体蛋白

(Tv40Srp)基因或RNA的第一引物对接触。在一些实施方案中，所述方法包括将来自样品的

核酸与用于检测内源性对照的第二引物对接触。在一些实施方案中，所述方法包括将来自

样品的核酸与用于检测外源性对照的第三引物对接触。

[0012] 在一些实施方案中，第一引物对包含第一引物和第二引物，其中所述第一引物包

含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少

23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一的序列，并且其中第

二引物包含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至

少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％互补的序列。在

一些实施方案中，与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比，第一引物和第二引物各自独立地包含0、

1、或2个错配。在一些实施方案中，第一引物对包含由15至30个核苷酸组成的第一引物和由

15至30个核苷酸组成的第二引物。在一些实施方案中，第一引物对包含SEQ  ID  NO：1的第一

引物和SEQ  ID  NO：2的第二引物。在一些实施方案中，第一引物对产生50至500个核苷酸长

度，50至400个核苷酸长度，50至300个核苷酸长度，50至200个核苷酸长度，50至150个核苷

酸长度，100至300个核苷酸长度，100至200个核苷酸长度，或100至150个核苷酸长度的扩增

子。

[0013] 在一些实施方案中，所述方法包括形成Tv40Srp扩增子。在一些实施方案中，所述

方法包括将Tv40Srp扩增子与能够选择性与Tv40Srp扩增子杂交的第一探针接触。在一些实

施方案中，第一探针包含可检测标记。在一些实施方案中，第一探针包含荧光染料和猝灭剂

分子。在一些实施方案中，第一探针包含与SEQ  ID  NO：4或SEQ  ID  NO：5的至少15，至少16，

至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸

至少90％，至少95％，或100％同一或互补的序列。在一些实施方案中，与SEQ  ID  NO：4或其

互补物相比或与SEQ  ID  NO：5或其互补物相比，第一探针包含0、1、或2个错配。在一些实施

方案中，第一探针由15至30个核苷酸组成。在一些实施方案中，第一探针具有SEQ  ID  NO：3

的序列。

[0014] 在一些实施方案中，所述方法包括形成内源性对照扩增子和/或外源性对照扩增

子。在一些实施方案中，所述方法包括将内源性对照扩增子与能够选择性与内源性对照扩

增子杂交的第二探针接触和/或外源性对照扩增子与能够选择性与外源性对照扩增子杂交

的第三探针接触。在一些实施方案中，第二探针和第三探针各自包含可检测标记，其中所述

可检测标记可以相同或不同。在一些实施方案中，第二和第三探针的可检测标记在检测上

不同于第一探针的可检测标记。在一些实施方案中，所述方法包括在单个多重反应中检测

Tv40Srp基因或RNA、内源性对照和外源性对照。

[0015] 在一些实施方案中，所述样品选自尿样品、子宫颈内拭子样品、阴道拭子样品和尿
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道拭子样品。

[0016] 在一些实施方案中，提供组合物，其包含用于检测阴道毛滴虫40S核糖体蛋白

(Tv40Srp)基因或RNA的第一引物对。在一些实施方案中，组合物包含用于检测内源性对照

的第二引物对。在一些实施方案中，内源性对照是样品充分性对照。在一些实施方案中，内

源性对照选自HMBS、GAPDH、β肌动蛋白和β珠蛋白。在一些实施方案中，组合物包含用于检测

外源性对照的第三引物对。在一些实施方案中，外源性对照是样品处理对照。在一些实施方

案中，外源性对照是细菌基因。

[0017] 在一些实施方案中，第一引物对包含第一引物和第二引物，其中所述第一引物包

含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少

23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一的序列，并且其中第

二引物包含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至

少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％互补的序列。在

一些实施方案中，与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比，第一引物和第二引物各自独立地包含0、

1、或2个错配。在一些实施方案中，第一引物对包含由15至30个核苷酸组成的第一引物和由

15至30个核苷酸组成的第二引物。在一些实施方案中，第一引物对包含SEQ  ID  NO：1的第一

引物和SEQ  ID  NO：2的第二引物。

[0018] 在一些实施方案中，组合物包含能够选择性与由第一引物对产生的Tv40Srp扩增

子杂交的第一探针。在一些实施方案中，第一探针包含可检测标记。在一些实施方案中，第

一探针包含荧光染料和猝灭剂分子。在一些实施方案中，第一探针包含与SEQ  ID  NO：4或

SEQ  ID  NO：5的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，

至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一或互补的序列。在一些实

施方案中，与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比或与SEQ  ID  NO：5或其互补物相比，第一探针包

含0、1、或2个错配。在一些实施方案中，第一探针由15至30个核苷酸组成。在一些实施方案

中，第一探针具有SEQ  ID  NO：3的序列。在一些实施方案中，Tv40Srp扩增子具有SEQ  ID  NO：

5的序列。

[0019] 在一些实施方案中，组合物包含能够选择性与由第二引物对产生的内源性对照扩

增子杂交的第二探针。在一些实施方案中，内源性对照是样品充分性对照。在一些实施方案

中，内源性对照选自HMBS、GAPDH、β肌动蛋白和β珠蛋白。在一些实施方案中，组合物包含能

够选择性与由第三引物对产生的外源性对照扩增子杂交的第三探针。在一些实施方案中，

外源性对照是样品处理对照。在一些实施方案中，外源性对照包含预期不存在于样品中的

DNA序列。在一些实施方案中，外源性对照是细菌DNA。

[0020] 在一些实施方案中，组合物是冻干的组合物。在一些实施方案中，组合物在溶液

中。在一些实施方案中，组合物包含来自测试存在或不存在阴道毛滴虫的受试者的样品的

核酸。

[0021] 在一些实施方案中，提供试剂盒，所述试剂盒包含用于检测阴道毛滴虫40S核糖体

蛋白(Tv40Srp)基因或RNA的第一引物对。在一些实施方案中，所述试剂盒包含用于检测内

源性对照的第二引物对，其中用于检测Tv40Srp的引物对和第二引物对在试剂盒中的相同

或不同组合物中。在一些实施方案中，内源性对照是样品充分性对照。在一些实施方案中，

内源性对照选自HMBS、GAPDH、β肌动蛋白和β珠蛋白。在一些实施方案中，所述试剂盒包含用
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于检测外源性对照的第三引物对，其中第三引物对与用于检测Tv40Srp的引物对和第二引

物对在相同或不同组合物中。在一些实施方案中，外源性对照是样品处理对照。在一些实施

方案中，外源性对照包含预期不存在于样品中的DNA序列。在一些实施方案中，外源性对照

是细菌基因。

[0022] 在一些实施方案中，第一引物对包含第一引物和第二引物，其中第一引物包含与

SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，

至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一的序列，并且其中第二引

物包含与SEQ  ID  NO：4的至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，

至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％互补的序列。在一些

实施方案中，与SEQ  ID  NO：4或其互补物相比，第一引物和第二引物各自独立地包含0、1、或

2个错配。在一些实施方案中，第一引物对包含由15至30个核苷酸组成的第一引物和由15至

30个核苷酸组成的第二引物。在一些实施方案中，第一引物对包含SEQ  ID  NO：1的第一引物

和SEQ  ID  NO：2的第二引物。

[0023] 在一些实施方案中，所述试剂盒包含能够选择性与由第一引物对产生的Tv40Srp

扩增子杂交的第一探针，其中所述第一探针与一种以上所述引物对在相同或不同组合物

中。在一些实施方案中，第一探针包含可检测标记。在一些实施方案中，第一探针包含荧光

染料和猝灭剂分子。在一些实施方案中，第一探针包含与SEQ  ID  NO：4或SEQ  ID  NO：5的至

少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25

个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一或互补的序列。在一些实施方案中，与SEQ 

ID  NO：4或其互补物相比或与SEQ  ID  NO：5或其互补物相比，第一探针包含0、1、或2个错配。

在一些实施方案中，第一探针由15至30个核苷酸组成。在一些实施方案中，第一探针具有

SEQ  ID  NO：3的序列。在一些实施方案中，Tv40Srp扩增子具有SEQ  ID  NO：5的序列。

[0024] 在一些实施方案中，所述试剂盒包含能够选择性与由第二引物对产生的内源性对

照扩增子杂交的第二探针，其中第二探针与一种以上所述引物对在相同或不同组合物中。

在一些实施方案中，所述试剂盒包含能够选择性与由第三引物对产生的外源性对照扩增子

杂交的第三探针，其中第三探针与一种以上所述引物对在相同或不同组合物中。

[0025] 在一些实施方案中，所述试剂盒包含dNTP和/或热稳定的聚合酶。在一些实施方案

中，所述试剂盒包含一种以上冻干的组合物。

[0026] 在一些实施方案中，提供引物，其中所述引物由SEQ  ID  NO：1的序列组成，其中引

物包含至少一个修饰的核苷酸。在一些实施方案中，提供引物，其中引物由SEQ  ID  NO：2的

序列组成，其中引物包含至少一个修饰的核苷酸。在一些实施方案中，提供探针，其中探针

由SEQ  ID  NO：3的序列组成，其中探针包含至少一个修饰的核苷酸和/或可检测标记。在一

些实施方案中，探针包含荧光染料和猝灭剂分子。在一些实施方案中，探针是荧光共振能量

转移(FRET)探针。在一些实施方案中，探针包含至少一个修饰的核苷酸。

[0027] 在一些实施方案中，提供组合物，其中组合物包含由SEQ  ID  NO：2的序列组成的第

一引物和由SEQ  ID  NO：3的序列组成的第二引物，其中第一引物和第二引物各自包含至少

一个修饰的核苷酸。在一些实施方案中，组合物包含由SEQ  ID  NO：3序列的组成的探针，其

中探针包含至少一个修饰的核苷酸和/或可检测标记。在一些实施方案中，探针包含荧光染

料和猝灭剂分子。在一些实施方案中，探针是荧光共振能量转移(FRET)探针。在一些实施方
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案中，探针包含至少一个修饰的核苷酸。在一些实施方案中，组合物是冻干的组合物。在一

些实施方案中，组合物在溶液中。在一些实施方案中，组合物包含来自受试者的样品的核

酸。

[0028] 本发明的进一步实施方案和详述在下文描述。

[0029] 4.详述

[0030] 4.1定义

[0031] 为了帮助理解本发明，在下文定义多个术语和措辞：

[0032] 如本文中使用的，术语“检测(detect)”，“检测(detecting)”或“检测

(detection)”可以描述发现或理解或具体观察检测标记的组合物的一般行为。

[0033] 如本文中使用的，术语“在检测上不同”是指可以同时检测和区分的一组标记(如

染料)。

[0034] 如本文中使用的，术语“患者”和“受试者”可交替用于指人。在一些实施方案中，本

文所述方法可以用在来自非人动物的样品上。

[0035] “阴道毛滴虫”是指造成毛滴虫病的原生动物，毛滴虫病是常见性传播的感染，可

以感染男性和女性。毛滴虫病可以是有症状的或无症状的。毛滴虫病的症状包括，但不限

于，阴道炎、尿道炎和子宫颈炎。女性中的症状包括，但不限于，生殖器瘙痒、烧灼、发红、或

疼痛，异味，排尿不适，或烯的澄清、白色、黄色或绿色排出物。男性中症状包括，但不限于，

阴茎内瘙痒或烧灼，射精或排尿后烧灼，或阴茎排泄物。

[0036] 如本文中使用的，术语“寡核苷酸”、“多核苷酸”、“核酸分子”等，是指含核酸分子，

包括但不限于，DNA或RNA。该术语包含包括任意已知的DNA和RNA的碱基类似物的序列，但不

限于，4-乙酰基胞嘧啶，8-羟基-N6-甲基腺苷，氮丙定基胞嘧啶，假异胞嘧啶，5-(羧基羟基

甲基)尿嘧啶，5-氟尿嘧啶，5-溴尿嘧啶，5-羧基甲基氨基甲基-2-硫代尿嘧啶，5-羧基甲基

氨基甲基尿嘧啶，二氢尿嘧啶，肌苷，N6-异戊烯基腺嘌呤，1-甲基腺嘌呤，1-甲基假尿嘧啶，

1-甲基鸟嘌呤，1-甲基肌苷，2，2-二甲基鸟嘌呤，2-甲基腺嘌呤，2-甲基鸟嘌呤，3-甲基胞嘧

啶，5-甲基胞嘧啶，N6-甲基腺嘌呤，7-甲基鸟嘌呤，5-甲基氨基甲基尿嘧啶，5-甲氧基氨基

甲基-2-硫代尿嘧啶，β-D-甘露糖基queosine，5′-甲氧基羰基甲基尿嘧啶，5-甲氧基尿嘧

啶，2-甲基硫代-N6-异戊烯基腺嘌呤，尿嘧啶-5-氧基乙酸甲酯，尿嘧啶-5-氧基乙酸，

oxybutoxosine，假尿嘧啶，queosine，2-硫代胞嘧啶，5-甲基-2-硫代尿嘧啶，2-硫代尿嘧

啶，4-硫代尿嘧啶，5-甲基尿嘧啶，N-尿嘧啶-5-氧基乙酸甲酯，尿嘧啶-5-氧基乙酸，假尿嘧

啶，queosine，2-硫代胞嘧啶，和2，6-二氨基嘌呤。

[0037] 如本文中使用的，术语“寡核苷酸”是指具有少于500个核苷酸的单链多核苷酸。在

一些实施方案中，寡核苷酸是8至200，8至100，12至200，12至100，12至75，或12至50个核苷

酸长度。寡核苷酸可以以其长度指示，例如24残基寡核苷酸可以称为“24-mer(24聚体)”。

[0038] 如本文中使用的，术语与靶基因(或其靶区域)“互补”，并且探针序列与靶基因序

列的“互补性”百分比是与靶基因序列或与靶基因序列的反向互补物的“同一性”百分比。在

本文所述组合物中使用的探针(或其区域)和靶基因(如本文中公开的那些)之间的“互补

性”程度的确定中，“互补性”的程度表达为探针序列(或其区域)和与其最佳比对的靶基因

序列或靶基因序列的反向互补物之间的百分比同一性。百分比通过计数2条序列之间同一

的比对碱基数，除以探针中总的连续核苷酸数，并乘以100来计算。当使用术语“互补”时，受
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试寡核苷酸与靶分子至少90％互补，除非另有说明。在一些实施方案中，受试寡核苷酸与靶

分子至少91％，至少92％，至少93％，至少94％，至少95％，至少96％，至少97％，至少98％，

至少99％，或100％互补。

[0039] 如本文中使用的“引物”或“探针”，是指包含与靶核酸分子，如DNA(例如，靶基因)

或mRNA(或从mRNA反转录的DNA)的至少8个连续核苷酸的序列互补的区域的寡核苷酸。在一

些实施方案中，引物或探针包含与靶分子的至少9，至少10，至少11，至少12，至少13，至少

14，至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，至少

25，至少26，至少27，至少28，至少29，或至少30个连续核苷酸的序列互补的区域。当引物或

探针包含“与靶分子的至少x个连续核苷酸互补”的区域时，引物或探针与靶分子的至少x个

连续核苷酸至少95％互补。在一些实施方案中，引物或探针与靶分子的至少96％，至少

97％，至少98％，至少99％，或100％互补。

[0040] 术语“核酸扩增”包括至少一种靶核酸的至少一部分复制(通常以模板依赖性方

式)所通过的任意方法，包括但不限于宽范围的扩增核酸序列的技术(线性或指数地)。进行

扩增步骤的示例性方法包括聚合酶链式反应(PCR)，连接酶链式反应(LCR)，连接酶检测反

应(LDR)，多重连接依赖性探针扩增(MLPA)，连接接着Q-复制酶扩增，引物延伸，链替代扩增

(SDA)，超支化链替代扩增，多重替代扩增(MDA)，基于核酸链的扩增(NASBA)，两步骤多重扩

增，滚动圆扩增(RCA)等，包括多种版本和其组合，例如但不限于，OLA/PCR，PCR/OLA，LDR/

PCR，PCR/PCR/LDR，PCR/LDR，LCR/PCR，PCR/LCR(也称为组合链式反应--CCR)，数字扩增等。

这样的技术的描述可以在其他来源中，Ausbel等人；PCR  Primer：A  Laboratory  Manual，

Diffenbach，编辑，Cold  Spring  Harbor  Press(1995)；The  Electronic  Protocol  Book，

Chang  Bioscience(2002)；Msuih等人，J.Clin .Micro .34：501-07(1996)；The  Nucleic 

Acid  Protocols  Handbook，R.Rapley，编辑，Humana  Press，Totowa，N.J.(2002)；Abramson

等人，Curr  Opin  Biotechnol.1993Feb.；4(1)：41-7，美国专利号6,027,998；美国专利号6,

605,451，Barany等人，PCT公开号WO  97/31256；Wenz等人，PCT公开号WO  01/92579；Day等

人，Genomics，29(1)：152-162(1995)，Ehrlich等人，Science252：1643-50(1991)；Innis等

人，PCR  Protocols：A  Guide  to  methods  and  Applications，Academic  Press(1990)；

Favis等人，Nature  Biotechnology18：561-64(2000)；和Rabenau等人，Infection  28：97-

102(2000)；Belgrader，Barany，和Lubin，Development  of  a  Multiplex  Ligation 

Detection  ReactionDNA  Typing  Assay，Sixth  International  Symposium  on  Human 

Identification，1995(可在万维网址：promega .com/geneticidproc/ussymp6proc/

blegrad .html上获得)；LCR  Kit  Instruction  Manual，Cat .#200520，Rev .#050002，

Stratagene，2002；Barany，Proc.Natl.Acad .Sci.USA  88：188-93(1991)；Bi和Sambrook，

Nucl.Acids  Res.25：2924-2951(1997)；Zirvi等人，Nucl.Acid  Res.27：e40i-viii(1999)；

Dean等人，Proc  Natl  Acad  Sci  USA  99：5261-66(2002)；Barany和Gelfand，Gene  109：1-

11(1991)；Walker等人，Nucl.Acid  Res.20：1691-96(1992)；Polstra等人，BMC  Inf.Dis.2：

18-(2002)；Lage等人，Genome  Res .2003年2月；13(2)：294-307，和Landegren等人，

Science241：1077-80(1988)，Demidov，V.，Expert  Rev  Mol  Diagn.2002Nov.；2(6)：542-

8.，Cook等人，J  Microbiol  Methods .2003年5月；53(2)：165-74，Schweitzer等人，Curr 

Opin  Biotechnol.2001年2月；12(1)：21-7，美国专利号5,830,711，美国专利号6,027,889，
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美国专利号5,686,243，PCT公开号WO0056927A3，和PCT公开号WO9803673A1中找到。

[0041] 在一些实施方案中，扩增包含以下各项中的顺序步骤中的至少一个循环：将至少

一条引物与至少一个靶核酸中的互补或顺序互补序列退火；使用聚合酶以模板-依赖性方

式合成核苷酸的至少一条链；并且将新形成的核酸双链体变性以分离链。循环可以或可以

不重复。扩增可以包括热循环或可以等温条件进行。

[0042] 除非另有说明，本文中使用术语“杂交”表示“特异杂交”，其是核酸分子优先对特

定核苷酸序列结合、形成双链、或杂交，在一些实施方案中，在严格条件下。术语“严格条件”

是指探针将优先杂交于其靶序列，而对其他序列杂交程度较低，或根本不杂交的条件。在核

酸杂交(例如，在阵列、DNA印迹、或RNA印迹杂交)的情况下，“严格杂交”和“严格杂交洗涤条

件”是序列-依赖性的并且在不同环境参数下不同。核酸杂交的广泛指引在，例如，Tijssen

(1993)Laboratory  Techniques  in  Biochemistry  and  Molecular  Biology--

hybridization  with  Nucleic  Acid  Probes第I部分，第2章，“Overview  of  principles 

of  hyridization  and  the  strategy  of  nucleic  acid  probes  assays，”Elsevier，NY

(“Tijssen”)中找到。通常，用于滤纸杂交的高度严格杂交和洗涤条件选择为约5℃，低于特

定序列在限定的离子强度和pH的热解链点。Tm是50％的靶序列杂交于完全匹配的探针的温

度(在限定的离子强度和pH)。非常严格条件选择为等于特定探针的Tm。杂交严格性对缓冲

液组成、温度和探针长度的依赖性对于本领域技术人员已知(参见，例如，Sambrook和

Russell(2001)Molecular  Cloning：A  Laboratory  Manual(3rd  ed .)第1-3卷，Cold 

Spring  Harbor  Laboratory，Cold  Spring  Harbor  Press，NY)。

[0043] 如本文中使用的“样品”，包括尿样品(包括源自尿样品的样品)，子宫颈的拭子，和

患者-收集的阴道拭子，以及其他类型的人样品。在一些实施方案中，尿样品是“首次(first 

catch)”尿样品，其是受试者首次开始排尿时采集的样品。如本文中使用的，尿样品包括，但

不限于，全尿，包含来自尿样品的细胞的样品，包含通过将尿样品离心分离的细胞沉淀的样

品，包含通过过滤尿样品分离的细胞的样品等。在一些实施方案中，尿样品包含缓冲液，如

防腐剂。在一些实施方案中，样品是除了尿样品之外的人样品，如子宫颈内拭子或阴道拭

子，包括患者-收集的阴道拭子，和尿道拭子。在一些实施方案中，拭子样品包含缓冲液，如

防腐剂。

[0044] 如本文中使用的“内源性对照”是指天然存在于用于检测的样品中的部分。在一些

实施方案中，内源性对照是“样品充分性对照”(sample  adequacycontrol，SAC)，其可以用

于确定是否存在足够的用于测定的样品，或样品是否包含足够的生物材料，如细胞。在一些

实施方案中，SAC是单拷贝人基因。在一些实施方案中，选择内源性对照，如SAC，其可以以与

检测靶基因相同的方式进行检测，并且，在一些实施方案中，与靶基因同时检测。

[0045] 如本文中使用的“外源性对照”，是指加入至样品或测定中的部分，如“样品处理对

照”(sample  processing  control，SPC)。在一些实施方案中，外源性对照包括测定试剂。外

源性对照通常选择为预期不存在于样品中的用于检测，或以非常低的水平存在于样品中从

而天然存在于样品中的该部分的量不可检测或可在比作为外源性对照加入至样品中的量

远低的水平检测到。在一些实施方案中，外源性对照包含预期不存在于用于检测靶基因的

样品类型中的核苷酸序列。在一些实施方案中，外源性对照包含已知在样品采集自得物种

中不存在的核苷酸序列。在一些实施方案中，外源性对照包含来自与样品采集自的受试者
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不同的物种的核苷酸序列。在一些实施方案中，外源性对照包含已知不存在于任何物种中

的核苷酸序列。在一些实施方案中，选择可以与检测靶基因相同的方式检测的外源性对照，

并且，在一些实施方案中，与靶基因同时检测。在一些实施方案中，外源性对照是细菌DNA。

在一些实施方案中，细菌是未预期在测试样品类型中发现的物种。

[0046] 在本文中的序列中，“U”和“T”可交替使用，从而两个字母表示在该位置的尿嘧啶

或胸腺嘧啶。从上下文和/或预期用途，本领域技术人员将理解尿嘧啶或胸腺嘧啶是否意在

和/或应该用在序列中的该位置。例如，本领域技术人员将理解，天然RNA分子通常包括尿嘧

啶，而天然DNA分子通常包括胸腺嘧啶。因此，在RNA序列包括“T”的情况下，本领域技术人员

会理解天然RNA中的位置可能是尿嘧啶。

[0047] 在本公开中，“选自...的序列”包括“选自...的一条序列”和“选自...的一条以上

序列”。因此，当使用“选自...的序列”时，要理解，可以选择所列序列中的一条，或多于一

条。

[0048] 4.2检测阴道毛滴虫

[0049] 本发明人开发了检测阴道毛滴虫(TV)的测定。在一些实施方案中，所述测定包括

检测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因。在一些实施方案中，测定包括检测从TV  40S核糖体

蛋白(Tv40Srp)基因转录的RNA。本测定依赖于聚合酶链式反应(PCR)，并且可以使用可商购

核酸扩增系统，以顺序自动化方式进行。可以用于进行本发明的方法的示例性的非限制性

核酸扩增系统包括 系统， Infinity系统，和Smartcycler系统

(Cepheid，Sunnyvale，CA)。本测定使用自动化系统，例如， 系统，可以在3小时

内完成，并且在一些实施方案中，在2小时内完成。

[0050] 4.2.1一般方法

[0051] 提供用于检测阴道毛滴虫(TV)的组合物和方法。在一些实施方案中，所述方法包

括检测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因。

[0052] 在一些实施方案中，检测受试者中阴道毛滴虫(TV)的方法包括检测来自受试者的

样品中存在TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因。在一些实施方案中，样品选自尿样品，子宫

颈的拭子，和阴道拭子。在一些实施方案中，尿样品是首次尿样品。

[0053] 在一些实施方案中，检测TV的方法还包括检测至少一种内源性对照，如样品充分

性对照(SAC)。在一些实施方案中，检测TV的方法还包括检测至少一种外源性对照，如样品

处理对照(SPC)。在一些实施方案中，检测TV的方法还包括检测至少一种内源性对照和至少

一种外源性对照。

[0054] 在一些实施方案中，检测TV的方法包括检测样品中的TV  40S核糖体蛋白

(Tv40Srp)基因。在一些实施方案中，检测TV的方法还包括检测样品充分性对照(SAC)，如单

拷贝人基因。在一些实施方案中，检测TV的方法还包括检测样品处理对照(SPC)，如外源添

加的细菌DNA。在一些实施方案中，检测TV的方法还包括检测SAC和SPC。

[0055] 在本公开中，为了方便，使用术语“靶基因”表示TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基

因，并且还表示外源和/或内源性对照。因此，要理解，当关于靶基因进行讨论时，该讨论具

体意在包括TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，一个或多个内源性对照(例如，SAC)，和一个

或多个外源性对照(例如，SPC)。
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[0056] 在一些实施方案中，在尿样品中检测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的存在。在

一些实施方案中，在向其中添加缓冲液(如防腐剂)的尿样品中检测靶基因。在一些实施方

案中，以1∶1，1∶2，1∶3，1∶4，1∶5，1∶6，1∶7，1∶8，1∶9，或1∶10缓冲液∶尿的比例将缓冲液加入

至尿样品。在一些实施方案中，在子宫颈内拭子样品或阴道拭子样品中检测TV  40S核糖体

蛋白(Tv40Srp)基因的存在。在一些实施方案中，阴道拭子是患者-收集的阴道拭子。在一些

实施方案中，在置于缓冲液(如防腐剂)中的子宫颈内拭子样品或阴道拭子样品中检测靶基

因。在一些实施方案中，将拭子置于1mL，2mL，2.5mL的缓冲液中。

[0057] 在一些实施方案中，来自受试者的样品中的TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的

检测表明受试者中存在阴道毛滴虫。在一些实施方案中，检测定量进行。在其他实施方案

中，检测定性进行。在一些实施方案中，检测靶基因包括形成包含选自靶基因、靶基因的DNA

扩增子和靶基因的互补物的多核苷酸和核酸的复合体。在一些实施方案中，检测靶基因包

括PCR。在一些实施方案中，检测靶基因包括定量PCR或实时PCR。在一些实施方案中，样品充

分性对照(SAC)和/或样品处理对照(SPC)以与靶基因相同的测定检测。在一些实施方案中，

如果检测到TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，TV被认为检测到，即使在测定中未检测到

SPC和/或SAC。在一些实施方案中，如果未检测到TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，仅在测

定中还检测到SPC和SAC时TV被认为未检测到。

[0058] 在一些实施方案中，TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的存在在从受试者以一次

以上收集的样品中测量以监测受试者中对TV感染的治疗。治疗包括，但不限于，单剂量或多

剂量的甲硝哒唑或替硝唑。在一些实施方案中，通过以定期的或半定期间隔检测存在或不

存在TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，监测具有TV感染史的受试者的TV复发。在一些这样

的实施方案中，通过每月至少一次，至少每两月一次，至少每三月一次，至少每四月一次，至

少每五月一次，至少每六月一次，至少每九月一次，至少一年一次，或至少每两年一次检测

存在或不存在TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因来监测患者。

[0059] 在一些实施方案中，本测定可以用作受试者的常规和/或预防性卫生保健的部分。

即，在一些实施方案中，本测定可以用于对个体测试TV感染，不论所述个体是否显示TV感染

症状或具有TV感染史。在一些实施方案中，本测定用于检测怀孕的和/或尝试怀孕的受试者

中的TV感染。在一些情况中，患有TV的孕妇更可能经历早产和/或具有低出生体重婴儿(小

于5.5磅)。

[0060] 在一些实施方案中，要测试的样品是尿样品(如首次尿样品)，或源自尿样品。在一

些实施方案中，将缓冲液(如防腐剂)加入至尿样品中。在一些实施方案中，在收集样品1小

时内、2小时内、3小时内、4小时内、5小时内、6小时内、7小时内或8小时内将缓冲液加入至尿

样品中。

[0061] 在一些实施方案中，要测试的样品是子宫颈内拭子样品或阴道拭子样品。在一些

实施方案中，拭子置于缓冲液中。在一些实施方案中，拭子立即置于缓冲液中。在一些实施

方案中，在一些实施方案中，在收集样品1小时内、2小时内、3小时内、4小时内、5小时内、6小

时内、7小时内或8小时内将拭子置于缓冲液中。

[0062] 在一些实施方案中，小于5ml，小于4ml，小于3ml，小于2ml，小于1ml，或小于0.75ml

的尿用于本方法。在一些实施方案中，0.1ml至1ml的尿用于本方法。

[0063] 在一些实施方案中，要测试的样品是另一种体液，如血液、痰、粘液、唾液、阴道或
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阴茎排泄物、精液等。

[0064] 在一些实施方案中，要测试的临床样品是新鲜的(即，未冷冻)。在其他实施方案

中，样品是冷冻样本。在一些实施方案中，样品是组织样品，如福尔马林固定的蜡包埋样品。

在一些实施方案中，样品是液体细胞学样品。

[0065] 在一些实施方案中，要测试的样品获自具有一种以上TV感染症状的个体。TV感染

的非限制性示例性症状包括阴道炎、尿道炎、和子宫颈炎；在女性中：生殖器瘙痒、烧灼、发

红、或疼痛，异味，排尿不适，和烯的澄清、白色、黄色或绿色排出物；并且在男性中：阴茎内

瘙痒或烧灼，射精或排尿后烧灼，和阴茎排泄物。在一些实施方案中，要测试的样品获自之

前诊断有TV感染的个体。在一些这样的实施方案中，对个体监测TV感染的复发。

[0066] 在一些实施方案中，本文中所述方法可以用于常规筛选不具有风险因素的健康个

体。在一些实施方案中，本文中所述方法用于例如，在常规或预防保健中筛选无症状个体。

在一些实施方案中，本文中所述方法用于筛选怀孕或试图怀孕的女性。

[0067] 在一些实施方案中，本文中所述方法可以用于评估患者中对TV感染的治疗的有效

性。

[0068] 在一些实施方案中，提供使用TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因用于检测TV感染。

在一些实施方案中，提供使用TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因用于监测TV感染复发。

[0069] 在本文所述的任何实施方案中，TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因可以在与样品

处理对照(SPC)和/或样品充分性对照(SAC)相同的测定反应中检测。

[0070] 在一些实施方案中，提供帮助检测受试者中TV感染的方法。所述方法包括检测来

自受试者的样品中存在或不存在TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因。在一些实施方案中，关

于来自受试者的样品中存在或不存在TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的信息传达给医学

从业者。如本文中使用的“医学从业者”是指诊断和/或治疗患者的个人或实体，如医院、诊

所、医生办公室、医生、护士或任意前述实体或个人的机构。在一些实施方案中，检测存在或

不存在TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因在实验室进行，所述实验室从医学从业者或医学

从业者的机构接收受试者的样品。实验室通过任意方法进行检测，包括本文中所述的那些，

并且随后将结果传达给医学从业者。当通过任意方式提供给医学从业者时，如本文中使用

的结果“被传达”。在一些实施方案中，所述传达可以是口头的或书面的，可以通过电话、个

人、电子邮件或其他信差，或可以通过将信息直接储存于，例如，医学从业者可进入的数据

库传达，包括不由医学从业者控制的数据库。在一些实施方案中，信息以电子形式维持。在

一些实施方案中，信息可以储存在存储器或其他计算机可读介质中，如RAM、ROM、EEPROM、闪

存、计算机芯片、数字视频光盘(DVD)、压缩磁盘(CDs)、硬盘驱动器(HDD)、磁带等中。

[0071] 在一些实施方案中，提供检测TV的方法。在一些实施方案中，提供诊断TV感染的方

法。在一些实施方案中，所述方法包括从受试者获得样品并且将样品提供给实验室用于检

测样品中的TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因。在一些实施方案中，所述方法还包括从实验

室接受说明样品中存在或不存在TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的信息传达。如本文中

使用的“实验室”，是通过任何方法(包括本文中所述方法)检测样品中靶基因并且将结果传

达给医学从业者的任何装置。在一些实施方案中，实验室在医学从业者的控制下.在一些实

施方案中，实验室不在医学从业者的控制下。

[0072] 当实验室将检测存在或不存在TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的结果传达给医
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学从业者时，在一些实施方案中，实验室表明是否在样品中检测到TV  40S核糖体蛋白

(Tv40Srp)基因。在一些实施方案中，实验室通过表明例如，“TV阳性”或“TV阴性”或“TV存

在”或“TV不存在”等，表明样品是否包含阴道毛滴虫(TV)。

[0073] 如本文中使用的，当方法涉及检测TV，确定TV存在，监测TV，和/或诊断TV感染时，

该方法包括其中进行方法的步骤，但对于TV存在的结果是阴性的活动。即，检测、确定、监测

和诊断TV或TV感染包括进行导致阳性或阴性结果的方法的例子。

[0074] 在一些实施方案中，至少一个内源性对照(例如，SAC)和/或至少一个外源性对照

(例如，SPC)在单个反应中与TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因同时检测。

[0075] 4.2.2示例性对照

[0076] 在一些实施方案中，本文中所述的测定包括检测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基

因和至少一种内源性对照。在一些实施方案中，内源性对照是样品充分性对照(SAC)。在一

些这样的实施方案中，如果在样品中未检测到TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，并且在样

品中也未检测到SAC，测定结果被认为是“无效的”，因为样品可能不足够。而不意在受任何

特定理论限制，不足够的样品可能太稀，含有太少细胞材料，含有测定抑制剂等。在一些实

施方案中，未能检测SAC可以表明测定反应失败。在一些实施方案中，内源性对照(如SAC)是

单拷贝人基因。非限制性示例性SACs包括人羟基甲基-胆色烷合成酶(HMBS)，甘油醛-3-磷

酸脱氢酶(GAPDH)，β肌动蛋白，β2-微珠蛋白，环氧合酶1，次黄嘌呤磷酸核糖转移酶，胆色素

原脱氨酶，和转铁蛋白受体。

[0077] 在一些实施方案中，本文所述的测定包括检测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因

和至少一种外源性对照。在一些实施方案中，外源性对照是样品处理对照(SPC)。在一些这

样的实施方案中，如果在样品中未检测到TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，并且在样品中

也未检测到SPC，测定结果被认为是“无效的”，因为在样品处理中可能存在错误，包括但不

限于，测定失败。样品处理中的非限制性示例性错误包括，不充分的样品处理，测定抑制剂

的存在，受损的试剂等。在一些实施方案中，将外源性对照(如SPC)加入至样品。在一些实施

方案中，在测定进行期间，如利用一种以上缓冲液或试剂将外源性对照(如SPC)加入。在一

些实施方案中，当要使用 系统时，SPC包括在 筒中。在一些实施

方案中，外源性对照(如SPC)是预期不存在于测定的样品中的DNA序列。非限制性示例性的

SPCs包括预期不存在于测定的样品中的细菌基因。

[0078] 在一些实施方案中，在检测样品中TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因时，同时检测

内源性对照和/或外源性对照，如在同一测定中。在一些实施方案中，测定包含在同一测定

反应中同时检测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，外源性对照，和内源性对照的试剂。在

一些这样的实施方案中，例如，测定反应包含扩增TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的引物

组，扩增内源件对照的引物组，和扩增外源件对照的引物组，以及检测扩增产物的标记的探

针(如，例如， 探针)。

[0079] 4.2.3示例性的样品制备

[0080] 4.2.3.1示例性的缓冲液

[0081] 在一些实施方案中，将缓冲液加入至尿样品。在一些实施方案中，缓冲液在收集尿

样品的时间的一小时、两小时、三小时或六小时内添加(例如，中空的)。在一些实施方案中，

缓冲液在通过本文所述的方法分析样品前一小时、两小时、三小时或六小时内加入至尿样
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品。

[0082] 在一些实施方案中，将拭子样品置于缓冲液中在一些实施方案中，拭子样品在收

集拭子样品的时间的一小时、两小时、三小时或六小时内置于缓冲液中。在一些实施方案

中，拭子样品在通过本文所述的方法分析样品前一小时、两小时、三小时或六小时内置于缓

冲液中。

[0083] 非限制性示例性的商业缓冲液包括PreservCyt(Hologic，Bedford，MA)，SurePath

(BD，Franklin  Lakes，NJ)，和CyMol(Copan  Diagnostics，Murrietta，CA)。

[0084] 4.2.3.2示例性的DNA制备

[0085] 可以通过任意适当的方法制备样品DNA。在一些实施方案中，通过将样品与裂解缓

冲液接触和将DNA结合于DNA结合基材，如玻璃或二氧化硅基材制备靶DNA。所述结合基材可

以具有任何合适的形式，如颗粒、多孔固体或膜形式。例如，支持物可以包含羟基纤维素、玻

璃纤维、纤维素、硝基纤维素、氢氧化锆、氧化钛(IV)、二氧化硅、硅酸锆、或二氧化硅颗粒

(例如，参见美国专利号5,234,809)。很多这样的DNA结合基材在本领域中已知。

[0086] 在一些实施方案中，在不首先分离或分开DNA的情况下在溶解产物中检测DNA。在

一些实施方案中，将样品进行裂解步骤以释放DNA。非限制性示例性裂解方法包括超声(例

如，2-15秒，8-18μm，在36kHz)；化学裂解，例如，使用去污剂；和各种可商购裂解试剂。在一

些实施方案中，在其中DNA从至少一些其他细胞组分分离或分开的样品中检测DNA。

[0087] 当本文中讨论的方法表明检测靶基因时，所述检测可以在靶基因的互补物是上进

行(而不是本文中所示的靶基因序列，或除了本文中所示的靶基因序列)。在一些实施方案

中，当检测靶基因的互补物时，使用与靶基因的互补物互补的多核苷酸用于检测。在一些实

施方案中，用于检测的多核苷酸包含序列上与靶基因至少90％，至少95％，或100％同一的

至少一部分，尽管其可以包含修饰的核苷酸。

[0088] 4.2.4示例性的分析方法

[0089] 如上文所述的，提供用于检测阴道毛滴虫的方法。所述方法包括检测来自受试者

的样品中TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的存在。在一些实施方案中，所述方法还包括检

测至少一种内源性对照(如SAC)和/或至少一种外源性对照(如SPC)。在一些实施方案中，检

测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因表明TV的存在，即使内源性对照和/或外源性对照在测

定中未检测到。在一些实施方案中，如果未检测到TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，仅当

检测到对照时，认为结果对于TV是阴性的。在一些实施方案中，如果未检测到TV  40S核糖体

蛋白(Tv40Srp)基因，仅当检测到内源性对照和外源性对照时，认为结果对于TV是阴性的。

[0090] 任何能够允许特异检测靶基因的分析步骤可以用于本文中提供的方法。示例性的

非限制性分析步骤包括，但不限于，核酸扩增方法、PCR方法、等温扩增方法和本领域技术人

员已知的其他分析检测方法。

[0091] 在一些实施方案中，检测靶基因，如TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的方法，包

括扩增基因和/或其互补物。所述扩增可以通过任意方法完成。示例性的方法包括，但不限

于，等温扩增、实时PCR、终点PCR、和使用T7聚合酶从与DNA退火的T7启动子扩增，如由可在

德国Implen获得的SenseAmp  PlusTM  Kit提供的。

[0092] 当扩增靶基因时，在一些实施方案中，形成靶基因的扩增子。扩增子可以是单链或

双链的。在一些实施方案中，当扩增子为单链时，扩增子的序列以正义或反义取向与靶基因
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相关。在一些实施方案中，检测靶基因的扩增子而不是靶基因本身。因此，当本文讨论的方

法表明检测到靶基因时，该检测可以在靶基因的扩增子上进行(而不是靶基因本身，或除了

靶基因本身之外)。在一些实施方案中，当检测靶基因的扩增子而不是靶基因时，使用与靶

基因的互补物互补的多核苷酸用于检测。在一些实施方案中，当检测靶基因的扩增子而不

是靶基因时，使用与靶基因互补的多核苷酸用于检测。此外，在一些实施方案中，可以使用

多个多核苷酸用于检测，并且一些多核苷酸可以与靶基因互补并且一些多核苷酸可以与靶

基因的互补物互补。

[0093] 在一些实施方案中，检测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的方法包括PCR，如下

文所述的。在一些实施方案中，检测一种以上靶基因包括实时监测PCR反应，其可以通过任

何方法完成。所述方法包括，但不限于，使用 分子信标，或Scorpion探针(即，能

量转移(ET)探针，如FRET探针)和使用增补染料，如SYBR绿，EvaGreen，噻唑橙，YO-PRO，TO-

PRO等。

[0094] 用于扩增靶基因的非限制性示例性条件如下。示例性的循环包括在90℃至100℃

起始变性30秒至5分钟，接着包括在90℃至100℃变性1至10秒，接着在60℃至75℃退火和扩

增10至30秒的循环。进一步示例性的循环包括在95℃1分钟，接着在92.5℃5秒，在68℃20秒

的多至40循环。在一些实施方案中，对于接着起始变性步骤的第一循环，省略循环变性步

骤。在一些实施方案中，Taq聚合酶用于扩增。在一些实施方案中，循环进行至少10次，至少

15次，至少20次，至少25次，至少30次，至少35次，至少40次，或至少45次。在一些实施方案

中，使用具有热启动功能的Taq。在一些实施方案中，扩增反应在 筒中发生，并

且TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因、内源性对照和外源性对照的扩增在同一反应中发生。

在一些实施方案中，TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的检测从起始变性到最后延伸在小

于3小时，小于2.5小时，小于2小时，小于1小时，或小于30分钟内发生。

[0095] 在一些实施方案中，靶基因的检测包括形成包含与靶基因或其互补物互补的多核

苷酸以及选自靶基因、靶基因的DNA扩增子和靶基因的互补物的核酸的复合物。因此，在一

些实施方案中，多核苷酸与靶基因形成复合物。在一些实施方案中，多核苷酸与靶基因的互

补物形成复合物。在一些实施方案中，多核苷酸与靶基因的DNA扩增子形成复合物。当双链

DNA扩增子是复合物的部分时，如本文中使用的，复合物可以包含DNA扩增子的一条或两条

链。因此，在一些实施方案中，复合物仅包含DNA扩增子的一条链。在一些实施方案中，复合

物是三链体，并且包含多核苷酸以及DNA扩增子的两条链。在一些实施方案中，复合物通过

在多核苷酸和靶基因、靶基因的互补物、或靶基因的DNA扩增子之间杂交形成。在一些实施

方案中，多核苷酸是引物或探针。

[0096] 在一些实施方案中，方法包括检测复合物。在一些实施方案中，在检测时不必须将

复合物关联。即，在一些实施方案中，形成复合物，然后复合物以某些方式解离或破坏，并且

检测来自复合物的成分。该系统的实例是 测定。在一些实施方案中，当多核苷酸

是引物时，复合物的检测可以包括靶基因的扩增、靶基因的互补物、或靶基因的DNA扩增子。

[0097] 在一些实施方案中，用于在本文中所述方法中检测至少一种靶基因的分析方法包

括实时定量PCR。在一些实施方案中，用于检测至少一种靶基因的分析方法包括使用

探针。该测定使用能量转移(“ET”)，如荧光共振能量转移(“FRET”)，来检测和定
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量合成的PCR产物。通常， 探针包含偶联于5’-末端的荧光染料分子和偶联于3’-

末端的猝灭剂分子，从而所述染料和猝灭剂紧密接近，允许猝灭剂经由FRET抑制染料的荧

光信号。当聚合酶复制 探针结合的嵌合扩增子模板时，聚合酶的5’-核酸酶裂解

探针，解偶联染料和猝灭剂，从而检测到染料信号(如荧光)。信号(如荧光)随切割的探针的

量成比例的每个PCR循环增加。

[0098] 在一些实施方案中，如果在PCR循环期间从TaqMan探针产生任何信号，认为检测到

靶基因。例如，在一些实施方案中，如果PCR包括40个循环，如果在扩增期间在任何循环产生

信号，认为存在和检测到靶基因。在一些实施方案中，如果在PCR循环的最后没有产生信号，

认为不存在和检测不到靶基因。

[0099] 在一些实施方案中，实时PCR测定结果的定量通过从已知浓度的核酸构建标准曲

线并随后推测未知浓度的靶基因的定量信息完成。在一些实施方案中，用于产生标准曲线

的核酸是DNA(例如，内源性对照，或外源性对照)。在一些实施方案中，用于产生标准曲线的

核酸是纯化的双链质粒DNA或在体外产生的单链DNA。

[0100] 在一些实施方案中，为了测定以表明TV不存在于样品中，对于内源性对照(如SAC)

和/或外源性对照(如SPC)的Ct值必须在预先确定的有效范围内。即，在一些实施方案中，不

能确认不存在TV，除非检测到对照，表明测定是成功的。Ct值与样品中的核酸靶标的量成反

比。

[0101] 在一些实施方案中，对于靶基因(包括内源性对照和/或外源性对照)的阈值Ct(或

“截取值Ct”)值(低于该值认为检测到)，在先确定。在一些实施方案中，使用基本上相同的

测定条件和系统(如 )确定阈值Ct，基于此将测试样品。

[0102] 除了 测定外，用于在本文中提供的方法中检测和定量PCR产物的其他实

时PCR化学包括，但不限于，分子信标，Scorpion探针和增补染料，如SYBR绿，EvaGreen，噻唑

橙，YO-PRO，TO-PRO，等，其在下文讨论。

[0103] 在各种实施方案中，在单个多重反应中，利用实时PCR检测来检测，TV  40S核糖体

蛋白(Tv40Srp)基因、内源性对照和外源性对照。在一些多重实施方案中，使用多个探针，如

探针(各自对不同靶标特异)。在一些实施方案中，每个靶基因-特异的探针在光

谱上可与用于相同多重反应的其他探针相区分。

[0104] 使用本领域中可获得的任意PCR仪器进行实时PCR。通常，用于实时PCR数据收集和

分析的仪器包含热循环仪，用于荧光激发和发射收集的光学器件，和任选地计算机和数据

获得和分析软件。

[0105] 在一些实施方案中，实时PCR产物的检测和/或定量使用结合双链DNA产物的染料

完成，如SYBR绿，EvaGreen，噻唑橙，YO-PRO，TO-PRO等。在一些实施方案中，用于本文所述的

方法的分析方法是 (DNA-介导的退火、选择、延伸和连接)测定。在一些实施方案

中，用于检测和定量本文所述的方法中的靶基因的分析方法是基于珠子的流式细胞术测

定。参见Lu  J.等人(2005)Nature  435：834-838，其通过引用以其整体结合于本文。基于珠

子的流式细胞术测定的实例是Luminex，Inc.的 技术。参见www.luminexcorp.com/

technology/index.html。在一些实施方案中，用于检测和定量本文所述的方法中的至少一
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种靶基因的水平的分析方法是通过凝胶电泳和用标记的探针(例如，用放射活性或化学发

光标记标记的探针)检测，如通过RNA印迹。在一些实施方案中，示例性的探针含有一种以上

如下文讨论的亲和力增强的核苷酸类似物，如锁定核酸(“LNA”)类似物，其含有双环糖部

分，而不是脱氧核糖或核糖糖。参见，例如，Várallyay，E.等人(2008)Nature  Protocols  3

(2)：190-196，其通过引用以其整体结合于本文。在一些实施方案中，一种以上靶基因的检

测和定量使用微流体装置和单分子检测完成。

[0106] 任选地，在杂交之前修饰样品DNA。然后将靶DNA/探针双链体通过微流体装置中的

通道，其包含记录3种标记的独特信号的检测器。以此方式，个体分子通过其独特信号检测

并计数。参见Fuchs等人，U.S.Genomics，Inc.的美国专利号7,402,422和7,351,538，其各自

通过引用以其整体结合于本文。

[0107] 4.2.5示例性的自动化和系统

[0108] 在一些实施方案中，使用自动化的样品处理和/或分析平台检测基因表达。在一些

实施方案中，利用可商购自动化分析平台。例如，在一些实施方案中，利用 系

统(Cepheid，Sunnyvale，CA)。

[0109] 利用GeneXpert系统说明本发明。示例性的样品制备和分析方法在下文描述。然

而，本发明不限于特定检测方法或分析平台。本领域技术人员了解可以利用任意数量的平

台和方法。

[0110] 利用自有的、单用途筒。样品提取、扩增和检测可以全部在该自有的

“筒中实验室”内进行(参见例如，美国专利5,958,349，6,403,037，6,440,725，6,783,736，

6,818,185；其各自通过引用以其整体结合于本文)。

[0111] 筒的组件包括，但不限于，含有试剂的处理室、滤器和用于提取、纯化和扩增靶核

酸的捕获技术。阀使得流体能够在室间转移并且含有核酸裂解和过滤组件。光学窗口使得

能够实时光学检测。反应管使得能够非常快速的热循环。

[0112] 在一些实施方案中， 系统包括用于可扩展性的多个模块。每个模块包

括多个筒，连同样品处理和分析组件。

[0113] 在将样品加入至筒中后，样品与裂解缓冲液接触并且释放的DNA结合于DNA-结合

基材如二氧化硅或玻璃基材。然后去除样品上清液并且将DNA在洗脱缓冲液如Tris/EDTA缓

冲液中洗脱。然后可以将洗脱物在筒中处理以如本文所述检测靶基因。在一些实施方案中，

洗脱物用于重构至少一些PCR试剂，其作为冻干的颗粒存在于筒中。

[0114] 在一些实施方案中，PCR用于扩增和分析靶基因的存在。在一些实施方案中，PCR使

用具有热启动功能的Taq聚合酶，如AptaTaq(Roche)。在一些实施方案中，起始变性在90℃

至100℃30秒至5分钟；循环变性温度是90℃至100℃1至10秒；循环退火和扩增温度是60℃

至75℃10至30秒；并且进行多至50个循环。

[0115] 在一些实施方案中，双重-变性方法用于扩增低拷贝数靶标。在一些实施方案中，

双重-变性方法包括，第一变性步骤接着加入用于检测靶基因的引物和/或探针。然后将所

有或大部分含DNA的样品(如DNA洗脱物)第二次变性，之后，在一些情况中，将一部分样品等

分，用于循环和检测靶基因。而不意在受任何特定理论限制，双重变性方案可以增加低拷贝

数靶基因(或其互补物)将存在于选择用于循环和检测的等分部分中的概率，因为第二变性
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有效使靶标数量翻倍(即，其将靶标和其互补物分为两个分开的模板)，之后选择等分部分

用于循环。在一些实施方案中，第一变性步骤包含加热至90℃至100℃的温度达30秒至5分

钟的总时间。在一些实施方案中，第二变性步骤包含加热至90℃至100℃的温度达5秒至3分

钟的总时间。在一些实施方案中，第一变性步骤和/或第二变性步骤通过分开加热样品的等

分部分进行。在一些实施方案中，每个等分部分可以加热上述次数。作为非限制性实例，用

于含DNA的样品(如DNA洗脱物)的第一变性步骤可以包括将样品的至少一个，至少两个，至

少三个，或至少四个等分部分(顺序或同时)分开加热至90℃至100℃的温度各自达60秒。作

为非限制性实例，用于含有酶、引物和探针的含DNA的样品(如DNA洗脱物)的第二变性步骤

可以包括将洗脱物的至少一个，至少两个，至少三个，或至少四个等分部分(顺序或同时)分

开加热至90℃至100℃的温度各自达5秒。在一些实施方案中，等分部分是整个含DNA的样品

(如DNA洗脱物)。在一些实施方案中，等分部分少于整个含DNA的样品(如DNA洗脱物)。

[0116] 在一些实施方案中，使用以下方案检测含DNA的样品，如DNA洗脱物中的靶基因：将

含DNA的样品的一种以上等分部分分开加热至95℃各自达60秒。将酶和引物以及探针加入

至含DNA的样品中并且将一种以上等分部分分开加热至95℃各自达5秒。然后将至少一个等

分部分的含有酶、引物和探针的含DNA的样品加热至94℃达60秒。然后将等分部分以以下2

步骤循环循环45次：(1)94℃5秒，(2)66℃30秒。

[0117] 本发明不限于特定引物和/或探针序列。示例性的扩增引物和检测探针在实例中

描述。

[0118] 在一些实施方案中，使用线下离心，例如，利用具有低细胞含量的样品。将样品(有

或没有缓冲液加入)离心并去除上清。然后将沉淀重悬在更小体积的上清或缓冲液。然后将

重悬的沉淀如本文所述进行分析。

[0119] 4.2.6示例性的数据分析

[0120] 在一些实施方案中，如果对于TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的Ct值低于某阈

值，则检测到TV的存在。在一些实施方案中，Ct值的有效范围是9至39.9Ct。在一些这样的实

施方案中，如果在40个循环后未从TV-特异性引物观察到高于背景的扩增，认为样品对于TV

阴性。

[0121] 在一些实施方案中，基于计算机的分析程序用于将检测测定产生的原始数据翻译

为临床医生的预测值数据。临床医生可以使用任何合适的方式获取预测数据。因此，在一些

实施方案中，本发明提供进一步益处，即可能未受遗传学或分子生物学训练的临床医生不

需要理解原始数据。数据以其最有用的形式直接提供给临床医生。然后临床医生能够立即

利用信息以优化受试者的护理。

[0122] 本发明考虑能够接收、处理、和传递信息至进行测定、信息提供、医学个体和受试

者的实验室和从进行测定、信息提供、医学个体和受试者的实验室接收、处理、和传递信息

的任意方法。例如，在本发明的一些实施方案中，样品(例如，活检或血清或尿样品)获自受

试者并且进行特征分析(profiling)服务(例如，在医疗设施处的临床实验室，基因组分析

业务等)，其位于世界的任何部分(例如，不同于受试者居住的国家或信息最终使用的国家)

以产生原始数据。在样品包含组织或其他生物样品的情况下，受试者可以访问医学中心已

使得获得样品并送至分析中心，或受试者可以自己收集样品(例如，尿样品)并且直接将其

送至分析中心。在样品包含之前确定的生物信息的情况下，信息可以直接由受试者送至分
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析服务(例如，可以用计算机扫描含有信息的信息卡并且将使用电子通讯系统将数据传递

至分析中心的计算机)。一旦由分析服务接收，样品被处理并且产生特征分析结果

(profile)(即表达数据)，特异于受试者所需的诊断或预后信息。

[0123] 然后将分析数据以适于由治疗临床医生解释的格式准备。例如，不是提供原始表

达数据，准备的格式可以表示对受试者的诊断或风险评估(例如，存在TV)，建议或不建议特

定治疗选择。数据可以通过任何合适的方法展示给临床医生。例如，在一些实施方案中，分

析服务产生可以打印给临床医生(例如，在护理点)或在计算机显示器上展示给临床医生的

报告。

[0124] 在一些实施方案中，首先在护理点或在区域设施处分析信息。然后将原始数据送

至中央处理设施用于进一步分析和/或将原始数据转变为用于临床医生或患者的信息。中

央处理设施提供数据分析的隐私性(所有数据以统一的安全协议储存在中央设施中)、速度

和均匀性的优势。然后中央处理设施可以在治疗受试者后控制数据的命运。例如，使用电子

通讯系统，中央设施可以将数据提供给临床医生、受试者、或研究者。

[0125] 在一些实施方案中，受试者能够使用电子通讯系统直接获得数据。受试者可以选

择基于该结果进一步干预或咨询。在一些实施方案中，数据用于研究用途。例如，数据可以

用于进一步优化作为疾病的特定状况或阶段的有用指示物或作为伴随诊断的标志物的包

含或排除以确定治疗过程。

[0126] 4.2.7示例性的多核苷酸

[0127] 在一些实施方案中，提供多核苷酸。在一些实施方案中，提供合成的多核苷酸。如

本文中使用的，合成的多核苷酸，是指化学或酶法体外合成的多核苷酸。多核苷酸的化学合

成包括，但不限于，using使用多核苷酸合成仪，如OligoPilot(GE  Healthcare)，ABI 

3900DNA合成仪(Applied  Biosystems)等合成。酶法合成包括，但不限于，通过酶法扩增，例

如，PCR产生多核苷酸。多核苷酸可以包含本文中讨论的一种以上核苷酸类似物(即，修饰的

核苷酸)。

[0128] 在一些实施方案中，提供包含与TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的至少8，至少

9，至少10，至少11，至少12，至少13，至少14，至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少

20，至少21，至少22，至少23，至少24，至少25，至少26，至少27，至少28，至少29，或至少30个

连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一，或至少90％，至少95％，或100％互补的区域

的多核苷酸。在一些实施方案中，提供包含与TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的6至100，8

至100，8至75，8至50，8至40，或8至30个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一，或互

补的区域的多核苷酸。非限制性示例性多核苷酸显示在表1中。

[0129] 在各种实施方案中，多核苷酸包含少于500，少于300，少于200，少于150，少于100，

少于75，少于50，少于40，或少于30个核苷酸。在各种实施方案中，多核苷酸为6至200个之

间，8至200个之间，8至150个之间，8至100个之间，8至75个之间，8至50个之间，8至40个之

间，8至30个之间，15至100个之间，15至75个之间，15至50个之间，15至40个之间，或15至30

个之间的核苷酸长度。

[0130] 在一些实施方案中，多核苷酸是引物。在一些实施方案中，引物用可检测部分标

记。在一些实施方案中，引物未被标记。如本文中使用的引物是能够选择性与靶基因或与从

靶基因扩增的扩增子(统称为“模板”)杂交的多核苷酸，并且，在模板的存在下，聚合酶和合
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适的缓冲液以及试剂，可以延伸以形成引物延伸产物。

[0131] 在一些实施方案中，多核苷酸是探针。在一些实施方案中，探针用可检测部分标

记。如本文中使用的可检测部分，包括直接可检测部分，如荧光染料，和间接可检测部分，如

结合对成员。在一些实施方案中，当可检测部分是结合对的成员时，通过将探针与结合于结

合对的第二成员的可检测标记温育，可以检测探针。在一些实施方案中，探针未标记，如当

探针是捕获探针，例如，在微阵列上或珠子上时。在一些实施方案中，探针是不可延伸的，例

如，由聚合酶延伸。在其他实施方案中，探针是可延伸的。

[0132] 在一些实施方案中，多核苷酸在一些实施方案中是在5’-末端用荧光染料(供体)

和在3’-末端用猝灭剂(受体)标记的FRET探针，所述猝灭剂是当基团紧密接近(即，连接于

同一探针)时从染料吸收(即，抑制)荧光发射的化学基团。因此，在一些实施方案中，染料的

发射光谱应该与猝灭剂的吸收光谱相当程度上重叠。在其他实施方案中，染料和猝灭剂不

在FRET探针末端。

[0133] 4.2.7.1示例性的多核苷酸修饰

[0134] 在一些实施方案中，检测本文所述的至少一种靶基因的方法利用一种以上经修饰

的多核苷酸，如包含一种以上亲和力增强的核苷酸类似物的多核苷酸。用于本文所述的方

法的修饰的多核苷酸包括用于反转录的引物、PCR扩增引物和探针。在一些实施方案中，与

仅含有脱氧核糖核苷酸的多核苷酸相比，掺入亲和力增强核苷酸增加多核苷酸对其靶核酸

的结合亲和力和特异性，并且允许使用更短的多核苷酸或多核苷酸和靶核酸之间的更短互

补性区域。

[0135] 在一些实施方案中，亲和力增强核苷酸类似物包括一种以上碱基修饰、糖修饰和/

或骨架修饰的核苷酸。

[0136] 在一些实施方案中，用于亲和力增强核苷酸类似物的修饰的碱基包括5-甲基胞嘧

啶，异胞嘧啶，假异胞嘧啶，5-溴尿嘧啶，5-丙炔基尿嘧啶，6-氨基嘌呤，2-氨基嘌呤，肌苷，

二氨基嘌呤，2-氯-6-氨基嘌呤，黄嘌呤和次黄嘌呤。

[0137] 在一些实施方案中，亲和力增强核苷酸类似物包括具有修饰的糖的核苷酸如2’-

取代的糖，如2’-O-烷基-核糖糖，2’-氨基-脱氧核糖糖，2’-氟-脱氧核糖糖，2’-氟-阿拉伯

糖糖，和2’-O-甲氧基乙基-核糖(2’MOE)糖。在一些实施方案中，修饰的糖是阿拉伯糖糖，或

d-阿拉伯糖基-己糖醇糖。

[0138] 在一些实施方案中，亲和力增强核苷酸类似物包括骨架修饰如使用肽核酸(PNA；

例如，包括由氨基酸骨架连接在一起的核碱基的寡聚物)。其他骨架修饰包括磷硫酰连接，

磷酸二酯修饰的核酸，磷酸二酯和磷硫酰核酸的组合，膦酸甲酯，膦酸烷基酯，磷酸酯，硫代

膦酸烷基酯，氨基磷酸酯，氨基甲酸酯，碳酸脂，磷酸三酯，乙酰胺酯，羧基甲酯，甲基磷硫

酰，二硫代磷酸酯，对乙氧基，和其组合。

[0139] 在一些实施方案中，多核苷酸包括至少一种具有修饰的碱基的亲和力增强核苷酸

类似物，至少具有修饰的糖的核苷酸(其可以是相同的核苷酸)，和/或至少一种非天然存在

的核苷酸间连接。

[0140] 在一些实施方案中，亲和力增强核苷酸类似物含有锁定的核酸(“LNA”)糖，其是双

环糖。在一些实施方案中，用于本文所述的方法的多核苷酸包含一种以上具有LNA糖的核苷

酸。在一些实施方案中，多核苷酸含有一个以上由具有LNA糖的核苷酸组成的区域。在其他
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实施方案中，多核苷酸含有具有散布有脱氧核糖核苷酸的LNA糖的核苷酸。参见，例如，

Frieden，M.等人(2008)Curr.Pharm.Des.14(11)：1138-1142。

[0141] 4.2.7.2示例性的引物

[0142] 在一些实施方案中，提供引物。在一些实施方案中，引物与TV  40S核糖体蛋白

(Tv40Srp)基因的至少8，至少9，至少10，至少11，至少12，至少13，至少14，至少15，至少16，

至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，至少25，至少26，至少27，

至少28，至少29，或至少30个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一，或至少90％，至

少95％，或100％互补。在一些实施方案中，提供包含与TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的

6至100，8至100，8至75，8至50，8至40，或8至30个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％

同一，或互补的区域的引物。非限制性示例性的引物显示在表1中。在一些实施方案中，引物

还可以包含不与靶基因同一或互补的部分或区域。在一些实施方案中，与靶基因至少90％，

至少95％，或100％同一或互补的引物的区域是连续的，从而与靶基因不同一或互补的引物

的任意区域不破坏同一或互补区域。

[0143] 在一些实施方案中，引物包含与靶基因的区域至少90％，至少95％，或100％同一

的部分。在一些这样的实施方案中，包含与靶基因的区域至少90％，至少95％，或100％同一

的区域的引物能够选择性与通过靶基因的扩增产生的扩增子杂交。在一些实施方案中，引

物与扩增子的足够部分互补从而其在使用的特定测定条件下选择性与扩增子杂交。

[0144] 如本文中使用的，“选择性杂交”意为，多核苷酸，如引物或探针，将以比将在相同

样品中存在的在杂交区域具有不同核苷酸序列的另一核酸杂交至少大5倍的亲和力与样品

中的特定核酸杂交。示例性的杂条件在本文中讨论，例如，在反转录反应或PCR扩增反应的

情况下。在一些实施方案中，多核苷酸将以比将在相同样品中存在的在杂交区域具有不同

核苷酸序列的另一核酸杂交至少大10倍的亲和力与样品中的特定核酸杂交。

[0145] 在一些实施方案中，引物包含可检测部分。

[0146] 在一些实施方案中，提供引物对。设计这样的引物对以扩增靶基因，如TV  40S核糖

体蛋白(Tv40Srp)基因，或内源性对照如样品充分性对照(SAC)，或外源性对照如样品处理

对照(SPC)的一部分。在一些实施方案中，引物对设计为产生50至1500个核苷酸长度，50至

1000个核苷酸长度，50至750个核苷酸长度，50至500个核苷酸长度，50至400个核苷酸长度，

50至300个核苷酸长度，50至200个核苷酸长度，50至150个核苷酸长度，100至300个核苷酸

长度，100至200个核苷酸长度，或100至150个核苷酸长度的扩增子。非限制性示例性的引物

对显示在表1中。

[0147] 4.2.7.3示例性的探针

[0148] 在各种实施方案中，检测阴道毛滴虫的存在的方法包括将样品的核酸与探针杂

交。在一些实施方案中，探针包含与靶基因，如TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，或内源性

对照如样品充分性对照(SAC)，或外源性对照如样品处理对照(SPC)互补的部分。在一些实

施方案中，探针包含与靶基因的区域至少90％，至少95％，或100％同一的部分。在一些这样

的实施方案中，与靶基因至少90％，至少95％，或100％互补的探针与靶基因的足够部分互

补，从而其在使用的特定测定条件下选择性与靶基因杂交。在一些实施方案中，与靶基因互

补的探针包含与靶基因的至少8，至少9，至少10，至少11，至少12，至少13，至少14，至少15，

至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，至少25，至少26，
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至少27，至少28，至少29，或至少30个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％互补的区域。

非限制性示例性的探针显示在表1中。与靶基因至少90％，至少95％，或100％互补的探针还

可以包含不与靶基因互补的部分或区域。在一些实施方案中，与靶基因至少90％，至少

95％，或100％互补的探针区域是连续的，从而探针的任何不与靶基因互补的区域不破坏互

补区域。

[0149] 在一些实施方案中，探针包含与靶基因，如TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因，或

内源性对照如样品充分性对照(SAC)，或外源性对照如样品处理对照(SPC)的区域至少

90％，至少95％，或100％同一的部分。在一些这样的实施方案中，包含靶基因的区域至少

90％，至少95％，或100％同一的区域的探针能够选择性与通过扩增靶基因产生的扩增子杂

交。在一些实施方案中，探针与扩增子的足够部分至少90％，至少95％，或100％互补，从而

其在使用的特定测定条件下选择性与扩增子杂交。在一些实施方案中，与扩增子互补的探

针包含与扩增子的至少8，至少9，至少10，至少11，至少12，至少13，至少14，至少15，至少16，

至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，至少25，至少26，至少27，

至少28，至少29，或至少30个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％互补的区域。与扩增

子至少90％，至少95％，或100％互补的探针还可以包含不与扩增子互补的部分或区域。在

一些实施方案中，与扩增子至少90％，至少95％，或100％互补的探针区域是连续的，从而探

针的任何不与扩增子互补的区域不破坏互补区域。

[0150] 在一些实施方案中，检测一种以上靶基因的方法包括：(a)扩增靶基因的区域；和

(b)使用实时PCR和检测探针检测扩增的区域(其可以与扩增步骤(a)同时)。

[0151] 如上文所述的，在一些实施方案中，实时PCR检测可以使用FRET探针进行，其包括，

但不限于， 探针，分子信标探针和Scorpion探针。在一些实施方案中，实时PCR检

测利用 探针进行，所述 探针即，通常在DNA的一个末端共价结合荧光染

料并且别处(如在DNA的另一末端)共价结合猝灭剂分子的线性探针。FRET探针包含与扩增

子的区域互补的序列，从而，当FRET探针与扩增子杂交时，染料荧光猝灭，并且当探针在扩

增扩增子期间消化时，染料从探针释放并且产生荧光信号。在一些实施方案中，样品中靶基

因的量与扩增期间测量的荧光的量成比例。

[0152] 探针通常包含具有与靶基因的区域至少90％，至少95％，或100％同一

或互补的序列的连续核苷酸区域，从而探针可选择性与靶基因的区域的PCR扩增子杂交。在

一些实施方案中，探针包含具有与靶基因的区域完全互补或同一存在于靶基因的区域中的

序列的至少6个连续核苷酸的区域。在一些实施方案中，探针包含与要检测的靶基因的至少

8个连续核苷酸，至少10个连续核苷酸，至少12个连续核苷酸，至少14个连续核苷酸，或至少

16个连续核苷酸至少90％，至少95％，或100％同一或互补的区域。

[0153] 在一些实施方案中，具有与 探针序列至少90％，至少95％，或100％互补

的序列的扩增子区域在或接近扩增子分子的中间。在一些实施方案中，在互补性区域的5’-

末端和3’-末端独立地具有扩增子的至少2个核苷酸，如至少3个核苷酸，如至少4个核苷酸，

如至少5个核苷酸。

[0154] 在一些实施方案中，分子信标可以用于检测PCR产物。像 探针一样，分子

信标通过探针的末端连接有荧光染料和猝灭剂的探针使用FRET检测PCR产物。不同于

说　明　书 20/41 页

27

CN 106661611 A

27



探针，在PCR循环期间分子信标保持完整。分子信标探针当游离在溶液中时形成

茎环结构，从而允许染料和猝灭剂足够接近以引起荧光猝灭。当分子信标与靶标杂交时，茎

环结构消除，从而染料和猝灭剂空间上分开并且染料发荧光。分子信标可以例如，从Gene 

LinkTM获得(参见www.genelink.com/newsite/products/mbintro.asp)。

[0155] 在一些实施方案中，Scorpion探针可以用作序列-特异性引物和用于PCR产物检

测。像分子信标一样，在未与靶核酸杂交时，Scorpion探针形成茎环结构。然而，不同于分子

信标，Scorpion探针实现序列-特异性引发(priming)和PCR产物检测。荧光染料分子连接于

Scorpion探针的5’-末端，并且猝灭剂连接在别处，如3’-末端。探针的3’部分与PCR引物的

延伸产物互补，并且该互补部分通过不可扩增部分连接于探针的5’-末端。Scorpion引物延

伸后，探针的靶标特异性序列结合延伸的扩增子内的其互补物，由此打开茎环结构并允许

5’-末端的染料发荧光并且产生信号。Scorpion探针可以从例如Premier  Biosoft 

International获得(参见www.premierbiosoft.com/tech_notes/Scorpion.html)。

[0156] 在一些实施方案中，可以在FRET探针上使用的标记包括比色法和荧光染料如

Alexa  Fluor染料，BODIPY染料，如BODIPY  FL；Cascade  Blue；Cascade  Yellow；香豆素和其

衍生物，如7-氨基-4-甲基香豆素，氨基香豆素和羟基香豆素；花青染料，如Cy3和Cy5；曙红

和赤藓红；荧光素和其衍生物，如异硫氰酸荧光素；镧系离子的大环螯合物，如Quantum 

DyeTM；Marina  Blue；Oregon  Green；罗丹明染料，如罗丹明红，四甲基罗丹明和罗丹明6G；

Texas  Red；荧光能量转移染料，如噻唑橙-乙锭异二聚体；和，TOTAB。

[0157] 染料的具体实例包括，但不限于，上述那些和以下的：Alexa  Fluor  350，Alexa 

Fluor  405，Alexa  Fluor  430，Alexa  Fluor  488，Alexa  Fluor  500。Alexa  Fluor  514，

Alexa  Fluor  532，Alexa  Fluor  546，Alexa  Fluor  555，Alexa  Fluor  568，Alexa  Fluor 

594，Alexa  Fluor  610，Alexa  Fluor  633，Alexa  Fluor  647，Alexa  Fluor  660，Alexa 

Fluor  680，Alexa  Fluor  700，和，Alexa  Fluor  750；胺反应性BODIPY染料，如BODIPY  493/

503，BODIPY  530/550，BODIPY  558/568，BODIPY  564/570，BODIPY  576/589，BODIPY  581/

591，BODIPY  630/650，BODIPY  650/655，BODIPY  FL，BODIPY  R6G，BODIPY  TMR，和，BODIPY-

TR；Cy3，Cy5，6-FAM，异硫氰酸荧光素，HEX，6-JOE，Oregon  Green  488，Oregon  Green  500，

Oregon  Green  514，Pacific  Blue，REG，Rhodamine  Green，Rhodamine  Red，Renographin，

ROX，SYPRO，TAMRA，2’，4’，5’，7’-四溴砜荧光素，和TET。

[0158] 染料猝灭剂对(即，供体/受体对)的实例包括，但不限于，荧光素/tetra甲基罗丹

明；IAEDANS/荧光素；EDANS/dabcyl；荧光素/荧光素；BODIPY  FL/BODIPY  FL；荧光素/QSY  7

或QSY  9染料。当供体和受体相同时，在一些实施方案中，FRET可以通过荧光去极化检测。染

料/猝灭剂对(即，供体/受体对)的某些特定实例包括，但不限于，Alexa  Fluor  350/

AlexaFluor488；Alexa  Fluor  488/Alexa  Fluor  546；Alexa  Fluor  488/Alexa  Fluor 

555；Alexa  Fluor  488/Alexa  Fluor  568；Alexa  Fluor  488/Alexa  Fluor  594；

AlexaFluor  488/Alexa  Fluor  647；Alexa  Fluor  546/Alexa  Fluor  568；Alexa  Fluor 

546/Alexa  Fluor  594；Alexa  Fluor  546/Alexa  Fluor  647；Alexa  Fluor  555/Alexa 

Fluor  594；Alexa  Fluor  555/Alexa  Fluor  647；Alexa  Fluor  568/Alexa  Fluor  647；

Alexa  Fluor  594/Alexa  Fluor  647；Alexa  Fluor  350/QSY35；Alexa  Fluor  350/dabcyl；

Alexa  Fluor  488/QSY  35；Alexa  Fluor  488/dabcyl；Alexa  Fluor  488/QSY  7或QSY  9；
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Alexa  Fluor  555/QSY  7或QSY9；Alexa  Fluor  568/QSY  7或QSY  9；Alexa  Fluor  568/QSY 

21；Alexa  Fluor  594/QSY  21；和Alexa  Fluor  647/QSY  21。在一些情况中，相同猝灭剂可

以用于多种染料，例如，宽谱猝灭剂，如Iowa 猝灭剂(In teg ra ted  DN A 

Technologies，Coralville，IA)或Black  Hole猝灭剂TM(BHQTM；Sigma-Aldrich，St.Louis，

MO)。

[0159] 在一些实施方案中，例如，在其中两种以上部分(如扩增子)同时检测的多重反应

中，每种探针包含检测上不同的染料，从而在同一反应中同时检测时可以区分染料。本领域

技术人员可以选择一组检测上不同的染料用于多重反应。

[0160] 可用于制备用于本文所述的方法的一些实施方案中的PCR探针的荧光标记的核糖

核苷酸的具体实例可从Molecular  Probes(Invitrogen)获得，并且这些包括，Alexa  Fluor 

488-5-UTP，荧光素-12-UTP，BODIPY  FL-14-UTP，BODIPY  TMR-14-UTP，四甲基罗丹明-6-

UTP，Alexa  Fluor  546-14-UTP，Texas  Red-5-UTP，和BODIPY  TR-14-UTP。其他荧光核糖核

苷酸可从Amersham  Biosciences(GE  Healthcare)获得，如Cy3-UTP和Cy5-UTP。

[0161] 用于制备用于本文所述的方法的PCR探针的荧光标记的脱氧核糖核苷酸的实例包

括二硝基苯基(DNP)-1’-dUTP，Cascade  Blue-7-dUTP，Alexa  Fluor  488-5-dUTP，荧光素-

12-dUTP，Oregon  Green  488-5-dUTP，BODIPY  FL-14-dUTP，罗丹明绿-5-dUTP，Alexa  Fluor 

532-5-dUTP，BODIPY  TMR-14-dUTP，四甲基罗丹明-6-dUTP，Alexa  Fluor  546-14-dUTP，

Alexa  Fluor  568-5-dUTP，Texas  Red-12-dUTP，Texas  Red-5-dUTP，BODIPY  TR-14-dUTP，

Alexa  Fluor  594-5-dUTP，BODIPY  630/650-14-dUTP，BODIPY  650/665-14-dUTP；Alexa 

Fluor  488-7-OBEA-dCTP，Alexa  Fluor  546-16-OBEA-dCTP，Alexa  Fluor  594-7-OBEA-

dCTP，Alexa  Fluor  647-12-OBEA-dCTP。荧光标记的核苷酸可商购并且可以从例如，

Invitrogen购买。

[0162] 在一些实施方案中，通过修饰的核苷酸将染料和其他部分，如猝灭剂，引入本文所

述的方法中使用的多核苷酸，如FRET探针中。“修饰的核苷酸”是指已经化学修饰，但仍然作

为核苷酸行使功能的核苷酸。在一些实施方案中，修饰的核苷酸具有共价连接的化学部分，

如染料或猝灭剂，并且可以例如，通过多核苷酸的固相合成方式引入多核苷酸。在其他实施

方案中，修饰的核苷酸包括一种以上可以在将修饰的核苷酸引入核酸之前、期间或之后与

染料或猝灭剂反应的反应性基团。在具体实施方案中，修饰的核苷酸是胺-修饰的核苷酸，

即，修饰以具有反应性胺基团的核苷酸。在一些实施方案中，修饰的核苷酸包含修饰的碱基

部分，如尿苷，腺苷，鸟苷，和/或胞嘧啶。在具体实施方案中，胺-修饰的核苷酸选自5-(3-氨

基烯丙基)-UTP；8-[(4-氨基)丁基]-氨基-ATP和8-[(6-氨基)丁基]-氨基-ATP；N6-(4-氨

基)丁基-ATP，N6-(6-氨基)丁基-ATP，N4-[2，2-氧基-二-(乙基胺)]-CTP；N6-(6-氨基)己

基-ATP；8-[(6-氨基)己基]-氨基-ATP；5-炔丙基氨基-CTP，5-炔丙基氨基-UTP。在一些实施

方案中，具有不同核碱基部分的核苷酸类似修饰，例如，5-(3-氨基烯丙基)-GTP替代5-(3-

氨基烯丙基)-UTP。很多胺修饰的核苷酸可购自，例如，Applied  Biosystems，Sigma，Jena 

Bioscience和TriLink。

[0163] 示例性的可检测部分还包括，但不限于，结合对的成员。在一些这样的实施方案

中，结合对的第一成员连接多核苷酸。结合对的第二成员连接可检测标记，如荧光标记。当

将连接于结合对的第一成员的多核苷酸与结合对的连接于可检测标记的第二成员孵育时，
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结合对的第一和第二成员关联并且可以检测到多核苷酸。示例性的结合对包括，但不限于，

生物素和链霉亲和素，抗体和抗原等。

[0164] 在一些实施方案中，在单个多重反应中检测多个靶基因。在一些这样的实施方案

中，当从探针释放时，每种靶向独特扩增子的探针可在光谱上区分，在该情况下每种靶基因

通过独特的荧光信号检测。在一些实施方案中，使用相同的荧光信号检测两种以上靶基因，

在此情况下，该信号检测表明存在一种靶基因或两种。

[0165] 本领域技术人员可以为选择的测定选择合适的检测方法，例如，实时PCR测定。选

择的检测方法不需要是上述方法，并且可以是任意方法。

[0166] 4.3示例性的组合物和试剂盒

[0167] 在另一方面，提供组合物。在一些实施方案中，提供组合物用于本文所述的方法。

[0168] 在一些实施方案中，提供包含至少一种靶基因-特异的引物的组合物。术语“靶基

因-特异的引物”包括具有以下各项的引物：具有(i)与靶基因的区域至少90％，至少95％，

或100％同一，或(ii)与靶基因中发现的连续核苷酸的区域的序列至少90％，至少95％，或

100％互补的序列的连续核苷酸区域。在一些实施方案中，提供包含至少一对靶基因-特异

的引物的组合物。术语“靶基因-特异的引物对”包括适于扩增限定的靶基因区域的引物对。

靶基因-特异的引物对通常包含第一引物和第二引物，所述第一引物包含与靶基因的区域

的序列至少90％，至少95％，或100％同一的序列，并且所述第二引物包含与靶基因的区域

至少90％，至少95％，或100％互补的序列。引物对通常适于扩增50至1500个核苷酸长度，50

至1000个核苷酸长度，50至750个核苷酸长度，50至500个核苷酸长度，50至400个核苷酸长

度，50至300个核苷酸长度，50至200个核苷酸长度，50至150个核苷酸长度，100至300个核苷

酸长度，100至200个核苷酸长度，或100至150个核苷酸长度的靶基因区域。非限制性示例性

的引物，和引物对显示在表1中。

[0169] 在一些实施方案中，组合物包含至少一对靶基因-特异的引物。在一些实施方案

中，组合物另外包含一对用于扩增内源性对照(如SAC)的靶基因-特异的引物和/或一对用

于扩增外源性对照(如SPC)的靶基因-特异的引物。

[0170] 在一些实施方案中，组合物包含至少一个靶基因-特异的探针。术语“靶基因-特异

的探针”包括具有以下各项的探针：具有(i)与靶基因的区域至少90％，至少95％，或100％

同一，或(ii)与靶基因中发现的连续核苷酸区域的序列至少90％，至少95％，或100％互补

的序列的连续核苷酸区域。非限制性示例性的靶-特异的探针显示在表1中。

[0171] 在一些实施方案中，组合物(包括包含一对以上靶基因-特异的引物的上述组合

物)包含一种以上用于检测靶基因的探针。在一些实施方案中，组合物包含用于检测内源性

对照(如SAC)的探针和/或用于检测外源性对照(如SPC)的探针。

[0172] 在一些实施方案中，组合物是水性组合物。在一些实施方案中，水性组合物包含缓

冲成分，如磷酸盐，tris，HEPES等，和/或其他成分，如下文讨论的。在一些实施方案中，组合

物是干燥的，例如，冻干的，并且适于通过加入流体恢复。干燥组合物可以包括一种以上缓

冲成分和/或其他成分。

[0173] 在一些实施方案中，组合物还包括一种以上其他成分。其他成分包括，但不限于，

盐，如NaCl、KCl和MgCl2；聚合酶，包括热稳定的聚合酶如Taq；dNTPs；牛血清白蛋白(BSA)

等；还原剂，如β-巯基乙醇；EDTA等等。本领域技术人员可以根据组合物的预期用途选择合
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适的组合物成分。

[0174] 在一些实施方案中，提供包含至少一种用于检测至少一种靶基因的多核苷酸的组

合物。在一些实施方案中，多核苷酸用作用于反转录酶反应的引物。在一些实施方案中，多

核苷酸用作用于扩增的引物。在一些实施方案中，多核苷酸用作用于PCR的引物。在一些实

施方案中，多核苷酸用作检测至少一种靶基因的探针。在一些实施方案中，多核苷酸被可检

测标记。在一些实施方案中，多核苷酸是FRET探针。在一些实施方案中，多核苷酸是

探针、分子信标、或Scorpion探针。

[0175] 在一些实施方案中，组合物包含至少一种FRET探针，所述探针具有与TV  40S核糖

体蛋白(Tv40Srp)基因的区域至少90％，至少95％，或100％同一，或至少90％，至少95％，或

100％互补的序列。在一些实施方案中，FRET探针用供体/受体对标记，从而当探针在PCR反

应期间被消化时，其产生与特异的靶基因相关的独特荧光发射。在一些实施方案中，当组合

物包含多个FRET探针时，每个探针被不同供体/受体对标记，从而当探针在PCR反应期间被

消化时，每一个产生与特异的探针序列和/或靶基因相关的独特的荧光发射。在一些实施方

案中，FRET探针的序列与靶基因的靶区域互补。在其他实施方案中，当与靶基因的最佳匹配

靶区域的序列相比时，FRET探针具有包含一种以上碱基错配的序列。

[0176] 在一些实施方案中，组合物包含由至少8，至少9，至少10，至少11，至少13，至少14，

至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少

25个核苷酸组成的FRET探针，其中序列的至少一部分与TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因

的区域至少90％，至少95％，或100％同一，或至少90％，至少95％，或100％互补。在一些实

施方案中，FRET探针的至少8，至少9，至少10，至少11，至少13，至少14，至少15，至少16，至少

17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个核苷酸同一地存

在于TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的区域中，或与TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的

区域互补。在一些实施方案中，当与TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)基因的序列或互补物时，

FRET探针包括具有一个、两个或三个错配的序列。

[0177] 在一些实施方案中，试剂盒包含上文讨论的多核苷酸。在一些实施方案中，试剂盒

包含上文讨论的至少一种引物和/或探针。在一些实施方案中，试剂盒包含至少一种聚合

酶，如热稳定的聚合酶。在一些实施方案中，试剂盒包含dNTP。在一些实施方案中，用于本文

所述的实时PCR方法的试剂盒包含一种以上靶基因-特异的FRET探针和/或一种以上用于扩

增靶基因的引物。

[0178] 在一些实施方案中，一种以上引物和/或探针是“线性的”。“线性”引物是指是单链

分子的，并且通常不包含例如，至少3，4或5个连续核苷酸的短区域的多核苷酸，其与相同多

核苷酸内的另一区域互补，从而引物形成内双链体。在一些实施方案中，用于反转录的引物

在靶基因的3’-末端包含至少4，如至少5，如至少6，如至少7或更多个连续核苷酸的区域，其

具有与在靶基因的5’-末端的至少4，如至少5，如至少6，如至少7或更多个连续核苷酸的区

域互补的序列。

[0179] 在一些实施方案中，试剂盒包含一对以上用于扩增靶基因的线性引物(“正向引

物”和“反向引物”)。因此，在一些实施方案中，第一引物包含至少8，至少9，至少10，至少11，

至少12，至少13，至少14，至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，

至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸的区域，该区域具有与靶基因的第一位置处的至少
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8，至少9，至少10，至少11，至少12，至少13，至少14，至少15，至少16，至少17，至少18，至少

19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸的区域的序列至少

90％，至少95％，或100％同一的序列。此外，在一些实施方案中，第二引物包含至少8，至少

9，至少10，至少11，至少12，至少13，至少14，至少15，至少16，至少17，至少18，至少19，至少

20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸的区域，该区域具有与在靶基

因的第二位置处的至少8，至少9，至少10，至少11，至少12，至少13，至少14，至少15，至少16，

至少17，至少18，至少19，至少20，至少21，至少22，至少23，至少24，或至少25个连续核苷酸

的区域的序列至少90％，至少95％，或100％互补的序列，从而使用两条引物的PCR反应造成

扩增子从靶基因的第一位置向靶基因的第二位置延伸。

[0180] 在一些实施方案中，所述试剂盒包含至少两组，至少三组，或至少四组引物，其各

自用于扩增不同靶基因，如内源性对照和/或外源性对照。

[0181] 在一些实施方案中，用于本文所述的组合物的探针和/或引物包含脱氧核糖核苷

酸。在一些实施方案中，用于本文所述的组合物的探针和/或引物包含脱氧核糖核苷酸和一

种以上核苷酸类似物，如LNA类似物或上文所述的其他稳定双链体的核苷酸类似物。在一些

实施方案中，用于本文所述的组合物的探针和/或引物包含所有核苷酸类似物。在一些实施

方案中，探针和/或引物在互补性区域包含一种以上稳定双链体的核苷酸类似物，如LNA类

似物。

[0182] 在一些实施方案中，用于本文所述的实时PCR方法的试剂盒还包括用于反转录和

扩增反应的试剂。在一些实施方案中，试剂盒包含酶如热稳定DNA聚合酶，如Taq聚合酶。在

一些实施方案中，试剂盒还包括三磷酸脱氧核糖核苷酸(dNTP)用于扩增。在其他实施方案

中，试剂盒包含对于探针和引物特异的杂交优化的缓冲液。

[0183] 试剂盒一般包括具有一个以上容纳试剂的容器的包装，作为一种以上分开的组合

物或，任选地，作为混合物(其中允许试剂相容)。所述试剂盒还可以包括从用户的角度可能

需要的其他一种或多种材料，如一种或多种缓冲液、一种或多种稀释剂、一种或多种标准

物，和/或用于样品处理、洗涤、或进行测定的任何其他步骤的任何其他材料。

[0184] 试剂盒优选包括进行本文所述的一种以上方法的使用说明。试剂盒中包括的使用

说明可以附加于包装材料或可以作为药品说明书包括在内。使用说明通常是手写或打印的

材料，但它们不限于此。本发明考虑任何能够储存该使用说明并它们传达给终端用户的介

质。这样的介质包括，但不限于，电子储存介质(例如，磁盘、磁带、磁筒、磁芯片)，光学介质

(例如，CD  ROM)等。如本文中使用的，术语“使用说明”可以包括提供使用说明的网站地址。

[0185] 在一些实施方案中，所述试剂盒可以包含一种以上 样品筒中提供的

上述试剂。这些筒允许提取、扩增和检测在该自带的“筒中实验室”中进行(参见例如，美国

专利5,958,349，6,403,037，6,440,725，6,783,736，6,818,185；其各自以其整体通过引用

结合于本文)。测量基因组拷贝数水平和检测病原的试剂可以在试剂盒内分开的筒中提供

或这些试剂(适于多重检测)可以在单个筒中提供。

[0186] 在一些实施方案中，本文所述的任意试剂盒可以包括用于收集尿道拭子样品、阴

道拭子样品、或子宫颈内拭子样品的尿样品和/或拭子容器。

[0187] 以下实施例仅为了说明的目的，并且不意在以任何方式限制。

[0188] 5.实施例
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[0189] 5.1.实施例1：阴道毛滴虫的检测

[0190] 设计测定以通过PCR，使用表1中所示引物和探针检测阴道毛滴虫(TV)40S核糖体

蛋白(Tv40Srp)的基因。除了TV-特异的引物和探针，包括检测用作样品充分性对照(SAC)靶

标的单拷贝人基因的引物和探针。还包括检测细菌基因的引物和探针，所述细菌基因作为

样品处理对照(SPC)靶标包括在多重反应中。

[0191] 表1：引物和探针序列

[0192]

[0193] 多重测定的最终引物和探针组合物显示在表2中。

[0194] 表2：引物和探针浓度

[0195]

[0196] F1和F2是检测上不同的染料，其可以同时在多重反应中检测和区分。每个探针还

包含猝灭剂(例如，Q1，上述)。

[0197] 每个反应含有42-58mM  KCl，3.5-5.0mM  MgCl2，250-350μM  dNTPs，50mM  Tris，pH 

8.6，和0.01％叠氮钠。AptaTaq(0.27-0.37单位/μl；Roche)用于扩增。

[0198] 对于每个要测试的样品，将约7mL的首次，新排出的(voided)尿加入至1mL缓冲液

中(优选样品收集2小时内)。将医生收集的子宫颈内拭子或自己收集的(在临床环境)阴道

拭子立即置于2.5mL缓冲液中。

[0199] 将500μL的缓冲的尿或拭子样品加载于 筒上用于分析。将样品与裂

解试剂混合以释放核酸。裂解后，将从样品释放的核酸捕获在DNA-结合基材上。将核酸从基

材上洗脱并用于恢复用于实时PCR的试剂(上述的)。使用的反应循环是：在 系

统中使用 筒，95℃1分钟，接着92.5℃5秒的40个循环，在68℃20秒。

[0200] 测定结果如在表3中解释的。TV、SAC、和SPC靶的Ct值的有效范围是9-39.9Ct。

[0201] 表3：Xpert  TV测定结果和解释
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[0202]
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[0203]

[0204]

[0205] 5.2实施例2：临床性能
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[0206] Xpert  TV测定的性能特征在美国的13个机构进行评估。由于阴道毛滴虫的低流行

程度和难以从男性受试者获得新鲜阴道毛滴虫-阳性样本，用于本研究的样本群体利用人

为的男性尿样本提供。

[0207] 受试者包括知情同意的无症状和有症状的、性活跃的男性和女性，他们在包括，但

不限于的位置观察：OB/GYN、性传播疾病(STD)、青少年、公共卫生设施和计划生育诊所。

[0208] 研究样本由预期收集的男性尿液、女性尿液、子宫颈的拭子和患者-收集的阴道拭

子(在临床环境收集)组成。包括人为的男性尿样本以补充男性样品尺寸。

[0209] 将Xpert  TV测定性能与使用转录介导的测定( 阴道毛滴虫测定，

GenProbe  Hologic，San  Diego，USA)检测阴道毛滴虫的核糖体RNA的FDA-明确的体外定量

核酸扩增比较仪测定相比较。将在Xpert  TV测定和比较仪测定之间具有差异结果的样品利

用分开的重复的基因组DNA序列的双向测序进行分析。参见Bandea，等人，Jornal  of 

Clinical  Microbiology.2013，51(4)：1298-1300。

[0210] 利用合格的样品进行的Xpert  TV测定运行中，这些样本中的97.3％(5327/5474)

对于第一次尝试中成功的。剩余的147个对于第一次尝试给出不明确的结果(91个错误，44

个无效并且12个无结果)。在单个重测后，147个样本中的119个得到有效结果；样本中的17

个对于第二次尝试不明确并且11个样本未重测。总体测定成功率是99.5％(5446/5474)。

[0211] 将来自Xpert  TV测定的结果与比较仪测定想比较，并对有差异的双向测序。性别、

样品类型和症状状态的灵敏度和特异性在表4中提供。
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[0212]

[0213] 5.3实施例3：检测极限

[0214] 分析Xpert  TV测定的灵敏度或检测极限(LoD)使用两个阴道毛滴虫株评估，一个

甲硝哒唑易感的(阴道毛滴虫 30001TM)，和一个甲硝哒唑抗性的(阴道毛滴虫

30238TM)。两个株都在与缓冲液混合的阴道毛滴虫-阴性汇集男性尿液(MU)和缓冲

液中的阴道毛滴虫-阴性汇集的阴道拭子(VS)中测试。
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[0215] 经三天以对于每个株和样品类型最少五个浓度测试20个重复评估检测极限

(LoD)。通过逻辑回归评估LoD。LoD定义为可以重复以95％置信度与阴性样品相区别的最低

细胞数/mL或20个重复中的19个是阳性的最低浓度。利用两个不同批次的Xpert  TV试剂进

行研究，并且对于每株所提出的LoD是两次确定中较高的那个(表5)。对于缓冲液中拭子样

品，检测极限是5个细胞/mL。对于缓冲液中的尿样品，检测极限是6个细胞/mL。提出的LoD通

过分析稀释至估计的LoD浓度的至少20个重复来验证。

[0216] 表5：使用Xpert  TV的阴道毛滴虫检测极限

[0217]

[0218] 5.4实施例4：测定重复性

[0219] 具有不同浓度的阴道毛滴虫一组八个样本在12不同日，由两个不同操作者，在三

个地点的每个测试(8个样本x1次/天x  12天x2个操作者x3个地点)。在3个测试地点的每个

使用三批Xpert  TV测定。根据Xpert  TV测定程序进行Xpert  TV测定。结果总结在表6中。

[0220] 还关于对于各个检测的靶标以Ct值表达的荧光信号评价Xpert  TV测定的重复性。

地点间的、批次间的、日间的、操作者之间的和对于每个组成员的测定内的平均值、标准偏

差(SD)和变异系数(CV)在表7中提供。
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[0221]
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[0222]

[0223] 5.5.实施例5：分析包容性

[0224] Xpert  TV测定的分析包容性通过以不大于3x分析检测极限(3x  LoD)的浓度一式

三份测试17个阴道毛滴虫株评价。在缓冲液中的阴道毛滴虫-阴性汇集的阴道拭子(VS)，和
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与缓冲液混合的男性尿(MU)中测试各株。参见表8。在该研究条件下，所有株报告TV检测ED

结果。Xpert  TV测定在两种样品类型中显示100％包容性。

[0225] 表8：分析包容性表

[0226]

[0227] 5.6.实施例6：分析特异性

[0228] 利用Xpert  TV测定测试一组47种生物(包括泌尿生殖道中常见的细菌、真菌和病

毒，以及其他与毛滴虫密切相关的原生动物)。以1x  107cfu/mL或更高测试每个细菌或真菌

株。将不产生可计数克隆的株稀释到0.5McFarland单位，大约相当于对于大肠杆菌1.5x 

108cfu/mL。病毒株作为热灭活的储物从ZeptoMetrix  Corp.购买并且以1x  106  U/mL或106

基因组/mL测试。在生长培养基中培养原生动物，通过光学显微镜视觉计数并且以1x  106细

胞/mL测试。测试一式三份进行。测试的生物和Xpert  TV测定结果在表9中列出。

[0229] 一种生物，口腔毛滴虫(Trichomonas  tenax)，利用Xpert  TV测定报告了TV检测结

果。该该研究的条件下，Xpert  TV测定的分析特异性为98％。

[0230] 表9：分析特异性表
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[0231]
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[0232]
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[0233]
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[0234]

[0235] 5.7.实施例7：干扰物质

[0236] 在非临床研究中，利用Xpert  TV测定评价可能在泌尿生殖道内并且存在于子宫颈

和阴道拭子中或首次尿样品中的可能干扰内源和外源物质。

[0237] 将物质分别稀释在汇集的阴性阴道拭子基质和汇集的阴性男性尿基质。以不大于

对于各个样品类型的检测极限的三倍在加有阴道毛滴虫细胞的相同基质中测试物质。利用

Xpert  TV测定测试每组阴性和阳性样品的八个重复并且与在没有潜在的干扰物质加入的

情况下在相同样品的对照中获得结果相比较。物质和测试浓度在表10和表11中列出。

[0238] 在研究条件下，在利用稀释于阴性尿基质中的物质的测试中，未报告无效结果；如

预期的，所有测试报告未检测到TV。在利用稀释在阳性尿基质中的0.75％v/v的血液和

1.8mg/mL的阿奇霉素的测试中观察测定干扰。对于利用0.5％v/v的血液和1mg/mL的阿奇霉

素的测试未报道假阴性结果。

[0239] 在研究的条件下，在利用稀释在汇集的阴性拭子基质的测试中，未报告无效结果；

如预期的，所有测试报告未检测到TV。

[0240] 在稀释在汇集的阳性拭子基质中的物质的测试中，未报道假阴性TV结果。如预期

的，利用所有物质的测试报告检测到TV。

[0241] 表10：尿样品中的可能的干扰物质

[0242]
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[0243]

[0244] 表11：拭子样品中的可能干扰物质

[0245]
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[0246]

[0247] 5.8.实施例8：携带污染

[0248] 研究由在缓冲液样品中的高(106个细胞/mL)TV阳性阴道拭子汇集物后立即在相

同GeneXpert模块内处理的缓冲液样品中的TV-阴性阴道拭子汇集物的重复测试组成。研究

由在相同GeneXpert模块内处理的在缓冲液样品中的TV-阴性阴道拭子汇集物仅接着缓冲

液样品中的高(10 6个细胞/mL) TV阳性阴道拭子汇集物的组成。该测试方案在两个

GeneXpert模块上再重复20次，达总共82次运行，得到40个阳性和42个阴性样品。所有40个

阳性样品正确地报告为检测到TV并且所有42个阴性样品正确地报告为未检测到TV。

[0249] 5.9.实施例9：测试以用于检测TV的替代引物和探针

[0250] 为了开发本文所述的TV测定，在测定中对用于检测TV  40S核糖体蛋白(Tv40Srp)

基因的四种不同正向引物，两种不同反向引物，和两种不同探针测试灵敏度和特异性(例

如，与其他物种的交叉反应性)。表12显示测试的引物和探针。

[0251] 表12：替代的引物和探针序列

[0252]
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[0253]

[0254] 发现，TV正向ALT1与人五毛滴虫(Pentatric  homonas  hominis)(Pth)交叉反应，

所述人五毛滴虫(Pth)是在人肠道中发现的另一密切相关的毛滴虫。当TV正向ALT1用于利

用1000拷贝的TV的测定和利用500,000拷贝Pth的测定时，检测到TV具有30.7的Ct以及检测

到Pth具有26.3的Ct。TV正向ALT2没有最终设计灵敏，以31.5的更高Ct值检测TV。类似地，TV

正向ALT3没有最终设计灵敏，也以更高Ct值检测TV。TV反向ALT1还导致较不灵敏的测定，以

较高Ct值检测到TV。最后，TV探针ALT1不如最终设计灵敏和一致。

[0255] 像表明每个个体公开、专利、专利申请或其他文献各自为了所有目的通过引用结

合一样，为了所有目的，本申请中引用的所有公开、专利、专利申请和其他文件在此通过引

用以其整体结合。

[0256] 在已经说明和描述了各种具体实施方案的同时，将理解在不偏离本发明的精神和

范围的情况下可以进行改变。

[0257] 某些序列的表

[0258]
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                          序列表

<110>   西菲伊德公司

<120>   检测阴道毛滴虫的方法

<130>   CEPHD-33923/WO-1/PRI

<160>   10

<170>   PatentIn  version  3.5

<210>   1

<211>   26

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的

<400>   1

gtaacaacct  tggagttctt  cttaag                                            26

<210>   2

<211>   26

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的

<400>   2

acatcaatct  acaagacacc  acttga                                            26

<210>   3

<211>   22

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的

<400>   3

agtttggctg  cttagcttcg  ac                                                22

<210>   4

<211>   508

<212>   DNA

<213>  阴道毛滴虫（Trichomonas  vaginalis）

<400>   4

ggccggcctt  tctgatgggt  aagtctaaag  cttgcggtcg  tctcgctgct  cgtaaactcc       60

gtcttgcaca  caagtccaac  ttgtgggctt  ccaacgcata  ccgccgttcc  cttggtacat      120

caatctacaa  gacaccactt  gagggtacat  caatggcatc  tggcatcgtc  gtcggcaagg      180
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tcgctgtcga  agccaagcag  ccaaactctg  ctattcgtaa  agctgtccgt  gttcagctta      240

agaagaactc  taaggttgtc  acagctttcg  ttccacgcga  tggttccctc  cgtcttattg      300

atgataacga  ccgtgttctt  attgccggta  tgggtcgttc  tggccgttct  gtcggtgacc      360

ttccaggatg  ccgtttcaaa  gttatcaagg  tcgctggttt  ctccctcctt  gctctttggc      420

tcggcaagaa  ggagaagccg  cgcagctaaa  taaatactct  tgggtttacc  ggtaaataaa      480

aacatatatt  acgaaataca  aatattat                                         508

<210>   5

<211>   146

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的

<400>   5

acatcaatct  acaagacacc  acttgaaggc  acctcaatgg  cctccggcat  tgttgtcggc       60

aaagttgctg  tcgaagctaa  gcagccaaac  tccgctattc  gtaaagcagt  tcgtgttcag      120

cttaagaaga  actctaaagt  tgttac                                           146

<210>   6

<211>   22

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的

<400>   6

gagttcttct  taagctgaac  ac                                                22

<210>   7

<211>   22

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的

<400>   7

gagttcttct  tgagctgaac  ac                                                22

<210>   8

<211>   22

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的

<400>   8
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aacaaccttg  gagttcttct  ta                                                22

<210>   9

<211>   20

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的

<400>   9

atctacaaga  caccacttga                                                   20

<210>   10

<211>   22

<212>   DNA

<213>  人工序列

<220>

<223>  合成的

<400>   10

agtttggctg  cttggcttcg  ac                                                22
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