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驽巴贝斯虫 PCR检测方法的建立及应用
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摘要:根据驽巴贝斯虫 BC - 48基因序列 ,设计并合成 1对特异性引物 ,建立了驽巴贝斯虫 PCR检

测方法 。试验扩增出 610 bp的基因片段 ,其序列与 GenBank 上驽巴贝斯虫 BC - 48基因同源性为

96. 7%。而对新孢子虫 、弓形虫 、马巴贝斯虫的基因组 DNA没有扩增带出现 。对驽巴贝斯虫基因

组 DNA 的最小检测量为 2. 812 fg /μL。通过对 35份临床样品的检测 ,阳性率为 20%。同时与血

液涂片染色镜检进行了比较 ,结果表明 , PCR检测方法准确 、敏感 、特异。
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Abstract:One pair of specific primers was designed based on the BC - 48 gene sequence of Babesia

cabal li , and then a PCR assay w as established fo r detecting Babesia caball i . A 610bp sequence

w as amplified by PCR , and the homo logy wi th the sequence f rom GenBank w as 96. 7%. No PCR
products w ere amplif ied f rom puri fied DNA of S porozoan tachyzoites , Toxoplasma tachy zoites

and Thei leria sergent i . This method can detect less than 2. 812 fg /μL of the genome DNA of

Babesia cabal li . Using this method , the 35 blood samples w ere successful ly detected and the po si

tive rate w as 20%. The results compared wi th staining method show ed that the PCR method w as

precise , sensit ive and specif ic.
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　　驽巴贝斯虫病是由驽巴贝斯虫(Babesia cabal-

li)经媒介蜱传播 ,寄生于马属动物红细胞内所引起

的一种血液原虫病[ 1] 。寄生在红细胞体内的驽巴贝

斯虫及其产生的毒素能导致组织脏器损伤 、功能障

碍 ,从而引起高热 、贫血 、黄疸 、出血和呼吸困难等症

状[ 2] 。我国将该病列为马二类疫病 ,如果诊治不及

时 ,其死亡率极高 ,给广大养马农户造成巨大经济损

失[ 3] 。目前 ,国内外常用的诊断方法有补体结合试

验和酶联免疫吸附试验等 ,但这些方法存在诊断抗

原有限和诊断准确率不高的缺点[ 4] 。PCR诊断技

术是 20世纪 90年代兴起的一项分子生物学诊断技

术 ,已在疫病预防和控制等领域得到广泛应用 。而

国内尚未见有应用 PCR技术诊断该病的报道。本

研究根据驽巴贝斯虫 BC - 48 基因序列 ,设计了 1

对特异性引物 ,建立了 PCR检测方法;并对延边某

地区的 35份马抗凝血进行检测。旨在为今后驽巴

贝斯虫病的诊断和防制奠定基础 。

1　材料和方法

1. 1　病料来源

吉林省延边地区散养的马匹 ,无菌采取抗凝血 ,

用 PBS洗 3次 。存于-80 ℃备用 。同时制作了血液

涂片 ,甲醇固定保存 ,供染色镜检。新孢子虫 、弓形

虫由日本带广原虫病研究所惠赠 ,延边大学预防兽
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医实验室保种。马巴贝斯虫基因组 DNA , 由延边

大学预防兽医实验室提取 。

1. 2　主要试剂

pGEM - T easy 载体购自 Promega 公司 。Tris

饱和酚 、氯仿 、溶菌酶 、蛋白酶 K 、大肠埃希氏菌

JM 109 , Pst Ⅰ , Taq DNA 聚合酶 , dN TP , A garose

Gel DNA Ex traction Kit ,DNA M arker 等 ,均购自

大连宝生物工程有限公司 。

1. 3　PCR检测方法的建立

1. 3. 1　引物的设计与合成　根据 GenBank上登录

的驽巴贝斯虫 BC - 48 基因序列(U46551),利用

Primer Premier 5. 0软件设计了 1对引物。上游引

物 P1:5′- GGC TCC CAG CGA CTC TGT GG -

3′,下游引物 P2:5′- CTT A AG TGC CCT CTT

GA T GC - 3′。引物由上海英骏生物技术公司

合成 。

1. 3. 2　驽巴贝斯虫 DNA 标准模板的制备 　将临

床表现发热 、贫血 、黄疸和水肿 ,经血液涂片染色镜

检驽巴贝斯虫均为阳性的病马抗凝血 ,从-80℃取

出 ,取 150μL 加入 15μL 溶菌酶(100mg /mL),

37 ℃水浴 1 h;然后加入 9μL 蛋白酶 K(10mg /

mL),5mol /L NaCl 105μL ,5%CTAB 240μL , 65 ℃

水浴 10min;取出后加等体积 Tris饱和酚和氯仿抽

提;最后将抽提的 DNA 用 20μL TER 溶解 。

- 20 ℃保存 ,经鉴定克隆判断无误后 ,用紫外分光光

度仪测 DNA 的含量。

1. 3. 3　PCR扩增及退火温度的筛选　PCR反应在

15μL 体 系中 进行:10 × buffer 1. 5μL , dN TP

1. 5μL , Taq DNA Polymeras 0. 15μL ,引物各 1μL

(10 pmol /L), DNA 模板 1μL。扩增程序为:96℃预

变性 5min , 94℃变性 1min , 56 ～ 61 ℃退火 1min ,

72℃延伸 1min ,进行 35 个循环 ,最后于 72 ℃延伸

7min。56 ～ 61 ℃的梯度温度分别是 56 ℃, 57℃,

58℃,59℃,60℃和 61 ℃。选择特异性强 、产量高的

梯度温度作为以后 PCR反应的退火温度。

1. 3. 4　PCR产物的克隆与鉴定　用 Agaro se Gel

DNA Purif icat ion Kit回收与纯化 PCR产物。将纯

化的 PCR的产物与 pGEM - T easy 载体按常规方

法连接 ,转化至感受态大肠埃希氏菌 JM109。经蓝

白斑筛选 ,挑取白色单菌落接种于含氨苄青霉素

(100μg /mL)的 LB 培养液中 , 37 ℃剧烈振摇培养

12 h;按碱裂解法提取质粒 。重组质粒经 PCR鉴定

和 PstⅠ单酶切鉴定 。将鉴定为阳性的克隆送至上

海英骏生物技术有限公司测序 。

1. 3. 5　特异性试验　以驽巴贝斯虫基因组 DNA

为试验样本 ,以新孢子虫 、弓形虫 、马巴贝斯虫基因

组 DNA为对照样本 ,按照最佳退火温度进行 PCR

反应 ,经 10g /L琼脂糖凝胶电泳分析 PCR产物 。

1. 3. 6　敏感性试验　将驽巴贝斯虫标准品 DNA

以 10倍为梯度连续稀释成 6 个不同浓度 。按照上

述 PCR反应体系 ,使用最适退火温度进行 PCR扩

增 ,确定 PCR反应体系的敏感性。

1. 4　临床样本的检测试验

应用所建立的 PCR方法对采自吉林省延边地

区的 35份血液样品进行检测 ,并且与血液涂片染色

镜检进行比较。

2　结果与分析

2. 1　PCR扩增

以提取的驽巴贝斯虫基因组 DNA为模板 , P1 ,

P2为引物进行 PCR扩增。经 10 g /L 琼脂糖凝胶

电泳检测 ,获得了 1 条约 610 bp 的特异性 DNA 条

带(图 1),与预期的片断大小相一致 。

M:100bp DNA 分子质量标准;1:驽巴贝斯虫 DNA 样本;

2:空白对照

图 1　BC - 48 基因的 PCR 扩增

2. 2　退火温度的筛选

退火温度在 56 ～ 61℃之间时 , PCR 均能扩增

出目的产物。退火温度为 60 ℃时 ,目的产物最亮 ,

条带单一(图 2)。因此 ,本研究选择 60 ℃作为最适

退火温度。

M :100bp DNA 分子质量标准;1～ 6:退火温度分别为 56℃,

57 ℃, 58℃, 59℃, 60℃, 61℃时的 PCR产物

图 2　PCR 退火温度的筛选
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2. 3　目的基因的鉴定

2. 3. 1　目的基因的 PCR鉴定　以初步筛选为阳性

的重组克隆质粒为模板进行 PCR扩增 ,10g /L 琼脂

糖凝胶电泳。结果显示 ,扩增出的 DNA 片断大小

与 BC - 48基因片段大小一致(图 3)。说明重组质

粒含有目的基因 。

M:100bp DNA 分子质量标准;1～ 3:PCR扩增产物

图 3　pGEM- BC48 质粒的 PCR鉴定

2. 3. 2　目的基因的酶切鉴定 　用 Pst Ⅰ对初步鉴

定为阳性的重组克隆质粒进行酶切鉴定 ,酶切产物

于 10 g /L 琼脂糖凝胶中电泳 。结果显示 ,经 Pst Ⅰ

酶切 ,得到了 3 100 bp 和 526 bp 的 2条特异性片断

(图 4),说明重组质粒含有目的基因 ,并且该基因正

向插入载体内。

M:1kb DNA 分子质量标准;1～ 3:Pst Ⅰ酶切产物;4:阴性对照

图 4　pGEM- BC48 重组质粒的酶切鉴定

2. 4　同源性分析

测序结果表明 ,克隆得到的驽巴贝斯虫 BC - 48

基因片段大小为 610 bp 。DNASIS v2. 5 Demo分析

结果显示 ,该序列与已发表的驽巴贝斯虫 BC - 48

基因核苷酸序列同源性为 96. 7%,证明该基因为目

的基因。

2. 5　特异性试验

将以驽巴贝斯虫 、新孢子虫 、弓形虫 、马巴贝斯

虫基因组 DNA 为模板的 PCR产物 ,经 10 g /L 琼脂

糖凝胶电泳分析。电泳结果显示 ,仅驽巴贝斯虫

DNA 样本扩增出约 610 bp 大小的片断 ,而作为对

照样本的新孢子虫 、弓形虫 、马巴贝斯虫基因组

DNA 均无此扩增条带出现(图 5)。

　M:100bp DNA分子质量标准;1:驽巴贝斯虫模板 DNA;

2:新孢子虫;3:弓形虫;4:马巴贝斯虫

图 5　PCR 特异性试验结果

2. 6　敏感性试验

经分光光度计测得提取的基因组 DNA 浓度为

2. 812 ng /μL 。对 6个浓度梯度的驽巴贝斯虫 DNA

标准模板进行 PCR反应 ,电泳分析结果表明 ,当样

本中驽巴贝斯虫 DNA 含量大于2. 812 fg /μL时 ,即

可扩增产生清晰可辨的条带(图 6)。DNA 稀释 10
5

倍为检测的最低界限。

M:100bp DNA分子质量标准;1:2. 812ng /μL DNA;2:281. 2

pg /μL DNA;3:28. 12 pg /μL DNA;4:2. 812pg /μL DNA;

5:281. 2 fg /μL DNA;6:28. 12 fg /μL DNA

图 6　PCR 敏感性试验结果

2. 7　临床样本检测

2. 7. 1　临床样本的 PCR 检测 　应用所建立的

PCR方法对 35 份马血液样本进行检测。结果显

示 ,其中 6号 、8 号 、12号 、13号 、14 号 、19号 、25号

均扩增出了大小为 610 bp 的特异性基因片段(图

7)。说明该 7匹马感染了驽巴贝斯虫 ,阳性检出率

为 20%(7 /35)。

2. 7. 2　血液涂片染色镜检与 PCR检测的比较　按

常规方法对血液涂片进行姬姆萨染色后 ,用显微镜

对 35 份马血液样本进行检测 ,与 PCR检测结果进

行比较 。PCR方法阳性检出率为 20%(7 /35),涂片

染色镜检法阳性检出率为 5. 71%(2 /35)。可见 ,用

PCR方法检测驽巴贝斯虫的阳性率是血液涂片镜检

方法的 3. 5倍。而且其中涂片镜检出的 2份阳性血

液样本 ,PCR检测均为阳性;有 5份涂片镜检阴性的

血液样本PCR检测也呈阳性反应 。表明PCR检测
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M:100bp DNA 分子质量标准;1～ 35:被检抗凝血液样本;N1:健康马血液样本;N2:空白对照

图 7　35 份马血液样本 PCR结果

方法更加敏感 、准确 。

3　结论与讨论

鉴于目前国内对该病的分子生物学及基因方面

报道甚少 。试验根据驽巴贝斯虫编码棒状蛋白的

BC - 48基因序列设计了 2条特异性引物 , PCR扩

增出约 610 bp的基因片段。因为 pGEM - T easy

载体为 3015 bp ,目的片断为 610 bp;而目的基因的

172 bp 处和载体上各有一个 PstⅠ酶切位点 。所以 ,

经 PstⅠ酶切后 ,正连应切为 3 100 bp 和 526 bp ,反

连为 3 365 bp和 261 bp。酶切结果显示 ,质粒被切

成了 3 100 bp和 526 bp 2个片断。PCR鉴定结果 ,

扩增出了 610bp片断 ,与预期结果一致 。测序结果

显示 ,克隆的片断序列与已发表的驽巴贝斯虫 BC -

48基因核苷酸序列同源性为 96. 7%。表明该段基

因为目的基因 ,从而成功的克隆了 BC - 48基因 ,为

DNA 序列分析和基因表达等研究提供了物质材料 。

在此基础上 ,试验建立了驽巴贝斯虫 PCR检测方

法。试验表明该方法准确 、特异 、敏感 ,为流行病学

调查 、有效控制该病奠定了技术基础。

对于驽巴贝斯虫病的诊断 ,我们认为血清学方

法存在许多弊端。这是由该病的发病特点决定的 。

主要表现在以下几个方面:第一 ,该病属于完全免疫

性疾病。马匹感染虫体后 ,机体产生抗体 ,将体内的

虫体杀灭 。此时马匹体内依然存在着抗体 ,因此血

清学检测会出现阳性结果;而此时马体内已不存在

虫体 ,造成检测结果偏高。第二 ,当大批量检测时 ,

血清学方法需大量的抗原 ,然而驽巴贝斯虫的虫血

症在马中很少见 。加之从感染驽巴贝斯虫的红血球

中提取抗原是比较困难的 ,抗原来源少 。因此血清

学方法在推广中必然会受到限制 。第三 ,据报道 ,利

用溶解感染驽巴贝斯虫的红血球作为抗原进行血清

学诊断 ,会引起驽巴贝斯虫和马巴贝斯虫的交叉反

应
[ 5 , 6]

,势必会造成假阳性的检测结果 。而针对病

原体进行检测的 PCR方法会避开以上的弊端 ,而且

检测快速 、准确 、敏感 、特异 。与血清学相比较 ,PCR

检测方法将会有更广阔的应用前景。
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