
收稿日期：２０１２－０９－２５
基金项目：广东省科技计划项目（２０１２Ａ０２０１００００１）；家畜疫病病原生物学国家重点实验室开放课题（ＳＫＬＶＥＢ２０１２ＫＦＫＴ００３）
作者简介：刘国昌（１９８７－），男，河北正定人，在读硕士研究生，研究方向：兽医寄生虫学。Ｅ－ｍａｉｌ：２５１０６５１５２＠ｑｑ．ｃｏｍ
＊通讯作者：翁亚彪（１９６３－），男，广东化州人，副教授，硕士，主要从事寄生虫防控研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｂｗｅｎｇ＠ｑｑ．ｃｏｍ

５株堆型艾美耳球虫顶质体ｒｐｏＢ基因的
扩增及序列分析

刘国昌１，林瑞庆１，严　浩１，胡钱江１，刘丽丹２，翁亚彪１＊
（１．华南农业大学 兽医学院，广东 广州５１０６４２；

２．佛山市正典生物技术有限公司，广东 佛山５２８１３８）

摘要：以５株堆型艾美耳球虫为研究对象，对其顶质体ｒｐｏＢ基因的部分序列进行了ＰＣＲ扩增、测

序及序列分析，并与ＧｅｎＢａｎｋ上发表的柔嫩艾美耳球虫及其他顶复门寄生虫相关序列进行比较，

研究顶质体的遗传变异情况。结果表明，从堆型艾美耳球虫不同来源虫株均获得了４６９ｂｐ的目的

片段，应用ＤＮＡＳｔａｒ软件进行序列对比发现，５株堆型艾美耳球虫的顶质体ｒｐｏＢ序列完全一致，

与柔嫩艾美耳球虫相应序列的相似性为９２．７５％，而与刚地弓形虫和疟原虫的相似性分别为

６７．２３％和６４．６２％。首次报道了堆型艾美耳球虫ｒｐｏＢ序列，显示ｒｐｏＢ基因序列保守，不同来源

堆型艾美耳球虫虫株的序列没有差异，为进一步研究艾美耳球虫的群体遗传学奠定了基础。
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　　鸡球虫病是一种常见的急性流行性原虫病，是

由艾美耳科（Ｅｉｍｅｒｉｉｄａｅ）、艾美耳属（Ｅｉｍｅｒｉａ）球虫

感染所引起的肠道细胞内寄生虫病。鸡的艾美耳属

球虫公认的有７种，即柔嫩艾美耳球虫（Ｅ．ｔｅｎｅｌ－
ｌａ）、巨型艾美耳球虫（Ｅ．ｍａｘｉｍａ）、堆型艾美耳球虫
（Ｅ．ａｃｅｒｖｕｌｉｎａ）、毒害艾美耳球虫（Ｅ．ｎｅｃａｔｒｉｘ）、布
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氏艾美耳球虫（Ｅ．ｂｒｕｎｅｔｔｉ）、和缓艾美耳球虫（Ｅ．

ｍｉｔｉｓ）和早熟艾美耳球（Ｅ．ｐｒａｅｃｏｘ），所有的球虫均

有一定的致病性［１－２］。鸡球虫病分布很广，感染时常

表现２种或２种以上球虫混合感染，发病率高达

５０％～７０％，死亡率为２０％～３０％，严重者高达

８０％［１］。病愈的鸡生长发育受阻，体质量增加缓慢，

成年鸡多为带虫者，对养鸡业危害极大，每年给我国

养鸡业造成数十亿元损失［３］。堆型艾美耳球虫最早

是由Ｔｙｚｚｅｒ于１９２９年报道，其寄生于鸡的小肠，具

有中等毒力，是集约化鸡场中流行率最高的鸡球虫

之一，引起的亚临床型球虫病对养鸡业造成的损失

有时比临床型球虫病大得多，对养鸡业的危害仅次

于柔嫩艾美耳球虫［４－６］。

顶复门寄生虫包括有多种寄生性原虫，如恶性

疟原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ）、刚地弓形虫
（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ）、新胞子虫（Ｎｅｏｓｐｏｒａ　ｃａｎｉ－
ｎｕｍ）、艾美耳球虫等。这些原生动物含有一个质体

样细胞器，环状，高度退化，被定名为顶质体（ａｐｉｃｏ－

ｐｌａｓｔ），具有大小约为３５ｋｂ的独立基因组［７］。该细

胞器与植物中的细胞器质体同源，并有较为密切的

联系［８］。顶质体不受父本顶质体的影响而是进行母

性遗传，因此，其产生的变异能准确地反映出母本的

遗传变异，从而也能反映出母本所在虫体群体的遗

传变异。目前，艾美耳球虫中只有柔嫩艾美耳球虫

顶质体全长序列有报道，而未见其他６种虫种相关

序列的上传。ｒｐｏＢ基因是顶质体基因组的一个蛋

白编码基因，本试验以５株堆型艾美耳球虫为研究

对象，利用ＰＣＲ技术扩增其顶质体ｒｐｏＢ基因的部

分序列，然后对序列进行比较与分析，从顶质体的角

度，开展球虫的遗传变异及ＤＮＡ多态性的研究。

１　材料和方法

１．１　试验虫株

本试验共用５个堆型艾美耳球虫虫株，其编号

及来源情况如表１所示，均已经过生物学特性和

ＩＴＳ序列分析定种。

１．２　主要试剂

ＤＮＡ提取试剂盒 Ｗｉｚａｒｄ　ＳＶ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ

Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ 为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品：蛋白酶

Ｋ为 Ｍｅｒｃｋ公司产品；Ｔａｑ酶、ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ和

其他ＰＣＲ试剂（１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ、ＭｇＣｌ２、ｄＮＴＰｓ）

为大连宝生物公司产品。

表１　试验所用堆型艾美耳球虫虫株

编号　　　　　 虫株来源　　　　 备注

ＥＡａ
ＥＡｂ
ＥＡｃ
ＥＡｄ
ＥＡｅ

河北保定
河北保定
河北保定

佛山正典生物技术有限公司保种
佛山正典生物技术有限公司保种

野毒株
野毒株
野毒株

早熟弱毒疫苗株
疫苗母株

１．３　球虫总ＤＮＡ提取
将４℃保存于２．５％重铬酸钾溶液的堆型艾美

耳球虫卵囊液摇匀后，吸取２５０μＬ置于１．５ｍＬ离
心管中，离心后小心吸取上清液弃去，然后加入

１ｍＬ双蒸水，漩涡振荡几秒钟，１３　０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，再弃上清液，重复操作１次，最后管内是含
少量双蒸水的卵囊液。加入与卵囊液等体积的玻璃
珠，持续漩涡振荡６０～１２０ｍｉｎ，在显微镜下观察直
到９５％的卵囊破裂后，即可用于消化［９］。
加入适量消化液 （含 Ｎｕｃｌｅｉ　Ｌｙｓｉｓ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２００μＬ，ｐＨ值８．０的０．５ｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ　５０μＬ，２０
ｇ／Ｌ 蛋白酶 Ｋ　２０μＬ，４ｇ／Ｌ　ＲＮａｓｅ　Ａ　Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
５μＬ）置于５５℃恒温下，消化１６～１８ｈ。消化后按
照 Ｗｉｚａｒｄ　ＳＶ　Ｇｅｎｏｍｉｃ　ＤＮＡ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ
使用说明进行 ＤＮＡ 提取；最后将所提 ＤＮＡ 于

－２０℃冰箱中保存。

１．４　ＰＣＲ反应
根据ＧｅｎＢａｎｋ上的柔嫩艾美耳球虫、弓形虫和

疟原虫相关基因序列来设计１对引物，上游引物：

５′－ＧＣＣＣＡＴＡＴＴＴＣＣＡＴＴＴＣＴＣＣ－３′，下游引物：

５′－ＧＴＧＧＴＣＧＴＴＡＴＧＧＡＡＡＴＡＡＡＧＧ－３′，由 北
京六合华大基因科技股份有限公司合成。ＰＣＲ体
系包括：ｄＮＴＰｓ（２．５ ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＭｇＣｌ２（２５
ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，１０×ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μＬ，上下游引
物（５０μｍｏｌ／Ｌ）各０．１μＬ，Ｔａｑ聚合酶（５Ｕ／μＬ）

０．２μＬ，模板ＤＮＡ　１μＬ，最后加ｄｄＨ２Ｏ补足至２５

μＬ。反应参数：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，

５８℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸４５ｓ，共３５个循环；最后

７２℃延伸５ｍｉｎ。反应结束后，取２μＬ　ＰＣＲ产物
于１％琼脂糖凝胶上电泳，观察结果。

１．５　ＤＮＡ片段序列测定及分析
将ＰＣＲ产物直接送华大基因公司测序，测序结

果用ＤＮＡＳｔａｒ软件进行分析。

２　结果与分析

２．１　ＰＣＲ扩增结果
样品均成功地扩增出目的 ＤＮＡ 片段，约

５００ｂｐ，与预期片段长度相符合，且无非特异性条
带，阴性对照无条带（图１）。
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Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１－５．堆型艾美耳球虫虫株
样品ＥＡａ－ＥＡｅ；６．阴性对照

图１　堆型艾美耳球虫顶质体ｒｐｏＢ的ＰＣＲ扩增结果

２．２　序列测定与分析结果
获得的５个虫株测序结果经剔除引物后，得到

有效序列为４６９ｂｐ，５个样品ｒｐｏＢ序列完全一致。
样品序列用ＤＮＡＳｔａｒ软件与ＧｅｎＢａｎｋ收录的柔嫩
艾美耳球虫（登录号：ＡＹ２１７７３８）、刚地弓形虫（登录
号：Ｕ８７１４５）和疟原虫（登录号：ＮＣ＿０１７９２８）的相应
序列进行比对分析，显示有不同程度的变异，相似性
分别为９２．７５％、６７．２３％和６４．６２％（图２）。

图２　堆型艾美耳球虫与其他顶复门原虫ｒｐｏＢ序列对比结果

３　讨论

顶质体拥有自己独特的基因组，不同于核

ＤＮＡ。研究认为，所有生物体的质体都来源于同一
个祖先———蓝绿藻［１０］。Ｋｏｈｌｅｒ等［１１］通过对顶复门
寄生虫顶质体Ｔｕｆａ序列的研究，认为顶质体起源
于绿藻。而 Ｃａｉ等［１２］对柔嫩艾美耳球虫顶质体

ｒｐｏＢ、ｒｐｏＣ１和ｒｐｏＣ２ 基因分析认为，顶质体更有
可能起源于红藻。一直以来，人们认为顶质体并不
具有特殊的生物学功能，只是生物体在进化过程中
的遗迹，然而近期的研究表明，顶质体与虫体侵入宿
主细胞及虫体正常生理功能的维持有密切的联系，
能够为虫体合成生存所必需的脂肪酸、铁流簇、类异
戊二烯和血红素等［１３－１４］。随着对顶质体的深入研
究，人们认为顶质体有可能是新型抗顶复门原虫药
物研究的一个理想靶位［１５］。顶质体是母性遗传，不
受父本的影响，所以其产生的遗传变异能准确地反
映出母本的遗传变异，可用于研究顶复门寄生虫种
间和种内的遗传进化关系［１６］。
目前，艾美耳球虫中仅有柔嫩艾美耳球虫顶质

体基因组全长序列的报道［１２］，而没有其他６种虫种
有关序列的报道。鉴于此，本研究对５株堆型艾美
耳球虫顶质体ｒｐｏＢ基因部分序列进行ＰＣＲ扩增、

测序和序列分析，结果表明，不同来源的堆型艾美耳
球虫虫株的ｒｐｏＢ 序列之间没有差异，说明堆型艾
美耳球虫ｒｐｏＢ序列种内保守。与ＧｅｎＢａｎｋ上收录
的刚地弓形虫、疟原虫的相应序列进行比对分析，显
示有很大程度的差异；与柔嫩艾美耳球虫的对应序
列进行分析，显示具有较高的相似性，推测ｒｐｏＢ序
列在艾美耳球虫属间具有较高的保守性，由于缺少
其他艾美耳球虫的相关序列，所以还不能确定ｒｐｏＢ
序列能否作为研究艾美耳球虫不同虫种之间遗传变

异的分子标记。
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３３０－３３９．

（上接第１４４页）　Ｅｓｂ３ 用量呈负相关。是否由于
磺胺剂量过大产生毒副作用所致，尚不得而知，原因
有待进一步探讨。
所试几种磺胺药单独应用时的抗球虫效果均不

理想，与ＤＶＤ配伍后抗球虫效果均有所提高，联合
用药 Ｄ１ 组（０．０６％ＳＭ２＋０．０１２％ＤＶＤ）、Ｅ１ 组
（０．０５％ＳＱ＋０．０１％ＤＶＤ）、Ｆ２ 组（０．０２５％ＳＭＭ＋
０．００５％ＤＶＤ）和Ｇ２ 组（０．０２５％ＳＱ＋０．０３％Ｅｓｂ３＋
０．００５％ＤＶＤ）的抗球虫指数分别为１７９、１７８、１７４、

１７６，抗球虫效果为中效（接近于高效）；联合用药

Ｆ１ 组（０．０５％ＳＭＭ＋０．０１％ＤＶＤ）和Ｇ３组 （０．０１２　５％
ＳＱ＋０．０１５％Ｅｓｂ３＋０．００２　５％ＤＶＤ）抗球虫指数分
别为１８４、１８６，抗球虫效果为高效，表现出很好的抗
球虫效果。
本试验中，除 Ｅ３、Ｆ组外 ＤＶＤ 分别与 ＳＭ２、

ＳＱ、ＳＭＭ 联合应用的抗球虫效果为中效，且与

ＳＭ２、ＳＱ、ＳＭＭ的剂量呈正相关，在此基础上继续
增加上述磺胺药的剂量是否会进一步提高抗球虫效

果，尚待研究；同理，ＤＶＤ与ＳＱ＋Ｅｓｂ３ 配伍，随用
量减小抗球虫效果增强，其最佳用量是多少有待进
一步研究。
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