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摘要：根据已发表的部分猪附红细胞体序列设计了一对特异性引物，通过聚合酶链式反应（PCR）扩增

出了一条约 936 bp 的基因片段，并成功地将该基因克隆于克隆载体 PMD18-T，经酶切分析和 PCR 进一步鉴

定后进行序列测定，结果表明，所克隆的目的基因与 GenBank 中发表的序列一致。并利用特异性引物初步建

立了猪附红细胞体病 PCR 检测技术。 
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Abstract :The 16s ribosomal RNA gene of suis eperythrozoon was amplified using gene specific primers from DNA that 
had been extracted from the blood of infected pig. The 936bp positive product was obtained by PCR and was cloned into the 
pMD18-T sector. The fragment was sequenced after restriction enzyme analysis and further defined with PCR. The sequence 
data demonstrated that the complete sequence was similar with the published. PCR assay for identification of 
eperythrozoonosis was developed. Results show that PCR assay has specificity. 
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附红细胞体病（Eperythrozoonosis）是附红细

胞体（Eperythrozoon）寄生于多种动物和人红细胞

表面及血浆、骨髓内而引起的一种人兽共患病[1]。

有关该病的研究国内还处于血清学研究阶段，普通

镜检和血清学诊断该病还是一种常用的方法[2~6]。

而国外针对该病已进行了较为深入的研究。普遍将

血清学试验作为附红细胞体病的定性依据，1958 年

Splitter 率先将补体结合试验用于诊断猪附红细胞

体病，相继将荧光抗体试验、间接血凝试验、酶联

免疫吸附试验（ELISA）用于检测附红细胞体     
病[2~6]。鉴于上述的各种方法存在一定的局限性，

为克服这些方法的缺点，1993 年 Gwaltneys 等人率

先报道了用 PCR 检测猪附红细胞体病，试验结果显

示，PCR 方法是进行该病诊断和研究的一种有价值

的方法[7~15]，而此法用于附红细胞体病的诊断和研

究在国内尚属空白。本试验旨在初步建立 E.suis 的
PCR 检测技术，克隆 E.suis 的部分基因，为进一步

开展 E.suis 基因的表达以及进行该病的早期诊断和

预防奠定一定的基础。 

1  材料与方法 

1.1  病料来源 

血液样品采于延边地区不同猪厂，挑取经血液

涂片检测为阳性的 35 份猪血液样品（逐份检查）。 
1.2  试剂  

酚仿、溶菌酶、蛋白酶 K、Tag DNA 聚合酶、

dNTP 均购于上海博亚生物技术有限公司；BamH
Ⅰ、HindⅢ和 T4 DNA 连接酶由哈尔滨兽医研究所
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疫病实验室提供；LB 培养基、感受态细胞 BL-21、
X-gal、克隆载体 PMD18-T 由哈尔滨兽医研究所疫

病实验室提供。 
1.3  附红细胞体 DNA 的提取  

将无菌采取的带有明显临床症状的猪血液样

品用 PBS 洗涤 3 次，并反复冻融 3 次，经溶菌酶（10 
mg·ml-1）作用 1 h 后，溶于含有 10% SDS、10 mg·ml-1

蛋白酶 K、5 mol·L-1的 NaCl 和 5%的十六烷基溴化

三甲氨中，55℃下处理 10 min。DNA 用酚/氯仿反

复抽提 2 次，70%乙醇洗涤 1 次，并用乙醇沉淀，

抽干，所得 DNA 用 TE 缓冲液悬浮，测其 OD 值，

4℃保存备用。 

2  结果与分析 

2.1  PCR 产物根据 

根据GenBank Sequence Accession U88565中已

发表的猪附红细胞体 16s RNA 序列，并与 GenBank
中的其它序列进行了同源性比较，虽然同源性最高

达 95%左右，但笔者选择了其中含有附红细胞体特

有基因的部分片段，用 Oligo6.57 和 Primer Premier 
5.0 软件设计了一对特异性引物，引物序列为：

PE-U：5＇-ATAACACATGCAAGTCGAACGA-3＇；
PE-L：5＇-TGGTAAGGTTTTGCGTGTATGAT-3＇，
在 25 µl 反应体系中进行 PCR 扩增（10×Buffer 2.5 
µl，Dntp 3.5 µl ，MgCl2 1.5 µl，引物各 1 µl，模板

2 µl，Taq DNA 聚合酶 0.5 µl，灭菌去离子水 14 µl）。
程序为：95℃ 5 min，94℃1 min，55℃1 min，72
℃ 1 min，共 30 个循环；72℃延伸 10 min。取 PCR
产物 5 µl 用 1%的琼脂糖凝胶，在 TBE 缓冲溶液中

电泳鉴定片段大小，并设标准的 DL 2 000 DNA 
Marker 作为参照，分析产物大小。经电泳分析，PCR
扩增出了一条 936bp 的特异条带（图 1），与预计目

的片段大小相一致。 
2.2  目的基因的克隆与 PCR 鉴定 

将 PCR 产物用酚/氯仿抽提，乙醇沉淀，所得

的 DNA 经琼脂糖凝胶电泳后，利用 DNA 回收纯化

试剂盒回收 DNA 片段，将回收的目的基因与克隆

载体 PMD18-T 载体进行连接，16℃连接 1h 后，取

连接产物 10 µl 转化大肠杆菌感受态细胞 BL-21，
经处理后，涂布于含 IPTG、X-gal、Ampr 的固体

LB 平板，根据抗药性和蓝白斑筛选法挑选阳性白

色克隆，重组质粒命名为 PMDT-E1，按碱性裂解法

小量提取质粒 DNA。以提取的质粒 DNA 为模板， 
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M. DL 2000DNA marker; 1. PCR 产物，936 bp;  2. 阴性对照 
M. DL 2000DNA marker; 1. PCR amplification 936 bp; 2. Negative 

 

图 1  E.suis 基因的 PCR 扩增产物 

Fig.1  PCR amplification of the gene of E.suis 
 

按 1∶10 稀释后，进行 PCR 扩增（方法同上 1.4），
出现目的条带，进一步说明插入片段为目的片段。 
2.3  目的基因的酶切分析 

将上述经 PCR 鉴定的白色菌落接种于 5 ml 含
50 mg·L-1的氨苄青霉素的 LB 培养液中，37℃振摇

培养过夜后，按照碱性裂解法提取质粒 DNA，沉淀

用 20 µl TE 缓冲液重悬，使用 BamHⅠ和 HindⅢ对

质粒 DNA 进行双酶切，经电泳分析，得到了一条

960 bp 左右的基因片段（图 2），与预期的结果一致。 
 
 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
M. DL2000DNA marker； 1、2. BamHⅠ和 Hind Ⅲ酶切产物，960 bp
左右 
M. DL2000DNA marker；1、2. BamHⅠand Hind Ⅲ production of 
enzyme analysis，about 960 bp 
 
图 2  克隆质粒的酶切结果 

Fig.2  Production of enzyme analysis 

 

2.4  序列分析及同源性分析 

将重组质粒送上海博亚生物技术有限公司进

行测序分析,并用 DNAstar 序列分析软件将克隆质

粒与已发表的核苷酸序列进行同源性分析。经序列

500 

2 000 
936 

 

1 000 

960 bp 1 000 
2 000 

500 

M       1     2 



10 期            王  妍等：猪附红细胞体 PCR 检测方法的建立   2155 

测定分析，结果与 GenBank U88565 中已发表的附

红细胞体序列一致，证明该基因为目的基因。 
2.5  特异性试验 

应用隐孢子虫、猪附红细胞体、弓形虫抗原的

DNA 作为模板，在同样条件下，应用相同的引物进

行 PCR 扩增。照片顺序为 M Marker、1 隐孢子虫、

2 猪附红细胞体、3 弓形虫抗原。扩增结果：只有

附红细胞体抗原在 936 bp 处扩增出了特异性条带

（图 3），其它样品无特异性条带。说明试验有很好

的特异性。 
 
           M    1      2           3 

 
 
M. DL2000DNA marker; 1. 牛隐孢子虫; 2. 猪附红细胞体; 3. 弓形

虫抗原 
M. DL2000DNA marker; 1. Cryptosporidiosis bovine; 2. Epery- 
throzoon suis; 3. Toxoplasmosis 

 

图 3  PCR 特异性试验结果 

Fig. 3  Specifility result of PCR 

 

2.6  敏感性试验 

取经镜检附红细胞体病阳性血液样品 1 份，提 

取 DNA 测定其 OD260值为 0.316 µg·µl-1，按 10 倍

进行稀释，用特异性引物对不同稀释倍数的虫体

DNA 进行 PCR 扩增，样品经稀释后，经 PCR 方法

能检出的最高敏感度 DNA 为 0.158 ng·ml-1。 
2.7  现地试验结果 

对采集于延边地区不同猪场，经血液涂片直接

检查为阳性的 35 份血液样品，使用 PCR 技术进行

现地检查，经现地检测的 35 份血液样品，其中阳

性率为 94%。（如图 4 所示，其中 16 号与 31 号为

阴性对照） 

3  讨论 

由于附红细胞体病是一种新近发生的疾病，具

有广泛的流行性、高度的感染性，而且近年来感染

动物的数目和种类也呈上升趋势[2~8]。有关附红细

胞体病的病原学、分子生物学和建立快速有效的诊

断方法等方面的研究，已成为防制该病的关键。 
目前国内对该病的分子生物学以及基因方面

报道甚少。本试验成功分离并提取了猪附红细胞体

的基因组 DNA，根据猪附红细胞体基因的保守序

列，设计了特异性引物，经 PCR 扩增出约 936bp
的基因片段，并成功地克隆了该基因，为进行 DNA
序列分析，明确附红细胞体的基因结构和基因表达

研究提供了物质材料，并为了解其流行病学及致病

机理都有着十分重要的参考价值。 
近几年报道的附红细胞体病的感染和发病呈

现全国性，而且愈演愈烈，在如此严峻的形势下，

急需建立一种准确可靠的诊断方法并确定其致病  
 

 
 
图 4  样品 PCR 检测结果 

Fig.4  PCR detection result of 35 sample 
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性。分子诊断技术尤其是 PCR 方法在进行猪附红细

胞体的检测方面具有极高的敏感性，可以用于检测

急性附红细胞体病和临床健康的带菌猪。Gwaltney
等根据猪附红细胞体基因文库 KSU-2 克隆的序列

资料，设计合成引物，首次建立了 E.suis 的 PCR 诊

断方法[12, 13]。本试验基于猪附红细胞体 16sRNA 基

因的序列特点，将在实验室提取的基因组位模板，

进行 PCR 条件的优化，建立了猪附红细胞体病的

PCR 检测技术。经特异性和敏感性试验，表明所建

立的 PCR 方法特异、快速、敏感，可以用来诊断猪

附红细胞体病。而且，通过对 35 份现地血液样品

的检测，阳性率为 94%，其中有 6 份无明显临床症

状，涂片镜检阴性的血液样品也呈 PCR 阳性反应，

说明所建立的 PCR 方法比涂片镜检更敏感，并且可

以检测到发生隐性感染的病猪。 

4  结论 

本试验根据已发表的部分猪附红细胞体序列设

计了一对特异性引物，通过聚合酶链式反应(PCR)
扩增出了一条约 936 bp 的基因片段，并成功的将该

基因克隆于克隆载体 PMD18-T，经酶切分析和 PCR
进一步鉴定后进行序列测定。结果表明，所克隆的

目的基因与 GenBank 中发表的序列一致。并利用特

异性引物初步建立了猪附红细胞体病 PCR 检测技

术。 
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