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斯氏艾美耳球虫犐犜犛１５．８犛狉犚犖犃犐犜犛２序列的

克隆及犘犆犚检测方法的建立
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摘　要：通过对多种鸡球虫和松鼠球虫１８ＳｒＲＮＡ和２８ＳｒＲＮＡ进行序列比对分析，在１８ＳｒＲＮＡ３′端和２８Ｓ

ｒＲＮＡ５′端保守区设计艾美耳属通用引物，以斯氏艾美耳球虫洛阳分离株ＬＹ卵囊基因组ＤＮＡ为模板首次成功克

隆到斯氏艾美耳球虫完整的ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列，其大小为１１７８ｂｐ，其中ＩＴＳ１序列长度为４２３ｂｐ，５．８Ｓ

ｒＲＮＡ为１５５ｂｐ，ＩＴＳ２为６００ｂｐ，斯氏艾美耳球虫ＬＹ株ＩＴＳ１／２序列高度变异，与鸡球虫、啮齿动物球虫的序列相

似性低于６０％。然后在斯氏艾美耳球虫ＩＴＳ１／２序列超变区设计种特异引物，建立了灵敏、特异的ＰＣＲ检测方法。

本研究结果将为兔球虫强致病种的临床诊断和揭示兔球虫种群遗传特征提供有效的分子工具。
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　　球虫病是养兔生产中危害最严重的寄生虫病，

是兔场必防的疫病之一。目前公认寄生于家兔的球

虫有１１种，其中肠艾美耳球虫（犈犻犿犲狉犻犪犻狀狋犲狊狋犻狀犪

犾犻狊）、黄艾美耳球虫（犈．犳犪犾狏犲狊犮犲狀狊）和斯氏艾美耳球

虫（犈．狊狋犻犲犱犪犻）为强致病种，对家兔特别是断奶到３

月龄的幼兔危害极大［１２］。斯氏艾美耳球虫寄生在

兔肝脏胆管上皮细胞内，引起肝脏肿大，胆囊扩张，

肝脏表面和实质出现黄白色结节、黄疸和腹水等病

变，临床上主要表现为食欲减退，腹围增大，消瘦，腹

泻和死亡等症状［１，３］。研究表明，幼兔接种１００００

个斯氏艾美耳球虫孢子化卵囊，死亡率为４０％，接

种１０００００个卵囊死亡率达到８０％
［４］。另外，斯氏

艾美耳球虫在兔群中流行广泛。据报道，法国肉兔

斯氏艾美耳球虫感染率为２２．５％；巴西兔群中斯氏

艾美耳球虫的感染率高达６４％
［５］；我国兰州、重庆、

江苏和河南等地区，斯氏艾美耳球虫也是兔场流行

的优势虫种［６８］。

斯氏艾美耳球虫卵囊与其它球虫卵囊形态相

似，仅根据卵囊形态结构很难准确区分。ＰＣＲ检测

技术具有特异性强、灵敏度高等优点，可以作为兔球

虫诊断和传统形态学分类的有益补充［８１０］。目前兔

球虫分子水平的研究较少，斯氏艾美耳球虫仅有

１８ＳｒＲＮＡ和ＩＴＳ１序列的报道
［９，１１］，５．８ＳｒＲＮＡ

ＩＴＳ２序列尚未见报道。本研究通过对多种鸡球虫

和松鼠球虫１８ＳｒＲＮＡ和２８ＳｒＲＮＡ进行序列相似

性分析，在１８ＳｒＲＮＡ３′端和２８ＳｒＲＮＡ５′端保守

区设计艾美耳属通用引物，成功克隆了斯氏艾美耳

球虫ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列，并基于该序列

建立了ＰＣＲ检测方法，将为斯氏艾美耳球虫的临床

诊断和探索兔球虫种群遗传特征等研究提供有效的

分子工具。

１　材料与方法

１．１　球虫卵囊

２００９年８月从洛阳郊区一兔场的病兔胆汁中

收集斯氏艾美耳球虫卵囊（图１），孢子化培养后，利

用单卵囊分离技术分离单个孢子化卵囊经口接种

４０日龄无球虫兔（２５ｍｇ·Ｌ
－１妥曲珠利给母兔饮水

２ｄ，间断２周后再用药，直至仔兔３０日龄断奶；哺

乳仔兔在２５日龄开始２ｍｇ·Ｌ
－１地克珠利饮水直

至４０日龄；同时对兔舍、笼具、饲槽和饮水盆用火焰

消毒［１２］），在无球虫环境下饲养，接种１４ｄ后收集感

染成功的兔粪便卵囊，然后用收集的孢子化卵囊接

种其它无球虫幼兔传代扩增，获得斯氏艾美耳球虫

的纯种分离株ＬＹ。

１．２　球虫卵囊和兔肠道组织基因组犇犖犃的提取

用饱和氯化钠溶液漂浮法分离球虫卵囊悬液放

入干净的１．５ｍＬ离心管中，离心浓集后加入３００

μＬＰＣＬ细胞裂解液（植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒

所带溶液，购自上海捷瑞生物工程有限公司）和１／３

体积的玻璃珠（Ф＝４２５～６００μｍ），用移液器反复吹

打混匀后，再在漩涡振荡器剧烈振荡１５ｍｉｎ使

８０％以上的卵囊破碎
［１３］。然后向管中补加１００μＬ

ＰＣＬ细胞裂解液，用胶带密封好离心管盖子，放入

６５℃水浴锅内消化裂解２ｈ，其间上下颠倒混匀３～

４次。然后按照试剂盒操作说明提取球虫卵囊基因

ＤＮＡ。另外，按照基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明，提

取兔肠道组织基因组ＤＮＡ。

１．３　犐犜犛１５．８犛狉犚犖犃犐犜犛２序列的犘犆犚扩增、克隆

和序列分析

　　通过对ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的多种鸡源和黑松

鼠源艾美耳属球虫１８ＳｒＲＮＡ和２８ＳｒＲＮＡ 基因

（ＡＹ７７９５１４、ＦＪ２３０３８１、ＦＪ２３０３６３、ＥＵ３０２６８６、

ＥＵ３０２６８１和ＡＹ７７９４９８）进行序列相似性分析，在

１８ＳｒＲＮＡ３′端和２８ＳｒＲＮＡ５′端保守区用引物设

计软件Ｏｌｉｇｏ６．０设计艾美耳属通用引物（上游引物

ＥＩＴＳＦ：５′ＧＧＡＴＧＣＡＡＡＡＣＴＣＧＴＡＡＣＡＣＧ３′，

下 游 引 物 ＥＩＴＳＲ：５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＡＴＡ

ＡＴＡＴＧＣＴ３′），以斯氏艾美耳球虫ＬＹ株基因组

ＤＮＡ为模板，用高保真２×ＰｆｕＭａｓｔｅｒｍｉｘ扩增试

剂盒（购自上海捷瑞生物工程有限公司）扩增ＩＴＳ１

５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列，扩增条件：９４℃预变性５

ｍｉｎ；然后９４℃变性３０ｓ，５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１．５ｍｉｎ，扩增３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

然后用１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增结果。

将阳性ＰＣＲ产物进行胶回收纯化，然后经连

接、转化克隆到ＴＢｌｕｎｔ载体，挑取菌落ＰＣＲ阳性

克隆送往中美泰和生物技术（北京）有限公司进行测

序，为了避免测序误差，将阳性克隆平行测序３次。

用生物软件ＤＮＡＳｔａｒ５．０１和 ＭＥＧＡ４对所获得斯

氏艾美耳球虫ＬＹ株的ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序

列与ＧｅｎＢａｎｋ上已发表的鸡源、松鼠源等球虫的相

关序列进行比对分析，同时在 ＧｅｎＢａｎｋ上进行

ＢＬＡＳＴ搜索，综合分析斯氏艾美耳球虫ＩＴＳ１５．８Ｓ

ｒＲＮＡＩＴＳ２序列特征。
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１．４　斯氏艾美耳球虫特异性犘犆犚检测方法的建立

与应用

１．４．１　特异性ＰＣＲ检测方法的建立　　根据１．３

中所获得的ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列，利用ＮＣ

ＢＩ上ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ工具（ｈｔｔｐ：／／ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）在斯氏艾美耳球虫的ＩＴＳ１５．８Ｓ

ｒＲＮＡＩＴＳ２可变区设计其种特异引物，再利用Ｏｌｉ

ｇｏ６．０软件分析验证其合理性，确定２对斯氏艾美

耳球虫种特异性引物（表１），由上海捷瑞生物工程

有限公司合成。

以斯氏艾美耳球虫 ＬＹ 株基因组 ＤＮＡ 为模

板，用２×犜犪狇Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ扩增试剂盒进行退火温

度和引物浓度等ＰＣＲ扩增条件的优化，建立斯氏艾

美耳球虫种特异性 ＰＣＲ检测方法。利用优化的

ＰＣＲ扩增条件，以兔源大肠杆菌、兔肠道组织、鸡柔

嫩艾美耳球虫、兔其它球虫等基因组ＤＮＡ为模版，

检测该ＰＣＲ方法的特异性。另外，取５００００个卵

囊用上述１．２方法提取基因组ＤＮＡ，通过１０倍稀

释法稀释基因组ＤＮＡ溶液，来换算ＰＣＲ方法能检

测到的最低卵囊量即敏感性试验［１１］。

表１　斯氏艾美耳球虫种特异性引物序列

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犳犻犮狆狉犻犿犲狉狊犳狅狉犈．狊狋犻犲犱犪犻

引物名称 Ｎａｍｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓ 序列Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ 扩增片段长度／ｂｐＳｉｚｅｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

ＥＳＩＴＳ１Ｆ

ＥＳＩＴＳ１Ｒ

ＴＣＣＣＣＣＡＣＣＡＴＧＧＧＴＣＧＧＴＴ

ＴＡＧＡＣＣＣＴＧＣＡＣＧＣＣＧＴＴＧＣ
５６７

ＥＳＩＴＳ２Ｆ

ＥＳＩＴＳ２Ｒ

ＡＧＧＡＧＧＣＧＧＡＴＧＧＡＣＧＴＧＣＴ

ＴＣＧＡＣＧＣＣＣＡＧＡＣＧＡＣＡＣＣＡ
４５８

１．４．２　兔场粪便球虫检测的应用　　为了验证本

试验所建立的ＰＣＲ检测方法的有效性，作者随机选

择了４个兔场粪便中分离的混合球虫卵囊，用上述

１．２方法提取其基因组ＤＮＡ作为模板，利用优化的

扩增条件进行ＰＣＲ检测，对ＰＣＲ产物进行测序验

证；同时与显微镜观察结果比较，分析其可靠性。

２　结　果

２．１　斯氏艾美耳球虫犐犜犛１５．８犛狉犚犖犃犐犜犛２的克

隆与序列分析

　　ＰＣＲ扩增和序列分析结果显示，利用设计的艾

美耳属通用引物ＥＩＴＳＦ／ＥＩＴＳＲ成功克隆到１２３６

ｂｐ的ＤＮＡ片段（图２），已提交至ＧｅｎＢａｎｋ，收录号

为ＪＱ３２８１９０。其中斯氏艾美耳球虫ＬＹ株ＩＴＳ１

５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２完整序列大小为１１７８ｂｐ，其中

ＩＴＳ１序列长度为４２３ｂｐ，５．８ＳｒＲＮＡ 为１５５ｂｐ，

ＩＴＳ２为６００ｂｐ。序列比对分析结果显示，斯氏艾美

耳球虫 ＬＹ 株与鸡源、松鼠源艾美耳球虫５．８Ｓ

ｒＲＮＡ序列相似性为９３．５％～９６．１％，ＩＴＳ１／２序

列相似性仅为６．６％～１５．２％。属内相对保守的

５．８ＳｒＲＮＡ和高度变异的ＩＴＳ１／２序列比对结果一

致，斯氏艾美耳球虫与松鼠源艾美耳球虫二者序列

同源性较鸡源的高。

虽然斯氏艾美耳球虫ＬＹ株与其他虫种ＩＴＳ１／

２序列差异极大，但与目前已发表的斯氏艾美耳球

虫ＩＴＳ１序列（ＨＭ７６８８９０）相似性高达９９．３％（图

３）。说明该种球虫的ＩＴＳ１序列种特异性比较强。

图１　用于提取基因组犇犖犃的斯氏艾美耳球虫孢子化

卵囊（标尺＝２０μ犿）

犉犻犵．１　犛狆狅狉犪犾犪狋犲犱狅狅犮狔狊狋狊狅犳犈．狊狋犻犲犱犪犻狌狊犲犱犳狅狉犲狓狋狉犪犮

狋犻狅狀狅犳犵犲狀狅犿犻犮犇犖犃（犫犪狉＝２０μ犿）

５００１



畜　牧　兽　医　学　报 ４３卷　

Ｔ．目的片段；Ｎ．为没加模板的阴性对照；Ｍ．ＤＬ２０００

２５０ｂｐＬａｄｄｅｒＩＩ

Ｔ．ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２ｔａｒｇｅｔｆｒａｇｍｅｎｔ；Ｎ．Ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．ＤＬ２０００２５０ｂｐＬａｄｄｅｒＩＩ
图２　斯氏艾美耳球虫犐犜犛１５．８犛狉犚犖犃犐犜犛２片段犘犆犚

扩增结果

犉犻犵．２　犘犆犚犪犿狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳犐犜犛１５．８犛狉犚犖犃犐犜犛２狅犳

犈．狊狋犻犲犱犪犻

２．２　斯氏艾美耳球虫犘犆犚检测方法的建立

本试验利用玻璃珠破碎法成功将球虫孢子化卵

囊或未孢子化卵囊破碎，然后用超消化裂解能力的

植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒提取到高纯度的球虫

基因组ＤＮＡ，为下游ＰＣＲ检测提供高质量的ＤＮＡ

模板。

根据ＰＣＲ扩增条带的特异性和强弱，特异引物

ＥＳＩＴＳ２Ｆ／ＥＳＩＴＳ２Ｒ 更 优 于 ＥＳＩＴＳ１Ｆ／ＥＳＩＴＳ１Ｒ

（ＥＳＩＴＳ１Ｆ／ＥＳＩＴＳ１Ｒ引物扩增的结果未在文中显

示），因此，选择 ＥＳＩＴＳ２Ｆ／ＥＳＩＴＳ２Ｒ 作为本试验

ＰＣＲ检测的最佳引物。以 ＥＳＩＴＳ２Ｆ／ＥＳＩＴＳ２Ｒ为

引物和以斯氏艾美耳球虫 ＬＹ 株的卵囊基因组

ＤＮＡ为模板，进行ＰＣＲ扩增退火温度和引物浓度

优化结果表明，斯氏艾美耳球虫ＰＣＲ检测的最佳退

火温度为５７℃，反应体系中最佳引物（ＥＳＩＴＳ２Ｆ／

ＥＳＩＴＳ２Ｒ）浓度为０．５μｍｏｌ·Ｌ
－１（图４）。

图３　基于犐犜犛１的斯氏艾美耳球虫犔犢株与其它艾美耳球虫序列相似性分析

犉犻犵．３　犎狅犿狅犾狅犵狅狌狊犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犐犜犛１狅犳犈．狊狋犻犲犱犪犻犔犢犻狊狅犾犪狋犲狑犻狋犺狅狋犺犲狉犈犻犿犲狉犻犪狊狆犲犮犻犲狊

　　ＰＣＲ 特异性试验表明，利用 ＥＳＩＴＳ２Ｆ／ＥＳ

ＩＴＳ２Ｒ引物和优化的ＰＣＲ扩增条件，以斯氏艾美耳

球虫ＬＹ株基因组ＤＮＡ为模板能有效扩增出大小

为４５８ｂｐ的目的条带，而以肠艾美耳球虫、黄艾美

耳球虫、柔嫩艾美耳球虫、兔肠道组织等基因组

ＤＮＡ为模板均不能扩增出阳性条带（图５），说明该

ＰＣＲ检测方法具有很好的特异性。另外，敏感性检

测结果显示，基于ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列的

ＰＣＲ方法能有效检测出５０个斯氏艾美耳球虫卵囊

（图６）。

以４个兔场分离的粪便球虫混合种基因组

ＤＮＡ为模板，用上述建立的ＰＣＲ方法，其中３个兔

场能有效扩增出斯氏艾美耳球虫大小为４５８ｂｐ的

目的条带，另外一个兔场扩增结果为阴性（图７）；显

微镜检查结果显示，４个兔场混合球虫样品中有３

个均含有斯氏艾美耳球虫卵囊，ＰＣＲ检测结果与镜

检结果一致。另外，对３个阳性样品的ＰＣＲ产物进

行测序分析，发现与斯氏艾美耳球虫ＩＴＳ１５．８Ｓ

ｒＲＮＡＩＴＳ２部分序列（包括９０ｂｐ的ＩＴＳ１序列、

１５５ｂｐ的５．８ＳｒＲＮＡ完整序列和１６５ｂｐ的ＩＴＳ２

序列，共计４１０ｂｐ）相似性为１００％，进一步说明基

于斯氏艾美耳球虫ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列的

ＰＣＲ检测方法能准确、可靠地检测出临床兔粪便中

斯氏艾美耳球虫卵囊。
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　６期 闫文朝等：斯氏艾美耳球虫ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列的克隆及ＰＣＲ检测方法的建立

１～４．对应退火温度分别为５３、５７、５８．８和６１℃；５．阴性

对照；Ｍ．ＤＬ２０００２５０ｂｐＬａｄｄｅｒＩＩ。其中５７℃为最佳

退火温度，目的片段长度为４５８ｂｐ

Ｔｈｅａｎｎｅａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｆｌａｎｅ１４ｗｅｒｅ５３，５７，５８．８

ａｎｄ６１℃；５．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．ＤＬ２０００２５０ｂｐＬａｄ

ｄｅｒＩＩ．５７ ℃ ｗａｓｔｈｅｏｐｔｉｍａｌａｎｎｅａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｔｈｅ

ｓｉｚｅｏｆｔａｒｇｅｔｐｒｏｄｕｃｔｓｗａｓ４５８ｂｐ
图４　斯氏艾美耳球虫特异性犘犆犚扩增退火温度的优

化结果

犉犻犵．４　犗狆狋犻犿犻狕犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犪狀狀犲犪犾狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅犳狋犺犲

狊狆犲犮犻犳犻犮犘犆犚犳狅狉犈．狊狋犻犲犱犪犻

１～５．对应ＤＮＡ模板分别为犈．狊狋犻犲犱犪犻、犈．犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾犻狊、

犈．犳犪犾狏犲狊犮犲狀狊、犈．狋犲狀犲犾犾犪和兔肠组织；６．阴性对照；Ｍ．

ＤＬ２０００２５０ｂｐＬａｄｄｅｒＩＩ

１５．Ｔｅｍｐｌａｔｅｓｏｆ犈．狊狋犻犲犱犪犻，犈．犻狀狋犲狊狋犻狀犪犾犻狊，犈．犳犪犾

狏犲狊犮犲狀狊，犈．狋犲狀犲犾犾犪ａｎｄｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｏｆｒａｂｂｉｔｓ，ｒｅ

ｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；６．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．ＤＬ２０００２５０ｂｐＬａｄ

ｄｅｒＩＩ

图５　斯氏艾美耳球虫犘犆犚特异性试验结果

犉犻犵．５　犜犺犲狊狆犲犮犻犳犻犮狋犲狊狋狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犮犪狋犻狅狀犳狅狉犈．狊狋犻犲犱犪犻

１～４．对应 ＤＮＡ 模板稀释倍数分别为１０×（相当于

５０００个卵囊）、１００×（相当于５００个卵囊）、１０００×（相当

于５０个卵囊）、１００００×（相当于５个卵囊）；５．阴性对

照；Ｍ．ＤＬ２０００２５０ｂｐＬａｄｄｅｒＩＩ

１４．ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡｓｏｆ５０００，５００，５０，５ｏｏｃｙｓｔｓ；５．

Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．ＤＬ２０００２５０ｂｐＬａｄｄｅｒＩＩ
图６　斯氏艾美耳球虫犘犆犚敏感性试验

犉犻犵．６　犜犺犲狊犲狀狊犻狋犻狏犲狋犲狊狋狅犳犘犆犚犪犿狆犾犻犮犪狋犻狅狀犳狅狉犈．狊狋犻犲犱犪

１～４．扩增模板为４个兔场混合兔球虫卵囊基因组

ＤＮＡ；５．阴性对照；Ｍ．ＤＬ２０００ｐｌｕｓ

１４．ＴｅｍｐｌａｔｅｓｗｅｒｅｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｓｏｆｍｉｘ犈犻犿犲狉犻犪ｓｐｅ

ｃｉｅｓｆｒｏｍｆｏｕｒｒａｂｂｉｔｆａｒｍｓ；５．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ．

ＤＬ２０００ｐｌｕｓ

图７　斯氏艾美耳球虫犘犆犚方法在检测临床兔粪便混

合球虫的初步应用

犉犻犵．７　犃狆狆犾犻犮犪狋犻狅狀狅犳犘犆犚犱犻犪犵狀狅狊狋犻犮犪狊狊犪狔狋狅犲狓犪犿犻狀犲犈．

狊狋犻犲犱犪犻犳狉狅犿犳犲犮犪犾犿犻狓狋狌狉犲狅犳犳狅狌狉狉犪犫犫犻狋犳犪狉犿狊

３　讨　论

本研究成功克隆了斯氏艾美耳球虫完整的

ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列，并以该序列为目的基

因，建立了灵敏、特异的ＰＣＲ检测方法。Ｋｖｉｃｅｒｏｖａ

等［９］与 Ｏｌｉｖｅｉｒａ等
［１１］分别报道了斯氏艾美耳球虫

的１８ＳｒＲＮＡ 和ＩＴＳ１序列，本试验中兔球虫的

５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列为国内外首次报道。另外，

本课题组也成功克隆到肠艾美耳球虫和黄艾美耳球

虫完整的ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２序列（数据待发

表），斯氏艾美耳球虫ＬＹ株与肠艾美耳球虫、黄艾
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美耳球虫、其它宿主源（包括鸡和松鼠）艾美耳球虫

的ＩＴＳ１序列同源性为极低，而与ＧｅｎＢａｎｋ上已发

表的斯氏艾美耳球虫捷克分离株的ＩＴＳ１序列相似

性高达９９．３％，说明ＩＴＳ１序列虽然在属内种间差

异非常明显，但其在种内相对比较保守即种特异性

很强。这些分子数据将为兔球虫分类和强致病种的

鉴别诊断提供重要依据。

准确鉴定出强致病种对控制家兔球虫病更为重

要。家兔球虫种类多达１１种，并且部分种间卵囊形

态结构非常相似，仅根据卵囊形态结构很难准确区

分，分子标记技术可以作为家兔球虫鉴别诊断和传

统形态学分类的有效补充［２，８］。ＰＣＲ分子检测方法

在鸡球虫种类鉴定中有不少成功报道和应用［１０，１３］。

１８ＳｒＲＮＡ基因序列高度保守，是家兔球虫属内分

类的“黄金标准”［８，１２］，但是基于该序列不能鉴定出

更多强致病种，需要利用变异性较强的序列如

ＩＴＳ１／２作为理想标记分子，建立特异性ＰＣＲ或多

重ＰＣＲ检测方法来准确鉴定家兔粪便中强致病种

如肠艾美耳球虫、黄艾美耳球虫和斯氏艾美耳球虫

等。本研究克隆了斯氏艾美耳球虫ＩＴＳ１５．８Ｓ

ｒＲＮＡＩＴＳ２序列，并在ＩＴＳ１和ＩＴＳ２超变区分别

设计上下游引物，成功建立了种特异性ＰＣＲ检测方

法，进一步验证了分子鉴定家兔强致病种的可行性。

从建立多重ＰＣＲ检测家兔球虫多种强致病种角度

考虑，以ＩＴＳ１５．８ＳｒＲＮＡＩＴＳ２为目的片段来设计

特异引物比单独ＩＴＳ１或ＩＴＳ２的选择余地大，而且

扩增片段大小差别明显，琼脂糖凝胶电泳检测更容

易辨别［１０］。另外，作者借鉴鸡球虫卵囊基因组

ＤＮＡ提取方法
［１３］，通过用玻璃珠破碎卵囊，然后用

离心柱吸附法成功提取到高纯度的兔球虫卵囊基因

组ＤＮＡ，该方法操作简便，结果稳定，为进一步

ＰＣＲ检测提供了优质ＤＮＡ模板。

家兔球虫病控制目前还没有疫苗可用，生产中

主要靠药物来预防，而球虫对地克珠利或氯苯胍等

药物产生耐药性现象非常普遍［２，１４１５］，定期对兔场

球虫感染情况的检测和有针对性的药物预防是控制

兔球虫病的有效措施。因此，有效的诊断方法（如分

子鉴定）显得尤为重要。另外，分子标记技术对揭示

兔球虫的种群遗传特征和耐药性的分子机理等问题

也是一种有效的分子工具。
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