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伯氏疏螺旋体（Borrelia burgdorferi）主要以蜱为传

播媒介［1］，使人和动物感染莱姆病，可致皮肤、心脏、神

经和关节等多系统、多脏器受到损伤，严重者终身致残

甚至死亡。其在不同时期具有不同的临床症状，检测

的部位也不同。莱姆病早期，在蜱的叮咬处常出现游

走性红斑，检测的部位主要是皮肤，但临床症状比较明

显，比较容易判断。晚期莱姆病常常是未经治疗的患

者在数月、甚至数年后发生的，主要症状表现为关节

炎、外周神经病等，主要检测的是血液［2］、脑脊液、关节

滑液。弓形虫（Toxoplasma gondii）是细胞内寄生虫，寄

生于细胞内，宿主种类十分广泛，可侵袭人和易感动

物的多种脏器组织，也是致胎儿畸形的一个重要因

素。随血液流动，到达全身各部位，破坏大脑、心脏、眼
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摘要：目的 建立多重荧光定量PCR快速检测以鼠为宿主伯氏疏螺旋体、弓形虫和恶性疟原虫的方法，对预防3种

病原体引发的疫情具有重要意义。方法 通过设计特异性引物和探针，扩增伯氏疏螺旋体23S rRNA 基因，弓形虫的B1
基因和恶性疟原虫的SSU基因，采用倍比梯度稀释法检测该体系的灵敏度，以另外8种以鼠为宿主的致病菌评价检测体

系的特异性；建立了同时感染3种病原体的鼠全血模拟样本检测试验，以验证方法的适用性。结果 建立自鼠血液模拟

样本中同时检测伯氏疏螺旋体、弓形虫和恶性疟原虫的多重荧光定量PCR方法，检测 3种病原体的灵敏度分别为 5.5、
12.8、17.2 拷贝/μl，特异性强。结论 建立了多重荧光定量PCR检测伯氏疏螺旋体、弓形虫和恶性疟原虫方法，缩短了检

测时间，在疾病防控等方面有很好的应用前景。
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Abstract: Objective To develop a multiplex fluorescenct quantitative PCR assay for rapid and simultaneous detection of
Borrelia burgdorferi, Toxoplasma gondii and Plasmodium falciparm carried by rodents. Methods Specific primers and probes
were designed to amplify the 23S rRNA gene of B. burgdorferi, the B1 gene of T. gondii and the SSU gene of P. falciparm. The
sensitivity of the assay was detected by the fold dilution method. The other eight strains of rodent⁃borne bacteria were used to
examine the specificity of the assay. The method was evaluated to detect B. burgdorferi, T. gondii and P. falciparm simultaneously
in mice blood. Results A highly sensitive and specific multiplex fluorescent quantitative PCR assay was established for
detection of B. burgdorferi, T. gondii and P. falciparm. The sensitivity was 5.5 copies/μl for B. burgdorferi, 12.8 copies/μl for
T. gondii and 17.2 copies/μ l for P. falciparm. Conclusion A multiplex fluorescent quantitative PCR assay was developed for
detection of B. burgdorferi, T. gondii and P. falciparm, significantly reducing the time needed for simultaneous detection of the
three rodent⁃borne pathogens．
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底，致使人的免疫力下降，患多种疾病。主要检测血

液［3-4］。疟疾广泛流行于世界各地，据世界卫生组织统

计，目前仍有92个国家和地区处于高度和中度流行，每

年发病例数为1.5亿例，死于疟疾逾200万例。恶性疟

原虫（Malaria parasite）侵染宿主后，主要寄生于宿主的

红细胞内，侵犯不同年龄的红细胞。主要检测血液［5-6］。

3种病原体分布广泛，危害严重，临床症状相似。如

莱姆病和弓形虫都会在皮肤表面出现皮疹、神经系统受

到损伤等症状。疟疾和弓形虫常常出现间歇式发热、贫

血、肌肉和关节疼痛等症状。同时3种病原体也都能以

鼠类为宿主［7-9］，传播各种疾病，是世界性的严重威胁人

类生命和健康的公共卫生问题。建立一种同时快速检

测鼠类血液中的伯氏疏螺旋体、弓形虫和恶性疟原虫的

方法，在疾病防控、口岸卫生检疫中都有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 菌种与动物 伯氏疏螺旋体、弓形虫、恶性疟原

虫、Q 热立克次体、斑点热立克次体、普氏立克次体、

莫氏立克次体、鼠疫耶尔森菌（鼠疫菌）、土拉弗朗西

斯菌（土拉菌）、类鼻疽菌、布鲁氏菌均为本实验室保

存菌种。

1.1.2 仪器 美国cepheid smartcycler荧光定量PCR仪

（购自天津仪美科技有限公司），美国ABI7500荧光定量

PCR仪（美国应用生物系统公司生产），美国NanoDrop
ND-1000超微量分光光度计（购自摩根生物科技）。

1.1.3 试剂 Premix EX TaqTM×2、无核酶 H2O、DNA
回收试剂盒、pMD19-T 载体及连接酶，均购自宝生物

工程（大连）有限公司；Qiagen DNA 提取试剂（购自

Qiagen试剂公司）。

1.2 方法

1.2.1 引物和探针 伯氏疏螺旋体依据 23S rRNA 基

因序列［10］，弓形虫依据B1基因序列［11］、恶性疟原虫依

据 SSU 基因序列设计［12］，三者经 DNAstar 软件的

primer select进行引物和探针的多重评价，在理论上符

合多重反应。引物和探针序列见表1。
表1 伯氏疏螺旋体、弓形虫和恶性疟原虫的引物和探针序列

Table 1 Sequences of primers and probes of B. burgdorferi, T. gondii and P. falciparm
基因名称

23S rRNA
B1
SSU

上游引物序列

cgagtcttaaaagggcgatttagt
agagacaccggaatgcgatct
acatggctatgacgggtaacg

下游引物序列

gcttcagcctggccataaatag
ttcgtccaagcctccgact
tgccttccttagatgtggtagcta

探针序列

agatgtggtagacccgaagccgagtg
tcgtggtgatggcggagagaattga
tcaggctccctctccggaatcga

1.2.2 标准品制备 分别将 3种病原菌的 23S rRNA、
B1和 SSU DNA片段上下游各延长 50 bp，经PCR扩增

后，用DNA 回收试剂盒回收扩增片段。依据试剂盒说

明书，将纯化的目的DNA片段连接至pMD19-T 载体，

以 T 载体克隆的目的 DNA 片段作为标准 DNA 模板。

用美国 NanoDrop ND-1000 超微量分光光度计测定

DNA 模板浓度，并做 101～105梯度倍比稀释 ，作为绝

对定量标准品。

1.2.3 荧光定量 PCR 体系建立 先对每种病原体做

单体系定性反应，然后逐步增加反应重数，并对多重荧

光定量 PCR反应的引物浓度、探针浓度和 Tm进行优

化，建立最佳反应体系。

1.2.4 灵敏度测试 取伯氏疏螺旋体、弓形虫和恶性

疟原虫的标准品各 1.65 μl均匀混合，然后按 101～105

梯度稀释，每一梯度取5 μl作为模板，做3个重复的荧

光定量PCR反应。

1.2.5 特异性测试 用建立的多重荧光定量 PCR 体

系，检测Q热立克次体、斑点热立克次体、普氏立克次

体、莫氏立克次体、鼠疫菌、土拉菌、类鼻疽菌、布鲁氏

菌8种以鼠类为宿主的病原菌。

1.2.6 鼠全血模拟样本的建立 抽取 3 只体重约为

20 g的健康BALB/C小鼠全血，按1 ml血液注入0.15 ml
伯氏疏螺旋体菌液（0.45×106 CFU/ml菌体）、弓形虫和

恶性疟原虫（约 30 个虫体），均匀振荡 30 s，静止 1 h
后，用 Qiagen DNA 提取试剂盒提取全血 DNA 作为检

测模板，具体DNA提取操作详见试剂盒说明书。

1.2.7 用建立的多重荧光定量 PCR 体系检测小鼠血

液DNA 采用 25 μl反应体系：伯氏疏螺旋体和弓形

虫的上下游引物终浓度均为15 μmol/L，恶性疟原虫为

12.5 μmol/L，探针浓度分别为2.5、2.0 和5.0 μmol/L，模
板加5 μl，MIX加12.5 μl。

扩增条件：95 ℃ 2 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s，
70 ℃ 30 s，45 个循环。实时荧光定量 PCR 检测在

smartcycler荧光定量PCR仪上进行。

2 结 果

2.1 荧光定量PCR灵敏度实验 伯氏疏螺旋体、弓形

虫、恶性疟原虫灵敏度测试结果见图 1。按照拷贝

数＝〔DNA/RNA 浓度（g/ml）×6.02×1023 拷贝/mol）〕/
340×单链碱基数（g/mol）公式计算，该方法检测的灵

敏度分别为5.5、12.8和17.2拷贝/μl。3个标准曲线的

相关值（r）分别为 0.990、0.990 和 0.983，说明 3 个标准
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曲线的各个点呈明显的线相关性，梯度稀释很好。标

准品每个梯度重复做3次，每个梯度的Ct值变化很小，

说明该实验具有很好的重复性。

2.2 荧光定量PCR特异性实验 用该方法检测Q热立

克次体、斑点热立克次体、普氏立克次体、莫氏立克次体、

鼠疫菌、土拉菌、类鼻疽菌、布鲁氏菌，结果均呈阴性。

2.3 荧光定量 PCR 感染样品检测 用该方法检测鼠

全血模拟DNA样本，伯氏疏螺旋体、恶性疟原虫和弓

形虫都有明显扩增曲线，结果均呈阳性（图 2）。该检

测在ABI7500荧光定量PCR仪上进行。

3 讨 论

多重荧光定量PCR，是指在同一个荧光定量PCR
反应体系中加入 2对以上的引物和探针，同时扩增出

多个核酸片段的PCR反应。它在具有灵敏度高、特异

性强、无交叉污染等特点的同时，还具有以下优点：①

高效性，在同一PCR反应管内同时检出多种病原微生

物，或对有多个型别的目的基因进行分型。②系统性，

多重荧光定量 PCR很适宜成组或者感染部位相同的

病原体检测，如乙型肝炎病毒、肠道致病性细菌、无芽

胞厌氧菌、战伤感染细菌及细菌战剂的同时侦检。③

经济简便性，多种病原体在同一反应管内同时检出，将

节省大量时间、试剂及经费开支，为临床提供更多、更

准确的诊断信息。本实验建立的多重荧光定量 PCR
方法，可以在同一个PCR体系中同时检测血液中感染

的伯氏疏螺旋体、恶性疟原虫和弓形虫 3 种病原体。

在节省实验成本的同时，也缩短了检测时间，对3种病

原体的及时诊断和防控具有重要意义。

目前，多重荧光定量PCR已成为实验室检测病原

体的主要手段之一，但在多重检测体系中，多对引物和

图1 伯氏疏螺旋体、弓形虫和恶性疟原虫的灵敏度曲线和标准曲线
Fig. 1 Sensitivity curve and standard curve of B. burgdorferi, T. gondii and P. falciparm

图2 鼠全血模拟样本检测结果
Fig. 2 Simulated whole rodent blood samples
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探针及荧光基团之间会相互干扰，导致实验出现非特

异、灵敏度不高、特异性不强、甚至检测不出来的情

况。解决多对引物和探针之间的相互干扰问题，是做

多重荧光定量PCR的关键。

本实验通过 primer select软件评估了大量关于伯

氏疏螺旋体、弓形虫和恶性疟原虫的引物和探针，选择

相互之间ΔG最大并且Tm值相同的 3组，把多对引物

和探针之间的相互干扰降到最低，并对反应体系进行

了优化，根据扩增曲线的形状有针对性的增大或减少

每对引物和探针的浓度，最终的优化条件：伯氏疏螺旋

体和弓形虫的上下游引物终浓度均为15 μmol/L，恶性

疟原虫为12.5 μmol/L，探针分别为2.5、2.0、5.0 μmol/L，
MIX为12.5 μl。最终使该体系检测3种病原体的灵敏

度分别达到 5.5、12.8和 17.2拷贝/μl，同时具有很强的

特异性。

在多重荧光定量 PCR实验过程中有几个方面不

同于单重荧光定量PCR，需要注意：①做多重荧光定量

PCR时，要按照重数逐步增加的原则，先做单重定性实

验，确保每对引物和探针都能扩增出对应的病原体，然

后再逐步增加检测的重数，这样有利于对实验结果的

分析。②设计探针时要使每种病原体探针的报告基团

荧光发射最大波长处于不同的光谱范围，以确保荧光

定量 PCR 仪的检测通道能区分每种病原体的探针。

本实验选用的FAM、JOE、TexasRed和CY5四种荧光染

料，其波长处于不同光谱范围，相互间不能干扰，具有

明显的区分效果和信号强度。③当某种病原体未扩增

出或者扩增出来的曲线相对于其他曲线信号强度偏低

时，需要增加这种病原体的引物和探针浓度，同时降低

曲线信号强度最强的引物和探针的浓度。本实验中莱

姆病的荧光检测信号强度相对于弓形虫、疟疾偏低，通

过不断提高莱姆病的引物和探针浓度，同时降低弓形

虫、疟疾的引物和探针浓度，最终使三者都有明显的扩

增曲线和信号强度。④要调整多重模板的浓度处于适

当的比例，彼此之间的浓度差别不要太大。高浓度的模

板常常会对低浓度模板的扩增产生一定的抑制作用。

本实验建立的多重检测体系可同时检测出伯氏疏

螺旋体、恶性疟原虫和弓形虫3种病原体，并且具有很

高的灵敏度和很强的特异性。通过检测鼠全血模拟样

本，验证了该方法的可靠性。该方法可以广泛地应用

于以鼠为宿主的伯氏疏螺旋体、恶性疟原虫和弓形虫

的快速检测，在疾病的防控和出入境检验检疫领域具

有很好的应用前景。
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