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摘要: 从猪血中分离附红细胞体, 提取其基因组 DNA, 用 EcoR I对基因组 DNA进行酶切, 将酶切片段进行琼脂

糖电泳,得到一个 118 kb 的 DNA片段, 根据 DNA 序列分析与 GenBank 已知基因比较和 PCR 方法确定该片段

具有特异性,以该片段为模板进行 PCR,并将其扩增产物与其它猪的其他细菌 DNA 扩增产物相比较, 建立一种

检测猪外周血中附红细胞体的特异性 PCR 检测方法,并通过斑点杂交试验检测该产物特异性, 通过临床应用检

验该法的适用性。结果表明:扩增产物大小为 782 bp,其序列与已知附红细胞体序列同源性为 100% , 斑点杂交

试验证实该产物为附红细胞体特异性产物, 将该方法应用于检测 10头临床症状典型的感染猪和 10 头健康猪的

血液,所有感染和隐性带菌猪的PCR 检测结果为阳性,健康猪为阴性。猪外周血中附红细胞体的特异性PCR检

测方法适用于检测无临床症状的隐性带菌动物。
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Abstract: To develop a polymerase chain reaction( PCR) assay for the ident ification of Eperythro-

zoon suis infected and latent-stage pigs, a 1. 8 kb EcoR I DNA fragment of the E . suis genome w as

isolated f rom the blood of pigs experimentally infected w ith E . suis Specif icity of the DNA fragment

was conf irmed by DNA sequence analysis and PCR using primers directed against sequences con-

tained in the 118 kb fragment. T he homologies of nucleotide sequence of EcoR I DNA fragment of

the Eperythrozoon sui s Xin Xiang st rains w ith other st rains on GenBank were 100%. PCR products

were 782 bp in size and were amplif ied only from E . suis part icles prepared f rom the blood of exper-

imentally infected pigs but not from any controls, comprising blood f rom healthy piglets and a panel

of bacteria including other porcine mycoplasmas. PCR results w ere conf irmed by dot blot hybridisa-
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tion. The applicability of the PCR assay to diagnose E. suis infect ions in pigs w as evaluated by in-

vestigating blood samples f rom 10 symptomatic pigs w ith clinical signs typical of porcine epery thro-

zoonosis and blood samples f rom 10 healthy pigs. T he E . sui s-specific PCR product was amplified

from all samples taken at episodes of acute disease as w ell as from samples taken during the latent

stage of infect ion, thus demonstrating the suitability of the PCR assay for detect ing latent infected

carrier animals.
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  附红细胞体病是由附红细胞体感染引起的以贫

血、黄疸、发热等为主要临床特征的疾病,多数情况下

呈隐性感染。附红细胞体附着在红细胞表面时, 可改

变红细胞膜结构, 使红细胞形态发生改变,临床上常

用直接镜检法检测血液变形的红细胞,但临床病例中

有许多因素可引起红细胞变形,上述方法容易造成误

诊。在免疫学方面,由于缺乏标准化的抗原, 因此血

清学诊断方法的应用也受到限制。有学者认为检查

猪群的慢性感染附红细胞体的最佳方法是对去脾脏

的猪进行急性刺激,并结合显微观察[ 1] ,但是此方法

不适合常规检测。分子生物学方法(如 DNA杂交和

PCR反应)的建立克服了诊断慢性病例中的低敏感

性和显微镜下低检出率等问题[ 2- 7] ,但目前对附红

细胞体基因组方面知之甚少, 仅从 16S rRNA 基因

中仅获得很少的核酸序列的数据,检测 rRNA 没有

检测附红细胞体基因组的 DNA准确性高, 原因是

从 DNA 到 RNA 存在着一定的变异。本研究参考

国内外资料,试图从附红细胞体的基因组中找出一

个特异的 DNA序列,以此为基础建立快速、准确检

测附红细胞体感染的 PCR方法,以检测猪血液中附

红细胞体( Eperythrozoon suis )。

1  材料与方法

1. 1  材料

1. 1. 1  附红细胞体新乡株  从新乡市刘堤某猪场
严重感染的急性病猪体内分离纯化得到附红细胞

体,在电子显微镜下观察并鉴定,命名为附红细胞体

新乡株
[ 8]
。

1. 1. 2  附红细胞体阳性对照  采取 10头具有明显

临床症状的猪的血样, 在显微镜下检测吖啶橙染色

的血液涂片,发现有附红细胞体存在作为阳性对照。

1. 1. 3  附红细胞体阴性对照  取 10头没有任何临
床症状且血样检测没有发现附红细胞体的猪血样,

作为阴性对照。收集病猪抗凝外周血样保存于 A-l

sever溶液中,血样保存在- 78 e 备用。
1. 1. 4  试验对照菌株  似问号钩端螺旋体; 肠沙

门氏菌; 多杀性巴氏杆菌; 溶血性曼氏杆菌; 猪滑

液霉形体;猪鼻霉形体;猪肺炎霉形体; 流产亲衣原

体;猪胸膜肺炎放线杆菌均为本实验室分离保存。

1. 1. 5  主要试剂  Alsever 溶液: 11110 mmol/ L 葡
萄糖, 2712 mmol/ L 枸橼酸钠, 7118 mmol/ L 氯化
钠, pH 611; PBS: 13710 mmol/ L NaCl, 210 mmol/ L
KCl, 1315 mmol/ L Na2HPO4, 115 mmol/ L

KH 2PO4, pH 714; 裂解缓冲液: 100 mmol/ L Tris,
1010 mmol/ L EDTA, 110 mol/ L NaCl, pH 714; TE
缓冲液: 1010 mmol/ L Tris, 110 mmol/ L EDTA, pH
810; PCR 缓冲液: 6010 mmol/ L T ris - HCl, pH
1010, 715 mmol/ L MgCl2, 1510 mmol/ L 磷酸铵;
EcoR I;大肠杆菌 K12DH5a;碱性磷酸酶标记的抗地

高辛配体的 Fab片段、蛋白酶 K、Tag DNA聚合酶、

dNTP 均购于华美生物工程有限公司。

1. 1. 6  主要仪器  垂直振荡器(进口) ;高速台式低

温离心机(进口, SIGMA) ; PCR仪(美国进口) ; 分光

光度计(国产)。

1. 2  方法

1. 2. 1  附红细胞体的分离纯化  按照 Hall 等

( 1988) [ 9]报道的方法对感染附红细胞体进行纯化。

取 200 mL 全血于 200mL 的Alsever 抗凝溶液中,然

后室温低速离心, 300 r/ min, 15 min, 去除血浆; 然

后用含有 0115% Tween- 20 和 3% EDTA 的 100

mL PBS重悬沉淀,并在室温下培养 20 min, 边孵育

边小心震荡; 然后室温低速离心, 500 r/ min, 20

min, 收集上清液,上清液在 4 e 高速离心, 25 000 r/
min, 120 min。附红细胞体的沉淀用 0115 mol/ L
NaCl重悬并保存在- 20 e 备用。其它血样按此方

法处理。

1. 2. 2  DNA的提取和纯化  常规方法提取 DNA,

取 400 LL 附红细胞体悬液加 45 LL 裂解缓冲液。

然后分别加入蛋白酶 K 和 SDS 至终浓度为 011和
110 mg/ mL。然后样品在 56 e 孵育 120 m in 后,

100 e 加热 10 min灭活 Proteinase K, 用同体积的酚

- 氯仿- 异戊醇( 25B24B1) 抽提 DNA 3次, 加入

011体积的 3 mol/ L 的醋酸钠和 2 体积冰无水乙醇
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沉淀 DNA, - 70 e , 30 min,然后 15 000 r/ min, 4 e
离心 30 min。用 70%的乙醇洗涤 DNA沉淀,风干,

然后溶解在20 LLTE 缓冲液中。用分光光度计260

nm 进行 DNA浓度测定。

1. 2. 3  PCR 反应血液样品的制备  200 LL 体积的

抗凝血与同体积的裂解缓冲液混合, 8 000 r/ min 离

心 60 s, 然后再用 400 LL 的裂解缓冲液重悬沉淀,

再离心,重复一次后,用 400 LL 的 PBS重悬。DNA

的提取方法同 1. 2. 2所述。

1. 2. 4  限制性内切酶酶切图谱分析  取 5~ 10 Lg

DNA 样品用 20 U 的 EcoR I 酶切, 37 e 过夜, 反应
混合物通过 018%的琼脂糖 (含 013 mg 溴化乙锭)
凝胶电泳分析, 电泳结果在凝胶成像系统下观察附

红细胞体的基因组条带。

1. 2. 5  DNA 克隆和测序  按上述方法检测到的
118 kb EcoRI 片段用 DNA 纯化试剂盒回收纯化,

并克隆到 pUC 质粒载体上。转化到大肠杆菌 K12

DH5a, 含有 118 kb EcoR I 片段的大肠杆菌克隆株

pES118被筛选出并进行 DNA 测序分析。用质粒
纯化试剂盒纯化质粒 DNA并进行 DNA测序。

1. 2. 6  PCR反应引物设计及反应条件  根据附红

细胞体 pES118的片段基因序列用引物筛选软件设
计 PCR引物( OLIGO Primer Analysis Softw are ver-

sion 4. 0) : 上游引物 MSU1 ( 5. - GCATTGC-

CCAGTCCCCAAGGA - 3. ) , 与下游引物 MSU2

( 5. - TGCGGGGAGTACGTGGGAAGG - 3. ) , 分
别与 pES1. 8 片段的 25- 45 及 787- 807位点相对

应。PCR反应条件: PCR 混合物接近 20 LL, 包括

4 LL的 PCR 缓冲液, dNTP 的浓度为 200 Lmol/ L ,

400 nmol/ L 的引物, 1U 的 T aq DNA 聚合酶, 每份

加入 2 LL 的 DNA 模板。30个循环, 反应程序如

下: 1 min, 94 e , 30 s, 60 e , 30 s, 72 e , 完成后延伸

7 m in, 72 e 。每份取 5 LL 反应产物在 1%的琼脂糖
凝胶电泳, 同时用 100 bpDNA 标准作参照。PCR

产物的克隆和测序方法同 1. 2. 5中所述。

1. 2. 7  DNA 杂交印迹和斑点杂交印迹分析  分别
用附红细胞体基因组的 EcoR I 的内切片段和 PCR

扩增的特异性产物作为 DNA 探针, 用地高辛配体

- 11- dUT P 标记该探针。DNA 探针的特异性可

通过与无附红细胞体感染猪的 DNA 和一些感染猪

的其它微生物的 DNA进行杂交。按照已报道的方

法[ 9] ,将含有 REA 和 PCR 的产物的琼脂糖凝胶转

到尼龙膜上。对斑点杂交分析, DNA 在 100 e 变性
5 min, 每2 LL 为一份,点到尼龙膜上,然后再用014

mol/L NaOH 洗涤固定 15 min。所有的膜用 2 @
SSC 冲洗 10 min, 然后在 8 mL 的杂交液中, 37 e 预

杂交 30 min, 然后 37 e 与探针 118 EcoR I 或探针

782PCR杂交 10 h, 然后室温用 2 @ SSC- 011%SDS
液洗涤 2次, 5 m in,然后在 62 e 用 011 @ SSC- 011
SDS洗涤 2次, 20 m in。用标记有碱性磷酸酶的抗

地高辛配体的 Fab片段作免疫检测, 通过比色检测

系统观察检测结果。

1. 2. 8  PCR反应的敏感性确定  用分光光度计对

质粒 pES1. 8 提取的 DNA 和从感染猪外周血纯化

的附红细胞体的 DNA 进行定量分析。质粒 DNA

和附红细胞体基因组 DNA 用 0115 mol/ L NaCl 进
行 10倍连续稀释,其敏感性为出现特异性扩增产物

的最高 DNA稀释倍数。

1. 2. 9  PCR 特异性试验  用试验对照菌株(似问

号钩端螺旋体、肠沙门氏菌、多杀性巴氏杆菌、溶血

性曼氏杆菌、猪滑液霉形体、猪鼻霉形体、猪肺炎霉

形体、流产亲衣原体、猪胸膜肺炎放线杆菌)与附红

细胞体做交叉试验,检测 PCR方法的特异性。

1. 2. 10  扩大性试验  用此方法检测 10例急性病

猪的血样 DNA和 10头阴性对照猪的血样 DNA,比

较检测结果,以验证 PCR方法的实用性。

2  结果与分析

2. 1  电子显微镜观察结果

在电子显微镜下观察到感染附红细胞体的红细

胞发生变形,呈车轮状或菠萝状,红细胞上有许多虫

体附着,见图 1。

图 1  电镜下附红细胞体形态
Fig. 1  Electron micrographs of E. suis

2. 2  附红细胞体的 1. 8 kb EcoRI DNA酶切片段

的鉴定

提取的附红细胞体试验组 DNA的 EcoR I消化

片段都出现了 118 kb DNA 片段。总 DNA 的

EcoR I 消化片段和探针 118EcoR I 进行 DNA杂交,

印迹结果出现了阳性杂交信号。阳性对照的
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pES118质粒中也得到了这个片段(图 2) , 从而可以

确定靶 DNA序列与感染附红细细胞体的血样具有

相关性。

探针为DIG- 标记的 118 kb DNA片段; ( a) EcoR I- 酶切DNA片
段; ( b)杂交结果。1. pES1. 8; 2.附红细胞体 DNA;M.标准分子量

图 2  EcoRI 酶切片段的 DNA 杂交印迹结果

Fig. 2 Southern blot hybridisation of EcoRI- restricted

E. suis DNA. Blots were probed with the DIG- labelled

118 kb DNA fragment of E. suis as probe

2. 3  PCR扩增及 DNA测序结果

用自行设计的特异性引物 Primer M SU 1/

M SU2对提取的 E. suis 模板样品进行 PCR 扩增,

附红细胞体基因组 PCR 扩增出 782 bp 的 DNA 片

段,与预期结果一致。用非感染健康猪血液 DNA

和临床上相关细菌的 DNA 分别作为模板进行 PCR

反应, 其结果表明任何对照组都没有扩增出该

782 bp片段, 因此可以确定该片段只来源于附红细

胞体, 见图 3。扩增产物的 DNA 序列见图 4。分析

表明其与附红细胞体 1. 8 kb EcoR I 片段的引物限

定部分 100%吻合。与试验对照菌株做交叉试验,

只能扩增出附红细胞体, 说明本试验特异性强,结果

见图 3。

1.似问号钩端螺旋体; 2.肠沙门氏菌; 3.多杀性巴氏杆菌; 4.溶

血性曼氏杆菌; 5.猪滑液霉形体; 6.猪鼻霉形体; 7.猪肺炎霉形体;

8.流产亲衣原体; 9.猪胸膜肺炎放线杆菌; 10.阴性对照(非感染猪的

DNA) ; 11.猪附红细胞体; M .分子量标准

图 3  PCR 结果
Fig. 3  Specif icity products of PCR

图 4  Eperythrozoon suis 基因序列

Fig. 4 Nucleotide sequence of E. suis

2. 4  DNA杂交印迹和斑点杂交印迹分析结果
从图 5和图 6的 DNA 杂交印迹和斑点杂交印

迹试验结果表明, PCR 扩增产物只来源于附红细胞

体。用 DIG- dUT P 随机标记 782 bp的 PCR扩增

产物并与感染猪附红细胞体的血样 DNA、pES1. 8

质粒 DNA、pES1. 8 插入序列、782 bp的 PCR扩增

产物、健康猪的 DNA 以及前面提到的一些微生物

DNA进行杂交,感染附红细胞体的血样 DNA、质粒

DNA、pES1. 8 插入序列出现杂交斑点, 与 782 bp

PCR产物阳性对照结果一致, 其他的样品都没有出

现杂交斑点(图 6) , 靶 DNA 序列与附红细胞体在血

液中出现具有相关性。

1.附红细胞体 DNA; 2. 非感染猪的 DNA; 3~ 5附红细胞体
DNA;6.附红细胞体 DNAPCR 扩增产物; 7. pES1. 8DNA; 8. pES118
质粒纯化的 118 kb插入片段; 9.阴性对照; 10. pU C18DNA

图 5  DIG标记的 782 bp片段探针与
附红细胞体 DNA杂交结果

Fig. 5  Dot blot hybridisation analysis with E. suis
DNA preparations using the DIG- labelled 782bp

amplicon of the E. suis PCR as probe

1.附红细胞体阳性对照; 2.似问号钩端螺旋体; 3. 肠沙门氏菌;
4.多杀性巴氏杆菌; 5.溶血性曼氏杆菌; 6.猪滑液霉形体; 7.猪鼻霉

形体; 8.猪肺炎霉形体; 9.流产亲衣原体; 10.猪胸膜肺炎放线杆菌

图 6  来源几种细菌的 DNA 杂交结果

Fig. 6  Dot blot hybridisation analysis of specificity control
using DNA from several bacteria using the DIG- labelled

782 bp amplicon of the E. suis PCR as probe
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2. 5  PCR的敏感性的检测结果
检测到 0115 mol/ L NaCl 中含有 0121 pg

pES118的质粒 DNA, 大约等同于 500 个附红细胞

体的基因组当量。若从猪血中提取附红细胞体

DNA,其敏感性可达到 210 pg (相当于 5000个附红

细胞体) , 与国外报道的水平相当[ 10]。

2. 6  扩大性试验结果

用此方法从 10例急性病猪中的 9 例血样中扩

增出了特异性产物, 1例阴性结果,对此阴性结果的

血样靶 DNA进行 1B10和 1B100稀释后,扩增出了

特异性产物。对 10 例阴性结果猪的血样靶 DNA

进行 1B10后, 未扩增出了特异性产物。10 头无症

状猪中有 1头为阳性, 其余为阴性。临床应用验证

了该 PCR方法具有一定适用性。

3  讨论

目前附红细胞体在体外培养比较困难, 对其基

因组进行分析需要从试验感染猪分离纯化病原体,

这个过程比较复杂,对附红细胞体的基因组的了解

目前还很有限, Rikihisa 等[ 11]报道了附红细胞体的

16S rRNA 基因的 1 436 bp和 1 374 bp 两个片段。

本研究纯化和分析了来自感染猪血样的 DNA,通过

限制酶切分析和 DNA 杂交分析, 从附红细胞体的

DNA中纯化并鉴定出了一个 118 kb EcoR I 片段,

通过与数据库现有的其他细菌的 DNA序列进行比

较,发现没有同源性。与猪的基因序列比较也无同

源性, 表明这段序列来源于附红细胞体。为了进一

步阐明 118 kb EcoR I 片段确实来源于附红细胞体,

根据 EcoR I 片段的数据设计用于扩增感染猪血样

DNA的 PCR引物进行 PCR扩增,对扩增产物进行

DNA序列分析和斑点杂交印迹,结果表明附红细胞

体的 PCR扩增产物与 118 kb 片段的引物限制部分
相互补。通过对猪体内已知的重要细菌 DNA 和健

康猪血样 DNA的一系列研究验证了该 PCR扩增产

物的特异性。

为了评价该 PCR诊断方法的适用性, 对附红细

胞体感染猪和健康猪的血样进行检测, 从 10例急性

病猪检测出 9例有 782 bp扩增产物, 1例 PCR假阴

性的出现可能是从严重感染病例的血样中提取附红

细胞体的 DNA 存在抑制物质造成的,对靶 DNA 进

行1B10 和 1B100稀释后,降低这种抑制作用, 因此

出现阳性结果。本研究中所有对照样品都是阴性,

因此可以确认每组反应均没有被污染。10 头健康

猪的 PCR 扩增结果有一头为阳性, 可能为隐性感

染。自然感染健康猪血样中发现附红细胞体 DNA,

试验对照菌株均为阴性结果,表明所建立的 PCR方

法的特异性高,其敏感性为每个反应检测到 500个

附红细胞体。

王妍等[ 12]、张浩吉等[ 13]、陈明等[ 14]、杨鹏华

等[ 15]报道的建立的 PCR诊断方法均是以16SrRNA

为基础, 本试验建立的是以基因组 DNA 的酶切特

异性片断为模板扩增目的基因。

本研究发现了一个附红细胞体特异性 DNA 片

段,这个片段与 Ludw ig E等[ 10]报道的相一致, 附红

细胞体特异性 DNA 片段将为附红细胞体的基因结

构和生活史深入研究提供基础。
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