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摘 要：为建立牛巴贝斯虫(B.bovis)的 TaqMan 实时荧光 PCR 检测方法，本研究根据 GenBank 中 B.bovis 的

18S rRNA 基因保守序列，设计引物和 TaqMan 探针，通过优化反应体系，建立检测 B.bovis 的实时荧光 PCR 方

法。试验结果表明：实时荧光 PCR 对靶基因的最低检测值为 1.31×101 copies/μL，比常规 PCR 的敏感性高 1 000

倍；而且与牛的其他血液原虫无交叉反应；组内及组间重复性试验的变异系数均小于 3 %，具有良好的重复性；

在 23 份被检样品中，实时荧光 PCR 和常规 PCR 的检出率分别为 52.17 %和 30.43 %。该检测方法的建立为

B.bovis 的检测提供了一种快速、敏感、特异的技术手段。
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Abstract: To detect the Babesia bovis, a real-time PCR method was established with a pair of primers and a TaqMan probe

designed according to the conserved sequence of 18S rRNA genes in GenBank. The results showed that: the limit detection of

real-time PCR was about 1.31×101 copies/μL for the target gene which was 1,000 times higher sensitivity than conventional PCR,

and no cross-reaction with other piroplasmasida in cattle. The reproducibility tests in inter-assay and intra-assay indicated that the

coefficients of variation were less than 3% . A total of 23 clinical samples were tested by the real-time PCR comparing with

conventional PCR, and positive rates were 52.17% (12/23) and 30.43% (7/23), respectively. The establishment of the real-time

PCR method for detection of bovine Babesia was sensitive, specific and rapid detection technology, which is provided a assay for

the tick-borne bovine piroplasmosis detection.
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牛 巴 贝 斯 虫 (Babesia bovis) 是 一 种 蜱 媒 血 液 原

虫，牛属动物感染后，出现发热、贫血、血红蛋白

尿、共济失调等症状，严重时引起死亡，给畜牧业

造 成 严 重 经 济 损 失 [ 1 ]。B . bovis 与 双 芽 巴 贝 斯 虫

(B.bigemina)、牛环形泰勒虫(Theileria annulata)等梨

形虫(牛焦虫)常常混合感染牛只，严重危害养牛业

的健康发展 [2-3]，梨形虫的混合感染和隐性感染对牛

血液原虫病的防治带来了一定困难。
目前，国外学者对 B.bovis 进行分子生物学检测

的 报 道 较 多 ， 常 规 PCR、套 式 PCR 和 基 于 SYBR

Green 染料的实时荧光 PCR 在 B.bovis 的检测方面均

有应用[4-6]。常规 PCR 存在灵敏度低，检测周期较长
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等缺点；套式 PCR 灵敏度高，但两步的 PCR 反应

繁琐、易污染，不适用于大规模的流行病学调查；

实时荧光 PCR 技术敏感性高、特异性强、检测速度

快，与常规 PCR 相比不存在交叉污染和核酸染料对

人体的危害等缺点，近年来逐渐应用于各种病原体

的定性检测 [7-10]。本研究建立检测 B.bovis 的实时荧

光 PCR 方法，为 B.bovis 的早期、快速检测，梨形

虫病的防控及分子流行病学研究提供了一种新的检

测手段。

1 材料和方法

1.1 标准虫株 B.bovis、B.bigemina 虫株由中国农

业科学院兰州兽医研究所提供；T.annulata 虫株由本

实验室分离保存。
1.2 主 要 试 剂 全 血 DNA 提 取 试 剂 盒 购 自 QIA-

GEN 公 司 ； Taq DNA 聚 合 酶、 MgCl2、 dNTPs、
DL2000 Marker、胶回收试剂盒、pMD19-T 载体、质

粒提取试剂盒等均购自宝生物工程(大连)有限公司。
1.3 引物与探针 通过比对 GenBank 中 B.bovis 18S

rRNA 基因的保守序列，使用 Primer Primier 5 和 Primer

Express 3.0 软件设计 一 对 引 物 和 一 条 探 针 ：BboF：

5'-GTGTTTCAAGCAGGTTTCGC-3'； BboR： 5'-CGT

GCGTCATCGACAAATCT-3'； BboP： 5'-FAM-TGAG

CATGGAATAACCTTGTATGACCCT-TAMRA-3'， 目

的片段大小为 160 bp。引物和探针均由北京鼎国生

物技术有限公司合成。
1.4 虫体 DNA 提取及标准品制备 采用全血 DNA

提取试剂盒提取 B.bovis DNA，应用特异性引物进

行常规 PCR 扩增，产物经琼脂糖凝胶电泳检测，回

收目的片段连接至 pMD19-T 载体，构建重组质粒并

由北京鼎国生物技术有限公司测序，将鉴定正确的

重组质粒作为标准阳性模板并测定浓度。
1.5 荧 光 定 量 PCR 反 应 体 系 和 反 应 条 件 的 优 化

以标准品为模板，对 Mg2+、dNTPs、引物、探针退

火延伸温度和时间进行优化。
1.6 标准曲线的建立和敏感性试验 将标准阳性重

组质粒经微量核酸蛋白分析仪测定浓度，用 TE 缓

冲液稀释成 10 倍系列梯度浓度(1.31×108 copies/μL～
1.31×100 copies/μL)作为模板，于 -20 ℃保存。按优

化 好 的 体 系 条 件 进 行 实 时 荧 光 PCR， 绘 制 标 准 曲

线。同时以上述梯度浓度模板进行常规 PCR 试验，

比较两者的灵敏度。
1.7 特异性试验 提取 B.bovis、B.bigemina、T.an-

nulata 和健康牛血的 DNA 作为模板，用双蒸水做为

空白对照，进行实时荧光 PCR 扩增，评价试验的特

异性。
1.8 稳定性试验 取 4 个不同浓度的样品作为模板

进行重复性试验，每个浓度做 4 个平行，重复 3 次。
收集数据，计算组内、组间变异系数，评价试验的

稳定性。
1.9 临床样品的检测 从分别采自吐鲁番、伊犁的

23 份疑似病例血液样品提取 DNA，进行实时荧光

PCR 检测，同时对样品进行常规 PCR 检测，评价实

时荧光 PCR 的临床应用性。

2 结 果

2.1 阳性模板的鉴定 以 B.bovis DNA 为模板经常

规 PCR 反应，扩增的目的片段与预期 (160 bp)一致

(图 1)，阳性重组质粒经测序比对，与 GenBank 中登

录的 B.bovis 18S rRNA 基因序列的同源性达到 98 %～
100 %。

2.2 荧光定量 PCR 反应体系和条件的确定 经优

化 建 立 如 下 反 应 体 系 ： 10×PCR buffer (Mg2+ free)

2.5 μL，MgCl2 (25 mmol) 3.5 μL，dNTPs (10 mmol)

0.5 μL， BboF/BboR (10 μmol) 各 1 μL， TaqMan 探

针(10 μmol) 0.5 μL，Taq DNA 聚合酶(5 u/μL) 0.5 μL，

模板 DNA 1 μL，加灭菌双蒸水至 25 μL。反应条件

为：95 ℃ 2 min；95 ℃ 10 s、55 ℃ 60 s，45 个循

环；每个循环延伸结束时采集荧光信号。
2.3 标准曲线及实时荧光 PCR 灵敏度 以 10 倍系
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列梯度浓度(1.31×108 copies/μL～1.31×100 copies/μL)

的阳性重组质粒作为模板进行实时荧光 PCR 反应，

浓度为 1.31×101 copies/μL 时依然有扩增曲线(图 2)。
模 板 浓 度 与 CT 值 呈 良 好 的 线 性 关 系 ， 相 关 系 数

R2=0.999，回归方程为：CT=-3.346lg(X)+43.50。扩

增效率为 99 %，符合实时荧光 PCR 的试验预期结

果。常规 PCR 的检测浓度下限为 1.31×104 copies/μL

(图 3)，灵敏度远低于实时荧光 PCR。

2.4 特异性试验 应用实时荧光 PCR 进行特异性

试 验 显 示 ， B . bovis 出 现 特 异 性 的 扩 增 曲 线 ，

B.bigemina、T.annulata、健康牛血和空白 对照均未

产生特异性 荧 光 信 号。结 果 表 明 建 立 的 实 时 荧 光

PCR 具有良好的特异性(图 4)。
2.5 稳定性试验 选取 1.31×108 copies/μL、1.31×
106 copies/μL、1.31×104 copies/μL、1.31×102 copies/μL

4 个浓度的阳性模板进行组内和组间重复性试验，

计算出组内组间 CT 值的变异系数分别为 0.35 %～

1.70 %、0.32 %～0.60 % (表 1)，均小于 3 %，表明

该方法具有良好的重复性。

2.6 临床样品的检测 将 23 份临床全血样品分别

应用实时荧光 PCR 和常规 PCR 进行检测，结果显

示，实时荧光 PCR 能够检出 12 份阳性，常规 PCR

只检出 7 份阳性，并且常规 PCR 检出的 7 份阳性样

品荧光 PCR 均显示为阳性，实时荧光 PCR 和常规

PCR 的检出率分别为 52.17 %和 30.43 %，表明该实

时荧光 PCR 有良好的临床灵敏性和应用性。

3 讨 论

目前，牛巴贝斯虫病的诊断一般为血涂片镜检，

该方法虽然方便直观，但敏感性差，检出率低，对

低水平感染检测不能适用；间接荧光抗体试验(IFAT)

和酶联免疫法(ELISA)等血清学方法应用较为广泛，

但存在不能区分耐过动物、不易区分相近虫种的交

叉感染的缺点 [11]；实时荧光 PCR 方法可以直接检测

病原核酸，准确性高，对隐性感染和低水平感染具

有良好的检出率。实时荧光 PCR 主要分为染料法和

探针法，探针法的优势在于在上下游引物之间引入

一条与目的模板特异性结合的荧光标记探针，增强

1: B.bovis; 2: B.bigemina; 3: T.annulata;

4: Negative cattle blood; 5: Blank

图 4 实时荧光 PCR 特异性试验扩增曲线
Fig.4 Specificity test curve of real-time PCR

表 1 实时荧光 PCR 的重复性试验
Table 1 The reproducibility test of real-time PCR
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了实时荧光 PCR 的特异性和敏感性。本研究针对

B.bovis 18S rRNA 基因设计引物和 TaqMan 探针，建

立了 B.bovis 实时荧光 PCR 检测方法，该方法最低

可以检测 1.3×101 copies 靶基因，对低水平感染有更

好的检出率，敏感性较常规 PCR 高 1 000 倍；与其

他几种牛属动物易感血液原虫无交叉反应，特异性

强，能够准确快速定性检测；组内和组间试验的变

异 系 数 分 别 为 0.35 %～1.70 %、0.32 %～0.60 %，

方法的稳定性好；临床样品检测表明该方法具有良

好的应用性。
综上所述，本研究建立的实时荧光 PCR 检测方

法，可以灵敏、特异的快速定性检测 B.bovis，该方

法的建立将为蜱传原虫病的流行病学调查提供快速

有效的检测手段，为蜱媒病的相关研究提供有效的

技术支持。
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