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要!从自然感染无浆体的重庆黄牛无菌采集血液!提取全血基因组!用血营养菌
"(,-./0

基因的通用引物进

行
12.

扩增!得到长约
"*''3

4

的扩增片段!将其克隆到
4

56"7!8

载体后进行测序!并与
*

条边缘无浆体&

#

条中

央无浆体&

#

条牛无浆体&

#

条羊无浆体和
%

条嗜吞噬细胞无浆体
"(,-./0

基因序列进行系统发育分析'结果表

明所克隆的基因片段长度为
"#"$3

4

!

9:;<=;>

登录号为
?@"(++*)

'序列比较结果显示!所获得的序列与
A=B=!

C=-=

公布的牛无浆体日本株"

0<$"""(%

#同源性最高!达到
++&'D

!系统发育分析发现!该序列被聚类到牛无浆体

群!并与嗜吞噬细胞无浆体群聚类到一个大的分支'本文从分子水平证实重庆地区存在牛无浆体!牛无浆体与嗜

吞噬细胞无浆体的亲缘关系比其他
%

种无浆体更近'

关键词!牛无浆体%
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无浆体"

!)$

0

?$:1$

#是一类由蜱传播的专性细

胞内寄生菌!主要寄生于牛羊等动物的红细胞!引起

边虫病"

0;=

4

I=PGNPHP

!也称微孢子虫病#

(

"

)

'该病

临床症状为高热&贫血&黄疸和渐进性消瘦!严重感

染时可导致死亡!给养殖业造成严重的经济损失(

$

)

'

目前已报道的能引起牛发病的无浆体有边缘无浆体
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#&中央无浆体"

!)$

0
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#&牛无浆体"

!)$
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?$:1$B+=(:

#和嗜吞噬细

胞无浆体"
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0
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#

#

个种(

%

)

'

"+7)

年!我国最早在河北卢氏县分离到牛边缘无浆

体!近年来国内已有多篇关于牛无浆体病及无浆体感

染检测方法的报道!但是这些报道的病原均为牛边缘

无浆体(

#!)

)

'

$''*

年!

]HQ

等从分子水平证实了在我

国的西北地区存在边缘无浆体和羊无浆体(

7

)

!作者的

研究也证实在重庆地区存在牛边缘无浆体感染(

+

)

'

目前为止!我国尚未见有中央无浆体"

!."&)#'$?&

#&牛

无浆体"

!.B+=(:

#和嗜吞噬细胞无浆体"

!.
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#感染牛的报道'在本试验中!作者首次克隆

测序了重庆忠县牛无浆体"

!.B+=(:

#

"(,-./0

基因

序列并进行了系统发育分析'

#

!

材料与方法

#C#

!

试验材料

@$
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6/0

聚合酶&

R/81P

&

6/0 5=->:-$'''

&

4

56"7!8

载体均购自
8=A=.=

公司%全血基因组提

取试剂盒&胶回收试剂盒购于
1-NG:

O

=

公司'克隆有

边缘无浆体
"(,-./0

基因片段"

?@%7+*)7

#的阳性

质粒由西南大学荣昌校区预防兽医学实验室提供'

#C!

!

试验方法

"&$&"

!

引物设计
!!

根据
9:;<=;>

登录的血营养

菌
"(,-./0

基因设计通用引物!上游引物
,?

$

*̂!

09098889082289928209!%̂

%下游引物
,.

$

*̂!

29928022889880290288!%̂

'引物由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成!预计扩增片段长

度为
"*''3

4

左右'

"&$&$

!

全血基因组
6/0

提取
!!

用一次性
"'

G]

注射器于忠县野外放养的黄牛颈静脉采血
*

"

7

G]

!柠檬酸钠抗凝!

#_

保存备用'经血液涂片姬

姆萨染色镜检疑似无浆体感染者!将抗凝血
$'''

-

*

GH;

`"离心
$GH;

!小心吸取红细胞
%''

#

]

按全

血基因组提取试剂盒说明书进行
6/0

提取'

"&$&%

!

无浆体
"(,-./0

基因
12.

扩增
!!

12.

反

应体系总体积
$*

#

]

!其中
"'a12.<Q[[:-$&*

#

]
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6/0

聚合酶"

*V

*

#

]

"̀

#

'b$*

#

]

!

RRT

$

U"7&)*

#

]

!模板
"

#

]
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12.

程序$

+#_

变性
*GH;

%

+#_

变性
%'P

!

**

_

复性
%'P

!

)$_

延伸
"GH;

!循环
%'

次%最后
)$

_

延伸
)GH;

'

"D

琼脂糖凝胶电泳检测
12.

产物'

"&$&#

!

无浆体
"(,-./0

基因克隆测序
!!

按试

剂盒说明书进行
12.

扩增产物回收!与
4

56"7!8

载体连接并转化至
6T*

$

受体菌中!筛选阳性克隆

进行质粒提取及
12.

鉴定后!送上海英骏生物技术

有限公司测序!测序结果用在线
<]0,8;

进行同源

性搜索'

"&$&*

!

系统树的构建及序列分析
!!

以立克次氏

体"

6("F&##:($'("F&##:((

#"

]%($")

#和反刍类考德里

体"

8+;5'($'91()$)#(91

#"

c("(*+

#作为外群!选

择无 浆 体 科 牛 边 缘 无 浆 体 "

!.1$'

7

()$?&

#

"

0?%'+7((

&

0?%'+7()

&

0?%7+*)7

&

0?%7+*)+

和

0?#"#7)"

#&中央无浆体"

!."&)#'$?&

#"

F?*$'(7(

&

0?#"#7(+

&

0?%"7+##

和
0?%'+7(+

#&牛 无 浆 体

"

!.B+=(:

#"

9V'(#+'"

&

9V'(#+'$

&

0?#)'(+7

&

0<$"""(%

和
?@"(++*)

#&羊 无 浆 体 "

!.+=(:

#

"

0@%%%'#+

&

0@%%%'*'

&

0@%%%'*"

和
0@%%%'*$

#和

嗜 吞 噬 细 胞 无 浆 体 "

!.

0

,$

7

+"

3

#+

0

,(?91

#

"

0?#)')'"

&

0<"+()$"

和
0<"+()$'

#共
$"

条
"(,

-./0

基因序列!用
2IQPZ=Ic"&7%

程序进行
"(,

-./0

基因序列对位排序!采用
5:

O

=#&'

数据软件

处理!按照
AHGQ-=

双参数法计算遗传距离!采用邻

近法"

/@

#构建
"(,-./0

基因的分子系统树!并用

6/0,Z=-

软件进行多序列的同源性比较'

!

!

结
!

果

!C#

!

牛无浆体感染血样染色镜检

对采集的黄牛血液进行涂片染色!无浆体感染

为阴性牛的红细胞呈圆形!紫红色"图
"0

#'无浆体

感染阳性牛的红细胞边缘或红细胞内部可见有一个

到多个呈蓝紫色的无浆体"图
"<

箭头所示#'

!C!

!

牛无浆体
#()*+,-

基因
D.+

扩增

利用通用引物对所提取的无浆体阳性和阴性血

样全血基因组
6/0

进行
12.

扩增!设牛边缘无浆

体
"(,-./0

基因阳性质粒"

?@%7+*)7

#作为对照'

结果牛无浆体感染呈阳性的血样扩增出大小约为

"*''3

4

的条带!牛边缘无浆体
"(,-./0

基因对

照也扩增出大小为
"*''3

4

左右的条带!而镜检无

浆体感染呈阴性的血样未扩增出条带"图
$

#'

!C%

!

牛无浆体
#()*+,-

基因测序结果及序列分

析

!!

对扩增得到的
6/0

片段进行克隆测序和序列

比对分析!结果所扩增的牛无浆体
"(,-./0

基因

'(%"



!

"'

期 周作勇等$牛无浆体
"(,-./0

基因的克隆测序及分析

0&

阴性血样%

<&

阳性血样!

#

示无浆体

0&/:

O

=ZH\:3INNRP=G

4

I:

%

<&1NPHZH\:3INNRP=G

4

I:

!

#

R:;NZ:P!.B+=(:

图
#

!

牛血液样本无浆体感染姬姆萨染色镜检结果
!

E#"""

F2

3

C#

!

G6=69=2010<!"#

$

%#&'#()*+&<*0H@/005@

:

H29*0;90

I

6

!

E#"""

5&6]$'''

相对分子质量标准%

"&

镜检阴性血样%

$&

牛边缘

无浆体
"(,-./0

基因%

%&

镜检阳性血样

5&6]$'''G=->:-

%

"&/:

O

=ZH\:3INNRN[!.B+=(:H;[:MZHN;

R:Z:MZ:R3

K

GHM-NPMN

4

:

%

$&"(,-./0

O

:;:N[!.1$'

7

()$E

?&

%

%&1NPHZH\:3INNRN[!.B+=(:H;[:MZHN;R:Z:MZ:R3

K

GHM-N!

PMN

4

:

图
!

!

牛无浆体
#()*+,-

基因的
D.+

扩增

F2

3

C!

!

D.+4H

I

/2<294=2010<#()*+,-

3

6160<!,()*+&

序列为
"#"$3

4

!

9:;<=;>

登录号为
?@"(++*)

'同

源性比对发现!该序列与
A=B=C=-=

公布的牛无浆

体日本株"

0<$"""(%

#同源性最高!达到
++&'D

!与

其他几株牛无浆体的同源性为
+)&#D

"

+7&$D

'

与边缘无浆体同源性为
+#&*D

"

+#&7D

!与中央无

浆体的同源性为
+#&(D

"

+#&)D

!与羊无浆体的同

源性为
+#&(D

"

+#&)D

!而与嗜吞噬细胞无浆体的

同源性为
+#&+D

"

+*&'D

'与立克次氏体"

6("FE

&##:($'("F&##:((

#"

]%($")

#和反刍类考德里体"

8+;E

5'($'91()$)#(91

#"

c("(*+

#同源性最低!分别为

77&%D

和
)7&"D

'

!C$

!

系统进化树的建立和分析

依据所建立的无浆体系统发育树!除去外群!系

统树可分为
*

个明显的分支!第
"

个分支为羊无浆

体"

!.+=(:

#!第
$

个分支为中央无浆体"

!."&)E

#'$?&

#!第
%

个分支为牛边缘无浆体"

!.1$'

7

()$E

?&

#!第
#

个分支为牛无浆体"

!.B+=(:

#!第
*

个分支

为嗜吞噬细胞无浆体"

!.

0

,$

7

+"

3

#+

0

,(?91

#'作

者克隆获得的牛无浆体
"(,-./0

序列被聚类到牛

无浆体群"图
%

#'

%

!

讨
!

论

牛无浆体"

!.B+=(:

#感染牛的报道主要集中在

非洲国家!该病在这些国家主要引起牛的亚临床感

染!其症状表现包括发热&淋巴性疾病&精神沉郁和

生产性能下降等!然而对该病原的流行病学研究资

料很少(

"'

)

'

$''7

年!

UNPCH-N

等在日本于那国岛

"

dN;=

O

Q;HWPI=;R

#牛血液中检测到牛无浆体"

!.

B+=(:

#!首次在亚洲地区证实存在该病原感染(

""

)

'

作者的研究结果首次证实了牛无浆体"

!.B+=(:

#在

我国重庆地区存在'本次试验发现牛无浆体大多数

寄生在红细胞边缘!有的也位于红细胞内部!一般每

个红细胞染虫
"

"

#

个!其涂片染色特点类似于边缘

无浆体!边缘无浆体亦大多寄生于牛红细胞的边缘!

每个红细胞可染虫
"

"

%

个(

"$

)

'对重庆忠县牛无浆

体
"(,-./0

基因序列同源性分析发现!该序列与

"(%"
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基因序列构建的无浆体系统进化树
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公布的牛无浆体日本株"
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#同源

性最高!达
++&'D

%而与边缘无浆体&中央无浆体和

羊无浆体同源性为
+#&*D
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+#&7D

!均低于该序列

与嗜吞噬细胞无浆体的同源性"

+#&+D

"
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系统发育分析也发现牛无浆体"
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#与嗜吞噬

细胞无浆体"
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#被聚类到一个

大的分支中!而边缘无浆体&中央无浆体和羊无浆体

被聚类到另一个大的分支!表明牛无浆体与嗜吞噬

细胞无浆体"
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#亲缘关系比与

边缘无浆体"
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#和羊无浆体"
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#的亲缘关系更近!该结

果与
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等的分析结果一致(
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国内研究已经证实微小牛蜱"
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而牛无浆体的传播媒介在我国还是空白'在非洲一
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#可能是传播牛无浆体!造成牛边虫病流行的重
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等试验发现!日本北海道
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期 周作勇等$牛无浆体
"(,-./0

基因的克隆测序及分析

的牛感染牛无浆体!低于梅花鹿牛无浆体的感染率

"

$%D

#!认为梅花鹿由于野外饲养!和蜱接触机会更

多!因此无浆体的感染率更高!他们对
%

头牛无浆体

"(,-./0

基因
12.

产物进行测序!发现与作者报

道的 忠 县 牛 无 浆 体
"(, -./0

的 同 源 性 达

"''D

(

"7

)

'由于牛无浆体主要在热带&亚热带和部

分温带地区广泛传播!重庆市为亚热带湿润季风气

候!适宜于该病原的传播!在重庆地区!牛微小牛蜱

"

C++
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,(?9:1("'+

0

?9:

#感染率达
"*D
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"+

)

!微小牛蜱

是否为重庆地区牛无浆体的传播媒介以及重庆地区

牛无浆体感染率如何有待进一步研究'
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