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弓形虫 529 bp重复序列基因的 PCR阳性质控质粒的构建 

焦玉萌，陈兴智，孙 新，王雪梅，方 强 

[摘要]目的：构建含有弓形虫529 bp高度重复序列基因的重组质粒，为基于该基因的弓形虫病分子生物学诊断建立标准阳性 

对照品。方法：以弓形虫 RH株基因组 DNA为模板，对529 bp的基因片段进行扩增，将纯化后的PCR产物与 pMD18．T载体连 

接后转入大肠埃希菌 DH-5c~中，提取重组质粒 PCR及测序鉴定。以弓形虫 529 bp基因为靶基因设计的检测引物，扩增弓形 

虫基因组 DNA及质粒 DNA。结果：PCR产物序列与 GENBANK中弓形虫 529 bp基因序列完全一致。以弓形虫基因组 DNA 

和质粒DNA为模板，成功扩增出预期的249bp基因片段。结论：成功构建可作为标准阳性对照品的含有弓形虫 529 bp高度重 

复序列基因的重组质粒 pMD一18-Tox，为经济实用的弓形虫诊断试剂盒的研制奠定了基础。 
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Construction of standard control plasmid with 

repetitive 529 bp DNA fragment of Toxoplasma gondii for PCR assay 

JIAO Yu—meng，CHEN Xing—zhi，SUN Xin，WANG Xue—mei，FANG Qiang 

(Department of Microbiology and Parasitology，Anhui Key Laboratory of Infection and Immunity， 

Bengbu Medical College，Bengbu Anhui 233030，China) 

[Abstract]Objective：To establish cloning vector and standard positive control of molecular biology diagnosis of toxoplasmosis based 

on the 529 bp repetitive fragment to detect the presence of Toxoplasma gondii( gondii)．Methods：The repetitive 529 bp DNA 

fragment from gondii was amplified by PCR and was inserted into pMD1 8-T vectors to construct recombinant plasmid and 

transformed to E．coli DH一5ct．A pair of primers were designed and synthesized based on the 529 bp sequence to amplify the 249 bp 

fragment gene and plasmid DNA of gondii．Results：The 529 bp DNA fragment of gondii was successfully amplified and inserted 

into pMDI8一T vectors after purification．The 249 bp fragment was amplified by PCR using gondii gemome DNA and recombinant 

plasmid DNA as template．Conclusions：Successfully cloned assay of 529 bp DNA fragm ent of gondii and amplified the 249 bp DNA 

fragment have laied the foundation of development of gond ii diagnostic kit． 
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刚地弓形虫(Toxoplasma gondii)是人畜共患细 

胞内机会致病性原虫。宿主感染弓形虫后，免疫功 

能正常者通常表现为隐性感染，免疫功能低下时可 

造成严重后果，如孕妇、婴幼儿和免疫抑制者感染 

后，可能导致流产、畸胎或急性获得性弓形虫病，病 

死率甚高，危害严重⋯。弓形虫病的传播与流行对 

畜牧业有较大影响，尤其对养猪业危害极大，是猪发 

生流产和死胎 的原因之一，死亡率高达 30％ 一 

40％口 。国外学者 在弓形虫基因组鉴定出一个 

529 bp的高度重复序列，拷贝数约为 200～300，因 
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此建立了特异 PCR方法。针对该方法，本实验室前 

期研究中，对相应的PCR反应体系和反应程序进行 

了优化，成功构建了敏感性较好、特异性较强的 

PCR反应体系。本次研究首先扩增弓形虫 529 bp 

高度重复序列全长基因，纯化 PCR产物，进行克隆 

及鉴定，在此基础上采用先期设计的249 bp基因片 

段引物对重组质粒 DNA进行 PCR扩增检测，验证 

该引物特异性及稳定性。为寻求可靠、快速、简便的 

弓形虫诊断方法提供依据，为弓形虫 PCR诊断试剂 

盒阳性质控质粒提供研究基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 弓形虫 RH株速殖子(国际标准强毒 

株)：本院病原生物学教研室保种。昆明种小鼠，购 

自本院实验动物中心。 

1．2 引物 引物 1为先期基于249 bp全长基因设 

计的一对PCR检测引物，引物2为参照Homan等 

所合成的可扩增 529 bp的全长基因引物(见表 1)。 
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表 1 弓形虫 PCR检测的供试引物对 

引物 引物对序列 靶片段大小 

5 ．TGG AGC CAC AGA AGG GAC AG．3 
引物l 

5，．GCC ATC ACC ACG AGG AAA Gc一3， 
249 bp 

．  GC一3 ‘ 

引物2 5 一CGC TGC AGG GAG GAA GAC GAA AGT TG-3 529 bp 

(Tox4／Tox5)5 一CGC TGC AGA CAC AGT GCA TcT GCA．rr-3 

1．3 质粒、感受态细胞 pMD18-T载体质粒试剂 

盒为大连Takara公司产品，感受态菌株 DH一5仅本实 

验室保存。 

1．4 主要试剂 Taq酶、dNTPs为 Fermentas公司 

产品，DNA Marker 100 bp DNA Ladder Plus为大连 

宝生物工程有限公司产品，SDS为上海生工生物工 

程公司产品，全血基因组 DNA极速提取试剂盒为上 

海飞捷生物技术有限公司产品。 

1．5 弓形虫 DNA提取 

1．5．1 弓形虫速殖子的收集 取冻存的刚地弓形 

虫 RH株速殖子，经小鼠传代，96 h后收集感染鼠的 

腹腔积液。转种 3代后，灭菌 PBS冲洗小鼠腹腔， 

收集腹腔洗涤液，2 000 r／rain离心 5 rain，弃去上 

清，收集速殖子。 

1．5．2 弓形虫速殖子 DNA的提取 采用全血基因 

组 DNA极速提取试剂盒方法进行弓形虫 DNA的提 

取。速殖子计数后加入 DE1液，13 000 r／rain离心 

1 rain，充分吸去上清，留下细胞团块。加入 DE1 

液，以手腕充分用力振荡 10次，确保形成均一的细 

胞悬液。加入 DE2液 600 Ixl，以手腕充分振荡 

20次，室温静置8～10 rain，中间振荡 1次。将样本 

裂解物倒人内套管中，13 000 r／rain离心 2 rain。弃 

去外套管中液体，内套管中加入500 Ixl洗液，13 000 

r／rain离心 1 rain。重复此过程 1次。取出内套管， 

弃去外套管中的液体，仍然套回内套管，不加洗液， 

13 000 r／rain离心 1 rain。将内套管取出，放人新的 

EP管中，在膜中央加入洗脱液 100 Ixl。室温放置 

2 rain，13 000 r／rain离心 1 rain，获得基因组 DNA， 

一 20℃保存。 

1．6 弓形 虫 PCtl 529 bp全长基 因扩增 PCR反应 

条件：2 mmol／L MgC1，、0．5 U Taq酶、50 tzmol／L引 

物 2(T0x4／T0x5)、100 ~mo]／L dNTP，1×PCR 

buffer，总体积 25 Ixl。PCR反应程序：预变性 94℃ 

5 rain，变性94℃ 30 S，退火 57 cc 30 S，延伸 72℃ 

1 rain 30 S，循环 3O次，最后72℃ 10 rain。PCR产 

物用 1．0％琼脂糖凝胶电泳分析。 

1．7 PCR 境产蝴的 屯隆 

1．7．1 重组质粒的构建 DNA胶回收试剂盒切胶 
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回收PCR产物(北京道普生物技术开发中心)，在微 

量离心管中加入 pMD18一T载体 1 txl，PCR纯化产物 

2 l，混匀，16℃反应 30 rain。 

1．7．2 重组质粒的转化 将上面制备的 10 l全 

量的重组质粒加入已经制备好的 100 Ixl DH-5e~感 

受态细胞中，混合均匀，冰浴 30 rain，42℃热休克 

45 S，再冰中放置 1 rain，加入 890 Ixl的 SOC培养 

基，37℃振荡培养 60 rain(<220 r／rain)，使细菌复 

苏，并表达质粒上的抗性基因，取 100 Ixl菌液涂布 

于含 Amp、IPTG、X—gal的平板上，涂 3个平板，待液 

体吸收后，置 37℃温箱中倒置培养 12～16 h，取出 

平皿发现有蓝白斑，放人4℃冰箱保存。 

1．7．3 重组质粒的筛选 在平板上挑取白色单菌 

落即阳性单个克隆，在含氨苄西林(100 g／m1)培 

养液中振荡培养(200 r／rnin)3～4 h，待菌液混浊直 

接取菌液进行菌落PCR扩增，得到预期的529 bp条 

带，说明该重组子转化进入大肠埃希菌中。 

1．7．4 重组质粒的鉴定 采用碱裂解法大量抽提 

质粒，对提取的重组质粒进行 PCR鉴定，并将重组 

质粒送天津生物有限公司进行测序鉴定。 

1．8 弓形虫检测引物 1的扩增 利用前述 PCR反 

应体系和反应条件，将提取的弓形虫基因 DNA与质 

粒 DNA分别进行 PCR扩增。PCR产物用 1．0％琼 

脂糖凝胶电泳分析。 

2 结果 

2．1 PCR扩增弓形虫529 bp基因全序列 弓形虫 

RH株提取的 DNA经 PCR成功扩增出 529 bp的 

DNA片段，与预期目的片段长度相符(见图1)。 

2．2 重组质粒的筛选及PCR鉴定 PCR产物连接 

人 T载体所构建的重组质粒，经 LB平板筛选，获得 

克隆，挑选白色克隆株，用含氨苄西林 LB培养液培 

养，重组质粒用菌落 PCR鉴定，出现阳性条带说明 

重组成功。碱裂解法抽提质粒后再做 PCtt出现目 

的条带(见图2)。 

2．3 阳性质控质粒的验证 利用先期设计的小片 

段检测引物对提取的弓形虫基因 DNA与质粒 DNA 

进行PCR扩增，均扩增出明显的特异性249 bp条带 

(见图3)。 

3 讨论 

弓形虫是一种专性寄生于人和动物有核细胞内 

的机会致病原虫，在世界范围内广泛分布，引起人和 

动物弓形虫病。人类普遍易感，据估计全世界有 

5～10亿人感染弓形虫 。目前的诊断方法主要有 



 


