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辽宁省猪源弓形虫虫株分离与鉴定
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摘要　以采自辽宁省某屠宰场２０６３头猪的血清和心脏组织为试验材料,采用改良凝集试验(MAT)对血清

进行定量检测和弓形虫虫株分离,结果显示:２０６３份猪血清中阳性血清(滴度≥２５)共计２３３份,阳性检出率为

１１．３％;选取阳性抗体滴度≥１００所对应的６７份猪心脏组织进行弓形虫虫株分离,结果从猪心脏组织中共分离

出２３株弓形虫虫体,分离率为３４．３％.此结果提示,辽宁地区猪弓形虫感染率较高,对该地区人们的健康存在

潜在威胁.

关键词　弓形虫;猪;虫株分离;MAT;PCR
中图分类号　S８５５．９＋９　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１７)０２Ｇ００８４Ｇ０５

　　弓形虫是一种专性胞内寄生原虫,宿主类型众

多,能够感染所有温血的脊椎动物,包括人、哺乳动

物和鸟类;猫和其他猫科动物为其终末宿主.由其

引起的疾病称弓形虫病或弓形体病,是一种世界性

的人兽共患寄生虫病,世界约有１/３人群感染,我国

人群感染达８％[１Ｇ３].中间宿主的感染主要是由于

食用被猫粪便中卵囊污染的食物或饮水,或食用含

弓形虫包囊的生肉或未煮熟的肉类等[４],弓形虫是

一种机会性致病原虫,孕妇感染可致流产、早产、死
胎或畸胎甚至死亡,免疫功能低下或免疫缺陷者感

染弓形虫是导致死亡的一个主要原因[５Ｇ６].另有资

料显示,有１％~１０％精神病患者与弓形虫感染有

关,可能是精神分裂症的致病因素之一[７Ｇ９].该病不

仅给人类健康带来巨大威胁,也给畜牧业造成严重

危害 和 重 大 经 济 损 失,其 产 生 的 危 害 已 不 容 忽

视[１０].更为重要的是,动物弓形虫病的流行与传播

导致了人类弓形虫病的流行与高发[１１].改良凝集

试验具有更高的特异性和敏感性,在流行病学调查

中使用较为广泛,被认为是弓形虫血清学检测的金

标准.因此,我们采用改良凝集试验(MAT)对采集

的辽宁省某屠宰场的猪血清样品进行检测,并进行

虫株分离与鉴定,以期为动物弓形虫病的防控提供

一定的理论依据,同时也对降低人类感染弓形虫病

的风险具有一定的意义.

1　材料与方法

1.1　材　料

猪血清和心脏肌肉组织分批次采自辽宁省某屠

宰场,共采集样品２０６３份.
试验动物为６~７周龄(SPF级)雌性昆明小鼠,

购自辽宁长生生物技术有限公司.
1.2　改良凝集试验(MAT)

１)定性检测.将待检血清做１∶２０稀释:用８
联排１００μL移液器吸取血清稀释液于９６孔 U 型

板的孔中,每孔３８μL,再分别吸取待检血清２μL
加入每孔中,充分混匀.并设置阴性血清和阳性血

清对照孔;吸取抗原稀释液２３１２μL、βＧ巯基乙醇

３２．２μL、台盼蓝４６μL、抗原液９２μL,充分混匀后

加入９６孔板中,每孔２５μL,再加入等体积稀释好

的血清于对应孔中,轻轻吹打混匀,且尽量避免出现

气泡,封口膜封好后,３７℃放置过夜,次日显微镜下

观察结果.若 U形孔底部有沉积现象,则该血清为

阴性血清;若底部没有沉积现象出现,且沉淀均匀弥

散附着在 U形孔的孔壁,则为阳性[１２].
２)定量检测.将定性检测阳性血清做倍比稀

释:在第１孔内加入血清稀释液９６μL,第２~８孔

分别加入血清稀释液５０μL,准确吸取血清样品

４μL于第１孔血清稀释液中,充分混匀后吸出５０

μL加入第２孔并充分混匀,再从第２孔吸出５０μL
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加入 第 ３ 孔,依 次 填 加,则 各 孔 抗 体 滴 度 为

(１∶２５)~(１∶３２００);吸取抗原稀释液２３１２μL、

βＧ巯基乙醇３２．２μL、台盼蓝４６μL、抗原液９２μL充

分混匀后加入９６孔板中,每孔２５μL,再加入等体

积稀释好的血清于对应孔中,用移液器轻轻吹打数

次,尽量使液体混匀且避免出现气泡影响结果观察.
最后,封口膜封好,３７℃放置过夜;显微镜下观察结

果,可以根据血清稀释度得出血清中弓形虫阳性抗

体滴度,阳性血清对应组织将进行进一步实验[１３].
1.3　虫株的分离

１)样品的处理.将 MAT检测结果为阳性且阳

性滴度≥１００的猪心脏肌肉组织上的结缔组织尽量

剔除,取约５g猪心脏肌肉用剪刀剪成１~２cm的小

块,加入２５mL灭菌的PBS,用组织均浆器搅碎,并用

２５mL灭菌的PBS清洗均浆器的杯壁,一起倒入１２５
mL广口瓶中(室温下可以放置１~３h).

２)悬液的制备.将研磨好的组织于３７℃预热

１０min,再加入５０mL３７℃预热的胃蛋白酶消化

液,置于摇床内３７℃、２００r/min消化４５min后将

消化的组织经１７７μm 滤网或尼龙布(２~３层纱布

即可)过滤于２５０mL离心杯中,除掉未绞碎的大的

组织块,常温条件下,２５００r/min离心１０min.弃

去上清液,加入约２０mLPBS(pH７．２)悬浮沉淀,加
入适量中性红作为酸碱指示剂,再加入４~６mL(视
组织酸碱性大小所定)现配的１．２％ 碳酸氢钠溶液

(pH８．３,过滤除菌)中和其中的酸,充分混匀后,至
指示剂由红色变为黄色为止,２５００r/min离心１０
min.弃去上清液,加入约５０mLPBS,２５００r/min
离心１０min,用PBS洗涤２~３遍(悬液基本无指

示剂的颜色).弃去上清液,加入５mL无菌PBS溶

液制成悬浊液,再加入双抗约１００μL(按每毫升

１０００U 青霉素和１００μg链霉素)[１４].

３)小鼠接种.将上述制备好的组织悬液腹腔接

种６~７周龄雌性昆明小鼠,每只猪的心脏肌肉组织

消化后接种５只小鼠(其中３只小鼠提前３d饮水

按照１g/L的剂量加入地塞米松,２只给予正常饮

水),每只接种１mL,提前３d饲喂地塞米松的３只

小鼠腹腔接种,正常饮水的２只小鼠皮下接种,皮下

接种可在接种后的２个月进行传代,保证实验可重

复性.
1.4　虫株的鉴定

１)样品的消化.取弓形虫感染的小鼠腹腔冲洗

液１mL,置１．５mL灭菌离心管中,４０００r/min离

心１０min,弃去上清液,再加入３００μL 消化液,用

１０００μL移液器反复吹打,以便促进细胞裂解.再

加入２０mg/mL蛋白酶 K１．５μL,至终质量浓度

１００μg/mL,颠倒混匀,５５℃水浴消化３h.

２)DNA 的提取.取充分消化后的组织悬液

１０００μL 于 ２ mL 离 心 管 中.加 入 等 体 积 酚 ∶
氯仿∶异戊醇(２５∶２４∶１)溶液,颠倒混匀,静置１０
min,分层后,１２０００r/min离心１０min(若振荡后

上层呈乳白色浑浊可在１２０００r/min离心１５min
左右以分出蛋白质),取上清８００μL至１个２mL
新离心管中.然后加入等体积酚∶氯仿∶异戊醇

(２５∶２４∶１)溶液,颠倒混匀,静置１０min,分层后,

１２０００r/min离心１０min(若振荡后上层呈乳白色

浑浊可在１２０００r/min离心１５min左右以分出蛋

白质),取上清７００μL至１个２mL新离心管中.
再次加入等体积的酚∶氯仿∶异戊醇(２５∶２４∶１)
溶液,颠倒 混 匀,静 置 １０ min,待 分 层 后 １２０００
r/min离心１０min(若振荡后上层呈乳白色浑浊可

在１２０００r/min离心１５min左右以分出蛋白质),
取上清５００μL至１个１．５mL新离心管中,加１/１０
体积的３mol/LNaAc及２倍体积无水乙醇(预冷)
温和颠倒混匀,－２０℃静置３０min以沉淀 DNA.
最后１００００r/min离心１０min,弃上清,加入７５％
乙醇７５００r/min离心１０min漂洗DNA沉淀,重复

漂洗,倒掉离心管内上清液,晾干后加入ddH２O 溶

解DNA,－２０℃保存备用.

３)PCR 扩 增.根 据 弓 形 虫 特 异 基 因 序 列

(AF１４６５２７．１)进 行 引 物 设 计.(F１:GCGAATＧ
TCATGTCAGATCCCCCTCT; R１: GCGGATＧ
TCTCACGCAGGCGACACAAGCT; F２:CGAＧ
CAGCCGCGGTCATTCTC;R２:GCAACCAGTＧ
CAGCGTCGTCC),采用巢氏 PCR 对分离的弓形

虫虫株基因进行检测,产物长度为５２２bp.反应体

系为１３μL:２×EasyTaqPCRSuperMix６．５μL,

ddH２O３．５μL,模板２μL,上下游引物各０．５μL.
反应条件为:９４℃预变性５min;９４℃变性３０s,

５８℃退火３０s,７２℃延伸３０s共３０个循环;最后

７２℃延伸１０min.

2　结果与分析

2.1　猪血清弓形虫抗体检测结果

从采集的２０６３份猪血清样品中,经 MAT 检

测后共检出不同滴度的阳性血清２３３份,阳性检出

５８
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率为１１．２４％,具体检测结果见表１.
表１　猪血清弓形虫抗体检测结果

Table１　Theresultofswineserumantibody

抗体滴度

Antibodytiter
阳性数

No．ofpositivepigs
检出率/％

No．ofT．gondiiisolates
１∶２５ １０８ ５．２
１∶５０ ５８ ２．８
１∶１００ ２４ １．２
１∶２００ ６ ０．３
１∶４００ １３ ０．６
１∶８００ １７ ０．８

１∶１６００ ６ ０．３
１∶３２００ １ ０．０４
合计 Total ２３３ １１．２４

2.2　虫株分离结果

６７份阳性滴度≥１００的血清对应的猪心脏肌肉

组织接种的６７组昆明小鼠(５只/组)中共分离出２３
株虫株(表２),有７组在接种后的７~１４d内均出现

不同程度的被毛松竖、不活泼、弓背、闭目、腹部膨

大、颤动或呼吸急促等症状,并在小鼠的腹腔冲洗液

中镜检到大量新月形的速殖子,其中１只小鼠脑组

织中发现包囊(图１A);有６组和１０组分别在盲传

２代和盲传３代后也得到了大量的速殖子(图１B);

A．包囊 Cyst;B．速殖子 Tachyzoite．

图１　包囊与速殖子

Fig．１　Cystandtachyzoite

表２　分离虫株的抗体滴度及盲传代数

Table２　TheMATtitersandblindpassageofisolatedT．gondii

编号

No．
MAT抗体滴度

MATtiters
盲传代数

Blindpassage

１ １∶８００ ３

２ １∶８００ ２

３ １∶８００ ３

４ １∶４００ ２

５ １∶４００ ３

６ １∶８００ ２

７ １∶４００ ３

８ １∶８００ ３

９ １∶４００ ２

１０ １∶８００ ０

１１ １∶８００ ０

１２ １∶８００ ０

１３ １∶８００ ０

１４ １∶８００ ２

１５ １∶１６００ ３

１６ １∶８００ ３

１７ １∶８００ ３

１８ １∶４００ ３

１９ １∶４００ ２

２０ １∶８００ ３

２１ １∶８００ ０

２２ １∶４００ ０

２３ １∶４００ ０

其他４４组小鼠连续盲传３代后没有发现弓形虫感

染,于是停止盲传.
2.3　分离虫株鉴定结果

将分离的２３株虫株经PCR扩增结果(图２)如
下:分离得到的虫株均在５２２bp处出现特异性扩增

条带,说明所接种的猪肉样品中存在弓形虫感染的

情况.

3　讨　论

3.1　试验方法的选择

目前,弓形虫虫体分离的报道日渐增多,但是大

部分集中于猫科动物,而猪源弓形虫虫体的分离并

不多见,此外猪肉是广大人民群众接触和使用最多

的肉产品之一,因此,本研究选取猪作为弓形虫虫体

分离的来源.本研究采用盐酸–胃蛋白酶消化法分

离弓形虫,与直接研磨组织接种法相比,该方法对分

离弓形虫的效果更佳,因为盐酸–胃蛋白酶消化组

织后能够除去大量的组织细胞,还能使弓形虫的包

囊壁溶解释放出缓殖子,使虫体浓缩,加大了小鼠感

６８
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图２　分离株PCR鉴定结果

Fig．２　ThePCRresultofisolatedT．gondii
染的可能性.本研究采用的是腹腔和皮下同时接种

的方法,既有可能在６~９d内获得虫体,大大缩短

获得虫体的时间,同时皮下接种又保证实验的可重

复性.但腹腔接种要求比较严格,接种的组织必须

无菌,避免接种后因感染引起小鼠非特异性死亡.
本研究中采用的PCR技术是巢氏PCR技术,

巢氏PCR比普通PCR更加敏感[１５].２００３年,陈俏

梅[１６]分别用普通 PCR 和巢氏 PCR 检测自然状态

下的豚鼠弓形虫感染情况,结果表明巢氏PCR比普

通PCR 敏感１００倍,可以检测到０．０１pg弓形虫

DNA含量[１６].另外,本研究借鉴了骆红梅等[１７]的

关于弓形虫基因鉴定的特异性基因片段,结果显示

扩增该基因的引物亦具有较高的特异性和敏感性

等,并且敏感性比B１基因的更高[１８Ｇ１９],B１基因由

Burg等[２０]首次鉴定,其在基因组中有３５个拷贝,
应用PCR扩增B１基因发现,扩增该基因的引物具

有较高特异性和敏感性[２１Ｇ２２].
本研究通过PCR扩增弓形虫特异性的５２２bp

序列,对弓形虫基因进行检测和鉴定,显示了扩增该

基因的引物具有较好的特异性.
3.2　影响虫体分离的因素

本研究分离到的弓形虫只有１株在小鼠脑内形

成了包囊,且数量少,可能是因为虫体还没有完全适

应小鼠体内的生长,也可能是该分离株和小鼠自身

的身体状况有关.另外,分离出弓形虫虫体的２３组

猪肉样品所对应的血清检测阳性滴度≥４００.虽然

也存在一定的技术原因,可能存在一定的误差,但是

这种结果在一定程度上可以说明血清检测阳性滴度

越高,分离出弓形虫虫体的可能性就越大,可为以后

弓形虫虫体的分离提供一定的指导意义.
本研究中采用接种前３d饲喂接种小白鼠混有

地塞米松的水(１g/L),主要是为了破坏小白鼠的免

疫系统,增加小鼠感染弓形虫的机率;同时,本研究

选用雌鼠主要是因为雌鼠的免疫力相对雄鼠低,而
且雄鼠之间易争斗,以尽可能减少同组小鼠间容易

发生撕咬等情况造成小鼠死亡,而影响弓形虫虫株

分离.
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IsolationandidentificationofToxoplasmagondiistrains
frompigsinLiaoningProvince

YANGNa１,２　XING Meng’en２　WANGDawei２　WUYuanhua１

１．PlantProtectionCollege,ShenyangAgriculturalUniversity,Shenyang１１０８６６,China;

２．CollegeofAnimalScienceandVeterinaryMedicine,ShenyangAgriculturalUniversity,

Shenyang１１０８６６,China

Abstract　Serumfrom２０６３pigsfromaslaughterhouseinLiaoningProvincewerecollectedanddeＧ
tectedbymodifiedagglutinationtest(MAT)．Theresultsshowedthatthesampleswithtiter≥２５were
２３３andthepositiveratewas１１．３％．Atotalof６７pigswithtiter≥１００werechosenforToxoplasmagonＧ
diiisolation,inwhich２３T．gondiistrainswereisolatedfromthehearttissueswithanisolationrateof
３４．３％．Inthisstudy,T．gondiistrainswereisolatedsuccessfully,showingtheinfectiousstatusofpig
toxoplasmosisinLiaoningProvince,whichposesahugepotentialthreattopublichealth．

Keywords　Toxoplasmagondii;pigs;isolation;modifiedagglutinationtest(MAT);polymerase
chainreaction(PCR)
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