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摘要  弓形虫病是由刚第弓形虫引起的一种危害严重的全球性人兽共患寄生虫病 , 全世界各国学者对此原虫的研究十分重视 , 尤其是
近年来对其免疫学的研究成果对深入了解该原虫的致病机理和进行有效的免疫预防非常重要。从宿主感染弓形虫后的免疫效应、免疫
诊断及其疫苗等方面阐述了弓形虫分子免疫学研究进展。
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Research Progress inthe Molecular I mmunology of Toxoplas ma goodii
WANG Cheng- minet al  ( Ani mal Science College , Henan Institute of Science and Technology , Xi nxiang , Henan 453003)
Abstract  Toxoplasma gondii is anintesti nal coccidi umthat parasitizes members of the cat family as definitive hosts and has a wide range of intermediate
hosts . Infectionis commonin many warm-blooded ani mals , including humans . In most cases infectionis asymptomatic , but devastating disease can occur .
The researchers all over the world have been focusing on studying this parasite . Especially in recent years lots of i mmunological research results in patho-
genesis of Toxopl as ma goodii are very i mportant for us to make effective i mmunological prevention. At present , molecular i mmunology of Toxoplas ma
goodii is ani mportant subject ,which has beenstudied in order to more effectively control it . The research advance in molecular i mmunology of cell- mediat-
ed i mmunity( CMI) ,humoral i mmunity ,i mmunodetection, vaccines and diagnose technology of Toxoplas ma goodii was reviewed .
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  弓形虫病( Toxopl asmosis ) 是一种全球性分布的人兽共患

寄生虫病, 其病原体是一种重要的机会致病原虫———刚第弓

形虫( Toxoplasma gondii) 。近年来随着医源性免疫抑制、器官

移植以及艾滋病患者的增多, 弓形虫病发病数与日俱增, 并

常常造成致死性损害。弓形虫通过母婴垂直传播可造成先

天性感染, 引起胎儿畸形、流产或死亡。许多学者对弓形虫

进行了大量实验性研究, 笔者就近年来弓形虫分子免疫学方

面的研究结果进行了阐述。

1  宿主感染后的免疫效应

1 .1  细胞和细胞因子介导的免疫 实验证明细胞免疫在感

染弓形虫小鼠的恢复期起着重要作用。SuGuki 等用过继转

移免疫实验证明该论点, 他们用弓形虫的温度突变株中的

ts-4 株感染BALB/ c 小鼠, 该株特点是具感染性, 不成囊 , 感染

后2 个月可从组织中消失, 但能引起保护性免疫。当以这种

感染小鼠的免疫脾细胞过继转移给正常小鼠, 会对致死性感

染有抵抗作用, 小鼠能够幸存, 如果用抗小鼠T 淋巴细胞的

mAb 加补体处理上述脾细胞再过继转移给小鼠, 便失去了保

护作用, 与对照小鼠一样感染弓形虫后死亡。Robben 等[ 1] 认

为, 鼠科动物的循环单核细胞包括分布于正常组织的 Gr- 1

( - ) / CCR2( - ) / CX( 3) CR1 细胞和分布在炎症部位的 Gr- 1

( + ) / CCR2( + ) / CX( 3) CR1 细胞两大亚群, 前者数量多 , 后者

数量少, 后者在细胞内弓形虫感染早期阶段迁移到炎症部

位。Gr-1( + ) 单核细胞与抑制早期虫体的增殖能力有密切关

系, 如果Gr- 1( + ) 单核细胞迁移失败的话, 尽管正常的Th1

细胞会由于虫体的刺激产生高水平的IL-12、TNF- alpha 和γ-

IFN, 但仍会引起小鼠很高的死亡率。因此认为,CCR2( -/ -)

小鼠把 Gr-1( + ) 单核细胞作为急性弓形虫病抗感染的必要

的受体细胞, 表明 CCR2- 依赖的 Gr-1( + ) 单核细胞的迁移也

许是抗细胞内弓形虫感染的重要机制。Villarino 等[ 2] 研究表
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明,IL-27R 的特异性配体的成分 WSX-1 在原始T 细胞表面表

达量很低, 而在 CD4( + ) 和 CD8( + ) T 细胞的表面有高水平

的表达。因此 , 在弓形虫感染期间体内 T 细胞的活化与

WSX- 1 的高效表达相关, 而在体外TCR 配体能诱导 WSX-1 的

表达。这些研究显示了IL- 27R 在细胞表面的表达水平高低

受淋巴细胞活化相关的阳性和阴性信号的调节。此外 ,

WSX-1 在静止的NK 细胞、静止的NKT 细胞、效应T 细胞、调

节T 细胞和记忆T 细胞表面有高水平的表达, 故认为IL- 27

能影响固有免疫和适应性免疫中效应细胞的数量。

1 .1 .1 γ干扰素( γ-IFN) 的作用。它是T 淋巴细胞分泌的一

种重要淋巴因子。它可提高抗体的合成和致死感染的存活

率。Khan 等( 1988) 在体内、外实验证明,γ-IFN 能激活巨噬细

胞杀伤弓形虫 , 并能抑制培养的成纤维细胞中弓形虫的生

长, 其作用是由吲哚2 ,3- 双氧酶, 一种色氨酸降解酶的诱发

所介导。Mellors 等联系脂质体重组γ-IFN 能增强腹腔巨噬细

胞H202 的释放能力和抗弓形虫的活力, 进一步确证抗弓形

虫的淋巴介质确是γ-IFN。在慢性感染弓形虫的小鼠实验

中, 也表明γ-IFN 能阻止弓形虫包囊破裂和弓形虫脑炎的发

生, 如用抗γ-IFN 的 mAb 处理小鼠, 发现小鼠脑中的包囊至

少要比正常的多5 倍, 而且可能发展为严重的脑炎, 也可出

现急性病灶区和大量炎症细胞浸润, 因此Suzuki 等认为 , 内

源性γ-IFN 在防止小鼠弓形虫慢性感染所致脑炎中起重要

作用。

1 .1 .2  白细胞介素2( IL-2) 作用。白细胞介素1( IL-1) 和白

细胞介素2( IL- 2) 分别是由巨噬细胞和TH 淋巴细胞产生的淋

巴因子。Sharma 等 ( 1985) 认为,IL-2 对细胞内寄生虫包括弓

形虫具有明显的保护效应。作为对照组的生理盐水注射的

感染小鼠 , 至20 d 全部死亡, 而用总量为300 和500 U2 种剂

量重组 IL- 2 注射的感染鼠 , 至 31 d 死亡率分别为40 % 和

30 % , 并且小鼠脑内包囊数量也明显低于对照鼠。免疫机理

的研究表明 ,IL-2 主要增强天然杀伤性细胞的活性, 与宿主

的抗体合成和巨噬细胞杀伤作用无明显关系, 因为在抗体水
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平和虫数上无明显差别。

1 .1 .3 细胞介导的细胞毒作用( CMC) 。Yano 等( 1989) 报道 ,

从急性弓形虫病患者的周围白细胞中检测到对弓形虫感染

的细胞毒细胞, 其细胞毒性是由 CD5 + CD4 - CD3 + 细胞所介

导, 这些细胞毒细胞可溶解感染弓形虫的 HLA-I 靶细胞; 慢

性弓形虫病患者的周围细胞中确有2 型T 细胞克隆: 一型是

CD5 + CD4 - CD3 + 对感染弓形虫细胞毒细胞; 另一型是 CD5 +

CD4 - CD3 + 对弓形虫抗原反应的增殖细胞。证明感染弓形虫

细胞, 如巨噬细胞和 B 淋巴细胞具有 将抗原提呈给 Th

( CD4 + ) 和 Tc ( CD3 + ) 的活性, 引起这 2 种细胞增殖, 并使

CD3 + 细胞分化为效应细胞, 从而识别靶细胞抗原和靶细胞

上的 HLA-I 抗原, 使靶细胞溶解。

1 .1 .4 巨噬细胞和天然杀伤性细胞的作用。正常单核巨噬

细胞虽能吞噬弓形虫, 但不能杀灭它, 相反还容其在细胞内

继续增殖, 而激活后的巨噬细胞能有效地杀伤弓形虫速殖

子, 在抗弓形虫感染的细胞免疫中起重要作用 ,γ-IFN 就是通

过激活的巨噬细胞起杀灭弓形虫作用的。但Sibley 等( 1986)

却报道了弓形虫具有抵抗作用, 他们观察到弓形虫能够分泌

一种膜质泡 , 是一种富含表面蛋白质的网状结构, 可抑制巨

噬细胞的吞噬和消化作用。Hauser 等 ( 1982) 发现用5 000 个

毒株弓形虫腹腔、静脉或皮下感染BAl B/ c 小鼠 , 能增强腹腔

渗出细胞与脾细胞的天然杀伤性细胞活性, 感染后3 d 达高

峰, 若小鼠用硅处理, 能去除天然杀伤性细胞毒性; 另在慢性

弓形虫感染小鼠, 也具有内源性腹腔渗出细胞的天然杀伤活

性, 但脾细胞的天然杀伤性细胞活性不明显。己知IL-2 能提

高正常鼠的天然杀伤性细胞活性 , 说明天然杀伤性细胞对于

细胞内寄生虫具有重要的天然杀伤作用。

1 .2  体液免疫 弓形虫侵入机体后能引起机体高滴度的抗

体反应, 然而抗体滴度的高低与机体保护性免疫是否一致 ,

却存在着较大的分歧。张君等[ 3] 用ESA 和TLA 免疫山羊, 无

论ESA 或者TLA 均可刺激机体产生凝集抗体, 虽然TLA 组

具有高滴度的凝集抗体, 但是经攻虫后 , 体温反应时间最长 ,

而ESA 组获得了对接种感染的免疫保护, 可见保护性抗体的

诱生与抗原有关。高滴度抗体的产生必须有T 细胞的辅助 ,

成熟的T 细胞接受抗原刺激后, 在抗原提呈细胞和Th 细胞

的辅助下成为活化的B 细胞, 进而分化为浆细胞 , 合成和分

泌各类免疫球蛋白 , 同时T 细胞产生的细胞因子对Ig 类型转

化起精细的调节作用 ,γ-IFN 可降低IgE 和 IgG1a 合成, 鼠用

γ-IFN 单抗处理后 , 对弓形虫特异性抗体水平有明显提高。

IL- 4 促进Ig 转化IgGla 和IgE, 在IL-4 靶位缺失鼠的血清中 ,

没有检出对弓形虫特异性IgGla 和IgE, 但IL-4 靶位缺失鼠比

对照鼠有稍高水平其他类型的Ig 。

早在1948 年Sabin 等证实特异性抗体在补体参与下, 可

迅速杀伤破坏速殖子, 从而起到抵抗作用。已知IgE 抗感染

的机制是肥大细胞介导的Ⅰ型变态反应与IgE 依赖的杀虫作

用。肥大细胞释放化学趋性物质引起嗜酸性粒细胞的增加 ,

IgE 依赖的杀虫作用是IgE 结合到弓形虫表面, 再由效应细

胞释放介质损伤虫体 , 其效应细胞为嗜酸性粒细胞。弓形虫

的自然感染是通过消化道途径, 而肠内分泌的大量特异性

IgA 对弓形虫的杀伤和排除有一定的作用, 肠内淋巴细胞参

与了对弓形虫的免疫, 而IgA 是否介导了 ADCC 效应目前尚

未证实, 但弓形虫感染后血清中单体IgA 产生有明显增加。

用特异性IgG 调理弓形虫后 , 可明显提高单核细胞、嗜中性

细胞、嗜酸性细胞、腹腔巨噬细胞对弓形虫的溶解, 在抗体依

赖下杀伤弓形虫作用中, 抗体的一个主要作用是捕获寄生

虫, 将它们集中于效应细胞表面, 而在这个过程中抗体受体

Fc R 起了重要作用。

2  免疫诊断

弓形虫病的实验室诊断方法主要有病原学检查、免疫学

检测和分子生物学方法。

2 .1 检测抗体的诊断方法

2 .1 .1  染色试验( DT) 。采用活滋养体在有致病因子的参与

下与样本特异性抗体作用, 使虫体表膜破坏而不为美蓝所染。

DT 为经典的特异血清学方法。但需活的弓形虫, 因筛选辅助

因子较困难而使其广泛应用受到一定限制。吕元聪等[ 4] 以弓

形虫玻片为抗原, 建立的免疫酶染色试验( IEST) 与DT 的检测

结果在已知和未知血清标本中无显著性差异( P> 0 .05) 。该法

操作简便, 不需特殊设备, 便于在基层推广应用。

2 .1 .2 间接荧光抗体试验( IFAT) 。以整虫为抗原, 采用荧

光标记的二抗检测特异性抗体。该法获得结果迅速, 敏感

性高 , 重复性强, 是目前较常用的一种免疫学诊断方法。在

流行病学调查及临床诊断中均有较高的价值。该法可用于

测定抗体 IgM 和 IgG ,IgM 出现较早 , 病程1 周左右可呈阳

性。特异性IgM 的检出是诊断急性感染的可靠指标之一。

孕妇IgM 阳性者其胎儿畸形率明显高于 IgG 阳性者。由于

IgM 不能通过胎盘传给胎儿, 如果婴儿血中IgM 阳性则表示

婴儿本身已受染。类风湿因子或抗核抗体的存在可引起

IgM 的假阳性,IgG 的竞争可导致IgM 假阳性反应。采用抗

人μ链单克隆抗体及免疫吸附法可使IgM 检测获得更高的

特异性。

2 .1 .3  酶联免疫吸附试验( ELISA) 。利用酶催化底物反应

的生物放大作用 , 提高特异性抗原体免疫学反应的检测敏

感性 , 可用来定位、定性和定量。近年来在此基础上又衍生

出了多种方法 , 如斑点酶联免疫吸附试验( dot- ELISA) 、亲和

素生物素系统 ELISA( ABC- ELISA) 、双夹心酶联免疫吸附试

验( DS- ELISA) 等。吕元聪等[ 5] 用同一批血清对I HA( 间接血

凝试验) 、ELISA 和IFAT 等3 种血清学方法诊断弓形虫病进

行了比较研究 , 结果表明: 这3 种方法检出的阳性率分别为

6 .9 % 、15 .4 % 和8 .5 % , 以 ELISA 最为敏感, 而且具有良好

的特异性。

2 .2  检测循环抗原( CAg) 的诊断方法  CAg 是急性感染期

弓形虫虫体分泌代谢形成的抗原成分。对流免疫电泳、琼

脂双扩散方法、ABC- ELISA 、单抗或多抗的双夹心 ELISA 等

免疫学方法检测 CAg 是早期确诊弓形虫感染的可靠方法。

马以武等[ 6] 应用放射对流免疫电泳自显影技术( RCIE) 检测

CAg , 阳性率高达100 % , 被认为是一种特异、敏感、简便、快

速的检测方法。

2 .3  PCR 诊断方法  PCR 方法是近年来用于动物和人怀

孕期间检测先天性弓形虫病的一种方法 , 主要是为了防止

给胎儿造成不必要的后遗症。据 Wiengcharoen 等[ 7] 采用嵌
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套PCR 方法从动物羊水中提取的弓形虫速殖子扩增 B1 基

因, 结果表明, 从41 个阳性样品中检测出38 个 , 对所有阴性

样品检测结果全部为阴性, 敏感性达到73 % , 特异性达到

100 % , 检测效率达77 .1 % 。因此嵌套PCR 方法可以作为检

测先天性弓形虫病的一种诊断方法。Chiabchalard 等[ 8] 也对

PCR 方法由于检测弓形虫 DNA 的敏感性和特异性进行了

实验研究 , 他们对60 份阳性样品和10 份阴性样品中的不

同浓度的速殖子进行检测, 从0 .25 个虫体/ 10 万个白细胞

浓度提取的 DNA 扩增出了特异性基因, 试验结果也证明了

其特异性达到100 % 。该方法与其他实验室诊断方法相比,

具有高敏感性、高特异性和高阳性检出率等优点。

弓形虫免疫学试验阳性检出率与所采用的检测方法有

关, 因此主张同时采用2 种或2 种以上的试验方法 , 以提高

检出率。

3  疫苗

疫苗应用是免疫预防的重要手段 , 所以研究弓形虫的

长期目标是研究弓形虫疫苗, 对弓形虫急性、慢性感染产生

保护性。在人类, 弓形虫疫苗应能对弓形虫的先天性及对

免疫抑制者的感染产生有效的保护 ; 在动物 , 弓形虫疫苗应

防止因动物感染弓形虫而导致的流产以及减少弓形虫感染

人类的传染源。

3 .1  减毒活疫苗  ts-4 温度敏感株是弓形虫 RH 株突变

体。动物实验表明, 以该突变株作为疫苗接种小鼠 , 可使其

获得抗致死性弓形虫攻击的保护力[ 9] 。但此类疫苗经长期

传代保种可经突变恢复毒力。近年来, 根据刚第弓形虫既

可以诱导产生抗其他病原体和肿瘤的非特异性免疫这一特

点, 国外有利用ts-4 温度敏感株作为载体与其他病原体重

组使宿 主获得 针对该病 原体的 保护 性的报 道。Charest

等[ 10] 将疟原虫PyCSP 蛋白构建至ts- 4 温度敏感株得到ts-4

重组体 CSC3 , 动物实验表明以重组体 CSC3 作为疫苗诱导

抗体应答 , 当用P .y 子孢子攻击可出现非特异性保护力 , 如

再用 PyCSP 重组病毒加强免疫可产生高水平抗疟原虫的特

异性免疫反应。

3 .2  亚单位疫苗  用病原微生物有效抗原成分制成的疫

苗称为亚单位疫苗。Khan 等[ 11] 报道, 亲和纯化的p30 蛋白

能刺激弓形虫血清阳性病人外周单核细胞产生γ- 干扰素,

诱导细胞毒性T 细胞产生抗弓形虫作用。但动物试验表明

单价亚单位疫苗效果不理想 , 与细胞因子或其他抗原联合

发展复合多价疫苗成为弓形虫疫苗新的研制方向。Lunden

等[ 12] 把P30、P22 以及另一分子量约为6 000 的抗原混合成

免疫刺激复合体( isocoms ) 免疫小鼠产生了高滴度抗体。

Mishi ma 等[ 13] 以弓形虫SAG2 和SRS1 联合免疫小鼠 , 可诱导

产生抵抗弓形虫致死性感染的保护力 , 并阻止脑内包囊的

形成。为了增强疫苗的免疫效果, 使用佐剂也是疫苗发展

的一种有效途径。Velge- Roussel 等[ 14] 以P30 为抗原、霍乱毒

素( CT) 为佐剂 , 经鼻内免疫 CBA/ J 小鼠 , 结果产生了高水平

的IgG 及特异性的细胞免疫反应。Bonenfant 等[ 15] 将2 株无

毒力的热敏感肠毒素株 LTR72 和LTK63 作为佐剂 , 分别联

合弓形虫SAG1 蛋白经黏膜途径免疫CBA/ J 鼠 , 产生了高水

平IgA 和IgG 抗体, 并且可使脑内包囊数量减少。

3 .3  核酸疫苗 核酸疫苗又称为基因疫苗或通称为 DNA

疫苗 , 是于20 世纪90 年代初发展起来的一项新兴技术, 它

是继病原体疫苗、亚单位疫苗之后的第3 代疫苗。其基本

思想是将编码位于真核表达调控元件下的抗原基因的质粒

DNA( 或 RNA) 直接注射至机体局部组织( 如肌肉、脾脏、黏

膜等) , 质粒DNA 在机体局部表达相应抗原蛋白 , 并以类似

自然感染的方式提呈抗原 , 从而全面地诱导特异性体液和

细胞免疫应答[ 16] 。与传统疫苗相比, 核酸疫苗具有独特的

优势和潜能: ①能够激发机体全面的免疫应答 , 其保守抗原

的保护性免疫应答对不同亚型的病原体具有交叉抵抗作

用; ②能联合免疫 , 即可将编码不同抗原的基因构建在同一

质粒中, 或将不同抗原基因的多种重组质粒联合应用 , 制备

多价核酸疫苗 ; ③核酸疫苗表达的抗原接近天然构象 , 抗原

性强 , 因此免疫效果好 , 免疫应答持久 ; ④不存在减毒活疫

苗毒力回升的危险 , 且能引起CTL 应答; ⑤核酸疫苗既有预

防作用, 也有治疗作用 ; ⑥制备方便 , 成本低廉, 便于贮藏

和运输。目前, 核酸疫苗已在疟疾[ 17] 、利什曼病[ 18] 等寄生

虫病的防治中得到试验和应用。在弓形虫核酸疫苗研究方

面, 以SAG1 基因为基础构建的 DNA 疫苗已在小鼠等动物

体内进行了研究。Angus 等[ 19] 构建了PCMVTOXO 重组质粒

对小鼠进行了免疫 , 获得一定的免疫力和保护力 ; Nielsen

等[ 20] 构建了pLTPASAGA 质粒, 可使80 % ～100 % 的免疫小

鼠获得抵抗弓形虫 RH 株致死性攻击的保护力。以致密颗

粒抗原基因GRA1 [ 21] 、GRA4 [ 22] 构建的DNA 疫苗在小鼠体内

的研究中亦获得了抗弓形虫感染的保护性。此后, 人们又

以多价核酸疫苗作为研究重点 , Vercammen 等[ 23] 将编码

GRA1 、GRA2 以及 ROP2 基因的质粒免疫小鼠, 结果产生了

部分免 疫保护性 ; Fachado 等[ 24] 将编码 P30ROP2 基因的

pcDNA3 质粒免疫小鼠, 获得了持久的抗弓形虫感染的保护

力; Mohamed 等[ 25] 将编码弓形虫热激蛋白( HSP70) 基因的质

粒pME18100 免疫小鼠, 结果显示其能明显降低体内感染弓

形虫的数量, 且此疫苗的疗效能维持3 个多月, 同编码弓形

虫SAG1 基因的质粒免疫小鼠相比较, 其保护性效果更加显

著。陈海峰等[ 26] 将 p30- ROP1 复合基因在体外连接后 , 制

备真核表达质粒免疫小鼠, 结果显示 : 能够同时激发机体的

体液免疫和细胞免疫应答, 有效地拮抗了弓形虫的感染。

Saito 等[ 27] 将编码SAG1 抗原的质粒使用基因枪对小鼠进行

皮内注射, 随后对接种处的皮肤进行同种异体移植 , 结果

表明 : 其能够刺激机体产生治疗性蛋白, 有效地抵抗弓形虫

致死性攻击。然而此种基因疫苗有效性的分子基础还不清

楚, 有待于进一步深入研究。Mevelec 等[ 28] 对抗弓形虫病多

价疫苗进行了研究 , 选择了刚第弓形虫的2 个抗原SAG1 和

GRA4 , 研究表明: 表达 GRA4( pGRA4) 或SAG1( pSAG1mut) 的

质粒 DNA 疫苗免疫敏感的 C57BL/ 6 小鼠, 用口服76K 型II

株弓形虫包囊感染, 可明显降低死亡率 , 存活率达到62 % ;

如用pGRA4 和pSAG1 mut 联合免疫 , 保护率可提高到75 % ;

如果用编码GM- CSF 的质粒联合免疫 , 存活率可达到87 % 。

给Swiss OF1 小鼠口服编码 GM- CSF 的质粒疫苗可明显阻碍

大脑包囊的形成 , 与对照组相比具有明显高的存活率。研

究表明: 被保护小鼠明显形成了对先天性弓形虫的SAG1 和
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GRA4 抗原的特异性的体液和细胞Th1 的反应。因此认为,

用抗原( SAG1 and GRA4) 和细胞因子( GM- CSF) 联合制备的

多价疫苗可以提高对弓形虫病的保护。Yang P L 等[ 29] 通过

PCR 方法扩增了 MEG 基因 , 并克隆到pET32a 原核表达载体

上, 成功地 构建了 pET32a- MEG. 质 粒载体 , 转入 到 BL21

( DE3) 细菌中进行表达, 用 SDS- PAGE 和 Western blotting 进

行鉴定, 结果表明: 该蛋白的分子量是31 000 , 通过用感染

B36 和 RH 弓形虫株的小鼠的抗血清分别进行识别。证明

这个重组的多肽抗原具有良好的抗原性, 并在弓形虫病的

诊断和疫苗开发方面具有潜在的应用价值。

弓形虫核酸疫苗的研究已取得了比较可喜的成绩, 但

是核酸疫苗的应用还存在着不少问题 , 主要是其安全性问

题限制了在人体上的应用。如质粒 DNA 是否会整合到宿

主基因组中 , 造成插入突变而导致体内癌基因的活化或抑

癌基因的失活; 抗体在机体内的长期表达是否对免疫系统

产生影响, 导致宿主的免疫耐受或自身免疫反应 ; 将质粒

DNA 注入机体后抗原基因的表达调控等, 这些都是核酸疫

苗在实际应用中迫切需要解决的问题。
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