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弓形虫株毒力差异的分子机制
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　　目前认为全球分布的刚地弓形虫是弓形虫属唯

一的一个种可分为强毒株和弱毒株。M ak ioka 等发

现强毒株 RH 株的DNA 聚合酶活性要比弱毒株

M E49株高很多[ 1 ] , 这说明虫株间毒力差异是有其分

子机制的。然而, 究竟是什么决定了虫株的毒力?

　　近年来, 学者们利用免疫学和分子生物学手段,

如同工酶谱、限制性片段长度多态性 (rest rict ion

fragm en t leng th po lym o rph ism R FL P)、随机扩增

多态性DNA 2聚合酶链式反应 ( random am p lif ied

po lym o rph ic DNA 2po lym erase cha in react ion,

RA PD 2PCR ) 等, 试图阐明虫体基因型与毒力表型

之间的关系, 现就这些方面的研究进展进行综述。

同工酶谱分析

　　D arde 等[ 2 ]根据聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳

的磷酸葡萄糖异构酶 ( g luco se pho sphate iso2
m erase, GP I)、淀粉酶 (am ylase, AM Y)、谷胱甘

肽还原酶 (g lu ta th ione reductase, GSR )、天冬氨酸

转氨酶 (asparta te am ino tran sferase, A SA T )、丙酰

酯酶 (p rop ionyl esterase, PE ) 和酸性磷酸酯酶

(acid pho sphatase, A CP) 等6种同工酶酶谱, 将35

株弓形虫分为5组。第1、2、3组与D arde 等[ 3 ]报道的

相同, 使用酶数量的增加并未改变对分离株的分类。

第1组属É 型酶谱, 有包括RH 株在内的6个强毒株,

不能产生卵囊; 第2组的20株属Ê 型酶谱, 其中

A SA T 和 GSR 与É 型酶谱不同, 导致小鼠慢性感

染, 可以产生卵囊, 某些株经长期传代后, 可引起

小鼠急性感染; 第3组的4株都引起小鼠的慢性感染;

第4组的4株都可产生卵囊, 其中3株引起小鼠慢性感

染, 1株引起小鼠急性感染; 第5组酶谱只有1株强毒

株。

　　第1组中, 所有分离株都是强毒株, 都丧失了有

性生殖能力, 在自然界中只能靠在中间宿主中来保

存, 从而限制了它们在自然界中的分布。其它组的大

多数分离株, 在小鼠中先引起慢性感染, 即使某些

分离株的致病力经传代后会增加, 而引起小鼠急性

或亚急性感染, 但这些组虫株引起的急性感染与第

1组不同, 受染小鼠腹水中, 速殖子较少而炎症细胞

较多。并且, 第4组中引起急性感染的分离株EL G 株

仍能产生卵囊。在所调查的35株中超过半数的分离

株属于第2组 (共20株) , 包括了来自英、美、法等

国的分离株。35株中24株分离自人, 每组谱型都有。

这说明没有哪一种酶谱是区域特异性或种属特异

性。第4组酶谱型中既有来自致命的先天性弓形虫病

的分离株, 也有来自无症状先天性弓形虫病和艾滋

病并发弓形虫脑炎的分离株, 在酶谱型和人弓形虫

病的临床表现中未发现明显的相关性。

R FL P 分析

　　　　Sib ley 等对五大洲28株弓形虫分布在各染

色体上的9个主要位点作R FL P 分析, 发现10个强

毒株的基因型惊人的一致, 而弱毒株基因型呈一定

的多态性。说明尽管经过全球广泛传播和有性生殖

循环, 由同一无性系起源的强毒株始终保持了遗传

的同一性[ 4 ]。

　　How e 等[ 5 ]的研究发展了上述观点。他对来自

欧洲和北美的106个流行病学上无关联的分离株, 用

R FL P 分析6个主要位点的等位基因类型, 发现大多

数虫株是3种极相似的基因型中的一种。许多自不同

宿主和不同地区分离的虫株, 有相同的基因型。É、

Ê 和Ë 型分别有15、50和24个分离株 (分别对应于

同工酶谱É 型, Ê 和Ì 复合型, Í 型) , 余为复合基

因型。其中, É 型株与人体先天性弓形虫病的关系显

著, É 型株在先天性弓形虫病人中出现频率显著高

于感染动物。É 型株都是强毒株, 在鼠模型中, 该株

毒性极大, 产生高度虫血症, 可使经胎盘传播的危

险性增加; Ê 型株与慢性感染激活关系明显, 占艾

滋病患者的65% ; 并使模型鼠产生高负荷的包囊; Ë
型株在动物体内的出现频率高于艾滋病和非艾滋病

患者。在人弓形虫病中, 病情严重程度似乎受虫体基

因型影响。因此, 作者认为弓形虫具有特殊的无性系

种群结构, 大于95% 以上的分离株为3型不同无性系

的生物体。但同型株之间也有遗传差异。即使各无性

系间在这6个位点上的等位基因类型有明显差别, 弓

形虫各株间最大遗传差异仍较低 (小于1% )。与É 型
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相比, 呈弱毒株表型的Ê 型和Ë 型间遗传距离更近,

它们有一共同的祖先[ 5 ]。

RAPD -PCR 分析

　　Guo 等[ 6 ]用 RA PD 2PCR 分析了11个不同毒力

虫株的遗传多样性, 发现当用引物B 5扩增时, 有1条

DNA 带仅在弱毒株中出现。根据用7个随机引物扩

增弓形虫基因组DNA 的结果, 用不同的系统学方

法建立的弓形虫种内树状关系图, 都可将这11株分

成两组, 一组由6个强毒株构成, 另一组由5个弱毒

株构成[ 6 ]。

　　最近 Guo 等[ 7 ] 用18个随机引物进行 RA PD 2
PCR 分析时, 发现至少有4个引物产生的DNA 片段

可将35个分离株分为强毒株基因型和弱毒株基因型

两种。引物B 12产生243 bp 的强毒株特异性片段, 引

物B 5、C8和C20分别产生1 792 bp、395 bp 和442 bp

的弱毒株特异性片段。对这4个引物做同源性分析,

揭示4个引物与任何已知序列都不相似。用不同的系

统学方法所建立的种内遗传关系图是完全一致的,

都将这35株分成与毒力相关的两个无性系: 一组由

17个强毒株构成, 平均遗传距离为01105; 另一组由

剩余18个弱毒株构成, 平均遗传距离为01121。同一

无性系内遗传多样性无显著差异 (P > 0105) , 两无

性系间的平均遗传距离为01349, 系间的遗传多样性

显著高于系内的 (P < 0105)。说明弓形虫的确由两

个与毒力相关的无性系组成, 很可能这两个无性系

自起初分离后已分支演化。弓形虫种群明显的连锁

不平衡不能用地理分离或选择压力来解释。Guo 等

认为是生殖周期长期选择的结果[ 7 ]。

强毒株与弱毒株的株特异性抗原

　　W are 等[ 8 ]描述了弓形虫虫株间具有特异性抗

原。Gro ss 等[ 9 ]用免疫荧光和免疫杂交的方法, 发现

单抗5B 10只识别强毒株RH 株和BK 株上的23 kD a

膜抗原。在弱毒株上检测不到这种23 kD a 的膜抗

原。作者认为这种23 kD a 的膜抗原是强毒株特异性

抗原。

　　在 Gro ss[ 10 ]研究的基础上, Parm ley [ 11 ]的研究

发现23 kD a 膜抗原正是表面抗原 P22 (su rface an t i2
gen2, SA G2)。他用4种抗 P22的单抗 (包括5B 10) 对

25株弓形虫 (4株强毒株, 21株弱毒株) 进行免疫杂

交, 其中12个虫株可被这4种单抗全部识别, 其余13

株 (全部是弱毒株) 均不能识别, 测序证实这13株

表达的是改变了的 P22, 包括5个核苷酸的替换和1

个三联密码子 GGT 的插入。对 P22、弓形虫主要表

面抗原1 (su rface an t igen1, SA G1) 和850 (位于V

号染色体上的未知编码功能的单拷贝基因) 3个基因

位点的联合分析, 将这25株分成3组, A 组 (4个强

毒株) 和C 组 (8个弱毒株) 表达的 P22是等位基因

1型, 可被这4种单抗全部识别, B 组 (13个弱毒株)

表达的是改变了的 P22, 是2型等位基因, 4种单抗均

不能识别。可见, 由于抗 P22的单抗不能区分A 组

和C 组虫株, 所以 P22不能作为强毒株的特异性抗

原。

　　Bohne 等[ 10 ] 发现抗27 kD a 胞浆抗原的单抗

TB 6G5只与8个弱毒株反应, 不与强毒株RH 株和

BK 株反应。这种27 kD a 抗原在速殖子和缓殖子中

都表达。据此, 作者认为这个27 kD a 的胞浆蛋白是

弱毒株特异性抗原[ 10 ]。

毒力相关蛋白

　　热休克蛋白 (hea t shock p ro tein, H SP ) 和

SA G1是研究较多的与弓形虫虫株毒力有关的蛋

白。

1　热休克蛋白是在包括感染等各种压力环境下细

胞产生的用于保持细胞功能的一组高度保守的多

肽。N agasaw a 等[ 12 ]用抗分支杆菌 H SP65的单抗在

被弱毒株Beverley 株感染的小鼠腹腔巨噬细胞中

检测到65 kD a H SP 的存在, 在强毒株RH 株感染小

鼠中却没测到这种65 kD a H SP, 并且在对强毒株和

致死剂量弱毒株感染获得抗性的小鼠中都有这种65

kD a H SP 的存在。表明 H SP s 在体内形成抗弓形虫

感染的有效防御中起重要作用。

　　L yon s 等[ 13 ]对弓形虫3个强毒株 (RH、EN T 和

P 株) 和3个弱毒株 (Beverley、M E 和 Fukaya 株) 表

达的热休克蛋白作了进一步研究。与N agasaw a 的

报道不同, 强、弱毒株感染小鼠后, 鼠巨噬细胞均

表达出H SP65, 弱毒株的表达远强于强毒株。这可

能是由于采用了 ECL 检测系统而提高了敏感性所

致。体内试验仅在强毒株中测到高水平的H SP70,

弱毒株中H SP70表达量很低。所有虫株的体内、外

试验都有65 kD a 蛋白, 这种蛋白与H SP70有一个共

同的抗原决定簇, 目前还不清楚它是否为H SP70类

成员。他们假设: 弓形虫强毒株由免疫应答所诱导的

H SP70的表达可能为这些虫株提供了抗细胞损伤的

保护作用, 增强其在宿主巨嗜细胞中生存和繁殖的

能力, 而弱毒株则发育成包囊或被宿主的免疫系统

消灭。
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2　Parm ley 等[ 11 ]和 Sib ley 等[ 4 ]分别发现 SA G1基

因等位基因1型与弓形虫强毒株相关。W indeck

等[ 14 ]研究发现强毒株中 SA G1基因启动子上游的5

个27 bp 的重复顺序, 在弱毒株里只重复4次, 并且

强毒株里 SA G1的表达水平是弱毒株的4倍。由于胞

外的速殖子更易受到免疫系统的攻击, 快速侵入细

胞内对虫体是至关重要的。SA G1在细胞附着和入

侵中起重要作用, 由于它在强毒株中的稳定状态的

高水平表达, 所以 SA G1可能是弓形虫毒力的一个

决定因子[ 14 ]。

　　R inder[ 15 ]检测了9株弓形虫 SA G1基因3’端315

bp (包括98编码区及相邻的217非编码区) 中的5个

多态性位点, 发现有3个与致病性相关。1个多态性位

点将强毒株与弱毒株联系起来。

　　How e 等[ 16 ]发现他分离到的3个天然重组株, 虽

都是 SA G1等位基因1型, 并且除了在第Í、Ð 和Ñ
号染色体末端, ROD 株和 G6222M 株基因型几乎完

全一致, 都是典型的属于弱毒株的Ë 型基因型, 但

ROD 株却是强毒株, 而G6222M、P89是弱毒株, 这

说明仅靠 SA G1等位基因1型并不能完全确定强毒

株的表型。在 SA G1基因启始密码子上游, 第2个开

放阅读框之后有5处碱基变化 (分别命名为 F1和

R 12R 4) , 其中在 F1、R 1和 R 3处的变化将 RH 和

ROD 这两个强毒株与 G6222M、P89、CEP 和 PL K

这些弱毒株区分开来。R 3处碱基的改变产生了

PVU Ê 酶限制性片段的多态性。16株弱毒株 (基因

型为Ê 型或Ë 型) 都没有这个 PVU Ê 酶的限制性位

点, 而19株强毒株 (基因型为É 型) 中18株都有这

个 PVU Ê 限制性位点。虽然这5处碱基变化位于非

编码区, 对表型不可能有直接作用, 但至少说明在

Ð 号染色体末端存在毒力表型的决定子[ 16 ]。

　　目前, 唯一定性的毒力因子是入侵增强因子

(penetra t ing enhancing facto r, PEF) , 它位于虫体

前部, 是66 kD a 的分泌抗原[ 9 ]。

毒力与进化

　　L u ton 等[ 17 ]对8株弓形虫18SRNA 基因顺序的

分析由于异质性太低未能建立株之间的联系。

Shaw [ 18 ]发现20株弓形虫的内转录间隔区É 是相同

的, 表明弓形虫强毒株与弱毒株这两个无性系进化

时间相对较晚, 所以往往是通过对大量虫株的大量

位点分析才能建立株之间的正确联系。由于虫株在

不断地进化, 现在的毒力表型可能并未反映起初分

离时的表型[ 18 ]。

　　从人和动物刚分离的虫株毒力较弱, 经过传代

后, 毒力提高[ 19 ]。

　　有些弱毒株, 经多次传代后会引起小鼠急性感

染。但研究证实, 对大多数虫株来说, 毒力与实验室

传代频率无关。即使经多次传代后, 其强毒株或弱毒

株的表型也不会发生改变[ 4, 5 ]。

　　弓形虫在自然环境中主要是无性繁殖[ 20 ]。从存

在两个无性系角度来考虑弓形虫种, 就可以解释强、

弱毒株的许多不同点。大多数强毒株较少产生组织

包囊或卵囊, 而弱毒株却不是。在自然环境下两个无

性系的虫株甚至连生活周期都不相同。已知在弓形

虫种内确实存在生活周期的不同, 这符合分类学上

对种的某些描述[ 21 ] , T ibayrenc[ 20 ]提出刚地弓形虫

的强毒株系可能是一个种。

　　在自然界中, 有性循环在弱毒株繁殖中的作用

尚不清楚。尽管在实验室通过同时摄入两种虫株的

包囊, 实现了弱毒株间的有性重组, 但这种情况在

自然界是非常少见的。即使有, 先摄入的包囊引起的

免疫, 往往减少第 2种卵囊的排出。虽然在猫肠上皮

细胞存在有性周期, 但在自然界中无性繁殖最为普

遍, 从而使弱毒株得以保持自己的无性系。

　　上述研究表明, 弓形虫株的遗传多样性决定了

虫株间毒力的差异。它既决定了小鼠的急性感染与

慢性感染, 在一定程度上也决定了人弓形虫病的类

型。弓形虫毒力差异的分子决定机制相当复杂, 它不

是由单一的基因或蛋白所决定, 而是由许多基因和

蛋白共同参与相互作用的结果。但究竟是哪些基因

和蛋白与毒力有关以及其作用机制, 目前尚不清楚。

随着分子生物学新技术和动物模型的应用以及人们

对弓形虫毒力研究的广泛与深入, 弓形虫株毒力差

异的分子机制, 在不久的将来, 可望得到深入的揭

示。
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云南省西双版纳勐滩河沿岸疟疾调查
云南省疟疾防治研究所　思茅　665000　李兴亮　杨沧江　李宗惠

　　为了解勐滩河岸疟疾的流行程度, 1994年7月～ 10月对

红江和批沙村的当地居民 (以下简称居民) , 贺兰东5个队的

新垦区垦殖农民 (以下简称垦民) 以及垦区发热病人进行了

血片检查和血清学调查。同时作脾肿、死亡情况、社会经济及

防治情况等调查。

　　方　法

　　采耳垂血、涂制厚血片、薄血片和镜检疟原虫, 同时制

作滤纸干血滴, 作间接荧光抗体试验 ( IFA ) , 用云南省疟疾

防治研究所制作的食蟹猴疟原虫抗原片及羊抗人 IgG 荧光

抗体, 用O lympus 荧光显微镜观察结果。

　　结果与讨论

　　血检和间接荧光抗体试验结果见表1。经 ς 2检验, 两者间

差别具有极显著性意义 (ς 2= 286192, P < 0101)。由表1可见

垦民用上述两种方法检查, 小于15岁与大于15岁的检出率间

的差别无显著意义 (ς 2
血检= 1113, ς2

IFA = 1108, 其 P 值均>

0105)。而居民中小于15岁与大于15岁人群的检出率间的差

别具有显著意义 (ς2
血检= 7194, ς2

IFA = 5192, 其 P 值均<

0105)。垦民以感染恶性疟为主, 而居民则均为间日疟, 表明

垦民区的疟疾流行程度高于居民区。7月～ 10月, 垦民中发热

病人的疟原虫检出率为3212% (127ö394) , 而抗体阳性率达

8816% (327ö369)。上述结果均与普查疟原虫检出率和抗体

阳性率一致。

表　1　垦民和居民疟原虫检出与抗体阳性率

人群 年龄
(岁)

疟原虫血检

检查
人数

阳性例数

恶性疟 间日疟 合计
阳性率

(% )

间接荧光抗体试验

检查
例数

阳性
例数

阳性率
(% ) GM RT

垦民 < 15 85 12 1 13 1513 83 71 8515 10119

> 15 163 26 8 34 2019 156 125 8011 7511

居民 < 15 85 - 4 4 417 85 36 4214 2010

> 15 44 - 9 9 2014 43 28 6511 4314

　　勐滩河系澜沧江支流, 位于西双版纳景洪市的中缅边

境, 原属高度疟疾流行区。沿河岸地区, 现有7个村3 190人。

1992年～ 1994年, 先后从景谷、澜沧、普洱和墨江等县贫困无

疟区或低疟区, 迁入12户农民垦殖队共703人, 从事开发种植

依兰、橡胶和香茅等热带经济作物。垦民住房均为竹篱草顶

的简陋棚屋。当地居民均为哈尼族, 住房多为木板墙瓦顶房。

调查65户垦民除部分养有少量猪, 人均013头 (91ö299) 外, 无

养牛者。当地居民中人均有牛 014头 (136ö315) , 猪 113头

(421ö315) , 垦民和居民人均拥有蚊帐分别为014顶 (107ö
299) 和013顶。抽查的两个居民村, 于当年6月以 DD T 加

DDV P 进行1次灭蚊喷洒, 8月以防疟2号片预防服药1次, 服

药率为3312% (85ö256)。调查结果表明, 勐滩河沿岸疟疾呈

不同程度流行, 垦区疟疾流行程度高于居民区。同时, 人群中

配子体携带者不断增多。当地主要媒介为微小按蚊, 该蚊占

人房总捕获蚊数的5510% (105ö191) , 由此而形成疟疾的高

度传播状态。虽开展了一些疟疾防治工作, 但近年来疟疾发

病仍呈现回升趋势, 应加强对疟疾的监测。
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