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摘要  综述了诊断弓形虫病的方法 , 包括血清学试验、核酸检测( 如PCR) 、组织学检测寄生虫和/ 或其抗原( 如免疫过氧化酶染色) 或组
织分离。其他较少使用的方法包括细胞培养、动物接种、弓形虫皮肤试验和抗原特异性淋巴细胞转化试验。论述了细胞培养、动物接
种、血清学方法和核酸检测方法检测弓形虫的研究进展。
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Abstract  The method of diagnosing toxoplasma gondii was summarized ,including serological test ,nucleic acid detection (such as PCR) ,histological de-
tection of parasites and / or its antigen( such as i mmunization peroxidase stain) or organization separation .Other methods include cell culture ,ani mal inoc-
ulation,toxoplasma skintest and antigen-specific lymphocyte transformationtest .The study progress of cell culture ,ani mal vacci nation ,serology method and
nucleic acid detection methods for detection of toxoplasma gondii was reviewed .
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  弓形虫, 又称弓形体( Toxoplasma gondii ,TOX) , 属原生动

物门( Protozoa) 、孢子虫纲( Class sporozoasida) , 是一种专性细胞

内寄生虫, 为一种人畜共患病, 可寄生于除红细胞外的所有

有核细胞内, 呈全球性分布, 特别集中于温暖、潮湿和低海拔

区域, 估计全世界有1/ 3 的人感染此病原体, 由于它主要引

起机会性感染, 孕妇和免疫功能缺陷者感染严重。由于弓形

虫的高度感染率及它与围产医学、优生优育学和艾滋病等以

及畜牧业有密切关系, 因此, 对其有效地诊断显得尤为重要。

1  病原学诊断

1 .1 组织学诊断 组织切片或体液涂片( 如脑脊液、羊水或

支气管灌洗液) 查找弓形虫速殖子可以诊断弓形虫的急性感

染。但在传统染色的组织切片中查找速殖子较为困难 , 使用

弓形虫抗血清的过氧化物免疫酶标记法被证明具有良好的

敏感性和特异性 , 能够成功检测到 AIDS 患者中枢神经系统

( CNS) 中弓形虫的存在。免疫过氧化物酶法也适用于未固定

或用福尔马林固定的石蜡组织切片[ 1] 。此外 , 还可通过对脑

脊液的离心沉淀或组织进行瑞氏- 吉姆萨染色涂片镜检。

对炎症灶邻近的组织囊肿用上述方法检查可进行急性感染

和潜伏感染的诊断。

1 .2  动物实验和细胞培养法  动物接种是一种最为经典、

能直接确认病原体存在的方法。孙新分别用小鼠腹腔接种

和THP - 1 细胞培养的方法对30 例孕妇羊水进行病原分离

比较,2 组共分离出6 株弓形虫, 提示细胞培养可作为先天性

弓形虫病早期病原诊断的可行性方法[ 2] 。Chai 等成功地从1

例眼弓形虫病患者血液中分离出弓形虫, 成功传代1 年以

上, 并进行动物腹腔接种[ 3] 。虽然这2 种方法结果可靠, 但

敏感性低、耗时、易漏诊和难于实际操作。

1 .3 生活史调查 弓形虫的整个发育过程需要两个宿主 ,

猫科动物如家猫为终末宿主, 在终末宿主肠上皮细胞内进行

无性繁殖, 而有性繁殖只限于猫小肠上皮细胞内, 有性繁殖

即可在小肠上皮细胞也可在其他组织器官内进行。弓形虫

对中间宿主的选择性不强, 无论哺乳类、鸟类和人都可作为

中间宿主, 猫既可作为终末宿主又可作为中间宿主。

2  免疫学诊断

2 .1  美蓝染色试验( DT)  由Sabin 和 Feldnlan 首创, 是一种

弓形虫感染的独特血清学技术, 根据抗体效价可区分感染时

期, 其特异性强、敏感性好已被普遍公认。但要活虫参与试

验, 由于在实际应用时不易操作, 国内几乎不再采用。

2 .2 酶免疫技术( EIA)

2 .2 .1  间接荧光抗体试验( Indirect fluorescence antibodytest ,

IFAT) 。IFAT 有较高的敏感性、特异性和重复性 , 可用于测定

IgM 和IgG 抗体。IgM 出现较早( 感染后第7 ～8 天) , 持续数

周至数月 , 偶有数年者。如果IgM 水平升高 , 提示近期感染。

Miller 等采用IFAT 法检测经免疫组化和病原学分离的28 例

阳性和46 例阴性者的血清, 发现其敏感性达96 .4 % 、特异性

为67 .3 % [ 4] 。但试验结果需用荧光显微镜观察, 限制了该法

的广泛应用。IFAT 法可检测血清中的抗体, 也可检测组织内

的虫体。但有抗核抗体的动物可出现假阳性, 结果判定尚需

有经验的人员, 有一定的主观性。

2 .2.2 酶联免疫吸附试验( Enzyme linkedi mmunosorbent assay ,

ELISA) 。可检测抗弓形虫IgM、IgA、IgG、IgE 抗体及 Cag 抗原

( 循环抗原) 。Carlier 等对ELISA 和其他血清学方法诊断弓形

虫病进行评价, 认为该法是检测弓形虫抗体的一种可重复的

方法, 易自动化和标准化[ 5] 。与染色试验( DT) 符合率高 , 且

敏感性强。近年来随着分子生物学技术的应用, 重组抗原取

代天然抗原作为诊断抗原, 省去抗原制备的繁琐过程, 从而

达到经济、特异和安全的目的, 使血清学方法有了更广泛的

应用前景。国外许多实验室也有用重组抗原诊断弓形虫病

的报道, 如Lecordier 等用重组的致密颗粒抗原( Dense granule

antigen,GRA) , GRA1 和 GRA6 作为诊断用抗原, 取得良好效

果[ 6] 。国内贾雪梅等也建立了 GRA1 基因的体外扩增方法。

进一步研究发现 GRA1 与 GRA6- Nt 联合应用可使敏感性达

98 % ,GST- GRA6- Nt 与 GRA1 联合采用 ELISA 法可用于弓形

虫病的血清学诊断[ 7] 。

2 .2.3  亲和素- 生物素—酶联免疫吸附试验( ABC- ELISA) 。

同ELISA 相比, 该法优点更为明显。ABC- ELISA 的基本原理
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是通过亲和素对生物的高度亲合力, 与导入生物素的酶分子

密切结合, 产生多极放大作用。国内外资料显示,ABC- ELISA

比ELISA 法的敏感性高3 ～8 倍, 且该法显色更为清晰, 能减

少假阳性率, 为弓形虫微量抗原/ 抗体的检测开辟了新路。

2 .2 .4 免疫吸附凝集试验( Immunoadsorption agglutina-tion as-

say ,ISAGA) 。该法整合了抗体捕获法和凝集试验方法。张

述义等报道了检测弓形虫病IgM 抗体免疫吸附凝集试验, 共

检测孕妇44 例, 总符合率为93 .2 % ,ISAGA 的滴度较玻片

EIA 高18 倍[ 8] 。用 WHO 国际生物标准化实验室提供的抗弓

形虫患者血清定量测得其灵敏度为0 .08 IU/ ml , 且具有敏感

性高、特异性强、操作简便等优点。

2 .2 .5 抗体亲和度( Avidity) 的酶联免疫吸附试验。抗体亲

和度指抗原、抗体间结合的强度。IgG 亲和度试验可用于确

认既往或新近感染。原理是基于测量特异抗弓形虫IgG 抗

体亲和度( 功能亲和力) 。在免疫刺激的演变中, 抗体亲和力

水平在数周或数月内累积提高 ,IgG 亲和力水平的提高源于

抗原驱使B 细胞的选择处理[ 9] , 结果导致抗原- 抗体结合位

点的补充。抗体与抗原的紧密结合是通过化学力如氢键、静

电力和范德华力来维系。在抗弓形虫-IgG 抗体亲和度的酶

联免疫吸附试验中 , 尿素或其他的蛋白变性剂可用来拆分抗

原- 抗体复合物。滴度不但反映尿素抵抗和总IgG, 而且还

可通过检测未处理过的尿素和样品的光密度( OD 值) 比值来

定量。这种方法最初由芬兰的 Hedman 等使用, 可用于确认

患者的感染是发生在4 ～5 个月前[ 10] 。这对于怀孕动物最初

的抗弓形虫IgG 和IgM 阳性试验十分有用。但是, 亲和度试

验不能单独作为确证实验, 目前尚无任何亲和度试验被美国

FDA 批准通过[ 11] 。

2 .2 .6 免疫印迹技术(i mmunity blotting test ,IBT) 。又称 West-

ern 印迹试验, 是以聚丙烯酰胺凝胶电泳、转移电泳、固相酶

免疫试验联合应用的实验新技术。母- 婴配对的IgG 和IgM

蛋白印迹试验是较为敏感的一种诊断先天性弓形虫病的新

技术。血清学诊断新生儿先天性弓形虫病通常是检测婴儿

血清IgM 或IgA 抗体。母亲的IgG 可以传给胎儿 , 因而即使

婴儿血清中检出IgG 也不能作出诊断。而母体的IgM 和/ 或

IgA 也可能在分娩的过程中通过子宫传递给婴儿。由于IgM

和IgA 的半衰期相对短暂, 对于IgM 阳性结果一般必须在2

～4 d 后复查, 而IgA 阳性者须在10 d 后复查。此外在新生

儿期, 一些先天性弓形虫病新生儿可能IgM 或IgA 或2 者同

时阴性。Rilling 等报道用母- 婴配对的IgG 和IgM 蛋白印迹

试验检测175 例婴儿, 达到67 %( 出生时) 敏感度和96 % 特异

度[ 12] 。当与其他血清学方法组合使用 , 敏感性可达78 %( 出

生时) 、85 %( 生后3 月内) 。整合传统的血清学方法, 蛋白印

迹可于3 个月内检测到94 % 的先天性感染。IBT 可望成为高

度敏感和特异的诊断弓形虫病和区别感染期的有效方

法[ 13 - 14] 。

2 .3 免疫金银染色法  由电镜示踪技术发展而来的一种极

为敏感、特异的细胞化学和免疫组化技术。张阳根等用该法

检测弓形虫抗体获得了满意效果, 且与IFAT 法比较, 结果2

法测得值高度一致[ 15] 。

2 .4  乳胶凝集试验( LAT)  以胶乳微粒作为载体的凝集反

应。陈雅堂等用LAT 法检测672 份育龄妇女血清弓形虫抗

体, 阳性率为3 .1 % [ 16] 。该法有较好的敏感性和特异性 , 方

法简便 , 判断结果快速, 适于现场应用。

3  核酸检测

3 .1  核酸分子杂交( Nucleic acid hybridization)  Angel 等用

ABGTg7 标记的探针点杂交检测急性弓形虫脑炎患者的

DNA, 敏感度为66 .7 % [ 17] 。Blanco 等用限制性内切酶 HpaII

切割弓形虫 DNA 得到一些重复的 DNA 片段, 通过点杂交

pTg4 可以检测80 pg 的弓形虫 DNA[ 18] 。Gajadhar 等用32P 标

记的20 个碱基的寡核苷酸探针检测SSUr RNA, 也达到1 ng

的检测水平[ 19] 。国内夏爱娣等首次应用 DNA 探针进行弓形

虫病的病原检测, 用32P 标记弓形虫DNA 与无脑儿、脑积水及

死胎标本的DNA 进行分子杂交, 结果7 例中5 例阳性[ 20] 。

3 .2  聚合酶链反应( Polymerase chain reaction ,PCR)  PCR 是

一种非常敏感、特异、高效、快速的检测方法, 但检测结果的

可信度不足 , 在提高特异性方面, 除了引物扩增靶基因特异

及选择最优化的扩增条件外, 还可通过“热启动”来减少引物

的非特异性结合。由于PCR 的高丰度, 携带污染是造成PCR

假阳性的主要原因。这可通过设立阴性对照来查明, 也可使

用dUTP/ UDG 酶法消除。对于假阴性, 可能是存在PCR 抑制

物, 可通过同时扩增内部阳性对照( Internal positive control ,

IPC) 来避免。通过PCR 检测寄生虫 DNA 被认为是提高诊

断, 特别是产前先天性弓形虫病的可靠方法[ 21 - 22] 。

3 .2 .1  引物。常用的引物靶基因有 B1 基因、P30( SAG1) 基

因和18 s rDNA, 均为所有弓形虫株里高度保守的 DNA 基

因[ 23] 。Ramzan 等针对这3 个基因分别用前人已经使用过的

引物, 用同时对水及弓形虫感染者的眼房水进行扩增, 结果

发现B1 基因能够检测到50 fg( 近似为1 个速殖子) 弓形虫的

量, 而P30 和rDNA 引物的敏感性均低于 B1 基因 , 由此认为

B1 基因最为敏感和特异 , 可作为弓形虫检测的理想目的

基因[ 24] 。

3 .2.2 PCR 类型。

3 .2 .2 .1  传统 PCR( Conventional PCR) 。1989 年美国斯坦福

大学医学院Burg 等首先以弓形虫拷贝的 B1 基因为靶基因 ,

建立了弓形虫的 PCR 检测技术, 可达到在1 ×105 个人类细

胞中检测到1 个弓形虫的敏感性[ 23] 。在 Romand 等的研究

中,PCR 对于羊水检测的总体敏感度为64 .0 % , 阴性预测值

为87 .8 % , 而特异度和阳性预测值均为100 % [ 25] 。

3 .2.2.2  巢式PCR( Nested PCR) 。巢式PCR 由于需选用2 对

引物2 次识别靶基因, 并进行2 次扩增, 因此特异性和敏感

性均高于传统 PCR 。国内王胜昌等根据弓形虫 P30 基因序

列设计2 对引物, 分别进行了PCR 1 次扩增和巢式扩增 , 结

果提示巢式扩增比1 次扩增具有更高的敏感性, 用外引物进

行扩增后, 最低可以检测到1 pg 的弓形虫DNA[ 26] 。

3 .2.2.3  实时荧光定量PCR( Real-ti me fluorescence quantitative

polymerase chain reaction ,real-ti me FQ- PCR) 。实时荧光 定量

PCR 为PCR 技术的革命性进展, 可同时对核酸进行扩增及定

量。通过定量分析 DNA 或 RNA 样本的拷贝数, 准确检测出

样品中的基因数目, 在临床上具有重要的意义和应用前景。

对于常规实验室来说最为重要的是, 实时PCR 可从很大程度
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上减少假阳性的发生。由于PCR 产物的检测和数据分析是

整合在实时PCR 仪上, 没有开管的后处理过程, 避免了潜在

的环境污染问题。实时PCR 也提供给临床医生对治疗效果

的评估, 且时间不超过2 h[ 27] 。就技术方法而言,FQ- PCR 最

简单的方法是使用SYBRGreenⅠ染料, 核酸染料缚于双链DNA

时能够极大地增加荧光值。通过分析溶解曲线和荧光数值

就能够对初始模板 DNA 进行定量。对于诊断目的, 确定产

物是最重要的, 通过使用特异的核酸探针来完成 ,PE/ ABI 研

发使用的TaqMan 技术是目前的主流,Lin 等建立了以 B1 基

因的实时定量 PCR 检测弓形虫的方法, 可以检测出含0 .05

个速殖子的标本, 具有高度重复性, 可用于分析包括全血、羊

水、房水等组织在内的临床样品[ 28] 。FQ- PCR 与巢式PCR 比

较, 具有简便、快捷和假阳性低的特点 , 且能够精确得出虫荷

数, 为临床评估提供客观依据。

4  发展与展望

病原学培养和动物接种操作复杂 , 但却是弓形虫检测的

金标准。传统的血清学方法, 在区分现症和既往感染及诊断

免疫缺陷患者方面有缺陷, 但由于操作简单, 仍然是各实验

室的首选方法[ 29] 。现代PCR 方法虽大大改善了弓形虫病的

诊断, 但仍存在很多问题。随着免疫技术的发展及分子生物

学、单克隆抗体[ 30] 的应用 ,DNA 探针的基因诊断 , 将使弓形

虫的检测技术达到简易、微量、快速、准确和经济的目的, 显

著提高了诊断水平 , 对该病的防治要采取预防为主防重于治

的原则 , 采取综合防治的措施。随着高新技术的应用, 将使

弓形虫实验室检测方法达到更高层次。
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