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揖Abstract铱 Objective To determine the kinetics of infection and cyst formation in CD1 mice following oral infec鄄
tion with cyst鄄forming Chinese isolate of Toxoplasma gondii TgCtwh1(genotype China 1, ToxoDB#9). Methods 50 CD1
female mice were obtained from specific pathogen鄄free(SPF) mouse colony in the Vital River Laboratories(VRL)袁 Beijing.
Mice were randomly divided into 10 groups each with 5 mice. All mice but control were peroral gavage infected with 50
cysts (1伊104 bradyzoites) of TgCtwh1 isolate of T. gondii isolated from Wuhan, China. Cysts were isolated from the entire
brain of mice infected with TgCtwh1 by density gradient centrifugation over Fycoll鄄paque plus. Animals were orally inocu鄄
lated with cysts on day zero, and peripheral blood, lymph nodes, heart, liver, and brain of infected mice were collected
on days 2, 4, 7, 10, 14, 21, 35, 50, and 72 post infection. Five mice were sacrificed by cervical dislocation under anes鄄
thesia at each time of collection, and the kinetic distribution was detected by fluorescence quantitative PCR and tissue in鄄
oculation into fresh mice. The cyst formation at various intervals after infection was also observed, as was the number of
the cysts in brains and the cyst鄄forming rate. Results The body weight of the mice lessened 渊3.650依0.252冤 g post oral

刚地弓形虫 China 1基因型成囊株
在小鼠体内的动态分布

揖论著铱文章编号院1000鄄7423渊2012冤鄄03鄄0179鄄05

揖摘要铱 目的 观察流行我国的刚地弓形虫 渊Toxoplasma gondii冤 主要基因型 China 1成囊株在感染小鼠体内的动态
分布和包囊形成遥 方法 采自武汉的猫源性刚地弓形虫株 渊TgCtwh1袁 基因型为 China 1袁 即 ToxoDB#9冤 包囊 50个 渊约
含 1伊104个缓殖子冤 经口感染 SPF级 CD1雌性小鼠 50只袁 于感染后第 2尧 4尧 7尧 10尧 14尧 21尧 35尧 50和 72天袁 分别大
体观察小鼠健康状况并测定体重曰 颈椎脱臼法处死小鼠袁 脑组织压片观察弓形虫包囊形成时间袁 计算成囊率袁 测量包囊直
径曰 荧光定量 PCR和组织接种方法检测弓形虫在血液尧 心尧 肝尧 脑和淋巴结组织中的动态分布遥 结果 实验小鼠感染后

第 7天体重减轻 渊3.650依0.252冤 g曰 第 10天 咱渊1.730依0.017冤 g暂 与第 14天体重差值 咱渊-0.390依0.554冤 g暂 比较袁 有统计学
意义 渊P<0.05冤遥 感染后第 21天袁 在脑组织中查获包囊袁 成囊率为 80%袁 直径为 20~40 滋m曰 至感染后第 35天袁 小鼠成
囊率增为 100%袁 包囊直径为 50~60 滋m遥 感染后第 2天袁 TgCtwh1虫体即出现在血液尧 心尧 肝和淋巴结组织中袁 拷贝数
分别为 3.510依0.152尧 4.100依0.198尧 4.220依0.209和 4.960依0.052袁 感染后第 4 天见于脑组织 渊3.800依0.154冤曰 血液中的虫体
在第 7天达峰值 渊5.240依0.115冤袁 随后逐渐下降袁 至第 35天消失曰 心和脑组织中的虫体分别于第 14天和第 10天达峰
值后 渊5.640依0.214和 5.790依0.060冤 维持相对稳定的水平曰 肝和淋巴组织中的虫体分别于第 7 天和第 10 天达峰值
渊5.310依0.038和 6.200依0.152冤袁 此后虫体逐渐减少袁 至第 50天转阴遥 结论 流行中国的弓形虫 China 1基因型成囊株在
感染小鼠体内虫血症可持续至少 21 d袁 感染后第 21天首次在小鼠脑组织内检测到包囊遥
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infection on day 7, and the weight was progressively decreased between day 10 咱(1.730依0.017) g暂 and day 14 咱(-0.390依0.554) g]
after infection (P<0.05). In the brain tissue, cysts were first observed on day 21 post oral infection and the cyst鄄forming
rate was 80%, and the average diameter of cysts was 20-40 滋m. While on day 35 after infection, the cysts were formed
in all infected mice(cyst鄄forming rate was 100%) and the average diameter was 50-60滋m. In chronicinfection, DNA copies of
parasites were first detected in blood, heart, liver and lymph node at 3.51依0.152, 4.100依0.198尧 4.220依0.209 and 4.960依0.052
respectively on day 2, then in the brain on day 4 (3.800依0.154). During the early days of infection, the parasite burden
in blood was progressively increased until days 7 (5.240依0.115) then gradually decreased and become undetectable on day
35. The burden of T. gondii in the heart and brain tissues increased significantly andreached their maximum on day 14
(5.640依0.214) and day 10 (5.790依0.060), respectively, and remained a stable level thereafter. Liver and lymph tissues
reached their maximum on day 7 (5.310依0.038) and day 10 ( 6.200依0.152) , then gradually decreased and become
undetectable on day 50. Conclusion The parasitemia in mice infected with T. gondii cyst鄄forming isolate lasts for 21 d
at least, and cysts are detected in brain on day 21.

揖Key words铱 Toxoplasma gondii曰 Genotype曰 Kinetics曰 Fluorescence quantitative PCR
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刚地弓形虫 渊Toxoplasma gondii冤 是一种世界性
分布的专性细胞内寄生原虫袁 能感染包括人类在内的
几乎所有恒温动物袁 引起人兽共患寄生虫病遥 中国人
群弓形虫血清抗体平均阳性率为7.88%咱1,2暂遥 人类感染
弓形虫主要通过食入被卵囊污染的食物或饮水尧 摄入
含有包囊的生的或未煮熟的肉类和母婴垂直传播遥 目
前已知刚地弓形虫只有 1个物种袁 但是近年采用 PCR
限制性片段长度多态性分析 渊PCR鄄RFLP冤尧 多重酶切
电泳分析 ( MLEE) 和微卫星分型 渊microsatellite
analysis冤 等袁 证实弓形虫种群结构具有遗传多样性与
地域差异性咱3暂遥 在北美尧 欧洲和非洲袁 弓形虫的基因型
主要为玉尧 域和芋型咱3鄄6暂曰 然而在南美的热带地区袁 其
基因型具有高度的遗传多样性袁 主要为非典型咱7鄄9暂遥 研
究显示袁 流行中国的弓形虫具有有限的基因型袁 Chi鄄
na 1型 渊亦即 ToxoDB#9冤 为优势基因型咱4, 10, 11暂遥
为了探讨流行中国的弓形虫株生物学特征袁 为弓

形虫病的致病尧 诊断尧 治疗和疫苗研发提供实验依
据袁 本文采用荧光定量 PCR和动物接种方法袁 观察
分离自武汉的猫源性弓形虫 TgCtwh1 渊China 1 型冤
在感染小鼠体内的动态分布和包囊形成等遥 现将结果
报告如下遥

材料与方法

1 材料
1.1 实验动物及虫株
雌性 SPF级 CD1小鼠袁 5~6周龄袁 体重 20~22 g袁

购自北京维通利华实验动物技术有限公司 咱许可证编
号 SCXK 渊京冤 2006鄄0009暂遥 室温下自由进食标准颗
粒饲料和饮水遥
弓形虫 TgCtwh1成囊株 China 1基因型袁 由本室

自行分离袁 CD1小鼠传代保种遥
1.2 主要试剂和仪器

DNA纯化试剂盒购自德国 QIAGEN公司袁 小鼠
淋巴细胞分离液购自北京索莱宝科技有限公司袁 PCR
预混液购自美国 Promega 公司袁 弓形虫核酸扩增
渊PCR冤 荧光检测试剂盒购自中山大学达安基因股份
有限公司袁 琼脂糖购自美国 Invitrogen公司曰 凝胶成
像系统为珠海 Hema公司产品袁 ABI 7300型 PCR扩
增仪为美国 Applied Biosystems公司产品袁 ATC 201
型 PCR扩增仪为美国 Apollo公司产品遥

2 方法
2.1 弓形虫 TgCtwh1脑包囊分离和纯化

参照文献 咱12暂分离纯化弓形虫脑包囊遥 感染
TgCtwh1株弓形虫 60 d的 CD1小鼠经颈椎脱臼法处
死取脑袁 制备成脑组织匀浆袁 PBS洗涤 3次遥 脑组
织匀浆 2 ml袁 加入 PBS至 4 ml袁 移入 15 ml离心管中袁
用直吸管自管底缓缓加入等体积淋巴细胞分离液袁 使
组织匀浆浮于分离液之上袁 3 000伊g离心 30 min袁 吸取
最底层沉淀袁 经 PBS稀释至 2 ml后置显微镜下计数袁
留待感染动物用遥
2.2 动物分组与处理

CD1雌性小鼠 50只袁 随机分为 0尧 2尧 4尧 7尧 10尧
14尧 21尧 35尧 50和 72 d共 10组袁 每组 5只遥 0 d组
用 0.5 ml/只 PBS口饲袁 其余各组每只小鼠经口接种弓
形虫 TgCtwh1脑包囊 50个 渊0.5 ml袁 约含 1伊104个缓
殖子冤袁 分别于感染后第 2尧 4尧 7尧 10尧 14尧 21尧 35尧
50和 72天眼静脉丛取血 渊109 mmol/L枸橼酸钠抗凝冤
后袁 脱颈处死各组小鼠袁 取心尧 肝尧 脑和淋巴结组
织遥 实验小鼠脑组织一部分用于检测成囊情况曰 一部
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A院 感染后第 21天袁 脑组织内包囊曰 B院 感染后第 35天袁 脑组织内包
囊曰 C院 感染后第 72天袁 小鼠脑组织内包囊遥
A: Cysts in the brainon day 21曰 B: Cysts in the brain on day 35曰 C:
Cysts in the brain on day 72.

图 2 弓形虫 TgCtwh1感染小鼠脑组织压片 渊伊100冤
Fig. 2 Squashed brain examination of mice infected with

TgCtwh1 isolate 渊伊100冤

分用于抽提 DNA和制备脑组织匀浆袁 检测弓形虫在
小鼠体内动态分布遥
2.3感染弓形虫 TgCtwh1小鼠健康状况及脑内包囊检测

逐日观察小鼠健康状况并于感染后第 2尧 4尧 7尧
10尧 14尧 21尧 35尧 50和 72天测定体重袁 记录实验前
和处死前体重袁 计算体重差值 渊处死前体重-实验前
体重冤遥 处死小鼠脑组织压片袁 显微镜观察弓形虫
TgCtwh1包囊形成时间袁 并对脑组织中包囊进行计数袁
统计成囊率 渊脑内检测到包囊的小鼠只数/被检小鼠总
数伊100%冤袁 测量脑内包囊的直径遥
2.4 弓形虫 TgCtwh1在小鼠体内动态分布检测

实验小鼠按不同取材时间分别取血液 200 滋l袁
心尧 脏尧 脑和淋巴结组织各取 50 mg袁 按试剂盒
说明书抽提 DNA 进行荧光定量 PCR检测曰 余下血
液 渊0.5耀1 ml冤 和各组织 渊50耀400 mg冤 匀浆后分别
腹腔接种一代小鼠 渊SPF级冤遥 急性期死亡小鼠腹水
涂片检测弓形虫 TgCtwh1 速殖子曰 慢性期存活小
鼠渊>45 d冤 脑组织压片检测弓形虫 TgCtwh1包囊曰 小
鼠腹水或脑组织抽提 DNA袁 以弓形虫 529 bp片段为
目的基因袁 进行 PCR检测遥 一代小鼠速殖子尧 包囊或
PCR产物三者中有 1个阳性时袁 均认为检测到虫体遥
2.5 统计学分析
各组织中虫体数以弓形虫 DNA拷贝数对数 渊x依s冤

表示袁 使用 SPSS13.0软件进行统计分析遥 不同时间
段数据间比较采用单因素方差分析 渊one鄄way AVO鄄
VA冤袁 并以 SNK法进行组间的两两检验遥

结 果

1 小鼠健康状况和体重变化
实验小鼠感染后第 3耀4天袁 活动均较少袁 弓背曰

第 7 天开始出现竖毛和畏光等症状 袁 体重减轻
渊3.650依0.252冤 g曰 感染后第 10 天 咱渊1.730依0.017冤 g暂
与第 14天 咱渊-0.390依0.554冤 g暂 小鼠体重差值比较袁
有统计学意义 渊P<0.05冤 渊图 1冤袁 并分别有 2只小鼠
死亡遥 尸检死亡小鼠袁 见肝组织有实质性损害且淋巴
结肿大袁 腹腔冲洗液涂片均可见弓形虫速殖子遥 感染
后第 21天袁 存活小鼠逐渐恢复正常饮食和活动袁 感
染后第 35天至实验结束袁 小鼠皮毛光滑尧 食欲旺盛尧
体重渐增和活动量增加遥

2 弓形虫 TgCtwh1 株在小鼠脑内成囊
弓形虫 TgCtwh1 株感染后第 21天袁 实验组 4只

小鼠脑组织中查获包囊袁 其直径约为 20耀40 滋m袁 成
囊率为 80% 渊4/5冤袁 每只小鼠脑内包囊数约为 194耀
319个遥 随着小鼠感染时间的推移袁 包囊逐渐增多袁

体积逐渐增大袁 至第 35天袁 成囊率为 100% 渊5/5冤袁
包囊直径为 50耀60 滋m袁 每只小鼠脑内包囊数为 515耀
687个 渊图 2冤遥 包囊在脑组织的分布不均匀袁 多见于
脑皮层袁 常多个成堆出现遥 第 72天袁 小鼠脑组织压
片可见椭圆形大包囊袁 直径约为 70耀120 滋m袁 囊内充
满排列紧密的缓殖子遥

3 弓形虫 TgCtwh1株在小鼠体内动态分布
CD1小鼠感染弓形虫后第 2天袁 即在血液尧 心尧

肝和淋巴结组织中检测到弓形虫 DNA袁 拷贝数分
别为 3.510依0.152尧 4.100依0.198尧 4.220依0.209 和
4.960依0.052 渊图 3A尧 B尧 D和 E冤遥 血液中虫体随时
间推移逐渐增多袁 第 4天显著增多 渊P<0.05冤曰 第 7天
达峰值渊5.240依0.115冤袁 以后逐渐下降曰 至第 35天袁
血液中未检测到虫体遥 感染后第 4 天袁 实验鼠脑组
织中首次检测到弓形虫 DNA 渊3.800依0.154冤袁 第 7天
脑组织中虫体显著增多 渊P<0.05冤袁 第 10 天达峰值
渊5.790依0.060冤袁 且此后虫体数持续稳定直至实验结束
渊图 3C冤遥 心组织中虫体数随着时间的推移逐渐增多袁
第 14天达峰值 渊5.640依0.214冤袁 且此后虫体数持续稳定
直至实验结束袁 各时间点之间无显著性差异 渊P<0.05冤遥

图 1 感染前后小鼠体重变化
Fig. 1 Body weight change of mice before and post infection

A B C
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玉院 弓形虫 TgCtwh1 DNA拷贝数曰 域院 弓形虫 TgCtwh1 DNA的 PCR产物遥 M院 DNA标志物曰 2耀72院 感染弓形虫 TgCtwh1后不同取材时间曰 b院 空
白对照曰 n院 阴性对照曰 p院 阳性对照遥 A院 血液曰 B院 心组织曰 C院 脑组织曰 D院 肝组织曰 E院 淋巴结遥
玉院 DNA copies of TgCtwh1曰 域院 PCR product of TgCtwh1. M: DNA marker曰 2-72: Days after infection for sample collection曰 b: Blank control曰 n:
Negative control曰 p: Positive control. A: blood曰 B: heart曰 C: brain曰 D: liver曰 E: lymph nodes.

图 3 弓形虫 TgCtwh1在感染 CD1小鼠体内的动态分布
Fig. 3 Kinetic distribution of the parasites in CD1 mice infected with TgCtwh1 isolate

肝和淋巴结组织从感染第 2天时发现虫体袁 并随着感染
时间的延长虫体逐渐增多袁 分别于第 7天和 10天时达
峰值 渊5.310依0.038和 6.200依0.152冤袁 以后虫体逐渐减
少袁 至第 50天转阴遥

讨 论

同于世界其他地区袁 流行中国的弓形虫基因型主
要为 China 1型 渊ToxoDB#9冤咱4,11暂遥 然而袁 采用 10个
遗传标志物袁 应用 PCR鄄RFLP 分析发现袁 即使在
China 1基因型内袁 也存在着不同毒力的虫株遥 本研
究应用荧光定量 PCR和动物接种方法观察流行中国
的 China 1型弓形虫 TgCtwh1株在感染小鼠体内的动
态分布袁 并对虫体定量检测袁 观察包囊形成过程袁 以
期研究流行我国的弓形虫的生物学特征遥 结果袁 采用
弓形虫 TgCtwh1株模拟自然状态下经口感染小鼠后袁
虫体首先侵入淋巴结尧 血液尧 心和肝组织 渊2 d冤袁 尔
后是脑组织 渊4 d冤遥 弓形虫急性感染过程中袁 虫体较
晚进入脑组织袁 这可能是由于虫体先进入血液循环袁
而后突破血脑屏障到达脑组织袁 这一结果与刘俊燕等咱13暂

的报道相一致遥 经口感染小鼠于第 21天进入慢性隐
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形感染状态袁 此时在脑内查获包囊袁 且包囊直径随感
染时间的延长而增大遥

感染小鼠血液中虫体负荷随时间推移逐渐增多袁
第 7天达到高峰袁 此后逐渐下降遥 本实验观察到袁 与
血液中虫体变化相一致袁 肝组织中虫体数量第 7天达
到高峰袁 此后虫体数量逐渐下降曰 而心和脑组织中的
虫体达到峰值后持续存在遥 提示在免疫机能正常的宿
主袁 肝脏可以较快清除虫体曰 而在心和脑组织中袁 虫
体的持续存在袁 说明慢性潜伏感染期间脑组织和心肌
内包囊的形成和中枢神经系统的损伤与免疫抑制后感

染的活化密切有关咱14暂遥
弓形虫在小鼠各组织中的动态分布和脑内包囊形

成过程与感染方式尧 虫体接种量和所接种的实验动物
的品系有关遥 Conley等咱14暂用过氧化物酶抗过氧化物酶
抗体复合物 渊PAP冤 法观察发现袁 口服包囊感染小鼠袁
感染后第 5天脑内检测到虫体袁 第 11天偶见包囊袁
第 5 周小包囊成簇存在袁 直至 2 个半月仍有包囊遥
Ferguson等咱15暂用电镜观察包囊形成袁 第 11天检测到包
囊袁 3耀6个月包囊直径增加袁 直至 22个月均可见包
囊遥 20世纪 90年代就有学者已不局限于仅对脑内虫
体的观察遥 Sumyuen等咱16暂用弓形虫 C株包囊经口感染
小鼠发现袁 感染后第 3天淋巴结中检测到虫体袁 第 7
天肝组织中出现虫体袁 而在脑组织内第 10天发现虫
体袁 血液中均未发现遥 据此推断袁 弓形虫由肠道播散
至血液这一过程袁 主要是通过淋巴系统遥 这说明在急
性感染期袁 淋巴系统对弓形虫在宿主体内的播散起着
重要作用遥 Zenner等咱17暂用弓形虫 Prugniaud和 RH株速
殖子口服感染小鼠证实袁 虫体先经过肠壁到达肠系膜
淋巴结袁 然后到脾脏袁 最后经血液播散至全身各器官遥
弓形虫病的临床诊断比较困难袁 实验室诊断通常

采用血清学方法袁 但其只是重要的辅助诊断袁 病原学
诊断为感染性疾病诊断的金标准遥 本实验观察了流行
于中国的弓形虫株在感染小鼠体内的动态分布及脑组

织内包囊形成的动态过程袁 以期为临床弓形虫病的病
原学诊断提供实验依据袁 同时也为研究中国成囊型弓
形虫株的致病机制提供新的思路遥
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