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须认真对待操作过程的每一个环节，任何一个环节

出现错误都可能导致配种失败，对养猪场或养猪户

造成经济损失。

2）应用猪的人工授精技术可以降低养猪成本，

减少公猪饲养头数，节约引种费、饲料费、防疫费、

建筑费，提高优秀种公猪利用率。

3）应用猪的人工授精技术可以解决公、母猪体

格相差悬殊配种困难等问题，特别是初产母猪和瘦

弱母猪的配种问题。

4）采用猪的人工授精技术可以随时给发情母猪

配种，携带方便，跨场配种不受地域限制，避免疫病

扩散蔓延，经济实惠。

5）本试验可表明：猪自然交配和人工配种在一

个情期受胎率和产仔数量上没有差别，养猪业应大

力推广猪的人工授精技术。

摘要 弓形虫病是一种呈世界性分布且危害严重的人兽共患寄生虫病。免疫学与分子生物学诊断方法的逐

步建立和完善为弓形虫病的有效诊断提供了重要依据。本文就染色试验、凝集试验、酶联免疫吸附试验、免疫胶

体金技术、核酸探针、聚合酶链式反应、环介导等温扩增、基因芯片技术等研究和应用进行简要介绍。
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弓形虫病（Toxoplasmosis）是由刚地弓形虫

（ ）引起的一种呈世界性分布且宿

主范围广泛的人兽共患寄生虫病。人感染弓形虫的

途径包括食入含有弓形虫包囊的生肉或未煮熟的

肉类，或者食入被弓形虫卵囊污染的食物或水，或

者长期与宠物密切接触[1-2]。正常成年人感染弓形虫

后不表现出明显临床症状，呈隐性感染状态；孕妇

感染后可通过胎盘进行垂直传播，引起死胎、流产、

畸形和早产等先天性弓形虫病。AIDS和肿瘤患者

等免疫缺陷人群感染弓形虫后能使隐性感染状态

转为急性重症，常表现为脑炎、癫痫和精神异常等，

严重者可危及生命。本文主要针对该病的免疫学和

分子生物学诊断方法进行简要介绍。

1 免疫学诊断方法

免疫学诊断方法的建立基于抗原与抗体反应

的基本原理，可用已知抗原检测未知抗体（抗体检

测）或用已知抗体检测未知抗原（循环抗原检测）。

由于该方法具有特异性和专一性的优点，能简便、

快速、准确进行诊断，而被广泛应用于实验室研究

和现场检测。

1.1 染色试验

国内于恩庶最先建立的染色试验（dye test，

DT）起初被认为是检测血清中特异性弓形虫抗体

的经典方法。但活虫体的获取和保存困难，并存在

严重的生物安全性，所以较少应用。在此基础上建

立的免疫酶染色试验 （immunoenzymic staining

test，IEST）具有操作简便、安全、敏感、特异、经济

和重复性好等优点。该方法以载玻片上的弓形虫

为抗原，检测待检血清中的未知弓形虫抗体，同时

加入酶标二抗和底物显色，当出现完整淡黄色判

为阳性。
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1.2 凝集试验

直接凝集试验（direct agglutination test，DAT）

能与血清中存在的非特异性“天然抗体”IgM结合，

产生假阳性结果，而未得到广泛应用。Gamble等[3]在

DAT基础上建立的改良凝集试验（mend agglutina-

tion test，MAT）与酶联免疫吸附试验（enzyme-linked

immune sorbent assay，ELISA）同时检测 70份阳性

猪和 204份阴性猪，灵敏度和特异性都较高。但是

该方法所需的诊断抗原速殖子较难获得，而且试剂

费用较高。

间接血凝试验虽然敏感性较差，有时会发生非

特异性凝集反应，但其简便、经济、快速等优点适合

弓形虫病的大规模筛选，已广泛应用于弓形虫病血

清流行病学调查。Miao等[4]应用 IHA对云南省 266

份马和 133份驴血清进行弓形虫抗体检测，阳性率

分别为 30.5%和 20.3%，较高的弓形虫病阳性率为

该地区的弓形虫病防控提供一定依据。

乳胶凝集试验操作相对简单，即在从 1∶20倍

比稀释的待检血清中加入致敏乳胶颗粒，震荡混

匀，室温过夜，次日观察结果，其敏感性强，结果稳

定且易于观察，但是费时和特异性不强，在弓形虫

病流行病学调查中未得到广泛的应用。

1.3 酶联免疫吸附试验

酶联免疫吸附试验在弓形虫病诊断中同样具

有十分广泛的应用，其作用原理是酶的催化作用以

及底物的放大反应，从而大大提高了特异性抗原抗

体反应的灵敏性。该方法可以检测出弓形虫感染各

个时期的 IgM、IgG、IgA和 IgE抗体。吕斌等[5]用弓形

虫 P35-GST 表面抗原建立的 IgM-ELISA 对 60 例

病人进行抗体检测，可明显区分近期感染和既往感

染。但用于弓形虫循环抗原检测的 ELISA方法相对

较少。金武官等[6]用 SPA-ELISA能从鼠尿中检测出

轻度、中度和重度弓形虫感染，适用于弓形虫病感

染的早期诊断。

1.4 免疫胶体金技术

快速斑点免疫金渗滤法（dot immunogoldfiltration

assay，DIGFA）以硝酸纤维素膜作为载体，将已知弓形

虫抗原封闭于 NC膜后加入待检血清样品进行反应，

然后将洗涤后的 NC膜用胶体金探针检测未知弓形

虫抗体，其中的金颗粒使反应结果在 NC膜上放大显

示出来。徐霞等[7]用胶体金 -SPA显色建立的 DIGFA

与 IHA确定的 11份阳性和 30份阴性人血清的符合

率达到 90.9%，具有简便、快速和敏感的优点。

胶体金免疫层析法（gold immunochromatogra-

phy assay，GICA）在快速斑点免疫金渗滤法的基础

上建立，该方法集胶体金标记技术、层析分析技术、

免疫检测技术、单克隆抗体技术和新材料等技术于

一体。由于操作更加简便，在弓形虫病现场诊断中

得到广泛应用。俞向前等[8]采用 ELISA和 GICA两

种方法对浦东新区的 194份犬猫血清进行弓形虫

IgG抗体检测，抗体检测结果基本一致。

快速胶体染料试纸条法（dipstick dye im-

munoassay，DDIA）用胶体染料 D-1 标记的兔抗人

IgG或 IgM抗体来检测待检血清中抗弓形虫的 IgG

或 IgM抗体，然后用包被有弓形虫可溶性抗原的

NC膜捕获产生的复合物。司进等[9-10]用自主研制的

DDIA，在检测弓形虫病 IgG或 IgM抗体上与进口试

剂盒有较高符合率。

免疫金银染色法（immunogold silver staining，

IGSS）将胶体金探针与待检血清中的弓形虫抗体结

合形成的复合物用银显影处理后，被金颗粒吸附，

从而显现出一种可见褐色。Liu等[11]应用该方法检测

义务献血者提供的 6 份混合血样的灵敏度和特异

性分别为 92.31%和 99.96%，与检测单份血样的结

果符合率较高。

2 分子生物学诊断方法

2.1 核酸分子杂交技术

核酸分子杂交技术又称为核酸探针（nucleic

acid hybridization），是将某一已知病原的部分或全

部核酸序列用放射性同位素或生物素、地高辛配基

等非放射性物质标记后作为探针，与待检样品中互

补核酸形成杂交双链，然后通过放射自显影技术显

示结果。根据性质和来源，可以分为 DNA 探针、

cDNA探针、RNA探针、寡核酸探针等。起初用放射

性同位素标记的核酸探针对人体具有一定危害性，

因而在应用上受到一定限制。安全高效的非同位素

标记核酸探针在近年来有了较快发展。张洪花[12]等

应用生物素标记的核酸探针检测出脑囊虫病、疑似

脑囊虫病、原发性癫痫患者和健康人群的弓形虫阳

性率分别为 2.44%、3.70%、3.41%和 0%，该方法适

合弓形虫病的现场诊断。

2.2 聚合酶链式反应

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，
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PCR）的作用原理是使目的 DNA片段的拷贝数在酶

的参与下扩增至百万倍以上，该方法具有特异、敏感

和操作简便等优点。其衍生技术还包括巢氏 PCR、多

重 PCR、原位 PCR、定量竞争性 PCR、逆转录 PCR等，

这些方法都已广泛应用于弓形虫病的实验室诊断。

1）常规 PCR。1989年，Burg最先以弓形虫 RH

株基因文库中的 B1基因为目的基因来建立检测弓

形虫病的 PCR技术，其灵敏度可达到在 1×105个

人类细胞中检测到单个弓形虫速殖子的基因水平。

谢德华等[13]以弓形虫核糖体 DNA第一内转录间隔

区（ITS1）序列建立的 PCR技术能检测出 10个弓形

虫速殖子 DNA，而且与其它相关寄生虫无交叉反

应。方强等 [14] 以弓形虫基因组中的高度重复序列

529 bp 建立的 PCR 技术最低可以检测出 10 个拷

贝的 DNA，而且与健康人群全血、正常小鼠全血、恶

性疟原虫、间日疟原虫和结核杆菌基因组 DNA无

交叉反应。弓形虫表面抗原在弓形虫入侵宿主细胞

过程中起到关键作用，而基于其蛋白编码基因的

PCR技术也得到一定研究。Vijaya等 [15] 用弓形虫

SAG2基因建立的 PCR技术对 20例临床感染犬的

淋巴结进行检测，其中有 2 份为阳性，该结果与改

良直接凝集试验一致。

2）巢氏 PCR。巢氏 PCR以外引物对目的基因进

行第 1次扩增，其产物作为第 2 轮的模板，用内引

物再次扩增，该法的敏感性较普通 PCR提高了 100

倍，而且与其它微生物 DNA无交叉反应。在巢氏

PCR基础上设计的半巢氏 PCR更加敏感、特异和快

速。孔得翔等[16]根据弓形虫 RH株的 P30基因设计

而成的特异性引物 P1、P2和 P3建立了半巢氏 PCR

技术，其灵敏度可最低检测出 18 fg弓形虫 DNA，

而且特异性强，与健康猪血和常见细菌病毒 DNA

无交叉反应。

3）实时定量 PCR。实时定量 PCR又称为荧光定

量 PCR，它将探针技术和 PCR技术有机结合在一

起，通过 PCR产物中的 DNA含量来定量分析检测

样本中目的 DNA 或 mRNA 的含量。Luo等 [17]根据

B1基因设计的实时荧光定量 PCR对小白鼠尿液中

的弓形虫 DNA 进行检测，该方法的敏感性为 104

copies/mL，特异性为 100%。蔺智兵等[18]根据 529 bp

基因建立的实时荧光定量 PCR 检出率要高于

LAMP和普通 PCR，而且在 750份羊、猪、牛和犬血

样中都可以检测到弓形虫感染。彭武丽等[19]根据牛

弓形虫 GRA6基因设计的单重荧光定量 PCR的最

低检测底限为 7×102 copies/反应，灵敏度是普通

PCR的 100倍。

4）原位 PCR。原位 PCR将原位杂交的定位性与

PCR的高度敏感性结合，不仅节省提取 DNA的繁

琐步骤，而且可以在组织切片或细胞涂片中动态观

察虫体位置及感染状况等。根据检测方式的不同，

可以分为直接原位 PCR和间接原位 PCR。李爽等[20]

用直接原位 PCR对弓形虫 RH株感染后制备成的

肝脏石蜡切片和冰冻切片进行扩增，阳性率为

100%，检出率高于免疫组化法。卢慎[21]采用间接原

位 PCR技术，即设计 1对 B1基因引物对 86例淋

巴结炎病例的石蜡包埋切片进行原位扩增，然后用

地高辛标记探针进行原位杂交，共检测出 47例弓

形虫阳性病例。

2.3 环介导等温扩增技术

环介导等温扩增技术（Loop-mediated isother-

mal amplification，LAMP）最早由 Notomi等[22]建立，该

方法在 Bst DNA聚合酶参与下，通过识别靶序列上

6个特异区域的 4对引物进行瀑布式扩增，结果能

直接通过肉眼观察。除此之外，该方法还具有高效、

快速、特异性强和灵敏度高的特点。Kong等[23]根据

弓形虫 529 bp基因建立的 LAMP方法能在试验小

白鼠的血样中检测出 0.6 fg弓形虫 DNA，而且与其

它寄生虫无任何交叉反应，适用于小白鼠弓形虫病

感染的早期诊断。Zhuo等[24]将根据弓形虫高度保守

序列 ITS-1 基因构建的 LAMP 技术应用于肉食品

弓形虫病的检测上，其最低限检出为 0.9 fg弓形虫

DNA，而且敏感性比普通 PCR大 10倍。

2.4 基因芯片

基因芯片又称为 DNA微阵列（DNA microarray），

是在玻片、硅片等载体上按照特定排列方式固定大量

DNA片段，然后与标记的核酸探针进行杂交，反应体

系经芯片扫描仪扫描后用数据分析软件进行结果分

析。该方法具有高通量和平行性的优点。易广才[25]根据

巨细胞病毒、单纯疱疹病毒、风疹病毒和弓形虫基因

序列分别设计寡核苷酸探针，并在氨基化玻片上制成

基因芯片，该方法能对孕妇的 TORCH感染进行检

测，而且阳性结果与荧光定量 PCR一致。

3 结 语

综上所述，免疫学诊断技术针对传统方法费
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时、生物安全性低、灵敏度低、特异性差等问题进

行改进，建立了大量新研究方法，部分研究成果已

经或正在应用于弓形虫病的现场诊断，但其诊断

抗原或抗体的制备工艺不成熟，造成检测试剂盒

或试纸条质量存在一定差异，难免会出现假阳性

结果。而 PCR及其衍生的新分子生物学技术提高

了弓形虫病检测的灵敏度、特异性和准确性，为弓

形虫病实验室检测和研究提供了较为可靠的研究

手段。但在基层推广中受到操作繁琐、专业素质要

求高等因素的限制。有机整合现有的免疫学和分

子生物学诊断资源，研究和开发出能集传统诊断

方法所有优点于一体的新诊断方法将成为一种发

展趋势。
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