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桂林地区危重患者弓形虫感染情况调查与 DNA 鉴定分析①
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摘要　 目的:了解广西桂林地区危重患者弓形虫感染情况。 方法:选取 2018 年 11 月至 2019 年 11

月在桂林医学院附属医院住院的危重患者 260 例,采集患者空腹静脉血,分离血清,采用 ELISA 法检

测血清弓形虫 IgG 抗体;分析弓形虫感染与性别、年龄和患病类型间的相关性;采用 PCR 技术对弓

形虫感染阳性患者进行 DNA 鉴定。 结果:260 例危重患者,弓形虫感染 IgG 阳性男 73 例、女 24 例,

弓形虫 IgG 阳性检出率为 37.31%;男患者弓形虫 IgG 阳性率 41.01%,高于女患者 29.27%;弓形虫

感染与危重患者性别、年龄和患病类型无相关性(P>0.05);弓形虫 IgG 阳性患者血液标本中没有检

测到弓形虫特异性 DNA 序列。 结论:桂林地区危重患者弓形虫感染率较高,年龄、患病类型不是影

响弓形虫感染的危险因素。
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Investigation and DNA identification for Toxoplasma gondii

infection in critical patients in Guilin region①
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Abstract　 Objective: To investigate the infection status of T. gondii in critical patients in the area of

Guilin, Guangxi. Methods: 260 fasting venous blood samples of critical patients admitted in the Affiliated

Hospital of Guilin Medical University from Nov. 2018 to Nov. 2019 were collected, then the serum was
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separated, and the serum IgG antibody level of T. gondii was detected by ELISA method. The correlation

between T. gondii infection and gender, age and type of disease was analyzed, and all T. gondii IgG

positive samples were identified through DNA extraction. Results: Our data showed that there were 73 male

and 24 female critical patients with T. gondii IgG antibodies can be positive infection, with the

seroprevalence rate of 37.31%; the seroprevalence rate in male was 41. 01%, which is higher than

29.27% in female; and there was no correlation between T. gondii infection and gender, age and disease

type of critical patients (P> 0.05) and no T. gondii-specific DNA sequences were detected in the serum

samples of patients with positive IgG. Conclusion: The infection rate of T. gondii is higher in critical

patients in Guilin region, but the age and type of disease are not the risk factors for the infection.

Keywords:Toxoplasma gondii; critical patient; Guilin region; DNA identification

　 　 刚地弓形虫(Toxoplasma gondii,T. gondii)简称

弓形虫,是一种严格在有核细胞内寄生的原虫,能够

感染包括人类在内的所有温血动物,对孕妇、免疫功

能缺陷患者和畜牧业生产危害大[1-2]。 弓形虫分布

广泛,血清型众多,感染途径多样,存在速殖子、包囊

和卵囊等多种感染形态。 研究认为,弓形虫可通过

黏膜、受损的皮肤或污染的食物与水而引起感染[3]。

另外,由于速殖子容易进行体外培养,脑包囊便于体

内传代,弓形虫虫体已经成为深入探究人兽共患性

病原微生物致病机制和感染引发人与动物行为改变

的重要模式生物[4]。

人类社会中,伴侣动物比如宠物猫和宠物狗携

带弓形虫的现象十分常见,已经成为弓形虫感染人

的重要来源[5]。 弓形虫感染有急性和慢性之分,其

中急性感染危害较明显,通常伴有持续性高热、关节

痛和斑丘疹等症状,除导致弓形虫感染性炎症外[6],

严重时还能造成患者死亡[7];慢性感染一般症状不

明显,但与人和动物的行为改变紧密相关[8]。 有资

料显示,弓形虫感染造成的危害与被感染宿主的免

疫功能相关[9]。 但弓形虫对危重患者的感染情况,

至今未见报道。 因此,本研究以广西桂林地区危重

患者为观察对象,探讨桂林地区危重患者弓形虫感

染情况及其影响因素,为弓形虫病的预防、危重患者

的治疗与监护提供参考。

1　 材料与方法

1.1　 主要试剂和仪器

Premix TaqTM Version 2.0 plus dye(购自 TaKaRa

公司);DL2000 DNA Marker〔购自翌圣生物科技(上

海)股份有限公司〕;血液、细胞和组织基因组 DNA

提取试剂盒(DP304) 〔购自天根生化科技(北京)有

限公司〕;人用弓形虫 IgG 抗体 ELISA 检测试剂盒

(上海谷研实业有限公司产品)。 PCR 扩增仪、电泳

仪和 iMark 酶标仪(美国 Bio-Rad 公司产品);凝胶成

像系统(上海培清科技有限公司产品);台式高速离

心机(美国 Sigma 公司产品);-80 ℃医用低温冰箱

(购自日本 Panasonic 公司)。

1.2　 方法

1.2.1　 DNA 标准品与引物　 弓形虫 RH 株 DNA 标准

品为广西脑与认知神经科学重点实验室保存。 针对

弓形虫 529 bp 重复序列(Toxo-529) [10]设计 PCR 扩增

引物,委托北京六合华大基因科技有限公司合成。

Toxo-529 F:5′-CTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-3′,

Toxo-529 R:5′-CTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3′。

1.2.2　 样品采集　 收集 2018 年 11 月至 2019 年 11

月因癌症、糖尿病、脑病等病因在桂林医学院附属医

院住院的 260 例危重患者的血液样品,其中包括男

性血液样品 178 份,女性血液样品 82 份;少年( <18

周岁)、青年(≥18 周岁且<35 周岁)、中年(≥35 周

岁且<60 周岁)和老年(≥60 岁)血液样品分别为 17
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份、22 份、93 份和 128 份;癌症、糖尿病、脑病和其他

疾病患者血液样品分别为 61 份、36 份、47 份和 116

份。 本研究经桂林医学院医学伦理委员会审核批

准;患者及其家属知情同意,以匿名形式参与研究。

1.2.3　 血清制备与抗体检测　 采集的血液样品于室

温条件下放置 20 min 后,以 5 000 r / min 的速度离心

5 min,分离血清;血清与沉淀物分别置于- 20 ℃、

-80 ℃ 冰箱冻存,备用。 血清中弓形虫 IgG 特异性

抗体的检测依照上海谷研实业有限公司人用弓形虫

IgG 抗体 ELISA 检测试剂盒的使用说明进行。 从弓

形虫 IgG 阳性血液样品的沉淀物中提取 DNA,进行

PCR 扩增与分析。

1.2.4　 DNA 提取　 弓形虫 IgG 阳性血液样品沉淀物

100 μg,加等量 GA 缓冲液后,充分混匀,其余步骤参

照天根生化科技(北京)有限公司血液、细胞和组织

基因组 DNA 提取试剂盒的使用说明进行。 需要注

意的是提取基因组 DNA 时,需滴加 100 μl TE 缓冲

液,室温放置 3 min 后,以 12 000 r / min 的速度离心

2 min,对所得 DNA 进行洗脱。

1.2.5　 PCR 扩增与凝胶电泳　 以提取的 DNA 为模

板,Toxo-529 F / R 为引物,对弓形虫 Toxo-529 高度重

复序列进行特异性 PCR 扩增,设阳性、阴性和空白

对照。 PCR 反应体系为:Premix Taq 25.0 μl,Toxo-

529 F / R(20 μM)1.0 μl,DNA 2.0 μl,补加ddH2O至

50.0 μl;扩增条件为:94 ℃预变性 7 min,94 ℃ 变性

1 min,55 ℃退火 1 min,72 ℃延伸 1 min,35 个循环,

72 ℃总延伸 10 min。 所得产物采用 1%琼脂糖凝胶

电泳进行分析。

1.3　 统计学方法

采用 SPSS 18.0 统计学软件对所得数据进行分

析,P<0.05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2.1　 弓形虫感染情况

260 例危重患者,弓形虫 IgG 特异性抗体阳性率

为 37.31%;女患者阳性率 29.27%,低于男患者阳性率

41.01%;弓形虫感染与危重患者性别(χ2 = 3.3098)和

年龄(χ2 = 0.2721)均无相关性(P>0.05),见表 1 和

表 2。

表 1　 弓形虫感染与性别的关系分析(n,%)

组别 n
IgG 抗体

阳性(n)
IgG 抗体

阴性(n)
阳性率(%)

男 178 73 105 41.01

女 82 24 58 29.27

　 　

表 2　 弓形虫感染与年龄的关系分析(n,%)

组别 n
IgG 抗体

阳性(n)
IgG 抗体

阴性(n)
阳性率(%)

少年 17 7 10 41.18

青年 22 9 13 40.91

中年 93 34 59 36.56

老年 128 47 81 36.72

　 　

2.2　 弓形虫感染与危重患者患病类型间的相关性

对弓形虫感染与待检危重患者患病类型间的关

系进行分析时发现,弓形虫 IgG 抗体检出率与患病

类型无相关性(P>0.05),见表 3。

表 3　 弓形虫感染与危重患者患病类型的关系分析(n,%)

组别 n
IgG 抗体

阳性(n)
IgG 抗体

阴性(n)
阳性率(%)

癌症 61 18 43 29.51

糖尿病 36 17 19 47.22

脑病 47 23 24 48.94

　 　

2.3　 弓形虫 Toxo-529重复序列分析

PCR 产物凝胶电泳图谱上只有弓形虫 RH 株

DNA 标准品有 529 bp 的特异性扩增产物条带,弓形

虫 IgG 抗体阳性血液样品、阴性对照和空白对照均

未检测到特异性扩增产物条带,见图 1。
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M.DL2000 DNA Marker;1.弓形虫 RH 株 DNA 标准品 PCR 扩增产物;2.阴性对照 PCR 扩增产物;3.空白对照

PCR 扩增产物;4~17.弓形虫 IgG 抗体阳性血液样品 PCR 扩增产物

图 1　 弓形虫基因组 Toxo-529 序列 PCR 扩增的凝胶电泳图谱

3　 讨论

弓形虫是一种人兽共患性病原微生物,感染人

和动物的现象十分常见。 全球约有 1 / 3 的人群被弓

形虫感染[11],部分国家或地区甚至更高,而我国孕

妇的弓形虫感染率则不足 10%[12]。 人类社会的伴

侣动物,尤其是宠物猫,已经成为弓形虫感染人的重

要来源[5]。

自然界中弓形虫以猫-鼠的互相感染最为常

见[3]。 野猫捕食被感染的野鼠后,虫体经消化道侵

入猫的肠道黏膜上皮细胞,产生数以万计的配子,

雌、雄配子结合后发育成卵囊,随粪便排出,野鼠一

旦摄入即被感染。 弓形虫急性感染引起弓形虫性脑

炎[6],严重时可导致感染者死亡[7]。 弓形虫能突破

血脑屏障侵入小鼠脑组织,其作用的过程与机制至

今尚未完全阐明[13-15]。

弓形虫基因型多,分布极其广泛,对孕妇、免疫

功能缺陷人群和畜牧业生产危害大,不同毒株的毒

力差异很大[1-2,16]。 除孕妇等特殊人群外[17],弓形

虫是否对其他人群比如危重患者人群的感染有影

响,值得深入探讨。 本研究以广西桂林地区危重患

者为观察对象,分析其与危重患者年龄、性别和患病

类型间的关系,并用特异性 PCR 技术对弓形虫 IgG

检查阳性血液样品进行 DNA 鉴定。

结果显示,260 份危重患者待检血液样品中,73

名男患者和 24 名女患者的血清呈现弓形虫 IgG 抗

体阳性,检出率为 37.31%,较世界平均水平明显增

高[11]。 此外,男患者的弓形虫检出率较女患者高,

弓形虫血清阳性检出率随待检危重患者的年龄增大

变化不明显,也与患者患病类型无相关,与文献报道

相符[18]。

Toxo-529 序列在众多弓形虫基因组中普遍存在

且高度重复,是鉴定宿主弓形虫感染的重要参

数[10]。 本研究以弓形虫 IgG 抗体阳性血液样品提取

的 DNA 为模板,进行特异性 PCR 扩增,发现除弓形

虫 RH 株 DNA 标准品外,其余检测样品包括阴性对

照和空白对照在内,均未能扩增出目的片段,即大小

为 529 bp 的 Toxo-529 序列,这给桂林地区危重患者

弓形虫感染的分型带来了困难,这个问题也值得深

入研究。 本研究为桂林地区弓形虫感染的情况提供

了重要实验室数据。
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