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　　摘要：为分析血清差异表达多肽，并寻找具有潜在诊断意义的弓形虫感染标志物，建立弓形虫急性感染小鼠模型，
采集急性感染组与健康对照组小鼠的血清，采用包被Ｃ８基团的磁珠纯化试剂盒富集血清多肽，应用基质辅助激光解
吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）检测，采用ｆｌｅｘａｎａｌｙｓｉｓ２．０软件、ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ软件分析检测图
谱并建立检测模型。在ｍ／ｚ８００～１２０００区段，比较急性感染组、健康对照组的小鼠血清，共有８个峰存在显著性差
异，其中ｍ／ｚ１７８８．９９、１９７１．８５、５００４．３２、７５００．８９、５８１７．４７区段的５个多肽峰的表达均显著上调，而ｍ／ｚ１８４９．００、
８１１５．６６、４０５６．３１区段的３个峰则显著下调，应用 ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ建模方程建立感染小鼠的检测模型。ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ
质谱结合ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ分析可建立弓形虫感染检测的新方法，为弓形虫的诊断提供新思路。
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　　弓形虫（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉ）是一种专性细胞内寄生的机
会性致病原虫，可导致严重的人兽共患寄生虫病，可在人与

牛、羊、猪、鸡、猫等多种动物间传播［１］，严重危害人类健康［２］

与畜牧业发展［３］。部分猪场的流行病学调查显示，弓形虫感

染率较高，最高达９６％［３－４］，兽类、鸟类、灵长类等野生动物

的弓形虫抗体总阳性率为２２．７％［４－５］，人类尤以孕妇的感染

为主［６－７］，可见该病具有重要的公共卫生意义。目前，该病的

防控主要以控制传染源、加强疾病诊断为主，尚无理想的药物

和疫苗［８－９］。该病在猪等家畜的发病率、病死率均很高，其常

规诊断以实验室检查为主，包括病原学和血清学检查［９］。病

原学检查主要以动物内脏组织做涂片，或动物接种后检查腹

腔液虫体，发现病原体后确诊，此方法稳定可靠，但费时费力

且检出率低。血清学方法主要有酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）、间接血凝试验（ＩＨＡ）、间接免疫荧光抗体试验
（ＩＦＡ）、ＰＣＲ检测等，血清学方法操作简便、快捷，但特异性和
敏感性不高，且易产生假阳性［１０］。该病的早期诊断对于畜牧

生产具有重要的经济与社会意义；因此，在动物活体上建立快

速、准确的弓形虫感染检测方法，是目前亟待解决的重要课

题。基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－
ＭＳ）结合ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌ软件分析是血清临床蛋白质组学研究
的主要分析技术之一［１１］，具有高通量、高灵敏度、易操作等优

点，已被用于包括寄生虫病等诸多疾病标志物的研究和临床

诊断［１２］。本研究以试验动物小鼠为模型，分析弓形虫急性感

染组、健康对照组小鼠血清多肽图谱的差异，建立一种弓形虫

感染诊断的新方法，为家畜弓形虫病的诊断及研究提供新的

思路和应用价值。

１　材料与方法

１．１　试验动物与试剂
　　试验动物为４０只 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠，５～６周龄，雌雄各半，每
只体质量 １８～２０ｇ，购自扬州大学比较医学中心（编号：
ＳＹＸＫ２００７－０００３）。将小鼠分为弓形虫急性感染组、健康对
照组，每组各２０只。试验弓形虫虫种为弓形虫国际标准株
（ＲＨ株），来自扬州大学寄生虫教研室。

主要试剂：ＷＢ－Ｃ８磁珠纯化试剂盒（ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｃｓ公
司）；丙酮、甲醇、异丙醇、乙腈、三氟乙酸、甲酸等均为色谱纯

级；基质：ＨＣＣＡ（α－氰 －４－羟肉桂酸），３００ｍｇ／Ｌ，溶于乙
醇－丙酮（２∶１），新鲜配制。
１．２　方法
１．２．１　弓形虫感染小鼠模型的建立　取弓形虫国际标准株
（ＲＨ株）感染７２ｈ的小鼠腹水，用生理盐水将纯化的弓形虫
速殖子调整为浓度１×１０４个／ｍＬ的悬液。弓形虫急性感染
组每只小鼠腹腔注射悬液０．２ｍＬ，健康对照组每只小鼠腹腔
注射灭菌生理盐水０．２ｍＬ。
１．２．２　血清样本采集　感染后５ｄ于小鼠眼眶采血，每只采
取全血 ０．５ｍＬ，并立即置于 ４℃冰箱保存，３０ｍｉｎ后以
１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ，分离血清并冷冻于 －８０℃冰
箱待测。以同样方法采集健康对照组小鼠血清。

１．２．３　血清ＷＣＸ磁珠处理　根据试剂盒标准操作规程，将
１０μＬ样本结合液与１０μＬＣ８磁珠试剂混合，轻轻混匀后，加
入１０μＬ完全融解的血清样本至２００μＬＰＣＲ管，混匀并于室
温静置５ｍｉｎ；将ＰＣＲ管放入磁珠富集器（ＭＢＳ），使磁珠贴壁
并弃上清；利用冲洗液（ＷＳ，ｗａｓｈｓｏｌｕｔｉｏｎ）将磁珠清洗３次，
每次１００μＬ，最后弃上清；加入５μＬ洗脱液（ＥＳ）与磁珠混
匀，室温静置５ｍｉｎ后放入磁珠富集器，最后加５μＬ稳定液
（ＳＳ）至离心管并混匀；将其取出１μＬ与１０μＬ基质完全混
合，制成混悬液。
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１．２．４　点靶　取１μＬ混悬液点靶，室温干燥后上机检测。
１．２．５　ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ检测　设置 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ
仪器参数，利用 ｆｌｅｘｃｏｎｔｒｏｌ软件，选择 ＬＰ－Ｃｌｉｎｐｒｏｔ．ｐａ方法，
靶ＭＴＰ＿ｐｏｌｉｓｈｅｄｓｔｅｅｌ３８４，激光能量４０％左右，检测分子量范
围为 ｍ／ｚ８００～１２０００。应用 ｆｌｅｘａｎａｌｙｓｉｓ软件、ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ
软件对采集图谱进行分析。

２　结果与分析

２．１　血清多肽指纹图谱（质谱图）分析
　　将健康对照组与弓形虫急性感染时期的血清多肽质谱图
进行比较及统计分析（表１），发现在 ｍ／ｚ８００～１２０００区段，
与对照组相比，感染组小鼠 ｍ／ｚ１７８８．９９、１９７１．８５、
５００４．３２、７５００．８９、５８１７．４７的５个多肽峰的表达均显著或
极显著上调，而ｍ／ｚ１８４９．００、８１１５．６６、４０５６．３１的３个峰则
显著下调。
表１　弓形虫急性感染小鼠与对照小鼠血清的差异表达多肽

质荷比

（ｍ／ｚ）
峰值平均数±标准差

感染组 对照组
Ｐ值

１７８８．９９ ２０１．３３±７２．１５ ８５．１１±４３．０１ ＜０．０１
１９７１．８５ ８１．７６±６７．０９ １３．１７±７．８９ ＜０．０１
５００４．３２ ３５．５３±８．０１ １１．１２±３．５３ ＜０．０１
７５００．８９ １９９．３４±３２．５５ ３５．９７±１０．２１ ＜０．０５
５８１７．４７ ３０．４５±７．９９ ９．８７±５．３３ ＜０．０５
１８４９．００ ４５．９７±２５．９８ １００．５９±５５．９９ ＜０．０５
４０５６．３１ １０４．６６±４９．９７ ５４．９３±４５．６８ ＜０．０５
８１１５．６６ ２５５．９６±１５０．８４ １１３．７２±５０．２８ ＜０．０５

　　注：“”“”分别表示上调、下调。
２．２　ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ建模及验证
　　利用ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ２．０软件，根据ｍ／ｚ８００～１２０００区段内８
个差异表达峰建立弓形虫急性感染的诊断模型，并运用该模型验

证急性感染组，结果显示均为阳性，表明模型准确率达１００％。

３　结论与讨论

　　作为公共卫生领域的重要感染性疾病，弓形虫病逐渐受
到兽医学与临床医学重视。作为一种人兽共患寄生虫，弓形

虫可感染多种动物，猫感染后可传染人，孕妇感染后可直接将

弓形虫传给胎儿，造成胎儿先天性感染等严重后果［７，１３］。弓

形虫几乎能够感染所有哺乳动物和鸟类，且感染率较高，易造

成畜牧生产经济损失，阻碍养殖业的发展。

常规的弓形虫病诊断主要依靠病原学方法和血清学方

法，但仍存在较多未解决的难题［１４］。血清蛋白质组学技术具

有高通量、高敏感性、样本需求少等优点，自动化分析使其具

有较好的重复性与应用价值［１５－１６］。包被基团的磁珠可在特

定窄谱的分子量范围内富集血清多肽和蛋白质，本研究利用

这一特性，考察弓形虫感染后的小鼠血清多肽与蛋白的变化。

与常规的二维电泳等方法相比，本方法具有更高的分辨率与

敏感性，且样本需求少，更适于兽医临床应用。

研究结果表明，ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ质谱结合 ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ软
件分析，可根据质荷比大小及表达量差异将小鼠血清多肽或

蛋白直观反映在质谱峰上。统计分析结果表明，共有８个峰
存在显著性差异，表明弓形虫感染后小鼠血清多肽或蛋白发

生改变，可能是虫体在宿主体内代谢产生，或机体免疫反应而

产生的免疫球蛋白片段，其差异表达的蛋白质多肽鉴定有待

进一步研究。根据差异表达峰建立的诊断模型，对健康组、感

染组的测试结果准确率均为１００％，表明该方法可靠有效。
有报告显示，弓形虫感染小鼠后２～３ｄ即可在宿主体内

检测到循环抗原［１７］，而本试验以感染后５ｄ的小鼠作为急性
感染组，保证了组内血清蛋白质组改变的一致性，确保后续分

析的准确性。利用小鼠作为模型动物，可在单一因素下开展

弓形虫感染的机理机制研究，其背景均一，试验条件易于控

制，对于兽医临床诊断具有较好的借鉴价值。本研究筛选了

急性感染弓形虫小鼠的血清多肽与蛋白质，确定具有潜在诊

断意义的多肽差异峰，建立的ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌ模型为弓形虫感染
的血清学诊断提供新的检测方法，也为弓形虫新型药物及疫

苗的研究提供新的靶标和候选分子。
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