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猪弓形虫感染的血清肽谱诊断法建立及初步应用

郝福星１，左伟勇１，刘　莉１，２
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　　摘要：为了根据猪弓形虫感染血清差异表达多肽，建立一种新的质谱检测方法，采集江苏泰州地区部分养殖场育
肥猪血清，利用间接血凝法（ＩＨＡ）分析弓形虫感染状况，将ＩＨＡ阳性与阴性血清分别归为感染组和对照组，采用磁珠
纯化试剂盒富集血清多肽，应用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱（ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦＭａｓｓＳｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ）检测，并结合
ｆｌｅｘＡｎａｌｙｓｉｓ２．０与ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ软件分析检测图谱并建立检测模型。对海陵、高港、姜堰部分猪场的ＩＨＡ检测显示，猪
弓形虫感染率分别为１６％（８／５０）、１６％（８／５０）、１８％（９／５０）。质谱检测ｍ／ｚ８００～１２０００区段发现，弓形虫ＩＨＡ阳性
与阴性相比较，在育肥猪血清中共有９个多肽峰表达有显著性差异，其中ｍ／ｚ１６０８．５９、１９７１．８４、５００４．０１、４６１７．４９、
７８０８．２３的５个多肽峰的表达显著上调，而 ｍ／ｚ１２３３．０１、８００７．６６、２３５６．３７、３７３５．６５的４个峰呈显著下调，应用
ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ建模方程建立弓形虫感染猪的检测模型。可见ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ质谱结合ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ分析可建立猪弓形虫
感染检测新方法，为弓形虫的诊断提供了一种新思路。

　　关键词：弓形虫；间接血凝试验；基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱；磁珠富集
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　　弓形虫病是由刚地弓形虫（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａｇｏｎｄｉｉ）引起的一
种人兽共患寄生虫病，宿主种类十分广泛［１］。猫科动物是弓

形虫的终末宿主［２］，在猫体内弓形虫进行有性生殖产生卵

囊，卵囊随猫的粪便排出体外，并发育成具有感染性的孢子化

卵囊，后者能够感染人和大多数的温血动物。人因与动物接

触、误食了受弓形虫卵囊污染的水源、土壤或食物（肉、蛋），

会引起弓形虫感染［３］。据文献报道，人和动物感染呈世界范

围内分布，人群的平均感染率２５％ ～５０％，多呈隐性感染，推
算全世界约１／４的人感染弓形虫［４］；感染弓形虫的动物种类

很多，如家畜、家禽、鼠以及鱼类，可引起猪、牛、羊、犬、鸡等畜

禽发病，可引起大批发病，死亡率高，给畜牧业生产造成严重
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经济损失［５－７］。而猪作为人类最主要的肉产品来源之一，检

测其弓形虫感染状况，在公共卫生与食品安全方面意义重

大［７］。因此，开展猪弓形虫病的研究工作，对畜牧业发展和

人类健康具有重要的经济价值和社会意义。

弓形虫感染的诊断主要包括病原学检测、免疫学诊断及

分子生物学诊断技术［８］。病原学检测方法有直接涂片与组

织切片染色法，该法可对弓形虫急性感染进行确诊，但存在费

时费力的缺点，对弓形虫隐性感染的检测效能不强；动物接种

试验和细胞培养法能够直接确认病原体存在，但敏感性低、耗

时、易漏诊且难以应用于实际操作。以间接血凝试验（ＩＨＡ）
与酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）为主的免疫学诊断方法［９］具有

特异性强、敏感性高、操作简便等优点，是弓形虫病流行病学

调查和诊断最常用的方法，但有报道显示，临床诊断中也存在

假阳性，需要与其他诊断方法综合判定［１０］。以 ＰＣＲ为主的
分子生物学诊断技术［１１］具有灵敏度高的特点，但是因检测样

本（如外周血）复杂与ＰＣＲ技术本身等原因也存在假阳性高、
准确性较差等缺点。因此，迫切需要建立一种准确性好、快速

灵敏的检测方法。

笔者利用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ质谱结合 ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌ分析在小
鼠动物模型上已能成功对弓形虫感染进行判定［１２］。有文献

显示，该方法在包括血吸虫感染、肿瘤、神经系统疾病诊断中

也有较广泛的应用［１３］，具有高通量、灵敏度高、可重复性好及

样本需求量少等优势，本研究拟建立一种快速准确诊断猪弓

形虫感染的方法，对江苏泰州部分地区猪场的弓形虫感染情

况做一调查，为当地猪的养殖与防病提供重要的参考。

１　材料与方法

１．１　受试动物与试剂
江苏省泰州市辖区（海陵、高港、姜堰）小型猪场（＜１００

头猪）育肥猪，共采集３个猪场，每个猪场采集５０头。
弓形虫间接血凝试验冻干抗原（ＩＨＡ抗原，批号：

２０１５１０１１）；标准阳性血清、标准阴性血清、稀释液（批号：
２０１５１０１１），均购自中国农业科学院兰州兽医研究所。ＭＢ－
ＷＣＸ磁珠纯化试剂盒（美国 ＢｒｕｋｅｒＤａｌｔｏｎｉｃ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　血清采集与分离

每头猪行耳静脉采血２～２．５ｍＬ，将采集的新鲜血液，加
入１．５ｍＬ无菌 ＥＰ管中，即刻置于４℃冰箱保存，待３０ｍｉｎ
后以１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１０ｍｉｎ，分离血清冷冻于－８０℃
冰箱待测。

１．３　弓形虫ＩＨＡ诊断方法
按照试剂说明书进行操作，即于９６孔有机玻璃板加入

７５μＬ稀释液，每个待检血清样品加稀释液４孔，取２５μＬ血
清加入第一孔，混匀后吸取２５μＬ加入第二孔，以此类推，进
行倍比稀释。待检血清加完后，每孔加入２５μＬ诊断液，将反
应板放至微量振荡器上振荡１～２ｍｉｎ，静置于２２～３７℃恒温
箱中作用２～３ｈ后观察结果。每批次均需设阳性对照与阴
性对照。

１．４　血清肽质谱检测法
根据磁珠纯化血清多肽试剂盒标准操作规程，将１０μＬ

样本结合液与１０μＬ磁珠试剂混合，与血清样本１０μＬ混匀
并室温静置５ｍｉｎ；将磁珠进行富集并弃上清，清洗磁珠后加
洗脱液（ＥＳ）５μＬ与磁珠混匀，室温静置５ｍｉｎ后置磁珠富集
器并弃上清，最后加５μＬ稳定液（ＳＳ）至离心管并混匀，取
１μＬ与基质１０μＬ完全混合，制成混悬液，取１μＬ混悬液点
靶，室温干燥后上机检测，设置ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ仪器参数，
选择ＬＰ－Ｃｌｉｎｐｒｏｔ．ｐａ方法，靶ＭＴＰ＿ｐｏｌｉｓｈｅｄｓｔｅｅｌ３８４，激光能
量在４０％左右，检测分子量范围为 ｍ／ｚ８００～１２０００；应用
ｆｌｅｘａｎａｌｙｓｉｓ与 ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ软件对采集图谱进行分析，应用
ＭＡＳＣＯＴ数据库对差异多肽峰进行初步搜库鉴定。

２　结果与分析

２．１　血清间接血凝试验结果
根据 ＩＨＡ阳性结果标准，在阳性对照血清效价不低于

１∶１０２４，阴性对照孔血清除第１孔允许有前滞现象“＋”外，
其余各孔及对照孔均为“？”的前提下，对被检血清进行判定，

被检血清抗体效价达到或超过１∶６４为阳性。结果显示，本
研究采集的泰州市辖区（海陵、高港、姜堰）３个小型猪场的
１５０头份血清样本中阳性血清为 ２５份，阳性率为 １６．６７％
（表１）。　

表１　泰州部分地区猪弓形虫感染情况调查（ＩＨＡ法）

地点
检测总数

（份）

ＩＨＡ阳性数
（份）

ＩＨＡ阳性率
（％）

海陵 ５０ ８ １６
高港 ５０ ８ １６
姜堰 ５０ ９ １８
总计 １５０ ２５ １６．６７

２．２　血清多肽指纹图谱分析
将２５份ＩＨＡ阳性血清与１２５份阴性血清分别归为感染

组与对照组，利用磁珠纯化血清多肽，并与基质混匀后点靶进

行质谱检测。结果显示，与阴性对照组相比，ＩＨＡ阳性组猪血
清中在ｍ／ｚ１６０８．５９、１９７１．８４、５００４．０１、４６１７．４９、７８０８．２３
的５个多肽峰的表达显著上调，而 ｍ／ｚ１２３３．０１、８００７．６６、
２３５６．３７、３７３５．６５的４个峰呈显著下调（表２）。

表２　猪弓形虫感染组与对照组血清差异表达多肽（ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌ法）

质荷比

（ｍ／ｚ）
峰值

感染组 对照组
Ｐ值

１６０８．５９ ３３１．２１±７９．１０ ９９．８７±３９．９８ ＜０．０１
１９７１．８４ １０９．７６±６９．１１ ２１．３２±８．９５ ＜０．０１
５００４．０１ ４７．３４±１０．１０ １１．１２±３．５３ ＜０．０１
４６１７．４９ ６６．７５±１２．１４ ９．８７±５．０１ ＜０．０１
７８０８．２３ ２０１．０１±４４．３５ ６７．３３±１４．７６ ＜０．０５
１２３３．０１ ３８．４７±８．０５ ８．６６±６．０１ ＜０．０５
８００７．６６ ２４９．１７±４４．３６ ７８．８１±５６．０１ ＜０．０１
２３５６．３７ １２５．７５±４２．３５ ４９．９３±１８．３５ ＜０．０５
３７３５．６５ ３７７．９７±１７８．０５ １８９．５８±５５．７６ ＜０．０５

　　注：“”表达上调，“”表达下调。

２．３　弓形虫检测方法的建立与验证
将血清多肽指纹图谱导入 ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ软件，并将 ＩＨＡ
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阳性血清与阴性血清进行分组，寻找并依据组间谱图差异，建

立猪的弓形虫感染诊断方法，为验证诊断方法的敏感性与特

异性，将阳性与阴性血清指纹图谱导入，质谱可自动化判定，

结果显示，２５份ＩＨＡ阳性血清可以成功被质谱诊断模型判定
为弓形虫感染，敏感性达１００％，而１２５份阴性血清中有１１９
份可被判定为未感染，准确性达９５．２％（１１９／１２５），另６份不
能判定。

３　结论与讨论

猪弓形虫病呈世界范围流行，我国分布十分广泛，食入猫

粪便中的卵囊、通过损伤的黏膜与皮肤、母猪孕期经胎盘感染

仔猪，均为本病的感染途径［１４］。规模化、现代化的养殖方式

虽可以避免传统粗放养殖中的寄生虫感染情况，如疥螨和蛔

虫等感染率得以大大降低，但畜牧场外部环境、猪群内部引进

和繁殖等一系列环节的存在，使得弓形虫仍然有较高的感染

机会，甚至呈暴发流行［１５］，而弓形虫作为人兽共患寄生虫病，

禽、犬、猫等多种动物均可携带［１６］，对公共卫生威胁更大，有

必要对该病进行重点防控。有报道显示，部分猪场发病率可

高达６０％以上［１７］，病死率可高达６４％。随着养殖水平提高，
该病在我国多呈隐性感染，一旦疏于防范，有可能造成弓形虫

病的流行和暴发，因此，对规模化养殖猪场尤其要加强该病的

监测。相比传统的检测方法，血清多肽指纹图谱检测法具有

高通量、检测效率高的优势，且在实验小鼠［１８］、家兔［１９］等动

物已成功建立了寄生虫病的诊断方法，在猪的弓形虫感染诊

断中，还较少见报道。

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ质谱结合 ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ软件分析，可以将
弓形虫感染与未感染猪血清中的多肽进行区别，并以血清差

异表达多肽建立诊断方法，对该方法的验证结果显示，与传统

的ＩＨＡ方法一致，可以用于猪感染弓形虫的诊断与早期筛
查。本研究采用的质谱检测法，可以在 ３０～６０ｍｉｎ内实现
３８４个样本的检测，具有高通量、快速、自动化程度高等特点，
且血清样本需求量为传统ＩＨＡ实验的１／２０，很大程度上减少
受试猪的失血量。对血清差异表达多肽的检测与 ＭＡＳＣＯＴ
搜库分析显示，与笔者之前的研究比较，ｍ／ｚ１９７１．８４、
５００４．０１同样出现在弓形虫感染的小鼠与本研究选取的ＩＨＡ
阳性猪血清中，经二级质谱鉴定，该２种多肽分子可能为弓形
虫表面膜蛋白的片段，有望成为弓形虫感染动物的指征性分

子。ＣｌｉｎＰｒｏＴｏｏｌｓ分析显示，利用猪血清中９个差异性多肽峰
建立诊断方法，其敏感性与准确性较高，该方法以多个差异多

肽作为判断指标，其准确性要优于单一指标，且血清多肽检测

方法是建立在群体基础上，更好地规避了个体差异，在同组血

清样本中能够最大限度地体现共性，可重复性强。因此，该方

法有望成为判定猪弓形虫感染状况的辅助筛查手段。
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