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检测弓形虫的 PCR法和 ELISA法的比较

[摘要]目的：建立快速、敏感、特异的 PCR方法，用于检测弓形虫感染。方法：选择弓形虫 B1基因 194bp片段作为

扩增模板，优化反应条件，并测定其敏感性和特异性；以 104弓形虫 RH株速殖子腹腔接种小鼠，用 PCR法检测感染

动物全血 DNA，并与 ELISA法检测血清 IgM进行比较。结果：本实验中，PCR方法的检测阈值为 0.2 pg弓形虫 DNA，

并且与人、小鼠、疟原虫、旋毛虫等 DNA均无交叉反应。用 PCR法检测感染动物全血 DNA，感染后第 2 d即可测出

阳性，总阳性数为 13（13/15）；而 ELISA法检测血清 IgM则到感染后第 6 d才测出阳性，总阳性数为 2（2/15）。经统计

学检验，二者存在显著差异（P<0.05）。结论：PCR是一种快速、敏感、特异的检测方法，可用于弓形虫病的早期诊断。
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ABSTRACT Objective: To establish a rapid PCR assay with high sensitivity and specificity for the

detection of Toxoplasma gondii DNA. Methods: A 194 segment of B1 gene was taken as the mode to

perform PCR, and the reaction condition was optimized. Moreover, the sensitivity and specificity were

determined. In addition, the mice were injected intraperitoneally with 104 tachyzoites, and then the

blood specimens and serum samples were collected to perform a PCR assay and an ELISA assay for the

detection of Toxoplasma gondii DNA and IgM respectively, and their results were compared. Results: In

this study, the detection threshold was 0.2pg Toxoplasma gondii DNA. Moreover, there was not any

cross- reaction with the DNA from Human beings, mice, Plasmodium yoelii and Trichinella spiralis. Be-

sides these, Toxoplasma gondii DNA in blood samples were identified by PCR on the second day after

inoculation, and total number of positive specimens was 13（13/15）, whereas the IgM in serum were de-

tected by ELISA only on the sixth day after inoculation, and the total number of positive specimens was

2（2/15）. Statistically, there was significant difference between the positive number of blood samples and

that of serum specimens（P<0.05）. Conclusion: The PCR assay is a rapid method with high sensitivity

and specificity, and it can be used as a diagnostic test at early stage of Toxoplasma gondii disease.
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弓形虫是细胞内寄生原虫，人群感染相当普遍。

免疫功能正常的人群感染后一般无临床症状，但对

于免疫功能受损及缺陷患者，以及孕妇，则往往产生

严重危害[1]。在检测弓形虫的方法中，病原学方法是

最可靠的，但因其取材困难，费时费力，不适用于临

床诊断。而免疫学方法也存在敏感性低等种种不足。

近年来随着分子生物学的发展，PCR（聚合酶链式反

应）方法逐渐应用于弓形虫病的诊断。本研究以 B1

基因某特定片段作为模板建立 PCR方法，检测感染

弓形虫的小鼠全血 DNA，并与 ELISA（酶联免疫吸
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M: Marker；+: 阳性对照；1～6: 2 ng, 0.2 ng, 20 pg, 2 pg, 0.2 pg,

20 fg；- :阴性对照

阳性对照：纯化弓形虫 DNA; 阴性对照：正常小鼠腹水细胞

DNA；1:正常小鼠血淋巴细胞 DNA；2：正常人血淋巴细胞 DNA；3：

疟原虫 DNA；4：旋毛虫 DNA

附试验）捕获法检测血清 IgM作比较。此 2种方法的

比较，国内尚未见相关报道，现报告如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物 昆明种小鼠，体重 20～22 g，雌性；购于

天津医科大学实验动物中心。

1.1.2 虫株 弓形虫 RH株、旋毛虫系本校寄生虫

学教研室保种，约氏疟原虫（Plasmodium yoelii）系首

都医科大学寄生虫学教研室赠送。

1.1.3 引物 参照文献[2]，由上海 BIOASIA公司合

成。

引物 1：5'- GGAACTGCATCCGTTCATGAG- 3'

引物 2：5'- TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC- 3'

1.1.4 主要试剂 蛋白酶 K（TaKaRa）；PCR试剂盒

（10×Buffer,dNTPs,Taq 酶）（TaKaRa）；ELISA试剂盒

（北京北方生物技术研究所）

1.2 方法

1.2.1 弓形虫 DNA的制备 复苏、传代冻存的弓形

虫速殖子，并以淋巴细胞分离液密度梯度离心法纯

化［3］，然后将已纯化的弓形虫速殖子（4×107 /ml）悬

浮于 DNA提取液，37 ℃孵育 1 h，加蛋白酶 K（终浓

度 100 μg/ml），50 ℃水浴 1 h，再以常规酚-氯仿法

抽提 DNA，最后将 DNA沉淀溶于 20μl TE中，- 20℃

保存。

1.2.2 PCR 扩增和电泳检测 引物 1、2 各 4 μl，

10×Buffer 5 μl，模板 DNA 1 μl，dNTPs 4 μl，Taq酶

适量，总体积 50 μl。反应条件：预变性 95 ℃，5 min，

变性 94 ℃，30 s，退火 58 ℃，30 s，延伸 72 ℃，30 s，

35个循环，最后延伸 72℃，5 min。扩增结束后，将PCR

产物用 1.5%琼脂糖凝胶（含溴化乙锭）电泳检测，电

压 90 V，时间 20 min，紫外透射仪观察扩增带。

1.2.3 敏感性测试 用紫外分光光度计测定所提取

的弓形虫 DNA的 OD260，根据测得的 OD值计算弓

形虫 DNA的浓度，再进行倍比稀释，分别得到 2 ng、

0.2 ng、20 pg、2 pg、0.2 pg、20 fg/μl等一系列不同浓

度 DNA，分别按上述方法检测，以确定其检测阈值。

1.2.4 特异性测试 将弓形虫 RH株 DNA、约氏疟

原虫 DNA、旋毛虫 DNA以及人血淋巴细胞 DNA和

小鼠血淋巴细胞 DNA在同样条件下进行 PCR 检

测，以确定是否有交叉反应。

1.2.5 感染动物全血和血清标本的采集 随机选取

昆明种小鼠 21只，其中 6只作为阴性对照组，15只

作为 104实验组。每只小鼠腹腔接种 104个弓形虫速

殖子。从感染后的第 2 d（接种当天为第 1 d）开始连

续 5 d，每天随机选取实验组 3只小鼠，每鼠眶静脉

采血分成 2部分，其中 0.5 ml含 0.1 ml柠檬酸葡萄

糖溶液（ACD），混匀后- 20 ℃冻存以备 PCR用；另外

0.5 ml分离血清，- 20 ℃冻存，以备 ELISA使用。

1.2.6 血液模板 DNA的制备[4] 血标本—取抗凝血

0.2 ml，加入 1 ml0.83% NH4Cl，混匀，冰浴 15 min，

6 000 rpm离心 5 min，弃上清，再加入 1 ml 0.83%

NH4Cl，重复以上操作 5次，最后向沉淀中加入裂解

液 50 μl（1%Triton- X- 100，50 mmol/L Tris- HCl，50

mmol/L KCl，1.5 mmol/L MgCl2），95 ℃，15 min，离心

取上清作为 PCR的模板。

1.2.7 标本检测 全血标本用 PCR检测，血清标本

用 ELISA试剂盒检测 IgM。

1.2.8 数据处理 将 PCR 结果和 ELISA结果以 χ2

检验进行统计分析。

2 结果

2.1 敏感性测定 结果见图 1。结果显示本实验的

检测阈值为 0.2 pg弓形虫 DNA。

2.2 特异性测定 结果见图 2, 表明用于检测弓形

虫 DNA的 PCR- ELISA法对人、小鼠、疟原虫、旋毛

虫等 DNA均无交叉反应。

2.3 感染小鼠全血 DNA与血清 IgM检测结果 结

果见表 1。全血标本 DNA检出的总阳性数为 13（13/

15），血清标本 IgM检出的总阳性数为 2（2/15）。经χ2

图 1 敏感性测定结果

M + - 1 2 3 4

194 bp

图 2 特异性测定结果
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检验，PCR 法检测全血 DNA和 ELISA法检测血清

IgM的阳性检出效率存在统计学差异（P<0.05）。

3 讨论

本实验室所建立的 PCR方法，其检测阈值达

0.2 pg弓形虫 DNA，显示出较高的敏感性。该方法高

度的敏感性主要源于扩增基因的拷贝数。本研究选

取弓形虫 B1基因中的一个 194 bp片段作为扩增模

板，B1基因属于多拷贝基因，即基因中有高度重复

序列，这使其非常适于作 PCR的靶基因，从而提高

PCR的敏感性。其他学者以该基因进行 PCR扩增也

获得了较高的敏感性[5]，表明以 B1基因中的 194 bp

片段作为扩增模板的 PCR法可以作为敏感的弓形

虫检测方法。而且，特异性检测结果表明以该片段作

为扩增模板，与人、小鼠、疟原虫、旋毛虫等 DNA均

无交叉反应，显示出良好的特异性。

本实验未采用常规的酚-氯仿法抽提 DNA，而

是采用低渗溶血后用 TritonX- 100裂解液直接裂解

法获取 DNA。采用酚-氯仿法抽提的 DNA虽然纯度

较高，但提取过程中 DNA损失较大，从而影响检测

的灵敏度。直接裂解法则避免了对 DNA的抽提过

程，溶血后直接以裂解液作为 PCR模板，这样得到

的 DNA虽不是很纯，但并不影响实验结果，同时还

可减少 DNA的损失，进一步提高检测灵敏度。另外，

与传统方法相比，更加简便、快速。

弓形虫感染机体后可以通过血液循环进入其他

组织，因此可以全血标本来检测弓形虫 DNA。IgM是

弓形虫感染后在血液中最早出现的抗体，检测 IgM

可以辅助弓形虫病的诊断。本研究将 PCR检测全血

DNA与 ELISA检测血清 IgM进行比较，结果表明，

无论是阳性的最早检出时间，还是阳性总检出数，

PCR法均明显优于 ELISA法，提示本研究建立的

PCR法可适用于弓形虫病的早期诊断。
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表 1 104组感染小鼠全血及血清样本检测结果

感染时间

（d）

2

3

4

5

6

小鼠数

（n）

3

3

3

3

3

全血

1

3

3

3

3

血清

0

0

0

0

2

阳性小鼠数（n）

［1］

［2］

［3］

［4］

［5］
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