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摘要:为获得猪源弓形虫野生虫株 ,对细胞培养过程中的培养基种类 、血清用量及培养佐剂等条件

进行优化 ,选择最佳分离条件 。对临床血清学检测呈阳性猪场的 19份血液样品进行弓形虫虫株的

培养检测 ,共获得野生虫株 10株 。运用 PCR方法进行初步鉴定 ,证实分离虫株为弓形虫野生虫

株。结果表明 ,细胞培养方法是一种分离弓形虫虫株较为理想的方法 。
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Abstract:To obtain the Toxoplasma gond ii field st rains f rom pig s , the kinds o f media , serum

concentration and the usage o f supernatant of RH strain culture(SRC)were f irst optimized.Total

of 19 blood samples of w hich the T .gondi i antibody are po sitive w ere cul tured wi th PK-15 cells

and 10 strains o f T.gondi i were isolated.The resul ts of PCR and ELISA further confi rmed that

all of the iso lates are field st rains.Our data demonstrate that the method of cell cul ture is an

ef fective way to isolate T.gond ii field st rains f rom pig s.
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　　刚地弓形虫(Toxop lasma gondi i)是寄生于人

和多种脊椎动物组织和细胞内的机会性致病原虫 ,

广泛分布于世界各地 ,能引起孕妇流产 、胎儿或婴幼

儿发育畸形 ,甚至死亡。近年来又发现该寄生虫是

人类艾滋病 、脑炎的重要并发或继发病原体[ 1] 。在

畜牧业生产中 ,弓形虫病也是猪 、牛 、羊的重要原虫

病 ,尤以猪的感染率较高 ,给养猪生产造成巨大经济

损失。不少病例报告以及血清学调查结果证明 ,猪

弓形虫病仍然是养猪生产以及公共卫生的一大

隐患[ 2 ～ 4] 。

作为一种机会性致病原虫 ,当机体免疫水平下

降时 ,弓形虫对猪只的危害将更加严重 。我国目前

·103·

河南农业科学
DOI :10.15933/j.cnki.1004-3268.2009.03.029



养猪业发展不平衡 ,部分猪场因致病微生物或饲料

中霉菌毒素等原因 ,导致猪体免疫抑制问题比较突

出[ 5 , 6] 。因此 ,弓形虫病的危害更应引起兽医界的

高度重视 。而分离病原是研究疾病的前提。常见的

弓形虫分离方法包括动物接种及细胞培养 2种 ,前

者检出周期较长 ,且存在扩散病原的风险 ,因此 ,应

用细胞培养方法日渐增多 。本试验在农业微生物国

家重点实验室已有工作的基础上[ 7 , 8] ,参考文献[ 9]

报道的方法 ,首先对细胞培养条件进行优化 ,随后对

采自血清学阳性猪场的血液样品进行弓形虫虫株的

分离 ,并运用血清学及 PCR等方法进行鉴定 ,初步

确定得到弓形虫分离株 10株 。野生虫株的获得为

该病的流行病学 、免疫预防及药物治疗等方面的深

入研究奠定了基础。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　虫株及细胞　弓形虫 RH 株由湖北省预防

医学科学院赠送;PK-15 细胞由深圳出入境检验检

疫局赠送 。

1.1.2　培养基与试剂　RPM I1640培养基 、DMEM

低糖培养基 、DMEM 高糖培养基及胎牛血清均购自

Invit rog en公司 ,胰蛋白酶为 Sigma公司产品 ,其余

试剂均为国产分析纯 。

1.1.3　抗凝全血及血清　从华中农业大学兽医院

临床病猪 、南阳市周边弓形虫抗体阳性猪场 ,无菌采

集血样;每头猪采集抗凝全血及全血各 1份 ,前者用

于虫株分离 ,后者用于检测弓形虫抗体 。

1.2　方法

1.2.1　RH 株速殖子培养上清的制备　常规培养

细胞 ,待培养瓶底部接近 80%长满细胞时 ,将 RH

株速殖子从液氮中取出 ,置 37℃水浴速溶 ,离心去

除冻存液后接种细胞。待虫体大量增殖后(约

72 h),取其上层培养液 , 0.22μm 微孔滤膜过滤 ,即

为速殖子培养上清(SRC),置-20℃保存备用。

1.2.2　细胞培养法分离虫体条件的优化　固定其

他条件 ,先后以不同类型培养基及不同浓度 SRC 进

行细胞培养 ,接种已知数量的 RH 株速殖子 , 在倒

置显微镜下计数速殖子总数及侵入细胞的数量 ,依

次确定最佳培养基及 SRC最适用量 ,为提高临床样

品中野生虫株的分离率提供保证。

1.2.3　野生虫株的分离　在最适条件下(1%胎牛

血清 , 10%SRC 的 DMEM 高糖完全培养基)培养

PK-15细胞 。同时 ,采集抗凝全血进行轻度离心或

自然沉淀 ,以去除沉淀底部的红细胞 。小心吸取上

层及中间层部分 , 1 000 g 离心 5min , 弃上清 , 以

pH7.2 PBS悬浮沉于底部的虫体或淋巴细胞 ,混匀

后接种 80%长满单层的 PK-15细胞 , 25mL 细胞瓶

每瓶加 1mL 或 24 孔板每孔加 0.1mL 。置 37℃,

50%(V/V)CO 2 培养箱培养 ,逐日观察。当在倒置

显微镜下发现 1个以上细胞内出现二联虫体时 ,即

可初步判定为虫株分离阳性 。待虫体数量增多时进

行扩大培养或置液氮中长期保存 。

1.2.4　分离虫株的进一步鉴定　取分离培养上清 ,

提取其总 DNA , 以农业微生物国家重点实验室建

立的方法进行 PCR检测
[ 7]
。根据特异性条带的有

无 ,判定野生虫株是否成功分离。所有样品所对应

的血清样品均用农业微生物国家重点实验室建立的

AG-ELISA方法[ 8]检测弓形虫抗体 。

2　结果与分析

2.1　细胞培养条件的优化结果

不同类型培养基培养细胞后 ,接种相同数量的

RH 株速殖子 ,培养一定时间后得到的虫体数量结

果见表 1。DMEM 高糖培养基组在培养 96 h 后得

到虫体浓度为1 980万个/mL ,明显高于 RPM I1640

(1 103万个/mL)及 DMEM 低糖(970 万个/mL)。

说明高浓度葡萄糖有利于弓形虫速殖子的生长 。

不同浓度胎牛血清及 SRC 接种 RH 速殖子后

细胞虫体计数情况见表 2 、表 3 。在 10%SRC浓度

下 ,细胞感染率明显高于对照组及其他浓度组。

　表 1　不同类型培养基 RH速殖子繁殖数量　(万个/mL)

接种时间(h)
培养基类型

RPM I 1640 DM EM 低糖 DMEM 高糖

24 550 480 630

48 1133 1030 1280

72 1485 1120 1920

96 1103 970 1980

表 2　不同浓度 SRC RH速殖子侵入细胞的百分率　(%)

速殖子接种量

(个/mL)

SRC添加量

0 10% 20% 30%

103 18.0 36.5 35.0 19.6

102 3.5 10.6 5.8 4.4

2.2　野生虫株的分离及其鉴定结果

共采集抗凝全血 19份 ,接种细胞单层后 ,有 10

份分离到椭圆形 、弓形或瓜子状虫体;对初步判定为

阳性的分离培养物 ,进行 PCR扩增 ,产物为弓形虫

S AGI 基因阳性 ,其所对应的血清 AG-ELISA 抗体

OD630值在 0.56 ～ 1.10之间(表 3)。
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表 3　临床样品虫体检出时间 、抗体水平及 PCR 扩增结果

样品编号 虫体检出时间(d) OD 630值 PCR扩增结果

3 2 1.10 +

6 2 1.04 +

8 5 0.86 +

10 5 0.85 +

11 6 0.71 +

13 6 0.75 +

14 8 0.56 +

16 4 0.71 +

18 2 0.98 +

19 5 0.78 +

3　讨论

利用细胞培养方法分离弓形虫虫株 ,具有条件

一致 、分离周期短的优点 ,克服了动物接种个体差异

所可能导致的假阴性结果 ,有利于提高检出率 。于

恩庶等[ 9] 以血液作为被检材料 ,应用细胞培养方法

进行家兔弓形虫的分离 ,证明细胞培养方法的阳性

率比小鼠接种法高 ,结果判定快 ,尤其是在虫数较少

时差别更明显。本次试验以血清学阳性猪场抗凝全

血为被检材料 ,接种 PK-15细胞单层 ,共检测样品

19份 ,得到阳性结果 10份 ,证明细胞培养方法是一

种比较合适的弓形虫虫株分离方法 。

Saf fer 等[ 10 , 11]报道 ,磷脂酶 A2(PLA2)对弓形

虫速殖子侵入成纤维细胞有促进作用 ,并证实 RH

株速殖子有内源性 PLA2的存在 。通过使用不同浓

度 SRC 对 RH 株速殖子感染细胞百分率的比较试

验也验证了该观点。可以认为 ,用 SRC 作为培养基

佐剂 ,可显著提高利用细胞培养方法分离弓形虫的

敏感性。由于细胞种类及培养条件不同 , SRC 中有

效成分的含量会发生变化 ,因此在实际应用中 ,建议

通过比对试验 ,确定其最适添加量 。

弓形虫除嘌呤代谢必须依靠宿主提供外 ,其他

物质均可以自身合成 ,培养液中添加适量葡萄糖不

仅对于支撑细胞是必需的 ,对于弓形虫速殖子的生

长繁殖也具有直接影响[ 12] 。比对试验表明 , DMEM

高糖培养基(葡萄糖含量 5%)较之 DMEM 低糖培

养基(葡萄糖含量 1.5%)和 RPM I1640培养基(含

葡萄糖 2%)更适宜弓形虫速殖子的生长。

试验表明 ,弓形虫只能在有核细胞内生长繁殖。

而猪红细胞是无核细胞 ,因此无虫体存在 。血液样

品经离心或静置处理后 ,去除下层红细胞 ,血细胞数

目明显降低 ,而其中的游离虫体及淋巴细胞成分保

持不变 。这样在相同的细胞单层表面 ,可适当增加

样品接种量 ,还可以避免大量红细胞覆盖细胞单层

所导致的对细胞生长及速殖子侵入的不利影响 ,提

高分离方法的敏感性。
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