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江苏省先天性畸胎弓形虫分离株和江苏省先天性畸胎弓形虫分离株和HIV⁃HIV⁃弓形虫弓形虫

共感染患者弓形虫基因型分析共感染患者弓形虫基因型分析
周永华 1，2*，侯照峰 2，马以武 3，王学东 4，许永良 1，陶建平 2*

［［摘要摘要］］ 目的目的 鉴定分离自江苏省先天性畸胎的弓形虫虫株（KS株）和HIV⁃弓形虫共感染患者刚地弓形虫的基因型。

方法方法 抽提江苏省先天性畸胎弓形虫分离株（KS株）速殖子和1例HIV⁃弓形虫共感染患者的全血DNA，选择11个基因位

点，采用聚合酶链式反应⁃限制性片段长度多态性分析（PCR⁃RFLP）进行基因型鉴定。结果结果 自江苏省先天性畸胎分离

的弓形虫虫株和1例HIV⁃弓形虫共感染患者的全血DNA样本中均获得完整分型条带，经鉴定均为弓形虫基因型Ⅰ型。

结论结论 Ⅰ型刚地弓形虫可能是江苏地区引起妊娠异常结局妇女和HIV⁃弓形虫共感染患者的优势基因型虫株。
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Genotype analysis of Toxoplasma gondii isolated strains from congenital ter⁃
as and HIV--Toxoplasma co--infected patient in Jiangsu Province
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［［AbstractAbstract］］ ObjectiveObjective To identify the genotype of Toxoplasma gondii isolated strains from a congenital teras（KS strain）and
an HIV⁃Toxoplasma co⁃infected patient in Jiangsu Province. MethodsMethods T. gondii DNA of tachyzoites of a isolate from a congeni⁃
tal teras（KS strain）and blood DNA of an HIV⁃Toxoplasma co⁃infected patient in Jiangsu Province were extracted，and 11 loci
were identified for the genotype by polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism（PCR⁃RFLP）. ResultsResults
The complete bands were obtained from the congenital teras（KS strain）and HIV⁃Toxoplasma co⁃ infected patient in Jiangsu
Province，and identified as T. gondii gene type I. ConclusionConclusion T. gondii gene type I may be the dominant genotype strain of T.
gondii among the women who have the abnormal pregnant outcomes and HIV⁃Toxoplasma co⁃infected patients in Jiangsu Prov⁃
ince.
［［KeyKey wwordsords］］ Toxoplasma gondii；Genotyping；Polymerase chain reaction restriction fragment length polymorphism（PCR⁃
RFLP）；Congenital teras；HIV

弓形虫病是一种由机会性致病原虫弓形虫引起

的人兽共患食源性寄生虫病［1］。弓形虫感染和弓形

虫病的发生、发展与宿主的免疫状态和感染的弓形虫

基因型密切相关［1］。多数弓形虫感染者无明显症状；

但对免疫功能低下或免疫缺陷者（如HIV感染者），弓

形虫感染则可引起中枢神经系统损害和全身性播散
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感染，甚至死亡［1］。弓形虫是AIDS患者的重要致命

性机会感染病原体［2⁃3］，AIDS患者所患脑炎中有超过

1/3是由弓形虫感染引起［4］。孕期存在活动性感染可

导致妊娠结局异常和先天性弓形虫感染，严重影响优

生优育［5⁃7］。此外，弓形虫隐性感染可致神经精神性

疾病，如癫痫、精神分裂症，甚至诱发自杀、交通和工

伤事故等［8⁃11］。不同宿主、不同地域感染的弓形虫虫

株基因型差异较大，不同基因型弓形虫虫株的毒力及

对药物的敏感性亦存在较大差异。因此，研究不同人

群和不同地区感染的弓形虫基因型对于弓形虫病防

控具有重要意义。

聚合酶链式反应⁃限制性片段长度多态性分析

（PCR⁃RFLP）是目前被广泛应用于弓形虫虫株基因型

鉴定的方法之一［12］。谢德华等［13］运用 PCR⁃RFLP方

法，首次分析了我国不同宿主来源的弓形虫虫株的致

密颗粒抗原GRA6基因型。近年来，对弓形虫基因型

的研究多选择多基因位点进行分析［12］，以便更好地区

分和鉴定其基因型。目前，国内学者采用多基因位点

的PCR⁃RFLP方法，已从我国人体和动物体内鉴定出

多个基因型［14⁃17］，发现不同弓形虫分离株在遗传上具

有多样性，且不同基因型的弓形虫虫株在宿主间的传

播、毒力和致病力等方面亦存在差异［18］。江苏地区猪

源、鸡源和猫源弓形虫的基因型已有报道［19］，但对人

源弓形虫分离株的基因型鉴定尚少见报道。本研究

对1986年分离自江苏省的先天性畸胎的弓形虫虫株

（KS株），和近期自HIV⁃弓形虫共感染患者体内分离

的弓形虫虫株，进行了基因型鉴定，以期为探索江苏

地区人群弓形虫感染的虫株基因型等研究提供参考

依据。

材料和方法材料和方法

11 样本来源样本来源

弓形虫KS虫株由江苏省昆山市第一人民医院马

以武主任惠赠，由国家卫生和计划生育委员会寄生虫

病预防与控制技术重点实验室传代保存。弓形虫KS
分离株系1986年从昆山市一孕妇所产先天性脑积水

死婴脑中分离，属强毒株［20⁃22］。KS分离株与国际标准

株RH株 P30基因不含编码信号肽的 cDNA序列，两

虫株在 300位（KS株为A，RH株为G）和 570位碱基

（KS株为T，RH株为A）不同，这两个碱基上的变化都

不改变所编码的氨基酸序列［23⁃24］。

1例HIV阳性患者的弓形虫B1基因PCR阳性全

血DNA样本，由无锡市传染病医院提供。该患者为

39岁男性，无锡市人。

22 主要试剂与仪器主要试剂与仪器

基因组DNA提取试剂盒与PCR试剂盒由北京天

根生物技术有限公司提供；PCR引物由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成；弓形虫分型所用限制性内

切酶均购自NEB公司。弓形虫基因型分型标准参考

株Ⅰ型RH株DNA由国家卫生和计划生育委员会寄

生虫病预防与控制技术重点实验室提供，Ⅱ型ME49
虫株DNA由吉林大学陈启军教授惠赠。DYY⁃6C型

电泳仪和DYCP⁃31DN型电泳槽购自北京市六一仪器

厂，凝胶成像系统为BIO⁃RAD公司产品，ABI⁃Veriti型
梯度PCR仪由美国ABI公司提供。

33 弓形虫株弓形虫株PCR-RFLPPCR-RFLP基因分型基因分型

采用 Su等［1］报道的多基因位点 PCR⁃RFLP方法

对KS分离株和HIV⁃弓形虫共感染患者血样进行弓形

虫基因型分型。以国际通用的基因型Ⅰ型代表株RH
株和基因型Ⅱ型代表株ME49株弓形虫参考虫株及

人源型KS分离株、B1和529 bp高度重复序列PCR阳

性的一例HIV⁃弓形虫共感染患者的全血DNA标本为

模板，扩增 SAG1、SAG2、SAG3、5′+3′SAG2、BTUB、
GRA6、c22⁃8、c29⁃2、Pk1、L358和Apico等 11个位点

基因片段，反应总体积为 25 μl，其中 PCR PremixTaq
12.5 μl，上、下游引物各1 μl，DNA模板1.5 μl，PCR扩

增条件为：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，60 ℃ 1 min，72 ℃
1.5 min，共35个循环；最后72℃ 10 min。扩增产物经

琼脂糖凝胶电泳，阳性 PCR 产物用限制性内切酶

Sau96Ⅰ、HaeⅡ、HinfⅠ、TaqⅠ、NciⅠ、BsiEⅠ、Mse
Ⅰ、BsmAⅠ、MboⅡ、HpyCH4Ⅳ、RsaⅠ、HaeⅢ、NlaⅢ、

AvaⅠ、AflⅡ和Dde Ⅰ酶切，酶切产物经 2.5%琼脂糖

凝胶电泳鉴定，溴化乙锭染色，在凝胶成像系统观察

结果。PCR所用引物序列、反应体系以及RFLP酶切

体系参照Su等［1］报道。

结结 果果

将弓形虫KS分离株速殖子DNA和HIV⁃弓形虫

共感染患者全血DNA样本进行PCR扩增，11个位点

的 PCR扩增产物分别进行酶切，酶切产物经 2.5%琼

脂糖凝胶电泳鉴定。将全部酶切图谱与国际参考虫

株RH株（基因型 I型）和ME49 株（基因型 II型）的带

型进行比较，从而鉴别其基因型，其中 5′+3′ SAG2标
记的基因型由5′⁃SAG2和3′⁃SAG2两位点的酶切结果

联合判断。KS分离株和自HIV⁃弓形虫共感染患者分

离的弓形虫株均获得了完整的基因型分型图谱（图

1），经鉴定为Ⅰ型基因型（表1）。
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M φX174⁃Hae III 酶切 DNA 标志物；1 HIV⁃弓形虫共感染患者全血DNA；2 KS株；3 ME49株；4 RH株
M φX174⁃Hae III digest DNA Marker；1 DNA extracted from the blood samples of an HIV⁃Toxoplasma co⁃infected patient；2 KS isolate；
3 ME49 strain；4 RH strain

图图11 酶切图谱比较酶切图谱比较
FiFig.g. 11 CComparison among restriction enzyme mapsomparison among restriction enzyme maps
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表表11 KSKS分离株速殖子和分离株速殖子和HIV-HIV-弓形虫共感染患者全血弓形虫共感染患者全血DNADNA弓形虫基因分型弓形虫基因分型
TableTable 11 TToxoplasma gondiioxoplasma gondii genotyping of tachyzoites DNA of KS isolate and blood DNA of HIV-genotyping of tachyzoites DNA of KS isolate and blood DNA of HIV-ToxoplasmaToxoplasma co-infectedco-infected

patipatientent
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2007年Dubey等［25］率先采用 PCR⁃RFLP技术对

10个遗传标记进行扩增，将 17株中国弓形虫分离株

进行基因分型。随后，Zhou等［14⁃16］采用相同方法对38
个来自中国不同地区和宿主的弓形虫分离株进行基

因鉴定和分型，通过扩增 10个遗传标记将其分为基

因Ⅰ型（34.21%）、基因Ⅱ型（ToxoDB#3，2.63%）和

ToxoDB#9型（63.16%），推测ToxoDB#9基因型可能是

中国弓形虫虫株的优势基因型。随后，许多研究者对

中国人源和动物源弓形虫虫株进行基因鉴定与分

型［26 ⁃ 31］。Wang 等［26］通过扩增 SAG1、SAG2、SAG3、
BTUB、GRA6、c22⁃8、c29⁃2、L358、Pk1和Apico等10个
遗传位点对中国东部猪源弓形虫虫株遗传变异进行

分析，发现3个虫株分别为基因ToxoDB#9型（1株）和

基因 ToxoDB#213型（2株）。Wang等［17］也利用 PCR⁃
RFLP技术对上述10个位点进行扩增，从而分析中国

不同地域的 48株人源和动物源弓形虫虫株遗传变

异；发现40个占83.33%分离株为基因ToxoDB#9型，2
株属于基因Ⅰ型，1株为基因Ⅱ型（ToxoDB#1），其余5
株为 2 个新发现的基因型 ToxoDB#204 和 ToxoDB#
205，未见基因Ⅲ型。候照峰等［19］也曾采用 PCR⁃.
RFLP方法，选择11个基因位点对弓形虫PCR阳性的

28例猪源和 8例猫源的DNA样品进行基因型分析；

结果显示，36个阳性样品中有18个样品被成功扩增，

经酶切鉴定分析，18株弓形虫分离株包括 5种基因

型，分别为Ⅰ型（2株）、ToxoDB#9或ChineseⅠ（13株）

和3种新的基因型（各1株）。

谢德华等［13］应用PCR⁃RFLP技术在GRA6位点首

次分析了中国不同来源的弓形虫分离株的基因型，结

果认为中国人源弓形虫分离株包括基因Ⅰ型和基因

Ⅱ型。目前，对我国人源型弓形虫分离株的种群遗传

学研究相对较少，对免疫抑制者弓形虫感染的基因型

鉴定亦少见报道［27⁃30］。聂大平等［27］通过B1基因位点

对云南西部地区HIV阳性患者血样进行弓形虫基因

鉴定和分型，确定其弓形虫基因型为Ⅰ型；陈凌娟

等［28］通过GRA6位点比较分析，发现云南大理地区

HIV阳性者感染弓形虫基因型与RH株一致，同属基

因Ⅰ型。本研究应用国际通用的 PCR⁃RFLP技术在

11个遗传位点对江苏地区 1例HIV⁃弓形虫共感染患

者全血DNA进行弓形虫基因分型，结果获得了完整

的分型图谱，鉴定为弓形虫Ⅰ型基因型。

国内对自先天性畸胎分离的弓形虫虫株分型尚

无报道。本研究首次选择11个基因位点对先天性畸

胎弓形虫分离株进行了基因型分型，鉴定结果与分离

自畸胎的RH株基因型一致，为Ⅰ型。

弓形虫基因型与致病机制密切相关，不同基因型

弓形虫虫株能直接影响宿主免疫应答状态和疾病转

归［31⁃32］。对人体弓形虫感染的虫株进行基因分型，有

助于感染溯源，亦可为深入研究基因型相关的致病机

制奠定基础［32］，从而为寻找弓形虫病潜在药物靶点提

供重要线索。
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