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［摘　 要］ 　 弓形虫病（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍｏｓｉｓ）是由弓形虫（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ）引起的一种人兽共患寄生虫

病，危害严重且分布广泛，目前尚未有理想的防治药物。 因此，及时准确的检测对于防治弓形虫病

尤为重要。 就弓形虫的病原学检测、血清学检测及分子生物学检测等方法进行了综述，介绍了动物

弓形虫检测中各类方法的研究现状及应用情况，分析了各种技术的优点与局限性，以期为动物弓形

虫检测方法的发展和研究提供参考。
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　 　 弓形虫（Ｔｏｘｏｐｌａｓｍａ ｇｏｎｄｉｉ）是一种细胞内寄生

虫，可感染所有温血动物［１－２］。 感染宿主后随着血

液到达全身各个部位，对人及动物造成极大的威

胁。 人感染率一般为 １０％ ～ ６０％［３］， 最高可达

９５％［４］，我国人群弓形虫平均感染率约为 １０％［５］，

孕妇感染弓形虫后约有 ２０％的机率从母体垂直传

播给胎儿［６］，引起胎儿先天性感染，造成流产或死

胎等。 弓形虫感染免疫功能减退或受损的机体可

能会造成广泛的病理损害甚至危及生命。
弓形虫可感染猪、牛、羊等家畜，在一些伴侣动
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物犬、猫、兔等弓形虫感染情况较为普遍，在给畜牧

业带来巨大经济损失的同时，也为食品安全与人类

健康埋下了重大隐患［７］。 弓形虫感染动物后常表

现为非特异的临床症状，无法根据临床症状实现准

确诊断。 因此，了解动物弓形虫检测技术的研究进

展及应用情况，对切实维护养殖业安全、动物源性

食品安全、公共卫生安全至关重要。
１　 病原学检测

病原学检查常用的方法包括镜检法和接种法。
前者主要是根据样本（肺、肝、淋巴结或体液、脑脊

液等）特性，选择涂片、固定或染色等方式通过显微

镜观察结果［８］；后者是将样本经处理后通过接种至

动物、鸡胚或细胞（如 Ｈｅｌａ、Ｖｅｒｏ）等进行培养，而后

检测弓形虫的方法［９］，这两种方法虽然不适合大批

量样本的快速检测，但操作较为简单，结果直观可

靠，在动物弓形虫的诊断及预防中发挥了重要作

用。 Ｋｈａｄｅｍｖａｔａｎ Ｓ 等以显微镜直接涂片检查了伊

朗 ２３０ 只啮齿动物的弓形虫寄生情况，结果显示有

１ 例感染［１０］。 Ａｔａｓｅｖｅｒ Ａ 等使用血清为弓形虫阳性

的鹌鹑组织接种小鼠，并顺利从感染小鼠的腹膜液

中分离并鉴定出弓形虫［１１］。 在弓形虫病的检测实

践过程中，传统病原学检测方法因费时、费力以及

检出率低等原因，已无法满足高效、快速检测人和

动物弓形虫感染的需求。
２　 血清学检测

血清学方法是上个世纪实验室检测弓形虫的首

选和最常用的方法。 该方法主要使用弓形虫特异性

抗原，通过测定宿主感染后体内相应抗体（ＩｇＡ、ＩｇＭ、
ＩｇＧ 和 ＩｇＥ）进行判定。 大多数血清学方法使用弓形

虫裂解物抗原（ＴＬＡ）、小鼠或组织培养物中的速殖

子抗原作为天然抗原。 但是，制备这些抗原所需的

实验室条件及技术要求各不相同，且制备费时、成本

较高以及存在感染风险等问题不容忽视［１２］。
２．１　 萨宾－费尔德曼染色试验（Ｓａｂｉｎ－Ｆｅｌｄｍａｎ ｄｙｅ
ｔｅｓｔ， ＳＦＤＴ） 　 Ｓａｂｉｎ 和 Ｆｅｄｍａｎ １９４８ 年首次提出

ＳＦＤＴ，利用活的弓形虫滋养体能被碱性美蓝染成蓝

色的特性，以加入致活剂和免疫血清（抗体）后不着

色或着色很淡为判断阳性的依据，可用于早期检

测，被认为是弓形虫感染血清学检测的“金标准”，

很多学者运用 ＳＦＤＴ 法对不同动物进行过弓形虫检

测。 Ｃｈａｄｗｉｃｋ ＥＡ 等通过该方法检测英国水獭中弓

形虫的感染率为 ３９．５％，表明淡水生态系统因粪便

含有卵囊而导致较高的流行率［１３］。 Ｂｅｙｈａｎ ＹＥ 等

以 ＳＦＤＴ 检测发现，弓形虫在研究区域的水牛中相

当常见，感染率高达 ８７．７９％［１４］。 ＳＦＤＴ 与其他方法

相比具有较高的符合率，作为一种最早被使用和公

认的敏感度高、特异性强、重复性好的血清免疫学方

法，因其需要以活虫为抗原和含有辅助因子的血清

作为致活剂，不仅增加了试验的危险性，还加大了检

测成本及操作难度，极大限制了该方法的推广应用。
２．２　 凝集试验

２．２．１　 改良凝集试验（Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ，
ＭＡＴ） 　 ＭＡＴ 是 Ｄｕｂｅｙ 和 Ｄｅｓｍｏｎｔｓ 于 １９８７ 年在直

接凝集试验（Ｄｉｒｅｃｔ ｈａｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ，ＤＡＴ）基

础上建立的一种特异、敏感的弓形虫检测方法。 检

测前只需制备纯净的弓形虫速殖子，其表面抗原能

够与被检血清中弓形虫特异性 ＩｇＧ 抗体发生交联

反应，经染色后可依据反应孔底部的抗原积层进行

判断。 ＭＡＴ 的特异性和敏感性与 ＤＡＴ 相似，有报

道称 ＭＡＴ 在对犬血清检测过程中会出现较高的假

阴性［１５］，但该方法对其他寄生虫无特异性反应，且
操作程序及所需试验工具相对简单，判定标准明

确，对于样本的初筛具有重要的意义。 Ｆｅｇ Ｖ 等以

ＭＡＴ 法检测散养鸡群弓形虫感染情况，结果显示感

染率为 １６．６％［１６］。 Ａｌｍｅｒíａ Ｓ 等利用 ＭＡＴ 法调查

发现，绵羊的弓形虫感染率为 ４１．２％，牛为 １８．６％，
山羊为 ５．６％；在野生蹄类动物中，红鹿的弓形虫感

染率为 １０．５％，黇鹿为 １５．６％，摩弗伦羊为 ５．６％，
西班牙 山 羊 为 ５． ６％， 獐 鹿 为 １３． ６％， 野 猪 为

１８．６％［１７］。 Ｈｅｄｄｅｒｇｏｔｔ Ｍ 等用 ＭＡＴ 在欧洲中部检

测浣熊，结果发现约有 ３７．４％的感染弓形虫［１８］。 至

今，ＭＡＴ 方法因其良好的特异性及敏感性一直被各

国广泛应用于动物弓形虫的调查或研究工作中。
２． ２． ２ 　 间 接 血 凝 试 验 （ Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ
ｔｅｓｔ， ＩＨＡ） 　 ＩＨＡ 是利用弓形虫可溶性抗原致敏于

红细胞表面，当与相应抗体相互反应时即可出现肉

眼可见的凝集。 因 ＩＨＡ 方法具有操作简便、敏感性

高、特异性强等特点，故而适于大规模的流行性调
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查。 Ｚｈａｎｇ ＸＸ 等对我国北方流浪狗检测发现弓形

虫感染率为 １４．０５％［１９］。 Ｌｕｏ Ｈ 等对我国江西省动

物园及家畜弓形虫感染调查结果显示，长颈鹿感染

率为 ２７％，狼为 ２０％，河马为 １７％，小天鹅为 ２２％；
家畜中山羊感染率为 １０％， 水牛为 １７％， 牛为

１１％［２０］。 同时，对湖北野生动物的调查结果显示，
野猪感染率为 ７．２％，野兔为 ５．１％，野鸡为 １２．６％［２１］。
Ｗｕ Ｆ 等利用 ＩＨＡ 法在屠宰猪中检测弓形虫感染率

为 １９．９％［２２］。 但是，致敏红细胞的不稳定性使该方

法易产生非特异性凝集，与其他诊断方法相比重复

性较差［２３］。
２．２． ３ 　 乳 胶 凝 集 试 验 （ Ｌａｔｅｘ ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｅｓｔ，
ＬＡＴ） 　 ＬＡＴ 是以乳胶颗粒包被弓形虫可溶性抗

原，加入待检血清后，通过观察凝集反应进行结果

判定，若结果为阳性则需要再以其他血清学方法开

展进一步检查。 Ｐａｔｅｌ ＫＫ 等以市售 ＬＡＴ 和 ＥＬＩＳＡ
试剂检测新西兰的养殖红鹿，以此评估两者敏感性

和特异性分别为 ８４．４％和 ９１．１％［２４］。 Ｏｉ Ｍ 等利用

商品化 ＬＡＴ 调查了日本东京 １９９９－２００１ 年和 ２００９－
２０１１ 年间被收容的猫、狗的弓形虫感染血清阳性

率，结果显示十年中感染率几乎无变化（猫由 ５．６％
变为 ６． ７％，狗由 １． ８％变为 １． ９％） ［２５］。 可以说，
ＬＡＴ 具有操作简便、结果易判及特异性良好等特

点，能够快速方便的检测到抗弓形虫 ＩｇＧ 抗体，适
合于动物弓形虫的早期感染和抗体检测，常作为现

场检测和大范围流行病学筛查的手段。
２．３　 间接荧光抗体试验（ Ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｔｉ⁃
ｂｏｄｙ ｔｅｓｔ， ＩＦＡＴ） 　 间接荧光抗体试验以固定的弓

形虫速殖子制作抗原片，通过荧光素标记的二抗检

测特异性抗体，具有较高的敏感性、特异性和重现

性等优点，被广泛应用于动物弓形虫血清 ＩｇＧ 或

ＩｇＭ 抗体的检测，是目前检测早期感染较为理想的

血清学试验方法之一［２６］。 Ｇｏｓ ＭＬ 等通过该方法以

弓形虫（ＲＨ 株）和犬新孢子虫（ＮＣ１ 株）速殖子作

为抗原，使用兔抗山羊 ＩｇＧ－ＦＩＴＣ 的二抗来检测阿

根廷两个省山羊的弓形虫和犬新孢子虫的感染情

况，结果显示流行率分别为 ４０． ８％ 和 ５． ５％［２７］。
Ｍａｃｈａｃｏｖａ Ｔ 等使用 ＩＦＡＴ 发现意大利北部的兔子

弓形虫和犬新孢子虫感染率分别为 １４． ６％ 和

１．２％［２８］。 Ｂáｒｔｏｖá Ｅ 等对尼日利亚三个州的 １２０ 匹

马和 ２４ 头驴进行弓形虫和新孢子虫检测发现，马
的感染率分别为 ２４％和 ８％；驴中仅检测到弓形虫，
血清阳性率为 １７％［２９］。 目前，该技术在国外广泛

被应用于流行病学调查，且已有敏感、稳定的市售

试剂盒，相比之下，国内关于 ＩＦＡＴ 检测动物感染弓

形虫的报道较少，可能因其需要专业荧光显微镜观

察而限制了该方法的推广使用。
２．４ 　 免疫层析技术 （Ｇｏｌｄ ｉｍｍｕｎｏｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ａｓｓａｙ ，ＧＩＣＡ） 　 ＧＩＣＡ 主要由标记技术和层析技术

组成，利用抗原与抗体反应原理，以胶体金作为示

踪标志物，通过固相膜为载体而设计的检测方法。
作为一种简单、便捷的血清学检测方法，适于养殖

场及野外现场动物弓形虫的检测。 王艳等将利用

弓形虫重组抗原 ＳＡＧ１ 组装成胶体金免疫层析试

纸条筛选犬弓形虫病，与 ＥＬＩＳＡ 试剂盒进行对比符

合率较高［３０］。 孙雪霏利用弓形虫重组蛋白 ＧＲＡ７
制备胶体金试检测纸条，检测 １７６ 份猪血清的结果

与 Ｇｏｌｄ －ＥＬＩＳＡ 方法比较具有较高的一致性［３１］。
目前，免疫层析技术因具有快速、操作简便、结果易

判和不需特定仪器等优点，得到了广泛的应用。 但

是当前市场中试纸条的产品质量良莠不齐，存在特

异性不高、假阳 ／阴性等现象。
２．５ 　 酶联免疫吸附试验 （Ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ Ｉｍｍｕ⁃
ｎｏｓｏｒｂｅｎｔ Ａｓｓａｙ ，ＥＬＩＳＡ） 　 ＥＬＩＳＡ 方法利用酶的高

效催化作用及底物放大反应效果，使检测灵敏度大

大提高，提高了特异性抗原和抗体在免疫反应过程

中的敏感性，既可用于检测抗原也可以检测抗体。
目前，国内外已研制出很多反应灵敏、特异性高、重
复性好的动物弓形虫 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒，主要检测

循环抗原（ＣＡｇ）和特异性抗体（ ＩｇＭ 和 ＩｇＧ），适于

大批量血清样品的检测，是血清学方法中一种方便

且安全的方法。 常用的包括间接 ＥＬＩＳＡ、 斑点

ＥＬＩＳＡ（Ｄｏｔ －ＥＬＩＳＡ）、亲和素 －生物素复合 ＥＬＩＳＡ
（ＡＢＣ－ＥＬＩＳＡ）及双抗夹心 ＥＬＩＳＡ（ＤＳ－ＥＬＩＳＡ）等。
如 Ｚｈｕｏ Ｘ 等以弓形虫 ｒＭＡＧ１ 为包被抗原建立的间

接 ＥＬＩＳＡ 检测方法，对 ９３ 份狗血清进行检测，结果

显示其特异性和敏感性均高于以 ＴＬＡ 为包被抗原

建立的间接 ＥＬＩＳＡ 方法［３２］。 宫枫举等建立了检测
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弓形虫循环抗原的夹心 ＡＢＣ－ＥＬＩＳＡ 方法，检测 ６８
份猪临床血样与 Ｎｅｓｔ－ＰＣＲ 结果一致，表明该方法

特异性强、敏感性高，可用于弓形虫急性感染的早

期或活动期的诊断［３３］。 寇金华用制备的抗弓形虫

重组蛋白 ＳＡＧ３ 单克隆抗体建立猪弓形虫双抗夹

心 ＥＬＩＳＡ 法，并对广东、吉林地区各 ９４ 份猪血清样

品进行检测，阳性率分别为 ２０．２％和 １１．７％，与建立

的胶体金试纸条做对比，两者符合率分别为９０．９０％
和 ８９．４７％［３４］。 ＥＬＩＳＡ 及其衍生的一系列血清学方

法具有可重复、易自动化和标准化等特点，还能用

于定性和定量检测，是目前应用最广的动物弓形虫

检测方法。
３　 分子生物学检测

３．１　 聚合酶链式反应（Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ｃｈａｉｎ Ｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ） 　 ＰＣＲ 技术可在较短时间内扩增弓形虫基因

组的特定片段，产生数百万个拷贝的靶 ＤＮＡ 分子，
与其他衍生出的检测方法，如巢氏 ＰＣＲ、多重 ＰＣＲ
和 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 等方法一样，都能通过多次扩增基

因片段而提升检测的敏感性和特异性。 常用的引

物靶基因有 Ｂ１ 基因、５２９ ｂｐ 重复序列、１８Ｓ ｒＤＮＡ、
核糖体内转录间隔区（ＩＴＳ）和 ＳＡＧ１ （Ｐ３０）基因等，
这些基因在所有弓形虫株中均为高度保守。 Ｌｉｕ
ＸＣ 等基于弓形虫 ＩＴＳ－１ 基因构建 ＰＣＲ 法，对鸡场

进行检测，结果显示 ２％的散养鸡场为弓形虫阳性，
而规模养殖场未发现弓形虫［３５］。 Ｎａｂｉ Ｈ 等的研究

表明，与显微镜法相比，ＰＣＲ 是检测猫弓形虫粪便

卵囊的更可靠方法［３６］。 Ｃｏｎｇ Ｗ 等以半巢式 ＰＣＲ
检测弓形虫 Ｂ１ 基因和 ＰＣＲ－ＲＦＬＰ 方法对我国山

东省 ６１８ 份驴肌肉样本进行检测，并首次从驴体内

分离出弓形虫 ＴｏｘｏＤＢ＃１ 基因型［３７］。 Ｌｕｋａｓｏｖａ Ｒ
等对 ２０１４－２０１５ 年期间来自南非 １１０ 份野生鸟和

１５ 份家养鸟的脑组织样本进行调查，通过 ＰＣＲ 方

法确定 ２．７％的野生鸟存在弓形虫感染，且采用多

重 ＰＣＲ 对阳性样品进行基因分型分析，结果确定

红眼鸽感染的弓形虫为 ＩＩ 型［３８］。 随着技术体系的

不断完善和发展，ＰＣＲ 及相关衍生技术因快速、灵
敏、简便和可靠等特点被广泛应用。
３．２　 实时定量 ＰＣＲ（Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ，
ｑＰＣＲ） 　 ｑＰＣＲ 是将探针技术和 ＰＣＲ 技术相结合，

每个循环中通过探针和嵌合染料检测到扩增产物，
利用标准已知浓度进行定量，又称荧光定量 ＰＣＲ。
该方法具有较高的特异性和敏感性，可用于评估动

物弓形虫的感染强度及治疗效果。 Ｓｒｏｋａ Ｊ 等检测

６０ 份羊奶样品，阳性率为 ６５％，而巢式 ＰＣＲ 仅为

４３％［３９］。 Ｃａｍｉｌｏ ＬＭ 等利用 Ｂ１ 和 ＲＥＰ －５２９ 引物

对 ８０７ 个巴西患者临床样品进行 ＲＴ－ＰＣＲ 测定，结
果显示 ＲＥＰ－５２９ 引物组优于 Ｂ１ 组［４０］。 由于 ｑＰＣＲ
是一个单管封闭系统，相比常规 ＰＣＲ 和巢式 ＰＣＲ 等

具有灵敏度高和假阳性较少等优势已被广泛应用。
３．３ 　 环介导等温扩增 （ Ｌｏｏｐ －ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＬＡＭＰ） 　 ＬＡＭＰ 是在 Ｂｓｔ ＤＮＡ 聚合

酶参与下用 ４ 对引物识别弓形虫靶基因的 ６ 个区

域，在等温条件下使靶基因高效扩增，产物可通过

荧光定量、电泳检测，也可通过浊度计或者离心后

肉眼观察沉淀的方法。 Ｌａｓｓ Ａ 等通过 ＲＴ－ＰＣＲ 和

靶向 Ｂ１ 基因的 ＬＡＭＰ 方法分析弓形虫病的起源可

能追溯到空气［４１］。 Ｌａｌｌｅ Ｍ 等以 ５２９ ｂｐ 重复序列

为靶向的 ＬＡＭＰ 检测到每 ５０ ｇ 即食生菜中弓形虫

卵囊为 ２５ 个［４２］。 由于 ＬＡＭＰ 检测时仅需水浴或

普通加热装置，能直接观察到扩增产物，在没有精

密仪器条件下是一种快捷、简便、敏感的诊断方法，
其灵敏度和扩增效率远高于常规 ＰＣＲ。
４　 问题与展望

弓形虫是一种机会性致病原虫，迄今尚无理想

的治疗药物，因而精准的检测对于动物弓形虫的有

效防控至关重要。 病原学检测方法直观且准确性

较高，但大规模检测存在工作量和误差较大，费时

费力，无法满足检测需求。 灵敏度高、特异性强的

分子生物学方法为我们提供了一种较为准确且标

准化的检测手段，但检测过程繁琐，需特殊仪器设

备及人员素质要求高，大大降低了在基层的推广使

用。 血清学检测方法尤其是 ＥＬＩＳＡ 方法是目前临

床应用最广泛的检测方法，然而，纵观国内外动物

弓形虫血清学检测方法的研究及应用现状，大多数

试剂盒都使用 ＴＬＡ，目的是欲获得较高敏感性和特

异性的检测结果，这些方法却存在普遍的局限性，
如无法估计弓形虫感染的准确阶段，试验难以进行

标准化规范和受其他寄生虫干扰等。 因此，动物弓
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形虫检测仍存在诸多问题亟待解决。
然而，相较于以往，动物弓形虫的检测技术已

有较大进展，国内外弓形虫检测相关产品的研究也

越来越多，很多研究成果已经或正在从实验室向临

床应用转化。 如今，基因工程技术发展日趋成熟，
弓形虫抗原相关研究有了很多新进展，随着弓形虫

重组抗原、嵌合抗原和多表位肽抗原研究不断深

入，人们逐步以重组抗原代替 ＴＬＡ 进行动物弓形虫

的血清学检测，打破传统检测方法的局限性已不再

是空谈。 相信随着科技的不断进步，动物弓形虫检

测方法将会朝着简便、快速、精准、经济以及满足多

种检测需求的发展方向继续前行。
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