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刚地弓形虫渊Toxoplasma gondii冤是一种专性细胞
内寄生虫袁 可以感染包括人类在内的几乎所有温血动
物袁 属于机会性致病原虫遥 弓形虫在世界很多地方发
生过大规模流行袁 给人类健康带来了巨大威胁和经济
上的严重损失咱1袁2暂遥 当人体感染弓形虫后袁 免疫功能正
常者多呈隐性感染袁 免疫功能低下或缺陷者可出现严
重的临床症状遥 弓形虫感染是艾滋病渊AIDS冤患者最
常见的感染并发症之一袁 随着 AIDS 发病率逐年升
高袁 弓形虫感染引起的相关疾病也随之增多遥

PCR技术及其衍生技术目前已广泛应用于基础医
学和临床研究中袁 如克隆基因尧 基因测序尧 肿瘤研究
和基因分型等遥 通过运用 PCR技术可将刚地弓形虫
基因分为玉型尧 域型和芋型袁 玉型是公认的强毒株袁
其余 2型属弱毒株袁 玉型和域型多见于人体感染袁 芋

型多见于动物感染遥 刚地弓形虫不同虫株基因组之间
存在微小差异袁 这可能是导致不同虫株之间的毒力和
感染力等方面差异的主要原因咱3暂袁 不同基因型的弓形
虫株对药物的敏感性也不同咱4暂袁 但具体机制尚不清
楚遥 通过对刚地弓形虫株基因鉴定和分型袁 为弓形虫
群体生物学尧 流行病学尧 遗传现状和基因型袁 与疾病
模式之间潜在的相关性研究等提供重要的依据遥 本文
就 PCR衍生技术在刚地弓形虫基因鉴定及分型中的
应用进展作一综述遥

1 限制性片段长度多态性 PCR
限制性片段长度多态性 PCR 渊PCR鄄restriction

fragment length polymorphism袁 PCR鄄RFLP冤 是将 PCR
技术和限制性片段长度多态性渊RFLP冤技术相结合而
成的一种分子生物学研究方法遥 PCR鄄RFLP技术的理
论依据是首先利用 PCR扩增目的基因袁 然后用限制
性内切酶酶解样品 DNA袁 产生大量的限制性酶切片
段袁 再将限制性酶切产物在含有溴化乙锭的琼脂糖凝
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胶中电泳分离袁 在紫外灯下即可分辨各种限制性酶切
片段的大小袁 或将限制性酶切产物与探针杂交进行自
显影袁 从而区分各种片段遥 当目标 DNA之间存在变
异时袁 用一种限制性内切酶酶解后可能会产生不同片
段长度的产物遥 Howe 等咱5暂运用 PCR鄄RFLP方法分析
106株来自北美和欧洲西部的刚地弓形虫分离株袁 结
果显示所有的分离株包含 3个克隆世系袁 有 4个分离
株表现为基因玉型和基因芋型袁 或者基因域型和基因
芋型的重组基因型袁 多数人源分离的虫株属基因玉
型遥 谢德华等咱6暂运用 PCR鄄RFLP首次对中国的刚地弓
形虫虫株进行了基因分型研究袁 分析来源于不同宿主
的 ZS人株尧 SH人株尧 CN猪株和 QH绵羊株等 4个
弓形虫虫株袁 以及国际标准强毒株 RH株的致密颗粒
抗原渊GRA6冤基因进行分析袁 结果显示袁 RH株尧 SH
株和 CN株等 3个虫株的 GRA6基因序列上的 gse玉
酶切位点与国外报道的 RH株一致袁 同属于基因玉
型袁 为强毒株曰 QH株和 ZS株的 gse玉酶切位点与已
报道的弱毒株 BEVERLEY株和 ME49株一致袁 同属
于基因域型袁 但存在个别碱基的差异袁 结果证明中国
的人源性和动物源性刚地弓形虫均包含了玉型和域型
2种基因型遥 Su等咱7袁8暂和 Ajzenberg等咱9暂采用 PCR鄄RFLP
技术对 18个弓形虫分离株进行单个位点 [即速殖子
主要表面抗原 2 渊SAG2冤基因]的扩增袁 结果显示袁 18
个分离株中玉型 4株尧 域型 3株尧 芋型 3株尧 非典型
株 7株尧 玉型或芋型 1株遥 进一步采用多个位点研
究袁 同样运用 PCR鄄RFLP对该 18株弓形虫进行基因
鉴定及分型袁 结果与单个位点基因 PCR鄄RFLP结果基
本一致遥 因此袁 PCR鄄RFLP是一种简单尧 高效尧 稳定
的基因鉴定技术遥 但是 PCR鄄RFLP也有缺点袁 如存在
不完整的 PCR扩增和限制性内切酶消化不全等遥 若
同时对微卫星序列中的串联重复序列进行扩增分

析可弥补这些缺点 咱10暂遥

2 随机扩增多态性 DNA PCR
随机扩增多态性 DNA PCR 渊random amplified poly

morphic DNA PCR袁 RAPD鄄PCR冤又称为任意引物PCR
渊arbitrarily primed PCR袁 AP鄄PCR冤袁 由于不同种的基
因组中与引物相匹配的碱基序列的位置和数目不同袁
得到扩增产物的大小和数量也可能不同遥 RAPD鄄PCR
的优点是无需预知待测基因组的核苷酸序列以及设计

特定的引物袁 不需要 RFLP分析的预备性工作袁 技术
操作简单袁 成本低袁 检测灵敏度高袁 扩增结果基因多
态性丰富袁 两个基因之间微小差异也能反映出来遥 史
俊岩等咱11暂 应用 RAPD鄄PCR技术对弓形虫 RH株尧 BH
株和 PP株基因组 DNA进行分析袁 结果表明单一及

复合引物均能扩增产生多态性 DNA指纹图谱袁 3个
弓形虫虫株基因组 DNA扩增产物的带型和强度均不
相同袁 根据 Nei忆s 相似系数对 3 个虫株基因组 DNA
遗传相似性进行定量分析袁 用不同的引物扩增袁 虫株
间表现出不同的相似性遥 Ferreira等咱12暂利用 RAPD鄄PCR
对分离自巴西人和动物的 19个刚地弓形虫分离株的
遗传变异情况进行分析袁 结果显示袁 通过扩增一个或
几个片段都能揭示该 19个分离株基因图谱之间的差
异遥 应用引物扩增 B5尧 B12尧 C8尧 C20和 P5等基因
位点袁 根据 Nei忆s和 Li相似系数对该 19个弓形虫分
离株基因组 DNA 之间袁 及其与贝氏贝诺孢子虫
渊Besnoitia besnoiti冤尧 恶性疟原虫 渊Plasmodium falci鄄
parum冤和二联巴贝虫渊Babesia bigemina冤之间的遗传
相似性进行定量分析袁 结果显示袁 弓形虫各个分离
株之间的相似性系数为 0.76依0.05袁 与贝氏贝诺孢
子虫之间的相似性系数为 0.47依0.04袁 与恶性疟原
虫之间的相似性系数为 0.28依0.02袁 与二联巴贝虫之
间的相似性系数为 0.38依0.02遥 RAPD鄄PCR分析所需的
DNA样品量极少袁 而且使用一套引物即可用于多个
物种或群体的遗传多样性的研究袁 因此应用该技术
对弓形虫基因鉴定和分型可快速对病原体做出鉴定袁
为临床防治做出迅速判断遥

3 多重 PCR
一般 PCR仅应用一对引物袁 通过 PCR扩增产生

一个核酸片段袁 主要用于单一致病因子等的鉴定遥 多
重 PCR 渊multiplex PCR冤袁 又称多重引物 PCR或复合
PCR袁 即在同一 PCR反应体系中加上一对以上引物袁
同时扩增出多个核酸片段的 PCR反应遥 其反应原理尧
试剂和操作过程与一般 PCR相同遥 多重 PCR可同时
检测或鉴定多种病原生物和某些遗传病袁 以及进行癌
基因的分型鉴定袁 具有高效性尧 系统性和简便性的特
点遥 Ajzenberg等咱13袁14暂运用多重 PCR技术对 43个刚地
弓形虫分离株进行基因鉴定和分型袁 通过扩增 5个微
卫星标记 渊B17尧 B1尧 TUB2尧 W35和 TgM鄄A冤袁 将 43
个分离株分为基因玉型尧 域型尧 芋型尧 域型相关型和
重组或非典型基因型遥 进一步研究结果显示袁 运用多
重 PCR对 15 个微卫星标记渊TUB2尧 W35尧 TgM鄄A尧
B18尧 B17尧 M33尧 郁 .1尧 欲 .1尧 M48尧 M102尧 N60尧
N82尧 AA尧 N61和 N83冤进行扩增袁 研究 26个弓形虫
分离株袁 并与 PCR鄄RFLP研究结果比较袁 多重 PCR
比 PCR鄄RFLP 能更有效地区分刚地弓形虫基因型袁
可用于分析刚地弓形虫在南美洲的遗传多样性遥
Dubey等咱15暂对 32株分离自中美洲鸡的弓形虫进行生
物与遗传特征研究袁 运用多重 PCR技术对 5个遗传
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标记 渊SAG1尧 SAG2尧 SAG3尧 BTUB和 GRA6冤 进行
扩增袁 发现了 5个基因型袁 其中基因玉型 5株尧 芋型
1株袁 剩余 26株为玉/域尧 玉/芋或域/芋重组基因型遥
此外袁 研究发现中南美洲的弓形虫分离株中未检测到
基因域型袁 而在欧洲感染人的弓形虫分离株主要为基
因域型咱3暂袁 可见不同地域和不同宿主之间弓形虫感染
的基因型差异较大遥 Fekkar等咱16暂对分离自人弓形虫眼
病的 20个弓形虫分离株进行基因型鉴定袁 应用多重
PCR进行微卫星标记扩增袁 利用弓形虫感染者的眼液
直接进行弓形虫基因鉴定和分型袁 结果发现弓形虫眼
病患者感染的弓形虫主要为基因域型袁 对比以前的
研究结果咱17暂发现袁 弓形虫非典型基因型可能与弓形虫
眼病的发生并无相关咱16暂遥 多位点序列分型法是估计
DNA多态性真实率的最佳方法袁 但费时且费用较高袁
不适合大规模的基因鉴定及分型研究袁 PCR鄄RFLP适
合大规模的基因鉴定及分型研究袁 但其分辨率低袁 不
能有效区分遗传关系较近的虫株袁 而多重 PCR弥补
了这些缺点遥 通过对微卫星标记进行扩增和检测袁 多
重 PCR是揭示弓形虫不同分离株之间遗传背景是否
相同的最有效工具之一遥

4 PCR鄄DNA测序法
PCR鄄DNA测序是对生物遗传信息鉴定的金标准遥

20世纪 90年代袁 PCR鄄DNA测序法只是作为辅助手
段袁 大部分研究只是选 1耀2个弓形虫分离株的目的
基因作 PCR鄄DNA 测序袁 与 PCR鄄RFLP尧 RAPD鄄PCR
和多重 PCR等的结果相比较遥 随着 PCR技术的发展
及成本的降低袁 全自动 DNA测序仪已经逐步取代手
工测序袁 可以进行高通量的 DNA测序袁 PCR鄄DNA测
序开始逐步大规模地应用于弓形虫的基因鉴定及分型

研究中遥 Fraz觔o鄄Teixeira等 咱18暂 将 PCR鄄DNA测序法与
PCR鄄RFLP进行对比研究袁 分析来源于猪的弓形虫分
离株的基因袁 认为 PCR鄄DNA测序法比 PCR鄄RFLP技
术能更有效地发现非典型等位基因袁 并且通过对弓形
虫株 B1基因的扩增分析发现袁 有 2个以上的独特等
位基因在巴西土著猪弓形虫株中循环遥 通过对猪感染
的刚地弓形虫分离株的 17个独特等位基因与基因玉尧
域和芋型中的典型等位基因对比研究袁 发现了弓形虫
分离株的遗传多样性遥 部分地区分离的虫株由于存在
大量的非典型等位基因袁 PCR鄄RFLP技术很难准确作
出基因分型袁 而 PCR鄄DNA 测序法却能弥补 PCR鄄
RFLP技术的这一不足袁 能对含有较多非典型等位基
因的弓形虫虫株做出准确分型遥

5 高度重复序列 PCR

高度重复序列渊highly repetitive sequence冤是一种
简单的重复序列袁 重复单位长度一般臆 6 bp袁 但在基
因组中重复可达 10万次袁 由于其重复次数不同或重
复程度不同而形成每个基因座的多态性遥 高度重复序
列 PCR袁 包括简单重复序列 PCR 渊simple sequence
repeat PCR袁 SSR鄄PCR冤袁 又叫短串联重复序列渊short
tandem repeats PCR袁 STRs鄄PCR冤 或简单序列重复间
区 PCR 渊 inter鄄 simple sequence repeat PCR袁 ISSR 鄄
PCR冤等遥 宋慧群等 咱19暂运用高度重复序列 PCR 对中
国的 9 个刚地弓形虫分离株和国际标准强毒 RH 株
的 529 bp重复序列进行扩增袁 结果显示袁 10个弓形
虫分离株的 529 bp重复序列均不完全相同袁 它们之
间的核苷酸序列变异范围为 0.8%耀2.9%袁 变异主要
位于第 32耀55位碱基袁 这些碱基变异与分离株的宿
主来源尧 地域来源和毒力之间没有相关性遥 Ferreira
等咱12暂运用高度重复序列 PCR和 RAPD技术综合分析
巴西 19个刚地弓形虫分离株的遗传特性袁 通过引物
CAA和 RY进行扩增袁 能准确地对弓形虫分离株和其
他寄生虫做出鉴定遥 高度重复序列 PCR所用的引物
是标准化引物袁 不需要特殊设计袁 PCR扩增前也不需
要预知模板 DNA的信息袁 而且稳定尧 方便尧 快捷且
多态性丰富袁 因而该方法在弓形虫分离株基因鉴定及
分型方面将具有广阔的应用前景遥

6 结语

随着 PCR及其衍生技术的高速发展袁 该类技术袁
尤其是 PCR鄄RFLP在弓形虫分离株的基因鉴定和分型
中应用日趋广泛咱20鄄22暂遥 Khan等咱23暂运用 PCR扩增技术
对分离自北美洲的刚地弓形虫虫株进行基因鉴定袁 结
果发了第四克隆世系袁 随着对弓形虫的深入研究以及
PCR扩增技术发展和广泛应用袁 可能会有更多的克隆
世系被发现遥 基因芯片等其他技术袁 结合 PCR技术
运用于研究弓形虫基因的鉴定及分型等相关方面也将

发挥更大的作用袁 具有巨大的应用前景咱24暂遥 PCR及其
衍生技术还有望用于揭示不同弓形虫基因型在致病性

和对药物敏感性等方面差异的机制袁 以及不同基因型
和疾病模式之间潜在的相关性袁 为临床治疗提供支持遥
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