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摘要 目的 用免疫磁珠分离法分选弓形虫速殖子，以去除

宿主细胞成分，并尽可能对虫体的生物学特性无不良影响，

为弓形虫的基础与临床研究提供技术基础。方法 采用弓

形虫 Wh3 株( China 1 基因型) 速殖子感染小鼠，提取腹腔

液，常规方法制备速殖子可溶性抗原，免疫家兔，获得兔抗弓

形虫多克隆 IgG 抗体。用抗体包被的免疫磁珠对小鼠腹腔

液内弓形虫速殖子进行纯化，比较其纯度、回收率、虫体活

力、毒力与感染性。结果 用免疫磁珠分离技术纯化弓形虫

速殖子后，其纯度提高到 98． 2%，细胞清除率为 96%，虫体

回收率为 73. 5% ; 用内盐法 ( MTS) 细胞增殖与毒性检测试

剂盒检测分离后的速殖子活性为 95． 6%。定量分组感染小

鼠后死亡时间无显著性差异。结论 免疫磁珠分离的速殖

子纯度、细胞清除率和虫体回收率较高，能有效去除宿主细

胞，且对速殖子的活性和毒力无影响。该法操作简便快速，

无需昂贵的仪器设备，具有较大的实用价值。
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弓形虫是一种广泛寄生于人和多种动物有核细

胞内的机会致病性原虫，能造成多脏器和组织损害

而引起人畜共患的弓形虫病。弓形虫病分布广泛，

据文献［1］报道全球约有 1 /3 人血清试验呈阳性反

应。由于该虫是有核细胞内的专性寄生原虫，因此

在弓形虫和弓形虫病的基础和临床研究中，以及免

疫诊断的抗原制备中，如何从培养细胞或者小鼠腹

腔液内快速获得高度纯化的弓形虫速殖子显得尤为

重要。实验室常用方法为细胞悬液吹打离心法、滤
膜过滤纯化等［2］，但各种方法的纯化产物尚有不同

程度的宿主细胞的污染，或者回收率较低［3 － 4］。有

报道［5］显示胰蛋白酶消化法虽可获得较为纯净的

速殖子，但是消化过程可能难免对虫体表膜生化结

构产生不良影响。因此，如何从弓形虫感染的宿主

标本中提取纯化的速殖子，尽可能去除宿主细胞成

分的污染，又尽可能避免对虫体产生机械或者化学

的损伤，不影响其活性与毒力，对弓形虫的研究取材

具有重要意义。免疫磁珠分离法是近年来发展较快

的一种新技术，尤其在细胞分选方面得到广泛的应

用［6］。用此技术纯化弓形虫速殖子，以期建立一种

快速、简便获得纯化弓形虫速殖子的方法。

1 材料与方法

1． 1 实验动物与虫株 SPF 级昆明种小鼠，6 ～ 8
周龄，新西兰白兔体重 2． 5 kg 左右，均购自安徽医

科大学实验动物中心。弓形虫株采自无主流浪猫，

Wh3 株( 基因型为 China 1 ) 为强毒株，经小鼠腹腔

接种传代，抽取腹腔液，4 ℃保存。
1． 2 主要试剂 福氏佐剂购自美国 Sigma 公司;

BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自上海麦莎生物科技

有限公司; 弓形虫间接血凝抗体诊断试剂盒 ( indi-
rect hemagglutination antibody，IHA) 购自兰州兽医研

究所; 纯化抗体所用试剂 Protein A Sepharose CL-4B
购自美国 GE Healthcare 公司; 免疫磁珠分选器 Midi
MACS 和磁珠 Goat Anti-Ｒabbit IgG MicroBeads 均购

自德国美天旎公司; 内盐法( MTS) 细胞增殖与毒性

检测试剂盒购自上海贝博生物试剂公司; 其余所用

试剂均为国产试剂。
1． 3 方法

1． 3． 1 猫源弓形虫虫株的分离 将猫的心、脑、舌
组织剪切并轻磨成匀浆，加入盐酸 － 胃蛋白酶溶液

消化处理后，用无菌生理盐水制成混悬液，腹腔接种

于昆明种小鼠，每只小鼠接种 1 ml。接种后 4 ～ 5 d，

小鼠出现弓背、闭目、腹部膨大伴颤动、皮毛松竖、呼
吸急促等症状。麻醉下剖杀小鼠，抽取腹腔液，涂片

镜检。发现有大量速殖子后，用无菌 PBS 冲洗腹

腔，抽取冲洗液于 EP 管中 4 ℃保存备用［7］。
1． 3． 2 弓形虫抗原的制备 小鼠腹腔冲洗液经

3 000 r /min 离心 10 min，弃上清液，沉淀用无菌 PBS
洗涤，再离心，重复 2 次后，沉淀加少量 PBS 重悬

－ 20 ～ 4 ℃反复冻融 3 次，置冰水浴中超声粉碎，共
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4 个循环。将超声破碎产物 4 ℃、12 000 r /min 离心

20 min，吸取上清液即为弓形虫抗原，分装于无菌

EP 管中［8］。BCA 蛋白浓度测定法测定抗原浓度，

用酶标仪测定 550 nm 处吸光度值( A550 ) 根据标准

曲线计算出抗原浓度。
1． 3． 3 抗体制备及效价测定 将上述制备的抗原

加入等体积的福氏佐剂乳化，在新西兰大白兔后腿

肌肉内及脊柱两旁皮下进行多点注射［8］，共免疫 3
次，每次间隔 28 d，第 1 次用福氏完全佐剂，后两次

加强免疫用福氏不完全佐剂，第 3 次免疫 10 d 后心

脏放血分离血清，分装后 － 20 ℃ 保存。用弓形虫

IHA 间接血凝诊断试剂测定抗体效价。
1． 3． 4 亲和层析柱纯化抗体 将 Protein A Sepha-
rose CL-4B 溶解后装柱，取兔血清 3 ml 加入等体积

PBS 稀释，滤膜过滤后将血清加入柱料上，按说明书

操作进行纯化，收集抗体后分装，－ 20 ℃ 保存备

用［9］。
1． 3． 5 SDS-PAGE 电泳 SDS-PAGE 电泳浓缩胶浓

度为 5%，分离胶浓度为 12%，毎槽加样 8 μl，电泳 3
h，结束后凝胶用考马斯亮兰 Ｒ250 染色 3 h，脱色液

脱色至背景清亮条带清晰为止，拍照保存。
1． 3． 6 磁珠分离弓形虫速殖子 将 4 ℃保存的含

有速殖子的小鼠腹腔液 3 000 r /min 离心 10 min 洗

涤，取沉淀，加少量生理盐水重悬，调整浓度至 106

个 /ml。将洗涤后的小鼠腹腔液平均分为 3 组: A 组

不做任何处理作为空白组; B 组使用移液器轻轻反

复吹打从小鼠细胞中释出速殖子作为对照组; C 组

为磁珠分离组。
磁珠 分 选 时 所 用 缓 冲 液: pH 7. 2 PBS，含 有

0. 5%牛血清蛋白和 2 mmol /L EDTA。按照说明书

操作并稍加改进: 将速殖子悬液与抗体混匀，室温孵

育 30 min，加 1 ～ 2 ml 缓冲液洗涤，3 000 r /min 离心

10 min，完全吸去上清液，加 80 μl 缓冲液重悬。再

加 20 μl 羊抗兔 IgG MicroBeads，室温 25 ℃孵育 30
min，加 1 ～ 2 ml 缓冲液轻洗，3 000 r /min 离心 10
min，吸去上清液，加 500 μl 缓冲液重悬。将 LS 柱

子( Large Cell Separation Columns) 置于 Midi MACS
分选器的磁场中，加悬液到柱子上，3 ml 缓冲液洗

涤柱子 3 次，收集未标记细胞。将柱子从磁场移

除，加 5 ml 缓冲液到柱子，立即用和 LS 柱配套的柱

塞冲洗收集磁标记部分，4 ℃冰箱保存。
将磁珠分离前的小鼠腹腔液和磁珠分离后的虫

体悬液用血细胞计数板镜下计数速殖子和小鼠腹腔

细胞，计算速殖子纯度、细胞清除率及虫体回收率。

速殖子纯度( % ) =［弓形虫速殖子数 / ( 小鼠细胞数

+ 弓形虫速殖子数) ］× 100%，细胞清除率 =［1 －
( 纯化后细胞数 /纯化前细胞数) ］× 100%，虫体回

收率 = ( 磁珠分离后速殖子总数 /分离前速殖子总

数) × 100%。弓形虫速殖子总数 = ( 计数盘上虫体

数 /4) × 104 × 液体总量。磁珠分选前后速殖子悬液

瑞氏染色镜检。
1． 3． 7 磁珠分离速殖子的毒力测定 将小鼠随机

分为 3 组，每组 6 只。将前述 3 组速殖子悬液，分别

按 5 × 103 个速殖子 /鼠剂量腹腔接种小鼠，观察各

组小鼠的死亡时间、死亡数以及临床表现。
1． 3． 8 速殖子活性检测 用 MTS 细胞增殖与毒性

检测试剂盒检测速殖子活性，将速殖子悬液浓度调

整至虫数一致，按说明书操作，空白组加无菌生理盐

水，每组各做 3 个复孔取平均值，置 37 ℃温箱孵育

4 h 后，用酶标仪测定 490 nm 各孔吸光度值。根据

公式计算速殖子活性 = ( 磁珠分离后吸光度均值 －
空白组吸光度均值) / ( 磁珠分离前吸光度均值 － 空

白组吸光度均值) × 100%。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 13． 0 统计软件分析，

数据以 珋x ± s 表示，组间比较采用 t 检验。

2 结果

2． 1 抗原浓度 经 BCA 法检测，根据标准曲线计

算出抗原蛋白质浓度为 0. 7 mg /ml。
2． 2 抗体效价 IHA 试剂盒测定抗体效价，1 号免

疫兔血清终点滴度为 1 ∶ 2 044; 2 号兔为 1 ∶ 4 096。
2． 3 弓形虫多克隆抗体 SDS-PAGE 电泳 将纯化

后弓形 虫 多 克 隆 抗 体 与 纯 化 前 兔 血 清 对 照 进 行

SDS-PAGE 电泳，纯化前兔血清显示多条带，而纯化

后 IgG 抗体显示轻链和重链两个主要蛋白条带，前

者分子量约 25 ku，后者约 50 ku，见图 1。

图 1 纯化后抗体与纯化前兔血清 SDS-PAGE 电泳

1: 亲和层析法纯化后抗体; M: Marker; 2: 纯化前兔血清
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图 2 磁珠分离前后速殖子悬液涂片

A: 磁珠分离前小鼠腹腔液涂片 瑞氏染色 × 400; B: 磁珠分离后速殖子悬液涂片 瑞氏染色 × 400; C: 磁珠分离后速殖子悬液涂片 瑞氏

染色 × 1 000

2． 4 磁珠分离前后弓形虫速殖子纯度与回收率比

较 经统计学两样本均数 t 检验分析，磁珠分离前

后( B 组与 C 组) 速殖子纯度有明显差异( t = 271 ＞
t0． 01，P ＜ 0． 01) ，说明此法纯化后速殖子纯度显著提

高。细胞清除率结果为 96%，见表 1。
计数磁珠分离前速殖子总数为 5. 1 × 106 个，磁

珠分离后悬液速殖子总数为 3. 75 × 106 个，则虫体

回收率为 73. 5%。

表 1 磁珠分离后与分选前各组弓形虫速殖子纯度比较

组别
弓形虫速殖子数

( 个 /ml)
小鼠细胞数

( 个 /ml)
纯度( % )

A 5． 0 × 106 1． 6 × 106 75． 7
B 5． 1 × 106 1． 6 × 106 76． 1
C 3． 8 × 106 7． 0 × 104 98． 2＊＊##

与 A 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 B 组比较: ##P ＜ 0. 01

2． 5 磁珠分离前后速殖子及小鼠细胞瑞氏染色镜

检 磁珠分离前腹腔液涂片可见速殖子和少量小鼠

细胞，分离后悬液涂片可见大量速殖子，视野中小鼠

细胞比例明显减少，见图 2。
2． 6 速殖子活性检测 磁珠分离后速殖子活性为

95. 6%。经统计学两样本均数 t 检验分析处理，磁

珠分离前后速殖子活性检测吸光度值差异无统计学

意义( t = 0． 82 ＜ t0． 05，P ＞ 0． 05) ，说明磁珠分选对弓

形虫速殖子活性无明显影响，见表 2。

表 2 速殖子 MTS 活性检测各孔吸光度值( 珋x ± s)

项目 吸光度值

空白组 0． 039 7 ± 0． 003 2
磁珠分离前速殖子悬液 0． 048 7 ± 0． 000 6
磁珠分离后速殖子悬液 0． 048 3 ± 0． 000 6

2． 7 不同方法获得虫体的毒力比较 不同方法获

得的弓形虫速殖子经腹腔接种昆明种小鼠，磁珠分

离前速殖子接种的小鼠中 5 只 9 d 死亡，1 只 8． 9 d

死亡; 磁珠分离后速殖子接种的小鼠中 4 只 9 d 死

亡，2 只 9． 1 d 死亡，两组小鼠平均死亡时间均为 9
d，死亡前均出现弓形虫急性感染的临床体征，如弓

背、竖毛、食量明显减少、腹部膨大，腹水见大量的弓

形虫速殖子和假包囊。
经统计学两样本均数 t 检验分析处理，磁珠分

离前后速殖子接种小鼠平均死亡天数差异无统计学

意义( t = 1. 86 ＜ t0． 05，P ＞ 0. 05 ) ，说明磁珠分离对弓

形虫速殖子毒力无明显影响。

3 讨论

在弓形虫免疫学诊断中，纯净的速殖子是制备

高质量抗原的保证。在弓形虫细胞生物学和分子生

物学研究中，高度纯化的速殖子也是实验的重要环

节，基因组学研究更需要去除宿主 DNA 的污染。而

小鼠腹腔液和细胞培养液等标本中采集虫体常混有

大量宿主细胞，不利于后续研究。目前的纯化方法

较多但结果均不理想，例如胰蛋白酶纯化速殖子纯

度较高但对其表膜成分有破坏作用，并被透射电镜

观察证实［5］。杨杨 等［4］报道的纤维薄膜过滤法虫

体回收率低至 48. 6%，细胞清除率也较低，没有达

到预期的效果。故采用一种有效的速殖子纯化方法

对弓形虫与弓形虫病防治研究具有重要的实用价

值。
免疫磁珠是一种包被抗体的磁性微粒，能特异

性地与抗原物质( 细胞、蛋白质、细菌等) 结合形成

免疫复合物，在外加磁场的作用下被滞留，从而与其

他成分分离，达到分离特异性生物细胞颗粒的目的，

且磁珠 不 影 响 被 分 离 靶 物 质 的 生 物 学 性 状 和 功

能［10］。免疫磁珠分选技术广泛应用于细胞分离、免
疫检测、生物大分子纯化及分子生物学等方面［11］，

也可用于微生物学检测［12］及寄生虫相关研究，如恶

性疟原虫的分离［13 － 14］、利什曼原虫的分离［15］及隐
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孢子虫的分离［16］等。有研究［17 － 18］报道采用此法对

猫粪便中弓形虫包囊进行分选，该技术用于纯化弓

形虫速殖子尚未见报道。
本研究用猫源弓形虫感染小鼠提取腹腔液，以

常规方法制备弓形虫的可溶性抗原，并用所得抗原

免疫家兔，制备兔抗弓形虫多克隆抗体，用羊抗兔

IgG 磁珠对弓形虫速殖子进行纯化，比较其纯度、回
收率，并检测其毒力、活性有无改变。经免疫磁珠法

分离速殖子后，其纯度达到 98. 2%，细胞清除率为

96%，虫体回收率为 73. 5%，较其他报道的纯化方

法［3 － 4］有显著提高，能有效去除宿主细胞，获得较纯

的弓形虫速殖子，达到分选的目的。同时，免疫磁珠

分离是一种物理纯化方法，动物实验提示对速殖子

的毒力无显著改变，且对速殖子活性也无显著影响。
磁珠孵育时间及温度对分选虫体纯度和回收率有影

响，若温度较高或孵育时间较长，可能会导致非特异

性物质的标记; 反之，可能会导致回收率降低。采集

的虫体浓度较高，磁珠能与之迅速结合并达到吸附

平衡，孵育时间较短，不超过 30 min［19］。缓冲液的

pH 值和离子强度对磁珠吸附抗体能力有影响［20］。
多克隆抗体特异性虽不及单克隆抗体，但能同时捕

获多种靶物质以提高分离效率，且较易获得，成本较

低［21］。分离虫体的回收率高低与抗体的亲和力及

磁珠的量有关［22］，需进一步优化条件。
本法操作简便快速，特异性高，不需要昂贵的仪

器设备，仅需一个磁分离架，分离纯度高。即可正相

( 阳性) 分选，亦可负相( 阴性) 分选。因此，免疫磁

珠分离法与其他纯化方法相比有明显的优势，尤其

对于混有大量宿主细胞污染的标本，更具应用价值。
不足之处在于目前商品化磁珠制备难度较大，多为

国外专利产品，价格较高。
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Immunomagnetic separation for purification of
Toxoplasma gondii tachyzoites

Lou Yan1，2，Shen Jilong1，Cheng Weisheng1，et al
( 1Dept of Pathogen Biology，Anhui Medical University，Anhui Provincial Laboratory of Pathogen Biology
and Anhui Key Laboratory of Zoonoses，Hefei 230032; 2Dept of Pathogen Biology and Immunology，

Anhui Medical College，Hefei 230601)

Abstract Objective To obtain the highly purified tachizoites without contamination of host cells and loss of para-
site viability for the diverse purposes of Toxoplasma and toxoplasmosis approach． Methods The peritoneal fluids
containing both parasites and redundant host cells were harvested from the mouse，that had been peritoneally inocu-
lated with Toxoplasma gondii( T． gondii) Wh3 strain ( genotype China 1) ． T． gondii soluble antigen was prepared
and used to immunize rabbits to obtain polyclonal rabbit anti-Toxoplasma antibodies． The mouse peritoneal exudate
containing parasites was subjected to the antibody-coated immunomagnetic beads． The purity，recovery，viability
and virulence to mice were tested． Ｒesults Immunomagnetic separation technique gave rise to as high as 98. 2%
of the tachyzoites purity; the removal rate of host cells reached to 96% and the recovery rate of tachyzoites was
73. 5% ． The viability of tachyzoites was 95． 6% when detected by the MTS kit of cell proliferation and toxicity de-
tection，and no attenuation of viability and virulence to mice was noted． Conclusion A high purity of T． gondii
techyzoites are achieved by immunomagnetic technique and no negative impacts of the novel method on the parastes
viability and virulence are found，suggesting that the immunomagnetic separation，which is fast and simple to car-
ried out，might be a useful in the immune and molecular approach of Toxoplasma and toxoplasmosis．
Key words Toxoplasma gondii; tachyzoites; purification; immunomagnetic separation

核黄素联合紫外光灭活血小板悬液中的病毒及
抑制细胞因子的实验研究

钟 涛1，2，沈继龙1，许 伟2，张循善2，卞茂红2，杨 鹏2

摘要 目的 研究核黄素联合紫外光进行血小板病毒灭活

的安全性、有效性及对血小板保存中白细胞释放细胞因子的

抑制作用; 观察灭活后血小板体外各参数的变化。方法 实

验组: 将人巨细胞病毒标准株 ( HCMV AD169 ) 注入核黄素

溶液，混匀后加入到单采血小板中，以一定辐照剂量的紫外

光照射，检测照射前后病毒滴度和照射后不同时间细胞因子

的变化，并观察体外血小板部分参数的变化。对照组: 为相

同来源新鲜单采血小板，同步检测其细胞因子的含量和血小

板体外各参数。以植物凝集素( PHA) 同步刺激两组血小板，
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用 ELISA 法检测细胞因 子 的 含 量。结 果 实 验 组 经 150
μmol /L 的核黄素结合辐照剂量为 1 500 mJ /cm2 的紫外光

( 250 ＜ λ ＜ 350 nm) 照射 10 min 可有效灭活血小板中病毒;

对照组细胞因子含量随着保存时间的延长而显著增加; 实验

组第 3 天和第 5 天的细胞因子含量相对于保存前( 0 d) 差异

无统计学意义; 而在同一保存时间对照组中细胞因子含量高

于实验组( P ＜ 0. 05) ; 实验组和对照组血小板悬液经过 PHA
同步刺激后: 接受 PHA 刺激的对照组与未接受 PHA 刺激的

对照组相比，细胞因子含量显著增加 ( P ＜ 0. 05 ) ; 而接受

PHA 刺激的实验组与未接受 PHA 刺激的实验组相比，细胞

因子含量无显著变化。结论 核黄素结合紫外光照射可以

有效灭活血小板中病毒，抑制血小板保存中白细胞释放细胞

因子的能力，而单采血小板体外诸参数和阴性对照比较无明

显差异。
关键词 核黄素; 紫外光; 病毒灭活; 人类巨细胞病毒; 细胞

因子; 植物凝集素
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