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符 号 说 明 

Amp Ampicillin 氨苄青霉素 

APS Ammonium persulfate substitute 

 
过硫酸铵 

bp Base Pair 碱基对 

cDNA Complementary DNA 互补 DNA 

d Day 天 

ddH2O Distilled and Deionized Water 双蒸水 

DNA Deoxyribonucleic Acid 脱氧核糖核酸 

dNTP Deoxyribonucleoside Triphosphate 脱氧核糖核苷三磷酸 

Fig Figure 图 

FITC Fluorescein Isothiocyanate 异硫氰酸荧光素 

h Hour 小时 

GST 

 
Glutathione S-transferase 谷胱甘肽转移酶 

GRA Granule antigen 致密颗粒蛋白 

HRP Horseradish Peroxidase 辣根过氧化物酶 

IFA Indirect Immol /Autofluorescence Assay 间接免疫荧光试验 

IPTG Isopropyl-β-D-thioacetamide 异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 

Kana Kanamycin 卡那霉素 

kDa Kilodalton 千道尔顿 

LB Luria-Bertani Medium LB 培养基 

min Minute 分钟 

mL Milliliter 毫升 

mol/L Mole/liter 摩尔/升 

L Liter 升 

M Mole 摩尔 

MAT Modified agglutination test 改良凝集试验 

mg Milligram 毫克 



OD Optical Density 光密度 

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis 聚丙烯酰胺凝胶电泳 

PBS Phosphate Buffer Saline 磷酸缓冲盐溶液 

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应 

PVDF Polyvinylidene fluoride 聚偏二氟乙烯膜 

ROP Rhoptry protein 棒状体蛋白 

Rpm Revolve per minute 转每分钟 

SDS Sodium dodecyl sulfate 十二烷基硫酸钠 

μL Microliter 微升 
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中文摘要 

刚地弓形虫是一种专性胞内寄生原虫，可感染包括野生哺乳动物、鸟类、牲畜、

家禽和人类在内的多种宿主，是一种危害严重的食源性人畜共患病病原。人类和其他

温血动物作为弓形虫的中间宿主，可以通过摄入孢子化卵囊，以及含有包囊的动物组

织而感染弓形虫。免疫力正常的成年人感染弓形虫后一般不表现出明显临床症状，孕

妇在感染弓形虫后可能会出现流产。猪是弓形虫的易感宿主之一，急性感染的猪会出

现高热、咳嗽、呼吸困难、运动障碍以及神经症状等。妊娠母猪感染弓形虫后可通过

垂直传播，经胎盘感染胎儿，导致母猪流产、早产、产死胎或者畸形胎，且死亡率较

高。中国作为生猪养殖大国，规模化养殖场较多，猪弓形虫病危害严重。因此，建立

一种快速准确地检测方法是防控猪弓形虫病流行的重要措施之一。 

目前，猪弓形虫病的检测主要是依靠血清学方法，酶联免疫吸附试验（ELISA）

是最常见的血清学检测方法之一。弓形虫的膜表面蛋白 1（SAG1）是弓形虫速殖子期

的特异性抗原，具有强免疫原性特征，是弓形虫诊断和疫苗研究的重要候选靶标分

子。本研究首先筛选了弓形虫适于表达的表面抗原 SAG1 序列（截短），构建了 pGEX-

6p-SAG1 原核表达质粒，表达并纯化了重组的 SAG1 蛋白。经鉴定重组的 SAG1 蛋白

大小约为 54 kDa，通过 Western Blot 证实重组的 SAG1 蛋白能被猪弓形虫阳性血清特异

性识别，随后，我们利用该重组蛋白建立一种检测猪的血清内弓形虫抗体的 ELISA 方

法。为了更好的提高 ELISA 检测方法的敏感性和准确性，我们对 ELISA 方法的反应条

件进行了优化，通过 P/N 值确定了 ELISA 检测方法的最佳反应条件：SAG1 抗原最佳

包被量为 1 μg/mL；抗原最佳包被液为 0.05 M 碳酸盐缓冲液；最佳封闭时间为 60 

min；抗体的最佳稀释液为 3%脱脂奶溶液，稀释度分别为一抗 1:100，二抗 1:4,000；

抗体最佳孵育时间为 60 min；底物最佳显色时间为 20 min；结果最佳判定条件为当

OD450nm 值 > 0.56 ，判为阳性；OD450nm 值 ≤ 0.56 ，判为阴性。通过与免疫印迹、

间接免疫荧光检测的方法对 ELISA 检测结果进行对比验证，检测结果与间接 ELISA

（IgG）检测方法均具有较高的符合率和特异性，表明该检测方法可用于猪弓形虫病的

临床诊断，SAG1 可作为一种具有很好诊断价值的弓形虫病诊断抗原。 
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利用建立的 ELISA 检测方法对山东省 14 个地区收集的共 1,170 份猪的血清样品进

行血清学调查，结果显示山东省不同地区猪弓形虫病平均阳性率为 20.85%，其中 244

份样品检测结果呈阳性。在山东省 14 个不同地区的发病率在 15.63%到 22.98%之间，

且差异显著。在猪的不同种群中，妊娠母猪阳性率最高（25.7%），其次是繁殖公猪

（22.7%）、后备母猪（21.1%）、育肥猪（18.3%）和仔猪（17.1%），母猪感染弓形虫

的阳性率明显高于其他猪。不同的饲养规模和养殖条件也是猪弓形虫病阳性率的决定

性因素，其中包括散养户（25.8%）、大型养殖场（15.2%）和小型养殖场（22.7%）。目

前的调查结果显示在山东部分地区养殖场内存在猪弓形虫病较高的流行率态势，这可

能与山东省不同地区的温度、湿度、地理位置、猪场的饲养条件，养殖环境、猪的年

龄种群等有着密切的关系。 

综上所述，本研究建立了一种适用于猪弓形虫病检测的 ELISA 方法，并利用该方

法对山东不同地区猪场收集的血清样品进行血清学 IgG 抗体检测，其中猪弓形虫病较

高的流行率可能与猪场的地理位置、养殖环境等相关。上述试验结果可用于了解山东

地区猪弓形虫病的流行情况，为山东省猪弓形虫血清流行病学研究提供了信息，有助

于猪弓形虫病防控的策略的制定。 

关键词：弓形虫，SAG1，血清学，ELISA，猪 
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Establishment of ELISA method for toxoplasmosis and serological 

investigation of pigs in Shandong Province 

Abstract 

Toxoplasma gondii is an obligate, intracellular parasitic protozoan found worldwide. 

Toxoplasma gondii can infect a wide range of hosts including wild mammals, birds, livestock, 

poultry and human beings, leading to zoonotic toxoplasmosis. Toxoplasmosis is an important 

food borne parasitic zoonoses. Humans and other warm-blooded animals are its intermediate 

hosts. Humans can be infected through ingestion of contaminated food and water with oocysts 

and consumption of undercooked or raw meats containing tissue T. gondii cysts. In general, 

T. gondii infections are subclinical or asymptomatic in immunocompetent individuals. 

However, T. gondii infections involving pregnant women induce abortion or fetal 

developmental disorders. Pigs are one of the susceptible hosts of Toxoplasma gondii. Acutely 

infected pigs develop high fever, cough, dyspnea, motor problems and neurological symptoms. 

Toxoplasmosis may also be acquired congenitally through transplacental transmission of T. 

gondii to the fetus during pregnancy. Toxoplasma infection in pigs has a high mortality rate. 

Infection of pregnant sows can result in abortion, still birth and birth defects. Thus, we aim to 

establish a new detection method for more accurate and rapid detection of T. gondii. 

At present, serological detection is the main method used for epidemiological 

investigations and diagnosis of toxoplasmosis. The commonly used serological technique is 

the enzyme-linked immuno-sorbent assay (ELISA). Toxoplasma gondii surface antigen 1 

(SAG1) is a specific antigen of the tachyzoite stage of T. gondii with strong immunogenicity, 

and is an important candidate molecule for the diagnosis and vaccine research of  T. gondii. In 

this study, the suitable surface antigen SAG1 sequence of Toxoplasma gondii was screened, 

the prokaryotic expression plasmid pGEX-6P-SAG1 was constructed, and the recombinant 

SAG1 protein was expressed and purified. The size of the recombinant SAG1 protein was 
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identified to be about 54 kDa. Western Blot confirmed that the recombinant SAG1 protein 

could be specifically recognized by the positive serum of Toxoplasma gondii. We used this 

recombinant protein to establish an ELISA method for detecting toxoplasma antibody in pig 

serum. In order to improve the sensitivity and accuracy of ELISA method, we optimized the 

reaction conditions of ELISA method. The optimal reaction conditions were determined by 

P/N value: the optimal coating amount of SAG1 antigen was 1 μg/mL. The best coating 

solution was 0.05 M carbonate buffer. The best sealing time is 60 min. The best diluents of 

primary antibody and secondary antibody were 3% skim milk solution, and the diluents were 

1:100 and 1:4,000, respectively. The optimal incubation time of antibody was 60 min. The 

optimal color developing time of substrate is 20 min. The best decision result is when 

OD450nm value > 0.56, positive; OD450nm ≤ 0.56 was considered negative. The results of 

ELISA were compared with those of western blotting and indirect immunofluorescence. The 

results showed high coincidence rate and specificity with those of indirect ELISA (IgG), 

indicating that this method can be used for clinical diagnosis of toxoplasmosis. SAG1 can be 

used as a good diagnostic antigen for toxoplasmosis. 

The aim of this study was to develop an indirect enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) using surface antigen protein 1 (SAG1) of T. gondii for the diagnosis of porcine 

toxoplasmosis and to perform a serological investigation of pigs in Shandong province, 

China. A total of 1,170 serum samples were collected from 14 cities, and 244 of them 

(20.85%) were positive. In different areas, the prevalence ranged from 15.63% to 22.98%, 

which had a significant differentiation. Among the different populations, gestating sows had 

the highest seroprevalence (25.7%), followed by breeding boars (22.7%), replacement gilts 

(21.1%), fattening pigs (18.3%) and piglets (17.1%). The rearing environment was also a 

determinant of seroprevalence, including family farmers (25.5%), large farmers (15.2%) and 

small farms (22.8%). The high prevalence of toxoplasmosis in pig farms in some areas of 

Shandong province may be closely related to the temperature, humidity, geographical location, 

breeding conditions, breeding environment and age of pigs in different areas of Shandong 
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Province. 

In conclusion, this study established a rapid, accurate, sensitive ELISA method suitable 

for many detections. This method was used to detect serological IgG antibody in pig serum 

samples collected from pig farms in different areas of Shandong province. The high 

prevalence of T. gondii may be related to the location and breeding environment of pig farms. 

These results can be used to understand the prevalence of toxoplasmosis in pigs in Shandong 

province. The results provide information for the epidemiological study of toxoplasma 

porcine in Shandong province and contribute to the formulation of prevention and control 

strategies of toxoplasmosis porcine. 

Keywords:  Toxoplasma gondii, SAG1, serology, ELISA, pig 
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1 前 言 

1.1 弓形虫的生物学特性 

1.1.1 弓形虫的概述 

刚地弓形虫是一种专性胞内寄生原虫，弓形虫是世界上分布最广泛的寄生虫之

一，是一种重要的人畜共患病（Gisbert Algaba et al.，2018）。作为一种单细胞寄生虫，

它具有一个较为复杂的生命周期，其宿主范围呈多样性，除人类以外，还包括各种宠

物、野生动物、家畜家禽等均易感染弓形虫，猫及猫科动物是弓形虫感染唯一的终末

宿主（Deng et al.，2018；Dubey，2008；Dubey et al.，2012）。据相关数据统计，全球

大约有超过 1/3 的人口感染弓形虫病。在以往的研究中，我国对 31 个省、自治区、直

辖市进行调查，我国人群弓形虫阳性平均感染率约为 7.9% （Zou et al.，2009；Belluco 

et al.，2018）。人类血清流行率多年来一直低于世界平均水平，可能是由于独特的饮食

和烹饪习惯影响。弓形虫感染主要是通过寄生虫侵染宿主的有核细胞，从而引起宿主

体内多种组织、器官等发生损害和病变。一般对于免疫系统正常的人群，感染弓形虫

后主要临床症状表现不明显，即宿主终身携带缓殖子虫体而不表现出任何明显临床症

状（Weiss et al.，2009）；孕妇在孕期感染弓形虫可能会导致流产、胎儿畸形、胎儿死

亡或胎儿患有严重的先天性缺陷，同时相对于免疫力较差的人群，如获得性免疫缺陷

综合症患者、妊娠期妇女、抑郁症患者等，感染弓形虫后可致严重的后果，甚至出现

死亡（Conrath et al.，2003；Fallahi et al.，2017）。此外，近年来许多研究发现，弓形

虫可破坏人的神经系统，甚至与许多精神疾病相关（Alvarado-Esquivel et al.，2015）。

感染后主要临床症状表现为运动障碍，感觉异常等（Xiao et al.，2018）。2015 年，弓

形虫病被世界卫生组织和联合国粮农组织列为全球第四大食源性寄生虫感染

（Torgerson et al.，2015）。 

由于弓形虫的宿主范围广泛，弓形虫病在全世界内是影响畜牧业生产的重要问

题，尤其妨碍猪、羊等经济动物的生产，并且人类可能会通过摄入生的或未煮熟的肉

类从而引发弓形虫的感染，而猪肉是弓形虫感染的主要肉类来源之一(Ottaru et al.，

2020)。此外，弓形虫病主要会造成母猪流产、产死胎等，同时也会导致患病的仔猪出

现高热、消瘦、死亡等，对于育肥猪、公猪等感染弓形虫可能会与其他疾病混合感染
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甚至继发感染造成猪群大规模死亡，严重影响猪的生长繁育，给养猪业造成巨大的经

济损失（McAllister，2005）。 

1.1.2 弓形虫病的传播与防治 

弓形虫的生活史主要包括速殖子、包囊、卵囊、裂殖体和配子体五个阶段（任庆

娥等，2009）。研究发现弓形虫的生命周期较为复杂，繁殖方式独特，一种是弓形虫在

终末宿主体内进行的有性繁殖，另一种是弓形虫在中间宿主体内进行的无性繁殖

（Rocha-Roa et al.，2018）。其中，弓形虫的卵囊、包囊两个阶段是该病最重要的传播

方式（Su et al.，2019）。科学家们早在 1970 年就已经发现了弓形虫的整个生活史，并

且发现弓形虫整个生长繁殖阶段均可在猫科动物的体内完成 （Dubey，2009）。除了猫

科动物外，弓形虫还可以自然感染多种温血性中间宿主，从鸟类到人类再到啮齿动物

均可发生感染。弓形虫病的感染传播途径主要包括摄入受到弓形虫卵囊污染的土壤、

水源、水果或蔬菜，以及摄入生的或者未煮熟的肉类，或者通过垂直传播，造成母婴

感染（Dubey，2009；Dubey et al.，2012）。患病动物和带虫动物都是重要的传染源，

人类可以通过环境摄入猫的卵囊，或通过摄入生的或未煮熟的肉中的包囊而感染弓形

虫（Pastiu et al.，2019）。此前的研究中很少有通过输血或器官移植从而导致动物的感

染（Lopes et al.，2013）。目前，弓形虫主要通过消化道感染，但也可经破损的黏膜、

皮肤等感染人类和动物，先天性感染主要经垂直传播感染（AlzahebAl-Amer，2017）。

动物通过各种传播途径摄入的包囊或卵囊的囊壁被肠道中的酶类分解，弓形虫从缓殖

子转化为速殖子，以二分裂的形式快速增殖，并经血液或淋巴系统扩散至肺、肝、

脾、肾、脑、心脏等全身组织，造成急性感染，感染后弓形虫在中枢神经或肌肉组织

中形成包囊，造成终身慢性感染 （Baba et al.，2017）。在美国一项旨在探索国内获得

性食源性疾病对人类健康整体影响的研究中，弓形虫病对人类健康的影响仅次于非伤

寒沙门氏菌（Scallan et al.，2015）。 

猪作为易感动物，主要可通过摄入饲料、水或环境中的卵囊等多种方式感染弓形

虫 （Feitosa et al.，2017；Guo et al.，2015；Hamilton et al.，2015）。欧洲一项研究表

明，人类食用包括猪在内的受弓形虫感染的未煮熟的可食用动物被认为是弓形虫通过

人类传播的主要途径，并且已从自然感染和试验感染弓形虫的猪的组织和肉中分离出

活的弓形虫包囊（Swanenburg et al.，2019）。通常弓形虫的感染一年四季均可流行，但



山东农业大学硕士专业学位论文 

3 

 

弓形虫病常见于秋季、冬季和早春，动物感染弓形虫后发病率最高，可能是因为当季

的各项条件更加适合弓形虫的卵囊生存，例如适宜的温度、湿度等更加适合弓形虫繁

殖生长。同时，对于动物而言，寒冷的冬季、车辆运输应激、妊娠、疾病等不同的因

素会造成动物机体抵抗力降低（Yan et al.，2016）。据相关文献统计，弓形虫病的流行

率与较高的年平均温度和较低的地理纬度有关，随着地理纬度的升高，弓形虫病的阳

性率有所增加（Flegr et al.，2014）。其次，养殖场饲养的或周边的流浪猫也被认为是

弓形虫感染的一个潜在风险因素（Gebremedhin et al.，2015；Hamilton et al.，2015)。 

弓形虫病可引起严重的人畜共患寄生虫病，给公共卫生带来了极大的安全隐患，

给养殖产业带来了极大的经济损失。目前国内外对弓形虫的生理特性和侵染特性的研

究很全面，但是弓形虫病的治疗仍然是一个严峻的难题。因此，在生活和生产中要采

取一系列的措施来防控弓形虫病的发生与感染。针对养殖场内主要依靠相应的预防措

施，其中包括养殖场内圈舍环境保持干净卫生，定期对场内进行消毒杀菌；养殖场内

禁止养猫，加强圈舍外流浪猫的管理，避免进入场内，防止猫的粪便污染饲料、饮水

等，定期进行场内灭鼠，对家畜流产的胎儿及病畜的排泄物、病死的家畜尸体等进行

严格的无害化处理（王立新，2020）。目前，能够有效治疗弓形虫病的药物主要包括抗

生素类、化学或生物合成药物以及中草药三种类型。针对于养殖场内的猪弓形虫病的

治疗主要选择使用人工合成的抗菌药磺胺类药物，同时配合抗菌增效剂等使用效果更

佳（杨阳，2022）。由于弓形虫生物学特性较为复杂，目前世界上能够预防和治疗效果

很好的弓形虫病的药物和疫苗相对较少，并且弓形虫疫苗更是目前的研发之重。目前

我国关于猪弓形虫病的临床诊断、药物治疗以及疫苗研制等很多方面都还有许多尚未

解决的问题。针对猪场弓形虫的防控，预防大于治疗，加强养殖场内的管理，果断切

断传染源，有效地控制弓形虫感染对提高养猪业的经济生产和保护公共卫生健康都具

有非常重要的意义（张居作等，2022）。 

1.2 猪弓形虫病的国内外流行情况 

猪弓形虫病最早发现是在 1952 年的美国俄亥俄州，在一农场的猪群中爆发了猪弓

形虫病，在此之后，多个国家相继发现了猪弓形虫病的存在。早在二十世纪五十年代

初期，我国的研究人员就已在猫等动物体内发现了弓形虫，并成功分离出虫体，直到

1977 年时研究人员通过研究证实我国一些地区猪场内猪出现高热现象是由弓形虫感染
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引起的（刘靖清等，2010）。我国对弓形虫的研究历史悠久，猪弓形虫病在我国第一次

报道至今，我国关于猪弓形虫病的研究已经有四十多年。随着我国养殖业的不断发

展，弓形虫病对畜牧业的影响日益加重，弓形虫的研究与防治在我国内颇受重视。 

随着各地猪弓形虫病例的不断出现，越来越多的人开始关注猪弓形虫病的相关情

况。近年来，世界各地发表了大量关于猪弓形虫病血清学流行调查的研究。尽管许多

国家和地区对弓形虫的认识仍然存在差距，但弓形虫在猪中的感染率一直呈现较高水

平（Zhang et al.，2020）。弓形虫感染严重威胁猪的健康，猪感染弓形虫后发病率及死

亡率可达到 60%以上，特别是母猪繁殖性能受到严重影响，给养猪业繁育生产造成严

重损失。根据 1990 年至 2018 年期间发表的涉及全球四十多个国家的相关研究，全球

猪的弓形虫病平均流行率估计为 19%，在欧洲猪弓形虫病平均流行率最低为 13%，其

中猪弓形虫病平均流行率最高的是非洲（25%）和北美洲（25%），亚洲和南美洲地区

的血清平均阳性率分别大约为 21%和 23%（Foroutan et al.，2019）。虽然猪弓形虫病在

世界范围内流行，但猪弓形虫病的流行率因国家而异。据统计，巴西猪感染弓形虫病

的流行率约为 36%，西班牙育肥猪感染弓形虫病的流行率约为 24.52%，野猪流行率约

为 23.8%，英国的流行率约为 7.42%，美国的流行率约为 5.6%~31.0%，西印度群岛的

流行率约为 48%，荷兰 2014 年~2016 年猪弓形虫病流行率约为 1.4%~2.8%，日本 2014

年~2018 年野猪弓形虫病平均流行率约为 31.3%~36% （Bamba et al.， 2016；

Cademartori et al.，2014；Calero-Bernal et al.，2016；Guo et al.，2016；Hamilton et 

al.，2015；Herrero et al.，2016；Hill et al.，2014；Kobayashi et al.，2021；Swanenburg 

et al.，2019；Powell et al.，2016）。 

近年来，许多学者们报道中国各地的猪弓形虫血清流行率大约在 0%到 76%之间

（Zhang et al.，2019）。大多的猪感染弓形虫病都是在出生后因外界因素感染弓形虫

（Dubey，2009）。中国各地猪弓形虫的发病率也各不相同，其中东部发病率约为

18.03%~53.4% ， 南 部 约 为 27.0% ， 西 南 部 约 为 16.97%~70.0% ， 东 北 部 约 为

4.6%~11.26%，中部约为 24.5% （Jiang et al.，2016；Li et al.，2015；Wang et al.，

2016；Wang et al.，2012；Wu et al.，2012；Hou et al.，2018）。中国东北地区猪弓形虫

混合感染率约为 20%，明显低于其他地区中国北方地区：40%，西北地区：32%，华东

地区：30%，华南地区：35%，华中地区：23%，西南地区：33% （Zhang et al.，

2019）。据统计，经酶联免疫吸附试验（ELISA）检测的猪弓形虫病感染混合流行率大
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约为 36%，经间接血凝试验（IHA）检验的猪弓形虫病感染的混合流行率大约为

24%，经其他方法检测的猪弓形虫病感染的混合流行率大约为 19%（Wang et al.，

2017；Zhang et al.，2019；Zou et al.，2009；Li et al.，2015）。由此可见，弓形虫感染

在全世界的猪中较为常见，流行范围广。弓形虫在食用生产动物中的感染已成为全世

界的一个重要的公共卫生问题。尽管肉类的安全性一直受到严格监控，但人们仍然担

心可能通过食用生的或未煮熟的含有弓形虫卵囊的肉类传播寄生虫这一潜在风险。通

过改善养殖场内猪群弓形虫的监测，做到预防和诊断相辅相成，这将有助于防止弓形

虫在人类和畜禽间的传播。 

1.3 弓形虫病的诊断方法 

目前，弓形虫感染的明确诊断主要通过寄生虫病原学、免疫学和分子试验来确

定，这三种方法各有诊断的优缺点。对于传统的病原学检查主要包括直接镜检、病料

接种后分离虫体、卵囊检测、病理组织学及免疫组化试验等。病原学方法虽然具有确

诊意义，但操作起来繁琐、检出率较低，故临床实际应用有限。诊断弓形虫分子生物

学试验主要包括聚合酶链反应（PCR）、DNA 核酸分子杂交及基因芯片技术等，该方法

的标本取材范围较为广泛，相对于特异性与敏感性而言，算是最好的方法之一，但该

方法的设备条件要求高、检测成本较昂贵，不利于大规模养殖场进行方便快速的检

测。免疫学诊断方法主要包括凝集试验（ IHA/MAT）、染色试验（Sabin-Feldman 

DT）、间接免疫荧光抗体试验（IFAT）、酶联免疫吸附试验（ELISA）、免疫胶体金技

术、补体结合试验（CFT）等（Beghetto et al.，2006）。其中，间接免疫荧光抗体试验

（IFAT）的敏感性较高、特异性强、重复性良好，能够广泛应用于实验室水平的弓形

虫诊断，但由于操作复杂、设备条件要求高，不适用于大批量的血清样本的检测。免

疫胶体金技术通常操作简便、确诊时间短、重复性好，但目前胶体金技术适用检测的

动物种类有限，未来仍需进一步的研究与探索。 

随着近年来各地猪弓形虫病例的不断出现，越来越多的人开始关注猪弓形虫病的

相关情况。目前，要更加深入地调查猪弓形虫的感染情况，必须有一种能够快速准确

检测猪弓形虫抗体的方法。酶联免疫吸附试验（ELISA）方法具有特异性高、敏感性

强，便于操作等优点，并且是临床上最为常用的检测方法之一，能够广泛的应用于实

际生活中的血清学调查，是世界范围内公认的检测猪弓形虫病的有效手段。ELISA 方
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法操作简便，一次试验可以检测多个样本，可以实现样本批量化，适用于大规模的养

殖场，应用较为广泛。常见的检测弓形虫 IgG 抗体的方法主要包括染色试验 DT，

ELISA，IFAT 和 MAT。间接 ELISA 方法通常用于检测抗体，根据抗体类型的不同，可

以检测 IgG、IgM、IgA 三种抗体（Wu et al., 2009；Liu et al., 2020）。IgG 抗体在宿主

发生弓形虫感染后 1-2 周就可以出现，1-2 月时 IgG 抗体的量即达到峰值。IgG 抗体在

不同个体中下降速度有所不同，有的宿主下降速度快，有些宿主下降速度较慢，但通

常在宿主感染弓形虫后可终生在体内保存这种抗体。虽然检测弓形虫感染情况的抗体

有几种，但 IgG 抗体的检测尤为重要。传统的 ELISA 方法以弓形虫抗原包被 96 孔

ELISA 板，检测结果与其他免疫学方法如 MAT、IFAT 相比较一致性较高（Machado et 

al.，2019）。由于目前仍然没有合适的人类及动物的弓形虫疫苗，所以血清学检测一直

被认为是有助于流行病学调查和评估弓形虫感染率的有效方法。 

随着分子生物学的进展，从分子水平上，人们对这种专性细胞内寄生原虫的认识

不断加深。在目前的研究中弓形虫的膜表面蛋白、棒状体蛋白和致密颗粒蛋白在内的

多种虫体蛋白都已经在原核、真核和昆虫细胞中得到表达。其中，膜表面蛋白 1

（SAG1）具有较强的免疫原性，能够诱导机体产生 IgG、IgM、IgE、IgA 及 sIgA ，

弓形虫感染后最早出现的且是持续时间较长的抗体之一，相比之下免疫诊断价值更高

（Bokken et al.，2012）。通过基因工程方法获得的重组蛋白基本可获得全部或部分抗

原性并能诱导免疫保护力，经纯化后可用作诊断试剂和疫苗，具有良好的应用前景。

弓形虫在每个生长阶段都会产生不完全相同的表面抗原，弓形虫表面抗原主要包括：

SAG1(P30)、SAG2(P22)、 SAG3(P43)、SAG4(P18)、 SAG5、BSR(P36)、 SRS3(P35)

（Cleary et al.，2002）。SAG1 是一个很重要的抗原蛋白，只存在于速殖子表面，缓殖

子和包囊表面则不存在（Jung et al.，2004）。除此之外，SAG1 还可以诱导宿主产生免

疫应答反应，具有很好的抗原性与免疫原性（Gruenbergvan der Goot，2006）。在 1983

年对该蛋白进行分离鉴定，发现 SAG1 蛋白占虫体总蛋白的 3%-5%，SAG1 蛋白的组

成主要包含 336 个氨基酸残基， SAG1 基因为单拷贝，长度大约含 1.1 kbp ，分子量大

小约为 30 kDa ，不含内含子（Zhang et al.，2007）。在过去的 10 多年间，国内外各个

实验室表达出了大量的重组蛋白，其中包括 ROP1、ROP2（弓形虫棒状体蛋白），

SAG1、SAG2（表面膜蛋白），以及 GRA1、GRA2、GRA6、GRA7（弓形虫致密颗粒

蛋白）等（Song et al.，2013）。目前，已经报道的可以作为弓形虫诊断抗原研究应用
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的蛋白有 SAG1、MIC3、ROP2、GRAl、GRA6、GRA7、SAG1-ROP2、SAG1-MIC3

等蛋白, 利用这些重组蛋白进行不同动物样品的弓形虫抗体检测，并且重组蛋白的使用

结果表明均具有良好的检测效果（LauFong，2008；Pietkiewicz et al.，2006）。  

本研究中我们选择了表面抗原 1 （SAG1，又称为 P30）作为包被抗原，因为它是

一种高度丰富的表面蛋白，在快速分裂的速殖子上表达，并且它是最具有免疫原性和

分期特异性的弓形虫抗原之一。此外，SAG1 被认为是开发有效诊断试剂的重要的候选

材料之一，作为最主要的抗原，可用于基于抗体的检测（Majidiani et al.，2020）。故本

研究利用 SAG1 蛋白作为抗原，以建立一套标准实用的猪弓形虫病 ELISA 血清学抗体

检测方法，通过血清学检测方法进行猪弓形虫病流行率的调查，这将有助于改善管理

和减少潜在的人类接触来预防和控制弓形虫的传播。 

1.4 本研究的目的与意义 

随着各地猪弓形虫病例的不断出现，越来越多的人开始关注猪弓形虫病的相关情

况。弓形虫病对生猪养殖产业造成很大的威胁，该病的防控对养殖业十分重要。弓形

虫病作为危害严重的人畜共患病之一，近几年，全球人感染弓形虫病的情况较为多

见。免疫功能正常情况下人类感染弓形虫后无明显临床症状，部分感染者可引起淋巴

结病或出现类似流感症状，或导致眼部疾病（Alvarado-Esquivel et al., 2007）。而在免疫

功能低下的患者中，弓形虫感染可能是致命的。孕妇是弓形虫感染的高风险群体，如

果感染是在怀孕期间获得的，这可能会导致流产、死产、胎儿出现神经系统疾病等。

随着经济的不断提高，养殖业的不断扩大，猪的数量逐渐增加，猪肉是人类的主要肉

类消费品。据估计，来自六个欧洲大城市感染弓形虫的孕妇有 30%-63%是由肉类感染

引起的（Deng et al.，2018）。更重要的是，世界各地已经记录了几项与食用受感染猪

肉有关的人类弓形虫病的研究（Vitale et al.，2014）。此外，大部分猪主要通过摄入污

染的环境中的弓形虫卵囊而感染，猪感染弓形虫病后在监测环境中弓形虫卵囊污染程

度方面发挥重要作用及公共卫生意义。 

山东省一直是我国的养猪大省，但是目前对山东省的猪弓形虫病的感染情况的调

查研究较少，本研究利用弓形虫重组蛋白 SAG1 作为包被抗原，建立一种快速、准确

地可用于猪弓形虫病诊断的间接 ELISA 检测方法，对山东省部分地区的猪血清样品进

行血清学抗体检测，可用于监测山东省不同地区的猪弓形虫感染情况，获得相应猪场
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猪群弓形虫感染数据。本次关于山东省部分地区猪弓形虫病的流行情况调查，可以了

解山东省部分地区的猪弓形虫病的流行情况，其中包括不同地区、种群以及不同规模

养殖场的猪弓形虫病的情况，分析山东省部分地区的猪弓形虫病的流行情况和流行特

点，可以有效降低山东省人群和养猪行业中的弓形虫发病率，丰富我省弓形虫的流行

病学资料，为进一步研究及制定科学的防治对策提供依据。 
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2 材料与方法 

2.1 试验材料 

2.1.1 主要试验试剂 

表 1  主要试验试剂 

Table 1 The main reagents 

试剂名称 购买公司 

氨苄青霉素（Amp） 

DMEM 

彩色预染蛋白 Marker 

Trypsin-EDTA 

卡那霉素（Kan） 

蛋白酶抑制剂 

普通质粒提取试剂盒 

DNA 回收试剂盒 

单片段同源重组酶 

DNA Marker 

PVDF 膜 

核酸染料 

蛋白浓度检测试剂盒 

高纯度质粒 DNA 小量提取试剂盒 

基因组 DNA 提取试剂盒 

谷胱甘肽-琼脂糖凝胶 4B（GST 标签纯化树脂） 

HRP-兔抗猪 IgG（H+L） 

可溶性单组分 TMB 底物溶液 

无水乙醇、氯化钠、氯化钾、甲醇等 

碧云天生物技术有限公司 

Gibco 

Thermo 

MACGENE 

碧云天生物技术有限公司 

碧云天生物技术有限公司 

南京诺唯赞生物技术科技有限公司 

南京诺唯赞生物技术科技有限公司 

南京诺唯赞生物技术科技有限公司 

南京诺唯赞生物技术科技有限公司 

Millipore 德国 

索莱宝科技有限公司 

碧云天生物技术有限公司 

北京艾德莱生物技术有限公司 

北京康为世纪科技有限公司 

索莱宝科技有限公司 

北京博奥龙免疫技术有限公司 

天根生化科技（北京）有限公司 

天津市凯通化学试剂有限公司 

2.1.2 主要试验仪器设备 

表 2 仪器设备 

Table 2 Instrument and equipment 

试剂名称 购买公司 

-80℃超低温冰箱 Thermo 科技公司 

制冰机 常熟市雪科电器有限公司 

-20℃低温冰箱 海尔集团有限公司 

水平摇床 北京市六一仪器厂，中国 

常温离心机 Eppendorf 有限公司 
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空气恒温摇床 上海博彩科技有限公司，中国 

低温高速离心机 安徽市嘉文仪器装备有限公司，中国 

WH-861 型涡旋振荡器 华利达实验设备公司 

高压蒸汽灭菌器 日本三洋科技有限公司 

PB-10 型 PH 计 德国 Sartorius 

电热鼓风干燥箱 上海一恒科学仪器有限公司，中国 

DYYnl-2 型电泳仪 Bio-Rad，美国 

凝胶成像系统 天能仪器有限公司，中国 

核酸电泳仪 Bio-Rad，美国 

普通 PCR 仪 TaKaRa 

移液枪 Eppendorf 有限公司 

酶标仪 Bio-Rad 公司，美国 

荧光倒置显微镜 江南永新，中国 

电子天平 宁波新芝有限公司，中国 

超声波清洗器 上海一恒科学仪器有限公司，中国 

超纯水仪 Millipore 

SW-CJ-2FD 型超净工作台 苏净安泰有限公司，中国 

生物安全柜 力新仪器（上海）有限公司，中国 

4℃立式冷藏陈列柜 星星集团有限公司 

恒温振荡器 常州普天仪器制造有限公司，中国 

2.1.3 试验相关溶剂的配制 

表 3  主要的试剂配制方法 

Table 3 Main reagent preparation method 

试剂名称 配制方法 

LB 液体培养基（200 mL 体系） 
称量 2 g NaCl，2 g Tryptone，1 g Yeast Extract，先用量筒量取 150 mL

去离子水，完全溶解后定容至 200 mL，121℃，灭菌 15 min。 

LB 固体培养基（200 mL 体系） 

称量 2 g NaCl，2 g Tryptone，1 g Yeast Extract，3 g Agar powder,先用

量筒量取 150 mL 去离子水，完全溶解后定容至 200 mL，121℃，灭

菌 15 min。灭菌结束后使其降温至 50℃倒板，将固体板放于 4℃冰箱

保存。 

0.01M PBS 缓冲液 

分别称取 NaCl、KCl、Na2HPO4、KH2PO4置于烧杯中，量取去离子水

900 mL，将称取得药品和去离子水混合，放置于磁力搅拌器，进行搅

拌使试剂充分溶解，将 pH 调至 7.4，然后将溶液定容至 1 L，倒入洁

净的试剂瓶中，进行高压灭菌后备用。 

5×Tris-Glycine Buffer（SDS-

PAGE 电泳缓冲液） 
称量 Tris、Glycine、SDS 三种试剂，加入约 800 mL 的去离子水，搅

拌使试剂完全溶解，最后加去离子水将溶液定容至 1 L，室温保存备
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用。  

异丙基-β-D-硫代半乳糖（ITPG） 

在 4.196 mL 灭菌后的蒸馏水中加入 1g IPTG 搅拌溶解，用 0.22 μm的

滤膜除菌，分装到 2 mL EP 管中，终浓度为 1 M，储存于-20℃冰箱备

用。 

50×TAE Buffer（1 L 体系） 
称量 242 g Tris，37.2 g Na2EDTA.2H20 倒入 1 L 体积烧杯中，完全溶

解后，加入 57.1 mL HAC 定容至 1 L，室温保存。 

1%琼脂糖凝胶（30 mL 体系） 

 

称量 0.3 g 琼脂糖粉末倒入锥形瓶中，加入 1 mL 50×TAE Buffer，量

取 29 mL 去离子水加入锥形瓶中，至于微波炉中加热至胶完全溶解。

放凉至加入 5 μL 核酸染色剂，摇匀后倒入插好梳子的胶托内，室温

凝固 30 min 后使用。 

12%蛋白分离胶 
ddH2O 6.6 mL、30%丙烯酰胺 8 mL、1.5 mol/L pH= 8.8 的 Tris-HCl 5 

mL、10%SDS 0.08 mL、10%APS 0.08 mL、TEMED 0.008 mL。 

5%蛋白积层胶： 
ddH2O 5.5 mL、30%丙烯酰胺 1.3 mL、1.0 mol/L pH= 6.8 的 Tris-HCl 

1.0 mL、10%SDS 0.2 mL、10%APS 0.2 mL、TEMED 0.008 mL。 

SDS-PAGE 染色液（1 L 体系） 

称量 1 g 考马斯亮蓝 R-250 倒入 300 mL 去离子水中，分别量取 100 

mL 冰醋酸，250 mL 甘油倒入烧杯中，完全溶解后，定容至 1 L，滤

纸过滤，室温保存。 

SDS-PAGE 脱色液（1 L 体系） 
用量筒量取 500 mL 甲醇倒入 1 L 体积烧杯中，加入 100 mL 冰醋酸，

定容至 1 L，室温保存。 

TBST Buffer（1 L 体系） 

称量 8.8 g NaCl 倒入 1 L 体积烧杯中，量取 20 mL 1 M pH= 8.0 的 Tris-

HCl，吸取 0.5 mL Tween-20，分别加入烧杯中，完全溶解后，定容至

1 L，室温保存。 

Western 封闭液（10 mL 体系） 
称量 0.5 g 脱脂奶粉倒入 15 mL 离心管内，吸取 10 mL TBST Buffer 于

离心管使其溶解，现用现配。 

Binding buffer（10 mL 体系） 
称量 0.22 g NaCl 倒入 15 mL 离心管内，吸取 10 μL PMSF 加入离心管

内，先加入 8 mL 1×PBS 使其完全溶解，定容至 10 mL 。 

Washing buffer（10 mL 体系） 

 

称量 0.22 g NaCl 倒入 15 mL 离心管内，吸取 10 μL PMSF 加入离心管

内，先加入 8 mL 1×PBS 使其完全溶解，定容至 10 mL 。 

Elution buffer（10 mL 体系） 称量 0.61464 g 谷胱甘肽（还原型）倒入 15 mL 离心管内，吸取 10 μL 

PMSF 加入离心管内，先加入 8 mL 1×PBS 使其完全溶解，定容至 10 
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mL 。现用现配。 

2M H₂SO₄溶液 
用量筒量取 22.2 mL 硫酸溶液倒入 177.8 mL 体积的去离子水中，室温

保存。 

0.05M碳酸盐抗原稀释液 
称量 2.93 g NaHCO₃，1.59 g Na₂CO₃，溶解在 900 mL 蒸馏水的烧杯

中，完全溶解后，室温保存。 

PBST 洗液（1 L 体系）  

将配好的 0.01 M PBS 缓冲溶液放于烧杯中，吸取 0.5 mL Tween-20，

搅拌使试剂完全溶解，定容至 1L，倒入干净的广口瓶中，现配现

用。 

2.2 试验方法 

2.2.1 弓形虫的培养 

以 Vero 细胞接种弓形虫，培养 48 h～64 h，每日观察虫体增殖情况，在虫体大量

释放前收集弓形虫速殖子。  

2.2.2 弓形虫基因组 DNA 的提取 

按基因组提取剂盒（南京诺唯赞生物科技有限公司）说明书具体步骤进行试验操

作。 

2.2.3 引物的设计与合成 

通过 ToxoDB 网站(www.toxodb.org)、ExPasy 网站(www.expasy.ch/tools/)、DNA 

Star 软件及相应文献报道设计同源重组引物序列，序列合成则由上海生工完成，按合

成引物的 OD 值以双蒸水溶解引物，稀释为储存浓度：10 μM，分装后于-20°C 冻存。 

表 4  SAG1 引物列表 

Table 4 List of SAG1 primers 

Primer name Primer sequence（5¢-3¢）  

SAG1-F 

SAG1-R 

TCGGATCCCCCTCTTGTTGC 

AGCCGATTTTGCTGACCCTG 

2.2.4 SAG1 基因的克隆 

2.2.4.1 SAG1 基因的 PCR 扩增 
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根据 pGEX-6p-1 载体序列设计同源重组引物序列（表 6），序列的合成则由上海生

工完成。用提取得到的弓形虫 RH 株 cDNA 为模版，利用相应的引物进行基因片段的

扩增 ，PCR 反应体系如下： 

表 5 高保真酶加样体系（50 μL） 

Table 5 High-fidelity enzyme loading system（50 μL） 

组分 添加量 

2.5 mmol/L dNTPs 5 μL 

10×EasyPfu Buffer  5 μL 

Forward Primer (10 μm) 1 μL 

Reverse Primer (10 μm) 1 μL 

cDNA 模板 2 μL 

EasyPfu DNA Polymerase 1 μL 

ddH2O Up to 50 μL 

 
表 6  pGEX-6p-1 载体线性化同源重组引物 

Table 6 pGEX-6p-1 vector linearized homologous recombination primers 

Primer name Primer sequence（5¢-3¢）  

pGEX-6p-1-F 

pGEX-6p-1-R 

GGGCTGGCAAGCCACGTTTGGTG 

CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG 

提取弓形虫的 cDNA 为模板，SAG1-F、SAG1-R 为上下游引物，对 SAG1 基因进行

PCR 扩增。加样体系如下（表 7）： 

表 7 单片段重组加样体系（10 μL） 

Table 7  Single fragment recombination loading system（10 μL） 

组分 添加量 

线性化载体 X μL 

插入片段 Y μL 

5×CE II Buffer 2 μL 

Exnase II 1 μL 

ddH2O up to 10 μL 

加样结束后，瞬离 5 s 以确保样品完全沉于管底。离心后放入 PCR 仪内进行扩

增，扩增条件见（表 8）。4℃可进行短时间保存，时间久会对仪器造成损耗。反应结束

后应尽快拿出反应产物。扩增时间因酶的不同、基因长度的不同而长短不一。 

表 8  反应体系 

Table 8 reaction system 
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步骤 温度（℃） 时间 

预变性 95 10 min 

变性 95 30 s 

退火 （30 个循环） 55 30 s 

延伸 72 2 min 

总延伸 72 10 min 

保存 4 +∞ 

2.2.4.2 重组表达质粒 pGEX-6p-1-SAG1 的构建与鉴定 

经琼脂糖凝胶电泳鉴定后， 将条带大小正确的 PCR 片段进行切胶回收，胶回收步

骤按照 PCR 产物回收试剂盒具体操作进行。将回收产物与载体进行连接，将连接产物

转化至大肠杆菌克隆感受态细胞，放置金属浴 42°C 热激 90 s，加入不含抗生素的 LB

液体培养基，放置 37℃摇床内摇菌 1 h，将菌液均匀涂布在含有氨苄青霉素抗性的 LB 

平板上，37°C 培养箱倒置培养。挑取单个菌落接种于含氨苄青霉素的 LB 液体培养基

中，放置摇床 37℃过夜培养，然后参照质粒小量提取试剂盒说明书具体操作提取质

粒，以所提质粒为模板，进行 PCR 鉴定，用 1% 琼脂糖凝胶电泳检测，观察结果。选

择阳性质粒进行测序鉴定，按照序列分析软件对测序结果进行序列分析比对，用测序

正确的质粒菌液进行质粒提取，即获得重组质粒 pGEX-6p-SAG1。 

2.2.5 SAG1 蛋白的表达与纯化 

2.2.5.1 重组表达质粒 pGEX-6p-SAG1 最佳诱导条件的优化 

将上述制备的 pGEX-6p-SAG1 原核表达质粒转入大肠杆菌表达型感受态 BL21 

中，37℃过夜培养 12 h~14 h 后，挑取单个阳性单菌落接种于 5 mL 含氨苄抗性的 LB 

培养基中培养。为获得 pGEX-6p-SAG1 质粒最佳的诱导表达条件，以此上述为基础继

续培养数管菌液，每管菌液 8 ml。吸取 2 mL 菌液作为未诱导样本，向每管菌液中加入

不同浓度的 IPTG，培养基 IPTG 终浓度分别为 0.1 mM、0.3 mM、0.5 mM 及未加 IPTG 

的空白对照组在温度为 16℃、22℃、37℃中分别培养 2 h、4 h、8 h、12 h、18 h，进

行质粒表达最适宜的诱导浓度、最佳诱导温度和最佳诱导时间的摸索，通过 SDS-

PAGE 分析蛋白的表达量，确定蛋白表达最佳的诱导温度、IPTG 诱导浓度及诱导时

间。  
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2.2.5.2 重组融合蛋白的大量诱导表达 

在确定了最适的 IPTG 诱导浓度与最佳诱导时间，按最佳诱导条件诱导大肠杆菌，

将菌液按照 1:1,000 的比例加入 400 mL 的氨苄抗性液体培养基中进行菌液的培养，观

察菌液浑浊情况，当菌液的 OD600nm 值达到 0.6~1.0 时，加入最佳诱导浓度 0.5 mM

的 IPTG，放置 22℃摇床进行摇菌，进行菌株 400 mL 的大量培养，诱导培养至最佳诱

导时间 5 h 后，放置离心机 4°C、8,000 rpm 离心 10 min，超声裂解菌体沉淀，收集裂

解后的菌体，放置-20°C 储存备用。 

2.2.5.3 重组融合蛋白 SAG1 的纯化与鉴定 

（1）将 GST 标签纯化树脂吸取 2 mL 到纯化柱内。打开纯化柱开关流出保存树

脂的 20%乙醇，用过滤后的去离子水反复冲洗 5 次，使纯化柱内的乙醇完全清除。 

（2）用提前配制并过滤好的 PBS（PH：8.0，已加 NaCl/PMSF）冲洗纯化柱 5

次，使纯化柱内环境保持平衡。加 5 mL Binding buffer ，上下轻轻摇晃使其充分结

合，放置 4℃，结合 30 min。 

（3）拿出上述超声保存于-20℃的蛋白使其在冰上完全融化，加入到纯化柱内

用滤器进行过滤。打开开关使柱中的 Binding buffer 缓慢流出。将过滤后蛋白加入柱

子内，放置 4℃摇床，过夜结合（16 小时）。 

（4）充分结合后，打开开关使其流速为 1 min 6 滴，收集蛋白流穿液。蛋白流

穿 3 次，使用考马斯亮蓝检测直至考马斯亮蓝不变蓝色。 

（5）将配置好的 Washing buffer 过滤进行杂蛋白的洗涤，洗涤 7-8 次，同样使

用考马斯亮蓝检测直至考马斯亮蓝不变蓝色。 

（6）Elution buffer 现配现用，过滤后加入柱内洗脱蛋白，放置 4℃，结合 40 

min。 

（7）充分结合后，打开开关使其流速为 1 min 6 滴，收集蛋白洗脱液。 

（8）将透析袋剪好小心放入盛有过滤后 ddH2O 的 50 mL 离心管内，沸水煮 10 

min。降温后将蛋白收集液吸入透析袋内。两头开口处用夹子固定好，放在玻璃平皿

内，将盛有透析袋的玻璃平皿置于碎冰上，把 PEG 20,000 固体放在透析袋及平皿

内，使其覆盖，缓慢透析。浓缩至适当的体积后，小心收集浓缩蛋白液，放置-80℃
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保存备用。 

（9）处理谷胱甘肽-琼脂糖亲和层析柱（GST 标签纯化树脂）：先用过滤后的

PBS 进行冲洗，冲洗 5-8 次，再用过滤后的去离子水冲洗，冲洗 5-8 次，接着用提前

配置好的 3 mol/L NaCl 缓冲液冲洗 5 次，进行树脂的再生。接下来用过滤后的超纯

水冲洗 8 次，并用过滤后的 20%乙醇冲洗 5 次，最后加入 5 mL 20%乙醇，放置 4℃

冰箱保存。 

（10）吸取浓缩后的目的蛋白 10 μL 到 EP 管中，加入 30 μL PBS，10 μL 5×蛋白

上样缓冲液，放置水中沸腾后煮 10 min，12,000 rpm，离心 3 min。 

（11）配置 12%的分离胶 20 mL，加上配置好的液体后 60 min 待其凝固，配置 5%

的积层胶 8 mL（用超纯水配置），加上配置好的液体后 40 min 待其凝固。 

（12）待胶体凝固后小心拔下蛋白胶上的梳子，将处理好的蛋白按照顺序小心加

入胶孔中。 

（13）按照 SDS-PAGE 常规操作步骤 ， 50 V 电压恒压跑胶，5 h 后停止。 

（14）电泳结束后，将蛋白胶切下放入考马斯亮蓝染液中，置于摇床染色 4 h-

6h。 

（15）染色结束后倒掉考马斯亮蓝染液，加入脱色液进行蛋白胶脱色，脱色数小

时后蛋白胶上的条带清晰可见，根据蛋白条带的大小确认目的蛋白的纯度。 

2.2.5.4 SGA1 蛋白的 Western Blot 鉴定 

（1）吸取浓缩后的目的蛋白 10 μL 到 EP 管中，加入 30 μL PBS，10 μL 5×蛋白上

样缓冲液，放置水中沸腾后煮 10 min，12,000 rpm，离心 3 min。 

（2）配置 12%的分离胶 20 mL，加上配置好的液体后 60 min 待其凝固，配置 5%

的积层胶 8 mL（用超纯水配置），加上配置好的液体后 40 min 待其凝固。 

（3）待胶体凝固后小心拔下蛋白胶上的梳子，将处理好的蛋白按照顺序小心加入

胶孔中。 

（4）按照 SDS-PAGE 常规操作步骤 ， 50 V 电压恒压跑胶，5 h 后停止。 

（5）电泳结束后，准备好转膜仪。取出蛋白胶先放入转膜液中，按蛋白胶尺寸大
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小裁剪 PVDF 膜，将 PVDF 膜放置盛有甲醇溶液的玻璃平皿中，PVDF 膜放入甲醇溶液

中起到活化作用。 

（6）按照“胶在负，膜在正”的常规操作原则进行转膜。250 mA，转膜 1 h。 

（7）转膜结束后，将膜放入到玻璃平皿里用 TBST Buffer 洗 8 遍，每次 5 min。去

除转膜液。 

（8）将 PVDF 膜放置于 5%的脱脂奶封闭液中，在 37℃恒温箱封闭 1h。 

（9）按照 1:500 的比例用 5%的脱脂奶封闭液稀释一抗抗体。将 PVDF 膜放置稀

释好的抗体中 37℃，1 h 进行孵育。 

（10）孵育结束后，将膜放入到玻璃平皿里用 TBST Buffer 洗 8 遍，每次 5 min 。

（11）按 1:4,000 的比例用 5%的脱脂奶溶液稀释二抗。将 PVDF 膜放置稀释好的

抗体中 37℃，1 h 进行孵育。 

（12）孵育结束后，将膜放入到玻璃平皿里用 TBST Buffer 洗 8 遍，每次 5 min 。 

（13）将显影液按照 A 液:B 液=1:1 比例稀释好。将 PVDF 膜放入到显影仪里，加

入显影液，按照仪器说明书操作进行显影，观察是否出现预期大小蛋白条带。 

2.2.5.5 重组融合蛋白的浓度测定 

按照蛋白浓度测定操作步骤说明，对重组融合蛋白进行蛋白浓度的测定。在酶标

板上每孔先加入 18 μL PBS，再加入浓缩后的 2 μL 蛋白，加入 200 μL 考马斯亮蓝溶

液，每个样品每次平行做 3 孔，每组设两个空白对照，酶标仪测定 OD595nm值后取其平

均值，按相应的公式计算样品中的蛋白质含量。 

2.2.6 间接 ELISA 检测方法的建立 

2.2.6.1 最佳 ELISA 方法工作条件的优化 

为了确定检测方法最佳的 ELISA 工作条件，通过固定间接 ELISA 操作步骤中其他

条件，变动需要确定的条件，根据 P/N 原则逐步确定 ELISA 方法的抗原包被液、抗体

稀释液、抗原包被量、封闭液及封闭时间、抗体孵育条件、显色时间等，以建立最佳

的间接 ELISA 标准条件。 

参考相关文献及国内外商业化试剂盒的使用说明书，初步确定间接 ELISA 方法的
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基本操作过程如下： 

包被：将抗原用 0.05 M pH9.6 碳酸盐缓冲液稀释后,包被 96 孔聚苯乙烯微量反应板, 

每孔加样 100 μL，置 4°C 冰箱过夜（至少 16 h）。  

洗涤：甩干孔内的反应液，用提前配置好的洗涤液进行洗涤，将洗涤液注满每板 96

孔后，即甩去。加入 300 μL 洗涤液浸泡，间歇震动 ELISA 板，甩去孔内液体，在吸水

纸上轻轻拍干，重复洗涤 5 次，每次 2 min~3 min。 

封闭：每孔加入 100 μL 的封闭液，放置 37°C 恒温箱中，封闭孵育 1 h。 

加样：用样品血清稀释液将待检血清作 1:100 稀释,每孔加样 100 μL。以阳性标准血

清、阴性标准血清作为参考，分别加样至孔内，每孔 100 μL， 37°C 恒温箱作用 1 h，

每板设置空白对照组。 

洗涤：孵育结束后，加入 300 μL 洗涤液进行洗涤，具体操作步骤同上述洗涤。  

加酶标二抗：用抗体稀释液将酶标二抗作 1:4,000 倍稀释，每孔加样 100 μL，37°C 恒

温箱孵育 1 h。 

洗涤：孵育二抗结束后，加入 300 μL 洗涤液，具体操作步骤同上述洗涤。 

显色：每孔加入 TMB 底物显色液 100 μL，放置 37℃恒温箱，避光显色 20 min。  

终止反应：每孔加终止液各 100 μL，轻轻震荡 ELISA 板，反应充分结合。  

酶标仪测定：使用酶标仪在在波长 450 nm 处进行测定，读取每孔的吸光度值。每个

样品每次平行做 3 孔,取其 OD450nm数值的平均值。 

2.2.6.2 酶标板的选择  

间接 ELISA 标准化的关键因素之一是对于酶标板的选择。良好的酶标板需要具有

很好的吸附性，空白值较低，每板每孔的透明度较高，每板、每孔之间的性能较一

致。选择性能较好的 ELISA 板，能在检测中减少对检测结果数值的影响。 

2.2.6.3 ELISA 抗原包被量及抗原包被液的优化  

用 SAG1 蛋白进行抗原包被，摸索 SAG1 抗原作用的最佳包被量。包被量由 0.3 

μg/mL 逐渐增为 1.5 μg/mL（0.3 μg 、0.5 μg、1 μg、1.5 μg）确定 SAG1 抗原作用的最
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佳包被量。选择 PBS（0.01 M，pH 7.4）、0.05 M 碳酸盐缓冲液 （pH 9.6）作为包被缓

冲液, 1 μg/mL SAG1 抗原量包被 ELISA 板。每次反应均设置阴阳性对照，每个条件作

三孔重复，按照间接 ELISA 的具体操作进行，确定最佳抗原包被缓冲液。 

表 9 抗原包被液的选择 

Table 9 Determination of the coating buffer of recombinant proteins 

反应条件  阳性血清/阴性血清 

抗原 SAG1 蛋白 

包被液 PBS 溶液    0.05 M碳酸盐缓冲液 

抗原包被量 0.3 μg 、0.5 μg、1 μg、1.5 μg 

其他反应条件 4℃过夜包被 16 h，阳性血清和阴性血清稀释度 1:100 
二抗稀释度 1:4,000，底物反应时间 20 min 

判定 
测定 OD450nm，选取阴性血清 OD450nm（N）在 0.5 左右，阳

性血清 OD450nm（P）值在 1 左右，且 P/N 比值最大的一组

作为最佳条件 

2.2.6.4 抗体稀释液的优化 

以 1 μg/mL 抗原量包被 ELISA 板，分别选择 PBS 溶液（0.01 M，pH7.4）、3%脱脂

奶溶液作为备选的抗体稀释液，确定最佳抗体稀释液。 

表 10 抗体稀释液的选择 

Table 10 Determination of antibody dilution 

反应条件               阳性血清/阴性血清  

抗原 SAG1 蛋白 

包被液 0.05 M碳酸盐缓冲液 

血清 猪弓形虫阳性血清/ 阴性血清 

抗体稀释液 PBS（0.01 M，pH 7.4）、3%脱脂奶溶液 

其他反应条件 4℃过夜包被 16 h，阳性血清和阴性血清稀释度 1:100 
二抗稀释度 1:4,000，底物反应时间 20 min 

判定 
测定 OD450nm，选取阴性血清 OD450nm（N）在 0.5 左右，阳

性血清 OD450nm（P）值在 1 左右，且 P/N 比值最大的一组

作为最佳条件 

2.2.6.5 封闭时间的优化 
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以最佳抗原包被量 1 μg/mL 抗原量包被 ELISA 板，选择 3% 脱脂奶溶液作为封闭

液， 37℃下分别封闭 30 min、60 min、90 min、120 min，通过检测结果确定最佳的封

闭时间。 

表 11 封闭时间的选择 

Table 11 Determination of sealing fluid and sealing time 

反应条件  阳性血清/阴性血清  

包被液 0.05 M碳酸盐缓冲液 

血清 猪弓形虫阳性血清/ 阴性血清 

抗体稀释液 3%脱脂奶溶液 

封闭液 3% 脱脂奶溶液 

封闭时间 30 min、60 min、90 min、120 min 

其他反应条件 阳性血清和阴性血清稀释度 1:100 
二抗稀释度 1:4,000，底物反应时间 20 min 

判定 
测定 OD450nm，选取阴性血清 OD450nm（N）在 0.5 左右，阳

性血清 OD450nm（P）值在 1 左右，且 P/N 比值最大的一组

作为最佳条件 

2.2.6.6 一抗及酶标二抗孵育时间的优化 

以 SAG1 最佳抗原包被 ELISA 微孔板，3%脱脂奶封闭 1h，一抗稀释度为 1:100，

二抗稀释度为 1:4,000。血清孵育时间分别设为 30 min、60 min、90 min，确定最佳的

封闭时间。以 SAG1 最佳抗原包被 ELISA 微孔板，3%脱脂奶封闭 1 h，分别以 3%脱脂

奶稀释血清及酶标二抗，一抗稀释度为 1:100，二抗稀释度为 1:4,000。血清孵育时间

设为 60 min，二抗孵育时间分别设为 30 min，45 min，60 min，90 min，依据 P/N 值确

定最佳的孵育条件。 

表 12 血清孵育时间的确定 

Table 12 Determination of the incubating time of serum 

反应条件  阳性血清/阴性血清  

包被液 0.05 M碳酸盐缓冲液 4℃过夜包被 

抗体稀释液 3%脱脂奶溶液，血清稀释度 1:100；二抗稀释度 1: 4,000 

封闭液 3%脱脂奶溶液封闭 60 min 
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一抗反应时间 30 min、60 min、90 min 

二抗反应时间 30 min、45 min、60 min、90 min 

底物显色条件 底物反应时间 20 min 

判定 
测定 OD450nm，选取阴性血清 OD450nm（N）在 0.5 左右，阳

性血清 OD450nm（P）值在 1 左右，且 P/N 比值最大的一组

作为最佳条件 

 

2.2.6.7 底物反应时间的优化 

以 SAG1 最佳抗原包被 ELISA 微孔板，3%脱脂奶封闭 1 h，分别以 3%脱脂奶稀释

血清及酶标二抗，一抗稀释度为 1:100，二抗稀释度为 1:4,000，分别 37℃孵育 60 

min。底物反应时间分别设为 5 min、10 min、15 min 、20 min、 25 min 、30 min，依

据 P/N 值从而确定最佳底物反应时间。 

表 13 底物反应时间的确定 

Table 13 Condition of substrate of recombinant protein  

反应条件  阳性血清/阴性血清  

包被液 0.05 M碳酸盐缓冲液 4℃过夜包被 

抗体稀释液 3%脱脂奶溶液，血清稀释度 1:100；二抗稀释度 1: 4,000 

封闭液 3%脱脂奶溶液封闭 60 min 

一抗反应时间 血清孵育 37℃，60 min 

二抗反应时间 酶标二抗作用 37℃，60 min 

底物显色时间 5 min、10 min、15 min 、20 min、 25 min 、30 min 

判定 
测定 OD450nm，选取阴性血清 OD450nm（N）在 0.5 左右，阳

性血清 OD450nm（P）值在 1 左右，且 P/N 比值最大的一组

作为最佳条件 

2.2.6.8 判断标准的确定  

利用本研究建立并优化后的间接 ELISA 检测方法检测 50 份随机的猪的血清样品，

在具有单侧 99%的可信度情况下，用测得的猪阴性血清样品的 OD450nm 均值＋3SD

（SD：标准偏差）得到一侧阴性样品的判定值；用测得的猪阳性血清样品 OD450nm 均

值－3SD 得到另一侧的阳性判定值。阴性血清和阳性血清的临界值（cut-off value）确
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定后，由于本实验室保存有一定的数目的猪阳性和阴性血清样品，因此用测得的猪的

阴性血清样品 OD450nm均值＋3SD（SD：标准偏差）作为血清样品判定结果的最终临界

值。 

2.2.7 间接 ELISA 检测方法的应用  

2.2.7.1 样品的收集 

2020-2021 年山东各地送检及采集的样品主要来自烟台、青岛、潍坊、菏泽、临

沂、泰安、济南等 14 个地市不同规模的养猪场，山东各地送检及采集的样品主要包括

不同种群的猪的血清样品，共收集血清样品 1,170 份。在所有的猪的血清样品中按照猪

的不同种群分为 5 种类型：仔猪（ ≤ 75 日龄）、育肥猪（100 日龄~210 日龄，体重 40 

kg~130 kg）、妊娠母猪（ ≥ 180 日龄，体重 ≥ 150 kg， 处于怀孕或哺乳期）、后备母猪

（120 日龄~160 日龄，体重 130 kg~160 kg）、种公猪（ ≥ 10 月龄，具有成熟的育种能

力和良好的授精能力）。按照养殖场不同规模划分为大型养殖场（养殖规模 > 2,000

头）、小型养殖场（养殖规模 < 1,500 头）和散养场（养殖规模 < 500 头）。 

2.2.7.2 批内重复试验和批间重复试验 

使用制备好的同一批 SAG1 重组蛋白进行 ELISA 酶标板的包被，本实验室保存有

猪的阳性血清样品和阴性血清样品，应用本研究建立的间接 ELISA 检测方法进行阴阳

性血清样品的板内和板间的重复性检测。连续三天时间内对同一血清样品进行 ELISA

的检测，每个样品设置 4 个平行孔，通过酶标仪读取吸光度数值比较血清样品的

OD450nm的值。 

2.2.7.3 与免疫印迹方法和间接荧光抗体方法的对比试验  

间接免疫荧光抗体试验的具体操作步骤如下： 

1. 将洁净的盖玻片置于 100%酒精和去离子水中冲洗，晾干备用。 

2. 纯化虫株，PBS 洗涤 2 次后重悬，吸取适量的速殖子滴于干净的盖玻片上

涂抹均匀后，静置 3 min，吸弃表面的液体。 

3. 固定：在铺有速殖子的玻片上缓慢滴加 4%多聚甲醛数滴，室温静置 30 

min，再用用 PBS 溶液进行玻片的清洗，每次 5 min，洗 3 次。 
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4. 透化：用 PBS 配制 0.25% Tritonx-100 溶液，滴于玻片上，室温作用 20 

min，PBS 清洗 1 次，每次 5 min。 

5. 封闭：用 PBS 配制 3% BSA 溶液，滴于玻片上，室温作用 30 min。 

6. 一抗孵育：用抗体稀释液（3% BSA 溶液）将猪的血清稀释（1:150），滴于

玻片表面与速殖子孵育，放置 37℃恒温箱，1 h，孵育结束后，用 PBS 清洗 3 次，

每次 5 min。 

7. 二抗孵育：用抗体稀释液将 FITC（绿光）标记的抗猪二抗抗体稀释

（1:100）后滴于玻片表面进行孵育，放置 37℃恒温箱，1 h，孵育结束后，用 PBS

清洗 3 次，每次 5 min。 

8. 封片：在干净的载玻片上滴加适量的荧光淬灭剂，将载玻片倒置于载玻

片，避免产生气泡，用封片剂将盖玻片边缘密封，此步骤要避光操作。 

9. 每个载玻片上做好对应的标记，放置在切片盒内，避光 4℃保存。 

10. 在荧光显微镜下观察，以猪的阳性、阴性血清样本作为参考指标。判断待

检猪血清样本的阴性、阳性，记录数据并拍照保存。 
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3 结果与分析 

3.1 基因的克隆与表达质粒的鉴定 

用试剂盒提取弓形虫 RH∆ku80 株 DNA，以弓形虫速殖子为 cDNA 模板进行 PCR 

扩增，结果如图所示，在大约 792 bp 处有一明显清晰的条带，说明成功扩增得到相应

的 SAG1 基因。扩增产物通过琼脂糖凝胶电泳进行胶回收，将胶回收产物与载体进行连

接转化，得到 pGEX-6p-SAG1 的重组质粒。结果如图所示，在大约 1,092 bp 处有一明

显清晰的条带，结果表明成功构建表达质粒 pGEX-6p-SAG1。 

 

 
图 1 基因的克隆与表达质粒的鉴定 

Fig. 1 Gene cloning and expression plasmid identification  

A：pGEX-6p-1 基因扩增产物； M：DL5,000 DNA Marker  1：pGEX-6p-1 基因扩增产物 

B: SAG1 基因扩增产物；M：DL2,000 DNA Marker 1：SAG1 基因扩增产物 

C：pGEX-6p-SAG1 质粒鉴定结果； M：DL2,000 DNA Marker 1：pGEX-6p-SAG1 质粒产物 

A: Amplification products of pGEX-6p-1 gene;  

M: DL5,000 DNA Marker 1: Amplification products of pGEX-6p-1 gene  

B: Amplification products of SAG1 gene; 

 M: DL2,000 DNA Marker 1: Amplification products of SAG1 gene  

C: Identification of pGEX-6p-SAG1 plasmid by double digestion； 

M: DL2000 DNA Marker 1: Double restriction products of pGEX-6p-SAG1 plasmid 

3.2 SAG1 蛋白的表达与纯化 

3.2.1 pGEX-6p-SAG1 质粒的最佳表达条件 

通过对比质粒表达的诱导温度（37℃、22℃、16℃）、时间（2 h、4 h、8 h、12 

h、18 h）、IPTG 浓度（0.1 mM、0.3 mM、0.5 mM）经 SDS-PAGE 电泳验证分析，依

据蛋白的表达量，确定在诱导温度为 22℃、诱导时间为 4 h、IPTG 工作浓度 为 0.5 
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mmol/L 时，蛋白表达量在上清中表达最佳，目的蛋白条带大小约为 54 kDa，与理论大

小一致。 

 
图 2 不同诱导条件对 SAG1 蛋白表达的影响 

Fig. 2 Expression of SAG1 protein induced by different induced time 

A：16℃诱导表达条件；1：未经 IPTG 诱导的质粒菌体； M：蛋白 Marker 

2～5：分别在 16℃、IPTG 浓度 0.5 mmol/L、不同诱导时间诱导的质粒菌体 

B：37℃诱导表达条件；1：未经 IPTG 诱导的质粒菌体；M：蛋白 Marker 

2～9：分别在 37℃、IPTG 浓度 0.5 mmol/L、不同诱导时间诱导的质粒菌体 

C：22℃诱导表达条件；1：未经 IPTG 诱导的质粒菌体； M：蛋白 Marker 

2～9：分别在 22℃、IPTG 浓度 0.5 mmol/L、诱导时间 4 h 后的质粒菌体 

A: Induced expression at 16℃; 1: Non-IPTG induced pGEX-6p-SAG1 plasmid bacteria; M: Protein Marker  

2～ 5: Plasmid thalli were induced at 16℃, IPTG concentration 0.5 mmol/L and different induction time. 

B: Induced expression at 37℃; 1: Non-IPTG induced pGEX-6p-SAG1 plasmid bacteria; M: Protein Marker  

2～ 9: Plasmid thalli were induced at 37℃, IPTG concentration 0.5 mmol/L and different induction time. 

C: Induced expression at 22℃; 1: Non-IPTG induced pGEX-6p-SAG1 plasmid bacteria; M: Protein Marker  

2～ 9: Plasmid thallus were cultured at 22℃, IPTG concentration 0.5 mmol/L and induction time 4 h, respectively.  

3.2.2 SAG1 蛋白的鉴定 

经谷胱甘肽-琼脂糖凝胶 GST 标签纯化树脂进行蛋白纯化，获得的 SAG1 蛋白，经

SDS-PAGE 电泳分析蛋白的表达情况，由结果图（图 3）可以看出，SAG1 融合 GST 标

签表达经 SDS-PAGE 分析为上清表达, 发现目的蛋白条带单一，分子量大小约为 54 

kDa，分子量与理论大小值基本一致。试剂盒测定蛋白浓度，蛋白浓度为：0.96 mg/ 

mL。 
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图 3 SDS-PAGE 鉴定 pGEX-6p-SAG1 重组蛋白表达 

Fig. 3 The expression of pGEX-6p-SAG1 was identified by SDS-PAGE 

M：蛋白 Marker；1：pGEX-6p-SAG1 重组蛋白表达 

M: Protein Marker；1: Expression of pGEX-6p-SAG1 recombinant protein 

3.2.3 SAG1 蛋白与血清的特异性识别 

应用谷胱甘肽-琼脂糖凝胶 GST 标签纯化树脂纯化最终获得的分子量大小约为 54 

kDa 的 SAG1 重组蛋白，经 Western Blot 鉴定分析，SAG1 原核表达蛋白与弓形虫阳性

血清呈现良好的反应，且阳性血清不与无关蛋白发生反应。 

 
图 4 纯化蛋白与猪弓形虫阳性血清的 Western Blot 鉴定 

Fig. 4 Western blot analysis with T. gondii positive serum 

1：SAG1 蛋白的 WB 鉴定；2：无关蛋白的 WB 鉴定； M：蛋白 Marker 

一抗：阳性血清 1:500 稀释，二抗：兔抗猪抗体 1:4,000 稀释 

1: Performed with T. gondii positive sera inoculated with SAG1 

3.3 间接 ELISA 最佳工作条件的确定 

3.3.1 最佳抗原包被量及抗原包被液的确定  
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用 SAG1 蛋白作为抗原进行 ELISA 酶标板的包被， SAG1 抗原包被量由 0.3 μg/mL

逐渐增为 1.5 μg/mL（0.3 μg 、0.5 μg、1 μg、1.5 μg），通过 P/N 比值最大的一组作为最

佳条件，结果显示 SAG1 抗原最佳的包被量是 1 μg/mL。 

选择 PBS 缓冲液（0.01 M， pH7.4）、碳酸盐缓冲液（0.05 M， pH 9.6）作为抗原

包被缓冲液, 1 μg/mL 抗原量包被 ELISA 板。每次板内反应均设置阴性阳性对照孔，每

个条件作三孔重复，按照间接 ELISA 的具体操作步骤进行，通过 P/N 比值最大的一组

作为最佳条件，确定最佳抗原包被缓冲液为碳酸盐缓冲液（0.05 M，pH 9.6）。 

 
图 5 SAG1 抗原包被量的确定 

Fig. 5 Determination of the coating concentration of recombinant protein SAG1 

 

 
图 6 抗原包被液的确定 

Fig. 6 Determination of the coating condition of recombinant protein 

3.3.2 最佳抗体稀释液的确定  

以最佳抗原量包被 ELISA 板，分别以 PBS（0.01 M，pH 7.4）、3%脱脂奶溶液作为

备选的抗体稀释液，每次板内反应均设置阴性阳性对照孔，每个条件作三孔重复，按
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照间接 ELISA 的具体操作步骤进行，通过 P/N 比值最大的一组作为最佳条件，确定最

佳抗体稀释液为 3%脱脂奶溶液。 

 
图 7 抗体稀释液的确定 

Fig. 7 Determination of serum and HRP-labeled rabbit-anti-pig IgG dilution of recombinant protein 

3.3.3 最佳封闭时间的确定  

以最佳抗原包被量包被 ELISA 板，选择 3% 脱脂奶溶液作为封闭液，每板内反应

均设置阴性阳性对照孔，每个条件作三孔重复，按照间接 ELISA 的具体操作步骤进

行，分别封闭 30 min、60 min、90 min、120 min，通过 P/N 比值最大的一组作为最佳

条件，确定最佳封闭时间为 60 min。 

 

 
图 8 封闭时间的确定 

Fig. 8 Determination of reactive time of blocking 

3.3.4 一抗及酶标二抗孵育时间的确定  

以最佳抗原包被量包被 ELISA 板， 3% 脱脂奶溶液 37℃封闭 1 h，3% 脱脂奶溶液

稀释一抗、二抗，一抗血清稀释度为 1:100，二抗稀释度为 1:4,000，一抗血清孵育时
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间分别设为 30 min、60 min、90 min，二抗孵育时间分别设为 30 min、45 min、60 

min、90 min，每次板内反应均设置阴性阳性对照孔，每个条件作三孔重复，按照间接

ELISA 的具体操作步骤进行，通过 P/N 比值最大的一组作为最佳条件，确定一抗血清

最佳孵育时间为 37℃，60 min，二抗最佳孵育时间为 37℃，60 min。 

 
图 9一抗孵育时间的确定 

Fig. 9 Determination of incubating time of serum 

 

 

图 10 二抗孵育时间的确定 

Fig. 10  Determination of incubating time of HRP-labeled rabbit-anti-pig IgG 

3.3.5 底物最佳反应时间的确定 

以最佳 SAG1 抗原包被量包被 ELISA 板， 3% 脱脂奶溶液 37℃封闭 1 h，一抗血

清、二抗抗体孵育 37℃，60 min，底物反应时间分别设为 5 min、10 min、15 min、15 

min、20 min、25 min、30 min，每次板内反应均设置阴性阳性对照孔，每个条件作三

孔重复，按照间接 ELISA 的具体操作步骤进行，通过 P/N 比值最大的一组作为最佳条

件，确定 TMB 显色底物最佳反应时间为 20min。 
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图 11 底物反应时间的确定 

Fig. 11 Condition of substrate of recombinant protein 

3.3.6 判定标准的确定  

本实验室保存有一定数量的猪阴性血清样本，即临界值 cut off value = 阴性血清样

本 OD450 均值+3SD（标准偏差）。应用本研究建立的间接 ELISA 方法测得的猪弓形虫

阴性血清的 OD450均值为 0.528，SD = 0.0108，cut off value = OD450 均值+3SD = 0.56。 

3.3.7 批内重复试验和批间重复试验 

用本实验室保存的猪弓形虫阳性血清和阴性血清各一份，连续三天使用相同的检

测步骤做板内重复性试验和板间重复性试验，具体数据见下表。统计学分析表明，间

接 ELISA 方法板内和板间血清重复性差异不显著，证明所建立的间接 ELISA 检测方法

具有良好的可重复性。 

表 14 间接 ELISA 稳定重复试验结果（相同批次蛋白）  

Table 14 Result of repeatability test for indirect ELISA  

样品 

Serum 

时间 

Time 

板内重复 

Intra-plate duplicates 

平均值

Mean 

板间重复 

Inter-plate duplicates  

平均值 

Mean 

阳性血清 

（OD450nm） 

Day1 1.126 1.129 1.130 1.127 1.128 1.119 1.126 1.129 1.126 1.125 

Day2 1.122 1.127 1.126 1.128 1.126 1.126 1.128 1.122 1.125 1.125 

Day3 1.126 1.124 1.141 1.129 1.130 1.130 1.119 1.130 1.127 1.127 

阴性血清 

（OD450nm） 

Day1 0.519 0.523 0.514 0.527 0.520 0.556 0.497 0.510 0.524 0.522 

Day2 0.499 0.530 0.534 0.521 0.521 0.512 0.516 0.601 0.521 0.538 

Day3 0.539 0.504 0.517 0.529 0.522 0.530 0.545 0.539 0.518 0.533 
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图 12 间接 ELISA 重复性试验结果，差异不显著。 

Fig. 12 Repeatability test results of indirect ELISA.   

ns, P > 0.05 Indicates not significant; ∗P < 0.05; ∗∗P < 0:01; ∗∗∗P < 0:001. 

3.3.8 与免疫印迹方法和间接荧光抗体方法的对比试验  

用免疫印迹与间接荧光抗体检测方法对 50 份猪的血清样品进行检测，同时用

建立的间接 ELISA 检测方法检测 50 份猪的血清样品，比较样品的符合率和特异

性。数据见下表，结果表明，重组蛋白建立的间接 ELISA 检测方法与其他两种方

法相比总体符合率较高（98%），可以用于猪的血清样品中弓形虫抗体的检测。 

 

         图 13 利用弓形虫的全蛋白 RH∆Ku80 进行 Western blot 验证 

        Fig. 13 ELISA results were confirmed by Western-blotting.  

               M：蛋白 Marker， 1：阳性样本，2：阳性对照，3：阴性对照，4：阴性样本 

               一抗：血清样品 1:500 稀释，二抗:：兔抗猪抗体 1:4,000 稀释 

     M: marker, 1: Positive samples, 2: Positive control, 3: Negative control, 4: Negative samples. 

 

表 15  ELISA 与 IFAT、WB 比较试验   

Table 15 Result of ELISA was compared with IFAT and WB 

 IFAT/ WB 结果 

Result of   IFAT/ WB 

ELISA 结果 

Result of ELISA 
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3.4 间接 ELISA 检测方法的初步应用  

3.4.1 山东部分地区猪弓形虫病抗体检测结果 

本次试验共收集山东省泰安、青岛、潍坊、烟台、聊城、济南等 14 个地区的

猪的血清样品共 1,170 份。利用建立的间接 ELISA 检测方法对山东省不同地区的

猪的血清样品进行检测，检测结果表明所有样本的平均阳性率约为 20.85%，山东

省不同地区的阳性感染率各有差异，总体流行率较高，其中流行率最高的地区泰

安可高达约 22.98%。 

表 16 山东省不同地区猪弓形虫病抗体检测结果 

Table 16 Serological test results of toxoplasmosis in different areas. 

样品来源 样品数 阳性样品数 阳性率 

泰安 322 74 22.98% 

青岛 172 35 20.34% 

潍坊 140 29 20.71% 

烟台 101 20 19.80% 

聊城 86 17 19.77% 

临沂 62 14 22.58% 

菏泽 53 11 20.75% 

济宁 45 10 22.22% 

枣庄 34 7 20.58% 

济南 32 5 15.63% 

淄博 32 6 18.75% 

德州 31 6 19.35% 

日照 30 5 16.67% 

威海 30 5 16.67% 

样品总数 1,170 244 20.85% 

 

阳性（ Positive） 8 7 

阴性（ Negative） 42 43 

总数（ Total） 50 50 

阳性率（ Positive rate） 16% 14% 
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图 14 山东部分地区阳性血清样本的地理分布 

Fig. 14 Geographic distribution of positive samples. 

地图颜色由浅到深，表明猪弓形虫病的发病率不同。ND：没有数据 

The color from light to dark indicates the different prevalence rates of T. gondii. ND: no data 

3.4.2 不同种群中猪弓形虫病的检测结果 

对山东省收集的所有样品按照猪的不同种群进行分类，主要分为仔猪、育肥

猪、种公猪、后备母猪、妊娠母猪，利用 ELISA 检测方法检测，结果显示：猪弓

形虫病血清抗体阳性率感染率最高的是妊娠母猪（ 25.7%），其次是种公猪

（22.7%）、后备母猪（21.1%）、育肥猪（18.3%）和仔猪（17.1%），对比其

他猪，仔猪的弓形虫抗体阳性率最低。 

 
图 15 不同种群中猪弓形虫病的抗体检测结果 

Fig. 15 Seroprevalence of T. gondii in different populations.  

3.4.3 不同规模养殖场中猪弓形虫病的检测结果 

对山东省收集的所有样品按照猪场的不同规模进行分类，利用建立的 ELISA

检测方法检测，检测结果显示，在所有样本中，425 份猪的血清样品来自大型养

殖场（>2,000 头），大型养殖场弓形虫病阳性感染率最低，约为 15.2%；435 份
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猪的血清样品来自小型农场（<1,500 头），其中小型养殖场猪的弓形虫病抗体阳

性率约为 22.7%；310 份来自散养场的猪的血清样品（<300 头），散养场弓形虫

病的阳性率最高约为 25.8%。 

 
图 16 不同规模养殖场的猪弓形虫病抗体检测结果 

Fig. 16 Prevalence situation of T. gondii in different farm scales. 
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4 讨 论 

弓形虫是世界范围内存在的重要人畜共患疾病之一，弓形虫感染在全球人类和动

物中都很常见。生猪产业对许多国家的经济都非常重要，尤其是美国、中国和欧洲等

国家（Foroutan et al.，2019）。目前，大量资料调查显示，在全世界范围内弓形虫病广

泛存在于包括猪在内的多种动物的养殖场内，一直以来，猪弓形虫感染是公众健康关

注的重要问题（Pipia et al.，2018）。猪在感染弓形虫后严重可造成猪的死亡，怀孕母

猪感染弓形虫后可造成流产、产死胎，大部分隐性感染由于临床症状不明显，病猪没

有及时被发觉并未淘汰，容易造成弓形虫在猪群中广泛传播。 

在全球范围内，随着世界人口的增加，猪肉一直是肉类蛋白质的重要来源。据估

计，到 2027 年，全球猪肉消费量将增长到 1.3 亿吨左右（Foroutan et al.，2019）。因

此，主要是猪肉，尤其是未煮熟的、生的或腌制的猪肉产品，可能是包括弓形虫在内

的肉源性病原体传播的主要因素（Belluco et al.，2018）。在中国，随着经济的不断发

展，人们生活水平的提高，养殖业发展迅速，猪的养殖数量逐渐增加。根据国家统计

局对山东省养猪规模的调查统计，直至 2021 年第一季度，山东生猪存栏量 2,822 万

头，繁育母猪 303 万头。在中国，猪肉是人们主要的肉类来源。据估计，中国猪肉、

鸡肉、羊肉和牛肉的年产量分别为 55 万吨、18 万吨、400 万吨和 700 万吨（中国国家

统计局，2015 年更新）。在过去几十年中，肉类已成为主要和受欢迎的食物（Yang et 

al.，2017）。炖肉、米饭、面条和大量煮熟的蔬菜是中国传统饮食的主要成分。生肉或

未煮熟的肉在大多数中国人的日常饮食中并不常见，然而，火锅、烧烤和生牛奶等未

煮熟的动物产品在某些地区很受欢迎（Dong et al.，2018）。在美国和中国等国家，在

许多食用动物中，猪被认为是传播弓形虫最重要的动物，因为很少有从牛或室内饲养

的鸡身上分离到活的弓形虫，据血清流行病学数据表明，在美国，摄入含有弓形虫的

不适当烹调肉类是人们主要感染源（DubeyJones，2008）。猪是人类感染弓形虫病最重

要的潜在来源，更重要的是，世界各地已经记录了几项与食用受感染猪肉有关的人类

弓形虫病研究（Vitale et al.，2014）。弓形虫在猪群中的广泛流行早已引起了世界各国

科学家们的关注，在 50 多个国家进行的血清学调查显示，在墨西哥、西班牙和埃塞俄

比亚等国家，接触弓形虫的猪的平均患病阳性率高达 30% （Dubey et al.，2020；

Foroutan et al.，2019；Rostami et al.，2017）。弓形虫在食用生产动物中的感染已成为
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全世界的一个重要的公共卫生问题。尽管肉类的安全性一直受到严格监控，但人们仍

然担心可能通过食用生的或未煮熟的含有弓形虫卵囊的肉类传播寄生虫这一潜在风

险。因此加强人畜共患病源头防控，阻断动物疫病传播途径，对维护畜牧业生产安

全、公共卫生安全和生物安全具有重要意义。 

目前全世界猪感染弓形虫病在养殖场越来越常见，猪弓形虫检测方法具有明确的

重要性及迫切性 （Wang et al.，2017）。由于弓形虫较为复杂的生活史导致家畜弓形虫

病的诊断具有一定的挑战性（HurtTammaro，2007）。目前，国内外很多专家已经运用

各种各样的抗原设计了大量的血清学试验，但从文献来看，基于 SAG1 和 GRA7 的间

接酶联免疫吸附试验似乎是最可靠的，其敏感性和特异性分别接近 100%和 96%以上。

然而，已发表的评估 ELISA 的敏感性、特异性的研究表明，除少数试剂盒以外，大多

数国产试剂盒的质量不足以用于临床检测，还是存在很多的不足。因此，仍然需要努

力将一些实验室检测转化为可靠的并且在商业上可获得的用于诊断猪弓形虫病的产品

（Castillo-Cuenca et al.，2020）。间接免疫荧光法（IFA）、改良凝集试验（MAT）和酶

联免疫吸附试验（ELISA）是猪的弓形虫抗体检测的主要试验方法（Garcia et al.，

2005）。间接免疫荧光法(IFA)和改良凝集试验（MAT）可检测动物早期感染时出现的

抗体（Garcia et al.， 2008），酶联免疫吸附试验（ELISA）能够在动物感染后检测到弓

形虫的抗体（Garcia et al.，2017）。然而，使用几种血清学试验进行的比较研究发现，

间接 ELISA 是猪 IgG 检测中最敏感的方法（Hill et al.，2010）。许多研究表明，SAG1

是弓形虫病诊断和疫苗开发的重要候选抗原之一，但应用于临床检测的标准试剂盒极

少，稳定性及准确性存在很大差异。据相关文献表明 SAG1 在表达后显示出特异性免

疫活性，并且它不需要进一步的重折叠过程（Castillo-Cuenca et al.，2020）。在本研究

中，截短的 SAG1 表达为融合蛋白的可溶性形式，通常适合正确折叠，并且我们发现

基于 SAG1 的 ELISA 试剂盒可用于灵敏和特异地检测弓形虫感染。因此，本研究中构

建的载体和优化的表达条件在生产作为诊断抗原的 SAG1 时在数量和质量上都非常有

用。 

根据地理区域、社会和文化条件、气候和环境变量，不同国家之间和国家内部的

人类弓形虫病存在差异，地理纬度和年平均温度是弓形虫传播的两个重要决定因素

(Foroutan-Rad et al., 2016)。有人认为，与炎热干燥的气候相比，温暖潮湿的气候更有

可能导致弓形虫感染的高发病率（Dubey，1998；Herrero et al.，2016）。这是因为干燥
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的气候对弓形虫卵囊的存活和传播具有不利影响，温暖的气候可能会降低卵囊存活的

机会，通常会降低弓形虫病的流行率。据相关文献统计，随着地理纬度的增加，弓形

虫感染的血清流行率也会有所增加，需要注意的是，这些数据仅针对报告血清流行率

检测数据的部分地区，因为许多热带和亚热带地区的信息资料很少。弓形虫在不同宿

主中的血清流行率在不同的地理纬度上有所不同，主要可能与孢子形成和卵囊存活所

需的气候条件有关，弓形虫卵在土壤中的最适温度为 20℃~30℃（Yan et al.，2016；

Lindsay et al.，2003）。事实上，在湿度更高、气候更温暖的地区，弓形虫的发病率更

高（Dubey et al.，2012）。此外，弓形虫卵囊的积累通常发生在春季、夏季和初秋，此

时的温度适合孢子形成过程（Yan et al.，2016；Lindsay et al.，2003）。降水量的增加导

致春季、夏季和秋季气候温暖湿润，这可能有利于弓形虫卵囊的存活（Ibrahim et al.，

2017；Jiang et al.，2014）。弓形虫在肉类和肉制品中的传播通常也取决于文化习俗和

卫生习惯，并因不同地区而异（Guo et al.，2015）。本研究中，山东部分地区猪感染弓

形虫的平均阳性率约为 20.85%，明显低于河北省（属于华北地区）猪的血清流行率

37%，重庆市（属于西南地区）猪的血清流行率 68%，湖南省（属于华中地区）猪的

血清流行率 29%，不同地理区域血清流行率的差异可能是由多种原因造成的，其中包

括气候、动物生产系统和具体的防控措施等（Zhang et al.，2019）。根据山东省气候中

心的统计，泰安市 2020-2021 年的降水量相对较高，这与泰安市的高发病率相一致。此

外，大型养殖场中受控的温度和湿度条件减少了弓形虫卵囊的传播，这是大型养殖场

中猪弓形虫病流行率低的一个主要因素。 

在人类和许多动物宿主中，猪弓形虫病的流行率可能会随着年龄的增长而增加

（Jittapalapong et al.，2005；Rostami et al.，2017）。年龄是影响猪血清流行率的一个重

要因素，因为大多数猪在出生后获得弓形虫感染。此外，因为年长的猪有足够长的时

间暴露于环境卵囊、啮齿类动物或其他含有组织包囊的动物的尸体中（Foroutan-Rad et 

al.，2016；Rostami et al.，2017）。考虑到感染动物体内抗弓形虫 IgG 抗体可能终身存

在，较为年长的宿主血清阳性的可能性也更大（Wang et al.，2021）。猪可分为几个生

长阶段，包括仔猪阶段、育肥阶段和母猪或种猪阶段。在本研究中我们的结果表明与

之前的研究相同，母猪弓形虫病阳性率高于猪的其他生长阶段。在 1983-1984 年进行的

一项基于弓形虫病统计数据有效的全国性调查中，可出售市场的育肥猪弓形虫病的流

行率为 23%，母猪弓形虫病的流行率为 42%，与育肥猪相比，母猪的阳性率更高，这
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在流行病学上与弓形虫的传播有关（Dubey et al.，2020）。此前的研究表明，弓形虫感

染家畜影响母畜的繁殖生产畜牧业带来了严重的经济损失（Boughattas et al.，2011）。

在家畜中，弓形虫引起母猪的流产以及猪群的高死亡率被广泛关注，弓形虫感染导致

的死亡率在仔猪中比在育肥猪中更常见（Messier et al.，2009）。韩国的一项研究表

明，母猪高达 44%的流产率以及高达 19%的母猪死亡率主要与猪感染弓形虫病有关

(Kim et al., 2009)。事实上，一些研究比较了不同国家育肥猪和母猪弓形虫病的流行

率，母猪弓形虫病的流行率始终高于育肥猪（Dubey et al.，2020）。我们之前的研究表

明，雌二醇可以促进弓形虫的入侵和增殖，从而显著促进弓形虫在小鼠中的致病性，

因此我们推测母猪雌激素水平的波动可能是导致弓形虫高传染性的重要因素之一

（Zhang et al.，2017；Zhang et al.，2018）。 

此前的研究表明，饲养环境、养殖密度以及场内外的猫是弓形虫感染的潜在风险

因素。猫是弓形虫的最终宿主，受感染的猫在三周的感染周期内可排出 2,000 多万个卵

囊，养殖场中猫的存在与猪中弓形虫病的阳性率较高显著相关。感染通常发生在从受

感染动物的组织中摄取弓形虫包囊、暴露于猫粪便中排出的卵囊、不清洁的生育能力

以及卵囊的媒介传播之后（Campero et al.，2020；Castillo-Cuenca et al.，2020）。猪的

弓形虫感染率也与养殖场的管理系统有所差异，在管理不善或者散养的养殖场内弓形

虫感染率更高（De Berardinis et al.，2017；Bacci et al.，2015）。在山东省，大型养猪

场的生物安全和卫生标准高于小型养猪场，从而最大限度地防止了上述传播形式的发

生。几项研究表明，良好管理措施的实施，如有效的啮齿类动物控制计划、防止接触

猫、生产设施的良好卫生、饲料的良好制造和储存做法以及清洁和无污染的水源，可

显著降低弓形虫感染率（Li et al.，2019；Lindsay et al.，2003；Pan et al.，2017；Pipia 

et al.，2018；Rostami et al.，2017；Raue et al.，2017 ）。目前，山东省大部分大型养殖

场养殖技术成熟，环境优越，圈养卫生标准高，养殖密度低，动物福利好，饲料加工

和饲养科技化，动物健康问题保护力度加大，保持了较低的感染率（15.2%），并且显

著低于小型规模养殖场（22.8%）和散养场（25.5%）。 

综上所述，本研究建立的间接 ELISA 方法具有在临床快速对大量样本进行弓形虫

感染筛查的能力，将该方法应用于农场或屠宰场，在将动物用于食品生产之前对弓形

虫感染进行筛查，能有效防止食源性感染弓形虫，对弓形虫从养殖场内进行源头防

控，降低人类感染弓形虫和弓形虫大规模爆发的可能，防止猪弓形虫病在规模化猪场
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内的传播，降低猪弓形虫病的发病率，为进一步研究及制定科学的防治对策提供依

据。由于弓形虫感染无宿主特异性，本检测方法未来可进一步完善用于宠物和人类的

血清学检测以及标准化试剂盒的研发。此外，大部分猪主要通过摄入污染的环境中的

弓形虫卵囊而感染，因此监测分析山东省猪群弓形虫感染率，加强人畜共患病源头防

控，阻断动物疫病传播途径，对维护畜牧业生产安全、公共卫生安全和生物安全具有

重要意义。本研究中由于样本信息有限，不能更一步深入分析，在山东大范围的猪场

采集的猪血清样本相对较少，同时样本的采集信息收集不够详细，例如缺少猪的品

种，猪场周边情况等具体信息，因此难以进行更为精确的分析，这是本次研究中较为

明显的不足之处。这也提醒我们在未来进行流行病学调查过程中，应尽量详实地纪录

样本的相关资料，以利于检测结果的全面分析。 
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5 结 论 

1、利用弓形虫的截短表面抗原 1（SAG1）蛋白建立了一种快速敏感的酶联免疫吸

附试验（ELISA）来诊断猪弓形虫病。 

2、猪弓形虫病在山东省猪场内流行，不同地区的发病率约在 15.63%到 22.98%之

间，经调查其高发病率可能与养殖场饲养条件、生产环境等因素有关。 
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