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"摘要#

!

目的
!

通过弓形虫
+,

株速殖子不同途径%不同剂量攻击
-./-

&

0

小鼠和
12

大鼠!以获得有效的特

异性
!

"

#

抗体!为建立体液免疫应答的动物模型提供一定的实验依据'方法
!

将实验动物分成速殖子
$3$(

4 个腹

腔注射
12

大鼠组%不同剂量速殖子腹腔注射
-./-

&

0

小鼠组和速殖子
*3$(

* 个灌胃
-./-

&

0

小鼠组'每组在不

同的时间取血查
!

"

#

抗体!各组均设对照鼠'结果
!

腹腔注射
12

大鼠组的实验鼠未出现发病征象#其血清
!

"

#

抗

体含量逐渐上升!其抗体水平明显高于对照鼠"

!

#

(&($

$'腹腔注射
-./-

&

0

小鼠组的实验鼠存活不超过
)5

#灌

胃
-./-

&

0

小鼠组到第
6

天时实验鼠有
*7

死亡!其余均可存活至
%)5

'且这两组实验鼠和对照鼠的
!

"

#

抗体水

平差异均无统计学意义"

!

$
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$'结论
!
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0

小鼠经口或经腹腔感染弓形虫
+,

株速殖子均未产生特异性

!

"

#

抗体!

12

大鼠经腹腔感染可产生特异性
!

"

#

抗体'

12

大鼠适于建立体液免疫应答的动物模型'

"关键词#弓形虫#
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弓形虫$

K<R<

M

NDEOD

"

<;5AA

&是寄生于人和多种动物组织

细胞内的原虫#估计全球有三分之一的人被感染)

$

*

+因所使用

的虫株毒性不同,宿主对虫体的反应性不同,宿主抑制虫体增

殖的能力不同等#所建立的实验动物模型呈现出一定的多变

性)

%

*

+弓形虫
+,

株是目前世界上广泛采用的强毒株#且速殖

子是弓形虫感染急性期的主要致病阶段#选择合适的动物模型

对于该强毒株的实验及研究意义重大+为了获得有效的特异

性
!

"

#

抗体#本实验通过
+,

强毒株速殖子不同途径,不同剂

量攻击不同鼠种#对于体液免疫应答的动物模型的建立提供了

一定的实验依据+

$

!

材料与方法

$&$

!

实验动物
!

实验前用间接酶联免疫吸附试验$

T/!1.

&法

检测大鼠血清中的
!

"

#

抗体#用弓形虫
!

"

#

抗体检测试剂盒检

测小鼠血清中的抗体#选择阴性鼠作为实验用鼠#排除自然感

染+
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"

0

小鼠
:(

只#

%(

!

%'

"

#

4

!

)

周#雌雄各半#引自上

海中科院实验动物中心#清洁级#贵阳医学院动物实验中心饲

养繁殖#保持近交+

12

雌性大鼠
'(

只#

$)(

!

%((

"

#引自贵阳

医学院动物实验中心#清洁级+

$&/

!

虫株
!

国际标准强毒株
+,

株弓形虫#购自湘雅医学院

寄生虫学教研室#

U)(V

保存+常规复苏#无菌接种
-./-

"

0

小鼠#转种
:

代后#无菌收集腹腔积液#洗涤净化后计数速殖

子#备用+

$&'

!

主要试剂
!

64

孔酶标板购自加拿大
WTK

公司#吐温
9%(

$

KF>>;9%(

&购自上海生工生物工程有限公司#辣根过氧化物

酶标记的兔抗大鼠
!

"

#

$

,+X9!

"

#

&购自北京博奥森公司#抗体

稀释液,

KC-

显色剂,终止液购自南京凯基生物公司#弓形虫

!

"

#

抗体检测试剂盒$小鼠用&购自深圳市康百得生物科技有

限公司+

$&1

!

方法

$&1&$

!

实验用鼠的分组及处理
!

$

$

&将
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只
12

雌性大鼠分

-

:$'

-

检验医学与临床
%($%

年
:

月第
6

卷第
'

期
!
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基金项目$贵州省科学技术基金$
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&%贵州省高层次人才特助经费+



为实验组
%'

只和对照组
%'

只+实验组!将感染速殖子的小鼠

腹腔液抽出后#生理盐水冲洗
:

次#用血细胞计数板计数细胞

悬液中的弓形虫速殖子+

%7

台酚蓝染色观察速殖子活力#用

生理盐水调整速殖子细胞悬液的浓度为
(&'3$(

4

"

O/

#

%'

只

12

雌性大鼠均腹腔注射
%O/

#每隔
$

周随机选取
'

只大鼠#

股动脉放血分离血清%

*

周后将剩余
'

只大鼠再次腹腔注射相

同剂量速殖子两次#每次间隔
$

周#于第
$(

周采集血清#血清

于
U)(V

分装保存+对照组!

%'

只
12

雌性大鼠均腹腔注射

生理盐水
%O/

#也于同样的天数股动脉放血分离血清#血清于

U)(V

分装保存+$

%

&将
*%

只
-./-

"

0

小鼠分为实验组
%)

只和对照组
$*

只+实验组!将弓形虫速殖子计数后分成
)3

$(

*

,

$%3$(

%

,

)3$(

%

,

43$(

%

,

*3$(

%

,

%3$(

%

,

$3$(

% 个虫体"

只鼠的剂量#每个剂量腹腔注射
*

只
-./-

"

0

小鼠+对照组!

生理盐水
%O/

腹腔注射
-./-

"

0

小鼠#均于小鼠出现濒死状

态时立即处死#摘眼球法取血收集血清+血清于
U)(V

分装

保存+$

:

&将
*%

只
-./-

"

0

小鼠分为实验组
:(

只和对照组
$%

只+实验组!弓形虫速殖子
(&'3$(

4

"

O/

#

(&()O/

虫体灌胃

-./-

"

0

小鼠+对照组!生理盐水
$O/

灌胃
-./-

"

0

小鼠+

分别在灌胃后的第
*

,

)

,

$'

,

%%

,

%)

天处死小鼠#摘眼球法取血

收集血清#血清于
U)(V

分装保存+

$&1&/

!

弓形虫速殖子抗原$

?D0H

I

J<A?>D;?A

"

>;

#

1K.

"

&的制备

及浓度测定
!

将
U)(V

保存的弓形虫速殖子加入蛋白裂解液

$

)C

尿 素#

% C

硫 脲#

*( OC

三 羟 甲 基 氨 基 甲 烷#

*7

Q,.X1

#

4'OC

二硫苏糖醇#

(&%7

M

,:

!

$(!X#PL@@>=

#

$7

X=<?>DE>!;HAPA?<=Q<0[?DAN

#

$OO<N

"

/XC1\

&#反复快速冻融

:

次+冰上超声破碎
'OA;

+

*V

放置
$H

#

$4(((=

"

OA;

离心

:(OA;

+

-=>5@<=5

法)

:

*测定标本的蛋白浓度后分装#放置于
U

)(V

保存+

$&1&'

!

血清中特异性弓形虫
!

"

#

抗体的检测
!

实验前棋盘滴

定以确定
T/!1.

最适条件!抗原浓度为
$]*((

#抗体浓度为
$

]%(

#酶结合物为
$]:(((

+操作步骤为!将弓形虫抗原包被

后
*V

过夜#封闭液
:8V

温育
$H

#洗涤液洗涤后将待测鼠的

每份血清样品上复孔#

:8V

温育
$H

+洗涤后加入
,+X

标记

的兔抗大鼠
!

"

#

#

:8V

温育
$H

+

KC-

在
:8V

避光显色
%(

!

%'OA;

后#终止液终止反应#酶标仪
*'(;O

波长下读取吸光

度$

.*'(

值&+小鼠血清中特异性
!

"

#

抗体的检测严格按照试

剂盒说明书进行+

/

!

结
!!

果

/&$

!

弓形虫体外感染动物模型的观察

/&$&$

!

弓形虫腹腔注射
12

大鼠
!

12

大鼠经腹腔注射
+,

株弓形虫速殖子
$3$(

4 个后#一直未见明显发病征象#饮水及

进食正常+实验各期的腹腔液内见巨噬细胞#未见游离的速

殖子+

/&$&/

!

弓形虫腹腔注射
-./-

"

0

小鼠
!

-./-

"

0

小鼠经腹腔

感染
+,

株弓形虫速殖子后#最早第
:

天即开始出现毛较松

乱#弓背#尾骨较疏松#大便不成形#精神不振#活动度降低#饮

水及进食量减少+其腹腔液内含有游离的速殖子,假包囊#其

虫体的浓度随着感染时间的延长而增大#尤其在濒死状态时为

大量的游离速殖子+其存活时间较短$腹腔感染量为
$3$(

%

个弓形虫速殖子时#最长可存活
)5

%感染剂量较大时只能存活

:

!

*5

&+

/&$&'

!

弓形虫灌胃
-./-

"

0

小鼠
!

用速殖子
*3$(

* 个灌胃

-./-

"

0

小鼠#第
8

天出现上述发病征象#第
6

天时
*7

小鼠死

亡#其余均可存活至
%)5

+

/&$&1

!

各对照组情况
!

对照组
-./-

"

0

小鼠,

12

大鼠生长发

育及活动未见异常#饮水及进食正常#未出现发病死亡#未发现

弓形虫病原体+

/&/

!

各组血清中抗弓形虫
!

"

#

抗体含量的动态变化

/&/&$

!

弓形虫腹腔注射攻击
12

大鼠组
!

间接
T/!1.

法检测

大鼠血清抗体水平#结果显示!对照组各时期
12

大鼠血清中

的
!

"

#

抗体
.*'(

值在
(&$(

!

(&$*

范围内波动#无明显变化+

实验组血清
!

"

#

抗体含量逐渐上升#第
:

周时
.*'(

值高达

(&::

#随后抗体水平略下降%当再次注射相同剂量虫体后#其抗

体含量再次升高#第
$(

周时
.*'(

值高达
(&:)

+与对照组相

比#实验组有明显的升高趋势+采用配对
3

检验#实验组和对

照组之间的差异具有统计学意义$

!

#

(&($

&+从抗体产生的

动态变化可以看出#该剂量的弓形虫速殖子已经诱导机体产生

一定的体液免疫应答$见图
$

&+

图
$

!!

大鼠血清
!

"

#

抗体
.*'(

值的动态变化

/&/&/

!

弓形虫腹腔注射攻击
-./-

"

0

小鼠组
!

T/!1.

结果

显示该试剂盒共检测了
%)

份实验组和
$*

份对照组血清#小鼠

阳性率为
(7

+说明弓形虫在实验小鼠体内未产生特异性
!

"

#

抗体+实验组和对照组的
!

"

#

抗体水平之间差异无统计学意

义$

!

$

(&('

&+

/&/&'

!

弓形虫灌胃攻击
-./-

"

0

小鼠组
!

T/!1.

结果显示

该试剂盒共检测了
:(

份实验组和
$%

份对照组血清#小鼠阳性

率为
(7

+说明弓形虫在实验小鼠体内未产生特异性
!

"

#

抗

体+实验组和对照组的
!

"

#

抗体水平之间差异无统计学意义

$

!

$

(&('

&+

'

!

讨
!!

论

刚地弓形虫是一种重要的机会致病原虫#其发育的全过程

有
'

种不同的形态阶段!滋养体,包囊,裂殖体,配子体和卵囊+

在宿主免疫功能低下时#感染该原虫可致严重后果+弓形虫有

强毒性的
+,

株,中等毒性的
->B>=N>

I

株和弱毒性的涤谷株

等)

*

*

+其中#

+,

株是国际标准强毒株#对多种实验动物接种

少量的弓形虫即可发病#数天后可死亡)

'

*

+目前国内许多实验

室均用此株做相关研究工作+在弓形虫病的相关研究中#动物

的选择会影响实验的成败+目前所用的实验动物主要有小鼠,

大鼠和兔等+

弓形虫再次进入宿主时#是以高亲和力的
!

"

#

为主#且持

续时间长#在慢性感染中可长期存在+在宿主抗弓形虫感染的

保护性免疫中#

!

"

#

抗体参与凝集,调理及补体依赖的细胞毒

作用)

4

*

+因此#对引起大鼠产生
!

"

#

抗体的抗原采取进一步的

研究#以筛选特异性的抗原+由于速殖子是弓形虫感染急性期

的主要致病阶段#为了用速殖子攻击动物后#得到较稳定,适于

进一步研究的抗体#本实验通过不同的途径及剂量#体外攻击

-./-

"

0

小鼠和
12

大鼠后发现!$

$

&小鼠速殖$下转第
'$4
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'

!

讨
!!

论

糖尿病是血糖代谢障碍性疾病#近年来#其发病率逐渐升

高#糖尿病患者可发生多种并发症#糖尿病可造成多系统和多

器官的损伤#在体内可引起慢性炎症反应#微血管病变是其主

要表现症状+大量的研究表明#糖尿病患者体内普遍存在凝血

状态,纤溶功能及血小板活性的异常#并且随着病情进展而加

重)

$9%

*

+糖尿病患者的高凝状态直接与糖尿病并发症的发生,

发展及其病死率密切相关+

糖尿病患者体内高糖,高脂环境促使凝血系统处于活化状

态#导致患者体内内源性凝血系统激活#纤维蛋白酶作用下的

凝血因子
#

转化为纤维蛋白增多#提高血栓形成的风险+这个

系统的改变包括多种凝血因子水平的升高#抗凝血酶
$

的含量

减少,活性降低)

:

*

+同时#纤溶系统的改变以及血小板的改变

会激活患者外源性凝血途径+可表现为用于检测内源凝血途

径的
.XKK

,外源性凝血途径的
XK

均明显缩短#

\!-

明显增

高+由于凝血功能亢进而引起抗凝血功能减退#从而
KK

缩

短+

糖尿病在体内可引起慢性炎症反应#微血管病变是其主要

表现症状+

HE9Q+X

浓度的轻度升高#被证实为冠心病或未来

冠心病事件危险性的标志#浓度升高与心血管事件发生率相

关)

*9'

*

+

HE9Q+X

升高可致血液循环中白细胞聚集浸润引起局

部组织损伤和炎症反应 #造成微血管损害+

本研究中#

K%2C

患者
XK

,

KK

,和
.XKK

水平明显低于

健康人$

!

#

(&('

&#而
\!-

水平较健康对照组显著升高$

!

#

(&($

&+说明
K%2C

患者凝血系统处于高凝状态#容易形成血

栓#堵塞微小血管#造成局部缺血#因此#冠心病是糖尿病的主

要并发症+另外#

K%2C

的
HE9Q+X

水平较健康对照组显著升

高$

!

#

(&($

&#

K%2C

患体内存在慢性炎症反应#由于长期处

于高糖环境中#导致胰岛
-

细胞分泌胰岛素功能受损及产生

胰岛素抵抗#刺激巨噬细胞,脂肪细胞和内皮细胞分泌的
!/94

,

KZ\

等炎症因子#炎性因子刺激肝脏合成
HE9Q+X

+

HE9Q+X

及
XK

,

.XKK

,

KK

水平可以反映
K%2C

患者血糖水平控制情

况#如果血糖水平控制不佳#

*

项检测指标明显异常+因此#凝

血因子
XK

,

.XKK

,

KK

和炎性因子
HE9Q+X

水平的检测对动

态观察糖尿病的病情变化,预后估计及治疗均具有重要的临床

价值+
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子腹腔注射攻击的模型只作为急性弓形虫病的研究#且是除了

细胞培养外能获得大量游离速殖子的常用方法之一+$

%

&尽管

消化道的酸,碱,酶等对游离速殖子有一定破坏作用#但一定数

量的速殖子仍可通过经口途径感染侵入肠道部位+刘红丽

等)

8

*用
'3$(

* 个速殖子灌胃
-./-

"

0

小鼠后#

)(7

的小鼠在

第
)

!

$(

天有发病征象#且第
8

,

)

天分别有
$

只鼠死亡#其余

均存活#该结果与本实验相似+然而#用间接
T/!1.

法对其不

同时期的血清进行检测时#并未测出其特异性
!

"

#

抗体#考虑

其
!

"

#

抗体含量较低#不能满足本实验+$

:

&

12

大鼠腹腔注射

速殖子后#一直未出现发病的征象#腹腔液中均未见速殖子+

用间接
T/!1.

法对其不同时期的血清进行检测时#可看到其

特异性抗体有明显的变化+大鼠可作为本实验获得足量特异

性抗体的合适动物+用弓形虫速殖子感染大鼠作为实验对象#

对研究弓形虫寄生宿主后的免疫学作用和疫苗的设计开发具

有更大的价值)
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