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文章编号;1000-7423(2003)-06-0357-04 【论著】

泡球坳感染BALB/c小鼠IgG亚类和
        细胞因子的动态观察

李富荣，石佑恩，史大中，D. A. Vuitton0 P. S. Crai矿

    【摘要】 目的 观察小鼠感染泡球坳后其体液免疫的动态变化。 方法 BALB/。小鼠恩染?&j*mYa,5tNi士2,
4,8,12 J6,20及25 wk(IgG含量达高峰)取脾脏制备淋巴细胞悬液体外培养，分别以多房棘球蝴抗原(E.Ag)、伴刀豆球
蛋白A (ConA )刺激诱生可溶性白细胞介素2受体(IL-2R)、肿瘤坏死因子试TNF-哟 及白细胞介素I ( IL-1 );以植物
AM索(PHA)刺激诱生干扰素y(1FN种。检测培养上清中1L-213、 TNF-a,IL-1及1FN-y含量。各组均设RPM11640培养
液平行对照。检测血清中一氧化氮(NO)及特异性免疫球蛋白G(IgG)亚类水平。 结果 小鼠感染泡球K1 16 wk后NO
水平明显升高,IgG、 IgG1和IgG3水平升高,IgG2a及IgG26呈低水平。感染后的前12 wk，脾淋巴细胞以分泌IL-2R和
TNF-。为主，12 wk后以IFN-，为主、16 wk后以IIII为主。 结论 小鼠感染泡球黝后的前8 wk呈Thl反应。感染后
期Th2反应逐渐增强
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    泡球坳在宿主肝脏呈现酷似肿瘤的浸润性生长，

可诱发宿主的体液免疫和细胞免疫〔’1。研究证实体液

免疫在控制寄生虫的生长中也发挥着重要作用〔，，在

大多数患者血清发现特异性抗体，包括I解、IgA及
Igm、同时IgE抗体与寄生虫囊泡周围的肉芽肿反应有
关。

    抗原引起的特异性T细胞反应和免疫调节活动
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被认为是受细胞因子调节的。它可影响T淋巴细胞，

B淋巴细胞等免疫应答。动态观察淋巴细胞分泌的细

胞因子，可了解其在调节多房棘球黝(AE)增殖中的作

用川。由于泡球勤病患者早期诊断困难，以及并发病
的发生，结果的确切性也难以肯定。因此，继发性泡球

坳感染小鼠模型被用于研究感染宿主的免疫反应类

型，了解宿主与寄生虫之间的关系。本研究动态观察

了感染泡球拗小鼠血清中特异性IgG亚类和一氧化氮
(NO)水平，并检测脾淋巴细胞在体外受泡球坳粗抗原
(Em绳卜伴刀豆球蛋白A ( ConA)或植物凝集素

(PHA)刺激后产生的细胞因子水平，以探讨感染泡球
拗不同时间宿主的分子免疫调节机制。

万方数据



.358
中国寄生虫学与寄生虫病杂志2003年12月第21卷第6期 C61, i Pa-itol P- it Dis 2003-12 , Vol. 21, No. 6 ; 357 -360

材料与方法                   结 果

1 血清中IgG,IgG1,IgG2a,IgG2b及IgG3水平测定

    特异性IgG抗体自感染泡球蝴后开始增加，在4
wk和12 wk时呈现小高峰，25 wk时达高峰。IgGI抗

体自8 wk后开始升高(见士，值为0.696士0.256),20

wk时持续增高(0. 848土0. 190 ) , 25 wk达高峰

(1.060 -0. 126) o IgG2a,IgG3抗体水平呈缓慢上升趋

势，IgG2b抗体水平无明显变化(图1)。对照组阴性

血清ELISA检测A;二。m值，I醛为38.0t6.3,1解1为

52.0士2.5, IgG2a为37.0土14.7, IgG2b为42.0士

2.6,1gG3为29.0士3.0(图1)。
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1 材料

1.1动物和动物模型 中国疾病预防控制中心寄生

虫病预防控制所肖树华教授提供的第4代转种泡球蝴

小鼠，处死后在无菌条件下取出泡球坳，除去结缔组织

等，剪碎,5 g AE组织加人青霉素(100 U/ml)生理盐
水20 ml制成AE悬液(含有活的原头节100个//ml)

35只雌性BALB/c小鼠,8一9周龄，体重18一20 g(武

汉生物制品研究所实验动物中心提供)，分成7组，每

组5只，每只腹腔注射0. 5 ml AE悬液，分别于感染后

2,4,8,12,16,20及25 wk时取脾脏备用。另5只健康

小鼠作为对照。

1.2 杭原 AE于4℃22 kHz超声处理2 min,3 500

9离心10 min，上清即泡球坳粗抗原(EmAg )，稀释至

工作浓度I mg/ml备用。用于检测特异性抗体的棘球
蝴抗原(CFCF)为绵羊肝脏细粒棘球蜘囊液，3 500 g
离心10 min，上清液再经半饱和硫酸钱盐析获得纯抗

原，蛋白质浓度为40 mg/ml,
1.3 生物试剂 NO检测试剂盒、TNF-a; ELISA试剂

盒，均购自北京邦定生物医学公司。ConA为Sigm。公
司产品，PHA为广州医工所产品(10 m『支)，sIL-2R
ELISA试剂盒由白求恩医科大学免疫教研室提供，小

鼠IL-1, INF--y ELISAA试剂盒购自深圳晶美生物工程公
司，山羊抗小鼠IgG, IgGl、IgG2a, IgG2b,IgG3单克隆
抗体购自Sigma公司，辣根过氧化物酶标记的驴抗山羊

IgG购自华美生物工程公司。
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2 方法

2.1 特异性IgG,IgG1,IgG2a,IgG2b及IgG3杭体的
ELISA检All按Dreweck等t<1方法进行。
2.2  NO 41定 按试剂盒说明书进行。

2.3  sIL-2R, TNFa, IL-1的诱生及洲定 将BALB/c

小鼠脾脏制成5 x 10'/ml脾细胞悬液，加人24孔细胞

培养板，1 ml/孔，分别加人EmAg 10闻ml,ConA 10
W ml, EmAg 10 1.tg+ConA 10 l.l.g/ml，体外培养。37 ̀C
5% CO,培养48 h,3 000 g离心10 min，收集上清液，
一85℃冻存。检测TNF-a,sIL-2R,IL-IELISA，按试剂

盒说明书进行。另设RPMI1641〕培养液平行对照孔。

2.4  IFN-，的诱生及侧定 将脾细胞浓度调至5x
to,/ml，加人24孔细胞培养液，1 ml/孔，分别加人
EmAg 10 PLg/ml,PHA 10 扩m1,EmAg 10 pg+PHA10
Vg/mI,培养72 h，收集上清，一85℃保存。按照
ELISA检测试剂盒说明书进行。另设RPMI 1640培养

液平行对照孔。

      图I 泡球哟感染BALE/c小鼠血清中】gG,IgGI,IgG2a,

IgG2b,W 3抗体水平动态测定
    Fig. I  Detection of serum IgG, IgGI , IgG2a, IgG2b and IgG3

antibody level in BALB/c mice infected with Echinaeoccas alvalaris

2 血清中NO含f测定

    图2可见，小鼠感染泡球坳早期，血清中NO水平

有轻度升高，4 wk时开始下降，16 wk以后明显增高

并维持在高水平。

3  sIL-2R,TNFa,IFN-y和II.一的动态变化
3.1  sIL-2R 图3可见，感染泡球勤小鼠脾淋巴细
胞体外培养，在EmAg,ConA和EmAg+ConA刺激下

分泌IL-2。通过检测sIL-2 R可了解脾淋巴细胞分泌
IL一的水平。结果，自感染开始sIL-2R即升高，8 wk

时达到高峰，后逐渐降低至正常水平。EmAg刺激组
sIL一水平明显较ConA刺激组高，EmAg十ConA刺激

组则无明显增强作用。RPMI 1640培养液对照组，在

各感染不同时间sIL一分泌量几乎无变化，始终维持

在较低水平。
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      图2 泡球蝉感染BALB/〔小鼠血清中NO水平的动态测定
    Fig. 2  Detection of NO in serum of BALB/c mice infected with
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      图4 感染泡球的BALB/c小服脾淋巴细胞在体外受ConA
及EmAg刺傲TNF-。水平的动态变化
    Fig. 4                                                                    Dynamic changes in TNF-a levels secreted by切vitro

ConA and antigen-stimulated splenic cells from BALB/c mire infec-
ted with Echinococcus alveolaris
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      圈3 姑染泡球勤BALB〔小服脾淋巴细胞在体外受ConA
及抗原刺激IL-2R水平的动态变化
    Fig. 3  Dynamic changes in IL-211 levels secreted by加 vitro

CouA and antigen -stimulated splenic cells from BALB/c mice infec-
ted with Echinococcus alveo白币

      图5 感染泡球娜BALB/c小限脾淋巴细胞在体外受PHA及

EmAg刺激HFN-，水平的动态变化
    Fig. 5                                                                                   Dynamic changes in IFN.y levels secreted by in vitro

ConA and antigen -stimulated splenic cells from BALB/c mice lnfec.
吐曰 u创卜Echinococcus alvw白d，.

3.2  TNF-。 图4可见，3个刺激组，TNF-a水平自

感染后2 wk均开始上升，在2一4 wk维持相对较高水
平，之后有所下降，12 wk又上升，25 wk达高峰。

EmAg刺激组TNF-a水平明显高于ConA刺激组，
EmAg + ConA刺激组加强作用不明显。RPMI 1640对

照组持续较低水平。

3.3  1FN-y    PHA及EmAg刺激组，IFN-，水平自感
染开始即上升，4 wk达小高峰，之后至8 wk略下降。8

wk后增高，并于12 wk时达高峰，后有所下降但仍维

持在一个相对较高水平。EmAg刺激组IFN-，水平明
显高于PHA刺激组，EmAg十PHA刺激组无明显加强
刺激作用。RPM11640对照组始终无明显变化(图5)。

3.4  IL-1 图6表明IL-1的分泌自感染开始即增加，

在2 wk及8 wk时达到2个分泌高峰，8 wk后快速降
至相对较低水平，16 wk后迅速升高，20 wk达到新的

高峰。EmAg刺激组较ConA刺激组分泌量高，EmAg

+ ConA刺激组未见明显加强刺激作用。RPMI 1640
对照组，分泌量仍维持较低水平。

                  讨 论

    Liu等[s7证实，细粒棘球勤原头节腹腔感染小鼠
后，特异性抗体IgA及Igm呈低水平，IgG升高，在16
wk升至最高并维持至68 wk;相似的结果在Haralabi-
dl，等[6]对细粒棘球坳感染的小鼠中也观察到。本研
究，IgG在12 wk升至高水平并持续至25 wk。己知

NO通过直接和间接作用抑制和杀伤体内寄生虫，是
体内抗寄生虫感染的一种重要防御性介质，另外还参

与调节宿主与寄生虫间的平衡关系，细胞因子IFN--y,
TNF。和IL-1等均可作用于巨噬细胞等而诱导产生
NO "' o Boriea等[，」在对C57BL6J小鼠感染泡球坳
后观察80 d尿中亚硝酸代谢产生的NO量，未见增加

本文在感染16 wk前(140 d)也未见NO的增加，但在

万方数据
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      圈‘ 目染泡球肠BALB/c小民脾琳巴细胞在体外受ConA

及EmAg刺激I1.4活性的动态变化
    fig. 6 伪as创c changes加比-1骊山 seemed勿加lift

ConA and s.dgea-sdmala吸曰叩lenic cells from BALB/c mace Wet-
ted with Echinocoecus alwolaris

20 wk开始NO迅速升高并维持高水平，其机制尚不

清楚，可能与小鼠体内20 wk时IFN--y, TNFot和IL-1
的迅速升高有关。宿主NO抗寄生虫感染可通过NO

直接作用，或NO与超氧阴离子0?-结合成过氧化亚硝

酸根阴离子(ON00一)而发挥作用;s7。
    细胞因子是由T细胞产生，在寄生虫病调节体液

免疫和细胞免疫中发挥着重要作用。IL-2和IFN-，为

T细胞亚群CD4' Thl释放的细胞因子，在观察中发

现，泡球坳感染小鼠脾细胞在ConA及EmAg刺激后
产生的IL一的拮抗蛋白IL-2R在2 wk开始升高，8 wk

达到高峰;IFN-，在4 wk开始升高，12 wk达高峰;后
均开始下降，在20 wk时均降至低水平。这可能表明
随着CD4+细胞分化为Th2型，并产生相应的细胞因

子IL4,IL-5和IL-10，它们均对Thl起下调作用，致使

IL-2R,IFN-y诱生水平明显受到抑制。
    已有实验表明，Th 1细胞被激活后产生的细胞因

子IFN-y激活巨噬细胞产生TNF - a, IL一和IL-l'，一。
在本实验中发现泡球坳感染后期,TNFa和IL-1在16

wk后诱生水平迅速升高，并持续高水平，与IFN-y有
相关关系。IL-1是T细胞激活的协同刺激因子，可使

T细胞产生IL一及表达IL-2R, IL-1可直接促进B细

胞增殖和分化，亦可通过促进Th2细胞产生11,4 , IL-5
和IL-6等而间接作用B细胞。TNF。可刺激单核/巨

噬细胞分泌IL-1，从而间接参与叭B细胞激活，可诱

导B细胞产生IgG2a。本文检测IgG2。特异性抗体结
果相反，在感染前12 wk IgG2。在血清中无明显改变，

而特异性IgGI和IgG3水平明显增加，这与Haralabidis
等固观察结果一致。因此，在泡球蝴感染的慢性阶
段，Thl反应逐渐下降被Th2的反应代之，感染小鼠血

清中特异性IgGl,IgG3和IgG水平升高，而IgG2a水
平低下和IFN-y水平的增高，表明Thl类型反应在继

发性泡球拗感染小鼠似乎是次要的，呈现强Th2和弱
Thl反应。以上资料表明，在继发性小鼠泡球勤感染

过程中，第8周前以Thl反应为主，形成保护性免疫，

后逐渐被Th2反应所取代，16 -20 wk后Th2反应为

主，有利于泡球坳增殖。

    在泡球勤感染免疫中，T细胞亚群之间、细胞因子

之间以及T细胞亚群与细胞因子之间既相互联系、相

互作用，又相互制约。随着T细胞亚群的结构与功能

在分子水平上进一步阐明，必将推动对泡球蜘病免疫

机制的研究。
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