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蛔虫感染期幼虫提取液对人肺上皮细胞的细胞毒作用
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    蛔虫是危害地域最广、感染人数最多的病原生物之一 全

球蛔虫感染者约14亿，我国感染人数近全国人口的一半，遍及

各省[P7蛔虫感染可造成变态反应、肠功能障碍等，并可引起

严重并发症。本研究利用人蛔虫感染期幼虫提取液，对体外培

养的人肺上皮细胞(A*细胞)进行干预，观察其对A-细胞的

细胞毒性作用及其与浓度的关系，探讨蛔虫感染引起宿主病变

的发病机制

1 材料与方法

1.1标木来a 对江西省新建县农村社区小学生用双经禁酸

噬嗜 pt驱虫，获取雌性成虫，解剖子宫收集受精蛔虫卵。A-细

胞购自中国科学院上海细胞生物学研究所。

1.2 主要试*1  RPMl1640培养基、胰蛋自酶(美国Gibco公

司);四甲基偶氮哇盐(MTT，美国Sigma公司);小牛血清(杭州

四季青生物有限公司)。

1.3感染期幼虫提取液的制备 按彭国华等Pl方法收集感染

期幼虫。于冰浴中将人蛔虫感染期幼虫制成匀桨，反复冻融3

次，离心后取上清即为感染期幼虫提取液。经核酸蛋白分析仪

测得蛋白质含量为2.4 mg,置一30℃冰箱冻存备用。

1.4  A- 'M胞的培养与传代 将复苏后的A�,细胞置含100 U/

ml青霉素,100 "/ml链霉素及10%小牛血清的RPMl 164。培

养液中，调整细胞浓度为1/100/ml，置37 0C,5%CO:细胞培养
箱中培养，待细胞铺满瓶壁后，用0.25%胰蛋白酶消化传代。

1.5   io胞毒性试验(MTT法 L' I调整细胞浓度为1.101/

ml,移人96孔培养板中。对照组每孔加人培养液100闪;实验

组提取液按1 200,600,300,150,75,37.5,18.8和9.4 lLg/ml倍

比稀释后，每孔加人100闪，每组设5个孔置37 -C ,5 % CO2细

胞培养箱中过夜，加人15 pJ MTT反应液(5 mg/.])后培养4

h，上机前每孔加人150 Al二甲基亚矾(DMSO)，振荡5 min后

测定戈70值。

1.6 形态学观察 倒置相差显微镜下观察对照组、实验组细

胞形态变化，透射电子显微镜超微结构观察

有显著细胞毒作用(P<0.05),CTF为23%一14%;而浓度落

75 W创ml则无显著细胞毒作用。稀释浓度与A值呈正相关，
Pears-nn 相关系数(r=0.577)，差异具显著性(P<0.01)0

    当提取液浓度为1 200 Wml及。)〕Wg/ml时，在倒置相
差显微镜下可见贴壁细胞明显减少 细胞溶解并有大量脱落细

胞;在透射电镜F观察到的贴壁细胞大多为坏死细胞，其细胞

膜、核膜及细胞器结构不清晰，包膜可见局灶性降解;当其浓度

为300 gg/ml和150 Wg/ml时，可见许多贴壁细胞圆缩，培养L
清中仍可见较多的脱落细胞，其细胞核染色体发生边聚、核固

缩，细胞体积变小、胞浆浓缩、胞膜出泡及凋亡小体等;而浓度

为75 vg/ml之后的低浓度组及对照组细胞增殖正常，形态大

小均一，绝大多数细胞的细胞核体积大小正常、完整.电子密度

均匀，为正常细胞特征

3 讨论

    有学者对猪蛔虫感染期幼虫分泌排泄物抗原进行测定，发

现其成分复杂，相对分子质量14 000是具有强烈变应原性的蛔

虫体腔液蛋白谱中的主要分子，是L2,13的ES抗原与体腔液

的惟一共同抗原也是诱发宿主产生抗体反应的免疫原[tasi

本研究中，人蛔虫感染期幼虫提取液对Aw，细胞所产生的毒性
作用是否与其有关以及其作用机制，还有待于深人研究。另外

本研究发现，细胞凋亡现象是该提取液对A_细胞所产生毒性

作用的一种表现形式，而细胞凋亡是机体细胞在分化与发育过

程中受一系列基因调控而发生的主动自发性死亡方式，即当宿

主感染蛔虫后有可能触发 系列相关基因的启动，导致机体细

胞发生凋亡。

    本实验结果表明，人蛔虫感染期幼虫提取液对A、细胞具

有细胞毒作用，提示蛔虫病的发病机制中可能存在细胞毒作用

的参与，这可能有助于从一个新的角度阐明感染蛔虫后宿主发

生的病理变化

2 结果

    不同浓度的蛔虫感染期幼虫提取液，在和A、细胞共同孵

育24 h后，所产生的细胞毒性作用不同。经统计软件包

SPSS10.。作单因素方差分析，当浓度为1 200 pg/ml及600

Ag/m1时表现出极显著细胞毒作用(P<0.01)、此时细胞毒作

用(CTE)为42%一32 ;当浓度为300 Vg/ml及150 pg/ml时
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