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肺孢子虫是一种机会性病原体袁 由它引起的肺孢
子虫肺炎 渊Pneumocystis pneumonia袁 PCP冤 是免疫功
能低下人群最常见尧 最严重的合并症咱1暂遥
肺孢子虫的体外培养始于 1953年遥 早年采用细

胞系培养袁 如鸡胚肺上皮细胞系渊CEL冤尧 非洲绿猴肾
细胞系渊Vero冤尧 人胚肺成纤维细胞系渊MRC 5冤尧 人域
型肺泡细胞系渊A549冤等袁 均未能实现连续培养的目
标咱2暂遥 1989年首次报道肺孢子虫纯培养取得突破咱3暂袁
1999年实现了可以连续传代的肺孢子虫纯培养咱4暂遥 国内
倪小毅等咱5暂曾在 8种细胞系中培养肺孢子虫袁 郑玉强
等咱6暂从卡氏肺孢子虫肺炎大鼠模型的肺组织中分离培
养卡氏肺孢子虫遥 国内外肺孢子虫的培养技术虽取得
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揖Abstract铱 Objective To establish axenic cultivation of Pneumocystis carinii 渊P.c冤. Methods The organisms

of P.c were isolated from the bronchoalveolar lavage fluid 渊BALF冤 of the rats with Pneumocystis carinii pneumonia 渊PCP冤
and cultured in a medium which was based on IMDM渊GIBCO冤 supplemented with S鄄adenosyl鄄L鄄methionine, putrescine,
N鄄acetyl glucosamine, putrescine, L鄄cysteine and L鄄glutamine, and newborn calf serum. The organisms cultured in the
system were identified by observing the morphology of cysts in smears stained with Gomori忆s methenamine silver nitrate
stain 渊GMS冤. Ultrastructure of the cysts/trophozoites was examined by transmission electron microscopy. The sequences of
mitochondrial large ribosomal DNA subunit of the cutured organisms were compared with the Pneumocysti carinii f.sp.
ratti variant isolate 渊GenBank No U20173冤 and Pneumocystis carinii f.sp.hominis 渊GenBank No M58605冤. Results
Five isolates of P.carinii received from BALF of 8 rats with PCP were cultured axenically and continuously in the
system. The cultured organisms could be stored in frozen condition and used to reinitiate culture, and were amplified by
19-22 times within 72 h. The morphology, ultrastructure and gene sequencing of the cultured organisms confirmed that
the isolated organisms were P.carinii. Conclusion Five continuously and axenicly cultured isolates of P.carinii have
been received.
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从大鼠肺灌洗液中分离纯化培养卡氏肺孢子虫
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揖摘要铱 目的 建立卡氏肺孢子虫渊Pneumocystis carinii, P.c冤纯培养株遥 方法 从肺孢子虫肺炎渊PCP冤大鼠模型离
体肺脏的灌洗液中分离 P.c袁 用改良 IMDM培养基进行体外培养曰 以四胺银染色计数法观察虫体增殖情况曰 用 PCR扩增
培养物中 P.c 线粒体大亚基 rRNA基因袁 进行基因鉴定曰 用透射电镜观察培养虫体的超微结构遥 结果 用添加 泽鄄腺苷
甲硫氨酸渊SAM冤等辅助剂的 IMDM培养基从 8只 PCP大鼠的肺灌洗液中分离出 5个 P.c 纯培养株渊P.c Rat1~5冤遥 分离
培养的 P.c 可进行冷冻保存和复苏培养遥 培养 72 h的 P.c 包囊可增殖 19~22倍遥 形态尧 超微结构及基因序列分析证实
从大鼠肺灌洗液中分离出的培养物是大鼠源性肺孢子虫遥 结论 从大鼠肺灌洗液中分离培养出 5株大鼠源卡氏肺孢子虫遥
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了一定的进展袁 但所报道的培养技术复杂袁 各种培养
方法的重复性较差袁 给研究工作带来诸多不便袁 因此
仍有必要进一步研究简便可靠的肺孢子虫培养技术袁
以求建立长期稳定的培养体系遥 本文报告从肺孢子虫
肺炎大鼠模型离体肺脏的灌洗液中分离纯化培养卡氏

肺孢子虫 渊Pneumocystis carinii Delane袁 1912袁 P.c冤
的方法及结果遥

材料与方法

1 实验动物

10只 180 g左右清洁级Wistar雌性大鼠购于中国
医学科学院实验动物所遥

2 培养基制备

Iscove改良的最低基础培养基渊Iscove Dulbecco Ea鄄
gle忆s minimum essential medium袁 IMDM冤 购于美国GIB
CO BRL公司遥 参照文献咱4暂在 IMDM中添加如下抗菌
素和辅助剂袁 制备P.c培养基院 淤抗菌素院 青霉素 1 000
U/ml尧 链霉素 1 000 U/ml尧 庆大霉素 400 U/ml尧 两性
霉素 B 2 滋g/ml曰 于辅助剂院 硫酸鄄S鄄腺苷鄄L鄄蛋氨酸
渊S鄄adenosyl鄄L鄄methionine sulfate袁 SAM冤100 滋g/ml尧 腐
胺渊putrescine袁 四甲烯二胺冤80 滋g/ml尧 N鄄乙酰葡糖胺
渊N鄄acetyl鄄D鄄glucosamine冤80 滋g/ml尧 L鄄半胱氨酸 渊L鄄
cysteine冤80 滋g/ml尧 L鄄谷胺酰胺渊L鄄glutamine冤80 滋g/ml曰
盂15%新生小牛血清遥 用 7.5%NaHCO3调节 pH至 8.0袁
正压过滤除菌袁 4 益保存备用遥 SAM很不稳定袁 需保
存在 pH 5.0醋酸盐缓冲液中袁 使用时直接把 SAM加
入培养孔遥 以上抗菌素和辅助剂均为分析纯遥

3 P.c虫株的分离
10只 Wistar雌性大鼠袁 经腹股沟皮下注射醋酸

泼尼松龙 2.5~5 mg袁 每周 2次袁 连续 6周遥 每周测体
重 1次袁 根据体重变化袁 适当调整醋酸泼泥松龙用量遥
饮水中加四环素 0.5 mg/ml 以预防继发性细菌感染遥
密切观察受试动物袁 满 6周后随机抽取 2只做病原学
和病理学检查遥 将剩余 8只出现消瘦尧 弓背耸毛尧 呼
吸困难的病鼠断颈处死袁 无菌取出完整肺脏曰 从气管
插入头皮针导管袁 注入无菌磷酸盐缓冲液渊2.68 mmol/L
KCl尧 1.47 mmol/L KH2PO4尧 51.1 mmol/L Na2HPO4尧 7.43
mmol/L NaH2PO4尧 62 mmol/L NaCl尧 0.05 mmol/L CaCl2尧
0.05mmol/L MgCl2袁 含青霉素 5000U/ml尧 链霉素5000U/ml尧
庆大霉素2000U/ml尧 两性霉素B 10滋g/ml冤 5 ml至双肺膨
胀袁 用注射器抽吸灌洗液袁 至少回收 3 ml灌洗液曰 重
复灌洗一次曰 将收集到的灌洗液 7 000伊g离心 10
min袁 用含 0.85%NH4Cl 的无菌磷酸盐缓冲液洗涤沉

淀物 2次曰 最后用培养基定量混悬袁 用改良六亚甲基
四胺银染色法 渊Gomori忆 s methenamine鄄silver nitrate
stain袁 GMS冤 计数灌洗液中的P.c包囊遥

4 P.c虫株的培养
用 0.5%的胶原蛋白包被 24孔培养板后袁 每孔加

培养基 1.5 ml袁 接种 1.0伊104个分离出的 P.c包囊袁 置
5% CO2 孵箱 37 益培养曰 每个分离株接种 4孔曰 每
24 h更换 1/3培养液袁 换液时小心吸出上清袁 不搅动
沉于孔底的虫体曰 用增菌培养基和真菌培养基检查更
换液中有无细菌和 渊或冤 真菌生长曰 换液后将每孔的
培养物用吸管吹匀袁 吸取 10 滋l用于 P.c 包囊计数袁
然后给每孔添加浓度为 50 滋g/ml的 SAM 10 滋l遥 GMS
染色进行包囊计数遥 以 10 d为 1个培养周期绘制 P.c
包囊增殖曲线遥 10 d后进行传代培养遥 收集原代培养
10 d的虫体保存于-196 益 渊液氮冤袁 2个月后进行复
苏传代培养遥

5 培养物的基因鉴定

按文献方法 咱7暂扩增培养物线粒体大亚基 rRNA
的目的片段袁 引物为 P.c线粒体大亚基 rRNA中的 2个
片段袁 其碱基序列为袁 5忆鄄正义引物 pAZ102鄄E院 5忆鄄
GAT鄄GGCTGTTTCCAAGCCCA鄄3忆 曰 3忆 鄄反 义 引 物
pAZ102鄄H院 5忆 鄄GTGTACGTTGCAAAGTACTC鄄3忆 遥 用
TaKaRa凝胶回收试剂盒回收 PCR扩增产物袁 送上海
英骏生物技术有限公司进行序列测定袁 与大鼠源肺孢
子虫变异型 渊Pneumocystis carinii f.sp. ratti variant
isolate袁 GenBank 序列号 U20173冤 和人源肺孢子虫
渊Pneumocystis carinii f.sp.hominis袁 GenBank 序列号
M58605冤 线粒体 rRNA基因大亚基序列比对袁 进行
虫种基因鉴定遥

6 培养物的电镜观察

收集培养 10 d的 P.c 标本袁 3 000伊g离心 10 min袁
迅速以 4%多聚甲醛-2.5%戊二醛固定沉淀物 2 h袁 换
PBS保存袁 包埋后做超薄切片袁 醋酸铀和柠檬酸铅双
重染色袁 H鄄600型透射电镜观察培养物的超微结构遥

结 果

1 P.c虫株的分离培养结果
从 8只 PCP大鼠的肺灌洗液标本中共分离出 5

个 P.c虫株袁 分别命名为 P.c Rat1尧 Rat2尧 Rat3尧 Rat4
和 Rat5袁 分离成功率为 62.5%遥 P.c Rat1株原代及冷
冻复苏后传代培养的包囊增殖良好遥 新分离的 P.c 原
代培养袁 每孔接种 104个包囊袁 24 h平均增殖 9.3倍袁
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图 3 P.c Rat1和 Rat2分离株与基因库中鼠源性渊U20173冤及人源性
渊M58605冤肺孢子虫线粒体大亚基 rRNA基因比较

Fig援3 Sequence comparison of mitochondrial large鄄subunit忆s rRNA
among the cultured P.carinii Rat1, Rat2, Pneumocysti carinii f.sp.

ratti variant isolate (GenBank No.U20173) and Pneumocystis carinii
f.sp.hominis (GenBank No. M58605)

 1 ------------------------------ U20173 
  1 -TGTGTACGTTGCAAAGTACTCGGATGAAT rat1 
  1 TTGTGT-CTTTGCAAAGTACTCGGATGAAT rat2 
  1 -----------------------------T M58605 
  1 -----------GTGAAATACAAATCGGACT U20173 
 30 TGTGGTAAGTA................... rat1 
 30 TGTGGTAAGTA................... rat2 
  2 TGTGGTAAGTA................... M58605 
 20 AGGATATAGCTGGTTTTCTGCGAAATCTAT U20173 
 60 .............................. rat1 
 60 .............................. rat2 
 32 .........................AT.G. M58605 
 50 TTAGGTAGATAGCTTAATAAGGATGTTTAT U20173 
 90 .............................. rat1 
 90 .............................. rat2 
 62 ..T..C.A..T.T...T.CCTCTCAAAA.. M58605 
 80 TAGTGGGTATAGCACTGAATATCTAATATT U20173 
120 .............................. rat1 
120 .............................. rat2 
 92 -...A...................CG---- M58605 
110 ATTTGAAGGGAGTATGAAAGTACTTACTTT U20173 
150 .............................. rat1 
150 .............................. rat2 
117 ------.............A..T...TC.C M58605 
140 GGATATTTAATCTCAGAATAACTAATAGAT U20173 
180 .............................. rat1 
180 .............................. rat2 
141 A..............A........T.TCT. M58605 
170 GAAAGATGATTAAGTTGTCAGACTTTTTGC U20173 
210 .............................. rat1 
210 .............................. rat2 
171 A...------...A.AA.......A.G... M58605 
200 GATAAGGTGGGAAGTCAAGAGGGAAACAGC U20173 
240 .............................. rat1 
240 .............................. rat2 
195 ........A.AT....G.A........... M58605 
230 CCAGAATAATTTATAAAGTTCTAAAATTGT U20173 
270 .............................. rat1 
270 .............................. rat2 
225 ......C.G.AAT.....C..CCC....AA M58605 
260 TACTGAGTGAATTAAAAGAAGTTTTAC    U20173 
300 .......                        rat1 
300 .................             rat2 
255 ..T.A......A......TT...GG.TATC M58605 

M院 DNA标志物袁 1院 PCP大鼠肺匀浆标本袁 2院 PCP大鼠肺灌洗液标
本袁 3耀7院 5株分离培养物标本 渊rat1耀5冤袁 8院 空白对照袁 9院 正常大
鼠肺灌洗液遥
M院 DNA Marker, 1院 Lung homogenate sample of PCP rat, 2院 BALF
sample of PCP rat袁 3耀7院 Samples from 5 isolates of cultured organisms
渊rat1耀5冤袁 8院 Negative control袁 9院 BALF sample of normal rat.
图 2 PCR检测培养物中的 P.c线粒体大亚基 rRNA的电泳结果

Fig.2 Electrophoresis of mitochondrial large鄄subunit忆s rRNA of
cultured P.carinii amplified by PCR

48 h增殖 16倍袁 72 h增殖 19倍袁 10 d后增殖 45.3
倍遥 冻存复苏后进行的传代培养袁 每孔接种 1.5伊103

个包囊曰 前 48 h之内增殖速度较慢袁 24 h平均增殖
仅 3.3倍袁 48 h增殖 8倍曰 72 h后增殖速度得以恢复
到 22倍曰 10 d后增殖达 50倍 渊图 1冤遥 用增菌培养
基和真菌培养基未从更换液中检出细菌和真菌生长遥

2 培养物的基因鉴定结果

从 PCP大鼠的肺匀浆尧 肺灌洗液及 5株分离培
养物中均检测出长 346 bp的 P.c 线粒体大亚基 rRNA
基因片段 渊图 2冤遥

Rat1和 Rat2分离株线粒体大亚基 rRNA序列与
GenBank中的大鼠源肺孢子虫渊Pneumocysti carinii f.sp.
ratti variant isolate袁 U20173冤及人源肺孢子虫渊Pneum鄄
ocystis carinii f.sp.hominis袁 M58605冤相应基因序列的
比对结果显示袁 Rat1和 Rat2两个分离株的同源性为
99.3%袁 与 GenBank中大鼠源肺孢子虫的同源性分别
为 93.0%和 96.5%袁 与 GenBank中人源肺孢子虫的同
源性分别为 69.5%和 72.9%曰 而 GenBank中大鼠源与
人源肺孢子虫的同源性为 71.7% 渊图 3冤遥

3 培养物的光镜及电镜观察结果

培养物涂片经 GMS染色后镜检可见大量黑褐色
P.c 包囊袁 呈括弧样特征性结构曰 囊内小体及滋养体
不着色 渊图 4冤遥

图 1 P.c Rat1株原代和冷冻复苏培养时包囊的增殖情况
Fig.1 Growth curves of cysts of P.carinii Rat1 in primary

and reanimated axenic culture
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图 4 培养物的光镜观察结果 渊GMS, 伊1000冤
Fig.4 GMS鄄stained smears of cultured P.carinii 渊GMS, 伊1000冤

A: 滋养体 Trophozoite, B 包囊 Cyst
图 5 培养物的电镜观察结果渊伊15000冤

Fig援5 Transmission electron micrographs of cultured
P.carinii渊伊15000冤

培养物透射电镜显示院 P.c 滋养体 2耀4 滋m袁 形
态多样袁 细胞膜单层袁 胞质内有线粒体尧 内质网尧 高
密度颗粒尧 细胞核 渊有核膜冤渊图 5鄄A冤遥 P.c 包囊
3耀6 滋m袁 圆形或椭圆形袁 双层细胞膜袁 未成熟包囊
含多个核袁 成熟包囊有 4耀8个囊内小体 渊图 5鄄B冤遥

讨 论

肺孢子虫的纯培养对肺孢子虫肺炎病原学尧 免疫
学尧 药物筛选等研究具有重要意义袁 但由于以下原因
肺孢子虫的纯培养研究进展非常缓慢院 淤肺孢子虫的
自然宿主细胞为肺泡玉型上皮细胞袁 在目前实验室条
件下很难建立稳定的玉型上皮细胞系遥 许多研究者筛
选多种细胞系以代替玉型上皮细胞作肺孢子虫的支持
细胞袁 但并未实现连续培养的目标咱2暂遥 于与 P.c 细胞
系培养相比袁 无细胞培养对培养基的要求更高遥 肺孢
子虫对两性霉素 B等抗真菌药物耐药袁 原被认为是
原虫曰 分析其基因及表达产物后袁 又被认为是真菌袁
但其细胞膜富含胆固醇而非普遍存在于真菌细胞膜的

麦角固醇遥 众多研究者用传统分离培养细菌尧 真菌和
寄生虫的多种培养基尝试培养肺孢子虫袁 均未成功遥
盂肺孢子虫可能存在某些代谢缺陷袁 如文献报道肺孢

子虫为 SAM 营养缺陷型袁 自身不能合成所需的
SAM袁 其生长必须从外界摄取咱8暂遥 榆肺孢子虫不能贴
壁生长袁 缺少简便实用的计数方法袁 给培养工作带来
困难遥 始于 1953年的肺孢子虫体外培养袁 直到 1999
年 Merali等报道了一种可连续传代的 P.c 纯培养方法
才有所突破咱4暂遥 他们选用一种 GIBCO公司生产的带
Earle盐溶液的最低必需培养基 渊IMDM冤袁 添加硫酸鄄
S鄄腺苷鄄L鄄蛋氨酸渊SAM冤尧 对氨基苯甲酸尧 腐胺渊四甲
烯二胺冤尧 焦磷酸铁尧 L鄄半胱氨酸尧 L鄄谷胺酰胺尧 N鄄乙
酰葡糖胺等 7种辅助剂袁 然后从 PCP大鼠肺匀浆中
分离 P.c袁 在带有转孔插入器的胶原膜多孔板中进行
培养袁 用测定培养物 P.c 总 DNA水平和 ATP水平来
评价 P.c 的增殖情况袁 获得了较为稳定的传代培养遥
Merali等 [8] 采用的培养板价格昂贵袁 其优点是可以
频繁更换培养基而不搅动肺孢子虫遥

Merali在 IMDM基础培养基中添加了 7种辅助剂
用于培养 P.c遥 本文参照其方法在 IMDM基础培养基
中仅添加了其中的 5种辅助剂袁 未添加对氨基苯甲酸
和焦磷酸铁遥 预试验结果证实袁 这种基础培养基能支
持 P.c 的增殖袁 这可能与 IMDM中增加了各种维生素
的含量及铯离子尧 转铁蛋白尧 羟乙基哌嗪乙磺酸
渊HEPES冤等有利于细胞生长的营养素有关遥 预试验结
果也证实袁 SAM对 P.c 的生长非常重要袁 不按时添加
SAM袁 P.c就会停止增殖遥 本文从 PCP大鼠的肺灌洗液
中分离P.c袁 在胶原蛋白包被的普通 24孔培养板上培养袁
采用 GMS包囊染色法计数绘制 P.c 的增殖曲线袁 比
Merali的方法更简便实用袁 更适用于从临床 PCP患者
支气管肺泡灌洗液渊BAL冤中分离培养人源肺孢子虫遥
肺孢子虫虫种的分类标准尚未确定袁 习惯上采用

三名制命名袁 即在 Pneumocystis carinii之后加上宿主
名称渊special form袁 f.sp冤来表示不同的肺孢子虫袁 如大
鼠源肺孢子虫原型渊Pneumocystis carinii f.sp. carinii冤尧
人源肺孢子虫渊Pneumocystis carinii f.sp.hominis冤 等遥
但目前有越来越多的遗传学及动物实验资料显示袁 导
致人类 PCP的是一种新遗传型微生物袁 和其他动物
源肺孢子虫存在明显差异袁 故有人建议将其定为独立
种袁 由三名制改为二名制袁 命名为耶氏肺孢子虫咱9暂遥
本文从 8只 PCP大鼠中共分离培养出 5株大鼠源肺
孢子虫袁 已冻存复苏及传代培养 8个月袁 基因鉴定结
果表明袁 所分离的虫株与大鼠源肺孢子虫变异型
渊Pneumocysti carinii f.sp. ratti variant isolate冤 有高度
同源性袁 与人源肺孢子虫有较大差异遥 这些肺孢子虫
纯培养株的建立有望促进肺孢子虫生物学尧 超微结构尧
分子生物学尧 抗原制备等方面的研究遥
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