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提要　目的: 探讨紫外线减毒弓形虫 ZS1 株在小鼠体内的免疫保护性和细胞免疫反应。方法: 用波长为 2537

°A 的紫外线照射弓形虫 ZS1 株滋养体, 照射高度为 5 cm , 照射时间 60 m in。小鼠于免疫后 45 d 用同株滋养体攻

击感染, 攻击后 4 d 剖杀, 与单免疫组、单感染组及正常对照组小鼠比较其脾 T 淋巴细胞增殖反应及其亚群的变

化。结果: 小鼠接种紫外线减毒弓形虫 ZS1 株滋养体后能正常存活, 于接种后 49 d 各组织未查见滋养体、包囊或

假包囊; 免疫组攻击感染后存活时间较单感染组延长; 体外特异抗原刺激后, 可诱导免疫组及免疫攻击组强的脾

T 淋巴细胞增殖反应; 免疫攻击组 CD 4+ T 细胞明显下降, CD 4+ öCD 8+ 比率倒置; 免疫组、免疫攻击组及感染

组的N K 细胞活性均明显增强。结论: 紫外线减毒弓形虫 ZS1 株滋养体疫苗能够诱导免疫小鼠产生一定的抗攻击

感染保护力, 其中CD 8+ T 细胞和N K 细胞可能发挥着重要作用。
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　　弓形虫病可通过母婴垂直传播, 造成流产、早
产、死胎、胎儿畸形及智力障碍等[ 1 ]。弓形虫感染已

成为器官移植、医源性免疫抑制和艾滋病的严重并

发症, 其中约 10%～ 33% 艾滋病患者死于弓形虫病

脑炎[ 2, 3 ]。家畜弓形虫病造成的流产也给畜牧业带来

巨大经济损失[ 4 ]。因此, 研制有效的抗弓形虫感染疫

苗, 已成为一个迫切的问题。紫外线减毒血吸虫疫

苗保护性免疫在家畜身上的成功实验[ 5, 6 ] , 为紫外线

减毒弓形虫疫苗的研究提供了依据。本文采用紫外

线减毒弓形虫 ZS1 株滋养体接种小鼠, 探讨其保护

性免疫作用机制。

材料与方法

弓形虫抗原的制备　将本室保种的新鲜无污染

的弓形虫 ZS1 人株滋养体接种昆明系小鼠, 于发病

时收集腹水。用生理盐水洗涤 3 次, 3 000 g 离心 10

m in, 制成 100 m göm l的成虫悬液, - 20℃反复冻融

后超声粉碎, - 20℃保存备用。

免疫方法

紫外线减毒方法　用 10 m l 生理盐水收集新鲜

弓形虫 ZS1 株滋养体, 分装于直径为 3 cm 的玻璃

平皿中, 垂直放于波长为 2537 °A 的紫外灯下 5 cm

处, 照射时间 60 m in, 期间数次混匀虫体悬液。

实验分组　昆明系小鼠, 5 w k 龄, 体重 20 g, 分

4 组。组 1 (免疫组) : 5 只, 每鼠经腹腔注射紫外线

照射虫体悬液 012 m l 1 次。组 2 (免疫攻击组) : 5 只,

免疫如组 1, 45 d 后进行攻击感染, 每鼠经腹腔注射

未照射弓形虫 ZS1 株虫体悬液 015 m l。组 3 (感染

组) 5 只, 未免疫, 与组 2 攻击感染的时间及感染量

相同, 每鼠经腹腔注射未照射 ZS1 株弓形虫虫体悬

液 015 m l。组 4 (正常对照组) : 5 只鼠, 不进行免

疫或感染。

细胞免疫效应检测

　　脾细胞的制备　无菌操作取小鼠脾脏, 用

R PM I 1640 培养液制备成单个细胞悬液, 1 500 g 离

心 10 m in, 弃上清。每管加入 5 m l pH 712 的 T ris2
N H 4C l 溶液混匀以溶解红细胞, 作用 5 m in。用

R PM I 1640 液洗涤 2 次, 最后用含 10% N CS (新生

小牛血清) 的 R PM I 1640 溶液调整细胞浓度至 5×

106öm l。

淋巴细胞转化试验　于 24 孔培养板中每孔加

入上述脾细胞悬液 1 m l, 每个样本设空白对照孔、

ConA 刺激孔及弓形虫 ZS1 株抗原刺激孔, 均设 3

复孔。ConA 的终浓度为 10 Λgöm l, ZS1 抗原的终浓

度为 20 Λgöm l。置 37℃, 5% CO 2 培养箱中培养 72

h, 培养结束前 4 h 加入M T T (四甲基偶氮唑盐, 终

浓度为 50 Λgöm l) , 继续培养 4 h。取出培养板, 每

孔加入 0104 molöL 盐酸异丙醇 900 Λl, 用加样器轻

轻反复吹打至甲　 (fo rm azan) 充分溶解, 于分光光

度仪分别测量OD 630nm及OD 570nm值。

CD 4+ 和CD 8+ T 细胞亚群的测定　采用荧光

抗体染色法, 试剂盒购自北京医科大学免疫学教研

室。

N K 细胞活性测定　效应细胞: 用含 10% N CS

的 R PM I 1640 培养液调整脾细胞浓度至 5×106ö
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m l。靶细胞: 无菌传代 24～ 48 h 的 Yac21 细胞, 用

R PM I 1640 液 洗 3 次, 最 后 用 不 含 N CS 的

R PM I 1640 液调细胞浓度至 105öm l。效应细胞和靶

细胞的比例为 100∶1。

结　　果

小鼠病原学检查及存活时间比较

免疫组小鼠于接种后 49 d 剖杀见其脾脏大小

与正常鼠的相仿, 在观察的 49 d 内正常存活, 组织

匀浆后压片病原学检查, 在其脑、脾、肝和肌肉组

织中未见滋养体、假包囊或包囊; 攻击感染鼠攻击

后 4 d 剖杀见脾脏明显增大, 与感染鼠的大小相仿。

感染组小鼠与免疫攻击组小鼠同时进行弓形虫感

染, 平均存活时间分别为 9010±615 h 和 12610±

916 h, 免疫攻击组的存活时间明显较单感染组的为

长。

淋巴细胞转化试验　淋巴细胞转化试验的结果

以OD 570 nm值表示, 各刺激孔的OD 值分别减去空白

刺激孔OD 值即代表淋巴细胞增殖能力 (表 1)。

表 1　各组脾淋巴细胞转化反应
Table 1　The splen ic lymphocyte tran sfer reaction of differen t groups

组　别
Group

刀豆蛋白A
ConA

弓形虫抗原
A g of T. gond ii

免疫组　　 Imm unized group 38103 11103

免疫攻击组 Challenged group 139103 34103

感染组　　 Infected group - 45103 　 - 93103

正常对照组Norm al contro l 1610　 415　

3 与对照组比较　 Compared w ith contro l group　P < 0101

由表 1 可见经非特异性 (ConA ) 和特异性 (ZS1

株弓形虫抗原)刺激, 免疫攻击组的淋巴细胞增殖能

力均增强; 其次为免疫组。感染组的淋巴细胞增殖能

力完全被抑制, 呈负值。

CD 4+ 和CD 8+ T 细胞亚群的变化　 见表 2。

NK 细胞杀伤活性测定　见表 3。

表 2　各组CD 4+ 和CD 8+ T 细胞亚群的变化
Table 2　Changes in CD 4+ , CD 8+ T cell subgroups and CD 4+ öCD 8+ ratio of different groups

组 别　Group CD 4+ (% ) CD 8+ (% ) CD 4+ öCD 8+

免疫组　　　Imm unized group 3815 2214 1172　

免疫攻击组　Challenged group 1215 2718 01453

感染组　　　Infected group 1818 1916 01963

正常对照组　Norm al contro l 3715 2319 1136　

3 与对照组相比较 　Compared w ith contro l group 　P < 0101

表 3　各组 NK 细胞杀伤活性变化
Table 3　Changes in splen ic NK cell activ ity of different groups

组 别　Group
杀伤活性 (% )
A ctivity (% )

免疫组　　　Imm unized group 55103

免疫攻击组　Challenged group 41173

感染组　　　Infected group 62153

正常对照组　Norm al contro l 2212　

3 与对照组相比较 　Compared w ith contro l group
　　P < 0101

与正常对照组相比较, 3 组的N K 细胞杀伤活性均

明显增强。其中, 感染组的杀伤活性最高, 其次为

免疫组, 再次为免疫攻击组。

讨　　论

弓形虫DNA 疫苗或亚单位疫苗均只含有某种

病原的部分片断, 只能提供有限的保护性; 而活的

减毒疫苗能够刺激机体产生抗体、诱导细胞毒性 T

细胞 (CTL ) 活性, CTL 细胞不仅可识别和杀伤已

感染的细胞, 而且可作用于株与株之间具有微小差

异的病原, 因此活的减毒疫苗可能是最有效的[ 7 ]。紫

外线减毒日本血吸虫疫苗在动物中均获得了稳定的

抗血吸虫免疫力[ 5, 6 ] , 进行紫外线减毒弓形虫疫苗的

研究同样有其实际意义。

本研究结果显示强毒弓形虫 ZS1 株经一定量

的紫外线照射减毒后接种小鼠, 在观察的 49 d 内小

鼠正常存活, 在小鼠的脑、脾、肝和肌肉组织均未

查见滋养体、假包囊或包囊, 可见经紫外线照射的

滋养体虽可使细胞感染但失去了增殖能力[ 8 ]。同时

结果显示接受照射滋养体免疫的小鼠攻击感染后的

平均存活时间明显较单感染组的延长, 可见免疫鼠

具有一定的抗攻击感染抵抗力。Chhabra 使用60Co 2

万拉德 ( rad) 一次性高辐射剂量灭活弓形虫速殖子

接种小鼠, 其免疫力能抵抗一个有限度的强毒攻击

量[ 9 ]。Seah 将弓形虫株经 10 千伦琴 (k r) X 光照射,

能使免疫小鼠对致死攻击产生 100% 保护, 存活小

鼠检查未发现包囊; 计浩等采用紫外线全暴露垂直

连续照射弓形虫N T 强毒株, 通过细胞致弱培养筛

选出抗辐射变异虫株N TA 2II系, 对猪、兔和小鼠的
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毒力均明显减弱, 用含虫数 105öm l弱毒虫株每头猪

接种 1 m , 6 个月免疫保护力为 100% [ 10 ]。本实验所

见攻击感染鼠存活时间较短, 未能观察到远期免疫

效果, 可能是由于攻击感染所用的虫株为强毒株, 且

所用虫量过大所致。一般认为, 在保护性免疫试验

中, 以选用中等毒力虫株为宜[ 11 ]。本实验观察到攻

击感染鼠与感染鼠的脾脏均明显增大, 经非特异性

(ConA ) 和特异性 (弓形虫 ZS1 株抗原) 刺激后, 免

疫攻击组的淋巴细胞增殖能力明显增强; 其次为免

疫组, 而单感染鼠呈显著抑制。免疫攻击组和感染

组的CD 4+ T 细胞比例明显降低, CD 4+ öCD 8+ 比

值倒置。CD 8+ T 细胞比例增高, 推测可能是由于

CTL 杀伤功能增强所致。李宝良等[ 12 ]报道, 在症状

明显的弓形虫病患者, 由于 CD 8+ 阳性细胞的增加,

CD 4+ öCD 8+ 比率往往倒置 (017±013) , 在急性弓

形虫病这种变化可持续 8 w k 以上; 慢性患者则正常

(117±015)。本实验免疫和感染后各组的N K 细胞

杀伤活性均明显增强。N K 细胞在体外对弓形虫滋

养体具有明显的细胞毒作用, 并可产生 IFN 2Χ, 以增

强免疫效应细胞的活性和抗弓形虫感染[ 13 ]。
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CELL ULAR IMM UNE RESPONSE IN M ICE VACC INATED W ITH
UV-ATTENUATED TOXOPLASM A GOND I I ZS1 STRA IN TROPHOZO ITES3

LU Fangli, ZH EN G H uanqin, GUO Hong, CH EN Guan jin

D epartm ent of P arasitology , S un Y at2S en U niversity of M ed ical S ciences, Guangzhou 510089

ABSTRACT

A IM : To exp lo re the p ro tective effect and cellular imm une response of uv2attenuated ZS1 strain tropho2
zo ites of T ox op lasm a g ond ii in m ice. M ETHOD S: T he ZS1 strain trophozo ites of T. g ond ii w ere irradiated by
uv2ligh t w ith 2537 °A w ave length fo r 60 m inutes. M ice w ere divided in to 4 group s. Group 1 w as vaccinated
alone, group 2 w as challenged w ith no rm al ZS1 trophozo ites on d45 after vaccination, group 3 w as infected
alone, and group 4 w as norm al con tro l. T he changes in sp len ic T cell p ro liferation, level of CD 4+ and CD 8+

T cell, and N K cell activity w ere compared. RESUL TS: Group1 m ice survived norm ally, no trophozo ite, p seu2
do2cyst o r cyst w as detected in the tissues on d49 after vaccination. Group 2 m ice survived longer than those of
group 3. T he T lymphocyte p ro liferation in response to so luble an tigen of T. g ond ii w as sign ifican tly enhanced
in group 2, and supp ressed in group 3. T he level of CD 4+ T cell in group 2 w as decreased, resulting in a re2
verse of CD 4+ öCD 8+ ratio. T he N K cell activities in group s 1, 2 and 3 w ere all sign ifican tly increased. CON2
CL USION: T he uv2attenuated vaccine of T. g ond ii ZS1 strain could induce certain p ro tective imm unity against
challenge infection, in w h ich CD 8+ T cell and N K cell m igh t p lay an importan t ro le.

Key words: T ox op lasm a g ond ii, uv2attenuated, sp len ic lymphocyte p ro liferation, CD 4+ öCD 8+ T cell,
N K cell
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