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提要　目的: 探讨小鼠感染日本血吸虫后肝脏与骨髓产生 T h2 细胞因子的变化。方法: 采用免疫组化测定,

并用多媒体病理图文定量分析, 观察感染后第 8、10 及第 12 周小鼠肝脏及骨髓 IL 24、 IL 25 和 IL 210 的变化。结

果及结论: 在感染小鼠肝脏, IL 24, IL 25 和 IL 210 随感染时间的延长而明显升高, 且以 IL 24 最为明显。而在骨髓,

IL 24 随感染时间延长而升高, 但在第 10 及 12 周时明显低于肝脏; IL 25 在感染的第 12 周内明显高于肝脏, IL 210

在感染的 10 w k 前呈增高趋势, 但第 12 周下降, 并明显低于肝脏。小鼠的肝脏是感染日本血吸虫后机体免疫应答

的主要场所, 而在感染骨髓中, IL 25存在明显的自分泌。

关键词　小鼠　日本血吸虫病　白细胞介素 4　白细胞介素 5　白细胞介素 10

　　小鼠感染日本血吸虫病后, 机体产生免疫应答

反应, 肝脏形成血吸虫性肉芽肿, T h2 细胞因子包

括 IL 24、IL 25、IL 210 和 T h1 细胞因子, 包括 IL 22、

IFN 2Χ和 TN F 起着交叉调节作用, 前者抑制后者的

产生, 在肝纤维化的形成中起重要作用[ 1 ] , 而骨髓是

生成 T h2 细胞因子, 尤其是生成 B 细胞的重要场

所, 肝脏与骨髓 T h2 细胞因子是否存在变化, 它们

之间有何关系, 国内外均未作过系统研究。我们运

用免疫组织化学法对此作了定位和定量研究。

材料与方法

实验动物　42 只昆明系小鼠, 体重 25～ 30 g,

随机分为 4 组, 即感染第 8、10 和第 12 周 3 组, 每

组 10 只小鼠和对照组 12 只小鼠。感染组每只小鼠

接种日本血吸虫尾蚴 25 条, 于感染后的相应天数

颈椎脱臼处死, 取肝脏置液氮罐中保存备用。取小

鼠股骨, 用 4 号针头抽 R PM I 1640 冲洗出骨髓细

胞, 加 1 滴小牛血清涂片, 置 - 20 ℃ 冰箱保存备

用。

实验材料　第一抗体 IL 24、IL 25 和 IL 210 购自

Innogenetics 公司, ABC 试剂盒购自V ecto r 实验室

(U. S. A. )。

免疫组化检测　将液氮保存的组织冰冻切片或

冰箱保存的骨髓片, 用纯丙酮固定, 室温干燥, 用

115% 双氧水ö甲醇室温下作用 10 m in, 以灭活内

源性过氧化酶, PBS 稀释正常马血清 (1∶50) , 室

温下 20 m in, 再加入第一抗体, IL 24 与 IL 25 以 1∶

25 稀释, IL 210 以 1∶50 稀释, 4 ℃ 饱和湿度过夜,

次日用 PBS 洗 2 次, 每次 5 m in, 加入 1∶200 稀释

的生物素化的羊抗兔 IgG, 37 ℃ 30 m in, PBS 洗 2

次, 每次洗 5 m in, 用混合的A ∶B 液 (3∶2) 37 ℃

作用 30 m in, PBS 洗 2 次, 每次 5 m in, 加 3, 3, 二

氨基联苯胺 (DAB ) 显色 5～ 10 m in, 清水洗净, 甘

油明胶封片, 观察结果。
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　　定量分析　用M PZA S2500 多媒体彩色病理图

文分析系统, 每张片至少随机取 100 个点, 计算平

均积分光度。

结　　果

肝脏　感染 8 w k 后即可见肝脏表面有成串虫

卵结节, 第 12 周为甚。肝内 IL 24、IL 25 及 IL 210 可

分布于细胞内和细胞外。分泌以上细胞因子具有

T h2 细胞特征的阳性细胞主要分布于汇管区虫卵

肉芽肿外层, 环状包绕整个肉芽肿, 而内层则较少,

呈散在分布, 有时可见 T h2 细胞因子阳性物质位于

卵壳上 (图 1)。

IL 24、 IL 25 及 IL 210 积分光度明显高于正常

(P < 0101) , 而且随感染时间的延长而升高, 其中以

IL 24 为最甚, IL 210 次之, IL 25 最后 (表 1) , 在感

染的第 12 周, IL 24、 IL 210 和 IL 25 分别为正常的

56、32 和 23 倍。但与感染 12 周的骨髓相比, 分别

为 219、411 和 017 倍。

　　骨髓　具有 T h2 细胞因子特性的阳性细胞均

匀分布于骨髓细胞中, 分为强阳性 (呈棕褐色) 和

弱阳性 (呈棕黄色) 两种细胞。随感染时间的延长,

阳性细胞的着色逐步加深 (图 2, 图 3)。IL 25 在感

染的 12 w k 内升高明显, 在第 12 周为正常的 37 倍

(P < 0101) , 同期感染肝脏的 115 倍。 IL 24 呈缓慢
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图 1　小鼠感染 10 wk 时, 肝脏以虫卵为中心形成肉芽肿, IL -10 阳性细胞环状包绕。100×　　图 2　小鼠感染 10 wk 时, 骨髓细胞 IL -5 阳性
细胞均匀分散在骨髓细胞中, 有胞浆呈棕褐色的强阳性细胞和胞膜呈棕黄色的弱阳性细胞 200×　　图 3　小鼠感染 12wk 时, 骨髓 IL -5 阳
性细胞显示棕黑色, 并呈阳性细胞聚集现象 200×
F ig. 1　 Infected mouse l iver at 10 wk postinfection showing granuloma with eggs in its centre and IL -10 positive cells surrounded the granuloma.
100×　　F ig. 2　 Infected mouse bone marrow at 10 wk postinfection , showing well-distr ibuted IL -5 positive cells. The strong positive cells
showed brown cytoplasm and the weak positive cells showed yellow cell membrane. 200×　　F ig. 3　 Infected mouse bone marrow at 12 wk
postinfection, showing IL -5 positive cells in brown and black, and positive cell aggregation. 200×

表 1　感染日本血吸虫小鼠肝脏, 骨髓 IL -4、IL -5 及 IL -10 的积分光度比较
Table 1　Compar ison of IL -4, IL -5 and IL -10 integrating lum inosity of l iver and bone marrow in S. j aponicum - infected m ice (Xθ±S)

对照组
Contro l group

(n= 12)

感　染　组　Infected group

8 w k (n= 10) 10 w k (n= 10) 12 w k (n= 10)

IL 24 肝脏 L iver 2193±0189 47105±21813　 121190±510233 164198±811233

骨髓Bone m arrow 8156±1155 54107±41743　 52182±31503　 　57120±131033　

IL 25 肝脏 liver 4121±1116 36143±218333 78124±112833 97179±515433

骨髓Bone m arrow 3184±0163 63162±713533 82165±812933 143130±1116933

IL 210 肝脏 L iver 3155±1112 39127±218333 84182±119333 113114±515633

骨髓Bone m arrow 5158±1101 55120±414233 52103±719333 27143±91673　

3 与对照组比较 Compared w ith the contro l　 P < 0105, 33 P < 0101

上升趋势, 在感染的第 12 周仅为正常的 617 倍。IL 2
10 在感染的 10 w k 内缓慢上升, 12 w k 时明显下

降, 为正常的 419 倍。

讨　　论

日本血吸虫病的慢性期和晚期的免疫病理变化

与曼氏血吸虫病是一致的[ 2 ] , 属于迟发性免疫变态

反应。曼氏血吸虫感染之初引起一个以产生 IFN 2Χ
的 T 细胞占优势的应答, 而当虫体成熟排卵之后,

又诱导出一个以产生 IL 24 和 IL 25 为主的应答。如

果小鼠事先用射线照射过的血吸虫虫体或虫卵抗原

免疫之后, 再感染血吸虫, 则可防止 IL 24 与 IL 25 占

优势的应答, 也可防止长期感染的发生[ 3 ]。T h2 细

胞因子, 尤其是 IL 24 升高的作用有 3 点: ①调节

IL 25 和 IL 210 的产生, 在 T h2 三种细胞因子中, IL 2
4 占主导地位, 用抗 IL 24 的抗体在虫卵沉积前处理

小鼠显示 IL 24、 IL 25 和 IL 210 产生降低[ 4 ]; ②在保

护再感染中 T h2 应答起主要作用, 因为 IL 24 不但

能调节B 细胞生长和膜抗原的表达, 而且有激活巨

噬细胞和细胞毒T 细胞的作用[ 3 ]; ③ T h2 细胞因子

有对抗 T h1 细胞因子的作用, T h1 细胞因子能对抗

虫卵肉芽肿的炎性反应, 减少细胞外基质的分泌和

沉积, 抑制肝纤维化。所以 T h2 细胞因子的升高有

加速肝纤维化的作用[ 5 ]。我们的实验属于日本血吸

虫病的慢性期, 实验结果也证实这一点, IL 24、 IL 2
5 和 IL 210 在感染的 12 w k 内始终非常明显的增

高, 其中 IL 24 增高更为明显。由于 T h2 细胞因子能

对抗 T h1 细胞因子抑制肝纤维化的作用, 因此在日

本血吸虫病小鼠, 肝脏内 T h2 细胞因子的增高起着

促进肝纤维化形成的作用。

在骨髓 T h2 细胞因子升高的曲线与肝脏不同,

虽然未找到类似的研究报道, 但Chensue 在曼氏血

吸虫病小鼠 同时作过肉芽肿和淋巴结对虫卵反应

的 IL 24、IL 210 和 IFN 2Χ的关系实验。用抗 IFN 2Χ的

单抗使肉芽肿增加 40% , 而局部的 IL 24 与 IL 210 增

加, IFN 及 TN F 降低, 在淋巴结 IFN 2Χ减少 50% ,
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而 IL 22、 IL 24、 IL 210 和 IL 25 分别增加了 2 、4 、5

倍和 6 倍[ 6 ] , 表明 T h2 细胞因子在肉芽肿形成中的

作用。 IL 25 的增加并占首位, 我们观察骨髓的结果

与其类似。为何骨髓 IL 25 的增高占优势, 我们认为:

① IL 25 虽然主要由 T 细胞产生, 但骨髓B 细胞对

IL 25 的产生存在着明显的自分泌。自分泌指的是某

类细胞产生的细胞因子又回头作用于该类细胞。在

我们的研究中骨髓 T h2 阳性细胞随感染时间延长

抗原增强证明了此点; ② IL 25 的升高可增强其杀伤

蠕虫的活性, 这与其诱导嗜酸性粒细胞的生长分化

有关, 肝脏肉芽肿的形成需要嗜酸性粒细胞的参与,

因此它需要骨髓的生成和释放调节。
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DYNAM IC CHANGES IN IL -4, IL -5 AND IL -10 IN L IVER AND
BONE M ARROW OF M ICE INFECTED W ITH SCH ISTOSOM A J APON ICUM 3

ZEN G L inglan, LUO D uande, L IU W ei, GUO J ingsong, L I Shuli
D epartm ent of Inf ectious D iseases, U nion H osp ital, T ong j iM ed ical U niversity , W uhan 430022

ABSTRACT

A IM : To observe the changes in T h2 cytok ines in the liver and bone m arrow of m ice infected w ith sch isto2
som iasis japon ica. M ETHOD S: ABC imm unoh istochem ical stain ing techn ique and m ultim edia patho logical p ic2
ture analysis w ere used. M eanw h ile, IL 24, IL 25 and IL 210 derived from livers and bone m arrow s of infected

m ice w ere observed at w k 8, 10 and 12 after infection. RESUL TS AND CONCL USION: In the livers of infect2
ed m ice, the levels of IL 24, IL 25 and IL 210 increased obviously w ith a p ro longation of the infection duration,

IL 24 being the h ighest. How ever, in the bone m arrow of infected m ice, IL 24 level increased slow ly w ith the

duration of the infection, being low er than those in the liver at w k 10 and 12 after infection. T he level of IL 25

w as h igher than that in the liver w ith in 12 w k. A t w k 10 after infection IL 210 tended to increase, but de2
creased thereafter and w as obviously low er than that in the liver. In m ice infected w ith S ch istosom a jap onicum ,

the imm une response occurred m ain ly in the liver. IL 25 in the bone m arrow show ed auto2secretion.

Key words: M ouse, sch isto som iasis japon ica, in terleuk in 4, in terleuk in 5, in terleuk in 10
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