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揖Abstract铱 Objective To observe dynamically the location and time of attachment and invasion of Toxoplasma

gondii tachyzoites to murine intestinal mucosa by chromogenic in situ hybridization targeting SAG2 mRNA. Methods
Thirty 7鄄 to 8鄄week鄄old BALB/c mice were randomly divided into experiment group 渊24 mice冤 and control group 渊6
mice冤. Each animal in the experiment group was given 2伊104 tachyzoites of RH stain in 0.2 ml PBS by intragastric
administration and that in the control group was given 0.2 ml PBS. Four mice in the experiment group and one in the
control group were sacrificed at 15 min袁 30 min袁 1 h袁 2 h袁 4 h and 8 h after infection袁 respectively袁 and paraffin
sections of duodenum袁 jejunum and ileum were prepared to perform the in situ hybridization with Dig鄄labeled
oligonucleotide probe complementary to SAG2 mRNA of T. gondii. Results Tachyzoites were found on the striated
border of small intestine epithelial cells 渊 absorptive cells袁 goblet cells and endocrine cells冤 袁 in or between two
absorptive cells or in the lamina propria. At 15 min鄄2 h after infection袁 there was significant difference in the number of
attachment on jejunum and ileum 渊P<0.05冤 曰 the number of invasion in jejunum was significantly higher than in
duodenum and ileum at minute 15 and 30 after infection 渊P约0.05冤 . Following the lapse of time袁 the number of at鄄
taching tachyzoites gradually reduced袁 whereas the number of invading tachyzoites gradually increased. Compared with 15
min after infection袁 for all the intestinal sections袁 the number of attachment significantly reduced at 8 h after infection
渊P<0.05冤袁 in contrast袁 the number of invasion significantly increased at 4 h and 8 h after infection 渊P<0.05冤 . Between
4 h and 8 h after infection袁 a significant increase in the number of invasion was showed in jejunum and ileum 渊P<
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揖摘要铱 目的 RNA原位杂交法观察弓形虫速殖子黏附和侵入小肠黏膜的部位及时间遥 方法 30只 BALB/c小鼠
随机分为两组袁 实验组 渊24只冤 每鼠灌胃感染 2伊104个弓形虫速殖子 渊悬于 0.2 ml PBS冤袁 对照组 渊6只冤 给予等量 PBS遥
分别于感染后 15 min尧 30 min尧 1 h尧 2 h尧 4 h和 8 h各处死实验组小鼠 4只和对照组小鼠 1只袁 取十二指肠尧 空肠和回肠
标本制备石蜡切片袁 并作 RNA原位杂交遥 光学显微镜观察原位杂交切片袁 随机选取 50个视野袁 计数所有观察视野内的虫体
总数并计算平均数遥 结果 侵入的弓形虫速殖子可位于小肠上皮细胞 渊吸收细胞尧 杯状细胞和内分泌细胞冤 的纹状缘尧 吸
收细胞胞浆内或相邻吸收细胞间及固有层内遥 感染后 15 min袁 黏附于空肠的速殖子数量渊4.93依3.949冤显著高于回肠渊3.78依
3.102冤 渊P<0.05冤曰 侵入空肠的速殖子数量 渊4.92依4.164冤 显著高于十二指肠 渊4.10依3.532冤 和回肠渊3.68依3.301冤 渊P约0.05冤遥
随着感染后时间的延长袁 黏附于各肠段的速殖子数量逐渐减少袁 而侵入的数量逐渐増多遥 与感染后 15 min相比袁 感染后
8 h袁 黏附于十二指肠 渊2.32依3.039冤尧 空肠 渊3.15依3.241冤 和回肠黏膜 渊2.59依3.028冤 的速殖子数量均显著减少 渊P<0.05冤袁
而侵入十二指肠 渊8.92依8.955冤尧 空肠 渊9.11依6.667冤 和回肠黏膜 渊9.15依10.192冤 的速殖子数量均显著增加 渊P<0.05冤遥
结论 弓形虫速殖子对其所黏附的小肠上皮细胞无严格的选择性袁 但其侵入小肠的部位具有选择性袁 空肠为速殖子侵入
的易感部位遥
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弓形虫是一种可感染人和温血动物的专性细胞内

寄生虫袁 经口食入为其自然感染途径遥 研究表明袁 弓
形虫速殖子可穿过小肠黏膜屏障袁 并扩散至深部组
织袁 亦可穿越胎盘屏障和血脑屏障等生物屏障到达机
体重要脏器定居增殖咱1暂遥 随着免疫缺陷性疾病发病率的
增加和免疫抑制剂的广泛使用袁 弓形虫作为一种机会
致病原虫而日益受到关注遥
然而袁 弓形虫通过肠道黏膜屏障的方式及其侵入

细胞的种类袁 至今尚存在争议遥 20世纪 90年代的研
究认为袁 卵囊在胃肠道释放的子孢子首先侵入小肠上皮
细胞袁 在其内增殖并开始寄生生活 咱2袁3暂遥 2005 年
Barragan等咱4暂提出袁 弓形虫可主动分离细胞连接袁 经
旁细胞途径穿越生物屏障后感染白细胞袁 并由白细胞
转运而散播袁 认为弓形虫侵入小肠上皮细胞的可能性
很小遥 Hopkins等咱5暂和 Pron等咱6暂等证明肠侵染性细菌
可通过派伊尔淋巴结渊PPs冤周围的微褶皱细胞渊M 细
胞冤侵入与之相邻的树突状细胞渊DCs冤袁 Rescigno等咱7暂

提出细菌也可被树突状细胞从肠腔内直接摄取遥 最近
Courret等咱8暂观察到袁 76K株弓形虫包囊灌胃感染小鼠
后第 7天袁 肠相关淋巴结的 PPs和固有层内和肠系膜
淋巴结渊MLNs冤内的 DCs为弓形虫的宿主细胞袁 推测
弓形虫可能首先进入小肠 PPs袁 通过 M 细胞进入
DCs袁 再经 DCs进入小肠黏膜固有层遥
确切了解弓形虫侵入的宿主细胞的种类及方式对

防治弓形虫病具有重要意义遥 本研究采用 RNA原位
杂交法动态观察弓形虫速殖子对小肠黏膜的黏附和侵

入袁 探讨其黏附和侵入的部位和时间袁 为研究弓形虫
黏膜疫苗的抗感染机制提供依据遥

材料与方法

1 动物与虫株

BALB/c小鼠 7耀8周龄袁 雌尧 雄各半袁 体重渊22依2冤g袁
引自中国医学科学院实验动物研究所袁 本实验室饲
养袁 近交繁殖遥 弓形虫 RH株引自北京大学医学部寄
生虫学教研室袁 本室液氮保存遥

2 主要试剂

焦碳酸二乙酯 渊DEPC冤尧 十二烷基硫酸钠

渊SDS冤尧 蛋白酶 K尧 鲱鱼精子 DNA尧 聚蔗糖鄄400和甘
氨酸购自美国 Pharmacia公司袁 牛血清白蛋白购自瑞
士 Roche公司袁 去离子甲酰胺尧 硫酸葡聚糖和 Tris碱
渊Trisbase冤购自美国 Amresco 公司袁 地高辛标记探针
检测试剂盒玉渊POD冤购自武汉博士德生物有限公司遥

3 寡核苷酸探针及标记

按文献咱9暂方法袁 设计弓形虫速殖子 SAG2 mRNA
渊Genbank登录号为 M33572冤 特异性寡核苷酸探针袁
序列为 院 5忆 鄄GGT CTC GCA GGT TTG TTG ATC
ACG TTT GT鄄3忆袁 将地高辛加尾标记于 3忆末端遥 探针
由上海生工生物工程技术服务有限公司合成遥

4 动物分组与处理

30只 BALB/c小鼠随机分为实验组渊24只冤和对
照组 渊6只冤遥 实验组每鼠灌胃感染 2伊104个弓形虫速
殖子 渊悬于 0.2 ml PBS冤袁 对照组同法给予等量 PBS遥
于感染后 15 min尧 30 min尧 1 h尧 2 h尧 4 h和 8 h袁 颈
椎脱臼处死实验组小鼠 4只和对照组小鼠 1只遥
在距幽门部 0.2 cm处剪取十二指肠袁 5 cm处向

远端剪取空肠袁 自回盲处向近端剪取回肠袁 每段肠管
长约 3耀4 cm遥 肠段标本用 4%多聚甲醛固定袁 石蜡包
埋袁 7 滋m 厚的切片遥

5 RNA原位杂交及判定
切片经常规脱蜡复水袁 参照史晓燕等咱9暂方法进行

原位杂交袁 但将地高辛标记探针剂量增至 1 ng/滋l遥
标记物检测按照地高辛标记探针检测试剂盒玉渊POD冤
说明书操作遥 苏木素轻度复染袁 常规脱水尧 透明袁 中
性树胶封片遥 以经腹腔感染速殖子的小鼠腹水涂片为
阳性对照袁 对照组小鼠小肠组织切片为阴性对照遥 光
学显微镜观察原位杂交切片袁 弓形虫速殖子呈棕黄色
点状颗粒判为杂交阳性袁 无棕黄色显色反应判为阴
性遥 以小肠上皮细胞为界袁 速殖子位于绒毛纹状缘的
肠腔侧为黏附袁 越过纹状缘至固有层内为侵入遥 小肠
组织原位杂交切片在高倍镜 渊伊400冤 下随机选取 50
个视野袁 计数所有观察视野内的虫体总数并计算平均
数袁 以均数依标准差渊x依s冤表示遥

0.05冤. Conclusion Although the cell selectivity of attachment has not been observed袁 the location selectivity of inva鄄
sion is present袁 jejunum is more susceptible to the tachyzoite invasion.

揖Key words铱 RNA in situ hybridization曰 Toxoplasma gondii曰 Tachyzoite曰 Intestinal mucosa曰 Epithelial cell
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表 2 侵入肠段黏膜的速殖子数 渊x依s冤
Table 2 Number of T. gondii tachyzoites invading

in intestinal mucosa 渊x依s冤
感染后时间Time after infection

15 min
30 min
1 h
2 h
4 h
8 h

十二指肠Duodenum
4.10依3.532ac

4.32依3.799a

5.84依4.407d

6.51依4.478d

8.04依8.643d

8.92依8.955d

空肠Jejunum
4.92依4.164bc

5.49依4.652b

5.69依5.522
5.91依4.169
7.37依6.387de

9.11依6.667df

回肠Ileum
3.68依3.301ac

4.83依4.711
5.58依5.093d

5.69依5.522d

7.43依6.183de

9.15依10.92df

注院 a与 b之间袁 P约0.05曰 c与 d之间袁 P约0.05曰 e与 f之间袁 P约0.05遥
Note院 a vs. b袁 P约0.05曰 c vs. d袁 P约0.05曰 e vs. f袁 P约0.05.

6 统计学分析

用 SPSS11.5软件进行统计学分析袁 原始数据做
方差齐性检验袁 差异无统计学意义者做 q检验遥

结 果

1 弓形虫速殖子对小肠黏膜的黏附

灌胃感染后 15 min袁 十二指肠尧 空肠和回肠绒毛
表面均可见黏附的弓形虫速殖子袁 虫体见于构成小肠
上皮的各种细胞 渊吸收细胞尧 杯状细胞和内分泌细
胞冤 表面遥 上皮细胞的分界清晰可见遥 速殖子呈棕黄
色点状颗粒袁 附着于小肠上皮细胞的纹状缘 渊图
1A冤遥 感染后 8 h袁 仍可见黏附于小肠上皮细胞的速
殖子遥
感染后 15 min耀2 h袁 黏附于空肠的速殖子数量显

著高于回肠的 渊P<0.05冤袁 两者与十二指肠的差异无
统计学意义 渊P跃0.05冤曰 4耀8 h袁 三者的差异无统计学
意义 渊P跃0.05冤遥 随着感染后时间的延长袁 黏附的速
殖子数量逐渐减少袁 感染后 8 h袁 所有肠段的速殖子
数均显著低于 15 min的 渊P约0.05冤渊表 1冤遥

2 弓形虫速殖子对小肠黏膜的侵入

RNA原位杂交结果显示袁 感染后 15 min袁 即可
见黏附于小肠绒毛的速殖子经上皮侵入固有层袁 小肠
上皮细胞屏障未见破坏遥 侵入小肠上皮的速殖子位于
构成上皮的主要细胞袁 即吸收细胞胞浆内或相邻吸收
细胞之间袁 细胞间分界模糊遥 侵入的速殖子移行于紧
密排列的两吸收细胞间 渊图 1B冤袁 或侵入上皮细胞袁
经细胞肠腔侧 渊图 1C冤 移行至固有层侧 渊图 1D冤袁
然后离开小肠上皮侵入固有层 渊图 1E冤遥
感染后 15 min袁 侵入空肠的速殖子数量显著高于

十二指肠和回肠 渊P约0.05冤曰 30 min袁 侵入空肠的速
殖子数量显著高于十二指肠 渊P约0.05冤袁 两者与回肠
之间差异无统计学意义 渊P跃0.05冤曰 1耀8 h袁 三者之间
差异无统计学意义遥 随着感染后时间的推移袁 侵入小

肠黏膜的速殖子数逐渐增加袁 感染后 4耀8 h袁 侵入各
肠段的速殖子数均较 15 min 显著增加 渊P约0.05冤渊图
1F冤袁 进一步比较 2 h与 4 h尧 4 h与 8 h侵入各肠段的
速殖子数表明袁 感染后 2 h与 4 h差异无统计学意义
渊P跃0.05冤曰 感染后 8 h袁 侵入空肠和回肠的速殖子数
显著高于 4 h的侵入数 渊P约0.05冤渊表 2冤遥

讨 论

弓形虫速殖子侵入脊椎动物细胞的过程起始于对

宿主细胞的黏附咱10暂遥 本实验观察到小鼠感染后 15 min袁
速殖子已黏附于十二指肠尧 空肠和回肠绒毛袁 且附着
于构成小肠上皮的不同细胞表面曰 感染后 15 min耀2 h袁
黏附于空肠绒毛表面的虫体数明显高于回肠曰 至 4 h
时袁 三者差异无统计学意义遥 Carruthers等咱11暂研究表
明袁 速殖子在接触宿主细胞后尧 侵入前袁 发生极化袁
并通过其顶端黏附于宿主细胞曰 弓形虫速殖子能识别
广泛分布的细胞表面分子和细胞外基质的多种成分袁
通过配体鄄受体结合方式黏附于多种细胞遥 因此袁 本
研究认为速殖子在小肠黏膜上皮的黏附无细胞选择

性袁 在感染后短时间内袁 不同肠段黏附数量的差异可
能与小肠各段的组织结构及功能不同有关遥
弓形虫速殖子侵入是一个极迅速的过程袁 发生于

与宿主细胞相接触的数十秒内咱12暂遥 弓形虫速殖子经口
感染后袁 首先侵入小肠黏膜袁 小肠上皮细胞是弓形虫
速殖子的第一个宿主细胞遥 Barragan等 咱1暂发现 RH虫
株具有较强的穿越小肠能力袁 可迅速侵入小肠黏膜袁
在黏膜层袁 大多数弓形虫速殖子渊跃96%冤位于上皮细
胞内袁 并能侵入固有层遥 Sibley等咱13袁14暂的研究表明袁 弓
形虫速殖子经小肠上皮细胞袁 可移行穿越基膜袁 并
可侵入黏膜下层遥 本实验证实袁 灌胃感染后 15 min袁
弓形虫速殖子已侵入小肠黏膜的固有层曰 侵入小肠上
皮的速殖子位于吸收细胞内袁 同一细胞内的速殖子数
量少于 4个袁 推测侵入小肠上皮细胞的速殖子并不在
此定居增殖袁 而是迅速穿过上皮细胞经基底膜进入固

表 1 黏附于肠段黏膜的速殖子数 渊x依s冤
Table 1 Number of T. gondii tachyzoites attaching

to intestinal mucosa 渊x依s冤
感染后时间Time after infection

15 min
30 min
1 h
2 h
4 h
8 h

十二指肠Duodenum
4.27依3.171a

4.21依2.029
4.19依2.813
3.91依3.571
3.31依2.992b

2.32依3.039bc

空肠Jejunum
4.93依3.949ac

4.83依4.598c

4.81依3.779c

4.73依3.431c

3.39依3.853b

3.15依3.241bd

回肠Ileum
3.78依3.102ad

3.75依2.338d

3.55依3.659d

3.49依5.002d

3.17依3.919
2.59依3.028b

注院 a与 b之间袁 P约0.05曰 c与 d之间袁 P约0.05遥
Note院 a vs. b袁 P约0.05曰 c vs. d袁 P约0.05.
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有层遥
Suss鄄Toby等 咱15暂的研究表明袁 弓形虫速殖子可在

自身滑动力作用下袁 迅速挤过宿主细胞连接区域袁 当
其完全侵入后袁 连接区域融合遥 Barragan等咱4暂发现袁
弓形虫速殖子在移行过程中首先集中于相邻的极化细

胞紧密连接处袁 提出其可经旁细胞途径而穿越生物屏
障遥 本实验显示袁 侵入小肠上皮的速殖子尚可位于相
邻细胞之间袁 推测位于细胞间的速殖子可能通过旁细
胞途径侵入固有层或经细胞间隙侵入小肠上皮细胞后

进入固有层遥
Courret 等咱8暂给予小鼠灌胃感染 76K 株弓形虫包

囊袁 将小肠均分为 4 段袁 于感染后 2尧 3 和 7 d 用
RT鄄PCR定量检测各段小肠组织弓形虫数量袁 结果显
示中间肠段的弓形虫数量明显高于其他肠段遥 本研
究将小肠按结构和功能分段袁 并在感染后短时间内袁
比较分析侵入各段小肠黏膜的速殖子数量遥 结果显
示袁 感染后 15 min袁 侵入空肠的速殖子数量显著高
于其它肠段袁 故认为在感染开始时袁 弓形虫速殖子
对小肠各段的侵入具有选择性差异袁 空肠对弓形虫

速殖子易感遥
本实验观察到黏附尧 移行于小肠上皮及侵入固有

层内的速殖子并未破坏上皮细胞屏障袁 与 Barragan等咱4暂

的观察结果一致遥 Lauwaet等咱16暂的研究表明袁 在感染
过程中袁 溶组织阿米巴的细胞毒效应可导致宿主细胞
连接蛋白复合体改变遥 本研究发现速殖子移行部位的
细胞分界模糊不清袁 故推测可能是由于弓形虫速殖子
的侵入导致了宿主细胞的连接蛋白复合体重构遥
本研究结果表明袁 随感染后时间的推移袁 小肠黏

膜各段黏附的速殖子数逐渐减少袁 而侵入的数量逐渐
增多遥 与感染后 15 min比较袁 4耀8 h侵入的速殖子数
显著增加遥 感染后 8 h侵入空肠和回肠的速殖子数量
显著高于 4 h袁 固有层内可见大量弓形虫速殖子呈团
块状分布遥 Jones等咱17暂研究也观察到袁 侵入细胞内的
弓形虫速殖子存在于纳虫泡内袁 以 5耀10 h为增殖周
期形成玫瑰花环袁 最终导致宿主细胞破裂和速殖子的
释放遥 因此袁 推测感染后 8 h袁 侵入的速殖子于固有
层细胞内增殖袁 最终导致宿主细胞破裂袁 释放大量
速殖子遥

A

D

B

E

C

F

A院 感染后 15 min黏附于空肠绒毛上的速殖子袁 黑色箭头示小肠绒毛纹状缘袁 红色箭头示黏附的速殖子棕黄色颗粒曰 B院 感染后 15 min在回肠黏膜
上皮移行的速殖子袁 箭头示移行的速殖子位于吸收细胞之间曰 C院 感染后 15 min速殖子侵入回肠吸收细胞袁 红色尧 黑色和黄色箭头分别示吸收细
胞尧 杯状细胞和速殖子曰 D院 感染后 15 min侵入回肠上皮细胞的速殖子 渊尹冤曰 E院 感染后 15 min弓形虫速殖子侵入空肠固有层 渊尹冤曰 F院 感
染后 8 h位于空肠固有层的呈团块状分布的大量速殖子 渊尹冤遥
A: attachment of T. gondii tachyzoite on the villus of jejunum at 15 min after infection, black arrow indicating the striated border of intestinal
villus袁 and red arrow indicating the attaching tachyzoite buffy particle曰 B院 migration of tachyzoites in the ileum mucosal epithelium at 15 min after
infection袁 arrow indicating tachyzoites located in between the adjacent absorptive cells曰 C院 invasion of tachyzoites in the absorptive cell at 15 min
after infection袁 red袁 black and yellow arrows indicating absorptive cell, goblet cell and tachyzoites respectively曰 D院 invasion of tachyzoite 渊尹冤 into
ileum epithelial cell at 15 min after infection曰 E院 section of villus from mouse jejunum showing tachyzoite 渊尹冤 invading into lamina propria at 15
min after infection曰 F院 Numerous tachyzoites forming agglomerate 渊尹冤 in jejunum lamina propria at 8 h after infection.

图 1 黏附和侵入小肠黏膜的弓形虫速殖子 渊伊400冤
Fig.1 Attachment and invasion of T. gondii tachyzoite to intestinal mucosa 渊伊400冤
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图 1 粪类圆线虫杆状蚴渊伊400冤
作者单位院 北京军区总医院检验科袁 北京 100700

HIV感染者检出粪类圆线虫幼虫 1例
揖病例报告铱文章编号院1000鄄7423渊2008冤鄄04鄄0276鄄01

刘杰袁 王北宁袁 孙天胜袁 樊卫红袁 周海峰

2006年 4耀12月袁 作者等北京军区总医院共 43人组成中
国维和医疗分队赴利比里亚执行维和任务遥 在利比里亚第四战
区维和二级医院诊治期间袁 发现 1例 HIV 感染者合并粪类圆
线虫感染袁 报告如下遥

患者袁 男袁 31 岁袁 埃塞俄比亚人袁 利比里亚维和士兵遥
因消瘦 7 个月袁 干咳 2 周袁 短暂性意识障碍 3 h袁 于 2006年
12月 14日下午入院遥 该患者 2006 年 4月前由埃塞俄比亚到
利比里亚执行维和任务袁 进入任务区即出现无明显诱因而持续
性消瘦袁 无腹痛尧 腹泻等袁 7个月内体重减轻 13 kg袁 未就医遥
12月初出现干咳袁 时感低热袁 无胸痛气喘袁 未就医遥 12月 11
日开始盗汗伴食欲不振遥 12月 14 日上午渊于就诊前 3 h冤在执
勤中突发晕厥袁 无抽搐及呕吐袁 即刻送往利比里亚第四战区
维和二级医院救治遥 该患者既往有肺结核病史袁 有婚外史袁 无
吸毒史遥 入院查体院 消瘦袁 神清袁 浅表淋巴结未触及曰 胸廓对
称袁 两下肺可闻及湿啰音袁 左侧明显曰 腹平软袁 肝尧 脾肋缘下
未触及曰 生理反射存在袁 未引出病理反射遥 实验室检查院 白细
胞 5.9伊109/L袁 红细胞 3.91伊1012/L袁 血小板 191伊109/L袁 中性粒

细胞占 69.4%袁 淋巴细胞占 9.7%袁 红细胞压积渊HCT冤0.292袁
血沉 63 mm/h袁 谷草转氨酶 渊AST冤 46 滋/L袁 总蛋白 49.9 g/L袁
白蛋白 23.2 g/L袁 电解质尧 血脂尧 肾功能尧 血糖及尿常规等其
他均正常遥 HIV抗体阳性袁 HBsAg尧 丙型肝炎抗体 渊HCV冤阴
性遥 四联毒品尿检阴性遥 胸部 X线显示双肺浸润尧 左侧明显遥
粪常规检查院 黄色糊状袁 低倍镜下渊伊100冤可见大量可活动的虫
体遥 取粪便少许 渊约绿豆大冤 经处理后袁 取样涂片低倍镜下观
察院 虫体细长袁 约为 0.3耀0.5 mm袁 无色透明袁 呈反 S形或 C
形遥 高倍镜下 渊伊400冤观察院
头端钝圆袁 咽管呈柱状袁 口
腔短而浅袁 食道前后膨胀袁 中
间狭窄袁 生殖原基较大袁 生殖
孔位于虫体后 1/3处袁 尾端尖
细 渊图 1冤遥 符合粪类圆线虫
的特征袁 确定为粪类圆线虫杆
状蚴遥 隐血试验阴性遥 诊断为
HIV合并粪类圆线虫感染袁 不
排除肺结核遥 给予支持性疗
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