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妊娠对小鼠旋毛虫感染免疫应答的影响

渊1 Department of Parasitology袁 Medical College袁 Zhengzhou University袁 Zhengzhou 450052袁 China曰 2 The
Third Affiliated Hospital袁 Medical College袁 Zhengzhou University袁 Zhengzhou 450052袁 China冤
揖Abstract铱 Objective To study the effect of pregnancy on the immune response against Trichinella spiralis

infection in mice. Methods Six pregnant mice were orally infected each with 300 muscle larvae of T. spiralis袁 and
the serum anti鄄Trichinella antibodies at different time after infection were detected by ELISA. The mice were sacrificed 6
weeks after infection and the carcass was digested to observe the muscle larval burden 渊 larvae per gram袁 lpg冤 . The
ability of sera from infected pregnant mice to mediate the death of pre鄄encapsulated larvae 渊PEL冤 were assayed in an
antibody鄄dependent cell鄄mediated cytotoxicity 渊ADCC冤 . On 6th袁 8th and 12th day after infection袁 the infected pregnant
mice were sacrificed to examine the intestinal worm burden and the fecundity index of female worms in vitro. Six virgin
mice injected with progesterone were infected with T. spiralis袁 the serum antibodies and muscle larval burden were
detected 6 weeks after infection. Results The absorbance value of sera from pregnant mice 渊0.113冤 were significantly
higher than that from virgin mice 渊0.078冤 at 2 weeks after infection 渊F=21.390袁 P约0.05冤 . The muscle larval burden in
pregnant mice 渊1 251依450 lpg冤 was significantly lower than that of virgin mice 渊2 310依1 123 lpg冤 6 weeks after infection
渊t=2.419袁 P约0.05冤 . The ability of sera to mediate the death of pre鄄encapsulate larvae in ADCC was significantly higher
in pregnant mice 渊 42.6% 冤 than in virgin mice 渊 26.9% 冤 at 2 weeks after infection 渊 F =1.195袁 P约0.05冤 . The
difference of intestinal worm burdens on 6th袁 8th and 12th day after infection have no statistical significance between
pregnant and virgin mice 渊Z6=-1.185袁 Z8=-0.149袁 Z12=-0.298袁 P跃0.05冤袁 so did the difference of fecundity index of
female worms in vitro on 6th and 8th day after infection between the two groups 渊Z6=-0.149袁 Z8=-1.043袁 P跃0.05冤 .
Serum absorbance value of progesterone injected virgin mice 渊0.299冤 was significantly higher than that of no鄄injected
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揖摘要铱 目的 研究妊娠对小鼠旋毛虫感染免疫应答的影响遥 方法 6只孕鼠分别经口感染 300条旋毛虫肌幼虫袁
ELISA检测感染后不同时间血清抗体水平遥 感染后 6周剖杀袁 消化全身肌肉计算每克肌肉虫荷 渊lpg冤遥 测定孕鼠感染后
1耀4周血清介导的抗体依赖细胞介导的细胞毒性作用 渊ADCC冤 对成囊前期幼虫 渊PEL冤 的杀伤作用遥 观察孕鼠感染旋
毛虫后第 6尧 8和 12天的肠道虫荷及雌虫体外生殖力指数遥 对 6只处女鼠肌肉注射孕酮袁 观察其感染旋毛虫后 6周的
血清抗体水平与肌肉虫荷遥 结果 孕鼠感染旋毛虫后 2周的血清抗体水平 渊A 492=0.113冤 显著高于未孕鼠 渊A 492=0.078冤
渊F=21.390袁 P约0.05冤遥 孕鼠感染后 6周的每克肌肉虫荷 渊1 251依450冤 明显低于未孕鼠 渊2 310依1 123冤渊t=2.419袁 P约0.05冤遥
孕鼠感染后 2周血清介导的 ADCC导致成囊前期幼虫的死亡率 渊42.6%冤 显著高于未孕鼠 渊26.9%冤渊F=1.195袁 P约0.05冤遥
孕鼠感染后第 6尧 8和 12天的肠道虫荷与未孕鼠相比差异均无统计学意义 渊Z6=-1.185袁 Z8=-0.149袁 Z12=-0.0289袁 P跃0.05冤袁
感染后第 6和 8天孕鼠与未孕鼠的雌虫生殖力指数间的差异亦无统计学意义 渊Z6=-0.149袁 Z8=-1.043袁 P跃0.05冤遥 孕酮注
射处女鼠感染旋毛虫后 6周的血清抗体水平 渊A 492=0.299冤 显著高于对照组 渊A 492=0.191冤渊t=2.955袁 P约0.05冤袁 但其每克肌
肉虫荷 渊1 457依551冤 与对照组 渊1 235依439冤 相比差异无统计学意义 渊t=0.726袁 P跃0.05冤遥 结论 妊娠在小鼠抗旋毛虫

感染的免疫应答中具有协同作用袁 其机制可能与孕鼠感染旋毛虫后早期血清抗体水平升高及其介导的 ADCC对成囊前
期幼虫的杀伤作用增强等有关遥
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virgin mice 渊0.191冤 渊t=2.955袁 P约0.05冤袁 but the difference of muscle larval burden between the injected 渊1 457依551冤
and no鄄injected virgin mice 渊1235依439冤 showed no statistical significance 渊t=0.726袁 P跃0.05冤 . Conclusion Pregnancy has
a synergetic effect on immune response of mice against T. spiralis infection袁 which may be related with the increased level
of serum anti鄄Trichinella antibody and enhanced ability of sera in mediating the death of pre鄄encapsulated larvae in ADCC.

揖Key words铱 Trichinella spiralis曰 Pregnancy曰 Progesterone曰 Antibody鄄dependant cell mediate cytotoxicity
渊ADCC冤曰 Immune synergism曰 Antibody曰 Pre鄄encapsulated larvae
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妊娠是一种特殊的生理状态袁 受神经尧 免疫及内
分泌共同调节袁 妊娠期间免疫状态的改变袁 可影响寄
生虫感染的病程袁 但目前对妊娠期间寄生虫感染免疫
的研究主要集中在原虫咱1袁2暂遥 前期研究发现孕鼠感染
旋毛虫后的肌肉虫荷明显低于正常雌鼠咱3暂遥 健康雄性
小鼠比雌性小鼠对旋毛虫的易感染性高袁 感染旋毛虫
后 7耀9 d袁 雄鼠的肠道炎症反应明显低于雌鼠袁 从雄
鼠肠道获得的雌虫数量及雌虫的体外生殖力均明显高

于雌鼠咱4暂曰 将雄鼠和雌鼠的性腺切除后两者的肠道和
肌肉虫荷则无明显差异咱5暂曰 雄鼠注射雌激素 渊双丙酸
雌二醇冤 后袁 雄鼠的肌肉虫荷明显降低咱6暂遥 上述结果
提示雌激素可能与小鼠感染旋毛虫后的肠道排虫反应

增加及雌虫生殖力下降有关遥 为了解妊娠与雌激素在
宿主抗旋毛虫感染的免疫应答中是否具有协同作用及

其作用机制袁 本研究对孕鼠和注射孕酮的处女鼠 渊未
受孕过的健康雌鼠冤 感染旋毛虫后的血清抗体水平及
虫荷等进行观察遥

材料与方法

1 旋毛虫虫种与实验动物

本实验所用旋毛虫渊Trichinella spiralis袁 T1冤为波
兰猪源旋毛虫渊编号 ISS3冤袁 引自国际旋毛虫参考中心
渊International Trichinella Reference Centre袁 ITRC冤袁由
本教研室昆明小鼠传代保种遥 40日龄健康昆明小鼠袁
体重 20耀25 g袁 购自郑州大学医学院实验动物中心遥

2 小鼠血清抗旋毛虫抗体 IgG测定
小鼠血清抗旋毛虫抗体 IgG水平的测定按文献 [7]

操作遥 终止反应后用酶标仪 渊SUNRISE袁 美国 TECAN
公司冤 测定样品孔的吸光度 渊A 492值冤袁 待测样本 A 492
值大于阴性对照 A 492值的 2.1倍判为阳性遥

3 肠道成虫收集及雌虫体外生殖力指数 渊fecundity
index冤 测定
感染前小鼠禁食 24 h袁 每鼠经口感染 300条旋毛

虫肌幼虫袁 感染后第 6尧 8和 12天处死小鼠袁 沿小肠

上半部以狭长切口剖开尧 剪碎遥 剪碎的小肠于 37 益
生理盐水中温浴 5 h袁 倒置显微镜下计数肠道虫荷遥
无菌生理盐水 渊含青霉素和链霉素各 200 U/ml冤 洗涤
雌性成虫 3次袁 无胎牛血清的 RPMI 1640培养液 渊含
青霉素和链霉素各 100 U/ml冤 洗涤 2次遥 将洗涤后的
雌虫置于 RPMI 1640培养液 渊含 10%胎牛血清尧 青
霉素和链霉素各 100 U/ml冤 中袁 每毫升培养液含 100
条雌虫袁 于 37 益 5% CO2 培养箱中培养 24 h袁 倒置
显微镜下计数新生幼虫袁 并计算雌虫体外生殖力指
数袁 计算公式院 雌虫体外生殖力指数越新生幼虫条数/
雌虫条数遥

4 人工消化法与肌肉虫荷测定

小鼠感染 300条旋毛虫幼虫 6周后引颈处死袁 将
完整膈肌称重后压片镜检计数幼虫袁 计算每克膈肌虫
荷 渊larvae per gram袁 lpg冤遥 按照文献咱8暂方法人工消
化尧 收集幼虫袁 生理盐水反复洗涤袁 光镜下计数肌幼
虫数量袁 计算每克肌肉虫荷遥

5 孕鼠感染旋毛虫后血清抗体水平及肌肉虫荷观察

雌雄小鼠各 10只袁 分笼混养袁 其中 6只雌鼠受
孕袁 孕后 10耀15 d每鼠经口感染 300条旋毛虫幼虫曰
另取 8只健康处女鼠感染 300条旋毛虫幼虫作为对照
组遥 两组雌鼠均在感染后每周尾静脉采血袁 检测血清
抗体水平遥 感染 6周后剖杀袁 消化全身肌肉后计数每
克肌肉虫荷遥

6 孕鼠感染旋毛虫后不同时间肠道虫荷及雌虫体外

生殖力指数观察

雌雄小鼠各 20只袁 分笼混养袁 其中 13只雌鼠受
孕袁 受孕后 10耀15 d每鼠经口感染 300条旋毛虫幼
虫袁 感染后第 6尧 8和 12天分别剖杀 6尧 3和 4只孕
鼠回收肠道成虫袁 计算每只孕鼠平均肠道虫荷曰 体外
培养回收的雌虫袁 计数雌虫所产新生幼虫数袁 计算雌
虫体外生殖力指数遥 另取 18只健康处女鼠感染旋毛
虫作为对照遥
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7 抗体依赖细胞介导的细胞毒性作用 渊ADCC冤
7.1 成囊前期幼虫的收集 将感染旋毛虫 16 d后的小
鼠处死袁 全身肌肉剪碎后渊不加消化液冤直接用贝氏法
收集成囊前期幼虫渊pre鄄encapsulated larvae袁 PEL冤咱9暂袁
所有幼虫活动性良好遥
7.2 小鼠腹腔白细胞收集 剖杀健康雄性小鼠袁
75%乙醇消毒腹壁袁 小鼠腹腔注入 10 ml RPMI 1640
培养液 渊含青霉素和链霉素各 100 U/ml冤袁 上下颠倒
鼠体使培养液在腹腔内充分流动袁 抽取腹腔液体袁
300伊g离心 20 min袁 RPMI 1640培养液 渊含 10%胎牛
血清冤 洗涤 2次袁 计数白细胞数咱10暂遥
7.3 ADCC测定 在细胞培养板每孔中加入 30 滋l幼
虫悬液 渊含 40条幼虫尧 青霉素和链霉素各 100 U/ml尧
含 10%胎牛血清的 RPMI 1640培养液冤尧 10 滋l小鼠
感染旋毛虫后不同时间的血清及 100 滋l健康小鼠腹
腔白细胞悬液 渊5伊106个/ml冤袁 在 37 益 5% CO2 培养
箱中培养 24 h袁 光镜下计数死亡的成囊前期幼虫遥 低
倍镜下见虫体伸直尧 热刺激不运动尧 虫体断裂或高倍
镜下内部结构无法辨认者判为死亡幼虫遥 计算幼虫死
亡率袁 计算公式院 幼虫死亡率= 渊死亡虫数/总虫数冤
伊100%遥

8 孕酮注射雌鼠感染旋毛虫后血清抗体水平及肌肉

虫荷观察

6 只处女鼠肌肉注射孕酮袁 注射剂量 1 mg/只袁
每周 3次袁 连续 3周遥 于注射当天每只经口感染 300
条旋毛虫幼虫袁 感染 6周后眶窦静脉采血袁 检测血清
抗体水平遥 剖杀后计数膈肌与全身肌肉虫荷遥 另 5只
处女鼠不注射孕酮作为对照遥

9 统计学分析

采用 SPSS 13.0统计软件进行数据处理和统计分
析遥 采用单因素方差分析尧 独立样本的非参检验及独
立样本 t检验遥

结 果

1 孕鼠感染旋毛虫后血清抗体水平的变化

孕鼠感染旋毛虫 3 周后即能检测到抗旋毛虫抗
体袁 感染后 3耀6 周血清抗体阳性率分别为 83.3%
渊5/6冤尧 83.3% 渊5/6冤尧 100% 渊6/6冤 和 100% 渊6/6冤遥
未孕鼠亦于感染 3周后检测到抗旋毛虫抗体袁 感染后
3耀6周血清抗体阳性率分别为 50% 渊4/8冤尧 75% 渊6/8冤尧
75% 渊6/8冤 和 100% 渊7/7冤遥 孕鼠感染旋毛虫 2 周
后血清抗体水平 渊0.113依0.010冤 明显高于未孕鼠
渊0.078依0.011冤渊F=21.390袁 P约0.05冤 渊图 1冤袁 但孕鼠

与未孕期鼠感染后 3耀6周的血清抗体水平差异无统
计学意义 渊F=21.390袁 P跃0.05冤遥

2 孕鼠感染旋毛虫后 6周的肌肉虫荷
孕鼠与未孕鼠组感染旋毛虫 6周后的肌肉虫荷分

别为 1 251依450和 2 310依1123袁 孕鼠组的肌肉虫荷明
显低于未孕鼠组 渊t=2.419袁 P约0.05冤曰 与未孕鼠组相
比袁 孕鼠组的减虫率为 45.8%遥

3 孕鼠感染旋毛虫后不同时间肠道成虫荷及雌虫体

外生殖力指数

孕鼠与未孕鼠感染旋毛虫后 6耀12 d的肠道虫荷
及雌虫的体外生殖力指数 渊表 1冤 均随着感染时间的
延长而逐渐降低袁 孕鼠感染后第 6尧 8和 12天的肠
道虫荷与未孕鼠的差异无统计学意义 渊Z6=-1.185袁
Z8 =-0.149袁 Z12 =-0.0289袁 P跃0.05冤袁 孕鼠与未孕鼠
感染后第 6和 8天的雌虫生殖力指数差异亦无统计学
意义 渊Z6=-0.149袁 Z8=-1.043袁 P跃0.05冤遥

4 孕鼠血清介导的ADCC对成囊前期幼虫的杀伤作用
孕鼠感染旋毛虫后第 2周血清介导的 ADCC的

幼虫死亡率渊42.6%冤明显高于未孕鼠血清渊26.9%冤
渊F=1.195袁P约0.05冤曰 但感染后第 3耀4周血清介导的
ADCC幼虫死亡率在孕鼠组与未孕鼠组间的差异则无
统计学意义 渊F=1.195袁 P跃0.05冤渊图 2袁图 3冤遥

5 孕酮注射雌鼠感染旋毛虫后血清抗体水平与肌肉

虫荷

孕酮注射雌鼠感染旋毛虫后 6周的血清抗体水平
渊0.299依0.074冤明显高于对照组渊0.191依0.368冤渊t=0.726袁
P跃0.05冤遥 孕酮注射雌鼠的膈肌虫荷与肌肉虫荷分别

注院 虚线为阳性阈值遥 Note院 Dotted line represents positive cut鄄off.
图 1 孕鼠 渊茵冤 及未孕鼠 渊音冤 感染旋毛虫后血清抗体水平变化

Fig.1 Serum anti鄄Trichinella antibody dynamics in pregnant
渊茵冤 and virgin 渊音冤 mice infected with T. spiralis
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表 1 孕鼠与未孕鼠感染旋毛虫后肠道成虫荷及雌虫体外生殖力指数
Table 1 Intestinal worm burden and fecundity index of virgin and pregnant mice after infection with T. spiralis

感染后天数Days post infection
6
8

12

肠道成虫数No. intestinal adult worms
29依10渊6冤
42依4渊3冤
9依9渊4冤

体外生殖力指数Fecundity index in vitro
1.94依1.12渊3冤
2.25依0.70渊3冤

0.60 渊4冤

体外生殖力指数Fecundity index in vitro
2.23依1.55渊4冤
1.67依0.85渊5冤

0渊4冤

肠道成虫数No. intestinal adult worms
35依8渊9冤
40依9渊5冤
10依5渊4冤

为 5 148依648和 1 457依551袁 与对照组 渊4 724依1 271尧
1 235依439冤 相比差异无统计学意义 渊t=1.48袁 t=0.726袁
P跃0.05冤遥

讨 论

在旋毛虫病暴发中偶有孕妇感染旋毛虫袁 但旋毛
虫病对妊娠过程与胎儿发育的影响则不清楚遥 有文献

报道孕妇感染旋毛虫后可引起流产或早产咱11暂袁 但其机
制不清楚遥 在阿根廷发生的旋毛虫病暴发中袁 有 4例
孕妇在妊娠前 3个月感染旋毛虫袁 其中有轻度临床表现
3例袁 中度表现 1例袁 4例均足月产下健康婴儿咱12暂遥
目前用于治疗旋毛虫病的阿苯哒唑可能具有致畸性袁
一般情况下袁 孕妇和 2岁以下儿童禁用咱13暂遥 因此袁 开
展妊娠在宿主抗旋毛虫感染免疫应答中的作用及其机

制的研究袁 对孕妇感染旋毛虫病后治疗方案的制定具
有实际意义遥
本研究结果表明袁 孕鼠与未孕鼠的肠道虫荷及雌

虫的体外生殖力指数均随着感染时间的延长而逐渐降

低遥 孕鼠感染旋毛虫后 6周的肌肉虫荷与未孕鼠相比
明显下降袁 减虫率达 45.8%袁 可能与孕鼠感染旋毛虫
后早期的血清抗旋毛虫抗体水平升高有关遥 孕酮是维
持妊娠的重要激素袁 且有促使 Th1细胞向 Th2细胞
转变的作用曰 而 Th2细胞主要参与 B细胞增殖尧 抗
体产生和超敏反应的发生咱14暂遥 本研究中孕鼠感染旋毛
虫后 2周的血清抗体水平显著高于未孕鼠袁 可能与雌
鼠妊娠期间孕酮水平的明显升高有关曰 而孕鼠感染旋
毛虫后 3耀6周的血清抗体水平与未孕鼠相比差异无
统计学意义袁 则可能与孕鼠分娩后孕酮水平急剧下降
有关遥 孕酮注射雌鼠感染旋毛虫后的血清抗体水平明
显高于未注射孕酮的对照组袁 进一步表明孕酮可增加
宿主对寄生虫抗原刺激的敏感性袁 增强宿主的体液免
疫应答遥
孕鼠感染旋毛虫后第 2周血清介导的 ADCC对成

囊前期幼虫的杀伤作用明显高于未孕鼠的血清遥 然
而袁 孕酮注射雌鼠组感染旋毛虫后 6周的肌肉虫荷与
对照组相比无明显减少袁 提示在孕鼠体内可能还存在
有抗体非依赖性杀伤旋毛虫的其他途径遥 Nunez等咱10暂

发现孕鼠感染旋毛虫后的肌肉虫荷与未孕鼠相比明显

降低袁 孕鼠感染旋毛虫后 1耀4周血清介导的 ADCC
杀伤新生幼虫的死亡率明显高于未孕鼠曰 随后他还发
现孕酮可激活正常大鼠腹腔白细胞对旋毛虫新生幼虫

的杀伤作用袁 并且是抗体非依赖性的咱15暂遥 孕鼠感染旋
毛虫后第 3耀4周血清介导的 ADCC对成囊前幼虫的杀
伤作用与未孕鼠血清相比差异无统计学意义袁 可能与

未孕鼠 Virgin mice孕鼠 Pregnant mice

注院 括号中的数字为实验所用小鼠数量遥 Note院 Number in parenthesis is the number of experiment mice.

A院 18 h 时幼虫体表有腹腔白细胞黏附渊伊400冤袁 B院 24 h 时幼虫死亡
后伸直袁体表被腹腔白细胞包裹渊伊100冤遥
A院Pre鄄encapsulated larva adhered with peritoneal leukocytes at 18 h (伊4
00)袁 B院 Dead straight PEL enclosed by peritoneal leukocytess at 24 h
(伊100).

图 3 感染旋毛虫的孕鼠血清介导的 ADCC对成囊
前期幼虫的杀伤作用

Fig.3 Ability of sera from infected pregnant mice in mediating
the killing of PEL in ADCC assay

A B

图 2 感染旋毛虫的孕鼠与未孕鼠血清介导的 ADCC
对成囊前期幼虫的杀伤作用

Fig.2 Ability of sera from pregnant and virgin mice infected with
T. spiralis in mediating the killing of PEL in ADCC assay

感染后周数
Weeks after infection
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阴 孕鼠袁 Pregnant mice曰 未孕鼠袁 Virgin mice遥
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小鼠感染旋毛虫后晚期血清中出现了阻断抗体有关咱16暂遥
妊娠在宿主抗旋毛虫感染的保护性免疫应答中具

有协同作用袁 其机制可能与宿主在妊娠期间感染旋毛
虫后早期血清抗旋毛虫抗体水平升高及血清介导的

ADCC对新生幼虫和成囊前期幼虫的杀伤作用增强等
有关遥 孕妇感染旋毛虫后仅有轻度或中度的临床表
现袁 亦可能与上述协同作用导致了肌肉虫荷降低有
关咱12暂遥 然而袁 在妊娠期间出现的这些保护性免疫应
答尚不能阻断大鼠尧 小鼠及豚鼠等宿主感染旋毛虫后
垂直传播的发生咱3袁15袁17暂遥
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