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揖Abstract铱 Objective To investigate the kinetics of IgA secreting cells 渊IgASCs冤 in small intestine and the

specific antibody level induced by Toxoplasma gondii tachyzoite infection in mice. Methods Ninety鄄six BALB/c mice
were randomly divided into 2 groups, 12 were intragastrically given 0.5 ml PBS as control, the rest were each intragastri鄄
cally infected with 1伊104 tachyzoites of the virulent RH strain Toxoplasma gondii. On the day 2, 4, 6, 8, 10, 12, and 14
post infection, 12 mice were sacrificed respectively. The quantity of IgASCs in mucosa of duodenum, jejunum and ileum was
detected by immunohistochemistry analysis. IgA in sera and in intestinal washes was determined by ELISA. Results
The IgASCs were found in lamina propria of the small intestine mucosa. The amount of IgASCs in duodenal mucosa inc鄄
reased gradually with the time after infection, while in jejunal mucous membrane it increased from the day 2 to 8, and
then decreased to the level of before infection on day 14. The amount of IgASCs in ileal mucous membrane also increased
from day 2 to 6, then descended gradually and on the day 12 to a level lower than that of before infection. IgA level in
the intestinal washes increased continually but there was no significant change in serum samples. The correlation between
IgA level in intestinal washes and the quantitative change of IgASCs in mucosa of duodenum, jejunum and ileum was
r=0.732 渊P约0.01冤, r=0.116 渊P跃0.05冤 and r=-0.429 渊P约0.01冤, respectively. Conclusion Toxoplasma gondii infection
induces a high level expression of IgASCs in duodenum and an increase of IgA antibody in the intestinal washes, showing
a positive correlation. The high level IgA in the intestinal washes is mainly from IgASCs of the duodenal mucosa.
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弓形虫速殖子经口感染侵入肠黏膜袁 在肠黏膜上
皮细胞内大量增殖袁 通过循环系统播散全身致病咱1暂遥
肠黏膜屏障是抵抗弓形虫感染的首道防线袁 在阻止弓
形虫入侵和播散中发挥重要作用 咱2暂遥 分泌型 IgA

弓形虫感染鼠小肠 IgA分泌细胞数量
与 IgA水平动态变化
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揖摘要铱 目的 动态观察弓形虫速殖子经口感染小鼠诱导 IgA分泌细胞渊IgASCs冤数量和抗体应答水平遥 方法 BALB/c
小鼠 96只袁 随机选取 12只以 PBS灌胃渊0.5 ml/只冤袁 其余小鼠用 RH株弓形虫速殖子灌胃渊1伊104个/只冤袁 分别于感染后
2尧 4尧 6尧 8尧 10尧 12和 14 d各随机处死 12只遥 免疫组化检测小鼠十二指肠尧 空肠和回肠黏膜中 IgASCs数量袁 ELISA
测定小肠液和血清 IgA水平遥 结果 IgASCs分布于小肠黏膜固有层中袁 不同肠段 IgASCs数量的变化规律各异遥 随感
染后时间的推移袁 十二指肠黏膜 IgASCs数量呈上升趋势遥 感染后 2耀8 d袁 空肠黏膜的 IgASCs数量升高袁 随后下降袁 至
14 d降至感染前水平遥 回肠黏膜 IgASCs数量在感染后 2耀6 d升高袁 随后下降袁 12 d降至低于感染前水平遥 感染后小肠
液 IgA水平持续增高袁 血清 IgA无明显变化遥 十二指肠尧 空肠和回肠黏膜的 IgASCs数量与小肠液 IgA水平的相关性分
别为 r=0.732 渊P约0.01冤尧 r=0.116 渊P跃0.05冤和 r=-0.429 渊P约0.01冤遥 结论 弓形虫速殖子经口感染小鼠可诱导十二指肠

IgASCs高水平表达和小肠液 IgA水平增高袁 两者呈正相关遥 小肠液中高水平的 IgA主要由十二指肠黏膜 IgASCs分泌遥
揖关键词铱 刚地弓形虫；抗体分泌细胞；IgA；黏膜免疫
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渊sIgA冤是机体分泌量最多的抗体袁 以肠道的含量最
高袁 与肠黏膜共同构成阻止病原体入侵的有效屏障遥
抗体分泌细胞渊antibody secreting cells袁 ASCs冤大

量存在于病原体或异体蛋白易于入侵的部位袁 如淋巴
结的髓索尧 脾的红髓尧 消化道及呼吸道的固有层和慢
性炎症部位咱3袁4暂遥 病原体渊抗原冤入侵机体后袁 ASCs提
供最早期和最快速的抗体分泌遥 机体 80%以上的
ASCs存在于肠黏膜固有层内袁 大部分 IgA由肠黏膜
固有层的长寿命 ASCs合成袁 少部分由呼吸道尧 唾液
腺和生殖道黏膜的 ASCs合成遥
研究表明袁 IgA 可抑制蠕虫的生长和生殖 咱5,6暂遥

Bungiro等咱7暂研究证实袁 sIgA可与黏膜和系统免疫应
答共同作用袁 对钩虫感染起免疫保护作用遥 研究证
实袁 弓形虫感染或弓形虫可溶性速殖子抗原渊STAg冤
鼻内免疫小鼠均可诱导小肠分泌高水平的 sIgA咱8鄄10暂袁
但具体是由哪段小肠分泌袁 尚不清楚遥 本研究观察小
肠不同部位黏膜 IgASCs的动态变化及其与小肠液中
sIgA水平的关系袁 探讨 IgASCs在抗弓形虫感染的黏
膜免疫应答中的作用遥

材料与方法

1 实验动物及虫株来源

7耀8周龄 BALB/c小鼠渊SPF级冤袁 雌雄各半袁 购
自中国医学科学院实验动物研究所遥 RH株弓形虫由
北京大学医学部寄生虫学教研室高兴政教授馈赠袁 本
室液氮保存遥

2 动物分组

BALB/c小鼠 96只袁 随机取 12只以 PBS灌胃渊0.5
ml/只袁 对照组冤袁 其余小鼠以 RH株弓形虫速殖子 1伊104

个/只渊溶于 0.5 ml PBS冤灌胃袁于感染后 2尧 4尧 6尧 8尧 10尧
12和 14 d各随机取 12只袁 眼静脉丛取血后处死袁 并
取小肠 渊含十二指肠尧 空肠和回肠冤 用于以下实验遥

3 小鼠血清及小肠液 IgA检测
分离小鼠血清袁 ELISA法测定 IgA水平遥 弓形虫

速殖子可溶性抗原渊STAg冤包被酶标板袁 4 益过夜曰 弃孔
中液体袁 加封闭液于 37 益封闭 40 min袁 洗涤液洗涤
3次袁 每次 3 min曰 加入待测血清样品 100 滋l 渊1 颐50冤袁
每份样品加双孔袁 37 益 60 min袁 洗涤 3 次袁 每次
3 min曰 每孔加入辣根过氧化物酶 渊HRP冤 标记的山
羊抗小鼠 IgA 渊美国 Sigma 公司冤100 滋l 渊1 颐 1 000冤袁
37 益 60 min袁 洗涤 3次袁 每次 3 min曰 加入底物邻苯
二胺 渊OPD鄄H2O2冤袁 每孔 100 滋l袁 置 37 益避光显色
30 min袁 加入终止液 50 滋l终止反应袁 酶标仪 渊ZS鄄2冤

测定吸光度渊A 492冤遥
按文献咱8暂方法袁 将小鼠小肠置于平皿中袁 剪成 2耀

3 cm的小段袁 3 ml PBS冲洗所有肠段 3次袁 收集肠
腔冲洗液袁 700伊g离心 10 min袁 取上清袁 -20 益保存
备用遥 小肠液 sIgA测定方法同血清 IgA测定遥

4 小鼠小肠黏膜 IgA分泌细胞检测
取小鼠十二指肠尧 空肠和回肠各 1 cm袁 PBS 洗

涤袁 鲍氏液渊Bouin爷s solution冤固定袁 常规石蜡切片遥
组织切片经脱蜡尧 复水尧 灭活内源性酶尧 微波修复抗
原尧 增敏二氨基联苯胺 渊DAB冤 显色尧 苏木素复染及
脱水袁 中性树胶封片遥 每张切片随机选取 10个视野袁
光镜下计数 IgASCs数量遥

5 统计学分析

采用 SPSS 11.5软件对组内实验数据进行方差分
析袁 组间用 t检验分析遥 IgASCs数量与 sIgA水平进行
Pearson相关分析遥

结 果

1 小鼠血清和小肠冲洗液 IgA水平动态变化
小鼠血清 IgA 水平在感染后 10 d 内略有升高袁

随后略有下降袁 但无统计学差异渊图 1冤遥 随感染后时
间的推移袁 小肠冲洗液中 sIgA水平呈升高趋势袁 并
持续至实验结束 渊感染后 14 d冤渊图 2冤遥

图 1 弓形虫感染对小鼠血清 IgA水平的影响
Fig.1 Effect of T. gondii infection on serum IgA level
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图 2 弓形虫感染对小鼠小肠冲洗液 sIgA水平的影响
Fig.2 Effect of T. gondii infection on sIgA level in small intestinal washes
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讨 论

肠上皮细胞是消化道抵抗弓形虫入侵的首要细

胞袁 研究表明袁 IgA的跨细胞途径可干扰弓形虫在细
胞内的增殖咱11暂遥 本实验中小鼠经口感染弓形虫速殖子
后袁 血清 IgA无明显变化袁 小肠液 IgA水平持续增高袁

2 小肠 IgASCs动态变化
小鼠从感染至被处死 渊第 14天冤袁 十二指肠黏膜固

有层中 IgASCs数量持续增高渊图 3A耀D尧 图 4A冤曰 空
肠黏膜的 IgASCs数量在感染后 2耀8 d升高袁 随后迅
速下降袁 至 14 d下降至感染前水平 渊图 3E耀H尧 图
4B冤曰 回肠黏膜 IgASCs数量在感染后 2耀6 d升高袁 随
后下降袁 至12d下降至低于感染前水平渊图3I耀L尧图4C冤遥

3 小肠 IgA分泌细胞与小肠液 sIgA水平相关性
Pearson相关分析显示袁 小肠冲洗液 sIgA水平与十

二指肠黏膜 IgASCs数量呈正相关渊r=0.732袁 P约0.01冤袁
与空肠黏膜 IgASCs数量无相关 渊r=0.116袁 P跃0.05冤袁
与回肠黏膜 IgASCs数量呈负相关 渊r=-0.429袁 P约0.01冤
渊图5冤遥

A: 十二指肠袁 B: 空肠袁 C: 回肠遥
A: Duodenum, B: Jejunum, C: Ileum.

图 4 感染弓形虫小鼠小肠黏膜固有层中 IgASCs数量动态变化
Fig.4 Kinetics of IgASCs amount in the mucosal lamina propria of intestinal mucosa of T. gondii鄄infected mice
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A尧 E尧 I: 未感染袁 B尧 F尧 J: 感染后 4 d袁 G: 感染后 6 d袁 C尧 K: 感染后 8 d袁 H: 感染后 12 d袁 D尧 L: 感染后 14 d遥
A, E, I: No infection, B, F, J: 4 d after infection曰 G: 6 d after infection曰 C, K: 8 d after infection曰 H: 12 d after infection曰 D, L: 14 d after
infection.

图 3 十二指肠渊A耀D冤尧空肠渊E耀H冤和回肠渊I耀L冤黏膜固有层中 IgASCs渊棕黄色袁 伊 400冤
Fig.3 IgA鄄secreting cells 渊buffy cells冤 in the mucosal lamina propria of duodenum 渊A-D冤, jejunum 渊E-H冤 and ileum 渊I-L冤渊in pale brown袁 伊400 冤
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黏膜部位针对弓形虫抗原启动了强烈的黏膜 IgA抗体
应答袁 发挥局部黏膜免疫作用遥

sIgA是外分泌液和黏膜部位主要的免疫球蛋白袁
McLeod等咱12暂运用免疫荧光和 ELISA法检测表明袁 经口
感染 Me49株弓形虫缓殖子小鼠肠道分泌物中的sIgA
可减少肠上皮细胞初次感染遥 Kasper等咱13暂将sIgA与弓
形虫共孵育袁 弓形虫对肠上皮细胞的感染力降低遥 由
此可见袁 IgA可有效抑制弓形虫对宿主细胞的侵袭损
伤袁 弓形虫特异性 IgA是黏膜免疫的主要效应成分遥
经口感染弓形虫小鼠的唾液尧 肠液和乳汁内

IgA尧 IgG和 IgM含量增高袁 肠液和乳汁内的 sIgA均
可识别包括 P30在内的多种弓形虫蛋白抗原咱14暂遥 可见
弓形虫感染后黏膜免疫产生的 sIgA通过与弓形虫抗
原的作用可抑制弓形虫感染的继续发展遥
在抗原刺激下袁 肠黏膜分泌 IgA尧 IgM和 IgG的

ASCs比例为 81.9 颐15.7 颐2.5袁 以分泌 IgA的 ASCs数量
最多袁 而 IgASCs分泌的 sIgA在胃肠道局部体液免疫
中起着极为重要的作用遥 IgASCs在黏膜相关淋巴组织
渊MALT冤中分化袁 IgASCs的归巢需要归巢分子 47和
CCR9与其配体黏膜地址素细胞黏附分子 1和 CCL25
相互作用袁 而这些分子一起在小肠表达咱15暂遥 小鼠经口
感染弓形虫后袁 全身多处 MALT的免疫细胞被激活袁
形成庞大的免疫应答网络袁 刺激小肠黏膜部位产生大
量 IgASCs袁 肠腔内 sIgA水平持续升高袁 发挥抗虫效应遥
本研究显示袁 BALB/c 小鼠经口感染弓形虫 RH

株速殖子可诱导 IgA分泌细胞高表达袁 发挥局部黏膜
免疫作用袁 而不同肠段 IgASCs数量的变化规律各异遥
十二指肠尧 空肠和回肠黏膜的 IgASCs数量与小肠液
IgA的相关性分别为正相关尧 零相关和负相关袁 表明
小肠液中高水平的 IgA 主要由十二指肠黏膜的

IgASCs分泌遥 由于回肠黏膜内具有集合淋巴小结袁
因而产生强烈的应答袁 引起严重的急性回肠炎症袁 导
致回肠黏膜大面积损伤咱15暂袁 回肠黏膜固有层中
IgASCs 数量低于感染前水平袁 不能持续分泌 sIgA遥
十二指肠腺体较多袁 绒毛发达袁 呈宽大的叶状袁 其黏
膜免疫应答较回肠缓慢袁 引起十二指肠慢性炎症遥 因
而袁 十二指肠对弓形虫速殖子的入侵产生持续的黏膜
免疫应答袁 分泌 IgA的 ASCs高水平表达袁 持续分泌
sIgA袁 发挥局部黏膜免疫作用遥
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