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刚地弓形虫是一种细胞内寄生原虫袁 可感染多种
哺乳动物的有核细胞袁 引起人兽共患弓形虫病遥 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倍受关注遥 研究

弓形虫在宿主体内的移行和分布对了解其致病机制和

制定防治策略具有重要意义遥
弓形虫自然感染途径是经口感染袁 感染后侵入肠

道黏膜上皮袁 在肠黏膜上皮细胞内大量繁殖袁 随后通
过循环系统播散至全身咱1暂遥 刘俊燕等咱2暂采用免疫组织
化学法观察经腹腔感染的弓形虫 RH株速殖子在小鼠
组织内的分布遥 Conley和 Dubey等应用免疫组织化学
动态观察到经口感染弓形虫弱毒株缓殖子咱3暂尧 包囊咱4暂和
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揖Abstract铱 Objective To observe the early kinetics of Toxoplasma gondii infection in mice inoculated with

tachyzoites of RH strain. Methods Twenty BALB/c mice were administered intragastrically with tachyzoites of RH
strain 渊2伊104/mice冤. Parasite burdens in mesenteric lymph node 渊MLN冤, liver, spleen, lung and brain were determined by
chromogenic in situ hybridization targeting SAG2 mRNA at 1, 2, 4, 6 and 8 days postinfection. Five mice were inoculated
with PBS as blank control. Results The MLN, liver and spleen were the first organs where tachyzoites were found on
the first day after infection, followed by the lungs on the 4th day and the brain on the 6th day. On days 6 to 8 after
infection, there was a significant difference on parasite load among the tissues渊P<0.05冤, and the parasite load in MLN was
highest, followed by that of liver, spleen, lungs and brain. The number of tachyzoites in various tissues was time鄄
dependent. Conclusion T. gondii tachyzoites were first detected in MLN, liver and spleen, then in the lungs, and finally
in the brain. The number of tachyzoites in the MLNs increased more rapidly.
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RNA原位杂交法检测灌胃接种弓形虫速殖
子小鼠体内虫体的早期动态分布
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揖摘要铱 目的 观察经灌胃接种弓形虫 RH株速殖子后袁 虫体在小鼠体内的早期动态分布遥 方法 弓形虫 RH株速
殖子经灌胃接种 BALB/c小鼠 20只渊2伊104/只冤袁 用 RNA原位杂交法观察感染后 1尧 2尧 4尧 6和 8 d小鼠的肠系膜淋巴结
渊MLN冤尧 肝尧 脾尧 肺和脑组织内速殖子的数量及分布趋势遥 同时设 PBS空白对照组渊5只冤遥 结果 感染后 1 d袁 在MLN尧
肝和脾组织内均检测到速殖子袁 分别于感染后 4 d和 6 d在肺和脑组织内检测到速殖子遥 感染后 6耀8 d袁 各组织间虫荷
差异均有统计学意义 渊P值均<0.05冤袁 组织内虫荷依次为 MLN跃肝跃脾跃肺跃脑袁 各组织内虫体数量呈时间依赖性遥 结论

弓形虫 RH株速殖子经灌胃接种后袁 首先侵入 MLN尧 肝和脾袁 其次为肺袁 最后为脑袁 且虫体在 MLN内增殖较快遥
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卵囊咱5暂后袁 弓形虫首先侵入小肠上皮细胞然后到达肠
系膜淋巴结 渊MLN冤袁 最后出现在脑组织内遥 作者前
期研究结果显示袁 弓形虫速殖子经口感染后袁 15 min
即可侵入小肠上皮细胞袁 随后通过固有层播散至全
身而致病咱6暂遥 申金雁等咱7暂采用组织印片吉鄄瑞氏染色法
观察经口感染弓形虫 RH株速殖子在小鼠组织内的分
布遥 本实验采用 RNA原位杂交法观察灌胃接种弓形
虫 RH株速殖子后小鼠组织内虫体的动态分布袁 为进
一步探究弓形虫在机体内的播散途径提供实验基础遥

材料与方法

1 动物和虫株

清洁级 BALB/c 小鼠 25 只袁 雌性袁 7耀8 周龄袁
购自中国医学科学院实验动物研究所遥 弓形虫国际标
准强毒 RH株袁 由北京大学医学部高兴政教授惠赠袁
本室液氮保种遥

2 主要试剂

焦碳酸二乙酯渊DEPC冤尧 十二烷基磺酸钠渊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 公司遥 牛血清白蛋白购自瑞士
Roche公司遥 去离子甲酰胺尧 硫酸葡聚糖和三羟甲基
氨基甲烷渊Trisbase冤购自美国 Amresco公司遥 地高辛标
记探针检测试剂盒玉购自武汉博士德生物有限公司遥

3 探针及标记

参考文献咱8暂的弓形虫速殖子表面抗原 2渊SAG2冤
mRNA渊GenBank 登录号为 M33572冤特异性寡核苷酸
探针序列 渊5忆鄄GGT CTC GCA GGT TTG TTG ATC
ACG TTT GT鄄3忆冤袁 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

25只 BALB/c小鼠随机分为感染组 渊20只冤和对
照组 渊5只冤袁 感染组小鼠用弓形虫 RH株速殖子灌胃
感染渊2伊104/只袁悬于 0.2 ml PBS冤袁 对照组给予 0.2 ml
PBS遥 感染后 1尧 2尧 4尧 6和 8 d袁 分别颈椎脱臼处死
感染组小鼠 4 只和对照组小鼠 1只袁 取 MLN尧 肝尧
脾尧 肺和脑袁 4%多聚甲醛固定袁 常规石蜡包埋袁 按
7 滋m厚度切片袁 用于 RNA原位杂交实验遥

5 RNA原位杂交及结果判定
按照文献咱8暂的方法原位杂交袁 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 中性树胶封片咱6暂遥

以常规感染弓形虫速殖子后 72 h的小鼠腹水涂
片为阳性对照袁 对照组小鼠组织切片为阴性对照遥 光
镜下弓形虫速殖子呈棕黄色颗粒为杂交阳性遥 每张组
织原位杂交切片在高倍镜 渊伊400冤下计数 50个视野
内的速殖子数袁 计算平均值袁 再计算每组同批处死
的4只小鼠感染速殖子的平均值遥

6 统计学分析

采用 SPSS11.5统计软件袁 进行重复测量方差分析遥
结 果

1 组织内速殖子的分布

对照组小鼠组织内均未发现速殖子遥 感染组于感
染后 1 d袁 观察到单个游离速殖子出现在 MLN尧 肝和
脾组织中遥 MLN内速殖子始见于被膜下淋巴窦及髓
窦内渊图 1A冤袁 感染后 2 d速殖子已侵入 MLN皮质区遥
在肝组织袁 感染后 1 d速殖子主要集中于门管区周
围肝细胞胞浆及肝窦内渊图 1B冤袁 感染后 2 d袁 肝内
速殖子侵入肝细胞核并播散至肝组织被膜下遥 在脾组
织袁 速殖子始见于红髓的脾血窦内 渊图 1C冤及血窦周
围的脾索内袁 感染后 2 d达脾白髓遥 感染后 4 d速殖
子可见于肺内袁 游离的速殖子分布于肺血管腔周围袁
肺泡上皮细胞 渊图 1D冤尧 肺泡间质尧 肺泡腔尧 支气
管黏膜和平滑肌中遥 感染后 6 d袁 于脑组织皮质内检
获虫体渊图 1E冤遥

2 各组织内虫荷的动态变化

统计学分析显示袁 随感染时间推移袁 MLN尧 肝尧
脾尧 肺和脑等 5种组织内的虫荷均明显增加渊图 2冤遥
MLN尧 肝和脾的虫荷于感染后相邻时间点的差异均有
统计学意义渊均 P<0.05冤遥 自感染后 4 d起袁 相邻时间
点肺内虫荷差异均有统计学意义 渊均 P<0.05冤遥 脑组
织内感染后 8 d的虫荷显著高于感染后 6 d渊P<0.05冤袁
其他时间点差异均无统计学意义渊均 P>0.05冤遥

同一感染时间内袁 MLN尧 肝尧 脾尧 肺和脑组织间
的虫荷亦有差别遥 感染后 1耀8 d内袁 MLN尧 肝和脾内
的虫荷均显著高于肺与脑 渊均 P<0.05冤遥 感染后 1 d袁
MLN内虫荷显著高于肝和脾渊均 P<0.05冤曰 感染后 2耀
4 d袁 MLN和肝内的虫荷均显著高于脾 渊均 P<0.05冤遥
感染后 6耀8 d袁 各组织间虫荷的差异均有统计学意义
渊均 P<0.05冤袁 感染后 6耀8 d 各组织内虫荷顺序为
MLN跃肝跃脾跃肺跃脑遥
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图 2 小鼠组织内虫荷 渊速殖子数冤 动态变化
Fig.2 Dynamic changes of Toxoplasma gondii tachyzoites

in mouse tissues

A院 感染后 1 d速殖子侵入 MLN髓窦 渊尹冤袁 B院 感染后 1 d速殖子侵入肝门管区附近肝细胞 渊尹冤 及肝窦 渊尹冤袁 C院 感染后 1 d速殖子侵入脾
红髓内 渊尹冤袁 D院 感染后 4 d速殖子侵入肺泡上皮细胞 渊尹冤袁 E院 感染后 6 d速殖子侵入大脑皮质内 渊尹冤遥
A院 On the first day after infection, tachyzoites in medullary sinus of mesenteric lymph nodes 渊尹冤袁 B院 Tachyzoites in hepatocytes 渊尹冤 and
hepatic sinusoid 渊尹冤 near portal area on the first day after infection袁 C院 Tachyzoites in splenic red pulp on the first day after infection
渊尹冤袁 D院 Tachyzoites in the epithelium of pulmonary alveolus on the 4th day after infection 渊尹冤袁 E院 Tachyzoites in cerebral cortex on the
6th day after infection 渊尹冤 .

图 1 弓形虫速殖子在小鼠体内的分布 渊伊400冤
Fig. 1 Toxoplasma gondii tachyzoites in mouse tissues 渊伊400冤

讨 论

RNA原位杂交法是一种简便准确的弓形虫病理检
测方法遥 史晓燕等咱8暂使用 RNA原位杂交尧 免疫组化
和苏木素鄄伊红染色渊HE冤等不同方法检测小鼠组织内

弓形虫袁 并进行比较袁 RNA原位杂交法于感染后 2 d
即在肝脏内检到弓形虫袁 而免疫组化法于感染后 3 d
检到虫体袁 常规 HE染色难于清楚辨认组织内的单个
虫体袁 且使用 RNA原位杂交法组织内弓形虫的检出
率高于免疫组化和 HE染色法遥 本实验结果显示采用
RNA原位杂交法于感染后 1 d袁 即可在 MLN尧 肝和脾
组织中检到虫体袁 且弓形虫形态清晰袁 无背景着色遥

Dubey等咱4,5暂观察到灌胃感染芋型缓殖子后 2 d袁
于小鼠 MLN发现虫体袁 感染后 6 d在脑组织检测到曰
而灌胃感染卵囊后 8 h袁 虫体至 MLN袁 感染后4 d
虫体播散至其他脏器组织袁 于感染后 8 d脑组织内可
见组织包囊遥 申金雁等咱7暂采用组织印片发现速殖子经
口感染小鼠后 2 d袁 小肠组织内出现大量虫体袁 肺和
心脏有少量速殖子袁 感染后 4 d在脾尧 6 d在肾和肝
脏发现虫体袁 脑内未见虫体遥 刘利等咱9暂经静脉注射弓
形虫 RH株速殖子后袁 采用直接涂片法观察到感染后
8 d在脑组织中开始发现虫体遥 本实验结果显示袁 感染
后 1 d袁 速殖子已达 MLN尧 肝和脾组织袁 2 d即已播
散至 MLN皮质内以及肝尧 脾组织被膜下袁 感染后 4 d
速殖子可见于肺内袁 感染后 6 d于脑组织间质内检测
到虫体遥 结果基本与文献报道一致袁 不同虫株尧 不同
感染方式和不同的检测方法可能略有差异遥
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弓形虫 RH株速殖子经口感染宿主后袁 可经血循
环播散袁 淋巴途径可能也是其播散途径之一遥 Zenner
等咱10暂研究发现经口感染 Pru株弓形虫包囊后袁 弓形虫
首先到达 MLN尧 脾和肺组织袁 然后播散至其他脏器遥
本研究结果表明袁 灌胃感染后 1 d袁 速殖子已达
MLN尧 肝和脾组织袁 且弓形虫在 MLN始见于被膜下
淋巴窦及髓窦内曰 在肝组织内主要集中于门管区周围
肝细胞胞浆及肝窦内曰 在脾见于红髓的脾血窦内及血
窦周围的脾索内遥 Dubey等咱11暂和 Sumyuen等咱12暂认为袁
位于小肠固有层内尧 与上皮细胞邻近尧 并可迅速更新
的树突状细胞以及来自于血循环中的粒细胞有助于弓

形虫经淋巴途径播散遥 也有研究咱13暂表明袁 弓形虫可侵
入特异性树突状细胞袁 经感染的树突状细胞快速地转
移至 MLN和脾遥 本研究发现经灌胃接种弓形虫 RH
株速殖子首先侵入 MLN袁 且虫体在 MLN 内增殖较
快袁 提示在弓形虫经口感染中 MLN可能是弓形虫入
侵机体的一个重要途径袁 通过 MLN的增殖再播散至
血液或淋巴组织袁 继而侵入其他组织器官遥 但其具体
作用机制以及其他淋巴器官在扩散中的作用袁 尚需进
一步研究遥
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