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揖Abstract铱 Objective To observe the effect of anti鄄osteopontin antibody on the level of IL鄄2 and IL鄄5 in the liver
of gerbil infected with Echinococcus multilocularis (Em). Methods 180 gerbils were infected with echinococcus
protoscoleces (approximately 400 for each gerbil) by abdominal opening inoculation in liver. The gerbils were randomly
divided into three groups with 60 each: experiment group (group A, with anti鄄osteopontin antibody interference)袁 control
group (group B, with normal rabbit serum injection) and model group (group C, with no interference). Ten gerbils from
each group were sacrificed at 20袁 60袁 100, 140, 180, and 220 days post鄄infection respectively. The liver tissue with
hydatid cysts was collected and the expression of IL鄄2 and IL鄄5 was observed after immunohistochemistry staining (SP
method). Results E. multilocularis hydatid tissue spreaded over the liver and abdominal cavity. The positive expression
rate of IL鄄2 in the tissue showed no statistical difference among the three groups (P跃0.05). On the days 140 and 180,
however, the positive expression rate of IL鄄5 in group A was 40% and 20% respectively袁 considerably lower than that in
group B (100% and 90%) and group C (90% and 80% respectively). Conclusion The anti鄄osteopontin antibody can
reduce Th2 type cytokine response in the Em鄄infected gerbils, which may strengthen the immunity of the host.
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抗骨桥蛋白（OPN）抗体对沙鼠肝多房棘球蚴
组织 IL鄄2和 IL鄄5表达的影响

揖论著铱文章编号院1000鄄7423渊2012冤鄄04鄄0286鄄05

揖摘要铱 目的 观察兔抗鼠骨桥蛋白 渊osteopontin袁 OPN冤 抗体对长爪沙鼠体内多房棘球蚴 渊俗称泡球蚴冤 组织中白
细胞介素 2 渊IL鄄2冤 和 IL鄄5因子表达的影响遥 方法 180只长爪沙鼠随机均分为 3组袁 即抗 OPN抗体干预实验组 渊A
组冤尧 兔血清干预对照组 渊B组冤 和模型对照组 渊C组冤遥 3组均采用开腹肝脏穿刺接种泡球蚴组织混悬液 渊0.1 ml/只袁 约
含原头节 400个冤袁 感染当天前两组分别注射兔抗兔 OPN抗体 渊效价 1 颐 32冤 和兔血清袁 均 0.15 ml/次袁 1次/2 d伊7次袁 以
后改为每周 1次直到处死遥 模型对照组不作任何处理遥 分别于处理后 20尧 60尧 100尧 140尧 180和 220 d各组均剖杀 10只
沙鼠袁 取肝泡球蚴组织袁 采用苏木素鄄伊红 渊HE冤 染色法和免疫组织化学 SP法观察沙鼠肝泡球蚴组织中 IL鄄2和 IL鄄5的表
达情况遥 结果 感染泡球蚴长爪沙鼠的腹腔和肝脏中见大小不等的团块状囊泡遥 A尧 B和 C组各时段泡球蚴组织中 IL鄄2
阳性细胞表达率的差异无统计学意义 渊P跃0.05冤遥 在感染 140 d和 180 d时袁 A组泡球蚴组织中 IL鄄5阳性细胞表达率分别为
40%和 20%袁 显著低于 B组 渊100%和 90%冤 和 C组 渊90%和 80%冤渊P约0.05冤遥 结论 感染泡球蚴沙鼠进行抗 OPN抗体
干预后袁 Th2型 IL鄄5细胞因子反应减弱袁 机体的免疫力有所增强遥

揖关键词铱 多房棘球蚴；骨桥蛋白；白细胞介素 2（IL鄄2）；白细胞介素 5（IL鄄5）
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多房棘球蚴病又称泡球蚴病袁 是由多房棘球绦虫
渊Echinococcus multilocularis冤 的幼虫寄生于人体引起
的人兽共患寄生虫病袁 该病的影像学和病理学表现与
肿瘤极为相似 咱1暂袁 几乎均原发于肝脏袁 呈癌样浸润生
长遥 如果患者未经有效治疗袁 10年死亡率可达 93%
以上咱2暂遥

Rigano等咱3暂研究发现袁 Th1型细胞因子与抑制泡球
蚴在宿主体内的缓慢生长有关袁 Th2型细胞因子同泡
球蚴在宿主体内快速生长和病情进展有关遥 本研究拟
观察经兔抗鼠 OPN抗体干预后沙鼠肝泡球蚴组织中
细胞因子的改变袁 以了解该抗体在机体的免疫状况和
其在病程转归中的意义遥

材料与方法

1 实验动物等来源

泡球蚴种鼠袁 即人工腹腔感染泡球蚴 18周的长
爪沙鼠 渊Meriones unguiculatus袁 以下简称沙鼠冤 由新
疆医科大学动物实验中心提供遥 180只雌性 6周龄沙
鼠袁 体重为渊30依5冤 g袁 购自新疆维吾尔自治区疾病预

防控制中心遥

2 主要试剂和仪器

兔抗鼠 OPN单克隆抗体购自美国 Santa Cruz生
物科技公司袁 即用型免疫组化染色试剂盒 渊含山羊抗
小鼠 IgG冤和二氨基联苯胺渊DAB冤显色剂购自北京中杉
生物有限公司遥 健康兔血清为本室自制遥 显微镜
渊CX31RBSF) 产自日本 Olympus 公司袁 石蜡切片机
(莱卡 Leica2135型)产自德国 Leica公司袁 图像采集系
统 渊sonyExwaveHAD冤 产自日本 sony公司袁 自动组织
包埋机渊LeicaEGI160冤产自德国 Leica公司遥

3 实验方法

3.1 泡球蚴原头节混悬液制备 将人工腹腔感染泡球

蚴 18周的长爪沙鼠经乙醚麻醉处死袁 无菌剖腹袁 选
择光滑尧 透亮尧 成簇游离于腹腔或附着在腹壁尧 肠系
膜和肝表面的泡球蚴袁 用生理盐水反复冲洗后袁 剪
碎袁 过筛袁 用生理盐水漂洗 3 次袁 经 0.5%伊红染
色袁 可见原头节渊1耀3个/视野冤袁 结构清晰袁 着色率约
15%袁 加庆大霉素和青霉素注射液各 250 U/ml袁 制备
成 20%的原头节混悬液袁 用于以下动物接种遥
3.2 实验动物分组 180只沙鼠随机均分为 3组袁 即
抗 OPN抗体干预实验组 渊A组冤尧 兔血清干预对照组
渊B组冤 和模型对照组 渊C组冤袁 分别将 3组沙鼠麻醉尧
消毒后袁 采用开腹直视下进行肝内穿刺接种袁 每鼠注
射原头节混悬液 0.1 ml 渊约含原头节 400个冤遥 A和 B

组于接种当天袁 分别经尾静脉注射抗 OPN抗体渊效价
为 1 颐 32冤 和兔血清袁 均为 0.15 ml/只袁 1次/2 d伊7次袁
以后改为每周 1次袁 直到处死遥 C组不作任何处理遥
各组均给予普通饮食饲养遥

分别于 20尧 60尧 100尧 140尧 180和 220 d各组取
10只沙鼠剖杀袁 剖腹取泡球蚴组织袁 进行实验观察遥
3.3 实验内容和方法

3.3.1 组织切片 各组沙鼠中取出的肝泡球蚴组织用

10%甲醛溶液固定袁 石蜡包埋袁 切片袁 HE染色袁 镜
下观察遥

根据泡球蚴角质层和生发层病理形态改变袁 以及
育囊和原头蚴发育情况分为 3级袁 淤 0级 (基本正
常)院 泡球蚴组织结构基本正常袁 角质层和生发层清晰
可见袁 多数见育囊或芽生结构袁 育囊内有数量不等的
原头蚴袁 钙颗粒形态正常遥 于玉级 (变性改变为主)院
泡球蚴组织结构存在袁 角质层和生发层可辨认袁 部
分可见断裂和塌陷袁 很少见育囊及原头蚴遥 盂 域级
(坏死改变为主)院 泡球蚴组织结构失常袁 角质层和生
发层普遍变性尧 分离尧 断裂和脱落袁 生发层细胞核固
缩尧 溶解或消失曰 育囊及原头蚴少见曰 偶见钙颗粒袁
形态模糊曰 重者角质层尧 生发层难以辨认或呈现大泡
状坏死袁 以及纤维组织增生和炎性细胞浸润遥
3.3.2 免疫组织化学染色分析 采用免疫组织化学链

霉菌抗生物素蛋白鄄过氧化物酶连接法 渊SP法冤检测沙
鼠肝泡球蚴组织中 IL鄄2和 IL鄄5的表达水平遥 将方法
3.3.1制备的石蜡切片袁 常规脱蜡尧 梯度酒精水化和枸
橼酸盐缓冲液微波修复抗原袁 进行免疫组化染色遥 按
说明书操作袁 具体步骤如下院 将切片放人 3豫 H2O2
溶液中袁 室温孵育 10 min袁 自来水浸洗 3次袁 共计 15 s曰
再放入盛有 0援01 mol/L枸橼酸盐缓冲液渊pH 6.0冤的器
皿中遥 微波炉 渊92耀98 益冤 加热 15 min袁 自然冷却至
室温袁 PBS冲洗 3次袁 每隔 5 min冲洗 1次遥 加入 50滋l
健康山羊血清渊10豫冤封闭袁 37 益孵育10 min遥 加入
50 滋l兔抗鼠 OPN单克隆抗体 渊一抗袁 l 颐 200冤袁 4 益
孵育过夜袁 PBS冲洗 3次遥 加入生物素标记的山羊抗
小鼠 IgG 渊1 颐 100冤袁 37 益孵育 30 min袁 PBS 冲洗 3
次袁 滴加 50 滋l 辣根过氧化物酶 渊HRP冤 标记的链霉
卵白素 渊1 颐 100冤袁 37 益 孵育 30 min袁 PBS冲洗 3次遥
DAB显色袁 自来水充分冲洗后苏木素复染遥 常规脱
水尧 透明袁 中性树胶封片遥 同时以 PBS代替一抗作为
阴性对照遥 在光学显微镜下观察结果遥
参照文献咱4暂 制定判断标准袁 IL鄄2和 IL鄄5主要表

达于细胞浆袁 阳性染色均为胞浆内出现黄色尧 棕黄色
或棕褐色颗粒遥 依据胞浆染色程度和染色细胞百分率
进行评分袁 淤着色深浅院 不显色或着色不清的为 0分袁
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浅黄色为 1分袁 棕黄色为 2分袁 深褐色为 3分曰 于阳
性细胞数院 未见阳性细胞的为 0分袁 阳性细胞数占视
野 1豫耀25豫为 1 分袁 25豫耀50豫为 2 分袁 跃50豫为 3
分遥 淤+于为 3耀6分为免疫组织化学染色阳性遥 实验
结果以阳性细胞的百分率 渊评分为 3耀6分的切片数/
10冤 来表示遥 读片过程采用双盲法袁 由两位病理科医
师独立观察后一起做出判断遥

4 统计学分析

采用 SPSS 17.0统计软件进行统计分析遥 所有实
验结果以均数依标准差渊x依s冤表示袁 3组之间的比较用
单因素方差分析袁 组间两两比较用 q 检验袁 计数资料
采用 字2检验袁 琢=0.05为检验水准遥

结 果

1 病理组织学观察

肝组织内现大小不等的泡球蚴囊腔袁 囊壁与肝组
织由肉芽组织构成的纤维囊分隔袁 囊壁外侧为角质层袁
内侧为生发层袁 囊腔内充满无色液体袁 液体内有子囊
和有头节的生发囊遥 囊泡内容物为豆腐渣样蚴体碎屑
和小泡遥 囊泡周围有嗜酸粒细胞浸润袁 伴有结核性肉
芽组织形成和纤维组织增生遥 HE染色结果显示袁 3组
间泡球蚴囊壁病理改变无显著性差异遥

2 免疫组织化学染色分析

经免疫组织化学染色后袁 3组肝泡球蚴组织中均可
见有 IL鄄2和 IL鄄5表达袁 主要分布在上皮细胞浆遥 在
泡球蚴的生发层尧 子囊和生发囊的上皮细胞浆内袁 可
见呈黄色尧 棕黄色或棕褐色等阳性颗粒遥 A组与 B组
和 C组不同时段的泡球蚴组织中 IL鄄2的阳性细胞表
达率的差异无统计学意义 渊P跃0.05冤渊表 1冤曰 A组泡球
蚴组织中 IL鄄5 的阳性细胞表达率袁 140 d和 180 d的
分别为 40%和 20%袁 B组的均为 90%袁 C组的分别为
100%和 90%袁 A组与 B组和C组的比较袁 差异有统计
学意义渊P约0.05冤渊图 1袁 表 1冤遥

注院 与 A组比较袁 * P约0.05遥 Note院 vs. group A 袁 * P约0.05.

20 d
40
50
40
40
50
40

60 d
60
60
70
50
60
70

100 d
70
80
80
70
80
90

140 d
70
80
80
40
90*

100*

180 d
70
70
60
20
90*

90*

220 d
70
70
60
30
40
40

表 1 各组不同时间段 IL鄄2和 IL鄄5的阳性细胞表达率 渊n=10冤
Table 1 IL鄄2 and IL鄄5 positive expression rate in each

group at different timepoints 渊n=10冤

A组 Group A
B组 Group B
C组 Group C
A组 Group A
B组 Group B
C组 Group C

不同时间段阳性细胞表达率/%Positive expression rate at different timepoints/%组别Groups
IL鄄2

IL鄄5

A院 抗 OPN抗体干预实验组 (A组冤曰 B院 兔血清干预对照组 (B组冤袁 阳性细胞 渊尹冤曰 C院 模型对照组 (C组冤袁 阳性细胞 渊尹冤遥
A院 Anti鄄osteopontin antibody experiment group 渊group A冤曰 B院 Rabbit serum injection group 渊group B冤袁 positive expression 渊尹冤曰 C院 Model group
渊group C冤袁 positive expression 渊尹冤援

图 1 肝泡球蚴 IL鄄5 免疫组化染色 渊SP袁 伊200冤
Fig. 员 IL鄄5 expression in hepatic echinococcus cyst 渊SP袁 伊200冤

讨 论

近年来在寄生虫免疫研究中发现袁 Th1和 Th2细
胞产生的细胞因子在疾病变化中起拮抗作用遥 Thl细
胞产生高水平的 酌干扰素 渊IFN鄄酌冤尧 IL鄄2和 琢肿瘤坏
死因子 渊TNF鄄琢冤袁 它们作用于巨噬细胞使之激活袁 且
与细胞毒性 T细胞渊Tc冤的活化增殖等有关曰 Th2细胞
以产生 IL鄄4尧 IL鄄5尧 IL鄄6和 IL鄄l0等为特征袁 主要促进
B细胞的分化和成熟遥 骨桥蛋白渊OPN)是一富含精氨

酸尧 甘氨酸和天冬氨酸序列的磷酸化糖蛋白袁 广泛分
布于人体组织中袁 具有多种功能遥 它与骨组织的矿化
与重建尧 动脉硬化尧 抗感染免疫调节尧 缺血再灌注和
损伤信号转导等过程中发挥重要作用咱缘暂遥 本课题组曾
研究发现袁 骨桥蛋白主要分布在泡球蚴纤维囊壁和炎
症细胞袁 可能促进泡球蚴的转移曰 抗 OPN抗体可使
感染沙鼠血清 IL鄄10的表达降低袁 机体的保护性免疫
应答有所恢复咱6,7暂遥

IL鄄2在体内主要是由 Th1细胞分泌的一种可溶性

A B

坼

C

坨
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的糖蛋白袁 其具有增强宿主免疫力和抑制棘球蚴生长
的作用遥 抗 OPN抗体干预后袁 沙鼠肝泡球蚴组织中
IL鄄2阳性细胞表达率与对照组比较无显著性变化
渊P跃0.05冤遥 张睿等咱8暂和魏晓丽等咱9暂研究发现袁 泡球蚴
感染中后期袁 IL鄄2水平明显下降袁 其引发的 Thl 向
Th2漂移袁 可能使小鼠机体呈现出 Thl向 Th2 转化的
趋势遥 研究证实袁 自然杀伤 栽细胞渊NK冤能分泌 OPN袁
OPN能放大 NK细胞的激活作用咱10暂袁 该细胞不但是产生
IL鄄4的主要细胞袁 而且可强力产生 IFN鄄酌袁 同时参与
Th1/Th2分化的抑制袁 引起 Th1/Th2失衡遥 本研究利
用抗 OPN抗体封闭骨桥蛋白的功能袁 逆转由 Thl向
Th2漂移时可能造成的免疫抑制状态袁 可能使 IL鄄2的
水平升高遥 在泡球蚴组织中袁 阻断 OPN的信号传递袁
也可能使 IL鄄2的水平升高遥 有关抗 OPN抗体干预泡
球蚴生长的最佳效价和最佳干预方式未见有文献报

道袁 如何以最佳剂量和时间干预使 IL鄄2表达有显著性
差异袁 有待进一步探讨遥

IL鄄5主要通过 Th2产生袁 并且有实验表明袁 小鼠
感染泡球蚴后 IL鄄4和 IL鄄5具有协同参与体液免疫的
作用咱9暂遥 Sturm等咱11暂研究发现袁 多数泡球蚴病患者有
IL鄄5增高现象遥 本研究结果显示袁 经抗 OPN抗体干
预沙鼠的泡球蚴组织中袁 IL鄄5阳性细胞表达率在感染
140 d和 180 d时均显著低于兔血清对照组和模型对照
组遥 在慢性寄生虫感染渊尤其是蠕虫感染冤中袁 细胞免
疫功能低下时袁 常伴有 IgE升高遥 李富荣等咱12暂研究发
现袁 泡球蚴病患者血清 IgE 水平明显高于健康对
照组袁 经阿苯达唑治疗后血清中 IgE水平明显下降遥
IL鄄4可增强 IgE的产生袁 IL鄄5对 IL鄄4诱导合成 IgE有
显著的协同效应遥 本实验研究表明袁 抗 OPN抗体干
预后袁 泡球蚴组织中 IL鄄5阳性细胞率表达降低袁 与李
富荣等咱12暂报道经阿苯达唑治疗的泡球蚴病患者血清中
IL鄄5的变化结果相一致遥 这说明经抗 OPN抗体干预
后袁 Th2反应为主的免疫抑制状态有所改变袁 Th1反
应有所增强遥这可能是因抗 OPN抗体通过结合体内的
OPN袁 阻碍了 OPN的功能袁 从而抑制泡球蚴的生长袁
使宿主与寄生虫的相互关系发生改变袁 机体的保护性
免疫有所恢复遥
本实验初步证实袁 抗 OPN抗体对沙鼠泡球蚴病

的进一步发展有一定的抑制作用袁 该抗体可能通过某
种途径调控 Th1和 Th2细胞分化状态的转换袁 有效改
善沙鼠的免疫状况袁 使泡球蚴感染所造成的 Th1/Th2
平衡失调有所逆转遥 OPN可能成为泡球蚴药物治疗中

的一个靶点袁 但机制尚须进一步研究遥 抗 OPN抗体
作为泡球蚴的治疗新途径袁 具有潜在的临床应用价值遥
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