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【摘要】 目的 研究孕晚期鼠感染弓形虫
4-EB)(,ED
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+FG

#

株对其生殖毒性及子一代学习记忆能力的影响
'

方法 受孕
H; D

"

孕晚期
(

的
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只
I&F

鼠随机分为两组
'

实验组
&

H$

只
(

灌胃含弓形虫包囊的小鼠脑组织匀浆液

&

H:

个包囊
"

鼠
(!

对照组
&

H!

只
(

灌胃等量生理盐水
!

记录孕鼠产子时间和数量
'

实验组和对照组于受孕
!: D

后分别

处死
$

只
!

取胎盘组织和产出死胎的胎盘组织制作切片
!

进行苏木素
J

伊红
KL=M

染色和免疫组织化学检测
!

同时提取

胎盘组织
293

!

进行
+&F

扩增弓形虫
N#

基因
'

实验组和对照组子代进行水迷宫实验
!

观测两组子鼠学习记忆能力的

差异
'

结果 实验组和对照组小鼠分别于受孕后
&

#O8!##8P;#

(

D

和
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!#86##8P$!

(

D

产子
&

!$686;
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产子数分别为
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只和
Q;

只
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!%686;

('

实验组胎盘组织
!

L=

染色后镜下见
!

绒毛间呈现多灶弓形虫
!

绒毛周围霍夫包尔细胞增多
!

血

窦扩张充血
!

可见有核红细胞
$

免疫组织化学检测结果显示
!

胎盘组织中有弓形虫抗原颗粒
$

+&F

可在胎盘组织中扩

增出弓形虫特异性
293

片段
&

#O% ?4

('

水迷宫测试结果显示
!

学习第
$

天和第
%

天
!

实验组子鼠的逃避潜伏期时间分

别为
&

!O8O!#%8!Q

(
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和
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.

!

对照组的分别为
&
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.

和
&

!!8!;#P8O%

(

.

!

前者长于后者
&

均
!$

686;

($

实验组和对照组子鼠的目标象限寻找路程分别为
&

$Q%8RR#%#8$$

(

C>

和
&

%!R8#!#%R8%Q

(

C>

!

差异有统计学意

义
&

!$686;
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结论 孕晚期鼠感染弓形虫
+FG

株后
!

可导致生殖毒性
!

并影响子一代的学习记忆能力
'
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刚地弓形虫
&

"%)%*+,-., $%&'((

*

是一种机会性

专性细胞内寄生原虫
!

可感染包括人在内的所有哺乳

动物
,

鸟类和爬行动物"

#

%

!

导致严重的人兽共患弓形

虫病
-

本病呈世界性分布
!

人群普遍易感
-

孕妇感染

弓形虫可致流产
,

死胎和胎儿畸形
!

或新生儿先天性

弓形虫病
!

影响子代的生长发育"

!

%

-

中国临床上已常

规开展孕妇孕早期弓形虫感染
#

LST&K

*

的血清学

筛查
!

但对孕晚期感染仍未引起足够重视
-

从对弓形

虫所致生殖毒性及子代智力影响的动物实验发现
!

虫

体基因型和毒力不同
!

所致的病理改变也不同
-

弓形虫根据基因型不同可分为
!

,

"

和
#

型 "

$

%

!

中国对弓形虫所致生殖毒性的研究大多为基因
!

型

TK

株
!

弓形虫
+-@A)(,@B

#

+TU

*

株属于基因
"

型
!

毒力弱于
TK

强毒株的成囊株"

%

%

!

是北美和欧洲人以

及动物感染的优势基因型之一"

?V;

%

-

近年来中国对弓形

虫
+TU

株的研究主要涉及侵入机制 "

W

%

,

智力改变
,

机体免疫调节和诊断抗原等方面
!

而针对宿主孕晚期

感染弓形虫
+TU

株后对生殖毒性和子代的影响鲜见

报道
-

本实验对基因
"

型
+TU

株感染孕晚期小鼠进

行研究
!

+&T

扩增在不同弓形虫分离株中都具有高度

保守性的
X#

基因"

=

%

!

以快速获得孕晚期小鼠胎盘弓

形虫感染的情况
!

并观察
+TU

株是否会导致孕晚期

雌鼠生殖毒性及对子一代学习记忆能力造成的影响
-

材料与方法

0

材料

#8#

弓形虫虫株和实验动物来源 弓形虫
+TU

株由

蚌埠医学院孙新教授和南京医科大学陈锡慰教授惠

赠
!

在昆明小鼠体内传代保种
-

取感染的昆明鼠脑组

织
!

放入无菌匀浆器内研磨
!

以无菌生理盐水制备成

脑组织匀浆液
-

;$=

周龄
J+I

级
Y&T

小鼠
%=

只
!

体

重
!O$!? A

!

购自北京维通利华实验动物技术有限公

司
Z

许可证编号
J&[\ ]

京
^ !OO;_OOO`a

-

<5!

主要试剂和仪器 兔抗弓形虫多克隆抗体购自美

国
7(-0J/,/

公司
!

兔抗体免疫组化试剂盒购自北京中

杉金桥生物技术有限公司
!

!%",/ b,./D-b(G

#

!%293

酶聚合物
*

和
293 b,-cD-!

#

293

分子量标志物
*

购自北京康为世纪生物科技有限公司
!

琼脂糖购自西

班牙
Q1D:/-04 M-,BD

公司
!

X<

基因引物由生工生物工

程
#

上海
*

股份有限公司合成
-

自动组织脱水机

#

L+<O!O

*,

生物组织石蜡包埋机
#

dX#;eI

型
*

和切片

机
#

Tb!<%?

*

均为德国莱卡公司产品
-

+&T

扩增仪

#

LQ&K9Q#L&#?<!

型
*,

凝胶成像仪
#

Y>,AD f@,)/ %OO

型
*

和
b0--(.

水迷宫
]29J#!

型
^

由中国医学科学院

药物研究所提供
-

1

方法

!8<

动物模型建立
Y&T

雌鼠
$!

只
,

雄鼠
<;

只按

! & <

随机合笼交配
!

每笼
;

只
-

次晨开始查阴栓
!

查

到阴栓者计为孕
O B

!

共有孕鼠
!?

只
!

于受孕
<? B

时
#

孕晚期
*

分为实验组
#

<$

只
*

和对照组
#

<!

只
*-

实验组小鼠灌胃含弓形虫包囊的小鼠脑组织匀

浆液
#

<O

个包囊
'

鼠
*!

对照组灌胃等量生理盐水
!

实验期间分笼饲养
!

小鼠正常取食和饮水
!

并记录孕

鼠产子鼠时间和数量
-

!8!

苏木素
#

伊红染色（
KQ

染色）和免疫组织化学

检测 对照组和实验组分别于孕
!O B

处死
$

只
!

取

胎盘组织和产出死胎的胎盘组织于
<O g

中性甲醛溶

液固定
!% '

!

常规脱水
,

石蜡包埋
,

切片
,

KQ

染色

和免疫组织化学检测
!

镜下观察胎盘组织的病理学改

变
-

免疫组织化学结果判定
+

在抗原定位处见棕褐色

沉淀为阳性反应
-

!5$ +&T

扩增弓形虫
X<

基因 取方法
!5!

中的胎

盘组织
!

常规酚
#

氯仿提取胎盘组织
293

-

+&T

扩

增弓形虫
X<

基因
#

MD)X,)c

登录号为
3I<W`=W<(<

*

特异性片段 "

`

%

!

片段预计大小
<`% H4

!

产物经
!g

琼脂糖凝胶电泳
#

<!O 7

!

!O >()

*

检测
!

紫外检

测仪下观察结果
-

!5%

水迷宫试验 子鼠
!

月龄后
!

实验组和对照组

各取
<W

只进行
b0--(.

水迷宫实验 "

<OV<<

%

-

包括定位航

行试验
]

学习功能检测
^

和空间探索试验
]

记忆功能

检测
^

两部分
!

历时
W B

!

测定子鼠的学习记忆能力
-

2

统计学分析

采用
J+JJ <$5O

软件进行统计学分析
-

计量资料

采用
)!-

表示
!

实验结果分别进行方差齐性检验和独

立样本
0

检验
-

<O?

. .
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结 果

!

孕鼠产子鼠时间和数量

实验组
#:

只孕鼠于受孕后
"

#;5!!#5<=#

#

>

产子鼠

<:

只
!

其中死胎
%

只
$

对照组
;

只孕鼠于受孕后

"

!?8:!?8<$!

%

>

产子鼠
@=

只
!

未见死胎
$

结果显示
!

孕晚期小鼠感染
+AB

株后
!

会导致母鼠产子时间提

前
"

!":8:=

%!

但产子数变化不大
"

!#:8:=

%$

"

胎盘组织的
#$

染色和免疫组织化学结果

CD

染色和免疫组织化学检测可见
!

实验组胎盘

母体面蜕膜表面可见灶性钙化
!

部分区域蜕膜细胞坏

死
!

血管扩张
!

疏松水肿
!

绒毛周围霍夫包尔细胞增

多
!

血窦扩张充血
!

可见有核红细胞
$

部分胎盘绒毛

间可见多灶弓形体
"

图
?3

&

E

%$

胎盘组织的免疫组

织化学染色弓形虫虫体强阳性
!

呈深棕褐色
$

部分胎

盘细胞胞浆表现较浅的棕褐色沉淀
!

为弱阳性
!

说明

弓形虫感染后
!

可进入胎盘组织
!

弓形虫抗原还可表

达在宿主细胞浆内
"

图
?&

%$

对照组胎盘组织
CD

镜

检
'

胎盘结构正常
!

羊膜绒毛膜结构正常
$

胎盘主体

由绒毛组成
!

绒毛间质为毛细血管
!

血管被覆内皮细

胞
!

血管腔内见较多成熟红细胞
!

未见有核红细胞
!

霍夫曼细胞未见增生
!

未见炎症细胞浸润
$

%

弓形虫
&!

基因特异性片段

实验组胎盘
293

可扩增出弓形虫特异性片段
!

在
?;% F4

处可见一条带
$

而对照组未扩增出条带

"

图
!

%$

'

子鼠水迷宫实验结果

从第
#

天至第
G

天
!

实验组子鼠逃避潜伏期分别

为
"

%#8<% !G8G6

% & "

!G8!; !%8;=

% & "

!;8;! !%8!@

% &

"

!<8G;!G8!$

%& "

!%8#<!=8%$

%

和
"

!68<;!=8<;

%

.

(

对

照组的则分别为
)

$<8;< !G86$

% & "

!!8<6 !G8!$

% &

"

!%86< !=8$!

% & "

!!8!= !<8;%
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!

实验组子鼠逃避潜伏期均高于对照

组
!

第
$$%

天
!

两组差异有统计学意义
"

!"686=

%$

空间探索试验结果显示
!

当撤去平台
!

实验组子

鼠在目标象限寻找的路程为
"

$@%8GG!%#8$$

%

HI

!

而

对照组则为
"

%!G8#!!%G8%@

%

HI

!

前者明显短于后

者
!

表现出空间记忆能力的差异
"

!"686=

%$

讨 论

妊娠期感染弓形虫
!

孕妇大多呈无临床症状的亚

临床感染状态
!

对胎儿可能产生潜在的危害和致残效

应
!

感染造成的危害除与宿主免疫状态
&

虫体的基因

型
&

感染方式和时间有关外
!

虫体本身的毒力也是重

要因素*

#!

+

$

本研究证实
!

弓形虫
!

型
+AB

株能在孕晚期进

入胎盘
!

说明
+AB

株感染小鼠后
!

仍可很快侵入组

J

'

293

标志物
(

#$$

'

感染弓形虫的孕鼠胎盘
(

%

'

阴性对照
$

J

'
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图
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弓形虫
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'

弓形虫速殖子
)

免疫组织化学染色
!
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箭头所示为弓

形虫虫体
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孕鼠的胎盘病理切片
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中国寄生虫学与寄生虫病杂志
!"#$

年
%

月第
$#

卷第
!

期
&'() * +,-,.(/01 +,-,.(/ 2(. 34-5 !6#$

!

7018 $#

!

905!

织
!

造成宫内感染
!

使胚胎生长环境发生改变
"

胎

盘是母胎间物质和营养交换的场所
!

其绒毛结构和

功能的正常是妊娠得以继续的基础
"

本研究发现胎

盘组织的变性坏死和炎症改变
!

可导致雌鼠生殖系

统损伤
!

推测弓形虫及其抗原物质可直接对胎盘和

子鼠产生毒性作用
#

以及刺激母体免疫系统产生免

疫活性物质等导致母体提前生产
!

但由于孕晚期胚

胎基本发育成熟
!

且该弓形虫株的自然毒性较弱故

产子数量上影响不大
"

子鼠出生
!

个月后
!

进行水迷宫实验发现
!

两组

子鼠都具有一定的空间记忆能力
!

但实验组子鼠学习

的第
$

#

%

天与对照组相比具有差异性
!

而在第
:

#

;

天的学习中
!

子鼠都已学会找到平台
!

但在记忆能力

试验中
!

对照组在目标象限寻找的路程远超过实验

组
!

可见弓形虫感染对子代记忆能力有一定的影响
"

结果和部分学者 $

<$=<%

%报告相近
!

但
>,)?

等 $

<:

%认为孕

晚期感染
+@A

株所产的子鼠学习记忆能力没有改变
"

可能是由于实验所用小鼠品系不同
!

对弓形虫的易感

性不同和所选用测定子鼠学习记忆能力的实验方法不

同等有关
"

本研究证明
!

弓形虫
+@A

株毒性虽比强毒株弱
!

但孕晚期母鼠感染仍能导致其生殖毒性的发生
!

一定程

度上可造成子代学习记忆能力降低
!

但后者是由于弓形

虫通过影响子代脑内某些神经递质的水平而影响其脑功

能和行为
!

还是弓形虫毒性导致子代的神经系统的异常

所致
!

其确切机制尚待进一步研究
"

同时
!

本研究还提

示
!

应重视对孕晚期弓形虫病的预防和治疗
!

适当采取

干预措施
!

以达到优生优育的目的
"
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衣凤芸
'

!

提要
"

!""Q

年
<!

月
#!"<"

年
!

月采用分层随机整群抽样法
!

按重庆沙坪坝区东南西北
%

个方位
!

随机抽取

!

个街道和
!

个乡镇
!

按
)

全国人体重要寄生虫病现状调查实施细则
*

开展调查
"

采用改良加藤厚涂片法检查
<!

周

岁以上常住居民肠道土源性线虫感染情况
!

以透明胶纸肛拭法检查
<!

周岁及以下儿童蛲虫感染情况
"

共检查
! <!<

人
!

感染率为
Q5;d

&

!6$a! <!<

'!

其中钩虫
#

蛔虫和鞭虫的感染率分别为
Q8$d

&

<QRa! <!<

'#

68%d

&

Za! <!<

'

和
68<d

&

!a! <!<

'!

均以轻度感染为主
+

年龄组
:6

岁以上感染率最高
!

为
<:8:d

&

<;6a< 6$6

'+

职业以农民感染率最高
!

为

!!8$d

&

<<$a:6;

'+

文化程度越高
!

感染率越低
&

/e686<

'"

城市人口感染率
&

!8<d

'

远低于农村人口感染率
&

<R8$d

'

&

!

!

f<%"5%%$ :

!

/$"5"<

'"

提示重庆市沙坪坝区人群中土源性线虫的感染率远低于
"

类地区标准
!

且以钩虫感染为主
"
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