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细粒棘球蚴感染对小鼠炎症性肠病的保护机制研究*

孙畅1,包建玲1,李军2,齐文静2,张耀2,田梦潇2,吴川川2,张文宝2**

(1.新疆医科大学第一附属医院医学检验中心,新疆乌鲁木齐
 

830054;2.新疆医科大学第一附属医院临床研究院)

【摘要】 目的 观察细粒棘球蚴感染对葡聚糖硫酸钠(DSS)诱导的小鼠炎症性肠病(IBD)症状的保护作用及可能机制。

 方法 建立继发性细粒棘球蚴感染小鼠模型,再给予DSS诱导IBD症状,解剖后ELISA法检测小鼠血清中囊液抗原

水平,并观察腹腔内的包囊;根据每日体重监测、解剖后结肠长度测量及结肠组织病理学评分指标评估细粒棘球蚴感染

对炎症性肠病的保护作用;采用流式细胞术CBA法检测模型鼠血清中Thl/Th2/Thl7水平,评价细胞因子对炎症性肠病

的保护作用。 结果 小鼠感染细粒棘球蚴后血清 HCF抗体阳性率与成囊率均为100%。细粒棘球蚴感染减轻了

DSS引起的小鼠体重下降程度;结肠变短程度减小,HE染色检查小鼠结肠组织炎性症状显著改善。CBA检测显示细粒

棘球蚴感染小鼠血清IL-4、IL-10、IL-17A、IL-6、IFNγ含量均较正常小鼠显著增加,表现为Th2为主的免疫反应;细粒棘

球蚴感染合并IBD模型组小鼠Th2/Th1型细胞因子比率同IBD组相比显著升高。 结论 细粒棘球蚴感染
 

IBD模型

小鼠血清IL-4、IL-10水平升高,Th2高水平状态削弱了DSS引发的Th1反应,表明细粒棘球蚴感染可改善IBD小鼠

Thl/Th2/Thl7细胞因子平衡,IL-4、IL-10可能参与细粒棘球蚴感染对炎症性肠病的保护。
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【Abstract】 Objective To
 

observe
 

the
 

protective
 

effect
 

of
 

Echinococcus
 

granulosus
 

(E.g)
 

metacestode
 

infection
 

a-

gainst
 

the
 

symptoms
 

of
 

inflammatory
 

bowel
 

disease
 

(IBD)
 

induced
 

by
 

sodium
 

glucose
 

sulfate
 

(DSS)
 

and
 

the
 

underlying
 

mechanisms. Methods a
 

mouse
 

model
 

of
 

secondary
 

E.g
 

infection
 

was
 

established
 

and
 

IBD
 

was
 

induced
 

by
 

DSS.
 

The
 

contration
 

of
 

cyst
 

fluid
 

antigen
 

in
 

the
 

serum
 

these
 

E.g
 

infected
 

mice
 

was
 

test
 

using
 

ELISA;The
 

protective
 

effect
 

of
 

E.g
 

infection
 

on
 

IBD
 

was
 

evaluated
 

through
 

body
 

weight
 

changing,colon
 

length
 

after
 

dissection
 

and
 

colon
 

histopathological
 

score
 

by
 

H&E
 

staining.The
 

levels
 

of
 

Thl/Th2/Thl7
 

cytokines
 

in
 

the
 

sera
 

of
 

mice
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

CBA
 

method. Results The
 

results
 

showed
 

that
 

all
 

the
 

infected
 

mice
 

were
 

positive
 

in
 

serum
 

antibodies
 

against
 

HCF
 

and
 

100%
 

of
 

the
 

infected
 

mice
 

had
 

cysts
 

in
 

the
 

addominal
 

cavity.
 

E.g
 

infection
 

reduced
 

the
 

weight
 

loss
 

caused
 

by
 

DSS
 

(P<
0.05);The

 

colon
 

length
 

in
 

the
 

infection
 

group
 

was
 

significantly
 

longer
 

than
 

that
 

in
 

the
 

DSS
 

group
 

(P<0.05);H&E
 

stai-
ning

 

showed
 

that
 

the
 

inflammatory
 

index
 

of
 

colon
 

tissues
 

in
 

the
 

infected
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

DSS
 

group;CBA
 

showed
 

that
 

E.g
 

infection
 

significantly
 

decreased
 

the
 

serum
 

Thl/Th2
 

cytokine
 

levels
 

and
 

ratios
 

in
 

IBD
 

mice.
 

Compared
 

with
 

the
 

normal
 

control
 

group,E.g
 

infection
 

significantly
 

increased
 

the
 

serum
 

cytokines
 

IL-4,IL-10,IL-17A,IL-6
 

and
 

IFN-γ(P<0.05)
 

and
 

the
 

Th2/Th1
 

cytokine
 

ratio
 

in
 

IBD
 

model
 

group
 

previously
 

infected
 

with
 

E.g
 

metacestode
 

was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

DSS
 

group. Conclusion E.g
 

infection
 

rebalanced
 

the
 

serum
 

cytokine
 

ratio
 

of
 

Thl/

Th2/Thl7
 

in
 

IBD
 

mice.
 

Infection
 

with
 

E.
 

granulosus
 

causes
 

a
 

relative
 

increased
 

IL-4
 

and
 

IL-10
 

in
 

IBD
 

model
 

mice,and
 

decreases
 

Th1
 

response
 

induced
 

by
 

DSS,thereby
 

inhibiting
 

the
 

pathological
 

response
 

of
 

IBD.
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  炎症性肠病(IBD)是由于基因、免疫、环境等因素

导致的肠粘膜屏障的完整性受损引发的慢性肠炎,主
要包括克罗恩病(CD)和溃疡性结肠炎(UC)两种[1-2]。
我国近年住院患者统计显示IBD呈逐年增加趋势,粗
略推测IBD患病率为11/10万~14/10万[3]。研究表

明IBD、哮喘、湿疹等疾病发病率呈明显上升趋势,由
环境因素引发的免疫功能障碍可能是上述疾病共同的

发病机制,在此基础上逐渐形成“卫生假说”理论[4],即
指在儿童早期接触的抗原刺激越少,则日后成过敏性

疾病的机会越大。在“卫生假说”的理论支持下,动物

模型研究发现部分线虫、绦虫、吸虫感染确能显著改善

炎症性肠病、类风湿性关节炎、哮喘等疾病[5],但是关

于棘球蚴绦虫感染对这些疾病的影响以及机制研究尚

少。新疆地区是棘球蚴病高发区,其危害备受关注[6]。
本研究拟通过建立细粒棘球蚴感染及葡聚糖硫酸

钠(DSS)诱导的IBD小鼠模型,根据体重、DAI指标、
病理学评分指标评估细粒棘球蚴感染状态对IBD症

状的影响,探讨寄生虫感染对肠炎保护的作用和可能

机制,为IBD的免疫治疗提供参考依据。

材料与方法

1 材料

1.1 标本及实验动物 感染细粒棘球蚴的新鲜绵羊

肝脏采自乌鲁木齐市屠宰场,流水冲洗干净,75%乙醇

表面消毒后备用。6~8周龄SPF级雌性BALB/c小

鼠,购于北京维通利华实验动物有限公司。

1.2 主要仪器设备及试剂 CO2 培养箱(美国Ther-
mo公司生产),冰冻切片机(德国莱卡公司生产),流
式细胞仪(美国BD公司生产),显微图像采集系统

 

(德国Leica公司生产)。BD小鼠Th1/Th2/Th17检

测试剂盒(美国BD公司产品),葡聚糖硫酸钠(加拿大

MP公司产品)。

2 方法

2.1 动物分组及IBD模型的建立 将雌性BALB/c
小鼠随机分为4组(每组10只),即实验组(细粒棘球

蚴感染+3.5%DSS处理)、感染对照组(只感染细粒

棘球蚴)、IBD对照组(只用3.5%DSS处理)和空白对

照组(只注射PBS)。
细粒棘球蚴感染合并IBD小鼠模型的建立:用细

粒棘球蚴微囊感染小鼠,100
 

d后尾静脉采血,采用

ELISA方 法 检 测 抗 包 虫 囊 液(hydatid
 

cyst
 

fluid,

HCF)抗原抗体。选取 A值>0.8的小鼠,同上述方

法用3.5%DSS替换正常饮用水7
 

d,若4
 

d后开始出

现不同程度肠炎的表现结合解剖后肉眼见腹腔囊泡提

示细粒棘球蚴感染合并IBD造模成功。各组造模流

程如图1。

图
 

1 BALB/c小鼠造模流程

Fig.1 The
 

process
 

of
 

BALB/c
 

mouse
 

modeling

2.2 称量小鼠体重 每日固定时间段称量小鼠体重,
称量时秤的位置不能移动,水平仪调平,待读值稳定后

读数并记录。

2.3 HCF抗体检测 采用ELISA方法检测小鼠血

清中的 HCF抗体。HCF抗原包被量浓度为2
 

mg/

mL(100
 

μL),封闭液为含5%脱脂奶粉的PBS,小鼠

血清用PBS作1∶200稀释,抗小鼠IgG酶结合物按

说明书稀释,底物为2-乙基磺酸。显色后用酶标仪检

测各孔的A405 值。

2.4 结肠长度的测量 解剖小鼠,分离出盲肠,剪去

盲肠以上部分,保留盲肠并向下延伸至肛门剪断,注意

不能用力牵拉,剪下后摆放整齐,用直尺测量长度。

2.5 结 肠 组 织 病 理 学 检 查 用剪刀剪去盲肠,冰
PBA反复冲洗结肠3次。剪取结肠上段1.5~2

 

cm
用4%多聚甲醛固定,30%蔗糖溶液脱水,OTC包埋,
冰冻切片,HE染色后显微镜下观察结肠组织病理学

变化并赋分。评分标准:分别对隐窝破坏(无隐窝破坏

赋0分、<1/3赋1分、<2/3赋2分、>2/3但上皮完

整赋3分、隐窝和上皮完全丢失赋4分)、上皮异常(无
异常0分、侵入黏膜层赋1分、侵入黏膜下层赋2分、
透壁赋3分)、炎症细胞浸润(无炎症细胞浸赋0分、轻
微炎症细胞浸润赋1分、中等炎症细胞浸润赋2分、炎
症细胞浸润赋3分)赋分。三项得分相加为结肠组织

的病理学评分。

2.6 血清Th1和Th2因子检测 采用CBA法。小

鼠眼球采血,分离血清,分装Ep管,每管50
 

μL,根据

说明书作1∶4稀释。另取Ep管,每管加入50
 

μL涡

旋混匀的捕获微球。每个标准品管中加入50
 

μL稀释

的标准品,每个样品管中加入50
 

μL稀释血清。所有

管中加入50
 

μL检测试剂,室温避光放置3
 

h;每管加

入1
 

mL洗液,200
 

g离心5
 

min,吸去上清;每管加

300
 

μL洗液,重悬微球,当天上机检测。

2.7 统计学分析 采用SPSS17.0软件进行统计学

分析。计量资料以(x±s)表示,两组内及两组间比较

采用独立样本的t检验,多组间比较采用完全随机资

料的单因素方差分析。结肠免疫荧光染色亮度比较采

用χ2 检验。P<0.05表示差异有统计学意义。

结 果
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1 细粒棘球蚴感染小鼠HCF抗体检测及囊泡检查

感染对照组和实验组小鼠于感染细粒棘球蚴微囊

100
 

d后尾静脉采血,ELISA法检测 HCF抗体,结果

均阳性,表明微囊刺激机体产生了针对囊液成分的免

疫应答。解剖两组小鼠腹腔,均发现细粒棘球蚴囊泡,
成囊率100%。

2 细粒棘球蚴感染对DSS诱导IBD小鼠体重降低的

抑制作用

为确定细粒棘球蚴感染对小鼠肠炎的保护,于细

粒棘球蚴感染100
 

d后再用3.5%DSS诱导,建立IBD
小鼠模型。在模型的建立中每天观察小鼠体重变化。
结果显示,IBD对照组小鼠饮水4

 

d后体重开始逐渐

降低,并且随着时间延长,与PBS空白对照组相比降

低程度愈加明显。实验组小鼠体重降低不明显,从

DSS饮水5
 

d起至第7
 

d体重变化与IBD组比较差异

有统计学意义(P<0.05或P<0.01)(图2),表明细

粒棘球蚴感染能够抵抗DSS诱导的体重降低。

注:实验组与IBD组比较,a
 

P<0.05;b
 

P<0.01。
图

 

2 DSS诱导的IBD模型小鼠体重变化

Fig.2 Percentage
 

of
 

weight
 

change
 

after
 

3.5%DSS
 

concentration

3 细粒棘球蚴感染对IBD致小鼠结肠缩短的影响

小鼠在DSS饮水7
 

d后改为正常饮水,第8
 

d眼

球取血并解剖小鼠,分出盲肠,剪去以上部分,向下延

伸至肛门剪断,观察结肠充血情况并用直尺测量结肠

长度。结果显示,IBD对照组小鼠结肠内粪粒减少,盲
肠至结肠内均有不同程度的充血和炎症改变,结肠长

度明显变短。实验组小鼠也出现结肠出血及粪粒减

少,也有结肠长度变短的情况,但与IBD对照组相比

结肠变短程度明显改善,表明细粒棘球蚴感染能够影

响IBD所致的小鼠结肠缩短情况(图3,图4)。

4 细粒棘球蚴感染对IBD小鼠结肠病理变化的影响

解剖小鼠,取结肠组织,经固定、脱水、包埋后冰冻

切片,HE染色镜检,观察结肠组织病理变化,结果如

图5。根据细胞浸润和组织损伤程度采用盲法进行评

分,结果如图6。IBD对照组小鼠结肠上段隐窝数量

丢失变少,隐窝内有脓肿产生,炎性细胞浸润延长进入

粘膜,病理学评分显著升高。感染对照组小鼠结肠组

织无相关炎性症状。

图
 

3 DSS诱导的IBD模型小鼠结肠图片

Fig.3 Photo
 

of
 

IBD
 

models
 

Colon

注:组间比较,a
 

P<0.05;b
 

P<0.01。
图

 

4 DSS诱导的IBD模型小鼠结肠长度变化

Fig.4 Colon
 

length
 

changes
 

in
 

IBD
 

model
 

induced
 

by
 

DSS

A PBS对照组 B 感染对照组 C 实验组 D IBD组
图

 

5 DSS诱导的IBD模型小鼠结肠组织病理学变化(H&E染色)
A PBS

 

group B E.g
 

infection
 

group C E.g+DSS
 

group 
D DSS

 

group.
Fig.5 Representative

 

histopathological
 

findings
 

in
 

the
 

colon(H&E
 

staining)
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图
 

6 DSS诱导的IBD模型小鼠结肠病理学评分

Fig.6 Pathological
 

score
 

of
 

colon

5 细粒棘球蚴感染对IBD小鼠Thl/Th2/Thl7细胞

因子平衡的改善作用

为明确细粒棘球蚴感染及IBD对小鼠系统免疫

的影响,采用CBA法检测小鼠血清Thl/Th2/Thl7细

胞因子水平。结果显示,与空白对照组相比细粒棘球

蚴感染对照组小鼠血清IL-4、IL-10、IL-17A、IL-6、

IFNγ含量均显著增高(P<0.05或P<0.01),Th1、

Th2因子均高表达状态(图7);Th2/Th1型细胞因子

比率显著升高,表现为以Th2为主的免疫反应。IBD
实验组小鼠血清IFNγ、IL-10、IL-4水平均被抑制,

Th2/Th1型细胞因子比率同空白对照组相比无显著

变化或降低。实验组小鼠Th2/Th1型细胞因子比率

同IBD对照组相比显著升高(P<0.05或P<0.01)
(图8)。以上表明细粒棘球蚴感染可改善IBD小鼠血

清Thl/Th2/Thl7细胞因子平衡。

注:组间比较,a
 

P<0.05;b
 

P<0.01。
图

 

7 CBA检测小鼠血清Thl/Th2/Thl7细胞因子水平

Fig.7 Detection
 

of
 

serum
 

Thl/Th2/Thl7
 

cytokine
 

by
 

CBA

图
 

8 小鼠血清Thl/Th2值

Fig.8 Ratio
 

of
 

serum
 

Thl/Th2
 

cytokine
 

by
 

CBA

讨 论

IBD是由环境因素、遗传、微生物、免疫因素等相

互作用所致,宿主遗传学、肠道微生物群及其相关抗原

和免疫应答均参与IBD的发生机制。相比较于其他

模型,DSS诱导的IBD模型小鼠病理变化和临床特点

更接近于人类疾病,是相关研究常用的模型[7]。
为确定细粒棘球蚴感染对IBD小鼠肠炎症状的

保护作用,本研究在小鼠感染细粒棘球蚴100
 

d后再

用DSS诱导IBD模型,结果显示IBD对照组小鼠体重

明显降低,组织病理学观察结肠上段炎性细胞浸润和

组织损伤程度较重。而实验组小鼠相较于IBD模型

组体重、病理学评分指标均有好转,表明细粒棘球蚴感

染能减轻小鼠的肠道炎症,同Soufli等[8]报道的E.m
感染小鼠及原头蚴注射感染能减轻小鼠肠炎病情的结

论相似。
为了解细粒棘球蚴感染及IBD对小鼠系统免疫

的影响,本研究采用流式CBA法对各组小鼠血清中的

IL-4、IL-17A、IL-10、IFN-γ、IL-6等细胞因子进行检

测,结果表明细粒棘球蚴感染对照组小鼠外周血Th1
和Th2细胞因子均高表达,与 Gottstein等[9]的研究

结果相似。计算Th2/Th1细胞因子含量比值,发现细

粒棘球蚴感染可导致Th2/Th1型细胞因子比率显著

升高,表现为以Th2为主的免疫反应。IBD对照组以

及实验组小鼠Th2型细胞因子和除TNF之外的Th1
型细胞因子水平均被抑制,实验组Th2/Th1型细胞因

子比率(如IL-10/IL-2、IL-4/IL-2)同IBD对照组相比

显著升高,表明细粒棘球蚴感染影响IBD小鼠Th1/

Th2细胞因子的表达。
在人 类 包 虫 病 中 也 发 现 Th1/Th2 因 子 的 共

存[10],Th2细胞因子对寄生虫逃避宿主免疫有利,而
Th1细胞因子对宿主杀伤寄生虫有利。本研究中感染

对照组小鼠血清IL-4和IL-10相对IL-2的比率明显

增高,这有利于棘球蚴包囊在宿主体内的生存,也相应

降低了1型免疫细胞的反应性。也有研究认为IL-4
和IL-10升高抑制NO和IFN-γ的生成,抑制宿主淋
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巴细胞对细粒棘球蚴原头蚴的杀伤,IL-4和IL-10水

平的变化可反映包虫病人疾病进展情况,也与治疗的

成败相关[11]。本研究结果显示IBD对照组小鼠IL-4、

IL-10水平很低,这与IBD引发的1型炎症反应相关,
而实验组小鼠血清中IL-4、IL-10水平则相对升高,说
明Th2的高水平状态削弱了DSS引发的Th1反应,
结合症状表明IL-4、IL-10可能参与对炎症性肠病的

保护。
“卫生假设”提出宿主受到微生物或微生物产物刺

激后,免疫系统调控能力增强,可防止炎症性疾病的发

展[12]。也有研究显示寄生虫感染可使小鼠Treg细胞

活性增强并减少过敏性疾病的发生[13-14]。炎症性肠病

以肠道局部免疫系统过度反应为特点,表现为
 

型免疫

导致的炎症反应[15]。寄生虫感染可改变宿主的免疫

状态,如能减轻炎症性肠病的症状[16]。慢性寄生虫感

染的必然结果是T细胞低反应性,寄生虫尤其是蠕虫

可降低抗原特异性T细胞的增殖反应,并减少细胞因

子产生,因此可能减轻肠炎引起的炎性细胞浸润等表

现。
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