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近年来, 关于隐孢子虫病免疫学及药物防治等的研究较少
涉及中药对提高宿主免疫力及抑杀隐孢子虫问题遥 本研究针对
隐孢子虫病发病特点, 探讨关于中药补骨脂和青蒿素合剂提高
感染隐孢子虫小鼠免疫力及其疗效问题遥

1 材料与方法

1.1 动物尧 主要试剂及仪器 健康雄性昆明小鼠 90只, 体重
30耀35 g, 由大连医科大学实验动物中心提供遥 醋酸地塞米松
片(批号为 06034, 0.75 mg/片, 天津天药药业股份有限公司), 补
骨脂 (市售中草药, 自制水煎剂 20 g/100 ml), 双氢青蒿素片(批
号为 050813, 20 mg/片, 北京万辉双鹤药业有限责任公司)遥酌干

扰素(IFN鄄酌) (深圳晶美生物工程有限公司北京分公司), CD4+ T
细胞试剂盒(CD4 FITC/CD3 PE 流式抗体, 美国 Serotec公司),
一氧化氮(NO)试剂盒(硝酸还原酶法) (南京建成生物工程研究
所), 考马斯亮蓝蛋白测定试剂盒(南京建成生物工程研究所),超
速低温离心机(TGL鄄16G, 上海), 酶标仪(MULTISCAN ASCENT
354, 芬兰), 分光光度计(721, 上海), 流式细胞仪(BD FAC鄄
SCalibur, 美国)遥
1.2 动物模型及分组 造模方法, 在小鼠自由饮用水中加入醋
酸地塞米松 (11.25 g/L)和葡萄糖 (15 g/L), 诱导隐孢子虫病遥 收
集粪便, 离心, 沉淀, 制作涂片, 进行改良抗酸染色咱1暂, 显微镜观
察遥 第 5天查见隐孢子虫卵囊, 造模成功遥 将小鼠随机分为 3
组: 淤 正常对照组 10只, 饲以普通自来水; 于 感染对照组 40
只, 饲以含有地塞米松的自来水, 造模成功后即处死, 测定各
项指标; 盂 治疗组 40只, 饲以含有地塞米松的自来水遥 造模
成功后灌胃补骨脂与双氢青蒿素合剂(补骨脂 3.4 g/kg+双氢青
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蒿素 60 mg/(kg窑d), 连续 7 d), 治疗结束后处死 , 测定各项
指标遥
1.3 观察指标 包括淋巴细胞亚群(CD4+尧 CD3+ T淋巴细胞)比
例, IFN鄄酌浓度, 隐孢子虫卵囊计数及小肠组织匀浆 NO浓度遥
感染对照组于造模结束后摘眼球取血遥 治疗结束, 正常对照组
和治疗组摘眼球取血遥 用流式细胞仪测定全血淋巴细胞亚群,
用酶标仪采用 ELISA法测定血清中 IFN鄄酌浓度遥 处死小鼠前取
粪便, 涂片, 染色, 镜检卵囊遥 按公式计算卵囊减少率(%)遥

取小肠组织, 用 4 益生理盐水制备 20%匀浆(取 0.5 g小肠
组织加 2.5 ml生理盐水), 用分光光度计按硝酸还原酶法测定吸
光度(A 550值), 计算 NO含量遥 所有测定参照试剂盒说明书进行遥
取回肠末端 1 cm, 制作组织切片, 苏木素鄄伊红 (HE)染色, 镜检遥
1.4 统计学分析 采用 SPSS 14.0 统计软件进行数据分析遥
结果以( )表示, 各组间进行单因素方差分析, 用 P表示遥

2 结果

2.1 一般状况 正常对照组小鼠毛色光泽较好, 进食尧 饮水情
况稳定, 大便正常遥感染对照组小鼠毛色光泽较差, 进食饮水减
少遥 4耀5 d 后, 出现腹泻及少量便血等症状遥 治疗组小鼠毛
色尧 进食及饮水情况均好转, 腹泻陆续停止遥
2.2 粪便隐孢子虫卵囊检测 感染对照组查见隐孢子虫卵囊

(图 1), 每高倍视野平均虫荷为 (5.7依1.4)只遥 治疗组给药 7 d
后每高倍视野平均虫荷约为 (2.4依0.5)只, 与感染对照组比较,
卵囊减少率约为 57.9%(表 1)遥

2.3 淋巴细胞亚群尧 IFN鄄酌及肠组织 NO 检测 感染对照组

CD4+与 CD3+ T淋巴细胞比例, 血清 IFN鄄酌浓度与正常对照组差
异均具有统计学意义( 值均约0.01)遥治疗组与感染对照组比较,
上述指标均明显回升( 值均约0.01)遥感染对照组肠组织 NO水平
明显高于正常对照组( 约0.05)遥 治疗组 NO水平明显高于感染对
照组及正常对照组( 约0.01) (表 1)遥
2.4 组织病理学观察 健康组小鼠, 回肠绒毛结构正常, 上皮细
胞完好, 无明显淋巴细胞浸润及红细胞渗出(图 2A)遥感染对照组
回肠组织病理损害严重, 大量的上皮细胞坏死, 部分区域小肠绒
毛正常结构消失(图 2B), 伴淋巴细胞浸润及红细胞渗出遥 治疗
组部分肠黏膜上皮细胞轻微水肿, 绒毛结构逐渐修复(图 2C)遥

3 讨论

隐孢子虫病是一种机会致病性寄生虫病, 虫体寄生在小肠
上皮细胞, 可使小肠绒毛萎缩, 导致宿主吸收不良尧 电解质失
调及腹泻等严重病症, 迄今仍无特效药物遥 刘锦华等咱2暂用中药
大蒜素治疗隐孢子虫病, 疗效不理想遥

补骨脂是豆科植物补骨脂的干燥成熟果实 , 具有温肾助
阳尧 纳气尧 止泻等功效咱3暂, 是临床常用药遥 姜宪辉等咱4, 5暂认为补
骨脂可提高小鼠腹腔巨噬细胞的吞噬功能, 以及机体非特异性
免疫力及应激态小鼠体液免疫遥 崔昱等咱6, 7暂用补骨脂与鸦胆子合
剂治疗大鼠卡氏肺孢子虫肺炎, 结果表明补骨脂可明显提高宿
主免疫力, 有较强的抵抗氧自由基作用遥 青蒿素为菊科黄花蒿
植物的提取物, 能杀灭疟原虫, 治疗疟疾, 还可治疗弓形虫病尧
血吸虫病尧 卡氏肺孢子虫肺炎等咱8鄄11暂遥双氢青蒿素能调节机体免
疫功能咱12暂遥

文献报道, 隐孢子虫侵入宿主小肠上皮细胞后可不断增殖,
分泌磷脂酶及蛋白酶等引起宿主肠黏膜损坏而发病咱13暂遥 病情发
展变化与虫体寄居密切相关, 与宿主免疫功能被破坏或被抑制
有关, 尤其与 CD4+ T 细胞比例尧 IFN鄄酌细胞免疫功能降低关
系密切咱14暂遥 张剑勇等咱15暂报道青蒿琥酯可提高 CD4+与 CD3+T细
胞比例遥 IFN鄄酌是具有免疫调节功能的重要细胞因子, 可活化巨
噬细胞参与宿主炎症反应过程咱16暂遥 IFN鄄酌主要是由 CD4+ T细胞
和 NK细胞产生, CD4+ T 细胞比例升高, IFN鄄酌也升高遥活化的
巨噬细胞可高水平表达诱导型一氧化氮合酶(iNOS), 酶促 L鄄精
氨酸氧化反应生成大量 NO咱17暂, NO与超氧阴离子(O2- ) 反应生成
氧化能力极强的自由基要过氧化氮(NO2- ), 使蛋白质和 DNA等
变性, 对细胞内寄生的病原体产生明显的杀伤作用咱18暂遥 NO由多

卵囊减少率(%)= 感染对照组卵囊数-治疗组卵囊数
感染对照组卵囊数

伊100%

组别
IFN鄄酌
水平

渊pg/ml冤
CD4+ T
细胞比例

渊%冤
CD3+ T
细胞比例

渊%冤
小肠组织
勻浆

NO浓度
渊滋mol/gpr冤

粪检卵囊
计数

(个/HP)

正常对照组
感染对照组
治疗组

28.32依5.46
22.81依1.25**
30.95依1.87吟

47.67依7.21
24.44依5.59*
38.36依6.05**吟

60.04依8.79
37.42依9.80*
65.94依15.36吟

2.21依0.74
3.95依0.61**
6.42依0.59*

0
5.7依1.4
2.4依0.5

表 1 补骨脂与双氢青蒿素合剂治疗隐孢子虫病小鼠效果观察

注: 与正常对照组比较, * P约0.01, ** P约0.05;
吟 与感染对照组比较, P约0.01遥

图 1 隐孢子虫卵囊 (伊 1 000)

A 正常对照组, B: 感染对照组, C: 治疗组遥
图 2 隐孢子虫病小鼠回肠组织病理学观察 (伊400)
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种细胞产生, 是参与血管活性调节的重要因子, 可使血管舒张,
局部微血管通透性增加, 参与炎症及损伤修复过程遥
本研究结果与上述文献报道基本相符遥 感染对照组小鼠感

染隐孢子虫 5耀7 d 后, 粪便检出大量隐孢子虫卵囊, 肠黏膜上
皮细胞出现片状炎症坏死区, 局部病变处发生炎性细胞浸润, 绒
毛水肿尧 结构破坏或萎缩消失等病理改变遥 治疗组, 隐孢子虫
卵囊逐渐减少到消失, 肠黏膜组织炎症减轻, 肠绒毛结构修复遥
感染对照组全血 CD4+与 CD3+ T淋巴细胞比例和血清 IFN鄄酌浓度
明显降低遥治疗组小鼠体质明显好转, 粪检卵囊数量明显减少,
血清 IFN鄄酌水平, 全血 CD4+与 CD3+ T淋巴细胞比例明显升高,
表明补骨脂和双氢青蒿素合剂可提高隐孢子虫病小鼠免疫功

能, 尤其是通过提高 CD4+ T细胞水平, 刺激 IFN鄄酌增多, 以有效
参与机体免疫防御反应, 抑杀虫体, 修复炎症遥 感染对照组 NO浓
度升高, 而治疗组更高, 表明由于隐孢子虫感染的刺激, 引发 NO
参与小鼠炎症反应, 经补骨脂和双氢青蒿素合剂治疗后更有效
地激发产生大量的 NO, 以清除病原体, 修复肠黏膜损伤遥 本研
究治疗组肠黏膜细胞水肿消失, 上皮细胞表面绒毛结构恢复,
病变减轻, 结果与文献报道一致遥

综上所述, 补骨脂和双氢青蒿素合剂能抑杀隐孢子虫, 并
通过调节血清 IFN鄄酌浓度尧 全血 CD4+与 CD3+ T细胞比例, 以
及提高肠组织 NO浓度, 参与宿主免疫应答和炎症反应过程, 最
终修复炎症反应遥 其抑杀虫体和参与免疫防御反应的机制, 有
待进一步研究遥
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