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保存在重铬酸钾中的微小隐孢子
虫卵囊活性及传染性研究

陈 甫 1,2，黄克和 1

(1南京农业大学动物医学院，南京 210095；2青岛农业大学动物科技学院，山东青岛 266109)

摘 要：探索保存在4 ℃ 2.5%重铬酸钾(K2Cr2O7)中1~30个月的微小隐孢子虫卵囊（CPO）的活性和对免

疫抑制BALB/c小鼠的传染性。通过体外脱囊技术评价卵囊的活性，以BALB/c小鼠为感染模型，通过

检测CPO感染小鼠的潜伏期、排卵囊数量和回肠末端绒毛中的隐孢子虫数量来评价卵囊的传染性。结

果表明：保存在K2Cr2O7中1~16个月的卵囊出现脱囊；免疫抑制BALB/c小鼠在感染保存1~16个月的卵

囊后3~8天开始排出大量的卵囊，且在末端回肠绒毛中寄生有大量的隐孢子虫；卵囊的保存时间与潜伏

期之间存在强烈的相关性(R2＝0.92)。因此，CPO 在 4 ℃ K2Cr2O7中能保持活性和传染性至少 16 个月，

K2Cr2O7是保存CPO的良好介质。
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Viability and Infectivity of C. parvum oocysts Preserved in 2.5 Percent
of Potassium Dichromate
Chen Fu1,2, Huang Kehe1

(1College of Veterinary Medicine, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095;
2College of Animal science and Veterinary Medicine, Qingdao Agricultural University, Qingdao Shandong 266109)

Abstract: The present study was undertaken to compare the viability and infectivity of Cryptosporidium
parvum oocysts (CPO) that had been stored for 1, 4, 7, 10, 13, 16, 20, 25 and 30 months at 4 ℃ in 2.5%
potassium dichromate (K2Cr2O7), respectively. An excystation protocol was performed in vitro to evaluate the
viability of oocysts. One hundred and eighty female BABL/c mice were used to evaluate the infectivity of
oocysts by detecting the prepatent period of C. parvum infection, the quantity of oocysts excreted, and the
number of parasites that colonized the villi of the ileum. Results showed that CPO preserved in K2Cr2O7 for 1 to
16 months were capable of excystation in vitro and infection of mice in vivo. The prepatent period was extended
from 3 to 8 days as the storage time of oocysts increased. There was a strong correlation between prepatent
period and duration of oocyst storage (R2＝0.92). Large number of oocysts were isolated and purified from feces
of mice inoculated oocysts preserved for 1 to 16 months in K2Cr2O7, respectively. Cryptosporidia parasitized in
the terminal ilea were found in mice inoculated with oocysts stored in K2Cr2O7 for 1 to 16 months. Conclusion:
C. parvum oocysts may be stored at 4 ℃ in K2Cr2O7 for at least 16 months for the purposes of laboratory
research, and K2Cr2O7 is a good medium of keeping viability and infectivity of CPO for a long time.
Key words: potassium dichromate, C. parvum oocyst, viability, infectivity, excystation in vitro
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0 引言

隐孢子虫能感染90多个国家包括人、家畜和野生

动物在内的240种不同的动物[1]，是致儿童和免疫缺陷

患者腹泻的重要病原，估计全世界每年有5 000万5岁

以下儿童发生感染[2]。尽管有许多关于通过免疫疗法

或化学疗法治疗隐孢子虫病的研究，但是其效果不理

想[3-4]。微小隐孢子虫卵囊，直径在 4~6 μm之间，是隐

孢子虫的感染阶段，其被排出并完全在宿主的粪便中

孢子化 [5]。微小隐孢子虫卵囊能抵制广泛的环境压

力，并能在各种各样的环境压力和消毒状态下长期存

活，这无疑是对自来水工业生产的挑战[6-8]。几次大的

爆发均与水污染有关，如 1987年，CDC报告了发生在

美国Carrollton的一次大爆发，大约13 000人在饮用同

一经过滤和氯处理过的水后发生胃肠炎[3]；1993年，最

严重的一次由于饮水污染隐孢子虫卵囊而爆发的病

例中，美国Milwaukee 40多万人受感染且有 100人死

亡[9]；而且国内外的调查结果表明，各种类型的水源均

受到不同程度的污染，世界各国有关隐孢子虫病爆发

流行的报道呈上升趋势[10-11]，现今隐孢子虫已经被认为

是人和动物腹泻与胃肠炎的主要原因之一[1]。

隐孢子虫病作为一种重要的人兽共患传染病，已

经刺激了许多研究者对此病的传播以及隐孢子虫卵囊

的体外活性和体内传染性的研究[12]。大多数研究者一

般会将分离的隐孢子虫卵囊保存于 4 ℃的 2.5%

K2Cr2O7中，并在分离纯化后3~6个月内传代以保持其

卵囊的活性和传染性。关于卵囊活性的研究通常是通

过体外活性染色技术和/或脱囊技术，但是在易感动物

中产生潜在感染的能力无疑是体内研究卵囊感染性的

重要手段。在国外已有大量关于隐孢子虫卵囊活性和

传染性的报道，国内未见有关这方面的报道。因此，笔

者应用体外脱囊技术研究了保存于2.5% K2Cr2O7中不

同时间的微小隐孢子虫卵囊的活性，并通过隐孢子虫

感染BALB/c小鼠模型，观察其潜伏期、排卵囊强度和

回肠末端的隐孢子虫数，探索隐孢子虫卵囊在K2Cr2O7

溶液中保持活性和感染性的时间，以期为隐孢子虫病

的防治提供可用资料。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试剂 饱和蔗糖溶液(500 g 蔗糖，320 ml H2O，

6.7 ml 苯酚)；pH 7.4 0.01 mol/L PBS（NaCl 8.0 g，KCl

0.2 g，Na2HPO4·12H2O 2.85 g，蒸馏水1 000 ml，溶解）；

2.5% K2Cr2O7溶液；地塞米松磷酸钠注射液(湖北潜江

制药股份有限公司生产，批号：20050501)；庆大霉素注

射液 ( 北潜江制药股份有限公司生产，批号：

20050501)。

1.1.2 隐孢子虫卵囊的传代与保存 微小隐孢子虫卵囊

由实验室从猪粪中分离保存，每隔一段时间用 8 只

BALB/c小鼠(6周龄，体重18~20 g，雌性)传代一次，分

离纯化后的卵囊保存于 4 ℃ 2.5% K2Cr2O7溶液中，保

存时间分别为1、4、7、10、13、16、20、25、30个月。接种

感染时稀释成 106 个/ml，用含有 60 μg/ml 青霉素和

100 μg/ml 链霉素的PBS洗涤3次，备用。

1.2 方法

1.2.1 体外活性检测—脱囊技术 脱囊技术按照

Vergara-Castiblanco(2000)和 Castro-Hermida (2003)的

方法进行。2.0×106个卵囊用生理盐水洗涤3次，重悬于

10 ml生理盐水中，并加入0.5％的胃蛋白酶和70 μl的

浓盐酸，混合后在37 ℃ 5%CO2培养箱中孵育30 min，

加入2.2%碳酸氢钠中和盐酸。加入22 mg牛磺胆酸钠

和 4 mg的牛胰蛋白酶，在 37 ℃ 5%CO2培养箱中孵育

2 h，加入 2.5%戊二醛固定。取 10 μl悬液记录连续视

野中的卵囊空壳和完整卵囊的数量，脱囊率以以下公

式计算：脱囊率＝卵囊空壳数/卵囊总数×100％。所有

样品重复检测3次，取平均值。

1.2.2 体内感染性检测

（1）试验动物处理 [13-15]。90只BALB/c小鼠(6周

龄，体重14~16 g，雌性)随机分为9组，分别为1月组、4

月组、7月组、10月组、13月组、16月组、20月组、25月

组、30月组，每组 5只，每只小鼠编号。实验前彻底消

毒器具和环境，实验期间，饲养适应 3天后，鼠粪镜检

确定没有寄生虫感染。各组小鼠免疫抑制 3天后，分

别依次接种保存在2.5% K2Cr2O7溶液中1、4、7、10、13、

16、20、25、30个月的微小隐孢子虫卵囊2.0×105个/只；

各组小鼠免疫抑制方法均采用在饮水中加入16 μg/ml

地塞米松磷酸钠和5 ‰的庆大霉素，自由饮用，每日换

水。

（2）潜伏期的检测。各组小鼠感染卵囊后，逐日

从直肠收集各组中每只小鼠的新鲜粪便，涂成硬币大

小，用抗酸染色法染色[16]，400倍光镜检查，确定各组中

每只小鼠排出卵囊的时间即潜伏期。

（3）卵囊数量的检测。在鼠粪中检查到有卵囊排

出后，继续收集各组小鼠鼠粪，加入K2Cr2O7中，储存在

4 ℃冰箱里。实验结束时用蔗糖密度梯度离心法分离

纯化卵囊[17]。纯化的隐孢子虫卵囊保存在1 ml的PBS

中，统一计数。

（4）组织病理学检查。试验结束后，每组小鼠，取

回肠末端部分（2 cm）保存固定于 10%福尔马林中，常

规组织切片，每段小肠组织切 8 片（横切和纵切各 4
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图1 保存在K2Cr2O7溶液中不同时间的卵囊的脱囊率 图2 保存时间不同的卵囊感染小鼠的潜伏期

图3 保存时间不同的卵囊感染各组小鼠的排卵囊强度的比较

片），HE染色，每个切片随机选择并记录 20个小肠绒

毛中的隐孢子虫数量和感染率。

1.3 统计分析

用Microsoft Office Excel 2003 和 SPSS 12.0软件

进行统计分析。不同组间的结果应用方差分析和卡方

检验进行比较，用二次回归模型鉴定潜伏期和卵囊储

存时间之间的相关性。

2 试验结果

2.1 脱囊率

体外脱囊试验结果表明，在K2Cr2O7中保存超过

16 个月的卵囊没有发现脱囊（如图 1）。保存在

K2Cr2O7中 1~7个月的卵囊脱囊率较高，分别在 74%~

87%之间。当卵囊在K2Cr2O7中保存16个月时，其脱囊

率下降至5.5%。

2.2 潜伏期

感染小鼠的粪球检测显示，各组小鼠潜伏期分别

在 3~8天之间，其中，1月组、4月组和 7月组均在感染

后第3天的粪便中发现卵囊，第4天全部检测到卵囊排

出。潜伏期最长的一组是接种16个月卵囊的小鼠，直

到感染后第8天全部小鼠才全部发现均排出卵囊。在

整个实验期间，20~30月组没有发现卵囊排出，其他各

组的潜伏期分别为3.4、3.4、3.6、3.6、6.4和7.2天。卵囊

的保存时间与潜伏期之间存在显著相关性(R2=0.92)。

如图2所示。

2.3 感染强度

如图3所示，在整个实验期间，各组的排卵囊总量

差异很大。除了K2Cr2O7 20~30月组没有卵囊排出之

外，其他各组均有卵囊排出。在各组小鼠排卵囊数量

中，以7月组排卵囊强度最大，其次是4月组，最少的是

16月组。

2.4 组织病理学

在小鼠的回肠末端，除了20~30月组未发现隐孢子

虫寄生外，其他各试验组均有隐孢子虫寄生。最多的

隐孢子虫出现在4月组，最少的发现于16月组（图4）。

陈甫等：保存在重铬酸钾中的微小隐孢子虫卵囊活性及传染性研究 ·· 15
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3 讨论

为了保持卵囊有较长时间的活性和节省需要大量

隐孢子虫卵囊研究者的时间，探索保存微小隐孢子虫

卵囊的合适介质是非常重要的。许多的早期研究结果

显示，原虫储藏在低温下的重铬酸钾溶液中是长期保

持活性的有效方式。而且，现今在大多数的实验室也

一般应用重铬酸钾做为隐孢子虫卵囊的保存溶液。以

前的报道已经证明，当卵囊保存在4 ℃时，早在2个月

时开始丢失感染性，其他的报道显示：保存仅有6~9个

月的仍保持感染性，并且在 18月时偶而有传染性[7,14]。

笔者通过研究保存在K2Cr2O7中的微小隐孢子虫卵囊

的活性和传染性发现，保存在K2Cr2O7中 16个月的微

小隐孢子虫卵囊仍有活性，卵囊的储存时间与潜伏期

之间存在强烈的相关性。因此，笔者认为，K2Cr2O7是

保持隐孢子虫卵囊活性和传染性较好的储存溶液。这

也是国内关于隐孢子虫卵囊活性和传染性的首次报

道，为隐孢子虫病的防治提供了重要的可参考资料。

研究中也发现，保存在K2Cr2O7中 1~16个月卵囊

在 3~8天之间能使该组全部小鼠感染，且能分离纯化

到不同数量的卵囊。这与 Yang 等 [17]报道的保存在

K2Cr2O7中的卵囊感染小鼠的潜伏期(2~6天)和卵囊保

持活性的保存时间(18个月)相似。通过分析发现，两

种方法得到的潜伏期随保存时间的延长均呈上升趋

势，而且潜伏期之间差异不显著，卵囊保存时间与潜伏

期之间显著相关，因此，卵囊保存时间对卵囊活性有较

大的影响。研究表明，排卵囊强度最强的组不是接种

保存 1个月的卵囊，而是保存 7个月(K2Cr2O7)的卵囊。

在排卵囊强度方面，排卵囊强度均以 4、7月组排卵囊

强度较大，两者之间差异不显著，而且在末端回肠绒毛

中，寄生的隐孢子虫数量也均以7月组最多，通过分析

笔者认为，K2Cr2O7溶液对卵囊的感染性影响不大，这

也与King BJ等[18]研究水质量不能影响卵囊的活性相

似。这也说明了卵囊保存在K2Cr2O7中 7个月时开始

丢失其感染活性。

总之，通过研究发现，保存在2.5% K2Cr2O7溶液中

的隐孢子虫卵囊 1~16 个月均有活性和对免疫抑制

BALB/C小鼠有感染活性，并且保存7个月的卵囊具有

相对较强的活性，因此即不必因为担心隐孢子虫卵囊

失活而每隔3个月进行传代，也节省了时间和费用，而

且这为防治隐孢子虫病的研究提供了可用的参考数

据。
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