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　　提要　目的: 建立棘阿米巴角膜炎的动物模型。方法: 在 6只新西兰家兔角膜基质层内注射地塞米松 3 d后,再
注入棘阿米巴原虫悬液。结果: 6只家兔均发生角膜炎。经家兔角膜刮片用 10%氢氧化钾封片镜检、角膜组织原虫
培养和病理切片染色检查证实,成功地建立了家兔棘阿米巴角膜炎动物模型。结论: 通过角膜基质内注射建立的家
兔棘阿米巴角膜炎动物模型,方法简便又易于操作。
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　　棘阿米巴原虫可引起人类两种疾病,一种是原

发性脑炎,另一种是角膜炎[ 1 ]。棘阿米巴角膜炎是一

种严重的角膜疾患,药物治疗时间较长,效果不佳,

常需角膜板层移植或角膜全层移植进行治疗[ 2 ]。

棘阿米巴原虫属自由生活的阿米巴,在自然界

中分布广泛。从湖水、温泉、泳池、泥土、角膜接触镜

的清洗液中和人的鼻腔内,均曾分离出棘阿米巴原

虫[ 3, 4 ]。在国外,棘阿米巴角膜炎主要是由配戴角膜

接触镜所引起[ 5 ]; 而我们经培养证实的 3 例棘阿米

巴原虫性角膜炎,无角膜接触镜配戴史,发病原因不

明[ 6 ]。目前的观点认为,角膜轻度擦伤以及机体抵抗

力降低是棘阿米巴角膜炎的主要原因[ 3, 7 ]。

目前,对于棘阿米巴角膜炎的病因学、免疫学、

病理生理学以及药物治疗等方面的研究有待深入。

为此,我们在家兔角膜基质层内注入培养的纯棘阿

米巴原虫悬液,制成棘阿米巴角膜炎的动物模型,为

今后深入开展棘阿米巴角膜炎的研究,提供一种有

价值的动物模型。

材料与方法

1　原虫培养

棘阿米巴原虫来自角膜炎患者手术切除的角膜

材料中分离的棘阿米巴原虫,该原虫经北京医科大

学易有云教授鉴定。根据 Silvany等[ 8 ]报道的棘阿米

巴原虫纯培养的方法进行培养,培养基主要由蛋白

胨2酵母2葡萄糖 (PYG)组成, 且含有青霉素 (500

IU öm l)和链霉素 (500 IU öm l)。棘阿米巴原虫培养 3

d～ 5 d 后,用生理盐水将培养的棘阿米巴原虫洗 3

次 (300 g 离心,每次 5 m in) ,最后用生理盐水调至

原虫浓度为 3×106 个原虫öm l (80%～ 90%滋养体,

10%～ 20%包囊) ; 并用台盼蓝染色确定原虫的活

力,原虫的活力> 90%。

2　动物模型

新西兰家兔 6 只, 左眼为实验组, 右眼为对照

组。实验前 3 d 每只家兔每眼先行结膜下注射地塞

米松 2 m g,每天 1次,同时用 0. 5%氢化考的松眼水

点眼,每天 3次～ 4次。实验开始,停用激素,家兔固

定后双眼经 0. 5%的可卡因点眼局麻,开睑器开睑,

用 5号针头在家兔角膜基质内注入棘阿米巴原虫悬

液 0. 2 m l,对照右眼角膜基质内注入生理盐水 0. 2

m l。于注射原虫后 6 h、12 h、24 h 以及以后每天观

察兔眼角膜病变情况,直到 30 d。

3　10%氢氧化钾湿封片镜检

在家兔角膜注射棘阿米巴原虫悬液后 d10、d20及

d30分别作角膜刮片,刮取兔角膜较深层病变组织涂

于载玻片上,显微镜下检查。

4　棘阿米巴原虫培养

于注入棘阿米巴原虫悬液 d10、d20及 d30分别解

剖两只家兔,取家兔角膜放入 2%无营养琼脂培养

基中央表面,在接种物上滴入 1 滴～ 2 滴活大肠杆

菌肉汤,胶布密封后置 35℃温箱内进行棘阿米巴原

虫培养。

5　病理检查

分别取 d10、d20及 d30解剖的家兔角膜材料,经固

定、脱水、石蜡包埋、切片及脱蜡,最后经苏木素2伊
红 (H 1E1)染色和高碘酸 Sch iff (PA S)染色,显微镜

下检查组织病变中的棘阿米巴包囊和滋养体。

结 果

1　临床表现

6 只新西兰家兔实验左眼全部形成角膜基质

炎,对照右眼正常。形成角膜炎的家兔左眼在注射棘

阿米巴原虫悬液后 6 h,局部反应较轻, 12 h 结膜囊

内出现分泌物, 注射局部出现炎症反应, 24 h 外眼

分泌物较多,局部形成炎性斑块,球结膜及睑结膜充

血; d3～ d4 症状逐渐加重,炎性斑块逐渐增大,整个
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角膜呈弥漫性点状混浊 (图 1) ,外眼分泌物更多,球

结膜及睑结膜充血更严重。d15～ d30症状停止发展,

外眼分泌物逐渐减少,球结膜及脸结膜充血稍有减

轻,新生血管开始向炎症斑块内长入。对照右眼未出

现炎症反应。

2　湿封片镜检

刮取家兔眼角膜组织经 10% KOH 湿封片镜

检,实验眼全部看到棘阿米巴原虫的双层壁包囊,对

照眼呈阴性。

3　棘阿米巴原虫培养

家兔眼角膜经棘阿米巴原虫培养,实验眼全部

培养出棘阿米巴原虫,对照右眼棘阿米巴原虫培养

呈阴性。

4　病理检查

家兔眼角膜病理切片姬姆萨液染色,实验眼可

见病变部位大量炎性细胞浸润 (主要是中性粒细

胞) ,见图 2,对照眼正常; PA S染色可见实验眼病变

部位大量棘阿米巴原虫的包囊和滋养体,见图 3。

　　图 1　家兔角膜基质内注入棘阿米巴原虫悬液d4,裂隙灯下观察,注射部位 3点处呈现白色炎性斑块,整个角膜呈灰白色基质炎症 10
×　图 2　家兔角膜基质内注入棘阿米巴原虫悬液d8,角膜组织病理切片, H. E. 染色,显示角膜基质水肿,炎性细胞浸润,可见棘阿米巴原
虫 (↑) 400×　图 3　家兔角膜基质内注入棘阿米巴原虫悬液d8,角膜组织病理切片, PAS染色,显示棘阿米巴原虫 (↑) 1 000×
　　F ig. 1　Four days af ter the corneal in trastromal in jection of A can tham oeba protozoa in the rabbit, showing white inf lammation patches
and keratitis under sl it lamp 10×　F ig. 2　E ight days af ter the corneal in trastromal in jection of A can tham oeba protozoa in the rabbit. H.
E. sta in section showing corneal in trastromal swell ing, inf lammatory cell inf iltration and A can thm oeba protozoa (↑) 400×　F ig. 3　E ight
days af ter the corneal in trastromal in jection of A can tham oeba protozoa in the rabbit. PAS sta in section showing A can thm oeba protozoa (↑)
1 000×
　

讨 论

棘阿米巴角膜炎是一种少见的与较为严重的角

膜疾患,自 1974年N agington 等[ 9 ]首次报道第一例

棘阿米巴角膜炎以来,对该病的研究报道逐年增多,

该病的发病率也呈逐年增加之势[ 3 ]。

建立棘阿米巴原虫角膜炎动物模型,不但可深

入研究该病的致病机制及生理病理特征,而且尚可

验证药物的治疗作用、筛选有效的抗棘阿米巴原虫

新药以及进行角膜移植研究等。

在国外由于配戴角膜接触镜的人数较多,棘阿

米巴角膜炎的发病率相对较高。目前已经证实,人们

配戴原虫污染的接触镜引起角膜轻度擦伤是诱发棘

阿米巴角膜炎的主要原因[ 10, 11 ]。一些学者通过中国

地鼠和猪配戴棘阿米巴原虫污染的角膜接触镜成功

地制成了棘阿米巴角膜炎的动物模型[ 12, 13 ]。1990年

L ark in 和 East ly 报道[ 14 ] , 应用W istar 大鼠通过角

膜基质内注射棘阿米巴原虫悬液可诱发大鼠棘阿米

巴角膜炎。N iederko rn 等[ 15 ]通过体外培养技术证

实,棘阿米巴原虫对人、中国地鼠和猪的角膜易感,

而对小鼠、大鼠和家兔的角膜不易感。为了能成功地

建立家兔棘阿米巴角膜炎动物模型,我们采用实验

前 3 d 在家兔结膜下注入地塞米松,同时应用激素

点眼,然后在兔角膜基质内直接注入棘阿米巴原虫
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的滋养体和包囊悬液,成功地制成了棘阿米巴角膜

炎的动物模型。目前已知,眼局部的免疫细胞可阻抑

棘阿米巴角膜炎的形成,通过激素的应用,降低了眼

局部免疫细胞的免疫作用,有利于棘阿米巴角膜炎

的形成[ 7, 16 ]。

建立棘阿米巴原虫角膜炎动物模型的关键有两

点:第一点是棘阿米巴原虫的纯培养技术,我们根据

Silvany 等[ 8 ]报道的蛋白胨2酵母2葡萄糖培养基纯
培养棘阿米巴原虫技术进行了纯培养; 另一点是棘

阿米巴原虫悬液直接注射到激素诱导的眼局部免疫

功能受抑制的动物角膜基质内。我们制成的棘阿米

巴角膜炎动物模型, 经角膜刮片 10% KOH 湿封片

镜检、病变角膜原虫培养和角膜病理切片染色检查

均得以证实。该模型建成快、技术简便及易于操作,

适合眼科基础和临床方面的研究,为今后继续开展

棘阿米巴角膜炎的免疫学、细胞生物学和治疗方面

的研究,提供了一个有价值的研究工具。
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ABSTRACT

A IM : To estab lish an an im al m odel of A can tham oeba kera t it is. M ETHOD S: Six N ew Zealand w h ite

rabb its w ere each in jected in trast rom ally w ith A can tham oeba su spen sion 3 days after subcon junct iva l in jec2
t ion w ith dexam ethasone. RESUL TS: A ll of the 6 rabb its developed kera t it is. A can tham oeba p ro tozoa w ere

iden t if ied by the m ethods of co rnea l scrap ing w ith 10% po tassium hydrox ide w et m oun t exam ined under

m icro scope, co rnea l p ro tozoa cu ltu re and patho log ica l sect ion exam inat ion. CONCL USION: A rabb it m odel

of A can tham oeba kera t it is w as estab lished.
Key words: A can tham oeba keratit is, an im al model, in trastrom al in jection
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