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揖Abstract铱 Objective To study in vitro the effect of 5鄄hydroxytryptamine 渊5鄄HT冤 on the motility and length of

primary sporocysts of Schistosoma japonicum and select the optimal concentration and time of 5鄄HT. Methods Eggs of
S. japonicum were harvested from livers of the infected mice 6-8 weeks after infection, which were then incubated with
water. The miracidia were axenically cultured in 1/2 RPMI 1640 containing 10% calf serum and a moderate amount of
antibiotics 渊100 U/ml penicillin G and 100 滋g/ml streptomycin冤 for 48 hours. They became mother sporocysts and were
divided into two groups. Parasites in the first group were treated by 5鄄HT under concentrations of 0袁 0.1袁 1袁 10袁 100
and 1 000 滋mol/L for 48 hours袁 respectively. Those parasites in the second group were treated by 5鄄HT of 10 滋mol/L for
0.16袁 6袁 24 and 48 hours袁 respectively. The motility袁 length and succinic dehydrogenase渊SDH冤 activity of the parasites
were measured under Olympus microscope. Results Along with the increase of 5鄄HT concentration袁 the motility and
length of the mother sporocysts all increased gradually. With the 5鄄HT concentration of 10 滋mol/L袁 both of them reached
a maximum value, being 渊65.6依1.5冤% and 渊131.4依9.2冤 滋m respectively. Meanwhile, along with the prolongation of treat鄄
ment time, the motility and length also increased gradually. The motility reached a maximal value at 24 hours post鄄treat鄄
ment. So did the length and SDH activity of the parasites at 48 hours post鄄treatment. Conclusion 5鄄HT shows a sig鄄
nificant effect on the motility and length of mother sporocysts of S. japonicum and its optimal concentration is 10 滋mol/L un鄄
der in vitro conditions.
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揖摘要铱 目的 研究 5鄄羟色胺渊5鄄HT冤体外对日本血吸虫母胞蚴运动性和体长的影响袁 并筛选 5鄄HT作用的最适浓度
与时间遥 方法 取感染 6~8周日本血吸虫的小鼠肝脏袁 碾磨后沉淀袁 孵化收集毛蚴袁 于 1/2 RPMI 1640培养基 渊含
10%小牛血清和常量抗生素冤 中培养 48 h遥 待毛蚴转化为母胞蚴后袁 将一部分母胞蚴分别培养于浓度为 0尧 0.1尧 1尧 10尧
100和 1 000 滋mol/L的 5鄄HT培养基中 48 h袁 另一部分母胞蚴用 10 滋mol/L 5鄄HT分别培养 0.16尧 6尧 24和 48 h袁 测定母
胞蚴的活动率尧 体长与琥珀酸脱氢酶活力遥 结果 用不同浓度 5鄄HT培养母胞蚴 48 h袁 随着 5鄄HT浓度的增加袁 母胞
蚴的活动率及体长均逐渐增加袁 浓度为 10 滋mol/L时两者均达到最大袁 分别为 渊65.6依1.5冤%和 渊131.4依9.2冤 滋m遥 用 10
滋mol/L 5鄄HT培养时袁 随着培养时间的延长袁 母胞蚴的活动率尧 体长尧 琥珀酸脱氢酶活力均逐渐增加袁 24 h时活动率达
最大袁 48 h时体长最长和琥珀酸脱氢酶活力最强遥 结论 5鄄HT能显著影响体外培养的日本血吸虫母胞蚴的运动性和体
长袁 其作用的适合浓度为 10 滋mol/L遥
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寄生虫的体外培养袁 一直是医学和兽医寄生虫学
研究诊断试剂尧 化疗药物尧 疫苗和寄生虫与宿主相互
作用的一个极具价值的技术平台咱1暂遥 日本血吸虫的体
外培养已有长足进展袁 迄今可将终宿主体内阶段要要要
尾蚴转变为童虫尧 童虫培养至性成熟产卵遥 在中间宿
主钉螺体内阶段袁 通过与光滑双脐螺胚胎渊Bge冤细胞共
培养袁 使日本血吸虫毛蚴成功转变为母胞蚴尧 并观察
到有子胞蚴从母胞蚴逸出咱2暂袁 但尚不能培养至尾蚴遥
有研究发现袁 曼氏血吸虫幼虫在其发育过程中必须大
量摄取螺宿主的 5鄄羟色胺渊5鄄HT冤袁 使螺体内的 5鄄HT水
平降低咱3暂遥 血吸虫从宿主体内摄取的 5鄄HT对其生存
与运动是必需的咱4暂遥 由此推断袁 体外培养过程中袁 加
入适量的外源性 5鄄HT可促进血吸虫的生长发育遥 为
此袁 本文通过研究 5鄄HT对日本血吸虫母胞蚴运动性
与体长的影响袁 以证实 5鄄HT在日本血吸虫母胞蚴生
长发育过程中的作用袁 筛选出体外培养时 5鄄HT作用
的适合浓度袁 为进一步完成日本血吸虫在中间宿
主要要要钉螺体内发育阶段的培养奠定基础遥

材料与方法

1 虫卵获取与毛蚴孵化

取阳性钉螺渊购自湖南省血吸虫病防治研究所冤袁
常规逸蚴法逸出日本血吸虫尾蚴袁 感染健康昆明系小
鼠渊30~40条/只冤袁 6~8周后无菌条件下解剖小鼠袁 取
肝脏研磨袁 用含常量抗生素 渊青霉素 100 U/ml袁 链霉
素 100 滋g/ml冤的1.2%盐水沉淀肝脏组织以获取血吸虫
卵袁 按文献咱5暂方法孵化尧 收集毛蚴袁 备用遥

2 毛蚴的处理与转化

参照文献咱6袁7暂方法将备用毛蚴用预冷的无菌毛蚴
洗涤液洗涤袁 离心 2次后袁 用 1/2 RPMI 1640培养基
渊含 10豫小牛血清和常量抗生素冤 中培养 48 h袁 毛蚴
即转化为母胞蚴遥

3 5鄄HT配制与处理
3.1 5鄄HT母液与工作液的配制 5鄄HT母液用灭菌双
蒸水配制成 10 mmol/L浓度袁 过滤后避光保存于-80 益
冰箱遥 5鄄HT工作液用上述毛蚴转化培养基稀释母液
至所需浓度袁 现配现用遥
3.2 5鄄HT处理 将上述转化的母胞蚴参照文献咱8暂方
法分两个实验进行处理院 淤母胞蚴在不同浓度 5鄄HT
渊分别为 0尧 0.1尧 1尧 10尧 100和 1 000 滋mol/L冤 处理
48 h袁 测定母胞蚴活动率与体长曰 于母胞蚴在 10
滋mol/L 5鄄HT分别处理 0.16尧 6尧 24和 48 h袁 测定母胞
蚴活动率尧 体长和琥珀酸脱氢酶活力遥

4 母胞蚴运动性与体长测定

4.1 活动率测定 在倒置显微镜渊伊100袁 Olympus IM袁
日本冤 下随机计数约100个母胞蚴袁 观察有伸缩运动
或摆动的虫体数目袁 计算其活动率遥 计算公式为院 活
动率=渊可见活动的母胞蚴数量/计数母胞蚴总数冤伊
100%遥
4.2 体长测量 将母胞蚴用 0.08%多聚甲醛稍作固定
后袁 在带目测微尺的显微镜渊伊200袁 Olympus袁 日本冤
下测量体长遥
4.3 酶活力测定 参照文献咱9暂方法用四甲基偶氮唑盐
微量酶反应比色法渊MTT法冤袁 对培养于 96孔培养板
中的母胞蚴进行琥珀酸脱氢酶 渊SDH冤 活性测定遥 母
胞蚴密度为 1 000条/孔袁 MTT的终浓度为 0.8 mg/ml袁
TECAN荧光酶标仪渊Sunrise RC袁 奥地利冤 比色测定吸
光度渊A 570值冤遥

5 统计学分析

用 SPSS13.0统计软件进行数据处理袁 采用方差
分析进行组间比较袁 进一步两两比较采用 Fisher LSD鄄
q检验遥

结 果

1 不同浓度 5鄄HT对母胞蚴运动性与体长的影响
不同浓度的 5鄄HT处理日本血吸虫母胞蚴 48 h袁

随着其浓度的升高母胞蚴的活动率与体长均逐渐增

大遥 当浓度为 10 滋mol/L时袁 活动率最大尧 体长也最
长袁 分别为 渊65.6依1.5冤%与 渊131.4依9.2冤滋m遥 随后袁
随着 5鄄HT浓度的继续升高袁 母胞蚴活动率减小尧 体
长缩短遥 与对照组比较袁 0.1 滋mol/L 浓度组的母胞蚴
活动率渊q0.1/0=0.2817袁 P>0.05冤和体长渊q0.1/0=0.8549袁
P>0.05冤均无显著差别袁 但其余各浓度组之间的活动
率渊q1/0=3.1438袁P<0.05曰 q10/0=9.0871袁 q100/0=8.1390袁 q1000/0=
4.9908袁 P<0.01冤和体长渊q1/0=4.6164袁 q10/0=7.0102袁 q100/0=
6.4972袁 q1000/0=5.4713袁P<0.01冤 的差异均有统计学意义遥
5鄄HT各处理组间两两比较袁 母胞蚴活动率除 1 滋mol/L
与 1 000 滋mol/L尧 100 滋mol/L 与 10 滋mol/L 浓度组间
差异无统计学意义 渊q1/1000=1.8469袁 q10/100=0.9503袁 P>
0.05冤外袁 其余各组间差异均具有统计学意义 渊q0.1/1=
3.4233袁 q10/1000=4.0986袁 q100/1000=3.1505袁 P<0.05曰 q0.1/10=
9.3688袁 q0.1/100 =8.4208袁 q0.1/1000 =5.2703袁 q1/10 =5.9455袁
q1/100=4.9952袁 q10/1000=4.0986袁 q100/1000=3.1505袁 P<0.01冤曰
母胞蚴体长除0.1 滋mol/L 组与各浓度组间的差异有
统计学意义渊 q1 / 0 . 1 =3.7615袁 q10/0 . 1 =6.1553袁 q100/0 . 1 =
5.6423袁 q1000/0.1=4.6164袁P<0.01冤 外袁 其余各浓度组间
两两比较变化不明显渊表 1冤遥
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表 1 不同浓度 5鄄HT对培养 48 h母胞蚴活动率及体长的影响
Table 1 In vitro effect of 5鄄HT of different concentrations on

activity ratio and length of S. japonicum mother
sporocysts treated for 48 h

5鄄HT浓度5鄄HT Concentration渊滋mol/L冤
0
0.1
1
10
100
1 000

母胞蚴活动率Activity ratio ofmother sporocysts渊%冤
25.0依0.8
23.7依1.0
39.0依0.5
65.6依1.5
61.4依0.4
47.3依0.8

母胞蚴体长Length ofmother sporocysts渊滋m冤
110.3依 7.8
112.9依10.4
124.2依10.4
131.4依 9.2
129.9依10.0
126.8依 9.2

对照组Control
0.31
0.33
0.39
0.37

注院 不同处理时间袁 实验组与对照组比较袁 P<0.05曰 实验组中袁 不同
处理时间的比较袁 P<0.05遥
Note院 For treatment time, test group vs control, P <0.05曰 Different
treatment time among test groups袁 P<0.05.

母胞蚴 SDH活性SDH activity of mother sporocysts

0.16
6
24
48

实验组Test group
0.38
0.47
0.53
0.64

表 3 5鄄HT处理不同时间对母胞蚴活力的影响渊A 570 值冤
Table 3 In vitro effect of 5鄄HT on viability of

S. japonicum mother sporocysts渊A 570 value冤
培养时间Culture time(h)

注院 不同处理时间袁 #实验组与对照组比较袁 P<0.01曰 实验组中母胞
蚴活动率比较袁 * 6 h与 0.16 h袁 P<0.05袁 ** 24 h尧 48 h与 0.16 h袁
48 h与 6 h袁 P<0.01遥
Note院 For treatment time袁 # Test group vs control袁 P<0.01曰 For activ鄄
ity ratio of mother sporocysts among test groups袁 * 6 h vs 0.16 h袁 P<
0.05, ** 24 h & 48 h vs 0.16 h袁 48 h vs 6 h袁 P<0.01.

表 2 5鄄HT处理不同时间对日本血吸虫母胞蚴活动率及体长的影响
Table 2 In vitro effect of 10 滋mol/L 5鄄HT on activity ratio and

length of S.japonicum mother sporocysts at different time

0.16
6
24
48

实验组 #
Test group
65.0依1.4
75.8依1.1*

85.7依1.0**

77.9依0.7**

对照组Control
30.5依1.0
32.4依0.8
37.3依0.9
32.9依0.7

母胞蚴活动率Activity ratio ofmother sporocysts(%)
实验组 #

Test group
120.61依3.5
125.43依6.5
129.21依4.5
132.12依5.0

对照组Control
82.0依8.7

102.6依7.3
106.4依3.0
100.8依9.8

母胞蚴体长Length of mothersporocysts(滋m)培养时间Culture time(h)

2 同浓度 5鄄HT处理不同时间对母胞蚴运动性与体长
影响

用 10 滋mol/L 的 5鄄HT 处理 0.16尧 6尧 24 和 48 h
后袁 随着 5鄄HT作用时间的延长袁 活动的母胞蚴数目
逐渐增多尧 体长逐渐增长袁 至 24 h时活动的虫体数目
达到最多袁 为渊85.7依1.0冤豫曰 48 h时又有下降袁 但虫
体的体长达最长袁 为 渊132.1依5.0冤 滋m遥 统计分析显
示袁 在 5鄄HT作用的 48 h内袁 活动的母胞蚴数目显著
多于对照组 渊t0.16 =4.925袁 t6=8.859袁 t24=9.674袁 t48 =
12.080袁 P<0.01冤曰 其体长与对照组的比较也均具统计
学意义 渊t0.16=13.083袁 t6=7.395袁 t24=13.337袁 t48=8.984袁
P<0.01冤遥 进一步分析显示袁 除处理 6 h与 24 h尧 24 h
与 48 h间的差异无统计学意义外 渊q6/24=2.3860袁 q48/24=
1.8437袁 P>0.05冤袁 其余各组间的差异均有统计学意义
渊q6/0.16=3.0367袁 P<0.05曰 q24/0.16 =5.4227尧 q48/0.16 =7.2664袁
q6/48=4.2297袁 P<0.01冤渊表 2冤遥

随着 5鄄HT处理时间的延长袁 对照组和实验组母
胞蚴 SDH 活性的 A 570 值均升高袁 实验组升高明显袁

处理 48 h时达到最大值袁 为 0.64遥 各时间点实验组
与对照组之间的 A 570值差异均有统计学意义渊P<0.05冤曰
实验组各时间点 A 570值之间也具有统计学意义渊P<0.05冤
渊表 3冤遥

讨 论

5鄄HT作为一种重要的神经传递介质袁 在曼氏血
吸虫幼虫的生长发育过程中起着重要的生理学作用遥
5鄄HT不仅能增强体外培养母胞蚴的运动性尧 增长体
长袁 有利于血吸虫的生长发育咱8暂曰 而且可明显增加子
胞蚴的产生量 咱9暂袁 影响血吸虫的增殖遥 本研究结果
显示袁 培养基中加入不同浓度 5鄄HT袁 对日本血吸虫
母胞蚴的活动率与体长均有不同程度的促进作用曰 当
浓度高于 0.1 滋mol/L时袁 可显著增长母胞蚴的体长尧
增加母胞蚴活动的数目遥 结果显示袁 随着 5鄄HT浓度
的增加袁 母胞蚴的活动率及体长均逐渐增加袁 浓度为
10滋mol/L时袁 两者均达到最大袁 分别为 渊65.6依1.5冤 豫与
渊131.4依9.2冤 滋m曰 随后随着 5鄄HT浓度的增加袁 母胞蚴
的活动率和体长反而降低和缩短遥 为促进日本血吸虫
幼虫的生长发育袁 培养基中加入浓度为 10 滋mol/L 5鄄HT
比较适合遥

5鄄HT之所以能增加日本血吸虫母胞蚴活动的数
目与频率袁 是由于 5鄄HT可通过促进血吸虫神经肌肉
的收缩袁 以增加母胞蚴的运动性曰 同时袁 还因为其可
影响葡萄糖的摄取与糖原的利用咱8暂袁 以增加母胞蚴活动
的能量供应袁 从而促进母胞蚴的活动率遥 而体长增长
主要是由于 5鄄HT对肌肉种类渊环状肌和纵行肌冤的作
用具有选择性袁 5鄄HT主要作用于母胞蚴的纵行肌而
使母胞蚴体长增长遥

5鄄HT 是曼氏血吸虫新陈代谢的重要调节物质袁
其促进母胞蚴的生长被认为是通过促进细胞的分裂实

现的咱8暂遥 MTT法咱10暂广泛用于测定细胞的活性及增殖遥 本
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研究结果显示袁 随着 5鄄HT处理时间的延长袁 日本血
吸虫母胞蚴的 SDH活性随之增强袁 表明 5鄄HT可促进
母胞蚴的细胞分裂遥 由此推测袁 5鄄HT可通过促进日
本血吸虫母胞蚴的细胞分裂而促进其生长发育遥 综上
所述袁 体外培养日本血吸虫幼虫时袁 添加一定量的 5鄄
HT有利于幼虫的生长发育遥
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