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揖Abstract铱 Objective To study the invasion and proliferation in IEC鄄6 cells of Toxoplasma gondii RH strain

tachyzoites in vitro. Methods T. gondii tachyzoites of RH strain were co鄄cultured with IEC鄄6 cells in vitro袁 the process
of cell adhesion袁 invasion and proliferation by tachyzoites was observed consecutively with inverted microscope. At 5 min袁
10 min袁 20 min袁 30 min袁 1袁 2袁 4袁 6袁 12袁 24 and 48 h after co鄄culture袁 the tachyzoite invasion to IEC鄄6 and intra鄄
cellular proliferation were observed with Giemsa鄄Wright忆s staining袁 respectively. The invasive rate of tachyzoites to IEC鄄6
was counted. Results T. gondii tachyzoites invaded the IEC鄄6 cells 5 min after culture袁 thenceforth the invasive
rate increased gradually . The invasive rate was about 55.0% at the first hour after culture with 1-5 tachyzoites in
one cell. In the second hour after culture, the rate reached highest with 81.8 % and there were many pseudocysts
emerging. At the same time袁 tachyzoites invaded the cell nucleus and proliferated in the nucleus. At the 4th hour after
culture袁 the invasive rate began to decrease 渊80.8依9.2冤%袁 the pseudocysts began to break and tachyzoites were released
to cluster. The clustering tachyzoites increased significantly at the 6th hour. At the 12th hour the clustering tachyzoites
decreased and most tachyzoites were free袁 the number of complete cells decreased obviously. There were only a few cells
and pseudocysts left at the 24th hour袁 and a great quantity of free tachyzoites existed out of the IEC鄄6 cells. There were
plenty of mobile tachyzoites while none of IEC鄄6 cells existed after 48 h culture. Conclusion IEC鄄6 cell may be
the suitable target cell of Toxoplasma gondii tachyzoite. The tachyzoites can invade the IEC鄄6 cells quickly in vitro and
proliferate in the plasma and nucleus with a reproductive cycle of about 6 to 12 hrs.
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RH株弓形虫速殖子体外入侵大鼠肠上皮
细胞与增殖的动态观察

揖实验研究铱文章编号院1000鄄7423渊2009冤鄄01鄄0039鄄04

揖摘要铱 目的 动态观察弓形虫 RH株速殖子 渊简称速殖子冤 体外入侵大鼠肠上皮细胞 渊IEC鄄6细胞冤 及其增殖过
程遥 方法 取 24孔培养板袁 设实验组及对照组各 3孔袁 每孔放置经预处理的盖玻片遥 将常规传代培养的 IEC鄄6细胞接
种于各培养孔袁 于 37 益 5% CO2培养箱培养 24 h袁 吸弃培养液袁 实验组每孔加入 1 ml速殖子悬液 渊含 1伊106个速殖子冤袁
对照组每孔加入 1 ml无抗生素培养液袁 共培养遥 用倒置显微镜连续观察速殖子粘附尧 入侵 IEC鄄6细胞及其增殖过程袁 并
分别于共培养 5耀30 min尧 1耀48 h后取出盖玻片袁 经吉氏鄄瑞氏染色后光镜观察其入侵和增殖情况袁 计算入侵率遥 结果

共培养 5 min袁 速殖子即可入侵 IEC鄄6细胞袁 随着共培养时间的延长入侵的速殖子逐渐增多袁 1 h为 1耀5个袁 入侵率为
渊55.0依6.6冤 %遥 2 h入侵率高达 渊81.8依10.2冤 %袁 有假包囊形成袁 速殖子可入侵细胞核并在核内增殖遥 4 h入侵率降为
渊80.8依9.2冤 %袁 假包囊破裂释出成簇排列的速殖子遥 6 h入侵率为 渊75.1依8.2冤 %袁 成簇排列的速殖子显著增多遥 12 h成
簇排列的速殖子减少袁 多数速殖子游离细胞外袁 完整的 IEC鄄6细胞明显减少遥 24 h只见部分 IEC鄄6细胞和假包囊存在袁
有大量游离的速殖子遥 48 h见大量游离速殖子袁 未见贴壁细胞遥 结论 体外培养的弓形虫速殖子可迅速入侵 IEC鄄6细
胞袁 并可在细胞质及细胞核内增殖遥 增殖周期为 6耀12 h遥
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刚地弓形虫 渊Toxoplasma gondii冤 是一种专性细
胞内寄生原虫袁 可感染多种哺乳动物的有核细胞袁 引
起人兽共患弓形虫病遥 人群感染极为普遍袁 全球约
20亿人感染咱1暂袁 我国人群血清阳性率达 7.88%咱2暂遥 随着
免疫缺陷性疾病发病率的增加和免疫抑制剂的广泛使

用袁 弓形虫作为一种机会性致病原虫而倍受关注遥 弓
形虫经口感染袁 入侵肠黏膜上皮袁 在肠上皮细胞
渊intestinal epithelial cells袁 IEC冤 内大量增殖袁 随循
环系统播散至全身致病咱3, 4暂遥 Rescigno等咱5暂提出黏膜固
有层内的树突状细胞 渊dendritic cell冤 可将树突伸出
肠上皮外直接摄取肠腔内的病原体曰 而有些病原体是
通过派伊尔淋巴结渊Peyer爷s patche冤内的微褶皱细胞
进入肠上皮遥 Hopkins等咱6暂证实病原体可通过派伊尔
淋巴结内微褶皱细胞入侵与之相邻的树突状细胞袁 进
而在机体内播散遥 Pron等咱7暂证实树突状细胞是李斯特
菌入侵肠黏膜的最早靶细胞袁 且在其播散过程中起一
定作用遥 所以袁 肠腔内病原体可能是通过肠上皮固有
层内尧肠系膜淋巴结渊mesenteric lymphocyte code冤以
及派伊尔淋巴结内的树突状细胞和微褶皱细胞入侵机

体袁 但弓形虫经过肠黏膜屏障的方式及其所入侵的细
胞尚存争议遥
本研究采用 RH株弓形虫速殖子与大鼠肠上皮细

胞 渊IEC鄄6冤 共培养袁 观察速殖子对 IEC鄄6 的粘附尧
入侵以及细胞内增殖过程袁 为进一步研究其入侵机制
和体外制备弓形虫速殖子抗原提供实验依据遥

材料与方法

1 材料

大鼠小肠上皮细胞渊IEC鄄6冤引自中国协和医科大
学基础医学细胞中心遥 国际标准 RH强毒株弓形虫袁
引自北京大学医学部寄生虫学教研室袁 本室液氮保
种遥 BALB/c小鼠 渊微生物级别二级冤袁 引自中国医学
科学院实验动物研究所遥

2 方法

2.1 RH株弓形虫速殖子分离及与 IEC鄄6细胞共培养
常规复苏 RH株弓形虫速殖子渊以下简称速殖子冤袁 腹
腔注射接种 BALB/c小鼠袁 传种 3代袁 收集腹腔冲洗
液袁 447伊g离心 5 min袁 PBS洗涤 2次遥 取沉淀袁 加
入适量无抗生素的极限必需培养基 渊DMEM培养液冤
111伊g离心 5 min渊去除腹腔细胞冤收集上清袁 调整速殖子
浓度为 1伊106个/ml遥 按常规传代培养 IEC鄄6细胞咱8暂遥 取
24孔培养板袁 设实验组和对照组各 3孔遥 每孔置放
经预处理的盖玻片渊18 mm伊18 mm冤袁 将 IEC鄄6细胞接
种于培养孔袁 37益 5% CO2培养箱培养 24 h遥 吸弃培养

液袁 实验组每孔加入 1 ml速殖子悬液 渊含 1伊106个速殖
子冤袁 对照组每孔加入 1 ml无抗生素培养液袁 共培养遥
2.2 速殖子入侵及增殖过程观察 在共培养过程中袁
用倒置显微镜连续观察速殖子粘附尧 入侵 IEC鄄6细胞
及其增殖过程袁 起初每隔 5 min观察 1次袁 2 h后每
隔 1 h观察 1次遥
2.3 吉氏鄄瑞氏染色观察法 分别于共培养 5耀30
min尧 1耀48 h取出盖玻片袁 甲醇固定 1 min袁 吉氏鄄瑞
氏染色袁 二甲苯透明袁 封片袁 光镜观察速殖子入侵
IEC鄄6细胞及其在细胞内增殖过程袁 观察 100个 IEC鄄6
细胞计算入侵率咱9暂遥 入侵率越 渊速殖子入侵的 IEC鄄6
细胞数/观察的 IEC鄄6细胞总数冤 伊100%遥

3 统计学分析

采用 SPSS 13.0统计软件袁 进行单因素方差分析遥
结 果

1 速殖子入侵 IEC鄄6细胞的动态变化
速殖子加入培养孔后袁 即见其迅速接近 IEC鄄6细

胞袁 并以顶端或侧面粘附 IEC鄄6细胞遥 共培养 5 min袁
大多数速殖子游动袁 在 1个 IEC鄄6细胞周围有 1或多
个速殖子粘附袁 并有个别速殖子入侵 IEC鄄6细胞 渊图
1 A冤遥 15 min速殖子活动变缓袁 大多数粘附于 IEC鄄6
细胞周围遥 30 min 可见 IEC鄄6细胞内有 2耀3个速殖
子遥 培养 1 h袁 游离速殖子明显减少袁 大多数 IEC鄄6
细胞均有 5耀6 个速殖子寄生 渊图 1 B冤遥 培养 2 h袁
IEC鄄6细胞内速殖子明显增多袁 并有假包囊形成 渊图
1 C冤遥 培养 4 h袁 假包囊显著增大袁 有的破裂袁 释出
成簇排列的速殖子 渊图 1 D冤遥 培养 6 h袁 成簇排列的
速殖子显著增多袁 仍有部分完整的寄生速殖子的
IEC鄄6 细胞存在遥 培养 12 h袁 成簇排列的速殖子减
少袁 多数速殖子游离袁 完整的 IEC鄄6细胞明显减少遥
培养 24 h袁 只有部分细胞和假包囊存在袁 细胞外有大
量游离的速殖子遥 培养 48 h袁 无完整的 IEC鄄6细胞袁
可见大量游离速殖子和漂浮的细胞碎片遥

2 染色观察速殖子入侵 IEC鄄6细胞及细胞内增殖
速殖子与 IEC鄄6细胞共培养 5 min袁 即见 1个虫

体入侵 IEC鄄6细胞质 渊图 2 A冤袁 而细胞核仍致密规
整曰 培养 1 h袁 速殖子靠近 IEC鄄6细胞核袁 虫体增至 3
个 渊图 2 B冤曰 培养 2 h袁 速殖子入侵细胞核袁 并在核
内增殖 渊图 2 C冤曰 培养 4 h袁 增殖的速殖子成对从细
胞核内逸出袁 细胞核结构疏松 渊图 2 D冤遥 随着培养时
间的延长入侵率逐渐上升袁 由于 IEC鄄6细胞数逐渐减
少袁 入侵率只计数至 6 h遥 培养 5尧 10尧 20和 30 min袁
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A院 培养 5 min袁 大量速殖子接近 IEC鄄6细胞 渊尹冤袁 正在粘附的速殖子 渊 冤袁 入侵的速殖子 渊尹冤曰 B院 培养 1 h袁 大部分速殖子入侵 IEC鄄6细
胞袁 细胞核内和核周有多个速殖子入侵 渊尹冤曰 C院 培养 2 h袁 大量假包囊形成 渊尹冤曰 D院 培养 4 h袁 假包囊逐渐增大并开始破裂袁 大量速殖子被
释放并成簇排列 渊尹冤遥
A院 At 5 min after co鄄culture袁 a plenty of tachyzoites close to IEC鄄6 cell: the nucleus of IEC鄄6 渊尹冤袁 the tachyzoites attacking the host cell 渊 冤
and the invaded tachyzoites 渊尹冤曰 B院 On 1 h, most tachyzoites invaded the IEC鄄6 cells 渊尹冤曰 C院 On 2 h, emerging pseudocysts 渊尹冤曰 D院 On
4 h袁 enlarger pseudocyst began to break out and tachyzoites released and clustered 渊尹冤 .

图 1 弓形虫速殖子入侵 IEC鄄6细胞的动态变化 渊伊400冤
Fig.1 Kinetic change of invasion of Toxoplasma gondii tachyzoites to IEC鄄6 cell 渊伊400冤

A院 培养 5 min袁 入侵 IEC鄄6细胞质 渊▼冤 的单个弓形虫速殖子 渊尹冤曰 B: 培养 1 h袁 入侵 IEC鄄6细胞核 渊▼冤 的 3个弓形虫速殖子 渊尹冤曰 C: 培
养 2 h袁 速殖子 渊尹冤 在 IEC鄄6细胞核 渊▼冤 内增殖曰 D: 培养 4 h袁 增殖的速殖子 渊尹冤 从 IEC鄄6细胞核 渊▼冤 内释出遥
A院 At 5 min after co鄄culture袁 single tachyzoite 渊尹冤 invaded the IEC鄄6 cell袁 and the cell nucleus 渊▼冤曰 B院 On 1 h袁 3 tachyzoites invaded the
IEC鄄6 cell 渊尹冤袁 and the nucleus 渊▼ 冤曰 C院 On 2 h袁 tachyzoites 渊尹冤 proliferated in the cell and the nucleus 渊▼ 冤 曰 D院 On 4 h袁 the
proliferated tachyzoites released 渊尹冤 from the nucleus 渊▼冤 .

图 2 吉氏鄄瑞氏染色观察速殖子入侵 IEC鄄6细胞及其增殖情况 渊伊1000冤
Fig.2 The invasion and proliferation in IEC鄄6 cells of Toxoplasma gondii tachyzoites 渊Giemsa鄄Wright忆s staining袁 伊1000冤

以及 1尧 2尧 4和 6 h袁 入侵率分别为 渊1.40依0.54冤%尧
渊2.00依0.70冤%尧 渊9.40依2.30冤%尧 渊28.20依6.09冤%袁 以及
渊55.00依6.59冤%尧 渊81.80依10.16冤%尧 渊80.80依9.23冤%和
渊75.12依8.24冤%遥 培养 2 h入侵率最高 渊P<0.05冤遥

讨 论

作者曾采用 RNA原位杂交技术袁 观察到弓形虫
速殖子灌胃感染小鼠 15 min即可入侵小肠黏膜上皮
细胞层和固有层袁 并发现主要位于小肠黏膜上皮细胞
层的吸收细胞内咱10暂遥 Morisaki等咱11暂证实弓形虫在体外
可迅速入侵适宜的宿主细胞 渊吞噬细胞和非吞噬细
胞冤袁 入侵过程发生在与宿主细胞相接触的 20 s内遥
Carruthers等 咱12暂研究表明袁 速殖子在接触尧 入侵宿
主细胞之前袁 先发生极化袁 并通过其顶端粘附于宿
主细胞曰 弓形虫能识别广泛分布的细胞表面分子和细
胞外基质的多种成分袁 并通过配体鄄受体结合方式粘
附于多种细胞袁 进而迅速入侵宿主细胞遥 本研究将速
殖子与 IEC鄄6细胞共培养袁 速殖子便迅速靠近 IEC鄄6
细胞袁 并以顶端或侧面粘附曰 在共培养 5 min即有速
殖子进入 IEC鄄6细胞遥 共培养 5 min后取样尧 固定袁

经吉鄄瑞氏染色后袁 同样观察到少数 IEC鄄6细胞内有
速殖子入侵遥 结果表明 IEC鄄6细胞是弓形虫的适宜靶
细胞袁 但具体的入侵机制尚不清楚遥
弓形虫是细胞内寄生原虫袁 入侵宿主细胞后可在

胞内增殖袁 达到一定数量即可使宿主细胞破裂袁 释放
出速殖子袁 再入侵新的宿主细胞袁 如此反复破坏宿主
细胞遥 Jones等咱13暂研究表明入侵细胞内的弓形虫存在
于纳虫泡内袁 以 5耀10 h为增殖周期袁 最终导致宿主
细胞破裂和速殖子的释放遥 本研究直接观察到弓形虫
速殖子在 IEC鄄6细胞内的增殖情况遥 从共培养 5 min
入侵 IEC鄄6细胞开始袁 随着时间的延长袁 被入侵的
IEC鄄6细胞逐渐增多袁 胞内虫体数量也逐渐增多遥 共
培养 1 h袁 大部分细胞内有 5耀6个虫体寄生曰 2 h假
包囊形成袁 虫体增殖曰 4 h 假包囊破裂袁 释放出速殖
子曰 12 h细胞开始破裂袁 24 h 只有部分细胞和假包
囊存在曰 48 h无贴壁细胞遥 染色后观察到的结果与直
接观察到的结果一致袁 共培养 2 h速殖子入侵率高达
81.8%袁 表明速殖子在 IEC鄄6细胞内迅速增殖遥 随后
IEC鄄6细胞逐渐被迅速增殖的速殖子破坏遥 推测速殖
子在 IEC鄄6细胞内的增殖周期可能为 6耀12 h遥
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计浩咱14暂将幼地鼠或猪传代系肾上皮细胞中注入弓
形虫速殖子 NT114 渊汤山 114代冤袁 观察到速殖子可
在细胞核内繁殖遥 本研究观察到在共培养 2 h后袁 速
殖子即可在宿主细胞内增殖袁 通过染色进一步观察到
速殖子在入侵宿主细胞后袁 逐渐靠近细胞核袁 并入侵
细胞核袁 在细胞核内增殖袁 增殖后从核内逸出袁 致使
宿主细胞核变得结构疏松袁 出现这种情况的细胞很
多袁 不是偶发袁 故推测速殖子可入侵宿主细胞核并在
核内增殖遥
目前国内对于弓形虫入侵宿主细胞内形态及增殖

方面的研究袁 大多采用共培养一定时间后终止培养袁
吉鄄瑞氏染色袁 显微镜下观察的方法 咱9袁15暂遥 此法可观察
虫体感染宿主细胞情况袁 但不能观察其动态变化遥
Morisaki等咱11暂应用显微镜下视频观察弓形虫速殖子入侵
吞噬细胞和非吞噬细胞的过程遥 本研究用倒置显微镜
直接观察速殖子对 IEC鄄6细胞粘附尧 入侵及胞内增殖
过程袁 不仅操作简单易行袁 而且还可用染色法进一步
证实和计数其入侵率遥 可加深对弓形虫和 IEC鄄6细胞之
间的相互作用的认识袁 为以后的研究提供参考遥
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