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刚地弓形虫感染致 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞因子变化对
大鼠生精细胞的影响
杨瑞　夏嫱　杜联峰　金明哲

【摘要】　目的　研究弓形虫感染后雄性大鼠Ｔｈ１、Ｔｈ２细胞因子ＩＦＮγ、ＩＬ４及一氧化氮（ＮＯ）水平
的变化，探讨其对雄性睾丸生精细胞损伤的影响。方法　选用９～１０周龄雄性ＳＤ大鼠１３２只，按随机
数字表法分为３组：正常对照组、低剂量感染组（１×１０２个速殖子）、高剂量感染组（１×１０４个速殖子），感
染后第０、３、６、９、……３０天，感染组和对照组分别取４只大鼠，检测大鼠血清ＩＦＮγ、ＩＬ４及ＮＯ的水平，
并且做睾丸的病理学检查和精子计数。结果　弓形虫感染组大鼠血清 ＩＦＮγ显著升高，低剂量组及高
剂量组在第６天达峰值，分别为（２８６．３±４５．３）ｐｇ／ｍｌ和（５０６．６±３４．３）ｐｇ／ｍｌ；血清ＮＯ亦显著升高，高
剂量组第９天达峰值（７７．７±７．０）μｍｏｌ／Ｌ，低剂量组第１２天达峰值（５９．５±５．３）μｍｏｌ／Ｌ，之后均迅速降
低；感染组大鼠血清 ＩＬ４逐渐升高，低剂量组及高剂量组于第 １５天达峰值（２３３．３±３６．９）ｐｇ／ｍｌ、
（３６６．７±５２．４）ｐｇ／ｍｌ后逐渐降低。以上指标至实验末期均未恢复正常水平。病理检查显示，正常对照
组大鼠生精小管层次清晰，细胞丰富，精子计数为１７５．７±２３．７，感染组大鼠生精小管层次混乱，精母细
胞、精子细胞明显减少，低剂量组及高剂量组至第１５天达谷值８４．５±２３．５、４７．３±１４．７，至实验末期无
明显恢复。结论　弓形虫感染导致的早期Ｔｈ１细胞因子ＩＦＮγ极化及ＮＯ显著升高，随后引起Ｔｈ２细胞
因子ＩＬ４反应性增高，并介导以精母细胞为主的生精细胞损伤及生精障碍。
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　　弓形虫作为一种重要的专性细胞内寄生原虫，
能侵入多种脏器甚至免疫豁免区域（如神经系统、

眼睛等）引起疾病［１］。Ｔｅｒｐｓｉｄｉｓ等［２］研究发现弓形

虫感染大鼠后同样能损伤雄性生殖系统，导致大鼠

的精子减少、畸形率增加。周永华等［３］的调查也表

明男性不育者的弓形虫感染率明显高于正常人群。

弓形虫对男性生殖健康的损害已经日渐引起人们

的关注，但确切的损伤机制目前仍不完全明确。弓

形虫侵入人体后引起复杂的免疫应答，刺激 ＣＤ４＋Ｔ
细胞分化为Ｔｈ１、Ｔｈ２两个细胞亚群［４］。Ｔｈ１细胞产
生白细胞介素２（ＩＬ２）、γ干扰素（ＩＦＮγ）等细胞因
子，Ｔｈ２细胞产生ＩＬ４、ＩＬ１０等细胞因子，正常情况
下两种因子维持免疫平衡。因此本研究主要通过

对细胞因子的变化和生精细胞损伤的观察，探讨弓

形虫感染后睾丸免疫微环境的改变和生精细胞损

伤的关系。

１　材料与方法
１．１　材料

一氧化氮（ＮＯ）试剂盒，ＩＦＮγ、ＩＬ４ＥＬＩＳＡ检测
试剂盒购于厦门慧嘉生物科技有限公司。

国际标准刚地弓形虫强毒株 ＲＨ株，由液氮中
取出后常规复苏，小鼠内连续转种３代后，取腹水用
０．２５％胰蛋白酶消化后进行速殖子计数。

１．２　方法
１．２．１　动物分组及处理

９～１０周龄ＳＤ雄性大鼠１３２只，按随机数字表
法分为３组（４４只／组）。正常对照组大鼠腹腔注射
０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ（ｐＨ７．３）；低剂量感染组大鼠腹腔
注射纯化的弓形虫速殖子１×１０２个，高剂量感染组
大鼠腹腔注射 １×１０４个速殖子，注射体积均为
０．２ｍｌ／只。于感染后第０、３、６、９、１２、……３０天取
感染组和对照组大鼠各４只，腹腔麻醉后，颈动脉取
血，４５０×ｇ离心１０ｍｉｎ，取血清置－２０℃冰箱保存。

１．２．２　细胞因子检测
血清 ＩＦＮγ和 ＩＬ４水平的检测采用双抗体夹

心ＥＬＩＳＡ法，按照试剂盒说明书操作，酶标仪测定

４５０ｎｍ波长的吸光度值（Ａ４５０），依据标准曲线计算
出各样品的细胞因子含量。ＮＯ检测采用硝酸还原
酶法，酶标仪测定５４０ｎｍ波长的吸光度值（Ａ５４０），
依据标准曲线计算各样品的ＮＯ含量。

１．２．３　病理学检测及精子计数
大鼠睾丸采用４％甲醛（ＮＢＦ液）预固定１８ｈ，

再用Ｂｏｕｉｎｓ液（苦味酸饱和水溶液 ７５ｍｌ，冰醋酸
５ｍｌ，甲醛２５ｍｌ）后固定８ｈ，取出后以７０％乙醇浸
洗睾丸组织３次，每次１ｈ，取出标本修整为１ｃｍ３组
织块并常规组织包埋、５μｍ切片，最后进行苏木素
伊红（ＨＥ）染色、光学显微镜观察。

取睾丸 ＨＥ染色标本，在显微镜下把睾丸组织
的横切面分成上、下、左、右、中央５个区，每个区抽
取３个圆形生精小管计精子数，共计数１５个生精小
管内精子数量。

１．２．４　统计方法
实验数据采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件处理，结果

以ｘ±ｓ表示，采用单因素方差分析，Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＩＦＮγ、ＩＬ４的测定

正常对照组大鼠在整个实验期间血清ＩＦＮγ稳
定于（３２．９±５．６）ｐｇ／ｍｌ，ＩＬ４稳定于（１９．６±２．８）
ｐｇ／ｍｌ；高剂量组大鼠血清 ＩＦＮγ在感染后显著升
高，在第６天达到峰值（５０６．６±３４．３）ｐｇ／ｍｌ，之后
迅速降低并在第１２天后维持相对稳定水平；高剂量
组大鼠血清ＩＬ４在感染后缓慢升高，在第９天后急
剧升高并在第１５天达峰值（３６６．７±４４．２）ｐｇ／ｍｌ，
在第１８天迅速降低；低剂量组大鼠的细胞因子出现
相似变化规律，在第６天达到峰值（２８６．３±４５．３）
ｐｇ／ｍｌ，之后迅速降低；血清 ＩＬ４在第１５天达峰值
（２３３．３±３６．９）ｐｇ／ｍｌ，之后逐渐降低。对第３０天
三组大鼠血清 ＩＦＮγ、ＩＬ４数据进行单因素方差分
析，感染组与正常对照组相比差异均有统计学意义

（Ｆ＝４４．６５４，Ｐ＜０．０１；Ｆ＝３４．７７，Ｐ＜０．０１）（表１）。
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表１　感染组大鼠血清中ＩＦＮγ、ＩＬ４水平（ｘ，ｐｇ／ｍｌ）
Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｒｕｍｌｅｖｅｌｏｆＩＦＮγａｎｄＩＬ４ｉｎｒａｔｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ（ｘ，ｐｇ／ｍｌ）

　　　　分组Ｇｒｏｕｐｓ
样本数

ｎ

感染后天数Ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

０ｄ ３ｄ ６ｄ ９ｄ １２ｄ １５ｄ １８ｄ ２１ｄ ２４ｄ ２７ｄ ３０ｄ

ＩＦＮ－γ 对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ４ ３２．７ ３５．６ ２６．５ ２１．４ ３８．９ ３６．８ ３４．６ ３５．８ ３７．７ ２９．１ ３６．６

低剂量组Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ４ ４１．７ ８３．９ ２８６．３ ２３６．８ ８３．４ ７４．５ ５８．５ ７２．１ ６３．５ ５４．７ ６１．４ａ

高剂量组Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ４ ４０．９ １３６．６ ５０６．６ ２７６．９ １５１．９ １１３．０ ８６．７ ８８１．０ ７０．２ ６３．６ ６９．６ａ

ＩＬ－４ 对照组Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ ４ １９．６ １５．３ ２３．５ １８．４ ２０．８ ２１．８ １７．４ １８．５ ２５．４ １７．８ ２１．９

低剂量组Ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ４ ２２．２ ４７．５ ５５．２ ７３．７ ９０．７ ２３３．０ １５５．０ １１７．０ ８７．１ ７２．１ ５２．４ａ

高剂量组Ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ ４ ２７．５ ４３．２ ５３．６ １２３．０ ２５５．８ ３６６．７ １７４．０ ９８．８ ６８．７ ６５．７ ５４．５ａ

ａ：正常对照组ＩＦＮγ水平：３２．９±５．６，ＩＬ４水平：１９．６±２．８；与正常对照组相比，Ｐ＜０．０１
ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐＩＦＮγ：３２．９±５．６，ＩＬ４：１９．６±２．８；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１

２．２　ＮＯ的测定
正常组大鼠血清 ＮＯ稳定于（３０．０±３．３６）

μｍｏｌ／Ｌ；低剂量组大鼠血清 ＮＯ水平升高，在第１２
天达峰值（５９．５±５．３）μｍｏｌ／Ｌ，之后迅速降低，２１
天后保持稳定，高剂量组大鼠血清 ＮＯ水平变化相
似，只是在第９天达峰（７７．７±７．０）μｍｏｌ／Ｌ，在第１２
天后迅速降低。对第３０天三组大鼠 ＮＯ数据进行
单因素方差分析，感染组与正常对照组相比有统计

学意义（Ｆ＝１３．４８４，Ｐ＜０．０１）（图１）。

图１　各实验组大鼠血清中ＮＯ水平的动态变化

ａ：与正常对组相比，Ｐ＜０．０１

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｏｆｓｅｒｕｍＮＯｉｎｒａｔｓｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

ａ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１

２．３　病理学检查
正常对照组大鼠睾丸生精小管上皮细胞层次

丰富，各级生精细胞排列规则紧密，精原细胞规律

的排列于基膜上，从精原细胞至精子各阶段发育良

好，初级精母细胞、次级精母细胞、精子细胞数量

多，绝大部分管腔内有较多的精子（图２Ａ）。低剂
量感染组大鼠睾丸生精小管上皮细胞层次减少虽

不明显，但细胞层次混乱，精原细胞与基膜距离增

加，精子散乱分布于从基膜至管腔的整个区域，各

级生精细胞间隙明显，初级精母细胞及管腔内精子

明显减少（图２Ｂ）。高剂量组大鼠部分生精小管的
生精细胞层次已经完全消失，初级精母细胞、次级

精母细胞明显减少甚至消失，管腔内精子生成十分

稀少，并且有大量的脱落的各级生精细胞（图２Ｃ），
还有部分生精小管十分混乱，管腔已经闭塞，生精

小管基膜也明显变薄（图２Ｄ）。两组感染组大鼠睾
丸病理改变在实验末期并没有明显改善。

２．４　精子计数
正常对照组大鼠睾丸组织切片精子数量在实

验期间保持稳定于１７５．７±２３．７个；低剂量组大鼠
感染后精子数量逐渐降低，在 １５ｄ后保持稳定于
８４．５±２３．５个；高剂量组与低剂量组相比则降低更
为迅速，程度也更加明显，在９ｄ天后保持在５０．２±
１６．７个。对第３０天三组大鼠精子计数数据进行方
差分析，感染组与正常对照组相比有统计学意义

（Ｆ＝６４．０８５，Ｐ＜０．０１）（图３）。

图３　各组大鼠睾丸精子计数的动态变化

ａ：与正常对照组相比，Ｐ＜０．０１

Ｆｉｇ．３　Ｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｃｈａｎｇｅｏｆｔｈｅｓｐｅｒｍｑｕａｎｔｉｔｙｉｎｒａｔｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐｓ

ａ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１
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图２　正常对照组和感染组大鼠睾丸ＨＥ染色图片

Ａ：对照组（４００×），示紧贴基膜的精原细胞， 示初级精母细胞，▲示近管腔的精子，Ｂ：低剂量感染组 （感染后第３天，４００×），示精

子细胞， 示精母细胞，▲示精子，Ｃ：高感染组 （感染后第６天，４００×），示脂肪空泡， 示混乱的精子，



示管腔闭塞，Ｄ：高感染组大鼠睾

丸组织图片 （感染后第６天，６００×），示脱入管腔的初级精母细胞， 示脱离基膜的精原细胞

Ｆｉｇ．２　ＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｐｉｃｔｕｒｅｓｏｆｒａｔｓｔｅｓｔｉｓｆｒｏｍｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐｓ

Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（４００×）， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａｃｌｏｓｅｔｏｔｈｅｂａｓｅｍｅｍｂｒａｎｅ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｐｒｉｍａｒｙｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅｓ，▲ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ

ｓｐｅｒｍｓｎｅａｒｔｈｅｌｕｍｅｎ，Ｂ：ｌｏｗｄｏｓｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（３ｄｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，４００×）， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｓｐｅｒｍａｔｉｄ， ｄｅｎｏｔｅｓｓｐｅｒｍａｔｏｇｏｎｉａ，▲ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ

ｓｐｅｒｍｓ，Ｃ：ｈｉｇｈｄｏｓｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（６ｄｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，４００）， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｆａｔｖａｃｕｏｌｅｓ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｓｐｅｒｍｓｄｉｓｏｒｄｅｒｅｄ，



ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｌｕｍｉｎａｌｏｃ

ｃｌｕｓｉｏｎ，Ｄ：ｈｉｇｈｄｏｓｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（６ｄｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，６００×）， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅｐｒｉｍａｒｙｓｐｅｒｍａｔｏｃｙｔｅｓｏｆｆｉｎｔｏｔｈｅｌｕｍｅｎ， ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈｅｓｐｅｒ

ｍａｔｏｇｏｎｉａｏｆｆｔｈｅｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅ

２　讨论
弓形虫感染可刺激 ＣＤ４＋Ｔ细胞分化为 Ｔｈ１、

Ｔｈ２两个亚群，Ｔｈ１细胞主要分泌 ＩＦＮγ、ＩＬ２、
ＴＮＦα等细胞因子，介导细胞免疫应答；Ｔｈ２细胞主
要分泌ＩＬ４、ＩＬ５、ＩＬ６等细胞因子，辅助体液免疫
应答。其中，ＩＦＮγ是机体抑制弓形虫生长的主要
细胞因子，但过量的ＩＦＮγ可能导致免疫应答过度，
加重组织的炎症反应甚至导致组织坏死等。ＩＬ４对
宿主抗弓形虫 ＲＨ株感染具有重要的保护作用，可
抑制ＩＦＮγ的生成从而抑制炎症损伤。多种免疫细
胞及其细胞因子之间相互作用，形成调节网络抵抗

弓形虫感染。

Ｐａｒｋｅｒ等［５］研究发现ＩＦＮγ作为主要的抗弓形
虫炎性细胞因子，可以激活ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞和刺激
巨噬细胞分泌 ＮＯ，本研究中弓形虫感染组大鼠的
血清ＩＦＮγ、ＮＯ水平在急性期急速升高的结果与其
一致，ＩＦＮγ第６天达峰值，ＮＯ在第９天达峰值，同
期ＩＬ４水平虽也有保护性升高，却不足以抵消早期
ＩＦＮγ的作用，导致在感染早期 Ｔｈ１／Ｔｈ２向 Ｔｈ１应
答极化。Ｍｏｒｄｕｅ、Ｇａｖｒｉｌｅｓｃｕ等［６７］研究也发现弓形

虫ＲＨ强毒株可致宿主血清 Ｔｈ１细胞因子（ＩＦＮγ、
ＴＮＦα等）急剧升高，并可造成肝脏、脾脏等器官的
损伤，而本研究早期Ｔｈ１细胞因子的大量分泌，亦可
能作为始动因素造成大量生精细胞损伤，出现病理

观察中的精子计数减少、生精小管结构混乱、精子

减少甚至管腔内含大量脱落细胞的现象，并且本研

究还发现弓形虫感染引起的生精细胞以精母细胞

为主，可能与精母细胞复制分裂活跃、对致病因素

较为敏感有关。感染组大鼠血清 ＩＬ４在第９天急
速升高并在第 １５天达峰值，Ｔｈ２应答增强以拮抗
Ｔｈ１反应，同时ＩＦＮγ水平迅速降低，使实验中后期
以Ｔｈ２细胞介导的免疫抑制为主，以使机体存活并
平安度过急性期。但 Ｒｏｂｅｒｔｓ等［８］发现 ＩＬ４、ＩＬ１０
等Ｔｈ２细胞因子虽可抑制 ＩＦＮγ的水平，增加宿主
存活率，但同时也促进慢性感染的形成，因此本实

验的第３０天，弓形虫感染组大鼠的血清ＩＦＮγ／ＩＬ４
虽重新趋于平衡，但依然明显高于正常对照组

ＩＦＮγ、ＩＬ４的水平，ＮＯ水平亦高于正常，提示 Ｔｈ２
应答造成的免疫抑制可能造成急性弓形虫感染慢

性化，进而造成在本实验末期细胞因子未能恢复正

常，睾丸病理损伤及精子数量亦无明显恢复。综

上，弓形虫感染早期为Ｔｈ１细胞因子极化，介导生精
细胞的免疫损伤；中后期为Ｔｈ２细胞因子极化，造成
弓形虫慢性感染及生精细胞的慢性损伤，损伤细胞

均以精母细胞群为主。

鉴于睾丸属于免疫豁免区，且其生精过程受一

系列生殖激素［促黄体生成素（ＬＨ）、卵泡雌激素
（ＦＳＨ）、睾酮（Ｔ）等］的调控，生精过程十分复杂。
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Ｗｅｉｓｓｍａｎ［９］研究发现 Ｌｅｙｄｉｇ细胞分泌睾酮的过程
对ＮＯ十分敏感，而本研究中 ＮＯ在急性期的急剧
升高可能在局部影响睾酮的分泌，并且可与其他

Ｔｈ１细胞因子共同促使生精细胞凋亡或死亡。因
此，细胞因子的异常对于睾丸的损伤可能涉及激素

分泌、凋亡、自身免疫等多个方面，细胞因子极化在

弓形虫致生精障碍中的作用机理以及对其他调节

因素的影响还需进一步研究，为免疫干预治疗提供

理论依据。
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·消息·

关于中华医学会系列杂志投稿网址的声明

　　为维护广大读者和作者的权益以及中华医学会系列杂志的声誉，防止非法网站假冒我方网站诱导作者投稿、并通过骗取
相关费用非法获利，现将中华医学系列杂志稿件管理系统网址公布如下，请广大作者加以甄别。

１．“稿件远程管理系统”网址
中华医学会网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｍａ．ｏｒｇ．ｃｎ）首页的“业务中心”栏目、中华医学会杂志社网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｅｄｌｉｎｅ．ｏｒｇ．

ｃｎ）首页的“稿件远程管理系统”以及各中华医学会系列杂志官方网站接受投稿。作者可随时查阅到稿件处理情况。
２．编辑部信息获取
登录中华医学会杂志社网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｅｄｌｉｎｅ．ｏｒｇ．ｃｎ）首页，在《中华医学会系列杂志一览表》中可查阅系列杂志名

称、编辑部地址、联系电话等信息。

３．费用支付
中华医学会系列杂志视杂志具体情况，按照有关规定，酌情收取稿件处理费和版面费。稿件处理费作者在投稿时支付；

版面费为该稿件通过专家审稿并决定刊用后才收取。

欢迎投稿，并与编辑部联系。

特此声明。

中华医学会杂志社

２０１２年５月
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