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个体感染细粒棘球绦虫的免疫应答分析
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要"为探讨中国美利奴羊"新疆军垦型#不同单倍型个体感染细粒棘球绦虫的免疫应答变化%将
"

只抗性单倍

型绵羊设为抗性组!

"

只非抗性单倍型绵羊设为对照组!在相同的饲养条件下进行人工感染攻虫%分别在攻虫前
&

'

"

(&'

#&攻虫当天"
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#&攻虫后第
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天用流式细胞仪分析外周血中
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淋巴细胞亚群

的变化!同时用
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方法定量分析血清中
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水平并进行粒细胞计数%结果表明!抗性组绵羊

的发病率显著低于对照组"
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细胞
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组之间差异不显著"

.

#

%<%>

#!

+,"

.

/

细胞在攻虫后第
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天

抗性组显著高于对照组"
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水平在攻虫后第
&

天
$

组均显著高于攻虫前
&'

"

.

$

%<%>

#%攻虫后第
#%

天抗性组
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8

和
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水平均显著高于对照组 "

.

$

%<%>

#%抗性组的白细胞&淋巴细胞分别在攻虫后第
&

和
$)

天显著高于对照组"

.

$

%<%>

#!嗜中性粒细胞和总蛋白在攻虫后第
$)

天抗性组极显著低于对照组"
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#%结

果显示!抗性单倍型绵羊对细粒棘球绦虫的抵抗力显著高于非抗性绵羊'抗性组绵羊体内的
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和白细胞&淋巴细胞水平在攻虫后不同时期显著高于非抗性组绵羊%

关键词"中国美利奴羊'细粒棘球绦虫'
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绵羊的主要组织相容性复合体"
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#基因位于
$%

号染色体

上%

8?+

的表达产物称为
8?+

抗原!主要功能是

抗原递呈!与外来抗原相结合为复合体!从而被
/

淋

巴细胞识别并将外来抗原递呈给
/

淋巴细胞!使之

激活触发免疫反应!在动物机体的免疫系统中发挥着

非常重要的作用%因此!

8?+

作为疾病抗性和易感

性的候选基因成为抗病育种的研究热点之一%

细粒棘球蚴病"

+

E

L[BG1GHBFIGIGGILBL

!

+<1

#又称

包虫病!是由细粒棘球绦虫"

;",()+"+""<:

1

'$)<0+:<:

!

;<

1

#的幼虫"续绦期#寄生在各种中间宿主"人和食

草动物如牛&羊#的肝脏&肺脏等器官内发育为包囊引

起的一种人畜共患病%绵羊是细粒棘球绦虫最适宜

的中间宿主!在中国西部牧区!绵羊包虫病已经严重

地影响了养羊业的发展和农牧民生活质量%多年来!

对包虫病的防治投入了大量的人力&物力!但始终未

能得到很好的控制!治疗也主要以手术摘除为主!但

是摘除不完全且易复发%从抗病育种的角度研究其

免疫机制和抗病机理对包虫病的防治具有特殊意义%

目前!关于绵羊
>?/

基因多态性与疾病抗性或易感

性相关的研究主要集中在
>?/=@AB)

*

)!-

+和
>?/=

@CB

*

>!*

+基因上%而有关
8?+

与包虫病的相关性研

究主要集中在人上*

&!)%

+

!在动物方面
8?+

与包虫病

的相关性研究主要集中在小鼠上*

))!)#

+

%而绵羊
8?+

与包虫病的研究还很少!彭林泽*

)-

+

&申红*

)>

+等分析了

中国美利奴羊
>?/=@AB)

和
@CB)

基因多态性与

包虫病的关系!发现了包虫病的抗性基因型'本课题

组进一步分析发现中国美利奴羊
@AB)

和
@CB)

基

因不同的单倍型与包虫病抗性密切相关%本试验在

前期研究的基础上!利用人工攻虫的方法验证不同单

倍型个体与细粒棘球绦虫感染之间的关系!进行不同

单倍型个体感染过程中的免疫应答分析!为探讨绵羊

的抗病机理奠定理论基础%

#

!

材料与方法

#F#

!

试验动物

由新疆生产建设兵团农九师
)*>

团提供!健康的

$

岁雌性中国美利奴羊"新疆军垦型#!体质量
-%

#

>%`

6

%选择
"

只
@AB)=-$"350

(

@AB)=>9$3

00

(

@CB)=5$

D

355

(

@CB)=?$&

$

::

单倍型绵

羊作为抗性组!

"

只非抗性单倍型绵羊作为对照组%

#F!

!

主要试剂和仪器

绵羊包虫病
12345

诊断试剂盒"深圳康百得公

司#'绵羊抗体检测试剂盒"上海蓝基生物科技有限

公司#'

+,-

单克隆抗体 "

8VO415:/3VX3:1

+,-

$

93/+

#!

+,"

单克隆抗体 "

8VO41 5:/3

VX3:1+,"

$

Yb1
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+,->Y

单克隆抗体"

8VO41

5:/3VX3:1+,->Y

$

93/+

#均为
+AC[A

6

2AKI\A!

[I\BNL

公司产品'溶血剂购自德国
bA\[NG

公司'流式

细胞仪为德国
bA\[NG

公司产品'全自动生化分析仪
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试验方法

)<#<)

!

包虫病
12345

血清学检测
!!

按
12345

试剂盒操作!确保试验羊均健康%

)<#<$

!

细粒棘球绦虫分离
!!

将感染
;<

1

的试验

犬麻醉&宰杀!从犬的小肠前段"主要是十二指肠和

空肠前段#绒毛内分离
;<

1

!挑出带有成熟孕节的虫

体!显微镜下分离计数%

$%-)
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期 杜迎春等$中国美利奴羊不同
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单倍型个体感染细粒棘球绦虫的免疫应答分析

)<#<#

!

攻虫
!

用注射器将
)%

个成虫孕节直接注射

到绵羊食管中!用生理盐水反复注射
$

次!确保孕节

不遗留在注射器内%

)<#<-

!

攻虫前
&'

"

(&'

#&攻虫当天"

%'

#&攻虫后

第
&

&

$)

&

#%

&

*%

天采集绵羊新鲜的抗凝血并分离血

清%试验结束时宰杀绵羊进行病理剖检%

)<#<>

!

淋巴细胞亚群的检测
!!

采用流式细胞仪检

测%

)<#<*

!

血清中
3
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!

的检测
!!

按
12345

试剂盒操作%

)<#<&

!

血清中总蛋白的检测
!!

利用全自动生化

分析仪检测%

)<#<"

!

数据统计
!!

所有数据均用
4b44)#<%

统计学

软件单因素方差分析!试验数据采用平均数
c

标准误

表示%

!

!

结
!

果

!F#

!

攻虫结果

试验羊人工感染细粒棘球绦虫后第
*%

天!宰

杀!进行病理剖检%剖检以肝脏表面有明显细粒棘

球蚴囊肿突起&镜检囊液有棘球砂者判定为人工攻

虫感染为阳性%结果!抗性组中发病
#

只!未感染
>

只'对照组中发病
*

只!未感染
$

只%用
9BLHN\

确

切概率统计结果表明抗性组绵羊包虫病的发病率显

著低于对照组"
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淋巴细胞亚群检测

+,-

.

/

淋巴细胞百分数抗性组与对照组差异

不显著"

.

#

%<%>

#!但抗性组始终高于对照组%

+,"

.

/

淋巴细胞在攻虫后第
&

天抗性组显著高于

对照组"

.

$

%<%>

#!抗性组
+,"

.

/

淋巴细胞水平在

攻虫后第
&

天显著高于攻虫前
&'

"

.

$

%<%>

#%

+,-

.

/

(
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.
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比值
$

组间差异不显著"

.

#
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表
)

#'对照组的
0

淋巴细胞水平在攻虫后第
#%

天

显著低于攻虫前
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"表
$

#%

表
#

!

外周血
(*$

H

I

%

(*J

H

I

淋巴细胞和
(*$

H

I

!

(*J

H

I

比值变化#

KL#%

$

I7D38#

!

(>71

4

892=(*$

H

I

&

(*J

H

I3

<

/

:

>26

<

B8971C(*$

H

I

!

(*J

H

I?7B5251B>8

:

8?5

:

>8?73D322C

#

KL#%

$

采样时间(
'

4A@

]

CN

[B@N

+,-

.

/

淋巴细胞(
d

+,-

.

/C

E

@

]

HIG

E

[N

+,"

.

/

淋巴细胞(
d

+,"

.

/C

E

@

]

HIG

E

[N

+,-

.

/

(

+,"

.

/

比值

+,-

.

/

(

+,"

.

/\A[BI

抗性组

/NL[

6

\ID

]

对照组

+IF[\IC

6

\ID

]

抗性组

/NL[

6

\ID

]

对照组

+IF[\IC

6

\ID

]

抗性组

/NL[

6

\ID

]

对照组

+IF[\IC

6

\ID
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A
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AK
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K

"
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A
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AK

)"<>%=c$<##&

A

)<*%-c%<)&% )<=#>c%<#>-

*% #$<-==c$<-)" $=<="*c)<=)#

$$<")#c)<*&"

AK

)=<#*=c$<>>-

A

)<-&$c%<)-" )<&"*c%<#%=

同一时间!同一指标两组之间!

"

表示
.

$

%<%>

!

""

表示
.

$

%<%)

%同一组内!两两之间有任一肩标字母相同者为差异不显

著!不同小写字母表示
.

$

%<%>

!不同大写字母表示
.

$

%<%)

%无肩标者表示差异不显著"

.

#

%<%>

#%下表同

/HNLA@N[B@N

!

KN[WNNF[WI

6

\ID

]

LWB[HB'NF[BGACBF'Na

"

BF'BGA[N.

$

%<%>

!

""

BF'BGA[N.

$

%<%)</HNLA@N

6

\ID

]

WB[H

GI@@IFCN[[N\@NAFLFILB

6

FBZBGAF['BZZN\NFGN

!

CIWN\GALNBF'BGA[N.

$

%<%>

!

GA

]

B[ACCN[[N\LBF'BGA[N.

$

%<%)

!

FILD

]

N\LG\B

]

[L

@NAFFILB

6

FBZBGAF['BZZN\NFGN

"

.

#

%<%>

#

</HNLA@NALKNCIW

!FG

!

血清中抗体检测

$

组的
3

6

7

水平在攻虫后第
&

天均显著高于攻

虫前
&'

"

.

$

%<%>

#!对照组
3

6

7

水平在攻虫后第
&

天极显著高于攻虫当天"

.

$

%<%)

#%抗性组
3

6

8

水

平在攻虫后第
&

和
#%

天均显著高于攻虫前
&'

"

.

$

%<%>

#!对照组
3

6

8

水平攻虫后第
&

天显著高于

攻虫前
&'

"

.

$

%<%>

#%攻虫后第
#%

天抗性组
3

6

8

和
39:!

!

水平均显著高于对照组"

.

$

%<%>

#%抗性

组总蛋白水平在攻虫后第
$)

天极显著低于对照组

"

.

$

%<%)

#!在攻虫后第
#%

天显著高于攻虫后第
$)

天"

.

$

%<%>

#!对照组总蛋白水平在攻虫后第
$)

天

极显著高于攻虫后第
&

天"

.

$

%<%)

#!之后开始下

降!攻虫后第
#%

天显著低于攻虫后第
$)

天"

.

$

%<%>

!表
$

&表
#

#%

#%-)
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#

3

6

8

("

@

6

,

@2

()

#

抗性组

/NL[

6

\ID

]

对照组

+IF[\IC

6

\ID

]

抗性组

/NL[

6

\ID

]

对照组

+IF[\IC

6

\ID

]

抗性组

/NL[

6

\ID

]

对照组

+IF[\IC

6

\ID

]

(&

#=<&")c#<$$=

A

-><)>%c$<%&=

A

#*<)-)c"<=""

A

#-<*%>c*<&#-

0A

)><>%)c)<>">

A

)-<$%&c$<)$#

A
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血液中粒细胞检测

白细胞总数在攻虫后第
&

天抗性组显著高于对

照组"

.

$

%<%>

#!抗性组白细胞在攻虫后第
&

天显

著高于攻虫当天"

.

$

%<%>

#!对照组白细胞在攻虫

后第
#%

天极显著高于攻虫前
&'

"

.

$

%<%)

#'淋巴

细胞在攻虫后第
$)

天抗性组显著高于对照组"

.

$

%<%>

#!抗性组淋巴细胞在攻虫后第
$)

天显著高于

攻虫后第
&

天"

.

$

%<%>

#'抗性组中性粒细胞在攻

虫后第
$)

天显著低于攻虫后第
&

天"

.

$

%<%>

#!抗

性组嗜中性细胞在攻虫后第
$)

天极显著低于对照

组"

.
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讨
!

论

本研究利用人工攻虫方法!初步证实了理论上

筛选出的抗性单倍型绵羊具有一定的抗
;<

1

能力%

试验中
+,-

.

/

淋巴细胞
$

组间差异不显著!但在

整个试验过程抗性组外周血中
+,-

.

/

淋巴细胞始

-%-)
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))

期 杜迎春等$中国美利奴羊不同
8?+!,Y0)

(

,T0)

单倍型个体感染细粒棘球绦虫的免疫应答分析

终比无抗性组的多!这与
7BCC

等*

)*

+报道的美利奴羊

感染线虫后
+,-

.

/

淋巴细胞的变化规律一致%

8AFZ\AL

等*

)&

+发现!多房棘球蚴病"

5C_NICA\1GHB!

FIGIGGILBL

!

51

#患者外周血
+,"

.

/

淋巴细胞的活

性受
?25!,Y

和
+,#"

表达的共同控制!在
51

病

人体内
?25!,Y

.外周血
+,"

.

/

淋巴细胞显著升

高!与疾病相关的
+,"

.

/

淋巴细胞无性繁殖明显

增强!

?25!,Y

.

+,-

.

/

淋巴细胞也显著上升!

+,-

.

/

(

+,"

.

/

比值和
0

淋巴细胞均无显著变化%

绵羊感染
;<

1

后体内
+,-

.

/

&

+,"

.

/

淋巴细胞的

变化也可能受
>?/=@AB)

&

@CB)

基因的影响%

本研究中
+,"

.

/

淋巴细胞在攻虫后第
&

天抗性组

显著高于对照组!可能是
;<

1

感染后抗性羊体内

@AB)

&

@CB)

基因递呈外源性抗原的能力增强!

+,"

.

/

淋巴细胞的活性升高!无性繁殖增强后水平

升高%

+,-

.

/

(

+,"

.

/

比值无显著变化'

+,-

.

/

(

+,"

.

/

的比值可以反映机体内的免疫过程!

+,-

.

/

(

+,"

.

/

比值上升机体呈保护性免疫'反之则呈

损伤性免疫%在寄生虫感染中
0

淋巴细胞主要参

与体液免疫!同时还可诱导抗体的产生%本试验中

对照组
0

淋巴细胞水平在攻虫后第
#%

天显著低于

攻虫前水平"

.

$

%<%>

#!提示此时非抗性绵羊对

;<

1

的抵抗力显著下降%

研究证实棘球蚴感染后宿主体内产生的免疫球

蛋白主要是
3

6

7

类!所有
3

6

7

亚类的水平也都逐渐

升高%本研究中
$

组血清
3

6

7

水平在攻虫后均明显

上升!第
$)

天后开始下降%

UHAF

6

等*

)"

+报道棘球

蚴感染早期就可检测到
3

6

7

#

&

3

6

8

的存在!在人体

内包囊形成后常见
3

6

8

&

3

6

7

&

3

6

1

水平升高%本试

验中
$

组的
3

6

8

水平在攻虫后第
&

天都显著高于

攻虫前
&'

"

.

$

%<%>

#!攻虫后第
#%

天抗性组
3

6

8

水平显著高于对照组"

.

$

%<%>

#%

3

6

1

水平也有一

个从攻虫后第
&

到
#%

天升高的过程!但
$

组之间差

异不显著%

39:!

!

是由抗原诱生的
/H)

型细胞因

子!在抗寄生虫感染的防御机制中主要通过增强巨

噬细胞吞噬功能和限制细胞内寄生原虫的增殖发育

等方式控制感染%

39:!

!

可促进
/H)

细胞成熟!通

过激活巨噬细胞杀伤虫体&抑制
;<

1

组织的生长!

试验中
39:!

!

水平在攻虫后第
#%

天抗性组显著高

于对照组"

.

$

%<%>

#!表明此时抗性单倍型个体对

;<

1

的抵抗力显著增强%

由于寄生虫感染会引起显著的细胞炎性反应!

本研究分析了
;<

1

感染中各种粒细胞的变化%抗

性羊体内白细胞&淋巴细胞水平分别在攻虫后第
&

和
$)

天显著高于非抗性羊!说明
;<

1

感染后会引

起白细胞&淋巴细胞的大量增殖来抵抗感染%张

琰*

)=

+报道绵羊在感染
;<

1

虫卵后
$>

#

#%'

!与抗体

有关的嗜中性粒细胞可杀死
;<

1

虫卵!抗性组嗜中

性粒细胞在第
$)

天时显著低于对照组!可能与这种

杀伤机制有关%本研究采用人工感染的方法!初步

验证了包虫病的抗性遗传标记!分析了不同的

>?/

基因单倍型个体感染
;<

1

中的免疫应答反

应!为今后绵羊包虫病的抗病机理研究奠定了基础%

$

!

结
!

论

本研究利用人工感染的方法!分析了不同的

>?/

基因单倍型绵羊感染
;<

1

过程中的免疫应答

反应!得出以下结论$抗性单倍型绵羊对
;<

1

的抵

抗力显著高于非抗性绵羊'抗性组绵羊体内的

+,"

.

/

细胞&

3

6

8

&

39:!

!

和白细胞&淋巴细胞水平

在攻虫后不同时期显著高于非抗性绵羊%
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