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华支睾吸虫感染BALB/c小鼠肝胆管纤维化模型的建立*
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【摘要】 目的 建立华支睾吸虫感染BALB/c小鼠肝胆管纤维化模型。 方法 将BALB/c小鼠随机分为4组,分别

以50个、100个和150个囊蚴采用胃饲感染,同时设胃饲生理盐水组为对照。感染后20
 

d开始采用加藤卡茨法检测小

鼠粪便;感染后8周,取小鼠肝脏右外叶组织进行 HE和 Masson染色,取小鼠肝脏左叶组织进行总蛋白提取,分析肝脏

α-SMA的表达情况。 结果 感染后31
 

d小鼠粪便开始检测到华支睾吸虫卵,39
 

d所有感染组小组均检测到感染。

HE及 Masson结果显示,与对照组相比,感染组小鼠汇管区出现明显的纤维化改变,且随着胃饲囊蚴数量的增加纤维化

越明显,差异具有统计学意义(F=86,P<0.01)。蛋白质免疫印迹试验发现感染小鼠肝脏α-SMA蛋白表达明显高于对

照组,且随着胃饲囊蚴数量增加而递增,差异有统计学意义(F=86.5,P<0.05)。 结论 成功建立了华支睾吸虫感染

BALB/c小鼠肝胆管纤维化模型,为后续研究华支睾吸虫致肝胆管纤维化机制奠定了基础。
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【Abstract】 Objective To
 

establish
 

a
 

model
 

of
 

hepatic
 

bile
 

duct
 

fibrosis
 

in
 

BALB/c
 

mice
 

infected
 

with
 

Clonorchis
 

sinensis. Methods Twenty-four
 

BALB/c
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

4
 

groups.
 

Then,50,100
 

or
 

150
 

metacercariae
 

were
 

infected
 

by
 

gastric
 

feeding,and
 

the
 

NS
 

group
 

was
 

set
 

as
 

control.
 

Twenty
 

days
 

after
 

infection,Kato
 

Katz
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

infection;eight
 

weeks
 

after
 

infection,the
 

right
 

lateral
 

lobe
 

tissue
 

of
 

mouse
 

liver
 

was
 

taken
 

for
 

HE
 

and
 

Mas-
son

 

staining,and
 

the
 

left
 

lobe
 

tissue
 

of
 

mouse
 

liver
 

was
 

taken
 

for
 

total
 

protein
 

extraction
 

and
 

liver
 

α-SMA
 

expression
 

de-
tection. Results C.

 

sinensis
 

eggs
 

were
 

detected
 

in
 

mouse
 

feces
 

at
 

31
 

days
 

after
 

infection,and
 

infection
 

was
 

detected
 

in
 

all
 

infected
 

groups
 

at
 

39
 

days.
 

The
 

results
 

of
 

HE
 

and
 

Masson
 

showed
 

that
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

mice
 

in
 

all
 

infected
 

groups
 

had
 

obvious
 

fibrotic
 

changes
 

in
 

the
 

portal
 

area,and
 

the
 

fibrosis
 

became
 

more
 

obvious
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

number
 

of
 

gastric
 

cysts,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(F=86,P<0.01).Western
 

blotting
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

α-SMA
 

protein
 

in
 

the
 

liver
 

of
 

infected
 

mice
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,and
 

it
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

the
 

number
 

of
 

gastric
 

larvae,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(F
=86.5,P<0.05). Conclusion The

 

BALB/c
 

mouse
 

model
 

of
 

hepatic
 

bile
 

duct
 

fibrosis
 

was
 

successfully
 

established.
 

It
 

lays
 

a
 

foundation
 

for
 

the
 

follow-up
 

study
 

on
 

the
 

mechanism
 

of
 

hepatobiliary
 

fibrosis
 

caused
 

by
 

C.
 

sinensis.
【Key

 

words】 Clonorchis
 

sinensis;bile
 

duct
 

fibrosis;BALB/c
 

mice

***华支睾吸虫又称肝吸虫,是一种食源性寄生虫,主
要流行于亚洲国家和地区[1-2]。华支睾吸虫的感染主

要是因为患者食入华支睾吸虫囊蚴,囊蚴在胃酸的作

用下脱囊形成尾蚴后通过十二指肠壶腹进入胆管发育

为成虫[3-4]。成虫在胆管内长期寄生会破坏胆管结构,
诱发大量炎症细胞浸润,最终导致胆管扩张、胆管上皮

增生、肝纤维化甚至胆管癌[5-7]。
华支睾吸虫致肝胆管纤维化及其模型感染囊蚴数

量多在15~50个,感染剂量少导致纤维化发生所需时

间较长。因此,本研究拟通过具体化感染方法及步骤,
建立不同剂量华支睾吸虫囊蚴感染小鼠模型,观察小

鼠肝胆管纤维化的变化,以期为后续华支睾吸虫所致

肝胆管纤维化的相关研究提供模型。

材料与方法
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1 材料

兔抗鼠抗体α-SMA、GAPDH购自中国AFFITY
公司;彩虹蛋白 marker、山羊抗兔二抗购自美国赛默

飞公司;BCA蛋白定量试剂盒、PVDF膜、RIPA裂解

液、PAGE凝胶快速制备试剂盒购自雅酶公司;胃蛋白

酶(1︰10000)、HE、Masson染色试剂盒购自中国索

莱宝公司;电泳及转膜仪、ChemiDoc
 

XRS+
 

凝胶成像

仪购自美国伯乐公司;BX53生物显微镜购自日本奥

斯巴林公司;INFINITE
 

M
 

PLEX酶标仪购自上海帝

肯(Tecan)公司;雌性BALB/c小鼠购自长沙市天勤

生物技术公司;感染囊蚴的鱼来源于广西横县。

2 方法

2.1 华支睾吸虫感染模型建立 将感染囊蚴的鱼冲

洗干净,去除鱼骨鱼刺后用绞肉机搅碎为肉泥。将搅

拌好的肉泥移入1
 

L烧杯中,倒入已配好的消化液于

37
 

℃恒温摇床慢摇消化2
 

h,随后以60目滤网(0.3
 

mm)过滤去渣,滤液滤入玻璃三角量杯后加入0.85%
生理盐水水洗沉淀,反复清洗3~5次直至上层清澈。
倒掉上清液,将沉淀移入50

 

ml离心管后加入生理盐

水离心(800
 

r/min,离心3
 

min)清洗2~3次,最后吸

取沉淀于显微镜下计数,镜下分离所需囊蚴加入200
 

μl
 

0.85%生理盐水重悬。

2.2 实验小鼠分组 健康雌性BALB/c小鼠,6~8
周龄,体重18~22

 

g,SPF环境喂养。将小鼠随机分

成4组,其中1组胃饲200
 

μl生理盐水,另外3组分别

胃饲50、100、150个囊蚴,每组小鼠6只。本研究经桂

林医学院伦理审查委员会同意。

2.3 粪便虫卵检测 于感染20
 

d时每天收集粪便检

测虫卵,采用加藤卡茨法检测,每份粪便样本做3张涂

片。

2.4 HE、Masson染色 感染8周时将感染组与对照

组小鼠眼球取血后处死,无菌条件下取小鼠肝脏右外

叶组织于10%组织固定液固定48
 

h,随后脱水、透明

处理后进行石蜡包埋、切片。切片厚度为4
 

μm,进行

HE、Masson染色,显微镜下观察及拍照,Image
 

J分

析 Masson染色中的胶原纤维面积。

2.5 肝脏总蛋白提取 取肝脏左叶组织加入500
 

μl
裂解液于玻璃研磨器中在冰上研磨捣碎组织,随后冰

上裂解30
 

min。再12
 

000
 

g离心5
 

min,取上清液移

入新的1.5
 

ml
 

EP管中进行BCA蛋白定量,BCA蛋

白定量操作步骤见试剂说明书。

2.6 Western
 

blot分析 通过10%PAGE电泳分离

蛋白样品,随后进行转膜后封闭3
 

h,TBST洗涤5次,
每次6

 

min,将膜泡在一抗中于4
 

℃孵育过夜,次日将

膜取出洗涤后再放入二抗中于室温下孵育1
 

h,洗涤

后进行发光,通过GAPDH标准化样品中蛋白质的表

达,Image
 

J分析蛋白面积。

2.7 统计学处理 采用SPSS26.0进行统计分析,

GraphpadPad
 

Prism9.2绘图,组间比较采用One-way
 

ANOVA检验,P<0.05为差异具有统计学意义。

结 果

1 小鼠一般体格检测

感染组小鼠的体重增长速度在早期较对照组快,
随后较对照组减慢;且随着感染时间延长感染组小鼠

有出现毛发竖立现象,活力降低。

2 粪便虫卵检测

小鼠感染后20
 

d时开始收集粪便进行虫卵检测,
于31

 

d在感染150囊蚴小鼠粪便中首先检测到虫卵,
感染39

 

d时感染组小鼠均检测到虫卵。随后对不同

时间点进行虫卵检测发现,感染150囊蚴组小鼠每克

粪便的虫卵检出数量随着感染时间延长逐渐增多,50
囊蚴和100囊蚴组在感染后56

 

d前未见虫卵有明显

增加,感染90
 

d
 

时3组小鼠粪便中虫卵数量基本相同

(图1)。

图
 

1 BALB/c小鼠感染不同数量华支睾吸虫囊蚴后不同时间
粪便虫卵检出量

Fig.1 The
 

amount
 

of
 

fecal
 

eggs
 

detected
 

in
 

BALB/c
 

mice
 

after
 

infection
 

with
 

different
 

numbers
 

of
 

C.sinensis
 

metacercariaeat
 

different
 

times

3 小鼠肝脏脾脏变化

与对照组相比,感染组小鼠肝脏脾脏都出现不同

程度肿大,胆管内可见成虫,胆汁大量淤积于胆管内;
其中胃饲150囊蚴组小鼠肝脏脾脏肿大尤为明显,且
肝脏病变区域出现白色炎症样病变,病变多累积于肝

右叶(图2)。

4 感染后小鼠肝脏汇管区出现纤维化病变

HE染色可见8周时对照组小鼠肝小叶、门管区

结构完整,无纤维结缔组织增生及炎症细胞浸润,胆管

亦无扩张;感染组小鼠可见肝脏胆管周围出现大量的

炎症细胞浸润及胆管上皮增生。胆管扩张,肝脏结构
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受到严重破坏,且随着虫荷增加肝胆管纤维化沉积表

现出严重的趋势。Masson染色发现对照组小鼠肝脏

结构完整,较少见胶原纤维;而感染组小鼠肝胆管周围

胶原纤维沉积严重,且随着胃饲囊蚴数量的增加肝胆

管纤维化越明显,差异具有统计学意义(F=86,P<
0.01)(图3)。

  注:1)胃饲NS小鼠的肝脾脏;2)胃饲50个囊蚴小鼠的肝脾脏;3)
胃饲100个囊蚴小鼠的肝脾脏;4)胃饲150个囊蚴小鼠的肝脾脏。

图
 

2 小鼠肝脏脾脏形态

Notes:1)Liver
 

and
 

spleen
 

of
 

gastric-fed
 

NS
 

mice;2)Liver
 

and
 

spleen
 

of
 

gastric-fed
 

50
 

metacercariae
 

mice;3)Liver
 

and
 

spleen
 

of
 

gas-
tric-fed

 

100
 

metacercariae
 

mice;4)Liver
 

and
 

spleen
 

of
 

gastric-fed
 

150
 

metacercariae
 

mice.
Fig.2 Morphology

 

of
 

mouse
 

liver
 

and
 

spleen

  注:1)与NS组比较,a
 

P<0.01;2)
 

与50囊蚴组比较,b
 

P<0.05,c
 

P<0.01
 

:3)
 

与100囊蚴组比较,d
 

P<0.05。
图

 

3 华支睾吸虫感染小鼠后HE、Masson染色结果(100×)
Notes:1)Compared

 

with
 

NS
 

group,a
 

P<0.01
 

;2)
 

Compared
 

with
 

50
 

metacercariae
 

group,b
 

P<0.05,c
 

P<0.01;3)
 

Compared
 

with
 

100
 

metacercariae
 

group,d
 

P<0.05.
Fig.3 HE,Masson

 

staining
 

results
 

of
 

mice
 

infected
 

with
 

C.
 

sinensis

5 感染小鼠肝脏α-SMA蛋白表达增高

Western
 

blot发现在8周时感染组小鼠肝脏α-
SMA蛋白表达明显高于对照组,且随着虫荷增多,α-
SMA蛋 白 表 达 递 增,差 异 具 有 统 计 学 意 义(F=

 

86.5,P<0.05);其中胃饲150囊蚴小鼠肝脏α-SMA
蛋白表达增高明显,差异具有统计学意义(P<0.01)

(图4)。

  注:1)胃饲NS小鼠肝脏α-SMA蛋白表达情况;2)胃饲50个囊蚴
小鼠肝脏α-SMA蛋白表达情况;3)胃饲100个囊蚴小鼠肝脏α-SMA蛋
白表达情况;4)胃饲150个囊蚴小鼠肝脏α-SMA蛋白表达情况。*

 

P<
0.05,**

 

P<0.01,****
 

P<0.0001
图

 

4 华支睾吸虫感染小鼠肝脏 WB结果

Notes:1)α-SMA
 

protein
 

expression
 

in
 

liver
 

of
 

gastric-fed
 

NS
 

mice;
2)α-SMA

 

protein
 

expression
 

in
 

liver
 

of
 

gastric-fed
 

50
 

metacercariae
 

mice;3)α-SMA
 

protein
 

expression
 

in
 

liver
 

of
 

gastric-fed
 

100
 

metacercar-
iae

 

mice;4)α-SMA
 

protein
 

expression
 

in
 

liver
 

of
 

gastric-fed
 

150
 

meta-
cercariae

 

mice.
Fig.4 WB

 

results
 

of
 

the
 

liver
 

of
 

C.
 

sinensis-infected
 

mice

讨 论

华支睾吸虫是一种食源性寄生虫,主要寄生于肝

胆管导致胆管上皮增生,胆管纤维化等一系列肝胆疾

病,也可寄生于肠道,因摄取肠道营养而导致患者体重

减轻并伴随腹痛等症状[8]。
华支睾吸虫病的药物治疗主要是服用吡喹酮[9],

但由于其感染症状主要处于亚临床状态,因而在早期

较难发现。同时,因其感染主要有地域性习惯生食鱼

生等原因,导致患者经治疗痊愈后常发生再感染等情

况,因而在部分地区虽然环境及其卫生医疗得到改善,
但其患病率却在增高[10]。例如在广西横县,2016调查

发现其华支睾吸虫感染率高达48.6%且有呈现上升

的趋势[11]。除了区域性研究,蒋智华等[12]在感染率

高的区域进行了不同职业间感染华支睾吸虫情况进行

调查,结果发现医务工作者华支睾吸虫感染率显著高

于其他职业。
华支睾吸虫所致肝胆纤维化、胆管癌等实验在当

下已被广泛研究,因研究目的不同而选用不同实验动

物及不同剂量囊蚴。如 Woon等[13]灌胃不同数量囊

蚴感染小鼠、大鼠、兔等不同实验动物,Choi等[14]采用

15个囊蚴感染小鼠,付琳琳等[15]分别灌胃10、20、30
个囊蚴感染小鼠,Zhang等[16-17]分别灌胃45~50个囊
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蚴感染小鼠,最后均成功建立华支睾吸虫模型,表明华

支睾吸虫囊蚴具有较强的感染力。
本研究旨在细化造模过程,通过胃饲不同剂量的

囊蚴后观察小鼠一般体格和肝胆管纤维化的变化。研

究结果显示,小鼠感染华支睾吸虫后肝脏破坏严重,肝
脏出现不同程度肿大且可见明显病变,尤其在肝右下

叶有出现肝硬化现象。在胆管周围组织发现胆管明显

扩张,胆管内可见数条成虫,胆汁在胆道中大量淤积,
胆管内可见大量黑色杂质沉积。通过 HE、Masson组

织染色发现肝胆管纤维化随着胃饲囊蚴个数的增多而

递增,尤其是胃饲150个囊蚴后组织切片发现纤维化

明显累计到胆管周围大片组织;感染组小鼠肝脏α-
SMA蛋白表达增高,其中150囊蚴组差异较对照组增

高。此外,通过感染小鼠粪便虫卵数量检查发现,感染

后56
 

d前150个囊蚴组小鼠粪便中虫卵数量比感染

50个囊蚴和100个囊蚴高,而在感染后90
 

d时3组粪

便中虫卵数量基本一致。表明150囊蚴感染组可能因

更早出现纤维化,导致局部虫体死亡或者虫卵无法排

出。同时,在整个实验期间感染150囊蚴小鼠未出现

因剂量过大而出现死亡的现象。结果表明华支睾吸虫

感染后小鼠肝胆管纤维化随着感染虫荷增多而增加,
以150个华支睾吸虫囊蚴胃饲BALB/c小鼠能够更快

速的建立华支睾吸虫所致肝胆管纤维化模型,为后续

研究华支睾吸虫感染所致肝胆管纤维化的机制奠定了

基础。
综上,本研究建立不同剂量华支睾吸虫囊蚴感染

小鼠模型,随后从组织学及蛋白表达水平观察了小鼠

肝胆管纤维化的变化,建立了一种高剂量华支睾吸虫

囊蚴感染小鼠模型,能够快速出现肝胆管纤维化,为研

究华支睾吸虫感染所致肝胆管纤维化的机制提供理论

基础。
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