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咔唑氨基醇化合物H1402对棘球蚴感染小鼠组织
淋巴细胞及其亚群的影响*
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【摘要】 目的 分析咔唑氨基醇化合物 H1402对棘球蚴感染小鼠的淋巴细胞及其亚群的影响。 方法 分别采集细

粒棘球绦虫和多房棘球绦虫原头蚴,经肝门静脉接种建立感染小鼠模型。建模60
 

d后,分别用低剂量(50
 

mg/kg)和高

剂量(80mg/kg)H1402每天灌胃干预两种棘球蚴病小鼠30
 

d。灌胃结束4周后留存肝组织观察病理变化,分离肝脏、脾

脏和血液淋巴细胞,用流式细胞术检测小鼠组织淋巴细胞。 结果 H1402治疗后棘球蚴感染小鼠肝脏病灶大小和数

量减少,病理结果显示炎症反应减弱(P<0.05)。多房棘球蚴感染治疗组中,H1402高剂量组肝B细胞比例(24.35±

7.46)%明显高于感染模型组(17.74±4.57)%(P<0.05);肝脏T细胞(1.15±1.14)%,包括Treg,CD4+T,CD8+T和

活化的T细胞比例H1402高剂量组明显低于低剂量组(36.00±5.68)%(P<0.05)。脾脏T细胞比例H1402高剂量组

(22.86±12.49)%显著低于低剂量组(46.29±7.22)%和感染模型组(42.16±7.44)%(P<0.05)。在血液中活化的T
细胞比例,尤其是CD8+T细胞比例 H1402高剂量组(16.62±5.72)%显著低于低剂量组(34.63±5.06)%(P<0.05);

B细胞比例尤其是活化的B细胞 H1402低剂量组(0.32±0.06)%显著低于感染模型组(0.74±0.21)%(P<0.05)。细

粒棘球蚴感染小鼠,肝脏 T细胞,包括 Treg和CD8+T细胞均明显高于空白组,CD8+T细胞比例 H1402高剂量组

(40.54±7.22)%显著高于模型组(9.88±5.93)%(P<0.05)。脾脏T细胞比例尤其是活化的T细胞均明显低于空白

组(P<0.05)。血液淋巴细胞CD4+T细胞比例 H1402高剂量组(31.59±27.94)%显著降低(P<0.05)。 结论 

H1402对棘球蚴感染治疗有效,明显降低多房棘球蚴和细粒棘球蚴感染肝脏和脾脏的T细胞比例,多房棘球蚴感染小

鼠药物干预后活化的CD4+T细胞和活化的CD8+T细胞比例上升,可能参与免疫调节,抑制多房棘球蚴的病理反应。

【关键词】 细粒棘球蚴;多房棘球蚴;咔唑氨基醇;小鼠;淋巴细胞;肝脏
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【Abstract】 Objective To
 

determine
 

the
 

efficiency
 

of
 

carbazole
 

aminoalcohol
 

H1402
 

against
 

both
 

cystic
 

echinococcosis
 

and
 

alveolar
 

echinococcosis
 

and
 

the
 

impact
 

of
 

the
 

component
 

on
 

lymphocytes
 

in
 

a
 

mouse
 

model
 

infected
 

with
 

Echinococcus
 

multilocularis
 

and
 

E.granulosus.
 

 Methods C57
 

mice
 

were
 

infected
 

with
 

protoscoleces
 

of
 

E.multilocularis
 

and
 

E.

granulosus
 

via
 

hepatic
 

portal
 

vein.After
 

60
 

days
 

of
 

infection,50mg/kg(low-dose,H1402-L)
 

and
 

80mg/kg
 

(high-dose,

H1402-H)
 

of
 

H1402
 

were
 

orally
 

given
 

daily
 

respectively
 

for
 

30
 

days.The
 

mice
 

were
 

rest
 

for
 

4
 

weeks
 

without
 

any
 

inter-

vention
 

before
 

biopsy
 

and
 

the
 

partial
 

liver
 

tissues
 

were
 

fixed
 

for
 

H&E
 

staining.The
 

livers,spleens
 

and
 

blood
 

of
 

the
 

mice
 

were
 

collected
 

for
 

lymphocytes
 

analysis
 

by
 

flow
 

cytometry. Results H1402
 

treatment
 

reduced
 

the
 

size
 

and
 

number
 

of
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liver
 

lesions
 

in
 

a
 

dose-dependent
 

pattern.H&E
 

staining
 

showed
 

that
 

H1402
 

decreased
 

the
 

inflammatory
 

response
 

in
 

both
 

E.multilocularis
 

and
 

E.granulosus
 

lesions(P<0.05).
 

H1402-H
 

significantly
 

induced
 

a
 

higher
 

percentage
 

of
 

B
 

cells
(24.35±7.46)%

 

compared
 

to
 

the
 

cells
 

in
 

the
 

infection
 

control
 

mice(17.74
 

4.57)%(P<0.05).However,the
 

drug
 

de-
creased

 

liver
 

T
 

cells(1.15±1.14)%,including
 

Treg,CD4+T,CD8+T
 

and
 

activated
 

T
 

cells(36.00±5.68)%(P<0.05).
The

 

proportion
 

of
 

spleen
 

T
 

cells
 

including
 

activated
 

T
 

cells
 

in
 

H1402-H
 

group(22.86
 

12.49)%
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

low-dose
 

group(46.29
 

7.22)%
 

and
 

the
 

infection
 

control
 

group(42.16±7.44)%(P<0.05).
 

In
 

blood
 

profile
 

analysis,the
 

proportion
 

of
 

activated
 

T
 

cells,especially
 

CD8+
 

cells
 

in
 

the
 

H1402-H
 

group(16.62±5.72)%
 

was
 

sig-
nificantly

 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

low-dose
 

group((34.63±5.06)%
 

(P<0.05).B
 

cells
 

ratio,especially
 

the
 

activated
 

B
 

cells
 

H1402-Lmice(0.32
 

0.06)%
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

the
 

infection
 

model
 

group(0.74
 

0.21)%
 

(P<0.05).In
 

these
 

mice
 

infected
 

with
 

E
 

granulosus,liver
 

T
 

cells,including
 

Treg
 

and
 

CD8+T
 

cells
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

blank
 

group,and
 

the
 

proportion
 

of
 

CD8+T
 

cells
 

in
 

the
 

H1402-H
 

group(40.54±7.22)%
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

model
 

group(9.88±5.93)%
 

(P<0.05).The
 

proportion
 

of
 

spleen
 

T
 

cells,especially
 

activated
 

T
 

cells,

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

blank
 

group
 

(P<0.05).The
 

proportion
 

of
 

CD4+T
 

cells
 

in
 

blood
 

lymphocytes
 

was
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

H1402-H
 

group(31.59±27.94)%
 

(P<0.05). Conclusion H1402
 

is
 

an
 

effective
 

drug
 

for
 

treating
 

both
 

E.granulosus
 

and
 

E.multilocularis
 

infection
 

in
 

mice.After
 

30
 

days
 

of
 

treatment
 

and
 

4
 

weeks
 

of
 

rest,T
 

cells
 

were
 

significantly
 

decreased
 

in
 

the
 

liver
 

and
 

spleen
 

of
 

mice
 

infected
 

with
 

E.multilocularis
 

and
 

E.granulosus.How-
ever,H1402

 

increases
 

activated
 

T
 

cells
 

likely
 

associated
 

with
 

killing
 

the
 

larval
 

parasite
 

or
 

directly
 

function
 

on
 

the
 

cells,

which
 

need
 

further
 

identification.
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words】 Echinococcus
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amino
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  棘球蚴病(echinococcosis)俗称包虫病,包括细粒

棘球蚴病(cystic
 

echinococcosis,CE)和多房棘球蚴病

(alveolar
 

echinococcosis,AE)两种蠕虫病,分别由细

粒棘球绦虫(Echinococcus
 

granulosus)和多房棘球绦

虫(E.multilocularis)引起[1]。棘球蚴病是因为中间

宿主吞食了细粒棘球绦虫或多房棘球绦虫的虫卵,经
粪口传播途径而感染。人类可以作为中间宿主,不参

与病原循环[2]。细粒棘球蚴病主要传染源是犬;多房

棘球蚴病主要传染源是犬、狐和狼。肝脏是细粒棘球

蚴病感染的主要脏器大约占据85.6%[3]。多房棘球

蚴病的原发脏器几乎100%是肝脏。细粒棘球蚴病多

为占位性病变,而多房棘球蚴病为类癌样生长[4],可使

肝丧失功能而致死。目前棘球蚴病的治疗主要依赖手

术切除和药物长期干预。世界卫生组织推荐的临床用

药为阿苯达唑(ABZ)。但阿苯达唑仅有抑制寄生虫生

长的作用并无杀伤效果[5-6]。研究表明阿苯达唑在治

疗时需长期服用,对患者造成一定的经济负担,同时导

致严重肝和肠的副作用[7]。有研究表明阿苯达唑对于

CE患者治愈率较低不足15%,约40%的患者使用后

疗效不佳[8],多房棘球蚴患者同样面临上述问题[9]。
随着诊断技术的提升,病人数的增加,寻找新的治疗药

物和治疗靶点仍然是棘球蚴病治疗的重大需求[10]。

Wang等[11]验证咔唑氨基醇类化合物是一种新型

抗细粒棘球蚴药物,通过体外杀伤证明咔唑氨基醇类

衍生物H1402具有良好的体外杀伤细粒棘球蚴的作

用,该化合物对细粒棘球蚴病灶有较好的杀伤效果。
本研究使用不同剂量的化合物 H1402干预两种棘球

蚴感染小鼠,以确定H1402治疗效果和对淋巴细胞的

影响。为确定药物杀死棘球蚴的效果,本研究在停药

后30
 

d解剖小鼠,观察其对虫体和病灶的影响效果。
通过流式细胞数检测肝脏、脾脏和血液中淋巴细胞及

其亚群的变化,初步探寻化合物 H1402干预后两种棘

球蚴感染小鼠的淋巴细胞的变化。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物与棘球蚴来源 SPF级的BALB/c小

鼠,雌性,6~8周龄,体重为(18±2)g,购自于河南斯

克贝斯生物科技股份有限公司,饲养于新疆医科大学

实验动物中心。
绵羊肝脏源细粒棘球蚴采集于新疆维吾尔自治区

乌鲁木齐市华凌屠宰场;多房棘球蚴采自新疆医科大

学第一附属医院动物室保种传代的长爪沙鼠[12]。

1.2 主要试剂 羧甲基纤维素钠(CMCNa)、淋巴细

胞分离液(Percoll)和牛血清白蛋白(BSA)
 

购自美国

Sigma公司;红细胞裂解液购自北京索莱宝科技有限

公司;细胞破膜剂,流式细胞术抗CD19、CD69、CD3、

CD4、CD8、CD25和Foxp3抗体均购自美国
 

BioLeg-
end公司;动物专用异氟烷和麻醉机购自深圳市瑞沃

德生命科技有限公司。

2 方法

2.1 感染模型建立及分组 从患病绵羊肝中获取细

粒棘球蚴,从保种沙鼠体内获取多房棘球蚴,经组织筛

网过滤多余杂质。通过吸入式麻醉小鼠后,经肝门静

脉注射500个原头蚴/只,穿刺后用棉签挤压止血3
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min,缝合手术部位,复苏小鼠,建立两型棘球蚴病小

鼠肝感染模型。将18只多房棘球蚴感染小鼠设置相

同实验分组。并设假手术组为空白对照(n=6);将18
只细粒棘球蚴感染小鼠随机分为3组,每组6只,为感

染模型组、H1402低剂量(50
 

mg/kg)和 H1402高剂

量(80
 

mg/kg)于感染60
 

d后通过ELISA法检测血清

效价及B超抽检验证造模成功率,灌胃给药结束30
 

d
后获取小鼠脏器和血液标本。

2.2 小鼠肝脏 HE染色 小鼠解剖后,留存肝脏组

织,4%多聚甲醛固定72
 

h,包埋,切片,进行HE染色,
显微镜下观察炎症反应情况。病理变化是根据HE染

色细胞的炎症反应和病灶的面积分为4个级:0,没有

任何因感染造成的病变;1,视野里面的病灶及细胞和

炎症带<25%;视野里面的病灶及细胞和炎症带25%
~50%;3,视野里面的病灶及细胞和炎症带>50%。

2.3 小鼠肝脏、脾脏和血液淋巴细胞分离 小鼠眼球

取血获得抗凝血,离心后收集细胞沉淀,加入红细胞裂

解液反复裂解3次,收集细胞沉淀制备淋巴细胞悬液。
解剖小鼠游离肝脏和脾脏,研磨组织,经200目组织滤

网过滤后收集组织细胞悬液于离心管中;离心后收集

细胞沉淀,肝脏标本中加入40%
 

Percoll
 

3ml后离心

收集细胞沉淀,用红细胞裂解液裂解样本中的红细胞。
获得的细胞用计数板计数。

2.4 流式细胞术检测淋巴细胞 将收集的肝脏、脾脏

和血液的细胞,每个样品分别取1×106 标记T细胞

及其亚群,2×106 个细胞标记Treg细胞,经流式抗体

(FITC-CD69、PE-CD19、APC-CD4、PE/Cy7-CD8、

FITC-CD3、APC/Cy7-CD4、 APC-CD25 和 PE-
FOXp3)标记后,重悬细胞用流式细胞仪检测标本中

T细胞、B细胞、活化T细胞、活化B细胞,CD4
 

T细

胞、CD8
 

T细胞、活化CD4
 

T细胞和活化CD8
 

T细

胞。Flow-Jo分析检测结果。

2.5 统 计 学 分 析 使用SPSS
 

22.0和 GraphPad
 

Prism
 

8进行统计学分析。以均数±标准差(x±s)表
示计量资料,单因素方差分析比较组间差异,t检验比

较两组间差异,P<0.05差异有统计学意义。

2.6 伦理批准 本研究涉及动物的使用及饲养均获

得新疆医科大学第一附属医院伦理委员会批准(批号:

IACUC201902-01)。

结 果

1 H1402治疗显著降低肝棘球蚴数量和大小

解剖后分别统计两种棘球蚴感染小鼠肝脏棘球蚴

数量和大小(图1)。多房棘球蚴感染小鼠治疗后,

H1402高剂量组棘球蚴/病灶数量(2.5个)显著下降

(t=2.537,P<0.05);细粒棘球蚴感染小鼠,H1402

治疗后高剂量组棘球蚴/病灶数量(3.8
 

个)和大小

(2.35
 

mm2)均显著下降(t=3.652和5.730,P<
0.05)。

  注:*与感染模型组和低剂量组比较,P<0.05,**与感染模型组
和低剂量组比较,P<0.01。
图

 

1 不同剂量H1402
 

干预两种棘球蚴感染小鼠肝脏病灶面积和数量

Notes:*Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

and
 

low
 

dosage
 

group,P
<0.05,**

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

groupnd
 

low
 

dosage
 

group,P<
0.01。

Fig.1 The
 

lesion
 

size
 

and
 

number
 

of
 

miceinfected
 

with
 

E.
 

multilocularis
and

 

E.
 

granulosus
 

and
 

treated
 

with
 

different
 

doses
 

of
 

H1402

2 H1402治疗减轻棘球蚴感染引起的肝脏病理

小鼠肝脏组织HE染色显示,多房棘球感染小鼠,

H1402高剂量组治疗后肝脏组织的炎症反应明显减

弱,且呈现剂量依赖性(t=3.005,P<0.05);细粒棘

球蚴感染小鼠,其炎症细胞浸润较多房棘球蚴感染少,

H1402治疗后也呈现炎症细胞带减弱态势(t=4.310,

P<0.05)
 

(图2)。

3 棘球蚴感染小鼠肝脏淋巴细胞检测结果

肝脏是棘球蚴(包虫)的主要寄生器官,尤其是多

房棘球蚴的原发性感染几乎100%在肝脏。多房棘球

蚴感染小鼠,肝脏T细胞(1.15±1.14)%,包括活化

的T细胞、Treg、CD4和CD8T细胞的比例 H1402高

剂量组低于低剂量组(36.00±5.68)%
 

(t=17.01,P
<0.05)。肝 B 细 胞,H1402 高 剂 量 组(24.35±
7.46)%高 于 感 染 模 型 组(17.74±4.57)%

 

(t=
2.137,P<0.05),其中肝活化的B细胞其比例H1402
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低剂量组(0.77±0.24)%低于感染模型组(1.36±
0.88)%

 

(t=1.817,P<0.05)。

  注:*与感染模型组和低剂量组比较,P<0.05,**与感染模型组
和低剂量组比较,P<0.01。

图
 

2 不同剂量H1402
 

干预两种棘球蚴感染小鼠肝脏组织
病理变化(100×)

Notes:*Compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

and
 

low
 

dosage
 

group,P
<0.05 **

 

Compared
 

with
 

the
 

control
 

groupnd
 

low
 

dosage
 

group,P
<0.01。

Fig.2 Liver
 

pathological
 

changes
 

of
 

mice
 

infected
 

with
 

E.multilocularis
and

 

E.granulosus
 

and
 

treated
 

with
 

different
 

doses
 

of
 

H1402(100×)

  细粒棘球蚴感染小鼠用药后肝脏的淋巴细胞与多

房棘球蚴感染小鼠类似,包括 H1402高剂量组肝脏T
细胞及其亚类

 

CD4细胞(4.89±1.00)%的比例低于

低剂量组(56.71±5.40)%
 

(t=3.472,P<0.05)。但

不同的是多房棘球蚴感染小鼠肝B细胞比例 H1402
高剂量组(18.54±8.40)%也低于感染模型组(19.31
±4.71)%

 

(t=0.233,P<0.05)(图3,表1)。

  注:*与细粒棘球蚴感染组比较,P<0.05,**与细粒棘球蚴感染
组比较,P<0.01。
图

 

3 不同剂量H1402
 

干预两种棘球蚴感染小鼠肝脏淋巴细胞比例

Notes:*
 

Compared
 

with
 

the
 

E.
 

granulosusinfection
 

group,P<0.
05,**Compared

 

with
 

the
 

E.
 

granulosusinfection
 

group,P<0.01。
Fig.3 Proportion

 

of
 

liver
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

mice
 

infected
 

withE.
 

multilocularis
 

and
 

E.
 

granulosus
 

and
 

treated
 

with
 

different
 

doses
 

of
 

H1402

表
 

1 不同剂量H1402干预两种棘球蚴感染小鼠肝脏淋巴细胞及其亚群检测结果(%)
Table

 

1 Percentage
 

changes
 

of
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

liver
 

of
 

mice
 

treated
 

withdifferent
 

doses
 

of
 

H1402
 

for
 

cystic
 

echinococcosis
 

and
 

alveolar
 

echinococcosis

分组
Group

多房棘球蚴感染E.
 

multilocularis
感染模型组
Control

低剂量组
Low

 

dosage
高剂量组
High

 

dosage

空白组
Blank

细粒棘球蚴感染E.
 

granulosus
感染模型组
Control

低剂量组
Low

 

dosage
高剂量组
High

 

dosage

B 17.74±4.57 17.58±3.33 24.35±7.46* 4.40±2.54** 19.33±4.71 23.60±3.51 18.54±8.40
活化的B 1.36±0.88 0.77±0.24 0.91±0.24 0.14±0.04* 0.42±0.20 0.98±0.51** 0.67±0.13
T 6.47±9.35 36.00±5.68** 1.15±1.14 0.56±0.14 25.97±10.09 22.04±5.50 19.58±7.50

活化的T 1.14±1.07 12.55±6.10** 0.45±0.39 0.11±0.07 0.10±0.05 0.36±0.28 1.77±0.69**

CD4+
 

T 52.81±14.92 58.16±5.46 39.38±6.89 28.43±3.10* 59.94±6.93 56.71±5.40 4.89±1.00**

活化的CD4+
 

T 23.34±11.77 16.00±9.59 26.59±11.23 5.72±1.89* 1.50±0.87 0.79±0.43 1.04±0.57
CD8+

 

T 18.60±8.96 36.76±4.97** 7.03±4.06 9.88±5.93 30.00±7.13 36.29±5.85 40.54±7.22**

活化的CD8+
 

T 21.87±10.73 15.09±9.18 25.48±10.76 2.58±1.59** 0.42±0.35 0.19±0.11 2.92±1.88*

Treg 22.46±15.71 49.00±15.05** 21.30±9.32 31.50±4.81 20.66±9.08 11.53±4.73* 3.83±2.34**

注(Notes):*与感染模型组比较(Compared
 

with
 

the
 

control
 

group),P<0.05,**与感染模型组比较(Compared
 

with
 

the
 

control
 

group),P<0.01。

4 棘球蚴感染小鼠脾脏淋巴细胞检测结果

脾脏细胞,H1402治疗结果类同肝脏,包括T细

胞比例尤其是活化的 T细胞比例 H1402高剂量组

(3.33±1.77)%低于低剂量组(7.83±1.32)%
 

(t=
6.207,P<0.05);但不同的是多房棘球蚴感染小鼠脾

脏Treg细胞比例 H1402低剂量组(11.88±0.87)%
高于感染模型组(8.40±1.89)%

 

(t=5.315,P<

0.05)。细粒棘球蚴感染小鼠,脾脏T细胞(32.31±
3.76)%,包括活化的T细胞、CD8和活化的CD8细

胞比例 H1402高剂量组高于感染模型组(28.64±
12.98)%

 

(t=0.721,P<0.05);CD4和活化的CD4
细胞比例 H1402高剂量组(23.90±28.70、0.39±
0.39)%低 于 感 染 模 型 组(67.80±4.00、0.81±
0.43)%

 

(t=4.578、2.036,P<0.05)。(图4,表2)。
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表
 

2 不同剂量H1402干预两种棘球蚴感染小鼠脾脏淋巴细胞及其亚群检测结果(%)
Table

 

2 Percentage
 

changes
 

of
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

spleen
 

of
 

mice
 

treated
 

withdifferent
 

doses
 

of
 

H1402
 

for
 

cystic
 

echinococcosis
 

and
 

alveolar
 

echinococcosis

分组
Group

多房棘球蚴感染E.
 

multilocularis
感染模型组
Control

低剂量组
Low

 

dosage
高剂量组
High

 

dosage

空白组
Blank

细粒棘球蚴感染E.
 

granulosus
感染模型组
Control

低剂量组
Low

 

dosage
高剂量组
High

 

dosage

B 40.28±6.01 42.04±7.05 44.66±5.80 45.76±5.58 43.48±13.13 48.07±7.08 51.46±2.98
活化的B 1.27±0.40 1.46±0.49 1.85±1.47 0.68±0.16 0.03±0.01 0.04±0.02 0.29±0.17*

T 42.16±7.44 46.29±7.22 22.86±12.49** 42.44±6.40 28.64±12.98 36.03±7.92 32.31±3.76
活化的T 15.86±14.67 7.83±1.32 3.33±1.77 4.45±0.43 0.81±0.45 1.51±0.24 0.83±0.35
CD4+

 

T 64.34±4.16 65.84±1.91 69.87±4.64 65.70±2.33 67.80±4.00 68.27±1.47 23.90±28.70*

活化的CD4+
 

T 20.34±16.88 10.00±1.87 10.15±3.32 7.02±1.52 0.81±0.43 1.20±0.40 0.39±0.39
CD8+

 

T 27.24±6.21 28.76±1.58 18.27±10.11 29.92±1.79 25.08±3.27 27.40±1.34 27.16±3.11
活化的CD8+

 

T 2.97±0.75 3.82±0.76 3.36±1.12 2.13±0.71 0.20±0.08 0.28±0.05* 0.25±0.08
Treg 8.40±1.89 11.88±0.87** 10.54±1.52 25.38±7.35* 12.26±5.22 15.48±4.20 9.69±5.98

注(Notes):*与感染模型组比较(Compared
 

with
 

the
 

control
 

group),P<0.05,**与感染模型组比较(Compared
 

with
 

the
 

control
 

group),P<0.01。

5 棘球蚴感染小鼠血液淋巴细胞检测结果

多房棘球蚴感染小鼠,血液中T细胞比例 H1402
高剂量组(1.85±1.18)%低于低剂量组(17.25±
4.64)%、感染模型组(17.19±6.95)%

 

(t=10.17、

7.191,P<0.05);CD8T细胞比例 H1402低剂量组

(34.63±5.06)%高于高剂量组(16.62±5.72)%、感
染模型组(20.28±5.34)%

 

(t=6.975、0.109,P<
0.05);B细胞比例 H1402尤其活化的

 

B细胞比例

H1402低剂量组(38.84±3.92)%低于感染模型组

(45.33±8.33)%
 

(t=5.865,P<0.05)。细粒棘球蚴

感染小鼠,血液淋巴细胞CD4T细胞比例 H1402高剂

量组(31.59±27.94)%较低剂量组(73.00±2.75)%
和感染模型组(76.21±3.79)%显著降低(t=4.530、

5.050,P<0.05)。(图5,表3)。

讨 论

细粒棘球蚴可在宿主体内长期寄居生长,由于包

囊有外囊,可以在虫体死亡一段时间内保持包囊的重

量和形态[13]。多房棘球蚴是以肉芽肿的形式形成病

灶,短期的杀虫后也保持一定的病灶体积和形态[14]。
本研究为观察H1402对棘球蚴肝脏寄生的杀伤作用

和持续效果,依据课题组前期实验结果在停药30
 

d后

对小鼠进行解剖,以确保化合物可对肝脏寄生的棘球

  注:*与细粒棘球蚴感染组比较,P<0.05,**与细粒棘球蚴感染
组比较,P<0.01。
图

 

4 不同剂量H1402干预两种棘球蚴感染小鼠脾脏淋巴细胞比例

Notes:*
 

Compared
 

with
 

the
 

E.
 

granulosusinfection
 

group,P<0.
05,**

 

Compared
 

with
 

the
 

E.
 

granulosusinfection
 

group,P<0.01。
Fig.4 Proportion

 

of
 

spleen
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

mice
 

infected
 

withE.
 

multilocularis
 

and
 

E.
 

granulosus
 

and
 

treated
 

with
 

different
 

doses
 

of
 

H1402

表
 

3 不同剂量H1402干预两种棘球蚴感染小鼠血液淋巴细胞及其亚群检测结果(%)
Table

 

3 Percentage
 

changes
 

of
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

blood
 

of
 

mice
 

treated
 

withdifferent
 

doses
 

of
 

H1402
 

for
 

cystic
 

echinococcosis
and

 

alveolar
 

echinococcosis

分组
Group

多房棘球蚴感染E.
 

multilocularis
感染模型组
Control

低剂量组
Low

 

dosage
高剂量组
High

 

dosage

空白组
Blank

细粒棘球蚴感染E.
 

granulosus
感染模型组
Control

低剂量组
Low

 

dosage
高剂量组
High

 

dosage

B 45.33±8.33 38.84±3.92 41.60±7.14 12.05±8.13** 28.46±4.23 29.73±7.36 17.68±9.05
活化的B 0.74±0.21 0.32±0.06** 0.35±0.12** 0.15±0.11** 0.04±0.02 0.03±0.00 0.20±0.16
T 17.19±6.95 17.25±4.64 1.85±1.18** 10.26±5.69 17.67±6.31 17.37±3.86 22.93±7.89

活化的T 0.24±0.07 0.23±0.4 0.08±0.08** 0.16±0.07* 0.02±0.01 0.02±0.00 0.48±0.44
CD4+

 

T 69.41±5.34 57.05±5.04** 54.10±5.25** 14.92±1.83** 76.21±3.79 73.00±2.75 31.59±27.94**

活化的CD4+
 

T 0.51±0.21 0.70±0.27 1.81±0.65** 0.35±0.15 0.01±0.00 0.01±0.01 1.39±1.68
CD8+

 

T 20.28±5.34 34.63±5.06** 16.62±5.72 72.10±4.79** 20.16±3.34 22.36±1.35 23.36±2.85*

活化的CD8+
 

T 0.35±0.18 0.46±0.26 0.95±0.43** 0.24±0.14 0.006±0.00 0.01±0.01 1.69±1.84
Treg 34.08±3.13 27.24±5.29 29.43±16.04 -- 1.96±0.67 1.05±0.80 2.80±0.72

注(Notes):*与感染模型组比较(Compared
 

with
 

the
 

control
 

group),P<0.05,**与感染模型组比较(Compared
 

with
 

the
 

control
 

group),P<0.01。
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蚴有杀伤效果,即如果药物有杀虫效果,死亡的虫体在

停药一段时间,其虫体的大小形态和重量体积有明显

的变化,死亡的虫体在宿主体内因为宿主的免疫和消

化作用而有明显的消减。

  注:*与细粒棘球蚴感染组比较,P<0.05,**与细粒棘球蚴感染

组比较,P<0.01。
图

 

5 不同剂量H1402干预两种棘球蚴感染小鼠血液淋巴细胞比例

Notes:*
 

Compared
 

with
 

the
 

E.
 

granulosusinfection
 

group),P<
0.05,**

 

Compared
 

with
 

the
 

E.
 

granulosusinfection
 

group,P<0.01。
Fig.5 Proportion

 

of
 

blood
 

lymphocytes
 

in
 

the
 

mice
 

infected
 

with
 

E.
 

multilocularis
 

and
 

E.
 

granulosus
 

and
 

treated
 

with
 

different
 

doses
 

of
 

H1402

本研究通过流式细胞术检测小鼠用 H1402治疗

后棘球蚴受累器官肝和系统免疫的脾脏和血液中淋巴

细胞的变化,确定药物对组织淋巴细胞的影响。棘球

蚴感染后,肝B淋巴细胞比例变化明显,尤其是多房

棘球蚴感染,给药后肝B细胞比例升高,说明多房棘

球蚴在虫体杀伤30
 

d后,肝组织仍然有B淋巴细胞抗

原决定簇抗原的释放,也说明B淋巴细胞是一群治疗

后不敏感的细胞。药物对B淋巴细胞的影响可能是

间接的,即在药物杀死虫体后,虫体释放B淋巴细胞

激活抗原,导致B淋巴细胞增殖;但系统免疫中的血

液和脾脏的B淋巴细胞无明显变化,说明受累器官抗

原的释放是B淋巴细胞增殖的关键因素。B淋巴细胞

在局部免疫和系统免疫的功能和激活差异尚需进一步

研究。H1402富集于肝脏,在治疗早期可以通过杀死

虫体而提高B淋巴细胞的迁徙或增殖,与 Wang等[11]

的研究H1402富集于肝脏是一致的。相对于细粒棘

球蚴感染,多房棘球蚴的感染引起非常强的T淋巴细

胞募集于肝脏病灶,药物治疗30
 

d后,肝脏T细胞的

降低,说明药物杀死了多房棘球蚴虫体,使其丧失了对

T细胞的募集和激活增殖作用,所以药物治疗后T细

胞数量降低。多房棘球蚴感染小鼠肝T细胞、活化的
 

T细胞、CD4T细胞和CD8T细胞比例 H1402高剂量

组较感染模型组均减少,表明 H1402的干预减弱肝脏

T淋巴细胞的活跃状态。对比 H1402高剂量干预组,
细粒棘球蚴较多房棘球蚴感染小鼠肝脏CD8T细胞

和活化的CD8T细胞比例增加,T细胞、活化的CD4T
细胞比例减少,提示细粒棘球蚴在 H1402干预后的肝

脏局部免疫的CD8T细胞在杀伤棘球蚴中发挥一定

的作用。结果表明,H1402干预两种棘球蚴感染小鼠

后参与肝脏的局部免疫调节,尤其对淋巴细胞群的调

节,包括抑制CD4+T细胞的增殖,在减弱棘球蚴引起

的肉芽肿增生的病变过程中发挥重要的作用。
脾脏和血液在机体的系统免疫应答中发挥重要作

用,T细胞既参与免疫反应的效应反应,也参与调节作

用,在多种疾病的进程中发挥重要作用[15]。本研究显

示,高剂量H1402干预后,脾脏和血液CD4T细胞及

活化的T细胞比例在细粒棘球蚴感染小鼠增加,但在

多房棘球蚴感染小鼠中呈减弱趋势,血液 CD4T细

胞、CD8T细胞和活化的T细胞比例减少。H1402治

疗两型棘球蚴病表现出的系统免疫的差异可能主要是

两型棘球蚴病灶结构的差异,即细粒棘球蚴的包囊储

存了大量的囊液抗原,在杀伤的过程中持续的释放,可
以刺激系统免疫的T淋巴细胞,而使得细粒棘球蚴有

更长的T细胞活化周期。本研究发现细粒棘球蚴较

多房棘球蚴感染其活化的CD4T细胞和活化的CD8T
细胞比例减少,提示多房棘球蚴感染小鼠活化细胞较

多的体液应答系统较细粒棘球蚴感染小鼠进一步被激

活[16-17]。结果表明,H1402干预两种棘球蚴感染小鼠

后活化的T细胞参与机体免疫调节,多房棘球蚴感染

小鼠活化的CD4T细胞和活化的CD8T细胞相关因

子进一步发挥细胞毒性杀伤作用,抑制多房棘球蚴的

感染进程[18]。
咔唑氨基醇 H1402对两种棘球蚴感染小鼠的治

疗可能是通过对T、B细胞的抑制作用,其中高剂量组

对多房棘球蚴感染小鼠的作用明显高于细粒棘球蚴,
说明该化合物对多房棘球蚴的抑制有效。因此推测该

化合物对于两种棘球蚴感染小鼠病灶的杀伤作用,与

T、B细胞等淋巴细胞的募集有一定的相关性。
综上所述,不同剂量的咔唑氨基醇 H1402干预两

种棘球蚴感染小鼠,引起肝脏局部免疫和体液应答机

制不同,但都减弱棘球蚴在体内的病变进程。多房棘

球蚴感染和治疗后B细胞均上升,表明多房棘球蚴在

药物作用30
 

d和停药30
 

d后,在病灶部位仍然分泌B
淋巴细胞激活的抗原。细粒棘球蚴感染后B细胞上

升与寄生虫感染的特性一致;但在治疗后比例下降与

多房棘球蚴感染不同,提示其治疗机制不同可能是包

囊储存囊液抗原缓慢释放的结果所致。T、B淋巴细

胞可以成为检测药效灵敏的指标,明确棘球蚴在体内

的寄居状态,为进一步的体内试验和深入研究 H1402
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的药效、药理和药动相关实验,制备疗效较好的剂型和

进入临床试验提供理论基础。
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