
DOI:10.13350/j.cjpb.220214 ·论著·

伊维菌素体外抗新孢子虫作用研究*

孙瑾,张西臣,张楠,宫鹏涛,李新,王晓岑**

(吉林大学动物医学学院人兽共患病研究教育部重点实验室,吉林长春
 

130062)

【摘要】 目的 研究伊维菌素体外抗新孢子虫的作用。 方法 通过细胞活力试验确定伊维菌素对Vero细胞活力完

全无影响的安全浓度。用安全浓度的伊维菌素处理新孢子虫感染的Vero细胞和新孢子虫,使用荧光定量PCR、光学显

微镜和电子显微镜检测伊维菌素处理后对新孢子虫的细胞内增殖、细胞感染率以及虫体超微结构的影响。 结果 伊

维菌素处理细胞24
 

h,其浓度在0.3~10
 

μmol/L对Vero细胞活力均无显著影响。相比于新孢子虫感染组,试验组伊维

菌素5
 

μmol/L、8
 

μmol/L和10
 

μmol/L
 

3个浓度均可使细胞内虫体数量显著下降,分别减少86.4%、93.4%、93.26%;

伊维菌素5
 

μmol/L处理组细胞的新孢子虫感染率降低50.6%,并且含有4个以上虫体的纳虫空泡数量减少59%。透

射电镜观察发现,DMSO处理组的新孢子虫形态及虫体内部结构正常,而经8
 

μmol/L伊维菌素处理后的部分虫体外边

缘变形,较多虫体细胞膜破裂或模糊,并且胞质内出现较大空泡,内容物流失,部分虫体细胞核形状发生畸变。 结论 
伊维菌素具有抗新孢子虫作用,在治疗新孢子虫感染方面具有潜在的应用前景。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

ivermectin
 

against
 

Neospora
 

caninum
 

infection
 

in
 

vitro. Methods

 The
 

safe
 

concentration
 

of
 

ivermectin
 

that
 

has
 

no
 

effect
 

on
 

Vero
 

cell
 

viability
 

was
 

determined
 

by
 

cell
 

viability
 

test.
 

N.
 

caninum-infected
 

Vero
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

safe
 

concentrations
 

of
 

ivermectin,then
 

the
 

rate
 

of
 

N.
 

caninum-infected
 

cells
 

was
 

determined
 

by
 

microscopy,intracellular
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

microscopy.
 

The
 

ul-
trastructure

 

of
 

N.
 

caninum
 

after
 

ivermectin
 

treatment
 

were
 

observed
 

by
 

transmission
 

electron
 

microscope. Results 
The

 

viability
 

of
 

Vero
 

cell
 

was
 

not
 

affected
 

by
 

ivermectin
 

treatment
 

for
 

24
 

h
 

at
 

concentrations
 

of
 

0.3-10
 

μmol/L.
 

When
 

compared
 

with
 

the
 

N.
 

caninum
 

infection
 

only
 

group,the
 

proliferation
 

of
 

N.
 

caninum
 

in
 

Vero
 

cells
 

was
 

significantly
 

in-
hibited

 

by
 

5,8,and
 

10
 

μmol/L
 

ivermectin,and
 

the
 

reduction
 

rates
 

were
 

86.4%,93.4%
 

and
 

93.26%,respectively;mean-
while,the

 

rate
 

of
 

N.
 

caninum-infected
 

cells
 

in
 

5
 

μmol/L
 

ivermectin
 

treatment
 

group
 

was
 

reduced
 

by
 

50.6%,and
 

the
 

number
 

of
 

parasitophorous
 

vacuoles
 

with
 

more
 

than
 

4
 

tachyzoites
 

was
 

reduced
 

by
 

59%.
 

The
 

morphology
 

and
 

internal
 

structure
 

of
 

DMSO-treated
 

N.
 

caninum
 

in
 

the
 

negative
 

group
 

were
 

normal
 

under
 

transmission
 

electron
 

microscopy,while
 

the
 

outer
 

edges
 

of
 

some
 

N.
 

caninum
 

treated
 

with
 

8
 

μmol/L
 

ivermectin
 

were
 

deformed,the
 

cell
 

membranes
 

of
 

much
 

N.
 

caninum
 

were
 

ruptured
 

or
 

blurred,the
 

large
 

vacuoles
 

and
 

the
 

lost
 

content
 

were
 

observed
 

in
 

the
 

cytoplasm,and
 

the
 

shape
 

of
 

some
 

N.
 

caninum
 

nuclei
 

was
 

deformed. Conclusion Ivermectin
 

had
 

a
 

good
 

anti-N.
 

caninum
 

effect
 

and
 

has
 

potential
 

application
 

prospects
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

N.
 

caninum
 

infection.
【Key

 

words】 
 

Neospora
 

caninum;ivermectin;Vero
 

cells;infection
 

rate
 

of
 

cell;ultrastructure

***新孢子虫寄生于宿主的有核细胞内,可造成终末宿

主如犬的神经系统障碍疾病,中间宿主如奶牛、肉牛和

羊等的繁殖障碍,主要导致孕畜流产,新孢子虫病尤其

给养牛业带来严重经济损失[1-3],是造成养牛业繁殖障

碍疾病的主要原因之一。本病的报道近几年呈现出增

多的趋势[4-5],相关研究也越来越深入,喹诺酮类、喹啉

类、磺胺类、吩噻嗪类药物应用效果相对较好[6],中药

青蒿素与乙胺嘧啶或亚甲基蓝联合使用对新孢子虫具

有一定抑制作用[7],其它药物中生物制剂类药物如钙

依赖性蛋白激酶1作为一个新的药物靶点也很具有应

用前景[8]。目前我国应对新孢子虫病的药物疗效较

低,治疗方案成效不显著,能有效治疗新孢子虫病的药

物也较为匮乏[6,9],亟待寻找治疗新孢子虫的有效药
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物。
 

伊维菌素作为一种广谱、高效、低毒抗生素类抗
 

药,在治疗线虫等蠕虫感染中具有良好效果[10]。近年

来研究发现,伊维菌素还可用于治疗癌症、病毒感染

等[11-12],进一步研究该药物对其他病原感染的治疗作

用具有重要意义。本实验旨在观察伊维菌素体外抗新

孢子虫的作用,以期为寻找新的治疗新孢子虫药物和

探索其作用机制奠定基础。

材料与方法

1 材料

1.1 细胞及虫株 Vero细胞和新孢子虫 Nc-1株均

由本实验室保存。

1.2 主 要 试 剂 伊维菌素购自上海Selleck公司;

RPMI
 

1640培养基和胎牛血清购自以色列Biological
 

Industries公司;Percoll购自德国 GE
 

Healthcare公

司;CCK-8试剂盒购自Bimake公司;基因组DNA提

取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司;瑞氏-姬姆

萨染色液购自珠海贝索生物技术有限公司,包括瑞氏-
姬姆萨A液(主要成分:瑞氏染料、姬姆萨染料)和瑞

氏-姬姆萨B液(主要成分:磷酸盐)。

2 方法

2.1 细胞及虫株的培养、纯化 用含5%胎牛血清和

1%青霉素/链霉素的RPIM
 

1640培养基培养Vero细

胞,每2天进行传代培养。新孢子虫培养于Vero细胞

中,使用含2%胎牛血清和1%青霉素链霉素的RPIM
 

1640培养基。待含有新孢子虫的 Vero细胞破裂至

80%,将含逸出新孢子虫的悬液转移至15
 

mL离心管

中,1
 

000
 

g离心5
 

min,弃上清;沉淀用1
 

mL
 

PBS重

悬,加入到40%
 

Percoll分离液(PBS稀释)的上层,

1500
 

g离心30
 

min,弃去上层液体;收集底部的虫体

沉淀,用10
 

mL
 

PBS冲洗1次,1000
 

g离心5
 

min,得
到纯化后的虫体沉淀。体外抗新孢子虫试验中均使用

含1%胎牛血清和1%青霉素链霉素的RPIM
 

1640培

养基。

2.2 伊维菌素对Vero细胞活力的检测 将浓度为5
×104 个/(mL·孔)的Vero细胞接种于96孔细胞培

养板中培养,待其生长至单层贴壁后,试验组分别加入

含1%胎牛血清培养基稀释的伊维菌素(终浓度分别

为0.3、0.5、1、2、3、4、5、10、12.5、15、20、25、30
 

μmol/

L),对照组细胞仅加入含1%胎牛血清及1
 

μl
 

DMSO
的培养基,同时设置无细胞的单独培养基对照,于37

 

℃、5%
 

CO2 条件下孵育24
 

h。试验结束后2
 

h,每孔

各加入10%
 

CCK-8试剂,待试验结束,用酶标仪在波

长450
 

nm处读取吸光度(A)值,并按下式计算细胞活

力。细胞相对活力(%)=(A试验组-A培养基组)/(A对照组-

A培养基组)×100%。

2.3 伊维菌素对 Vero细胞内新孢子虫增殖影响的

检测 将浓度为7×105 个/(mL·孔)的Vero细胞接

种于12孔细胞培养板中,待细胞长至单层贴壁后,将
纯化的新孢子虫按细胞∶新孢子虫=1∶1的比例感

染细胞3
 

h;用PBS洗去悬浮的虫体,再加入5、8、10
 

μmol/L伊维菌素继续培养至24
 

h,分别以新孢子虫

感染和以66.7和71.2
 

μmol/L妥曲珠利处理[13]新孢

子虫感染的细胞作为对照。收取细胞样品,提取细胞

基因组DNA,按照每孔200
 

ng基因组DNA进行荧光

定量 PCR。根 据 新 孢 子 虫 高 度 保 守 性 Nc5 基 因

(X84238)设 计 引 物。 引 物 F:5'-ACTGGAG-
GCACGCTGAACAC-3',R:5'-AACAATGCTTCG-
CAAGAGGAA-3'。扩增片段大小76

 

bp。荧光定量

PCR体系共20
 

μL:SYBR
 

Green
 

Master(2×)10
 

μL,

Primer
 

forward(10
 

mmol/L)和 Primer
 

reverse(10
 

mmol/L)各0.5
 

μL,模板DNA和ddH2O共9
 

μL。
荧光定量PCR反应程序:95

 

℃预变性3
 

min;95
 

℃变

性30
 

s,60
 

℃退火30
 

s,共40个循环。读取Ct值,标
准品设置:以4×104 个新孢子虫的基因组为第一个标

准品作10倍倍比稀释,共设置5个浓度梯度的标准

品,根据标准曲线计算每组的虫体数量。

2.4 伊维菌素体外抑虫效果的观察 将浓度为5×
105 个/(mL·孔)的Vero细胞接种于24孔板中的玻

片上,待细胞长至单层,将纯化的新孢子虫按细胞∶新

孢子虫=1∶1的比例感染细胞3
 

h,用PBS洗去悬浮

的虫体,再分别加入5、8、10
 

μmol/L的伊维菌素继续

培养至24
 

h,以新孢子虫感染未加药组作为对照,根
据参考文献以66.7和71.2

 

μmol/L妥曲珠利处理新

孢子虫感染的细胞作为药物阳性对照组[13]。取玻片,
根据说明书对细胞用姬姆萨染色液进行染色,光学显

微镜下观察并统计新孢子虫的细胞感染率和100个纳

虫空泡中虫体数量。

2.5 伊维菌素对新孢子虫超微结构影响的观察 将

纯化后的新孢子虫分为两组,每组虫体数量为2×108

个,分别用1
 

mL含1
 

μl
 

DMSO和8
 

μmol/L伊维菌

素的1%
 

RPMI
 

1640培养基孵育1
 

h,2
 

000
 

g离心5
 

min,弃去上清,将虫体沉淀置于含2.5%戊二醛的固

定液中,制片后进行透射电镜观察。
 

结 果

1 伊维菌素对Vero细胞活力

当伊维菌素浓度在0.3~10
 

μmol/L时,对Vero
细胞活力无显著影响;当伊维菌素浓度达到12.5

 

μmol/L时,Vero细胞活力下降至50%以下,会对Ve-
ro细胞造成明显的毒性作用(均P<0.01)(图1)。因
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此选择伊维菌素安全浓度范围内的5、8、10
 

μmol/L
作为后续的试验浓度。

注:*组间比较,P<0.01。
图

 

1 各浓度伊维菌素对Vero细胞活力的影响

Fig.1 Effects
 

of
 

various
 

concentrations
 

of
 

ivermectin
on

 

Vero
 

cell
 

viability

2 伊维菌素对Vero细胞内虫体增殖的影响

荧光定量PCR检测显示,相比于新孢子虫感染组

(N.c),试验组伊维菌素5
 

μmol/L(N.c+Iv1)、8
 

μmol/L(N.c+Iv2)和10
 

μmol/L
 

(N.c+Iv3)3个浓

度 均 可 使 细 胞 内 虫 体 数 量 显 著 下 降,分 别 减 少

86.4%、93.4%、93.26%(均P<0.01)(图2)。相比

较于阳性对照妥曲珠利,伊维菌素抑制细胞内虫体数

量的效果更显著。

注:*组间比较,P<0.01。
图

 

2 各组细胞内新孢子虫数量

Fig.2 The
 

number
 

of
 

N.
 

caninum
 

in
 

various
 

groups

3 伊维菌素体外抑虫效果

通过光学显微镜下计数计算感染率。相比较于新

孢子虫感染组(N.c),伊维菌素5
 

μmol/L(N.c+Iv1)
处理组的细胞感染率降低50.6%(P 均<0.01)(图

3)。同时观察到伊维菌素8、10
 

μmol/L(N.c+Iv2、

N.c+Iv3)处理组在新孢子虫和药物的双重刺激后多

数细胞状态发生变化和死亡,因此这两组的细胞感染

率不做统计。

  Tut1 66.7
 

μmol/L Tut2 71.2
 

μmol/L Iv1 5
 

μmol/L 注:
*组间比较,P<0.01。

图
 

3 各组细胞感染率

Fig.3 Infection
 

rates
 

of
 

Vero
 

cells
 

in
 

various
 

groups

在光学显微镜下观察姬姆萨染色后的伊维菌素5
 

μmol/L处理组细胞,细胞中的纳虫空泡内虫体增殖

明显被抑制,纳虫空泡中的虫体数量多为1或2个(图

4)。光学显微镜下对不同组总数为100个纳虫空泡进

行计数,相比较于新孢子虫感染组,阳性对照组妥曲珠

利66.7
 

μmol/L(N.c+Tut1)组含有1个新孢子虫的

纳虫空泡数量增多56%,而多于4个新孢子虫的纳虫

空泡数量减少59.4%。同时,相比较于新孢子虫感染

组(N.c),伊维菌素5
 

μmol/L(N.c+Iv1)处理组含有

1个和2个新孢子虫的纳虫空泡数量分别增多18%和

38.6%,而多于4个新孢子虫的纳虫空泡数量减少

59%(均P<0.01)(图5)。

注:箭头示细胞中部分纳虫空泡。
图

 

4 光学显微镜观察伊维菌素的抑虫效果(40×)
Fig.4 Inhibitory

 

effect
 

of
 

ivermectin
 

on
 

N.
 

caninum
by

 

optical
 

microscopy(40×)

4 伊维菌素对新孢子虫超微结构的影响

透射电镜观察,DMSO处理组的新孢子虫呈新月

形、卵圆形或圆形,新孢子虫虫体内部细胞器形态正

常,可见一定数量脂质体和致密颗粒,其代表虫体代谢
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旺盛,虫体顶部类锥体、棒状体及微线蛋白等结构完

整;而经8
 

μmol/L伊维菌素处理后,部分虫体外边缘

变形,较多虫体细胞膜破裂或模糊,并且胞质内出现较

大空泡,内容物流失,部分虫体细胞核形状发生畸变

(图6)。表明伊维菌素可损伤新孢子虫的正常形态结

构。

注:*组间比较,P
 

<0.01。
图

 

5 伊维菌素对纳虫空泡中新孢子虫增殖的抑制作用

Fig.5 Inhibitory
 

effect
 

of
 

ivermectin
 

on
 

N.
 

caninum
 

proliferation
in

 

parasitophorous
 

vacuoles

  A DMSO
 

处理的新孢子虫(箭头示正常虫体) B 伊维菌素处

理的新孢子虫(箭头示虫体受损部位)
图

 

6 透射电镜观察伊维菌素处理后新孢子虫的超微结构

Fig.6 Ultrastructure
 

of
 

N.
 

caninum
 

after
 

treatment
 

with
 

ivermectin
by

 

transmission
 

electron
 

microscopy

讨 论

新孢子虫病是造成养牛业繁殖障碍疾病的主要原

因之一,每年会给养殖业带来巨大经济损失。全世界

由新孢子虫感染给养牛业造成的总损失达12.98~
23.8亿美元[14]。然而,目前尚无针对新孢子虫病的特

异性药物和疫苗,且现有治疗方案效果不显著,因此对

抗新孢子虫病药物的研究具有十分重要的意义[6]。
近年来,伊维菌素治疗动物寄生虫病取得了很好

的临床效果。目前,伊维菌素在国内上市的已有预混

剂、片剂、软膏剂、注射剂、透皮剂等多种剂型,已被广

泛应用于猪、马、牛、羊、兔、骆驼、狐狸、羊驼等多种家

畜和野生动物体内消化道线虫、肺丝线虫和体外寄生

虫(蜱、虱、螨等)的治疗和预防[15]。目前已有研究表

明伊维菌素还具有其它的一些生物活性,如可激活

pannexin-1通道并诱导
 

P2X4/P2X7受体的过度表

达,P2X7受体的过度表达可释放ATP,从而增强伊维

菌素引起的细胞毒性,最终导致BC细胞的凋亡、坏死

或焦亡[16]。Wang等[2]的研究发现促进新孢子虫感染

细胞发生焦亡可利于清除虫体,而伊维菌素是否对新

孢子虫具有抑制作用尚不清楚。
本研究使用伊维菌素对Vero细胞增殖率完全无

影响的安全浓度,在细胞保持正常活力的情况下观察

伊维菌素体外抗新孢子虫的作用,结果显示浓度为5
 

μmol/L的伊维菌素可抑制 Vero细胞中新孢子虫的

增殖,并显著降低细胞的感染率。本研究初步筛选出

伊维菌素对Vero细胞增殖率无影响的安全浓度中最

大为10
 

μmol/L,然而在后续的试验中发现新孢子虫

在8、10
 

μmol/L伊维菌素刺激下的同时,Vero细胞在

24
 

h内形态发生变化,绝大部分活力变差,细胞死亡,
这可能与新孢子虫和伊维菌素共刺激触发Vero细胞

的焦亡有关,但具体机制仍需进一步阐明。已有文献

报道伊维菌素防治寄生虫的作用机理是伊维菌素可与

谷氨酸受体结合,引发氯化物流入,使虫体神经元发生

超级化,阻碍正常动作电位的启动或传导,导致靶寄生

虫麻痹、死亡[17]。通过新孢子虫超微结构的变化分析

伊维菌素对新孢子虫的直接作用,观察推断伊维菌素

也可能通过直接引起新孢子虫虫体形态发生变化,影
响其活力,导致新孢子虫感染细胞及胞内增殖能力下

降。其具体作用机制仍有待进一步研究。
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粮食类及其制品为主要暴露食品。因此应结合本市食

源性疾病的流行病学特征,加强食品安全知识宣教,完
善食源性疾病监测体系,提高病原溯源能力,从而有效

地达到预警、防控,减少食源性腹泻病的发生。
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