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人源中国Ⅲ型刚地弓形虫分离株在终末宿主内的发育研究*
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【摘要】 目的 建立人源中国Ⅲ型弓形虫LHG株体外感染猫肠上皮细胞(intestinal
 

epithelial
 

cells,IECs)体系及体内

感染开启有性生殖实验动物模型,观察其在不同感染条件下在终末宿主细胞内的发育情况。 方法 人源中国Ⅲ型

LHG弓形虫分离株经口感染昆明KM小鼠42
 

d成囊后,采用Percoll梯度离心法纯化脑组织包囊,经0.25%
 

m/v胰酶

消化释放缓殖子后体外感染猫IECs(1∶10,虫株:IECs)。取含有弓形虫包囊的KM 鼠脑组织显微镜下计数,按600个

包囊/只经口感染5只3月龄健康家猫,每天收集猫粪便,分别采用镜检及PCR扩增弓形虫特异性529
 

bp重复序列及

B1基因检测弓形虫卵囊排泄情况,采用免疫组化(immunohistochemistry,IHC)和免疫荧光(immunofluorescence
 

assay,

IFA)鉴定感染猫小肠内裂殖子的发育,分析中国Ⅲ型虫株的体内有性生殖规律。 结果 LHG弓形虫分离株缓殖子在

体外条件下可成功黏附、入侵猫IECs,在细胞内形成“玫瑰花”样结构,4~5
 

d细胞破裂释放虫体,完成无性生殖过程,但
未检测到与有性生殖相关的裂殖体、雌雄配子体及合子,且其体外黏附入侵宿主细胞效率显著低于Ⅰ型RH株;但其感

染5只猫后,4~6
 

d猫粪便内均检测到弓形虫卵囊,其小肠经IHC和IFA检测在IECs内均出现裂殖体样结构,说明成

功开启了有性生殖过程,且效率高于自然条件下的既往报道数据。 结论 成功建立了中国Ⅲ型弓形虫LHG株体外

感染猫IECs体系及高效开启有性生殖实验动物模型,证实该虫株是我国猫科动物的易感虫株,为研究弓形虫有性生殖

机制及研制阻断弓形虫卵囊排泄传播药物及疫苗奠定基础。
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【Abstract】 Objective To
 

establish
 

an
 

in
 

vitro
 

cats
 

IECs
 

experimental
 

infection
 

systems
 

and
 

an
 

efficient
 

in
 

vivo
 

infec-

tion
 

sexual
 

reproduction
 

animal
 

model
 

using
 

T.
 

gondii
 

Chinese
 

Ⅲ
 

isolate,analyze
 

the
 

infection
 

efficiency
 

and
 

its
 

develop-
ment

 

process
 

in
 

the
 

definitive
 

host
 

in
 

vitro
 

and
 

in
 

vivo. Methods The
 

brain
 

tissue
 

cysts
 

of
 

T.
 

gondii
 

Chinese
 

Ⅲ
 

geno-
type

 

LHG
 

strain
 

were
 

acquired
 

from
 

42
 

days
 

post-infected
 

KM
 

mice
 

and
 

were
 

purified
 

using
 

Percoll
 

gradients
 

method.
 

The
 

bradyzoites
 

were
 

obtained
 

from
 

purified
 

brain
 

tissue
 

cysts
 

by
 

0.25%
 

m/v
 

trypsase
 

digestion
 

and
 

co-cultured
 

with
 

cat
 

IECs
 

in
 

vitro(1∶10,parasites∶cells).
 

Five
 

experimental
 

cats
 

were
 

orally
 

infected
 

with
 

KM
 

mice
 

brain
 

tissue
 

containing
 

T.
 

gondii
 

cysts
 

(600
 

cysts
 

per
 

cat)
 

and
 

all
 

cats
 

feces
 

were
 

collected
 

every
 

day
 

to
 

detect
 

oocyst
 

by
 

microscopic
 

examina-
tion

 

and
 

PCR,and
 

the
 

529
 

bp
 

repeat
 

sequence
 

and
 

B1
 

gene
 

specific
 

expressed
 

in
 

T.
 

gondii
 

were
 

selected
 

as
 

target
 

genes.
 

Immunohistochemistry
 

(IHC)
 

and
 

immunofluorescence
 

assay
 

(IFA)were
 

used
 

to
 

identify
 

the
 

schizozoites
 

of
 

T.
 

gondii
 

in
 

infected
 

cat
 

gut
 

to
 

understand
 

the
 

sexual
 

reproduction
 

of
 

ChineseⅢ
 

genotype
 

strain
 

in
 

vivo. Results The
 

bradyzoites
 

of
 

Chinese
 

Ⅲ
 

LHG
 

strain
 

could
 

adhere
 

and
 

invade
 

cat
 

IECs
 

in
 

vitro,form
 

“rose”-like
 

structures,break
 

cat
 

IECs,complete
 

the
 

whole
 

process
 

of
 

asexual
 

reproduction
 

in
 

vitro
 

after
 

4-5
 

days
 

post
 

infection,but
 

the
 

schizonts,gametophytes
 

and
 

zy-

gotes
 

associating
 

with
 

sexual
 

reproduction
 

were
 

not
 

observed
 

in
 

this
 

systems.
 

Eefficiency
 

of
 

its
 

adhesion,invasion
 

to
 

host
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cells
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

RH
 

strain.
 

In
 

all
 

our
 

experimental
 

cats
 

gut,the
 

parasite
 

were
 

able
 

to
 

complete
 

the
 

sexual
 

reproduction
 

cycle,form
 

schizozoites
 

and
 

release
 

oocysts
 

into
 

environment
 

after
 

5
 

days
 

of
 

infection. Conclu-
sion The

 

LHG
 

strain
 

was
 

confirmed
 

to
 

be
 

susceptible
 

to
 

cats
 

in
 

China.
 

We
 

successfully
 

constructed
 

a
 

cats
 

IECs
 

experi-
mental

 

infection
 

systems
 

in
 

vitro
 

and
 

an
 

efficient
 

infection
 

animal
 

model,serving
 

for
 

molecular
 

mechanism
 

studies
 

of
 

T.
 

gondii
 

sexual
 

reproduction
 

and
 

the
 

development
 

of
 

drugs
 

and
 

vaccines
 

to
 

block
 

the
 

Toxoplasma
 

oocyst
 

excretion
 

and
 

transmission.
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  刚地弓形虫是一种人畜共患寄生虫,全球广泛分

布,可感染人类、家畜、陆生和水生动物,给人类健康和

畜牧业生产带来严重威胁[1]。世界上人类感染较为普

遍,其平均血清阳性感染率在25%~30%间[2,3],而南

美及非洲人群血清阳性率较高,达80%[3]。我国感染

率有逐年上升趋势,由2010年的7.94%上升为2017
年的9.69%[4]。弓形虫感染可对孕妇、新生儿及免疫

系统受损者造成严重损伤[5];近期研究发现潜伏感染

还与人类的精神疾病之间存在密切关联,精神障碍、精
神病、精神分裂症、双相情感障碍、重度抑郁症和焦虑

症等患者中,弓形虫血清IgG阳性率健康对照相比均

较高[6-8]。我国家畜(如绵羊、山羊、猪、鸡、牦牛、牛等)
的弓形虫血清阳性率平均可达23.7%[9]。动物的流

行感染,是孕期动物流产及幼崽死亡的主要因素,给畜

牧业生产带来巨大的经济损失。
弓形虫生活史复杂,中间宿主众多。猫及猫科动

物是其进行有性生殖的唯一物种。有性生殖最大的危

害是通过向外界环境排放数百亿的卵囊,污染水、土壤

和食物,进而感染人类、畜牧动物及海洋动物。在我

国,为数众多的猫在弓形虫病的暴发流行过程中具有

更为重要的作用。据2017年统计,我国宠物猫的数量

为5
 

310万(不包括流浪猫的数量),位居全球第2位

(http://www.mapsofworld.com/world-top-ten/

countries-with-most-pet-catpopulation.html),感染弓

形虫的平均血清阳性率为15%~25%,在内陆有些地

区的感染率高达79.4%[10-11],高于世界上平均的感染

率30%~40%[12-16]。目前已确定中国Ⅲ型弓形虫分

离株在人及家畜中存在,其毒性较强,在系统发育上与

典型的Ⅰ型强毒RH株和GT1株关系较近,与中国其

它分离株关系较远,但其在鼠的体内更易形成包囊,且
包囊数量高于中国Ⅰ分离株[17-18]。目前,关于中国Ⅲ
型株在猫IECs内的生殖发育及卵囊排泄报道较少。
本研究前期成功建立了猫IECs体外分离培养体系[19]

的基础上,选用近期从全身性急性弓形虫病患者体内

分离的新型中国Ⅲ型LHG分离株,分别从体内和体

外条件下建立感染体系,分析中国1型株在终末宿主

胞内的发育过程。本研究可对深入了解流行于我国的

优势弓形虫株的有性生殖情况提供实验方案,并有助

于制定更为有效的防控措施,也为深入研究弓形虫与

终末宿主的互作机制奠定了研究基础。

材料与方法

1 材料

1.1 主要试剂 DMEM(Dulbecco􀆳s
 

modifiedeagle􀆳s
 

medium)、胎 牛 血 清 (Fetal
 

bovine
 

serum,FBS)、

0.25%EDTA胰酶(Trypsin-EDTA)、双抗(青霉素/
链霉素)等购自美国 Gibco公司;血清浓缩试剂盒

WA-013 购 自 美 国 Invent
 

Biotechnologies 公 司;

QIAamp􀆿
 

Fast
 

DNA
 

Stool
 

Mini
 

Kit购自德国Qiagen
公司;Pyrobest

 

DNA
 

聚合酶购自宝生物工程(TaKa-
Ra,北京)有限公司;CY3山羊抗小鼠荧光二抗、组化

试剂盒DAB显色剂购自武汉赛维尔生物科技有限公

司;DAPI荧光染料、抗荧光淬灭封片剂购自武汉谷歌

生物科技有限公司。

1.2 实验动物及虫株 鲁西南本地家猫由山东省寄

生虫病动物养殖场饲养、驯化,经检测排除弓形虫及猫

免疫缺陷病毒等感染,繁殖至第二代,选取3月龄健康

猫用于试验,伦理批准号:SCXK(Lu)20190003;5~6
周的昆明小鼠(KM)购自济南朋悦实验动物管理有限

公司;中国Ⅲ型(ChineseⅢ型)LHG弓形虫分离株由

安徽医科大学病原生物学安徽省重点实验室保存并赠

予山东省寄生虫病防治研究所中心实验室保种传代。

2 方法

2.1 猫IECs的复苏 从液氮中取出保存的猫IECs
放入37

 

℃水浴中融化后,加10倍体积预热的DMEM
细胞培养液(含10%

 

FBS)洗涤,离心后细胞沉淀用新

鲜的DMEM(含10%
 

FBS)培养液重悬接种到细胞培

养瓶内,5%
 

CO2、37
 

℃培养。猫IECs的培养及鉴定

如前期我们发表的相关论文中描述的方法[19]。

2.2 弓形虫脑包囊及缓殖子的制备 以20个包囊/
只KM 小鼠灌胃建立慢性感染动物模型。42

 

d后取

小鼠脑组织进行匀浆并计数包囊,采用Percoll
 

梯度法
 

(Watts
 

EA描述的方法[20])纯化脑组织匀浆液中的包

囊。纯化的弓形虫包囊用0.25%
 

m/v胰酶在37
 

℃
下消化1

 

min,显微观察缓殖子逸出情况。酶解液经5
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μm的一次性无菌滤器过滤后,3
 

000
 

r/min离心10
 

min,弃上清,缓殖子沉淀用含3%胎牛血清(FBS)的
预温 DMEM 培养基重悬,用于感染体外培养的猫

IECs。

2.3 弓形虫体外感染猫IECs 选取生长状态良好的

猫IECs接种于细胞培养6孔板中,当细胞生长覆盖6
孔板80%时,按虫株与猫IECs

 

1∶10的比例接种感

染,建立感染体系,37
 

℃,5%
 

CO2 培养。联合瑞氏-吉
姆萨染色持续观察体外培养的猫IECs中弓形虫的发

育状态。

2.4 弓形虫感染鲁西南家猫及卵囊检测 取感染弓

形虫42
 

d的KM小鼠脑组织,镜下检测包囊并计数,
按每只猫感染600个包囊剂量,经口感染3月龄健康

猫5只(编号分别为1-5)。猫感染弓形虫后正常喂养,
每天定时收集粪便以2%

 

H2SO4 溶液将其充分混匀;
显微镜下检测卵囊。选取的特异性标志性目的基因

为。使用 QIAamp􀆿Fast
 

DNA
 

Stool
 

Mini
 

Kit
 

(Qia-
gen)提取猫粪便中弓形虫卵囊DNA,其具体的抽提方

法同Nasiru
 

Wana
 

M的方法[21]。扩增弓形虫529
 

bp
重复序列和B1基因序列,目的基因引物如表1[22]。
扩增参考文献[21-22]的方法。PCR扩增产物经1.
1%琼脂糖凝胶电泳鉴定后,送进行DNA序列测定并

比对分析。
表

 

1 引物序列
Table1 Primers

 

sequence
目的基因
Target

 

Gene
引物序列(5'-3')
Primer

 

Sequence
片段大小
Size

 

(bp)

repetitive
 

529
 

bp
F:CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG
R:CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT 529

B1
 

gene
F:GGAACTGCATCCGTTCATGAG
R:TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC 194

2.5 免疫组化检测猫肠绒毛内裂殖体 因感染后猫

在排卵囊初期,其肠上皮细胞内多为裂殖体,配子体较

少[23]。卵囊采用盐酸利多卡因注射麻醉猫,切除小肠

组织进行免疫组化检测,制备石蜡切片,用感染弓形虫

的小鼠阳性血清(1∶10)作为一抗4
 

℃孵育过夜,然后

滴加鼠 源 二 抗(HRP标 记,1∶200),室 温 孵 育50
 

min,苏木素复染3
 

min。显微镜镜检,图像采集分析。
结果判读苏木素染细胞核为蓝色,DAB显出的阳性表

达为棕黄色。

2.6 免疫荧光检测裂殖体 标本从制备到感染弓形

虫小鼠血清作为一抗的孵育同上述免疫组化检测,滴
加二抗CY3(1∶200稀释)室温、避光反应50

 

min,滴
加DAPI染液复染,室温避光10

 

min,填加抗荧光淬灭

封片剂进行封片后荧光显微镜下观察并进行图像采

集。结果判读:DAPI作用后,细胞核在紫外光的激发

下呈蓝色,阳性样品在510~560
 

nm的激发下荧光素

标记呈红光。

结 果

1 猫IECs的复苏及培养

液氮冻存的原代猫IECs融化后呈单个游离状

态,边界清晰,透光性强,状态良好(如图1A);接种复

苏后可在24
 

h内贴壁,细胞呈梭状,边界清晰,呈上皮

细胞典型的梭状形态,3~4
 

d后可铺满培养瓶形成单

细胞层(图1B,1C),经免疫组化鉴定后,培养的猫

IECs可被上皮细胞特有的抗角蛋白18抗体特异性识

别,整个细胞呈棕色(图1D);证明本研究前期建立的

猫肠上皮细胞原代分离培养体系稳定,保存的细胞可

成功复苏培养。

  A 酶消化后获得的单个肠上皮细胞(100×) B、C 体外贴壁生

长的猫IECs(40×) D 猫IECs的免疫组化鉴定结果(200×)
图

 

1 猫IECs的体外培养及鉴定结果

A Singel
 

IEC
 

cell
 

derived
 

after
 

enzymes
 

digestion
 

(100×) B,C
 The

 

adherent
 

cat
 

IECs
 

cultured
 

in
 

vitro D The
 

immunohistochem-
ical

 

identification
 

results
 

of
 

cat
 

IECs
 

(200×)
Fig.1 The

 

in
 

vitro
 

culturing
 

and
 

identification
 

results
 

of
 

cat
 

IECs

2 弓形虫LHG分离株包囊及缓殖子的分离制备

昆明小鼠(KM)于感染6周后取脑组织,镜检显

示脑组织匀浆中出现大小不同的弓形虫包囊,呈圆形

或椭圆形,外周有一层透光性较强的囊壁,内部折光性

较强(图2A)。经Percoll梯度离心后可去除了大部分

的脑组织,脑组织包囊可被初步纯化(图2B)。经胰酶

消化后,纯化的包囊壁被破坏,大量的缓殖子从包囊中

释放出来(图2C)。释放的缓殖子离心收集后用于体

外感染猫IECs,观察其对体外培养的猫IECs的入侵

及生殖发育情况。

3 LHG株缓殖子体外发育过程

按1∶10比例(缓殖子∶猫IECs)用纯化的缓殖

子
 

体外感染猫IECs。瑞吉染色结果表明,感染12
 

h
后,缓殖子方可侵入细胞,被透光性强的囊泡结构包

围,类 似 纳 虫 泡(parasitophorous
 

vacuole,PV)(图
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3A)。随着培养时间的延长虫体大量增殖,感染2
 

d
后可观察到“玫瑰花”样假包囊结构(图3B),之后猫

IECs破裂并释放虫体。感染4~5
 

d后,几乎全部细

胞破裂,虫体游离(图3C)。镜下未观察到与弓形虫有

性生殖相关的裂殖子、雄、雌配子体、合子等虫体形态。

  A 感染弓形虫6周的KM小鼠脑包囊 B 纯化的脑包囊 C 缓殖子从包囊内逸出
图

 

2 弓形虫包囊及缓殖子的制备(400×)
A Brain

 

cysts
 

of
 

T.
 

gondii
 

in
 

KM
 

mice
 

infected
 

with
 

parasites
 

for
 

6
 

weeks B Purified
 

brain
 

cysts C The
 

bradyzoites
 

were
 

released
 

from
 

the
 

brain
 

cysts
Fig.2 T.gondii

 

cysts
 

in
 

mice
 

brain
 

tissue
 

and
 

bradyzoites
 

(400×)

  A 共培养12
 

h,虫体入侵细胞 B 共培养2
 

d,出现“玫瑰花”样假包囊结构 C 共培养4~5
 

d,几乎所有的猫IECs破裂,虫体游离
图

 

3 弓形虫LHG分离株与猫IECs共培养的发育状况(瑞氏-吉姆萨染色,400×)
A At

 

12
 

hours
 

after
 

infection,parasites
 

began
 

to
 

invaded
 

into
 

cat
 

IECs B 2
 

days
 

after
 

infection,the
 

parasites
 

in
 

cat
 

IECs
 

form
 

“rose”-like
 

structures C 4-5
 

days
 

after
 

infection,almost
 

cat
 

IECs
 

burst
 

and
 

the
 

parasite
 

dissociates
Fig.3 The

 

development
 

of
 

T.
 

gondii
 

LHG
 

strains
 

in
 

cat
 

IECs
 

in
 

vitro
 

(Wright-Giemsa
 

staining,400×)

4 猫粪便卵囊的检测

猫经口感染包囊后,每天收集粪便,感染4
 

d后可

检测到卵囊排出,5~6
 

d后,全部受感染家猫粪便中

均检出卵囊。卵囊呈圆形,囊壁致密透光性差(图

4A)。室温保存3
 

d后内部出现透光性差的物质,卵
囊体积变小(图4B),推测卵囊可能是发生了孢子化并

发育为成熟的感染性卵囊。PCR结果表明,卵囊样本

可扩增出符合预期大小的特异性目的条带,即529
 

bp
重复序列和B1基因(194

 

bp)(图4C,4D),测序结果经

BLAST分析也证明了与两基因序列相符。结果表明

人源中国Ⅲ型弓形虫LHG分离株在经口感染条件

下,可导致全部受试动物阳性感染并排出卵囊,可能是

鲁西南家猫的易感虫株。

5 LHG分离株体内有性生殖检测

刚排出卵囊的猫小肠切片免疫组化鉴定结果显

示:小肠绒毛完整,小肠绒毛最外层整齐排列一层

IECs,且细胞在靠近肠腔一侧成透明状,且形态保持

良好的完整性,在其细胞内可明显观察到呈棕黄色的

弓形虫裂殖体样结构(图5A)。免疫荧光检测结果显

示在小肠的IECs亦明显观察到红色的裂殖体样结构

(图5B),裂殖体呈圆形或椭圆形,说明该分离株在猫

体内可高效快速发育形成裂殖体,开启有性生殖过程。

  A 猫粪便中刚排出的弓形虫卵囊 B 在室温条件下存放3
 

d的
弓形虫卵囊 C、D 猫粪便中弓形虫卵囊的PCR鉴定结果 M DL

 

2000
 

DNA分子量标准
 

529
 

bp
 

DNA
 

弓形虫基因组200~300个拷贝重
复的DNA序列 B1 弓形虫B1弓形虫基因的第694至887碱基序列
片段

图
 

4 猫粪便中弓形虫卵囊的检测

A Oocystsof
 

T.gondii
 

in
 

newly
 

excreded
 

cat
 

feces
 

(200×) B 
Oocysts

 

of
 

T.
 

gondii
 

in
 

cat
 

feces,stored
 

at
 

room
 

temperature
 

for
 

3
 

days
 

(200×) C,D Detection
 

T.
 

gondii
 

specific
 

DNA
 

sequences
 

in
 

extracts
 

from
 

cat
 

feces M DNA
 

Marker
 

529
 

bp
 

DNA
 

T.
 

gondii
 

529
 

bp
 

repetitive
 

sequence
 

DNA B1 T.
 

gondii
 

BI
 

gene
 

DNA
Fig.4 Detection

 

T.
 

gondii
 

oocysts
 

in
 

cat
 

feces
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  A 免疫组化检测含有裂殖体猫肠上皮细胞(200×)
 

 B 免疫荧

光检测猫肠上皮细胞内的裂殖体(200×)
图

 

5 猫肠上皮细胞内裂殖体的检测

A The
 

immunohistochemical
 

identification
 

results
 

of
 

cat
 

IECs
 

which
 

containing
 

the
 

schizonts(200×) B The
 

IFA
 

results
 

of
 

Toxo-
plasma

 

schizonts
 

located
 

in
 

cat
 

IECs
 

(200×)
Fig.5 Detection

 

of
 

Toxoplasma
 

schizonts
 

located
 

in
 

cat
 

IECs

讨 论

弓形虫可在终末宿主猫科动物体内进行有性生

殖,并通过粪便向环境排放大量卵囊,是造成我国弓形

虫在人和动物间广泛流行的重要原因之一[9]。因此,
合理防控卵囊排泄,是有效防控弓形虫病在人畜间传

播的有效方法。但由于弓形虫的有性生殖期虫体分化

时间短暂、难以分离及缺少成熟的细胞模型,弓形虫在

终末宿主内的有性生殖相关研究一直处于滞后状态。
本研究在前期成功分离培养了原代猫IECs[19]的基础

上,成功复苏并传代培养了冻存的原代猫IECs,也进

一步证实了猫IECs原代分离培养体系稳定可重复,
能够满足弓形虫有性生殖研究的细胞模型需求。

刚地弓形虫随着地域的差异其基因型及毒力类型

也存在着高度的差异,目前典型的毒力类型有Ⅰ型、Ⅱ
型、Ⅲ型(主要在北美、欧洲及非洲流行)和非典型性

(主要分布于南美、非洲及中国)[24-25]。研究表明在北

美和欧洲弓形虫大都通过无性繁殖来传播[26],而我国

弓形虫卵囊在弓形虫病的传播中具有重要的作用[9]。
在我国,流行于人类、家畜及猫体内的弓形虫分离株有

ChineseⅠ、ChineseⅡ和Chinese
 

Ⅲ。从目前弓形虫分

离虫株的数量上来说,ChineseⅢ分离株较ChineseⅠ
分离株少[27],但其有较强的毒性,且在鼠体内更易形

成包囊[18]。本研究选用的LHG弓形虫分离株来源于

全身性急性弓形虫病危重病人的血液样本,经分析其

基因型属于Ⅲ型虫株(结果尚未发表)。本研究结果表

明该虫株在体内和体外条件下对终末宿主均有较强的

感染性,能够成功入侵猫IECs。
弓形虫虽然中间宿主众多,但其有性生殖具有严

格的种属性,仅限于猫科动物的IECs。我们在试验试

条件下建立的弓形虫体外体内感染猫IECs体系的研

究结果显示,ChineseⅢ
 

LHG弓形虫分离株体外条件

下共培养12
 

h后,方能成功入侵体外培养的原代猫

IECs,并在细胞内完成无性的分裂生殖过程,但其黏

附入侵宿主细胞的效率显著慢于实验室常用的 RH
株速殖子,我们的前期研究表明,RH株速殖子体外仅

需5
 

min即可侵入鼠源巨噬细胞系如RAW264.7,10
 

min之内即可侵入人源上皮细胞系如HFF细胞,并能

够在8~24
 

h内形成完整的假包囊[28]。而LHG分离

株缓殖子需要共培养2
 

d后,才能观察到与 Moura等

采用弓形虫 ME49株感染体外培养的猫IECs一样的

“玫瑰花”样假包囊结构[29]。该虫株感染同种家猫(鲁
西南家猫)时,感染4

 

d后即可检出卵囊,并能观察到

小肠绒毛内的裂殖体样结构;国外流行病学研究显示,
自然状态下仅有约<1%的猫可排出卵囊[17],我国缺

少系统的研究资料进行比对,只查阅到昆明省(4%)及
河南省(<1%)的相关报道[30-31]。表明LHG分离株

可能是鲁西南家猫的易感虫株。
已有研究表明,猫科动物是唯一一种在其小肠内

缺少β-6-去饱和脂肪酸酶的物种[32-33],该酶是亚油酸

裂解代谢的第一个酶类,所以该酶的缺失导致猫血清

内的亚油酸含量(25%~46%)远高于其它物种(3%~
10%)[34-36]。基于上述理论Bruno

 

Martorelli
 

Di
 

Ge-
nova等开展了弓形虫选择猫及猫科动物作为终末宿

主进行有性生殖的分子机制研究,其结果揭示亚油酸

是诱导弓形虫在猫体内进行有性生殖的信号因素[37];
本研究的体外感染体系中,LHG缓殖子的体外发育过

程与之相符,缓殖子仅能完成无性增殖阶段,无法体外

开启有性生殖过程。目前关于弓形虫在终末宿主内进

行有性生殖排出卵囊还存在一个关键的问题,那就是

猫首次感染弓形虫时,卵囊很容易随粪便排出;再次感

染时,短时间内(2~3个月)排卵囊失败,出现免疫性,
但这种免疫性随着时间延长变弱,其机 制 尚 不 清

楚[38-39]。
综上所述,本研究从体内、外培养条件下,明确了

LHG分离株可能是鲁西南家猫的易感虫株,并观测到

了其完整的体外无性增殖和体内有性生殖全过程,可
为后续深入研究中国新型弓形虫株与终末宿主的相互

作用机制提供研究模型,并有助于总结更为合理有效

的阻断卵囊传播的弓形虫防控措施。
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