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日本血吸虫可溶性成虫抗原和可溶性虫卵抗原对

小鼠１型糖尿病的拮抗作用研究
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　　摘　要：目的　探讨日本血吸虫可溶性成虫抗原（ＳＷＡ）和可溶性虫卵抗原（ＳＥＡ）对小鼠１型糖尿病的拮抗作用。方法　把

２４只成功建模的１型糖尿病小鼠随机分３组（Ａ、Ｂ、Ｃ组），每组８只小鼠。同时制备日本血吸虫ＳＷＡ和ＳＥＡ。Ａ组模型鼠经腹

部皮下多点注射日本血吸虫ＳＷＡ进行免疫；Ｂ组模型鼠经腹部皮下多点注射日本血吸虫ＳＥＡ进行免疫；Ｃ组模型鼠用ＰＢＳ代替

抗原腹部皮下免疫，１周免疫１次，共４次，４周后，颈椎脱臼处死各组小鼠，留取血清，采用ＥＬＩＳＡ双抗夹心法测定各组小鼠血清

中ＩＬ４和ＩＦＮγ的水平，并取胰腺观察病理改变。结果　免疫４周后，Ｂ组小鼠血清ＩＬ４水平［（２３．８７±４．８５）ｐｇ／ｍＬ］高于Ｃ组

［（４．３９±０．５６）ｐｇ／ｍＬ］，差异有统计学意义（犘＜０．０１），而ＩＦＮγ水平［（２７１．８５±２６．０４）ｐｇ／ｍＬ］低于Ｃ组［（３６２．７９±３２．５０）ｐｇ／

ｍＬ］，差异也具有统计学意义（犘＜０．０１）。但是 Ａ组小鼠ＩＬ４水平［（５．０９±０．３７）ｐｇ／ｍＬ］和ＩＦＮγ水平［（３７９．５６±３４．４７）ｐｇ／

ｍＬ］，与Ｃ组比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。Ｂ组小鼠的胰岛结构虽没有保持完整，但淋巴细胞浸润较Ｃ组少，胰岛内部也

未见大量淋巴细胞浸润。与Ｃ组小鼠胰腺相比，Ａ组小鼠胰腺未见明显变化，胰岛仍可见大量淋巴细胞浸润，残余胰岛细胞数量

减少，并可见少数胰岛结构被破坏。结论　日本血吸虫ＳＥＡ对糖尿病１型小鼠具有一定拮抗作用，其作用机制可能是通过使ＩＬ

４升高和ＩＦＮγ下降，调节Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫偏移，导致Ｔｈ１反应下调，Ｔｈ２反应增强。
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　　糖尿病是近年来患病率增加最快的慢性疾病，目前全世界

糖尿病患者已超过１．２亿人，中国的糖尿病患者人数位居全世

界第二［１］，糖尿病分１型糖尿病、２型糖尿病、妊娠糖尿病及其

他特殊类型的糖尿病。其中１型糖尿病又称为胰岛素依赖型

糖尿病，是一种由Ｔ细胞介导的，多种免疫机制共同参与的自

身免疫性疾病。国外一些研究显示，曼氏血吸虫感染及相关虫

卵抗原在自身免疫性疾病的治疗中具有重要的价值［２］。如

２００３年，Ｓｅｗｅｌｌ等
［３］把曼氏血吸虫虫卵直接通过腹腔注射，免

疫实验性变应性脑脊髓炎动物模型，结果明显降低了实验动物

的临床评分，其中枢神经系统的炎性细胞浸润也减少了。同时

Ｚａｃｃｏｎｅ等
［４］也发现，用曼氏血吸虫可溶性虫卵抗原（ＳＥＡ）处

理小鼠的脾细胞有减弱糖尿病发展成非肥胖型糖尿病严重联

合免疫缺陷病的能力。中国只有日本血吸虫的感染，日本血吸

虫和曼氏血吸虫具有许多相似点，因此本课题通过探讨日本血
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吸虫相关抗原对自身免疫性疾病———１型糖尿病是否具有拮

抗作用，旨在为开发自身免疫性疾病的治疗药物提供新的策

略。

１　材料与方法

１．１　材料　ＳＰＦ级、健康ＢＡＬＢ／ｃ雄性小鼠２４只（体质量

１８～２２ｇ），购自南华大学实验动物中心；链脲佐菌素（ＳＴＺ）购

自Ｓｉｇｍａ公司；感染性钉螺购自湖南省血吸虫病防治研究所；

小鼠ＩＬ４、ＩＦＮγＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自北京欣博盛生物科技

有限公司；全自动酶标检测仪购自芬兰雷勃 ＭｕｌｔｉｓｋａｎＭＫ３。

１．２　方法

１．２．１　１型糖尿病模型的构建　２４只雄性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（体

质量１８～２２ｇ），常规适应性饲养１周后构建１型糖尿病小鼠

模型，模型的诱导采用多次小剂量ＳＴＺ给药法。连续５ｄ腹腔

注射ＳＴＺ溶液（６０ｍｇ／ｋｇ），每天注射前禁食８ｈ，但不禁水。

将ＳＴＺ溶于０．１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液中（ｐＨ４．４），配制过程在

冰上操作，且避光，配制好后在３０ｍｉｎ内完成造模小鼠的注

射。

１．２．２　日本血吸虫成虫抗原和虫卵抗原的制备　（１）日本血

吸虫可溶性成虫抗原（ＳＷＡ）制备：取健康家兔，经腹部皮肤贴

片感染１０００～１５００条日本血吸虫尾蚴４５ｄ左右，颈椎脱臼

法处死家兔，门静脉灌注法收集好成虫，放入大ＥＰ管中，加入

适量无菌生理盐水，匀浆器匀浆１５ｍｉｎ，超声粉碎仪粉碎１５

ｍｉｎ（每超声５ｓ，间隔５ｓ），置－２０℃冰箱反复冻融３次，于

４℃１４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取其上清液即为日本血吸虫

ＳＷＡ。（２）日本血吸虫可溶性虫卵抗原（ＳＥＡ）制备：将家兔解

剖，取其肝脏，洗净后将其置研钵中捣碎，８０００ｒ／ｍｉｎ离心

３ｍｉｎ后，将匀浆依次用８０目、１２０目尼龙筛网过滤，留取滤

液，再用３００目尼龙筛网过滤，收集筛网内容物放入盆中，加

１．２％ ＮａＣｌ溶液１００ｍＬ，室温下静置１０～１５ｍｉｎ，倒掉上清

液，将沉淀物以８０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ。小心吸掉沉淀物上层

白色的肝脏组织，再反复离心３次，直至离心管中的沉淀物底

部为黄色。然后在沉淀物中加入０．２５％胃蛋白酶溶液５ｍＬ，

轻轻震荡，涂片显微镜下观察虫卵，直至虫卵周围的肝脏组织

完全消化干净后终止消化，再用１．２％ ＮａＣｌ溶液洗涤沉淀物

直到混合液中无纤维蛋白，收集纯净的血吸虫虫卵 （整个操作

过程水温控制在８℃以下，以防止虫卵孵化）。最后将收集到

的虫卵用超声粉碎仪粉碎１５ｍｉｎ（每超声５ｓ，间隔５ｓ），置

－２０℃冰箱反复冻融３次，于４℃１４０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，

其上清液即为日本血吸虫ＳＥＡ。

１．２．３　实验动物分组　将１型糖尿病模型造模成功的２４只

小鼠随机分为３组，每组８只：Ａ组为日本血吸虫ＳＷＡ免疫

组；Ｂ组为日本血吸虫ＳＥＡ 免疫组；Ｃ组为糖尿病模型对

照组。

１．２．４　日本血吸虫ＳＷＡ和ＳＥＡ免疫１型糖尿病小鼠　Ａ组

和Ｂ组１型糖尿病小鼠分别用已制备好的日本血吸虫ＳＷＡ

和ＳＥＡ于腹部皮下多点注射免疫，每只注射剂量为５０μｇ，每

周免疫１次，共免疫４次。Ｃ组糖尿病模型组为对照组，用

ＰＢＳ代替抗原进行免疫。

１．２．５　小鼠血清中细胞因子水平检测　实验小鼠眼眶静脉丛

采血，分离血清，采用ＥＬＩＳＡ双抗夹心法测定各组小鼠血清中

ＩＬ４和ＩＦＮγ的表达水平，根据标准曲线判断待测样品中特

定细胞因子的水平。

１．２．６　各组小鼠胰腺组织病理学观察　颈椎脱臼处死各组实

验小鼠，取胰腺，１０％甲醛固定４８ｈ，双蒸水浸泡３次，每次

１５ｍｉｎ，梯度乙醇脱水，石蜡包埋、切片，ＨＥ染色，镜下观察小

鼠胰腺组织的病理改变。

１．３　统计学处理　所有数据均以狓±狊表示，使用ＳＰＳＳ１３．０

统计软件对资料进行多个独立样本ＬＳＤ狋检验，犘＜０．０５表示

有统计学差异。

２　结　　果

２．１　小鼠血清中ＩＦＮγ和ＩＬ４水平　末次血糖测定后，采用

ＥＬＩＳＡ双抗夹心法测定各组小鼠血清中ＩＦＮγ和ＩＬ４的表达

水平，根据标准曲线判断待测样品中细胞因子的水平。实验结

果显示：日本血吸虫ＳＥＡ免疫的Ｂ组小鼠血清中ＩＦＮγ水平

为（２７１．８５±２６．０４）ｐｇ／ｍＬ，明显低于日本血吸虫ＳＷＡ免疫

的Ａ组［（３７９．５６±３４．４７）ｐｇ／ｍＬ］和Ｃ组小鼠的ＩＦＮγ水平

［（３６２．７９±３２．５０）ｐｇ／ｍＬ］，且差异均有统计学意义（犘＜０．

０１）。日本血吸虫ＳＥＡ免疫的模型小鼠（Ｂ组）血清中ＩＬ４水

平为（２３．８７±４．８５）ｐｇ／ｍＬ，明显高于日本血吸虫ＳＷＡ免疫

的糖尿病模型小鼠（Ａ组）血清中ＩＬ４水平［（５．０９±０．３７）ｐｇ／

ｍＬ］和Ｃ组小鼠ＩＬ４水平［（４．３９±０．５６）ｐｇ／ｍＬ］，且差异均

有统计学意义（犘＜０．０１）。但是日本血吸虫ＳＷＡ免疫的模型

鼠（Ａ组）和Ｃ组小鼠血清中ＩＬ４和ＩＦＮγ的表达水平差异均

无统计学意义（犘＞０．０５）。见图１～２。

　　：犘＜０．０１，与Ｂ组比较。

图１　　各组小鼠血清中ＩＦＮγ水平

　　：犘＜０．０１，与Ｂ组比较。

图２　　各组小鼠血清中ＩＬ４水平

２．２　小鼠胰腺组织病理变化　各组小鼠胰腺组织经切片及

ＨＥ染色，镜下观察其病理变化。结果显示：Ｃ组小鼠胰腺组

织均有不同程度的胰岛萎缩、数量减少、分布稀疏、胰岛细胞数

减少、胰岛β细胞空泡变性，胰岛呈空虚状态，并有不同程度淋

巴细胞浸润及胰岛炎性病变。日本血吸虫ＳＷＡ免疫的 Ａ组

模型小鼠胰腺组织少数胰岛结构被破坏，有不同程度的萎缩、

分布稀疏、胰岛β细胞空泡变性，并有不同程度淋巴细胞浸润

及胰岛炎性病变，与糖尿病模型组无明显区别。但是日本血吸

虫ＳＥＡ免疫Ｂ组模型小鼠胰岛结构大部分保持完整，无明显

的萎缩，胰岛淋巴细胞浸润较另外两组明显减少，淋巴细胞浸
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润只见于周边部和导管区。见图３。

图３　　各组小鼠胰岛的病理变化（ＨＥ染色，１０×１０）

３　讨　　论

１型糖尿病是一种自身免疫性疾病，导致１型糖尿病的自

身免疫反应是由ＣＤ４＋Ｔ细胞介导的。ＣＤ４＋Ｔ细胞分为２种

亚型，即Ｔｈ１和Ｔｈ２。Ｔｈ１亚型可以促进ＩＬ２及ＩＦＮγ等细

胞因子分泌，增强免疫应答，而这种免疫反应是针对自身组织

就导致致病性免疫作用或炎性损伤作用；相反，Ｔｈ２亚型可以

促进ＩＬ４、ＩＬ１０等细胞因子分泌，而抑制Ｔｈ１型细胞的作用。

在正常情况下，这２种亚型细胞互相制约，从而达到免疫平衡。

但是当平衡被打破，Ｔｈ１亚型的作用超过 Ｔｈ２亚型，ＣＤ４＋Ｔ

细胞调节功能的失衡，就会引起一系列的炎性反应，导致自身

免疫性疾病的发生，例如可以进一步引起胰岛β细胞破坏而导

致１型糖尿病的发生
［５］。

研究表明日本血吸虫ＳＥＡ具有较强的抗原性，诱导机体

发生明显的Ｔｈ２免疫反应
［６］，实验结果也显示ＩＬ４水平明显

升高，说明ＳＥＡ具有使免疫反应向Ｔｈ２转化的作用。已有研

究报道：曼氏血吸虫的虫卵抗原因为其内在特点，可以活化

Ｔｈ２免疫反应的细胞转导信号，同时又可以抑制 Ｔｈ１免疫反

应的细胞信号转导，导致树突状细胞诱导免疫反应向Ｔｈ２转

化，抑制Ｔｈ１应答引起的免疫病理损伤，从而减轻炎性反应的

发生［７８］，使糖尿病症状缓解。本次研究也证明了日本血吸虫

ＳＥＡ可以使ＩＬ４水平显著升高，使ＩＦＮγ水平下降，导致机体

免疫反应向Ｔｈ２型偏移。日本血吸虫的ＳＷＡ免疫糖尿病模

型小鼠后，ＩＬ４水平无明显变化，与糖尿病模型组相似，不能

对Ｔ细胞免疫应答类型进行调节，对糖尿病无拮抗作用。

以往人们普遍认为，日本血吸虫对人体是有害无益的，但

从目前的流行病学调查和一些研究机构显示，日本血吸虫除了

对机体造成一定的损伤，也能降低一些自身免疫性疾病的发病

率。但是日本血吸虫对１型糖尿病等自身免疫性疾病的拮抗

作用仍处于研究的初级阶段，Ｔｈ１向Ｔｈ２反应偏移或Ｔｈ１反

应下调只是其中的可能机制，还有许多其他未知机制的参与，

有待今后进一步研究。
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程中的早期事件，可以作为宫颈癌早期诊断的一个指标。

本研究发现狆１６基因的过表达与 ＨＲＨＰＶ 感染有关。

有研究表明狆１６基因几乎全部在 ＨＲＨＰＶ感染过的宫颈癌

和癌前病变中过表达［８］，表明 ＨＲＨＰＶ感染可能是通过其病

毒癌基因的作用参与了狆１６基因的高表达，从而导致了宫颈

癌变的发生。从宫颈上皮不典型增生到原位癌再到宫颈癌，宫

颈癌的发生和发展是一个非常复杂的病变过程，并且根据宫颈

上皮不典型增生的程度和范围的不同，ＣＩＮ又可分为ＣＩＮⅠ、

Ⅱ、Ⅲ级。所以对于宫颈癌的早期诊断依靠三阶梯筛查还是远

远不够，需要找出三阶梯筛查以外的肿瘤标志物对其进行早期

诊断。根据本课题组目前的研究表明，狆１６基因在宫颈癌的发

生和发展中起到非常重要的作用，可以作为宫颈癌前病变和宫

颈癌早期诊断的分子标记物。
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１８（７）：１９８６１８９２．

［８］ Ａｂｒａｈａｍ ＭＴ，ＫｕｒｉａｋｏｓｅＭＡ，ＳａｃｋｓＰＧ，ｅｔａｌ．Ｍｏｔｉｌｉｔｙｒｅｌａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎｓａｓｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

Ｌａｒｙｎｇｏｓｃｏｐｅ，２００１，１１１（７）：１２８５１２８９．

（收稿日期：２０１４０１０８）

·１８３１·国际检验医学杂志２０１４年６月第３５卷第１１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊｕｎｅ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１１


