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［摘要］ 目的  建立一种简单快速观察腹腔内接种包虫病动物模型的方法。方法  按2000个原头节/ml剂量，用多房棘球蚴对灰仓鼠进行腹腔接种，采用肉眼观察法和显微镜镜检法在第10d，15d，18d，22d，39d和60d观察灰仓鼠腹腔内包囊、包囊液和原头节的生长情况；设空白对照组10只。结果  通过肉眼观察和显微镜镜检，发现灰仓鼠在接种后的第18天有原头蚴生长；第15天，18天和22天包囊增大、增多；第39天有成熟原头节胚基生长；第60天有不同发育程度的原头蚴。随着接种时间的延长，包囊重量与传代时间成正比。结论  本试验为制备包虫病动物模型提供了简单快速的观察方法。
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[Abstract]  Objective  This study was designed to establish a simple and rapid methods for observing animal models of echinococcosis  Methods Multilocular echinococcus in a dose of 2000 protoscolex / mL were intraperitoneally inoculated in the C. migratorus. Using a simple visual observation and microscopic examination method, the growth of intraperioneal cyst, cyst fluid and protoscoleces was observed in the 10d,15d, 18d, 22d, 39d and 60d after inoculation..  Results  Protoscoles were found in the 18d, and cysts became big and many  in the 15d,18d and 22d. There was protoscoles blastemal growth in the 39d. Different degree of protoscolex was developed in the 60d. With the extension of the inoculation time, the cyst weight increased.  Conclusion  The methods for examination of animal models of echinococcosis were established.
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包虫病又称棘球蚴病（echinococcosis），是由棘球绦虫的幼虫寄生在人体内引起的自然疫源性人畜共患病。多房棘球蚴(Echinococcus muhilocularis E.m)系多房棘球绦虫的幼虫，是人兽共患多房棘球蚴病的病原体，具有外向增生包囊的特点，因此，被寄生的器官组织由于虫体不断外向增殖而遭受严重破坏，而且原头节还可经淋巴、血行转移扩散并移植；棘球蚴不仅压迫组织器官造成其严重的变形，而且由于包囊破裂，囊液导致再感染或过敏性疾病，给人造成严重的病症，甚至死亡。据估算我国有60～130万的棘球蚴病患者，仅新疆县级以上医院有记载的年包虫病手术病例最高年份约为2000例，以此推算，每年手术费用就高达600万元[1]。包虫病给患者及其家庭带来极大的痛苦和沉重的经济负担[2]。在包虫病高流行地区，包虫病已成为制约当地经济发展、影响社会安定的公共卫生问题[3]。本研究通过包虫病动物模型镜检观察，建立动物模型的快速诊断方法，为探索包虫病动物模型的感染机制、病理改变、治疗效果评价等提供试验平台。

l 材料和方法 

1.1  实验动物  2-3月龄，清洁级灰仓鼠[4]，体重35-45g，共56只，雌雄各半来源于新疆实验动物研究中心【生产许可证SCXK(新)2011-0001】。
1.2  实验设备和试剂  生物安全柜（BHC-1300IIA2），显微镜，20目和40目不锈钢滤网，研钵，酒精灯，小型干燥器，医用棉花，双抗生理盐水（每毫升含青-链霉素各1000单位）、乙醚、酒精棉球、10%甲醛溶液、含氯消毒剂。
1.3  多房棘球蚴原头节的制备[5.6]  多房棘球蚴虫株采自新疆医科大学多房棘球蚴病病人的E.m，在生物安全柜内无菌操作，对灰仓鼠采用腹腔接种的方法进行传代，饲养于IVC（独立通风系统）内。在生物安全柜内行安乐术处死传代接种5个月的灰仓鼠，使用固定解剖板，用酒精棉球擦拭颈部以下表皮和四肢，剖开灰仓鼠的腹部，取出包囊置于研钵内的20目滤网上，剪碎研磨，用双抗生理盐水冲洗两次，滤液经40目网过滤，用生理盐水从40目网的反方向冲洗下原头节，冲洗液自然沉淀后弃上清，沉淀的原头节用生理盐水清洗三遍，除去沉淀较慢的死亡和活力不好的原头节，制成原头节悬液。显微镜下观察混匀的原头节活动情况，用洋红染液排斥实验法检查原头节活力在80%以上，并计数调整，使原头节浓度为5000个原头节/毫升左右，4℃冰箱保存备用。
1.4  接种和实验方法[7]  按2000个原头节/只的剂量腹腔注射接种灰仓鼠，用1mL注射器，12号注射针头抽取摇匀的原头节悬液，每只0.4ml，共48只，对照组动物腹腔接种0.5ml生理盐水。分别于接种后的第10d，15d，18d，22d和39d行安乐术处死接种动物，对照组和60d组同步处理，剖检动物，取其腹腔内的包囊，称量包囊和动物体重、肉眼观察、测量、计数和镜检。

1.5 包虫病动物模型的检测观察方法  肉眼观察包囊内是否有小白点，通过显微镜观察每组实验处理的包囊，观察包囊液内是否有原头节、包囊生成时间和原头节生成时间，包囊生长阶段，计算包囊系数（包囊重/体重×100%），包囊浸泡于10%甲醛溶液中用于原头节观察、拍照、计算动物感染率、观察感染包囊发育状况。
2. 结果

2.1 原头蚴接种动物的感染状况  腹腔接种48只，有效接种46只，感染43只。接种10d组和60d组各有一只动物分别于接种后的第2天和第3天死亡，解剖后未见腹腔内有包囊样结构，其它存活灰仓鼠随着接种时间的延长腹部逐渐增大，行动迟缓，精神萎靡；10d组中7只灰仓鼠有1只雄鼠剖检后没有发现包囊，感染率85.7%(6/7)；15d组中2只雄鼠未发现包囊，感染率50%，4只雌性全部有包囊，雌性感染率高于雄性，总感染率75%（6/8）；18d、22d、39d和60d组雌雄灰仓鼠腹腔内均有E．m感染，感染率100%（表1）。空白对照组灰仓鼠同期于喂养60d内剖检，腹腔内未见囊泡样结构。
2.2 形态学观察[8]  解剖接种10d组的7只动物，6只腹腔内有数量不多的包囊，包囊成透明空泡状，多为散在的小包囊，肉眼观察包囊内无白点，经40倍显微镜镜检观察无原头节生长（图1）；解剖接种15d组的8只动物，6只腹腔内有包囊，包囊数量较10d组多，包囊成透明空泡状，散在的小包囊增多，肉眼观察包囊内无白点，经镜检观察无原头节生长（图2）；解剖接种18d组，8只灰仓鼠腹腔内都有包囊，包囊数量增多，包囊成大的透明空泡状，散在的小包囊增多，肉眼观察包囊内有白点（图3），镜检观察有原头节生长（图7）；解剖接种22d组，8只灰仓鼠腹腔内包囊数量大而多，肉眼观察包囊内壁分布有许多小白点（图4），镜检观察有原头节；接种39d组的灰仓鼠，腹腔内有数量更多的大、小包囊，肉眼观察包囊内壁分布有许多小白点（图5，9），几乎每个包囊都有原头节，镜检观察原头节数量随接种时间延长明显增多。60d组后的灰仓鼠有不同发育程度的原头节生长（图6，10）。

2.3包囊和原头节的生长情况[5;6;9]  从灰仓鼠体内取出包囊分别称重显示（表1），随着接种周期的延长，包囊的重量和包囊系数成正比增长，原头节数量增多。根据不同的阶段观察多房棘球蚴在灰仓鼠腹腔的生长发育规律，对灰仓鼠感染10d、15d的包囊生长发育状态比较结果显示，有包囊生长，包囊囊重由0.97mg增加至l4mg，囊重占体重比由0.0131%至0.13%，显微镜镜检未发现原头节形成，第18天时，显微镜镜检有原头节出现；39d后，肉眼观察灰仓鼠腹腔内有葡萄串样囊状物，有更多的包囊生长，呈乳白色、圆形、直径大小不等，包囊内壁分布有丰富的小白点；60d后，包囊生长速度加快，有大量原头节自殖，使包囊外观囊泡状转变成团雾状，经显微镜观察有原头节生长，多至为100余个包囊，随着接种时间的延长，接种感染的包囊多附着于腹腔脏器表面或浆膜表面,包囊的大小及数量与包囊生长时间有一定的相关性。
表1 包囊重量、数量和原头节数量的结果
Table 1  Results of the cyst weight, quantity, and the number of protoscoleces
	接种部位
inoculation site
	腹腔接种
Abdominal  Vaccination

	感染天数（天）
infect day (day)
	10
	15
	18
	22
	39
	60

	接种鼠数(只)
vaccinate number (number)
	8
	8
	8
	8
	8
	8

	观察鼠数（只）
observate mice(number)
	7
	8
	8
	8
	8
	7

	感染鼠数（只）
infect mice(number)
	6
	6
	8
	8
	8
	7

	包囊重量（mg）
cysts weight(mg)
	0.97±0.2
	6.4±0.1
	14.8±0.3
	134±0.2
	438±0.1
	863±0.4

	包囊/体重比值（%）
cysts/weight ratio（%）
	0.013
	0.13
	0.36
	2.83
	8.21
	15.37

	感染率（%）
Infection（%）
	85.7
	75
	100
	100
	100
	100

	包囊数量（个）
cyst number(number)
	 3±0.1
	6±0.3
	9±0.2
	11±0.2
	49±0.4
	100±0.1

	原头节数量（个/包囊）
protoscoleces Number (number/cyst)
	0.0±0.0
	0.0±0.0
	5±0.4
	19±0.3
	65±0.3
	87±0.2


包囊/体重比值（%）＝包囊重量/动物体重×100%

cysts/weight ratio（%）＝cysts weight／weight
3.讨论

理想动物模型的制备，是包虫病各项研究工作的基础。目前包虫病动物模型的效果评价多以包囊系数和病理切片结果作为判断标准，由于制备病理切片工作程序复杂，实验周期长，成本高，制备出的病理切片能在显微镜下观察到原头节的切片数不多，因此，需要探讨简单快速的方法评价包虫病动物模型的效果。
本研究通过对灰仓鼠感染多房棘球蚴病动物模型的建立，探索多房棘球蚴在灰仓鼠腹腔内各个发育阶段的生长规律，为寻求快速判断包虫病动物模型建立方法。应用多房棘球蚴接种灰仓鼠腹腔，分阶段观察、镜检，可在较短的实验周期内判断动物有无感染多房棘球蚴、在显微镜下观察包囊内是否有原头节生长、原头节在各个生长周期的发育情况等，这些都可以作为评判包虫病动物模型的指标。

通过外观肉眼观察有棘球蚴包囊生长、显微镜镜检发现有原头节生长，或许可以作为一个快速检测包虫病动物模型的方法，但更重要的是能及时观察到原头节的生长发育状况、感染效果和感染率，为建立灰仓鼠多房棘球蚴动物模型奠定有效的检测方法。
彩图如下[8]：
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图1  接种多房棘球蚴虫株10天后，灰仓鼠腹腔内的包囊生长情况   图2  接种15天后腹腔内包囊生长情况   图3  接种18天后腹腔内包囊生长情况    图4  接种22天后腹腔内包囊生长情况    图5  接种39天后腹腔内包囊生长情况   图6  接种60天后腹腔内包囊生长情况  
Fig. 1  After multilocular echinococcus were intraperitoneally inoculated in the C. migratorus, observed the growth of intraperioneal cyst in the 10 days 
Fig. 2  After inoculating, observed the growth of intraperioneal cyst in the 15 days
Fig. 3  After inoculating, observed the growth of intraperioneal cyst in the 18 days
Fig. 4  After inoculating, observed the growth of intraperioneal cyst in the 22 days
Fig. 5  After inoculating, observed the growth of intraperioneal cyst in the 39 days
Fig. 6  After inoculating, observed the growth of intraperioneal cyst in the 60 days
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图7 显微镜观察接种18天后腹腔内包囊内原头节生长情况   图8  显微镜观察接种22天后腹腔内包囊内原头节生长情况    图9   显微镜观察接种39天后腹腔内包囊内原头节生长情况   图10   显微镜观察接种60天后腹腔内包囊内原头节生长情况    
Fig.7  After inoculating, observed the growth of intraperioneal protcoscolex with the microscope in the 18 days
Fig. 8  After inoculating, observed the growth of intraperioneal protcoscolex with the microscope in the 22 days
Fig. 9  After inoculating, observed the growth of intraperioneal protcoscolex with the microscope in the 39 days
Fig. 10  After inoculating, observed the growth of intraperioneal protcoscolex with the microscope in the 60 days
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