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摘　要:目的　在BALB/c小鼠体内评价阿苯达唑(ABZ)联合干扰素(interferon,IFN)Ｇα对于 CE的治疗效果.方法　
Balb/c小鼠原头蚴腹腔继发感染５个月后,小鼠被随机分配到４组:ABZ组、IFNＧα组、ABZ＋IFNＧα组和未经处理对照组.

不同处理组分别给药２个月.在治疗的第０、７、１４、２８、３６、４８、６０d从小鼠尾静脉采血检测血清中抗体水平变化.治疗结束后

处死小鼠,检测相关指标评价治疗效果.结果　与对照组(P＜０．０１)或 ABZ组(P＜０．０５)相比,ABZ＋IFNＧα组包囊的数量、

大小及重量都显著减少.对不同处理组的包囊进行透射电镜观察(TEM)发现,ABZ＋IFNＧα组的包囊的超微结构发生了明显

的改变.ELISA实验结果表明,ABZ＋IFNＧα组的血清与脾细胞分泌的白细胞介素(interleukin,IL)Ｇ１０显著下降(P＜０．０１);

血清中IgE、IgG抗体及其亚型浓度与对照组相比显著降低(P＜０．０１).结论　本研究证实 ABZ联合IFNＧα可能成是一种有

效的CE治疗方案.
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InvivotherapeuticeffectsofalbendazoleincombinationwithIFNＧα
oncysticechinococcosisinmice
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Abstract:ThisstudyaimedtoevaluatetheinvivoefficacyofcombinedABZＧinterferon(IFN)ＧαtreatmentforCEinmice．
After５monthsofsecondaryinfectionwithprotoscoleces,micewererandomlyallocatedintofourgroups:ABZＧtreatedgroup,

IFNＧαＧtreatedgroup,ABZ＋IFNＧαgroupanduntreatedcontrolgroup．DrugsindiversetreatedgroupswererespectivelyadminＧ
isteredfor２months,ofwhich,serawererespectivelycollectedin０d,７d,１４d,２８d,３６d,４８d,and６０d．Micewerethen
euthanizedandassociatedindicationswereinvestigatedtoevaluatethetherapeuticefficacy．ResultsshowedthatABZ＋IFNＧα
inducedasignificantreductionofthenumber,sizeaswellasweightofcysts,comparedwiththatinABZ(P＜０．０５)orunＧ
treatedgroup(P＜０．０１)respectively．ThiseffectwasassociatedwithultrastructuralmodificationofthecystinABZ＋IFNＧα

group．Interestingly,significantdecreaseofIL(interleukin)Ｇ１０inserumandinvitroproductionbyspleencellswithABZ＋
IFNＧαtreatmentwasobservedincomparisonwithuntreatedcontrol(P＜０．０１)．SerumIgE,IgGandsubsetswererespectively
decreasedinABZ＋IFNＧαtreatment,comparedwiththatincontrolgroup(P＜０．０１)．OurfindingsdemonstratedthatcombiＧ
nationofABZwithIFNＧαmaycontributetoanefficienttherapeuticregimenofhumanandanimalCE．

Keywords:cysticechinococcosis(CE);albendazole;IFNＧα;ILＧ１０;ultrastructuralmodification

　　细粒棘球蚴病 (cysticechinococcosis,CE)是
一种在全世界广泛分布并在部分区域呈现严重流行

的蠕虫类人兽共患病[１].我国是棘球蚴病发病最高

的国家之一[２].治疗 CE通常依赖于手术和/或化

疗,取决于多种的因素如囊肿的大小和位置、合并微

生物感染、潜在危险并发症如囊肿破裂等 [３Ｇ６].作

为手术治疗的补充,唯一可用的药物治疗 CE的苯

并咪唑氨基甲酸酯衍生物,即甲苯咪唑(MBZ)和阿

苯达唑(ABZ)[７].然而,有超过２０％的 CE病例对

于这样的治疗效果不佳[８].因此,迫切需要新型的、
更有效的治疗方案.
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干扰素(interferon,IFN)Ｇα,属一类干扰素,最
初主要被用于各种病毒性疾病的抗病毒治疗[９].随

后,IFNＧα被证实具有多种生物学功能,包括:抗病

毒、抗肿瘤 及免疫调节等[９Ｇ１０].对于另一种棘球蚴

病Ｇ泡球蚴病(AE),有研究表明IFNＧα具有积极的

保护作用.GodotV 等研究证实IFNＧα能够显著减

小AE病人的病变囊泡[１１].进一步研究发现,IFNＧα
治疗 AE的过程中能够逆转 Th２型到 Th１型免疫

应答,而这有利于机体免疫对于包囊产生有效的保

护性的免疫应答.在 AE 的研究中还发现,IFNＧα
能够减轻肝脏纤维化与损伤水平.然而,目前缺乏

IFNＧα对于CE治疗效果的研究.本研究旨在小鼠

体内评价单独IFNＧα及联合 ABZＧIFNＧα对于 CE
的治疗效果.

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　所有动物实验均通过内蒙古包

钢医院伦理委员会的审核批准.４０只雌性 Balb/c
小鼠(８周龄,１８~２０g)购自北京维通利华实验动

物有限公司.实验动物饲养在一定室温控制(２２±
１℃)、光照 (１２h光照/黑暗 循环)环境中.

１．１．２　药物及试剂　ABZ购自葛兰素史克公司,

Pegasys○RinterferonalfaＧ２a 购自罗氏制药有限公

司.青霉素、链霉素、RPMI１６４０细胞培养基、胎牛

血清 (FBS)均购自Invitrogen公司.ConＧA 购自

SigmaＧAldrich公司.小鼠ILＧ４,ILＧ１０和IFNＧγ细

胞因子 ELISA 检测试剂盒购自eＧBioscience公司.
山羊抗小鼠IgE、IgG抗体及其亚型二抗购自 NovaＧ
gen公司.其他试剂均为国产分析纯.

１．１．３　原头蚴　包囊从临床手术中分离获得后,迅
速无菌地转移到实验室.通过注射器将囊液从包囊

中吸出,９０００×g４℃离心２０min,弃上清,将沉淀

原头蚴用含有双抗的PBS(pH７．２,包含１０００μg/

mL青霉素和１０００U/mL链霉素)洗两遍.原头

蚴活性利用美兰排除实验进行鉴定[１２].只有当原

头蚴活性达到９０％以上才会被用于接下来小鼠继

发感染.继发感染使用的原头蚴终浓度是１５００
个/２００μLPBS.

１．２　实验方法

１．２．１　实验设计　通过腹腔注射继发感染４０只雌

性Balb/c小鼠,每只小鼠感染重悬在２００μLPBS
的１５００个新鲜的原头蚴.感染５个月后,小鼠被

随机分配到４组(１０只/组):a)ABZ治疗组,小鼠

每日灌胃 ABZ(５mg/kg);b)IFNＧα治疗组,小鼠

每３d肌肉注射IFNＧαＧ２a１００００IU/５０μL;c)ABZ
＋IFNＧα组,小鼠同时进行 ABZ与IFNＧα的治疗,
剂量方法同a)和b);d)未经治疗对照组.各组药物

治疗维持２个月.随后,随后处死小鼠,检测相关指

标评价治疗效果.

１．２．２　检测寄生虫感染及分析治疗有效率　解剖

小鼠腹腔,检测每只小鼠的包囊数量、大小及重量.
治疗有效率(基于感染小鼠包囊重量)通过下列公式

计算[１３]:

有效率＝
Xc－Xt

Xc ×１００％

其中 Xc是未经治疗对照组平均包囊重量,Xt
是治疗组平均包囊重量.

１．２．３　透射电子显微镜观察(TransmissionelecＧ
tronmicroscopy,TEM)　各组包囊样本经处理后

用 TEM 进行检测[１４].包囊被切割为１mm３ 大小

并利用预冷的含２．５％ 戊二醛的０．１MPBS固定５
h.样本经０．１MPBS洗两遍后,采用１％四氧化锇

固定.样本随后经不同乙醇浓度梯度脱水后在等体

积的氧化丙烯/环氧树脂中包埋过夜.随后,再次在

新鲜的１００％环氧树脂包埋２４h及在６５ ℃包埋

１８h.采用超微切片机(LeicaEMFC７)制备５０－７０
nm 厚度的切片.随后放置到２００Ｇ目的铜网,切片

经饱和乙酸双氧铀及柠檬酸铅分别浸泡着色１０
min和５min.切片经蒸馏水清洗后自然干燥,利用

TEM(H７６５０,日立)检测.

１．２．４　酶联免疫吸附试验(enzymelinkedimmuＧ
nosorbentassay,ELISA)　首先,将每只小鼠分离

的脾细胞采用 RPMI１６４０培养基(含１０％热灭活

FBS)重悬,终浓度调整到５×１０６ 个脾细胞/mL,加
入２．５μg/mLConＧA (Sigma)刺激剂３７ ℃ ５％
CO２ 孵育７２h后,收集培养上清用于检测ILＧ４,

ILＧ１０和IFNＧγ浓度.血清与细胞培养上清细胞因

子的检测的具体步骤参见 EILSA 细胞因子检测试

剂盒说明书.

ELISA检测血清抗体水平:用９６孔微量板,每
孔加入含有０．１μg/μL包囊粗抗原的０．１M 磷酸盐

缓冲液 (pH９．６)１００μL４℃孵育过夜.血清以１∶
１００稀释到 PBST 缓冲液 (pH７．２,PBS 中含有

０􀆰０５％吐温Ｇ２０)中,３７℃孵育１h.随后加入二抗,
即以１∶１０００稀释的 HRP标记的山羊抗小鼠IgG、

IgG亚型和IgE.酶标仪(BioＧRad)单波长４９０nm
处检测吸光密度 OD值.

１．３　 统计学分析 　 所有数据均通过 Prism５．０
(GraphPad软件)进行分析.结果表示为均数± 标
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准误.包囊重量、大小、细胞因子浓度与抗体水平均

分别通过单因素方差检验进行分析.当 P＜０．０５
时,具有统计学差异.

２　结　果

２．１　ABZ＋IFNＧα治疗显著抑制包囊　小鼠在实

验过程无发现死亡,表明没有严重的药物副作用.

小鼠处死时,４组小鼠平均小鼠体重没有统计学差

异(P＞０．０５).ABZ＋IFNＧα治疗组的包囊数量与

对照组(P＜０．０１)或 ABZ组(P＜０．０５)相比显著下

降,ABZ治疗组的包囊数量与对照组相比显著下降

(P＜０．０１).然而,IFNＧα治疗组包囊数量与对照组

相比无显著差异(P＞０．０５),见表１.

表１　对照组与不同治疗组的包囊数量

Tab．１　Thenumberofhydatidcystsincontrolandtreatedinfectedmice

分组

Group

每只小鼠的包囊数量

Eachnumberofcystinmice
Mean±SEM

ABZ ３ ２ ２ １ ４ １ ２ １ ３ ２ ２．１００±０．３１４

IFNＧα ４ ７ ３ ４ ５ １ ６ ２ ４ ２ ３．８００±０．５９２

ABZ＋IFNＧα １ １ １ ０ ２ １ １ ２ ０ ０ ０．９００±０．２３３ab

对照组

Untreatedcontrol
５ ４ ０ ６ ２ ３ ３ ５ ７ ４ ３．９００±０．６４０

　　注:ABZ＋IFNＧα治疗组的包囊数量与未处理组(aP＜０．０１)或 ABZ治疗组(bP＜０．０５)相比显著下降.

Note:Thenumberofcystsintreatedgroupshowedsignificantreductionfromgroupuntreatedcontrol(aP＜０．０１)or

groupABZ(bP＜０．０５)．

　　结果表明ABZ＋IFNＧα治疗组无论包囊重量还

是大小,与对照组(P＜０．０１)或 ABZ治疗组(P＜
０􀆰０５)相比均显著下降,ABZ＋IFNＧα治疗组的包囊

抑制率达到８９．７％,这些结果表明 ABZ联合IFNＧα
治疗效果更显著,见表２.

表２　不同处理组的包囊重量与大小

Tab．２　Weightsandsizeofhydatidcystsincontrolandtreatedinfectedmice

分组

Group

囊重 (g)

Weightofhydatidcyst

包囊直径 (mm)

Sizeofhydatidcyst

包囊抑制率(％)

Cystinhibitionrate

ABZ ０．２１±０．１７a ２．１±０．９a ７８．４

IFNＧα ０．８９±０．２８ ６．７±１．５ ０．０８

ABZ＋IFNＧα ０．１０±０．０５ab １．２±０．４ab ８９．７

Untreatedcontrol ０．９７±０．４５ ７．３±３．２ Ｇ

　　注:ABZ＋IFNＧα治疗组的包囊重量与大小与对照组(aP＜０．０１)或 ABZ治疗组(bP＜０．０５)相比显著下降.

２．２　ABZ＋IFNＧα治疗组的包囊超微结构的改变

与破坏　TEM 用于观察不同处理组包囊超微结构

的变化.结果表明,对照组的包囊呈现典型的细粒

棘球蚴包囊结构,而 ABZ＋IFNＧα治疗组出现了包

囊超微结构的改变与破坏.见图１A 和１B.在生

发层,ABZ＋IFNＧα治疗的小鼠包囊中正常的未分

化细胞、纤维组织、典型细胞核及核仁结构明显消

失,取而代之的是细胞核碎裂与大量的脂滴,见图

１C和１D,表明生发层产生子囊的能力被破坏.与

对照组相比,ABZ＋IFNＧα治疗组的小鼠包囊典型

的皮层与微毛微管结构消失,见图１E和１F.正常

外层的非细胞的、富含糖成分的角质层被排列不规

整、富含空泡结构的代替,见图１G和１H.
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ABZ＋IFNＧα治疗组的变化:A、C、E和 G;未治疗对照组的变化:B、D、F和 H.A和B显示的是总体的包囊超微结构.C和 D展

示的是包囊生发层.E和F重点观察的是微管与外皮结构.F来自 D的红色区域.G与 H 是包囊外层的层积层.在对照组,包

囊具有角质层 (LL)、生发层(GL)、皮层(Te)、微管(Mt)、未分化细胞(UC)、纤维组织(F)、细胞核(Nu)与核仁(Nl).ABZ＋IFNＧα
治疗组的超微结构变化表明脂滴(Ld)和空泡(V).

ABZ＋IFNＧαtreatedgroup(A,C,EandG)andUntreatedgroup(B,D,FandH)．AandBshowedthegeneralultrastructureof

cysts．CandDshowedgerminallayerofcysts．EandFemphasizedonchangesoftegumentsandmicrotriches．Fderivedfromred

rectangleareaofD．GandHrepresentedlaminatedlayerofcysts．Inuntreatedgroup,thehydatidcystappearsalmostnormallamiＧ

natedlayer(LL),germinallayer(GL),tegument(Te),microtriches(Mt),undifferentiatedcells(UC),fibroustissue(F),cell

nucleus(Nu)andnucleolus(Nl)areclearlyvisible．InABZ＋IFNＧαtreatedgroup,ultrastructuralalternationsshowsaslipiddropＧ

lets(Ld)andvaculoles(V),nuclearfragmentation,degenerationanddisappearanceofmicrotriches(Mt),undifferentiatedcells
(UC),tegument(Te),andcellularelements．Eachfigurewaslabeledbyascalebar．

图１　ABZ＋IFNＧα治疗组的包囊超微结构变化

Fig．１　UltrastructuralmodificationofcystwallandcystcomponentsinABZ＋IFNＧαtreatedgroup

２．３　ABZ＋IFNＧα治疗显著降低了血清ILＧ１０:为
了检测治疗后细胞因子的生成情况,检查发现 ABZ
＋IFNＧα治疗组的血清ILＧ１０浓度与对照组相比显

著降低(２．２９±０．２５ng/mL)vs．(３．４４±０．１４ng/

mL),P＜０．０１)(图２A).IFNＧγ(图２B,P＝０．０８)
与ILＧ４(图２C,P＝０．１１)在各组之间没有显著差别.

２．４　ABZ＋IFNＧα治疗显著降低了脾细胞分泌的

ILＧ１０:经检测,脾细胞分泌细胞因子情况并发现

ABZ＋IFNＧα治疗组的ILＧ１０分泌与对照组相比显

著下降(０．９１±０．１０ng/mL)vs．(１．９９±０．１７ng/

mL),P＜０．０１)(图３A).但是IFNＧγ(图３B,P＝
０．３１)与ILＧ４(图３C,P＝０．１８)水平在各组之间没

有显著差别.

２．５　ABZ＋IFNＧα治疗组的血清特异性抗体变化

　为了更好的了解该治疗对于特异性抗体水平的影

响,本研究对不同处理组血清抗体进行了ELISA检

测.结果表明,与 单 纯 感 染 对 照 组 相 比,ABZ＋
IFNＧα治疗组的IgG 抗体持续下降,在治疗结束时

(第６０d)显著下降(P＜０．０００１,图４A).同样,在
治疗 结 束 时,IgG 抗 体 的 亚 型 包 括 IgG１(P ＜
０􀆰０００１,图４B)、IgG２(P＝０．０２９９,图４C)与IgG４

不同治疗组的小鼠血清分别使用 ELISA 试剂盒检测IFNＧγ
(A)、ILＧ４(B)和ILＧ１０(C)浓度.aP＜０．０１.

Seraofmicefromdiversegroupswerecollectedrespectivelyfor

detectionofIFNＧγ(A),ILＧ４(B)andILＧ１０(C)concentration

usingELISAkit．aP＜０．０１．

图２　ABZ＋IFNＧα治疗组血清ILＧ１０显著下降

Fig．２　SignificantdecreaseofILＧ１０inserumwithABZ＋
IFNＧαtreatment

(P＜０􀆰０００１,图４D)均随着治疗显著降低.与此同

时,联合治疗组IgE水平亦显著降低(P＜０．０００１,
图４E).
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不同治疗组的小鼠脾细胞上清分别使用 ELISA 试剂盒检测

IFNＧγ(A)、ILＧ４(B)和ILＧ１０(C)浓度.aP＜０．０１.

Cytokinesproductionbyspleencellsfromdiversegroupswere

collectedrespectivelyfordetectionofIFNＧγ(A),ILＧ４(B)and

ILＧ１０(C)secretionusingELISAkit．aP＜０．０１．

图３　ABZ＋IFNＧα治疗组的脾细胞分泌的ILＧ１０显著降低

Fig．３　SignificantdecreaseofILＧ１０inproductioninvitro
withABZ＋IFNＧαtreatment

图４　不同治疗组血清IgG、IgG１、IgG２、IgG４、IgE和

IgM的检测

Fig．４　DetectionofODvalueprofilesofseraIgG,IgG１,

IgG２,IgG４,IgEandIgMindiversetreatedgroups

３　讨　论

在本研究中,评价了 ABZ联合IFNＧα对于 CE
的治疗效果.研究结果表明 ABZ联合IFNＧα在小

鼠继发感染CE中具有更好的治疗效果.进一步证

实该治疗效果可能与包囊超微结构的改变、降低的

ILＧ１０水平以及下调体液免疫有关.

IFNＧα具有多种生物学功能包括抗病毒感染、

抗肿瘤及免疫调节作用,但在蠕虫感染中的作用研

究十分有限.但是值得一提的是在 AE 研究中,

IFNＧα减轻了人和小鼠的包囊病变[１１,１５].研究者

进一步指出该作用与 Th２型细胞因子向 Th１型细

胞因子逆转有关,包括下调ILＧ１０、ILＧ６与ILＧ１３,以
及上调IFNＧγ水平[１１].但是本研究显示仅仅IFNＧα
并不能产生缓解CE的能力,也不能逆转Th细胞因

子类型,说明仅仅IFNＧα不能够打破慢性 CE 的

Th２型免疫应答.该结果与之前在 AE治疗的报道

不同.然而IFNＧα联合 ABZ能够显著改善 CE降

低包囊负担,与 ABZ组或对照组相比治疗效果显著

见表１、２.进一步研究表明,该联合治疗能够显著

下调ILＧ１０.ILＧ１０是典型的 Th２型细胞因子,在

CE中抑制 Th１保护性应答并帮助寄生虫逃避宿主

免疫应答[１６].所以,该联合治疗取得更好的治疗效

果可能与抑制了ILＧ１０,降低了 Th２型免疫应答有

关.
体液免疫应答在CE发生发展过程中发挥重要

作用,在感染的早期,通过激活补体、调理作用、ADＧ
CC作用等发挥重要的保护性免疫应答,而在感染

的慢性期抗体尤其是IgG４类型具有保护虫体逃逸

的作用[１７Ｇ１８].在本研究联合治疗中的IgG、IgG１、

IgG２、IgG４和IgE都显著下降,这表明在感染慢性

期异常升高的体液免疫应答在该联合治疗中显著下

调,其中IgG４也显著降低.但是,尽管IgG水平在

联合治疗后显著下降,我们发现其水平仍高于阴性

水平.这可能与感染的免疫记忆有关,但需要进一

步的研究.总之,该联合治疗的治疗效果可能亦与

下调对寄生虫有利的体液免疫有关.
在本研究中,ABZ＋IFNＧα或单独的IFNＧα治

疗都没有显著增加感染慢性期IFNＧγ水平.这或

许是与IFNＧγ往往在感染早期(７Ｇ８d)发挥重要的

保护 作 用,而 随 后 在 感 染 的 慢 性 期 就 会 下 降 有

关[１９].感染早期治疗对于IFNＧγ的影响将会进一

步研究.此外,有研究报道IFNＧα通过增强树突状

细胞(DC)细胞递呈抗原发挥抗肿瘤作用[２０Ｇ２１],但是

DC细胞是否在该联合治疗中发挥作用仍需探究.
总之,本研究证实 ABZ联合IFNＧα对于CE具

有更好的治疗效果,为CE治疗提供了实验依据.
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