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摘　要:目的　观察金丝桃素(Hypericin,Hy)对小鼠巨噬细胞内弓形虫的增殖抑制作用,为抗弓形虫天然药物的筛选提

供线索.方法　分离小鼠腹腔巨噬细胞(Macrophage,Mφ),建立体外 Mφ感染稳定表达绿色荧光蛋白的弓形虫(RHＧgreen
fluorescentprotein,RHＧGFP)速殖子模型,观察不同剂量 Hy的最佳作用效果.实验分４组:①A 组(对照组),不加 Hy;②B
组(Mφ感染 RHＧGFP＋１００μg/mLHy);③C组(Mφ感染 RHＧGFP＋２００μg/mLHy);④D组(Mφ感染 RHＧGFP＋４００μg/

mLHy),分别在培养１、２和３h后利用荧光显微镜和流式细胞术观察计数感染的 Mφ和游离速殖子在各药物浓度及各时间

点的变化;透射电镜观察虫体超微结构的变化.结果　与对照组相比,随着 Hy浓度的增加和用药时间的延长,Mφ内速殖子

数量明显减少,游离速殖子数量也显著减少,荧光强度逐渐降低;经药物组不同浓度 Hy作用后,游离/Mφ内弓形虫的比值逐

渐升高,至４００μg/mL剂量作用３h后开始下降,游离与胞内速殖子比例的差异在同一时间段内均有统计学意义 (P＜０．０５),

但药物作用１h或２h各实验组之间无统计学差异 (P＞０．０５),作用３h各浓度组之间差异有统计学意义(P＜０．０５),各实验

组同一药物浓度下在孵育１、２和３h后效果增强(P＜０．０５).透射电镜观察显示,随 Hy作用时间延长,虫体逐渐出现肿胀,

胞膜与基质之间空隙明显,空泡形成且增多、变大,胞膜断裂,内部结构溶解溢出.结论　体外实验初步显示 Hy呈剂量和时

间依赖性地增强对 Mφ内弓形虫速殖子增殖的抑制作用,可降低宿主细胞感染率,且对胞外速殖子有一定杀伤作用.
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　　Abstract:ThesuppressiveeffectofhypericinontheinＧ

tracellularproliferationofToxoplasmagondii (T．gondii)

tachyzoitesinmouseperitonealmacrophageswasexploredin

thisstudy．MacrophageswereisolatedandinfectedwithT．

gondiitachyzoites(typeI,RHstrain)expressinggreenfluoＧ

rescentprotein(GFP)．Therewerefourgroups:thecontrol

group (macrophagesinfected with RHＧGFP withouttreatＧ

ment,groupA)andtheotherthreegroups(macrophagesinＧ

fectedwithRHＧGFPtreatedwithdifferentconcentrationsof

hypericin:groupB,with１００μg/mL;groupC,with２００μg/
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mL;andgroupDwith４００μg/mL)．Tachyzoiteswerecollectedafter１hour,２hours,and３hoursoftreatment．Theinfected
macrophagesandthefreeparasiteswereobservedunderdifferentconcentrationsofhypericininvarioustimeintervalsbyfluoＧ
rescencemicroscopyandflowcytometry．TheultrastuctureoftachyzoiteswasalsoobservedbytransmissionelectronmicroscoＧ

py．Comparedwiththecontrolgroup,thenumberandfluorescenceintensityoftachyzoitesweregraduallydecreasedinaconＧ
centrationandtimedependentmannerundertheexperimentalcondition．Theratiooffreeparasitestothosewithinmacrophages
increasedandreachedthepeakatthedosageof４００μg/mLon３hoursaftertreatment．WiththeextensionoftreatmentduraＧ
tion,itwasfoundthattachyzoitesshowedswellinganddeformed;apparentgapappearedbetweencellmembraneandmatrix;

moreandbiggervacuoleswereformed;thecellmembranebecamedissolvedanddisrupt,theinnerstructureoverflowed．It’s
suggestedthattheinhibitionofhypericinonintracellularproliferationofT．gondiitachyzoitesinmacrophagesispresentedina
concentrationandtimedependentmannerinvitro,meanwhile,aremarkablekillingeffectonfreetachyzoitesisalsofound．
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　　刚地弓形虫(Toxoplasmagondii)是一种顶复

门的机会性致病原虫,呈世界性分布,可感染几乎所

有温血动物的有核细胞,引起人兽共患的弓形虫

病[１Ｇ２].在免疫功能正常者,弓形虫感染多呈慢性隐

性感染,而在免疫功能缺陷者则可导致严重临床后

果,甚至死亡[３].胎儿发生先天性感染时可引起死

亡,存活者常出现先天性畸形、心脏病、智力发育不

全等,对优生优育产生较大影响[４].目前临床上主

要的治疗药物包括磺胺嘧啶、乙胺嘧啶、螺旋霉素

等[５],这些药物毒副作用大、疗程长或不易透过胎盘

屏障,且难以清除病原体,治疗效果并不理想.因此

研发毒副作用小、能有效控制弓形虫感染的新药仍

是弓形虫病治疗的研究热点之一[３].
金丝桃素(Hypericin,Hy)是一种贯叶连翘植

物的提取物,为萘骈二蒽酮化合物,是该植物中最具

生物活性的物质.研究显示,Hy具有抗病毒、抗肿

瘤和抗抑郁等作用,可提高机体免疫力而且对正常

细胞无毒副作用,亦有激活 T 淋巴细胞、上调免疫

功能的作用[６].蔡茹等[７]发现 Hy被光诱导后具有

显著的体外杀伤日本血吸虫的效应.张克勤等[８]报

道 Hy具有显著的抗艾美球虫(与弓形虫同属于顶

复门原虫)的效果.本实验室的前期研究证实 Hy
具有显著的体外抗弓形虫速殖子的效果[９].本研究

通过建立携带绿色荧光蛋白的弓形虫(RHＧgreen
fluorescentprotein,RHＧGFP)体外感染小鼠腹腔

巨噬细胞(Macrophage,Mφ)模型,观察 Hy对 Mφ
内弓形虫速殖子的抑制作用,为 Hy作为弓形虫病

治疗药物提供实验依据.

１　材料与方法

１．１　实验材料

１．１．１　药物　Hy购自上海经科化学有限公司,GiＧ
emsa染液为美国Sigma公司产品,RPMI１６４０培

养液为 GIBCO公司产品.

１．１．２　实验动物　用于弓形虫传代保种的SPF级

昆明小白鼠 (６~８ 周,雌性)和用于提取 Mφ 的

BALB/c小鼠(６~８周,雌性)均购自安徽医科大学

实验 动 物 中 心.动 物 伦 理 批 准 文 号:AMU２６Ｇ
０８０６１.

１．１．３　虫株　RHＧGFP由中国农业大学动物医学

院索勋教授惠赠.

１．２　主要仪器设备　荧光显微镜(CX３１)为日本

OLMPUS公司产品.流式细胞仪(FACSCalibur)
为美国 BD 公司产品.CO２ 细胞培养箱(SERIES
８０００DH)为 ThermoScientificNapco公司产品.

１．３　实验方法

１．３．１　Mφ提取　将 BALB/c小鼠麻醉后脱颈处

死,７５％酒精浸泡并消毒腹部皮肤,剪开腹壁暴露腹

膜,腹腔注入RPMI１６４０培养液３mL,轻柔腹部静

置３min,夹提腹膜并用吸管吸取腹腔灌洗液.将

腹腔液１０００r/min离心 １０min,细胞沉淀用预冷

培养液洗涤 ２ 次.细胞沉淀再加入含抗生素的培

养液重悬、计数并接种于培养板中,置于３７℃,５％
CO２ 培养箱.待 Mφ贴壁后取出培养板,用培养液

洗１~２次,收获贴壁细胞.

１．３．２　Hy对 Mφ的毒力检测　提取BALB/c小鼠

腹腔 Mφ常规进行体外培养,铺１２孔板,１×１０６ 个
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细胞/孔,加入 Hy使其终浓度分别为１００、２００和

４００μg/mL,同时设空白对照组.每组设３个复孔.
培养板置于３７℃,５％CO２ 培养箱中孵育,分别于

１、２和３h后收集细胞进行 Giemsa染色.

１．３．３　RHＧGFP速殖子制备　建立小鼠体内急性

感染RHＧGFP模型,分离纯化游离速殖子,用荧光

显微镜观察.

１．３．４　体外 Mφ弓形虫速殖子(RHＧGFP)感染　在

细胞培养板内以虫体与细胞５∶１比例接种速殖子

至小鼠腹腔 Mφ,３０min后洗去未侵入的速殖子继

续培养,１２h后取样在荧光显微镜下观察.

１．３．５　实验分组　Hy设１００、２００和４００μg/mL３
个药物浓度.按照以下分组:感染 RHＧGFP的 Mφ
组(A 组对照)、不同浓度 Hy组:感染 RHＧGFP的

Mφ＋１００μg/mL(B 组)、感染 RHＧGFP 的 Mφ＋
２００μg/mL(C 组)和感染 RHＧGFP 的 Mφ＋４００

μg/mL(D组).每组设３个复孔,每孔定容１mL.

１．３．６　流式细胞仪检测　在培养１、２和３h后,每
组各孔分别取样,检测游离速殖子和感染细胞在不

同时间、不同浓度条件下数量的变化.

１．３．７　透射电镜观察　取４００μg/mLHy作用１、２
和３h后的虫体及生理盐水对照组,２．５％戊二醛和

１％四氯化锇依次固定,按照透射电镜常规方法制备

样品,JEMＧ１２３０透射电镜下观察并拍照.

１．４　统计学方法　数据统计采用SPSS１１．５统计

软件处理,各组数据均用(x±s)表示,检验各组方

差齐同后进行方差分析(两两比较用q 检验),检验

水平为α＝０．０５.

２　结　果

２．１　Hy对 Mφ的毒力检测　经 Giemsa染色在显

微镜下观察,不同浓度 Hy作用３h对 Mφ形态结

构、细胞膜和细胞核与对照组比较无显著差别(图１).

A:Mφ对照组;B:１００μg/mLHy组;C:２００μg/mLHy组;D:４００μg/mLHy组

图１　Hy作用３h后各组 Mφ吉姆萨染色(×１０００)

Fig．１　GroupsofmacrophageswithGiemsastaining３hoursafterthetreatmentofHy(×１０００)

２．２　RHＧGFP荧光显微镜观察结果　稳定传代过

程中分离提纯的速殖子在存活状态下荧光激发状态

正常,荧光显微镜下发绿色荧光(图２).

图２　RHＧGFP荧光显微镜图片(×４００)

Fig．２　RHＧGFPunderthefluorescentmicroscope(×４００)

２．３　Mφ体外感染 RHＧGFP模型　显微镜下可见

弓形虫在 Mφ内的增殖(图３).

图３　RHＧGFP感染 Mφ(同一视野)在普通光源下(A)、

在荧光光源下(B)(×４００)

Fig．３　 MacrophagesinfectedwithRHＧGFP (thesame
view)undernormallight(A),underfluorescent
light(B)(×４００)

２．４　流式细胞仪检测　Hy作用后随着时间的延长

以及药物浓度的增加,速殖子感染的 Mφ比例逐渐

下降;游离与胞内速殖子比值升高,各药物组在同一

时间点内与对照组相比,差异均有统计学意义(F＝
１４．９５、２４．４５、３０．９９,P＜０．０５).Hy作用１h各浓度

组之间差异无统计学意义(q 值分别为０．４５、０．４５、
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０􀆰０００３,P＞０．０５),Hy作用２h各浓度组之间差异

无统计学意义(q 值分别２．４８、０．３９、２．０９,P＞０．
０５),在第３h内各浓度组之间差异有统计学意义

(q＝３􀆰７１、４．９１,P＜０􀆰０５).各实验组同一药物浓

度下在第１h、２h和３h之间差异有统计学意义(F
＝２１􀆰３０、３７．８２、１９．７０,P＜０．０５)(图４).

A:Mφ＋T．gondii对照组;B:１００μg/mLHy组;C:２００μg/mLHy组;D:４００μg/mLHy组

流式图右上象限代表感染 RHＧGFP的 Mφ;右下象限代表游离的 RHＧGFP

图４　各实验组在Hy作用１、２和３h后游离速殖子和感染细胞比例变化流式代表图(左)及统计图(右)

Fig．４　ChangeoftheratioofthefreeRHＧGFPandinfectedmacrophagesindifferentconcentrationsgroupsafter
１,２and３hoursshownintheflowchart(left)andthestatisticalchart(right)

２．５　透射电镜观察结果　与对照组比较,Hy作用

１h后虫体肿胀,包膜与基质出现空隙,外形改变;
作用２h后,虫体内出现明显的空泡,细胞核固缩;

作用３h后,虫体内空泡增多且较大,电子密度明显

降低,局部包膜破裂,内容物溢出.(图５)

A:生理盐水对照组;B:４００μg/mLHy作用１h;C:４００μg/mLHy作用２h;D:４００μg/mLHy作用３h

图５　Hy作用后的速殖子超微结构变化(透射电镜,×１２０００)

Fig．５　UltrastructuralalterationsofT．gondiitachyzoitesincubatedwithHy(transmissionelectronmicroscopy,

１２０００×)

３　讨　论

弓形虫病一直是人类和畜牧业生产重点防控的

疾病,治疗弓形虫病的常用药物以叶酸代谢的抑制

剂居多,如乙胺嘧啶联合磺胺嘧啶,替代的药物有克

林霉素、阿奇霉素或克拉霉素.上述化学药物毒副

作用大,且无法有效对抗弓形虫组织包囊[１０].植物

源性药物一直被用于治疗人与动物的许多疾病,包
括寄生虫病[１１].来自植物的天然化合物为寻找新

的有效安全的驱虫剂提供了一个独特的机会.近年

来,众多研究显示中草药治疗弓形虫病具有巨大发

展前景,如桦褐孔菌多糖能够减少弓形虫感染引起

的睾丸生精细胞病理损伤;甘草在与磺胺氯吡嗪钠
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(SPZ)结合应用时,RH 感染小鼠的存活率达到

５０％;氧化苦参碱和苦参碱可降低速殖子数量(４５􀆰２％
和５３．８％),并使小鼠的存活率提高到６７％[１２Ｇ１３].

而 Hy来自贯叶连翘植物,具有独特的药理作

用,目前市场上可见商品化成品.近年研究发现,

Hy不仅具有抗病毒、抗肿瘤及抗抑郁的效应,还能

激活单核吞噬细胞从而增强机体抗感染的免疫功

能[１４Ｇ１５].在寄生虫病防治中,已有报告证实 Hy能

够杀伤蠕虫类的日本血吸虫和顶复门原虫类的艾美

球虫.有研究显示 Hy可通过调变亚精胺在寄生虫

中的氧化还原平衡作用进而诱导利什曼原虫的死

亡[１６].王旗等[１７]发现 Hy可以调节宿主体内细胞

因子水平的变化,通过抑制 CD８＋ T细胞介导的细

胞毒作用改善急性弓形虫感染小鼠的细胞免疫功

能,提高小鼠抗感染的能力.
本研究前期实验已经证实 Hy体外抗弓形虫速

殖子效果显著[９].在动物实验中,Mφ是弓形虫偏

嗜的主要宿主细胞之一,也是在感染早期宿主固有

免疫发挥抗感染的最重要的免疫细胞,因此探讨中

草药提取物抑制弓形虫速殖子在 Mφ内以及游离虫

体的增殖,具有重要的潜在临床应用价值.本实验

使用稳定表达绿色荧光蛋白的转基因弓形虫虫株,
利用流式细胞术进行检测,相比以往染色剂染色后

依靠肉眼观察计数更加客观可靠.研究结果显示,

Hy能够以剂量和时间依赖性地抑制 Mφ内和游离

的弓形虫速殖子的增殖,并且实验浓度范围内的

Hy对 Mφ无明显形态学影响.体外培养中,弓形

虫约在接种１min即可侵入 Mφ,约３h后可见弓形

虫在细胞内分裂增殖,４~６h开始破坏细胞,因此

实验选取１、２和３h３个时间点进行观察.预试验

显示５００μg/mL组作用４h抗虫效果即达到平台

期,故选择１００、２００、４００μg/mL３个浓度梯度.流

式检测结果显示,随着 Hy作用时间的延长,游离与

胞内速殖子的比值不断升高,同一时间段内不同浓

度 Hy对胞内速殖子均有抑制作用(P＜０．０５),３h
后各浓度组之间差异明显(P＜０．０５),而４００μg/mL
组在３h后游离速殖子的比例有所下降.透射电镜

结果显示,４００μg/mL组虫体在不同时间段形态结

构变化明显,在 Hy作用３h后速殖子出现虫体破

裂,内容物溢出,虫体处于死亡状态,而对照组超微

结构清晰完整,这些也证实了 Hy在体外有较好的

抗弓形虫的作用.
本实验结果初步揭示了 Hy对 Mφ内和游离的

弓形虫速殖子的增殖抑制作用,为该药的深入研究

提供了线索.Hy是通过对弓形虫的直接抑制,或

是通过诱导宿主细胞的抗感染免疫,有待进一步研究.
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