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摘　要:目的　观察泡球蚴(Em)感染 C５７BL/６小鼠肝脏 CD３４微血管密度(MVD)的动态变化.方法　将４０只

C５７BL/６小鼠随机分为实验组和对照组,实验组通过肉眼肝叶穿刺感染泡球蚴(Em),对照组通过注射等量 PBS.分别于感

染后３０d、６０d、９０d及１２０d后取小鼠肝脏组织,苏木素Ｇ伊红(HE)染色观察肝脏的病理组织学改变,免疫组织化学染色观察

泡球蚴感染后CD３４ＧMVD的动态改变.结果　实验组泡球蚴组织各时间点中 CD３４ＧMVD分别为(３９．１０±１１．８４)/HP、(６６．
８０±１１．０８)/HP、(１１１．２０±８．００)/HP和(５６．１４±７．１２)/HP,实验组泡球蚴周围肝组织分别为 (１．１４±０８２)/HP、(１．５６±
０９２)/HP、(２．３２±１．４３)/HP和(１．３８±０８２)/HP;对照组分别为(１．００±０９４)/HP、(１．３０±１．０６)/HP、(２．００±１．１５)/HP和

(１．１０±０８７)/HP.实验组与对照组比较,差异均有统计学意义(P＜００１);实验组泡球蚴组织内比较,差异有统计学意义(F
＝９４６３,P＜０００１);实验组泡球蚴周围肝组织内比较,差异无统计学意义(F＝３．２４,P＞００５);对照组内比较,差异无统计

学意义(F＝１９８,P＞００５).结论　泡球蚴浸润性生长过程中可能伴随着血管新生,血管新生可能为其生长重要的机制之一.
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Abstract:TheaimofourstudyistoobservethedynamicexpressionofCD３４microvasculardensity(MVD)intheliverof
C５７BL/６miceinfectedwithEchinococcusmultilocularis(Em)．FortyC５７BL/６micewererandomlydividedintotwogroups,

theexperimentalgroupandthecontrolgroup．EachmouseoftheexperimentalgroupwasinfectedwithechinococcusprotoＧ
scolecesbyopeningtheirabdominalininoculatingliver．Eachmouseofthecontrolgroupreceivedacorespondingvolumeof
PBS．After３０days,６０days,９０daysand１２０days,samplesofmouseliverwerecollectedandsubjectedtohematoxylinandeosin
(HE)staining．ThedynamicchangesinliverCD３４ＧMVDexpressioninC５７BL/６miceinfectedwithEmwasanalyzedbyimmuＧ
nohistochemicalmethod．AtdifferenttimesduringthecourseofEminfection,theexpressionofCD３４ＧMVDrespectivelywas
(３９．１０±１１．８４)/HP,(６６．８０±１１．０８)/HP,(１１１．２０±８．００)/HP,(５６．１４±７．１２)/HP,theEmsurroundingtissueswas(１．１４±
０８２)/HP,(１．５６±０．９２)/HP,(２．３２±１．４３)/HP,(１．３８±０８２)/HP,thecontrolgroupwas(１．００±０９４)/HP,(１．３０±１．０６)/

HP,(２．００±１．１５)/HP和(１．１０±０８７)/HP．ThedifferencebetweentheexperimentalgroupandthecontrolgroupwasstatistiＧ
callysignificant(P＜００１)．ThedifferencesamongdifferenttimepointsintheexperimentalgroupEmtissueswerealsostatistiＧ

callysignificant(F＝９４．６３,P＜０００１);Thedifferencesamong
differenttimepointsintheEmsurroundingtissuesandthecontrol

groupwerenostatisticallysignificant(F＝３．２４,P＞００５,F＝
１９８,P＞００５)．TheremightbealongwithangiogenesisinEmof
infiltratedgrowth,angiogensiscouldbeoneofthemostimportant
mechanismsforitsgrowth．
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　　泡状棘球蚴病(AE)简称泡球蚴病,是由多房棘

球绦虫的幼虫寄生于人体从而引发的一种罕见的人

畜共患寄生虫病,主要侵犯在肝脏[１Ｇ２].泡球蚴主要

通过直接侵蚀、炎症刺激、机械性挤压等方式损害肝

组织,以外生性出芽增殖的方式长出新囊泡,然后长

入组织内部并最终逐渐波及整个肝脏[３].HanahＧ
an[４]等研究发现,在肿瘤血管新生过程中会受到“血
管生成开关”的调节.CD３４是一种高度糖基化跨

膜细胞表面的糖蛋白,可通过造血干细胞和祖细胞

表达[５],是血管内皮标记物中标记肿瘤新生血管的

指标,具有稳定性和敏感性好的特点[６].CD３４具

有血管新生和迁移的生物学功能,因此,被称为“泛
血管内皮细胞标记物”,微血管密度(MVD)是研究

肿瘤血管新生常见的指标之一.本研究通过检测

CD３４ＧMVD的表达及动态变化,初步探讨血管新生

与泡球蚴病程发展的相关性,为以后临床治疗泡型

包虫病提供理论依据.

１　材料与方法

１．１　动物与分组　实验用种鼠是人工腹腔感染原

头节混悬液１８周的子午沙鼠由新疆维吾尔自治区

疾控中心提供,实验用健康清洁型的C５７BL/６雌性

小鼠,６~８周龄,体质量(１８±２)g,购于新疆医科大

学实验动物中心.运用数字表法将小鼠随机分成两

组:实验组２０只,对照组２０只.

１．２　主要试剂与仪器　CD３４兔抗单克隆抗体购于

英国 Abcam 公司,即用型免疫组化试剂盒购于北京

中杉金桥生物公司,二氨基联苯胺(DAB)显色剂和

抗体稀释液均购于丹麦 Dako公司.组织自动包埋

机(LeicaEG１１６０)及石蜡切片机(Leica２２４５)均来

自德国Leica公司.光学显微镜(CX３１RBSF)为日

本 Olympus公 司 产 品,图 像 采 集 系 统 (ExwaveＧ
HAD)为日本SONY公司产品.

１．３　建立模型及标本采集　将人工腹腔感染原头

节混悬液１８周的子午沙鼠快速处死,无菌操作并剖

腹,取出腹腔中泡球蚴组织,选择光滑、成簇游离于

腹腔或附着在肠系膜、肝表面等部位的泡球蚴组织.
用生理盐水反复冲洗后,将病灶组织剪碎、研磨、过
筛网,再用生理盐水反复漂洗,最终配成浓度为

２０％的原头节混悬液.用０５％伊红染色见泡状棘

球蚴原头节 ３~５ 个/视野,结构清晰,着色率 ＜
１５％,加青霉素、链霉素注射液各２５０u/mL,用于动

物接种.将４０只 C５７小鼠麻醉,酒精消毒上腹部

皮肤,开腹约０５cm,肉眼直视下１号针头左肝叶

穿刺,实验组注入０１mL原头节混悬液/只(约４００
只活的原头节),对照组注入等量０１mLPBS溶

液/只,丝线缝合后关闭腹腔,烤灯照射等待复苏,醒
后先禁食１２h,然后恢复正常饮食,饲养于清洁级

动物房.分别于感染后３０d、６０d、９０d、１２０d每组

随机取５只小鼠,实验组取病灶及病灶周围肝组织,
对照组取相应部位肝组织.

１．４　病理组织学观察　将上述组织标本置于１０％
的多聚甲醛溶液固定２４~４８h后,梯度酒精脱水、
二甲苯透明、浸蜡及石蜡包埋.５m 厚度连续切片.

HE染色,光学显微镜下观察各标本组织病理学改变.

１．５　免疫组织化学染色检测 CD３４的表达　将制

备好的石蜡切片烤箱复温,脱蜡至水化,枸橼酸缓冲

液(pH＝６．０)高压修复１０min,自然冷却至室温.
然后３％H２O２ 溶液室温孵育１０min,１×PBS振洗

(５min×３次),每个标本滴加约５０μL一抗稀释液

(CD３４工作浓度为１∶２５００),４℃冰箱孵育过夜.
次日温箱复温后１×PBS振洗(５min×３次),每张

切片滴加约５０μL 二抗稀释液,温箱孵育３０min
后,１×PBS振洗(５min×３次),DAB显色,苏木素

复染,酸酒精分化,自来水蓝化,脱水,透明,自然晾

干切片后封片并做好标记.阴性对照用 PBS替代

一抗,阳性对照用人乳腺癌组织.

１．６　评判标准　MVD 评判标准:按照 Weidner[７]

等校正方法,凡是被抗体着色的单个细胞或者细胞

团,无论是否形成管腔结构,只要与周围微血管或者

其他组织的界限清晰,就可计数为１个微血管,管腔

直径大于８个红细胞的血管应被排除在外.肝脏汇

管区的微血管不被纳入计数范围.每个标本先从低

倍镜(×１０)选３个微血管较多的视野,在每个视野

中的高倍镜(×４０)下统计微血管数,取其平均值即

为该标本的 MVD值.以均数±标准差(x±s)作为

各个时间点的免疫组织化学评分.其判定过程采用

双盲法,由３名资历较高的病理医师独立完成后取

其平均值.

１．７　统计学方法　应用统计软件SPSS２２．０对实验
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结果进行分析,所有数据均用x±s 表示.计量资

料若方差齐,且呈正态分布,各组比较用单因素方差

分析,组内两两比较用SNKＧq检验;若方差不齐或

非正态分布,采用非参数检验,并用Bonferroni法校

正.检验水准α＝００５.

２　结　果

２．１　肝脏大体观察　小鼠感染泡球蚴后,３０d时可

见直径约３mm 的乳白色结节状泡球蚴组织,形态

不规则;６０d泡球蚴体积略有增大,在肝叶边缘生

长;９０d时一侧肝叶和第一肝门脏面两处可见明显

的不规则的长条状组织;１２０d时,泡球蚴组织较之

前明显增长,并向肝组织内部不断渗入,呈浸润性生

长,表现为结节性或巨块型.对照组小鼠肝脏无明

显改变.

图１　不同时间点小鼠肝脏泡球蚴感染情况 (黑色箭头所指为泡球蚴组织)

Fig．１　InfectionconditionsofdifferenttimepointsinEmＧinfectedliversofmice
(TheblackarrowsindicatedEmtissues)

２．２　病理组织学　HE染色显示实验组小鼠感染

泡球蚴３０d后出现外周炎性反应增生带,伴有嗜酸

性粒细胞浸润、结核样肉芽组织形成和纤维组织增

生,并可见数个原头节;感染６０d可见炎性细胞浸

润逐渐加重,外周区域增生较为活跃,向周围肝组织

侵蚀,肝脏原有组织结构部分被破坏;感染９０d时

炎性反应增生带不断扩增,炎性细胞浸润愈加严重,

出现与淋巴细胞、巨噬细胞、浆细胞和嗜酸性粒细胞

等炎性浸润相关的细胞增殖;感染１２０d后可见泡

球蚴纤维囊壁形成,囊壁周围可见大量的炎性反应

增生和肉芽肿组织,直径约１cm 的坏死空囊腔已形

成,外周炎性增生带进一步蔓延,肝脏病理性改变严

重.对照组小鼠肝组织结构基本完整,肝细胞形态

正常,偶可见少量炎性细胞浸润.

A:实验组,B:对照组

图２　不同时间点不同肝组织HE染色情况(HE×１００)

Fig．２　HEstainingconditionsindifferenttimepointsofdifferentlivertissues(HEstaining,×１００)
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２．３　免疫组织化学染色　在不同时间点,实验组肝

泡球蚴病变组织中均可见 CD３４不同程度的表达,
阳性定位于泡球蚴组织内皮细胞的包浆.随着感染

时间的延长,实验组泡球蚴组织 CD３４的表达呈时

间相关性,表现为先升高后下降的趋势,在９０d时

CD３４ＧMVD最高,各时间点比较差异有统计学意义

(F＝９４．６３,P＜０００１).在泡球蚴周围肝组织中可

见微量表达,差异无统计学意义(F＝３．２４,P ＞
００５),图 A２ 示泡球蚴组织炎性反应带和周围肝组

织交界区域,可形成明显的反差.在对照组中亦可

见微量表达,组内比较无统计学差异(F＝１．９８,P＞
００５).泡球蚴组和泡球蚴周围组、对照组三组相比

差异有统计学意义(P＜００１),而泡球蚴周围组和

对照组相比无统计学差异(P＞００５).见表１.

A１:实验组Em 组织;A２:实验组Em 周围肝组织;B:对照组

图３　不同时间点不同肝组织CD３４ＧMVD的表达情况(EnVision×２００)

Fig．３　ExpressionofCD３４ＧMVDindifferenttimepointsofdifferentlivertissues(EnVision×２００)

表１　不同时间点不同肝组织CD３４ＧMVD的表达情况(个/HP,x±s)

Tab．１　ExpressionofCD３４ＧMVDindifferenttimepointsofdifferentlivertissues(/HP,x±s)

分组 n ３０d ６０d ９０d １２０d

Em 组织 ２０ ３９．１０±１１．８４∗∗＃ ６６．８０±１１．０８∗∗＃ １１１．２０±８．００∗∗ ５６．１４±７．１２∗∗＃

Em 周围肝组织 ２０ １．１４±０８２ １．５６±０９２ ２．３２±１．４３ １．３８±０８２

对照组 ２０ １．００±０９４ １．３０±１．０６ ２．００±１．１５ １．１０±０８７

　　∗∗:与对照组比较,P＜００１;＃:Em 组内与９０d比较,P＜００５

３　讨　论

泡状棘球蚴病又称为泡型包虫病,其生长方式

除了直接浸润以外,还可通过血液循环、淋巴等途径

转移至肺脏、脑等器官,危害极大,泡球蚴的转移方

式类似恶性肿瘤,故有“虫癌”之称[３,８].恶性肿瘤

的生长离不开营养的支持,需要血管来输送,所以血

管新生在肿瘤生长、侵袭及转移中起着重要作用[９].

CD３４是高度糖基化的I型跨膜蛋白,是其家族

成员之中的一种单体表面蛋白,可作为检测 MVD
的首选标志物[１０].CD３４被广泛认为是血管内皮祖

细胞(EPCs)的标记物[１１],而 EPCs是促进血管新

生的重要干细胞之一.SiemerinkMJ[１２]等研究表

明:mRNA分析显示CD３４阳性的血管内皮细胞与

血管新生和迁移等生物学功能有关;CD３４阴性的

血管内皮细胞主要与增殖相关,该结果说明 CD３４
在血管新生中有促进作用.SarmadiS[１３]等认为
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CD３４可标记宫颈癌的 MVD.另外,CD３４＋ 干细胞

可促进血管新生[１４];张示杰[１５]等研究结果显示:沙
鼠肝泡球蚴组织中 CD３４ＧMVD 存在不同程度的

表达.
本研究结果显示,在小鼠肝脏感染泡球蚴后,随

着时间延长,其病变部位CD３４ＧMVD的表达高于泡

球蚴周围肝组织和PBS对照组肝组织,且差异均有

统计学意义,此结果表明在泡球蚴浸润性生长过程

中血管新生可能是存在的,并且是不断变化的.通

过对实验组泡球蚴组织内比较可知,随着病程的发

展,CD３４的表达水平有所不同.在感染早中期,泡
球蚴组织内新生血管可能不断增加,在感染晚期,随
着泡球蚴病程的发展,其病变部位CD３４ＧMVD呈现

降低趋势,并且在组织内部可见坏死组织和空囊泡,
其原因可能与血管壁慢性炎症以及管壁内膜增厚导

致的血流受阻有关,坏死原因可能是囊内毒素外溢、
抗原抗体反应所造成的[１６].DematteisS[１７]、Wang
J[１８]等学者研究表明,在棘球蚴感染早期,Th１细胞

占主导,淋巴细胞功能较强,对棘球蚴的生长和转移

有抑制作用;到后期,Th２细胞占主导,淋巴细胞功

能逐渐降低,细胞免疫反应受到抑制,故包虫可在体

内生存,增殖速度加快.本实验研究泡球蚴生长变

化与其基本符合,即早期增长相对缓慢,晚期增长较

为迅速,但仍需大样本研究进一步证实.可见在感

染中期(９０d)是免疫过渡期,即为机体免疫应答由

Th１细胞介导的细胞免疫转变为 Th２细胞介导的

体液免疫[１９].由上可知,泡球蚴在感染早期,可能

由于新生血管的不断增加,有营养供应,但是由于

Th１的作用较强,对其生长和转移有抑制作用,故虫

体增长不明显;而在中晚期,Th２作用逐渐变强,宿
主对其抑制作用减弱,虽然新生血管减少,但也能够

维持虫体长期生长,同时肝脏大量分泌的 TGFＧβ１
促进肝纤维化后包裹虫体,有助于泡球蚴免疫逃

逸[２０].
总之,本实验研究表明,小鼠肝泡球蚴感染病程

中,CD３４的表达呈先升高后降低趋势,并且在９０d
时达到峰值,这说明在泡球蚴生长过程中很可能伴

随着血管新生,血管新生可能为其生长重要的机制

之一,同时,MVD可能在泡球蚴病程中起着重要作

用.本研究为临床泡型包虫病的抗血管化治疗奠定

了基础.
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