
中国人兽共 患 病 学 报
ChineseJournalofZoonoses

　
２０２０,３６ (６)

DOI:１０．３９６９/j．issn．１００２－２６９４．２０２０．００．０６７ 论　著

结肠小袋纤毛虫滋养体体外成囊条件的筛选和优化

何　凯,闫文朝,孙晨阳,赵立卓,王天奇

国家自然科学基金项目(No．３１７７２７３３)

通讯作者:闫文朝,Email:ywchao１１＠１２６．com;

ORCID:００００Ｇ０００２Ｇ７８９９Ｇ３３８６
作者单位:河南科技大学动物科技学院,洛阳　４７１０２３

摘　要:目的　筛选和优化结肠小袋纤毛虫滋养体体外形成包囊的条件.方法　设定不同动物粪便、孵育液、pH 值、

Ca２＋ 浓度、温度、静置和振荡培养等不同条件,孵育２４h观察其成囊情况.另外,用体外形成的包囊接种给仔猪,验证其感染

性.结果　滋养体在新鲜的正常猪粪便和鸡粪便中,于３７℃、２８℃、１５℃~２０℃和－１１℃~－２℃环境下,均没观察到包囊

形成;在不含小牛血清和淀粉的蒸馏水、生理盐水、PBS溶液以及 DMEM 培养基中孵育,镜检发现在生理盐水(pH６．５)和PBS
中存在大量滋养体和少量早期包囊出现;在pH 值３~５之间的生理盐水中包囊的形成的数量明显增加,２８℃环境下平均成

囊率达到３８．９％,相同pH 值范围的蒸馏水却没发现包囊和滋养体.Ca２＋ 浓度、温度、振荡和静置培养等因素对其体外成囊效

果均没有明显影响.两头仔猪接种包囊后第４d,均在粪便中检出该虫滋养体.结论　在１５℃~２８℃,pH 值３~５的不含小

牛血清和淀粉的生理盐水中是结肠小袋纤毛虫体外成囊的适宜条件.
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Abstract:InordertoscreenandoptimizetheencystationconditionsofBalantioidescolitrophozoitesinvitro,different
conditionsincludinganimalfeces,incubationsolutions,pHvalues,Ca２＋ concentration,temperature,staticandshakingculＧ
turewereassayed,andtheencystationofB．coliwasobservedafterincubating２４hours．Inaddition,pigletswereinoculated
withformedcystsinvitrotoverifytheirinfectivity．Thetrophozoiteswereaddedtofreshnormalpigandchickenfecesat３７
℃,２８℃,１５℃~２０℃and－１１℃~－２℃,respectively．Resultsshowedthattherewerenocystsobservedineachgroup．
Whenincubatingindistilledwater,０．９％ salinesolution,PBSsolution,DMEM medium withoutcalfserumandstarch,the

presenceofnumeroustrophozoitesandfewearlystagecystsinsalinesolution(pH６．５)andPBSwerefoundbymicroscopicexＧ
amination．TheamountofformedcystsincubatedinpH３~５salinesolutionwassignificantlyincreased,withtheaverageenＧ
cystationrateof３８．９％at２８℃．However,nocystsandtrophozoiteswerefoundinthedistilledwaterwiththesamepHrange．
Ca２＋ concentration,temperature,shakingandstaticculturehavenosignificanteffectontheencystationofB．colitrophozoite
invitro．Subsequently,trophozoitesofB．coliweredetectedinthefecesoftwopigletsonthe４thdayafterinoculatingcysts．In
conclusion,thesalinesolutionofpH３~５withoutcalfserumandstarchisasuitableconditionfortheformationofcystsin
vitroat１５℃~２８℃．
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　　结肠小袋纤毛虫(Balantioidescoli,简称小袋

虫)是一种常见的人兽共患寄生性原虫,寄生于人和

猪等宿主的结肠和盲肠,主要引起腹泻[１Ｇ３],偶尔可

以引起人的泌尿生殖道、肺脏等肠外感染[４Ｇ６].结肠

４３４



小袋纤毛虫的发育过程可分为滋养体和包囊２个阶

段,在猪和豚鼠等动物的盲肠和结肠内以滋养体形

式存在,在直肠和排出的新鲜粪便中能发现大量滋

养体和少量包囊,其中随粪便排出的滋养体在体外

干燥等逆环境下,大多滋养体崩解死亡,还有一部分

会形成具有感染活性的包囊[１Ｇ２].宿主直肠内和体

外的逆环境因素能促使小袋虫滋养体形成包囊.
目前小袋虫已经成功建立了滋养体体外人工培

养技术,可以实现持续稳定的体外扩增和传代[７Ｇ９],
但是小袋虫滋养体的体外人工成囊条件尚未报道,
进而阻碍了对小袋虫致病性的研究.既往研究证

实[１０Ｇ１３],四膜虫(Tetrahymenarostrata)、贻贝棘尾

虫(Stylonychiamytilus)和似组毛虫(Histriculus
similis)等纤毛虫在体外干燥、温度骤变、饥饿或缺

乏必要营养物质等不利条件下能形成包囊,当体外

恢复最佳生长培养条件时又会脱囊逸出.因此,本
研究参考其他纤毛虫成囊条件[１０Ｇ１２],通过体外筛选

与优化小袋虫滋养体成囊条件,为研究小袋虫的感

染性和致病性提供重要基础.

１　材料与方法

１．１　虫株　采自洛阳市伊川县某猪场自然发病猪

的新鲜粪便,带回实验室镜检发现大量运动活跃的

滋养体,然后用已报道的改进型 DMEM 培养基于

２８℃恒温箱内进行体外培养扩增和传代[９,１４],镜检

取滋养体密度大的培养物进行后续体外成囊条件筛

选与优化试验.

１．２　试验动物　３０d龄的断奶仔猪３头,购自洛阳

市伊川县某猪场,接种前对其进行连续粪检３d,确
定无结肠小袋纤毛虫滋养体、包囊后,隔离饲养

待用.

１．３　小袋虫滋养体体外成囊试验设计

１．３．１　动物粪便的筛选　采集新鲜的正常猪粪便

和鸡粪便,镜检小袋虫均为阴性.设置８组,１~４
组每组加入５g猪粪便,５~８组每组加入５g鸡粪

便,然后每组加入２０００个滋养体搅拌混匀后,将猪

粪便和鸡粪便的４个组依次置于３７℃温箱、２８℃
温箱、室内(１５ ℃~２０ ℃)和室外(－１１ ℃~－２
℃)环境中,孵育２４h后,粪便直接涂片法在１０倍

物镜下镜检.为避免漏检,需对阴性样品重复制片

镜检３次,未见包囊者方可判为阴性.

１．３．２　孵育液的筛选　选取蒸馏水、０．９％生理盐

水、PBS、DMEM 培养基为孵育液,４种孵育液均不

加小牛血清和淀粉,每种孵育液组设置３个重复,每
个重复溶液体积为１mL,每个重复加入２０００个滋

养体混匀后,置于２８℃恒温箱内孵育２４h后,镜检

是否有包囊形成,并显微测量包囊或滋养体的大小.

１．３．３　Ca２＋ 浓度的筛选　选择蒸馏水和生理盐水

为孵育液,配制０．２mol/LCaCl２ 储存液,参考有关

文献[７],每种孵育液设置０、０．０２、０．０４、０．０６、０．０８、

０．１６mol/L共６个梯度,每个梯度加入２０００个滋

养体,总体积为１mL,混匀置于２８℃恒温箱内孵育

２４h后,镜检Ca２＋ 浓度对小袋虫成囊的影响情况.

１．３．４　pH 值的优化　首先用蒸馏水配制５％(v/v)
醋酸和１０％(m/v)氢氧化钠溶液,用于调节pH 值.
选取蒸馏水和０．９％生理盐水为孵育液,每种孵育液

设置pH 为１Ｇ１０共１０个梯度,每个梯度加入２０００
个滋养体混匀后,置于２８℃恒温箱内孵育２４h后,
镜检并显微测量包囊或滋养体的大小,按照１．４部

分的方法计算成囊率.

１．３．５　温度的优化　选取０．９％生理盐水为孵育

液,用５％醋酸调节pH 至４,设置室外(－１１~－４
℃)、室温(１５~２０℃)、２８℃、３７℃４个孵育温度,
每个温度３个重复,每个重复样品中加入２０００个

滋养体混匀后,分别放置室外、室温、２８ ℃和３７ ℃
温箱孵育２４h后,镜检,观察温度对成囊的影响.

１．３．６　静置和振荡培养的影响　选取０．９％生理盐

水为孵育液,用５％醋酸调节pH 至４,将１mLpH４
的生理盐水加入１．５mL无菌离心管中,然后加入

２０００个滋养体混匀,放入２８ ℃的恒温箱和转速为

１２０r/min的２８℃恒温摇床内孵育２４h后,镜检,
观察静置和振荡培养对成囊的影响.静置和振荡培

养分别设置３个重复.

１．４　小袋虫滋养体成囊率的计算　为评价１．３中

不同条件下小袋虫滋养体成囊效果,参考有关文献

[１４],我们用倍比稀释法来计数包囊数量,然后根据

公式计算小袋虫滋养体成囊率.孵育２４h后,如果

镜检观察到包囊,用微量移液器吸取１００μL混匀的

孵育悬液,用生理盐水１０倍稀释后,取２０μL稀释

悬液滴于在载玻片上,于４倍物镜下计完２０μL稀

释悬液中包囊数量n,然后换算出每毫升孵育悬液

中包囊数量 N＝n×５０×１０.由于上述每个重复或

组中加入的滋养体数量均为２０００,因此,计算成囊

率 A＝(N/２０００)×１００％即可.

１．５　动物接种试验　用无小袋虫断奶仔猪３头,编
号１~３号,１、２号仔猪用导胃管灌服２×１０４ 个体

外成囊的小袋虫包囊悬液,３号仔猪接种生理盐水

作为阴性对照.接种后第３d开始连续粪检１周,
看是否排出小袋虫滋养体或包囊[１５].

１．６　数据处理与分析　试验数据用 EXCEL整理,
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用SPSS１７．０统计软件中的 OneＧwayANOVA 方

法对不同孵育液、Ca２＋ 浓度、pH 值、温度、静置和振

荡培养处理组小袋虫滋养体成囊率进行统计分析,
检验水准α为０．０５或０．０１.

２　结　果

２．１　小袋虫滋养体体外成囊条件的优化结果

２．１．１　动物粪便筛选　将滋养体与猪和鸡的正常

粪便混合孵育２４h后,室温(１５ ℃~２０ ℃)、２８ ℃
和３７℃下均没有发现形成包囊,只在２８℃的猪粪

便中观察到少量滋养体,其他各组中均没发现滋养

体,４８h后,２８℃的猪粪便中也观察不到滋养体.
孵育液筛选试验结果显示,孵育２４h后,蒸馏

水组中既没有观察到包囊,也没看到滋养体;生理盐

水组和 PBS组中看到大量的滋养体和少量的早期

包囊;DMEM 组中观察到大量滋养体,没有包囊形

成(表１).

表１　小袋虫滋养体体外成囊孵育液的筛选结果

Tab．１　ScreeningresultsofincubationsolutionofB．coli
trophozoiteencystedinvitro

组别a 包囊 滋养体 成囊率(％)

蒸馏水(pH６．５) － － ０

０．９％生理盐水(pH６．５) ＋ ＋ １６．４±２．５②

PBS(pH７．２) ＋ ＋ ５．７±１．３①

DMEM(pH７．２) － ＋ ０

　　注:a为４种孵育液不加血清和淀粉;与蒸馏水组相比,

①:成囊率差异有统计学意义(P＜０．０５);②:成囊率差异有

统计学意义(P＜０．０１).

２．１．２　Ca２＋ 浓度筛选　结果显示,含不同Ca２＋ 浓度

的蒸馏水中均没有观察到包囊和滋养体;含不同

Ca２＋ 浓度的生理盐水中能观察到少量早期包囊,不
同Ca２＋ 浓度组的成囊率差异无统计学意义(F＝
０３６９,P＞０．０５)(表２).

２．１．３　pH 值对小袋虫滋养体成囊影响的验证　在

１０个梯度的pH 值的蒸馏水和生理盐水中的滋养

体经过２４h的孵育,镜检结果显示,pH 值在１~１０
的蒸馏水中均没观察到滋养体和包囊;pH 值２~７
的生理盐水中均观察到包囊,其中pH 值３~５的生

理盐水中包囊比例升高(F＝３９．９２６,P＜００１),平
均成囊率高达３３．７％,而pH 值１和８~１０的生理

盐水中观察不到包囊和滋养体(表３).

表２　小袋虫滋养体体外成囊Ca２＋ 浓度筛选结果

Tab．２　Ca２＋ concentrationscreeningresultsofB．coli
trophozoiteencystedinvitro

Ca２＋ 浓度

mol/L

成囊率(％)

蒸馏水b ０．９％生理盐水

０ ０ １４．８±１．９

０．０２ ０ １４．３±１．５

０．０４ ０ １５．３±２．４

０．０６ ０ １５．９±１．８

０．０８ ０ １５．６±２．３

０．１６ ０ １６．４±２．８

　　注:b为在不同Ca２＋ 浓度的蒸馏水中均没观察到滋养体

和包囊.

表３　小袋虫滋养体体外成囊pH值的优化结果

Tab．３　pHoptimizationresultsofB．colitrophozoite
encystedinvitro

pH 值
成囊率(％)

蒸馏水c ０．９％生理盐水

１ ０ ０

２ ０ １７．３±１．５①

３ ０ ３２．３±３．５②

４ ０ ３８．９±４．５②

５ ０ ３４．６±２．８②

６ ０ １６．２±２．２①

７ ０ １２．２±１．３

８ ０ ０

９ ０ ０

１０ ０ ０

　　注:c为在不同pH 值的蒸馏水中均没观察到滋养体和

包囊;与pH７生理盐水组相比,①:成囊率差异有统计学意

义(P＜０．０５);②:成囊率差异有统计学意义(P＜０．０１).

成囊温度优化结果显示,室外(－１１ ℃~－４
℃)、室温(１５℃~２０℃)、２８℃组的成囊率明显高

于３７℃组(F＝６２．１４３,P＜０．０５),而室外(－１１℃
~－４℃)、室温(１５℃~２０℃)、２８℃组间的成囊

率差异无统计学意义(P＞０．０５)(图１).说明１５℃
~２８℃是小袋虫滋养体成囊的适宜温度.

另外,静置孵育和振荡孵育均有包囊形成,但二

者的成囊率差异无统计学意义(P＞０．０５),说明溶

液中的氧含量对小袋虫的成囊影响不明显.

２．２　体外成囊的显微镜观察结果　在不加小牛血

清和淀粉的pH２~７的生理盐水中,小袋虫滋养体

６３４ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２０,３６(６)



注:体外:－１１℃~－４℃;室温:１５℃~２０℃;与２８℃组相比,

∗:成囊率有统计学差异(P＜０．０５).

图１　小袋虫滋养体体外成囊温度的优化结果

Fig．１　TemperatureoptimizationresultsofB．colitrophoＧ
zoiteencystedinvirto

形成的包囊主要有两种,一种呈球形褐色,壁明显、
光滑无纤毛,静止不运动的成熟包囊,大小为４８．９

μm~６０．３μm,相对于滋养体,体积缩小;另一种是

内含淀粉颗粒、颜色较浅、壁较薄的球形早期包囊,
大小为５３．５μm~８５．８μm,相对于成熟包囊,体积

较大(图２).而在改进型 DMEM 培养基中培养的

滋养体多呈不对称的卵圆形,前端稍尖,有一明显胞

口,后端钝圆,也有其他形状,大小为(３２．４~１３０．６)

μm×(２３．５~１２１．３)μm;周围布满不停摆动的纤毛,
带动滋养体做旋转向前运动;内部存在大量淀粉颗

粒和大核等结构,与前面两种包囊形态结构和大小

上明显不同.

注:图片中刻度尺代表５０μm(２００倍)

图２　pH值３~５的生理盐水中小袋虫滋养体(A)、早期

包囊(B)和成熟包囊(C~F)

Fig．２　DifferentstageofB．coliinsalinesolutionwithpH
３~５:trophozoitestage(A);earlystagecyst(B);

maturestagecyst(C~F)．Bar＝５０μm(２００×)

２．３　动物接种试验结果　在接种后第４d,开始在１

号和２号仔猪的性状变稀的粪便中发现少量滋养体

(图３),没有发现包囊,一直持续到试验结束.在整

个试验过程中,作为对照的３号仔猪没有排出滋养

体与包囊.说明体外形成的包囊具有感染活性.

图３　接种包囊的仔猪排出小袋虫滋养体(２００倍)

Fig．３　TrophozoitesofB．coliinfecesofpigletsinoculated
withcysts(２００×)

３　讨　论

小袋虫病是一种食源性人兽共患寄生虫病,也
是猪场最常见的寄生虫病之一,是断奶仔猪腹泻的

常见病因,严重影响断奶仔猪的成活率和生长速度,
给猪场带来巨大的经济损失[１４Ｇ１７].小袋虫病对动物

的致病性主要是根据猪场自然感染病例临床观察的

初步结果,由于目前小袋虫滋养体体外人工成囊尚

未实现,不能获取大量感染性包囊用于动物感染试

验,导致对小袋虫的感染性和致病性的理解比较模

糊.本研究通过不同动物粪便、不含血清和淀粉的

孵育液、钙离子浓度、pH 值、温度、氧含量等条件的

筛选和优化,最终发现,不含血清和淀粉的pH 值为

３~５的０．９％生理盐水与小袋虫滋养体在１５℃~
２８℃孵育,可形成大量的包囊,这些结果对进一步

研究小袋虫感染性和致病性提供有效途径.
大多数纤毛虫遇到饥饿、温度骤变、湿度变化、

虫体密度过高、代谢产物浓度过高、钙离子浓度、酸
碱度和氧含量变化等不利因素,会形成休眠性包囊,
其中饥饿和温度变化被认为是纤毛虫成囊的主要原

因[１３,１８].在包囊形成过程中,要经历细胞内大量水

分流失,细胞皮层的纤毛器、毛基体和微管结构会全

部或部分被吸收,细胞质团缩化和核物质浓缩,细胞

合成和分泌一些物质形成包囊壁,最后形成球形包

囊,其最明显的一个变化就是体积缩小大约６０％~
８０％[１８].据报道,将包囊游仆虫(EuplotesencystiＧ
cus)接入食物耗尽的培养液中,在不提供食物的情

况下１~２h后即可形成包囊[１３].生活在土壤中的

僧帽肾形虫(Colpodacucullus)夜间在土壤湿润时
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正常活动,白天在地表露水干涸前形成包囊[１９].在

饥饿状态下,四膜虫(Tetrahymenarostrata)在１８
℃~２５℃成囊达到高峰,１０℃时,成囊效率开始下

降,５℃时成囊停止[１０].营寄生生活的多子小瓜虫

在鱼皮肤和鳃上是以滋养体形式存在,离开鱼体在

水中是包囊形式存在[１３].会造成人类感染的棘阿

米巴(Acanthamoeba)遭受营养缺乏或渗透压力时,
也会启动分化过程形成包囊,使其能够在恶劣的条

件下生存,并抵抗消毒药物的杀伤[２１].寄生于人、
猪和豚鼠等宿主的盲肠和结肠内小袋虫以滋养体形

式存在,而到直肠和体外会形成休眠性包囊,是其自

我保护的一种生存策略,有利于小袋虫在动物和人

群中的传播和存在[１Ｇ２,１３].
本研究发现,在小袋虫滋养体转化为包囊过程

中,饥饿环境和pH 值是影响小袋虫成囊的主要因

素.小袋虫滋养体在不含血清和淀粉的接近中性的

生理盐水中孵育能形成少量的早期包囊,当改变孵

育液生理盐水的pH 值为３~５时,成囊率明显提

高,并且可以看到典型的成熟包囊.但是过高或过

低的pH 值的孵育环境会快速将滋养体杀死而来不

及形成包囊.研究发现[９],改进型 DMEM 培养基

pH 在６．５~７．４小袋虫滋养体生长良好,但是pH
值低于６或高于８时,滋养体数量和活性明显下降,
逐渐崩解消失,却不会形成包囊.其原因可能是:虽
然DMEM 培养液的pH 值低于６或高于８不利于

滋养体生长,但是培养体系中依然有小牛血清、淀粉

和其他营养成分,不是一个饥饿环境,使滋养体也不

能形成包囊.而不含血清和淀粉的生理盐水仅仅维

持一个正常的渗透压,可以营造一个饥饿环境,再加

上pH 值为３~５的不利环境,更有利于滋养体形成

包囊.在pH 值低于２和高于８的不含血清和淀粉

的生理盐水中滋养体也不能形成包囊,其原因可能

是孵育体系酸碱度过高或过低,快速将滋养体杀死

而来不及形成包囊.Fouque等[２２]通过调节培养基

中 KCl浓度研究渗透压对哈曼属(Hartmannella)
阿米巴虫的成囊机制的影响时,镜下观察发现若孵

育环境缺乏 KCl,细胞会发生膨胀并最终被溶解,当

KCl浓度达到０．５mol/L时,细胞会严重收缩,从而

抑制了包囊的形成.说明渗透压也是影响包囊形成

的重要的因素.另外,本研究用相同pH 值范围的

蒸馏水与小袋虫滋养体共孵育,不仅不能形成包囊,
而且也看不到滋养体.更加证实了低渗环境不利于

滋养体的存活和形成包囊.
在本研究中发现,环境温度、钙离子浓度和氧含

量的变化对小袋虫成囊没有明显影响,其中温度的

改变却是大部分纤毛虫形成包囊的主要原因[１３,１８].
另外,我们在小袋虫滋养体体外培养过程中发现,长
期不更换培养液,使培养液“老化”,不会形成包囊,
反而滋养体逐渐崩解死亡.总之,这些与其他相关

纤毛虫的成囊条件不一致[１８Ｇ２０],可能与纤毛虫的种

类不同有关,具体原因有待进一步研究.
小袋虫滋养体体外人工成囊是否成功的２个标

志是:是否具有包囊的典型特征;形成的包囊是否具

有感染活性[１５,２１].为检验本研究体外形成包囊的

感染性,本研究将体外形成的包囊悬液接种给断奶

仔猪,从接种的两头仔猪粪便均检测到小袋虫滋养

体,说明本研究体外形成的小袋虫包囊具有感染活

性.成功实现小袋虫体外人工成囊试验将为进一步

研究小袋虫不同分离株的感染性和致病性提供有效

途径.
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