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摘　要:目的　观察ILＧ２５在旋毛虫ES抗原刺激小鼠小肠中的影响.方法　３０只 BALB/c小鼠随机分为３组:空白对

照组、旋毛虫排泄Ｇ分泌(ES)抗原刺激组与ILＧ２５阻断组.空白对照组小鼠腹腔注射 PBS;ES抗原刺激组小鼠腹腔注射旋毛

虫ES抗原,每天１次,连续７d;ILＧ２５阻断组小鼠腹腔注射抗鼠的ILＧ２５单克隆抗体３d后,给予腹腔注射旋毛虫 ES抗原.

采用酶联免疫吸附法试验检测小鼠小肠组织匀浆ILＧ２５、ILＧ１３、ILＧ４、ILＧ５及ILＧ３３水平变化,HE染色镜下观察小肠病理变化

以及用阿尔新蓝Ｇ核固红染色观察小肠杯状细胞数量变化情况.结果　与空白对照组比较,ES抗原刺激组小鼠小肠组织匀浆

ILＧ２５(t＝４．６７５,P＜０．０５)、ILＧ１３(t＝５．３９２,P＜０．０５)、ILＧ４(t＝４．２７５,P＜０．０５)、ILＧ５(t＝４．６７５,P＜０．０５)、ILＧ３３(t＝４．６４４,P
＜０．０５)含量有升高,差异均有统计学意义.与 ES抗原刺激组比较,ILＧ２５阻断组小鼠小肠组织ILＧ２５(t＝２．８２１,P＜０．０５)、

ILＧ１３(t＝２３４４,P＜０．０５)、ILＧ４(t＝２．６４７,P＜０．０５)、ILＧ５(t＝３．２６８,P＜０．０５)、ILＧ３３(t＝２．７８０,P＜０．０５)含量降低,差异均有

统计学意义.结论　旋毛虫ES抗原刺激小鼠小肠黏膜可能经ILＧ２５/ILC２途径产生免疫作用.
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EffectsofILＧ２５inthesmallintestineinmicestimulatedwith
TrichinellaspiralisESantigen
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Abstract:ThisstudyaimedtoobservetheeffectsofILＧ２５inthesmallintestineinmicestimulatedwithTrichinellaspiraＧ
lisESantigen．Atotalof３０BALB/cmicewererandomlydividedintothreegroups:controlgroup,ESantigenstimulation

groupandILＧ２５blockinggroup．ThemiceinthecontrolgroupwereinjectedintraperitoneallywithPBS;themiceintheESanＧ
tigenstimulationgroupwereinjectedintraperitoneallywithESantigenonceperdayfor７consecutivedays;andthemiceinthe
ILＧ２５blockinggroupwereinjectedintraperitoneallyfirstwithantiＧmouseILＧ２５monoclonalantibodyand３dayslaterwithES
antigen．EnzymeＧlinkedimmunosorbentassayswereusedtodetectthechangesinthelevelsofILＧ２５,ILＧ１３,ILＧ４,ILＧ５andILＧ
３３inthemousesmallintestinetissuehomogenate．ThepathologicalchangesofthesmallintestinewereobservedwithHEstaiＧ
ningunderamicroscope;inaddition,AlcianBlueＧNuclearfastredstainingwasusedtoobservetheexpressionofsmallintestiＧ
nalgobletcells．Comparedwiththoseincontrolgroup,thelevelsofILＧ２５(t＝４．６７５,P＜０．０５),ILＧ１３(t＝５．３９２,P＜０．０５),

ILＧ４(t＝４．２７５,P＜０．０５),ILＧ５(t＝４．６７５,P＜０．０５)andILＧ３３(t＝４．６４４,P＜０．０５)inthesmallintestinaltissuehomogeＧ
nateofmiceintheESantigenstimulationgroupwerehigher．ComparedwiththoesESantigenstimulationgroup,thelevelof
ILＧ２５(t＝２．８２１,P＜０．０５),ILＧ１３(t＝２．３４４,P＜０．０５),ILＧ４(t＝２．６４７,P＜０．０５),ILＧ５(t＝３．２６８,P＜０．０５)andILＧ３３(t
＝２．７８０,P＜０．０５)inthesmallintestineofmiceinILＧ２５blockinggroupwerelower．TrichinellaspiralisESantigenstimulates
themucosaofthesmallintestineofmicetoproduceimmuneeffectsthroughtheILＧ２５/ILC２pathway．
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　　旋毛虫是一种可引起人兽共患病的组织线虫,
是最大的细胞内寄生线虫[１].旋毛虫病的临床症状

复杂多样,表现为:恶心、呕吐、发热、腹泻等,病原诊

断比较困难.宿主被感染的过程中虫体可产生各类

抗原,其中排泄分泌(ExcretoryＧsecretory,ES)抗

原,直接暴露于宿主免疫系统,是诱导宿主产生免疫

应答反应的主要靶抗原[２].而簇细胞作为一种占比

较小的肠上皮细胞,在识别和响应寄生虫感染的过

程中起着重要作用[３].研究表明簇细胞能接收寄生

虫感染信号,并释放细胞因子ILＧ２５触发II型天然

免疫反应,最终促进寄生虫驱逐出体内,将不利于寄

生虫感染.
本实验通过旋毛虫肌幼虫 ES抗原作用于健康

小鼠小肠,观察ILＧ２５对旋毛虫ES抗原刺激小鼠小

肠一些相关细胞因子的表达情况.应用 HE染色观

察小鼠小肠病理变化,阿尔新蓝Ｇ核固红染色观察小

鼠小肠杯状细胞表达情况以及用酶联免疫吸附试验

检测小肠组织匀浆中ILＧ２５、ILＧ１３、ILＧ４、ILＧ５及ILＧ
３３的含量变化.探究旋毛虫与宿主天然免疫系统

相互作用的机制,为临床旋毛虫病的防治和了解旋

毛虫对宿主的感染机制提供新的思路.

１　材料与方法

１．１　虫种　本研究中所用的旋毛虫从黑龙江省动

物源性人兽共患病重点实验室所获得[４],保种在昆

明小鼠体内.

１．２　实验动物　SPF级６~８周龄雌性BALB/c小

鼠,体重为１８~２２g,共３０只.均由新疆医科大学

动物实验中心提供,生产许可证号:SCXK(新)２０１６Ｇ
０００３,使用许可证:SYXK(新)２０１６Ｇ０００２.

１．３　主要试剂和仪器　小鼠ILＧ２５、ILＧ１３、ILＧ４、ILＧ
５及ILＧ３３检测试剂盒均购自上海将来实业股份有

限公司,二喹啉甲酸(BCA)蛋白定量试剂盒购自索

莱宝公司.切片机(德国徕卡公司),包埋机(常州中

威电子仪器有限公司),组织脱水机(武汉天之瑞医

疗科技有限公司),摊片烤片机(上海精密仪器仪表

有限公司).

１．４　旋毛虫ES抗原的制备[５]　取本实验室保种的

旋毛虫小鼠,经口感染４００条肌幼虫的昆明小鼠,４５
d后剖杀,经人工胃液消化法获得旋毛虫肌幼虫,贝
尔曼氏装置收集肌幼虫.收集的虫体用含双抗的灭

菌生理盐水清洗５次,加入到１６４０培养基中,密度

为５０００条/mL,３７℃５％ CO２ 培养４８h.收集培

养液离心后将上清液装入透析袋中透析,然后用

PEG２００００浓缩,所得 ES抗原经０．２２μm 滤器过

滤后应用 SDSＧPAGE 进行检测,并测定蛋白含量,
保存于－２０℃备用.

１．５　动物实验分组[６]及取材　３０只BALB/c小鼠

随机分为３组:空白对照组、旋毛虫排泄Ｇ分泌(ES)
抗原刺激组与ILＧ２５阻断组.空白对照组小鼠腹腔

注射PBS;ES抗原刺激组小鼠腹腔注射旋毛虫 ES
抗原;ILＧ２５阻断组小鼠腹腔注射抗鼠的ILＧ２５单克

隆抗体,３d后,给予腹腔注射旋毛虫ES抗原,每天

１次,连续７d.各组小鼠于末次注射后禁食１２h
(自由饮水)后处死小鼠,沿腹中线切开,暴露小鼠小

肠,取小肠清洗,一部分用４％多聚甲醛固定,另一

部分冻存于－８０℃.

１．６　HE染色及阿尔新蓝Ｇ核固红染色[７]观察　分

离小肠,采集标本,取约２cm 的小肠组织,４％多聚

甲醛固定、常规脱水,包埋切片后,分别进行 HE 染

色和阿尔新蓝Ｇ核固红染色,在显微镜下观察小肠组

织变化情况.

１．７　ES抗原对小鼠小肠组织匀浆细胞因子的影响

　取小鼠小肠冻存组织１g左右,用液氮研磨,再低

温３０００r/min、１０min离心,取上清分装冻存于－
２０℃冰箱.按试剂盒要求检测小肠组织中ILＧ２５、

ILＧ１３、ILＧ４、ILＧ５及ILＧ３３含量.

１．８　统计学处理　数据分析采用SPSS２２．０软件,
计量资料用均数±标准差(x±s)表示.多组间样

本比较采用单因素方差分析(ANOVA),方差齐时

采用LSD法进行两两比较,以P＜０．０５表示差异有

统计学意义.

２　结　果

２．１　旋毛虫 ES抗原的制备　将收集的肌幼虫在

１６４０培养基中培养,获取旋毛虫 ES 抗原,所得培

养液经透析、浓缩、过滤并测定蛋白含量后,应用

SDSＧPAGE 检测 ES抗原的制备和收集情况,结果

显示目的蛋白条带主要位于３５~５３kD (图１),表
明制备的 ES抗原质量较好.

注:M 为蛋白分子质量标准;１为ES抗原.

图１　旋毛虫ES抗原的SDSＧPAGE分析

Fig．１　SDSＧPAGEanalysisofESantigen
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２．２　小鼠小肠组织病理学观察结果　显微镜下观

察,对照组小鼠小肠组织结构清晰正常,小肠绒毛无

肿胀排列整齐;与空白对照组相比,ES抗原刺激组

小肠绒毛出现明显水肿现象,固有层水肿较轻;与空

白对照组比较,ILＧ２５阻断组小肠绒毛有轻微的水

肿现象,排列较整齐(图２).

注:A为空白对照组;B为ES抗原刺激组;C为ILＧ２５阻断组.

图２　小鼠小肠HE染色(HE,×２００)

Fig．２　HEstainingofmousesmallintestine(HE,×２００)

２．３　旋毛虫ES抗原刺激小肠杯状细胞的变化　小

鼠小肠经阿尔新蓝染色显微镜下观察,与空白对照

组相比,ES抗原刺激组中酸性粘液较多,杯状细胞

数量增多,且细胞体积变大;与 ES抗原刺激组相

比,ILＧ２５阻断组中酸性粘液较少,杯状细胞数量减

少,且细胞体积相对变小(图３、图４).

注:A为空白对照组;B为ES抗原刺激组;C为ILＧ２５阻断组.

图３　小鼠小肠阿尔新蓝Ｇ核固红染色,小肠杯状细胞呈蓝色(×４００)

Fig．３　MousesmallintestineAlcianblueＧnuclearfastredstaining;smallintestinalgobletcellsareblue(×４００)

注:A为各组小鼠小肠杯状细胞数量的对比;B为各组小鼠小肠杯状细胞肥大的量化.①与空白对照组比较,P＜０．０５;

②与ES抗原刺激组相比,P＜０．０５.

图４　各组小鼠小肠杯状细胞表达情况

Fig．４　Expressionofgobletcellsinthesmallintestineinmiceineachgroup
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２．４　ES抗原对小鼠小肠组织细胞因子水平的影响

与空白对照组比较,ES抗原刺激组小鼠小肠组织匀

浆ILＧ２５(t＝４．６７５,P＜０．０５)、ILＧ１３(t＝５．３９２,P
＜０．０５)、ILＧ４(t＝４．２７５,P＜０．０５)、ILＧ５(t＝４．６７５,

P＜０．０５)、ILＧ３３(t＝４．６４４,P＜０．０５)含量升高,差
异均有统计学意义.与 ES抗原刺激组比较,ILＧ２５
阻断组小鼠小肠组织ILＧ２５(t＝２．８２１,P＜０．０５)、

ILＧ１３(t＝２．３４４,P＜０．０５)、ILＧ４(t＝２．６４７,P＜
００５)、ILＧ５(t＝３．２６８,P＜０．０５)、ILＧ３３(t＝２．７８０,

P＜００５)含量降低,差异均有统计学意义,见图５
和表１.

注:①与空白对照组比较,P＜０．０５;②与ES抗原刺激组相比,P

＜０．０５.

图５　各组小鼠小肠组织细胞因子含量表达情况

Fig．５　Expressionofcytokinesinthesmallintestinetissue
ineachgroupofmice

表１　ES抗原对小鼠小肠组织细胞因子的影响

Tab．１　EffectsofESantigenoncytokinesinmousesmallintestinetissue

单位:pg/mL

组别 ILＧ４ ILＧ５ ILＧ２５ ILＧ３３ ILＧ１３

空白对照组 ３８．７３±１３．２９ ６．９４±１．０４ ３７．９１±６．５３ ３５．１４±１１．２８ １１．９２±１．３０

ES抗原刺激组 ６１．１７±９．９５① ８．６４±０．４９① ５５．４２±９．８８① ５７．８４±１０．５７① １５．６２±１．７４①

ILＧ２５阻断组 ５０．４７±８．０３② ７．９３±０．４８② ４５．９９±３．７４② ４６．９６±６．４５② １３．７６±１．８０②

　　注:①与空白组比较,P＜０．０５;②与ES抗原刺激组比较,P＜０．０５.

３　讨　论

旋毛虫在宿主体内的不同发育时期,均可以通

过ES抗原与宿主免疫系统相互作用[８].由于肌幼

虫期是旋毛虫主要的致病时期,并且肌幼虫排泄分

泌抗原较易制备,因此本实验选择旋毛虫肌幼虫 ES
抗原来探究ILＧ２５对旋毛虫 ES抗原刺激宿主小肠

的影响.

２型固有淋巴细胞(group２innatelymphoid
cell,ILC２s)是一类不表达普通谱系标记物的表面

标记物并分泌２型细胞因子(包括ILＧ４,ILＧ５和ILＧ
１３)的天然淋巴细胞[９].本实验用酶联免疫吸附实

验检测小鼠小肠组织匀浆中的ILＧ４、ILＧ５和ILＧ１３,
发现与对照组相比,用旋毛虫ES抗原刺激组中ILＧ
４、ILＧ５和ILＧ１３含量升高,说明在旋毛虫 ES抗原

刺激小鼠小肠中可能激活了部分ILC２.其实ILC２
作为固有免疫细胞的一员,激活后在肠道免疫中发

挥着至关重要的作用,通过表达ILＧ５来调节其他免

疫效应细胞发挥功能,如嗜酸性粒细胞、巨噬细胞

等[１０],还可产生ILＧ１３来刺激杯状细胞分泌粘液,
有助于宿主肠道排出寄生虫,防止肠道被寄生虫

感染.

ILC２s作为２型淋巴反应的重要参与细胞,其
与簇细胞之间的信号通路调节在寄生虫肠道感染中

备受关注.例如,Christoph等人发现巴西日圆线虫

和螺旋线虫感染后均能触发肠道中II型天然免疫

反应:簇细胞被寄生虫信号激活,释放ILＧ２５,作用

到ILC２上,使得ILC２细胞数量增加并且释放ILＧ
１３,ILＧ１３作用于干细胞,促使其分化成更多的簇细

胞和杯状细胞,从而使免疫反应逐级增强,最终达到

清除寄生虫的目的[１１].本实验用旋毛虫ES抗原刺

激小鼠小肠,发现模型组小鼠小肠中ILＧ２５和ILＧ１３
的含量升高,提示旋毛虫 ES抗原可能激活簇状细

胞上旋毛虫的信号源,从而使其释放ILＧ２５和ILＧ
１３.而且,我们用阿尔新蓝Ｇ核固红染色观察到经旋

毛虫ES抗原刺激的小鼠小肠切片,酸性粘液较多,
杯状细胞数量增加,细胞体积变大;当ILＧ２５阻断组

的小鼠小肠杯状细胞无明显变化,说明抑制ILＧ２５
可能会抑制ILC２,导致ILＧ２５和ILＧ１３的含量相对

较低.

ILＧ３３是一种组织来源的核细胞因子,在过敏

和蠕虫感染时可促进２型免疫反应.暴露于迁徙的

寄生线虫或鼻腔内应用甲壳素(寄生虫表皮的主要

０５２ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２２,３８(３)



物质),会触发肠道中ILＧ３３的转录或释放[１２].研

究表明,缺乏ILＧ３３或ILＧ３３受体ST２的小鼠在松

材线虫(Strongyloidesvenezuelensis)、巴西日圆线

虫(Nippostrongylusbrasiliensis)和多形螺旋线虫

(Heligmosomoidespolygyrus)中表现出更高的肠

道寄生虫负荷,从而确立了ILＧ３３在宿主防御中的

中心作用.在任何扰动情况下,ILC２的激活都会响

应从环境组织中释放的特定细胞因子,ILC２对细胞

因子ILＧ２５和ILＧ３３作出反应[１３].有研究表明ILＧ
３３诱导ILC２中的 GATA３受体,再表达ILＧ５和

ILＧ１３刺激 Th２的相关免疫.本实验研究的旋毛虫

ES抗原刺激的小鼠小肠组织中ILＧ３３表达含量较

高,说明旋毛虫 ES抗原刺激小鼠小肠可能会作用

于ILC２中,从而诱导相关细胞因子和酸性粘液增

加,使旋毛虫排出宿主肠道组织.本实验中 ES抗

原刺激组、ILＧ２５阻断组数据显示,ILＧ２５可影响小

肠组织中ILＧ２５、ILＧ１３、ILＧ４、ILＧ５及ILＧ３３含量,提
示旋毛虫ES抗原可能激活簇状细胞,从而释放ILＧ
２５作用到ILC２细胞,分泌ILＧ１３和酸性粘液及杯

状细胞,产生免疫反应达到寄生虫排除宿主体内的

目的.
综上,本实验结果证实旋毛虫 ES抗原刺激小

鼠小肠黏膜可能经ILＧ２５/ILC２途径产生免疫作用,
从而促使旋毛虫排出宿主体内.这可能与小肠组织

中ILＧ２５、ILＧ１３、ILＧ４、ILＧ５及ILＧ３３含量升高和小

肠杯状细胞的增加有关.
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