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免疫血清及补体对体外培养日本

血吸虫童虫的杀伤作用
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提 要

本文报道抗体
、

补体
、

补体加抗体对机械转变日本血吸虫童虫的杀伤作用
,

并比较其杀伤

效率
。
用光学显微镜及扫描电镜观察形态变化

。

结果显示杀伤率为补体加抗体 � 单纯补体 �

单纯抗体
。

除去补体血清中的 �因子
,

杀伤率明显下降
,
说明补体 � ,

旁路途径参与杀伤童虫

的作用
。

童虫孵育于含有补体及抗体的培养基中 ��� 后
,

虫体头背部体棘零乱或消失
,

有些体

被破损及脱皮
。

关镇词 日本血吸虫
,
童虫

,

抗体
,

补体

近年国外学者在血吸虫病的免疫研究中
,

提出血吸虫童虫的表面抗原对宿主的免疫

攻击起着靶子的作用
,

这种靶抗原随着血吸虫的发育而瞒着宿 主隐藏下来
,

逃避了宿主的

免疫反应 �� ��
� �� �
�
〔�� ,

血吸虫童虫是血吸虫发育过程中的一个重要阶段
,

其形态
,

结构
,

生理生态既不同于幼虫期
,

也有别于成虫
。

因此
,

对童虫的研究 日益受到重视
。

体外培养

技术的飞跃发展为研究童虫的生理
,

免疫等提供了重要的实验手段
。

了解宿主免疫因素

对童虫的作用
,

对血吸虫病的免疫预防及疾病的控制都有一定的意义
。

本文报道抗虫抗体及补体对机械转变 日本血吸虫童虫在体外培养的杀伤作用
,

应用

光镜及扫描电镜观察其作用的结果
。

材 料 与 方 法

�一 � 童虫的制备 从人工感染 日本血吸虫的阳性钉螺 逸 放 尾 蜘
。

按 ��
�
比切 的

机械断尾法
,

将断尾童虫经 �� �� 
’�
液洗涤 �一 , 次

,

再用培养基将童 虫 密 度 调 节 至

� � � �一� � � � 条 � � �
。

�二 � 培养签的配制 用双蒸水配制 � �� �一 �� � � 培养液
,

加人 �� 关 灭活正常兔血

清
,

抽滤除菌
,

置 �℃ 冰箱中
,

用前加青霉素 � �� 拼� � � �和链霉素 � �� 严� � ��
,

用碳酸氢钠

调 � � 值至 �
�

� 。 用于配制童虫悬液
。

�三� 血清来源 分别用 �� �一 � �� �条日本血吸虫尾坳感染 � 只家兔
, � 周后收集血

国家 自然科学基金资助
�

� , ��二年 � 月 � 日收到
�
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清
,

制成混合抗血清
。

部分血清经 �� ℃
,

�� � �� 灭活
。

从豚鼠心脏取血
,

常规分离血清
,

部分血清在 �� ℃ 水浴中灭活 � � � �� 去补体 � 另一

部分血清经 �� ℃ 水浴 �� � �� 去 � 因子
。

�四 � 培养方法 用 �� 孔单克隆板培养童虫
,

置于 � �℃
,

� 多 � � 培养箱内孵育 ��

后
,

分别加不同稀释度的抗血清
,

补体
,

灭活补体
,

去 � 因子血清和抗体加补体
。

�五� 观察方法 培养 �
、

� �
、

� �
、

� �
、

� �
、

� � � 后用 � ��� � � � 倒置显微镜观察童虫的

活动情况
。

用 �
�

�多 甲基蓝染色鉴别童虫死活并计算其死亡率
。

另取培养 � �� 的童虫
,

用 �
�

�务 戊二醛固定 ��
,

用磷酸缓冲液洗 � 次
, �务饿酸固定 ��

,

经分级酒精脱水
,

用

乙酸异戊醋取代
,

导电胶固定样品
, � � � 临界点干燥

,

真空喷镀仪喷金
,

��� 扫描电镜观

察
。

结 果

�一� 光镜观察

�
�

免痊血清
、

灭活免疫血清对体外培养童虫的影响 童虫在新鲜免疫血清中培 养 至

���
,

虫体运动缓慢
,

并见到死亡虫体
,

其死亡率随时间延长而急剧上升
。

灭活免疫血清

的培养基巾童虫死亡率减少
。

正常对照组中�灭活正常血清 � 培养的童虫活动良好
,

死亡

率极少�图 ��
。

��
�

��别��
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图 � 不同成份血清对童虫的杀伤作用

� � �
�

�

�

—
� 免疫血清 � � � � � �

� � �� � � � � � � � �� � �  � �亡� � � � �  � � � � � � � � � ��

� △

—
△灭活免疫血清 � � � � � � � � � � � � � � � �  ! � �  � �

� 一 口 灭活正常血清 � � �  � � � � �� � � � � � � � 。 � � � �

�
�

补体对体外培并童虫的作用 童虫在含补体的培养基中孵育 � � 后
,

虫体表面出现

泡状物
,

活动缓慢
,

至 � � � 虫体明显皱缩
,

体表可见不透明颗粒
,

在高浓度补体的培养基中

培养 � ��
,

绝大部分虫体死亡 �表 � �
。

而灭活补体培养中的童虫至 �肠 无明显改变
,

虫体

透明
,

活动良好
。

去 � 因子补体血清的培养基中童虫死亡率高于灭活补体
。

�
�

免痊血清加补体对童虫的杀伤作用 在加有免疫血清及补体的培养中的童虫
,

��
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农 � , 虫在不同浓度补体及去补体
、

去 �
一

因子血清培养 �� � 死亡率的比较
�

� � �
�

� � � � � � � �� �  � � � � � �� � � � � � � � � � 五��� � � � � � �� �� � � � �� �� �� �� � � � � ��

� � �� � ���� � � � ��� � � � � � �� � � � � � �� � � � � � � � � � �� � � � � � � �� � � �

童虫悬液与
血清的比例

� � �� � � �

� � �� � � � � � �
� � � � �� � � � � � � � ·

�� � � �� �  �

带补体血清
�� � � � � ��� � � � ��� � � � � �

去补休血清
� � � 一 � � � ��� � � � �

去 � 一因子血清
� � � 一 � 一 � � � � � �
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后
,

虫体表面 出现饱状物
,

活动明显减弱
,

16 h 后
,

虫体大部分不动
,

发生皱缩
,

至 48 h 大部

虫体已死亡 (表 2)
。
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图 2 对照组机械转变日本血吸虫孵育在培养基中
.
其体表结构正常

,

体棘排列整齐
.
X 3 0。。

F ig
.
2 M
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(二) 扫描电镜观察

在灭活正常血清培养基中的童虫孵育至 72h 后
,

其体表体棘排列整齐
,

体棘均指向虫

体后方
,

且见到体棘密集
,

虫体结构正常 (图 2)
。

而在含补体加免疫血清培养基中孵育

72 h 的童虫
,

表面出现泡状突起
,

体棘排列零乱或消失
,

童虫体表损伤明显
,

有些虫体体壁

破损和剥脱
,

以头部最为显著(图 3
,

4
)o

图 3 在含有抗体及补体的培养基中孵育 72 小时后
, 可见童虫体表出现泡状突

起(箭头)
,
体棘零乱或消失

.
火 3 。。。

F ig
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、
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讨 论

通过体外培养
,

可观察宿主免疫因素在体外对血吸虫童虫的杀伤作用
。

国外 学 者

在曼氏血吸虫的研究中积累了较丰富的资料
,

其中包括体液免疫及细胞免疫 因 素 的 作

用”一峪]。 本研究观察了体液免疫因素在体外对 日本血吸虫童虫的杀伤作用
,

比较了抗体
、

补体以及补体加抗体对童虫的杀伤效率
。

孵育于新鲜免疫血清培养基的童虫
,

当童虫悬

液与免疫血清比例为 1:l
、
1 : 2

、

1
:
9 时

,

至 96 h 其死亡率分别为 58
.
3 、 5 8

.

5
、
7 7

.

3 多; 而在灭

活正常血清培养基中 96h 死亡率仅为 10 肠
。

说明免疫血清对童虫有一定杀伤作用
,

其杀

伤效应随作用时间的延长及抗体浓度而增加
。

Cl
e
g g 等首次证明曼氏血吸虫童虫用免疫

恒河猴血清孵育 4天可致死亡
,

并指出血清致死因子是 Ig G 抗体
,

且其活力是依赖新鲜

血清中的热不稳定因子
,

可能是补体系统
。

从图 1揭示孵育于灭活免疫血清中的童虫至

% h
,

其死亡率为 27
.
6多

。

说明杀虫物质不单是抗体的作用
。

童虫孵育于新鲜豚鼠血清培养基中(1:1) % h
,

死亡率为 86
.
1多

,

而在含灭活补体的

对照组中死亡率为 10
.
6多

。

为了证实补体系统对童虫的杀伤机制
,

利用去 B 因子进行实

验
,

以了解补体作用途径
。

童虫在去 B 因子血清(l:l) 的培养基中 % h
,

死亡率为 34
.
5多

,

显著低于含 B 因子新鲜豚鼠血清培养基
,

由此可见在阻断了 C
3
旁路途径情况下

,

童虫死

亡率明显下降
。

说明补体 C
,

旁路途径在杀伤过程中起重要的作用
。

曼氏血吸虫单纯补

体的杀伤作用大于单纯免疫血清(即抗体)[4]
。

本实验结果与曼氏血吸虫相似
。

显然
,

此

结果均涉及补体经典和旁路途径的激活
。

童虫在抗体加补体的培养基中死亡率最高
,

至 % h 其死亡率为 98
.
1多

。

灭活免疫血

清加人新鲜豚鼠血清时
,

童虫死亡率急剧增加
,

由此可见补体可增强抗体的杀伤效应
。

童虫在抗体加补体的血清培养中
,

异常的形态学变化也表明了抗体及补体对童虫的

损伤作用
。 ,

光镜下见到童虫在补体作用后
,

虫体表面 出现泡状物
,

继而虫体皱缩
,

活动减

弱
,

以上现象在热灭活血清中未出现
。

电镜观察表明抗体与补体的协同作用下
,

童虫体表

从体棘零乱
、

消失
,

甚至体被及体棘脱落
,

造成童虫皮层的损伤
。

一般认为细胞免疫对曼氏血吸虫的作用大于体液免疫
。

在有抗体存在下
,

嗜酸性粒

细胞对童虫的杀伤作用 (A D C C ) 明显增强 ;补体与嗜酸性粒细胞协同作用也能 增 强 细

胞对童虫的杀伤力山
。

本实验结果表明
,

体液免疫因素在体外对 日本血吸虫童虫有杀伤

作用
,

其杀伤能力依次为补体加抗体> 补体> 抗体
。

推测补体和抗体分别经童虫表面 C
3

受体及 lg G F 。 段受体结合到童虫表面
,

由抗体激活补体
,

或 C
3
旁路激活补体

。
可能补

体系统激活后
,

或抗体的作用使童虫体表溶解
,

破溃而导致童虫死亡
。
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