
第 �� 卷 第 � 期

� � � � 年 � � 月

水 生 生 物 学 报
� �� � � �� � � � �� � � � �� � � �� ��  

� ��
�

� �
,

� �
�

�

� � �
� ,

� �  �

营养因素对日本血吸虫毛蜘人工转变

母胞蜘及体外培养的影响
�

梅柏松 周述龙
�湖北医学院寄生虫学教研室 血吸虫病研究室

,

武汉�

提 要

本文报道了 � 种培养基
、
� 种血清

、

不同浓度的半乳塘
、

二琉基苏糖醇及部分三梭酸循环

中间产物对日本血吸虫毛蜘体外转变为母胞蜘及其存活的影响
。

发现稀释一倍的 � �� � � � � �

加 �� 肠 兔血清为较适宜的培养基
。

上述添加剂对毛勤转变和母胞勤存活均无有益作用
,

其中

柠檬酸可显著抑制毛蜘的转变
。

文中描述了毛勤在体外转变成母胞蜘的过程
,

对血吸虫的糖

代谢途径进行了讨论
。

关镇词 日本血吸虫
,

毛勤
,

母胞勤
,

体外培养

体外培养方 法是研究血吸虫的重要手段
,

对寄生于钉 螺体内的幼虫期更是 如此
。

但

值得注意的是
,

血吸虫童虫至成虫的体外培养研究已取得了较大的进展 ��, �� 
,

而幼虫期体

外培养的研究却仍然进展缓慢�� !
。

国外 自 � � � � 年就开始曼氏血吸虫幼虫体外培养的研

究呱切
。

目前
,

在曼氏血吸虫
,

毛蝴可在体外转变成母胞蜘并存活 � 周
,

见胚球 发育�� , �子

胞蜘在体外可产生第二代子胞蜘 �� , � �一 � 期的尾勤胚胎在体外可发 育成不完全正常的 �

期尾蜘
��� 。

在日本血吸虫
,

仅对毛蝴体外转变和母胞蜘的培养作过一些探索
,

毛蝴可在体

外转变为母胞蜘并存活 � � 天
,

达胚球发育阶段
〔, , , 。 � �� �� � ��� � �

��� ,
曾报道曼氏血吸虫

毛蝴可在体外培养至尾蜘
,

但因其结果无重现性而未得公认
〔�� 。

国内迄今尚未见血吸虫

幼 虫期体外培养的报道
。

,

我室对 日本血吸虫童虫
、

成虫体外培养的研究已取得一些进展
,

为探索适宜的幼虫体

外培养系统
,

我们研究了营养因素对 日本血吸虫大陆株毛蝴体外转变为母胞蜘及其培养

的影 响
。

材 料 与 方 法

�一 � 试剂和血清

� �� � � � � � 培养基�美国 �
,
� � � � � 培养基 �美国 �

, �� � 培养基�日本 �
,

二琉基苏糖

�

国家自然科学基金资助项目
。

实验设计和统计学处理曾蒙本院人口 卫生统计学教研室王圣基副教授指正
,

谨

致谢忱 �
�� �� 年 � 月 �� 日收到

。
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醇 �� � �
,

�� ��� 公司�
,

半乳糖
,

柠檬酸
, 。一酮戊二酸

,

苹果酸
,

琉拍酸钠 �均为国产�
。

� 型人血清 �武汉市中心血站�
,

小牛血清�上海市食品公司牛羊肉经营部�
,

兔血清和

绵羊血清�分别取自雄性家兔和绵羊
,

无菌抽血分离血清�
。

所有血清均经 �� ℃ 的 �� 分

钟灭活
。

�二� 毛蜘的获取和洗涤

取人工感染 日本血吸虫尾蜘的家兔肝脏
,

常规提卵
,

用抗菌素溶液洗涤后孵化
。

孵

出的毛蝴以冰浴
一
离心法收集

,

毛蜘洗涤液洗涤
。

毛拗洗涤液系林格氏蛙溶液 ��� ��
� � ’�

�� � � � � �� ��� �
,

� � ��� � 和 � � �� � �
, �� � � �。

, ,

改良而成�表 � �
。

裹 � 毛姗洗涤液成分

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

成 分
� � � � � � � � �

� � � �

� �  

水解乳白蛋白
�� � � � �� � � � � � �� � � ��� � � �

链霉素
� � � � �� � � �� �  

�

二塾一
�

…�
“

·

� � � ‘
� ��

“
’

‘’ � ‘’

�】
’

‘

�。
�

� ‘,
�

��
� � � ‘� �� ‘

��

成 分
� � � �� � � � �

含量
� � � � � �

� � � �
�

� � � � � �

青霉素 �

� �� �� ���� � �

庆大霉素 冲

� � � � � � �� ��

�
·

� � � � �

�
·

� � � � �

� � � �� � � �

� �  �� � �

�三� 培养条件

分别在不同商品培养基中加人不同种类血清 ��� 多
,

�� �� 和不同浓度的其它 添 加

剂
,

配制成不同成分的培养液
。

培养液中均加 � � ��  缓冲剂
,

浓度为 �� � � �� � �
。

过

滤除菌后
,

用无菌 �
·

�外 � �� � �
�

将培养液调至 � � �
‘

�。 每个培养瓶接种 �� � 或 � �� 只

毛蝴
,

加 � � �培养液
,

每周换培养液 � 次
,

培养液在 � � �
�

�乌钦沁之间� � � � 浓度为 �多
,

培养温度为 �� 士 �
�

�℃
。

�

�四 � 观察方法和指标

�
�

方法 用倒置显微镜每天作活体观察一次
,

部分虫体作活体测量
,

或以 �
�

�外中性

红作活体染 色
。

对毛勤转变早期作了录相观察
。

室温 �� ℃ 以下时
,

观察在保温罩中
�

进

行
。 、

�
�

指标 � 转变率 � 蒋毛蜘纤毛完全脱净作为已转变成母胞蝴
〔, ,

��� ,

培养 �� 小时
,

随

机观察 �� 只虫体
,

计算完全脱纤毛虫体的百分率 � � 最长存活天数 � 各培养瓶中虫体存

活的最长天数 � � 虫体存活标准 � 透光均匀柔和
,

蠕动活跃
,

静止时可见焰细胞纤毛活

动
。

�五 � 实验设计和统计学处理

由于本实验涉及多因素
、

多水平的研究
,

我们采用了正交设计
。

按中国科学院数学研

究所统计组 � 一� �� � 〔
, ,
的方法

,

分别采用了 � 。

� ���
、

� � �

� �
‘,

� 和 � �‘� �
’

� 等正交表
,

以直观
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和方差分析相结合来判断结果
。

为了减少信息丢失
,

对于方差分析为 �
�

�� � � � �
�

�� 为

结果也作了慎重的讨论
。

结 果

�一 � 营养因素对毛蜘转变的影响

�
�

培养签和血清

�种培养基 �� �� � �� � �
,

’

卫� �
,
� 。 � � � 及稀释一倍的 � � �� �  ! ∀� 和 � 种 血 清

(人
、

兔
、

小牛
、

绵羊血清)对转变率均无显著性影响 (P > 0
.
30)

,

转变率的均值变动在
0.8一 11

.
7多 之间(图 1)

。
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2
.
半乳糖和二筑墓苏糖醇 (D T T )

加不同浓度半乳糖和 D T T ,

1 0

.

9 并和 2
.
5一 11

.
7外 (图 2

,
3

)

o

转变率无显著性差异 (P > 0
.
5 0)

,

转变率分别为 2
.
, 一

t-()�1川三�o诩。。,“忿。1门州哥非粼
3
.
有机酸(盐 )

4 种有机酸(盐 )均可抑制毛蝴的 转

变
,

其中柠檬酸有显著性抑制作用

(0
.
0 1 < P < 0

.
025)

,

不加柠檬酸时转变率为 75
.
2多

,

加柠檬

酸 (10 m g/L ) 时 3 ,
.
8 3 % ( 图 4)

。

欲

(二 ) 营养因素对母胞蜘存活的影

响

1
.
培养基和血清

母胞蝴在稀释一 倍 的 R P M I 1640

中最长存活时间平均为 5 天
,

较其它 3

种培养基 为 长 (0
.
10 < P < 0

.
20) (图

5)
。

在培养基中分别加 4 种血清
,

以加

兔血清对母胞坳存活最有益
,

平均最长

存 活 6
.
25 天 (0

.
05 < P < 0

.
10) (图

5)
o

图 4 有机酸(盐)对转变的影响
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半乳糖和 D T T

加不同浓度半乳糖和 D T T 对母胞拗存活均无有益影响
,

而以不加这两种物质时存

L
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活时间较长
,

平均最长存活时间分别为 4
.
75 天(图 6) 和 4

.
25 天 (图 7)

,

但均无显著性意

义 (P > 0
.
20)

。

3

.

有机酸(盐 )

在稀释一倍的 R P M I 16 40 中加苹果酸 (图 SA ) 和琉拍酸钠 (图 SC ) 对母胞蜘的存

活有一定的促进作用
, a 一

酮戊二酸(图

SB)和柠檬酸 (图 SD ) 有一定抑制作

用
,

不加
a 一
酮戊二酸时平均最长存活

时间为 27
.
8 天

,

加
a 一酮戊二 酸 (30

m g/L ) 时为 13 天
,

但均无统计学意

义 (A
: P > 0

.
5 0 : C : P > 0

.
, o : B :

0
.
05 < P < 0

.
1 0 ; D : 0

.
1 0 < P <

0
·

2 0

)

。

�
s沦息
。
.wtu‘一月>一>�n的拐。切�门闷

�以�尽华言伫卒暇

(三) 一般观察
图 8 有机酸(盐)对母胞勤存活的影响
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在稀释一倍的 Rp M I 164 0 培养

su rv iv al 液中
,

虫体开始为快速而频繁的蠕动
,

图例 同图 4 T 、e ze g o n d i: :a m “ a ‘
F i g

·

‘

丙部结构不清
,

难以分清前后端
。

培

养 3 小时
,

中性红染色见侧腺腺管 (la ter al glan d duc o 已断裂
,

但腺体仍固着于前 端
。

培养 14 小时仍见侧腺残余
,

随虫体蠕动而在虫体内前后流动 (图版 I
:l)

。

培养 3 小时
,

几

乎 100 多 的虫体均开始脱纤毛
,

但程度不一
。

用中性红染色确定前后端
,

发现一般第三或

第二列纤毛板先脱落
,

第一列纤毛板总是最后脱落而常见其粘于虫体前端
,

呈玖瑰花状
。

培养第三天
,

几乎所有虫体的纤毛都已脱净
。

随纤毛板的逐步脱落
,

虫体的蠕动幅度由小

变大
,

而速度由快变慢
,

次数明显减少
。

培养过程中未见虫体有明显的主动位移
,

只在

培养 3 小时时
,

录相后仔细观察
,

才见虫体可向前端作极小 范围的移动
。

参考周 述 龙
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( 1958 )[2J 的观察
,

可将虫体活动分为 斗种形式; ¹ 突然性收缩;º 伸缩活动(图版 I:2);»

折叠活动 (图版 I
:3); ¼ 摇摆活动

。

静止时可见活跃的焰细胞纤毛活动
。

培养 36 小时
,

虫体内部可见大量团状的胚球样结构
,

随虫体蠕动而前后流动
。

第七

天
,

大约可见 20 个胚团
,

大的约 2斗拼m ( 图版 I
: 4 ,

约
。

随母胞蜘的生长发育
,

虫体呈长

椭圆形 (图版 I
: 6 ,

7
)

。

培养 24 天时
,

有的母胞蜘体壁增厚并出现皱折 (图版 I
:
s)

,

与在

钉螺体内的情形甚 为相似即
。

母胞蜘在培养基中的生长是不同步的
,

在稀释一倍的 R PM I

1640 加 10 务小牛血清的培养液中
,

培养 34 天时虫体最长可增加近一倍
,

达 164 产m
,

母

胞坳存活最长可达 48 天
。

讨 论

我们的结果提示
,

较适于 日本血吸虫毛拗体外转变和母胞蜘存活的培养液为稀释一

倍的 R P M I 16 40 加 10 外 兔血清
。

D T T

、

半乳糖及几种有机酸(盐)不但对毛拗体外转

变和母胞勤存活无益
,

有的反而有抑制作用
。

在本实验中
,

4 种血清对 日本血吸虫毛勤的转变无明显影 响 (P > 0
.
30)

,

而对母胞

蝴的存活有一定显著性影响(Q
.
05 < P < 0

.
10)

,

以兔血清为好
。

王 薇等闭
,

1) 曾报道兔

血清对体外培养 日本血吸虫童虫
、

成虫及其产卵都较人或小牛血清为好 ; K
aw ana k

a
等

( 198 5)[15
, 、

w an
g 和 zhou (1986 )闹 曾指出

,

血清可提供蛋白质和其它营养因子以利于

虫体在体外生长发育
。

推测兔血清中可能有某种特殊因子能促进 日本血吸虫的生 长 发

育
。

此外
,

本结果还支持 v oge 和 seidel ( 19 72)‘
, ‘,
及 K aw anaka 等 (198, )

以, ,
的观点 :

血清对毛蜘转变影 响不大
,

而与转变后的生长发育密切相关
。

我们考察了部分三狡酸循环的中间产物
。

发现它们对毛蝴转变和母胞蝴存活均无促

进作用
,

且柠檬酸对毛蝴转变有显著抑制作用 (。
‘

D1 <
P

<
0

.

0 2 5
)

。

不少学者在毛蝴

和子胞蝴的培养中曾添加这些有机酸[5, 15, z4)
,

但未探讨它们在培养中的作用
。

血吸虫的能

量供给主要来自糖类
。

不 同发育阶段存在着不同的糖代谢状况
,

成虫主要是无氧酵解
,

感

染期幼虫(毛勤和尾蜘)则是需氧代谢占优势
,

而寄生期幼虫(胞蜘)又是以无氧酵解为主
。

其它一些寄生虫也存在类似的搪代谢状态的改变t8
一10 ,z0 ,zl1

。

我们的结果表明
,

在体外培养

条件下
,

毛蜘和母胞勤不能利用上述三竣酸循环中的有机酸增加能量供给
、

促进耗能的脱

纤毛转变过程和母胞蝴的存活
。

这间接提示它们的三叛酸循环水平很低
,

毛勤在培养条

件下糖代谢由需氧代谢为主转为以无氧酵解为主
,

支持了母胞蝴糖代谢是以无氧酵解为

主的假说
。

导致糖代谢状况改变的机制尚不十分清楚
,

温度和 C马 分压改变可能是其主

要原因
,

渗透压
、

o
:

分压
、

声 及氧化还原 电位的改变可能也参与其调节
〔
l0J

。

柠檬酸抑制毛坳转变的机理可能与限制虫体的糖酵 解 有 关
。

C h
aP Pe n

(
1 9 8 0

) 指

出〔
10J

,

寄生虫的糖酵解与人类相似
。

在血吸虫
,

它也具有活跃的丙酮酸激酶和乳酸脱氢

酶网
,

己糖激酶与人类的一样是糖酵解的限速酶
〔翔

,

磷酸葡萄糖异构酶和丙酮酸激酶也与

哺乳类的相似[13
,

191

。

因此
,

我们设想糖酵解中最主要的限速酶
—

磷酸果糖激酶在血吸

l)华先欣
、

周述龙
,

营养因素对体外培养日本血吸虫成虫产卵影响的研究
。

动物学报(待发表)a
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虫也与在人类一样可被柠檬酸抑制
,

使糖酵解速率减慢
,

而此时虫体三矮酸循环水平很

低
,

所以
,

能量供给减少
,

虫体脱纤毛转变率降低
。

目前
,

血吸虫体外培养的方法尚未完善
,

还需进一步研究
。

建立新的较为完善的培养

体系需要考察多种因素和多个水平的作用
,

采用一般的分组设计方法
,

工作量是十分庞大

的
。

而正交设计是研究多因素
、

多水平问题的十分合理
、

效率很高的设计方法
。

本实验由

于采用正交设计
,

功效为一般分组设计的 4 倍以上
。

我们认为正交设计可作为研究培养

基成分
,

建立新培养体的首选设计方法
,

在这方面它具有广泛的适应性
。

血吸虫幼虫体外培养的研究
,

自 Ch er ni n (1964)训 至今已历经 20 余年
,

但由于对

螺类宿主的体液成分和生化状况了解甚少
,

关于幼虫本身营养代谢的知识也同样贫乏
,

因

而仍然进展不大
。

要取得突破性进展
,

除需深入研究螺类宿主的生理
、

生化状况外
,

利用

现有培养条件进一步研究幼虫的生化代谢和营养需要也是十分重要的
。
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梅柏松等
:
营养因素对 日本血吸 虫毛蜡人工转变母胞坳及体外

培养的影响 图版 I

1.毛勤培养 14 小时 ,
中性红染色

,
示纤毛板已脱净

,

侧腺 (L G ) 残余在体内呈游离状态
。
火 5。叱 2. 培养 15 天

的母胞勤
,

示虫体的伸缩运动
,

箭头示运动方向
。 》( , 。0; 3

.
培养 16 天

,

示虫体的折叠运动
,

箭头示运动方向
。

% , 。0; 4. 培养7天
,
示胚团(G M )

。
火50 (); 5

.
培养 18 天

, 示胚团增多
,

虫体处于收缩状态
,

箭头示运动方向
。

丫 , o 。; 6
.
培养27 夭

,

虫体呈长椭圆形
。
义 5 0。; 7

,

培养 32 天 ; 8
.
培养 24 天

, 示体壁皱折 (F)
。
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