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血吸虫是具有复杂生活周期的复殖目吸虫
,
体外培养困难

,
细胞培养更甚

。
经过十多年的努力

,
已

有一些曼氏血吸虫细胞培养的研究
「’� ’,

而 日本血吸虫的细胞培养至今仍是空白
,

我们分别以 日本血吸

虫 �
� � 无�� ‘� � � � � 户� � �� � , � � � � � � � � � � 成虫和童虫为材料

,

对其细胞培养的方法作了初步探讨
,
现报道

如下
。

材料与方法

�
�

� 虫体的获取 取实验室人工感染的钉螺�湖北省医科院寄生虫病研究所提供�
,

常规逸蜘法逸出尾

蜘
,
用 � �� 条尾蜘感染健康昆明系小白鼠�中科院武汉病毒所动物室提供�

,

分别在 �� 一 � �� 后
,

用含肝

素�最终浓度为 � �  � � �� 的无菌生理盐水心脏灌注法冲虫
,
收集的虫体在含较高抗菌素浓度 �最终浓度

为青霉素 � � � � �� � � �
,

链霉素 � � � � 拌� � � �� 的 � �  中处理至少 �� 备用
。

�
�

� 培养条件 培养液为 � � � �一 � � � � �� ��
� � ,

� � � � � �� �� � �
,
� � � � � � �� 和 � �� 小牛血清 �杭州

四季青材料研究所提供 �
,

附加常量抗菌素�青霉素 � � ��� � � �
,

链霉素 � �仰� � � ��
。

培养液的 �� 值为

�
�

�一�
�

� ,

培养温度为 �� 一 �� ℃
,

接种后每周换液 � 次
,

每次弃去 � � � 旧液
。

�
�

� 组织块贴壁培养法 将备用的成虫用培养液清洗
,

静置片刻后
,

去上清液
,
用剪刀将虫体剪碎

,

按

三宅的湿润系统固定法 ��
� �� ‘ � � � , � � � � �� � � �

� ’�
接种

。

�
�

� 冷消化培养法 将备用的虫体用 �
�

��  的胰蛋白酶和 。
�

�� � � � � � 混合液 �均用缺钙镁离子

的 �� � 配制 �清洗 � 次
,

剪碎后按虫体和混合液的体积 � �� 的比例加人混合液
,
冷消化数小时

,

离心
,

甩

培养液重悬浮
,

去上清液后
,

再加培养液直接接种
,

每只小培养瓶约接种 � 只小白鼠中冲出的虫体量
。

武汉市青年科技晨光计划资助项目
。

� � �� 年 � 月 � � 日收到
。



期 董惠芬等 � 日本血吸虫细胞培养方法初探 � � �

� 联合培养法 将消化的成虫组织
,

加少量培养液
,

按组织块贴壁法接种
。

�
�

� 观察 每天用 � �� � � �� �� 倒置显微镜观察培养细胞的形态
,

用 目镜带测微尺的光学显微镜测量

细胞大小
。

� 结果

三种培养方法的结果见表�
。

由表可见
, 日本血吸虫的细胞

,
在 � �� 卜 � � �。 和 �� 肠 小牛血清附加

常量抗菌素的培养基中
,

联合法接种最适合其体外存活
,

最长可达 � � ��
,

其次是贴壁法接种
,
细胞在体

外最长可存活 � ��
,

而冷消化法
,

因为细胞不粘附于培养瓶表面
,
第 �� 就开始退化

。

用前两种方法培养

的 日本血吸虫细胞
,

形态和大小一致
,

类似于 �
� �� � � 等对曼氏血吸虫成虫培养细胞的观察结果

,

大致可

分为多角形
、

三角扇形
、

圆颗粒形
、

鞭毛形等类型
,
细胞大小约为 �一 � � � �一 � �拌� ,

平均为 � � � � �拌�
。

农 � 培养方法对日本血吸虫培养细胞的影响
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方 法
� � �� � � �

虫 体
� � � � �

培养次数
� � �� � � � � � �� � �

结 果
� � �  �� �

贴 壁 法 成 虫

冷消化法

联 合 法

游离细胞少
, 贴壁后细胞存活时间较长

,

最长可达 �� � , 然

后细胞变回退化
。

游离细胞多
,

不贴壁
, 呈圆形 ,

接种后第 � � 退化
。

游离细胞多
, 贴壁存活时间最长达 � �� �

。

虫虫虫成成童

� 讨论

在进行细胞培养时
,

我们发现
,
因为日本血吸虫成虫的体壁由皮层

、

肌细胞及皮层细胞休构成
,

体表

又有褶靖
、

凹窝
、

感觉乳突和体棘等结构
,
所以仅仅将虫体剪碎

,
细胞不易游离出来

,

也很难从贴壁的组

织块边缘向外生长
,

这样就会因为细胞数量少而影响其存活时间
。
因此

,

要延长培养细胞的存活时间
,

首

先就必须提高游离细胞的数量
,

将剪碎的组织块用酶消化
,

就可以比较好的解决这一问题
。

但是
,

如果

组织块经酶消化后直接接种
,
虽然游离的细胞多

,

但很难贴壁
,

因此也不能较好的生长
,

这就需要进一步

地解决消化后的细胞贴壁问题
。

�� ��� 等在研究曼氏血吸虫母胞蜘的细胞培养时认为
,

在血清含量较低

��
�
, % ) 时

,
可促使细胞粘附于瓶壁表面

。
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e r

等在曼氏血吸虫成虫细胞的培养时
,

所用培养基的血

清含量也较低
,
为 2%

,

并且为了增强细胞的粘附力
,

在进行接种前
,

将 Le igh
ton

管加培养基在 35 ℃ 下

处理 24 一 48h
,

接种后使成虫细胞在体外存活 28d
。

另外
,

Ba
y n e

等和 H obbs 等还利用宿主细胞作饲

养层
,
来进行曼氏血吸虫的细胞培养

,

均获得了较好的结果
,
可使细胞存活数月

。

本实验所采用的贴壁

法也比较好地解决了培养细胞的贴壁问题
。

而联合法则吸收了冷消化法和贴壁法的优点
,

既获得了较

大数量的游离细胞
,
又能使细胞贴壁良好

,

并较好地保持了细胞的活力
。

因此获得了较为理想的实验结

果
,

使培养细胞的存活时间达到 了 110d
,

大大超过了曼氏血吸虫成虫培养细胞的存活时间
,

与其幼虫

培养细胞的存活时间相接近
。

参 考 文 献

W eller J H
,

W h
e e

l d
o n

5 K

.

T h
e c u

l
t

i
v a t i

o n
i

n v
i

t r o o
f

e e
l l

s
d

e r
i

v e
d f

r o
m

a
d

u
l

t

m
a n s o n

i

.

1

.

M

e t
h

o
d

o
l

o
g y

, c r
i

t e r
i

a
f

o r e v a
l

u a t
i

o n o
f

e u
l

t u r e s
;

a n
d d

e v e
l

o
p m

e n t o
f

J

.

T
r o

P

.

M

o
d

.

H
夕9
. ,

1 9 8 2
,

3 1
(

2

)

:
3 3 5 一34 8

.

大星章一
、

管野晴夫主编(吴政安等译)
。

人癌细胞培养
。

北京: 科学 出版社
, 1 9 7 9: 30 一32

。

S
e
h i

s t o s o
m

a

m
e
d i

a
.

A m

.

, .JIJ有二
2

一.LIL


