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ToxoDB#17型弓形虫感染小鼠引起小肠

潘氏细胞溶菌酶缺失
王  凯  陆瑶瑶  刘振阳  杨玉荣*

(河南农业大学牧医工程学院, 郑州 450000)

摘要      为探究ToxoDB#17型弓形虫对昆明小鼠小肠潘氏细胞(Paneth cells, PCs)溶菌酶的表

达及小肠病理损伤特点, 该研究以8周龄小鼠为研究对象, 灌胃1×106个ToxoDB#17型弓形虫卵囊, 
分别在灌胃后6 HAI(hours after inoculation)、1 DAI(day after inoculation)、3 DAI、8 DAI取小肠

各段, 常规方法制作石蜡切片, HE和免疫组化染色, 研究小肠病理损伤、虫体分布、潘氏细胞及

溶菌酶表达特点。结果显示, 小鼠弓形虫感染率为100%, 弓形虫虫体抗原分布随时间延长呈增多

趋势(P<0.05), 小肠的病理损伤随着弓形虫感染时间的延长, 未见明显变化。小肠隐窝数、含潘氏

细胞隐窝数、PCs总数和颗粒总数的变化总趋势呈现先减少后增加再减少的趋势, 3 DAI数量较多

(P>0.05), 潘氏细胞颗粒未观察到溶菌酶阳性染色反应。以上结果表明, ToxoDB#17型弓形虫抑制

潘氏细胞溶菌酶的表达, 对肠道损伤较轻, 潘氏细胞及其分泌颗粒对弓形虫有应答反应, 溶菌酶的

缺失与ToxoDB#17型弓形虫成功入侵肠道有关。
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Deficiency of Paneth Cells Lysozyme in Small Intestine of Mice Infected by 
ToxoDB#17 Strain Toxoplasma gondii 

Wang Kai, Lu Yaoyao, Liu Zhenyang, Yang Yurong*
(College of Animal Science and Veterinary Medicine, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450000, China)

Abstract       In order to investigate the small intestine pathological lesions and the change of Paneth cells 
(PCs) lysozyme after infection of ToxoDB#17 strain Toxoplasma gondii, 1×106 ToxoDB#17 strain T. gondii oocysts 
were fed to Kunming mice orally. Pathological lesions and the distribution of T. gondii in small intestine, Paneth 
cells and expression of lysozyme were observed on 6 hours after inoculation (HAI), 1, 3 or 8 days after inoculation 
(DAI) by HE and immunohistochemical staining, respectively. The results showed that 100% of the mice fed with 
1×106 oocysts were infected. The positive area of T. gondii in the intestine was increased with prolonged infection 
time (P<0.05), but the lesions did not change significantly. The number of crypts, crypts containing PCs, PCs 
and granules in intestine were decreased firstly, then increased, decreased last. They were the highest at 3 DAI, 
compared to the control group (P>0.05). It was negative staining of lysozyme in granules of PCs after infection 
of T. gondii. These results indicated that ToxoDB#17 strain T. gondii infection caused the deficiency of the Paneth 
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cells lysozyme in intestine of mice. The pathological lesions of ToxoDB#17 strain T. gondii on small intestine of 
mice were lightly. PCs and their granules had responded to T. gondii. The deficiency of lysozyme in PCs may have 
relation with succeed invasion intestine of T. gondii.

Keywords       ToxoDB#17; Toxoplasma gondii; Kunming mice; lesion; small intestine; Paneth cells; 
lysozyme

刚地弓形虫(Toxoplasma gondii)是一种分布广

泛的细胞内寄生原虫, 可感染包括人类在内的几乎

所有恒温动物, 引起弓形虫病[1-2]。弓形虫血清型

只有1个, 基因型已达232个(http://toxodb.org/toxo), 
不同基因型弓形虫的致病性不同。我国分离到的

ToxoDB#17型弓形虫对昆明小鼠的病理损伤鲜有报

道。食入弓形虫卵囊或包囊是水平传播弓形虫的主

要方式, 肠道是弓形虫复制和入侵的主要场所, 潘氏

细胞(Paneth cells, PCs)及其分泌颗粒是肠道黏膜免

疫的重要成分。本文研究了ToxoDB#17型弓形虫卵

囊对昆明小鼠的肠道病理损伤, 小鼠感染后小肠弓

形虫抗原分布特点、小肠潘氏细胞及潘氏细胞溶菌

酶的变化, 为研究弓形虫的肠道入侵机制提供依据。

1   材料与方法
1.1   弓形虫卵囊及试剂  

ToxoDB#17型弓形虫虫株分离于猫组织[3], 本
实验室保存。猫粪便中卵囊的分离及纯化方法参

阅Dubey[4]的报道。兔抗弓形虫多克隆抗体由美

国农业部寄生虫试验室惠赠。小鼠Specific HRP/
DAB(ABC)Detection IHC Kit(货号: ab64264)、抗溶

菌酶抗体(货号: ab108508)均购于Abcam公司, 按照

使用说明书进行操作。

1.2   实验动物及处理

实 验 组 小 鼠 每 只 灌 胃 浓 度 为1×106/mL的
ToxoDB#17型弓形虫卵囊溶液1 mL, 对照组小鼠每

只灌胃生理盐水1 mL, 每日观察精神状态。感染组

小鼠于攻虫后6 h(6 hours after inoculation, 6 HAI)、攻

虫后1 d(1 day after inoculation, 1 DAI)、3 DAI、8 DAI
各随机乙醚麻醉处死3只, 肠系膜淋巴结涂片, 取
十二指肠、空肠、回肠固定于10%中性福尔马林溶

液中。对照组小鼠于灌胃生理盐水3 d后乙醚麻醉

处死, 与感染组小鼠同样方法处理。实验动物处理

遵守河南农业大学动物伦理与福利规定。

1.3   潘氏细胞、潘氏细胞溶菌酶的观察

常规方法制做石蜡切片, 进行HE染色和免疫组

织化学染色(溶菌酶抗体、弓形虫抗体)。对小肠损

伤的情况采用炎症评分、病变深度评分、隐窝损伤

程度评分与病变范围评分乘积的和来表示[5]。每个

样品选择染色良好的肠管横切面, Leica DFC320数
码显微镜下观察并摄片, 并用Leica QWin v3图像软

件分析系统对肠腺进行计数, 对整个肠管横切面中

溶菌酶的表达、隐窝的数量、含潘氏细胞的隐窝数、

潘氏细胞总数、颗粒总数、单个隐窝中潘氏细胞的

数量、单个潘氏细胞中的颗粒数进行统计[6]。

1.4   弓形虫抗原分布特点与肠道病理损伤关系

应用显微图像分析系统观察免疫组织化学染

色(弓形虫抗体)切片, 每张切片随机选取6个视野, 
测定弓形虫阳性面积比值。

1.5   数据处理

运用GraphPad Prism 5软件进行统计学处理、

作图, 比较各组间差异, 数据以“平均值±标准误”表
示, P<0.05表示差异显著, P<0.01表示差异极显著。

2   结果
2.1   昆明小鼠ToxoDB#17型弓形虫感染情况及临

床症状

弓形虫卵囊灌胃后, 小鼠在3 DAI出现一过性活

动减少、精神沉郁, 在5 DAI时精神恢复正常, 均存

活至8 DAI。分别于6 HAI、1 DAI、3 DAI、8 DAI
时处死的小鼠, 肠系膜淋巴结涂片均检测到弓形虫

速殖子, 弓形虫感染率为100%。

2.2   弓形虫对小鼠小肠的病理损伤

弓形虫卵囊灌胃后6 h, 小鼠小肠病理损伤表现

为黏膜上皮细胞脱落, 潘氏细胞及其颗粒减少, 但随

着时间的延长, 损伤情况未呈现明显加重的趋势, 炎
症反应较缓和(图1A~图1D)。组织学评分(histological 
index, HI)显示, 弓形虫感染后, 肠道组织损伤呈

现先升高后降低又升高的趋势, 但无统计学差异

(P>0.05)(表1)。
2.3   弓形虫抗原在小鼠小肠的分布

弓形虫阳性面积随着感染时间延长逐渐增加。
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A: 潘氏细胞颗粒减少; B: 潘氏细胞颗粒增生; C: 潘氏细胞脱颗粒; D: 对照组; E: 固有层可见少量弓形虫; F: 固有层可见弓形虫; G: 黏膜层弓形虫; 
H: 对照组; I: 潘氏细胞颗粒染色阴性; J: 潘氏细胞颗粒染色阴性; K: 潘氏细胞颗粒染色阴性; L: 对照组, 潘氏细胞颗粒染色阳性。A~D: HE染色; 
E~H: 弓形虫IHC染色; I~L: 溶菌酶IHC染色。

A: decreased granules of Paneth cells; B: Paneth cells granules hyperplasia; C: degranulation of Paneth cells; D: control group; E: little T. gondii in lamina 
propria; F: T. gondii in lamina propria; G: T. gondii in mucosa; H: control group; I: negative staining of granules in Paneth cells; J: negative staining of 
granules in Paneth cells; K: negative staining of granules in Paneth cells; L: control group, positive staining of granules in Paneth cells. A-D: HE staining; E-H: 
T. gondii IHC staining; I-L: lysozyme IHC staining. 

图1   昆明小鼠感染ToxoDB#17型弓形虫后回肠病理变化

Fig.1   Pathological changes of the ileum in Kunming mice after infected with ToxoDB#17 T. gondii 
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8 DAI组的肠道弓形虫抗原量明显高于6HAI组, 1 DAI
组或3DAI组(P<0.01或P<0.05)(表2)。6 HAI组的单个

或几个虫体分布于肠黏膜固有层。1 DAI组和3 DAI
组的多个虫体分布在肠黏膜层。8 DAI组的大量弓形

虫分布在黏膜层(图1 E~图1H)。
2.4   弓形虫对小鼠小肠隐窝、潘氏细胞及其颗粒

的影响

与对照组比较, 小鼠感染弓形虫卵囊后肠道隐

窝数、含PCs隐窝数、PCs总数、颗粒总数、单个

隐窝中PCs数呈现低于对照组的趋势。十二指肠和

回肠隐窝、PCs及其颗粒数呈现先减少再增多又减

少的趋势, 3 DAI组最多, 8 DAI组或1 DAI组各参数

最低(P>0.05)。空肠的含PCs的隐窝数、PCs总数在

8 DAI组明显低于对照组(P<0.05)(图2)。
小鼠感染弓形虫卵囊后, 对肠道组织进行溶菌

酶抗体染色, 在小肠隐窝潘氏细胞可观察到清晰的

颗粒, 但溶菌酶染色显示阴性反应(图1I~图1K), 而
对照组小鼠肠道潘氏细胞颗粒则显示有溶菌酶阳性

表达(图1L)。

3   讨论
对世界各地人和动物体内分离的弓形虫基因

分型结果显示, 弓形虫具有丰富的遗传多态性。我

国已分离到93株弓形虫, 11个基因型, 其对昆明小鼠

的致病性研究仅有少量报道。ToxoDB#17型已从法

国、巴西、阿根廷、秘鲁(http://toxodb.org/toxo)和
中国[3]等分离, 但其对小鼠肠道的病理损伤, 还未见

报道。

本研究结果显示, 小鼠感染ToxoDB#17型弓形

虫卵囊, 随着感染时间的增加, 弓形虫在小肠的阳性

面积呈现增大的趋势, 损伤并未随感染时间延长而

加重, 说明ToxoDB#17型弓形虫对小肠的损伤与其

在肠道内的增殖情况并不是正相关关系, 可能是由

于弓形虫入侵小鼠肠道后, 启动免疫逃逸机制, 机体

的炎症反应和损伤均未明显加重, 从而能够成功入

侵机体, 感染ToxoDB#17型弓形虫小鼠存活时间超

过1年[7]。ToxoDB#17型弓形虫对小鼠的肠道病理损

伤与ToxoDB#216型弓形虫不同[8], ToxoDB#216型弓

形虫虫体在肠道的分布与损伤呈正相关, 感染后第

6 d, 虫体在肠道的分布面积、深度及肠道的损伤均

达到最高值, 小鼠因弓形虫感染而100%死亡, 弓形

虫也就失去了寄生的宿主, 这种现象也解释了自然

界分离到的弓形虫虫株多以弱毒株II、III型为主的

原因。

潘氏细胞是肠道黏膜天然免疫中的关键细胞

之一, 细胞顶部含有丰富的嗜酸性分泌颗粒, 颗粒内

含有α-防御素、溶菌酶、血管生成因子等具有抗菌

活性的成分[9], 这些多肽类物质在维护隐窝及肠道

干细胞与肠道内环境稳态方面发挥了重要作用。

小鼠感染ToxoDB#17型弓形虫卵囊后, 小肠各

表1  小鼠感染ToxoDB#17型弓形虫虫株后小肠组织学评分

Table 1   Histological index score of intestines of mice after infection ToxoDB#17 T. gondii
小肠

Small intestine
攻虫后6 h
6 HAI

攻虫后1 d
1 DAI

攻虫后3 d
3 DAI

攻虫后8 d
8 DAI

对照组

Control

Duodenum 9.33±2.67 9.33±2.91 8.33±1.67 12.67±0.67 –

Jejunum 9.33±2.67 6.00±2.00 6.00±2.00 10.67±3.33 –

Ileum 13.33±1.33 11.00±6.51 10.00±1.15 11.33±3.71 –

“–”表示未见损伤。

“–” means no lesion.

表2  小鼠感染ToxoDB#17型弓形虫虫株的小肠弓形虫抗原阳性面积(%)
Table 2   The positive area of T. gondii antigen in intestines of mice after infection ToxoDB#17 T. gondii (%)

小肠

Small intestine
攻虫后6 h               攻虫后1 d
6 HAI                       1 DAI

攻虫后3 d
3 DAI

攻虫后8 d
8 DAI

对照组

Control

Duodenum 0.16±0.02 0.23±0.07 0.56±0.13* 0.89±0.15* –

Jejunum 0.14±0.04 0.31±0.08* 0.48±0.12** 0.73±0.14** –

Ileum 0.29±0.09 0.35±0.08** 0.46±0.12** 0.88±0.18** –

*P<0.05, **P<0.01, 与6 HAI组相比较。“–”表示未见阳性抗原。

*P<0.05, **P<0.01 compared with the 6 HAI group. “–” means no positive antigen.
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●: 弓形虫感染后6 h; ■: 弓形虫感染后1 d; ▲: 弓形虫感染后3 d; ▼: 弓形虫感染后8 d; ◆: 对照组。*P<0.05, 与对照组比较。

●: 6 hours after infected with T. gondii; ■: 1 day after infected with T. gondii; ▲: 3 days after infected with T. gondii; ▼: 8 days after infected with T. 
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图2  小鼠感染ToxoDB#17型弓形虫后小肠隐窝、潘氏细胞及其颗粒的变化

Fig.2  The change of crypts, Paneth cells and granules in intestines of mice after infected with ToxoDB#17 T. gondii
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段的隐窝总数、PCs总数及其颗粒数总体未见明显

变化, 其变化趋势呈现先减少后增多再减少的趋势, 
6 HAI迅速减少, 3 DAI增多达到最高, 到8 DAI又减

少, 可见弓形虫入侵小鼠小肠黏膜时, 首先消耗了一

部分PCs及其颗粒, 随后刺激了潘氏细胞的增殖以及

潘氏细胞颗粒的合成, 然后又破坏了潘氏细胞, 诱导

潘氏细胞脱颗粒。Rodriguez等[10]报道, 肠道沙门氏

菌感染时潘氏细胞数量明显增多, 在这个过程中短

暂增殖的细胞是最早做出反应的细胞, 类似全身感

染时中性粒细胞的增生。本研究结果说明, PCs及其

颗粒对弓形虫的入侵有一定的防御反应。

本研究发现, 感染ToxoDB#17型弓形虫的小鼠

潘氏细胞中溶菌酶均未表达, 但是可以清晰地看到

潘氏细胞颗粒, 而对照组小鼠潘氏细胞中可观察到

明显的溶菌酶阳性表达, 说明ToxoDB#17型弓形虫

可能会抑制小肠潘氏细胞中溶菌酶的表达。这与II
型弓形虫的表现一致, 感染ME49型弓形虫虫株的小

鼠肠道潘氏细胞缺失溶菌酶和防御素[11]。但关于弓

形虫感染后溶菌酶表达缺失的机制还不太清楚。研

究发现, 弓形虫入侵会导致肠道内稳态失衡和潘氏

细胞缺失, 而潘氏细胞的缺失又会导致抗菌多肽类

物质的缺失, 加剧肠道内环境紊乱[11]。

综上, 对昆明小鼠灌胃ToxoDB#17型弓形虫卵

囊, 可引起小鼠100%的感染。感染后, 弓形虫在小

肠中的感染面积呈现增大的趋势, 但病理损伤较弱。

潘氏细胞总数及颗粒数呈现先减少再增多后减少的

趋势, 潘氏细胞溶菌酶的表达被完全抑制, 可见潘氏

细胞对弓形虫的入侵作出反应, 但对弓形虫的入侵

无决定性作用。ToxoDB#17型弓形虫是一种毒力较

弱的虫株, 可与机体(小鼠)达到一种适度的平衡, 因
此, 这种弱毒寄生虫有很高的生存率及很大的生存

范围, 有一定的潜伏性, 危害较大, 免疫系统功能低

下时可爆发出现弓形虫急性感染, 应该引起足够的

重视, 进一步探究其肠道免疫逃逸机制。
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