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单性日本血吸虫成虫感染性小鼠肝纤维化研究*
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【摘要】 目的 观察和评估单性日本血吸虫成虫感染小鼠出现肝纤维化病变风险。 方法 将40只小鼠随机分为双

性感染组、单性雄虫组、单性雌虫组和未感染组,每组10只,分别经腹壁皮肤接触感染雌雄尾蚴、雄性尾蚴、雌性尾蚴和

不含尾蚴的去氯水,感染尾蚴数为(40±1)条/只。双性感染组小鼠感染周期为6周,其余3组为36周。取小鼠肝脏,观
察肝脏大体形态;经 HE和 Masson染色镜下观察小鼠肝脏病理变化和胶原纤维增生情况;测定肝脏胶原纤维特有的羟

脯氨酸含量;应用荧光定量PCR和 Western
 

blot检测肝组织α-SMA、TGF-β1、Col1、Col3
 

mRNA和蛋白表达水平。 结

果 与无感染组比较,单性雄虫组小鼠肝脏颜色发黑,肝组织内有大量色素沉积,周围有炎性细胞浸润,色素沉积处有胶

原纤维;单性雌虫组小鼠肝脏大体形态与无感染组相似,病理变化和胶原纤维增生明显轻于单性雄虫组。单性雄虫组、

单性雌虫组、双性感染组和未感染组小鼠的肝脏羟脯氨酸含量分别为(0.209±0.033)、(0.187±0.034)、(0.194±0.04)

和(0.122±0.016)μg/mg,单性雄虫组、单性雌虫组均显著高于未感染组(P 均<0.05),与双性感染组均无明显差异。

单性雄虫组小鼠肝脏Col1(2.4±0.91)和α-SMA(0.22±0.1)mRNA表达都明显高于未感染组[Col1(1.05±0.29)、α-
SMA(0.08±0.01)](P 均<0.05),Col1(2.4±0.91)(P<0.01)和TGF-β1(4.28±2.58)(P<0.05)

 

mRNA表达均显著

高于双性感染组;单性雌虫组各基因 mRNA表达水平与未感染组相比均无显著差异,Col1(1.34±0.18)和 TGF-β1
(3.55±1.34)mRNA表达水平也显著高于双性感染组[Col1(0.84±0.14)、TGF-β1(0.31±0.11)、α-SMA

 

(0.36±
0.11)、Col3(2.15±0.61)](P 均<0.01),α-SMA(0.17±0.11)(P<0.05)和Col3(0.51±0.23)(P<0.01)mRNA表达

则显著降低。单性雄虫组小鼠肝脏各基因蛋白表达水平与未感染组比较均无明显差异;单性雌虫组 TGF-β1(1.03±
0.39)蛋白表达量显著低于未感染组TGF-β1(1.78±0.29)(P<0.05)。 结论 单性血吸虫成虫会导致小鼠肝脏炎症

细胞浸润,胶原纤维增生,羟脯氨酸增加、部分肝纤维化分子指标 mRNA表达上调等肝纤维化特征和向肝纤维化演变趋

势,并且单性雄虫比单性雌虫更易引发小鼠肝脏病变。
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【Abstract】 Objective To
 

observe
 

and
 

evaluate
 

the
 

risks
 

of
 

liver
 

fibrosis
 

in
 

mice
 

infected
 

with
 

adult
 

single-sex
 

Schisto-

soma
 

japonicum. Methods Forty
 

mice
 

were
 

randomly
 

divided
 

into
 

4
 

groups:bisexual
 

infection
 

group,unisexual
 

male
 

group,unisexual
 

female
 

group
 

and
 

uninfected
 

group,with
 

10
 

mice
 

in
 

each
 

group.
 

The
 

4
 

groups
 

were
 

respectively
 

infected
 

via
 

abdominal
 

skin
 

contact
 

with
 

cercariae
 

of
 

both
 

sexes,exclusively
 

male
 

cercariae,exclusively
 

female
 

cercariae
 

and
 

dechlo-
rinated

 

water
 

without
 

cercariae,with
 

cercariae
 

number
 

being
 

(40±1)
 

per
 

mouse.
 

Mice
 

in
 

the
 

bisexual
 

infection
 

group
 

were
 

sacrificed
 

6
 

weeks
 

post-infection,whereas
 

mice
 

in
 

the
 

other
 

3
 

groups
 

were
 

sacrificed
 

36
 

weeks
 

post-infection.
 

The
 

mice
 

livers
 

were
 

sampled
 

and
 

observed
 

for
 

all
 

the
 

4
 

groups;the
 

pathological
 

changes
 

and
 

collagen
 

expression
 

of
 

liver
 

speci-
mens

 

were
 

detected
 

using
 

hematoxylin
 

&
 

eosin
 

(HE)
 

and
 

Masson
 

staining;the
 

liver
 

hydroxyproline
 

content
 

was
 

deter-
mined;the

 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

α-SMA,TGF-β1,Col1
 

and
 

Col3
 

in
 

liver
 

tissues
 

of
 

each
 

group
 

were
 

de-
tected

 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

and
 

Western
 

blot. Results Compared
 

with
 

the
 

uninfected
 

group,the
 

liver
 

color
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of
 

the
 

unisexual
 

male
 

group
 

was
 

darkened,there
 

was
 

marked
 

pigment
 

deposition
 

in
 

the
 

liver
 

tissue,surrounded
 

by
 

inflam-
matory

 

cells
 

infiltration
 

and
 

collagen
 

fibers
 

hyperplasia;the
 

pathological
 

changes
 

and
 

collagen
 

fiber
 

hyperplasia
 

were
 

much
 

less
 

prominent
 

in
 

the
 

unisexual
 

female
 

group
 

than
 

in
 

the
 

unisexual
 

male
 

group.
 

The
 

liver
 

hydroxyproline
 

content
 

of
 

both
 

unisexual
 

male
 

group
 

(0.209±0.033)
 

μg/mg
 

and
 

unisexual
 

female
 

group
 

(0.187±0.034)
 

μg/mg
 

was
 

significantly
 

high-
er

 

than
 

that
 

of
 

the
 

uninfected
 

group
 

(0.122±0.016)
 

μg/mg
 

(both
 

P
 

values<0.05),as
 

high
 

as
 

that
 

of
 

the
 

bisexual
 

group
 

(0.194±0.04)
 

μg/mg.
 

The
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

Col1
 

(2.4±0.91)
 

and
 

α-SMA
 

(0.22±0.1)
 

in
 

the
 

liver
 

of
 

the
 

unisex-
ual

 

male
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

uninfected
 

group
 

(Col1
 

(1.05±0.29)
 

and
 

α-SMA
 

(0.08±
0.01),both

 

P
 

values<0.05),and
 

the
 

mRNA
 

expressions
 

of
 

liver
 

Col1
 

(2.4±0.91)
 

(P<0.01)
 

and
 

TGF-β1
 

(4.28±
2.58)

 

(P<0.05)
 

of
 

the
 

unisexual
 

male
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

bisexual
 

infection
 

group;There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

all
 

4
 

genes
 

between
 

the
 

unisexual
 

female
 

group
 

and
 

the
 

unin-
fected

 

group,whereas
 

the
 

Col1
 

(1.34±0.18)
 

and
 

TGF-β1
 

(3.55±1.34)
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

unisexual
 

female
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

bisexual
 

infection
 

group
 

(Col1
 

(0.84±0.14),TGF-β1
 

(0.31±0.11),α-
SMA(0.36±0.11)),Col3

 

(2.15±0.61)
 

(both
 

P
 

values<0.01),with
 

α-SMA
 

(0.17±0.11)
 

(P<0.05)
 

and
 

Col3
 

(0.51
±0.23)

 

(P<0.01)
 

mRNA
 

expressions
 

significantly
 

decreased.
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

protein
 

expres-
sion

 

levels
 

of
 

all
 

4
 

liver
 

genes
 

in
 

the
 

unisexual
 

male
 

group
 

compared
 

with
 

the
 

uninfected
 

group,and
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

TGF-β1
 

(1.03±0.39)
 

in
 

unisexual
 

female
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

TGF-β1(1.78±0.29)
 

expression
 

in
 

the
 

uninfected
 

group
 

(P<0.05). Conclusion Adult
 

single-sex
 

Schistosoma
 

japonicum
 

causes
 

liver
 

pathological
 

changes
 

in
 

mice
 

including
 

inflammatory
 

cells
 

infiltration,collagen
 

fiber
 

hyperplasia,increased
 

hydroxyproline
 

content,up-regulated
 

mRNA
 

expression
 

level
 

of
 

genes
 

related
 

to
 

hepatic
 

fibrosis,indicating
 

progression
 

tendency
 

to
 

liver
 

fibrosis,and
 

the
 

male
 

schistosoma
 

infection
 

results
 

in
 

more
 

severe
 

damages
 

to
 

the
 

mouse
 

liver
 

than
 

the
 

female
 

schistosoma.
【Key

 

words】 Schistosoma
 

japonicum;unisexual
 

Schistosoma;hepatic
 

fibrosis

  血吸虫病是一种严重危害人类健康的人兽共患寄

生虫病,主要流行于东南亚、南美、非洲和中东等国家

和地区,是世界范围内重要的公共卫生问题之一[1-4]。
日本血吸虫病流行于我国长江流域及其以南的省份,
建国初期血吸虫病病人超过1

 

100余万例[5-6],经过近

70年的努力,全国血吸虫病已呈低度流行水平。截至

2020年底,全 国450个 流 行 县(市、区)中,337个

(74.89%)达到血吸虫病消除标准、98个(21.78%)达
到传播阻断标准、仅15个(3.33%)仍处于传播控制阶

段[7]。
雌雄虫配对产卵为典型特征的双性血吸虫感染是

日本血吸虫常见的感染形式,单性日本血吸虫感染在

自然条件下普遍存在,未配对的雄虫或雌虫可单独长

期存在于宿主体内[8]。在2010年湖北长江沿线哨鼠

检测中,哨鼠日本血吸虫感染率为5.5%(22/400),哨
鼠单性血吸虫感染率为4%(16/400),单性感染中主

要为雄性血吸虫感染(14/16)[9]。同样,在单性血吸虫

感染实验中,已观察到雌性日本血吸虫可在小鼠体内

存活31周[10],在家兔体内存活至少一年之久[11]。但

是由于单性血吸虫所在的宿主症状不明显[8],以虫卵

为基础的寄生虫学检测不适用,血清学 检 测 不 特

异[12],以及未配对的雌虫虫体发育不全不易辨认[10]

等原因,单性血吸虫感染易被忽视。
由于单行血吸虫(尤其雄虫)在宿主体内不产卵,

无虫卵在肝内沉积,未出现引起虫卵导致的肉芽肿和

继发的肝纤维化,因而单性血吸虫具有与宿主长期共

存、改变宿主免疫系统状态、调节包括糖尿病[13]在内

宿主慢性疾病症状等应用潜力。本研究探究C57BL/

6J小鼠感染单性血吸虫9个月后肝脏是否出现纤维

化或类似纤维化病变,为评估单性血吸虫应用前景和

探讨血吸虫引发肝纤维化机制提供依据和基础。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物及钉螺 SPF级C57BL/6J小鼠(6周

龄)购自扬州大学比较医学中心。动物均饲养于江苏

省血吸虫病防治研究所实验动物中心,实验过程中对

动物的饲养及取材均遵守《江苏省寄生虫病研究所实

验动物的护理和使用指南》。感染性及未感染性钉螺

均由江苏省血吸虫病防治研究所提供。

1.2 主要仪器及试剂 PCR仪购于德国Eppendorf
公司;LightCycler480荧光定量PCR仪购于美国BD
公司;SpectraMax

 

i3x多功能酶标仪购于美国 Molec-
ular

 

Devices公司)电泳仪和转膜仪购于美国Bio-Rad
公司;凝胶成像仪购于美国Bio-Rad公司)。RT-PCR
引物购于上海生工生物工程股份有限公司;BCA试剂

盒购于碧云天生物科技有限公司;TGF-β一抗购于英

国Abcam公司;α-SMA一抗购于英国 Abcam 公司;

Collagen
 

Ⅰ一抗购于美国 Affinity
 

Biosciences公司;

Collagen
 

Ⅲ一抗购于武汉三鹰生物技术有限公司;

GAPDH一抗购于武汉爱博泰克生物科技有限公司;

HRP羊抗兔二抗购于碧云天生物科技有限公司;
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HRP羊抗鼠二抗购于碧云天生物科技有限公司。

2 方法

2.1 日本血吸虫单性尾蚴制备 取有日本血吸虫虫

卵沉积的小鼠肝脏,打碎匀浆,收集虫卵,室温白炽灯

光照下,于去氯水中孵育毛蚴。用移液器挑选单个毛

蚴,于96孔板中与单个未感染性钉螺共孵育3
 

h,覆以

筛网防止钉螺爬出。钉螺一旦被单个毛蚴感染,该钉

螺逸出尾蚴均来自同一毛蚴,具有同一性别。感染60
 

d后,每个钉螺单独逸尾蚴,经腹壁皮肤感染小鼠,标
记相应小鼠和钉螺号码,35

 

d后解剖小鼠,收集虫体,
根据虫体性别,确定钉螺逸出尾蚴性别,并于4

 

℃条件

下保存钉螺。

2.2 动物分组及模型建立 C57BL/6J小鼠40只,
雄性,6周龄,体重(20±0.5)g。小鼠饲养1周后,随
机分为4组,每组10只。双性感染组:小鼠经腹壁皮

肤接触感染雌雄尾蚴40条/只;单性雄虫组:小鼠经腹

壁皮肤接触感染雄性尾蚴40条/只;单性雌虫组:小鼠

经腹壁皮肤接触感染雌性尾蚴40条/只;未感染组:以
不含尾蚴的去氯水处理。各组小鼠于空调温控动物室

饲养,室温20~25
 

℃,相对湿度约60%,光照每12
 

h
明暗交替,小鼠自由饮食。双性感染组小鼠感染周期

为6周,其余3组为36周。各组小鼠麻醉后采血处

死,无菌留取肝组织,提取小鼠肝脏的总RNA和蛋白

质及羟脯氨酸检测;置于4%多聚甲醛固定,用于 HE
和 Masson染色检测。

2.3 HE和Masson染色 肝组织于4
 

%多聚甲醛固

定液中4
 

℃固定1周,脱水、石蜡切片,分别按照 HE
和 Masson染色试剂盒说明书中步骤进行组织染色处

理,中性树胶封片。光学显微镜下拍照观察各组小鼠

肝组织病理学变化和胶原增生情况,Masson染色以蓝

染部分表示胶原纤维。

2.4 小鼠肝脏羟脯氨酸含量测定 取各只小鼠肝脏

组织,称量约100
 

mg,记录湿重。按照羟脯氨酸测定

试剂盒说明书完成试剂配置、样本水解和PH调节,使
用紫外分光光度计测各管上清液的吸光度值(A),并
按下列公式计算小鼠肝脏羟脯氨酸含量,羟脯氨酸含

量(μg/mg湿重)=[(A测定管-A空白管)/(A标准管-A空白管)]

×标准管含量(5
 

μg/mL)×水解液总体积(10
 

mL)/
肝脏湿重(mg)。

2.5 肝组织α-SMA、TGF-β1、Col1、Col3
 

mRNA表

达检测 取100
 

mg小鼠肝脏组织,液氮研磨后加入1
 

mL
 

Trizol裂解液裂解,提取肝脏总RNA,紫外分光

光度法定量RNA浓度。按试剂说明书步骤去除其中

基因组DNA,进行逆转录反应。逆转录成cDNA后

通过管家基因β-actin相对定量目标基因Collagen
 

Ⅰ
(Col1)、Collagen

 

III(Col3)、TGF-β和α-SMA的 mR-

NA表达。运用Oligo6软件进行引物设计(表1)。荧

光定量PCR的反应条件为:95
 

℃预变性5
 

min;95
 

℃
变性10

 

s,60
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸1
 

min,共40个循

环;72
 

℃延 伸10
 

min。以β-actin为 基 准 值,使 用

ΔΔCT方法进行各基因相对量的计算和结果分析。

2.6 肝组织α-SMA、TGF-β1、Col1、Col3蛋白表达检

测 取20~40
 

mg小鼠肝脏组织,于RIPA裂解液中

研磨,4
 

℃裂解2
 

h,离心提取可溶性肝脏总蛋白,以
BCA法测定蛋白浓度。进行蛋白变性、SDS-PAGE电

泳、转膜、封闭、一抗和二抗孵育、化学发光,使用凝胶

成像系统进行曝光拍照。使用Image
 

J软件计算各蛋

白条带灰度值,标示小鼠肝脏中目标基因 Collagen
 

Ⅰ、Collagen
 

III、TGF-β和α-SMA的蛋白表达量。以

管家基因GAPDH的蛋白表达量为基准,比较各组小

鼠肝脏各目标基因的相对蛋白表达。

表
 

1 基因表达检测引物序列
Table

 

1 Primer
 

sequences
 

for
 

qPCR
 

assay
 

for
 

determination
of

 

TGF-β,α-SMA,Col
 

1
 

and
 

Col
 

3
 

gene
 

expression
基因
Gene

引物序列
Primer

 

sequence

TGF-β
 F:ATGTGCAGGATAATTGCTGCC

R:TGGTGTTGTACAGGCTGAGG
 

α-SMA F:CTATGCTCTGCCTCATGCCA
R:CTCACGCTCAGCAGTAGTCA

Col
 

1 F:ACTGGCAACCTCAAGAAGTCCC
R:AAGTTCCGGTGTGACTCGTGC

Col
 

3 F:ACGCAAGGCCATGAGACTCC
R:GCAAACAGGGCCAATGTCCA

β-Actin
F:GTCCCTCACCCTCCCAAAAG
R:GCTGCCTCAACACCTCAACCC

2.7 统计学处理 采用Excel
 

2017建立数据库,应
用SPSS

 

21.0软件进行统计学分析。对数据进行正态

性检验,计量资料呈正态分布或近似正态分布,以均

数、标准差等进行描述性统计。两组计量资料间比较

采用独立样本t检验。P<0.05为差异有统计学意

义。

结 果

1 小鼠肝脏大体形态

小鼠肝脏解剖标本显示双性感染组小鼠肝脏色

暗,不 均 一,质 软,表 面 不 光 滑,有 颗 粒 状 物 质(图
1a1);单性雄虫组小鼠肝脏色黑,均一,质软,表面光滑

(图1b1);单性雌虫组(图1c1)小鼠肝脏与无感染组

(图1d1)小鼠肝脏类似,色浅,均一,质软,表面光滑。

2 小鼠肝组织病理学变化

HE染色显示,双性感染组小鼠肝组织中有大量

虫卵沉积,虫卵周围被大量炎症细胞包裹,形成虫卵肉

芽肿结构,附近肝细胞变性坏死,肝窦明显扩张,扭曲

变形(图1a2和a3);单性雄虫组小鼠肝组织中有大量
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色素沉积,色素周围有大量炎性细胞浸润,肝索结构局

部发生轻微紊乱,肝窦间毛细血管扩张充血(图1b2和

b3);单性雌虫组小鼠肝组织中有少量色素沉积,色素

周围有炎性细胞浸润,肝组织结构基本完整,轮廓较清

晰,肝窦间毛细血管扩张充血(图1c2和c3);无感染组

小鼠肝小叶结构正常,肝细胞呈现放射状排列,形态正

常,肝组织内无色素沉积(图1d2和d3)。

  注:a2、a4、b2、b4、c2、c4、d2、d4,100×;a3、a5、d3、d5,200×;b3、b5、
c3、c5,400×。

图
 

1 各组小鼠肝脏大体形态、组织病理学改变(HE染色)
和胶原增生情况(Masson染色)

Fig.1 The
 

liver
 

gross
 

morphology,pathological
 

changes
 

(HE
 

staining)
and

 

collagen
 

proliferation
 

(Masson
 

staining)
 

of
 

liver
 

tissues
 

in
 

mice
of

 

each
 

group

3 小鼠肝组织胶原增生情况

Masson胶原染色显示,双性感染组小鼠肝组织中

肝纤维化明显,主要在虫卵肉芽肿周围出现胶原纤维

沉积,并向肝小叶内延伸(图1a4和a5);单性雄虫组

(图1b4和b5)和单性雌虫组(图1c4和c5)小鼠肝组

织内色素沉积处有胶原纤维,单性雄虫组胶原纤维沉

积更明显;无感染组小鼠肝组织汇管区和中央静脉管

壁有少许胶原纤维(图1d4和d5)。

4 小鼠肝脏羟脯氨酸含量检测

检测结果显示,与未感染组(0.12±0.01)μg/mg
相比,双性感染组(t=5.85,P<0.01)、单性雄虫组(t
=4.19,P<0.05)和单性雌虫组(t=3.99,P<0.05)
小鼠肝脏羟脯氨酸含量均显著升高。双性感染组

(0.19±0.04)μg/mg、单性雄虫组(0.21±0.03)μg/

mg和单性雌虫组(0.18±0.03)μg/mg无显著差异

(图2)。

5 小鼠肝组织α-SMA、TGF-β1、Col1、Col3基因 mR-
NA表达水平

荧光定量PCR结果显示,与未感染组(Col3(0.37
±0.21)、α-SMA(0.08±0.01)、TGF-β1(2.5±0.77)、

Col1(1.05±0.29))比较,双性感染组小鼠肝脏Col3
(2.15±0.61)和α-SMA(0.36±0.11)mRNA水平均

显著升高(t=6.44和4.29,P 均<0.01),TGF-β1

(0.31±0.11)mRNA显著降低(t=-38,P<0.01),

Col1(0.84±0.14)mRNA表达无显著差别;单性雄虫

组小鼠肝脏Col1(2.4±0.91)和α-SMA(0.22±0.1)

mRNA表达都明显高于未感染组(t=2.57和2.42,P
均<0.05),TGF-β1(4.28±2.58)和 Col3(1.28±
0.75)mRNA表达量与未感染组无显著差别;单性雌

虫组各 基 因(Col1(1.34±0.18)、α-SMA(0.17±
0.11)、TGF-β1(3.55±1.34)、Col3(0.51±0.23))

mRNA表达水平与未感染组相比均无显著差异。与

单性雌虫组比较,单性雄虫组小鼠肝脏Col1
 

mRNA
表达明显增高(t=2.01,P<0.05),α-SMA、TGF-β1
和Col3

 

mRNA表达无显著差异;双性感染组Col1和

TGF-β1
 

mRNA表达水平与单性雌虫组比较显著降低

(t=-5.33和-4.8,P 均<0.01),α-SMA(t=3.24,P
<0.05)和Col3(t=13.8,P<0.01)mRNA表达显著

升高。单性雄虫组Col1(t=2.95,P<0.01)和TGF-

β1(t=2.66,P<0.05)mRNA表达均显著高于双性感

染组,两组α-SMA和Col3
 

mRNA表达无显著差异

(图3)。

注:与未感染组比较,*P<0.05,**P<0.01。
图

 

2 各组小鼠肝脏羟脯氨酸含量

Note:compared
 

with
 

the
 

uninfected
 

group,*P<0.05,**P<0.01.
Fig.2 Hydroxyproline

 

content
 

of
 

mice
 

livers
 

from
 

each
 

group

注:与未感染组比较,*P<0.05,**P<0.01。
图

 

3 各组小鼠肝组织α-SMA、TGF-β1、Col1、Col3基因

mRNA表达水平

Note:compared
 

with
 

the
 

uninfected
 

group,*P<0.05,**P<0.01.
Fig.3 mRNA

 

expression
 

levels
 

of
 

α-SMA,TGF-β1,Col1
and

 

Col3
 

in
 

liver
 

tissues
 

of
 

each
 

group
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6 小鼠肝组织α-SMA、TGF-β1、Col1、Col3基因蛋白

表达水平

Western
 

blot结果显示,单性雄虫组(Col3(0.92
±0.18)、α-SMA(1.63±1.08)、TGF-β1(2.34±
0.56)、Col1(0.88±0.29))小鼠肝脏各基因蛋白表达

水平与未感染组(Col3(0.65±0.15)、α-SMA(0.72±
0.23)、TGF-β1(1.78±0.29)、Col1(0.98±0.18))比
较均无明显差异;单性雌虫组TGF-β1(1.03±0.39)
蛋白表达量显著低于未感染组(t=-3.3,P<0.05),

Col1(0.8±0.39)、Col3(0.48±0.22)和α-SMA(0.48
±0.13)蛋白表达无显著差异。与单性雌虫组比较,单
性雄虫组小鼠肝脏TGF-β1和Col3蛋白表达量明显

升高(t=4和4.55,P 均<0.05),Col1和α-SMA蛋

白表达水平无显著差异(图4和图5)。

图
 

4 各组小鼠肝组织α-SMA、TGF-β1、Col1、Col3蛋白

Western
 

blot图

Fig.4 Western
 

Blot
 

detection
 

of
 

α-SMA,TGF-β1,Col1
and

 

Col3
 

protein
 

levels
 

in
 

liver
 

tissues
 

of
 

each
 

group

注:与未感染组比较,*P<0.05。
图

 

5 各组小鼠肝组织α-SMA、TGF-β1、Col1、Col3蛋白表达水平

Note:compared
 

with
 

the
 

uninfected
 

group,*P<0.05.
Fig.5 Protein

 

expression
 

levels
 

of
 

α-SMA,TGF-β1,Col1
and

 

Col3
 

in
 

liver
 

tissues
 

of
 

each
 

group

讨 论

双性血吸虫感染引发宿主肝脏虫卵肉芽肿和肝纤

维化的机制是被门脉血流带入肝脏的血吸虫虫卵成

熟,持续释放可溶性虫卵抗原(Soluble
 

Egg
 

Antigen,

SEA),募集活化大量中性粒细胞、单核细胞与淋巴细

胞,产生多种细胞因子,导致持续性炎症发生,进而引

起肝星状细胞活化增殖,转化为成纤维细胞,大量合成

以Ⅰ、Ⅲ型胶原为主的细胞外基质(ECM),导致ECM
在肝内的过度沉积,造成肝纤维化。晚期形成门静脉

高压、腹水、脾肿大等类似肝硬化的临床表现[14-16]。
本研究使用形态学和分子生物学方法探讨单性日

本血吸虫成虫是否也会导致宿主发生肝纤维化样病

变。结果显示,与正常小鼠比较,感染雄性血吸虫的小

鼠肝脏出现较明显的色素沉积、炎症反应等病理变化

和胶原纤维增生情况,肝脏羟脯氨酸含量明显上升,与
感染双性血吸虫的小鼠肝脏羟脯氨酸含量无明显差

异,虽然肝脏Col1和α-SMA
 

mRNA表达上调,但是

与肝纤维化相关的各分子指标蛋白表达水平未明显升

高。而与正常小鼠比较,感染雌性血吸虫小鼠肝脏病

理变化和胶原纤维增生不明显,但肝脏羟脯氨酸含量

升至与感染双性血吸虫小鼠肝脏羟脯氨酸含量持平,
与肝纤维化相关的各分子指标 mRNA和蛋白表达水

平均未上调。
单性血吸虫成虫引发宿主肝内病变的机制目前尚

不清楚。由于单性血吸虫,尤其雄性血吸虫,在宿主体

内不产卵,因而宿主肝脏发生病变原因与虫体来源的

物质密不可分[17]。血吸虫成虫从成熟伊始就会从栖

身的肠系膜静脉和门静脉释放大量物质进入血循环,
这些物质包括以外泌体形式分泌和外排的多种细胞特

异性蛋白、脂类、mRNA和非编码RNA[18-20],以及部

分虫体降解物质和排泄物[17],这些物质通过血流进入

肝脏,极有可能是引起感染单性血吸虫小鼠肝内病变

的直接原因。由于血吸虫源性色素来自人体血红蛋

白,原本在血吸虫消化道沉着,后从血吸虫口中排出,
因此不会引起肝脏炎症和纤维化[21-22],但本研究观察

到单性血吸虫寄生导致的肝内色素沉积部位与肝内炎

症浸润及胶原纤维染色位置高度重合,色素量与肝内

病变程度呈正比,因而不能排除单性血吸虫源性色素

沉积作为致病原因之一的可能性。本研究发现单性血

吸虫感染引起的小鼠肝内色素沉积非常明显,而感染

双性血吸虫小鼠肝内色素沉积光镜下几乎不可见,这
可能与各组小鼠血吸虫感染时长不同有关,单性血吸

虫寄生长达9个月,而双性血吸虫感染仅有6周,但不

能排除未经雌雄合抱的单性血吸虫吸收和储存色素能

力下降。
本研究发现,除了肝内羟脯氨酸升高程度相似外,

单性雄虫寄生引起的小鼠肝内病理变化和胶原纤维增

生明显比单性雌虫寄生严重,同时,在分子水平上,单
性雄虫寄生的小鼠肝脏部分与肝纤维化相关指标的

mRNA(Col1)和蛋白(TGF-β1和Col3)表达明显高于

单行雌虫寄生的小鼠。原因主要为由于未经雌雄合

抱,单独存在的雌虫发育不完全,进而单性雌虫分泌和
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排出的虫源性色素和致病物质都相应地明显减少。但

是单性雌虫感染未导致与单性雄虫感染不同的肝内病

变,证明两者引发宿主肝内病变的机制相似,只在程度

上存在差异,未出现虫卵引发肝纤维化的致病过程。
虽然单性血吸虫与宿主共存长达9个月,并且光镜下

可以观察到肝内炎症和胶原纤维出现,Western
 

blot
结果显示单性血吸虫感染没有使小鼠肝内Ⅰ、Ⅲ型胶

原蛋白显著增高,证明单性血吸虫寄生引发的肝内炎

症,虽然持久存在,但仍不足以有效激活肝星状细胞,
进而导致肝纤维化。本研究Western

 

blot检测未包括

双性感染组小鼠肝脏样本,主要由于小鼠感染双性血

吸虫仅6周,尚不足以形成明显肝纤维化。荧光定量

PCR结果中双性感染组TGF-β1
 

mRNA表达不升反

降,可能与该组小鼠肝组织cDNA长期储存出现降解

有关。
本研究证明单性血吸虫成虫感染可导致小鼠肝脏

出现病变,病变具有炎症细胞浸润,胶原纤维增生,羟
脯氨酸增加、部分肝纤维化分子指标 mRNA表达上

调等肝纤维化特征,单性雄虫比单性雌虫更容易引发

小鼠肝脏向肝纤维化演变。本研究虫卵可溶性抗原是

日本血吸虫性肝纤维化的致病原因,单一性别血吸虫

成虫所分泌的抗原物质因素之一。但单性血吸虫分泌

的致病变物质尚不清楚,各物质作用靶点、产生效应方

式和对炎症或纤维化的作用,以及药物治疗等方面尚

需进一步研究。
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