
第 42卷 第5期
2021年 9月

Vol.42 No.5
September 2021

中山大学学报（医学科学版）

JOURNAL OF SUN YAT⁃SEN UNIVERSITY（MEDICAL SCIENCES）

广州管圆线虫感染对不同宿主免疫系统的影响
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摘 要：【目的】探讨宿主免疫系统在广州管圆线虫感染所致脑炎发病机制中的作用。【方法】大鼠是广州管圆

线虫适宜宿主，小鼠是其非适宜宿主。采用广州管圆线虫感染SD大鼠和BALB/c小鼠模型，观察感染21 d后宿主中

枢免疫器官胸腺以及外周免疫器官脾脏的差异变化，并通过流式细胞技术检测感染后大、小鼠胸腺和脾脏中细胞

亚型的变化。【结果】广州管圆线虫感染21 d后，大鼠胸腺和脾脏外观没有明显改变；正常组和感染组胸腺细胞总数

以及胸腺细胞中各细胞亚型（CD4+T细胞、CD8+T细胞、CD4+CD8+T细胞和CD4-CD8-T细胞）比例与数量的变化差异

均无统计学意义（P>0.05）；而感染后大鼠脾脏中CD4+T细胞比例和数量均增加（P=0.016；P=0.023），CD8+T细胞比例

和数量变化均不明显（P>0.05）。广州管圆线虫感染 21 d后，小鼠胸腺和脾脏均严重萎缩，胸腺细胞总数急剧减少

（P<0.000 1）；胸腺细胞各亚型中CD4+CD8+T细胞比例和数量减少最为明显（P<0.000 1；P<0.000 1）；感染导致小鼠

脾脏单个核细胞总数降低（P<0.000 1），脾脏淋巴细胞亚型 CD4+T细胞和 CD8+T细胞总数均减少（P<0.000 1；P=
0.003 8）。【结论】广州管圆线虫感染对非适宜宿主小鼠的免疫系统产生严重免疫抑制，而大鼠的免疫系统影响较

小，虫体感染引起宿主的免疫抑制，进而引起宿主清除和抵抗寄生虫能力降低，这可能是寄生虫产生免疫逃逸的重

要机制。本研究揭示机体免疫系统牵涉到广州管圆线虫感染所致脑炎发病机制中的重要作用，此为广州管圆线虫

感染所致脑炎的防治提供了新思路。
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Abstract：【Objective】To investigate the role of host immune system in the pathogenesis of encephalitis induced by
Angiostrongylus cantonesis（A.C.）infection.【Methods】The definitive hosts of A.C. are rats and the intermediate hosts are
mice. SD rats and BALB/c mice infected with A.C. were used to observe the changes of central immune organ thymus and
peripheral immune organ spleen after 21 days of infection. Flow cytometry was used to detect the changes of cell subtypes
in the thymus and spleen of rats and mice .【Results】After 21 days of infection with A.C. in rats，there was no obvious
change in the appearance of spleen and thymus gland，and no obvious change in the thymus cell total count and in the
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proportion and number of thymocyte subtype cell（CD4+T，CD8+T，CD4+CD8+T and CD4-CD8-T cells）between control
groups and infected groups were found（P>0.05）；The proportion and number of CD4+T cells in spleen was increased（P=
0.016；P=0.023），while the change of CD8+T cells was not obvious（P>0.05）. After 21 days of infection，the spleen and
thymus of mice were severely atrophied，the total number of thymus cell was decreased sharply（P<0.000 1）；The propor⁃
tion and number of CD4+CD8+T cells were decreased obviously（P<0.000 1；P<0.000 1）；Infection resulted in a decrease in
the total number of mononuclear cells in the spleen of mice（P<0.000 1）；The number of CD4+T cells and CD8+T cells in
spleen was increased（P<0.000 1；P=0.003 8）.【Conclusions】A.C. infection severely suppressed the immune system of
mice，but had little effect on rats. A.C. infection induced immunosuppression in the host，in turn reduced the ability of the
host to clear and resist parasites，which may be an important mechanism of immune escape of parasites. This study re⁃
vealed that the immune system plays an important role in the pathogenesis of encephalitis caused by A.C. infection，which
provides a new idea for the prevention and treatment of encephalitis caused by A.C. infection.

Key words：Angiostrongylus cantonensis；rat；mouse；spleen；thymus
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（5）：714-720］

广州管圆线虫是引起嗜酸性粒细胞增多性脑

膜炎和脑膜脑炎的重要病原体。大鼠是广州管圆

线虫的适宜宿主，人和小鼠是其非适宜宿主［1-2］。

目前，广州管圆线虫病已成为严重的公共卫生问

题，是我国重大食源性传染病之一［3-5］。宿主的免

疫系统在维持机体抗感染的免疫平衡和免疫调节

中发挥重要作用，免疫系统和神经系统双向相互作

用［6-7］，中枢神经系统受损对免疫功能产生重大影

响［8-9］。我们前期研究［10］显示广州管圆线虫感染对

小鼠免疫系统产生明显抑制作用，可能是寄生虫产

生免疫逃逸的重要机制。广州管圆线虫感染对大

鼠免疫系统影响并无系统研究，大小鼠脑部炎症反

应存在差异，而这种差异可能与免疫调节有关。本

研究通过分析广州管圆线虫感染对大鼠和小鼠免

疫系统的影响，探索机体免疫系统在广州管圆线虫

感染所致脑炎发病机制中的重要作用，为广州管圆

线虫病的临床防治提供新思路。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和抗体

无水乙醇（广州瑞舒生物科技）、水合氯醛（鼎

国生物科技有限公司）、生理盐水（广州威佳生物科

技）、牛血清白蛋白（Bovine serum albumin，BSA）
（广州威佳生物科技）、PBS粉末（广州威佳生物科

技）、RPMI-1640培养基（广州威佳生物科技）、Per⁃
coll分离液（广州威佳生物科技）、红细胞裂解液（碧

云天）、流式抗 PE-conjugated CD3（eBioscience）、流

式 抗 体 PE-Cyanine5-conjugated CD4（eBiosci⁃

ence）、流 式 抗 体 FITC-conjugated CD8 antibody
（eBioscience）。。

1.2 实验动物

本实验中所涉及的 SPF级 SD大鼠（雄性，6～8
周龄，200 g左右）和 SPF级BALB/c小鼠（雄性，6～
8周龄，25 g左右），均购于广东省实验动物中心，动

物生产许可证号为：SCXK（粤）2018-0002。我们将

动物置于湿度（60±10）%和温度（25±2）℃，模拟正

常昼夜生物节律的 SPF环境中饲养，本研究中动物

的饲养、管理、实验流程以及实验后处理符合国家

科技部《实验动物护理和使用指南》，并遵守华南理

工大学实验中心动物伦理要求及相关实验动物福

利及使用准则。

1.3 广州管圆线虫感染期幼虫的收集及感染动物

模型的建立

1.3.1 虫体分离和收集 取感染广州管圆线虫的

藁杆双脐螺，参照以前的实验操作［11］，通过机械压

碎，消化螺肉，中和后，收集广州管圆线虫感染期幼

虫（L3）置于无菌生理盐水中备用。阳性螺由中山

大学寄生虫教研室提供。

1.3.2 构建动物模型 SD大鼠和 BALB/c小鼠经

一周适应性喂养后，分别被随机分成两组：对照组

和感染组。大鼠和小鼠禁食 3 h，使用人工灌胃方

法，每只大鼠和小鼠分别经口感染 100条和 30条广

州管圆线虫 L3幼虫。每组实验动物数量 5~8只，实

验重复3次。感染21 d后开展实验。

1.4 采集宿主胸腺和脾脏指数

广州管圆线虫感染 21 d后，各组大鼠和小鼠分

别称量体质量后，采用腹腔注射 100 g/L水合氯醛

715



第42卷中山大学学报（医学科学版）

（0.3 mL/kg）剂量麻醉。小鼠和大鼠分别采用眼球

取血方法和断尾取血方法收集外周血，取血后的实

验动物通过颈椎脱臼方法处死。将处死后的大鼠

和小鼠仰卧位，打开胸腔，完整暴露胸腺，游离周边

组织完整取出胸腺；打开腹腔，充分暴露脾脏，完整

取出脾脏。胸腺和脾脏用PBS缓冲液冲洗后，用滤

纸除去表面多余水分，拍照，称重。计算各组大鼠

和小鼠胸腺指数和脾脏指数［胸腺指数=胸腺质量

（mg）/宿主体质量（g）；脾脏指数=脾脏质量（mg）/
宿主质量（g）］。

1.5 流式细胞术检测脾脏和胸腺T细胞亚型

1.5.1 胸腺单个核细胞制备 将胸腺放入含有不

完全RPMI-1640培养基的平皿内剪碎；充分研磨，

200目筛网过滤；台盼蓝计数活细胞数量；用PBS缓
冲液洗涤2次，重悬待用。

1.5.2 脾脏单个核细胞制备 将脾脏放入含有不

完全RPMI-1640培养基的平皿内剪碎；充分研磨，

200目筛网过滤；离心取沉淀，加入同体积工作浓

度的红细胞裂解液，轻轻吹打混匀，4 ℃裂解 5 min；
离心（4 ℃，500 × g，5 min）后弃红色上清；用PBS缓
冲液洗涤3次后重悬，台盼蓝计数活细胞数量，待用。

1.5.3 表面抗原染色及流式细胞术检测 每组取

100 μL体系的PBS缓冲液重悬的 1×106~1×107个胸

腺/脾脏单个核细胞于流式管中，根据说明书每管

分别加入 1 μL CD3、CD4和 CD8流式抗体抗体；

4 ℃避光染色孵育 30 min；PBS缓冲液洗涤 3次后

重悬至400 μL体系；流式细胞仪上机检测。

1.6 脑组织单个核细胞提取及流式细胞术检测

1.6.1 Percoll分离液的配制 将 Percoll原液与

10×PBS（0.1 mol/L）按 9：1配制 100％Percoll分离

液；用 100％Percoll分离液与 RPMI 1640培养基按

照 7：3稀释，配制 70％Percoll分离液；用 100％Per⁃
coll分离液与 RPMI 1640培养基按照 3：7稀释，配

制30％Percoll分离液。

1.6.2 脑组织单个核细胞的提取 剪开处死的大

小鼠头部皮肤，暴露颅骨；用眼科剪顺着颅骨中线

剥离颅骨，最后用镊子取出全脑；将脑组织置于

PBS 缓冲液中研磨，用 200目滤网过滤；收集悬液

至15 mL离心管中，水平离心（4 ℃，500 × g，10 min）
后弃上清；向沉淀中加入 4 mL 30% Percoll重悬；将

4 mL 70% Percoll液加入新的 15 mL离心管中，将混

悬物轻铺于 70% Percoll上；水平离心（4 ℃，500 ×g，
30 min），吸取 70% Percoll和 30% Percoll层之间的

白色细胞层，即为单个核细胞，收集离心管中用

PBS洗涤后计数备用。

1.6.3 流式细胞术检测脑组织单个核细胞 将提

取的脑单个核细胞，计数 1×106～1×108个细胞，用

400 μL PBS定容，流式细胞仪上机检测。

1.7 统计方法采用

所有数据采用 SPSS 19.0软件进行统计学分

析，实验数据统计结果以均数±标准误（Mean ±
SEM）表示，对照组和感染组比较采用独立样本 t检
验进行统计学分析，P <0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 广州管圆线虫感染对大鼠免疫系统的影响

胸腺大体观察结果显示，正常大鼠胸腺外观呈

乳白色，广州管圆线虫感染 21 d后，大鼠胸腺大小

及外观无明显变化（图 1A）。脾脏大体观察结果显

示，正常组和感染组大鼠脾脏大小无明显差异，但

感染组脾脏较正常组颜色暗红（图 1B）。正常组和

感染组大鼠胸腺指数和脾脏指数变化均无统计学

意义（P>0.05；图 1C）。流式细胞术测量各组大鼠

胸腺和脾脏单个核细胞总数的结果也显示，感染组

和正常组之间的差异均无统计学意义（P>0.05；
图1D）。

采用流式细胞学方法，检测广州管圆线虫感染

对大鼠胸腺细胞各亚群的影响（图 2A），结果显示：

感染广州管圆线虫 21 d后，感染组大鼠胸腺中各细

胞亚群 CD4+T、CD8+T、CD4+CD8+T双阳细胞（dou⁃
ble positive，DP）和 CD4-CD8-T双阴细胞（double
negative，DN）的比例和数量与对照组差异无统计

学意义（P>0.05；图 2B）。采用流式细胞学技术，检

测广州管圆线虫感染对大鼠脾脏 CD4+T和 CD8+T
细胞的影响（图 2C），结果显示感染后大鼠脾脏细

胞亚群变化明显：具体表现在脾脏CD4+T细胞比例

和数量（t=3.052，P=0.016；t=2.795，P=0.023）均增

加，而CD8+T细胞比例和数量变化均无统计学意义

（P>0.05；图2D）。

2.2 广州管圆线虫感染对小鼠免疫系统的影响

我们进一步观察广州管圆线虫感染对非适宜

宿主小鼠免疫系统的影响。正常小鼠胸腺外观呈

乳白色，广州管圆线虫感染 21 d后，小鼠胸腺体积

明显缩小，色泽暗黄（图 3A）。正常小鼠脾脏外观

饱满，颜色红润，感染后小鼠脾脏颜色苍白，体积明

显缩小（图 3B）。同时感染导致小鼠胸腺（t=10.08，
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P<0.000 1）和脾脏指数（t=7.618，P<0.0001）均明显

降低（图 3C）。流式细胞术检测各组小鼠胸腺和脾

脏单个核细胞计数，结果显示，正常小鼠胸腺细胞

总数约（55～58）×106个，感染后细胞总数急剧下降

至 10×106个左右，各组之间差异具有统计学意义（t
=22.04，P<0.000 1）；正常小鼠脾脏单个核细胞总

数约 80×106个，感染后降至约 20×106个，各组之间

差异具有统计学意义（t=22.34，P<0.000 1；图3D）。
我们采用流式细胞术检测广州管圆线虫感染

对小鼠胸腺细胞亚群的影响，结果显示，正常小鼠

胸腺中 CD4+CD8+T胸腺细胞比例占 80%～85%。

感染第 21 d后，胸腺CD4+CD8+T胸腺细胞比例急剧

降低（t =44.15，P <0.000 1），CD4+CD8+T胸腺细胞

总数也明显减少（t =24.09，P <0.000 1）。感染也导

致胸腺细胞中 CD4-CD8-T、CD4+T和 CD8+T细胞比

例分别相应增加（t =8.60，P <0.000 1；t =19.99，
P <0.000 1；t =16.26，P <0.000 1），但CD4-CD8-T和
CD4+T 细 胞 总 数 减 少（t =4.180，P =0.003 1；
t =4.584，P =0.001 8），CD8+T细胞总数变化差异无

统计学意义（P >0.05；图4A、B）。同时，感染对外周

A: Thymus images of rats；B: Spleen images of rats；C: Statistical data of thymus index [(mg/g, thymus weight (mg)/rat weight (g)] and spleen index
[(mg/g, spleen weight (mg)/rat weight (g)] of rats. n = 5/group，dpi: day post infection, NS: P >0.05.

图1 广州管圆线虫感染对大鼠胸腺和脾脏形态影响

Fig.1 Effects of A.C. infection on the morphology of thymus and spleen in rats

A : The subtypes of rat thymocytes subsets (CD4+T, CD8+T, DN and DP) were detected by flow cytometry; B：Statistical data of the percentage and
number of thymocyte subtypes (n = 5)；C：Changes of spleen cell subtypes were detected by flow cytometry；D：Statistical data of the percentage and num⁃
ber of splenocyte subtypes (n = 5). DP: CD4+CD8+ double positive T cells; DN: CD4-CD8- double negative T cells; dpi: day post infection. 1）t=3.052, P=
0.016; 2）t=2.795, P=0.023；NS: P >0.05.

图2 广州管圆线虫感染对大鼠胸腺和脾脏细胞亚型的影响

Fig. 2 Effects of A.C. infection on cell subtypes of thymus and spleen in rats
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免疫器官小鼠脾脏产生严重影响，具体表现在感染

后小鼠脾脏单个核细胞中 CD4+T和 CD8+T细胞比

例分别增加（t =7.55，P <0.000 1；t =4.792，P =
0.001 4），其中 CD4+T 增加更明显；但 CD4+T 和

CD8+T细胞总数均下降（t =7.449，P <0.000 1；t =
4.032，P =0.003 8；图4C、D）。

2.3 广州管圆线虫感染对大鼠和小鼠脑单个核细

胞的影响

为了观察感染后大鼠和小鼠脑部炎症细胞的

浸润，我们通过流式细胞术对各组大鼠和小鼠脑组

织单个核细胞总数进行检测，结果显示，感染后大

鼠脑组织单个核细胞各群变化不明显，总数变化无

统计学意义（P >0.05）；正常组小鼠脑中单个核细

胞数量很少，当感染 21 d后，小鼠脑部单个核细胞

数量明显增加，各组间差异具有统计学意义

（t =21.55，P <0.000 1；图5）。

A: The subtypes of rat thymocytes were detected by flow cytometry; B：Statistical data of the percentage and number of thymocyte subtypes (n = 5)；
C：Changes of spleen cell subtypes were detected by flow cytometry；D：Statistical data of the percentage and number of spleen cell subtypes, n = 5. dpi:
day post infection. 1) t=19.99, P<0.000 1; 2) t=8.60, P<0.000 1; 3) t=44.15, P<0.000 1; 4) t=8.6, P<0.000 1; 5) t=4.584, P=0.001 8; 6) t=24.09, P<
0.000 1; 7) t=4.180, P=0.003 1; 8) t=7.55, P<0.000 1; 9) t=4.792, P=0.001 4; 10) t=7.449, P<0.000 1; 11) t=4.032, P=0.003 8; NS: P >0.05.

图4 广州管圆线虫感染对小鼠胸腺和脾脏细胞亚型的影响

Fig. 4 Effects of A.C. infection on cell subtypes of thymus and spleen in mice

A：Thymus images of mice；B：Spleen images of mice；C：Statistical data of thymus index [(mg/g, thymus weight (mg)/mice weight (g)] and spleen in⁃
dex [(mg/g, spleen weight (mg)/mice weight (g)] ,n = 5；D：Changes in the number of total thymus cell count（n = 5）. dpi: day post infection. 1）
t=10.08, P<0.000 1; 2）t=2.795, P<0.000 1; 3）t=22.04, P<0.000 1; 4）t=22.34, P<0.000 1.

图3 广州管圆线虫感染对小鼠胸腺和脾脏形态影响

Fig. 3 Effects of A.C. infection on the morphology of thymus and spleen in mice
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3 讨 论

适宜宿主大鼠感染广州管圆线虫后，脑组织发

生明显的以嗜酸性粒细胞浸润为特点的炎症反应，

但感染 21 d后，其炎症反应明显减弱；而非适宜宿

主小鼠感染广州管圆线虫后，脑部炎症持续升高，

感染 21 d后大多数小鼠出现死亡［10-11］。我们实验

结果证实，广州管圆线虫感染 21 d后，大鼠脑部单

个核细胞数量变化不明显，而小鼠脑部单个核细胞

数量明显增加，提示其脑部炎症反应存在差异。同

时，感染对非适宜宿主小鼠的免疫系统产生严重的

免疫抑制，具体表现在感染后小鼠胸腺和脾脏明显

萎缩，胸腺细胞中 CD4+CD8+T细胞比例严重减少，

进一步影响 T细胞的分化发育。胸腺是机体重要

的中枢免疫器官，是 T细胞发育、分化、成熟的场

所［12］。T细胞的发育起源于骨髓的前体 T细胞，首

先从胸腺皮髓质交界处进入胸腺，在胸腺皮质内，

胸腺细胞由双阴阶段发育到双阳阶段、单阳阶段，

然后在胸腺髓质内完成进一步的阳性选择和阴性

选择，从而进一步发育为成熟的T细胞并输出给外

周免疫器官［13］。脾脏作为最大的外周免疫器官，是

最主要的免疫应答和病原体清除场所，也是淋巴细

胞等免疫细胞定居区域［14］。因此，脾脏淋巴细胞亚

型和功能改变能有效反映机体对广州管圆线虫感

染后产生的免疫应答特点［15］。免疫功能受损可能

是小鼠感染广州管圆线虫后，脑组织炎症反应得不

到调控或减轻的主要原因（非可近期性炎症反应）。

而感染对大鼠免疫系统产生影响较小，不同宿主的

反应差异可能与免疫调节有关。

中枢神经系统的损伤对免疫功能有重要影

响［6，16］。在一定的生理和病理条件下，神经系统损

伤严重会导致机体免疫状态失衡，诱导免疫系统受

到损害［17］。在广州管圆线虫感染后期，机体免疫应

答在宿主抗感染中发挥重要作用［11，18］。宿主的免

疫反应主要以 Th2型反应为主，Th2型细胞因子在

免疫反应中发挥重要作用［19］，这与CD4+T细胞比例

的增加密切相关。结果证实广州管圆线虫感染后，

大鼠和小鼠外周免疫器官脾脏中 CD4+T细胞比例

均增加，小鼠的变化更加明显，炎症反应更剧烈。

广州管圆线虫感染后，大鼠作为适宜宿主，对这种

炎症反应可做出适当的免疫调节，脑部炎症反应减

轻；而小鼠是非适宜宿主，可能缺少这种调节功能，

脑部炎症反应持续加强，发生非可控性急性炎症反

应，从而导致感染后期，小鼠多出现死亡。广州管

圆线虫感染对非适宜宿主小鼠的免疫系统产生严

重免疫抑制，而大鼠的免疫系统受影响较小。这种

神经系统的损伤诱导外周免疫系统产生的免疫抑

制，进而引起宿主清除和抵抗寄生虫能力降低，这

可能是寄生虫产生免疫逃逸的重要机制，但具体的

机制还需要进一步深入研究。

综上所述，广州管圆线虫感染对适宜宿主大鼠

脑部炎症以及免疫系统影响较小，而感染引起非适

宜宿主小鼠的脑部炎症反应明显，免疫系统受到严

重的免疫抑制。这种变化证实机体免疫系统在广

州管圆线虫感染所致脑炎的发病机制中发挥重要

调控作用。一方面，免疫系统的受损导致机体抵抗

A：Brain mononuclear cells were detected by flow cytometry；B：Statistical data on the number of brain mononuclear cells, n = 5. dpi: day post infec⁃
tion. 1）t=21.55, P<0.000 1; NS: P >0.05.

图5 广州管圆线虫感染对大鼠和小鼠脑内单个核细胞的影响

Fig. 5 Effects of A.C. infection on brain mononuclear cells in rats and mice
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病原体能力降低，参与免疫应答的反应减弱，进一

步导致脑炎加重；另一方面，严重的脑部炎症导致

机体免疫状态失衡，诱导机体免疫系统受到损害。

机体神经-免疫系统失衡，形成恶性循环。本研究

提示在广州管圆线虫病临床治疗时，有必要使用提

高或恢复免疫力的药物或相关治疗手段，进一步增

强机体抗寄生虫能力和机体自我修复能力。本研

究揭示了机体免疫系统在广州管圆线虫感染所致

脑炎发病机制中的重要作用，为广州管圆线虫病的

临床治疗提供了新思路。
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