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摘　要:【目的】鉴定 13G-5 细胞系细胞是否来源于细粒棘球蚴细胞。【方法】用不同代次的细胞系细胞接种 Km 小鼠腹

腔 ,观察是否形成包囊或类似包囊 , 病理切片证实;用形成的包囊材料进行体外培养;测定接种小鼠的特异抗体效价;用酯酶

同工酶鉴定细胞系。【结果】细胞系细胞在小鼠腹腔能形成包囊或类似包囊 , 病理切片观察包囊结构清楚 , 体外培养 , 未能见

到细胞贴壁生长和活原头节 ,将培养悬液涂片 , 吉姆萨染色后镜检 , 只见到极少量细胞(类似于生发层细胞), 也未见到原头

节。实验鼠抗体滴度的倒数为 320～ 5 120 之间;酯酶同工酶检测结果:细粒棘球蚴原头节 、13G-5 细胞系细胞 、包囊液含有相

同的酯酶同工酶谱 ,在同一位点出现相同的一条酶带。【结论】13G-5细胞系来源于细粒棘球蚴细胞。
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Abstract:【Objective】To identify the origin of 13G-5 cell line.【Methods】13G-5 cells come from different

passages w ere inoculated intraperi toneal into mice and the potentiality of the subculture cell to develop into a hy-

datid cyst in mice w as examined by pathological method(or the cysts o r cysts-like w ere observed macroscopically

and microscopically).The cy sts formed in mice w ere culture in v it ro.The specific antibody fo r cyst fluid in the

serum of the infected mice w ere measured by IHA.The cell line w as conf irmed furtherly by inspect its isoen-

zyme EST .【Results】The cysts were found clearly in the peritoneal cavi ty by macri- and microscopiy examina-

tion and this indicated that cysts were formed when the cells were inoculated into mice.The viable protoscolex

w ere no t found when the cells were cul ture in v itro , only a few cells can be found when the cultural material

w as examined by Giemsa' s stain(the cells like the germinal cells in morphology).The antibody ti ter of cysts flu-

id were varied from to 1∶320 ～ 1∶5 120.The isoenzyme EST of E .granulosus protoscolex , 13G-5 cell line and

cyst fluid appeared in the same position w hen inspected by electrophoresis.【Conclusions】13G-5 cell line w as de-

rived f rom E.granulosus.
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　　体外培养细粒棘球蚴细胞并培育成传代细胞

系 ,将有可能不受限制地提供寄生虫抗原 ,并用于

诊断 、免疫预防研究[ 1] 。本实验是基于从包虫病人

体内分离棘球蚴细胞 ,首次培育成功人源细粒棘球
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蚴细胞系(13G-5), 在进行一系列研究的基础

上[ 2 ～ 7] ,对细胞系细胞进行接种感染和同工酶鉴

定。

1　材料与方法

1.1　细胞系细胞接种实验

1.1.1　实验动物　普通级昆明小白鼠 5 只 ,体质

量18 ～ 22 g ,雌性 ,由新疆军区医学实验动物中心

提供 。

1.1.2　接种细胞的制备及接种方法　分别收集

13G-5 细胞系第 7 代 、第 15 代细胞 , 用无 Ca2+、

Mg2+的 Hanks液洗 3 次 ,用 1 g/L 的结晶紫染色

进行活细胞计数 ,第 7 代活细胞共计 1 300万 ,第

15代活细胞共计 3 000万 ,用 Hanks液将第7代细

胞稀释成 2 mL(650万活细胞/mL),腹腔接种 2只

小白鼠 ,每只腹腔注射 1 mL ,即每只小鼠腹腔接种

活细胞 650 万;第 15 代细胞用 Hanks液稀释成 3

mL(1 000 万/mL),接种给 3只小白鼠 ,每只腹腔

注射 1 mL ,即活细胞 1 000 万/只。然后分别放入

笼中饲养。第 7代细胞于接种后第 355天 ,第 15

代细胞于接种后第 250天 ,先眼球采血 ,分离血清 ,

然后将小白鼠拉颈处死 ,剖检观察 。

1.1.3　病理检查　实验鼠剖检后 ,观察每只鼠腹

腔内有无包囊或类似包囊形成 ,并观察包囊或类似

包囊的位置 、大小 、数量 、有无囊液 、重量等 ,然后将

部分包囊或类似包囊用体积分数为 10%甲醛固

定 ,石蜡包埋切片 , HE 染色 ,光镜下观察包囊或类

似包囊的结构。

1.1.4　包囊材料的体外培养　将其中一只实验鼠

腹腔内形成包囊的一部分在无菌条件下剪碎 ,按文

献[ 2]的方法制备细胞培养材料 ,加入适量的改良

DMEM 应用培养液 ,37 ℃温箱培养 。

1.1.5　实验鼠抗体效价检测　从包虫病人的包囊

内无菌采取囊液用于制备抗原 ,用间接血凝试验

(IHA),将实验鼠血清从 1:10进行倍比稀释 ,测定

抗体滴度
[ 8 , 9]

。

1.2　同工酶检测

1.2.1　样品及其制备　制备细粒棘球蚴病人血

清 、细粒棘球蚴原头节 ,以及 13G-5细胞系细胞和

包囊液。13G-5细胞系细胞为第 16代细胞 ,用含 9

g/L NaCl的 0.06 mmol/L EDTA (pH 7.1)洗细胞

3次 ,然后用超声波破碎细胞 ,离心后取上清 ,置-

70 ℃储存备用 。

1.2.2　检测方法 　采用聚丙烯酰胺凝胶电泳

法
[ 10]

。

2　结　果

2.1　细胞感染实验

2.1.1　病理检查　细胞系第 7代细胞接种的 2只

小白鼠在第 355天剖检时 ,只见到其中的一只腹腔

内有类似包囊存在 ,类似包囊附着在小肠上 ,突出

小肠表面 ,另一只小白鼠未能见到包囊。细胞系第

15代细胞接种的 3 只小白鼠 ,剖检发现有 2 只小

白鼠腹腔内有包囊形成 ,其中一只小白鼠腹腔内有

4个大小不等的包囊连在一起呈葡萄状 ,位于腹腔

中央 ,和肠系膜相连 ,包囊直径在 0.5 ～ 1.2 cm 之

间 ,内含透明囊液(图 1)。另一只腹腔内只有一个

包囊 ,位于腹腔左侧 ,单独存在 ,内含透明囊液(表

1)。

图 1　细胞系细胞接种小鼠腹腔形成的包囊

Fig.1　Cysts seen in the peritoneal cavity of

mouse with 13G-5 cells

表 1　13G-5细胞系细胞对小白鼠的感染特性比较

Table 1　Compard with the cysts of infection of mice

for 13G-5 cell line

No.Inoculated Number of cyst Weight(g) Diameter Day s af ter inoculation

Cells(×10
6
) (n / l) (m /g) (D /cm) (t / d)

1 6.5 1 0.2 0.4 355

2 6.5 - - - 355

3 10 4 4.7 0.5～ 1.2 250

4 10 1 0.4 0.5 250

5 10 - - 250

2.1.2　包囊的结构　病理切片 ,镜下观察包囊结

构清楚 ,主要有两层构成 。囊壁外层为无细胞的结

构呈板状的角质层 ,此层厚;角质层外有大量细胞

积聚 ,主要有腹腔巨噬细胞 、单核细胞 、淋巴细胞和

多核巨细胞等 ,并有结缔组织增生;内层为一十分

薄的生发层 ,生发细胞散在;未见到头节及其结构

(图 2)。
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图 2　实验鼠腹腔形成包囊结构

Fig.2　A histological section of the cyst specimen

from infectivity mouse

1.Germinal cell;2.Cyst;3.Inflammatory invasive cells

2.1.3　体外培养观察 　用细胞系第 15代细胞接种小

白鼠 ,其腹腔内形成的包囊连同囊液一同用于体外

培养 ,未能见到细胞贴壁生长和活原头节 。在制备

培养材料时 ,将培养悬液涂片 ,吉姆萨染色后镜检 ,

只见到极少量细胞(类似于生发层细胞),也未见到

原头节。

2.1.4　实验鼠的抗体效价　用包虫病人的包囊液

作为抗原 ,采用 IHA 法检测接种细胞的实验鼠特

异抗体效价。结果表明 ,实验鼠抗体滴度的倒数为

320 ～ 5 120之间。未形成包囊的 2只实验鼠的抗

体滴度的倒数小于 320(表 2)。

表 2　用包囊液抗原测定接种鼠 IHA血清效价

Table 2　Antibody titers of cyst fluid in serum of mice

measured by IHA

No.
T iters of cyst fluid in serum

1∶10 1∶20 1∶40 1∶80 1∶160 1∶320 1∶640 1∶1 280 1∶2 5 60 1∶5 120

1 + + + + + + + + ± -
2 + + + + + + ± - - -
3 + + + + + - - - - -
4 + + + + + + + + + +
5 + + + + + + - - - -

2.2　酯酶同工酶检测

细粒棘球蚴原头节 、13G-5 细胞系细胞 、包囊

液含有相同的酯酶同工酶谱。在同一位点出现相

同的一条酶带;而包虫病人血清则有 6 条酶带 ,且

有一条酶带和 E .granulosus原头节及细胞系细胞

的酯酶带处在同一位置(图 3)。

3　讨　论

Fiori等(1988)[ 11]从不同来源的 E.granulosus

包囊生发层分离细胞 ,用含包囊液的 DMEM 培养

图 3　同工酶图谱

Fig.3　The map of isozymograms enzymes EST

1 , 2:Protocolex;3 , 4:Cyst f luid;5 , 6:Cells of 13G-5;7 , 8:

S erum of pat ient

液进行培养 ,用来源于牛的包囊分离的细胞培养了

720 d。但 Howell等(1988)对 Fio ri等(1988)分离

的细胞提出质疑 ,认为是牛的细胞系或是宿主的细

胞和预先缺失染色体的寄生虫细胞融合而形成的

体细胞杂交体(Fruya 1991)。Fruya(1991)[ 1]从 E .

multilocularis病人的包囊培育成功一株细胞系 ,

并用该细胞系细胞接种棉鼠腹腔 ,形成包囊或类似

包囊。为了鉴定我们培育的 13G-5细胞系是否来

源于细粒棘球蚴细胞 ,用该细胞系细胞感染 Km 小

鼠 ,并测定了酯酶同工酶 。

13G-5细胞系细胞接种感染实验结果表明:细

胞系细胞在小鼠腹腔能形成包囊或类似包囊 ,病理

切片观察包囊结构清楚 ,生发细胞散在 ,但未见到

头节;用形成的包囊连同囊液一同用于体外培养 ,

尽管未能见到细胞贴壁生长和活原头节 ,将培养悬

液涂片 ,吉姆萨染色后镜检 ,则见到极少量细胞(类

似于生发层细胞)。检测接种细胞的实验鼠血清的

效价 ,结果表明 ,实验鼠产生了特异性抗体 。这些

结果说明:用该细胞系细胞接种小鼠所形成的包囊

和病人体内所形成的包囊结构有差异 ,但能够说明

13G-5细胞系细胞来源于细粒棘球蚴细胞 ,且能在

体内形成类似包囊。

同工酶是表达遗传信息的分子 ,是包括等位基

因和多位点基因表达的产物。由于同工酶分子多

样形式完全是由遗传基因所决定 ,所以各种同工酶

的出现无一不受基因的控制。因此 ,同工酶表现出

明显的组织 、种属和发育的特异性 。在细胞培养

中 ,对不同种属的细胞系细胞匀浆进行同工酶分

析 ,不仅可用作细胞系表型的标记 ,鉴定细胞种属

来源;还可作为细胞系特征的指标以及鉴定细胞系

细胞是否转化 、检验细胞系在培养过程中是否交叉

污染等 ,已是一项不可缺少的指标 。本实验通过检
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测人源细粒棘球蚴原头节 、13G-5 细胞系细胞 、包

囊液及包虫病人血清的酯酶同工酶谱含有相同迁

移率(RF 值)的区带 ,表明 13G-5细胞系是来源于

细粒棘球蚴细胞 。严雷等[ 10 ,12]对新疆不同地区的

羊源 、牛源的 E .granulosus 原头节的酯酶同工酶

(EST)、苹果酸脱氢酶(MDH)、苹果酸酶(ME)、葡

萄糖磷酸异构酶(GPI)、酸性磷酸酶(ACP)等同工

酶进行了测定 , 并比较了不同地区和来源的 E .

granulosus原头节之间同工酶在区带数目 、排列形

式 、Rf 、Sm 值 、等电聚焦分析 ,以及对细粒棘球蚴是

否存在种间差异提供依据 。严雷结果提示:不同地

区来源于不同宿主的 E.granulosus原头节在酯酶

同工酶谱的区带数目不同 ,但有 3个 Rf 值相等的

共同酶带 。本实验检测 E .granulosus 原头节 、包

囊液和细胞系细胞酯酶同工酶 ,得到一条相同位置

的酯酶区带 ,而包虫病人血清除含有相同位置的一

条区带外 ,至少还有另外 5条酯酶区带。尽管这一

结果和文献[ 10 , 12] 中 E .granulosus 原头节酯酶

酶谱有差异 ,却能够说明 13G-5细胞系来源于细粒

棘球蚴细胞。
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