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建立
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大鼠的卡氏肺孢子菌肺炎"

O-O

#的实验动物模型!观察肺组织病理变化特点和卡氏肺孢子菌"

OG

#的

超微结构特征!探讨其致病机制%方法
!

地塞米松皮下注射诱导
,R

大鼠
O-O

!肺印片吉姆萨染色检测
OG

滋养体!

a!,

染色检

测
OG

包囊!肺组织切片
ZU

染色观察肺组织病理变化!透射电镜观察
OG

超微结构%结果
!

地塞米松诱导
/

周后!大鼠肺印片可

见少许
OG

滋养体和少许包囊!第
6

周肺泡腔内可见大量滋养体和包囊&

O-O

肺泡腔变小!肺泡上皮增生!间隔增宽!肺间质内有以

淋巴细胞$嗜酸性粒细胞为主的细胞浸润并伴炎性物质渗出!并随病程时间延长炎症进行性加重&透射电镜显示!

OG

黏附在肺
%

型上皮细胞!滋养体形态多样!表面有管状突出和伪足样结构!内部含有丰富的线粒体$内质网$管状小体$囊内小体$高密度特殊

颗粒等超微结构&包囊表面有皱褶但未见管状突起!囊内有数个囊内小体!具有滋养体样特征%结论
!

OG

对肺
%

型上皮细胞的黏

附和过度繁殖增生以及刺激肺间质大量炎性细胞浸润和炎性物质渗出是引发
O-O

不可逆肺损伤的重要因素%

关键词#卡氏肺孢子菌&肺炎&超微结构&模型!动物&大鼠
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卡氏肺孢子菌肺炎$
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%

是由卡氏肺孢子菌$

C

9=F(3G

M

8>48G@D4944

#

OG

%引起的一种发生

于免疫功能低下患者肺部的严重并发症#也是艾滋病$

#]R,

%

最常见的感染并发症和最主要的死亡原因之一)

O-O

患者病

情严重#缺乏相应的临床体征#如不及时治疗#其病死率可高达

/'P

)近年来#由于免疫抑制剂*抗肿瘤药物的广泛应用#以及

世界各地
#]R,

病例的增加#

O-O

病例也随之急剧增多#使得

肺孢子菌的预防*治疗'

$:0

(及其生物学'

5:.

(和免疫学'

%:/

(特性等

方面正成为目前研究的热点)建立
O-O

动物模型和体外培养

肺孢子菌#是开展肺孢子菌分类*生活史*发病机制*药物筛选*

疫苗研制#以及免疫学与分子生物学等研究的基础)鉴于

O-O

临床表现不典型#缺乏可靠*稳定*廉价的
OG

体外培养系

统#所以#目前动物模型仍然是相关研究的重要工具'

&

(

)本研

究采用免疫抑制方法诱发
,R

$

8

C

D@

?

F=2@JH=

M

%大鼠
O-O

#进行

了病理和病原学研究#现报道如下)

@

!

材料与方法

@1@

!

实验动物
!

,R

清洁级大鼠
0'

只#由重庆医科大学实验

动物中心提供#体质量$

0''b$'

%

?

#雌雄各半)普通敞式大鼠

笼中颗粒饲料喂养)用药前剖杀
0

只#肺印片检查
OG

包囊为

阴性)实验组大鼠
$.

只#对照组
.

只)两组大鼠均在相同条

件下饲养)

@1A

!

诱导方法
!

实验组大鼠腹股沟皮下注射地塞米松磷酸

钠#每周
0

次#每次每只
01%(

?

)第
%

周开始每次每只
$10%

(

?

#同时饮用含四环素$

$

?

"

V

%的水预防细菌性感染)第
/

周

&'60

重庆医学
0'$0

年
$'

月第
.$

卷第
0;

期

"

基金项目#国家自然科学青年基金资助项目$

;$'''&.%

%&重庆市卫生局医学科学技术研究基金资助项目$渝卫科教'

0''6

(

//

号和渝卫科

教'

0'$'

(

%$

号%)



开始剖杀实验鼠取肺组织做肺叶横断印片#吉姆萨染色*环六

亚甲基四胺银$

?

3(3D48(=>A=9@(49=84H<=D9>D@>=8>@4949

?

#

a!,

%染色光镜观察
OG

滋养体和包囊#判断
OG

感染程度&对

照组注射生理盐水)

@1B

!

观察内容

@1B1@

!

一般情况观察
!

观察大鼠毛色*摄食*活动*体质量等

情况变化#每周记录
$

次体质量)实验第
/

周开始每周剖杀实

验组鼠
0

只#第
$'

周再杀对照组大鼠)每次于无菌条件下取

肺组织#肉眼观察其病理变化)

@1B1A

!

肺组织病原学检查
!

用药
/

周后分期*分批将大鼠处

死解剖#取出肺组织做肺横断印片#吉姆萨染色和
a!,

染色

油镜检查
OG

滋养体及包囊)

@1B1B

!

肺组织病理学检查
!

肉眼观察肺的大体变化&各肺叶

取材#常规石蜡切片#

ZU

染色#显微镜下观察肺组织病理

变化)

@1B1C

!

肺组织透射电镜观察
!

取各组大鼠左肺叶新鲜肺组织

少许#切成
$((

5 大小组织块#迅速以
01%P

戊二醛前固定#常

规清洗后
$P

锇酸后固定#常规梯度丙酮脱水)环氧树脂

U

C

39;$0

包埋#超薄切片#醋酸双氧铀
W

柠檬酸铅双重染色#

日立
Z:/''

透射电镜观察)

A

!

结
!!

果

A1@

!

一般情况观察
!

实验组大鼠前
.

周活动*饮食无明显异

常&第
%

周起精神不振#体毛竖起#光泽变暗#体质量开始下降&

第
;

周起体毛呈斑片状脱落&厌食#活动迟缓#常静卧不动#呼

吸急促#体毛散乱无光泽#精神萎靡#体质量下降明显#上述体

征随诱导时间增加而加重)肉眼观察鼠肺!对照组呈粉红色#

质软#光滑#无异常发现&实验组明显肿胀增大#表面粗糙不平#

质地较硬#灰褐色#肺表面及切面有米粒大小灰白色结节样病

灶#挤压后切面有黏稠样渗出物溢出)

!!

"

!

OG

滋养体)

图
$

!!

O-O

鼠肺印片&姬姆萨染色$

T$'''

'

!!

-

!

OG

包囊)

图
0

!!

O-O

鼠肺印片&

a!,

染色$

T$'''

'

A1A

!

病原学检查
!

实验组第
/

周肺印片可见少许
OG

滋养体

和包囊)吉姆萨染色!滋养体胞核呈紫红色*胞浆染成淡蓝色#

形态不规则#包囊囊壁不着色#可见数个囊内小体)

a!,

染

色!包囊呈圆形*椭圆形或月芽形#囊壁为淡褐色#可见
$

!

0

条

皱褶#或一对括号状特征结构$图
$

*

0

%)

图
5

!!

正常鼠肺组织切片&

ZU

染色$

T.''

'

图
.

!!

O-O

鼠肺组织切片&

ZU

染色$

T.''

'

图
%

!!

O-O

肺透射电镜观察肺泡影响&

T%'''

'

图
/

!!

O-O

肺透射电镜观察滋养体影像&

T0%'''

'

A1B

!

病理学检查
!

O-O

模型肺泡腔变小#肺泡上皮增生#间

;'60

重庆医学
0'$0

年
$'

月第
.$

卷第
0;

期



隔增宽#间质内有以淋巴细胞*嗜酸性粒细胞为主的细胞浸润)

部分肺泡腔内充满淡红色泡沫样渗出物)诱导的时间与
O-O

病情严重程度和肺损伤程度呈正相关#诱导时间越长#

OG

的繁

殖能力越强#肺泡上皮增生和肺间隔增宽越明显#炎性细胞浸

润和泡沫样渗出物越多#肺损伤越严重$图
5

*

.

%)

!!

U

!形态不规则#表面有管状突起&

c

!胞浆内有空泡&

!

!较多线粒

体&

>

!较多管状体&

,

!内含吞饮小泡#较多高密度特殊颗粒&

*

!细胞核)

图
&

!!

O-O

肺透射电镜观察滋养体影像&

T5''''

'

!!

U

!形态不规则#表面有管状突起&

c

!胞浆内有空泡&

!

!较多线粒

体&

>

!较多管状体&

,

!内含吞饮小泡#较多高密度特殊颗粒&

*

!细胞核)

图
;

!!

O-O

肺透射电镜观察滋养体影像&

T5''''

'

!!

"

!

OG

包囊内成熟滋养体&

]Q

!囊内小体&

)Q

!剩余体&

_

!双层细胞

壁&

U)

!内质网&

!

!线粒体)

图
6

!!

O-O

肺透射电镜观察
OG

包囊影像&

T5''''

'

A1C

!

透射电镜观察
!

可见肺泡内有大量滋养体和成熟的小包

囊&滋养体为单层细胞膜#形状多变#表面有管状突起和伪足样

结构!细胞内含
$

个有完整核膜的细胞核#胞质内可见线粒体*

内质网*管状小体*吞饮小泡*空泡以及高密度的特殊颗粒等超

微结构&有的胞质中可见空泡#有较多高密度特殊颗粒*线粒体

和管状体#内含吞饮小泡)可见滋养体的二分裂繁殖方式)包

囊按成熟状态可分为未成熟*成熟和囊内小体逸出
5

种类型)

未成熟包囊和成熟包囊呈圆形或椭圆形)未成熟包囊含少于

;

个的囊内小体#每个小体形态为圆形或椭圆形#含有
0

个细

胞核)成熟包囊囊壁较厚#由双层细胞壁组成#胞质内可见内

质网*线粒体等超微结构&囊内一般含有
;

个囊内小体#有的少

于
;

个#囊内小体含有
$

个细胞核&有的囊内见成熟滋养体*囊

内小体以及剩余体$图
%

!

$'

%)

!!

"

!

OG

包囊内成熟滋养体&

]Q

!囊内小体&

)Q

!剩余体&

_

!双层细胞

壁&

U)

!内质网&

!

!线粒体)

图
$'

!!

O-O

肺透射电镜观察
OG

包囊影像&

T5''''

'

B

!

讨
!!

论

肺孢子菌#以前又名肺孢子虫#是一种机会致病性病原体#

寄生在人类和哺乳动物的肺#免疫功能受损的宿主感染后#可

引起肺孢子菌肺炎)长期以来#人们一直认为
OG

是一种原虫#

是引起人体+卡氏肺孢子虫肺炎,$

C

9=F(3G

M

8>48G@D4944

C

9=F:

(394@

%的病原体)然而#

0'

世纪
;'

年代末的分子生物学和生

物化学的研究结果证实#它属于真菌&目前#主要有
%

个种类!

O1G@D4944

*

O1

7

4D3<=G44

*

O13D

M

G>3H@

?

4

*

O1(FD49@

和
O1J@K=E4=H24:

@=

&它们有相对的宿主特异性)

O1G@D4944

主要感染大鼠等鼠类

肺#引起+卡氏肺孢子菌肺炎,&

O1

7

4D3<=G44

主要感染人类肺#引

起+耶氏肺孢子菌肺炎,&

O13D

M

G>3H@

?

4

是兔源性肺孢子菌&

O1

(FD49@

和
O1J@K=E4=H24@=

主要感染豚鼠*猪*犬*猴等齿类哺乳

动物肺'

;:6

(

)由于鼠源性
OG

与人源性耶氏肺孢子菌在形态*致

病性*基因和抗原性等方面具有某些共性#因此#人们多采用鼠

卡氏肺孢子菌肺炎为模型研究
O-O

的诊断*治疗和预防等方

面内容)

目前#影响
O-O

的诊断*治疗和预防等方面进一步深入研

究的关键问题是
OG

的培养问题)虽然#国内外学者经过不懈

努力#在
OG

体外培养方面取得阶段性成果'

$':$$

(

#但要建立一

个能在体外稳定*长期传代*廉价*可靠的
OG

培养体系仍然是

一个不小的挑战)

OG

的体外培养极其困难#这不仅影响了对

其生活史的研究#不能确切解释
OG

的传播机制#也阻碍了抗原

的制备和
O-O

免疫学诊断方法的建立#在预测新候选药的临

床疗效方面至今仍以体内法即免疫抑制鼠模型进行研究)国

内对于
O-O

动物模型的研究起步于
0'

世纪
;'

年代#现阶段

模型制作成功的实验动物除有大鼠*小鼠外#还有仓鼠*豚鼠*

裸鼠*猪*犬*猴和新西兰白兔等)

O-O

动物模型研究显示#实

验大鼠是建立
O-O

较为理想的动物#具有耐受性强*死亡率

低*阳性率高*菌体数量多和饲养方便等优点)本研究采用免

疫抑制法皮下注射地塞米松自然感染法建立
O-O

#第
/

周开始

肺组织印片病原学检查观察到了
OG

滋养体和包囊#成功建立

了
O-O

鼠实验动物模型)组织病理观察到
O-O

肺以炎症*渗

6'60

重庆医学
0'$0

年
$'

月第
.$

卷第
0;

期



出*细胞浸润*间质细胞增生等为主并随病程存在明显病理性

不可逆改变)病原体超微结构观察显示#

OG

在肺泡腔内多见#

滋养体附着在肺泡
%

型上皮细胞#滋养体形态多样#表面有管

状突起和伪足样结构#内含管状体*吞饮小泡以及线粒体*内质

网*细胞核等细胞器&包囊表面有皱褶但未见管状突起#囊内有

数个囊内小体#具有滋养体样特征&这些超微结构与文献报道

相似'

$0:$5

(

)与文献报道不同的是#本研究还注意到在肺泡腔

内的
OG

滋养体内#外有大量高密度特殊颗粒#这种颗粒与
O-O

感染的严重程度正相关#感染越严重的鼠肺类似高密度特殊颗

粒越多)因此#对于高密度特殊颗粒的成分及其在
OG

生长发

育过程中的作用需待进一步研究)
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