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弓形虫 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 基因型虫株感染
对小鼠海马体细胞超微结构的影响

王　 崇１，２，３，蔡亦红１，２，３

摘要　 目的　 观察弓形虫 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 优势基因型 ＴｇＣｔｗｈ３ 和

ＴｇＣｔｗｈ６ 虫株对小鼠海马体细胞超微结构的影响。 方法　 ６
周龄的雌性 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠随机分为 ３ 组：对照组、ＴｇＣｔｗｈ３
感染组、ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组，每组 ６ 只。 对照组腹腔注射无菌

ＰＢＳ；ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组腹腔注射 ４ ０００ 个 ＴｇＣｔｗｈ３ 速殖子，饲
养 ６ ｄ；ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组灌胃 ２０ 个 ＴｇＣｔｗｈ６ 包囊，饲养 ６ 周。
所有动物经取材、制片，并用透射电子显微镜观察。 结果　
与对照组相比，ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组海马体细胞出现核皱缩坏

死，胞质、轴突肿胀，细胞器消失，轴索断裂等病理变化。 与

对照组相比，ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组海马体细胞出现线粒体肿胀、
空泡化、嵴断裂消失、膜破裂，脂褐素沉积，高尔基体扩张等

病理变化。 结论　 ＴｇＣｔｗｈ３ 和 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染小鼠均出现海马

体细胞超微结构的改变，ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组多表现为不可逆的

细胞坏死，而 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组表现出线粒体结构破坏为主的

慢性细胞损伤，这为探讨弓形虫脑病的致病机制奠定基础。
关键词　 弓形虫；海马；超微结构；小鼠
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　 　 刚地弓形虫是一种顶复门胞内寄生原虫，具有

广泛的中间宿主（包括人类），其终宿主为猫科动

物，在世界各地约有三分之一的人口感染［１］，弓形

虫感染可对宿主脑部功能产生严重的不良影响，如
神经退行性疾病、弓形虫脑炎和先天性弓形虫脑病

等［１ － ３］。 海马体对生命机体至关重要，其功能异常

与癫痫发作［４］、精神分裂症、阿尔茨海默病（Ａｌｚｈｅｉ⁃
ｍｅｒ′ｓ ｄｉｓｅａｓｅ，ＡＤ） ［５］、帕金森病［６］、抑郁症［５］等多种

疾病相关。 小鼠慢性感染 ＭＥ４９ 虫株模型初步形态

学研究［７］显示，海马体中存在弓形虫包囊，并伴有

神经胶质细胞增生和坏死。 因此，课题组选择海马

体作为 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 优势基因型虫株导致的弓形虫脑

病伴精神障碍致病机制的研究靶点。 该研究利用透

射电镜技术观察弓形虫 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 优势基因型中

ＴｇＣｔｗｈ３ 和 ＴｇＣｔｗｈ６ 这两种不同毒力虫株对小鼠海

马体细胞超微结构的影响，有助于分析其致病机制，
并为弓形虫急性和慢性阶段的脑损伤机制研究提供

线索。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １ 　 虫株 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 优势基因型虫株（ ＴｇＣｔ⁃
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ｗｈ３、ＴｇＣｔｗｈ６），前者为强毒株；后者为成囊株。 两

种虫株均在安徽医科大学病原生物学安徽省重点实

验室中通过小鼠体内保种。
１． １． ２ 　 实 验 动 物 　 １８ 只 ６ 周龄 ＳＰＦ 级雌性

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠（１５ ～ １７ ｇ，无特定病原体）购于杭州

子源实验动物科技有限公司 （生产许可证号：
ＳＣＸＫ２０１９ － ００４）。 实验动物按照安徽医科大学

《研究动物护理和使用指导原则》进行饲养，环境温

度保持在 ２０ ～ ２５ ℃，相对湿度为 ４０％ ～ ７０％ 。 所

有动物实验均经动物伦理委员会许可（Ｎｏ． ＡＭＵ２６
－ ０８１１０８）。
１． １． ３　 主要试剂和仪器　 ４％多聚甲醛通用型组织

固定液、磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）（ｐＨ７. ３）购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ
生物技术有限公司；用 ＰＢＳ 配制的 ２. ５％ 戊二醛 －
２％多聚甲醛固定液购自上海麦克林生化科技有限

公司；水合三氯乙醛购自上海麦克林生化科技有限

公司。 Ｌｅｉｃａ ＥＭ ＵＣ７ 超薄切片机购自德国 Ｌｅｉｃａ 公

司；１２０ ｋＶ 透射电镜（Ｔａｌｏ Ｌ１２０Ｃ Ｇ２）购自美国赛默

飞公司。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 虫体获取　 抽取感染 ＴｇＣｔｗｈ３ 虫株的保种

小鼠腹水，光镜下观察 ＴｇＣｔｗｈ３ 虫株速殖子运动活

跃，状态良好；用血细胞计数板在 ４００ 倍光镜下计

数，再以无菌 ＰＢＳ 稀释腹水直至含虫密度为 ２ × １０４

个 ／ ｍｌ。 取 ＴｇＣｔｗｈ６ 虫株保种小鼠脑组织，用 ５ ｍｌ
ＰＢＳ 通过 ２００ 目无菌滤网对脑组织进行研磨匀浆，
在光镜下观察计数，再以无菌 ＰＢＳ 稀释匀浆直至含

包囊密度为 １００ 个 ／ ｍｌ。
１． ２． ２　 实验分组及处理　 将 １８ 只小鼠随机均分为

３ 组： 对照组、ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组和 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组。
对照组：每只小鼠腹腔注射无菌 ＰＢＳ ０. ２ ｍｌ。 ＴｇＣｔ⁃
ｗｈ３ 感染组：每只小鼠腹腔注射４ ０００个速殖子［８］，
饲养 ６ ｄ，小鼠出现畏光、弓背竖毛、体质量下降。
ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组：每只小鼠灌胃 ２０ 个包囊［７ － ８］，饲
养约 １ 周，小鼠出现畏光、弓背竖毛、体质量下降，继
续饲养 ５ 周，小鼠体质量逐渐恢复，毛发恢复顺滑。
１． ２． ３　 标本的取材、制备和海马体细胞超微结构观

察　 小鼠称重，腹腔注射 １０％ 水合氯醛溶液 ０. １
ｍｌ ／ ２０ ｇ 进行麻醉；开胸暴露心脏，经左心室插入静

脉输液针（０. ４５ ｍｍ ×１６ＲＷ ＳＢ），然后剪开右心房，
快速灌注 ＰＢＳ 至心脏、肝脏等褪去血色，改灌注 ４％
多聚甲醛通用型组织固定液，固定至小鼠全身僵直，
取出脑组织，用 ＰＢＳ 配制的 ２. ５％戊二醛 － ２％多聚

甲醛固定液在 ４ ℃条件下预固定；于冰上钝性剥离

右侧海马体并置于载玻片上，在海马体上滴加用

ＰＢＳ 配制的 ２. ５％戊二醛 － ２％多聚甲醛固定液，取
海马体组织 １ ｍｍ３，将海马体置于含有 １. ３ ｍｌ ＰＢＳ
配制的 ２. ５％ 戊二醛 － ２％ 多聚甲醛固定液的 １. ５
ｍｌ ＥＰ 管中，在 ４ ℃避光条件下继续固定。 按透射

电镜标本要求常规制备样品，Ｌｅｉｃａ ＥＭ ＵＣ７ 超薄切

片机切片，醋酸铀 － 枸橼酸铅双染色，在 １２０ ｋＶ 透

射电镜下观察海马体细胞超微结构变化并拍照。

２　 结果

２． １　 光镜下观察小鼠脑组织中的弓形虫虫体　 取

ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组和 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组小鼠脑组织，匀
浆后涂片，ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组用吉姆萨染色后在光镜

下观察（图 １Ａ），ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组直接用光镜观察

（图 １Ｂ），可见两组均可从小鼠脑组织中分离出虫

体。

图 １　 ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组和 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组脑组织虫体分离

　 　 Ａ：ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组小鼠脑组织匀浆涂片光镜图 × １ ０００；Ｂ：
ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组小鼠脑组织匀浆涂片光镜图 × ４００；黑色三角箭头：
弓形虫虫体

２． ２　 对照组海马体细胞超微结构观察　 对照组小

鼠脑组织进行电镜标本制备和观察，结果显示正常

神经元细胞的细胞膜和核膜完整，可见双层膜，核呈

卵圆形，核液中散在分布有常染色质和异染色质，密
度较为均一，可见核仁（图 ２Ａ、２Ｃ）。 核旁可见线粒

体、内质网、核糖体基本正常；线粒体嵴清晰可见，双
层膜结构完整（图 ２Ｂ、２Ｄ）。
２． ３　 ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组海马体细胞超微结构　 ＴｇＣｔ⁃
ｗｈ３ 感染组小鼠脑组织进行电镜标本制备和观察，
细胞发生核皱缩坏死（图 ３Ａ、３Ｄ）。 图 ３Ａ 中细胞核

居中，核呈不规则状，核膜不完整，细胞质中的细胞

器少，细胞边界不清楚，树突和胞质空泡化。 图 ３Ｂ
中细胞外出现浅亮空泡。 图 ３Ｃ 可见轴索断裂。 图

３Ｄ 中细胞的核质比小于 １ ／ ４，核皱缩，核双层膜结

构模糊不清；胞质肿胀且电子密度低，大量细胞器消

失，仅可见一些线粒体结构。
２ ． ４ 　 ＴｇＣｔｗｈ６感染组海马体细胞超微结构 　 图
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图 ２　 对照组的海马体细胞超微结构

　 　 Ａ、Ｃ：对照组正常神经细胞电镜图；Ｂ：图 Ａ 中的局部放大；Ｄ：图

Ｃ 中的局部放大；Ｎ：细胞核；ＥＲ：内质网；Ｍｉ：线粒体；蓝色双箭头：细

胞膜；黑色单箭头：脂褐素

图 ３　 ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组的海马体细胞超微结构

　 　 Ａ － Ｄ：ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组海马体细胞电镜图；Ｎ：细胞核；黑色双箭

头：细胞核异常；橙色单箭头：胞质肿胀；蓝色单箭头：髓鞘断裂

４Ａ 中细胞核呈卵圆形，核仁大而明显，位置居中，核
膜完整，细胞核基本正常；细胞器丰富，胞质中可见

溶酶体、线粒体、内质网、高尔基体等；胞质中有多处

脂褐素沉积；部分线粒体出现嵴断裂消失；高尔基体

出现轻微扩张。 图 ４Ｃ 中线粒体出现嵴断裂消失；

高尔基体出现轻微扩张；胞质中颗粒物较多。 图 ４Ｄ
可见胞质中颗粒物较多；线粒体出现肿胀，嵴断裂消

失，线粒体膜破裂；胞外出现空泡。 图 ４Ｅ 中细胞核

结构完整；胞质中可见髓样小体、脂褐素、线粒体；线
粒体出现嵴断裂消失和膜破裂。 图 ４Ｆ 中线粒体嵴

消失，可见自噬小体（标尺：１ μｍ）

图 ４　 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组的海马体细胞超微结构

　 　 Ａ － Ｆ：ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组海马体细胞电镜图；Ｂ：图 Ａ 的局部放大；
Ｎ：细胞核；Ｌｙ：溶酶体；白色单箭头：线粒体损伤；白色双箭头：高尔

基体扩张；橙色单箭头：胞质肿胀；黑色单箭头：脂褐素；红色单箭头：
自噬小体；红色双箭头：髓样小体

２． ５　 三组海马体细胞超微结构表型汇总　 如表 １
所示：与 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组相比，ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组海马

体细胞形态改变更加严重，如核皱缩、细胞器消失、
树突和胞质空泡化、细胞坏死等，这些病理改变多为

不可恢复的。 而 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组更多的出现线粒体

嵴断裂溶解、高尔基体轻微扩张等可逆转的病理改

变，以及溶酶体残体沉积等累积性的形态学变化。

３　 讨论

　 　 近年来，世界各地人和动物体内分离虫株的基
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表 １　 三组海马体细胞超微结构改变汇总（例，ｎ ＝ ６）

表型 对照组 ＴｇＣｔｗｈ３ 感染组 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组

细胞核皱缩 无 ６ 无

细胞膜破裂 无 ５ ２
胞质空泡化 无 ６ ２
线粒体空泡化 无 ２ ２
线粒体嵴紊乱 无 ２ ６
线粒体膜破裂 无 ２ ２
自噬小体 无 ２ ６
脂褐素 １ 无 ６
髓样小体 无 无 ６
高尔基扩张 无 无 ２

因分型结果显示，世界各地弓形虫具有丰富的遗传

多样性［９］。 本课题组分离到来自我国多个省份的

５１ 株猫源性和人源性弓形虫虫株，基因分析发现不

同于欧美地区原型克隆谱系，结合国内其他学者对

动物源虫株的分析结果，命名为 Ｃｈｉｎｅｓｅ １ 型（即

ＴｏｘｏＤＢ＃９）。 该基因型包含同一基因型、毒力不同

的虫株［１０］。 ＴｇＣｔｗｈ３ 虫株（强毒株）对于小鼠的毒

力介于Ⅰ型和Ⅱ型之间；ＴｇＣｔｗｈ６ 虫株（弱毒株）毒
力与Ⅱ型相仿，能在脑组织中形成包囊，具有与

ＴｇＣｔｗｈ３ 相似的宿主细胞侵入能力，但复制率低于

ＴｇＣｔｗｈ３ 虫株［１１］。 两种相同基因型毒力不同的虫

株所造成的机体损伤存在差异，如对于不良妊娠机

制的诱导，然而其脑损伤的机制仍不清楚，但是根据

ＴｇＣｔｗｈ３ 和 ＴｇＣｔｗｈ６ 的表型特征，推测这两种虫株

具有迥异的致病机制［１１］。 弓形虫对中枢神经系统

的影响在超微水平的研究还未见报道，因此，本实验

利用透射电镜技术观察 ＴｇＣｔｗｈ３ 和 ＴｇＣｔｗｈ６ 这两种

虫株感染对海马体细胞超微结构的影响，为两种虫

株的脑损伤机制研究提供形态学依据。
　 　 本研究结果显示，ＴｇＣｔｗｈ３ 和 ＴｇＣｔｗｈ６ 对小鼠

海马体细胞超微结构的影响不尽相同。 ＴｇＣｔｗｈ３ 感

染组细胞出现核皱缩坏死、轴突空泡化、细胞器消失

等一系列不可恢复的病理变化；此外可观察到明显

的轴索断裂，由于轴索恢复能力较差，其断裂将影响

细胞的兴奋传递功能。 ＴｇＣｔｗｈ３ 虫株的急性感染使

海马体细胞发生坏死、溶酶体裂解和细胞自溶，因此

坏死细胞中大量细胞器消失，轴突和胞质空泡化，同
时，坏死细胞内容物的外溢将进一步促进坏死的发

生和实质细胞溶解，给海马体细胞带来不可逆伤害。
海马体细胞的损伤将对机体的认知能力、学习能力

以及情感控制产生不良影响，有利于癫痫和精神分

裂症等疾病的发展［４］。 而免疫低下患者的弓形虫

急性发作期间可观察到意识障碍和癫痫发作，提示

海马体细胞坏死可能是 ＴｇＣｔｗｈ３ 虫株急性感染阶段

的致病机制之一。
　 　 相较之下，ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组对于脑组织海马体

细胞的影响多表现为慢性的累积性损伤。 ＴｇＣｔｗｈ６
感染组小鼠海马体细胞出现了线粒体嵴断裂、高尔

基体轻微扩张等可逆性改变，胞质中存在脂褐素、髓
样小体和自噬溶酶体等，表明细胞在 ＴｇＣｔｗｈ６ 包囊

存在下一直存在慢性损伤和自我修复。 ＴｇＣｔｗｈ６ 感

染组细胞中脂褐素的累积会导致细胞代谢缓慢，活
性下降，常常在神经退变以及衰老机体中出现，可造

成多种不良影响，如记忆力下降、睡眠质量下降等。
比较不同感染组整体细胞结构的超微变化显示，
ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组对于线粒体超微结构的影响尤为明

显。 线粒体是细胞内的关键细胞器，是细胞的能量

中心，不仅涉及细胞的代谢状态，还涉及多种细胞功

能，如增殖、钙信号、脂质转运、活性氧产生和凋亡

等［１２］。 与疾病相关的一般线粒体异常包括线粒体

电子传输链损伤、线粒体形态和动力学的改变、ｍｔＤ⁃
ＮＡ 突变和钙平衡异常。 在 ＴｇＣｔｗｈ６ 感染组中，细胞

中可观察到大量的线粒体肿胀，嵴断裂消失，线粒体

膜破裂等线粒体损伤。 线粒体膜破裂使得线粒体中

的 ｍｔＤＮＡ 和活性氧泄漏到细胞质中，进入细胞质中

的 ｍｔＤＮＡ 可以激活各种炎症通路［１３］，包括 ｃＧＡＳ⁃
ＳＴＩＮＧ 信号、ＮＬＲＰ３ 和炎性小体等，导致炎症激活；
此外，线粒体活性氧释放到胞质中可导致细胞氧化

损伤。 线粒体肿胀，嵴断裂消失将影响其功能的发

挥，其功能障碍会导致一系列疾病，特别是影响神经

系统［１４］。 同时，在神经退行性疾病又会严重影响线

粒体动力学，线粒体功能障碍与神经系统疾病相辅

相成。 综上，ＴｇＣｔｗｈ６ 潜伏感染与一些神经和精神

疾病相关的致病原因可能为海马体细胞的线粒体损

伤、脂褐素累积以及慢性炎症。 另外，近年来有研

究［１５］证明，线粒体功能异常是铁死亡的主要机制之

一，而铁死亡参与多种神经退行性疾病的进程。 这

再次印证线粒体功能在退行性疾病中的关键作用，
也为研究弓形虫脑病致病机制研究提供新的思路。
　 　 本研究利用透射电镜技术观察细胞超微结构，
探讨弓形虫感染对细胞超微结构的影响及其规律，
结果表明我国优势基因型虫株 ＴｇＣｔｗｈ３ 和 ＴｇＣｔｗｈ６
对于小鼠海马体细胞的主要损伤机制不同，为研究

ＴｇＣｔｗｈ３ 和 ＴｇＣｔｗｈ６ 虫株感染所致脑损伤机制奠定

基础，也为急性和慢性弓形虫感染的脑损伤机制研

究提供线索。
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