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小鼠脾保留、脾切除抗疟原虫感染的免疫作用 

及形态改变的实验研究 

(四iI『重 庞 -邮驶编 码 630038) 
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[提要]采用非致死性约氏疟原虫感染是研究 内70年代电 弃 各种保脾手术，但保 

有简便易行，重宴性好，结果可靠等优点·非致死 体脾组织移植对机体的作用怎样，能否替 

性孝 虫感染的保 小鼠，依据红细胞感染_率， 代正常脾脏的功能，尚无定论。本实验通过 =： 
_ c-妻皇： 脾竺 ：一 建立小鼠约氏疟原虫感染的动物模型，观 苎 竺 ： 变 暮

了主l 、全 ； ：军 等 ： 幸磊 写 菇 奚 
力，晚期 表现有鼓的保护性主症力 非韭死性疟原 冈、 畔 。且叶 竹 兀  
虫感染的切脾组动物的外周血红细胞感染在3o 指标，并对脾脏在感染后不同时期进行组 

成，血 罢：： 材料与方法 C
r--RBC的开除 等方面与幢手术组无差异。半脾 ⋯ ⋯  一 

小鼠能够自愈，肯血可以改善。组织学动态观察半 备见表 1
。 

竺： l偃手妻竺 -提示兰妻 约氏雍原虫(P1 smodium y。elii !妻 冀 屏 ：兰 羔 
。 lil) ： 虫教 室提供。 兰 之 苎 竺 ：胞 、 羊 茹。 。 事医 

辈细胞和适血原姑细胞的增生分化 ．而晚期血一 ⋯  川 ⋯  ’ 0 

脾屏障的开我．大量成熟M。、牡巴细胞、孳细胞 学科学院微生物流行病研究所提供a 

等进入血液循环，使外罔血疟原虫短期内消失．肯 铬酸钠 51Cr注射液：中国科学院原 
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是 1． 实验动轴分组 

脾；l组切除全脾 ，将游离端半脾剪成 2× 

1×Imm 的脾小块，包埋于太网膜内；IV 

组不切脾；V组、Vl组接种疟原虫， 一个月 

后 v组切除脾脏 ，Vl组作为假手术对照 

2，疟原虫感染 ；(1) I—IV组动物术 

后三个月，动物腹腔接种感染约氏疟原虫， 

造成小鼠急性非致死性疟疾感染和急性致 

死性疟原虫感染。(2)V组、Vl组动物腹腔 

内初次接种疟原虫，一个月后进行手术，术 

后 15天再次接种感染。 

三、观测指标；1，红细胞计数；2、红 

细胞感染率；外周血感染红细胞所占比例； 

3。间接免疫荧光抗体 (IFA)试验；IFA法 

测定小鼠血清抗疟抗体 (IgG)滴度{4． 

cr标记异种红细胞测 血液残存率及主要 

脏 器的清除率；5。太体解剖及组织学观 

察 应用透射电镜、扫描电镜和光镜观察组 

织结构改变。 

四、数据处理 ：数据均以 ~-k-_S表示， 

经方差齐性检验后 ，甩单因素及双因素方 

差分析进行处理 (采用本校数学教研室编 

翩的数据统计程序包) 

结 果 

一

、 小鼠感染疟疾后的发病过程 

1．非致死性感染的各组动物于接种 

后第1～6天一般状况尚佳；第 7天开始精 

神差 ，食欲减退，活动少 ，毛发竖立，以 l1 

～19天最为严重 脾切 除组动物发病早 ， 

症状重，病程长，恢复慢，脾移植组次之， 

半脾切除组稍轻，假手术组发病迟，症状 

轻 ，病程短，恢复快。 

2．致死性感染的各组动物接种后第 3 

天精神差，食欲减退，第 3天开始死亡，于 

第 15天全部死亡 

二、小鼠感染疟疾后外周血红细胞计 

数变化 

感染疟疾的四组 (I一Ⅳ)小鼠外周血 

红细胞计数均明显减少，一个月内尚未恢 

复正常。假手术组和半脾切除组在接种后 

第 18天外周血红细胞计数最低 ，以后呈回 

升趋势，脾移植组在接种第 24天最低，以 

后略有恢复，全脾切除组则持续下降。 

三、感染疟疾的四组(I一Ⅳ)小鼠外 

周血红细胞感染率的变化 

I，初次感染 非致死性感染：根据约 

氏疟原虫在昆明株小鼠外周血中红细胞的 

感染率，将初次感染过程分为感染早期 、感 

染中期和感染晚期。在感染 18天后，切脾 

组红细胞感染率明显高于保留脾组 致死 

性感染后第 3天动物精神差并开始死亡， 

各组动物外周血红细胞感染率均较非致死 

性小鼠为高 ，各组动物的平均存活时间以 

全脾切组最长，脾移植组次之 ，半脾切组较 

短，假手术组最短，但四组之间无差异 

2，再次感染 再次致死性感染后小 

鼠无死亡，与第一次感染比较 ，外周血原虫 

出现晚，消失早，红细胞感染率峰值低，切 
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脾组红细胞感染率均高于假手术组。 

四 小鼠礤染疟疾后血 中抗疟抗体 

(IgG)的变化 

结果表明各组小鼠初次腹腔感染约氏 

疟原虫后血清中抗疟抗体 OgG)呈动态变 

化，在第 6天各组 1：2O稀释均为阴性 ，以 

后各组呈上升趋势，全脾切组小鼠血清抗 

疟抗体 (IgG)滴度明显低于假手术组和半 

脾切组。再次感染切除脾组小鼠血清抗体 

IgG明显高于初次感染切脾组小鼠。 

五、各组感染小鼠血中 cr—RBc残 

存率殛主要脏器的清除率 

1．各组感染小 鼠血 中”c～一RBC残 

存率 

结果 表明各 组感染 小鼠血 中“cr— 

RBC残存率随着感染的时间而呈动态变 

化，脾保留各组均在感染晚期 (21天)最 

低，而全脾切组在接种后第l2天最低。 

2．I一Ⅳ组感染小鼠单位重量脾组 

织 cr．_RBC清除率 

半脾切组和假手术组在接种感染后的 

第 6、12、l5天每克脾组织对 Cr--RBC的 

清除无差异，而在第 21天，其清除率分别 

明显提高 10~29倍和 2～3倍；脾移植组 

每克脾组织在感染后的第6、12、15、21天 

对 cr—RBC的清除率无差异 I一Ⅳ组 

小鼠感染后第 6、12、15天每克脾组织对 

Cr—RBC的清除率无差异+在感染后 2l 

天，半脾切组和假手术组清除率明显高于 

脾移植组 

3．各组感染小鼠 cr—RBc肝脏、肺 

脏清除率 

各组小鼠肝脏和肺脏对 Cr—RBC的 

清除率达峰值的时间不同 ，经双因素方差 

分析各组小鼠肝脏和肺脏 对 cr—RBC的 

清除均不受切睥因素的影响，表明脾切除 

后肝脏、肺脏对 Cr—RBC清除不具有代 

偿吞噬功能。 

4．再次感染小 鼠血 内“cr—RBC残 
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存率 

小鼠感染疟疾后第 】2天脾脏耐”Cr 
—

RBC的清除呈抑制状态 ，再次感染后也 

呈抑制状态。 

六、大体解剖及组织形态学观察 

1．大体解剖：脾保留各组在感染早期 

脾脏肿大，明显充血，表面光滑、质软 、易 

碎裂，晚期脾脏呈灰褐色，较硬 ，富有韧性 ， 

弹性差，表面光滑。移植组的脾脏成活良 

好，呈鲜红色 ，被大网膜所包裹，较假手术 

组脾脏硬，具有较大韧性 ，腹腔内无游离的 

脾组织种植块，移植的脾组织无坏死及化 

脓 。 

2、光镜观察结果：脾保留组动物的脾 

脏在疟原虫感染后显示不同程度的病变， 

以移植髀 的改变最为明显。感染早期脾小 

体萎缩，生发中一tL,缩小或消失，脾窦及小血 

管淤血，少数 M 多位于脾被膜下或移植 

组脾组织的边缘 感染中期脾小体萎缩更 

加明显，M 较感染早期增多，散在脾实质 

内，疟色素沉着增多，成片状。移植的脾组 

织内可见纤维组织向脾实质内生长，感染 

晚期脾组织病变趋向恢复 ，M 较多，体积 

明显增大 ，成为多核巨细胞，散在或聚集， 

其中移植组脾组织病变恢复较半脾切除组 

和假手术组慢 ，但组织存活良好，结构趋于 

正常 。 

3．电镜观察结果：各组动物脾驻的超 

微结构变化基本一致。 

(1)TEM：感染早期自髓 内充满大量 

的淋巴细胞和少量浆细胞，部分淋巴细胞 

向母细胞转化．浆细胞胞浆内含大量粗面 

内质网和线粒俸。红髓内受蒯激的网状细 

胞胞核增太，胞浆内有发育良好的内质网． 

网状细胞伸出分枝，椿 凡细胞问脾索内可 

见原始红细胞和巨核细胞 

感染中期白髓向母细胞转化的淋巴细 

胞数 目增多。浆细胞胞浆内线粒体、粗面内 

质网更加丰富，红髓内受棚激的网状细胞 
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胞核增大，核仁明显 ，胞浆内有大小不等的 

小泡，线粒体增多，井可见少量中间丝样 ． 

巨噬细胞增多，功能活跃，胞浆内含大量线 

粒体、粗面内质网和初级、次级溶酶体 ，可 

见被M 包裹的 RBC上有庞状突起，井可 

见网织红细胞。移植的脾组织较之半脾切 

除和假手术组的脾组织，含有较多的纤维 

细胞。 

感染晚期自髓改变与感染中期大致相 

同，脾索内M 数日较前明显增多，可见 

被 M 吞噬破坏的 RBC及受疟原虫和其 

代谢产物朝激形成的多核巨细胞和嗜酸性 

粒细胞 。 

(2)SEM：白髓变化不明显，淋巴细． 

胞密集，其大小均匀一致，表面有绒毛样突 

起。红髓在感染早期脾窦扩张，内含各种血 

细胞 ，网状细胞与网状纤维初步构成支架， 

窦内皮细胞界限不清，有大量网眼，脾窦所 

占比例高于脾索 。在感染中期脾索明显增 

厚，内皮细胞所形成的网眼较前明显缩小， 

脾索占据大部分空间，在感染晚期，脾窦内 

皮细胞增生，体积增大 ，表面光滑，形成很 

多皱折，细胞连接紧密 

讨 论 

一

、动物实验模 ：本宴验设计了小鼠 

不同保 留术式in -l_．J 术和疟疾感染的实 

验撼 录羽- ．脏手术简便易行 ，手术死 

亡率较 一一(=．陴穆植采用大网膜 内移植，成活 

率高，脾组织不易播散，便于检测 

在疟原虫感染实验中，用小量 (3× 

10 )感染约氏疟原虫的红细咆 (RBC)腹 

腔接种能建立非致死性疟疾感染的动物模 

型，无论是脾保留组和脾切除组 ，小鼠外周 

血红细胞感染率上升速度较侠，下降又较 

平稳。本实验建立的动物手术和疟原虫感 

染模型具有稳定性好，重复性强的特点，为 

动态地系统地观察脾脏抗疟作用的多种指 

标提供了必要条件。 

二、脾脏切除对机体抗疟原虫感染的 

影响 

(--)动物死亡率和外周血红细胞感染 

率 ：对致死性感染小鼠，脾脏切除使小鼠平 

均存活时间延长，但与脾保留组无差异{对 

非致死性 约氏疟原虫感染 的脾切 除组动 

物，其外周血红细胞感染率在接种后的早、 

中、晚期均较假手术组高，在接种后第 30 

天仍不消失，雨假手术组在感染后的第 24 

天其红细胞感染率转阴，第 27天、30天复 

查仍为阴性，和 Quinn等所得结果一致。 

本实验中两组 (V、Ⅵ)动物再次接种致死 

性 约氏疟原虫，不引起动物死亡，其外周血 

红细胞感染率较初次感染低，说明小鼠经 

初次非致死性感染已具有一定免疫力 

(二)吞噬清除能力；本实验采用测 

定 。cr标记异种红细胞，假手术组半脾组 

动物的脾脏对“Cr-RBC的清除在晚期突 

然升高 ，血 内 Cr RBC残存率在晚期降 

低，雨切陴组动物在感染后第 6天血内“ 

cr RBC残存率最高 ．第 12、1 5和 21天 

无明显改变．说明动物有脾和无脾对 cr 
— RBC的清除有明显差别。再次感染后， 

假手术组动物外同血”Cr—RBC明显低于 

切脾组，说明再次感染时，脾畦在清除“cr 
— RBC方面发挥重要作用。与此同时未发 

现切除脾脏 动物 的肝脏和肺脏对“cr— 

RBC清除率升高现象，说明肝脏和肺脏未 

发生代偿吞噬作用 本实验结果与 wyler 

等资料基本一致。 

f三)抗体生成：小鼠初次非致死性感 

染后，假手术组动物血清抗疟抗体在中、晚 

期保持较高水平 ，而切脾组小鼠则明显减 

少，在接种感染后第 10、14、18 24、30 

天均较假手术组低。本实验初次感染后切 

除脾脏后蓐技感染血清抗体较初次感染全 

切脾组 (1组、切脾后感染)明显提高，结 

果提示脾脏在抗体生成过程中具有重要作 

用．切除脾畦能使抗体生成量下降．本实验 
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证实保脾组小鼠在初次感染时在早 中期， 

抗体水平较低，巨噬细胞的吞噬作用比较 

弱 ，表现为血中“Cr—RBC残存率高 ，脾组 

织的 cr—RBC清除率低，但到晚期在高 

水平抗体的介导下，巨噬细胞的吞噬功能 

发挥较大作用，表现为中 Cr—RBC残存 

率低，脾组织的 Cr--RBC清除率高。而全 

脾切组动物感染后早、中、晚期血清抗体均 

处于低水平状态，吞噬功能也大大 降低， 

表现为血中 cr—RBc残存率持续较高水 

平。 

三、半脾保留及自体脾组织移植在抗 

疟疾感染中作用 

本实验中首次应用疟原虫攻击小鼠较 

系统地观察半脾切除及半脾 自体大网膜内 

移植的睥脏功能变化后发现：半睥组在最 

大抗体产生量方面与假手术组无差异，在 

每克脾组织清除 cr—RBC方面，半脾切 

组的最大值超出假手术组最大值；对于血 

内 Cr—RBC残存率的影响，除感染后第 

15天半脾切除较假手术组高以外，感染后 

第 6、12、21天与假手术组无差异 在非致 

死量疟疾感染后，半脾切组同样能够在感 

染后的第 27天自愈，感染后小鼠红细胞计 

数在第 18天呈上升趋势并与假手术组 比 

较无差异。感染后早、中、晚期光电镜变化 

与假手术组相似 ，说明半脾保留组能够替 

代全脾发挥抗疟原虫感染的作用。 

脾移植组采用的半脾薄片法自体大网 

膜内移植 ，术后脾组织成活率高，术后 12 

周，光镜检查有血管生长，可见典型的红、 

白髓结构 ，动物血清抗疟抗体 (IgG)在感 

染后的第 10、14、18、24、30天均低于假 

手术组 ，但明显高于脾切除组 ，与半脾切除 

组无差异；每克脾脾组织对 cr—RBC清 

除率，在感染后的第 6、12、l5天与假手术 

组及半脾切组无差异，在第 21天，明显低 

于假手术组和半脾切除组；血内残存 cr 
—

RBC方面，在感染第 12、15天明显高于 
· 22 · 
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慢手术组和半脾组 ，非致死性约氏疟原虫 

感染后脾移植组能够自愈，第 3O天外周血 

红细胞感染率转阴，而全脾切除后其红细 

胞感染率在感染后第 3O天为 2 ．外周血 

红细胞计数在第 24天有上升趋势，而脾全 

切组呈持续下降。 

观察各组术式脾保留的实验结果，认 

为疟原虫性脾肿大的处理，从保留脾脏的 

免疫功能观点出发 ，以内科药物治疗为宜， 

如巨脾症或脾破裂需要外科手术时，则以 

半脾保留为首选措施，如不能保留，则采用 

自体脾组织移植 

四、脾脏组织学的改变及意义 

本实验电镣观察 ，在感染早期 网状细 

胞胞核增大 ，胞浆突出成分支，与网状纤维 

形成支架 ，同时脾窦扩张淤血，尤如 “峰窝 

状”，脾窦内皮细胞问隙增宽；感染中期网 

状细胞核增大，核仁明显，胞浆内可见大小 

不等小泡，内质网扩大 ，分支更长，各网状 

细胞之间，网状细胞与网状纤维之间，相互 

连接成网，网眼较前缩小，血细胞 (如淋 巴 

细胞、浆细胞，M ，网织细胞)聚集在网 

架内，同时外周血表现红细胞感染率升高， 

提示此时形成血一脾屏障 ，血一脾屏障一 

方面阻止 PRBC流经脾索，保护了脾索内 

淋巴细胞，单核细胞，浆细胞 、M ，和造 

血原始细胞的增殖分 化，另一方面 由于 

PRBC不流经脾索，导致 “暂时陛脾功能丧 

失”，使外周血红细胞感染率持续上升，贫 

血进行性加重；在晚期网状细胞渐概复常 

态，脾窦 内皮细胞出现明显增 生，大量 

PRBC，发育成熟的网织细胞，淋巴细胞， 

单核细胞，浆细胞等进入外周血液循环 ，巨 

噬细胞捕捉吞噬红细胞 ，并形成多棱 巨细 

胞 ，光镜下见多核 巨细胞明显增多，疟色素 

大量沉积，外周血红细胞感染的下降和贫 

血的改善等均提示血一脾屏障的开放。本 

实验结果与 Weiss报道一致。因此，推测血 
一

脾屏障可能为脾脏中处于小血管血流与 
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脾脏 微循环血流 之间的组 织结 构总体 ，其 发育 、转化 。固本 实验 中未进行脾脏 的血 液 

中德过床、巨噬细胞等各种血细胞以及脾 变学的研究 ，其详细的机制有待进一步深 

窦内皮细胞和其不完整的基底膜 ．共同形 入探讨。 

成了血一脾屏障t其主要作用为保护脾 内 参考文献 略 (收稿
。 l 一 。6— 02) 

礅循环 的相对稳定 ，有利于血细胞的生成 、 

t 2 一  

关节不稳定诱发家免膝关节骨关节炎的实验研究 

中国医科大学第一临床学院 路 磊 王 竞 
-  - — — — — 一  — —  —  一  

咂宁忧阳 邮政编码“ 尺 ．弓D 
骨关节炎是以关节软骨及软骨下骨退 软骨剥脱更明显，出现纵形裂隙及囊肿。术 

行性改变为特征的关节疾患，关节不稳定 后 lO周的特征改变是大量软骨细胞缺失 ， 

是其病因之一。本实验通过造成家免膝关 骨软骨赘形成及大量骨外露，软骨下骨硬 

节不稳定，成功诱发膝关节骨关节炎 。 化，形成 象牙骨”，术后 3、6、10周实验 

材料与方法 登 ! 蔷轰 
1·实验方法及观察指标：27只雄性家 明显差异 ，6周关节间隙狭窄，10周关节间 

兔，体重 2．5～3．5Kg，随机分为甲、乙、丙 隙明显狭窄并有骨硬化。 

三组，每组九只 右膝为实验侧，左膝为对 ．． ．． 

照侧．用氯胺酮以 40mg／Kg肌肉注射麻 

醉。切除一侧髌韧带 4ram，切除同侧腓侧 目前，常用的造成膝关节不稳定的手 

副韧带 3ram，将外侧半月板前半部切除 术方法主要包括；切断内侧付韧带，切断前 

4ram。左膝关节仅切开皮肤，皮下作为对 及后交叉韧带，切除内侧半月板及切除髌 

照 甲乙丙三组分别于术后3、6、10月拍 骨“ 。本实验将切除韧带与切除半月板结 

x光片后取材。先行大体观察，再行HE染 合，成功地诱发膝关节骨关节炎，且模型制 

色，镜下观察。将实验组与对照组的骨关节 作期限合理，病灶典型。术后病理表明：术 

炎评分均数行配对七检验。 后 3周就出现了骨关节炎的早期改变，包 

括软骨细胞排列紊乱，表层轻度糜烂，可见 

一 一 散在的软骨细胞簇及局部溃疡。术后 6周 
一

、 大体观察：术后3周关节液增多， 出现了明显的骨关节炎改变，6周x线显 

关节软骨糜烂。术后 6周广泛糜烂，关节囊 示了关节间隙异常及胫骨上端变形。所以 

肥厚 术后 lO周关节软骨剥脱，并可见到 本实验结果显示，关节的不稳定是造成关 

斑片状骨外露及骨赘增生。 ’ 节软骨破坏，形成骨关节炎的原因。由于膝 

二、镜下观察：对照侧软骨表面光滑， 关节韧带切断后关节软骨受的应力不均， 

软骨细胞层结构：表层、移行层、放射层及 关节软骨受到不规则的应力撞击，同时，应 

钙化层排列清晰，灏线完整。实验侧术后 3 力的紊乱使得关节腔内滑液挤压不均 ，关 

周软骨细胞排列轻度紊乱，表层轻度糜烂， 节软骨得不到充分的营养，故而导致了关 

可见散在的软骨细胞簇及溃疡。术后 6周 节软骨的破坏 。这一损伤机制 目前 已广泛 
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