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改良卡氏肺孢子虫肺炎动物模型的建立 
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加82．3 
蕾 要：目的 为了缩短诱发大鼠卡氏肺孢子虫肺炎 (PCP)的时间，减少二重感染，我们对建 大鼠H 模型的方法 

进干亍了改良 方法 用地塞米松皮下注射Wistar大鼠2~vX／周，共4周，第2周时实验组气管内注入冻存的 氏肺孢子虫，阴性 

对照注射1 常大鼠肺匀浆，4周后剂杀大鼠。同时作常规 氏肺孢子虫大鼠模型对照，8周后剖杀大鼠。结果 实验组大鼠Pc 

感染9O％(9／10)，阴性对照组仅200(2／10) 常规大鼠模型组虽PC感染达900，但二重感染高达40％ (4／10)。结论 在抑制 

大鼠免疫功能的同时气管内注入冻存的 氏肺孢子虫，， 缩短大鼠发生PCP的时间，并明显减少了二重感染。提示是 一种较 

好的诱发大鼠PCP模型的方法： 
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Rapid animal modeI of pneumocystis carinii pneumonia 

NIXiao-~，et aI 

(】nstitute of】rifectiousandParasitic Diseases，ChongqingMedicaI Universi“，400016) 

Abstract：0b{ective We developed a modified method to get a rat model of PCP in shorter time with much 1ess 

mixed infections．Methods Rats were immunosuppressed with dexamethasone twice a week for 4 weeks．The 

experimental rats were iniected intratrachealy with cryopreservation Pneumocystis carinii and the negative controls 

iniected intratrachealy with nOITfial lung homogenate at end of 2nd week．All rats were killed at end of 4th week． 

At the same time．norl~aI animal models served as positive controls and wer℃killed at end of the 8th week． 

Results 90％(9／10)ofthe experimental rats showed PC infection white only 20％ f2／10)ofthe rats in the negative 

controls had PC infection．AlthotI曲 90％ofthe positive controls also got PC infection，but there were 40％(4／10) 

mixed infections．Conclusion Therefore．it denoted that our modified method can shorion the time for the rat 

model to develop PCP with much leSS mixed infection． 

Key Words：Pneumocystis carinii pneumonia(PCP)：Dexamethasone~Animal modeI 

卡氏肺孢予虫是一种重要的机会感染性寄生 

虫，可使免疫功能低下病人尤其是艾滋病人发生致 

死性肺炎。该病的动物模型早在50年代就开始研 

究，所采用的方法大多为低蛋白食物 肾上腺皮质 

激素类药物+抗生素，而诱发PC感染的时问多为8周 

以上 。为了使诱发PCP时间缩短，减少在此过程 

中动物伴发其它病原体的二重感染．我们对建立PC 

感染动物模型的方法进行了改良，现报告如下： 

1 材料与方法 

1．1 卡氏肺孢子虫的提取与冻存 

1．1．1 卡氏肺孢子虫分离纯化 刚常规方法诱导大鼠产生 

PCP(即皮下注射醋酸可的松25rag／~x／)j,x6～8周)，]己茁 

技术取出完整肺脏．．．放入不舍M ，CaZ'~PBS(~'200 g 

者舟龋 倪小鼓 (1959． )，女，副教授，博士 

链霉索，200u青霉素，0．5 g--性霉秉B／mI，flI~PBS+) 肯 

洗三次，用剪刀剪碎，按每克肺组织；~IPBS+5ml，玻璃匀装 

器匀浆，匀浆液离一L,5~0Xg 10rain，取 E清液， c渣加PBS+ 

重悬后离心，晕复2孜 三次 匕清液集中后离心I 800X g 

20min，取沉淀 ，；~11DMEM+(含青霉巢 90me／L，链霉素 

120me,／L，二性霉素B 0 5 rae／L，10％新生牛血清 )到所需 

置。取少量接种于血平板，若无细菌、霉l[‘_生长，则该标本 

可用 

1．1．2 包囊计数：根据 il~t"。取混悬灌2o 1．置于载玻片 

上，分别涂片2张，每1张涂片复盖面积约为lcrn'=10u l，卒 

气干燥，甲醇固定，六亚甲基四胺银 (GMS)染色 。，计数 

乜囊。每 ‘面积数1O个视野，共20个视野，计算出20个视野 

乜囊均数，按 下公式算出每毫升液体舍包囊数： 

包囊数 (个／m1)=每个油镜视野包囊均数X每锄 油镜 

视野总数×1O 

1．1．3 乍氏肺袍子虫冻存 将 氏肺孢子虫悬液加A．15％的 

二甲亚砜后置冻存管中，每管lml，含卡氏肺孢子虫包囊5 x 

10个，慢冻逐步降温： (4℃45rain，-20℃45mln，液氮燕 

四 
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气30rain)最后放入液氮罐中冻存备用。 

1．2 动物试验 

l_2l 动物模型 纯系Wistar太鼠30只，雌性，体重120～ 

150g，由本校动物中心提供。置普通敞式太鼠笼中颗粒饲料 

喂养。观察1周无异常后，将太鼠分3组，每组l0只，l、2组 

太鼠皮下注射地塞米松2 5mgJ次／只，每周2攻，第3组太鼠皮 

下注射醋酸可的松25mgJ次／只，每周2次，同时在饮水中加 

入四环素100mg／100ml，以预防细菌感染。 

1．2．2 动物接种卡氏肺孢子虫 从液氮中取出 氏肺孢子虫 

冻存管，立即放入37'C水浴中解冻，离 ~,1000xg，10rain， 

去上清液，加适量DMEM+，计数，每鼠注射2X lff个包 。 

， 约0．2m1，方法如下：太鼠乙醚麻醉后，用自制气管内接 

种管，接上lml注射器，吸0．4ml空气，再吸0．2ml悬液。将太 

鼠头部尽量向背侧牵拉，使气管伸直，骣露会厌，使接种管 

沿气管插入，注入0．2ml P．C悬液。太鼠立即有短暂呼吸困 

难，或咳嗽，或哮鸣等症状，表示已注^气管。立即抓住太 

鼠头部以重力旋转其身体数圈，使注射的液体均匀分布于全 

肺。将其送入鼠燕，太鼠很快恢复d三常。第1组太鼠拨此法 

接种冻存卡氏肺包子虫，第2组太鼠接种正常太鼠肺组织均 

浆。第3组大鼠不接种。第1、2组太 鼠继续注射地塞米松2 

周，整个实验共4周，后全部剖杀。第3组太鼠连续注射醋酸 

可的松8周后全部剖杀。 

1．2．3 肺组织包囊计数 每 一实验动物按一定肺组织部位制 

作相同的肺组织印片。用GMS染色．计数100个油镜视野 内 

包 。每视野按平均包囊密度划分：轻度感染(3个包囊，视 

野；中度感染3～l0个包囊／视野；重度感染 >l0个包囊／视 

野 。 

2 结 果 

2．1 注射部位感染情况 实验结束时第1、2组大鼠 

无1只注射部位发生感染或瘘管形成。第3组大鼠有 

4只发生局部感染，其中1 H局部红肿，2J{发生脓 

肿，1只发生瘘管。 

2．2 感染鼠全身情况 第1、2组大鼠四周末有轻度 

食欲碱退，活动减少，毛色变暗，第一组大鼠有少 

量脱毛，但两组动物一般情况尚好。第3组大鼠从 

第6周开始出现精神萎靡、进食少、毛色灰暗、体 

毛松散并呈斑片状脱落、呼吸急促等症状。 

2_3 死亡情况 第l组、第2婀完成实验时无1只死 

亡，第3组大鼠在第5周至第8周期间共死亡4只 (2 

只死于肺脓肿，2只死于腹泻)。 

2．4 大鼠肺外观 第1组大鼠 (除1只以外)肺外观 

均有不同程度的充血，其中3只 (3／10)肺外现明显 

水肿，呈灰白色，肺体积和重量明显增加。第2组 

大鼠肺外观仅2只轻度充血，其余外观基本正常 

第3组大 鼠肺外观均有不同程度的充血水肿，其中2 

只有肺脓肿病变。 

2．5 PC感染情况 大 鼠肺印片包囊计数感染程度 

如表l所示。 

裹1 3蛆大哪Pc暑 事比较 

其中4只死亡 

2．6 统计学处理 将各组大 鼠按感染PC (包括 

轻、中、重度)和无感染划分，大鼠PC感染情况分 

别为：第l组发生PC感染9只 (9／10)，第2组2只 

(2／10)，第3组9只 (9／10)。将第l组与第2组大 

鼠发生PC感染情况进行比较并做 _检验，第l组发 

生PC感染较第2组高，其差异具有显著性 (R0． 

叭 )，第l组与第3组比较 ，差异无显著性 ( ’0． 

05) 。 

3 讨 论 

卡氏肺孢子虫的虫种大多来 自动物模型。每周 

两次皮下注射醋酸考的松，7～8周后可在大鼠体 内 

诱发卡氏肺孢子虫肺炎 ，有的文献报道用皮质激素 

处理大鼠后9～l 2周方可作为有用的PcP模型⋯，此 

方法为国内#bPCP动物模型建立的最常用的方法。 

但该法耗费时间较长，动物肺部并发感染 (真菌、 

细菌感染)也明显增加，不利于卡氏肺孢子虫体外 

研究，如细胞培养、无细胞培养等工作的开展。因 

此 ，我们对 建立PCP大 鼠模型的方法作了三项改 

进。 

3．1 卡氏肺孢子虫的冻存 根据我们对卡氏肺孢子 

虫的冻存实验，首先将卡氏肺孢子虫以15％--甲亚 

砜冻存备用。液氯冻存的虫种，可随时解冻取用， 

是保存虫种的简易方法。本文所用虫种已在液氮内 

冻存了三个月，解冻后供实验使用，可成功地制成 

PCP大鼠模型。估计还可作更长时间的保存。 

3，2 免疫抑制处理加大鼠气管内PC接种 本实验 

第1组大鼠先经皮下注射地塞米松2周后再从气管内 

接种PC，2周后10只大鼠中有9只感染肺孢子虫，其 

中7只达到中重度感染．使大鼠PCP模型建立的时间 

明显缩短为4周，有利于PCP和卡氏肺孢子虫的相关 

研究。 

在动物实验过程中事先用免疫抑制剂抑制大 鼠 
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的免疫功能是 r分必要的，卡氏肺孢予虫是条件致 

病病原体，在免疫状态正常的大鼠即使有卡氏肺孢 

子虫存在也 易患PCP'一。我们在预试验中发现 ， 

没有经免疫抑制处理的大鼠，接种卡氏肺孢子虫匀 

浆后短期内PCP的发生中、重度感染极少。因此我 

们将动物实验的方法进一步改良，事先对大鼠进行 

免疫抑制处理，2 后才经气管注入PC，既提高了 

感染PC的机会，又缩短了发生PCP的时间 

3．3 改用皮下注射地塞米松溶液：本安验第3组为 

常规应用注射醋酸可的松诱发PCP的方法，虽然有 

较高的PCP诱发率，但大鼠局部皮肤感染．~n．IJrp部■ 

重感染的发生率及死亡率均较高，而有二重感染的 

肺是绝不能用作提取PC体外实验的虫体来源 。此 

外，醋酸可的松注射液为混悬液，每次注射1ml，必 

须用较大的针头，对局部损伤较为严重，困反复注 

射，局部吸收不良，易引起局部脓肿、溃疡 、瘘 

管。奉实验第1组改用地塞米松皮下注射，每次只 

需注射0．5ml(若为10m 支，则注射体积更少)而 

且可用较细的针头，对局部损伤小。同时也能很好 

诱导出PCP。 

本实验所用方法币但可缩短大鼠发生PCP的时 

间，还明显减少动物肺部的二重感染及局部皮肤感 

染，是一种快速建立PCP大鼠模型的较好方法。 
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但小是唯一指标，还应结合细胞异 性 、边界浸 

润、出血及凝固性坏死等综合因素才能对子宫平滑 

肌肉瘤作出正确诊断。 

3．2 免疫组化Desmin，Aetin在子宫平滑肌肿瘤中 

的表达 

Desmin和Actin(HHF35)是肌源性肿瘤的标 

物，可作为平滑肌肿瘤分化程度的指标。Evans等 。。 

检测了多种器官肌源性肿瘤Desmin的表达，其中5 

例普通型子宫平滑肌瘤瘤细胞胞浆为强阳性着色， 

2例奇异型子宫平滑肌瘤瘤细胞胞浆阳性程度较普 

通型更强，而2例子宫平滑肌肉瘤瘤细胞全部呈阴 

性；王美清等 J也得出上述类似结果 Amada的研 

究 发现：肌肉特异性actin(HHF35，d—SMA)在几乎 

所有良性予宫平滑肌瘤中弥漫阳性，而24倒予宫平 

滑肌 肉瘤仅1O例有HHF35或 a—SMA染色局灶 阳 

性；两者有显著差异(尸=o．0004) 这些与我们的实 

验结果是相一致的，提示Desmin~tlAetin在子宫半滑 

肌肿瘤良恶性鉴别中有较重要的意义，Desmin或／ 

和A嘶n表达阴性或弱阳性，应考虑恶性的可能。 
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