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隐孢子虫病实验与I临床研究 

Ⅱ． 不同动物隐孢子虫感染观察 

传染病寄生虫病研究所 』 兰 刘约翰 邹 凌 

黼室 嚣  电镜室 唐 宜 I l， 

提 凄 BALb／e~]-,鼠66只、Wistar大鼠38只、豚鼠10只和家兔 6只分别给予皮下注射醋酸可 

的松，每周2只。连续给药3周后开始用金胺一酚染色、改良耐酸染色和沙黄一美蓝染色法检查动物 

粪便中隐孢子虫卵囊。小鼠隐孢子虫卵囊 性率为71．21师(47／66)：大鼠则为34．21俯(i~／3s) 小 

鼠粪便中卵囊数量明显多于大鼠 小鼠粪便中隐孢子虫卵囊可分为大型囊 (7．471~LX 5．90 )和小型 

囊(4．61p×4．30 )两种。豚鼠与家兔均未能检出隐孢子虫卵囊。小鼠口服或皮下注射地塞 米松 均 

未能诱发隐孢子虫感染。提示小鼠皮下注射醋酸可的松可能是一种较好的建屯隐孢子虫感染动物模 

型的方法 

茎 啦R382． 型 中圈分类号 ．3 R33 

免疫抑制病人 常合并隐孢子虫感染·导 

致难治性严重腹泻，危及病人生命。免疫功 

能正常者隐孢子虫性腹泻颇为常见。该病目 

前尚无满意的药物治疗方法。此外，有关隐 

孢子虫生活史、形态分类及致病机理等 仍有 

许多尚待阐明的问题。因而建立一种适台实 

验研究使用的隐孢子虫病动物模型是一个急 

待解 决的课题。最近，我们现察了免疫抑制 

状态下的小鼠，大 鼠、豚鼠、乳兔及新生 小牛 

的隐孢子虫感染情况，进行初步比较。现将 

1} ． 床V 

结果摄告如下。 

材料与方法 

I． 实验动物 

BALb／cd,N~N．雌雄各半，f~ 218--25g 

皮 注射醋酸可的松35mg／hg／次，每局2次。 

wistar大鼠38只．雌雄各半 体重250～320g 
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皮下注射醋酸可的橙2sm~／只／提．每周2次 

豚鼠lO冗，雌雄各半，体重 350~450g 皮下 

注射醋酸可的拯40m~／只／次，每周2狄 

乳觅3只，20天龄，均为雄性 体重250~300g。 

皮下注射醋酸可的橙2Smg／5~／发，每周2次。成年 

塞免3，口，均 为雌性 皮下交射醋酸可 蛇 括 75mg／ 

只／次，每周2次。 

另取BALb／c~象50只，雌雄各半，体重l8— 

25g 皮下注射地塞米松O．4皿g，只／次．每商2次。 

同时在饮水内加八地塞米橙 r2mg1，L)及 四 环 素 

(】g／Lj。BALb／c大鼠30只，均为雄性， 体重同 

前 辞事地窿濑松，仅在饮水内加八地塞米松 
(2rag／L) _E2组小鼠均连续给药12周后开始 

粪便检查隐孢子虫卵囊。 

实验过程中设BALb／c小鼠5只．wi star大鼠 

5只，在相 同条件下饲莽，但不给任何免 疫 抑制药 

物，为免疫功能正常对照组。 

以上各组动物均由本校实验动物中心提供。用 

药前观察动物一般状况 L毛色、括动、摄食、呼哑 

与大便等j 5～7天．并逐 一检查粪便中陋孢子虫卵 

嚣 麓 嚣 裟 粪稳盘找隐孢子虫卵囊，f胬舒记录动物一般状况及 
体再变化。 

新生小牛 (出生 1月 内j粪便 100份 取 自重庆 

市近邦奶牛琦及个体户奶 牛 妨。 搔 辐 同方法 (详 

下)检 隐孢子虫卵囊 

2， 穗穗子虫弗蠢染色方甚 “ 

取粪便标奉少许，在滴有生理盐水的裁玻片上 

冷成r 厚童 片 (稀便 者可直接墼片 )。空气干燥， 

甲醇周定lOmin．承洗干操后进行以下染色检查。 

(1) 令胺一酚染 色 法 (auramihe-phenol 

stalulug) 

涂片滴加0．1和金胺一酚染液，15m~n后永洗。 

滴加3嘶盐酸lmin后水洗 滴加 0．5弼 高锰 酸 钾1 

min后承洗 。空气干燥。荧光显微镜下 观察 。 

(2) 改良耐酸染色法(roodifi ed fast-acid 

stalning) 

涂片滴加石碳酸复一红染液．室温下 染 色10～ 

20min后水洗。用 lO哆硫酸脱色至红色基本褪尽后 

水洗。再滴加O．2嘶孔雀绿复染30sec．水洗空 气干 

燥 油镜下 观察。 

(3) 沙黄一兰蓝 染 色 法 (safraniu-met h— 

Ylene一。“ 8ta j0g) 

(页俄 薄辛j嘶盐酸甲醇5m n后水洗·滴加1哆 
·

． 1 既·。 

沙黄染液．置微火上加热至出现蒸气后 2min。冷 

却后水洗。滴加姜蓝 复染30S~c：冰洗并空气干 

燥。油镜下 擦 。 

结 果 

1
．  
免疫抑制动物一般状况 

接受醋酸可的松注射后，小鼠及大鼠全 

身反应较为明显 普遍出现精神萎糜少动， 

反应迟顿，摄食减少 ，体毛稀橙呈斑块状脱 

落、毛色光泽消失。上述反应尤以小鼠为重 

用药后2周末小鼠开始死亡，4周末大鼠亦陆 

续死亡。死亡动物明显消瘦，少数动物有稀 

便及呼吸困难。 

用药后豚鼠反应轻微 除 1只出现体毛 

斑块状脱落外，其他一般状况均 无 明 显 改 

变。用药22、28和3o周肘各死亡1只 其余7 

只长期存活，体重并有所增加。 

乳兔用药 5周后出现稀俺 、萎糜 、活动 

减少，进食量锐减。—百胃雨 3只动物相继死 

亡。成年家兔在用药1l、1 周时各有 1只园 

进食明显减少消瘦而死亡。另 1只则无明显 

变化并继续存活至2O周。 

2
． 不 同实验动物隐孢子虫感染情况 

小鼠与大鼠自用药后2周和4周后开始陆 

续剖杀 (病死动物亦同样刹检)。取 盲肠内 

粪便直接涂片。同时作金胺一酚．改良耐酸及 

沙黄一美蓝3种染色，检查隐孢子虫卵囊 每 

张涂片均经2人分别检查。以2人检查结果中 

2种或3种方法同时阳性者判为阳性。小鼠与 

大鼠隐孢子虫感染阳性率见 表 1。小 鼠卵囊 

阳性率为7 1．21嘶(47／66)，明显高于大鼠卵 

囊阳性率_{4．21嘶(1 3／38)。小鼠卵囊从用药 

后 4周 阳性率开始升高，但大鼠则晚至用药 

后log3。小鼠粪便中卵囊数量亦明显多于大 

鼠。 

在小鼠粪便中，可查找到 2种大小不同 

的卵囊。分别测量各1O0个卵囊的长 、短径， 

其均值依次为：小型囊 长径 一．60Stem (4一 
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表 1 小鼠与大鼠皮下注射醋酸可的松诱发隐孢子虫感染粪幢卵囊结果 

室畸 

动物 

检查数 

2 3 

— — —

— — —  

3 1] 

用 药 时 间 (周 ) 

4 5 6 

3 l7 2l 

W istar 

大 鼠 阳性数 1 

台计’ 

d 7(71．21) 

1 6 3 2 ] 38 

括弧内数字为陌性宰(嘶) 

5
．

5， SD一 0
． 46 22)，短径4 33o~m ． v̂ 

5
．
5，SD=o 4507)。大型囊长径7．17O m 

(54 9，SD= o
． 9583)，短径5．9 00 m(4̂v 

7，SD—O
．
6927)。故小型囊长短径相近， 

卵囊呈圆形。而大型囊皿Ⅱ长径大于短径，町 

囊呈椭网形。 

鼠l0只，连续粪检至用药28周，均未 

能检出隐孢子虫卵囊。 

乳兔3只，』=}j药6周内相继死亡 粪捡均 

无隐抱子虫卵囊发现。成年家兔3只，用药 

n，’j周各死亡 只，另1只在用药20周时剖 

杀。粪检亦未能发现卵囊。 

3 不同用药方法小鼠隐孢子 虫感染 

口服地塞米检的BALb／c,],鼠 0只 ．连 

续用药1 2周，粪幢均未能检出 隐 孢 子 虫卵 

囊 皮下注射同时口服地塞米松的BALb／c 

小鼠j OF．，在用药后l2周开始粪检直至16周 

时亦未能发现隐孢子虫卵囊。 

4
．
新生小牛隐孢子虫自然感染情况 

在 l00份薅废近郊奶牛场新生小牛粪便 

中． 份发现少量隐孢子虫卵囊，阳性牢为 

5％。在 扮阳愕：便 中，0份为成型 便· 份 

为稀软便。但在成型 便与稀软便中，卵囊形 

态 及数 量无 明显差异。 

讨 论 

隔内隐孢子虫病发病率目前仍无确切资 

料。除临床医生对本病缺乏认识外，缺少准 

确可靠的病原学检查方法也是重 要 原 因 之 

一

。 国内韩范等推荐使用金胺一酚染色 法 和 

改 良耐 酸染色法检查粪便中隐孢子虫卵囊， 

在卵囊数量较多时已证明有 重 要 价 值 a 

但当卵囊数量较少时仍需对粪便标本浓集处 

理，手续繁琐。国外最近几年提出用单克隆 

抗体间接荧光试验检查粪便中隐 孢 子 虫 卵 

囊。 但需大量纯净卵囊作免疫抗 原 由 

于 目前 隐孢子虫体外培养技术尚未成功，故 

必须依赖动物模型以获取大量虫体 本文目 

的即旨在建立一种能较为稳定地排出卵囊的 

舱孢子虫感染动物模型，以供进一步研究使 

用 。 

Curren~最近指出，不同实验室常用动 

物如l，j、鼠 大鼠、豚鼠对隐孢子虫感染的抵 

抗力有明显差异 。我们的结果也表明，在 

国内目前常用的 4种实验室动物中，小鼠与 

大鼠均可以通过持续皮下注射醋酸可的橙抑 

制动物免疫功能的方法诱发隐 孢子虫感染。 

用药后4周与l oN，在小鼠和大鼠粪便中分别 

倥出卵囊。但在豚鼠与家兔 中则始终未能成 

功地诱发隐孢予虫感染。 Iseki等将家鼠粪 

便分离出的鼠隐孢 子 虫 (Cryptosporidi— 

um mu ris，RN￡0)卵囊径口接种于小鼠， 

丽鼠、家兔、狗和猫等 5种动物，结果发现 

小鼠与猫对隐孢子虫高度敏感，而豚鼠、家 

兔和狗则不敏感 Brasseur等也采用皮 

下注射醋酸可的松 8周后再经口接种隐孢子 
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虫卵囊的方法，在 Sprague-Dawley大鼠 

成功地建立了人隐孢子虫感染，认为可作为 

筛选治疗药物使用 。本文结果 与 Iseki及 

Brasseur的结果相似。小鼠卵囊阳性 率高 

于大鼠，排出的卵囊数量也多于大鼠，但小 

鼠死亡率也明显为高。因此，如何调整醋酸 

可的松用量，使之既维持动物长期排出卵囊 

又可存活仍是继续研究内容之一。 

本组 隐孢子虫感染小鼠粪便 申可见 2种 

大小不同的卵囊。小型 囊 大 小 为 4．605× 

4 300 m，几近圆形’大型囊则为 7．470× 

5
．900~m,呈椭圆形。Iseki曾报告从 自然 

感染隐孢子虫的家鼠粪便 中分离出两种隐孢 

子虫卵囊。其中小型囊为 5．3×4．8 m}大 

型囊为8．4×6．3 m 。Tyzzer及 Upton 

分别认为大型囊为鼠隐孢 子虫 (Cryptos— 

poridium muris)卵囊，小型囊为 微 小 

隐孢子虫 (Cryptospor4dium parvum) 

卵囊。本文 2种卵囊大小接近于 Iseki的数 

据，提示可能分属微小隐孢子虫和鼠隐孢子 

虫。该两种卵囊可共存于同一小鼠粪便之 中， 

但小型囊数量常多于大型囊。是否在实验诱 

发感染情况下 ，小鼠以微小隐孢子虫感染为 

主尚待进一步研究。 

我们注意到，实验诱发的小鼠或大鼠隐 

孢子虫感染与自然感染的人或小牛隐孢子虫 

病有一个比较明显区别，即前者发生稀便罕 

见。本组47只 隐孢子虫卵囊阳性和13只卵囊 

阳性的小鼠或大鼠中，无1侧呈稀便。W ag- 

ner在其工作 申也注意到，15只实验诱发的 

小鼠隐孢子虫感染均无稀便 。Sherwood 

等也 曾报告类似结果 IO J，其原因可 能 与 宿 

主动物种属有关。 
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EXPERIMENTAL AND CLINICAL STUD Y 

ON CRYPTOSPORIDIOSIS 

II． CRYPTOSPORIDIUM IN DIFFERENT 

IM MUNOS1JPPRESSIVE ANIMALS 

Chert Yatang，et al 

Reseafch Institute of Infectiou s and Parasitic Diseases 

66 BALb／c miee．38 W istar rat s．10 guinea—pigs and 8 rabbits were injected by 

hydroeortisone acetate gubcutaneous1Y I ice a week．respectlye】y． 1 heir l ece$were 

ezam ined for Cryptosporidillm ooeysts b aufam ine—phen01 staintmodi[1ed last—a。id 

stain and safranin-methy lene stain sinil1taneously． 

The Cryprosporidium 00Cyst positive rate in the immunosuppress1Ve m ice was 

71．2l和(47／86)，but in the immunosuppres$ive rats the positive rate was 34．2l和(18／ 
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