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新型隐球菌动物接种实验观察

叶庆价 唐书谦 钟白玉 ( 西南医院 皮肤科 )

临床为了观察分离出的隐球菌 的毒力
,

以鉴别是否为新型隐球菌 (以 下简称新隐 )
,

或制

备动物感染模型以供教学或药物研 究
,

均需进行动物接种
,

但对接种的某些问题尚无一致意

见
。

现将本科真菌室对小白鼠不同途径接种的实验结果报道如下
。

1 材 料 与 方 法

将从患者分离鉴定后的新隐
,

转种于沙博氏琼脂 37 ℃孵育 3 天
,

用生理盐水制备成每 m l约 50 万个抱子

的悬液
。

实验动物为本校动物室自繁杂种小 白鼠
.

按接种途径分颅内
、

尾静脉和腹腔 3 组
,

各 10 只
。

颅内接种量为。 .

05 m l菌液 ( 2
.

5万泡子 ) , 尾静脉接种量为。 .

2 m l ( 10 万抱子 ) ,

腹腔接种量为。 .

s m l

( 2 5万抱子 )
。

每日观察
,

待动物自行死亡或 20 天~ 30 天后处死尸检
。

分别取心
、

肺
、

肝
、

脾
、

肾和脑组织

作真菌培养及病理切片
,

H E和 P A S染色
。

取脑组织方法为头皮消毒后
,

剪开头皮和两眼间颅骨
,

将颅顶骨

掀开剪除
,

再用剪刀从脑前部插入脑底
,

稍分 离 即可完整地取出脑组织
。

腹腔接种者尸检时注意腹腔内有

无灰白色胶质样结节
,

可取此结节培养与病理检查
。

2 结 果 及 讨 论
2

。
1 颅内接种当天死亡 2 只未作俭查

,

余下 8 只在 3 天 ~ 10 天内死亡 6 只
,

另 2 只 于20 天

后处死
。

尾静脉接种 10 只
, 4 天 ~ 12 天内死亡 7 只

,

另 3 只于 30 天后处死
。

腹腔接种 10 只
,

6 夭~ 20 天内死亡 5 只
,

另 5 只于 30 天后处死
。

20 天内自行死亡者共 18 只
,

占64 %
。

`

各组不

同组织培养及病理检查结果见下表
:

表 各组不 同 组织培养及病理检查结 果

培 养 阳 性 只 数 病 理 阳 性 只 数
接种途径 接种只数 — 一

一 - - -

—
一一一

—
一一

-

—
- - - -

— —
一

—
-一
一

-

一一

—
-

腹膜 心 肺 肝 啤 肾 脑 腹膜 心 肺 肝 脾 肾 脑

颅 内

尾静脉

3 8

1 1 2 6

腔计腹合

2
.

2 小白鼠对新隐高度敏感
,

但接种途径
、

接种量和剖验时间尚不一致
。

iR p p on 指出尾

静脉接种 i 万~ 5 00 万个抱子后
,

多在 7 天~ 10 天死亡 (” ; iF en g ol d 指出腹腔接种约 3 周发生

脑损害
,

颅内接种则在 1 周内发生
,

如不死应在 3 周末杀死剖检 (2) ; K ao 提出腹腔接种后如

不死就在 5 周后杀死 (3) , H as en cl ve er 报道颅内接种 3 00 万抱子
,

如 2 个月不死才杀死 (’)
。

本

文 3种途径分别接种 2
.

5万~ 25 万个抱子
,

均 引起感染
。

但颅内接种有 2 只到 20 天仍存活
,

尾

静脉接种的 3 只和腹腔接种的 5 只到 3 0天时仍存活
,

这可能与各小鼠对新隐感染的耐受性不

同有关
。

有报导同一株新隐对不 同小鼠的毒力可相差 1 0 0 0倍 (4)
。

当然不同菌株毒力也有很大

差异
,

E m m o n(
6 )指出有些菌株对小鼠毒力很低

,

甚至接种 1 亿抱子也不致死
。

本文“ %动物

在2。天内死亡
,

为了及早观察实验结果
,

我们同意 iF en g ol d提出的在 3 周末杀死的意见
,

而

DOI : 10. 16016 /j . 1000 -5404. 1990. 05. 015



通2 0 第三军医大学学报1 9 9。年第12 卷第 6 期

且为了避免小鼠个体差异
,

每一菌株应同时接种数只小鼠
。

2
.

3 判断小 鼠 接 种 后是否致病
,

最初只根据肝
、

脾培养结果
“̀ ’ ,

以后才根据脑培养结

果 (4)
。

本文显示颅内或尾静脉接种后
,

全部有脑组织感染 ; 腹腔接种者
,

均可见腹腔脏器表

面或肠系膜有感染形成的结节
。

从本研究结果看 出
,

进 行 新隐动物试验
, 3 种接种途径均

可
,

但颅内和尾静脉接种感染出现早
,

而腹腔接种方法 简 便
;
然后分别取脑或腹腔结节检

查
。
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用 D E A E纤维素粉柱清除疟原虫感染血中白细胞

庞林华 胡友梅 (药理教研室 )

随着对疟原虫生化代谢体外研究的 日益增多
,

清除感染血 中白细胞以提高结果的可靠性

问题 已引起越来越广泛的重视
。

我 们 通 过 借 鉴 同 行的 报道
,

摸索出了一种简便有效的方

法
。

1 方 法

疟原虫 ( P
.

y oe h i
,

y oe h i
,

B y 2 6 5株 ) 感染血中白细胞的清除采用纤维素粉柱过滤法 ( ` )加以改进
,

具体步骤如下
:

取一直径为。 .

sc m之层析柱
.

将出口用少许脱脂棉堵塞以防漏出
,

然后将D E A E纤维素粉 ( D E ll 型
,

英国进口分装 ) 充填于柱内
,

使成一高约 6 c m
,

内无明显空隙的纤维素粉柱
。

使用前用 p H 7
.

4的 P B S (磷

酸缓冲盐液 ) 将该柱浸湿并联于负压抽滤装置
。

于小白鼠 (昆明种
,

体重 18 9 ~ 2 49
,

雌雄不拘 ) 腹腔接种疟原虫后第 5 天
,

选择红细胞感染率达 10 % 以

上的小鼠
,

摘眼球取血于肝素抗凝瓶内
,

涂片吉氏染色计数白细胞
,

再按 i : 4的比例加入 P B S稀释
,

然后将

5 m l标本加入 1 支纤维素粉柱内
,

在恒定负压下调节流量为 1 m l/ m in 进行抽滤
。

处理后的标本经离心弃上

清后再用 P B S清洗 2 次
,

然后将沉积细胞稀释至原血液量
,

涂片染色计数白细 胞 并 观察疟原虫形态
。

为确

定该方法对疟原虫感染力的影响
,

将处理前后的标本按每只小鼠2 00 万个感染红细胞分别接种 20 只小鼠
,

并

于接种后第 24
、

48 和 72 h分别取血样涂厚
、

薄片检查感染情况
。

2 结 果

2
。

1 清除白细 胞的效果

白细胞清除效果的评价采用对比计数处理前后 1 00 个高倍视野 ( 1。。。个红细胞 /高倍视野 ) 中白细胞数目

的方法进行
。

结果可见血液标本经 D E A E纤维素粉柱过滤后 未 见白细胞存在 《表 l h 用低倍镜观察整个涂

片也未发现白细胞
。

表明该方法能清除血中所有白细胞
。


