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摘要隐孢子虫是一种重要的人兽共患寄生性原虫，可引起儿童和免疫低下人群以及幼龄动物发生严重胃

肠道疾病。长期以来围绕建立隐孢子虫体外培养模型国外学者做了大量探索，国内则在该领域尝试不多。

为了研究隐孢子虫详细的内生发育过程，快速筛选抗隐孢子虫的有效药物、研究功能基因表达和外源基因

的有效表达等，需要建立有效的体外培养模型。本文就20多年来国内外隐孢子虫培养概况进行了综述。
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隐孢子虫(Cryptosporidium)是一种主要引

起人和动物胃肠道疾病的重要寄生性原虫，具有

广泛的宿主范围，可感染包括人在内的240多种

动物，并且可通过水源、食物、空气等多种途径

传播，从而引起儿童和免疫抑制病人严重腹泻，

以及幼龄动物消化道疾病和幼龄禽类呼吸道疾

病，导致其生产性能下降或死亡。目前，隐孢子

虫有效种已达18个，分别为C．hominis、C．

parvum，C．canis、C．fau，C．meleagridis，

C．muris、C．suis、C．andersoni、C．wrairi、

C．baileyi、C．serpentis、C．saurophilum、C．

galli、C．molnari、C．bovis、C．scophthalm、

C．fayeri、C．macropodum(Ydao et a／．，2004；

Alvarez-Pellitero et a／．，2004；Xiao and Fayer，

2008)。其中C．su／s是Ry蚰等(2004)根据形态

学特点、致病性和分子种系发育关系等将C．

p帆氍m猪基因型I重新命名的一个独立有效种。

C．6D硫是Fayer等(2005)根据新的隐孢子虫种

类命名基本规定将C．pamum牛基因型B确立的

一个独立有效种。C．fayer是Ry蛐等(2008)

从红大袋鼠Macropus九加粪样中分离并命名的。
C．moIcropodu,ln是Power和Ryan根据其目前只在

袋类动物中发现而命名的。在这18个有效种中，

有9种为人畜共患种类。鉴于隐孢子虫病

(Cryptosporidiosis)对人类健康和畜牧业生产的巨

大危害，自上世纪80年代以来隐孢子虫病研究

成为全球范围内入兽共患病领域内的一个研究热

点。人们在隐孢子虫分类地位、种类鉴定、分子

流行病学、传播机制、免疫机理、检测技术和药

物防治等方面做了大量的探索性研究，取得了丰

硕的研究成果(Arrowood，2002)。

自Woodmansee等(1983)首次报道隐孢子虫

体外成功完成无性繁殖以来，在过去的20多年

中，人们在建立隐孢子虫体外培养模型方面做了

大量的探索性研究，并取得了巨大成功。有大量

文献描述了隐孢子虫体外培养后的形态、数量、

方法，其中包括是否完成完整的发育史，感染细

胞量、卵囊产生量以及用于培养的细胞系、培养

基组成、接种方法、培养条件、卵囊计数等。

隐孢子虫体外培养模型的建立对观察其致病

机理、细胞病理变化、内生发育详细过程和发育

阶段虫体特征等生物学特性研究，药物筛选和药

物疗效评价模型、虫株毒力评价、免疫保护机

理、虫体与宿主细胞互作、虫体侵入机制、功能

基因鉴别等具有重要意义。

1隐孢子虫鸡胚培养模型

Current等(1983)利用绒毛尿囊膜

(Chorioallantoic membrane，CAM)内胚层细胞培养

了隐孢子虫人、牛分离株。在绒毛尿囊膜上这2

种分离株在发育阶段并无形态学差异，并且从绒

毛尿囊膜内收集的卵囊可感染小鼠。但此后并无

报告重复此试验。
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Lindsey等(1988)建立了C．乩i娜的鸡胚
体外培养模型，鸡胚培养C．baileyi时，一般选

用10。12日龄鸡胚，消毒处理后，尿囊腔接种1

X 105—4×lO'个脱囊后的子孢子或完整的卵囊，

然后在40～4l℃孵育6—7天，从CAM中收集

卵囊。

国内赵亚荣等(1995)利用从北京鸭分离的

C．baileyi卵囊经尿囊腔接种，借助微分干涉显

微镜(NIC)对C．baileyi在鸡胚CAM上的发育

过程进行了观察，整个发育周期约为96 h。孢子

化过程在CAM内胚层上皮细胞表面的带虫空泡

内完成，并产生薄壁和厚壁型2种卵囊，提出虫

体具有群体寄生现象和同步发育特征；描述了

C．baileyi的运动期虫体离开母体和发育为滋养

体的动态变化；应用由粪便中纯化的卵囊直接感

染鸡胚成功。并用37℃水浴脱囊，脱囊率达到

60％左右，表明温度对隐孢子虫的脱囊具有重要

作用，无需胰酶和牛胆酸钠的参与。动物回归试

验表明：C．baileyi不能经胎盘途径造成感染，

在CAM上发育的C．施f娜卵囊对雏鸡具有较
强的感染性。

张西臣等(1990)用硫酸锌漂浮法收集兔粪

中的隐孢子虫，用蔗糖溶液梯度离心纯化，卵囊

经胰酶和兔胆汁消化脱囊产生子孢子，由尿囊腔

接种10日龄鸡胚，8天后收获检查，发现绒毛

尿囊膜(CAM)上有大量不同发育阶段的隐孢子

虫，并可见到带虫空泡(Parasitophomus

vaculoes)，通过免疫组化确定为隐孢子虫。

2隐孢子虫细胞培养模型

2．1国外研究进展

Woodmansee等(1983)首次利用人直肠肿瘤

细胞(HRT)和RPMI 1640培养基培养了隐孢子

虫牛分离株。但接种卵囊3天后只观察到了该分

离株的无性发育阶段，并未观察到其有性发育阶

段，因当时对隐孢子虫虫种分类尚不清楚，所以

细胞培养种类不明，仅知道是分离于牛的虫株。

1984年，隐孢子虫细胞培养实现开创性突

破，著名寄生虫学家Current等(1984)用人胎

肺细胞(HFL)、原代鸡肾细胞(PCK)、猪肾细胞

(PK．10)和MEM培养基成功培养了隐孢子虫人

分离株，并完成了整个发育史，其中HFL培养

的产量最高。据多年之后人们对此的分析，认为
· 58 ·

这可能是由于最初来源于AIDS病人的分离株或

来源于经山羊传代的同样分离株是C．parvum而

不是C．|IlDm￡础，分析文章发表的时候，人们普

遍认为C．IIlDmz旆只限于感染人。但后来的感

染实验表明C．hom／n／s也可感染儒艮、犊牛和

羔羊，并且经大剂量接种也可实验感染仔猪

(Xiao et a／．，2004)。据报道本实验也难以重复。

Naciri等(1986)用幼仓鼠肾细胞(BHK)

培养了分离自免疫抑制病人的隐孢子虫山羊传代

株。当时此分离株鉴定为C．muris，但更可能是

人兽共患传播的C．parvum。此分离株经传代45

次后(每周1次)，在绒毛尿囊液中发现许多游

离的子孢子和裂殖子(Arrowood，2002)。

Lindsey等(1988)建立了C．乩i娜的鸡胚
体外培养模型，并且发现有16种禽和哺乳动物

的原代和传代细胞都不适合C．60删的体外培
养。这16种细胞是：鸡胚、鸭胚肾细胞，2日

龄鸡、鸭、山齿鹑(白喉鹑)、犬肾细胞，16日

龄鸡肾细胞、胎鼠脑细胞，10日龄棉鼠(Cotton

rot)、16日龄小鼠肾和睾丸细胞，人胎肺细胞

等。同年Lumb等(1988)尝试用犬肾细胞

(MDCK)和DMEM培养基培养了分离于腹泻羔羊

粪便的隐孢子虫子孢子。接种2天后观察到多数

卵囊处于无性繁殖阶段。

Datry等(1989)用人结肠腺癌(Caeo．2)细

胞和原代鼠肝细胞培养了AIDS病人隐孢子虫分

离株，并在原代鼠肝细胞培养时观察到了完整的

虫体发育史。而在人结肠腺癌细胞内只清晰看到

了卵囊，并没发现其他发育阶段(Arrowood，

2002)。

McDonald等(1990)用鼠L929成纤维细胞

培养隐孢子虫人、牛分离株，用以测定抗微生物

制剂对隐孢子虫的作用效果。卵囊数量在接种子

孢子后48。72 h达到高峰，并且无性阶段占优

势，有性阶段在接种72 h后不到10％。同年，

Bonnin等(1990)用路易鼠小肠癌细胞(LGA细

胞)培养了最初来源于人、牛的隐孢子虫，并观

察到其无性发育阶段。

Flanigan等(1991)报道：分化和未分化的

人结肠腺癌细胞HT29．74用于培养C．panmm牛

分离株，且分化细胞的培养效果优于未分化细

胞。实验数据表明，此次卵囊感染效力较低，接

种72 h后卵囊主要处于无性繁殖阶段。本实验

模型表明微管在入侵宿主细胞和虫体发育中的重
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要性，因为虫体的数量减少与秋水仙素、长春碱

处理呈现剂量依赖性。

此外，Gut等(1991)发现在15种细胞中

MDCK和牛肾细胞(MDBK)最适合培养C．

parvum。实验表明C．pan,urn牛分离株接种细胞

后可观察到明显的有性发育阶段，部分形成到完

全形成的卵囊壁结构非常明显，但并未观察到明

显的成熟卵囊发育。Doyle等(1993)报道这种

模型可用于评估抗体介导的生活史调节。同年，

Kuhls等(1991)用人胚小肠细胞(ATCC．CCI广6)

培养完成了C．parvum牛分离株的无性发育阶

段、并且发现用糖和(或)外源凝集素处理卵囊

后影响感染量。

Rasmussen等(1993)用人子宫内膜癌细胞

RL95．2培养完成了C．m舢m牛分离株完整发育

史。同时Rosales等(1993)证明MDCK培养C．

parvum牛分离株的效果要优于Vero、HeLa和

McCoy细胞，但该文章没有提供详细的比较数

据。

Arrowood等(1994)采用无血清培养体系

Uhracultureo培养了C．parvum牛分离株。并且发

现效果优于传统的DMEM培养体系。后来此模

型被用于评价潜在的抗隐孢子虫药物和卵囊消毒

效果研究。Adams等(1994)用结肠上皮细胞

(’I斟)和Ham’s F12培养基培养了C．parmm牛

分离株。研究结果通过光镜和电镜观察发现：虫

体可破坏上皮细胞屏障而不仅仅是简单地打开细

胞离子转运通道，并且在培养物中观察到了虫体

无性繁殖和有性繁殖阶段。

另外，Griffiths(1994)在支持性渗透膜上生

长的Coco．2细胞所作的相关研究中，将人和牛

C．parmm分离株接种到Coco．2上，Coco．2细胞

在37℃，5％C02条件下，用添加20％胎牛血清

(rss)，3．5 g／L葡萄糖的DMEM培养基进行培

养。虫体接种之后转运单层膜阻力(膜完整性和

渗透性测量的一种方式)以剂量和时间依赖的方

式下降。分子量低于1 kDa的蛋白可通过单层

膜，但1．8 kDa或更大分子量的蛋白质则不能透

过。细胞乳酸脱氢酶释放进虫体寄生的细胞单层

上部的培养基中，而不是基部。感染细胞摄取碘

化丙啶(Propidium iodide)作为隐孢子虫感染杀

死宿主细胞的解释证据。人和牛分离株数据汇集

之后结果会更显著，两者数据单独分析均不显

著。

Yang等(1996)用原代牛输卵管上皮细胞

(B兀E)也培养了C．parvum牛分离株，并且发

现单层细胞中含有新生成熟卵囊，因为细胞单层

培养物用乙醇处理后仍可感染小鼠。1997年，

Lawton等用人非粘附单核细胞系THP-1(ECACC

88081201)培养了分离自人的C．parvum牛传代

株。通过姬姆萨染色和单抗荧光标记，观察到了

虫体的有性和无性发育阶段。尽管有明显的完整

发育史，但传代培养并没有取得成功。

Deng和Cliver(1998)用非洲绿猴肾细胞

(BS．C．1)完成了C．parvum牛分离株的完整发

育史。卵囊经蔗糖和氯化铯溶液密度梯度离心纯

化后，用商用次氯酸钠在0℃处理10 min，然后

在烛罐中孵育3 h后接种细胞，在5％CO：培养

箱中37℃培养。结果表明：直接接种卵囊效果

优于接种子孢子。本实验说明在隐孢子虫体外培

养时接种物可以是子孢子也可以是卵囊，但具体

培养效果需实验加以证明。

Dawson等(2004)用传代人肺成纤维细胞

(MRC．5 cells，ECACC，Salisbury)培养C．parvum

和C．horrdn／s，用于评价其存活力。其中C．

m眦m来源于鹿而经羔羊传代，C．hom／n／s则来
源于人粪样中。卵囊经饱和氯化钠溶液纯化后接

种细胞，并未经次氯酸钠和脱囊液处理。培养物

经丙酮固定、金胺染色、荧光显微镜等对卵囊数

量和感染力进行了检查，但该文并未提供照片，

也未看到明确的发育史。

除上面提到的C．parⅣum、C．hominis、C．

hileyi和C．muris在体外成功培养以外，Hijjawi

等(2002)用HCT-8细胞培养完成C．anclersoni

的完整发育史。此实验证明该条件下C．

andersoni生长发育迅速并在接种后72 h完成了

整个发育史。

此外，Hijjawi等(2004)首次用无细胞培养

系统体外培养了经鼠传代的C．parvum牛基因型

完整发育史。具体方法是将肠组织匀浆后用醚萃

取或用Fieoll@梯度离心纯化，用胰酶溶液脱囊

后接种于含有多种营养成份pH 7．4的RPMll640

半固体培养基上。IOO mL培养基内含有：0．03 g

I广谷胺酰胺、0．3 g碳酸氢钠、0．02 g胆汁、0．1

g葡萄糖、25 Illg叶酸，100 mg 4．氨基苯甲酸、50

mg泛酸钙、875 mg抗坏血酸、1％牛血清、0．36

g HEPES缓冲盐、10 000 U青霉素G和0．01 g链

霉素。分别在接种后的48 h和3天观察到了I

·59
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和Ⅱ型裂殖体，接种后6—7天观察到了有性发

育阶段(即大、小配子)，8天后看到了孢子化

卵囊。

尽管此项研究的意义重大，但在学术界引起

较大争议，因为一些学者能够重复出本实验，而

另一些学者则不能重复出类似结果。如Rosales

(2005)等发现了类簇虫的细胞外结构，该结果

Hijjawi及其同事曾经描述过。但Girouard等

(2006)则不能重复出C．parvum的无细胞培养。

也许直接将I-Iijjawi及其同事使用过的分离株和

其他C．parvum分离株比较会得到有关隐孢子虫

非寄生发育阶段的重要线索。

Perez等(2007)将分离于21日龄牛且用

PCR．RFLP鉴定过的C．parvum牛基因型子孢子

接种于HCT-8细胞和优化的RPMI．1640培养体系

后得到大量增殖的虫体并观察到完整的发育史。

改良培养体系包括培养基中添加不同浓度灭活牛

血清(2．5％、5％、10％)、添加1 mmol／L CaCl2

和1 mmol／L MsCh、调整不同的pH值(7．4、

7．7、8．0、8．5)、培养基连续7天不更换。实验

结果表明：使用HCT-8细胞和添加10％灭活牛

血清、1 mmol／L CaCl2和MgCl2、pH 7．2的RPMI一

1640培养基在接种48 h后，与对照培养基

14．5％的寄生率相比细胞寄生虫体增加到71％，

在接种2周后仍然高达47％。在接种72 h后出

现细胞外发育并在接种96 h后达到高峰

(25．3％)。此外，营养衰竭细胞(培养基连续7

天不更换)更容易被新鲜培养基中的子孢子感

染。本实验得到的虫体数量比以往报道的较多，

且观察时间长达2周以上。这种C．parvum的体

外培养方法将更利于新的化学治疗药的评价。

CasteUanos．Gonzalez等(2008)研究发现，在

HCT-8细胞培养中出现OPG(骨保护素)蛋白

mRNA早期峰，感染细胞用OPG配体肿瘤坏死因

子相关凋亡诱导配体(，I'RAIL)处理后，可诱导

细胞凋亡并减少虫体数量，重组OPG阻断这些

效应。结果揭示了TRAIL介导的清除隐孢子虫

感染的新途径以及调节宿主反应中OPG的作用。

Rueda等(2008)首次研究证明：Bobel一24(2，

4，6．triiodophenol，三碘苯酚)可使体外培养的

隐孢子虫数量减少99．6％以上。在SCID小鼠慢

性隐孢子虫病模型中，每天用125 mg／kg治疗动

物，则卵囊排出有显著差异(P<0．05)Bobel一24

作为治疗隐孢子虫病的化疗药有进一步研究价
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值。以上两项研究进一步确证隐孢子虫体外培养

模型对研究虫体入侵机制和新型治疗药物评价等

方面的重要地位。

2．2国内研究进展

张西臣等(1990)报道：中国人民解放军兽

医大学寄生虫病教研室将鼠粪样中分离的大型隐

孢子虫(C．mur／s．1ike)和从兔粪便中分离的小

型隐孢子虫(C．parvum—like)卵囊，采用梯度

离心法纯化，再经胰酶和兔胆汁消化脱囊产生子

孢子。然后接种于单层人胚肺细胞(HFLC)上，

6 h后换液并每天观察虫体发育情况，9天后收

获检查。结果发现，在不同时间里带虫空泡中出

现滋养体、裂殖体并可见到卵囊，镜检发现培养

卵囊形态与接种前相同。

黄克和(2000)报道为探讨自由基在隐孢子

虫感染和发病过程中的作用，成功建立能完成隐

孢子虫完整发育史的牛输卵管上皮细胞培养系

统，并应用单抗和免疫荧光技术在该系统上研究

了过氧化氢(H20：)对隐孢子虫体外感染的影

响，以及自由基清除剂的保护作用。结果表明：

与对照组相比，500和1 000／xmol／L的H，O，可显

著地抑制次氯酸处理的隐孢子虫卵囊进一步发

育。

黄克和等(2001)为探讨在饮水中添加不同

浓度的地塞米松对人工感染小鼠排卵囊量的影

响，比较了不同纯化方法的卵囊回收率和回收卵

囊纯度，探讨了来自不同动物、不同纯化方法的

卵囊在牛输卵管上皮细胞培养系统的感染情况。

宗祖胜等(2006年)根据活性隐孢子虫感

染人结肠癌细胞(HCT-8)产生感染斑的特点，

利用体外细胞培养技术和免疫荧光分析技术建立

了活性隐孢子虫的检测方法，并利用最大可能数

统计原理对水样中活性隐孢子虫进行了定量检

测。

3 结语

(1)从上述隐孢子虫培养发展历程来看，已

经有C．parvum、C．homihis、C．muris、C．

andersoni、C．乩妇一等在体外成功培养。而其

他隐孢子虫不清楚或没有，因为早期培养的某些

分离株当时并不清楚属于哪一个种或基因型，如

在体外培养的隐孢子虫大多分离于人或牛，而感

染人的隐孢子虫有C．hominis、C．parvum、C．
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canis、C．yeu,、C．meleagridis、C．andersoni和

C．parvum鹿基因型；而感染牛的隐孢子虫有C．

boris、C．andersoni、C．parvum和C．patl,'um鹿

样基因型(Deer-like genotype) (Fayer et a／．，

2006)，也有报道牛可感染C．nmtis、C．su／s、

C．canis、C．fell．,(梁楠等，2006)，所以以往

报道的分离于人或牛的虫株体外培养结果有差异

(有的看到完整发育史，有的则没有)可能与分

离株基因型不同或培养条件有差异有关。因为不

同地区隐孢子虫分离株有不同的抗原性、毒力、

感染性，对药物的敏感性也不同。因此，有必要

在体外培养前对隐孢子虫分离株进行分子生物学

特征鉴定(Perez Cord6n et a／．，2007)。

(2)体外培养收获的卵囊数量较少或很少，

而在已发表文献中能培养到有性繁殖阶段的则更

少，所以有必要重新考查或改进已有的培养方

法。如Perez Cord6n等(2007)按照Rosales等

(1993)报道的培养方法进行改进，发现有性阶

段虫体数量比I-iijjawi等(2002，2004)观察到的

多，原因在于体外培养过程中使用了不同的脱囊

技术、不同的培养基、或相同的培养基RPMI-

1640而含不同的组分(Perez Cord6n et a／．，

2007)。所以在不同的报告中培养同一种类动物

的分离株培养结果有差异除了可能接种的虫体基

因型不同之外，也与培养技术和培养条件有关。

(3)隐孢子虫体外培养模型建立的研究之所

以成为大家关注的热点之一，是因为通过建立体

外培养模型可更精确地研究相关虫体内生发育过

程、侵入机制、虫体与宿主细胞互作、功能基因

表达以及外源基因转入和表达等，以及卵囊有效

消毒药物筛选和抗隐孢子虫药物快速筛选等。但

从目前隐孢子虫体外培养用于观察或筛选药物的

文献报道进行综合分析，发现缺乏统一的评价标

准。如缺乏标准化虫株、标准细胞系以及药效判

定标准。这可能与现有的体外培养技术不成熟、

培养体系不稳定等有关。再者，隐孢子虫分离株

毒力评价系统尚未建立，目前国内有关单位正在

试行寄生虫虫株标准化。相信随着分子生物学和

相关技术的发展，抗寄生虫药物体外筛选系统会

拥有一套统一的、严格的评价标准。

总之，隐孢子虫体外培养是进一步深人研究

其生物学特性，尤其是功能基因表达、外源基因

表达的重要途径。当前，C．hom／n／s和C．

panmm全基因组测序已经完成，C．mur／s的全

基因组测序正在进行，在寄生虫学研究领域对同

一属虫种进行3个种的全基因组测序非常罕见，

足以说明隐孢子虫研究在国际上具有的重要地

位。因此，隐孢子虫有效培养体系研究、新的培

养方法建立和虫体传代技术、保存方法研究是当

前迫切需要研究的问题。
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ADVANCE oN ZⅣW豫D CULTⅣATIoN oF C欠MP嬲PDRZD，UM SPP．

ZHANG Su—Mei ZHAO Jln-Fe哩

(College ofAn拥ol&如，啪甜以％蛔讹ry朋副试肥，

ZHANG Long-Xian。 NING Chang·Shen

Henan^gr妇删University，Zh呼hou 450002，Ch／na)

Abstract Cryptospor／d／um is蛐intraceilular parasitic protozoan that can cau．．qe severe disease in awide variety of young animals．

children and immunocompromised persons．／n dtro cultivation is sufficient to support a variety of studies，including characterizing

life cycle stage，assessing potential drug therapies，evaluating ooeyst disinfection methods，and gene expression．The attempts and

significant progress made in the past over 20 years．were reviewed in present paper for making great strides in producing／n加
culture models for Cryptosporidium parasites．

Key words Cryptosporidium；Species；Endogenous development；Cell cultivation；Chicken embryo cultivation
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