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经口及皮下注射硝唑尼特对弓形虫急性感染小鼠
治疗效果评价*

王瑜,张楠,李建华,宫鹏涛,王晓岑,李新,张旭,张西臣**

(吉林大学动物医学学院人兽共患病研究教育部重点实验室,吉林长春
 

130062)

【摘要】 目的 探究经口给药及皮下注射硝唑尼特对弓形虫急性感染小鼠的治疗效果。 方法 用弓形虫RH株建

立小鼠急性感染模型,分别采用经口给药及皮下注射两种途径治疗。经口给药治疗组按100
 

mg/kg体重剂量给药;皮下

注射分3组,按100、50、25
 

mg/kg体重剂量给药。记录两种给药途径下小鼠存活时间,比较肝脏和肺脏荷虫量、细胞因

子水平变化及肝脏病理变化。 结果 两种给药途径硝唑尼特治疗小鼠存活时间均未显著延长(均P>0.05)。经口给

药与100、50
 

mg/kg剂量皮下注射给药小鼠肝脏、肺脏荷虫量显著减少(均P<0.05),与未给药组相比肝脏荷虫量分别

减少93.53%、92.59%、40.63%,肺脏荷虫量分别减少97.73%、95.71%、63.53%。硝唑尼特治疗小鼠IFN-γ水平显著

升高(P<0.05),与未给药组相比升高169.81%、348.24%、416.44%、472.24%。经口给药与100、50
 

mg/kg剂量皮下

注射给药小鼠IL-12水平显著降低(均P<0.05),与未给药组相比分别降低83.55%、61.62%、56.36%。经口给药和皮

下注射100
 

mg/kg剂量给药均可使小鼠肝脏炎性细胞浸润减轻。 结论 硝唑尼特皮下注射给药对小鼠急性弓形虫感

染有一定治疗效果,为皮下注射硝唑尼特治疗弓形虫感染提供了理论依据。
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【Abstract】 Objective This
 

study
 

investigated
 

the
 

therapeutic
 

effects
 

of
 

oral
 

and
 

subcutaneous
 

administration
 

of
 

nitazoxanide
 

administration
 

on
 

acute
 

toxoplasmosis
 

in
 

mice. Methods The
 

mouse
 

model
 

of
 

acute
 

toxoplasmosis
 

was
 

established
 

using
 

Toxoplasma
 

gondii
 

RH
 

strain
 

and
 

treated
 

by
 

two
 

routes:oral
 

administration
 

and
 

subcutaneous
 

injection.
 

The
 

treatment
 

group
 

was
 

given
 

100
 

mg/kg
 

by
 

oral
 

administration,as
 

well
 

as
 

the
 

subcutaneous
 

injection
 

groups
 

were
 

administered
 

with
 

100,50,25
 

mg/kg,respectively.
 

The
 

survival
 

time
 

of
 

mice
 

under
 

two
 

administration
 

routes
 

was
 

recorded,the
 

parasite
 

loading
 

of
 

lung
 

and
 

liver,cytokine
 

levels
 

and
 

histopathological
 

changes
 

of
 

liver
 

were
 

compared. 
Results The

 

survival
 

time
 

of
 

mice
 

was
 

not
 

significantly
 

prolonged
 

by
 

two
 

nitazoxanide
 

routes
 

(P>0.05).
 

Oral
 

and
 

subcutaneous
 

administration
 

at
 

100
 

and
 

50
 

mg/kg
 

reduced
 

the
 

parasite
 

loading
 

of
 

liver
 

and
 

lung
 

in
 

mice
 

obviously
 

(P<
0.05).

 

Compared
 

to
 

the
 

untreated
 

group,the
 

parasite
 

loading
 

of
 

liver
 

were
 

reduced
 

by
 

93.53%,92.59%
 

and
 

40.63%,and
 

the
 

parasite
 

loading
 

of
 

lung
 

were
 

reduced
 

by
 

97.73%,95.71%
 

and
 

63.53%,respectively.
 

IFN-γ
 

levels
 

were
 

significantly
 

(P<0.05)
 

increased
 

in
 

nitazoxanide-treated
 

mice,by
 

169.81%,348.24%,416.44%
 

and
 

472.24%
 

compared
 

to
 

the
 

untreated
 

group.
 

IL-12
 

levels
 

were
 

significantly
 

reduced
 

in
 

mice
 

administered
 

orally
 

and
 

subcutaneously
 

at
 

100
 

and
 

50
 

mg/

kg
 

(P<0.05),by
 

83.55%,61.62%
 

and
 

56.36%
 

respectively
 

compared
 

to
 

the
 

untreated
 

group.
 

Both
 

oral
 

and
 

subcutaneous
 

administration
 

at
 

a
 

dose
 

of
 

100
 

mg/kg
 

reduced
 

inflammatory
 

cell
 

infiltration
 

in
 

the
 

liver
 

of
 

mice. 
Conclusion The

 

subcutaneous
 

administration
 

of
 

nitazoxanide
 

was
 

effective
 

in
 

the
 

treatment
 

of
 

acute
 

Toxoplasma
 

gondii
 

infection
 

in
 

mice,providing
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

treatment
 

of
 

Toxoplasma
 

gondii
 

infection
 

by
 

subcutaneous
 

administration
 

of
 

nitazoxanide.
【Key

 

words】 
 

Toxoplasma
 

gondii
 

RH
 

strain;nitazoxanide;subcutaneous
 

injection;cytokines
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  刚地弓形虫(Toxoplasma
 

gondii)简称弓形虫,
属于真球虫目、肉孢子虫科、弓形虫属,是一种在全世

界广泛流行的专性胞内寄生的机会性致病原虫,可以

感染包括人类在内的几乎所有温血动物[1-2]。根据毒

力的差异与基因分析将弓形虫分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ型3个基

因型,其中RH株属于Ⅰ型,是国际标准强毒株[3],不
能形成慢性感染的包囊。弓形虫病对公共卫生安全及

社会经济等危害巨大,目前世界上有超过三分之一的

人口存在感染的风险[2]。弓形虫在大多数感染者中呈

隐性感染,但对免疫功能低下的宿主,如免疫缺陷患

者,弓形虫感染会产生致命威胁。此外,宿主在怀孕期

间急性感染弓形虫可能会造成早产、胎儿畸形等严重

后果。目前治疗弓形虫病的策略是联合用药治疗,如
乙胺嘧啶-磺胺嘧啶、乙胺二甲胺-克林霉素等联合使

用是治疗弓形虫脑炎的常用疗法,但长期用药会产生

副作用[4],因此寻找新的弓形虫病防治药物对维护公

共卫生安全有重要意义。
硝唑尼特(NTZ)是一种四氢噻唑类化合物,对寄

生虫、细菌、病毒等感染具有显著的治疗作用。目前,
墨西哥、巴西、阿根廷、危地马拉、秘鲁等国已将其列为

人体用药。2002年,美国食品药品监督管理局(FDA)
批准该药用于治疗1~11岁儿童的隐孢子虫病、蓝氏

贾第虫病等肠道原虫病[5-7]。
有研究表明,在体外 NTZ较乙胺嘧啶具有细胞

毒性弱、抗弓形虫感染能力强的优点[8]。El-Kowrany
等[9]和Allam等[10]的研究证明经口给药NTZ对小鼠

急、慢性弓形虫感染具有治疗效果,但目前鲜有关于

NTZ注射给药治疗小鼠弓形虫感染的相关报道。本

实验通过经口给药和皮下注射两种途径对比治疗RH
株引起的小鼠急性弓形虫感染,评价皮下注射 NTZ
的治疗效果,为 NTZ皮下注射治疗弓形虫感染提供

理论依据。

材料与方法

1 材料

1.1 实验动物及虫株 弓形虫RH株为吉林大学寄

生虫实验室保存虫株。6周龄C57BL/6小鼠60只,
购自辽宁长生生物技术股份有限公司,动物处理遵守

动物伦理与福利相关规定。

1.2 主要试剂 硝唑尼特粉剂,购于南雄阳普医疗科

技有限公司(纯度≥99%),批号:210501,使用时配制

成5%硝唑尼特注射液。小鼠IFN-γ和IL-12
 

ELISA
检测试剂盒购于美国Invitrogen公司;血液组织细胞

基因组提取试剂盒购于天根生化有限公司。

2 方法

2.1 弓形虫RH株的培养与纯化 保存于液氮中的

弓形虫RH株速殖子置于37
 

℃水浴3
 

min复苏后加

入Vero细胞中传代培养。将生长良好、含80%以上

自然逸出的弓形虫的细胞悬液加入15
 

ml离心管中,
吹打破碎细胞,3

 

000
 

r/min离心15
 

min,弃上清。

PBS重悬沉淀并缓慢加入预混的4
 

ml
 

Percoll和6
 

ml
 

RPMI-1640不完全培养基,3
 

000
 

r/min离心30
 

min,
弃上清,用10

 

ml
 

PBS洗涤沉淀,再用PBS重悬虫体

并计数,适当稀释后分装备用。

2.2 动物试验分组及感染 试验小鼠分为5组,每组

10只,分别为未感染组(A组)、未给药组(B组)、经口

给药100
 

mg/kg组(C组)、皮下注射100
 

mg/kg组(D
组)、皮下注射50

 

mg/kg组(E组)、皮下注射25
 

mg/

kg组(F组)。感染组每只小鼠腹腔注射103 个纯化

的弓形虫RH株速殖子,感染后次日给药(表1),连续

给药至感染后第5
 

d,观察小鼠死亡情况,记录各组小

鼠死亡时间,分析 NTZ对小鼠急性弓形虫感染治疗

效果。

表
 

1 动物试验分组
Table

 

1 The
 

grouping
 

scheme
分组
Group

数量(只)
Number

给药方式
Treatment

 

group
剂量(mg/kg体重)
Dose(mg/kg)

A组 10 无 0
B组 10 无 0
C组 10 经口给药 100
D组 10 皮下注射 100
E组 10 皮下注射 50
F组 10 皮下注射 25

2.3 组织荷虫量检测

2.3.1 标 准 品 制 备 弓 形 虫 B1基 因 扩 增 采 用

SYBR-Green
 

l荧光定量 PCR[11]。上游引 物 F:5'-
TCCTTCGTCCGTCGTAAT-3';下游引物序列R:5'-
TTCTTCAGCCGTCTTGTG-3'。扩增目的片段长度

为223
 

bp。以弓形虫基因组为模板扩增B1基因,连
接载体pMD18-T后转化感受态DH5α,经涂板、挑点

后测序。测序正确的菌落挑点,提取质粒,测定质粒浓

度,计算质粒拷贝数。质粒拷贝数=质粒浓度×阿伏

伽德罗常数÷分子质量(约为660×重组质粒bp)。将

质粒稀释为109、108、107、106、105 稀释作为标准品备

用。

2.3.2 样品制备与检测 取各组感染小鼠的肺脏与

肝脏,液氮充分研磨,收集后消化过夜,使用基因组提

取试剂盒分别提取小鼠组织与弓形虫速殖子基因组,
通过荧光定量PCR计算荷虫量。

2.4 IFN-γ、IL-12检测 于感染前和感染后第5
 

d断

尾采血,分离血清,使用间接ELISA试剂盒检测小鼠

IFN-γ、IL-12含量。

2.5 病理切片制作及观察 取小鼠肝脏组织,4%甲
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醛固定后石蜡包埋、冷冻切片,然后将切片浸泡在二甲

苯中脱蜡,脱蜡样品水化后 HE染色、脱水、风干、封
片,在光学显微镜(200×)下观察病理变化。

2.6 数 据 统 计 与 分 析  统 计 试 验 数 据,通 过

GraphPad
 

Prism8.0软件进行单因素方差分析,P<
0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 弓形虫感染小鼠临床表现与剖检观察

弓形虫感染5
 

d后,未给药组与皮下注射25
 

mg/

kg组小鼠出现明毛紊乱、发汗等临床症状,其余治疗

组无明显变化。剖检显示,未给药组、皮下注射50、25
 

mg/kg组小鼠出现明显腹腔积水现象,腹水镜检观察

到弓形虫速殖子;其余组未见腹腔积水。

2 小鼠存活时间

各试验组小鼠均在感染后第5
 

d出现死亡。与未

给药组相比,治疗组存活时间未见显著延长(P>
0.05)。表明NTZ经口给药及注射治疗延长小鼠生

存时间的效果均不明显(图1)。

  A 未给药组 B 经口给药100
 

mg/kg组 C 皮下注射100
 

mg/kg组 D 皮下注射50
 

mg/kg组 E 皮下注射25
 

mg/kg组
图

 

1 小鼠存活率

A Untreated
 

group B 100
 

mg/kg
 

byoral
 

administration C 
100

 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection D 50
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection E 25
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection
Fig.1 The

 

survival
 

rate
 

of
 

mice

3 小鼠组织荷虫量

绝对荧光定量PCR检测显示,经口给药组与皮下

注射给药100
 

、50mg/kg组肝脏、肺脏荷虫量与未给

药组比较均显著降低(P<0.05);与未给药组相比肝

脏荷虫量分别减少93.53%(P=0.0010,F=28.95)、

92.59%(P=0.0010,F=44.79)、40.63%(P=
0.0275,F=3.445),肺脏荷虫量分别减少97.73%(P
=0.0004,F=356.4)、95.71%(P =0.004,F=
135.6)、63.53%(P=0.0026,F=5.361)。皮下注射

25
 

mg/kg组的肝脏、肺脏荷虫量与未给药组比较弓形

虫荷虫量分别上升50.89%(P=0.0152,F=2.451)、

15.51%(P=0.6996,F=29.82),无临床治疗效果(图

2)。

  A 未感染组 B 未给药组 C 经口给药100
 

mg/kg组 D 
皮下注射100

 

mg/kg组 E 皮下注射50
 

mg/kg组 F 皮下注射25
 

mg/kg组
图

 

2 小鼠肺脏、肝脏荷虫量(*
 

P<0.05)
A Uninfected

 

group B Untreated
 

group C 100
 

mg/kg
 

by
 

oral
 

administration D 100
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection E 50
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection F 25
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection
Fig.2 Parasite

 

burden
 

in
 

the
 

liver
 

and
 

lungs
 

of
 

mice

4 小鼠血清IFN-γ、IL-12水平

小鼠感染后第5天收集各组血清,使用细胞因子

检测试剂盒检测各组小鼠血清内细胞因子IFN-γ与

IL-12的含量(图3)。经统计学分析,相比未给药组,
给药组血清中的IFN-γ上升显著(P<0.05),分别上

升169.81%(P=0.0007,F=86.42)、348.24%(P<
0.0001,F=199.2)、416.44%(P<0.0001,F=
52.96)、472.24%(P<0.0001,F=306.4)。口服给

药组,皮下注射100、50
 

mg/kg给药组IL-12相比未给

药组含量下降显著(P<0.05),分别下降83.55%(P
<0.0001,F=41.53)、61.62%(P<0.0001,F=
1.161)、56.36%(P<0.0001,F=7.00)。皮下注射

25mg/kg组对比未给药组含量少量上升13.46%(P
<0.0001,F=5.86)。
5 肝脏组织病理学变化

肝脏切片显示,感染组均出现不同程度的炎性细

胞浸润;相比于未给药组,经口给药组与皮下注射100
 

mg/kg组的肝细胞形态正常且只有少量炎性细胞浸

润;皮下注射50、25
 

mg/kg组与未给药组的肝细胞形

态变化明显且有大量炎性细胞浸润,炎症反应较重(图
4)。

讨 论

近年来,作为引起广泛关注的广谱抗寄生虫药物,

NTZ有 吸 收 快、代 谢 快、副 作 用 小 等 优 点[12]。El-
Kowrany等[9]研究了NTZ对 ME49株弓形虫引起的

小鼠弓形虫感染的治疗作用,证明经口给药 NTZ对

小鼠弓形虫感染有治疗作用。Galvan-Ramirez等[8]
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用不同药物治疗RH株引起的急性小鼠弓形虫感染,
结果证明NTZ对RH株引起的小鼠急性弓形虫感染

有治疗作用,但未显著延长小鼠生存时间,本研究中经

口给药的效果与其相类似。

  A 未感染组 B 未给药组 C 经口给药100
 

mg/kg组 D 
皮下注射100

 

mg/kg组 E 皮下注射50
 

mg/kg组 F 经口给药25
 

mg/kg组
图

 

3 小鼠血清IFN-γ、IL-12含量(*P<0.05)
A Uninfected

 

group B Untreated
 

group C 100
 

mg/kg
 

byoral
 

administration D 100
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection E 
50

 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection F 25
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection
Fig.3 The

 

content
 

of
 

cytokines
 

IFN-γ,IL-12
 

in
 

mice

  A 未感染组 B 未给药组 C 经口给药100
 

mg/kg组 D 
皮下注射100

 

mg/kg组 E 皮下注射50
 

mg/kg组 F 经口给药25
 

mg/kg
图

 

4 弓形虫感染小鼠肝脏组织病理学变化(HE染色,200×)
A Uninfected

 

group B Untreated
 

group C 100
 

mg/kg
 

by
 

oral
 

administration D 100
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection E 50
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection F 25
 

mg/kg
 

by
 

subcutaneous
 

injection
Fig.4 Liver

 

histopathology
 

of
 

Toxoplasma
 

gondii-infected
 

mice
(H&E

 

staining,200×)

本研究使用NTZ通过经口给药与皮下注射两种

给药途径治疗弓形虫RH 株引起的小鼠急性弓形虫

感染,分析了小鼠的存活时间、器官荷虫量、部分免疫

因子的含量和肝脏病理变化。结果表明,NTZ未能显

著延长小鼠生存时间,经口给药组与100
 

mg/kg皮下

注射给药组的小鼠感染弓形虫后的症状轻,肺脏及肝

脏荷虫量低于其他试验组,说明在100
 

mg/kg的情况

下,NTZ经口给药与皮下注射给药都能对弓形虫感染

起到一定的治疗作用。相同剂量NTZ,皮下注射组比

经口给药组荷虫量更少,说明皮下注射给药可能相较

于经口给药更能阻止速殖子的增殖。

IL-12与IFN-γ是参与机体抵抗弓形虫的重要细

胞因子,IFN-γ是反映机体细胞免疫应答水平的重要

促炎因子,可诱导强烈的抗弓形虫免疫反应,杀伤胞内

弓形虫或抑制其增殖扩散[13-15]。NTZ具有干扰素上

调功能,El-Kowrany等[9]的研究表明经口给药 NTZ
能引起小鼠IFN-γ含量显著升高,而本研究结果表明

皮下注射 NTZ同样可提高小鼠血清IFN-γ的含量,
相同剂量时皮下注射给药组小鼠IFN-γ含量相比经

口给药组更高,说明皮下注射 NTZ对IFN-γ上调作

用更明显。IL-12是由单核/巨噬细胞、抗原递呈细胞

和B细胞产生的多活性细胞因子,对诱导产生IFN-γ
有重要作用,且与IFN-γ之间有一定调节作用[16-17]。

IL-12缺失会导致机体对弓形虫抵抗力降低[18]。通过

检测IL-12发现,弓形虫感染5
 

d后小鼠血清
 

IL-12含

量与组织荷虫量和IFN-γ含量呈正相关。Afifi等[19]

在使用PDE4抑制小鼠免疫时发现,抑制IL-12及其

他促炎细胞因子会使弓形虫在小鼠体内大量增殖,进
而引发严重的急性弓形虫感染。本研究中相比于经口

给药100
 

mg/kg组和皮下注射100
 

mg/kg组,未给药

组及25
 

mg/kg皮下注射给药组IL-12含量较高,可能

是其治疗作用较弱,弓形虫感染更严重从而使IL-12
含量上升。

在弓形虫RH株引起的小鼠急性弓形虫感染中,
小鼠的各器官均会出现一定程度的炎症反应。吴升伟

等[20]构建了小鼠急性弓形虫感染模型,发现小鼠肺脏

与脾脏病理变化不明显,而肝脏病理变化明显。本研

究观察了小鼠肝脏病理变化,50、25
 

mg/kg皮下注射

组病变程度与未给药组差异不显著,而100
 

mg/kg经

口给药与100
 

mg/kg皮下注射给药组肝脏组织炎症

反应减轻,证明皮下注射 NTZ对治疗小鼠急性弓形

虫感染有一定效果。
综上所述,硝唑尼特皮下注射给药对弓形虫RH

株引起的小鼠弓形虫感染有治疗效果,且与同剂量经

口给药组相近,可为硝唑尼特治疗弓形虫感染提供参

考。
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