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小鼠细粒棘球蚴体外促血管生成作用研究小鼠细粒棘球蚴体外促血管生成作用研究
尹建海，沈玉娟，于爱萍，曹建平*

［［摘要摘要］］ 目的目的 分析细粒棘球蚴体外对人脐静脉内皮细胞血管生成能力的影响及其促血管生成因子转录水平，初步探

讨细粒棘球蚴的促血管生成作用。方法方法 将继发感染小鼠体内的细粒棘球蚴体外培养后的上清作用于体外培养的人脐

静脉内皮细胞，观察其成管现象并用NIH Image J软件的Angiogenesis模块进行分析。同时，在细粒棘球蚴基因组中寻找

同宿主（小鼠）的基质金属蛋白酶9（Matrix metalloproteinase⁃9，MMP⁃9）和高迁移率族蛋白B1（High mobility group box B1，
HMGB1）的同源蛋白，并对其转录水平进行分析。结果结果 鼠源细粒棘球蚴囊培养上清能显著促进人脐静脉内皮细胞的

成管（F = 73.03，P < 0.001），在细粒棘球蚴囊壁和原头节中存在小鼠MMP⁃9和HMGB1同源蛋白的表达，且MMP⁃9在原

头节中的转录水平高于棘球蚴囊（t = -11.65，P < 0.001），而HMGB1在棘球蚴囊中的转录水平高于原头节（t = 6.43，P =
0.003）。结论结论 细粒棘球蚴囊培养上清可能含有促进血管生成的虫源分子，但其确切机制还有待进一步研究。
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［［AbstractAbstract］］ ObjectiveObjective To preliminarily study the pro⁃angiogenic activity of Echinococcus granulosus hydatid cysts against hu⁃
man umbilical vein endothelial cells in vitro and the transcriptional level of potential pro⁃angiogenic factors. MethodsMethods The hy⁃
datid cysts and protoscolex derived from experimentally infected mice were collected and cultured in vitro，then the human um⁃
bilical vein endothelial cells were stimulated by the supernatant and cyst fluid respectively，and the angiogenesis was observed
and analyzed through a microscope and the angiogenesis mode of the software NIH Image J. Meanwhile，the mouse homologous
proteins of matrix metalloproteinase⁃9（MMP⁃9）and high mobility group box B1（HMGB1）were identified in E. granulosus ge⁃
nome through sequence alignment，and their transcriptional levels in the cyst wall and protoscolex were analyzed. ResultsResults The
culture supernatant of hydatid cysts significantly promoted human umbilical vein endothelial cells into tubes（F = 73.03，P <
0.001），the transcriptions of MMP⁃9 and HMGB1 were detected in the cyst wall and protoscolex，and the transcriptional level of
MMP⁃9 was higher in protoscolex（t = -11.65，P < 0.001），while the level of HMGB1 was higher in hydatid cysts（t = 6.43，P =
0.003）. ConclusionConclusion Some parasite ⁃derived pro⁃angiogenic molecules may exist in the supernatant of E. granulosus hydatid
cysts，while further researches are required into their exact mechanisms.
［［KeyKey wwordsords］］ Echinococcus granulosus；Angiogenesis；Matrix metalloproteinase⁃9（MMP⁃9）；High mobility group box B1
（HMGB1）；In vitro
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棘球蚴病（Echinococcosis）又称包虫病，是一类全

球分布的重要人兽共患寄生虫病，被世界卫生组织列

为17种被忽视的热带病之一［1⁃2］。包虫病在我国呈高

度流行，受威胁人口近 5 000万，患者数量庞大，是近
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年来我国重点防控的重大寄生虫病［3⁃6］。

该病是由棘球属绦虫的幼虫（棘球蚴）寄生于人

和动物的肝、肺等组织器官而引起的。与其他寄生生

物一样，棘球蚴的寄生需要相应的脉管系统来提供氧

气、营养物质和生长因子等，并排泄二氧化碳和代谢

废物［7⁃10］。其中，血管系统是一种重要的脉管系统。

在正常生理状态下，已存在的毛细血管和毛细血管后

微静脉会生成新的毛细血管，称为血管新生［11］。但在

病理状态下，血管新生更加复杂，其不仅取决于血管

生成促进因子和抑制因子的动态平衡，还有赖于

细胞 ⁃细胞以及细胞⁃基质间的相互作用［11］。除此之

外，寄生虫感染机体后，为了满足其在宿主体内的生

长发育，血管新生亦受到宿主、寄生虫以及两者相互

作用的影响［7］。目前，该方面研究多集中于宿主或宿

主与寄生虫的联合因素，而较少关注虫源因素。有研

究发现，多房棘球蚴的磷酸葡萄糖异构酶［12］、秀丽隐

杆线虫的血管内皮生长因子样（Vascular endothelial
growth factor⁃like，VEGF⁃like）分子［13⁃14］和血吸虫虫卵

分泌物［15］等可能具有促血管生成因子的作用。

实验感染小鼠腹腔中的细粒棘球蚴囊多由一层

薄膜包裹，该包膜与小鼠腹腔壁相连，其中肉眼可观

察到丰富的血管，推测寄生虫可通过其进行同宿主的

物质交换，但是血管的生成机制目前尚未明确。本文

通过研究细粒棘球蚴囊培养上清体外对人脐静脉内

皮细胞（Human umbilical vein endothelial cell，HU⁃
VEC）成管的影响作用，旨在为进一步阐述细粒棘球

蚴寄生促进宿主血管新生的机制提供依据。

材料与方法材料与方法

11 材料材料

1.1 实验动物 本实验室保种的细粒棘球蚴腹腔感

染昆明种小鼠，小鼠购自上海斯莱克实验动物有限公

司，在本所SPF级实验动物室饲养。该研究得到中国

疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所实验动物福

利伦理审查委员会批准（批准号：IPD⁃2016⁃4）。
1.2 内皮细胞 人脐静脉内皮细胞（HUVEC）细胞株

购自ScienCell公司。

1.3 主要试剂 RPMI⁃1640培养基购自Gibco公司；

双抗（青霉素和链霉素）购自上海生物工程有限公司；

HyClone DPBS购自GE公司；BCA蛋白浓度检测试剂

盒购于天根生化科技有限公司；胎牛血清购自杭州四

季青生物工程材料有限公司；内皮细胞完全培养基

（Endothelial cell medium，ECM）试剂盒（包括 100 ml
基础培养基、5 ml胎牛血清、1 ml内皮细胞生长支持

物和1 ml双抗）、胰酶消化液、胰酶中和液和纤维粘连

蛋白购自ScienCell公司；基底膜基质（Matrigel matrix）
购自 BD 公司；RNA 提取试剂盒购自 Qiagen 公司；

RNA反转录试剂盒购自Takara公司；DnaseI和引物购

自 ThermoFisher Scientific公司；SYBR Green Realtime
PCR Master Mix购自Toyobo公司。

22 方法方法

2.1 细粒棘球蚴剖检 保种的细粒棘球蚴感染小

鼠，无菌条件下收集其腹腔中的细粒棘球蚴囊，用无

菌生理盐水清洗3～5次后分离原头节及囊液。将上

述细粒棘球蚴囊和原头节用RPMI⁃1640（含 100 U/ml
青霉素以及 100 μg/ml链霉素）于 37 ℃、5% CO2培养

箱中培养24 h，收集培养上清于2 500 × g离心10 min
后收集上清液。用BCA蛋白浓度检测试剂盒测上清

液和囊液中的总蛋白浓度。

2.2 HUVEC复苏、传代与培养 T75培养瓶中加入

5 ml DPBS混匀，再加入150 μl纤维粘连蛋白，混匀后

放入37 ℃、5% CO2培养箱过夜包被。吸出DPBS和纤

维粘连蛋白，加入内皮细胞完全培养基15 ml，同时将

HUVEC从液氮中取出，在 37 ℃水浴中快速融化后，

加入到培养瓶中，轻轻混匀细胞，置于 37 ℃、5% CO2

培养箱，第二天更换完全培养基，而后每隔2 ～3 d换
培养基1次。

重新包被新的培养瓶，当细胞生长覆盖面积超过

90%时即可传代。用10 ml DPBS清洗第一个培养瓶，

加2 ml胰酶消化液，混匀后置于37 ℃、5% CO2培养箱

1～2 min直至细胞变圆，然后吸取培养瓶中大部分液

体至含有 5 ml胎牛血清的 50 ml离心管，而培养瓶继

续消化 1～2 min后，轻轻拍打培养瓶，再加入 5 ml胰
酶中和液终止消化，将培养瓶中的所有溶液一起加入

到50 ml离心管，继续往培养瓶中加5 ml胰酶中和液，

收集残余细胞到 50 ml离心管，然后 300 × g离心 5
min，弃上清后用完全培养基重悬，再以 5 000个/cm2

的细胞浓度置于37 ℃、5% CO2培养箱中培养。

2.3 内皮细胞成管试验 将Matrigel matrix和移液器

等在 4 ℃过夜预冷。向 96孔板内注入 60 μl Matrigel
matrix，再次于 4 ℃冷藏过夜。将铺好的 96孔板在

37 ℃孵育 30 min，同时按 2.2中的步骤取对数期生长

的HUVEC，用RPMI⁃1640培养基重悬HUVEC，密度

为 3 × 105个/ml，每孔加 100 μl ，再向各孔加 100 μl
细粒棘球蚴囊培养上清（棘球蚴囊组）、原头节培养上

清（原头节组）、囊液（囊液组）和RPMI⁃1640培养基

（空白对照组），各组重复2孔。在倒置显微镜下观察

各组HUVEC成管情况，每孔采集 3张图像，采用NIH
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Image J软件的Angiogenesis模块，计算各组的片段长

度总和。该实验重复3次。

2.4 序列比对与引物设计 从 Sanger数据库下载细

粒棘球蚴的氨基酸序列，建立本地数据库，用 Blast
2.2.25程序对小鼠的基质金属蛋白酶 9（Matrix metal⁃
loproteinase⁃9，MMP⁃9）和高迁移率族蛋白 B1（High
mobility group box B1，HMGB1）的氨基酸序列进行比

对，根据指标“identity 大于 40%”或“bit score 大于

100”选择同源序列，并应用Primer Premier 5.0软件设

计特异性引物用于实时定量荧光PCR反应。

2.5 RNA提取、反转录与实时定量 荧光PCR提取

并纯化细粒棘球蚴囊和原头节RNA，应用反转录试

剂盒生成 cDNA后，用实时定量荧光 PCR进行扩增。

扩增体系为：体系 ddH2O 6.4 μl 、SYBR Green PCR
Master Mix 10 μl 、正向引物和反向引物各 0.8 μl（10
pmol/μl）、cDNA 2 μl ，共计 20 μl 。反应条件：95 ℃
预变性 30 s；变性温度 95 ℃ 5 s，退火温度 60 ℃ 10 s，
聚合温度 72 ℃ 30 s，共 40个循环；95 ℃ 10 s；从 65～
95 ℃，在 520 nm 下每 10 s 升高 0.5 ℃，直至加热到

95 ℃时连续测量荧光，获得温度的融解曲线。

2.6 统计学分析 采用 SPSS 20.0，以单因素方差分

析比较片段长度总和组间差异，并采用LSD法进行两

两比较；采用Livak 法分析促血管生成因子转录水平

并用 t检验进行统计学分析；P < 0.05为差异有统计学

意义。

结结 果果

11 细粒棘球蚴培养上清与囊液对细粒棘球蚴培养上清与囊液对HUVECHUVEC的成管作的成管作

用用

以细粒棘球蚴囊培养上清、原头节培养上清和囊

液分别刺激HUVEC，RPMI⁃1640为空白对照。每隔1
h观察一次HUVEC成管情况，计算3 h时成管片段长

度总和（图 1）。结果显示，棘球蚴囊组（13 253 ±
1 469）、囊液组（2 838 ± 410）、原头节组（7 586 ± 1 694）
和空白对照组（7 497 ± 709）的片段长度总和之间差异

有统计学意义（F = 73.03，P < 0.001）；两两比较结果表

明，棘球蚴囊组片段长度总和显著大于原头节组

（P < 0.001）、囊液组（P < 0.001）和空白对照组（P <
0.001）；原头节组大于囊液组（P < 0.001），而囊液组

小于空白对照组（P < 0.001）（图2）。

A 棘球蚴囊组；B 原头节组；C 囊液组；D 空白对照组
A Hydatid cyst group；B Protoscolex group；C Cyst fluid group；
D Blank control group

图图11 细粒棘球蚴体外对细粒棘球蚴体外对HUVECHUVEC成管的影响成管的影响
Fig.Fig. 11 EfEffects offects of Echinococcus granulosusEchinococcus granulosus on HUVEC intoon HUVEC into
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图图22 细粒棘球蚴体外促血管生成片段长度总和细粒棘球蚴体外促血管生成片段长度总和
Fig.Fig. 22 TTotal segment length of angiogenesis induced byotal segment length of angiogenesis induced by E.E.

granulosusgranulosus hydatid cysts and protoscolexhydatid cysts and protoscolex in vitroin vitro

22 细粒棘球蚴来源的促血管生成因子同源序列实细粒棘球蚴来源的促血管生成因子同源序列实

时定量荧光时定量荧光PCRPCR结果结果

通过序列比对获得小鼠MMP⁃9和HMGB1在细

粒 棘 球 蚴 中 的 同 源 蛋 白 序 列 ，分 别 为 EgrG_
000939100.1（Eg ⁃MMP⁃9）和 EgrG_001049000.1（Eg ⁃
HMGB1）（表1）。

Eg⁃MMP⁃9和Eg⁃HMGB1在细粒棘球蚴囊和原头

节两个发育阶段均有表达，其中Eg⁃MMP⁃9在原头节

中的转录水平高于棘球蚴囊（t = -11.65，P < 0.001），

而Eg⁃HMGB1（t = 6.43，P = 0.003）在棘球蚴囊中的转

录水平高于原头节（图3）。
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图图33 细粒棘球蚴囊与原头节中细粒棘球蚴囊与原头节中Eg⁃MMP⁃Eg⁃MMP⁃99和和Eg⁃HMGBEg⁃HMGB11的的
转录情况转录情况

Fig.Fig. 33 TTranscription of Eg⁃MMP⁃ranscription of Eg⁃MMP⁃99，，Eg⁃HMGBEg⁃HMGB11 betweenbetween
E. granulosusE. granulosus hydatid cysts and protoscolexhydatid cysts and protoscolex

讨讨 论论

本研究结果表明，棘球蚴囊能促进HUVEC成管，

但作为囊的重要组成部分，囊液和原头节并未表现出

明显的促血管生成效果。本研究尝试将囊液和囊培

养液上清总蛋白浓度调整到0.1 mg/ml，仍未发现囊液

的促血管生成作用。这可能与囊液和囊培养液中所

含的确切成分有关［16］，也可能与血管生成作用和成分

间存在某种计量依赖关系有关。细粒棘球蚴囊是寄

生虫⁃宿主相互作用的关键，其释放的物质中可能存

在某些促血管生成的因子，可能是虫体调节宿主血管

生成的一种方式。此外，本研究还对原头节培养上清

的作用进行了探讨。虽然原头节是细粒棘球蚴的重

要组成部分，在致病过程中发挥重要作用，但鉴于小

鼠体内绝大部分为不育囊，无原头节，使得本实验获

得的原头节数目较少，其培养上清的浓度较低，从而

导致促血管生成效果未能观察到。

在进一步探讨细粒棘球蚴囊产生促血管生成作

用机制的过程中，本研究发现在细粒棘球蚴中有小鼠

MMP⁃9和HMGB1的同源蛋白，其对应基因在细粒棘

球蚴囊和原头节中均存在转录且其表达量存在差

异。有研究表明，MMP⁃9通常由活化的巨噬细胞、粒

细胞、毛细血管内皮细胞和恶性肿瘤细胞等分泌，能

降解细胞外基质中的 IV、V型胶原和明胶，在炎症反

应、肉芽肿反应、血管生成和肿瘤的浸润转移中起重

要作用［17］。有研究报道，牛源细粒棘球蚴囊壁和囊液

中存在有生物学活性的宿主来源的MMP⁃9，但其在细

粒棘球蚴囊与宿主间或在细粒棘球蚴囊内的作用尚

不清楚［18］。那么，小鼠的棘球蚴囊是否也存在类似现

象以及宿主的MMP⁃9是否对虫源的MMP⁃9存在竞争

性抑制也有待研究。近年来研究发现，HMGB1除了

介导炎症反应外，还可促进多种肿瘤的新生血管生

成［19］。Thirugnanam等［20］在班氏丝虫和马来丝虫中发

现了与人同源性高达 99%的HMGB1，其能促进小鼠

腹腔巨噬细胞和人早幼粒白血病细胞分泌 TNF⁃α、
GM⁃CSF和 IL⁃6等炎性因子，在丝虫致病过程中发挥

重要作用。

综上所述，本研究发现虫源MMP⁃9和HMGB1在
细粒棘球蚴两个发育阶段均有转录表达，且棘球蚴囊

培养上清能促进内皮细胞成管，提示虫源分子可能在

细粒棘球蚴寄生宿主的过程中参与了宿主的血管生

成，其有助于细粒棘球蚴在宿主体内的寄生与致病，

且这些分子可能为潜在的抗棘球蚴药物靶点。阻断

相关虫源分子而抑制宿主血管生成现象可能是治疗

包虫病的潜在途径，但虫源分子促进血管生成的确切

机制还有待进一步研究。
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