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华支睾吸虫感染诱导小鼠肝巨噬细胞极化的动态变化研究

王佳文  刘雪薇  王 雪  周 璐  白 雪  焦晨龙  侯美如  兰 卓  邱鸿宇  
王春仁  高俊峰*

（黑龙江八一农垦大学  动物科技学院，黑龙江  大庆  163319）

摘 要  为分析华支睾吸虫感染过程中小鼠肝巨噬细胞极化的动态变化，本研究首先利用 HE 染色法检测感染后

不同阶段肝脏病理与炎性浸润变化，再通过流式细胞术检测感染不同阶段 M1/M2 型肝巨噬细胞所占比例，随后通

过 qRT-PCR 检测感染不同阶段 M1 型相关标志物 iNOS、CD86 和 IL-1β 与 M2 型相关标志物 Arg1、CD206 和

Ym1 mRNA 水平，并通过 ELISA 方法检测巨噬细胞相关促炎因子 TNF-α 和 IL-1β 与抑炎因子 TGF-β1 和 IL-

10 分泌水平。结果表明：1）华支睾吸虫感染后，小鼠肝脏 HE 染色显示细胞由正常形态逐渐转变为纤维化病变，且

炎性浸润在感染 1~2 周时较为明显，在感染 6~10 周时下降。2）流式细胞术结果显示，M1 型肝巨噬细胞比例在感

染 1~2 周时显著高于 M2 型肝巨噬细胞（P<0. 01），M2 型肝巨噬细胞比例在感染 3~10 周时显著高于 M1 型肝巨噬

细胞（P<0. 01）。3）qRT-PCR 结果显示，M1 型标志物 iNOS、CD86 和 IL-1β mRNA 水平在感染 1~4 周呈升高后

降低趋势，在感染 6~10 周时显著升高（P<0. 01）。M2 型标志物 Arg1、CD206 和 Ym1 mRNA 水平在感染 1~10 周

时逐渐升高。4）ELISA 结果显示，促炎细胞因子 TNF-α 和 IL-1β 水平在感染 1~4 周时呈升高后降低趋势，在感

染 6~10 周时显著升高（P<0. 01）。抑炎细胞因子 TGF-β1 和 IL-10 水平在感染 1~10 周时逐渐升高。综上，M1
型巨噬细胞在感染早期优先升高并占主导，M2 型巨噬细胞在感染中后期升高并占主导，M1 和 M2 型巨噬细胞在卵

排放阶段极化比例发生转变。本研究通过分析肝巨噬细胞极化的动态变化，为更好地控制华支睾吸虫病提供

见解。
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Dynamic changes of liver macrophage polarization induced 
by Clonorchis sinensis infection in mice
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Abstract The study was to analyze the dynamic changes of liver macrophage polarization in mice during 

Clonorchis sinensis infection.  In this study， HE staining was used to detect the changes of liver pathology 

and inflammatory infiltration at different stages of infection， and flow cytometry was used to detect the 

proportion of M1/M2 liver macrophages at different stages of infection.  Subsequently， mRNA levels of M1-
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related markers iNOS， CD86 and IL-1β and M2 related markers Arg1， CD206 and Ym1 were detected by 

qRT-PCR at different stages of infection.  The secretion levels of macrophage-related pro-inflammatory 

factors TNF- α and IL-1β， and anti-inflammatory factors TGF- β1 and IL-10 were detected by ELISA.  

Finally， to comprehensively analyze the dynamic changes of M1/M2 liver macrophage polarization in mice 

during Clonorchis sinensis infection.  The results demonstrated that： 1） Following infection with Clonorchis 

sinensis， the HE staining results of the mice liver exhibited a gradual transformation of cells from a normal 

morphology to fibrosis.  Additionally， the inflammatory infiltration was more pronounced during the initial 1-2 

weeks of infection， subsequently declining during the subsequent 6-10 weeks.  2） The results of flow 

cytometry demonstrated a notable increase in the proportion of M1-type hepatic macrophages relative to 

M2-type hepatic macrophages during the initial 1-2 week period of infection （P<0. 01）.  Conversely， the 

proportion of M2-type hepatic macrophages exhibited a significant rise in comparison to M1-type hepatic 

macrophages during the subsequent 3-10 week phase of infection （P<0. 01）.  3） The results of qRT-PCR 

revealed a notable increase in the levels of M1-type markers， including iNOS， CD86， and IL-1β mRNA， 

during the initial 1-4 weeks of infection.  This was followed by a decline and subsequent rise in these levels 

during the subsequent 6-10 weeks （P<0. 01）.  In contrast， the levels of M2-type markers， such as Arg1， 

CD206， and Ym1 mRNA， exhibited a gradual increase throughout the 1~10 weeks of infection.  4） ELISA 

results indicated that the levels of pro-inflammatory cytokines TNF- α and IL-1β tended to increase 

significantly and then decrease at 1-4 weeks of infection， and increased significantly at 6~10 weeks of 

infection （P<0. 01）.  The levels of the anti-inflammatory cytokines TGF- β1 and IL-10 exhibited a gradual 

increase over the course of 1-10 weeks of infection.  In conclusion， M1-type macrophages were found to be 

elevated and predominant during the early stages of infection， while M2-type macrophages were elevated 

and predominant during the middle and late stages of infection.  Additionally， the polarization ratio of M1-

type and M2-type macrophages shifted during the egg-production stage.  This study provides insights into 

the potential for better control of clonorchiasis by analyzing the dynamics of hepatic macrophage 

polarization.

Keywords Clonorchis sinensis； liver macrophage； polarization dynamic analysis； polarization marker； 

polarization-related cytokines

华支睾吸虫（Clonorchis sinensis）隶属于后睾科

（Opisthorchiidae）、支睾属（Clonorchis），主要寄生在

人、猫、猪、犬等动物的肝胆管及胆囊内［1］。华支睾

吸虫病是由华支睾吸虫引起的一种非常重要的食

源性人畜共患寄生虫病。目前全世界已有 3 500 万

人感染，其中我国有 1 300 万人感染，是华支睾吸虫

病危害最严重的国家［2］。华支睾吸虫病主要在东亚

地区流行，已对当地人口与水产养殖业造成了较大

威胁，且该病已严重阻碍了畜牧产业的经济发展［3］。

华支睾吸虫感染可引起胆管的多种病理改变，包括

胆管扩张、胆管周围纤维化和粘膜增生等。慢性和

严重感染可引起胆管炎、胰腺炎、肝纤维化和胆

管癌［4-6］。

肝巨噬细胞占全身巨噬细胞量的 80%，肝巨噬

细胞主要来源有枯否（Kupffer）细胞和单核来源的

巨噬细胞，在肝脏感染后激活，通过释放趋化因子、

细胞因子、活性氧（ROS）和一氧化氮（NO）等相关

产物来参与调节宿主免疫反应［7-8］，在肝脏先天免疫

反应中占主导地位。Faure-Dupuy 等［9］研究表明，

经典活化型巨噬细胞（M1 型）可通过分泌 IL-1β 和

IL-6 来降低乙型肝炎病毒表面抗原水平，进而抑

制乙型肝炎的进展。Wan 等［10］描述了肝巨噬细胞

可释放 IL-6、IL-1β、CCL2、VEGFA 和 TNF 来调

节肝细胞癌的免疫应答机制，通过增强肿瘤细胞的

增殖来促进肝细胞癌的发展。Ramachandran 等［11］

研究表明，在肝纤维化进程中发现了一种单核细胞

来源的 TREM2+CD9+巨噬细胞亚群，该亚群可在

肝纤维化进程中不断扩大，并表现出促纤维化的相

关表型，以此来促进肝纤维化的发生发展。

在蠕虫感染中，交替活化型巨噬细胞（M2 型）

极化占据着重要地位［12］。休眠状态巨噬细胞（M0
型）在受到外来刺激后可极化为 2 个主要细胞亚群，

即 M1 型巨噬细胞和 M2 型巨噬细胞型［13］。M1 型

巨 噬 细 胞 可 在 LPS 等 促 炎 因 子 刺 激 下 高 表 达
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iNOS、TNF-α、CD86 和 CXCL10 等［14-18］，参与炎症

过程的起始和维持，并通过产生 TNF-α、IL-12 和

iNOS 等清除寄生虫［7］。相反，M2 型巨噬细胞可在

IL-4 等炎症因子的刺激下高表达 Arg1、CD206、
Ym1 和 CCL2 等［19-21］，参与炎症消退和组织修复，并

通过 Arg1 将 L-精氨酸代谢为脯氨酸和多胺来促进

寄生虫生存［22］。巨噬细胞在被寄生虫或微生物感

染后可分化为不同亚型来调节疾病的发生发展。

Zheng 等［23］通过日本血吸虫感染小鼠模型研究发

现，浸润的巨噬细胞被虫卵可溶性抗原激活为 M2
型极化来降低 M1 型极化，从而导致肝肉芽肿和纤

维化。Wang 等［24］研究表明旋毛虫可以通过成虫排

泄分泌产物上调 PD-1 的表达和 M2 型巨噬细胞极

化来减轻 M1 型极化，从而减轻 DSS 诱导的肠炎症

状。Mahajan 等［25］研究表明，结核杆菌感染宿主后

可促进巨噬细胞向 M2 型极化，通过促进 PPAR-γ
的形成来抑制 ROS、NO 和吞噬溶酶体的形成，以此

来维持细胞内结核杆菌的存活，促进慢性结核病的

发展。Cassetta 等［26］研究报道，人类免疫缺陷病毒 I
型 感 染 人 体 后 ，M2 型 巨 噬 细 胞 标 志 物 CD163、
CD206、CCL18 和 IL-10 的表达下调，M1 型巨噬细

胞标志物 CCL3、CCL4 和 CCL5 表达上调，且巨噬

细胞表型的改变造成了病毒 DNA 片段合成受损、

前病毒整合延迟和前病毒转录减少，有效降低了病

毒在宿主细胞中的复制，限制了获得性免疫缺陷综

合征的发生发展。由此可见，巨噬细胞不同极化表

型在寄生虫或微生物感染造成的疾病中具有重要

调节作用。但关于华支睾吸虫感染不同时期宿主

巨噬细胞极化表型的动态变化还少有报道。

因此，本研究通过分析小鼠原代肝巨噬细胞

M1 和 M2 型极化所占比例、相应极化标志物以及细

胞因子的产生与变化，以确定华支睾吸虫感染不同

周期后小鼠肝脏中巨噬细胞极化的动态变化，将为

更好地预防华支睾吸虫病的发生提供理论基础。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

2023 年 7—9 月，于黑龙江省大庆市采集麦穗鱼

样品。BALB/c 小鼠购自哈尔滨医科大学实验动物

学部（生产许可证号：SCXK（黑）2019-001），黑龙江

八一农垦大学科学技术伦理委员会伦理批准号：

DWKJXY2023039。

Ⅳ型胶原酶干粉（C5138）购自 Merck 公司。

FcRblock（101319）、AF488 anti-mouse F4/80 抗

体（123119）、PerCP-Cy5. 5 anti-mouse CD11b 抗

体 （101227） 、 PE anti-mouse CD86 抗 体

（105007）、APC anti-mouse CD206 抗体（141707）
购 自 Biolegend 公 司 。 TNF-a、IL-1 β、IL-10、

TGF- β 1 ELISA 试剂盒（48 Tests）购自上海朗

顿 生 物 科 技 有 限 公 司 。 逆 转 录 试 剂 盒（R323-
01）购自 Vazyme 公司。

1. 2　华支睾吸虫人工感染模型构建与分组

收集到的鱼肉进行压片处理后镜下观察华

支睾吸虫囊蚴感染情况 ，将囊蚴感染的鱼进行

鱼 糜 化 处 理 ，通 过 60 g 胃 蛋 白 酶 和 60 mL 盐 酸

制备成的 3 L 溶液，37 ℃ 200 r/min 消化 4 h 后，

经 60 目 铜 纱 网 过 滤 ，分 离 华 支 睾 吸 虫 囊 蚴 并

4 ℃ 保 存 备 用 。 将 试 验 组 分 为 0 周（未 感 染 阶

段）、1~2 周（早 期 感 染 阶 段）、3~4 周（卵 排 放

阶 段）、6~10 周（中 后 期 感 染 阶 段），每 组 10 只

小鼠。每只 BALB/c 小鼠口服感染 50 个华支睾

吸 虫 囊 蚴 ，对 照 组 进 行 等 体 积 生 理 盐 水 的 灌

服 。 对 感 染 后 的 小 鼠 粪 便 进 行 盐 酸 乙 醚 法 检

测［27］，如 观 察 到 华 支 睾 吸 虫 虫 卵 存 在 ，即 表 明

华支睾吸虫人工感染模型构建成功。

1. 3　小鼠原代肝巨噬细胞的分离培养与鉴定

采用胶原酶原位灌注法和密度梯度离心技

术对小鼠进行原代肝巨噬细胞的分离［28］，将小

鼠 麻 醉 后 开 腹 露 出 肝 门 静 脉 ，埋 留 置 针 后 ，经

肝 门 静 脉 缓 慢 注 入 D-Hank’s 溶 液 冲 净 肝 脏 内

血 液 至 土 黄 色 。 利 用 0. 05% Ⅳ 型 胶 原 酶 消 化

液灌注消化肝组织，取下肝脏均质化后 37 ℃ 消

化 10 min，100 g/min，4 ℃ 水平离心 3 min。取上

清于 50 mL 离心管中，400 g/min，4 ℃ 水平离心

8 min，弃 上 清 ，2 mL RPMI-1640 培 养 基 重 悬 细

胞 。 取 15 mL 离 心 管 ，前 后 加 入 50% 和 25% 
percoll 分 离 液 各 2 mL，最 后 加 入 细 胞 重 悬 液 2 
mL，1 400 g/min，4 ℃ 水 平 离 心 20 min，吸 取

percoll 分 离 液 交 界 处 细 胞 层 ，用 红 细 胞 裂 解 液

裂解 2 min，500 g/min，4 ℃ 水平离心 5 min 后弃

上清。利用 D-Hank’s 重悬细胞，所获得的细胞

即为原代肝巨噬细胞。

将原代肝巨噬细胞贴壁培养的细胞爬片固

定 在 4% 多 聚 甲 醛 中 ，用 0. 1% Triton X-100 透
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化，然后用 5% BSA 封闭。将细胞爬片与 F4/80
抗 体 在 4 ℃ 下 孵 育 过 夜 ，然 后 与 荧 光 标 记 的 二

抗在室温下孵育 1 h。使用 DAPI 对细胞核染色

10 min。 荧 光 显 微 镜 获 取 图 像 ，并 使 用 Image 
Pro Plus 6. 0 软件定量测量正色区域。

1. 4　病理组织学检测

取小鼠新鲜肝脏置于 4% 多聚甲醛组织固定液

中固定，切片后分别放入二甲苯中 10 min，随后无水

乙醇 5 min，依次使用酒精浓度为 95%、90%、80%
和 70% 脱水 5 min，后蒸馏水洗。苏木素染 5 min，
1% 的盐酸酒精分化后流水冲洗，0. 6% 氨水返蓝后

再次流水冲洗。切片放入伊红染液中染色 1~3 
min。将切片依次放入酒精浓度为 95%、无水乙醇

中各 5 min，二甲苯脱水透明 5 min，晾干后中性树胶

封片。显微镜镜检，图像采集 CaseViewer2. 3 分析。

1. 5　分子生物学检测

1. 5. 1　酶联免疫吸附试验

各组小鼠经眼球采血分离血清，利用商品化

ELISA 试 剂 盒 检 测 TNF-a、IL-1β、IL-10 和

TGF-β1 的水平。通过华支睾吸虫感染不同时期

的小鼠血清细胞因子水平，以评估肝脏巨噬细胞的

极化类型。

1. 5. 2　实时荧光定量逆转录酶链式反应

对不同时期小鼠原代肝脏巨噬细胞进行总

RNA 的提取，总 RNA 通过逆转录试剂盒反转录为

cDNA，利用 M1 型极化标志物（iNOS、CD86、IL-
1β）和 M2 型极化标志物（Arg1、CD206、Ym1）的特

异性引物进行荧光定量 PCR 扩增，以 GAPDH 作为

内参进行相对定量分析，通过 2‐ΔΔCt法计算目的基因

的相对含量。引物序列如表 1。

1. 6　流式细胞术检测

利用 2 μL FcRblock 对小鼠原代肝巨噬细胞进

行封闭 10 min，加入 2 μL AF488-F4/80 抗体、2 μL 
PerCP-Cy5. 5-CD11b 抗体和 5 μL PE-CD86 抗体进

行表面染色，4 ℃孵育 30 min，PBS 洗涤后加入细胞

固定液室温避光固定 30 min，150 g/min，4 ℃离心   
5 min 弃掉固定液。加入 100 μL 缓冲液重悬细胞

后，加入 2. 5 μL APC-CD206 抗体，室温避光孵育

30 min。孵育完毕后，利用 2 mL 缓冲液洗涤细胞 2

次，加入 500 μL PBS 重悬细胞，上机检测，检查结果

利用 Flowjo_v10. 8. 1 软件分析。

1. 7　数据分析

qRT-PCR、ELISA和流式细胞术结果比较分析，采

用GraphPad Prism 9. 5软件进行One-way ANOVA方法

分析并用 X̄±SD 表示。*表示 P<0. 05，**表示 P<

表  1　qRT-PCR引物序列

Table 1　qRT-PCR Primers sequence

基因

Gene

iNOS

CD86

IL-1β

Arg1

CD206

Ym1

GAPDH

引物序列（5′ - 3′）

Primer sequence （5′ - 3′）

F：CTGCAGCACTTGGATCAGGAACCTG
R：GGAGTAGCCTGTGTGCACCTGGAA
F：CAGCACGGACTTGAACAACC
R：CTCCACGGAAACAGCATCTGA
F：TCGCAGCCAGCACATCAACAAGAG
R：TGCTCATGTCCTCATCCTGGAAGG
F：ACATTGGCTTGCGAGACGTA
R：ATCACCTTGCCAATCCCCAG
F：CATGAGGCTTCTCCTGCTTCTG
R：TTGCCGTCTGAACTGAGATGG
F：GGATGGCTACACTGGAGAAA
R：AGAAGGGTCACTCAGGATAA
F：AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC
R：TCCACCACCCTGTTGCTGTA

产物大小/bp
Product size

310

144

118

469

143

178

203

GenBank 登录号

GenBank accession

NM_010927. 3

NM_019388. 3

NM_008361. 4

NM_007482. 3

NM_008625. 2

NM_009892. 4

NM_017008. 4
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0. 01，***及以上表示P<0. 001，ns表示无显著性差异。

2　结果与分析

2. 1　小鼠华支睾吸虫感染模型的构建

对采集的麦穗鱼进行鱼肉压片镜检（图 1 （a）），
观察鱼肉中是否含有华支睾吸虫囊蚴，将确定感染

的麦穗鱼进行鱼糜化处理，并通过人工消化液处

理，过滤后分离得到大量华支睾吸虫囊蚴，除杂并

获得纯化的华支睾吸虫囊蚴（图 1 （b））。对感染华

支睾吸虫囊蚴的小鼠粪便进行虫卵检测，最早于第

3 周检测到华支睾吸虫虫卵（图 1 （c）），表明华支睾

吸虫感染小鼠模型构建成功。

2. 2　原代细胞提取及鉴定

对小鼠进行原代肝巨噬细胞的提取，肝门静脉

留针后，通过 37 ℃ D-Hank’s 溶液进行冲洗血液与

Ⅳ型胶原酶原位灌注，将消化后的肝脏去除胆囊并

进行均质化处理，密度梯度离心法获取原代细胞

后，用 RPMI-1640 完全培养基进行贴壁培养 24 h
（图 2 （a）），随后通过免疫荧光染色法进行 F4/80 抗

体标定（图 2 （b）~（d）），结果表明成功分离出原代

（a） 麦穗鱼鱼肉压片镜检（200×）；（b） 分离纯化的囊蚴（200×）；（c） 粪便中检测到的虫卵（200×）。

（a） Microscopical examination of the flesh of Pseudorasbora parva（200×）； （b） Purified cysticercus after washing and precipitation（200×）； 
（c） Eggs detected by diethyl hydrochloride method（200×）.

图 1　小鼠华支睾吸虫感染模型的构建

Fig. 1　Construction of mice Clonorchis sinensis infection model

（a） 培养 24 h 的贴壁原代细胞（200×）；（b） DAPI染色（200×）；（c） F4/80 染色（200×）；（d） 合并后图像（200×）。

（a） Adherent primary cells cultured for 24 hours（200×）； （b） DAPI stain（200×）； （c） F4/80 stain（200×）； （d） Merge（200×）.
图 2　原代细胞的提取及鉴定

Fig. 2　Extraction and identification of primary cells
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肝巨噬细胞。

2. 3　华支睾吸虫感染小鼠肝脏的组织病理学变化

华支睾吸虫感染小鼠肝内胆管周围明显有肝脏

细胞形态变化和炎症细胞浸润的发生（图 3）。早期感

染阶段，胆管周围的肝细胞形态不再完整，胆管细胞

增生，部分细胞质基质破碎，部分细胞核出现梭形变

化，胆管和门脉区周围可见急性炎症细胞浸润。卵排

放阶段，胆管周围肝细胞的细胞核与细胞质部分呈纤

维化病变，胆管上皮细胞受到严重破坏。感染中后期

阶段，炎性浸润程度逐渐下降，纤维化病变逐渐明显，

且胆管中有成虫虫体存在。结果表明，感染后小鼠肝

脏在不同阶段出现明显的形态变化，肝细胞由正常形

态逐渐转变为纤维化病变，且炎性浸润在感染早期较

为明显，在感染中后期有减少趋势。

2. 4　M1/M2型肝巨噬细胞比例的变化

分别对 M1 型和 M2 型巨噬细胞表面标志物

CD11b/F4/80/CD86 和 CD11b/F4/80/CD206 进行

流式细胞术检测（图4 （a）），来评估华支睾吸虫感染过程

中肝脏M1和M2巨噬细胞极化的动态变化。与未感染

的第0周相比，感染第1~2周时，小鼠肝脏内M1型巨噬

细胞极化的比例增加，感染第3~4周时，M1型巨噬细胞

极化比例逐渐开始下降，随后在第 6~10周，M1型巨噬

细胞极化比例再次回升。相比之下，M2型巨噬细胞极

化比例在第1~3周期间无明显变化，从第4周开始逐渐

升高，直至第10周达到峰值。总体来看，感染第1~2周
期间，M1型肝巨噬细胞极化比例显著高于 M2型肝巨

噬细胞（P< 0. 01），感染第 3~10周期间，M2型肝巨噬

细胞极化比例显著高于 M1型肝巨噬细胞（P<0. 01）
（图 4 （a）~（c））。结果表明，M1型肝巨噬细胞在感染早

期升高，自虫体排卵阶段降低，感染中后期又显著回升。

M2型肝巨噬细胞自虫体排卵阶段呈显著升高，直至感

染中后期。M1/M2型肝巨噬细胞极化占比的交替节点

处于第3~4周虫体卵排放阶段。

2. 5　M1/M2型肝巨噬细胞极化标志物的表达

通过对 M1 型标志物 iNOS、CD86、IL-1β 和

M2 型标志物 Arg1、CD206、Ym1 进行 qRT-PCR 的

检测，以此来判断感染小鼠肝脏巨噬细胞极化标志

物的表达情况，进而判断肝巨噬细胞极化程度。如

图 5 所 示 ，M1 型 标 志 物 iNOS、CD86 和 IL-1β 
mRNA 表达水平在感染 1~4 周呈升高后降低趋势，

在感染 6~10 周时显著升高（P<0. 01）（图 5 （a）~
（c））。M2 特异性酶 Arg1 与 CD206 的表达在感染

后第 1 周开始增加，并在感染后第 1~10 周呈梯度上

调。Ym1 则是在感染后第 2 周出现增加，第 2~4 周

显著增加（P<0. 001），但组间变化相对不显著，第

6~10 周呈梯度增高趋势（图 5 （d）~（f））。结果表

明，iNOS、CD86 和 IL-1β 在早期感染阶段、卵排放

阶段及中后期感染阶段呈升高后降低再升高趋势，

HE 染色不同周期小鼠肝脏切片图。红色箭头表示炎性浸润，蓝色箭头表示碎屑样病变，黑色箭头表示纤维化病变，绿色箭头表示虫体。

（10×，标尺＝100 μm）

Liver sections of mice in different cycles stained by HE.  Red arrows indicate inflammatory infiltration， blue arrows indicate detrital lesions， black 
arrows indicate fibrotic lesions， and green arrows indicate insect bodies.（10×， scale = 100 μm）

图 3　华支睾吸虫感染小鼠肝脏的组织病理学变化

Fig. 3　Histopathological manifestations of liver infected by Clonorchis sinensis
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*P < 0. 05，**P < 0. 01，***P < 0. 001。下同。

*P < 0. 05，**P < 0. 01，***P < 0. 001.  The same below.
图 4　华支睾吸虫感染期间 M1/M2肝巨噬细胞百分比的变化

Fig. 4　Changes of M1/M2 liver macrophage percentage during Clonorchis sinensis infection

图 5　华支睾吸虫感染过程中 M1/M2型巨噬细胞极化标志物表达

Fig. 5　Expression of M1/M2 macrophage polarization markers during Clonorchis sinensis infection
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显示该阶段主要通过 M1 型肝巨噬细胞促进炎症反

应 ，利 于 宿 主 体 内 华 支 睾 吸 虫 的 清 除 。 Arg1、
CD206 和 Ym1 在整个感染阶段呈梯度升高趋势，显

示该阶段主要通过 M2 型肝巨噬细胞拮抗 M1 型肝

巨噬细胞，进而避免炎症反应过度发生，这有利于

华支睾吸虫在宿主体内的生存与繁殖。

2. 6　M1/M2型肝巨噬细胞相关细胞因子水平

通过对华支睾吸虫感染不同时期小鼠血清中巨

噬细胞相关的促炎细胞因子 TNF-α、IL-1β与抑炎

因子 TGF-β1、IL-10的含量进行 ELISA检测，来判

断不同时期肝脏巨噬细胞的极化以及炎性程度（图 6）。

结果表明，巨噬细胞相关促炎因子 IL-1β含量在感染

第 1~2周时出现增高，第 3~4周时水平降低，第 4~10
周时细胞因子水平呈现显著升高（P<0. 01）。TNF-
α含量则是第 1~2周显著增高（P<0. 01），第 3周降到

最低，第 4~10 周出现呈现显著升高（P<0. 01）（图 6 
（a）~（b））。巨噬细胞相关抑炎因子 TGF-β1和 IL-
10在第 1~10周期间出现逐渐升高的趋势（图 6 （c）~
（d））。表明在华支睾吸虫感染早期阶段，肝巨噬细胞

优先产生相关促炎因子来促进炎症反应的发生，而在

排卵期和感染中后期时，肝巨噬细胞相关抑炎因子水

平显著增加，以此来抑制相关炎症的产生。

3　讨  论

常驻肝巨噬细胞也被称为枯否细胞（Kupffer 
cell，KCs），占所有巨噬细胞的 80%~90%，是肝脏

最主要的免疫细胞亚群［29］。当华支睾吸虫感染时，

虫体可通过机械性刺激和排泄分泌产物等方式激

活宿主肝巨噬细胞，并通过调节肝巨噬细胞 M1/
M2 表型来参与疾病的发生发展［30］。由此可见，肝

巨噬细胞在宿主防御蠕虫感染中具有重要作用。

华支睾吸虫感染后主要激活宿主体液免疫和 Th2
型免疫反应［4］。本研究描述了华支睾吸虫感染后小

鼠肝脏巨噬细胞极化以及巨噬细胞相关细胞因子

的动态变化。发现肝巨噬细胞的极化在华支睾吸

虫感染的不同阶段发生动态变化，且相关细胞因子

也发生了不同程度的动态变化。在感染早期，华支

睾吸虫诱导小鼠肝脏出现病理学病变，并伴随着胆

管周围炎性细胞浸润的增加，肝巨噬细胞在功能上

极化为 M1 型。另一方面，感染中后期阶段小鼠肝

图 6　华支睾吸虫感染小鼠肝巨噬细胞的细胞因子水平

Fig. 6　Cytokine levels in liver macrophages of mice infected by Clonorchis sinensis
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脏炎性浸润程度减少且肝脏病理学病变较为明显，

M2 型肝巨噬细胞的数量在卵排放阶段增加，并在

感染中后期阶段加速增加。华支睾吸虫囊蚴进入

终末宿主体内后，可在十二指肠脱囊成为尾蚴，尾

蚴具有胆汁趋向性，可随着胆汁进入宿主肝胆管，

进而发育为成虫，其中在小鼠粪便中检测到虫卵所

需时间约为 21 d［31］，处于本研究的 3~4 周卵排放阶

段。在本研究中，处于卵排放阶段的 M1 型巨噬细

胞占比下降，而 M2 型巨噬细胞占比升高，小鼠肝脏

内巨噬细胞由 M1 型极化转变为 M2 型极化占主导

阶段。表明在卵排放阶段，小鼠肝脏 M1/M2 型巨

噬细胞极化的比例转变与虫卵的排放密切相关，可

能通过排泄分泌产物等方式来调控巨噬细胞向 M2
型方向极化，进而参与免疫逃避与虫卵的排放。

巨噬细胞极化在寄生虫感染与宿主免疫应答

中具有重要作用，参与寄生虫与宿主的免疫互作。

在不同的免疫应答和疾病过程中，M1、M2 两大极

化类型巨噬细胞的作用截然不同。M1 型巨噬细胞

能够参与炎症的起始和维持过程，通过产生 TNF-
α、IL-12 和 iNOS 等清除寄生虫［7］，而 M2 型巨噬细

胞可通过 Arg1 来促进寄生虫生存，参与组织修复与

炎症的消退［22］。在本研究中，小鼠早期感染华支睾

吸虫后出现了 M1 型巨噬细胞极化的升高，表明感

染后出现了较强的免疫反应，宿主机体通过 Th1 型

免疫反应来杀灭或清除华支睾吸虫。在感染中后

期出现了 M2 型巨噬细胞极化升高，且比例高于 M1
型巨噬细胞的趋势，这表明该阶段巨噬细胞主要以

M2 型为主，主要参与肝脏组织修复与其他来源巨

噬细胞的募集，由此可看出巨噬细胞具有极强的可

塑性。随着对蠕虫感染研究的深入，许多学者发现

在感染过程中巨噬细胞极化会随着感染程度表现

出动态变化，通常先极化为 M1 型、再转化为 M2
型［32］。Stout 等［33］研究表明巨噬细胞极化方向并不

固定，该细胞可从 M0 型极化为 M1 型、M2 型，无

IL-4/IL-13 刺 激 时 ，M2 型 巨 噬 细 胞 可 通 过

IFN-γ 反向极化成 M1 型。由于 M2 型巨噬细胞与

宿主感染病原体所引起的肝硬化及纤维化有关，受

病原体刺激后，巨噬细胞会极化为多种亚型并分泌

相关细胞因子，间接或直接作用于参与肝纤维化机

制的肝星状细胞，导致宿主出现严重的肝纤维化、

肝硬化甚至肝癌［34］。因此抑制 M2 型极化或使 M2
型反向极化或许也可以成为一个通过改变巨噬细

胞极化来抑制纤维化的研究方向。

据报道，在早期感染阶段，旋毛虫可诱导 M1 型

巨噬细胞增殖与转移，当幼虫进入肌肉组织中形成

囊肿时，M2 型巨噬细胞的占比将显著升高［35］。有

研究表明，M1 型巨噬细胞能够通过产生 NO 来杀死

日本血吸虫，并且 NO 在防止纤维化发生发展中发

挥了一定的作用［8］。虽然本研究结果显示，当 M1
型巨噬细胞占比升高时，可以观察到 M1 型相关因

子的水平也出现相关变化，如 iNOS、CD86、IL-1β
和 TNF-α，但本研究无法确定成虫是否被胆管排

出宿主机体。寄生虫可以通过诱导巨噬细胞 M1 型

极化产生炎症反应，引起组织损伤。M2 型巨噬细

胞是正常妊娠时蜕膜巨噬细胞的主要亚群。在感

染弓形虫后，M1 型蜕膜巨噬细胞将被诱导表达

iNOS，并通过下调 Arg1 表达来使蜕膜巨噬细胞由

M2 型转变为 M1 型，进而导致妊娠异常［36］。

Arg1 作为 M2 型巨噬细胞活化的标志物之一，

其活性诱导被认为是寄生虫应对宿主免疫防御的

一种拮抗机制。有研究认为，M2 型巨噬细胞能够

通过 Arg1 的代谢途径来促进日本血吸虫诱导的纤

维化［7-8］。事实上，M2 型特异性酶 Arg1 与 M2 型相

关的趋化因子可激活 CCL2-CCR2 轴，通过趋化因

子受体与配体轴来进一步调控肝纤维化患者的单

核细胞浸润［29］。在小鼠肠炎模型中，旋毛虫能够诱

导腹膜 M2 型巨噬细胞的分化，从而抑制促炎细胞

因子 TNF- α 与 IL-6 的产生，降低宿主体内炎症

反应［35］。婴儿利什曼原虫能够使表面特异性酶

Arg1 激活，从而导致巨噬细胞鞭毛体分化与增殖，

以此来逃避宿主免疫排斥反应［37］。Arg1 不仅能够

抑制宿主对利什曼原虫的适应性免疫和固有免疫，

还具有直接促进巨噬细胞内利什曼原虫生长的功

能［38］。在本研究中观察到 M2 型巨噬细胞表面标志

物 Arg1 的表达在排卵期以及感染中后期出现梯度

增高的趋势，表明在感染中后期时，Arg1 可能参与

了华支睾吸虫的免疫逃避机制，使宿主与蠕虫的拮

抗反应达到相对平衡。

综上所述，本研究结果表明，华支睾吸虫感染

导致的肝巨噬细胞极化与相关细胞因子的动态变

化与宿主肝脏病理学变化相对应，且肝脏 M1/M2
型巨噬细胞极化比例转变的节点与虫卵的排放密

切相关。推测这可能是蠕虫免疫逃逸和宿主组织

修复的潜在机制。
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4　结  论

华支睾吸虫感染后小鼠肝巨噬细胞 M1/M2 型

极化呈现动态变化。早期感染阶段以 M1 型巨噬细

胞占主导，中后期感染阶段以 M2 型巨噬细胞占主

导，在卵排放阶段 M1/M2 型巨噬细胞极化比例发

生转变。
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