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牛附红细胞体体外药物筛选试验
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摘要:以 RPMI - 1640为基础培养液 ,加入 30%犊牛血清 ,选用贝尼尔 、四环素 、敌百虫 、泰妙菌素 、

咪唑苯脲 、氟苯尼考 、依沙吖啶 、磷酸伯氨喹等药物原粉 ,在 37℃,5%CO 2 气体条件下对牛附红细

胞体进行了体外药物筛选试验 。结果表明 ,依沙吖啶效果最好;敌百虫和磷酸伯氨喹次之 ,但敌百

虫毒性较大;贝尼尔 、咪唑苯脲 、氟苯尼考有效 。
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　　附红细胞体病(epery throzoonosis)是由附红细

胞体(epery throzo on)寄生于红细胞表面 、血浆及骨

髓内而引起的一种以贫血 、黄疸 、发热等为主要临床

症状的人兽共患传染病[ 1 ～ 5] 。据报道 ,附红细胞体

在骨髓中增殖后释放到血液中 ,而一般治疗药物又

无法进入骨髓 ,达不到彻底杀灭附红细胞体的目的;

一旦停药 ,就会复发 。因此 ,动物体内试验无法正确

评价药物的杀灭效果 。本试验选择目前报道的对牛

附红细胞体敏感的药物 ,拟通过体外杀灭试验 ,筛选

出对牛附红细胞体有较强杀灭作用的有效药物 ,从

而为该病的临床治疗提供科学依据 。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

1. 1. 1　病原体　选择具有明显贫血症状的牛 ,无菌

取抗凝血(3. 8%柠檬酸钠作抗凝剂),鲜血压片和血

液涂片 ,并送分子生物学实验室作 PCR检测;确诊

附红细胞体阳性牛的血液后再用 PBS洗涤 3次 ,每

次均以 1500 r /min离心 10min ,弃去上清。红细胞

泥用等量阿氏液保存 ,4 ℃冰箱保存
[ 3 , 6]

。

1. 1. 2　药物与培养液

1. 1. 2. 1　药物　贝尼尔原粉 、敌百虫原粉 、咪唑苯

脲原粉 、泰妙菌素原粉 、磷酸伯氨喹原粉 、磺胺嘧啶

钠原粉 、四环素原粉 、依沙吖啶原粉 。

依沙吖啶用 15%葡萄糖溶解;贝尼尔 、敌百虫 、

咪唑苯脲 、泰妙菌素 、磷酸伯氨喹原粉 、磺胺嘧啶钠 、

四环素用生理盐水溶解。粉剂药物的溶解方法是:

精确称取各种药物原粉 100mg ,分别加入 5mL 灭

菌注射用水溶解 ,配成 2%注射液 , 4℃冰箱中避光

保存备用[ 3] 。

1. 1. 2. 2 　培养液 　基础培养液 , RPM I - 1640

(Gibco)按说明书配制而成。犊牛血清(Gibco)经

56 ℃, 30min灭活 , - 20℃冰箱中保存备用。完全

培养液 ,RPMI - 1640基础培养液中加入 30%犊牛

血清配制而成。

1. 1. 3　仪器设备　CO2 培养箱(MCO175 , Japan);

低速冷冻离心机(3K - 15 ,Sigma);超净工作台;生

物显微镜(CH30 - 213N ,O LYMPUS);DL - 5000B

微量移液器;24孔 U 型培养板;细菌滤器。

1. 2　试验方法

1. 2. 1 　试验步骤 　参照 Nonaka 等
[ 4]
和张守发

等
[ 1 , 2]
的附红细胞体体外培养方法 ,按 8∶1的比例

加入完全培养液与红细胞泥 ,每孔 1. 5mL。共设 8

个药物组 ,分别是贝尼尔原粉 、敌百虫原粉 、咪唑苯

脲原粉 、泰妙菌素原粉 、磷酸伯氨喹原粉 、磺胺嘧啶

钠原粉 、四环素原粉 、依沙吖啶原粉及 1个空白对照

组;每 种药 物 分别 以 250μg /mL , 500μg /mL ,

750μg /mL ,1 000μg /mL ,1 500μg /mL 培养液的剂

量加入到 1. 5mL 的培养液中 ,混匀 ,置 5%CO 2 恒

温培养箱中培养。每 3 h从培养板底部吸取 3μL 涂

片 ,姬姆萨染色 ,1000×油镜观察 。主要观察以下指

标:药物对附红细胞体的杀灭作用;红细胞形态是否
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恢复 正常;红 细胞 发生崩 解的 最小 药物 浓

度[ 3 , 5 , 7 ～ 11] 。每 12 h 更换 1 次培养液 ,同时补充药

量。批内试验 3次 ,批间试验 3次 ,取其平均值。

1. 2. 2　药效判定方法　在红细胞未受到任何眼观

损害的前提下 ,红细胞附红细胞体感染率和感染强

度下降所用的药物剂量即为有效;感染率和感染强

度明显下降的药物剂量为显效;附红细胞体完全被

杀灭为特效。

2　结果

药物剂量为 250μg /mL 时 ,各种药物对牛附红

细胞体都有一定的杀灭作用 ,但效果不明显。在第

9小时观察 ,磷酸伯氨喹和敌百虫剂量为 500μg /

mL 时牛附红细胞体出现萎缩 ,感染率和感染强度

明显下降;培养至第 27 小时 ,两者的附红细胞体感

染率和感染强度均降到最低 ,结果见图 1。

　　图 1　培养液中药物浓度为 500μg /mL时对牛附红

　　　　　细胞体的杀灭效果

药物剂量为 750μg /mL 时 ,敌百虫组 、依沙吖

啶组和磷酸伯氨喹组在第 6小时观察牛附红细胞体

时 ,其出现萎缩 、折光性减弱 、甚至变黑等变化。敌

百虫培养至第 15小时时 ,牛附红细胞体基本上被杀

灭 ,在培养液中消失 ,红细胞形态基本恢复到正常状

态。培养至第 27小时时 ,敌百虫组和磷酸伯氨喹药

物组的大多数红细胞形态基本恢复到正常。

依沙吖啶组 、四环素组 、咪唑苯脲组在第 12 小

时时 ,牛附红细胞体出现萎缩等变化 ,培养至第 27

小时时牛附红细胞体折光性减弱 、甚至出现变黑等

变化;贝尼尔组和咪唑苯脲组红细胞的染虫率大幅

下降 。氟苯尼考有效 ,泰乐菌素和土霉素效果不佳 ,

结果见图 2。

　　药物剂量为 1 000μg /mL 时 ,依沙吖啶 、磷酸伯

氨喹 、敌百虫特效 ,但是敌百虫在第 12小时红细胞

发生崩解;咪唑苯脲 、氟苯尼考 、贝尼尔高效 ,但是贝

尼尔和咪唑苯脲在 18小时红细胞发生崩解;泰妙菌

素和土霉素有效 ,结果见图 3。

　　图 2　培养液中药物浓度为1 000μg /mL时对牛附

　　　　　红细胞体的杀灭效果

　　图 3　培养液中药物浓度为 1 500μg/mL时对牛附

　　　　　红细胞体的杀灭结果

药物剂量为 1500μg /mL 时 ,在第 3 小时观察

到依沙吖啶药物组牛附红细胞体出现萎缩 、折光性

减弱 、甚至变黑等变化;培养至第 6小时牛附红细胞

体基本上被杀灭 ,在培养液中消失 ,但是红细胞的一

部分已发生崩解。其余各种药物在 6 ～ 12 h 均发生

红细胞崩解现象。

3　小结

临床治疗牛附红细胞体病可首选依沙吖啶和磷

酸伯氨喹 ,敌百虫虽然对牛附红细胞体病也有特效 ,

但其毒性较大 ,应慎重选用 。其次 ,可选用贝尼尔 、

咪唑苯脲 、氟苯尼考等药物 。

参考文献:

[ 1] 　张守发 ,张国宏 , 宋建臣. 牛附红细胞体体外培养方法

的初探[ J] . 中国兽医科技 , 2002 , 32(8):27 - 29.

(下转第 115页)

 105 

河南农业科学



所描述的类似。根据粪检结果 ,每头野猪均为艾美

尔属的几种球虫混合感染 ,至少为 2种艾美尔球虫

混合感染 。
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