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Abstract 0bjective Acanthamoeba survival at the forms of trophozoit and encyst inwrap，and the change of these two 

forms is associated with temperature and pH value．The trophozoit of acanthamoeba has the stronger pathogenecity．Present study 

aimed to observe the biological activity of acanthamoeba isolated from keratitis under different temperatures and pH value． 

M ethods The corneal tissue from penetrating keratoplasty for keratitis was obtained．The acanthamoeba was isolated from the 

cornea tissue with acanthamoeba keratitis．The cloned isolates were axenized and cultured in proteose—yeast—glucose(PYG) 

medium and passaged．The proliferation rate and growth statue were subsequently observed under the light microscope and 

inverted microscope．The growth acanthamoeba cultures were harvested to the density 10 ／mL by eentrifugation for 15 minutes， 

and then the MTT assay was performed using 20 ILL(5 mg／mL)of 3一(4，5-dimethylthiazol一2一y1)2，5-diphenyl—tetrazolium bromide 

under the different pH values and temperatures．Initial cultures 

7．0，7．5，8．0)．Samples were examined for trophozoits and cysts 

with 10 ／mL were seeded under the different pH values(6．5， 

at 12一hour interval by directly counting．All assay was performed 

in triplicate． Results Under the temperatures from 一20 oC to 一80℃ ．acanthamoeba shrinked or disrupted in pH values of 

1．5 and 3．0，however，under the same temperature and alkali conditions with pH values 10 and 12，the acanthamoeba showed the 

irregular cysts and pre—cysts．Under the temperatures of 4 ℃ to 35 oC and pH values 3．0，6．5，acanthamoeba proned to be 

trophozoit．On the same temperature with alkali condition(pH values 7．0，7．5，8．0)，acanthamoeba existed at the fashion of cyst． 

The optimum temperature range and pH value for acanthamoeba to growth was 4 oC to 35℃ and 6．5 respectively 

Acanthamoeba is tend to be trophozoit and has higher reproducing ability in acid condition and suitable temperature 

environment，aeanthamoeba exists as cysts and presents lower active ability． 
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Conclusion 

In alkaline 

摘要 目的 观察不同温度及 pH条件对角膜分离的棘阿米 巴虫株活性的影 响，探讨抑制其生长 的条件。 方 法 从 

棘阿米 巴性角膜炎患者角膜 中分离培养棘 阿米 巴虫株 ，置于棘阿米 巴液体培养基 (PYG)中进行 纯培养。利用 四甲基偶氮 

唑盐(MTT)法，观察不同pH值及不同温度下棘阿米巴的增生率及其形态变化。 结果 在深低温条件下(一80～一20)℃， 

酸性环境 中的棘 阿米 巴多呈皱缩状 ，部分虫体破裂 ；在碱性环境 中，棘阿米 巴多呈典型 的囊 前期或包囊状态存在 。培养温 

度为 4～35℃ ，棘阿米巴虫株于酸性环境 中，多 以滋养体形式存在 ，其增生率随温度 的升高而增加 ；相反 ，在 pH>8的碱性 

环境中，棘阿米巴虫株则多以包囊形式存在。28～35℃、pH 6．5为棘阿米巴虫株体外生长的最适条件。 结论 棘阿米 

巴在酸性环境中适应生长，多以繁殖能力强的滋养体形式存在 ，而在碱性环境中，棘阿米巴则多以包囊的形式存在。 
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棘阿米巴是一类 白生生活原虫 ，广泛分布于 自然 

界 ，可导致严重威胁视力 的棘阿米 巴性角膜炎⋯。棘 

阿米巴病原体以滋养体和包囊 2种形式存在，滋养体 



是 其 活 跃 期 形 式 ， 为 致 病 形 式 ，
二 分 裂 繁 殖 ， 在 一 定 条

件 下 ， 滋 养 体 和 包 囊 可 相 互 转 化 。 滋 养 体 对 抗 棘 阿 米

巴 药 物 比 较 敏 感 ；包 囊 是 棘 阿 米 巴 的 静 止 期 形 式 ， 有 双

层 囊 壁 ， 对 温 度 变 化 、 干 燥 与 常 见 消 毒 剂 和 抗 棘 阿 米 巴

药 物 有 较 强 抵 抗 力 。 深 入 研 究 棘 阿 米 巴 原 虫 的 生 物 学

特 性 有 助 于 进 一 步 了 解 其 致 病 性 和 寻 找 有 效 的 治 疗 方

法 。 本 研 究 旨在 观 察 角 膜 分 离 的 棘 阿 米 巴 虫 株 在 不 同

温 度 及 p H 条 件 下 的 活 力 ， 探 索 抑 制 其 生 长 的 条 件 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 主 要 试 剂 及 配 制

1 ． 1 ． 1 棘 阿 米 巴 液 体 培 养 基 ( P e p t o n e ． Y e a s t — G l u c o s e
，

P Y G ) 蛋 白胨 10 g ，酵 母 提 取 1 g ，
M g S O

。
� 7 H

2
0 0 ． 4 9 2 g ，

C a C l
：

0 ． 0 2 2 g ， 柠 檬 酸钠 � 2 H
：

0 0 ． 5 0 0 g ，
F e ( N H

。 ) 2 ( S O
。 ) 2

。

6 H
2

0 0 ． 0 1 0 g ，
N a

2
H P 0

4
� 1 2 H

2
0 0 ． 4 4 8 g ， K H

2
P 0

4

0 ． 1 7 0 g ， 葡 萄 糖 9 ． 9 g ， 蒸 馏 水 5 0 0 m L
， 高 压 灭 菌 后 4 ℃

保 存 。

1 ． 1 ． 2 四 甲 基 偶 氮 唑 盐 ( M T T ) 液 1 0 m g M T T 粉 剂

溶 于 2 m L P B S 中 ， 配 成 5 I n g ／m L
，

0 ． 2 2 p , m 无 菌 滤 膜 过

滤 ，
4 ℃ 避 光 保 存 ， 有 效 期 为 1 周 。

1 ． 1 ． 3 1 0 ％ S D S 液 1 0 g S D S 溶 解 于 1 0 0 m L 的

0 ． 0 1 m o l ／L H C L 中 。

1 ． 2 棘 阿 米 巴 的 无 菌 化 培 养

将 棘 阿 米 巴 角 膜 炎 患 者 在 穿 透 角 膜 移 植 术 中 取 下

的 角 膜 片 在 无 菌 条 件 下 接 种 于 新 鲜 配 制 的 P Y G 培 养

液 中 ， 密 封 后 置 于 2 8 ℃ 恒 温 箱 中静 置 培 养 3 ～ 5 d 。 待

棘 阿 米 巴 生 长 至 一 定 ( 1 0
4

／m L ) 浓 度 时 ， 传 代 培 养 。

1 ． 3 不 同 温 度 及 p H 值 条 件 下 棘 阿 米 巴 活 力 的 研 究

以 5 0 0 g 离 心 1 5 ra i n 收 集 棘 阿 米 巴 ， 调 整 细 胞 悬

液 浓 度 为 1 0
’

／m L
， 加 入 9 6 孔 板 中 ， 每 孔 1 0 0 p , L

， 每 列

p H 值 不 同 ， 每 个 p H 值 设 9 个 复 孔 ， 同 时 设 棘 阿 米 巴

阴 性 对 照 孑L ， 而 后 将 载 有 棘 阿 米 巴 的 9 6 孔 板 分 别 置 于

3 5 、
2 8

、
4

、

一 2 0
、

一 4 0 、

一 8 0 ℃ 中 1 2 h
， 取 出 倒 置 显 微 镜

观 察 细 胞 形 态 学 变 化 。 加 入 M T T 1 0 “ L ／孔 ，
2 8

o

C 4 h

后 ， 每 孔 加 入 1 0 0 “ L 2 0 ％ S D S 一 5 0 ％ D M F
， 3 7 ℃ 过 夜 ， 酶

标 仪 测 O D
。 值 。 计 算 测 定 样 本 实 验 孔 与 棘 阿 米 巴 阴

性 对 照 孔 的 差 值 。

1 ． 4 统 计 学 方 法

应 用 S P S S 1 0 ． 5 统 计 学 软 件 进 行 统 计 学 分 析 。 不

同 温 度 及 p H 值 条 件 下 棘 阿 米 巴 繁 殖 活 力 测 定 O D
，，。

值 为 培 养 前 后 的 差 值 以 i ± s 表 示 ， 采 用 弱 因 素 方 差 分

析 ， 多 重 比 较 采 用 S N K -

q 检 验 。
P < 0 ． 0 5 为 差 异 有 统

计 学 意 义 。

2 结 果

2 ． 1 棘 阿 米 巴 的 无 菌 化 培 养

棘 阿 米 巴 在 P Y G 培 养 液 中 生 长 良好 ，
3 ～ 5 d 达 对

数 生 长 期 ， 大 部 分 贴 壁 生 长 ， 呈 现 典 型 的 滋 养 体 形 态 ，

部 分 以 包 囊 状 态 悬 浮 于 液 体 中 。

2 ． 2 不 同 温 度 及 p H 值 条 件 下 棘 阿 米 巴 形 态 及 增 生

活 性 的 观 察

在 4 ～ 3 5 ℃ 的 范 围 内 ， 于 酸 性 环 境 中 的 棘 阿 米 巴

多 以 滋 养 体 形 式 存 在 ， 最 适 p H 为 6 ． 5 ～ 8 之 间 ， 在 此

条 件 下 几 乎 所 有 棘 阿 米 巴 均 为 活 跃 的 滋 养 体 形 式 ( 图

1 ) ；当 p H > 8 时 ， 棘 阿 米 巴 则 倾 向 于 转 化 为 囊 前 期 或

包 囊 形 式 ( 图 2 ) 。 在 深 低 温 度 条 件 下 ( 一 8 0 ～ 一 2 0 )
o

C
，

图 1 2 8 ℃
、 p H 6 ． 5 环 境 下 棘 阿 米 巴 滋 养 体 图 2 4 ℃ 、 p i t 1 0 环 境 下 棘 阿 米 巴 包 囊 图 3 - 8 0 ℃ 、 p i t 1 ． 5 环 境 下 棘 阿 米

巴 细 胞 的 破 裂
F i g ． 1 A c a n t h a m o e b a t r o p h o z o i t s u n d e r t h e t e m p e r a t u r e o f 2 8 ℃ a n d p H 6 ． 5 ( c o n t r a s t m i c r o s c o p y × 1 0 0 ) F i g ． 2 A c a n t h a m o e b a c y s t s u n d e r t h e

t e m p e r a t u r e o f 4 ℃ a n d p H 1 0 ( c o n t r a s t m i c r o s c o p y × 1 0 0 ) F i g 3 A e a n t h a m o e b a s h r i n k o r d i s r u p t u n d e r t h e t e m p e r a t u r e o f 一 8 0 。C a n d p H 1 ． 5 ( c o n t r a s t

m i c r o s c o p y × 1 0 0 1
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表 1 不同温度与 pH条件 下棘阿米巴繁殖活性 测定 (OD 。值 ) 

Table 1 Reproduce activity of acanthamoeba under the different temperatures and pH value(OD57o value) 

F Der ：6．58l，P=0．000；FpH=11·301，P=0．000(Two—way ANOVA，SNK‘q test) 

于较强酸性的环境 中，棘阿米 巴多呈皱缩 ，甚至细胞体 

破裂、产生大量细胞碎片(图 3)；而在深低温碱性环境 

中，棘阿米巴仍能以完整的包囊或囊前期形式存在。 

2．3 MTT法测定棘阿米巴增生活性的 OD 值 

在不同温度和 pH条件下棘阿米 巴增生活性测定 

结果见表 1。 

当 pH 为 12及 1．5、温 度为 一8O℃ 时，实验 孔 

OD 。值均接近于阴性对 照孔 OD， 。值 ，表明在此条件 

下无棘阿米 巴存活 ，与 pH为 3、温度为 一40℃时结果 

相同。在其他温度和pH条件下，对于同一温度，各个 

pH实验组的培养前后 OD 差值 之间均有 明显不 同， 

差异有统计 学意义 (P<0．05)。pH在 3～7时 ，各个 

温度实验组 OD 差 值均有不 同，差 异有统计 学意义 

(P<0．05)；pH为 8，温度为 一20℃及 一40 qC的实验 

组与其他温度实验组 比较，其培养前后 OD 差值低于后 

者，差异均有统计学意义(P<0．05)；其余各实验组之间 

比较 ，培养前后 OD 差值差异无统计学意义(P>0．05)。 

3 讨论 

棘阿米巴角膜炎为一种严重 的潜在致盲性眼病 ， 

由 Jones等 首次报道。近年来 ，由于角膜接触镜 的 

广泛使用 ，其发病率迅速增 长 。据文献 报道，在感 

染性角膜溃疡 的患者中，16％为棘阿米 巴角膜炎患者 ， 

尽管诊疗技术和治疗策略不断改进 ，预后仍然较差 。 

病原体棘阿米 巴广泛存在于自然界如土壤 、淡水 、 

海水、空气及腐败植物中。其生活史分为滋养体和包 

囊 2个阶段 ，滋养体是棘阿米 巴的活动与感染形式 ，环 

境适宜时，棘阿米巴多以滋养体形式存在，不良条件下 

可转换成具 有抗性 的包 囊 。棘 阿米 巴包囊对外界 

环境 的抵抗力极强 ，在干燥 、高温及化学物质的环境中 

均可存活。一般包囊在体外环境中可以存活一年左 

右 ，最长可达 3年之久 。 

目前 ，常规的抗 菌药物、氯化物 、化学消毒剂等均 

无法将包囊杀死，而滋养体对药物较为敏感 ，因此通过 

改变条件使包囊向滋养体转化 ，可能对提高治疗效果 

缩短疗程有作用。 

本研 究 表 明 棘 阿 米 巴 在极 酸 (pH 1．5)、极 碱 

(pH 10)及 一80℃ 的条 件 下 均 不能 存 活 ，pH 6．5、 

28℃的条件下棘阿米 巴生长最佳 ，且在偏酸性的环境 

中，棘阿米 巴活力较高 ，多 以活跃的滋养体形式存在。 

相反 ，在偏碱性的环境 中，棘阿米 巴多以静止 的包囊形 

式存在 。提示可改变 pH促使棘 阿米 巴向滋 养体转 

化 ，并且深低温治疗可能有一定的有效性。 

本研究在体外条件下对棘 阿米 巴在不 同温度及 

pH条件下活力进行 了初步的研究 ，为探索新的临床治 

疗方案提供 了病原学基础 ，在适 于转化 的 pH和温度 

条件下，加上抗棘阿米巴药物的效果观察将是未来研 

究的重点。 
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