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揖Abstract铱 Objective To test the in vitro effect of daphnetin on cytochrome C oxidase 渊COX冤 and

ribonucleotide reductase 渊RNR冤 activity of Plasmodium falciparum. Methods P. falciparum 渊FCC1/HN冤 was cultured
in vitro using the method of Trager and Jensen. The effect of daphnetin and daphnetin鄄Fe complex on COX and RNR
activity of P.falciparum was tested by ultraviolet spectrophotometer and electron spin resonance 渊ESR冤 respectively.
Result The parasites synchronized with sorbitol in vitro was treated by daphnetin and daphnetin鄄Fe complex. The
inhibition level of the COX activity by daphnetin after being treated for 2袁 4袁 8 and 12 h were 0.6%袁 73% and 80% respectively
and the inhibition level by daphnetin at different concentrations 渊0.1袁 1袁 100 and 1mmol/L冤 for 6h was 3%袁 31%袁 53% and
84%袁 respectively. No considerable effect was observed on the COX activity of P.falciparum treated with daphnetin鄄Fe
complex. The tyrosyl free radical was tested to reflect the RNR activity of P.falciparum at various times by ESR. The
inhibition level by daphnetin for 1袁 2袁 3 and 4 h were 7%袁 51%袁 69% and 75% respectively袁 while the values treated
by daphnetin鄄Fe complex were 8%袁 6%袁 11% and 9% respectively. The inhibition level by daphnetin at different
concentrations 渊0.1袁 1袁 100 and 1 mmol/L冤 for 6 h was 3%袁 31%袁 58% and 93% respectively and while the values
treated by daphnetin鄄Fe complex were 8%袁 6%袁 11% and 9%. Conclusion Daphnetin significantly reduces the COX
and RNR activities of Plasmodium falciparum in vitro.

揖Key words铱 Daphnetin曰 Plasmodium falciparum曰 Cytochrome C oxidase 渊COX冤曰 Ribonucleotide
reductase 渊RNR冤

瑞香素对恶性疟原虫细胞色素 C氧化酶
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揖摘要铱 目的 体外测定瑞香素对恶性疟原虫细胞色素 C 氧化酶渊COX冤及核糖核酸还原酶渊RNR冤活性的影响遥
方法 Trager & Jensen法体外培养恶性疟原虫 FCC1/HN分离株袁 超声波破碎恶性疟原虫提取总蛋白袁 用紫外分光光
度计检测瑞香素与瑞香素-Fe复合物在不同作用时间和不同作用浓度对恶性疟原虫 COX活性的影响袁 以电子自旋共
振法检测经瑞香素与瑞香素-Fe复合物作用 1尧 2尧 3和 4 h后袁 恶性疟原虫酪氨酸 渊Tyr冤自由基的量以反映恶性疟原
虫 RNR的活性遥 结果 体外同步培养的恶性疟原虫经瑞香素渊100 滋mol/L冤作用 2尧 4尧 8和 12 h 后袁 COX活性分别
被抑制了 0尧 6%尧 73%和 80%曰 在瑞香素浓度为 0.1尧 1尧 100 和 1 000 滋mol/L袁 作用 6 h 后袁 COX 活性分别被抑制
3%尧 31%尧 53%和 84%曰 而瑞香素鄄Fe复合物对 COX的影响几乎消失遥 经瑞香素渊100 滋mol/L冤作用 1尧 2尧 3和 4 h后
RNR活性分别被抑制 7%尧 51%尧 69%和 75%曰 在瑞香素浓度为 0.1尧 1尧 100和 1 000 滋mol/L袁 作用 6 h后袁 RNR 活性
分别被抑制 3%尧 31%尧 58%和 93%曰 而瑞香素鄄Fe复合物作用 6 h 后 RNR 活性分别被抑制 8%尧 6%尧 11%和 9%遥
结论 在体外瑞香素可显著降低恶性疟原虫的细胞色素 C氧化酶渊COX冤及核糖核酸还原酶渊RNR冤活性遥
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疟疾是一种全球性危害人类健康的重要寄生虫

病遥 据统计袁 全球约有 40%的人口遭受疟疾威胁袁
每年临床病例数为 2.5耀3亿袁 其中死亡人数为 150耀
270万咱1暂遥 研制新型抗疟药对于防治疟疾具有重要的
意义遥 铁螯合剂作为一种新型的抗疟化合物袁 其抗疟
作用已得到验证遥 瑞香素是一种中草药提取物袁 属于
弱铁螯合剂遥 目前研究发现袁 1耀10 滋mol/L瑞香素体
外试验对恶性疟原虫的杀裂殖体活性与同剂量的氯喹

相似袁 而在感染伯氏疟原虫 渊ANKI株冤 的小鼠中瑞
香素灌胃或腹腔注射均与氯喹灌胃有相似的抗疟效

果袁 瑞香素抗疟作用与其铁螯合能力有密切关系咱2鄄4暂遥
为进一步了解瑞香素的抗疟机制袁 寻找瑞香素抗疟
作用的分子靶标袁 本文探讨瑞香素在体外对恶性疟
原虫细胞色素 C氧化酶 渊COX冤 及核糖核酸还原酶
渊RNR冤 活性的影响遥

材料与方法

1 药物

瑞香素渊批号院 05020204冤吉林西点制药厂生产袁
细胞色素 C氧化酶试剂盒购自美国 Sigma公司袁 硫酸
亚铁铵 渊FAS冤 购自上海化学试剂公司遥 按参考文献
咱5暂 方法制备瑞香素鄄Fe复合物遥

2 恶性疟原虫的培养

按文献 咱6暂 方法建立恶性疟原虫 渊FCC1/HN株冤
体外培养体系遥 疟原虫的完全培养基为含 25 mmol/L
二羟乙基呱嗪乙烷磺酸 渊 HEPES冤 尧 23.8 mmol/L
NaHCO3尧 50 mg/L 庆大霉素及 10%兔血清 渊上海复
旦悦达生物科技公司冤 的 RPMI1640 渊美国 Gibco公
司冤遥 O型红细胞 渊购自上海血液中心冤 用完全培养
基稀释至红细胞比容为 5%袁 培养条件为 37益尧 5%
CO2尧 5% O2及 90% N2袁 生长稳定后袁 参照文献 咱7暂
用 5%甘露醇进行同步化处理袁 一个裂殖体增殖周期
后 渊约 48 h冤 再次用 5%甘露醇处理袁 同步化后继续
培养至成熟裂殖体期遥 以镜检法调整最终的红细胞比
容为 5%袁 原虫血症为 3%遥

3 恶性疟原虫总蛋白的提取

将培养箱中的培养物 1 000伊g离心 5 min袁 去上
清袁 加入 10倍体积的 0.015%皂素溶液袁 37 益孵育
15 min袁 不停搅拌袁 3 000伊g离心 10 min后袁 所得疟
原虫再以Hanks液 (含 0.14 g CaCl2尧 0.4 g KCl尧 0.06 g
KH2PO4尧 0.10 g MgCl2窑6H2O尧 0.10 g MgSO4窑7H2O, 8.0 g
NaCl尧 0.35g NaHCO3 尧 0.09g Na2HPO4窑7H2O, 1.0 g D鄄葡
萄糖袁 1ml 0.1%酚红冤 洗 3次袁 超声波匀浆破碎疟原虫袁

4益 10 000伊g离心 20 min袁 上清液为恶性疟原虫总蛋
白裂解液遥

4 测定 COX的活性
在培养基中分别加入 0.1尧 1尧 100和 1 mmol/L的

瑞香素及瑞香素鄄Fe复合物袁 每个剂量组设 3个平行
对照袁 在自动恒温培养箱 渊3366S/N33378鄄407袁 日

本冤 中培养 6 h袁 分别测定 COX的活性遥 此外袁 在培
养基中加入 100 滋mol/L的瑞香素袁 分别在自动恒温
培养箱中培养 2尧 4尧 8和 12 h后袁 用紫外分光光度仪
渊DU650袁 德国 Beckman公司冤 测定吸光度 渊A 550值冤袁
得到各样品的 COX活性值 渊U/ml冤遥

5 测定 RNR的活性
参照文献 咱8暂 用电子自旋共振 渊electron spin

revolve袁 ESR冤 法 渊ER200 D鄄SRC袁 德国 Bruker 公
司冤 分别测定瑞香素与瑞香素鄄Fe复合物在不同时间
和不同浓度时恶性疟原虫 RNR上 B2蛋白中 Tyr自由
基的量来反映 RNR的活性咱9暂遥 在培养基中分别加入
0.1尧 1尧 100和 1 000 滋mol/L的瑞香素及瑞香素鄄Fe复
合物袁 在自动恒温培养箱中培养 6 h 测定 RNR的活
性曰 此外在培养基中加入 100 滋mol/L的瑞香素在自
动恒温培养箱中培养 1尧 2尧 3和 4 h后分别测定 Tyr
自由基的量遥

结 果

1 COX的活性
经瑞香素 渊100 滋mol/L冤 和瑞香素鄄Fe 复合物作

用 2尧 4尧 8 和 12 h 后恶性疟原虫 COX 活性分别被
抑制了 0尧 6%尧 73%和 80%袁 而且作用 5 h后 COX
活性开始明显降低袁 至 11 h达到最低点 渊图 1冤 渊n=

图1 瑞香素和瑞香素鄄Fe复合物不同作用时间对恶性疟
原虫COX活性的影响

Fig.1 Cytochrome C oxidase activities of P. falciparum treated by
daphnetin and daphnetin鄄Fe complex at different time

瑞香素 Daphnetin
瑞香素鄄Fe复合物 Daphnetin鄄Fe complex

0 2 4 6 8 10 12 14 16
时间 Time 渊h冤

180窑 窑



中国寄生虫学与寄生虫病杂志 2006年 6月第 24卷第 3期 Chin J Parasitol Parasit Dis June 2006袁 Vol. 24袁 No.3

0

0.005

0.01

0.015

0.02

0.025

0.03

0.035

0.04

0.045

0 0.1 0.5 1 10 100 500 1000 浓度(µmol/L)
Concentration(µmol/L)

C
O

X
活
性

Th
e 

ac
tiv

ity
 o

f C
O

X
 (U

ni
ts

/m
l)

瑞香素Daphnetin

瑞香素-Fe复合物
Daphetin-Fe complex

0%

20%

40%

60%

80%

100%

120%

0 1 2 3 4 5 时间（h）

Time

酪
氨
酸
自
由
基
（
％
）

P
er

c
e
nt

 
o
f 

T
y
r 

r
a
nd

i
c
al

瑞香素Daphnetin

瑞香素-Fe复合物 Daphetin-Fe

complex

120
100
80
60
40
20

0
0 1 2 3 4 5

瑞香素 Daphnetin
瑞香素鄄Fe复合物 Daphnetin鄄Fe complex

时间 Time 渊h冤

图3 瑞香素和瑞香素鄄Fe复合物不同作用时间后对
恶性疟原虫Tyr自由基的量

Fig. 3 The remaining tyrosyl free radical in P. falciparum after
treatment of daphnetin and daphnetin鄄Fe complex

3袁 孕<0.01冤曰 在瑞香素浓度为 0.1尧 1尧 100 与 1 000
滋mol/L袁 作用 6 h后袁 COX 活性分别被抑制了 3%尧
31%尧 53%和 84%渊n=3冤袁 其活性随着瑞香素浓度的
增高呈线性降低 渊图 2冤曰 而当瑞香素的铁螯合能力
被饱和后袁 恶性疟原虫 COX活性几乎未受影响袁 剂
量反应曲线基本呈水平状 渊n=3冤遥

2 RNR的活性
经瑞香素 渊100 滋mol/L冤 作用 1尧 2尧 3和 4 h后袁

RNR活性分别被抑制 7%尧 51%尧 69%和 75%袁 而且
作用 2 h后袁 RNR活性开始明显降低 渊n=3袁 孕<0.01冤袁
至 4 h后袁 RNR的活性仅为对照组的 25%曰 经瑞香素鄄
Fe复合物作用 1尧 2尧 3和 4 h后 RNR活性分别被抑
制 8%尧 6%尧 11%和 9%袁 基本呈水平趋势 渊图3冤

渊n=3冤曰 在瑞香素浓度分别为 0.1尧 1尧 100 与 1 000
滋mol/L时袁 作用 6 h后袁 RNR活性分别被抑制 97%尧
69%尧 42%和 7%曰 其 RNR的活性随着瑞香素浓度的
增高而降低袁 但并非呈线性 渊图 4冤遥 当瑞香素铁螯
合能力被饱和后袁 恶性疟原虫 RNR活性几乎未受影
响 渊n=3袁 孕跃0.05冤遥

讨 论

瑞香素的抗疟作用已经得到证明袁 在体内尧 体外
均具有杀疟原虫裂殖体活性袁 作为一类全新结构尧 全
新机制抗疟药的先导化合物袁 其抗疟机制及药物作用
的靶分子尚不清楚袁 通过对其作用靶分子的研究袁 可
为针对分子靶标的抗疟新药设计以及开发新一类高效

低毒的抗疟药提供科学依据遥 一般认为铁是红内期疟
原虫生长所必需的袁 直接影响 DNA合成尧 能量代谢尧
线粒体的功能尧 电子传递等一系列重要生命活动遥 瑞
香素作为一种弱铁螯合剂袁 可能影响若干以铁为活化
中心的具有重要生命功能的酶蛋白遥 红内期疟原虫需
要铁来合成某些具有重要生命功能的含铁蛋白袁 如
COX和 RNR袁 前者是线粒体呼吸链电子传递的终末
复合物袁 定位于线粒体内膜上袁 参与有氧代谢袁 是线
粒体能量代谢的标志酶之一咱10暂遥 后者是 DNA合成酶
系的重要分子和 DNA合成的限速酶袁 能催化二磷酸
核糖核酸还原成二磷酸脱氧核糖核酸 渊dNDP冤袁 后者
是 DNA合成的前体咱11暂遥 本文探讨了瑞香素在体外对
恶性疟原虫需要铁来合成的具有重要生命功能的

COX和以铁为活化中心的具有重要生命功能的 RNR

图2 不同浓度瑞香素和瑞香素鄄Fe复合物作用6 h后
对恶性疟原虫COX活性的影响

Fig.2 Cytochrome C oxidase activities of P. falciparum treated
for 6 h by daphnetin and daphnetin鄄Fe complex at

different concentrations
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Fig.4 The remaining tyrosyl free radical in P. falciparum after
treatment of daphnetin and daphnetin鄄Fe complex at

different concentrations
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活性的影响遥
红内期疟原虫 DNA的合成与复制主要发生在滋

养体阶段袁 本实验结果表明袁 恶性疟原虫在瑞香素浓
度为 100 滋mol/L环境中袁 2 h后 RNR 的活性开始受
到抑制袁 至 4 h时 RNR的活性相当于对照组的 25%袁
而 COX 的活性在瑞香素作用 5 h 后开始受到抑制袁
至 11 h达到最低点袁 相当于对照组的 20%曰 在不同
的瑞香素浓度下袁 同样作用 6 h后袁 RNR的活性在瑞
香素 0.5 耀10 滋mol/L浓度范围内变化不大袁 而 COX
的活性在该浓度范围内基本呈线性降低曰 当其铁螯合
能力被饱和后袁 瑞香素对恶性疟原虫 RNR和 COX活
性的影响几乎消失袁 进一步提示瑞香素的抗疟作用与
其铁螯合能力有关遥 在相同瑞香素浓度作用下袁 RNR
活性首先受到抑制袁 而 COX受抑制程度较晚袁 提示
两者都是瑞香素抗疟作用的靶分子袁 但瑞香素对两种
酶的影响机制不同遥
瑞香素对恶性疟原虫 RNR的影响是直接作用于

RNR的 B2蛋白的铁核中心袁 或是螯合了细胞内铁池
内的铁阻碍了原 B2 蛋白转化为活性 B2 蛋白 咱12暂曰
对COX的影响是否是通过螯合细胞内铁池内的铁而
阻断线粒体呼吸链的电子传递袁尚须进一步研究论证遥
致谢 感谢复旦大学生命科学学院遗传系黄亮先生所给予的实验技术
帮助袁及上海血液中心姚坚华先生提供的协助遥
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村人遥 患者曾在云南务工 4年余袁 2004年 10月到盈江县苏典
乡做汽车修理工遥 于 2005 年 5 月 11 日从云南回到户籍所在
地袁 因淋雨后出现发热尧 头昏尧 乏力袁 遂于 12日上午到青神
县中医院就诊袁 经血检院 未见疟原虫袁 遂按一般感冒进行输液
治疗遥 13日患者呕吐 1次遥 14日早上 9:15患者出现昏迷袁 即
送县人民医院诊治袁 入院前 10 min已出现神志不清遥 入院后
查体院 体温 39.8 益尧 血压 130/80 mmHg尧 脉搏 112 次/min袁
呼吸 32次/min袁 急性危重病容袁 神志不清袁 呈浅昏迷状袁 口
唇尧 面色紫绀遥 辅助检查院 白细胞 13.9伊109/L袁 红细胞 5.37伊
1012/L袁 血红蛋白渊HGB冤151 g/L, 血小板渊PCT冤133伊109/L遥 于
10:20病情突然恶化袁 经抢救无效死亡遥 死亡后渊10:40冤血检报
告院 疑为恶性疟袁 因患者急性死亡袁 未进行抗疟治疗遥 对县医
院保留血片复查院 恶性疟原虫阳性袁 原虫密度较高袁 以大滋养
体为主遥

讨论

上述 4例恶性疟死亡患者均为青壮年男性袁 进入疫区前均
未服用预防性抗疟药袁 且当地居室简陋袁 卫生状况与居住条件
极差袁 无任何防蚊设备遥 在疫区滞留 2 d至数月不等袁 从发病
到死亡约 4耀9 d遥 4例患者从入院到死亡时间分别为 3 d尧 5 d尧
4 d和 1 h遥 均于死亡前数小时或死后才明确诊断为恶性疟遥

4例患者临床症状不尽相同袁 但均有发烧尧 寒战和头痛等
症状遥 患者入院时均未及时查出疟原虫袁 未进行正规抗疟治疗
就死亡遥 未及时诊断和治疗是导致输入性恶性疟死亡的主要原
因遥 建议院 各级医疗机构医务人员袁 对来自恶性疟流行区的发
热病人袁 应引起高度警惕袁 在血检阴性情况下袁 根据临床症状
不能排除恶性疟感染的可能时袁 仍应及时进行抗疟治疗袁 可避
免出现死亡遥
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