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硝喹对体外培养的
约氏疟原虫红内期膜磷脂的影响
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　　提要　目的: 探讨硝喹抗疟作用机理。方法: 用蜡烛缸法体外培养约氏疟原虫红内期, 以[ 3H ]2乙醇胺掺入疟原
虫膜磷脂作指标, 观察硝喹对疟原虫膜磷脂合成的影响; 以D PH 作为荧光探针, 测膜荧光偏振度及微粘度。结果:
硝喹明显抑制[ 3H ]2乙醇胺掺入约氏疟原虫, 并增高约氏疟原虫膜荧光偏振度和微粘度。结论: 硝喹可明显抑制疟
原虫膜磷脂的生物合成, 并明显降低膜流动性。
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　　硝喹是一种对疟原虫红内期、红外期的生长发

育及蚊体内孢子增殖均有抑制作用的抗疟新药[ 1 ] ,

目前已知其作用机制主要为抑制约氏疟原虫二氢叶

酸还原酶和影响蛋白质合成[ 2 ]。此外, 据电镜观察,

硝喹对疟原虫膜系统具有明显的损害[ 3 ] , 推测疟原

虫的膜损害与膜磷脂变化有关。本实验旨在探讨硝

喹在体外对约氏疟原虫膜磷脂的作用, 以进一步阐

明硝喹抗疟作用机制。

材料与方法

　　原虫

　　约氏疟原虫 (P lasm od ium y oelii)BY265 株, 血

传 20～ 40 代, 由军事医学科学院引进。昆明株小鼠,

体重 18～ 22 g, ♀♂不拘。硝喹 (上海医药工业研究

院 ) ; 氯 喹 (上 海 第 十 四 制 药 厂 ) ; R PM I 1640

(G IBCO ) ; 纤维素D E22 (W hatm an) ; D PH (Sigm a) ;

[ 3H ]2乙醇胺 ( [ 3H ]2EA , 北京原子能研究所) , 放射

性活度 6. 66×108 PBqöm o l ; 其余试剂均为市售品,

A R 级; D YQ 2II 型多头细胞样品收集器 (浙江绍兴

医疗器械厂) ; L KB 21217 型液体闪烁计数仪 (W al2
lac) ;M PF24 型荧光分光光度计 (H itach i)。

　　接种疟原虫和血液标本的制备

　　小鼠腹腔定量接种约氏疟原虫红内期。接种后

2 d～ 2. 5 d涂片检查, 待红细胞感染率达 50% 左右,

滋养体在 66% 以上时, 取多只小鼠眼球血于同一肝

素瓶内, 用 R PM I 1640 培养基稀释, 参照纤维素粉

柱过滤法[ 4 ]去除白细胞, 1 600 g 离心 5 m in, 清洗 2

次, 进行红细胞计数和姬姆萨染剂染色疟原虫分类

计数后, 细胞用R PM I 1640 培养基悬浮备用。

　　疟原虫体外培养

　　疟原虫体外培养采用蜡烛缸法[ 5 ]。96 孔板培养

系统中, 每孔含上述稀释血 150 Λl (约含 7. 5×106

疟原虫) , 加入不同终浓度的硝喹、氯喹和[3H ]2EA

37 kBq, 每孔终体积为 230 Λl, 药物的量效反应和时

效反应均孵育 8 h, 每批均设不加药物的感染疟原

虫的红细胞为空白对照组和未感染红细胞组。

　　[ 3H ]2EA 掺入红细胞和放射性测定

　　 [ 3H ]2EA 掺入红细胞的测定参照半自动微量

稀释法[ 6 ]略加改进, 滤膜改用国产 49 型玻璃纤维滤

膜收集细胞, 双蒸水冲洗、抽滤 90 s, 膜干燥后, 置入

盛有 5 m l 闪烁液 (用甲苯配制, 含 PPO 0. 5% ,

PO PO P 0. 02% ) 的闪烁瓶内, 测定 dpm 值。以未感

染红细胞的 dpm 为本底值。

　　疟原虫膜流动性检测

　　取经纤维粉柱过滤, R PM I 1640 培养基悬浮的

血液标本, 离心去上清, 压积细胞加预冷的 T ris2
N H 4C l 1 m l 溶解红细胞, 500 g 离心 5 m in 沉淀原

虫[ 7 ]。 调整原虫数为 5×108 个, 悬于 2 m l 2×

10- 6 m o löL D PH 液, 25℃30 m in, 〕清洗 2 次, 沉淀

以 3 m l PBS 配成疟原虫悬液备用, 采用荧光偏振

法[ 8 ]测定荧光偏振度, 荧光分光光度计测荧光偏振

度 (f luo rescence po larizab ility, FP) , 并按 Pertrin 公

式计算膜平均微粘度 (Γ)。实验以不用药组作对照

外, 还用CC l4 作阳性对照。

　　统计学处理

　　用 Studen t’s2test 程序进行组内和组间检验,

以 P < 0. 05 为显著界线, 结果用平均数±标准差

(M ±S)表示。

结　　果

　　 [ 3H ]-EA 掺入体外培养的感染和不感染约氏

疟原虫红细胞的观察

　　培养 8 h 过程中, [ 3H ]2EA 掺入感染疟原虫红

细胞的量随培养时间的延长而增加, 呈时间依赖关
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系。[ 3H ]2EA 也能掺入正常红细胞, 但掺入量少, 而

且与培养时间长短无关 (图 l)。

时间　T im e (h)
图 1　[ 3H ]-EA 掺入感染和不感染约氏疟原虫红细胞
样本数为 4　—▲—不感染红细胞　— —感染红细胞

F ig. 1　 Incorporation of [ 3H ]-EA in to P. yoelii- infected-RBC
( IRBC) and non- infected RBC (NRBC)

N o. samp les= 4　—▲—N RBC　— — IRBC
　　33 (P < 0. 01)

　　硝喹对[ 3H ]-EA 掺入疟原虫的影响

　　硝喹和阳性对照药氯喹, 从 2×10- 6 mm o löL
起即可明显减少 [ 3H ]2EA 掺入疟原虫膜磷脂, (两

药抑制率分别为 20. 3±5. 2% 和 22. 9±3. 9% , P <

0. 01) , 其抑制效应随药物浓度的增加而增强, 在最

大受试浓度 (2×10- 2mm o löL ) , 两药的抑制率分别

为 84. 3±4. 9% 和 77. 1±4. 9%。两药各浓度组间差

别不显著 (图 2)。

浓度　Concentration (- lg mmo l)
图 2　硝喹与氯喹对[3H ]-EA 掺入约氏疟原虫的影响

样本数为 4　— —硝喹　○——氯喹
F ig. 2　Effect of NQ and CQ on the incorporation of [ 3H ]-EA

in to P. yoelii
N o. samp les= 4　— —NQ 　○——CQ

33 (P < 0. 01)

　　2×10- 2mm o löL 浓度的硝喹在体外与疟原虫
接触 1 h, 即能明显抑制[ 3H ]2EA 掺入疟原虫, 与不

给药对照组比, 其抑制率为 29. 6±7. 5 (P < 0. 01) , 8

h 抑制率为 84. 32±4. 95, 抑制效应与药物作用时间

呈时间依赖关系 (图 3)。

　　硝喹对约氏疟原虫膜流动性的影响

　　硝喹剂量在 2×10- 2mm o löL～ 8×10- 2 mm o lö
L 时, 可使疟原虫膜 P 和 Γ值明显升高 (P < 0. 01) ,

且 P 值 (图 4) 和 Γ值随硝喹浓度的增加而增高, 即

膜流动性明显降低。

时间　T im e (h)
图 3　硝喹对[ 3H ]-EA 掺入约氏疟原虫的影响
样本数为 4　—▲—对照　— —硝喹 (0. 02 mmo l)

F ig. 3　Effect of NQ on the incorporation of [ 3H ]-EA by P. yoelii
N o. samp les= 4　—▲—Contro l　— —NQ (0. 02 mmo l)

33 (P < 0. 01)

浓度　Concentration (mmo l)
图 4　硝喹对约氏疟原虫膜流动性的影响

样本数为 3
F ig. 4　Effect of NQ on the membrane f luidity of P. yoelii
N o. samp les= 3　33 (P < 0. 01)

　　2×10- 2 mm o löL 硝喹在体外与疟原虫作用 1

h, 与对照组相比, 能明显升高 P 值 (P < 0. 05) 和 Γ
值, 表明疟原虫膜流动性显著降低, 且有时间依赖关

系 (图 5)。

时间　T im e (h)
图 5　硝喹对约氏疟原虫膜流动性的影响

样本数为 3
F ig. 5　Effect of NQ on the membrane f luidity of P. yoelii
N o. samp les= 3 33 (P < 0. 01)
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讨　　论

　　本实验所用 [ 3H ]2EA , 是合成膜磷脂的主要前

体物, 因此, 它的掺入可以作为磷脂合成作用的一个

观察指标, 实验结果显示, 感染红细胞 [3H ]2EA 的

掺入量明显高于未感染红细胞。已知正常哺乳动物

的红细胞磷脂合成的能力很低[ 9 ] , 所以, 感染红细胞

中 [ 3H ]2EA 的增加, 则可归因于红细胞内疟原虫的

迅速发育, 由于疟原虫发育过程中伴随膜的大量增

生, 致使其磷脂代谢异常活跃。

　　实验证明, 硝喹对[ 3H ]2EA 掺入疟原虫具有抑

制作用, 推测硝喹对疟原虫磷脂合成的影响, 一是与

其抑制磷脂酰乙醇胺合成的某一环节有关; 二是通

过抑制DNA 合成, 减慢原虫发育, 进而影响膜磷脂

的合成; 或两种作用同时存在。

　　国内外以往的实验, 主要集中在抗疟药对宿主

细胞膜流动性的影响, 而药物对疟原虫膜流动性的

改变, 尚未见报道, 我们的结果表明: 硝喹可使疟原

虫膜荧光偏振度和微粘度明显升高, 即膜流动性明

显降低。生物膜以脂质双分子层为基本骨架已为大

家所公认, 膜脂的基本组分是磷脂, 疟原虫磷脂合成

的减少, 势必影响膜的完整性, 这是膜流动性降低的

原因之一。生物膜流动性尚与膜脂中不饱和脂肪酸

的含量呈正相关。已明确, 疟原虫无能力合成脂肪

酸, 其所需脂肪酸主要来源于血浆脂肪酸和溶血磷

脂[ 10 ]。因此, 硝喹是否影响了疟原虫的某一代谢调

节机制, 使脂肪酸的吸收或利用障碍, 有待进一步研

究。

　　综上所述, 硝喹作为一种对疟原虫发育具有抑

制作用的抗疟新药, 其作用机制很可能是多环节的。

本实验证实硝喹能明显抑制疟原虫膜磷脂的生物合

成, 并可降低疟原虫膜流动性。此结果可能是硝喹的

抗疟作用机制之一。
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ABSTRACT

A IM : To study the m echan ism of an t im alaria l act ion of n it roqu ine. M ETHOD S: In t raeryth rocyt ic P.
y oelii w as cu ltu red by the m ethod of T rager and Jen sen. T he am oun t of [ 3H ]2ethano lam ine inco rpo ra t ion
w as m easu red as an index of the pho spho lip id syn thesis. D PH w as u sed as a p robe to m easu re the p lasm odi2
a l f luo rescen t po lariza t ion. RESUL TS: T he inco rpo ra t ion of [ 3H ]2ethano lam ine in to the P. y oelii infected
erth rocytes w as m arkedly inh ib ited by n it roqu ine. T he p lasm odia l m em b rane po lariza t ion and visco sity
w ere sign if ican t ly increased by n it roqu ine. CONCL USION: N it roqu ine cou ld inh ib it the pho spho lip id syn2
thesis and decrease the m em b rane flu id ity of P. y oelii.

Key words: P lasm od ium y oelii, m em brane pho spho lip id, b io synthesis, m em brane flu idity
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