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文章编号院 1000鄄7423渊2008冤鄄05鄄0338鄄05 揖论著铱
酮替芬和赛庚啶增强体外培养的恶性疟原虫

氯喹抗性株对氯喹反应性的研究
权红袁 汤林华 *

揖摘要铱 目的 研究酮替芬和赛庚啶增强体外培养的恶性疟原虫氯喹抗性株对氯喹反应性袁 及其增效机制遥 方法

恶性疟原虫氯喹抗性株 (Fcc SM1/yN株) 取自云南省思茅地区恶性疟患者静脉血袁 经同步化处理袁 用新鲜血将红细胞感
染率调至 0.5%耀1.0%袁 红细胞压积与培养基体积比 (红细胞比容) 为 1 颐 9袁 混匀遥 制备氯喹药板及氯喹/酮替芬 渊或氯
喹/赛庚啶冤 组合药板遥 氯喹药板自上而下每行氯喹终浓度依次为 0.312 5耀2 560 nmol/L袁 呈 2倍递增遥 氯喹/酮替芬 渊或
氯喹/赛庚啶冤 组合药板袁 是在氯喹药板基础上加入酮替芬 渊或赛庚啶冤袁 每行 10孔自左至右终浓度依次为 9.77耀5 000
nmol/L袁 呈 2倍递增,每块药板均设 A行空白对照遥 每孔加混匀血样 50 滋l袁 37 益培养 34 h袁 镜检计数每 200个疟原虫
中含 3个核以上裂殖体数袁 计算氯喹单药及各配伍组对恶性疟原虫的半数抑制浓度 渊IC50冤袁 以及酮替芬 渊或赛庚啶冤
提高氯喹活性的指数 渊AEI冤遥 选择 AEI值较高的配伍组袁 进行增效时序性研究遥 当氯喹对虫体作用 0耀10 h分别加入酮
替芬 渊或赛庚啶冤袁 34 h后检测和计算各时间段 IC50及 AEI遥 选择氯喹/酮替芬 渊或氯喹/赛庚啶冤 最佳配伍剂量袁 培养恶
性疟原虫 20 h袁 提取总 RNA袁 用实时荧光定量 PCR (real鄄time PCR) 分析药物作用前后恶性疟原虫氯喹抗性转移基因
渊pfcrt冤 和多药抗性基因 渊pfmdr1冤 表达水平遥 结果 0.312 5耀2 560 nmol/L氯喹与 625 nmol/L酮替芬 渊或赛庚啶冤 配
伍袁 增效作用显著袁 氯喹/酮替芬的 IC50为 74.53 nmol/L袁 AEI为 0.42曰 氯喹/赛庚啶的 IC50为 89.70 nmol/L尧 AEI为 0.30遥
5 nmol/L氯喹作用 6耀7 h加入 625 nmol/L酮替芬渊或赛庚啶冤袁 增效作用显著袁 氯喹/酮替芬的 IC50为 67.70 nmol/L尧 AEI
为 0.47曰 氯喹/赛庚啶的 IC50为 81.53 nmol/L尧 AEI为 0.37遥 5 nmol/L氯喹与 625 nmol/L酮替芬渊或赛庚啶冤配伍袁 作用 20
h袁 氯喹/酮替芬可使 pfcrt基因表达水平升高 91%袁 而氯喹/赛庚啶可使 pfmdr 1基因表达水平下降 14%遥 结论 体外氯

喹与适量的酮替芬渊或赛庚啶冤配伍袁 能增强恶性疟原虫氯喹抗性株对氯喹的反应性遥 氯喹对虫体作用 6耀7 h加入酮替芬
渊或赛庚啶冤增效作用显著遥 该增效作用与 pfcrt基因和 pfmdr 1基因的表达水平有关遥
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In vitro Potentiation of Chloroquine Activity in Plasmodium falciparum
by Ketotifen and Cyproheptadine

QUAN Hong袁 TANG Lin鄄hua*

(National Institute of Parasitic Diseases袁 Chinese Center for Disease Control and Prevention袁 WHO
Collaborating Centre for Malaria袁 Schistosomiasis and Filariasis袁 Shanghai 200025袁 China)

Abstract铱 Objective To study the potentiation of chloroquine activity and mechanism by ketotifen and
cyproheptadine in in vitro cultured Plasmodium falciparum Fcc SM1/yN strain. Methods In vitro cultured Fcc SM1/yN
strain was added to pre鄄prepared drug plates at 50 滋l/well after synchronization to make final concentration of 0.312 5-2 560
nmol/L for chloroqine and of 9.80-5 000 nmol/L for ketotifen or cyproheptadine. After 34 hours爷 culture in 37 益袁 the number of
schizonts with 3 or more nuclei was calculated among 200 parasites under microscope. Calculated half inhibitive concentration
( IC50 ) of chloroquine and every drug combination to parasite as well as chloroquine activity enhancement index ( AEI) of
ketotifen (or cyproheptadin) . Time dependency of potentiation was studied. All data were analyzed statistically with SPSS
13.0. After 20 hours爷 action of one optimal combination dose of chloroquine/ketotifen or chloroquine/cyproheptadine袁 RNA of the
Fcc SM1/yN strain was extracted and real鄄time PCR was used to determine the expression level of pfcrt and pfmdr1
genes. Results The best potentiation effect was observed with ketotifen or cyproheptadine of 625 nmol/L袁 with IC50 of 74.53
nmol/L for chloroquine/ketotifen and 89.7 nmol/L for chloroquine/cyproheptadine respectively袁 and activity enhancement index
(AEI) of 0.42 for chloroquine/ketotifen and 0.30 for chloroquine/cyproheptadine respectively. Combination of 625 nmol/L
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恶性疟原虫对氯喹产生抗药性给疟疾控制造成困

难袁 于是有人开始尝试用其他药物治疗疟疾袁 目前世
界卫生组织比较倾向以青蒿素类药物为基础的联合用

药方案咱1-3暂遥 由于氯喹具有价廉尧 高效及易获得等优点袁
如能设法增强恶性疟原虫氯喹抗性株对氯喹的反应

性袁 则仍可继续发挥其抗疟作用遥 文献报道袁 增效剂
及抗性逆转剂与氯喹配伍袁 能增强疟原虫对氯喹的
反应性袁 可部分逆转对氯喹的抗性咱4-6暂遥 研究结果为
联合用药方案及增强恶性疟原虫对氯喹的反应性的

构想提供了有价值的资料遥
酮替芬和赛庚啶为 5鄄羟色胺渊5鄄HT冤类药物袁 临

床上常用于治疗过敏性疾病遥 酮替芬和赛庚啶单药能
杀灭体外培养的尧 对氯喹具有高度抗性的伯氏疟原
虫袁 以及红内期恶性疟原虫遥 与氯喹伍用可逆转伯氏
疟原虫对氯喹的抗性袁 可治愈氯喹单药治疗无效的恶
性疟患者咱7-10暂遥 推测酮替芬与赛庚啶的抗疟作用袁 与阻
断恶性疟原虫体内腺苷环化酶的活性尧 以及糖和蛋白
质等代谢有关咱9暂遥 酮替芬或赛庚啶逆转恶性疟原虫对
氯喹抗性的机制袁 可能是两药作用于虫体的 P鄄蛋白
类细胞组织 渊该组织可将氯喹泵出红细胞冤袁 使感染
的红细胞内氯喹浓度上升咱10暂所致遥
本研究探讨酮替芬 渊或赛庚啶冤 增强恶性疟原虫

氯喹抗性株对氯喹反应性的增效作用袁 及其机制遥
材料与方法

1 材料

1.1 虫株来源 恶性疟原虫氯喹抗性株渊Fcc SM1/yN
株冤由云南省寄生虫病防治所于 2007年惠赠遥 该虫株
是 1983年 7月从云南省思茅地区医院一名住院病例
(血检见恶性疟原虫环状体袁 结合病史诊断为思茅地
区本地感染的恶性疟) 静脉血中分离尧 并经体外连续
培养获得遥 该虫株先后 8次经体外微量法测定对氯喹

的敏感性袁 在 32 pmol/井均有 3 个核以上裂殖体形
成袁 符合氯喹抗性标准袁 判定为恶性疟原虫氯喹抗性
株咱11袁 12暂遥 本研究按照WHO推荐的体外微量法作了进
一步检测袁 确认在 32 pmol井确有 3个核以上裂殖体
形成遥 同时袁 经限制性片段长度多态性 渊PCR鄄RFLP冤
分析袁 证实存在 K76T突变位点袁 确定为恶性疟原虫
氯喹抗性株遥
1.2 药物尧 培养基及仪器 氯喹购自重庆康乐制药有

限公司 渊批号为 0705005冤袁 酮替芬 渊批号为 060903冤
和赛庚啶 渊批号为 060904冤 购自上海复旦复华药业
有限公司遥 人 O型全血购自上海市血液中心袁 4 益保
存袁 用时离心并用培养基洗数次袁 弃上清得红细胞遥
RPMI 1640培养基和 4鄄渊2鄄羟乙基冤鄄1鄄哌嗪鄄乙烷磺酸
渊Hepes粉冤购自美国 Gibco公司遥 RNA提取试剂盒和
反转录试剂盒购自美国 Promega公司遥

2 方法

2.1 氯喹对Fcc SM1/yN株恶性疟原虫的半数抑制浓度
(IC50) 测定 采用WHO推荐的 Rieckmann体外微量法
检测酮替芬 渊或赛庚啶冤 对氯喹的增效作用咱13暂遥 预实
验结果袁 氯喹为 640 nmol/L时 Fcc SM1/yN株疟原虫仍
有 4耀5个裂殖体形成袁 而氯喹为 1 280 nmol/L时裂殖体
形成完全被抑制遥 计算氯喹对Fcc SM1/yN株恶性疟原
虫的半数抑制浓度 (IC50) 为 128.95 nmol/L 渊95%CI 为
119.36耀138.53nmol/L冤遥
2.2 氯喹对恶性疟原虫的抗疟活性测定 按照文献

咱14暂方法袁 检测氯喹对恶性疟原虫的抗疟活性遥 当恶
性疟原虫环状体占 90%以上时袁 用 5%山梨醇同步化
处理袁 继续培养 44耀48 h袁 使环状体达到 95%以上遥
用 RPMI 1640 培养基将红细胞感染率调至 0.5%耀
1.0%袁 红细胞压积与培养基体积比 渊红细胞比容冤 调
至 1 颐 9袁 混匀袁 每孔加 50 滋l遥 每行氯喹终浓度呈 2

ketotifen or cyproheptadine with 5 nmol/L chloroquine showed the highest potentiation potency. 6-7 hours during which
ketotifen or cyproheptadine was added after chloroquine showed the highest effect袁 with IC50 of 67.70 nmol/L for
chloroquine/ketotifen and 81.53 nmol/L for chloroquine/cyproheptadine respectively袁 and the AEI was 0.47 for
chloroquine/ketotifen and 0.37 for chloroquine/cyproheptadine respectively. After action of chloroquine/ketotifen or chloroquine/
cyproheptadine at one optimal combination dose袁 expression level of pfcrt gene increased by 91% and that of pfmdr1 gene
decreased by 14% respectively. Conclusion Appropriate combination of chloroquine/ketotiphen or chloroquine/
cyproheptadine potentiates chloroquine against in vitro cultured P. falciparum. 6-7 hour period is an optimal time when ketotifen
or cyproheptadine was added after chloroquine. Potentiating activity of ketotifen and cyproheptadine may be related to the
expression level of pfcr t and pfmdr1 genes.

揖Key words铱 Plasmodium falciparum曰 Resistance曰 Chloroquine曰 Ketotifen曰 Cyproheptadine曰 pfcrt gene曰
pfmdr1 gene曰 Gene expression
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倍递增, 依次为 20尧 40尧 80尧 160尧 320尧 640和1 280
nmol/L , 同时设 A行为空白对照遥 于 37 益培养 34 h遥
取 A行对照孔样品涂片尧 镜检袁 当 3个核以上裂殖
体数逸20%袁 每孔取样涂制厚血膜袁 镜检尧 计数每
200个疟原虫中含 3个核以上的裂殖体数遥 计算氯喹
对恶性疟原虫的 IC50遥
2.3 氯喹与酮替芬 渊或赛庚啶冤 配伍的增效作用 96
孔板自上而下每行氯喹终浓度呈 2倍递增, 依次为
0.312 5尧 0.625尧 1.25尧 2.5尧 5尧 10尧 20尧 40尧 80尧 160尧
320尧 640尧 1 280和2 560 nmol/L遥 再自左至右每列依次
加入酮替芬 渊或赛庚啶冤 至终浓度呈 2倍递增, 依次
为 9.77尧 19.54尧 39尧 78尧 156尧 312尧 625尧 1250尧 2 500
和 5 000 nmol/L遥 A行为空白对照遥 每孔加入 50 滋l
混匀血样, 37 益培养 34 h遥 重复 10次遥 同上计数裂
殖体数, 计算氯喹对恶性疟原虫的 IC50遥
2.4 增效时序性研究 以上实验 5 nmol/L氯喹与 625
nmol/L酮替芬 渊或赛庚啶冤 配伍袁 增效作用较好,即
以此配伍进行增效时序性研究遥 取同步化处理的恶性
疟原虫袁 红细胞感染率调至 0.5%耀1.0%袁 红细胞比
容为10%袁 混匀袁 每孔加入 50滋l,氯喹终浓度为 5nmol/L袁
混匀袁 于 37 益培养 0耀10 h袁 于不同时间段袁 每孔分
别加入酮替芬 渊或赛庚啶冤 至 625 nmol/L遥 继续培养
34 h袁 收集虫体袁 计算不同时间各配伍组对恶性疟原
虫的 IC50袁 以及酮替芬 渊或赛庚啶冤 提高恶性疟原虫
对氯喹的活性指数 渊AEI冤遥
AEI = 咱氯喹 IC50-氯/酮 渊或氯/赛冤 IC50暂 /氯喹 IC50
2.5 实时荧光定量 PCR 渊Real鄄time PCR冤 疟原虫体

外培养尧 同步化处理方法同上遥 红细胞感染率调至5%
左右袁 红细胞比容调至 5%袁 混匀袁 取 4 ml加入预制的
药皿中袁 使每皿氯喹浓度为 5 nmol/L尧 酮替芬 渊或赛
庚啶冤 浓度为 625 nmol/L 渊最佳配伍剂量冤遥 另设不加
药皿为对照遥 37 益培养 20 h左右袁 将含虫血1000伊g
离心 5 min袁 弃上清袁 加入 10倍体积的 0.015%皂素袁
于 37 益缓慢搅拌尧 孵育 15 min袁 3 000伊g离心 10 min袁
弃上清袁 收集虫体遥 用 RNA提取试剂盒提取总 RNA袁
用反转录试剂盒进行反转录袁 以分析药物作用前尧 后
恶性疟原虫氯喹抗性转移基因 渊pfcrt冤 和多药抗性
基因 渊pfmdr1冤 的表达水平遥
提取的总 RNA用紫外光谱仪鉴定遥 检测样品总

RNA吸光度 渊A 260/A 280 值冤 在 1.8耀2.1之间袁 且电泳
结果显示完整 RNA分子结构袁 为合格遥
以丝氨酰 tRNA合成酶 渊seryl鄄tRNAsynthetase冤 基

因作为实时荧光定量 PCR反应的内参咱13袁 14暂遥 以未用
药的虫体为模板 袁 通过 PCR 反应分别得到针对
pfcrt尧 pfmdr1 和丝氨酰 tRNA 合成酶基因的 PCR 产

物袁 以此制备实时荧光定量 PCR反应的标准品遥

3 统计学分析

酮替芬渊或赛庚啶冤对氯喹的增效作用袁 所得数据
用 SPSS 13.0软件处理, 绘制剂量/效应曲线进行非线性
回归分析遥 计算氯喹尧 及其与酮替芬 渊或与赛庚啶冤
配伍的 IC50遥 用 SPSS13.0 软件对 Real鄄time PCR 数据
进行单因素方差分析遥

结 果

1 氯喹对恶性疟原虫的抗疟活性测定

镜检计数 200个恶性疟原虫中含 3个核以上裂殖
体数袁 实验数据经统计学处理袁 绘制剂量/效应曲线
渊图 1冤袁 并进行非线性回归分析袁 得到氯喹对恶性疟
原虫的 IC50 为 128.95 nmol/L [95%可信区间 渊CI冤为
119.36耀138.53 nmol/L]遥

2 氯喹与酮替芬 渊或赛庚啶冤 配伍的增效作用
氯喹(5耀20 nmol/L)与酮替芬(或赛庚啶)(625 nmol/L)

配伍其增效作用显著袁 其中 5 nmol/L 氯喹配伍 625
nmol/L酮替芬 渊或赛庚啶冤袁 裂殖体数比 5 nmol/L单
药氯喹相应孔分别减少 74%和 52% 渊P约0.05冤袁 表明
该配伍剂量可显著提高氯喹活性 (表 1)遥

3 增效时序性研究

5 nmol/L氯喹作用后 0耀7 h加入 625 nmol/L酮替
芬 渊或赛庚啶冤袁 其中 0耀4 h的 IC50无明显差别袁 5 h
IC50 稍有降低袁 6和 7 h达到 1个小高峰袁 氯喹/酮替
芬 IC50 为 67.7 nmol/L 渊95% CI 为 58.02耀77.37 nmol/
L)袁 AEI 为 0.47曰 氯喹 /赛庚啶 IC50 为 81.53 nmol/L
渊95% CI 为 65.95耀97.19 nmol/L冤袁 AEI 为 0.37遥 8 h
后 IC50升至 128 nmol/L 渊图 2冤遥

图 1 氯喹对体外培养的恶性疟原虫抗疟活性的剂量/效应曲线
Fig.1 Dose/response curve of chloroquine against in vitro

cultured Plasmodium parasites
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音 氯喹/酮替芬 Chloroquine / Ketotifen , 殷 氯喹/赛庚啶 Chloroquine
/ Cyprohepatadin

图 2 氯喹与酮替芬渊或赛庚啶冤配伍增效时序性研究结果
Fig.2 Time dependency of the potentiation by ketotifen

and cyproheptadine
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4 Real鄄time PCR
RNA质量鉴定袁 经紫外光谱仪测定袁 提取的各

样品总 RNA的 A 260/A 280值均在 1.8耀2.1之间袁 且电泳
结果显示完整 RNA分子遥

标准曲线和溶解曲线院 拷贝数在 10-5耀101/滋l 范
围内袁 3种基因扩增的标准曲线呈良好的线性关系袁
相关系数 渊R2冤 分别为 0.999 89尧 0.999 86和 0.999 89遥
溶解曲线均为单峰且峰值单一袁 说明反应具有特异性遥

待测基因的表达量院 经内参校正后袁 得到 pfcrt
基因的相对表达量分别为 7.23伊10-3 氯喹/酮替芬和
2.76伊10原3氯喹/赛庚啶袁 pfmdr 1基因的相对表达量分
别为 6.25伊10原1氯喹/酮替芬和 5.75伊10原1氯喹/赛庚啶遥
氯喹/酮替芬最佳配伍剂量为 5 nmol/L氯喹垣625 nmol/L
酮替芬袁 可使恶性疟原虫 pfcrt 基因表达水平升高
91豫 渊P<0.01冤曰 氯喹/赛庚啶最佳配伍剂量为 5 nmol/L
氯喹垣625 nmol/L赛庚啶袁 可使疟原虫 pfmdr 1基因表
达水平下降 14豫 渊P<0.05冤遥

讨 论

氯喹增效剂和抗性逆转剂的研究进展袁 为解决日
益严重的恶性疟原虫抗药性问题提供了新的线索遥 适
当剂量的增效剂或逆转剂与氯喹配伍袁 能够提高恶性
疟原虫氯喹抗性株对氯喹的敏感性袁 或使对氯喹的抗
性得到部分逆转袁 集中表现为恶性疟原虫氯喹抗性株
对氯喹的 IC50下降遥 但增效剂和逆转剂的作用是有限
的咱15-17暂遥 已证实多种化合物具有增效及逆转氯喹抗性
的作用遥 目前袁 增效剂和抗性逆转剂不能常规用于临
床, 主要是因为这些制剂对人体的不良反应袁 大多数
增效剂和抗性逆转剂在最佳浓度时单独应用均对人

体产生毒性咱18-21暂遥
根据作者以往实验结果袁 单药酮替芬渊或赛庚啶冤

浓度为 1 250 nmol/L时对 Fcc SM1/yN 株恶性疟原虫
已有微弱的抑制作用袁 浓度为 2 500 nmol/L或 5 000
nmol/L时抑制作用明显袁 不仅虫数明显减少且大部分
原虫均出现退变现象曰 而酮替芬 渊或赛庚啶冤 单药
(156.25耀625 nmol/L) 以及氯喹单药 (5耀20 nmol/L) 对
Fcc SM1/yN株恶性疟原虫均无明显抑制作用遥 本研
究将氯喹与酮替芬 渊或赛庚啶冤 伍用对其生长产生了
抑制作用遥 以往实验还显示袁 5耀20 nmol/L的氯喹对
氯喹敏感株 渊FCC/HN株恶性疟原虫袁 本单位保存冤
具有抑制作用袁 但对 Fcc SM1/yN株恶性疟原虫基本无
抑制作用遥 作者认为袁 这是由于氯喹剂量偏低的缘故遥
本研究用156.25耀625 nmol/L酮替芬 渊或赛庚啶冤 与
5耀20 nmol/L的氯喹伍用袁 对 Fcc SM1/yN株恶性疟原
虫的生长产生了一定抑制作用袁 虽然抑制程度不如该
剂量的氯喹单药对氯喹敏感株的效果遥 分析原因可能
是联合用药袁 酮替芬 渊或赛庚啶冤 可提高 Fcc SM1/yN

表 1 氯喹与酮替芬渊或赛庚啶冤配伍的增效作用结果
Table 1 Effect of chloroquine potentiation by ketotifen and cyproheptadine

分组 Group
渊nmol/L冤 IC50渊nmol/L冤 95% CI渊nmol/L冤 AEI

-
0

0.16
0.32
0.42
0.12
0.25
0.30

氯喹 Chloroquine (640-1 280)
氯喹 /酮替芬(或赛庚啶) Chloroquine / Ketotifen ( or cyprohepatadin)

0.312 50耀2 560 / 9.77耀78.13
氯喹 /酮替芬 Chloroquine / Ketotifen

10耀20/156.25
5耀20/312.50
5耀20/625.00

氯喹 /赛庚啶 Chloroquine / Cyprohepatadin
10耀20/156.25

5耀20/312.50
5耀20/625.00

128.95
128

108.20
88.00
74.53

113.74
97.39
89.70

119.36耀138.53
119.36耀138.53
97.48耀118.93
75.76耀100.24
64.80耀84.26

102.83耀124.64
86.02耀108.77
77.70耀101.70
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株恶性疟原虫对氯喹的反应性袁 使之对氯喹的抗药性
得到部分逆转遥
本研究结果表明袁 有效的配伍取决于每种药物合

适的浓度范围遥 浓度过低渊如酮替芬或赛庚啶浓度低于
156.25 nmol/L尧 氯喹浓度低于 5 nmol/L冤 的配伍抑制效
果不明显遥 而浓度过高 渊如酮替芬或赛庚啶浓度为
1.25耀5 000 nmol/L袁 氯喹浓度为 40耀640 nmol/L冤袁 已
在单药氯喹的有效剂量范围, 其协同作用也不明显遥
表明浓度过高袁 单药效果可能占主要优势遥
增效时序性研究结果提示袁 于氯喹作用不同时间

段加入酮替芬 渊或赛庚啶冤袁 其增效作用不同遥 于 0耀
4 h加入袁 各时间段其增效作用无显著差异遥 其中 6耀
7 h加入袁 效果稍好些遥 而 8 h之后加入袁 则无增效
作用遥

实时荧光定量 PCR 反应结果显示袁 5 nmol/L 氯
喹与 625 nmol/L酮替芬 渊或赛庚啶冤 伍用 渊最佳配伍
剂量冤袁 作用 20 h前后袁 可使 Fcc SM1/yN 株恶性疟
原虫 pfcrt基因表达水平升高和 pfmdr1基因表达水平
降低袁 表明酮替芬 渊或赛庚啶冤 增强 Fcc SM1/yN株
恶性疟原虫对氯喹反应性与 pfcrt基因和 pfmdr1基因
表达水平有关遥
本研究采用体外培养法,恶性疟原虫生长状态良

好袁 形态发育及繁殖速度无异常遥 Fcc SM1/yN 株恶
性疟原虫可作为药物组合研究的体外模型遥 本研究结
果可为进一步研究恶性疟原虫逆转氯喹抗性提供参考遥
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