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疟疾是全球最为严重的公共卫生问题之一袁 自 20世纪 50
年代末首次发现对氯喹的抗药性以来袁 对多种抗疟药具有抗药
性的恶性疟原虫迅速出现并扩散袁 成为全球疟疾控制面临的最
大挑战之一遥 不断地研究和发现新的抗疟药袁 对现有药物进行
敏感性监测袁 都对疟疾的控制和合理使用药物具有重要意义遥

常用的抗疟药物筛选方法包括 WHO 推荐的体外微量法
咱WHO microtest袁 又称裂殖子成熟测定法渊WHO schizont matu鄄
ration assay冤暂咱1暂尧 同位素微量试验法渊isotopic microtest冤咱2暂尧乳酸
脱氢酶法渊parasite lactate dehydrogenase袁 pLDH冤咱3暂尧 双夹心酶
联乳酸脱氢酶免疫检测法 渊double鄄site enzyme鄄linked lactate
dehydrogenase immunodetection assay袁 DELI冤咱4暂尧 富组氨酸蛋白

法 渊histidine鄄rich protein II袁 HRP2冤咱5暂 和荧光测定法渊fluores鄄
cence assay袁 FA冤咱6暂等遥 其中体外微量法和同位素微量试验法
是 WHO推荐的抗疟药物筛选和敏感性检测方法袁 最为常用遥
国内多采用体外微量法袁 同位素微量试验法报道甚少遥 本研究
使用同位素微量试验法检测 20种新化合物对恶性疟原虫的抗
疟活性袁 探讨该方法是否适用于体外筛选抗疟药遥

1 材料与方法

1.1 恶性疟原虫 恶性疟原虫 Dd2尧 3D7克隆系袁 由西班牙卡
洛斯三世健康研究院国家微生物中心疟原虫研究室提供袁 其中
P. falciparum Dd2克隆系来自东南亚袁 从 Indochina III/CDC克
隆衍生而来袁 对氯喹尧 甲氟喹和乙胺嘧啶具有抗药性遥 而对药
物敏感的 P. falciparum 3D7克隆系从 P. falciparum NF54株衍
生而来袁 对氯喹尧 奎宁尧 甲氟喹尧 乙胺嘧啶及二氢青蒿素等药
物均敏感遥 实验前复苏两克隆系并连续培养遥
1.2 主要仪器和试剂 RPMI 1640细胞培养基购自美国 Gibco

揖提要铱 将连续培养的恶性疟原虫克隆系 Dd2和 3D7用 6%山梨醇作 2次同步处理遥 处理后第 2代原虫用健康人红
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新化合物的抗疟原虫活性遥 结果显示 20个新化合物均无明显的抗疟原虫活性曰 对照药物氯喹和奎宁显示出良好的抗疟
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BRL公司袁 次黄嘌呤尧 氯喹和奎宁购自美国 Sigma Chemical公
司袁 8鄄3H鄄次黄嘌呤 渊放射性强度 1 mCi/ml冤 购自瑞典 Amer鄄
sham Biosciences公司袁 B 型人血清和 B 型血红细胞 渊4 益保
存袁 用前以 RPMI 1640清洗并在 2周内使用冤 由无疟原虫感染
史的志愿者提供遥 20个新化合物由西班牙 Salamanca大学药学
院药物化学系提供袁 为二环辛二烯衍生物 渊属高不饱和吡喃酮
多聚乙酰类化合物冤尧 鞘氨醇和二氢神经鞘氨醇系列类似物等
渊表 1尧 2冤曰 Printed Filtermat A尧 MeltilexTM A 膜购自芬兰
WALLAC Oy 公司 袁 液体闪烁仪 1450 Microbeta 购自美国
PerkinElmer Life Science 公司袁 96 孔细胞收集器购自丹麦
SkatRon公司遥
1.3 药物配制 溶液玉院 取氯喹和奎宁各 15 mg袁 加入 3 ml
70%乙醇袁 再加入 7 ml RPMI 1640 溶液曰 待检新化合物袁 用
70%乙醇按同样浓度尧 方法消毒尧 溶解袁 对部分较难溶解的袁
置 37 益水浴至完全溶解遥 溶液域院 20 滋l溶液玉溶于 5 ml含
15%血清的完全培养基遥
1.4 同位素微量试验 按 Trager等咱7暂方法建立恶性疟原虫体外
培养体系遥 抗疟活性检测按 Desjardins等咱2暂建立的方法改进进
行院 将连续培养的 2个克隆系恶性疟原虫用 6%山梨醇作 2次
同步处理遥 处理后第 2代原虫用健康人 B 型血红细胞稀释至
红细胞比容为 2.5%尧 原虫血症为 0.5%袁 加入 8鄄3H鄄次黄嘌呤袁
使放射性强度为 2 滋Ci/ml遥 在 96孔细胞培养板的第一列袁 加
入药物溶液域 50 滋l袁 以后各列分别用含 15%血清的完全培养
基进行倍比稀释袁 至第 10列袁 每孔中再加 200 滋l上述含感染
疟原虫的红细胞袁 每种药物重复测定 2次袁 设乙醇对照组和空
白对照组袁 同时设正常红细胞对照组和培养基对照组遥 37 益

5% CO2培养箱中培养 48 h后冻融 3次袁 用细胞收集器收集细
胞培养液到 Printed Filtermat A膜上袁 46 益干燥 30 min袁 其上
小心覆盖 MeltilexTM A膜袁 90 益加热溶解袁 然后用液体闪烁
仪检测虫体中掺入的 8鄄3H鄄次黄嘌呤放射性强度遥
1.5 统计学分析 利用 Microsoft Office Excel 2003软件进行
数据处理尧 统计袁 计算不同浓度各种药物作用时虫体 8鄄3H鄄次
黄嘌呤的摄入百分比袁 计算公式为院 虫体 8鄄3H鄄次黄嘌呤摄入
百分比= 渊试验组虫体摄入的 8鄄3H鄄次黄嘌呤放射性强度/无药
物对照组虫体摄入的 8鄄3H鄄次黄嘌呤放射性强度冤 伊100%曰 根
据 8鄄3H鄄次黄嘌呤的摄入百分比袁 利用 HN鄄NonLin软件进行非
线性回归分析袁 绘制量效曲线袁 计算具有抗虫效果的各种药物
的 50%抑制浓度渊50% inhibitory concentration袁 IC50冤遥

2 结果

2.1 20个新化合物对恶性疟原虫 Dd2克隆系的抗疟活性试验
试验共分 2次进行袁 第 1次对 4个新化合物进行试验袁 对照为氯
喹曰 第 2次为 16个新化合物的抗虫活性试验袁 以氯喹和奎宁
为对照药物遥 结果显示 20个新化合物以不同浓度作用后袁 虫
体的 8鄄3H鄄次黄嘌呤摄入百分比均在 70%以上袁 表明这些化合
物均无明显的抗疟原虫活性 渊表 1冤遥 37.5 ng/ml氯喹作用恶性
疟原虫时袁 2 次的 8鄄3H鄄次黄嘌呤摄入百分比分别为 39.1%和
41.0%袁 IC50分别为 15.88 ng/ml [相关系数 渊correlation coefficient袁
R2冤 =0.9937] 和 15.73 ng/ml 渊R2=0.9886冤曰 150 ng/ml奎宁作用
时袁 其 8鄄3H鄄次黄嘌呤摄入百分比为 41.7%袁 IC50为 67.54 ng/ml
渊R2=0.9971冤遥
2.2 14个新化合物对恶性疟原虫 3D7克隆系的抗疟活性试验

表 1 20个新化合物抗恶性疟原虫 Dd2克隆系抗虫活性试验结果

第一次试验
Elysiapyrone B
Elysiapyrone C
Erano C
Erano D
氯喹
第二次试验

Fc鄄1
Fcs鄄10
Fcs鄄11
Fcs鄄12
Fcs鄄15
Fcs鄄16
Fcs鄄29
Fcs鄄38
Fcs鄄41
Fcs鄄60
Fcs鄄17
Fcs鄄21
Fcs鄄121
Fcs鄄3
Fcs鄄7
Cr鄄005
氯喹
奎宁

2.35
86.1
92.2

106.8
101.4
105.8
101.7
109.8

97.2
110.7
112.1
101.2
106.7
105.4

99.5
104.4

98.9
82.9

104.9
90.5
85.3

102.6
97.1
98.9

4.69
94.0

107.3
96.6

103.9
90.4
98.9

108.1
109.6
110.5
104.3
114.9
122.4
107.8
109.4
111.5

97.8
90.9

101.8
89.9
93.4

103.3
98.1
98.0

9.38
97.7

100.0
107.8
104.9

78.1
100.3
107.1

96.3
109.4
108.5
100.3
126.6
112.0

95.7
113.9

95.4
89.5

112.7
92.1
77.6

102.9
80.9

102.6

18.75
85.8
98.9

107.1
107.9

55.5
104.6
107.1

94.9
105.6
116.7
108.0
116.0
107.4
109.6
108.0
101.0

91.9
105.2

94.9
85.2
96.7
64.1
90.8

37.5
87.1

103.2
101.6
101.7

39.1
95.2

103.8
95.5

103.0
108.3
115.8
120.1
107.9

98.8
110.7

95.5
96.7

101.6
90.1
90.3
96.2
41.0
74.7

75
93.3
99.1
93.3

102.8
29.3
94.5

103.3
96.1

103.9
104.9
101.5
119.4
107.4

99.5
109.7

87.1
93.1
94.6
85.0
86.5
99.3
32.8
55.3

150
91.4

102.8
106.6
114.5

26.3
98.8
97.1
96.8

102.1
100.3

98.6
111.6
102.1

93.4
107.4

85.1
93.2
87.5
82.4
86.2
94.5
32.0
41.7

300
88.8

105.4
97.4

114.6
23.7

101.8
92.7
97.3

100.9
100.2

95.2
105.5
108.1

96.2
108.4

98.0
88.1
97.7
86.0
86.0
95.3
30.3
32.4

600
99.3
98.4

101.6
109.5

23.0
93.4
87.5
91.1

101.0
96.2
86.3

103.1
96.9
88.5

109.6
95.1
91.3
95.0
84.8
78.2
91.6
29.2
23.4

1200
102.3
100.9
103.9
105.8

16.6
91.6
81.4
79.6

100.2
86.5
87.8
98.8

101.1
79.5
87.4
82.5
73.9
99.2
86.0
72.5
89.9
25.0
20.4

不同药物浓度(ng/ml)作用时虫体 8鄄3H鄄次黄嘌呤摄入百分比 渊%冤
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不同药物浓度(ng/ml)作用时虫体 8鄄3H鄄次黄嘌呤摄入百分比 渊%冤

表 2 14个新化合物抗恶性疟原虫 3D7克隆系抗虫活性试验结果

第一次试验
Elysiapyrone B
Elysiapyrone C
Erano C
Erano D
氯喹
第二次试验

Fc鄄1
Fcs鄄10
Fcs鄄11
Fcs鄄12
Fcs鄄15
Fcs鄄16
Fcs鄄29
Fcs鄄38
Fcs鄄41
Fcs鄄60
Fcs鄄17
Fcs鄄21
Fcs鄄121
Fcs鄄3
Fcs鄄7
Cr鄄005
氯喹
奎宁

2.35
86.1
92.2

106.8
101.4
105.8
101.7
109.8

97.2
110.7
112.1
101.2
106.7
105.4

99.5
104.4

98.9
82.9

104.9
90.5
85.3

102.6
97.1
98.9

4.69
94.0

107.3
96.6

103.9
90.4
98.9

108.1
109.6
110.5
104.3
114.9
122.4
107.8
109.4
111.5

97.8
90.9

101.8
89.9
93.4

103.3
98.1
98.0

9.38
97.7

100.0
107.8
104.9

78.1
100.3
107.1

96.3
109.4
108.5
100.3
126.6
112.0

95.7
113.9

95.4
89.5

112.7
92.1
77.6

102.9
80.9

102.6

18.75
85.8
98.9

107.1
107.9

55.5
104.6
107.1

94.9
105.6
116.7
108.0
116.0
107.4
109.6
108.0
101.0

91.9
105.2

94.9
85.2
96.7
64.1
90.8

37.5
87.1

103.2
101.6
101.7

39.1
95.2

103.8
95.5

103.0
108.3
115.8
120.1
107.9

98.8
110.7

95.5
96.7

101.6
90.1
90.3
96.2
41.0
74.7

75
93.3
99.1
93.3

102.8
29.3
94.5

103.3
96.1

103.9
104.9
101.5
119.4
107.4

99.5
109.7

87.1
93.1
94.6
85.0
86.5
99.3
32.8
55.3

150
91.4

102.8
106.6
114.5

26.3
98.8
97.1
96.8

102.1
100.3

98.6
111.6
102.1

93.4
107.4

85.1
93.2
87.5
82.4
86.2
94.5
32.0
41.7

300
88.8

105.4
97.4

114.6
23.7

101.8
92.7
97.3

100.9
100.2

95.2
105.5
108.1

96.2
108.4

98.0
88.1
97.7
86.0
86.0
95.3
30.3
32.4

600
99.3
98.4

101.6
109.5

23.0
93.4
87.5
91.1

101.0
96.2
86.3

103.1
96.9
88.5

109.6
95.1
91.3
95.0
84.8
78.2
91.6
29.2
23.4

1200
102.3
100.9
103.9
105.8

16.6
91.6
81.4
79.6

100.2
86.5
87.8
98.8

101.1
79.5
87.4
82.5
73.9
99.2
86.0
72.5
89.9
25.0
20.4

3 讨论

Desjardins等咱2暂利用放射性核素氚 渊3H冤 标记的次黄嘌呤在
寄生虫代谢过程中的掺入袁 建立了半自动的同位素微量试验
法遥 次黄嘌呤是疟原虫核苷酸代谢过程中的重要产物袁 在黄嘌
呤氧化酶的催化下形成黄嘌呤袁 3H标记的次黄嘌呤的放射性强
度与疟原虫密度相关袁 摄入的 8鄄3H鄄次黄嘌呤放射性强度越低袁
摄入百分比相应也越低袁 表明药物抑制疟原虫生长作用越大袁
药物的抗疟活性越高遥 虫体中掺入的 8鄄3H鄄次黄嘌呤放射性强度
由液体闪烁计数器自动读取袁 消除了人为读取结果所造成的误
差遥 本试验用同位素微量试验法筛选 20个新化合物袁 虽未发
现抗疟新药袁 但对照药物氯喹和奎宁的 4 次试验结果基本一
致袁 相关系数也很高袁 表现出较好的重复性和稳定性遥 仅氯喹
对 3D7克隆系的 IC50第 1次为 6.28 ng/ml袁 第 2次为 4.69 ng/ml袁
有一定差异袁 这可能是由人工计数红细胞原虫血症尧 或其他试
验操作误差所致遥 2001年 Druilhe等咱4暂发现起始血液中原虫血症
比例不同袁 对试验结果有影响袁 当原虫血症比例低于 0.2%时袁
不能使用同位素微量试验法遥 同时本试验还证实了恶性疟原虫
Dd2克隆系对氯喹和奎宁存在一定程度的抗药性袁 2种药物对
该系疟原虫的 IC50明显高于 3D7克隆系遥

当然袁 同位素微量试验法也存在一定的局限性袁 如所用

仪器成本较高袁 对原虫密度有一定要求 渊约 0.5%冤袁 特别是
放射性核素材料的使用和放射性废料的处理袁 使该方法在一
般实验室或现场应用较为不便遥 目前袁 一些新的抗疟药筛选
和敏感性检测技术袁 如 pLDH尧 DELI尧 HRP2 和 FA 等袁 克服
了传统试验方法的一些不足袁 但由于报道的试验数量有限袁
能否替代传统方法尚不清楚咱8暂遥

新抗疟药的筛选是一个长期的尧 艰巨的任务遥 西班牙国家
微生物中心疟原虫实验室也与有关大学合作开展了广泛的抗疟

药筛选袁 本试验仅为其中的一小部分遥 初步结果显示袁 试验的
20个化合物均无明显抗疟活性袁 但同位素微量试验法是一个
稳定尧 可靠的体外筛选新抗疟药的方法遥
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1 病例

患儿袁 男袁 3月龄袁 深圳人遥 2008年 9月 8日因眼部分泌
物增多尧 畏光尧 红肿袁 沐浴时父母发现其左眼角有乳白色虫
体袁 先后到深圳市南山区人民医院和广州市儿童医院眼科就
诊袁 分别从其左眼内取出虫体 4条和 2条袁 但均未对虫体进行
鉴定遥 其后袁 患儿父母携患儿和 1条虫体到本教研室进行确
诊遥 经检查袁 患儿双眼无异常体征遥 虫体经 10%甲醛固定后光
学显微镜下观察袁 虫体呈乳白色袁 大小为 15.2 mm伊0.6 mm遥
头端钝圆袁 有角质口囊袁 尾端较尖细袁 体表角皮除头尧 尾端外
具微细横纹曰 由于该虫体在送本教研室镜检前已有部分损坏袁
虫体子宫已被剥离出体腔袁 其中充满虫卵袁 虫卵椭圆形袁 壳薄
且透明袁 大小为 渊54耀60冤 滋m伊 渊34耀37冤 滋m袁 成熟虫卵中各
含一条盘曲的幼虫袁 轻挤压雌虫子宫袁 阴门处排出的虫卵形状
不规则袁 卵壳成为幼虫的鞘膜 渊图 1冤遥 根据上述形态学特点袁
鉴定该虫体为结膜吸吮线虫 渊Thelazia callipaeda Railliet &
Henry, 1910冤 雌性成虫遥

2 讨论

结膜吸吮线虫又称华裔吸吮线虫袁 主要寄生于犬尧 猫等动
物眼部结膜囊及泪管内袁 亦可寄生于人的眼部袁 引起结膜吸吮
线虫病 渊thelaziasis冤遥 该病多为散发袁 以婴幼儿多见袁 并多见
于农村和夏秋季节袁 与结膜吸吮线虫的中间宿主要要要果蝇的生

活习性和繁殖季节密切相关咱1暂遥 1917年袁 我国就有人眼结膜吸
吮线虫病例报道袁 此后袁 国内外陆续有本虫寄生于人眼的病例
报道咱2鄄6暂袁 本次在广东地区发现的病例为首次报道遥

本病例患儿就诊前随父母居住深圳约 1个月袁 但就诊前 65
d曾先后于河南尧 河北农村生活过袁 且家中饲养有犬和猫遥 故
结合结膜吸吮线虫的生活史袁 推测该患儿可能是在卫生条件较
差农村被感染的遥 为防止婴幼儿结膜吸吮线虫病袁 应特别注意
婴幼儿眼部的卫生袁 搞好环境卫生袁 防蝇灭蝇袁 不养宠物咱9暂遥
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图 1 结膜吸吮线虫雌性成虫及虫卵
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