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摘要 用荧光探针 D P H 标记伯氏疟原虫膜脂
,

在荧光显微分光光度计下测其荧光 偏 振 度 P值
。

结果表明抗青篙醋钠伯氏疟原虫膜的 P值大于正常伯氏疟原虫膜的 P值
。

提示抗青高酷钠伯氏疟原

虫膜的流动性低于正常伯氏疟原虫膜的流动性
。
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疟原虫寄生于活细胞内
,

其营养物质的供给
、

代谢产物的排出 以及抗疟药物的作用必须

经过膜 ( 经细胞膜和疟原虫膜 ) 才能顺利完成
。

大量研究表明
:

红细胞感染疟原虫后
,

出现

生化代谢 。
, 2 〕 ,

形态结构 〔3’ 4〕和功能〔 5 〕的异常变化
,

也有青篙素〔“ 〕和青篙醋钠 〔7 〕对疟 原 虫

超微结构影响的报道
。

我们研究发现感染抗青篙醋钠伯氏疟原虫红细胞脂膜的流动性 已发生

了变化〔 6〕
。

现进一步对抗青篙醋钠伯氏疟原虫膜的荧光偏振度进行测定
,

拟从原虫本身的变

化为抗青篙醋钠机理寻找依据
。

1 实验材料

1
.

1 试剂及其配制
: 1 ,

6一二苯基
一 1 , 3 , 5一己三烯 ( 1 ,

6一 d i p h e n y l一 z , 3 , 5一h e x a t r i e r e ,
D P -

H ) 美国 s ig m a 公司出品
,

用四氢吠喃配成浓度为 2 x 1 0一 m ol / L 的原液
,

临用时 以 p H 7
.

2

P B S稀释成 2 x 1 0一 “
m o l / L 的工作液

。

P e r c o l l为 S i g m a 公司产品
,

用 p H 7
.

4 P B S 配成 6 0%

P e r e e l l分离液〔 9 〕应用
。

1
.

2 伯氏疟原虫正常株 ( P l a s m o d i u m b e r g h e i N s t r a i n ,
K z 7 3 )

,

以 下 称N 原 虫
,

由军事医学科学院微生物流行病研究所引进
,

用体重 20 士 lg 的雄性 S w i s s小鼠
,

每鼠腹腔注

射感染红细胞 2 x 1 0
7

个
,

每 6一 7 d传代一次
,

保种
。

2
.

3 伯氏疟原虫抗青篙醋钠株 ( P l a s m o d i u m b e r g h e i S A 一 R : t r a i n
) 以下称 R原虫

,

由

本所药理室培养〔 1“ 〕 。

3 实验方法

2
.

1 感染伯氏疟原虫红细胞 的分离
:

选择寄生率在 3 0% 以上
,

分别感染富含 N 或 R 成热滋养

体原虫小鼠
,

心脏取血于离心管内
, 3

.

8% 拘椽酸钠溶液防凝
。

然后
,

沿离心管壁徐徐 加 入

己备好的 6 0% P e r e o l l分离液面上
,

其容积比为 3
: 5 , 2 5 0 0 o r / m i n离心 1 5 m i n ,

使 血液分

出
。

取界面棕色层
,

用 p H 7
.

2 1 l/ 5 m ol / L P B S洗 2次
,

即得感染率高达 95 %左 右 的 红 细

胞
,

其中绝大部分为成熟滋养体
。

用 P B S调整红细胞悬液浓度为 4 x 1 01
“

/ L
。

2
.

2 游离疟原虫的制备
:

溶血
:

用 0
.

83 % N H
4
c 卜 T ir s缓冲液

,
p H 7

.

4 0
.

02 m o
l/ L 与 上

述调整后的红细胞悬液
,

按体积 9 :
1混合

,

置 37 ℃温育 10 m in
,

不时轻轻振摇
, Z 0 0 0 r

/ m in 离

心 10 m i n ,

除去表层 白色絮状物
,

如此反复 3 次
,

最后用 P B S洗 2次
,

再调整恢复其原体积
。

此 为一个样品
。

2
.

3 疟原虫膜的D P H标记
:

将 上述样品与 D P H工作液 1 : 1混匀
,

于 27 ℃染色 3 0 m in
,

1 5 0 0

r/ m in 离 心 10 m in
,

弃去剩余的标记液
。

其沉淀物用 P B S洗 2次
,

最后用 P B s稀释一倍
,
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注血球计数板
,

立即测 身
。

2
.

4 疟原虫膜的荧光偏振度 P值的测量
:
所用仪器为西德荧光显微分光光度计 ( SM P 一 0 5 )

,

有 1 R S垂直照明器及偏振光装置
。

光源为 20 o w 的高压汞灯
,

激发滤片为 3 6 5 n m
,

光束分离

镜为 3 9 5 n m
,

阻断滤片为 3 9 5n m
,

视野光栏的有效直径为 2 0n m
,

测量光栏的有效直 径 秘大

于视野光栏
,

起偏器固定在垂直位
,

物镜为N e of u ar l o o x N O 1
.

3
,

用红 色透射光照明聚焦

和观察原虫形态和分布情况
,

选择虫体分布均匀的视 野进行测量
,

测试温度控制在 27 士 0
.

5℃
。

每样品测 2 0个视野
。

先测其
_

L清在检偏器垂直位和水平位的荧光强度
,

为术底的荧光强

度
。

再测原虫在检偏器垂直位和水平位的荧光强度
,

最后分别减去本底的荧光强度
。

所需的

荧光偏振度 P值
,

用下列公 式〔幻计算
。
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,
G =
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一 。

本实验测得的G = 0
.
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度越大
,

则流动性越小 ;其值越小
,

微粒度越小
,

则流动性越大
。

3 结果与讨论

本文结果
,

R原虫膜的荧光偏振度 P值明显大于 N 原虫 ( 尸 < 。
.

05 )
,

见表
。

提示 R 原虫

膜的流动性低于N 原虫膜的流动性
。

青篙素类抗疟药的抗疟机理是由该类药

的化学结构待点含有过氧桥所决定
。

基于其

在代谢过程中产生 自由基 〔 1均或使红细 胞 中

O
:

和 H
Z
O

:

等活性氧的浓度升高〔 1 2〕 ,

一方面

可能 直 接杀伤疟原 虫
,

另一方面可氧 化 红

细胞不饱和脂肪酸产主M D A 等产物
,

这些

产物有很高的 反应活性
,

可交联脂 质 和 蛋

表 伯氏疟原虫正常株和抗育篱醋钠

株原虫膜的荧光偏振度值 ( 觉士 50 )

原虫 样品 数 荧光偏振 度尸值
`

0
`

2 78 1士 0
.

0 1 5只

。

3 0 1 0 士 0
。

0 1 8 0争

NN

.
P < 0

.

0 5

白
,

它们既可直接作用于疟原虫
,

也可使红细胞损伤
、

破溶
,

而 导致疟原虫死亡
。

药物作用

于细胞必须通过细胞膜
,

而许多药物又能改变细胞膜的性 质〔 13 〕
。

显然
,

R 原虫及其所 寄生

红细胞膜的流动性降低〔 8〕 ,

是 长期施加药压所形成的一种适应
。

此膜的改变可影响药物掺入

( 待发表文章 )
,

致使药效降低
。

如能通过细胞代谢或其他因素对生物膜迸行调控
,

使其恢

复原来膜的流动性
,

达列恢复或提高疗效的话
,

则对原虫膜的流动性降低也是生产抗药性机

理 ( 之一 ) 的有力佐证
。
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