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硝喹对体外培养鼠约氏疟原虫红内期蛋白质合成的影响 

用世文、胡友梅 f第三军医大学药理教研室，重庆630038，中国) 

Effect of mltreqalas  0-protein syn~esls ef Plasmodium 

yoeliiin vitro 
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^BSTR^CT The erythrocytic stages of Plasm odium 

2oelii fIlY 265 strain)wefe incubated with nitroquine 

(0．2 puIo1． L～ 一 20 pmol· L1)，cycloheximide 

(0．1-10 nrllol· L-I) and aminopterin (o 2 pmo1- 

L～ 一2OⅢnol·L-‘)dunng 8 h vitro． The re．stiRs 

showed that the incorporation of[3H卜i~leucine into 

the 口rOtcin by Plasmodium yoel／i WaS inhibited by 

ni~oquine(0．2 pmol·L-I)and cyeloheximide(0．1 

nmol- L 1． the inhibitory effect of nitroquine 

fIC 一 0，16 nmol·L- )wa3 397 times higher than 

that of eyeloheximide Oc5o= 63．5 nl3aol-L‘。)． 

Ho~ veg． the incorporation of[~1]isoleueine into 

~ oteinWiltsnot affeeted during at[east 8hofexposu~ 

to aminoptcdn (2o pmol·L- )． Thc re m1“ suggest 

that the inhibition of protein synthesis by niVoquine 

∞ e of the mechanisms of the early antimalarial 

action． 

KEY W ORDS nitroquine； cycloheximide； 

aminopterln； Plasmodlum yoelii； protein synthesis 

inhlbitors； isoleueine 

摄姜 体外培养鼠约氏疟原虫红内期与药物共同温 

育，以I 】异亮氨酸播人疟原虫蛋白质作指标，观察 

硝哇、放线菌酮和氨基蝶呤对疟原虫聋白质合成的影 

响 结果发现．硝睦和放线茸甯对疟原虫蛋白质合成 

均有明显抑制作用，氯基蝶呤在 8 h内对疟原虫蛋白 

质合成无明显影响．提示硝哇对疟原虫蛋白质合成的 

抑制是茸早期抗疟机制之一． 

关■椰 硝哇；放线菌扇；氨基蠊畸；约氏疟原虫 
蛋白质台成抑制荆；异亮氨酸 
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硝喹对疟原虫生活周期中多个环节均有明 

显的抑制作用 '，关于硝喹的抗疟机制，前 

曾认为是抑制了二氢叶酸还原酶．干扰疟原虫 

叶酸代谢 一，进而影响其 DNA 的合成 ，阻 

止疟 原 虫核分裂 而抑 制疟原 虫 的生 长与 发 

育 】．但是，对 乙胺嘧啶有抗性 的虫株，对硝 

喹却很敏感 ．提示硝喹的抗疟机制可能与乙 

胺嘧啶有一定的区别，还可能通过其它途径干 

扰疟原虫的生长发育．本实验采用短时间体 

外 培 养 鼠 约 氏疟 原 虫 (Plasmodium yoelii． 

yoelii，BY 265株)红细胞内期的方法和放射 

性核素技术．用放线菌酮和氨基蝶呤作对照 ． 

观察硝喹对疟原虫蛋白质合成的影响，以进一 

步探讨硝喹的抗疟机制． 

M ^TERlALS ^Nn M 肼 IODS 

约氏疟原虫．血传 80-100代．从第四军 

医大学寄生虫教研室引进．昆明株小鼠，体 

重 为 2O．5±SD 0．5 g， 早 8兼 用 ． 硝 喹 

(nitroquine，化学名 为 2,4一二氨基一【 一亚硝 

基-(3，4一二氯苄基卜氨基】喹唑啉，上海医药 

工业研究院合成)．放线菌酮(cycloheximide) 

与氨基蝶呤(aminoptcrin，化学名为 4一氨基叶 

酸)均为 Fluka产 品．RPMI-1640培养基， 

日水制药株式会社产品．rHI异亮氨酸，北京 

原子能研究院同位素研究室标记，放射性活度 

为 37GBq·mol～． 

1640培养基基本上按常规方法配制tL”， 

略 有 改 变 ， 即 临用 前 每 】0 ml不 完全 

RPMI-I640培 养基 加入 1．1 ml AB型 人 血 

清，现改为加入 】J】m1灭活小牛血清代替， 

疟原虫的感染和血液标本的制备 疟原 

虫感染采用小鼠腹腔定量接种方法进行，于接 

种后 3-5 d，选用疟原虫感染率 1 5％-20％， 
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环状体 30％ 上者，多只小鼠经服眶取血 ， 

合并收集于同一肝索抗凝试管中，经 850 g 

离心 10 rain，弃血浆和棕黄色层，加入等容 

量不完全培养基，离心洗涤两次，沉淀再加完 

全培养基使之成为红细胞悬液，进行疟原虫计 

数，用完全培养基稀释成 2×10 ·ml 感染 

红细胞悬液备用． 

体外培养 每只 5 ml三角烧瓶中含稀释 

血 0．5ml(约 l×10 个疟原虫)；不同浓度的 

硝喹、放线菌酮和氨基蝶呤；rH】异亮氨酸为 

370 kBq，每个标本最终容量为 2 m1．每批实 

验均设不加药物的感染疟原虫的红细胞作为对 

照，疟原虫培养采用 37"C蜡烛缸法 '．在观 

察量一效反应 时，药物与疟原虫一起培养 4 h 

后加AL~HI异亮氨酸，然后再继续培养 4 h， 

以避免所试药物的作用与[ H】异亮氨酸参入疟 

原虫的快慢不同而影响药物的量一效关系．在 

观察时一效反 应时，则 在 0时即加入药物和 

PH1异亮氨酸，分别于培养开始后 30 rain， 

1，2，4，8 h的不同时间内取样 2ml，立即 

置于冰中以终止反应． 

蛋 白质提取和放射性测定 蛋 白质的提 

取基 本 采 用 HAc：EtAc：H2O2沸 水 消化 

法 ．提取完毕时的样品总容量为 1 ml，每个 

标本各取 0．1 ml，分别加入预先置有 2 ml乙 

二醇乙醚的闪烁杯 内，再加入闪烁液(用甲苯 

配制，含 PPo 0 5％，POPOP 0．2％)5 ml，静 

置 卜2 h，用双道 液闲计数器(FJ-2101G 型， 

由西安二六二厂生产)测定 dpm值． 

统计处理 实验数据用方差分析处理， 

并 用 FLSD (F-protected ]cast signiticant 

difference)检验，对相关组数据进行组间比较． 

1U已SUI，1S 

I ●异亮氨酸参入疟原虫和正常红细胞蛋 

白质 在培养8 h过程中，rH]异亮氨酸参入 

疟原虫蛋白质的量随培养时间延长而增加，呈 

明显的时间依赖性，其 dpm值能满足本实验 
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F 1． Ileerlmnttlal o|—司I呻k-dH late t~retela of 
ItorlallRBC (0 ) ,nil Plasmodium 7oeIti (● )． 

Effecm ofitltr~nlDe (x) --d~!teleltexlatkll~(口) 

¨ laem'por*tlea or l，lIlI|0 KIM by D幽 

~'oeli／． n—S， ±SD． 

的要求．PH1异亮氨酸也能参人正常红细胞。 

但参人量很少，与培养时间关系不大(Fig 1)． 

硝哇、放线苗甭和氯基蛾呤对I 】异亮氯 

酸参入疟厦虫蛋白质的影响 硝哇 20,umol· 

L 在体外与疟原虫接触 l h，能明显抑制f，Hl 

异亮氨酸参人疟原虫蛋白质(抑制率为 18．B± 

1 4％，P<0．05)：放线菌酮 10 mmol·L 在 

体外与疟原虫作用 30 min即能显著减少【 】 

异亮氨酸参入疟原虫蛋白质(抑制率为 12± 

6％，P<0．O5)．两种药物的抑制效应均随药 

物作用时间延长而增强，药物与疟原虫共同孵 

育 8 h时 ， 硝 喹 组 的抑 制 率 为 85±4％， 

<0．01)， 放 线 菌 酮 组 抑 制 率 为 83．1± 

2．4％， <0．01，Fig 1)． 在 30 min到 l h 

内，放线菌酮 10 mmol·L 对疟原虫蛋白质 

的抑制作用比20,umol·L-‘的硝喹快，其余 

各相应时间组之间无显著差异． 

硝喹和放线菌酮分别从 0．2 pmol·L 和 

0．1 nmol·L-。起即能明显减少rH1异亮氨酸 

参入疟原 虫蛋 白质(硝喹组抑 制率 为 12．8± 

2．6％，P<0．05，放线菌酮组 抑制率 为 19± 

6％，P<0．01)．两药的抑制效应均随药物浓 

／ 一 
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1I 9 7 5 3 

Concentration，-Ig n1oI· L 

n誓2． Effects of-I打qqIk (● )， c， Iimlde 

(x )， amluopterb (0 ) on lueorpo~flon er 

咖 l-o K e Into protein Plasmodbzm yoellL 
nl5． SD． 

度增加而增强，在药物浓度分别 20#tool· 

L 和 10 mmol·L 时，几乎垒部抑制[ H】异 

亮氨酸的参人(硝喹组抑制率为 97_8±2．2％， 

，<0．01，放线菌酮组抑制率为 98．3±1．7％， 

，<0．o1)．两种药物抑制【 H】异亮氨酸参人的 

浓度相差很大 ，根据量一效反应求 IC” 硝喹 

为 0．16 nmol·L_。，放线菌酮为 63．5 nmol· 

L～， 硝 喹 的 强 度 是 放 线 菌 酮 的 397 

倍．氨基蝶峥 20 amol·L-‘对[ 】异亮氨酸 

参人疟原虫蛋 白质无明显影响(Fig 2)． 

最大受试浓度(2o~tmol·L．。)的硝喹．在 

时效反应和量效反应 的 8 h这同一个时间点 

上．对PH]异亮氨酸参入疟原虫蛋白质的抑制 

率分 别为 85±4％和 97．8±2．2％．P>0．05， 

两者无显著差异． 

DISCUSSIoN 

应用体外培养和放射性核素示踪技术测定 

抗疟药对氨基酸参人疟原虫蛋 白质的影响．来 

研 究 抗 疟 药 的 作 用 机 制 是 比较 灵 敏 的 

方法“ ”)．本实验所用的【啊】异亮氨酸是疟原 

虫生长发育中的必须氨基酸，而血红蛋白中缺 

乏此氨基酸．疟原虫只能从外源获得．因此容 

易参人其蛋白质 ．实验所用的鼠约氏疟原 

虫经短期多次在含有小牛血清的 RPM卜1640 

培养液中作适应性培养和转种．疟原虫在此种 

培 养 液 中生 长 发 育 良好 ， 在体 外 培 养 3O 

rain．t3HI~亮氨酸即能很快参人疟原虫．合 

成其蛋白质．硝喹和放线菌酮均能显著减少 

[ 】异亮氨酸参人疟原虫蛋白质，提示硝喹对 

疟原虫蛋白质合成的抑制．可能是其抗疟机制 

之～．有人认为放线菌酮的抗疟作用是抑制 

了真棱细胞胞浆核糖体的功能．明显减少【啪】 

异亮氨酸参人疟原虫蛋 白质“ ．本实验表 明 

硝喹抑制[ l异亮氨酸参人疟原虫蛋白质则发 

生在 1 h．这提示硝喹抑制疟原虫蛋白质合成 

明显晚于其抑制 DNA合成．氨基蝶呤和乙胺 

嘧啶也能明显减少rH]次黄嘌呤参人疟原虫的 

DNA和 RNA．但是，氨基蝶呤和 乙胺嚏啶 

均不能抑制[ 1异亮氨酸和 C1蛋氨酸参人疟 

原虫合成其蛋白质“ ．硝喹对疟原虫蛋白质 

合成却产生了很强的抑制作用．说明硝喹的抗 

疟机制 比氨基蝶呤和乙胺嘧啶要复杂得多，可 

能通过多方面干扰疟原虫的生长发育 ．硝喹 

对疟原虫蛋 白质合成的影响可 能是：(1)通过 

抑制疟原虫 DNA合成进而影响其蛋白质合 

成：(2)干扰了疟原虫蛋白质合成过程中的其 

它某一个环节，而导致其蛋白质合成障碍． 
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Inhibited by 38．2％ ， 68．2％ ， and 94．0％ 

respectively． Thc inhibitory rates wcrc 47．6％ and 

84．0％ with TrL 20 and 40 mg·kg-‘ ip respectively 

in vivo． The formation of platelet TXB， was inhib． 

Red by 40％ withTrL 20mg·kgI ipin vivo．while 
thefo rritation of carotid artery wal1PGI， -Was not af- 

fected The produ~ioit of TXA dike s11bslance was 

inhibited by 37％． 5，％， an d 78％ with TrL 0．5． 

I．0．and 2．0mg·mr。 reB曲etive1．y． 

ABSTRACT Using turbidimetry we ~'ound th at 

trilobine inhibited ADP—induce d platelet aggregation KEY W ORDS 

both in vitro and in vivo． Incubated with TrL 0．5， epoprostenol； 

0．75． and 1．0 mg· ml- ， platelet aggregation was turbidimetry 
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trilobin~； platelet agg regation； 

thromboxane A2； nephelometry and 

提要 用比浊法观察盐酸木防己碱(trilobine-HC1． 

TrL)体内外给药对 ADP诱导大鼠血小板聚集均有抑 

制作用．TrL体外给药 O 5，0．75和 1．0mg·kg-‘， 

其抑制率分别为 38．2％，68．2％和 940％．TrL ip 
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