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双氢青蒿素体外抗卡氏肺孢子虫电镜细胞酶化学研究
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　　提　要:目的　观察双氢青蒿素对卡氏肺孢子虫虫体的酸性磷酸酶(AcPase)、葡萄糖-6-磷酸酶(G-6-Pase)和腺苷三磷

酸酶(ATPase)等 3种代谢酶的影响。方法　将 Pc接种于有支持细胞的 50 ml培养瓶中 , 4 h 后 , 试验组每瓶加入 DHA 50

μmol·L-1 ,同时作对照组 。用药后 12 h , 作电镜酶细胞化学 ,观察上述 3 种酶的定位及用药后各种酶超微结构水平上的变

化。结果　AcPase反应产物用药组与不用药组无明显变化。 G-6-Pase、ATPase反应产物用药组明显减弱。 酶的阴性对照

组无酶产物产生。结论　双氢青蒿素对卡氏肺孢子虫细胞内的 AcPase无影响。双氢青蒿素对 Pc G-6-Pase、ATPase的活性

有明显的抑制 ,可能是影响 Pc细胞的代谢功能 , 最终抑制其增殖的原因之一。
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Effect of dihydroarteannuin on pneumocystis carinii by electromicroscopic enzymic cy-
tochemistry in vitro
NI Xiao-yi , CHEN Ya-tang , WANG Jian , XU Chen , WANG Hong(Institute of Infectious and Parasitic Diseases , First Affiliated Hospi-

tal , Chongqing University of Medical Sciences , Chongqing 400016 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effect of dihydroarteannuin(DHA)on acid phosphatase (AcPase), ade-

nosine triphosphatase (ATPase)and glucose-6-phosphatase(G-6-Pase)of pneumocystis carinii(Pc).Methods　Pc

was inoculated into HepG-2 cells in 50 ml bottle.After incubation for 4 h , DHA 50 μmol L was added.Samples

were harvested after 12 h , and immediately incubated for AcPase , G-6-Pase and ATPase.The localization and ul-

trastructural changes were observed electromicroscopically.Results　No difference was found between DHA treated

group and control group in AcPase.The reactive product of G-6-Pase andATPase decreasedmarkedly in DHA treated

group.Conclusion　DHA has no effect on AcPase of pneumocystis carinii , but the inhibitive effect of DHA on the

activities of G-6-Pase and ATPase by the influence on the metabolism function of Pc may be one of the causes result-

ing in the inhibition of proliferation of Pc.
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　　我室曾用大鼠模型证明双氢青蒿素与青蒿琥酯对

卡氏肺孢子虫(Pneumocystis carinii , Pc)有肯定的抗虫

作用;并在体外实验中也证明双氢青蒿素和青蒿琥酯

对卡氏肺孢子虫有明显抑制作用
[ 1]
。我们已通过透射

电镜观察到青蒿素衍生物对 Pc虫体的膜性结构如细

胞膜 、核膜 、线粒体 、内质网等有明显的损害作用。目

前对卡氏肺孢子虫电镜酶细胞化学的研究报道很少。

本实验用电镜酶细胞化学技术研究了卡氏肺孢子虫
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虫体的酸性磷酸酶(AcPase)、葡萄糖-6-磷酸酶(G-6-

Pase)、腺苷三磷酸酶(ATPase)在超微结构水平上的定

位 ,这对阐明卡氏肺孢子虫的生理生化具有重要意义。

同时我们也研究了双氢青蒿素对虫体上述酶的影响 ,

以进一步揭示该药抗卡氏肺孢子虫的作用机制。

1　材料和方法

1.1　卡氏肺孢子虫的分离
　　采用本校实验动物中心纯系Wistar 大鼠若干只 , 通过皮下

注射地塞米松及气管内接种本所冻存后复苏的 Pc 的改良方法

建立卡氏肺孢子虫肺炎(Pneumocystis carinii pneumonia , PCP)动

物模型[ 2] 。剖杀后 , 无菌技术取肺叶 , 用含青霉素 , 链霉素 , 二

性霉素 B的 PBS清洗 , 匀浆器匀浆后取少量接种于血平板 , 若

无细菌 、霉菌生长 , 则该标本保存备用。
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1.2　卡氏肺孢子虫的体外培养
　　50 ml培养瓶若干个 , 接种 HepG-2 细胞 1×106 个 瓶 , 加

DMEM+(含青霉素 90 mg L , 链霉素 120 mg L , 二性霉素 B 0.5

mg L。 DMEM:GIBCO , 批号 1002805)5 ml 瓶 , 置 CO2 孵箱 , 5%

CO2 , 95% O2 , 37 ℃, 培养 24～ 48 h ,待细胞长满底部的 80%, 即

可接种卡氏肺孢子虫。将培养瓶内细胞换液 ,同时加入备好的

卡氏肺孢子虫悬液 , 5×106 个包囊 瓶 , 再加 DMEM+ 10 ml。 置

CO2 孵箱 , 孵育条件同上。

1.3　药物试验
　　接种卡氏肺孢子虫 4 h 后分别加入双氢青蒿素(DHA)50

μmol L 3 瓶 ,另留 6 瓶不加任何药物(其中 3瓶作不加药物对照

组 ,另 3 瓶作酶的阴性对照)。继续培养 8 h 后 , 取标本作酶的

孵育试验。

1.4　电镜细胞酶化学反应标本制备
　　弃培养液 ,每种酶的孵育标本各 3 份 , 1 份为试验组加DHA

标本 , 1份为不加 DHA标本正常对照 , 1份为酶的阴性对照标本

(孵育时不加酶的底物)。用混合固定液(2%多聚甲醛-0.5%戊

二醛)固定标本 AcPase 30 min , G-6-Pase 20 min , ATPase10 ～ 20

min。用酶的各自缓冲液(AcPase 用 0.1 mol L 醋酸缓冲液 , pH

5.0;G-6-Pase用80 mmol L Tris-maleate缓冲液 , pH 6.5;ATPase 用

80 mmol L Tris-maleate 缓冲液 , pH 7.2)充分漂洗。标本分别加

入AcPase孵育液[ 含0.1 mol L醋酸缓冲液 , pH 5.0 , 1 mmol L, β-

甘油磷酸钠(Sigma 公司 , 批号 48H5400), 2 mmol L 氯化亚铈 ,

5%蔗糖] ;G-6-Pase 孵育液[ 含 2 mmol L 葡萄糖-6-磷酸二钠盐

(Sigma公司 , 批号 67H7005), 80 mmol L Tris-maleate 缓冲液 , pH

6.5 , 2 mmol L氯化亚铈 , 5%蔗糖] ;ATPase 孵育液[ 含 80 mmol L

Tris-maleate 缓冲液 , pH 7.2 , 2 mmol L氯化亚铈 , 0.1 mol L硫酸

镁 , 2.3 mmol L ATP二钠盐(Sigma公司 , 批号 88H1320), 5%蔗

糖] , 在恒温水浴箱中孵育 1 h , 蒸馏水充分短时漂洗 , 1.5%亚

铁氰化钾- 1%锇酸水溶液后固定 1 h , 常规电镜包埋 、超薄切

片 ,不复染 , 直接电镜观察。

　　加 DHA标本和正常对照标本按上述方法孵育。酶的阴性

对照标本 ,孵育全过程不加酶的底物(分别为 β-甘油磷酸钠 , 葡

萄糖-6-磷酸二钠盐 , ATP二钠盐)。

2　结果

2.1　AcPase 孵育结果
　　正常卡氏肺孢子虫虫体内可见黑色深染颗粒 , 呈圆形 , 或

椭圆形 ,非均质状 , 为酸性磷酸酶反应 , 见图 1。该 AcPase 在 Pc

内数量较少 ,单个。用药组与不用药组反应强度与数量无明显

变化。无底物对照组无 AcPase 阳性反应。包囊内难于孵出

AcPase反应产物。

2.2　G-6-Pase 孵育结果
　　正常卡氏肺孢子虫滋养体其周围黑色沉淀部分即G-6-P 酶

阳性反应。该反应主要见于虫体表膜上 , 围绕虫体形成黑色沉

淀 ,呈粗线状 , 表面颗粒状 , 见图 2。用双氢青蒿素后虫体酶反

应产物明显减少 ,呈细线状淡黑色沉淀物 , 见图 3。无底物对照

组无黑色沉淀。

图 1　滋养体内 AcPase 阳性反应 ,箭头处阳性产物　(TEM×30 000)

Fig 1　AcPase posi tive reaction product in trophozoite(arrowhead)

(TEM×30 000)

图 2　滋养体表面 G-6-Pase 反应产物　(TEM×25 000)

Fig 2　G-6-Pase reaction product on trophozoite membrane

(TEM×25 000)

图 3　双氢青蒿素作用后滋养体表面 G-6-Pase反应产物明

显减弱　(TEM×20 000)

Fig 3　G-6-Pase reaction product becomes weak on trophozoite

membrane incubated with DHA　(TEM×20 000)

2.3　ATPase 孵育结果
　　正常对照 Pc ATPase反应产物沉着于虫体表膜 , 围绕虫体

形成黑色沉淀 ,虫体附近的管泡状突起也有黑色沉淀环绕 , 呈
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粗线状 ,电子密度深 , 见图 4。用双氢青蒿素后虫体酶反应产物

明显减少 ,呈细线状淡黑色沉淀物 ,见图 5。无底物对照无 AT-

Pase 的反应产物黑色沉淀。

图 4　滋养体表面 ATPase反应产物　(TME×20 000)

Fig 4　ATPase reaction product on the surface of

trophozoite　(TME×20 000)

图 5　双氢青蒿素作用后 ,滋养体表面ATPase 反应产物明显

减弱。 　(TME×17 000)

Fig 5　ATPase reaction product becomes weak on trophozoite

membrane incubated with DHA　(TME×17 000)

3　讨论

　　为了进一步研究青蒿素衍生物对卡氏肺孢子虫的

抗虫作用机制 ,我们运用电镜细胞酶化学技术 ,以了解

青蒿素衍生物对卡氏肺孢子虫的某些代谢酶的影响。

电镜细胞化学又称超微结构细胞化学 ,主要利用各种

化学和物理方法使各种细胞内物质在原位形成电子密

度大的可见的最终产物 ,即金属沉淀物 ,然后借助电子

显微镜进行观察分析 。电镜细胞化学可获得更精确的

定位 ,可观察到细胞器 、膜系统及大分子物质等 ,从而

将亚微 、超微结构与机能直接结合起来
[ 3]
。由于电镜

细胞酶化学的定量不很精确 ,在酶量差别不大时很难

有区别 ,因此我们根据用药后卡氏肺孢子虫在普通透

射电镜中不同时相的变化 ,选择了虫体受损最明显时

相与正常虫体进行对照。

　　在酶组织化学反应时 ,需要同时进行对照实验 ,以

避免或区分出可能发生的假阳性或假阴性结果。我们

采用了去底物孵育进行阴性对照实验 ,如果标本内有内

源性底物的存在 ,即使在孵育液中不加底物也能在某种

程度上看到反应产物 。而在本实验中 3种酶的阴性对

照均无酶的反应产物沉着 。说明本实验无假阳性 。

　　酸性磷酸酶是一种在 pH 值酸性范围内能水解磷

酸单酯的酶 。一般认为AcPase 位于溶酶体 ,是溶酶体

的标志酶
[ 4]
。在组织蜕变过程中该酶的活性增强。在

本实验中 ,正常卡氏肺孢子虫虫体反应产物呈黑色深

染颗粒 ,圆形或椭圆形 ,非均质状。双氢青蒿素作用后

的虫体内溶酶体的大小 、数量 、分布及反应强度与正常

组的比较均无明显差异 ,说明该药对Pc的溶酶体无显

著作用 ,用药后 Pc膜系结构的破坏可能不是由溶酶体

的增加而实现的 。

　　葡萄糖-6-磷酸酶是糖代谢的关键酶 ,是一种催化

多种磷酸化合物水解的磷酸酶 。G-6-P 酶是细胞内参

与能量代谢的主要酶 ,在糖酵解时 ,G-6-P 酶催化磷酸

葡萄糖转变为自由葡萄糖和磷酸。在大多数动物细胞

内 ,G-6-P 酶位于内质网和核膜上 ,是这些细胞器的标

志酶。用重金属捕捉剂和磷酸结合可显示酶的活性。

在我们的实验中 ,G-6-Pase 位于 Pc细胞的表膜 ,与一

般细胞中该酶的定位不同 。但梁志慧等
[ 5]
所作弓形虫

的细胞化学中发现弓形虫的G-6-Pase也存在于该虫的

表膜外侧 ,可能弓形虫和卡氏肺孢子虫均在细胞膜上

有其能量代谢的场所 。正常卡氏肺孢子虫滋养体 G-6-

P 酶反应产物绕细胞膜一周 ,呈粗线状 ,其表面为颗粒

状 ,虫体表面的管泡状突起也有黑色沉淀 ,包囊反应同

滋养体 。双氢青蒿素作用后 ,卡氏肺孢子虫表膜上的

G-6-Pase反应产物明显减少 ,说明该药可能抑制或破

坏了G-6-Pase的活力 ,从而影响 Pc的能量代谢。

　　膜腺苷三磷酸酶又分为 Na
+
、K
+
激活的 ATPase

和Mg
2+
激活的 ATPase ,这两种酶都是参与主动转运的

离子泵的重要组成。因金属离子对 Na
+
、K

+
ATPase

有显著的抑制作用 ,常常以 p-NPP 酶(对硝基苯磷酸

酶)的活性位置代表 Na
+
、K
+
ATPase 的定位 ,该法不

能反映ATPase 的活性状况 ,因此我们选用了Mg
2+
AT-

Pase 作为观察指标。正常对照 Pc ATPase 反应产物沉

着于虫体表膜 ,围绕虫体形成黑色沉淀 ,虫体表面的管

泡状突起也有黑色沉淀物环绕 ,呈粗线状 ,浓密黑色。

用双氢青蒿素作用后虫体酶反应产物明显减少 ,呈细

线状淡黑色沉淀物 。说明该药可能影响 Mg
2+
ATPase

的活性 ,从而影响 Pc细胞膜的转运功能。

　　综上所述 ,双氢青蒿素对卡氏肺孢子虫细胞内的

AcPase 可能无影响。 Pc 细胞膜系结构的损伤与

AcPase 无关 。但双氢青蒿素对 Pc G-6-Pase 、ATPase 的
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活性有明显影响 ,用药后显示这两种酶的活性明显减

低。因此 ,我们认为双氢青蒿素对 Pc 虫体膜系统上

G-6-Pase与 ATPase 两种酶的抑制或破坏可能是影响

Pc细胞代谢的功能 ,最终抑制其增殖的原因之一。
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为(#AF057025),用 Gene Toll 软件设计 TLR4 上游引物为:GC-

CGGAAAGTTATTGTGGTGGT(2442-2463), 下 游 引 物 为:AT-

GGGTTTTAGGCGCAGAGTTT(2776-2795), PCR反应条件为变性 94

℃×45 s ,淬火 52 ℃×60 s ,延伸 72 ℃×90 s , 35 个循环后72 ℃

延伸 10 min , PCR产物为 356 bp。各组样本同时扩增 β-actin(587

bp)作为内参照 。

1.4　ELISA
　　细胞培养液上清中 TNF-α浓度按照 Genzyme 公司 ELISA 试

剂盒进行检测。

1.5　PCR产物的电泳鉴定
　　取各样本 PCR产物 10 μl和 1 μl上样缓冲液加于 2%琼脂

糖凝胶电泳槽齿孔中 , 50 V 恒压电泳 30 min , 取胶置凝胶成像

系统中拍照 ,结果扫入电脑备处理。

1.6　数据处理
　　电泳条带密度值以灰度×面积 参照物的该值表示。所有

数据以 x± s表示 , 运用 F 检验进行统计分析。 所有数据用

SPSS 软件统计处理。

2　结果

　　各组细胞上清 TNF-α浓度变化:从表 1 可看出 , B 组细胞分

泌的TNF-α显著高于正常对照 A组 , 而 C 组细胞分泌的 TNF-α

明显减少 ,显著低于 B 组 ,而略高于A 组。

　　各组细胞 TLR4 mRNA 表达的变化:从表 1 可知 , B 组细胞

TLR4 mRNA 表达显著高于正常 A 组 , 而 C 组细胞 TLR4 mRNA

表达明显减少 ,显著低于 B 组 ,稍高于A 组。

表 1　各组大鼠肺巨噬细胞 TLR4 mRNA表达及 TNF-α浓度

组别 n TLR4 Density TNF-α(ρTNF-α ng·ml-1)
A 10 0.43±0.07 0.45±0.01

B 10 0.78±0.02＊＊ 0.76±0.03＊＊

C 10 0.54±0.02# 0.49±0.05#

＊＊:P<0.01与 A组比较;#:P<0.05与 B组比较

3　讨论

　　LPS 耐受性是指机体或细胞经低剂量 LPS 刺激后 , 对 LPS

的再次刺激呈低反应性或无反应状态。它与机体的免疫力 、

LPS 的内化 、LPS 信号转导效率等综合因素有关。 既往研究表

明 , LPS 胞外的信号转导是通过脂多糖结合蛋白 LBP 呈递给

CD+14 来实现 , 而胞内则是通过 IL-1 受体相关激酶(IL-1 recep-

tor association kinase , IRAK)、TNF-α受体相关激酶 6(TNF-αrecep-

tor association kinase 6 , TRAK-6)使 IκB激活 , 活化的 IκB 再使 NF-

κB 磷酸化后转位 , 炎症因子开始转录 、翻译和表达[ 6] 。 LPS 信

号由胞外向胞内的转导即跨膜转导一直尚不明确 , 近年 TLR4

的发现提供了新的线索 , 它作为 LPS 靶细胞膜上的跨膜受体蛋

白 ,其胞外的亮氨酸重复序列可以识别和结合 LPS , 而胞内与

IL-1β 同源的尾状结构 , 为将 LPS 信号呈递给 IL-1β 提供了可能
性 ,且得到部分实验的证实[ 7 , 8] 。故 TLR4 结构与功能的完好及

必要的表达量是保证 LPS 信号转导完成的关键 , 反之则降低
LPS 信号转导的效率 , 使炎症因子释放减少 , 反应性随之下降 ,

因而产生耐受的可能。我们的实验结果表明 , LPS 刺激大鼠肺
巨噬细胞 TNF-α的分泌和 TLR4 mRNA 的表达;低剂量 LPS(100

ng ml)刺激大鼠肺巨噬细胞 12 h 后 , 再用较大剂量 LPS(500
ng ml)刺激 , 其分泌的 TNF-α明显减少 , TLR4 mRNA 表达亦显著

下降。此证明:①LPS 重复刺激可使大鼠肺巨噬细胞对其产生
耐受性;②LPS信号很可能由 TLR4 完成其跨膜转导;③LPS 耐

受性产生与 TLR4 mRNA表达下降相关 , TLR4 表达量与功能下
调是 LPS 耐受性产生的重要原因之一。

　　关键词:肺泡巨噬细胞;内毒素耐受性;Toll样受体 4
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