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硝哇对鼠约氏疟原虫红内期超微结构的影响

周世妙 胡友悔 ( 第三军医大学训练部 药理学教研室 ) 6 3。。 38

提 典 感染约氏疟原虫的小鼠
,

灌服单剂量的硝咤 (1 m g / k g) 后 30 m i n 到 2h4
,

用光镜和透

射电镜动态观察了红内期疟原虫的形态变化
。

结果发现
,

在光镜 下
,

有些晚期滋养体核大而不能

分裂
,

有些原虫胞浆中有散在的圆形红色颗粒
.

这些红色颗粒可能是电镜中观察到的 自噬泡或膜

性残体
。

在电镜下
,

最早观察到的是原虫线粒体肿胀
,

基质空化
,

粗面内质网扩张和排列紊乱
,

核塘体脱落和解聚
。

随后原虫膜性结构增生
,

在胞浆中形成多层螺纹膜或髓鞘样结构
,

核膜肿胀
,

增生
,

核周间隙增宽
。

药物作用晚期
,

原虫结构瓦解
,

形成大量 自噬泡
。

结果表明
,

硝喳千扰了

启原虫的膜系统
.

胞浆系统和细咆核的结构和功能
,

从多个环节发挥其抗疟效应
。

关健词 抗疟药
,
硝哇

,
约氏疟原虫

,
超微结构

硝唆对间 日疟原虫
、

恶性疟原虫
、

食蟹猴疟原虫和鸡疟原虫的抱子增殖有阻断作用
,

使

蚊胃壁的卵囊数量明显减少
,

卵囊变小
,

囊内出现空泡
,

胞浆固缩
,

其核不能进行 D N A 复

制
,

最后卵囊变性
,

或被吸收
,

仅留下疟色素
,

或变为黑抱子 《’ 一 ,) 。

硝唆对食蟹猴疟原虫和约 氏

疟原虫组织期也有明显的抑制作用
,

使肝组织中的原虫密度明显降低
,

原虫发生退变
,

体积

变小
,

核成团块状
,

且大小不等 ( “ )(6 )
。

硝哇还明显抑制约 氏疟原虫红夕刁期 D N A 合成
,

阻止

其核分裂 ( 7 )
。

该药对鸡疟原虫和约氏疟原虫饱 子增 殖作用 的超微结构也作过观察
,

它能使卵

囊的核膜肿胀
,

核质浓缩
,

线粒体空泡变
,

胞浆中出现自噬体和残余体《 . ,
s()

。

硝哇对疟原虫

抱子增殖期
、

组织期的原虫结构有明显 的影响
,

但对红内期原虫超微结构的 影 响 尚 未见报

道
,

本文为进一 步探讨硝哇的抗疟作用方式
,

动态观察了硝喳对鼠约氏疟原虫红内期超微结

构的影响
。

l 材 料 和 方 法

1
。

1 材料
1

.

1
.

1 虫株
:
约氏疟原虫` P las m o id u m y oe il i

.

B Y Z“ 株 )
,

本校寄生虫学教研室提供
,

每周血传 1 次
.

血传 15 代以上者供实验用
。

1
.

1
.

2 动物
:
昆明株小鼠

,

体重 20 ~ 259
,

雌雄兼用
。

1
.

1
.

3 硝咚 乙酸盐
:

上海医药工业研究院合成
,

临用时用吐温80 研磨配制
。

1
。
2 方法

1
.

2
.

1 疟原虫感染和血液标本采集
:

每组感染小鼠10 只
,

小鼠腹腔定量接种约氏疟原虫感染 d3 后
,

涂薄血

膜
,

吉氏染色观察疟原虫感染率
,

选红细胞感染率2 。% 以上
,

分类计数原虫环状体 30 % 以 上者作为实验

鼠
。

实验鼠每组 6 只
,

共选用实验鼠54 只
。

实验设计采用自身对照法
,

即各组实验鼠于给药前采血 1 次
,

作

为对照
,

采血后灌服单剂量的硝啼 ( z m g / k g )
。

实验按时相点 分 为 3 o m i n
,

1
、

2
、

4
、

8
、

1 2
、

2 6
、

2 0
、

2 4h组
,

每组每只小鼠用毛细玻璃管经鼠眶静脉丛梁血于对应编号的肝素抗凝试管中
,

同时涂薄血膜
,

吉氏

染色
,

制备光镜标本
。

1
.

2
.

2 疟原虫超薄切片的制备
:

各时相点采集的血液标本
,

立即在冰浴下离心 80 o x g
,

s m in
,

弃血浆后加

8 %戊二醛 2曰
,

室温下固定 30 m 沁后
,

切成 l m m . 小块
,

继续在戊二醛中固定 h2
,

冲洗两次后用 1 %锹酸

作后固定
,

70 % 一 10 。 %丙酮逐级脱水
,

环氧树脂 61 8包埋
,

3 7℃ 恒温聚合后作超 薄切片
.

经醋酸铀和构稗
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酸铅双重染色
,

用 日立 H
一

300 透射 电镜观察
。

2 结 果

2 , 1 光镜观察
含

.

1
。

1 给药前鼠约氏疟原虫
:

观察血液涂片共 54 张
,

在光镜下可见约氏疟原虫红内期发育不同步
,

体到裂殖体的不同发育阶段均有

的核分裂清晰可见 (图 1 )
。

。

滋养体和裂殖体的核吉氏染色呈紫红色
,

较致密
,

胞浆呈蓝色
,

从环状

裂殖体

2
。
1

。
2

1 ~ Z h

给硝喳后光镜下不同时间点的原虫形态变化
:

每鼠各时相点涂片 2 张
,

共观察涂片 10 8张
。

给药后

部 分滋 养体核大而不能分裂
, 4 h以后

,

部分原虫胞浆稀疏
,

着色浅淡
.

胞浆中出现散在的
、

大

小不等的红色颗粒
,

随着药物作用时间延 长
,

块状物
.

有的只能看到原虫的轮晕 (图 2 )
。

胞浆中红色颗粒进一步增加
.

堆积
,

有的原虫中可见深 褐色

{习 2

图 l 用峭奎前的 约 氏疟原虫 x 3 3 o

F f g
.

1 P l a s m o d i u m y o e l i i b e f o r e

P O
. n i t r o q u i n e ,

K 3 3 0
F 19

。

2

终药后 s h
,

原 虫胞 装中 出 J它散

在的
、

大 小 不 等的红 色颗长 ( 份)

大 3 3 0

八 f t e r t r e a t m e n t w i t h n i t r o -

q u i n e a t 8 11
, r e d g r a n u l e s

s e a t t e r o d o v e : t h e e y t o p l a s m

i n t h e p a r a s i t e s ( 个)
.

x 3 30

2
。
2 透针 电镜观 察

2
.

2
.

1 给药前鼠约氏疟原虫红内期超微结构
:

每组每只小鼠给药前所取标本作超薄切片各 2 张
.

共观察超薄切片 10 8张
。

约氏雄原虫滋养休细胞膜由

双层膜构成
,

外层为宿主红 细胞膜
,

直而规则
,

内层为原虫质膜
,

多呈波浪状
。

滋养体细咆器清晰可见
,

线粒体为双层膜结构
,

无蜡
.

基质均匀 , 内质网呈囊泡状或短管状
,

多为粗面内质网
, _

L附有核糖 体
.

滑

面内质网较少见 , 核搪体丰富
.

为单休或多聚体
.

细抱核单个
,

核膜为双层
,

核膜上有分散 的 核孔
,

核质

均匀 (图 3 )
。

约氏疟原虫裂殖体见有两个以上的核
,

但核分裂相的特征少见
。

裂殖休内合有裂殖子的芽状 突 出
,

裂

殖子可见电子密度增强的棒状体
,

其周围的原虫质膜内层增厚
;
胞质可见数个电子密度增离的楼型 和圆形

颗粒
。

其线粒体
、

内质网
、

核糖休
、

膜结构同滋养体 (图 4 )
。

2
.

2
.

2 给硝咋后不同时相点疟原虫超微结构的改变
:
给药后每组的每只小鼠作超薄切片 3 张

,

每个时相点

18 张
,

9 个时相点共观察超薄门 )丫1 6 2张
。

给药后 3 o m in ~ l h
,

滋养体灼线 社体汕叭
,

途质空 化
.

内质网扩

张
,

排列紊乱
.

核搪体从内质网 上脱落 (图 5 )
。

2 ~ 4 h
.

原 虫质膜模州
,

内质 网融 合
.

7
、

成网 ,粉人构
`

胞核核膜增生
.

核周间隙明显扩张
,

核质呈灶性聚集 (图 6 )
。

给 药 后 8一 1 h6
,

有的原虫胞质结构洁解
,

形成大量 自噬泡
,

泡中有 未完全消化的残留物质
;

有的原虫

膜性结构增生
.

形成同心圆排列的髓鞘样结构 (图 7 )
。
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图3

F电
。

给药前约 氏疟原 虫滋养体

宿主红细胞膜 ( Hln )
,

原虫质膜 ( P m )
,

线粒体

(五1 )
,

核糖体 ( R i b )
,

内质网 ( E R )
X 理8 0 0 0

3 E l e e t r o n m i e r o g r a p h o f t r o -

P h o z o i t e o f

y o e l i i b e f o r e

n i t r o q u in e

P l a s m o d i u m

t r e a t m e n t w i t h

图 4 裂殖体 内含 3 ~ 4 个 裂植子
,

棒

状体 ( R h)
,

裂植子 周 围原虫质

膜 内层增厚 ( 个) 又 3 2 0 0 0

F 19
.

4 S e h主: o n t e o n t a i n i n g m e r o 么0 1
-

津
,

U l e

R h o P t r e s 〔 R h )
,

i n n e r
’

m e m b r a n e ,

D o u -

I n r e -

H o s t R B C m e
m b r a n e ( H m )

,

F a r a s i t e 尔 e m
-

b r a n e ( P m )
,

M i t
o e h o n d r i a ( M )

,

R i b。
-

s o
m e ( R i b )

,

E
n d o p l a s m ie r e t i e u l 一l m

9 i o n o f

( 个)

m e r o z o i t e s b u d d i n g

x 3 2 0 0 0

( E R )
.

\ 4 8 0 0 0

图 5 给药 后 30 m in
,

滋 养体 线杜体肿

胀 ( M )
,

内质网扩张 ( E R )

核 糖体悦 落 ( 个)
。 “ 3 4 0 0 0

图 6 给药后 4 h

核 周间 隙扩 大 ( 个)
。

滋养体核膜增生
,

汉 3 6 0 0 0

r 一g
。
勺 1 r o P n o Z o l t e , 3 0 m l n a f t e r

t r e a t m e n t
,

M i t o e h o n d r i a

s w e l l i n g ( M )
, d i l a t a t i o n o f

e n d o p l a 、 m i e ,
·

e t i e u l u m ( E R )
,

d e g r a n u l a t i o n o f r o u g h e n -

d o p l a s m i e r e t i e u l u m ( 个)
.

X 3 4 0 0 0

F 19
。

6 T r o p h o z o i t e , 4 h

m e n t , n u e l e a r

a f t e r t r e a t
-

m e m b r a n e

p r o l i f o r a t e d a n d

g a p e n l a r g o d ( 个)

r i n u e l e a r

又 3 6 0 0 0

给药后20 ~ 24 b
,

裂殖体中出现多层膜包绕的复合结构
,

内有细胞核
.

多层膜小体
.

内质网和核搪体等

饱浆成分
;

其余大冬数原虫完全解体
,

胞浆消失
,

出现大小不等的膜性残体 (图 8 )
。
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图 7 用药后 12 h
,

原虫 变性
,
形成大

量 自噬泡 ( 个) x 2 7 0 0 0

F 19
.

7 D e g e n e r a t o d p a r a s i t 。 , z Z h a

t r e a t m e n t , s h o w e d a n u m b
a u t o P h a g o e y t o t i e v a e 一l o l e (

C r

个
又 2 7 0 0 0

图 8 给药后 ZOh
,

裂殖体的多层膜结构

中含 有细胞核
,

髓样 小 体和胞浆成

分 ( 个) x 3 2 0 0 0

F 19
.

8 S e h i : o n 亡, 2 0 h a f t e r t r e a t m e n t ,

m u l t i l a l ; z、 11
a * e e o m p l o x s t r u e -

t u r e , e o n t a i n i n g n u e l e u s ,
m y e -

1i n 三e b o d i e s a n d e y t o p l a s 川 ( 个)
.

火 3 2 0 0 0

3 讨 论

硝哇能 引起鼠约氏疟原虫多方 面的形态学改变
。

在光镜 下
,

给药 后早 期 (l ~ 2 11)
,

滋

养体出现异常大的核
,

但不能分裂发育成裂殖体
。

i4l 后
,

疟原虫胞浆中出现圆形或不规则形

的红色颗粒
。

在猴疟和人疟
,

当宿主服用硝唆后未发现此现象
,

但在鸡疟的卵囊中有类似现

象
,

而这些红色颗粒中
,

用 F eu lg en 染色却未见 D N A 存在
,

认为这些颗粒并非真正的细胞

核 (’)
。

这种红色颗粒在 4五后的各时相组的小鼠血涂片中普遍存在
,

并随药物作用时间延长而

加重
。

这些红色颗粒可能与电镜 下观察到 自噬泡或膜性残体相似
,

是否为 胞浆中的 变 性 物

质
,

有待进一步证实
。

在 电镜下
,

最早观察到的是硝哇明显地影响了疟原虫的线粒体
、

内质网和核糖体的正常

形态
。

本实验发现的内质网扩张
,

核糖体脱落可能是导致疟原虫蛋 白质合成受抑制的因素之

一
。

我们曾经发现
,

硝嗤在体外与疟原虫作用 l h
,

即能明显抑制疟原虫蛋白质的合成
` ’ 。 )

。

h2 以

后发现疟原虫的核膜增生
,

胞浆中出现多层膜小体
,

这可能是疟原虫膜系统受到损伤后 的一

种代偿反应
,

或者是药物作用后的一种退化性表现
。

A众 a w a( ” ’ 认为
,

多层膜 结构中含有细

胞色素氧化酶
,

具有线粒体样功能
,

是疟原虫为克服药物作用而形成 的膜性结构增生
。

硝唆

作用 12 h后
,

有些原虫形成大量 自噬泡或膜性残体
,

而虫体结构 瓦 解
。

这可能是 药 物 作用

后 胞浆成分受到损伤
,

原虫为消除变性的胞浆成分而产生 自噬现象
,

结果导致大量的自噬

泡形成
。

实验结果表明
,

硝喳能明显影响疟原虫红内期细胞核 的形态和功能
,

对线粒体
、

核

糖体的影响及 自噬泡的形成与黄复生等观察到的硝嗤对约氏疟原虫卵囊的影是一致的《’ 》。 本

文还发现 硝 喳 对疟 原 虫 内 质 网和膜 系统有明显的影响
。

疟原虫核不能分裂
,

这与 D N A合

成受抑制有关 ( ’ 》
。

线粒体的改变
,

可能会影响疟原虫的生物氧化和能量代谢
。

这说 明硝唆干

扰了疟原虫多种结构
,

通过多种方式而发挥其抗疟效应
。

(本文承蒙本校电镜室协助疟原虫超微结构标本制备
,
寄生虫学教研室王兴相教授

.

病理解剖学教研

室史景泉教授指寻超微结构观察
,

谨致衷心感谢
。

)
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