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恶性疟原虫 4个分离株的体外培养
’

张津利 冯崇英 陈志强 祁兆平 段建华 (第三军医大学训练部 寄生虫学教研室 ) 6 3。。 3 8

为了筛选在体外培养中能形成成熟配子体的虫株
,

以建立恶性疟原虫蚊期和红外期实验

模型
,

我们于 1 9 9。年在云南南部疟疾流行区从 4 个病人分离出 4 个恶性疟原虫分离株
,

暂定

名为B
一 i ( B u r m a 一 i )

,

F C C
一
9 0 1 /Y N

,
F C C

一
9 0 2 / Y N

,

F C C
一
9 0 3 / Y卜丁

,

并进行 了 体 外培

养观察
。

l 材料与方法

1
.

1 血 源及采集
’

1
.
1
。
I B

一
1: 患者夏 x x ,

在赴缅甸景栋做工返回途中发病
,

于 1 9 9。年7月27 日晚在思茅地区人民医院查见

恶性疟环状体
,

经反复询问病史证实为缅甸境内感染
,

于 28 日 凌晨 1 时采血
.

去血浆 后 经 R P 《 2 ) 《R P M I
-

26魂。加H E PE S缓冲剂 ) 洗 2次
,

立即分入 2个 5 0 m l三角烧瓶培养
。

1
.

1
.

2 F c c
一
9 01 / Y N :

患者沈 x x ,

动腊县人
,

于 1 9 9。年 7月 26 日在动腊县动仑卫生院查到恶性疟环状体
,

经询问病史证实为动仑当地感染
.

7月 27 日上午静脉滴注篙甲醚约 10 m g
,

于当日下午 6时采血
,

同上处理后

培养
。

1
.

1
.

3 F C C
一

90 2/ Y N :

患者罗 x x ,

动腊县人
,

于 1 9 9。年 8月了日在动腊县医院查到恶性疟环状 体
,

经

询问病史证实为该县动棒乡感染
,

8 月 8 日下午2时采血
,

同上处理后培养
。

1
.

1
,

4 F C C
一

90 3/ Y N :

患者张 x x ,

澜沧县人
,

于 1 990 年 8月 8 日在思茅地区医院查到恶性疟环状体
,

经询间病史证实为澜沧当地感染
,

于 8 月 12 日下午 3时采血
,

’

同上处理后培养
。

1
。

2 方 法

1
.

2
.

1 恶性疟原虫体外连续培养
:

在云南省疟疾防治研究所 (思茅 ) 进 行
,

采 用 烛 缸 法 (1)
,

培 养基为

RP M I
一
1 6 4 0及 H E P E S缓冲剂加入

“
A B ”

型人血清 ( 15 % )
,

培养用红细胞为 “ O 型 ” ,

每 4 天加血球稀释
,

培养温度为 3 6
。
s ℃~ 3 7

。
0 ℃

。

1
.

2
.

2 冻存及复苏
:

采用常规方法 ()z 进行
。

4 株原虫当感染率达 6 %左右时不 同时间冻存各若干瓶
.

放入

液氮罐带回重庆
,

于 1 9 9。年 12 月分别复苏
,

作进一步观察
。

复苏后所用培养基中加入次黄嚓吟 (5 。m g/ L )( a)
.

在 C O I孵箱内 ( C O : 浓度 5 ,幻 进行培养
。

2 结果与讨论

2
.

1 体外连 续培养

B
一 i ,

F C C
一 9 0 1 / Y N

,
F C C

一。 0 2 / Y N
,
F C C

一
9 0 5 / Y N在当地分别培养 3 8 d

,
3 9 d

,
2 4 d和 2 0

d
,

起始感染率分别为 3
。

0%
,
0

.

1 %
,
3

。

5%和 2
。

0%
,

培养过程中原 虫率最高分别 可 达 5
。

5%
,

5
.

0%
, 7

。

3%和 9
。

O%
。

F C C
一
9 01 / Y N起始感染率较低 (0

.

1% )
,

且在采血前用过 少 量 抗

疟药
,

培养初期徘徊在低水平
,

有时仅能见到在红细胞内呈点状的原虫
,

至 2 d0 一 3 d0 左 右才

达到较高水平 ( 0
。

5% ~ 2
。

O% )
,

其余 3 株适应性较强
,

分离培养后 一直 维 持 较 高 的原虫

率
。

B
一 1为缅甸输入

,

初步观察结果表明
,

该株在生长特性方面与 3 个云南分离株无 明显差

别
。
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l。。 o年 s月 2 7日在思茅首次复苏冻存的 F C C
一。 0 5 / Y N

,

F C C
一
9 0 2 / Y N 和 B

一 l (冻存 s d一
i 3d )

,

全部成活
。 1 9 9。年 1 2月在本实验室再次复苏

,

均获成活
。

2
。
2 配子体形 成情况

分离培养后 4 个分离株均有配子体出现
,

除 F C C
一 9 0 3 / Y N配子体率略低外

,

其 余 3 株 原

虫均有较高的配子体率
,
B
一 1 ,

F C C
一

90 1 /Y N
,
F C C

一

90 2/ Y N
,

F C C
一

90 3/ Y N 的配 子体 率

(每 1 0 0个原虫中 ) 范围 分 另11为 5 % ~ 1 5%
,

6%~ 1 2%
,

6 % ~ 1 5 % 和 i % ~ 6 %
,

按

H a w ik n g等 (’) 的分类标准
,

其 V期 配子体率 (每 1 0 0个配子体中 ) 范围分 别 为 o % ~ 31 %
,

。
’

% ~ 10 %
, 。 % ~ 21 %

,

5 % ~ 1 00 %
。

复苏后对 3 个分离株的观察表明培 养加 d 仍 有较高

的配子体率
,
B
一 1 ,

F C C~ 9 01 / YN
,
F C C ~ g o 3/ Y N的 配 子体率范围 分别为 5 % ~ 15 %

,

4 % ~ 1 2%和 1 0% ~ 1 3%
,
V期配子体率范围分别为 。 % ~ 5 %

, 0 % ~ 24 %和 。 % ~ g%
。

F C C
一

90 3/ Y N在采 血 时血液内就有成熟配子体
,

培养初期配子体率较低
,

但冻存复苏 后 配

子体率较高
,

原因有待探明
。

实验显示培养过程中 4 个分离株虽可持续较 长 时间 出 现 配子

体
,

配子体绝对数变化也不大
,

但随着时间的延长
,

成熟配子体数量逐渐减少
。

本实验对恶性

疟原虫在体外培养中配子体的形成情况进行了系统观察
,

但观察到的 V 期配子体是否功能上

成熟仍有待探讨
,

如何使培养中的疟原虫保持产生配子体的能力并使之功能上成熟是我们正

在努力解决的问题
。

2
。

3 药效 浏 定

按常规方法进行体外微量药效 测定 `。 ,

所用聚苯乙烯塑料氯嗤测定板由中国预防医学科

学院寄生虫病研究所提供
,

结果显示 4 个分离株对氯哇均有抗药性
。

(本项工作承蒙云南省疟疾防治研究所李学忠所长
.

朱兆鸿医师和病原科其他同志的支持和帮 助
,

谨

致谢意
。
)
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