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体外微量法测定恶性疟原虫对抗疟药
        敏 感 性 的 影 响 因 素

冯晓平 刘德全

    【摘要】 目的 探讨体外微量法测定恶性疟原虫对抗疟药敏感性的影响因素。 方法 采用现场测试用的培养基

和抗疟药涂药板为材料，用实验室连续培养多年的恶性疟原虫FCC-1/HN株及恶性疟现症病人含虫血进行测定，观察

其各种影响因素。 结果 4 0C保存，安瓶封装液体培养基和冰冻干燥培养基分别在2个月和1年内效果不变，超过上

述时间，培养基支持疟原虫生长发育的能力将下降。抓哇板2年内、呢唆板6个月内效果稳定，咯禁吮板和青篙玻酷板保

存期超过3个月，效果将会变化 密封涂药板的胶带纸只可1次启封使用，否则会影响测定结果。制作涂药板的塑料应选

择对疟原虫生长发育无影响的原材料。4℃保存的药液超过2 wk其浓度会发生变化。用于测定的疟原虫应为同步环状

休阶段疟原虫，密度以1 000 80 000个/川血为宜，含虫血室温保存不超过1 h,4℃保存不超过48 h。操作技术需熟练，

应严格按照操作规范进行否则会影响测定结果的准确性。 结论 涂药板、培养基、密封胶带纸、疟原虫及操作技术等

均可影响体外微量法测定结果。为体外微量法所用材料及操作技术的标准化和规范化提供参考
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        Factors Affecting the In vitro Microtest for Drug Sensitivity of

                          Plasmodium falciparum

                                FEND Xiao-ping, LIU De-quan

      (Institute of Parasitic Diseases, Chinese Centre for Disease Control and Prevention, WHO Collaborating Center

      for Malaria, Schistosondasis and Filariasis, Shanghai 200025)

    [Abstract]  Objective    To explore factors influencing the results of in vitro microtest for drug sensitivity of Plas-

modium falciparum (Pf).   Methods   Handy media, microplates predisposed with antimalarial drug, cultured Pf parasites

(FCC-1/HN isolate) and blood samples from patients were used to evaluate the factors influencing the in vitro determination

of drug sensitivity of Pf. Results Liquid medium and lyophilized medium stored at 4℃for 2 months and 1 year re

spectively could keep their effect unchanged. The effect of the drug-coated plates was not changed within the following peri-

od of storage; plates coated with chloroquine and piperaquine stored at 4℃for 2 years and 6 months respectively; plates

coated with pyronaridine and artesunate stored at 4℃for 3 months. The adhesive paper of the sealed plate could be on-

sealed once only. The plastic plate must be harmless to the growing of parasites. The drug liquid should not be stored over

2wkat4℃，otherwise the drug concentration was changed. Parasites tested were at synchronous ring stage, with a densi

ty of 1 000---80 000/pl blood, stored at room temperature for 1 h, and at 4 'C for 48 h. Operation needed to follow strictly

the standard technical procedure.   Conclusion    Drug plates, media, adhesive paper, parasites and opetrtion technique

can affect the result of二。itro microtest for drug sensitivity of P. falciparum. Standardized materials and operational proce-

dure should be used to guarantee a reliable result of the test.

    [Key words]   antimalarial drug, Plasmodium falciparum, in vitro microtest, sensitivity, factor

    体外微量法测定疟原虫对抗疟药的敏感性，操作

简便易行，48 It内即可报告结果，患者不需住院，国

内外已广泛采用。作者自80年代初用体外微量法研

作者单位:中国疾病预防控制中心寄生虫病预防控制所，世界卫生组织
疟疚、血吸虫病和理虫病合作中心，卫生部寄生虫病学重点实脸室，上
海 200025

究疟原虫对抗疟药的敏感性「，一幻，发现有诸多因素可

影响测定结果，总结如下。

                  材料与方法

1 培养基

    冰冻干燥培养基:10. 4 g RPMI1640粉和5.94 g
Hepes缓冲粉用双蒸水溶解至960 ml，加人兔血清100
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ml棍匀，每。. 9 m工分装于无菌1司 安瓶制成冰冻干

燥培养基，火焰封日，4℃保存备用。用时以。21环

NaHCO, 0. 9 ml溶解[‘]。
    液体培养基:10.4 g RPM11640粉和5. 94 g

Hepes缓冲粉用双蒸水溶解至960 ml，加人兔血清100
ml和5 0 o NaHCO, 42 ml混匀，每0.9 ml分装于无菌

1 ml安瓶，火焰封口，4℃保存备用。

结 果

2 涂药板

    用上海第三塑料制品厂生产的40井塑料板。于5

-C-38℃配成不同浓度的抗疟药，分别加人2-9井

各20川，1井和10井各加无药物溶剂20川作对照。

采用冰冻干燥法或38 ̀C恒温干燥法使其干燥，用胶

纸密封板面，封装于塑料袋中，用紫外光灭菌，4℃保

存备用[4.63。另有WHO提供的涂药板作对照。

3 疟原虫株及红细胞

    恶性疟原虫FCC-1 /HN株，将其含虫血用5%山

梨醇除去滋养体和裂殖体，取环状体用于测定。人红

细胞购自上海市中心血站经复方构椽酸钠 (ACD)保

存的 ‘̀O"型血红细胞，4℃保存，4 wk内使用。弃

上清，以2-3倍红细胞体积的培养基洗涤1次，离心

弃上清，再用培养基配制成 50% (V/V)的细胞悬液

备用。

4 恶性疟现症病人含虫血

    于疟疾流行高峰季节 7̂ 10月赴海南省或云南

省现场，选择发热、镜检确诊为单纯恶性疟、血中无

性体原虫密度为1 000 80 000个/川、近2 wk内未用

过抗疟药或有抗疟作用药物的患者为观察对象。静脉

取血0. 5̂-1. 0 ml,肝素抗凝 (30 pg/ml血)，4℃保

存备用。

1 涂药板的影响

1. 1 塑抖板的质童 不同来源和不同批号的塑料

板，疟原虫的生长发育有不同程度的差异。4批不同塑

料板试验结果，各井每200个无性体中平均含裂殖体

数，第1,第3批平均为85个 ((34-114个)，有1/4

板各井间疟原虫生长发育有明显差别;第4批为。一

42个，多数板疟原虫不能生长;第2批为124个(123

-132个)，每块板之间及板中各井间疟原虫生长发育

无明显差别，适于制作涂药板。

1.2 密封胶纸的质童 WHO提供的涂药板胶纸，

37 'C-40℃分次启封使用，对疟原虫发育无明显影

响。国产胶纸有时会导致疟原虫生长发育缓慢，甚至

停止发育，37 'C-40℃多次启封使用，随时间延长

逐渐影响测定结果。试验结果表明，涂药板一次性启

封使用 (胶纸全部去掉)，疟原虫生长发育良好，试验

结果重现率高;分2次启封使用，形成裂殖体数将减

少11 Y,-20%，试验结果重现率降低5. 7环;分3次

启封使用，形成裂殖体数减少26写-34写，试验结果

重现率降低17.6%e

1.3 涂药板的制作 用蒸馏水或无水乙醇溶解抗疟

药制作的涂药板，对疟原虫生长发育均无影响。只溶

于碱性或酸性溶剂或需用特殊溶剂溶解的抗疟药，必

须先将溶剂浓度调至适当，不影响疟原虫生长发育，否

则抑制浓度将会降低。配制的药液应及时用于制作涂

药板，4℃保存时间不宜过长。如RR [it .青篙珑酷药液，

4℃保存2 wk后浓度已发生变化，而教哇4℃保存1

年浓度仍稳定。咯禁陡及青篙唬酷涂药板必须在低于

30℃环境中制作、用冰冻干燥法干燥，否则可使抑制

浓度偏高。

1.4 保存时间 4℃保存，随保存时间的延长，抑

制浓度将发生变化，使测定结果重现率下降 (表1)
5 实验方法

    每批培养基和涂药板均经过实验室FCC-1 /HN

株测定确认，再用于测定现症病人。测定时每0. 9 ml

培养基加人含虫血。·1 ml,混匀，制成培养基一含虫血
悬液，涂药板各井加人50川，轻轻摇动约10s，使井

中药物溶解，盖板，用蜡烛缸法于37 'C-38℃温箱培

养川。待大多数环状体发育为裂殖体(其核数镇3)、裂

殖体尚未破裂时终止培养，弃上清，每井取血制厚血

膜，吉氏液染色，镜检，计算每200个无性体疟原虫

中裂殖体数。对照井形成的裂殖体率>10%为测定成

功。以完全抑制裂殖体形成的药物浓度 (以下称抑制

浓度)，判断疟原虫对药物的敏感性。

2 培养基的影响

2.1   RPM11640粉与Hepes缓冲粉制成溶液及加人

血清和NaHCO。后，立即制作供现场使用的冰冻于燥

培养基或安瓶封装的液体培养基，形成的裂殖体率分

别为75.3%和77.5%;密封4℃保存1 wk后制作，

则分别为67.1%和63.400,培养基支持疟原虫生长

发育的能力约降低10%-20%;室温(250C-350C)保

存24 h后制作，分别为61.。%和54.60o，支持疟原

虫生长发育的能力约降低300o0

2.2 随着贮存时间的延长，冰冻于燥培养基和安瓶封

装的液体培养基的效果将逐渐降低，形成裂殖体数量
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减少，测定成功率和测定结果重现率均降低 (表2).     2.3 冰冻干燥培养基溶解后或安瓶封装的液体培养

衰 1 a℃保存不同时间4种涂药饭测定结果的t现$(%)
Table 1.  Effect of storage duration under‘℃of the mlcropletes an the test results(%)

  保存时间(月)
Duration of storage

    抓喳板

Chloroquine plate

    咯蔡9&板

Pyronaridine plate
  宵禽珑酌板
Artesunate plate

    呢啥板

Piperaquine plate
momn) 一

100

100

97. 8

90. 6

51. 7

100

100

97.4

76. 9

23. 2

100

100

100

98.6

57. 7

16, 4

100
100
100
100
100
100
988

司
3
6
。
授
跳
36

      衰 2 4C保存不同时间的培养若的侧定结果(%)
Table 2  Effect of storage duration时media仙 the test result(%)

保存时间(月)
  Duration of

    裂殖体率
Rate of achm,ors

测定成功率
Sucm... rare of test

      侧定结果重现率
Reproducti,ity of the rest results

.".rage(month)     冻干培养基

Lyophilized medium

  液体培养基
Liquid medium

    冻干培养基

Lyophilized medium
  液体培养基

Liquid medium

    冻干堵养基
Lyophilized medium

  液体培养基
liquid medium

100

100

100

100

100

98.7

96. 4

89. 6

100

100

94. 2

85.9

71. 2

100

100

100

100

100

100

97. 7

88. 4

{::

:::
753
652
744
741
酬
725
644
543

基启封后，30 min内使用，疟原虫生长发育良好，试验

结果稳定。30̂ 60 min内使用，疟原虫生长发育缓慢，

形成裂殖体数量减少10%-40写，相同时间内形成的

裂殖体细胞核减少2-3个，抑制浓度降低1个剂量。

超过1h，8。%疟原虫停止生长发育

3. 4 取得患者含虫血样应立即测定，室温下超过1h

可影响疟原虫生长发育;超过4 h,将有70%以上疟

原虫不能生长发育。室温越高，影响越大。4℃保存时

间越长，测定成功率越低，抑制浓度偏低，导致测定

结果重现率下降，超过72 h血样，不能用于测定

(表 3)0

3 疟原虫的影响

3. 1 被测定的疟原虫需在近2 wk内未受到抗疟药的

作用，否则测定结果抑制浓度将偏低。

3. 2 疟原虫密度为1 000 80 000个/川血时测定结

果稳定，少于1 000个/川血时测定的抑制浓度偏低;

高于80 000个/风血则抑制浓度偏高，或疟原虫不能

发育至裂殖体，使测定失败。

3. 3 用同步环状体阶段的疟原虫测定效果较好，以

中、大环状体为主时，培养时间仅需20--30 h,测定成

功率高。以小环状体为主时，则培养时间较长，甚至

超过48 h，有时疟原虫不能发育至裂殖体而使测定失

败。被测疟原虫同步性较差，中、大环状体低于30%

感混有少量滋养体，或配子体密度较高，不仅会造成
测定失败率高，而且测定的抑制浓度会偏高。

4 操作技术的影响

4.1 涂药板每井必须准确加人测定样品So ul，加样

不准确，各井间形成的裂殖体数将无规律，测定结果

不准确。

4.2 含虫血与培养基混合后，应在1b内加人涂药板

各井，进人蜡烛缸培养。超过1卜会影响疟原虫的生长

发育，测定结果抑制浓度会偏低。

4.3 疟原虫培养期间，蜡烛缸必须密封，开启次数最

多不超过3次，每次开启时间应尽量缩短，否则会影

响疟原虫的生长发育。

4.4 各井的含虫血分别制作血膜，选择有代表性的视

野、计数核数)3个的裂殖体数，标准应统一。
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衰3 不同温度下保存的恶性疟原虫对药物敏启性阅定摘果(%)
Table 3  Growth of P. joiciparpat under different temperaturm(% )

保存时间
    (h)

      室温 (25℃-35℃ )
Room temperature(25 C--35 C )

4 r

no- ton of

storage(h)
裂殖体率
  Rate of

schimots

侧定成功率
  Suc

rate班 test

侧定结果重现率
Reproductivity
    of the test

      results

裂殖体率
  Rate of

schisorts

测定成功率
  Success

rate of test

测定结果重现率
Reproductivity
    of the test

      resuhs

67.6

64. 3

34.1

28. 1

{:: 10010092.8
67. 6

:;一: 61.8

62. 4

60.4

22.3

100

91. 9

86. 8

10.0

10010096. 4

                  讨 论

    体外微量法操作过程中诸多因素可影响测定结果

的准确性。黄家章等川在体外培养条件下对红细胞浓

度、起始疟原虫感染率和培养时间等因素进行了比较

观察，当红细胞浓度高于10%、起始疟原虫感染率高

于2%时，2. 5 X 103 mol/L氛哇不能杀灭全部疟原虫。

认为红细胞浓度和起始疟原虫感染率分别为2. 5%和

1%较合适[r7。刘德全等在现场比较观察各种影响因

素川，结果表明，培养基、涂药板、疟原虫及操作技术

等均可影响测定结果的准确性。认为体外微量法使用

的培养基和涂药板均应标准化，4℃保存、安pW封装

的液体培养基应在2个月内使用，冰冻干燥培养基在

1年内使用。用于制作涂药板的塑料板和密封胶纸，应

预先测定证明对疟原虫生长发育确无影响方可选用。

应严格控制涂药板的使用时间，4.C保存的氛喳板可

用2年，崛哇板可用6个月，咯蔡吮板和青篙瑰 板

应在3个月内使用。现场检测前先用含虫血预测确认

有效。此外，工作人员熟练掌握操作技术，被测定的恶

性疟原虫以大、中环状体为主()50 a/o >，蜡烛缸培养

时间控制在30 h以内等均重要。本文观察结果，可为

体外微量法的标准化提供参考。
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          2003年环境与职业医学国际学术研讨会征文通知
    根据去年召开的环境与职业医学中美学术研讨会参会学者的广泛要求和本刊常务编委会的同意，决定今年11月继续由《环境

与职业医学》杂志编辑委员会主办，上海市疾病预防控制中心、上梅市预防医学会、复旦大学公共卫生学院协办，在上海市召开

"2003年环境与职业医学国际学术研讨会”。会期3天 11月19日报到, 11月20̂-22日为正式会期。届时将邀请多名中外专家到
会作专题报告。会议主题为“环境·生态·职业与健康城市”。欢迎与会学者就“环境与职业医学”所涉及的各领域专题作论文或

口头交流。会上交流的论文，将由《环境与职业医学》杂志择优发表

    会议地点及议程待第2轮通知。不尽事宜请与《环境与职业医学》杂志编辑部联系。

    联系人 洪琪，忻俊萍。电话 0086-021-56636600-137, 138, 140;

    地址 上海市闸北区中兴路1105号，邮编: 200070

    E-mail; Idyzzz@online. sh. cn或-hi2& scdc. sh.。。 传真:0086-021-56970644(或62957458)
    自通知日起，《环境与职业医学》杂志编辑部即接受海内外学者参会报名.大会征文截止时间:10月25日(征文著录格式参

照本刊“稿约”)。非特邀代表参会费680元(含报名费、会务费、资料费)。参会者可获Y类学分5分。论文交流者可申领论文证书
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