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　　近年,我们发现进入抗氯喹疟原虫中的氯喹量较敏感的

低 54. 1% ,不能达到杀虫有效量[1 ]。为此,我们测定了抗氯

喹株和敏感株伯氏疟原虫线粒体、微粒体与酸沉淀蛋白质等

各组分中的氯喹含量,并分析其结果。

　　材料与方法

伯氏疟原虫 (P lasm od ium berg hei)印度株和由此株选育

的抗氯喹株 (抗性强度> 200 倍, 本所病原生物研究室提

供) ,昆明株清洁小鼠 (中国科学院动物中心) ,磷酸氯喹 (上

海中西药厂) ,常规试剂为分析纯, H PL C 系统所用溶剂为光

谱纯。

疟原虫样品制备　敏感株和抗氯喹株疟原虫 5%感染

血各 0. 2 m l (约含 107 感染红细胞)分别 ip 小鼠,原虫感染率

达 30%左右时, ig 氯喹 400 m gökg, 3 h 后摘除眼球取血,经

磺化乙基纤维素2葡聚糖凝胶 G225柱去除白细胞[2 ],用皂溶

法 (20倍于红细胞压积的 0. 015%皂素 vöv, 37℃ 30 m in)获

得游离疟原虫,每只感染鼠为一样品。

疟原虫高氯酸处理的上清液,沉淀蛋白、线粒体和微粒

体样品制备,将上述方法获得的疟原虫样品 2～ 3个合并,加

入 0. 8 mo löL 高氯酸 0. 5 m l, 匀浆后 2 500 rpm 离心 10

m in,获得高氯酸处理的上清液和沉淀蛋白。线粒体:每 2个

疟原虫样品合并,加入线粒体抽提液,匀浆 2 500 g 离心 10

m in,除去细胞碎片等粗沉淀物,上清液 10 000 g 4℃离心 20

m in,沉淀为线粒体样品,其上清液再 100 000 g 4℃离心 20

m in,获得的沉淀为微粒体样品。

氯喹的抽提与检测　按Bergqu ist等报道,略加修改。在

硷性条件下用 1, 22二氯乙烷抽提氯喹[3 ] ,用H PL C (外标法)

分离检测氯喹。流动相:甲醇:水 29∶71 (vöv) 100 m l水中加

入高氯酸 0. 56 m l 作离子对, 磷酸缓冲液调 pH 至 3. 0,

UV 343 nm 检测。用L ow ry法测蛋白质含量。

　　结　果

　　氯喹大量进入高氯酸处理的上清液组分中,每毫克蛋白

质中的氯喹量高达毫微克水平,两株疟原虫间无明显差异。

高氯酸沉淀蛋白质,线粒体和微粒体中每毫克蛋白质的氯喹

量相近,线粒体和微粒体中的氯喹量,两株疟原虫间无差异,

在高氯酸沉淀蛋白质中,抗氯喹原虫蛋白质中的氯喹量比敏

感原虫低 59. 1% (P < 0. 01)。结果见表 1。

表 1　进入伯氏疟原虫线粒体、

微粒体与酸沉淀蛋白中的氯喹量比较

组　　别 敏　感　株 抗 氯 喹 株

高氯酸处理的上清液 7013. 7±2570 (8)
氯喹 ngöm g蛋白

7215. 7±2538 (8)
氯喹 ngöm g蛋白

高氯酸沉淀蛋白 110. 7±43 (8)
氯喹 ngöm g蛋白3

45. 1±19 (7)
氯喹 ngöm g蛋白3

线粒体 192. 8±63 (15)
氯喹 ngöm g蛋白

182. 0±57 (17)
氯喹 ngöm g蛋白

微粒体 128. 7±47 (8)
氯喹 ngöm g蛋白

179. 2±42 (5)
氯喹 ngöm g蛋白

　　3 P < 0. 01

　　讨　论

李高德等 (1993)报道抗氯喹疟原虫中过度表达的 54

kD a 蛋白与氯喹结合[5 ]. M en ting (1977)指出 33 kD a 蛋白是

氯喹结合蛋白[6 ]. 王琴美等证明氯喹敏感的疟原虫各蛋白均

与氯喹结合,抗氯喹原虫的 80%蛋白与氯喹结合,同株疟原

虫各蛋白与氯喹结合能力有差异,抗性株和敏感株疟原虫间

差异更大[7 ]。我们的研究指出进入高氯酸沉淀的抗氯喹株原

虫蛋白中的氯喹量非常明显地低于敏感株疟原虫。高氯酸处

理的上清液中,含有核酸与酸可溶性蛋白等组分,虽然进入

的氯喹总量在抗性株和敏感株疟原虫间无差异,但是氯喹在

这些组分中的作用仍不能忽视,M eshn ick (1990)提出氯喹与

疟原虫DNA 结合上的变化,可以影响抗疟效果 [4 ]。
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