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乙胺嘧啶与氯喹降低感染疟疾的 ＢＡＬＢ / ｃ
孕小鼠的胎盘病理样改变
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[摘要] 　 怀孕期间患疟疾与胎儿死亡、流产、早产及低体重密切相关ꎬ在一些疟疾发病地区ꎬ常常使用乙胺嘧啶

和氯喹来预防治疗ꎬ但它们对于胎盘的病理样改变尚未报道ꎬ本研究的目的即为探讨乙胺嘧啶和氯喹治疗怀孕

的 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠感染伯氏疟原虫诱发的疟疾引起胎盘的病理样改变. 购买 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠ꎬ随机分为 ６ 组ꎬ建立疟

疾模型ꎬ并使用乙胺嘧啶和氯喹治疗处理ꎬ对相应组的疟疾感染情况、小鼠生存率、氧化水平、凋亡水平及组织病

理改变情况进行检测分析. 结果发现ꎬ被伯氏疟原虫感染后血液中被感染的红细胞比例显著上升(ｐ<０.０５)ꎬ同时

小鼠存活率显著降低(ｐ<０.０５)ꎬ而乙胺嘧啶和氯喹不但可以降低感染红细胞的比例ꎬ还能提升小鼠的存活率

(ｐ<０.０５)ꎻ被感染的小鼠的脂质过氧化水平和过氧化氢酶水平显著上升(ｐ<０.０５)ꎬ使用乙胺嘧啶和氯喹治疗后

又显著下降(ｐ<０.０５)ꎬ而谷胱甘肽和超氧化物歧化酶的变化则不具有统计学差异(ｐ>０.０５)ꎻ被感染的小鼠的凋

亡细胞比例、感染红细胞形态和组织病理色素沉积较未感染组显著上升(ｐ<０.０５)ꎬ使用乙胺嘧啶和氯喹治疗后

又显著下降(ｐ<０.０５) . 乙胺嘧啶和氯喹在治疗疟疾中ꎬ通过抑制氧化应激及细胞凋亡的发生ꎬ降低胎盘组织病理

学改变ꎬ从而达到有效的治疗目的.
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ａｎｄ ｔｈｅｎ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ( ｐ< ０. ０５) . Ｐｙｒｉｍｅｔｈａｍｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｍａｌａｒｉａ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ
ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｃｃｕｒｓꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｐｌａｃｅｎｔａｌ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓꎬ ａｎｄ ａｃｈｉｅｖｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ
ｐｕｒｐｏｓｅｓ.　
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｍａｌａｒｉａꎬｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬｐｙｒｉｍｅｔｈａｍｉｎｅꎬｃｈｌｏｒｏｑｕｉｎｅ

疟疾是世界上公认的主要公共健康问题之一ꎬ每年略有 １ ~ ２ 万人受到感染ꎬ其中大部分是不到 ５ 岁

的儿童及孕妇ꎬ在我国主要分布在西南地区[１] . 而孕妇感染疟疾不但给自己带来伤害ꎬ而且也影响到胎儿

的发育ꎬ初产妇比经产妇受到感染后的损害更严重. 这也说明孕妇患疟疾不但会使孕妇出现贫血症状ꎬ而
且还会出现流产、死胎及低出生体重的胎儿. 在治疗感染疟疾的孕妇患者时ꎬ还应处理疟疾的相应并发

症ꎬ如肾功能衰竭、低血糖及脑水肿等. 同时研究报道在怀孕期间使用抗疟疾药物会产生胚胎毒性ꎬ可导

致胎儿心血管畸形或骨骼异常等症状[２] . 目前按照世界卫生组织的建议ꎬ对于怀孕期间感染疟疾的预防

治疗主要有 ３ 个方面:有效管控、杀灭蚊虫及间歇性的预防治疗. 而间歇性的预防治疗主要包括 ２ 个或

３ 个剂量的乙胺嘧啶ꎬ在第二或第三个孕期给予ꎬ同时在我国氯喹也是治疗疟疾的一种常用药物. 虽然乙

胺嘧啶和氯喹用于疟疾的治疗具有很好的疗效ꎬ而且有报道指出其可改变机体的氧化性[３]ꎬ但是减少胎

盘的病理样改变尚未见报道ꎬ因此ꎬ本研究的目的主要为探讨乙胺嘧啶和氯喹降低 ＢＡＬＢ / ｃ 孕期小鼠因感

染伯氏疟原虫诱发的疟疾的胎盘病理样改变的现象及机制.

１　 材料与方法

１.１　 寄生虫

选用致命性的啮齿动物菌株伯氏疟原虫(ＮＫ６５)用于本研究ꎬ该菌株是由伯氏疟原虫感染了小鼠红细

胞( ＩＲＢＣ)后传代保存.
１.２　 动物

选用 ＢＡＬＢ / ｃ 小鼠作为研究模型ꎬ由重庆医科大学动物中心提供ꎬ所有小鼠均为 ６ ~ ８ 周龄(体重为

２０ ｇ~２２ ｇ)ꎬ使用标准的颗粒食物及水喂养ꎬ严格按照实验动物伦理委员会的实验动物使用及处理标准进

行研究护理.
１.３　 第一天妊娠评估

将雌性小鼠和雄性小鼠按 ２ ∶１ 的比例共同饲养过夜ꎬ并且在早晨和傍晚对小鼠的阴道栓进行日常监

测ꎬ若发现阴道栓即标记为第一个妊娠日.
１.４　 实验设计

将所有动物分为 ６ 组进行研究ꎬ第一组:非妊娠感染ꎬ共 ８ 只ꎬ这些小鼠按 １×１０６ ＩＲＢＣ 数量进行经腹

腔接种ꎻ第二组:非妊娠感染ꎬ氯喹处理ꎬ共 ８ 只ꎬ处理同第一组ꎬ但在疟疾感染 ２ ｈ 后ꎬ给予 ６.２５ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)
剂量的氯喹(国药准字 Ｈ３１０２０８６９ꎬ上海信谊天平药业有限公司)处理ꎬ连续处理 ４ ｄꎻ第三组:非妊娠感

染ꎬ乙胺嘧啶处理ꎬ共 ８ 只ꎬ处理同第一组ꎬ但在疟疾感染 ２ ｈ 后ꎬ给予 ２６ ｍｇ / (ｋｇ􀅰ｄ)剂量的乙胺嘧啶(国
药准字 Ｈ３３０２００２８ꎬ杭州民生药业集团有限公司)１ 次处理ꎻ第四组:妊娠感染ꎬ共 １６ 只ꎬ这些小鼠在妊娠

期为(１０±２)ｄ 时ꎬ按 １×１０６ ＩＲＢＣ 数量经腹腔接种菌株ꎻ第五组:妊娠感染ꎬ氯喹处理ꎬ共 １６ 只ꎬ孕期及感染

方法同第四组ꎬ给药剂量及时程同第二组ꎻ第六组:妊娠感染ꎬ乙胺嘧啶处理ꎬ共 １６ 只ꎬ孕期及感染方法同

第四组ꎬ给药剂量及时程同第三组.
１.５　 监测指标

对所有感染后小鼠的红细胞感染伯氏疟原虫的比例进行监测ꎬ同时对一个月的存活率进行监测ꎬ对第

四、五、六、七组的小鼠在感染后第六天时进行颈椎脱臼处死ꎬ取出胎盘固定在 １０％的福尔马林中ꎬ进行氧

化性、抗氧化性及 ＤＮＡ 分离检测ꎬ同时进行吖啶橙 /溴化乙锭染色ꎬ并进行苏木精和伊红(Ｈ＆Ｅ)染色ꎬ光
学显微镜观察组织的病理学改变情况.
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１.６　 胎盘组织匀浆及去线粒体上清液制备

使用磷酸盐缓冲液在 Ｐｏｔｔｅｒ￣Ｅｌｖｅｈｊｅｍ 组织匀浆器(海德创业(北京)生物科技有限公司)中制备胎盘

组织匀浆ꎬ以 ８ ０００ ｒ / ｍｉｎ 的速度在 ４ ℃离心 １０ ｍｉｎꎬ上清液即为去线粒体上清液ꎬ储存于－２０ ℃中进一步

使用ꎬ使用 Ｌｏｗｒｙ[４]等人的方法进行蛋白浓度测定.
１.７　 脂质过氧化检测

使用 Ｗｉｌｌｓ 等人[５]的方法ꎬ选择丙二醛(ＭＤＡ)的量用于对脂质过氧化作用进行评估. ０.５ ｍＬ 的 Ｔｒｉｓ￣
ＨＣｌ 作为缓冲液(０.１ ＭꎬｐＨ ７.４)加入到 ０.５ ｍＬ 的组织匀浆中ꎬ３７ ℃孵育 ２ ｈꎬ温育后ꎬ加入 １ ｍＬ 的 １０％
(重量 /体积)冷冻三氯乙酸ꎬ１００ ｒ / ｍｉｎ ４ ℃离心 １０ ｍｉｎꎬ取 １ ｍＬ 上清液ꎬ加入 １ ｍＬ 的 ０.６７％(重量 /体积)
硫代巴比妥酸溶液ꎬ沸水浴 １０ ｍｉｎꎬ待冷却后ꎬ加入 １ ｍＬ 的蒸馏水ꎬ并在波长为 ５３２ ｎｍ 的条件下进行吸光

度测定ꎬ结果即为 ＭＤＡ 的每毫克蛋白纳摩尔数ꎬ使用发色基团摩尔消光系数(１.５６×１０５ Ｍ－１􀅰ｃｍ－１) .
１.８　 过氧化氢酶活性测定

使用 Ｌｕｃｋ 等人[６]的方法对去线粒体上清液中的过氧化氢酶的活性进行测定. 使用 １００ ｍＬ 的磷酸盐

作为缓冲液(０.０５ ＭꎬｐＨ ７.２)ꎬ并加入 ０.１６ ｍＬ 的 Ｈ２Ｏ２ꎬ待测样品包括 ３ ｍＬ 的磷酸盐缓冲液和 ５ μＬ 的

ＰＭＳꎬ在波长为 ２４０ ｎｍ 的条件下进行吸光度测定ꎬ结果即为每毫克蛋白中 Ｈ２Ｏ２ 每分钟分解的毫摩尔数ꎬ
使用发色基团摩尔消光系数(０.０３９４ ｍＭ－１ｃｍ－１) .
１.９　 还原型谷胱甘肽测定

使用 Ｅｌｌｍａｎ 等人[７]的方法对谷胱甘肽(ＧＳＨ)水平进行测定. 将 １ ｍＬ 的胎盘匀浆用 １ ｍＬ 的 ４％磺基

水杨酸进行沉淀ꎬ在 ４ ℃放置 １ ｈꎬ然后以 １００ ｒ / ｍｉｎ 的速度在 ４ ℃离心 １５ ｍｉｎ. 待测样品包括 ０.１ ｍＬ 的离

心上清液ꎬ０.２ ｍＬ 的 ０.０１ Ｍ 的二硫硝基苯甲酸(ＤＴＮＢ)和 ２.７ ｍＬ 的磷酸盐缓冲液(０.１ ＭꎬｐＨ ８)ꎬ并在波

长为 ４１２ ｎｍ 的条件下进行吸光度测定ꎬ结果即为每毫克蛋白中 ＧＳＨ 的微摩尔数.
１.１０　 超氧化物歧化酶活性测定

使用 Ｋｏｎｏ 等人[８]的方法进行测定. 加入 ０.５ ｍＬ 的盐酸羟胺到 ２ ｍＬ 和氮蓝四唑(ＮＢＴ)和 ０.１ ｍＬ 的

ＰＭＳ 混合液中. 超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)活性即为 １ 个单位酶活性ꎬ定义为超氧化物歧化酶以抑制 ５０％
ＮＢＴ 减少的速率所需要的超氧化物歧化酶毫克蛋白单位的量.
１.１１　 溴化乙锭 /吖啶橙染色测定细胞凋亡

对研磨后的胎盘进行细胞分离ꎬ使用尼龙网布和离心机对悬浮细胞进行过滤ꎬ然后以 １００ ｒ / ｍｉｎ 的速

度在 ２５ ℃条件下离心 １０ ｍｉｎꎬ使用 ２％的皂素对红细胞沉淀进行溶解ꎬ并以 １００ ｒ / ｍｉｎ 的速度在 ２５ ℃离心

１０ ｍｉｎꎬ将含有胎盘细胞的沉淀物洗涤 ３ 次ꎬ然后溶于 ＰＢＳ 中ꎬ在荧光显微镜下使用血球计数板对溴化乙

锭 /吖啶橙染色后的细胞进行计数.
１.１２　 统计分析

所有结果均采用(均数±标准差)的形式表示ꎬ使用 ＳＰＳＳ １６.０ 进行统计分析ꎬ组间比较采用多个比较

的方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ计数采用卡方检验ꎬ计量资料采用 ｔ 检验ꎬ以 ｐ<０.０５ 代表差异具有统计学意义.

２　 结果

２.１　 感染及治疗效果分析

所有小鼠在被伯氏疟原虫感染后ꎬ血液中的红细胞被感染比例急剧上升ꎬ并且妊娠组和非妊娠组分别

在第十天和第十四天达到高峰ꎬ从第二天开始妊娠组上升更加明显(ｐ<０.０５)ꎻ使用乙胺嘧啶和氯喹处理

后ꎬ被感染的比例显著降低(ｐ<０.０５)ꎬ且使用乙胺嘧啶的效果显著优于氯喹(ｐ<０.０５)ꎬ均在使用药物处理

后的第二十四天时感染数降低为 ０(图 １ Ａ) . 被伯氏疟原虫感染后的小鼠的存活率也显著下降ꎬ妊娠组和

非妊娠组分别在第十天和第十四天其存活率即降低为 ０ꎬ这一结果与感染比例达到高峰的时间刚好吻合ꎬ
而对感染后的小鼠在使用乙胺嘧啶和氯喹处理后ꎬ不论是妊娠组还是非妊娠组ꎬ其存活率均保持在 １００％
(图 １ Ｂ) .
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图 １　 感染及治疗效果统计结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔ

２.２　 氧化水平变化情况

妊娠的小鼠在受到伯氏疟原虫感染后其 ＭＤＡ 显著上升( ｐ<０.０５)ꎬ而过氧化氢酶则显著降低( ｐ<
０.０５)ꎬ在使用乙胺嘧啶和氯喹治疗后ꎬＭＤＡ 和过氧化氢酶较治疗组显著降低及升高(ｐ<０.０５)ꎬ妊娠中的

４ 组小鼠在 ＧＳＨ 和 ＳＯＤ 的变化情况比较中不具有统计学意义(ｐ>０.０５)(图 ２) .

注:∗与妊娠组比较ꎬｐ<０.０５ꎻ＃与妊娠感染组比较ꎬｐ<０.０５
图 ２　 氧化水平变化情况统计结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ

２.３　 凋亡情况比较

使用溴化乙锭 /吖啶橙进行染色ꎬ结果显示妊娠感染组较妊娠组中的凋亡细胞数量显著升高( ｐ<
０.０５)ꎬ使用乙胺嘧啶和氯喹治疗后ꎬ凋亡细胞的数量显著降低(ｐ<０.０５)ꎬ结果如图 ３ 所示.
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图 ３　 凋亡情况统计结果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｃｈａｎｇｅｓ

２.４　 组织病理学变化

组织病理学检查发现ꎬ被感染后的怀孕小鼠的色素沉积和感染的红细胞形态变化数目要显著多于未

感染的怀孕小鼠ꎬ而使用乙胺嘧啶和氯喹治疗后ꎬ小鼠的红细胞形态恢复正常ꎬ同时色素沉积消失ꎬ结果如

图 ４ 所示.

图 ４　 组织病理学变化

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ
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３　 讨论

尽管已经作出了控制疟疾的多方努力ꎬ但它仍然是不发达国家和发展中国家的一个主要公共健康问

题ꎬ特别是不到 ５ 岁的儿童和孕妇面临更大的风险[１] . 世界卫生组织和国家卫生部门推荐乙胺嘧啶和氯

喹为疟疾流行区的孕期预防药物ꎬ减少产妇死亡的发生并促进成功妊娠[９] . 由于乙胺嘧啶和氯喹在减少

疟疾相关的胎盘病理对于氧化应激和细胞凋亡的疗效尚未进行研究ꎬ所以本研究将主要对其进行探讨.
这项研究表明ꎬ用乙胺嘧啶或氯喹治疗妊娠或非妊娠因感染伯氏疟原虫而诱发疟疾的小鼠ꎬ结果在第

六天寄生虫百分比减少了接近 ９０％ꎬ小鼠的存活率几乎为 １００％ꎬ而未用药的小鼠死亡率则达到 １００％. 本

研究与早期研究在伯氏疟原虫感染的小鼠第五天寄生虫感染减少 ８６.２％和抗疟疾治疗后寄生虫感染量减

少至 ０％的结果是一致的[１０ꎬ１１] . 有趣的是ꎬ疟疾感染的小鼠在接受抗疟治疗后所有孕鼠均能正常分娩并存

活. 这些观察结果清楚地表明ꎬ乙胺嘧啶和氯喹能有效地治疗疟疾感染从而促进正常分娩ꎬ故可以用作妊

娠晚期的治疗剂.
氧化应激是体内的活性氧簇(ＲＯＳ)过多而诱发的生理变化ꎬ可促使随后的脂质过氧化作用ꎬ它会导致

包括疟疾在内的许多人类疾病[１２ꎬ１３] . 最近研究表明ꎬ在感染的小鼠胎盘病理检查中ꎬ衡量脂质过氧化程度

的指标 ＭＤＡ 水平显著增加[１４] . 有趣的是ꎬ本研究中发现用乙胺嘧啶和氯喹治疗感染的怀孕小鼠后可使

ＭＤＡ 和过氧化氢酶的活性恢复到正常水平. 然而ꎬ过氧化氢酶的活性与早期研究中用氯喹治疗的疟疾患

者(包括男性和女性)的血液中过氧化氢酶活性降低的结果相反. 在本研究中过氧化氢酶的活性所观察到

的差异可能是由于用于分析的模型为小鼠胎盘所致ꎬ物种之间存在差异. 通过溴化乙锭 /吖啶橙染色可以

观察到抗疟治疗可显著降低感染小鼠胎盘中的细胞凋亡数.
病理组织学也发现ꎬ接受抗疟疾治疗的孕期小鼠的胎盘细胞形态是恢复正常的ꎬ同时其色素沉积也显

著减轻. 这些表明ꎬ乙胺嘧啶和氯喹不但能减少小鼠血液中寄生虫感染的红细胞百分比ꎬ还能降低疟疾感

染所致胎盘病理学的改变ꎬ在妊娠后期使用时尤为显著. 本研究清楚地表明了乙胺嘧啶和氯喹提供的保

护机制ꎬ并进一步证明了早期研究中疟疾流行地区采用乙胺嘧啶间歇性预防治疗能大大降低疟疾对孕妇

的伤害和降低胎儿出生体重偏轻发生率的结论.
本研究首次提供了关于乙胺嘧啶和氯喹通过降低氧化应激和细胞凋亡水平ꎬ对感染疟疾后的胎盘病

理改变的保护作用ꎬ同时还可有效降低血液中感染红细胞的比例ꎬ从而达到很好的疟疾治疗效果. 然而ꎬ
由于人类和小鼠模型的生物学差异ꎬ乙胺嘧啶和氯喹对伯氏疟原虫的抗性会存在差异ꎬ最终治疗疟疾的结

果也就可能会不同ꎬ所以目前的观察结果需要在人类身上进行检验ꎬ以便能更好地指导临床药物的使用.
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