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青蒿琥酯对红细胞渗透脆性的影响
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　　摘　要：目的　探讨青蒿琥酯对红细胞渗透脆性的影响及临床使用安全性。方法　以不同浓度的青蒿琥酯与红细胞悬液孵

育１２ｈ，肉眼观察和用氰化高铁血红蛋白测定法检测溶血程度；红细胞渗透脆性试验检测药物处理后各组红细胞的最大脆性和最

小脆性，再用氰化高铁血红蛋白法检测各组的最大脆性溶血情况。并用统计软件ＳＰＳＳ１６．０对各组检测结果进行统计分析。结

果　肉眼未观察到不同浓度的青蒿琥酯处理组有明显溶血现象，方差分析显示各大组内用氰化高铁血红蛋白测定的不同组吸光

度值差异无统计学意义（犘＞０．０５）；除低浓度的两处理组（青蒿琥酯的终浓度为１２．５、６．２５μｇ／ｍＬ）外，其余各处理组的最大脆性

和最小脆性均高于正常人和对照组的渗透脆性，且最大脆性随药物浓度增加，肉眼观察和氰化高铁血红蛋白检测显示其溶血程度

也增加；当青蒿琥酯浓度大于或等于２５μｇ／ｍＬ时，各处理组的最大脆性的吸光度值逐渐增加，与对照组最大脆性的吸光度值相

比差异有统计学意义（犘＜０．０５）；当青蒿琥酯浓度小于或等于１２．５μｇ／ｍＬ时，各处理组的最大脆性的吸光度值增加不明显，与对

照组比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　目前临床使用的青蒿琥酯剂量相对比较安全，大剂量的青蒿琥酯虽然不能直接

导致红细胞溶血，但可增加红细胞的渗透脆性，如需加大用药剂量应警惕血管内溶血的发生。
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　　青蒿琥酯（ａｒｔｅｓｕｎａｔｅ，ＡＳＴ）是抗疟疾药物青蒿素的衍生

物，具有比青蒿素更强的抗疟效应，尤其对多药耐药的难治性

疟疾具有显著疗效，２００９年《世界疟疾报告》中指出基于青蒿

素的联合治疗使疟疾“再也不是致命疾病”。近年来，国内外研

究者发现青蒿琥酯除了用于抗疟治疗外，还可用于预防血吸虫

病［１］、抗细菌和真菌［２］、抗肿瘤［３５］等，青蒿琥酯也日益受到广

大科研工作者和医务工作者的青睐，可以预测 ＡＳＴ在临床上

的运用将越来越广泛，但本研究组在检测青蒿琥酯在加血培养

基中对鲍曼不动杆菌的抑制作用时观察到青蒿琥酯（尤其是高

浓度组：≥４００μｇ／ｍＬ）具有溶血现象，故本实验旨在探讨青蒿

琥酯对红细胞形态和渗透脆性的影响，为临床上使用青蒿琥酯

提供一个安全的用药参考范围。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　溶液配制　（１）培养基：即 ＭＨ（ＭｕｅｌｌｅｒＨｉｎｔｏｎ，ＭＨ）

肉汤（购自杭州天和生物制品有限公司），用去离子水稀释，高
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压灭菌备用；（２）不同浓度的氯化钠溶液：称取０．９ｇ氯化钠加

入９０ｍＬ去离子水（ｄｄＨ２Ｏ）中，重复溶解后定容至１００ｍＬ，即

得０．９％氯化钠溶液；（３）青蒿琥酯（６０ｍｇ／瓶，购自桂林南药

股份有限公司）：先用５％碳酸氢钠注射液０．６ｍＬ溶解，再５．４

ｍＬ的生理盐水稀释为１０ｍｇ／ｍＬ，取２ｍＬ用生理盐水稀释为

２ｍｇ／ｍＬ备用，余－２０℃保存；（４）菌液配制：挑取平板上的菌

落用 ＭＨ肉汤于３５℃恒温摇床上２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养，约１２

ｈ后收集细菌，用生理盐水调整细菌浓度为０．５麦氏单位（约１

×１０８ｃｆｕ／ｍＬ），用 ＭＨ肉汤稀释１００倍（约１×１０６ｃｆｕ／ｍＬ）备

用；（５）红细胞悬液制备：抽取健康成人肘静脉血液１０ｍＬ，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，移去上层血浆和白细胞及血小板层，

加入生理盐水至１０ｍＬ，重悬红细胞。

１．１．２　仪器　国产沪康台式ＴＤＺ５ＷＳ型低速离心机、美国

ＢｉｏＲａｄ高速低温离心机、美国恒温振荡水浴培养箱、美国

ＢＩＯＲＡＤ６８０型酶标仪等。

１．１．３　菌株　风湿免疫研究所保存的１株鲍曼不动杆菌。

１．２　实验方法

１．２．１　分组及孵育　根据青蒿琥酯的使用说明书，每日用量

为６０～２４０μｇ，若按成人８Ｌ全血计算，则药物浓度为７．５～

３０μｇ／ｍＬ，故本实验检测ＡＳＴ的最低浓度为６．２５μｇ／ｍＬ，涵

盖了临床使用浓度。另外加细菌处理组，以探讨溶血是否为鲍

曼不动杆菌作用的结果。

根据加细菌与否分为两个大组：其中一大组未加细菌，组

１１～１１２青蒿琥酯的终浓度分别为：１０００、８００、６００、５００、

４００、３００、２００、１００、５０、２５、１２．５、６．２５μｇ／ｍＬ；对照组不加青蒿

琥酯，每管以红细胞悬液１８０μＬ和生理盐水补入，总量为４００

μＬ。二大组各分组内另加菌悬液（１×１０
６ｃｆｕ／ｍＬ）２０μＬ。每

组各做３个重复管，于３７℃恒温水浴振荡培养１２ｈ。

１．２．２　检测　（１）溶血性检测：①肉眼观察各组上清液有无溶

血现象；②氰化高铁血红蛋白法检测血红蛋白，小心吸取一大

组各组上清液各１０μＬ与２００μＬ氰化高铁血红蛋白稀释液混

合，加至９６孔微量反应板孔中；二大组各组先小心吸取５０μＬ

上清至另一对应的１．５ｍＬ无菌Ｅｐ管内，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ（使细菌沉淀，以排除细菌对吸光度值的影响），再吸取

离心后的上清液１０μＬ与２００μＬ氰化高铁血红蛋白稀释液混

合，亦加至９６孔微量反应板的相应孔中，充分混匀，５ｍｉｎ后于

５７０ｎｍ处检测吸光度值（ＯＤ值）。（２）细胞脆性实验：①将不

同浓度的氯化钠溶液各取２００μＬ移至１．５ｍＬ无菌Ｅｐ管内备

用；取一大组各管内上清４０μＬ弃之（与二大组每管的总量保

持一致），将各组余液小心混匀，每组每一浓度的氯化钠溶液中

各加入５μＬ孵育后的红细胞悬液，充分混匀，室温下放置１ｈ

后观察混合液的颜色。按以下标准对结果进行判断：最小脆

性，即最大抵抗力，指引起红细胞最先出现完全溶血的氯化钠

浓度。最大脆性，即最小抵抗力，指引起红细胞开始出现部分

溶血的氯化钠浓度。②氰化高铁血红蛋白法检测血红蛋白，取

最大脆性管中上清各２０μＬ与２００μＬ氰化高铁血红蛋白稀释

液反应，充分混匀，５ｍｉｎ后于５７０ｎｍ处检测吸光度值，以探

讨各组最大脆性管中的溶血程度是否有差异。（３）抑菌活性检

测：将二大组剩余的各组溶液１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ（使细胞

沉淀，此离心条件下细菌大部分处于悬浮状态），小心吸取上清

液２００μＬ至另一Ｅｐ管内，补入５００μＬ生理盐水（以稀释菌悬

液，降低血清中的蛋白质对后续实验的干扰），混匀，１３０００ｒ／

ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ（使细菌沉淀），弃４５０μＬ上清液，以剩余溶液

重悬细菌，吸取２００μＬ至９６孔微量反应板中，另取３孔加２００

生理盐水作为空白对照，每孔加２０μＬＭＴＴ，于３５℃继续培

养２０ｍｉｎ，然后每孔加入ＤＭＳＯ１００μＬ，振荡１０ｍｉｎ使甲瓒

充分溶解，然后将９６孔微量反应板于平板离心机中２０００ｒ／

ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液２００μＬ移至另一９６孔微量反应板

中，在酶标仪中于５７０ｎｍ处检测吸光度值。

１．３　统计学方法　运用统计软件ＳＰＳＳ１６．０中的狋检验和方

差分析对实验结果进行比较，以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

２．１　溶血性检测结果　肉眼观察时，各组均未见到明显溶血

现象；各处理组上清与氰化高铁血红蛋白稀释液混匀后于５７０

ｎｍ处检测的吸光度值与对照组的吸光度值相似，方差分析结

果显示各大组内差异无统计学意义（犘＞０．０５）；同一药物浓度

处理的一大组和二大组的吸光度值经独立样本狋检验，差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　红细胞脆性检测

２．２．１　肉眼观察结果　据肉眼观察，同一浓度处理的一大组

与二大组的红细胞脆性无差别；除组１１１（青蒿琥酯的浓度为

１２．５μｇ／ｍＬ）、组１１２（青蒿琥酯的浓度为６．２５μｇ／ｍＬ）外，各

处理组的最大脆性和最小脆性均高于正常人参考值和对照组

的红细胞脆性，见表１。且最大脆性随药物浓度增加，其溶血

程度也增加。

表１　　红细胞脆性试验结果（％）

组别 最大脆性 最小脆性

正常人（参考值） ０．４２０～０．４６０ ０．３２０～０．３４０

组１１ ０．５８５ ０．４０５

组１２ ０．５８５ ０．４０５

组１３ ０．５８５ ０．４０５

组１４ ０．５８５ ０．４０５

组１５ ０．５８５ ０．４０５

组１６ ０．５８５ ０．４０５

组１７ ０．５８５ ０．４０５

组１８ ０．５４０ ０．４０５

组１９ ０．５４０ ０．４０５

组１１０ ０．５４０ ０．３６０

组１１１ ０．４５０ ０．３１５

组１１２ ０．４５０ ０．３１５

对照组 ０．４５０ ０．３１５

２．２．２　氰化高铁血红蛋白法检测结果　用氰化高铁血红蛋白

法检测一大组各最大脆性上清液中的血红蛋白量（此时以吸光

度值表示），结果显示：以各组吸光度值的均数进行作图，可见

随着药物浓度的降低，吸光度值逐渐降低，其趋势与目测结果

基本一致，见图１；将各处理组吸光度值分别与对照一组的吸

光度值进行狋检验，当青蒿琥酯浓度大于或等于２５μｇ／ｍＬ时，

差异有统计学意义（犘＜０．０５）；当青蒿琥酯浓度小于或等于

１２．５μｇ／ｍＬ时，差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

２．３　药敏检测结果　孵育１２ｈ后肉眼观察，二大组中除最高

浓度的青蒿琥酯处理组培养上清液清澈外，余各组均混浊（但

无溶血现象），根据 ＭＴＴ检测结果计算细菌存活率：细菌存活

率＝（实验组ＯＤ值－空白孔ＯＤ值）／（阳性对照组ＯＤ值－空
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白孔ＯＤ值）×１００％。

结果判定：细菌存活率小于３０％则对该药为高度敏感

（Ｓ）；细菌存活率为３０％～５０％则对该药为中度敏感（ＭＳ）；细

菌存活率大于５０％则对该药为不敏感（Ｒ）。各组细菌存活率

分别为１０００μｇ／ｍＬ组为５．８３％，判为敏感（Ｓ）；８００μｇ／ｍＬ

组为４２．５８％，判为中度敏感（ＭＳ）；其余各组均大于８０．００％，

皆判为耐药（Ｒ）。

图１　　各处理组的最大脆性溶血程度检测结果

表２　　处理组与对照组ＯＤ值比较

组别 ＯＤ值（狓±狊） 狋 犘

对照组 ０．０８３±０．００１

组１１ ０．１１６±０．００３ －１９．０３０ ０．０００

组１２ ０．１０８±０．００４ －１２．０４３ ０．０００

组１３ ０．１０４±０．００３ －１３．７２９ ０．０００

组１４ ０．１０４±０．００２ －１８．１８７ ０．０００

组１５ ０．１０４±０．００２ －１８．３３６ ０．０００

组１６ ０．１０３±０．００１ －２５．５３１ ０．０００

组１７ ０．１０１±０．００２ －１８．００ ０．０００

组１８ ０．０９８±０．００３ －８．４９０ ０．０００

组１９ ０．０９７±０．００６ －４．６１０ ０．０１８

组１１０ ０．０９４±０．００６ －３．６３８ ０．０３４

组１１１ ０．０８３±０．００１ －０．５２２ ０．６２０

组１１２ ０．０８３±０．００１ ６．０００ ０．７０５

３　讨　　论

近年来发现青蒿琥酯除了具有强大的抗疟疾作用外，ＡＳＴ

还可以作为抗菌药物的增敏剂［６］或机体抗菌的保护剂［７］以抵

御细菌攻击；还可依赖其免疫调节［８］作用用于一些自身免疫性

疾病如类风湿关节炎［９］、系统性红斑狼疮等［１０］的治疗；而青蒿

琥酯的促凋亡作用已成为抗肿瘤研究中的热点［１１１３］。随着青

蒿琥酯在临床和科研中的广泛使用，其使用剂量也逐渐增加

（有的使用浓度已达１００μｇ／ｍＬ，如周天贵等
［１３］研究青蒿琥酯

对前列腺癌细胞的凋亡诱导作用时使用的青蒿琥酯浓度为５

ｍｍｏｌ／Ｌ，即１９２２．１μｇ／ｍＬ，远远高于其临床参考浓度），但青

蒿琥酯的用药安全性问题尚未引起人们的广泛关注。早在

１９８６年，我国学者 Ｇｕ等
［１４］曾报道当将终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ

（即３８４．４２μｇ／ｍＬ）的青蒿琥酯与红细胞共同孵育后，可引起

溶血以及血红蛋白性状改变，但因为该浓度远高于临床使用浓

度，青蒿琥酯的溶血作用几乎被人们所忽视。直到２０１０年英

国科学家Ｓｈｅｋａｌａｇｈｅ等
［１５］研究发现将青蒿琥酯与伯胺喹联用

时可导致贫血。其间几乎没有青蒿琥酯可引起溶血的报道。

本实验发现：（１）加鲍曼不动杆菌（为非溶血细菌）对溶血

和红细胞脆性没有影响，说明红细胞性状的改变是青蒿琥酯作

用的结果。（２）未观察到青蒿琥酯具有溶血现象（重复实验３

次均如此），说明青蒿琥酯不能直接溶解红细胞，但文献报道和

既往实验过程中均观察到溶血现象。（３）除组１１１（青蒿琥酯

终浓度为１２．５μｇ／ｍＬ）、组１１２（青蒿琥酯终浓度为６．２５μｇ／

ｍＬ）外，其余各组的最大脆性和最小脆性均高于正常参考值范

围，说明红细胞的渗透脆性增加，而且各最大脆性组，随着药物

浓度的增加，其上清液颜色逐渐加深，说明溶血程度也增加，与

对照组的吸光度值比较，除组１１１、组１１２差异无统计学意义

（犘＞０．０５）外，其余各组差异均有统计学意义（犘＜０．０５），说明

当青蒿琥酯的使用终浓度大于或等于２５μｇ／ｍＬ时可增加红

细胞的渗透脆性，而且随着浓度的增加，红细胞的渗透脆性也

增加，提示青蒿琥酯在临床使用过程中应注意青蒿琥酯的使用

剂量不能太大，一些有循环障碍如动脉粥样硬化、心脏瓣膜病

的患者最好不要使用青蒿琥酯（尤其是高浓度），以免发生血管

内溶血；另外也显示目前抗疟疾使用的青蒿琥酯剂量相对比较

安全。（４）青蒿琥酯在终浓度达到８００μｇ／ｍＬ时，才明显抑制

鲍曼不动杆菌的生长（此结果与既往实验结果一致），此剂量已

超过本次实验所检测到的青蒿琥酯的安全使用剂量范围，故虽

然大剂量的青蒿琥酯可以抗鲍曼不动杆菌生长，但是不能将之

用于临床治疗鲍曼不动杆菌感染。

综上所述，青蒿琥酯可增加红细胞的渗透脆性，使用终浓

度小于或等于１２．５μｇ／ｍＬ时相对比较安全，如果病情需要提

高使用剂量，应注意观察有无血管内溶血发生，最好不要为了

增加疗效而盲目的加大青蒿琥酯的用量。但青蒿琥酯是如何

影响红细胞的渗透脆性的，目前尚不清楚，有待进一步研究。
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３　讨　　论

目前胃癌仍是消化道最常见的恶性肿瘤［６］，很多胃癌患者

就诊时已属中晚期，失去手术机会［７］，对于这类胃癌患者，化疗

仍是其治疗的主要手段，而且有效的化疗也为胃癌患者争取手

术切除创造机会。因此胃癌细胞对化疗药物是否敏感将直接

影响患者预后，而胃癌细胞对化疗药物产生耐药是目前导致化

疗失败的一个重要原因。

肿瘤细胞耐药的产生是一个复杂的过程，其确切的机制尚

不清楚。目前认为耐药的产生可能与耐药相关膜蛋白

（ＭＤＲ１、ＭＲＰ、ＬＲＰ等）的高表达
［１，８］、酶蛋白（ＧＳＴ、ＴＯＰＯ

Ⅱ）的异常表达以及肿瘤细胞对凋亡耐受等多种因素有关。最

近研究发现，通过抑制生存信号转导通路，如ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号

转导通路，可降低Ｐｇｐ的表达水平
［２３］，促进细胞凋亡，从而增

加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性［９］，但其确切机制尚不清楚。

ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路调节细胞凋亡、增殖、分化、血管生成

和代谢等，在此通路中，催化亚基Ｐ１１０被激活后使３磷酸肌

醇磷酸化生成产物４，５二磷酸肌醇（ＰＩＰ２）和３，４，５三磷酸肌

醇（ＰＩＰ３），后者与ＰＫＢ的ＰＨ（ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙ）域结合，使

ＰＫＢ的构象发生变化，磷酸化并得以激活。ＰＫＢ活化后继而

磷酸化ＧＳＫ３、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３等一系列下游靶点来调节细胞

生长代谢等；ＰＫＢ在肿瘤细胞中可被化疗药物激活
［１０］，使细胞

获得抗凋亡的能力，应用ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路抑制剂可以增加肿

瘤细胞对化疗药物的敏感性，因此认为ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路在调

节肿瘤细胞对化疗药物的耐药性上有重要的作用。

ＬＹ２９４００２是 ＰＩ３Ｋ 的特异性抑制剂，研究已证实其对

ＰＩ３Ｋ及其下游靶点ＰＫＢ均有抑制作用
［１１］，通过抑制此通路

从而抑制肿瘤生长。最近研究证实ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂渥曼

青霉素（ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ）
［１２］、ＬＹ２９４００２

［２］可以逆转由Ｐｇｐ介导肿

瘤多 药 耐 药。而 且 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ 通 路 的 特 异 性 抑 制 剂

ＬＹ２９４００２也可通过促进 ＶＣＲ诱导耐药细胞Ｌ１２１０／ＶＣＲ的

凋亡，激活耐药细胞中的ｃａｓｐａｓｅ３，从而逆转肿瘤细胞的多药

耐药［２］。在本研究中，作者观察到ＬＹ２９４００２可以在蛋白和基

因水平上抑制耐药细胞中的抗凋亡因子ＸＩＡＰ和 ＭＤＲ１的表

达，增加凋亡因子ｃａｓｐａｓｅ３的表达，从而增加 ＶＣＲ的细胞毒

性，诱导细胞凋亡，增加肿瘤细胞内 ＶＣＲ的聚集，从而使胃癌

的耐药性得到逆转。

综上所述，ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路参与胃癌细胞ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ

的多 药 耐 药 过 程，应 用 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ 通 路 特 异 性 抑 制 剂

ＬＹ２９４００２可以通过抑制耐药基因 ＭＤＲ１和调节凋亡相关基

因的表达来逆转胃癌多药耐药，为克服肿瘤多药耐药提供了新

的思路和实验依据。
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