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　　自１９７６年Ｔｒａｇｅｒ和Ｊｅｎｓｅｎ成功建立了恶性疟原虫体

外连续培养方法［１］以来，该方法已广泛应用于恶性疟原虫分

子生物学及免疫学的研究。恶性疟原虫的冻存与复苏，是能

否成功进行体外培养的关键。国内外研究者［２］对寄生虫冻

存方法的探索已持续了半个多世纪，但就如何最大限度地减

少低温对寄生虫的损伤，仍未得到规律性的结论。本实验对

几种恶性疟原虫冻存复苏的方法进行了探讨，以期得到提高

恶性疟原虫冻存后复苏成活率的更为有效的方法，为恶性疟

原虫的体外培养提供有力的支持。

１　材料和方法

１．１　仪器和试剂　液氮罐购自美国 ＴＹＬＯＲＷＨＡＲＴＯＮ
公司；显微镜购于日本 Ｎｉｋｏｎ公司。二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、

甘油、山梨醇、氯化钠等购于上海华舜公司。

１．２　方法　实验分３组进行，第一组使用冻存液１复苏液

１，这是目前国内各实验室普遍采用的方法；第二组使用冻存

液２复苏液２；第三组使用冻存液３复苏液２。每组各冻存３
管，各冻存管的冻存物取自同一个培养瓶，按上述方法冻存，

１个月后按上述方法复苏，进行恶性疟原虫的常规培养。培

养时每天换液，分别于２４、４８、７２、９６ｈ采样，涂片染色，计数

每３０００个红细胞中感染疟原虫的红细胞数。

１．２．１　液体配制　冻存液：（１）２４％ＤＭＳＯ／５％葡萄糖

ＮａＣｌ；（２）２８％甘油／３％山梨醇／０．９％氯化钠；（３）３０％甘

油／ＰＢＳ。高压灭菌，４℃保存。

　　复苏液：（１）５％葡萄糖ＮａＣｌ；（２）１６％山梨醇／０．９％氯化钠。

１．２．２　虫株与培养　以本室保存的恶性疟原虫 ＨＣＣ１／ＨＮ
株作为虫源。参照Ｔｒａｇｅｒ法在２５ｍｌ三角烧瓶内培养，内含

培养物５ｍｌ，红细胞压积为３％，兔血清含量为１５％，置

３７℃，５％ＣＯ２培养箱内进行常规培养。

１．２．３　液氮冻存　分为３组，即使用３种冻存液。将恶性疟

原虫体外培养物培养至环状体、感染率为３％时，２０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，弃上清，将沉淀物混匀，分别取１５０μｌ加入冷冻

管内，各等量加入冻存液１、２、３。直接放入液氮罐中冻存（使

用冻存液１和２时），或冰浴５～１０ｍｉｎ后再放入液氮罐中冻

存（使用冻存液３时），每种方法各冻存３管。

１．２．４　复苏方法　冻存１个月后将冻存物从液氮取出，进

行快速加温解冻。即迅速置于３７℃水浴中１～３ｍｉｎ，溶化。

将Ⅰ组冻存物，分别加入复苏液１，温柔混匀；２０００ｒ／ｍｉｎ离

心５ｍｉｎ，去上清；重复１次后，加入完全培养基和正常红细

胞培养，使红细胞压积为３％。放置培养箱内培养，２４ｈ后，

采样，甲醇固定５ｍｉｎ，吉姆萨染色，油镜下计数３０００个红细

胞，计算原虫率。

　　将Ⅱ、Ⅲ组共６管冻存物分别加入１０倍体积复苏液２，

温柔混匀，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，去上清。再分别加入１０
倍体积不含血清培养基，离心，去上清。最后加入完全培养

基和红细胞培养，同上。２４ｈ后计数。

１．３　统计学处理　用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行单因素方差

分析。

２　结　果

　　结果显示，每一实验组中的３瓶冻存管，培养物复苏培养

后在各个采样观察时间，疟原虫红细胞感染数目大致相同。

实验Ⅰ组，疟原虫由于复苏后成活率比较低，所以２４、４８、７２、９６

ｈ红细胞感染率仅为０．１％、０．２％、０．７％和１．７％；实验Ⅱ组

２４、４８、７２、９６ｈ的红细胞感染率分别为０．４％、０．５％、２．４％和

３．４％；实验Ⅲ组２４、４８、７２、９６ｈ红细胞感染率分别为０．５％、

０．７％、２％和４％。由此可见，在各采样时间点上实验Ⅱ、Ⅲ组

的疟原虫成活率是实验Ⅰ组的２倍以上，统计分析经９６ｈ培养

的红细胞感染数，组间差异显著，并且实验Ⅱ、Ⅲ组的疟原虫红

细胞感染数（１０２．３３／３０００个红细胞和１１７．６７／３０００个红细

胞）显著高于实验Ⅰ组（５１．３３／３０００个红细胞，Ｐ＜０．０１），而实

验Ⅱ、Ⅲ组之间没有差异（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　低温生物学自上世纪已广泛应用于医学研究的各个领

域，但对寄生虫的冷冻保存的机制尚不十分清楚。研究证

实，ＤＭＳＯ、甘油、葡萄糖为细胞内保护剂，而山梨醇为细胞

外保护剂，甘油在慢冻时有较好的防止损伤的作用，常用于

冻存鼠疟原虫。根据以上研究结果，本实验采用３种不同方

法对恶性疟原虫的冻存复苏进行了实验比较，取得了很好的

结果。实验Ⅰ组采用细胞内保护剂、快速冷冻方法，是国内

各实验室常采用的方法，但复苏时常出现溶血现象，推测可

能是恶性疟原虫和被寄生的红细胞由于被快速冷休克损伤

所致，从而影响了疟原虫的复苏成活率。实验Ⅱ组采用的是

细胞内和细胞外保护剂相结合，同样采用快速冷冻方法；实

验Ⅲ组采用细胞内保护剂，慢速冷冻的方法。实验结果显

示，由于第Ⅱ、Ⅲ实验组复苏后２４ｈ的成活率较高，使得培
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养后的恶性疟原虫很快进入快速增殖期。所以认为后两组

实验方法较为理想，完全可以取代国内常用的 ＤＭＳＯ冻存

法。
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