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恶性疟原虫青蒿素和哌喹耐药的流行现状及机制研究进展
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[摘要] 恶性疟原虫是全球范围内危害重大的寄生虫类传染病病原体之一。青蒿素是抗疟药的首选药物，目前已

在多个国家和地区发现恶性疟原虫对青蒿素及其与哌喹联合用药耐受性。研究已经发现与青蒿素耐药性有关的基因

突变，但哌喹耐药性的机制仍有待进一步研究。本文就近年恶性疟原虫对青蒿素及哌喹耐药的流行现状和分子机制

研究进展作一综述。
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Resistance of Plasmodium falciparum to artemisinin derivatives and piperaquine: epidemic status and mechanism
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[Abstract]　Plasmodium falciparum is one of the main parasitic pathogens worldwide. Artemisinin derivatives are the 
first-line antimalarial drug. Recently, Plasmodium falciparum has been found to be tolerant to the treatment with artemisinin 
derivatives and its combination with piperaquine in several countries and regions. Scientists have found gene mutations 
associated with resistance of Plasmodium falciparum to artemisinin derivatives; however the mechanism of piperaquine 
resistance remains to be further studied. This review sums up the epidemic status and mechanism research of the resistance of 
Plasmodium falciparum to artemisinin derivatives and piperaquine.
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疟疾是全球性威胁人类生命安全的重要寄

生虫传染病之一，影响范围涉及近百个国家和地

区、30 多亿人口；作为最重要的致病病原体，

恶性疟原虫在 2016 年仍造成 2.16 亿人患病以及  
44.5 万死亡案例[1]。在过去的几十年里，疟疾死亡

率已经呈现明显的下降趋势，这主要归功于疟疾

防治工作的加强以及青蒿素联合疗法（artemisinin-
based combination therapy，ACT）的广泛应用。

但是随着抗疟药物的广泛使用，对药物产生抗性

的病原体不可避免地被筛选出来，包括氯喹、磺

胺类耐药性疟原虫等 [2-3]。近些年发现青蒿素耐

药性疟疾开始在东南亚传播，尤其是在柬埔寨地 
区[4]，因此预防抗药性疟疾的流行迫在眉睫。本文

主要综述了恶性疟原虫耐药的流行现状以及青蒿

素、哌喹耐药性研究机制进展。

1　抗疟药的应用历史和现状

药物治疗疟疾已有数百年的历史。19 世纪 
20 年代，研究者从金鸡纳树皮中分离出抗疟成分

奎宁，但因供应不足，开始寻求其他替代药物；

20 世纪 50－60 年代，氯喹被广泛用于治疗疟疾

且取得良好疗效，世界卫生组织（World Health 
Organization，WHO）基于氯喹的大量应用以及传

播媒介控制提出了全球根除疟疾计划。这个计划在

最初取得极大进展，但随着时间推移，1957 年在

泰国发现了对氯喹耐药的疟原虫，随后耐药性虫

株从南亚扩散至东南亚地区，20 世纪 70 年代在非

洲及北美地区也发现了氯喹耐药性疟原虫[5]。20 世
纪 70―80 年代，磺胺多辛和乙胺嘧啶在产生氯喹

抗药性的疟疾流行地区大量使用，诱导了疟原虫对
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叶酸拮抗剂类药物产生耐药性[2]。20 世纪 90 年代

末，撒哈拉以南的非洲地区因疟疾死亡的病例每年

超过 100 万人[6-7]。鉴于疟疾在全球范围内对人类

生命安全的巨大威胁，科研人员及相关企业积极致

力于研发疟疾特效药。

1972 年我国的科研人员从黄花蒿中提取出青

蒿素，发现它对恶性疟原虫有明显的抑制作用。

随后，瑞士诺华公司在我国科研成果基础上研发

出第 1 代 ACT，即青蒿素和苯芴醇联合疗法。 
2000―2001 年，这种新联合疗法同时辅以传播媒

介控制措施在南非的大规模应用取得巨大成功，疟

疾死亡率在 1 年内下降了 87.5%[8]。2001 年，为了

防止单一用药可能带来的潜在耐药风险，WHO 呼
吁广大疟疾流行国家禁止采用青蒿素单一疗法[9]。

目前 5 种不同的 ACT [双氢青蒿素–哌喹联合疗法

（DHA-PPQ）、青蒿琥酯–甲氟喹联合疗法（AS-
MQ）、蒿甲醚-苯芴醇联合疗法、青蒿琥酯–磺胺

多辛/乙胺嘧啶联合疗法、青蒿琥酯–阿莫地喹联合

疗法] 被广泛应用于疟疾流行的国家，这 5 种疗法

是以青蒿素及其衍生物为基础，辅以一种半衰期

较长的二线药物。ACT 最初在全球范围内获得了

成效，但是近年来部分地区已经开始出现青蒿素耐

药迹象。为防止耐药性疟疾的扩散，对耐药性虫

株进行实时监测十分必要，分子标志物是重要的

检测靶标。目前已发现产生耐药性的药物及相应

的分子标志物有奎宁（Pfcrt, Pfmdr-1, Pfnhe-1）、

磺胺多辛（Pfdhps）、氯喹（Pfcrt, Pfmdr-1）、阿

莫地喹（Pfcrt，Pfmdr-1）以及阿托伐醌（Pfcytb）
等[10-17]。近年研究者还发现青蒿素耐药性疟疾与 
Kelch13 蛋白关系密切[18]。见表 1。

表 1　恶性疟原虫耐药的抗疟药物及其分子标志物

Tab 1　Antimalarial drugs tolerant by Plasmodium falciparum and the corresponding molecular markers

Antimalarial drug Introduced 
time

First report of 
resistance time Molecular marker Drug sensitivity in vitro or threshold 

for resistance
Quinine[10] 1632 1908 Pfcrt, Pfmdr-1, Pfnhe-1 IC50＞500-800 nmol/L
Sulfadoxine[11] 1937 1970s Pfdhps
Proguanil[12] 1940s 1949 Pfdhfr IC50＞15 nmol/L
Pyrimethamine[11] 1940s 1952 Pfdhfr IC50＞100 nmol/L
Chloroquine[13] 1945 1957 Pfcrt, Pfmdr-1 IC50＞100 nmol/L
Amodiaquine[14] 1945 1970s Pfcrt, Pfmdr-1 IC50＞80 nmol/L
Piperaquine[15] 1960s 1980s Pfcrt, Pfplm2/3 Survival rate＞10% in the PSA
Artemisinin derivatives[18] 1980s 2008 PfK13 gene mutations at codons Survival rate＞1% in the RSA
Mefloquine[16] 1984 1991 Pfmdr-1 IC50＞30 nmol/L
Atovaquone[17] 1996 1996 Pfcytb IC50＞10 nmol/L

Pfcrt: Plasmodium falciparum chloroquine resistance transporter; Pfmdr-1: Plasmodium falciparum multidrug resistance 1;  
Pfnhe-1: Plasmodium falciparum sodium/hydrogen exchanger gene 1; Pfdhps: Plasmodium falciparum dihydropteroate synthase;  
Pfdhfr: Plasmodium falciparum dihydrofolate reductase; Pfplm2/3: Plasmodium falciparum plasmepsin 2/3; PfK13: Plasmodium falciparum 
Kelch 13; Pfcytb: Plasmodium falciparum cytochrome b; IC50: Half maximal inhibitory concentration; PSA: Piperaquine survival assay;  
RSA: Ring-stage survival assay

疟疾的成功控制甚至消除依赖于有效的抗疟

药物。DHA-PPQ 联合疗法是目前疟疾流行区应用

最广泛的治疗方法，随着青蒿素耐药性的产生，

DHA-PPQ 联合疗法治疗有效性逐渐下降。在没有

其他有效抗疟药可以替代的情况下，青蒿素耐药性

的产生是对现已取得的控制和消除疟疾成绩的一次

冲击，尤其是对联合药物哌喹产生耐药性更让根除

疟疾的计划受到严峻挑战。 

2　青蒿素耐药性疟疾的产生和研究现状

2.1　青蒿素耐药性的产生　疟原虫抗药性是指在

抑制或者杀灭同种疟原虫繁殖的药物浓度下，疟原

虫虫株仍能继续存活及繁殖的能力，在临床上表

现为疟原虫延迟清除和疟原虫清除半衰期延长。 

2008 年，柬埔寨西部报道了第 1 例对青蒿素产生

耐药性的疟疾[4]。2009 年，此消息被证实，青蒿素

抗药性疟疾随后又在泰国、缅甸、越南以及中国被

报道[19]。2017 年，我国发现 1 例从非洲归国的输

入型疟疾有明显的青蒿素耐药性，因此，青蒿素耐

药性疟疾极有可能像氯喹耐药性疟疾一样正逐渐向

非洲扩散[20]。

2 . 2 　 青 蒿 素 耐 药 性 研 究 方 法 　传统的青蒿

素 耐 药 性 研 究 方 法 是 通 过 计 算 双 氢 青 蒿 素

（dihydroarteminin，DHA）抑制疟原虫生长达 
50% 时的药物浓度（IC50）作为恶性疟原虫青蒿

素耐药性的指标，体外实验和体内实验均未发现

疟原虫清除率半衰期与 DHA IC50 值之间有相关 
性[21-23]。造成这一结果的可能原因是青蒿素在人体
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内半衰期很短，在这些实验中疟原虫暴露在低浓度 
DHA（≤64 nmol/L）下达 48～72 h，而在人体内
疟原虫通常暴露在高浓度药物下仅 1～2 h。之后一
种新的实验方法环期生存分析（ring-stage survival 
a s s a y，R S A）被提出，即早期严格筛选获得  
0～3 h 环期疟原虫，将 DHA 药物浓度控制在 700 
nmol/L 并处理早期环状体疟原虫 6 h，然后去除药
物，继续培养疟原虫 66 h 后观察其生存情况，此
方法帮助研究人员成功观测到体外实验时疟原虫对
青蒿素耐药性产生的有意义的表型；结果显示体外
培养疟原虫对青蒿素敏感性与疟原虫生长阶段有
关，尤其是在早期环状体阶段（0～3 h），青蒿素
药物敏感性降低尤为显著[24]。这一结果进一步证明
临床结果与 DHA 的 IC50 值间无相关性，疟原虫通
过进入发育静止状态（休眠现象）来躲避短时间
药物的作用，与之前的研究青蒿素耐药性疟原虫有
较长的环期且代谢活动降低的结果一致，也侧面印
证了已经报道的青蒿素治疗恶性疟疾有效性降低的 
事实[25]。
2.3　青蒿素耐药性分子机制研究　对青蒿素耐药性
分子标志物及其机制的发现和研究是延缓耐药性
传播的关键。青蒿素类抗疟药作为治疗疟疾的前体
药，它的内过氧化物环可被疟原虫释放的含铁血红
素裂解释放活性氧基，进而使疟原虫生长过程中必
须的蛋白烷基化失活，对各时期的疟原虫均有致死
作用[26-27]。近年的蛋白质组学研究显示青蒿素的作
用靶点很多，蛋白质大环境的改变导致病原体的
迅速死亡。关于青蒿素耐药性机制的观点主要有 
如下 2 种。

研究人员将一种非洲品系 F32-ART5 虫株暴露
在高浓度药物下达 5 年之久后对其外显子进行测
序，发现相比于同样条件下无药物作用培养的单
克隆虫株，前者在 7 个基因上产生了 8 个突变[16]。
此外，研究人员又从柬埔寨获得 49 个虫株，分别
将其暴露在治疗药物浓度下 22、40 和 59 个生活
周期，观测这几个突变出现的先后顺序。结果发
现体外培养疟原虫对青蒿素的敏感性与 13 号染色
体上 Kelch 基因（K13，PF3D7_1343700）的突变
有关[28]。恶性疟原虫 K13 编码基因（Plasmodium 
falciparum Kelch 13 gene，PfK13）是一个单个外
显子基因，编码包含 726 个氨基酸的蛋白，其中
含 3 个结构域，分别为疟原虫特殊顶复门原虫结构
域、BTB/POZ 结构域以及 Kelch 结构域。在野生
型疟原虫中，BTB 结构域促进二聚作用，Kelch 结
构域可结合到特异基质上加快泛素化以及蛋白酶
体降解，当 Kelch 结构域突变时，蛋白结合作用降
低，进而泛素化和靶定蛋白水解作用降低，最终
导致基质增多聚集及哺乳动物自身内环境失调[29]。

Mbengue 等[30]近年在 K13 突变介导的青蒿素耐药
性方面取得新的研究进展，研究发现青蒿素可以
抑制恶性疟原虫磷脂酰肌醇-3-激酶（Plasmodium 
falciparum phosphatidylinositol-3-kinase，PfPI3K）
表达水平，而在 C580Y 突变体中 PfPI3K 结合水平
和泛素化水平降低，导致 PfPI3K 和它的产物磷脂
酰肌醇-3-磷酸（phosphatidylinositol-3-phosphate，
PI3P）增多，因此 PI3P 水平可以间接反映恶性疟
原虫青蒿素耐药性，甚至可以作为潜在临床生物化
学指标来指导患者病情。在其他突变虫株（R539T 
除外）中，PfPI3K 结合受到的影响依旧未知，但
是 K13 突变介导的基质水平增高相关的耐药机制
值得进一步研究。

另一种恶性疟原虫耐药性机制是未折叠蛋白
应答机制，未折叠蛋白应答机制是真核细胞中控制
蛋白折叠质量的机制之一。青蒿素的药物活性主要
来自于内过氧化物桥，近年研究显示青蒿素作用下
释放的自由基并没有特定的靶点，而是随机插入病
原体蛋白导致疟原虫蛋白构象改变[30]。蛋白构象恢
复需要错误折叠蛋白和有毒蛋白聚合的消除以及新
蛋白翻译、转位、折叠和运输后进行替换等。大样
本青蒿素耐药性恶性疟原虫转录组研究发现活性氧
化应激复合物（reactive oxidative stress complex，
ROSC）和 T 复合蛋白 1 环状复合物（T-complex 
protein 1 ring complex，TRiC）的转录增加与耐药
性有关[31]。研究显示这 2 种分子伴侣蛋白复合物表
达增加可以减缓毒性蛋白在内质网和细胞质中的聚
集，其中 ROSC 可以加快蛋白酶体清除，TRiC 可
以重建蛋白正确折叠；2 种蛋白复合物的增加加快
了疟原虫的自我修复，使部分突变虫株逃脱药物杀
灭作用[32]。

尽管近年来我们对疟原虫的了解逐渐加深，
但是恶性疟原虫 K13 基因突变涉及的分子机制依
旧有待于进一步研究。并非所有的 K13 基因突变
都能导致疟原虫青蒿素耐药性，K13 突变可能只是
青蒿素耐药性的机制之一[33]。也有学者认为，青蒿
素药物作用靶点是非特异性的，因此单个药物靶点
上的突变不太可能产生非常明显的耐药性效果[34]。
新的筛查工具、研发新型药物以及积极的应对措施
是人类防止疟原虫耐药性扩散的重要手段。

3　哌喹耐药性疟疾的产生和研究现状

3.1　哌喹耐药性的产生　哌喹耐药性最早出现于 
20 世纪 80 年代，因其药物半衰期较长，在 ACT 
广泛应用后作为青蒿素类抗疟药的联合用药在临
床上起到很好的治疗效果，一直是一线抗疟用药方 
法[35]。近几十年来，泰国-柬埔寨边境是疟疾抗药

性发生的中心地带，这个地区先后见证了氯喹、磺

第 11 期．尚晓敏，等．恶性疟原虫青蒿素和哌喹耐药的流行现状及机制研究进展



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2018 年 11 月，第 39 卷· 1252 ·

胺多辛-乙胺嘧啶以及甲氟喹等药物耐药性发生的

历史。2010 年，柬埔寨将 DHA-PPQ 作为临床一

线疗法。然而近年来随着青蒿素耐药性的产生以及

它从柬埔寨到相邻地区和国家的播散，DHA-PPQ 
治疗有效性也明显下降至 40%，预示 DHA-PPQ 耐
药性已经发生[22]。 
3.2　哌喹耐药性研究方法　体外实验发现，从不

同患者外周血中分离出的疟原虫在同样培养条件下

用哌喹治疗，疟疾复发患者外周血中分离出的虫株 
IC50 值高于被治愈患者，然而并无直接证据可以证

明 IC50 值与哌喹耐药性之间的必然关系[21]。为了

克服传统实验的局限性，近年有学者提出一种新的

实验方法——哌喹生存分析（piperaquine survival 
assay，PSA），这个实验使用从患者外周血中新

鲜分离出的虫株或体外培养虫株，将其暴露在模仿

人体内哌喹治疗药物浓度（200 nmol/L）下 48 h，
结果表明抗药性虫株与敏感性虫株之间的生存率差

异有统计学意义，其中抗药性虫株生存率≥10%；

在 K13 突变虫株中发现，PSA 实验的虫株生存 
率≥10% 时，感染相应虫株的患者疟疾复发率较

感染药物敏感虫株的患者复发率风险高 32 倍[36]。

3.3　哌喹耐药性分子机制研究　体外 PSA 实验

为鉴定哌喹耐药性分子标志物提供了可靠的工

具，因此关于哌喹耐药性分子机制的研究越来

越深入。Amato 等[37]对来源于柬埔寨的 297 株恶

性疟原虫进行全基因组关联分析（genome-wide 
association study，GWAS），研究了 11 630 个 
外显子单核苷酸多态性（ s i n g l e  n u c l e o t i d e 
polymorphisms，SNPs）与 43 个体外哌喹 IC50 值
时的拷贝数异常变化（copy number variations，
CNVs）之间的关系，发现在  exo-E415G  突变

虫株中，位于 14 号染色体上的 plasmepsin 2 和 
plasmepsin 3 表达量相对增加，鉴于哌喹通过抑制

血红蛋白转化为疟色素来达到杀灭病原体的作用，

且 plasmepsin 2 和 plasmepsin 3 参与血红蛋白转化

为疟色素的过程，因此 plasmepsin 2/3 是最有可能

与哌喹耐药性相关的分子标志物。Witkowski 等[38] 

的研究也得到相似结论，证明 plasmepsin 2/3 在哌

喹耐药性虫株中扮演着极为重要的角色。在其他

体外实验中，研究人员发现携带单拷贝 Pfmdr-1 的
虫株与哌喹耐药性相关，有哌喹耐药性的虫株均有

单拷贝 Pfmdr-1，而携带单拷贝 Pfmdr-1 的虫株未

必对哌喹耐药，因此 Pfmdr-1 与哌喹耐药性之间并

无明确的关联[39]。病原体内部控制代谢流入流出的

泵——Pfmdr-1 可能在疟原虫药物敏感性方面扮演

了重要角色，可能机制是 Pfmdr-1 在哌喹进入消化

液泡到达药物作用靶点的过程中起作用，这为寻找

哌喹耐药性的分子标志物提供了思路。Bopp 等[40]

通过改进 PSA 实验，对来自柬埔寨的哌喹耐药性

虫株进行分析发现 plasmepsin 2/3 拷贝数变异在哌

喹耐药性产生过程中的作用远大于 Pfmdr-1，值得

深入研究。

4　小结与展望 

疟疾仍然是威胁全世界人民生命安全的重大

传染病之一，DHA-PPQ 作为抗疟的一线用药，

近年来在东南亚地区的疟疾治疗效果出现下降趋

势，究其根本原因是青蒿素耐药性的产生且伴随着

联合用药哌喹耐药性的产生。目前与青蒿素耐药

性关系最密切的是编码 K13 蛋白基因的突变，包

括 C580Y、R539T 等，且主要的突变虫株 PfK13-
C580Y 正在扩散。与哌喹耐药性有关的分子主要

是 plasmepsin 2/3，该分子通过干扰哌喹抑制病原

体自身的解毒作用使药效降低。对 DHA-PPQ 耐药

机制的研究有利于控制现有耐药性的传播以及相应

对策的制定，针对某些地区已产生抗药性的病原

体，现有抗疟药的新使用方法可以提升治疗有效

率，如在产生耐药性的地区暂时转换其他的药物。

从长远看，这种方法不会一直有效，极有可能会诱

发恶性疟原虫的双重耐药[41]。另一种方法是延长治

疗疗程，但是疗效不能保证。最终，研究人员还是

要致力于研发新型抗疟药，这才是对已经产生耐药

性虫株的根本解决方案。尽管目前已合成一些有

望成为新型抗疟药的化合物，但大多处于实验阶

段，近期还无法应用于临床。例如有国内学者通

过结构生物学研究首次揭示了恶性疟原虫氧化还

原辅酶 NADH（NADH-ubiquinone oxidoreductase 
of Plasmodium falciparum，PfNDH2）蛋白的晶

体结构并尝试以  PfNDH2 为靶点设计相应的抑

制剂达到治疗疟疾的目的，该方案已在动物实验

及体外培养实验中取得较好的效果[42]。这种策略

可能会成为新型抗疟药物研制的新方向之一。此

外，研究发现 PI4K 抑制剂可以高效抑制对青蒿

素产生耐药性的休眠体的形成，可以考虑作为抗

疟新药的备选 [43]。O’Neill 等 [44]发现针对 PfK13 
C580Y 突变虫株的四氧分子 E209 有明显的对抗

青蒿素耐药作用，为青蒿素耐药性疟疾治疗提 
供了一线曙光。另外，值得指出的是：当今最有希

望的疟疾候选疫苗（RTS、S/AS01）已在非洲不同

国家和地区完成了多个临床试验[45]，但是该疫苗的

免疫保护效果在不同人群中不稳定且免疫保护能力

消失很快，因此使用局限性大[46]。
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青蒿素以及其联合药物哌喹耐药性的产生势

必会对全球消除疟疾带来一定的冲击，尤其是对已

经有耐药性扩散趋势的地区，因此必须实行有效的

分子标志物监测。抗疟药耐药性分子标志物的确定

是目前研究过程中的一个极大挑战，它可以帮助我

们提前预知耐药性的出现和流行，示警相关政策制

定人员及时采取应对措施。随着高通量测序、基因

操作等新技术的发展，相信越来越多的耐药性分子

机制会逐渐被发现，避免 20 世纪 80 年代非洲氯喹

耐药性疟疾流行的悲剧事件重新上演。
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