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双氢青蒿素对嗜热四膜虫的毒性效应

潘厚军1    邓美玲2    古欣婷2    郑巧银1    刘雨果2

(1. 中国水产科学研究院珠江水产研究所, 农业农村部渔用药物创制重点实验室, 广东省水产动物免疫技术重点实验室,
广州 510380; 2. 广东医科大学公共卫生学院, 东莞 523808)

摘要: 以嗜热四膜虫(Tetrahymena thermophila)为试验对象, 双氢青蒿素(Dihydroartemisinin, DHA)以终浓度为

0(对照组)、40、80、160和320 μmol/L 分别加入到嗜热四膜虫细胞培养液中, 探讨双氢青蒿素对嗜热四膜虫

的毒性作用。采用 CCK-8 法检测嗜热四膜虫细胞增殖, 倒置显微镜和荧光显微镜观察细胞的形态结构及运

动, 采用流式细胞术检测线粒体膜电位, 检测细胞内抗氧化还原酶活力和线粒体酶活力。结果表明, DHA显

著抑制嗜热四膜虫增殖(P＜0.05), 在一定暴露时间内增殖活力和浓度呈负相关。双氢青蒿素作用嗜热四膜虫

48h后各暴露组细胞皱缩变圆, 对照组细胞呈椭圆状。其中在160和320 μmol/L DHA暴露下, 嗜热四膜虫在培

养基中的活动减弱, 细胞核出现固缩和浓染等特征, 线粒体膜电位显著下降(P＜0.05)。随着 DHA浓度增加,
细胞内超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)和谷胱甘肽硫转移酶

(GST)活性先增强后下降。线粒体内琥珀酸脱氢酶(SDH)活性逐渐降低, 与对照组相比, 差异均有统计学意义

(P＜0.05)。上述结果表明, 双氢青蒿素对嗜热四膜虫具有毒性作用, 抗氧化酶在一定程度上能抵抗双氢青蒿

素暴露导致的氧化损伤。氧化应激和线粒体损伤可能是双氢青蒿素对嗜热四膜虫产生毒性效应的重要机制。
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青蒿素是中国科学家从传统中药青蒿中分离

得到的倍半萜内酯类化合物的一种, 是抗疟疾特效

药物
[1]
。双氢青蒿素是青蒿素在体内的有效活性代

谢产物之一, 在体外可由四氢硼钠还原青蒿素而得

到。双氢青蒿素不仅能有效防治疟原虫
[2], 对其他

寄生虫同样具有较好的杀灭效果
[3—8]

。很多寄生虫

病分布范围广, 对人类健康和社会经济造成巨大危

害。如车轮虫和多子小瓜虫是引起水生动物患病

和死亡的主要寄生虫, 对水生生态和养殖业造成极

大的损害
[8]; 血吸虫能引起人兽共患的血吸虫病, 对

该病的防治在公共卫生方面的重要性仅次于疟疾
[9]
。

由于寄生虫离体培养困难, 并且寄生虫材料来源难

以稳定获得, 因此采用与寄生虫分类地位相近的替

代模式生物, 对于研究青蒿素类药物抗寄生虫的作

用机制具有重要作用。

嗜热四膜虫(Tetrahymena thermophila)隶属于

原生动物门纤毛亚门, 可在淡水环境中营自由生

活。嗜热四膜虫是重要的单细胞真核模式生物, 遗
传背景清楚且基因组序列的数据库完备, 以其为对

象在细胞学和分子生物学的研究领域取得了一系

列成果
[10, 11]

。此外嗜热四膜虫能在无菌液体培养

基中培养, 培养方法简单, 个体小且繁殖周期短。

大量研究表明, 嗜热四膜虫是研究药物
[12]

、有机化

合物
[13]

和无机物
[14]

等外源化学物质潜在毒性的良

好模式生物。

线粒体是机体能量代谢的中心, 还参与调控细

胞增殖、凋亡等多种细胞活动
[15]

。线粒体介导的

途径在青蒿素类药物诱导疟原虫细胞毒性中发挥
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重要作用
[2]
。线粒体通路途径可通过改变线粒体膜

通透性, 引起线粒体膜电位降低和活性氧类增加,
促进氧化应激反应从而诱导细胞凋亡或死亡

 [16, 17]
。

本文利用能体外培养的嗜热四膜虫为试验对象, 在
嗜热四膜虫细胞培养液中定量加入不同剂量的双

氢青蒿素, 研究DHA对细胞形态、运动行为等生理

方面和细胞增殖、线粒体功能、氧化还原水平等

生化方面的影响, 探讨DHA对嗜热四膜虫的毒性作

用, 为评估青蒿素类药物在抗虫方面潜在的药用价

值提供基础数据和科学依据。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

嗜热四膜虫(B2086.2株由美国康奈尔大学赠

送)虫种以5% 的体积分数接种于装有5 mL Neff培
养液(0.25% 蛋白胨、0.25% 酵母提取物、0.5%葡

萄糖和 9 g/L的FeCl3 母液按0.1% 体积比加入)的试

管中, 于30℃、150 r/min 摇床培养48h后, 将处于对

数生长期时的嗜热四膜虫虫液转移扩大培养。

双氢青蒿素的配制: 0.1 g DHA(99.9%, 中国食

品药品检定研究院)用少量二甲基亚砜(DMSO)溶
解, 配制成0.2 mol/L DHA储备液, 使用时用适量培

养液稀释至实验所需浓度。 

1.2    CCK8法检测细胞增殖活力

采用CCK8法测定双氢青蒿素对嗜热四膜虫细

胞增殖的影响。移取对数生长期的嗜热四膜虫按

1×104 个细胞/mL接种于10 mL新鲜培养液中。根

据预实验结果, 设置DHA暴露组(浓度分别为40、
80、160和320 μmol/L), 阴性对照组(0.01% DMSO)
和空白对照组(无虫体的培养液), 在30℃、150 r/min
条件下摇床培养24h、48h和72h。吸取100 μL至
96孔板, 参考CCK8试剂盒(CK04-500T, 东仁化学科

技上海有限公司 )说明书所述方法 ,  用酶标仪

(800TS, 美国伯腾仪器有限公司)于450 nm处测定

吸光度(A)值。细胞增殖活力(%)=(A1–A0)/(A2–A0)×100%
(其中A1、A2和A0分别为实验组、阴性对照组和空

白组的A值)。每个浓度设4个复孔, 实验重复3次。 

1.3    嗜热四膜虫细胞形态观察

移取对数生长期的嗜热四膜虫按1×104 个细胞/mL
接种于10 mL新鲜培养液中。设置DHA暴露组(浓
度分别为40、80、160和320 μmol/L)和对照组

(0.01% DMSO)。于30℃、150 r/min 摇床培养

48h。各组分别取200 μL依次加入24孔板中, 倒置

显微镜(Ti-S, 日本Nikon公司)下观察细胞数目, 形
态和运动状况。为了进一步观察细胞凋亡特征, 于
培养48h 后, 3200 r/min离心5min收集细胞, 弃上

清。加沉淀2—3倍体积的Hoechst 33258染色液

(C1017, 上海碧云天生物技术有限公司), 室温避光

培养20min, 3200 r/min离心5min弃染液。用磷酸盐

缓冲溶液(PBS, pH 7.4)洗2次, 取20 μL细胞悬液滴

在载玻片上, 加入抗荧光淬灭封片液(P0126, 上海

碧云天生物技术有限公司)。荧光显微镜(X73, 日
本Olympus公司)下观察细胞核形态。 

1.4    线粒体膜电位分析

细胞培养和实验分组同1 .3。取DHA处理

4 8 h后的细胞 ,  经自动细胞计数仪计数 ,  收集

4×104
个细胞。按 JC-1试剂盒(C2006, 上海碧云天

生物技术有限公司)使用说明书要求操作, 配置JC-
1工作液及JC-1缓冲液(使用前稀释至1×), 四膜虫细

胞置于JC-1工作液, 37℃ 染色20min, 离心取上清,
加JC-1缓冲液重悬离心, 重复洗涤2次后用适量JC-
1缓冲液重悬细胞, 流式细胞仪(FACSCanto Ⅱ, 美国

BD公司)检测, 分别采集红色荧光(激发波长525 nm,
发射波长585 nm)和绿色荧光(激发波长490 nm, 发
射波长 530 nm)下的图像。横坐标为荧光强度, 纵
坐标为细胞数量, 以红/绿荧光强度比值表示线粒

体膜电位。实验重复3次。 

1.5    嗜热四膜虫抗氧化酶活力

细胞培养和实验分组同1 .3。取DHA处理

48h后的细胞, 以3200 r/min离心5min收集细胞, 弃
上清。用生理盐水洗2次后加入一定量的PBS使细

胞重新悬浮, 经液氮反复冻融使细胞裂解。将细胞

悬液在4℃ 3200 r/min离心5min, 取上清液待测。超

氧化物歧化酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)、谷胱甘

肽过氧化物酶 (GSH-Px)、谷胱甘肽硫转移酶

(GST)和琥珀酸脱氢酶(SDH)测定均采用南京建成

生物工程研究所研制试剂盒, 按照相关说明书操作

经分光光度计测定。 

1.6    统计学分析

实验数据用平均值±标准差(mean±SD)表示, 采
用 SPSS 13.0 软件进行统计处理分析。单因素方差

分析(One way ANOVA)检验组间是否存在显著性

差异, 如果存在显著性差异, 通过Tukey分析法进行

多重比较, 显著性差异水平采用P＜0.05。 

2    结果
 

2.1    双氢青蒿素对嗜热四膜虫细胞增殖的影响

DHA作用嗜热四膜虫24h、48h和72h后, 采用

CCK-8法检测各浓度组、各时间点细胞增殖情况

(图 1)。随着浓度增加, 嗜热四膜虫细胞增殖活力

下降, 与对照组比较差异有统计学意义(P＜0.05)。
24h下, 40与80 μmol/L组, 80与160 μmol/L组的差异
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没有统计学意义。在48h和72h下各时间点组两两

比较差异有统计学意义(P＜0.05), 表现为增殖活力

与浓度呈负相关。在相同DHA作用浓度下, 细胞增

殖随着时间增加表现为逐渐降低, 72h时细胞增殖

活力最低。根据实验结果, 选取DHA暴露48h作为

时间样点进行后续试验。 

2.2    双氢青蒿素对嗜热四膜虫形态及运动的影响

倒置显微镜下观察结果见图 2, 对照组嗜热四

膜虫细胞呈椭圆长梨状 ,  细胞数目多 ,  活动速度

快。DHA作用下各浓度组嗜热四膜虫形态发生改

变, 细胞皱缩变圆, 胞质内空泡明显; 同时随着浓度

增大 ,  细胞生长明显受到抑制 ,  活动速度逐渐减

慢。与对照组比较 ,  160和320 μmol /L浓度组

DHA处理细胞可见数量明显减少, 出现细胞破裂和

异常细胞形态。

Hoechst 33258核染色结果见图 3。与对照组

比较, 40和80 μmol/L浓度组DHA处理后细胞核形

态没有发生明显变化。160和320 μmol/L浓度组

DHA处理后, 细胞核呈浓染致密的颗粒状荧光, 且
胞核固缩变小, 并出现凋亡小体(图 3箭头指示)。 

2.3    双氢青蒿素对嗜热四膜虫线粒体膜电位水平

的影响

图 4中的细胞散点图所示, 对照组细胞集中在

左下区 ,  红色荧光强 ,  线粒体膜电位高。随着

DHA浓度的增加, 绿色荧光强度增加, 右下区细胞

逐渐增多。对照组与40、80、160和320 μmol/L
DHA实验组的红/绿荧光比值分别为(1.13±0.28)、
(0.93±0.13)、(0.93±0.27)、(0.14±0.18)和(0.12±0.31)。
与对照组相比, 160和320 μmol/L浓度组DHA处理

后细胞的红/绿荧光比值显著升高, 差异有统计学

意义(P＜0.05)。这说明在一定浓度下双氢青蒿素

可使嗜热四膜虫细胞线粒体膜电位下降。 

2.4    双氢青蒿素对嗜热四膜虫酶活力的影响

不同浓度DHA作用嗜热四膜虫后, 其抗氧化酶

活力和SDH水平见表 1。在40、80和160 μmol/L
DHA作用下, 细胞内抗氧化酶SOD、GSH-Px、GST
和CAT活性明显高于对照组(P＜0.05), 320 μmol/L
DHA作用下细胞内抗氧化酶SOD、GSH-PX活性
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图 1   双氢青蒿素对嗜热四膜虫细胞增殖的影响

Fig. 1   The effect of DHA on the proliferation of Tetrahymena
thermophila
实验数据以平均值±标准差表示, *表示与对照组相比差异显著

(P＜0.05), **表示与对照组相比差异极显著(P＜0.01)
Data are expressed as mean±standard deviation. The difference
between the experimental group with the superscript and the
control group is significant (*P＜0.05, **P＜0.01)
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D
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E

C

图 2    双氢青蒿素对嗜热四膜虫形态的影响 (比例尺=20 μm)
Fig. 2    The effect of dihydroartemisinin on morphology of Tetrahymena thermophila (Scale bar=20 μm)

A. 对照组; B、C、D和E 分别为40、80、160和320 μmol/L双氢青蒿素暴露组; 下同

A. Control group; B, C, D, E are experimental groups with the dihydroartemisinin concentrations of 40, 80, 160, and 320 μmol/L,
respectively. The same applies below
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明显低于对照组(P＜0.05), GST和CAT活性与对照

组相比无显著性差异。随着DHA浓度增加, 抗氧化

酶活力呈先升高后降低的趋势。DHA作用下各浓

度组与对照组相比, 琥珀酸脱氢酶活力均显著降低

(P＜0.05)。 

3    讨论

DHA 是青蒿素的衍生物, 最先用于治疗疟疾,

同时也具有抗肿瘤、抑菌杀虫和免疫调节的功

用。关于DHA抗寄生虫作用的研究, 发现DHA通

过破坏原虫表膜-线粒体系统
[3]
来抑制伯氏疟原虫

的生长; 通过对毛虫滋养体的蛋白质及细胞骨架的

损伤作用, 来抑制蓝氏贾第鞭毛虫的生长
[4]; 此外

DHA 能破坏卡氏肺孢子虫滋养体和包囊
[5]
、虫膜

系结构
[6]
而起到杀虫作用。伴随抗寄生虫药物耐药

性挑战, 双氢青蒿素有望成为抗寄生虫新药, 但其

图 3    双氢青蒿素对嗜热四膜虫细胞凋亡形态的影响(×400)
Fig. 3    The effect of dihydroartemisinin on apoptotic morphology of Tetrahymena thermophila (×400)
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图 4    双氢青蒿素对嗜热四膜虫细胞线粒体膜电位的影响

Fig. 4    The effect of dihydroartemisinin on mitochondrial membrane potential of Tetrahymena thermophila
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杀虫机制尚待进一步阐明。因此我们采用能体外

培养的嗜热四膜虫来研究双氢青蒿素的抗虫作用

机制。本实验首先观察双氢青蒿素对嗜热四膜虫

增殖和形态的影响, 结果显示与对照组相比, DHA
作用下细胞增殖受到抑制, 细胞形态改变且运动速

度减慢。研究表明青蒿琥脂、双氢青蒿素对嗜热

四膜虫生长代谢有抑制作用, 但双氢青蒿素的抑制

作用强于青蒿琥脂
[18], 这可能与两者的构效不同有关。

当生物体暴露于外界毒物时, 抗氧化防御系统

会构成机体的第一道防线, 抗氧化酶活力的改变可

反映机体的氧化应激水平。关于外源化学物质对

嗜热四膜虫生物胁迫作用的研究显示, H2O2处理后

细胞线粒体膜电位丧失, 发生凋亡样死亡
[19]

。有机

紫外防晒剂
[20]

和纳米材料
[21]

均可诱导嗜热四膜虫

产生氧化应激, 导致抗氧化物质如SOD和GST等活

力降低。在本研究中, DHA在40、80和160 μmol/L
浓度下诱导细胞内抗氧化酶升高, 说明嗜热四膜虫

表现出氧化应激。随着DHA浓度升高至320 μmol/L,
抗氧化酶水平降低。推测中低浓度DHA暴露下机

体抗氧化防御酶活性增强以减轻DHA对细胞造成

的氧化胁迫, 而高浓度DHA暴露下细胞内氧化损伤

加重导致细胞活力降低, 进而破坏抗氧化酶导致酶

水平降低。Ye等[12]
研究发现, 高浓度钩吻素子(中

药断肠草中的活性成分)作用嗜热四膜虫可引起氧

化应激和凋亡, 低浓度下胁迫作用不明显。这与本

实验结果存在一定差异, 不同化学物质对嗜热四膜

虫的毒性大小有所区别, 因此细胞对氧化应激的适

应性响应不同。

线粒体膜电位的稳定有利于维持细胞的正常

生理功能
[22]

。有研究表明青蒿素在快速杀灭寄生

虫过程中线粒体膜电位下降是主要生理事件, 而膜

电位下降又与氧化应激催化生成的活性氧(ROS)有
关

[23]
。琥珀酸脱氢酶参与线粒体能量代谢, 是反映

线粒体功能的标志酶
[24]

。本实验结果显示, 一定浓

度的DHA(160和320 μmol/L)暴露可降低嗜热四膜

虫线粒体膜电位和琥珀酸脱氢酶活力(P＜0.05), 这
表明DHA暴露可造成线粒体功能损伤。在神经元

细胞中也发现线粒体跨膜电位下降是蒿甲醚引起

神经毒性的重要环节
[25]

。本实验结果与上述研究

有相似之处, 青蒿素类药物对细胞的毒性作用可能

与线粒体损伤有关
[26]

。结合Hoechst染色结果, 包
括细胞核出现浓缩和染色体凝集等典型凋亡形态

学改变, 故推测DHA暴露导致氧化应激, 引起活性

氧过度堆积 ,  造成线粒体损伤 ,  最终诱导细胞凋

亡。然而考虑到线粒体通路产生复杂的细胞传导

通路和级联反应, 双氢青蒿素抗嗜热四膜虫的机制

有待进一步研究。本研究现有结果表明DHA对嗜

热四膜虫具有毒性效应, 氧化应激和线粒体损伤可

能是毒性作用途径。
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TOXIC EFFECTS OF DIHYDROARTEMISININ ON TETRAHYMENA
THERMOPHILA

PAN Hou-Jun1, DENG Mei-Ling2, GU Xin-Ting2, ZHENG Qiao-Yin1 and LIU Yu-Guo2

(1. Key Laboratory of Fishery Drug Development, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Key Laboratory of Aquatic Animal
Immune Technology of Guangdong Province, Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences,

Guangzhou 510380, China; 2. School of Public Health, Guangdong Medical University, Dongguan 523808, China)

Abstract: To explore the toxicity of dihydroartemisinin (DHA) to Tetrahymena thermophila, T. thermophila was ex-
posed to DHA (0, 40, 80, 160 and 320 μmol/L), and then cell proliferation, cell structures and movement, antioxidase
activity, and mitochondrial membrane potential (MMP) were measured. The results showed that DHA inhibited the
growth of T. thermophila in a concentration-dependent pattern. Observation through inverted microscope showed that
after 48h treatment with DHA, T. thermophila became round and shrunken compared with the cells in the control
group, which were oval. Meanwhile, high concentration treatment group (160 and 320 μmol/L) reduced cell movement,
induced nucleus pycnosis, and decreased MMP significantly (P<0.05). With the increase of DHA concentration, the
activities of the superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GSH-Px), and glutathione S-
transferase (GST) increased at first and then decreased, and the level of succinate dehydrogenase (SDH) decreased sig-
nificantly (P<0.05). The results indicated that the antioxidant enzymes in T. thermophila could prevent the oxidative
damage caused by DHA exposure. Based on our results, the toxic effects of DHA on T. thermophila might be related
with oxidative damage and mitochondrial damage.

Key words: Dihydroartemisinin;  Cell  morphology;  Mitochondrial  damage;  Oxidative  stress;  Toxic  effects;  Te-
trahymena thermophila
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