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威廉
·

特拉格 ( W ill ia m T r a g e r
) 是国际著名的寄生虫学家和原虫学家

。

他在
1 0 4 1年发表的

a
特拉格鹃疟原虫培养技术

,

( T r a g e r ’ 5 T e e h n i e f o r P
.

l叩加
r a e

)

被认为是现代疟原虫培养法的开端 〔` 〕。

] 9 7 6年特拉格与詹森 ( J
.

B
.

eJ sn
e n

) 合作研究恶性疟原虫 ( .P af le 印ar , )体

外连续培养成功 〔 ’ 2 ,
。

这一成就很快就被西方学者认为是疟原 虫研究史上的一 个里

程碑 〔 ` . 〕。

正如作者本人所说的
. “ 它第一次使我们从事对人疟原 虫的许多方 面的

研究摆脱了对人体的感染或夜猴的依赖
” 〔 7〕。

联合国卫生组织为此于 19 77 年 在特

拉格教授所在的洛克菲勒大学 ( R o c k e f e l l e r U n i v e r s i t了 ) 召开现场会议
,

推广他

的先进经验
。

这个成果公布迄今还不到两年
,

但它在疟原虫研究方面的促进作用巳很明显
:

用此法培养获得的受染红细胞已提供作为生化研究〔 “ 〕、

细微结构的研 究
、

化 学 治

疗的研究和镰刀 型红细胞遗传的人对恶性疟原虫抵抗力的细胞学基础的研究和用来

制备虫苗接种夜猴的研究等 〔 ” , “ ” 。

特拉格教授于 1 9 7 7年五月参加洛克菲勒大学教授访华团来到 中国
。

他曾访问中

山大学并且向我们详细地介绍 了他培养恶性疟原虫成功的经验
。

回国之后
,

他又不

断地把他和他的同事们的近著寄给我们
。

我们认为对特拉格教授及其协作者詹森博

士的恶性疟原 虫的培养法作一综合介绍
,

供我国有关方面参考
,

是很有意义的
。

为了使读者容易了解
,

我们的介绍依次分为五个部分
:

( l) 改 良方法 提出的理

论依据及其成果 , ( 2 )培养基制备
,

( 3 )流动瓶培养法 , ( 4 )蜡烛 瓶培 养 法 , ( 5 ) 结

语
。

( 1 ) 改良方法提 出的理论依据及其成果

特拉格曾采用过传统的不断使红细胞在培养液中悬浮的方法
,

结果 和 他 人 一

样
,

原虫无法维持到第五天 〔 “ 〕。

这使他对传统的方法产生了怀疑
,

他认为
,

恶 性

疟原虫在人体红细胞中 ) 其大部分的时间是贴附在微血管壁上
,

血液从其上流过
,
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因此很可能不断的震荡而使之悬浮的方法对原 虫是不利的
。

基此
,

他采取完全相反

的设计
,

使一层红细胞附贴于瓶底
,

让培养浪在其上流过 ( 或使一层培养液菠盖在

红细胞层之上
,

定期续缈娜 )
。

这就鹅椒鲤攀嘟秘
、

笋欺滩拎舞钱那铸统的疟
原虫培养踌最大不同韵地方

。
_

使用这两种改良的方法
,

他介}已能使恶性疟 原 虫 在

实验室中连墩木断地婚静下丢、 在开姑时
,

所雍持伪象虫密
j
度 橱狠

,

摄 高 不 超

过 3 肠 〔 3 , ` “ 〕。 新近的报告
:

在流动瓶中培养的其度 密通常达 10 肠左右
,

有 时 也达

到 1 5~ 2 0肠 , 在蜡瓶烛中通常为 5~ 1 0肠
,

有时也可达到 2 0肠或 3 0肠 ( ’ ` , ` 4 )
。

( 2) 培 养 甚 砚 制

培养液的配制是采用 M o
or

e
等用来培养人的白细胞的 R P M I 1 6 40 培养液

,

加

上 H E P E S 缓冲液 ( 2 5 m M )和 0
.

2肠的 N a H C O
。

( 以上称 R P )
,

用时 再 加上 1 0呱

的人血清 ( A B型
、

A型 )
,

这就是完全的培养液 , 完全培养液和红 细 胞 ( 10 务 或

8嗬 ) 混合便成培养基了
。

红细胞的制备方法是
:
将 A B型或 A 型的人血 ( 在血 库

中存放 2一 3星期者效果更佳仁. 〕 )
,

放在每分钟 2 0。。转的离心机中 10 分钵
,

将 上 清

和黄色层吸去后
,

加
“
R P

”

液
,

混匀后再离心
,

似此反复洗涤
,
最后得到

1

的红细胞仍

与上述方法制备的完全培养液以 l
`

10 的比例稀释
,
乃成培养基

,

(感染血源也用这种

方法制备 )
。

再次换新鲜培养基时
,

感染的红细胞与正常红细胞的比为 1 :
1 00 为宜

。

( 3 ) 流动舰地葬法 ( F几o w 一、 l a l m 。 t h o d )

流动瓶培养法的整个装置参看图一
,

由三个部分组成
.
流动瓶 A是主要的原虫

培养 的 地 方
,

盼 液

瓶 B是盼 放 和 供 应

新 鲜 的 完 全 培 养

液 (即 R P M I 1 6魂O
,

H E P E S
+

N a H C O
: +

10 ~ 15 肠人血清 ) 的

地方
,

收液瓶 C 是收

集废弃的培养液的地

方
。

流动瓶 A放在 37

~ 38 ℃的温箱中
,

以

利原 虫的 发 育 和繁

殖 ; 盼液瓶 B 则放在

4 ℃的冰箱中
,

使培

养液不易变质
,

收液

瓶 C 则可放在外面
。

水脱肠钾礼

尹尹
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温箱和冰箱上面开小孔供管道通过
。

流动瓶 ( 或称流动管 ) 是平底的
,

两端翘起
,

形成左右两个瓶口
。

由左边的瓶

口的硅橡胶塞上插进两条玻璃管
,

一条是完全的培养液流进的地方
,

其下端开口处

贴在瓶壁上
,

使完全培养液可以沿瓶壁向下流
,

其上方由硅橡胶管与盼 液 瓶 相 连

〔其通过温箱和冰箱上面的小孔处那一段用聚四氟乙 烯 涂 漆 的 管 ( t e f lo 。 h n e d

扣 ib gn ) 〕
。

硅橡胶管接连在一个 H ar
v
ar d蠕动泵上

,

这个蠕动泵可以根据需 要 调

节流速把盼液瓶 B巾的培养液送到培养瓶 A中
。

由左边硅橡胶塞上插进的另一 条 玻

璃管与一条硅橡胶管相连
,

是混合气体 ( C O : 二 7肠
,

O : = 5帕
,

N : = 88 肠 ) 通进的

管
。

流动瓶右边硅橡胶瓶塞孔 中插进一玻璃管
,

其下端开 口在距离瓶底 3~ 4毫米处

( 这一点很重要 )
,

其上方由一硅橡胶管连接到收液瓶上通过硅橡胶瓶 塞 的 玻 璃

管
。

这硅橡胶管也是安在一个 H ar
v
ar d濡动泵上

,

蠕动泵的作用是把 流动瓶中的培

养液不断抽 出送入收液 瓶
,

这样就使流动瓶 A 中的培养液的深度永远保持在 3~ 4毫

米之间
。

右边硅橡胶塞上开孔的直径比插进玻璃管的直径大
,

玻璃管通过瓶塞时用

未脱脂的棉花在周围裹紧
,

这样从左边气管输入的混合气体就可以由右边玻璃管周

围的棉花逸出
。

’

在盼液瓶 B ( 50 。毫升 ) 中盼完全培养液 4 00 毫升左右
,

其流入流动瓶 A的 速 度

是每天“ 毫升
,

因此每换一次盼液瓶
,

可供应一星期左右
。

混合气体的输入速度控制在每秒钟一个气泡左右
。

由于硅橡胶管是可透气的
,

在流动瓶中的气体实际分析的结果是 C O
: 二 3弧

,
0

2 = 10 肠 和 N : = 87 肠
。

流动瓶中央的侧旁有一管口 作取样和换入新鲜的红细胞之用
。

其孔 口由疫苗瓶

盖紧罩
,

取样和换入新鲜的红细胞都用注射器的针头通过瓶盖插入瓶内以便吸出或

注入培养基
。

一般是每星期换新鲜 的红细胞三次
,
每次取 出流动瓶中的培养基 (培养

液 + 红细胞 )约 10 毫升
,

留下培养基 (其中一部分红细胞有疟原虫 )约 1毫升
,

然后注

入新的培养基约 10 毫升
。

取出的培养基中的疟原虫可作虫苗的制备和其他的试验
。

( 4 ) 蜡触瓶培养法 ( C a n d l e
一

j a
r m e t h 。 d )

这是一个古老的培养微生物 的方法
,

而今被用来培养恶性疟原虫也取得良好的

效果
。

如图二所示
:

在盖的顶端配备开关阀门的干燥瓶内直立一支白蜡烛
,

将蜡烛

点燃之后
,

盖上瓶盖
,

使其上的阀门开着
,

待蜡烛熄灭之后将阀门关紧
,

这样就可

以使瓶中的 C O
Z

含鼻增高
, 。 :

的含量降低
,

有利于原虫的生长
。

将原虫感染率约 1呱的培养基约 1
.

5毫升放在 35 毫米直径的培养皿内
,

将培养皿

放在蜡烛瓶 中
,

蜡烛熄灭和瓶塞闭紧之后
,

将整个干燥瓶放在 38 ℃ 的温箱中
,

每天

换完全培养液一次
,

换培养液 时将培养皿取出
,

使其略为倾斜 ( 见图二 )
,

用滴管

将培养液吸去
,

再换上新鲜的培养液
。

每隔 3一 4夭将大部分培养基换上包含新鲜红

细胞的培养基
,

换后的培养基的原虫密度约在 1帕左右
,

然后放在蜡烛瓶中再 让 原

虫繁殖
。
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感洲
}

,

~

宙ǔ
裘一

图 二

将蜡烛揖培养法与流动瓶培养法作比较时
,

可见前者适于用作小样品的多种试

脸的研究
,

而后者可作较大规模地繁殖原虫供试验之用
。

( 5 ) 结 语

恶性 疟原虫体外连续培养的成功
,

对人疟原虫的无性周期及其生化
、

药物的好

选
、

虫株的保存以及裂殖子虫苗的制备等研究都有其重大的意义
。

特别是恶性疟原

虫裂 疽子虫苗已被证实可使夜猴产生保护作用〔 ` “ 〕 ,

恶性疟原虫的体外培养 的实用

意义更大了
,

因为在 目前的情况之下
,

裂殖子的来源看来还必须依赖恶性疟原虫在

体外培养来洪应
。

提高红细袍的感染率看来仍是值得继续研究的课题
。

我们以补血或换血的方法

使恶性疟原虫在被认为有完全免疫力的两种称猴体内大最繁殖 ( 目前我们仍认为原

虫主要仍在人的红细胞间繁殖
,

因此和在培养基中的繁殖有某些相似之处 )
,

最高

原虫密度可达 46 帕〔名 , “ 〕 ,

因此在培养基中继续提高红细胞感染率仍 是 有可 能的
。

特垃格氏的改 良恶性疟原虫体外培养法
,

无论是流动瓶或蜡烛瓶培养法
,

都是

使红细袍附贴于瓶底并长期静止
。

这一改进是培养取得成功的关键
。

但是 我 们 认

为
,

长期绝对静止可能也有不利的地方
。

最近北京生物制品研究所仿效特拉格和詹

森的蜡烛瓶培养法也可使恶性疟原虫在培养基中长期繁殖
,

但原虫率总是在 1肠以

下
。

我门观看了样品制成的玻片标本
,

证明受染的红细胞中不少是有很多( 5一 6个 )

环状体者
。

这种数目众多的重复感染不但不会使产生的裂殖子数目增加
,

而且可使

环状体友 育不良
。

大量环状体的重复感染可能
「

是 由于培养基中的红细胞静止不 动而

裂殖子又未能远游之故
。

因此
,

我们认为
,

使整个培养基间歇地作短期的缓慢的摇

荡 ( 特另lJ是在裂殖体破裂到侵入新的红细胞和形成环状体的阶段 ) 可能对于增加原

虫的感染率会有一定的作用
。

我 们还认为
,

今后继续探索在培养基中使用其他动物 的红细胞代替人的红细胞

的可能性
,

对于制造有实用价值的廉价虫苗将是很重要的
。

因为目前虽然可以用过期

的人 的红细胞来培养 〔“ ) ,

其来源毕竟太有限
,

虫苗的成本也必将是极为 昂 贵的
。
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我们从事人疟猴模研究的结果
,

用患者的血大量接种熊猴
,

间 日疟原虫也可以

在熊猴体内短期繁殖 〔: 〕。

间 日疟原虫红内期各期皆可出现在外周血液中
,

因 此 我

们认为
,

使培养基缓慢摇动 ( 避免剧烈震荡 ) 的方法来从事对间日疟原虫培养的探

索
,

也是很有意义 的
。
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