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自然感染诺氏疟原虫患者血片样本 PCR鉴定
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揖摘要铱 目的 对云南省 1例诊断为 野间日疟冶 患者血片中形态不典型的疟原虫虫种进行分子生物学鉴定遥 方法

分别抽提待鉴定血片和已知感染虫种的 4种疟原虫 渊间日疟原虫尧 恶性疟原虫尧 诺氏疟原虫尧 食蟹猴疟原虫冤 血片疟
原虫基因组 DNA袁 再根据疟原虫小核糖体亚基 渊SSU rRNA冤 序列合成疟原虫属特异性引物袁 以及恶性疟原虫尧 间日疟
原虫尧 诺氏疟原虫种特异性引物袁 然后对包括待鉴定血片在内的疟原虫 DNA分别进行 PCR鉴定遥 结果 用诺氏疟原

虫特异性引物从待鉴定血片 DNA中扩增出约 150 bp条带袁 测序结果表明该序列与诺氏疟原虫 SSU rRNA序列完全一
致遥 结论 云南省该例疟疾患者感染了猴疟原虫要要要诺氏疟原虫遥
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揖Abstract铱 Objective To confirm the diagnosis of a human case with atypical vivax鄄malaria from Yunnan Province
by molecular technique. Methods DNA was extracted from blood films of unidentified sample袁 and of four known
Plasmodium species 渊P. vivax袁 P. falciparum袁 P. knowlesi袁 and P. cynomolgi冤. A DNA鄄based diagnosis with the poly鄄
merase chain reaction 渊PCR冤 method targeting the small subunit ribosomal RNA 渊SSU rRNA冤 genes of genus鄄 and
species鄄specific 渊two human malaria species and P. knowlesi冤 was introduced. Results The PCR amplification with
primer pair specific for P. knowlesi produced a single fragment of 150 bp. Sequence analysis showed that the amplified
fragment was identical to the sequence of P. knowlesi. Conclusion The patient was naturally infected with P. knowlesi.
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一般认为袁 感染人类的疟原虫有恶性疟原虫尧 间
日疟原虫 尧 卵形疟原虫及三日疟原虫 遥 近来 袁
Jongwutiwes等咱1暂和 Singh等咱2暂分别报道泰国和马来西
亚多例灵长类疟原虫 渊诺氏疟原虫冤 感染人类的病
例袁 这一情况将使疟疾防治工作更加复杂化遥 作者在
复习采自云南省的 1例被诊断为 野间日疟冶 患者血片
时袁 发现其形态特别袁 疑似恶性疟原虫与三日疟原虫
混合感染袁 后经查阅文献发现与泰国报道的感染人
体的诺氏疟原虫形态相似咱1,2暂袁 同时根据患者的病史
情况袁 高度怀疑该例疟疾病人是感染了灵长类疟
原虫咱3暂遥

疟原虫小核糖体亚基 渊SSU rRNA冤 通常用来分
析不同种疟原虫基因组差异的保守序列咱4暂遥 为了明确
该血片上疟原虫种类袁 作者根据 SSU rRNA序列分别
合成了疟原虫属尧 种特异性引物袁 对血片上疟原虫
DNA进行 PCR鉴定遥

材料与方法

1 待鉴定疟原虫薄血片

由同济大学医学院医学寄生虫学教研室提供遥
该血片于 1998 年 7 月采自云南省思茅地区墨江哈
尼族自治县龙坝乡遥 患者男性袁 30岁袁 居住于高山
上遥 发病前袁 曾在中缅边境缅甸一侧伐木袁 返乡后

渐感不适, 连续发热 2 d遥 既往无明确遭猴或其他动
物袭击或被其抓破皮肤的病史遥当地医生诊断为野间日
疟冶遥 按照常规推荐剂量给予口服野青蒿素冶和野氯喹尧
伯喹冶等袁 以及静脉注射野蒿甲醚冶治疗袁 痊愈遥
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镜下观察该例患者的血片袁 可见疟原虫感染的 1
个红细胞内可见多个小滋养体 渊环状体冤 或者 1个环
状体双核或多核袁 环状体较恶性疟原虫稍大稍粗袁 且
多数是双核和重复感染遥 被感染红细胞边缘也可见疟
原虫寄生遥 多数晚期滋养体呈阿米巴样袁 有些晚期滋
养体不到红细胞体积的 2/3袁 胞浆致密不变形曰 也有
些晚期滋养体形状有易于形成带状的趋势袁 接近三日
疟原虫的野带状冶晚期滋养体遥 其成熟裂殖体中央通常
聚集 8耀16个裂殖子袁 裂殖体未占满整个红细胞遥 晚
期滋养体和裂殖体有浓密的黑褐色疟色素遥 疟原虫配
子体充满红细胞的绝大部分或者完全充满袁 形态同间
日疟原虫袁 但略小遥 根据上述形态学特征袁 经对照文
献袁 初步认为该例患者感染的可能是灵长类疟原虫遥
并进一步对其进行 PCR 鉴定遥

2 其他 4种疟原虫血涂片
恶性疟原虫薄血片及间日疟原虫薄血片袁 分别采

自海南省三亚市雅亮乡及云南省个旧市蔓耗镇袁 均为
本教研室保存的教学标本片遥 食蟹猴疟原虫抗原片及
诺氏疟原虫薄血片袁 由中国疾病预防控制中心寄生虫
病预防控制所提供遥

3 阴性对照血液标本

阴性对照人血标本袁 于 2003年 12月采自山东省
济宁市精神卫生中心遥

4 引物

根据文献报道咱2袁5暂袁 选择针对疟原虫 SSU rRNA序
列引物袁 分别合成疟原虫属通用引物渊rplu3尧 rplu4冤袁
以及 3种疟原虫的种特异性引物 渊rFAL1尧 rFAL2袁
rVIV1尧 rVIV2袁 PMK8尧 PMK9冤遥
属特异性引物院
rplu3 5忆鄄TTTTTATAAGGATAACTACGGAAAAGCTGT鄄3忆
rplu4 5忆鄄TACCCGTCATAGCCATGTTAGGCCAATACC鄄3忆袁
退火温度 62 益曰
恶性疟原虫引物院
rFAL1 5忆鄄TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT鄄3忆
rFAL2 5忆鄄ACACAATGAACTCAATCATGACTACCCGTC鄄3忆袁
退火温度 58 益曰
间日疟原虫引物院
rVIV1 5忆鄄CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC鄄3忆
rVIV2 5忆鄄ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA鄄3忆袁
退火温度 58 益曰
诺氏疟原虫引物院
PMK8 5忆鄄GTTAGCGAGAGCACAAAAAAGCTAAT鄄3忆

PMK9 5忆鄄ACTCAAAGTAACAAAATCTTCCATA鄄3忆袁
退火温度 60 益遥

5 疟原虫基因组 DNA抽提
上述恶性疟原虫尧 间日疟原虫尧 食蟹猴疟原虫尧

诺氏疟原虫及待鉴定的血片各取 2 张 渊共 10 张冤袁
先用二甲苯清洗袁 除去血片上残留的香柏油袁 然后将
血片置于甲醇中脱色 2 h袁 再用清水冲洗尧 晾干遥 分
别用无菌刀片完整地刮下薄血膜袁 放入 1.5 ml微量离
心管 渊eppendorf 管冤 中袁 加入 250 滋l 裂解液 咱50
mmol/L NaCl袁 50 mmol/L Tris窑HCl 渊 pH 7.4冤 袁 10
mmol/L 乙二胺四乙酸 渊EDTA冤袁 1% 渊V/V冤 Triton
X鄄100袁 200 滋g/ml 蛋白酶 K暂袁 37 益 温浴过夜袁 用
酚鄄氯仿法抽提 DNA袁 再用异丙醇和 3 mol/L醋酸钠沉
淀 DNA袁 75% 乙醇洗涤后用 30 滋l 的 ddH2O 溶解袁
作为疟原虫基因组 DNA 模板遥

6 DNA纯度测定
经检测袁 DNA在 260 nm处有最大的吸收峰袁 蛋

白质在 280 nm 处有最大的吸收峰遥 作者用 260 nm
波长测定 DNA吸光度 渊A 260值冤袁 当 A 260=1时袁 相当
于大约 50 滋g/ml 双链 DNA遥 测得 DNA 纯品的 A 260/
A 280 为 1.8袁 故根据 A 260/A 280 比值可以估计 DNA 的纯
度遥 若比值较高说明含有 RNA袁 比值较低说明有残
余蛋白质存在遥

7 PCR扩增
用高保真 PCR酶 渊KOD酶冤 分别对抽提的疟原

虫基因组 DNA模板样品进行 PCR扩增遥 反应体积为
50 滋l袁 循环参数为 94 益 预变性 5 min袁 94 益 变性
30 s袁 55耀62 益退火 30 s 渊不同特异性引物的退火温
度不同冤袁 68 益延伸 1 min袁 30个循环曰 68 益再延伸
5 min遥 扩增产物进行 2% 琼脂糖凝胶电泳遥

8 T载体渊T鄄vector冤的构建
用 2% 琼脂糖凝胶电泳回收 PCR产物袁 于 16 益

与 T 载体 渊T鄄vector袁 购自日本 TaKaRa 公司冤 连接
30 min袁 转化 XL鄄10大肠埃希菌 渊由第四军医大学病
原生物学教研室提供冤 后袁 涂布氨苄青霉素抗性的
LB培养基平板袁 过夜培养袁 挑取单克隆菌落置于 5
ml LB培养液中摇菌过夜遥

9 PCR鉴定阳性克隆
取培养 6 h 菌液 200 滋l袁 离心后菌体用 50 滋l

H2O重悬袁 沸水浴 3耀5 min袁 离心后取 10 滋l 上清作
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表 1 从血片上抽提的疟原虫基因组 DNA纯度分析
Table 1 Quality of DNA extracted from blood films

浓度(滋g/ml) Concentration
吸光度(A 260值) Absorbency
吸光度(A 280值) Absorbency

A 260/A 280

恶性疟原虫

P. falciparum
16.34
0.334
0.230
1.45

间日疟原虫

P. vivax
15.76
0.322
0.227
1.42

食蟹猴疟原虫

P. cynomolgi
18.30
0.374
0.243
1.54

诺氏疟原虫

P. knowlesi
13.95
0.285
0.210
1.36

待鉴定样品

Unidentified
17.77
0.362
0.242
1.50

DNA样品: M1: 100 bp 标志物袁 1: 恶性疟原虫袁 2: 间日疟原虫袁
3: 食蟹猴疟原虫袁 4: 诺氏疟原虫袁 5: 待鉴定样品袁 6: 阴性对照袁
7: 空白对照袁 M2: 100 bp 标志物遥
DNA sample: M1: 100 bp marker袁 1: P. falciparum袁 2: P. vivax袁 3: P.
cynomolgi袁 4: P. knowlesi袁 5: Atypical form of P. vivax 渊 to be
identified冤袁 6: Negative control袁 7: Blank袁 M2: 100 bp marker.

图 2 诺氏疟原虫特异性引物 PCR扩增后电泳图
Fig.2 PCR amplification with P. knowlesi鄄specific primers

M1 1 2 3 4 5 6 7 M2

DNA 样品 : M1: 100 bp 标志物袁 1: 恶性疟原虫袁 2: 间日疟原虫袁
3: 食蟹猴疟原虫袁 4: 诺氏疟原虫袁 5: 待鉴定样品袁 6: 阴性对照袁 7:
空白对照袁 M2: 100 bp 标志物遥
DNA sample: M1: 100 bp marker袁 1: P. falciparum袁 2: P. vivax袁 3: P.
cynomolgi袁 4: P. knowlesi袁 5: Atypical form of P. vivax 渊 to be
identified冤袁 6: Negative control袁 7: Blank袁 M2: 100 bp marker.

图 1 疟原虫属特异性引物扩增后电泳图
Fig.1 Detection of Plasmodium spp. with

Plasmodium鄄specific primers

纯度分析

Analysis of quality

500
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M1 1 2 3 4 5 6 7 M2

500

bp
很高袁 但 DNA的浓度已能够满足进一步 PCR扩增的
需要遥

2 PCR鉴定
用疟原虫属特异性引物 渊rplu3尧 rplu4冤 扩增后袁

每种疟原虫 DNA 样品均得到约 240 bp DNA 条带
渊图 1冤遥 再用疟原虫种特异性引物 渊rFAL1尧 rFAL1袁
rVIV2尧 rVIV2袁 PMK8尧 PMK9冤 分别对恶性疟原虫尧
间日疟原虫和待鉴定的 DNA 样品进行 PCR 扩增袁
结果表明待鉴定样品用诺氏疟原虫特异性引物扩增得

到约 150 bp 条带 渊图 2冤袁 测序结果表明该片段与
GenBank中的诺氏疟原虫 SSU rRNA序列 渊U83876冤
完全吻合遥

讨 论

确诊疟疾病例具体感染了何种疟原虫袁 通常是从
患者的症状尧 体征尧 以及镜检患者血涂片中疟原虫形
态 渊包括被疟原虫寄生的红细胞特点冤 判断遥 目前

看来袁 这些证据并不十分可靠袁 因为在鉴别多核间日
疟原虫时袁 往往是以已知感染人的 4种疟原虫为基
础袁 容易忽略其他种疟原虫感染的可能袁 例如袁 某些
灵长类疟原虫 渊诺氏疟原虫尧 食蟹猴疟原虫等冤 就可
以感染人类遥 此外袁 国内外已有较多关于 野形态特别
的间日疟原虫冶 的报道 咱6鄄8暂 袁 但大多数仅限病例报
道袁 有些经 PCR 扩增最终仍鉴定为间日疟原虫 咱9暂遥

SSU rRNA因具有高拷贝尧 多重复性尧 变异少等
特点而日益受到重视遥 研究证明袁 rRNA属于丰富基
因簇袁 即在基因组中以高拷贝的形式存在袁 转录单位
数量达 100耀5 000个袁 在染色体上呈串联状重复排

为模板进行 PCR袁 2% 琼脂糖凝胶电泳筛选出正确的

重组菌落遥

10 DNA序列测定
阳性克隆载体由上海英骏生物技术有限公司测

序袁 测定结果与已发表的诺氏疟原虫 SSU rRNA序列
进行比较分析遥

结 果

1 抽提血片疟原虫 DNA
取上述 5种血片制备的疟原虫基因组 DNA模板

各 30 滋l袁 从中各取 10 滋l 稀释到 60 滋l袁 分别检测其
含量渊滋g/ml冤及其吸光度渊A 260及 A 280值冤渊表 1冤遥 由于
疟原虫血片保存的时间较长,抽提的 DNA质量并不是
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列遥 不同物种 rRNA转录单位的基因定位在不同的染
色体上袁 并具有变异小区和保守小区交替散布的结构
特点遥 SSU rRNA 也是最常用来分析不同种疟原虫基
因组差异的保守序列袁 疟原虫的 SSU rRNA基因全长
为 1 622耀1 640 bp袁 编码核糖体 18S小亚基咱4暂遥 不同
种疟原虫在生活史的孢子增殖期和裂殖体期会形成互
不相同的 SSU rRNA序列咱10袁11暂遥 因此袁 SSU rRNA被
认为是理想的种尧 株尧 期鉴别依据袁 是进化尧 分类研
究中频繁使用的分子标志序列遥 本研究正是利用不同
种疟原虫基因组内 SSU rRNA序列的差异袁 设计了针
对恶性疟原虫尧 间日疟原虫尧 诺氏疟原虫的 PCR引
物袁 又设计了疟原虫属特异性的 PCR引物袁 证实此
例患者感染了诺氏疟原虫遥 该结果为人体感染疟原虫
种类提供了新的资料遥
近来袁 在马来西亚婆罗洲地区诊断为三日疟患者

中袁 经疟原虫核酸测序发现袁 58%是感染了诺氏疟原
虫遥 据此结果袁 WHO 野Roll Back Malaria冶 计划的资
深科学顾问 Nahlen指出袁 野该项研究提出了严峻的问
题袁 猴疟已经或将会成为人-人传播的疾病遥 一旦诺
氏疟原虫在人体感染并持续传播袁 其危险性较三日疟
原虫更大遥 因为诺氏疟原虫是每天完成一次裂体增殖
周期冶遥 美国 CDC疟疾专家 Barnwell指出袁 虽然目前
诺氏疟原虫对氯喹治疗是敏感的袁 但重要的是有出现
新的人类疾病的潜在危险遥 在马来西亚很小的范围出
现如此高的诺氏疟原虫人体感染率袁 说明很有可能已
经存在人-人感染遥 这也说明为什么一直有新现疾病
出现袁 以及可能出现新的人类疟疾遥 根据疟原虫进
化分析袁 间日疟原虫起源于东南亚袁 来自 40 000耀
60 000年前猴疟原虫种群咱12暂遥 WHO西太区东南亚地
区疟疾顾问 Palmer也认为值得作进一步的研究袁 因
为这不仅是公共卫生问题袁 同时也反映了诺氏疟原虫
已经或正在适应于在人类的传播袁 人类将要面临出现
第五种疟疾的问题咱13暂遥
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