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恶性疟原虫

                              【论著摘要】

FCCl/HN株3-磷酸甘油醛脱氢酶
基 因 的 序 列 测 定
    江钢锋， 洪佳冬’ 陆家海之
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    3-磷酸甘油醛脱氢酪(GAPDH)是疟原虫糖醉解过程中重

要的酶，其基因最近被发现(U。本文报告恶性疟原虫FCCl/

HN株GAPDH基因序列测定结果

引物同.

1 材料与方法

L1 虫株

    恶性疟原虫FCC 1 /HN株在本室长期保种，体外培养参照

丁rager等1方法并略作改进[31o
1.2 养因组 DNA的提取

    取50川培养物，按文献仁4〕方法用5%磷酸钠盐溶液提

取，最后溶于50川DEPC-H,O中。

1. 3 提取总RNA

    收获培养物中的环状体期疟原虫 ((1X10，以上)，用RNA

提取试剂盒 (采用TRIZOL试剂盒，Gibco, BRL)抽提总

RNA,萦外分光光度计测定其含盘，琼脂糖电泳鉴定其纯度。

1. 4  oDNA第1健合成

    采用Clontech公司的SMART" cDNA构建试剂盒。0. 5

ml无菌离心管中加人RNA样品3 pt (0. 05 ̂ 1. 0 pg总

RNA), SMART，寡核昔酸I pl, CDS n /3' PCR引物 1 p1.

加双燕水至5闪;混匀，72℃孵育2 min,置冰上2 mm后离

心沉淀。再加人5 X First-strand buffer 2. 0 pl，二硫苏特醉

(DTT) 1. 0 VI (20 mm.D,脱氧核糖核昔三磷酸(dNTP)混合

液1.0 p!(10 mmoD, MMLV逆转录酶(Superscript I，Gibco.

BRL, 200 a/pl) 1. 0 pl,混匀，42℃孵育1b后置冰上终止

反应‘

1.5 日的基因体外扩增

    反应体系为 50 pl总反应液中含20 mmol/L Tris-HCI,

50 mmol/L KCI, 1. 5 mmol/L MgCl，0. 2 mmol/L dNTP. 2.5

U Taq Plus DNA polymer- (上海生物工程有限公司产品)

引物各。.5 pmal/L和5川基因组DNA或cDNA.

上游引物:5-TTATATAAAAACATATATTTTTTCTTCGG-3':

下游引物:5'-AAAATGCTTCATGTTTAAATAACTTAGTTG-3'.

反应条件为:94℃变性4 mim, 94℃30 s. 50℃40s, 70℃

2 min 10 s。共 30个循环，最后在 70 'C 延伸 2 min。因

GAPDH基因有内含子，为了能完整测出其全序列需增加另一

个引物与上述上游引物组成另一对引物进行PCR反应，该引

物序列为:5'-ACAATAAGTTGTTTGGTA"1CA'FATTGG-3'.

I.6 墓因序列剥定

    PCR产物用PCR产物纯化试剂盒纯化、乙醉和醋酸钠沉

淀回收后.用ABI侧序系统侧序。测序引物与PCR反应所用

2 结果

2. 1  PCR产物

    用基因组DNA作模板所得的PCR产物约1 400 by，而用

cDNA作模板所得的PCR产物约为1 loo by，可见该基因含

约300 by的内含子.

2.2 基因序列浏定

    用。DNA作模板的PCR产物测序结果。可知其编码区包

含 1 011饰，其推断的编码氛基酸序列包含337个氨基酸残

基。用基因组DNA作模板的PCR产物测序的结果，在相当于

开放阅读框的第84位碱基之后有1个约300 by的内含子。由

3翻d4含子富含AT，无法测出其完整序列 本研究测得的恶性
疟原虫FCC 1 /HN株的GAPDH基因序列的编码区与以前报

告的K1株的序列完全一致一f(图1)。该基因的编码区碱基组

成 62%为AT，具有典型的恶性疟原虫DNA特征 该序列于
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  恶性疟原虫FCCA/HN株GAPDH的DNA及其推导的奴基酸序
内含子位于第 84与85位碱基之间
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3 讨论

    GAPDH是生物体抢醉解过程中的重要酶。锥虫和利什曼

原虫的GAPDH在酶和基因水平上己有深人研究，布氏锥虫和

墨西哥利什曼原虫均含两种GAPDH同功酶.一种位于类微球

体细胞器的糖体.另一种见于细胞液中。这两种同功醉在氨基

酸水平上只有55%相似性，推测其功能有所不同““。恶性疟

原虫GAPDH基因的开放阅读框编码一个337氨基酸蛋白质，

估计分子量约为36.65 kDao恶性疟原虫GAPDH与人红细胞

GAPDH有63.5%相似性一，;‘用纯化的重组恶性疟原虫

GAPDH免疫小鼠获得的抗血清进行免疫萤光抗体试验，证明

环状体、滋养体和裂殖体各期均被染，表明该酶存在于上述各

期中1:
    通过抑制寄生虫所依赖的生物合成旁路中的某些关键酶

是开发抗寄生虫药物的 种有效策略。己有报告针对锥虫的

GAPDH设计出一些抑制剂，不仅对锥虫，而且对利什曼原虫

也具有良好的抑制作用广。一般认为，恶性疟原虫无功能上的

三梭酸循环，故其ATP产生完全依赖于糖酵解 抑制其糖醉解

过程中的某些醉就可能抑制恶性疟原虫的生长发育

    最近发现，哺乳动物的GAPDH除了具有酶活性外，还参

与膜转运、微管装配、核RNA转运、甚至基因表达的翻译调控

等过程 因此，对恶性疟原虫GAPDH酶及其基因的深人研究.

无论对于更全面了解恶性疟原虫的生理代谢和致病作用，还是

对新的抗疟药开发研究。都具有重要意义
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云南省建水县一起旋毛虫病暴发
徐 莉
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查和实验室检查
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文献标识码 6

本院收治5例旋毛虫病患者，经流行病学调

证实为一起因食生猪肉引起的旋毛虫病

20日，建水县某公路养护段一职工上街买回

猪脊肉l. 5 kg，切片凉拌后生食。其中，男性5例，女性l例.

年龄最大者45岁，最小者16岁。食后2-4 d, 6人全部发病，

出现上腹部不适、恶心、呕吐、腹痛腹泻及厌食等症状。误认

为急性胃肠炎。其中 1例患者于食后第3天昏迷，血压40/0

kl'a .在卫生所输液、抗休克及抗感染等救治无效死亡，其余5

例患者送本院治疗。入院时神志尚清楚.均有发热 (T38-们

C).伴头痛，头昏，颜面浮肿。全身肌肉酸痛，尤以排肠肌明

显.站立困难 .3例伴有双侧下肢水肿。血常规检查，石例

患者白细胞总数 12.2X 10'1/1-20- OX 10'/L,嗜酸性粒细胞占

20%一45%}选择病情较重的2例作排肠肌活检，均查见旋毛

虫幼虫囊包。5例患者均给予口眼阿苯达哩400 rng, 2次/d,

强地松10 mg, 3次/d.配合输液及对症治疗 7d为1疗程，

连续用药2个疗程 (强地松服用 1 wk后逐渐减量至停药)病

悄明显好转。体温逐渐正常 继续对症治疗 住院26 d治愈

出院

    旋毛虫病为动物源性疾病，食用感染旋毛虫的未煮熟的

猪肉易引起发病。各级卫生防疫部门应大力宣传贯彻《食品卫

生法》加强对猪肉的检疫，加强健康教育，提高群众自我保护

意识，改变生食猪肉的习惯

(收摘日期:2001川3自 编辑:盛慧锋)
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