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揖Abstract铱 Objective To develop a multiplex PCR protocol for amplification of five Plasmodium falciparum

drug resistance related genes袁 thereby facilitate the rapid and high throughput analysis of the drug resistance molecular
markers. Methods Five pairs of primers were designed according to the reference sequences by using Primer Premier
5.0 and Oligo 6.0 software. Drug resistance related genes袁 including P. falciparum chloroquine resistance transporter 渊Pfcrt冤袁
multi鄄drug resistance 1 渊Pfmdr1冤袁 dihydropteroate synthetase 渊Pfdhps冤袁 dihydrofolate reductase 渊Pfdhfr冤 and sarco/endo鄄
plasmic reticulum Ca2+鄄ATPase渊PfATPase6冤袁 were amplified by single鄄tube multiplex PCR using Hot Start Taq DNA Poly鄄
merase among negative controls 渊P. vivax袁 P. berghei袁 P. cynomolgi袁 Leishmania donovani袁 Cryptosporidium andersoni冤袁
blank control 渊using H2O as template冤袁 as well as P. falciparum laboratory isolates 渊3D7袁 Dd2袁 HB3袁 FCC1/HN and
CMH/YN冤 and field samples 渊collected from Yunnan袁 Hainan of China and Myanmar冤. After amplification袁 the PCR
products were analyzed by agarose gel electrophoresis. The sequencing results were aligned to the reference sequence
using BLAST. Results Five expected bands at 315袁 437袁 514袁 594 and 770 bp were obtained with no additional or
nonspecific products in P. falciparum laboratory isolates and field samples. The sequencing results were identical with the
reference sequence except the polymorphism sites袁 and exhibited more than 98.5% homology. The multiplex amplification
was performed successfully starting from 0.1 ng of DNA template. No band was observed in negative controls and
blank control. Conclusion The present study establishes a method to amplify five Plasmodium falciparum drug
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揖摘要铱 目的 建立恶性疟原虫 5个主要抗药性相关基因的单管多重 PCR扩增方法袁 用于恶性疟原虫抗药性分子标
志检测遥 方法 依据各基因参考序列袁 运用 Primer Premier 5.0和 Oligo 6.0软件袁 设计 5对特异性引物袁 采用 Hot Start
Taq DNA聚合酶袁 设置递增延伸温度袁 对恶性疟原虫标准株渊3D7尧 Dd2和 HB3冤尧 分离株渊FCC1/HN尧 CMH/YN冤尧 现场
标本渊来源于海南尧 云南和缅甸冤尧 近缘虫种对照渊间日疟原虫尧 伯氏疟原虫尧 食蟹猴疟原虫尧 杜氏利什曼原虫和牛源隐
孢子虫冤和空白对照渊以 H2O为模板冤进行 5个抗药性相关基因渊包括恶性疟原虫氯喹抗性转运蛋白基因 Pfcrt尧 多药抗性基
因 Pfmdr1尧 二氢喋酸合成酶基因 Pfdhps尧 二氢叶酸还原酶基因 Pfdhfr和三磷酸腺苷酶第 6亚基基因 PfATPase6冤 的单管
多重 PCR扩增袁 2%琼脂糖凝胶电泳鉴定扩增结果袁 测定扩增产物序列袁 并与参考序列 渊3D7株冤比对遥 结果 经电泳袁
恶性疟原虫标准株尧 分离株和现场标本的多重 PCR扩增产物均可见 5条目标条带遥 测序结果与参考序列比对袁 高度同
源袁 最低同源性为 98.5%遥 模板 DNA量达 0.1 ng即满足扩增要求袁 近缘虫种对照和空白对照未见扩增产物遥 结论 多

重 PCR技术实现了单管 1次反应完成 5个抗药性相关基因的扩增袁 该方法灵敏袁 特异性好袁 有助于提高恶性疟原虫抗药
性分子标志的检测效率遥
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恶性疟在世界范围内流行形势严峻袁 每年约 100
万人死于该病袁 尚不包括间接引起的死亡咱1暂遥 我国疟
疾防治已取得显著成就咱2暂袁 但云南和海南仍存在恶性
疟流行袁 药物抗性的产生进一步使其危害加重遥 20
世纪 50年代后期在泰缅边境和哥伦比亚出现氯喹抗
性病例遥 随后袁 氯喹抗性几乎遍布恶性疟流行区袁 哌
喹尧 甲氟喹尧 乙胺嘧啶和磺胺类药物抗性株相继出
现袁 甚至对青蒿素类药物的敏感性也开始下降咱3鄄5暂遥
研究结果表明我国也存在较为严重的恶性疟原虫抗药

性问题咱6暂遥 深入了解恶性疟抗药性的产生机制袁 准确
快速监测抗性株的分布和流行已成为当前恶性疟防治

工作中面临的重要问题遥
新近研究表明抗疟药抗性的产生与疟原虫某些关

键基因的单核苷酸多态性渊single nucleotide polymor鄄
phism袁 SNP冤有关遥 目前发现多个基因的 SNP能较好
反映疟原虫对相应药物的抗性情况袁 并在不同地区的
多项研究中得到验证遥 如院 恶性疟原虫氯喹抗性转运蛋
白基因 渊Pfcrt冤的 391 T/A尧 392 G/C尧 399 G/T尧 400 A/
G尧 402 T/A和 404 A/C多态性渊对应第 72耀76位氨基
酸编码序列冤与氯喹抗性相关联咱7鄄12暂曰 恶性疟原虫多药
抗性基因 渊Pfmdr1冤的 256 A/T 和 257 A/T 多态性
渊对应第 86位氨基酸编码序列冤 与氯喹等多种药物尤
其是甲氟喹的抗性有关咱7袁8袁13暂曰 恶性疟原虫二氢喋酸合
成酶基因渊Pfdhps冤的 1482 T/G尧 1483 C/T/G尧 1486 C/G尧
1794 A/G尧 1918 C/G 和 2013 G/T/A 多态性 渊对应第
436尧 437尧 540尧 581和 613位氨基酸编码序列冤与磺
胺类药物抗性有关 咱5袁14鄄16暂曰 恶性疟原虫二氢叶酸还原
酶基因 渊Pfdhfr冤 的 148 T/C尧 152 A/T尧 153 T/C尧 175
T/C尧 323 G/A/C和 490 A/T多态性渊对应第 50尧 51尧
59尧 108和 164位氨基酸编码序列冤与乙胺嘧啶抗性
有关 咱5袁14鄄16暂曰 三磷酸腺苷酶第 6亚基基因渊PfATPase6冤
的 2306 G/A多态性 渊对应第 769位氨基酸编码序列冤
与青蒿素类药物的 IC50升高有关咱17鄄19暂遥 越来越多的研
究者认为上述 21 个 SNP 可作为抗疟药抗性分子标
志袁 并试用于现场抗药性监测咱5袁20鄄22暂遥 本研究根据多重
PCR扩增原理袁 采用 Hot Start Taq DNA聚合酶袁 设
计 5对特异性引物袁 设置递增延伸温度袁 优化多重

PCR (multiplex PCR) 反应条件尧 反应体系和引物组
合袁 为提高恶性疟原虫抗药性分子标志检测效率袁 建
立了 5个抗药性相关基因的单管多重 PCR扩增方法遥

材料与方法

1 标本及虫株来源

30份恶性疟病例血标本分别取自海南省渊10份冤尧
云南省渊10份冤和缅甸禅邦渊10份冤袁 均为镜检单纯恶
性疟原虫阳性患者袁 分别取外周静脉血约 20 滋l滴于
干滤纸袁 干燥保存备用遥 恶性疟原虫 3D7株尧 Dd2株
和 HB3株 DNA由美国国立卫生研究院疟疾研究与标
准试剂资源中心提供袁 云南 CMH/YN分离株 (云南勐
腊县勐罕镇脑型疟患者体内分离袁 实验室培养) 由云
南省寄生虫病防治所提供袁 海南 FCC1/HN分离株(海
南省现场分离) 由本所实验室培养袁 为阳性对照遥 其
中 3D7株为恶性疟原虫参考株袁 未见抗药性产生曰
Dd2株存在对氯喹尧 甲氟喹和乙胺嘧啶抗性曰 HB3株
存在对乙胺嘧啶抗性遥 FCC1/HN分离株为目前国内
实验室最常用恶性疟原虫分离株袁 未见抗药性产生曰
CMH/YN分离株对氯喹尧 乙胺嘧啶和磺胺类药物存在
抗性遥 以间日疟原虫渊P. vivax袁 取自安徽现场袁 镜检
确诊冤尧 伯氏疟原虫渊P. berghei袁 CS株冤尧 食蟹猴疟原
虫渊P. cynomolgi袁 本所实验室保种冤尧 杜氏利什曼原
虫 渊Leishmania donovani袁 DD8株冤 和牛源隐孢子虫
渊Cryptosporidium andersoni袁 XZ鄄BOV株冤为近缘虫株
对照遥 以灭菌去离子水为空白对照遥

2 主要仪器和试剂

主要仪器院 分光光谱仪渊Gene Quant Pro 型袁美
国冤袁 PCR扩增仪渊PTC鄄200型袁 美国冤袁 凝胶成像系
统渊M鄄ULTI GENIUS Bio imaging system袁 美国冤袁 全
自动测序仪渊ABI PRISM 377型袁 美国冤遥 主要试剂院
测序试剂盒 渊ABI PRISM Big Dye terminator v3.1冤购
自美国 PE公司袁 chelex鄄100购自美国 Bio鄄Rad公司袁
PCR及电泳所用试剂购自上海生工生物工程技术服务
有限公司遥

resistance related genes harboring 21 SNPs by one鄄tube reaction. The multiplex PCR protocol showing high specificity and
sensitivity is more convenient and efficient in analyzing the P. falciparum drug resistance molecular markers as compared with
traditional nested PCR.

揖Key words铱 Plasmodium falciparum曰 Drug resistance曰 Single nucleotide polymorphism曰 Multiplex polymerase
chain reaction
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3 DNA提取
现场采集的恶性疟患者滤纸干血滴袁 参照文献

咱14袁23暂方法提取恶性疟原虫 DNA遥 将滤纸血样剪碎
置于 1.5 ml离心管袁 加 200 滋l 5豫 chelex鄄100袁 100 益
水浴 10 min曰 10 000伊g 离心 5 min袁 振荡 30 s袁 取上
清袁 -20 益保存备用遥

实验室培养的 CMH/YN分离株和 FCC1/HN分离
株 DNA提取方法为院 分别取 20 滋l保种标本置于 1.5
ml EP 管袁 加 1.0 ml H2O袁 振荡 30 s袁 室温静置 15
min袁 13 000伊g离心 3 min袁 弃上清袁 加 200 滋l 5豫
chelex鄄100袁 振荡 30 s袁 100 益水浴 10 min袁 13 000伊g
离心 3 min袁 取上清袁 -20 益保存备用遥
将上述 DNA提取液以 1颐50稀释后袁 用分光光度

仪测量吸光度渊A 260和 A 280值冤袁 计算核酸浓度及纯度遥

4 多重 PCR扩增
4.1 多重 PCR引物设计 运用 Primer Premier 5.0和
Oligo 6.0 软件袁 根据 GenBank 中恶性疟原虫 Pfcrt尧
Pfmdr1尧 Pfdhps尧 Pfdhfr和 PfATPase6 的 DNA参考序
列渊源自 3D7株冤袁 结合文献咱14暂设计 5 对引物渊表
1冤遥

4.2 多重 PCR 反应条件 多重 PCR 反应体系院10伊
PCR缓冲液渊含 20 mmol/L Mg2+冤5.0 滋l袁 10 mmol/L脱氧
核苷三磷酸渊dNTPs冤1.2 滋l袁 10条引物浓度均为 12.5
滋mol/L的混合物液渊含 3.2 滋l P1F尧 3.2 滋l P1R尧 2.0 滋l
P2F尧 2.0滋l P2R尧 2.0 滋l P3F尧 2.0滋l P3R尧 2.0滋l P4F尧
2.0 滋l P4R尧 2.0 滋l P5F尧 2.0 滋l P5R冤1.0 滋l袁 模板
DNA 2.5 滋l袁 5 U/滋l 热启动 Taq DNA聚合酶 0.4 滋l袁
加灭菌双蒸水至 50.0 滋l遥 扩增参数袁 94 益 15 min曰
94 益 40 s尧 50 益 2 min尧 由 50 益按 0.1 益/s递增至

72 益袁 共 40循环曰 72 益 3 min遥 扩增产物 -20 益保
存备用遥 分别取 0.8尧 0.4尧 0.2尧 0.1尧 0.05和 0.025 ng
的 3D7株 DNA为模板袁 进行多重 PCR扩增袁 观察其
敏感性遥

5 电泳鉴定

取 5.0 滋l多重 PCR扩增产物加 1 滋l 6伊溴酚蓝上
样缓冲液于 2%琼脂糖凝胶渊含 0.5 滋g/ml溴化乙锭冤电
泳袁 电泳缓冲液为 1伊Tris鄄乙酸渊TAE冤袁 电压 5 V/cm袁
电泳时间 50 min遥 凝胶成像系统观察电泳结果并拍照
记录遥

6 序列测定

PCR 产物电泳后切胶尧 纯化袁 采用测序试剂盒
和全自动测序仪进行测序 渊由上海生工生物工程技
术服务有限公司完成冤遥 以 Chromas 2.3软件分析测
序结果袁 多态性位点判读不清时袁 行双向测序进一
步确定遥

7 序列比对

登录 NCBI BLAST 网页渊http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLAST/冤袁 选择 Specialized BLAST中的 bl2seq程
序模块袁 在野Sequence 1冶框中逐一输入各标本 5个基
因扩增产物的测序结果袁 野Sequence 2冶框中输入其对
应的参考序列袁 点击野Align冶 按钮进行序列比对袁 根
据比对结果袁 分析各多态性位点碱基序列袁 确定待测
标本基因型遥

结 果

1 多重 PCR结果
除 2份现场恶性疟原虫标本 DNA提取失败外袁

28份现场标本尧 3份标准株和 2份分离株经多重 PCR
扩增袁 均见 5条特异性目的条带袁 长度分别为 315尧
437尧 514尧 594和 770 bp袁 与预期结果一致遥 5份阴
性对照与空白对照未见扩增产物 渊图 1冤遥 不同模板
DNA量多重 PCR扩增结果表明袁 模板达 0.1 ng即可
扩增出所有目的条带渊图 2冤遥

2 测序结果

对恶性疟原虫 3D7株尧 Dd2株尧 FCC1/HN 分离
株和 5份现场标本渊F01耀F03为云南现场标本袁 F04尧
F05为缅甸禅邦现场标本冤扩增产物测序结果见表 2遥

3 序列比对结果

经比对袁 各标本扩增产物序列除多态性位点以

基因Gene
Pfcrt

Pfmdr1

Pfdhps

Pfdhfr

PfATPase6

引物Primer
P1F 5忆鄄GGAGGTTCTTGTCTTGGTAAAT鄄3忆
P1R 5忆鄄ATATTGGTAGGTGGAATAGATTCT鄄3忆
P2F 5忆鄄TGTTGAAAGATGGGTAAAGAGCAGA鄄3忆
P2R 5忆鄄TCGTACCAATTCCTGAACTCACTT鄄3忆
P3F 5忆鄄GATTCTTTTTCAGATGGAGG鄄3忆
P3R 5忆鄄TTCCTCATGTAATTCATCTGA鄄3忆
P4F 5忆鄄TGATGGAACAAGTCTGCGACGTT鄄3忆
P4R 5忆鄄CTGGAAAAAATACATCACATTCATATG鄄3忆
P5F 5忆鄄AAAATAAATACCACATCAACACAT鄄3忆
P5R 5忆鄄TCAATAATACCTAATCCACCTAAA鄄3忆

产物Product渊bp冤
315*

514*

770咱14暂

594咱14暂

437*

表 1 多重 PCR反应所用引物及扩增产物长度
Table 1 Primers and product sizes of the multiplex PCR

注院 *自行设计遥
Note院 * Designed in this study.
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外袁 其余碱基与对应参考序列 渊源自 3D7株冤一致袁
呈高度同源袁 最低同源性为 98.5% 渊262/266袁 F01标
本的 Pfcrt基因扩增片段冤遥 以 FCC1/HN分离株为例袁
其扩增产物序列与对应参考序列比对结果见图 3遥

讨 论

恶性疟原虫的抗药性问题给疟疾防治工作带来了

挑战袁 恶性疟原虫抗药性监测已列入我国疟疾监测方
案遥 目前采用的抗药性检测方法有体内法和体外法两
种遥 这两种方法在检测对象的依从性尧 操作过程尧 技
术水平与条件控制上要求较高袁 人力尧 物力消耗较
大遥 随着对抗药性机制研究的逐步深入袁 发现多个抗
疟药的靶分子或代谢酶基因如 Pfcrt尧 Pfmdr1尧 Pfdh鄄
ps尧 Pfdhfr 和 PfATPase6的单核苷酸多态性与相应药
物的抗性相关袁 可作为抗药性分子标志袁 并在泰国尧
印度尼西亚和刚果等恶性疟流行的国家和地区的抗

药性监测中得到应用咱20鄄22暂遥 在分析上述基因多态性
时袁 首先需对相应基因进行扩增袁 目前文献报道所普
遍采用的巢式 PCR扩增方法操作步骤复杂袁 所需费
用高袁 时效性较差袁 难以满足抗药性分子标志在现场
监测中广泛应用的要求遥
多重 PCR 咱 24袁 25暂 又称多重引物 PCR 或复合

PCR袁 它是在同一反应体系中添加两对以上引物袁 可
同时扩增出多个核酸片段的 PCR反应袁 其反应原理
与一般 PCR相同遥 本研究根据多重 PCR扩增原理袁
依据 Pfcrt尧 Pfmdr1尧 Pfdhps尧 Pfdhfr和 PfATPase6等 5
个基因的参考序列设计 5对特异性引物袁 摸索和优化
反应条件尧 反应体系和引物组合袁 设置递增延伸温
度袁 建立了 5个恶性疟原虫抗药性相关基因的单管多
重 PCR扩增方法遥

该方法具有较高的灵敏度袁 耗材和试剂用量显
著减少袁 可节省费用尧 人力和时间袁 提高工作效率遥
只需 0.1 ng模板 DNA即可完成 5个目的基因片段的
扩增袁 且特异性好袁 对间日疟原虫尧 伯氏疟原虫尧
食蟹猴疟原虫尧 杜氏利什曼原虫和隐孢子虫进行扩
增袁 均未见扩增产物遥
该方法扩增产物涵盖 21 个已知药物抗性相关
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M院 DNA标志物袁 1耀6院 模板 DNA依次为 0.8尧 0.4尧 0.2尧 0.1尧 0.05
和 0.025 ng袁 7院 空白对照 渊以灭菌去离子水为模板冤遥
M院 DNA marker袁 1 -6院 DNA templates with 0.8袁 0.4袁 0.2袁 0.1袁
0.05 and 0.025 ng袁 respectively袁 7院 Blank control 渊H2O冤.

图 2 不同 DNA模板量多重 PCR扩增产物电泳结果
Fig.2 Multiplex PCR on different amount of DNA templates

M 1 2 3 4 5 6

M院 DNA标志物袁 1院 恶性疟原虫 3D7株袁 2院 恶性疟原虫 Dd2株袁
3院 恶性疟原虫 HB3株袁 4院 恶性疟原虫 CMH/YN分离株袁 5院 恶性
疟原虫 FCC1/HN分离株袁 6院 伯氏疟原虫 渊CS株冤袁 7院 食蟹猴疟原
虫袁 8院 间日疟原虫 渊取自安徽现场冤袁 9院 杜氏利什曼原虫 渊DD8
株冤袁 10院 牛源隐孢子虫 渊XZ鄄BOV株冤袁 11院 空白对照 渊以灭菌去
离子水为模板冤袁 12耀13院 云南现场恶性疟原虫袁 14耀15院 海南现场
恶性疟原虫袁 16院 缅甸现场恶性疟原虫遥
M院 DNA marker袁 1院 P. falciparum 3D7袁 2院 P. falciparum Dd2袁 3院
P. falciparum HB3袁 4院 P. falciparum isolate CMH/YN袁 5院 P. falciparum
isolate FCC1/HN袁 6院 P. berghei袁 7院 P. cynomolgi袁 8院 P. vivax袁 9院
Leishmania donovani袁 10院 Cryptosporidium袁 11院 Blank control
渊 H2O冤 袁 12 -13院 P. falciparum samples from Yunnan袁 14 -15院 P.
falciparum sam鄄ples from Hainan袁 16院 P. falciparum samples from
Myanmar.

图 1 恶性疟原虫多重 PCR扩增产物电泳结果
Fig.1 Multiplex PCR on P.falciparum field samples and controls
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注院 F01耀F03为云南现场标本袁 F04尧 F05为缅甸现场标本曰 * 斜体表示基因型为突变型遥
Note院 F01-F03 samples collected from Yunnan province袁 F04尧 F05 samples collected from Myanmar曰 * Italics denote mutant genotype.

表 2 8株标本抗药性相关位点单核苷酸多态性检测结果
Table 2 Analysis of the drug resistance related SNPs in 8 isolates

Pfcrt  Pfmdr1  Pfdhps  Pfdhfr  PfATPase6 虫株 

Isolate 391 392 399 400 402 404  256 257  1482 1483 1486 1794 1918 2013  148 152 153 175 323 490  2306 

3D7 T G G A T A  A A  T C G A C G  T A T T G A  G 

Dd2 T G T G A C  T T  T T G A C T  T T T C A A  G 

FCC1 T G G A T A  A A  T C C A C G  T A T T A A  G 

F01 T G T G A C  A A  G C G G C G  T A T C A T  G 

F02 T G T G A C  A A  T C G G G G  T T T C A A  G 

F03 T G T G A C  T A  T C G G G G  T T T C A T  G 

F04 T G T G A C  A A  G C G G C G  T A T T A T  G 

F05 A G G A T C  A A  T C C A C G  T A T T G A  G 
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同源性渊homology冤=420/420 (100%) (B)
FCC1     1  AACAAAAAGAGTACCGCTGAATTATTTAGAAAAATAAAGAATGAGAAAATATCATTTTTT   60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7     70  AACAAAAAGAGTACCGCTGAATTATTTAGAAAAATAAAGAATGAGAAAATATCATTTTTT  129 

FCC1    61  TTACCGTTTAAATGTTTACCTGCACAACATAGAAAATTATTATTTATATCATTTGTATGT  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    130  TTACCGTTTAAATGTTTACCTGCACAACATAGAAAATTATTATTTATATCATTTGTATGT  189 

FCC1   121  GCTGTATTATCAGGAGGAACATTACCTTTTTTTATATCTGTGTTTGGTGTAATATTAAAG  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    190  GCTGTATTATCAGGAGGAACATTACCTTTTTTTATATCTGTGTTTGGTGTAATATTAAAG  249 

FCC1   181  AACATGAATTTAGGTGATGATATTAATCCTATAATATTATCATTAGTATCTATAGGTTTA  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    250  AACATGAATTTAGGTGATGATATTAATCCTATAATATTATCATTAGTATCTATAGGTTTA  309 

FCC1   241  GTACAATTTATATTATCAATGATATCAAGTTATTGTATGGATGTAATTACATCAAAAATA  300 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    310  GTACAATTTATATTATCAATGATATCAAGTTATTGTATGGATGTAATTACATCAAAAATA  369 

FCC1   301  TTAAAAACTTTAAAGCTTGAATATTTAAGAAGTGTTTTTTATCAAGATGGACAATTTCAT  360 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    370  TTAAAAACTTTAAAGCTTGAATATTTAAGAAGTGTTTTTTATCAAGATGGACAATTTCAT  429 

FCC1   361  GATAATAATCCTGGATCTAAATTAAGATCTGATTTAGATTTTTATTTAGAACAAGTGAGT  420 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    430  GATAATAATCCTGGATCTAAATTAAGATCTGATTTAGATTTTTATTTAGAACAAGTGAGT  489 

FCC1     1  GGATAATATTTTTATTTATATTTTAAGTATTATTTATTTAAGTGTATGTGTAATGAATAA  60 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    345  GGATAATATTTTTATTTATATTTTAAGTATTATTTATTTAAGTGTATGTGTAATGAATAA  404 

FCC1    61  AATTTTTGCTAAAAGAACTTTAAACAAAATTGGTAACTATAGTTTTGTAACATCCGAAAC  120 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    405  AATTTTTGCTAAAAGAACTTTAAACAAAATTGGTAACTATAGTTTTGTAACATCCGAAAC  464 

FCC1   121  TCACAACTTTATTTGTATGATTATGTTCTTTATTGTTTATTCCTTATTTGGAAATAAAAA  180 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    465  TCACAACTTTATTTGTATGATTATGTTCTTTATTGTTTATTCCTTATTTGGAAATAAAAA  524 

FCC1   181  GGGAAATTCAAAAGTAAGATAAATCAATATATTAAAATGATGGATTTATAAGAGAATCTA  240 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    525  GGGAAATTCAAAAGTAAGATAAATCAATATATTAAAATGATGGATTTATAAGAGAATCTA  584 

FCC1   241  TTCCACCTACCAATATAAAACATTAC  266 
            |||||||||||||||||||||||||| 
3D7    585  TTCCACCTACCAATATAAAACATTAC  610 

同源性渊homology冤=266/266 (100%) (A)

SNP位点袁 分别反映恶性疟原虫对氯喹尧 甲氟喹尧 乙
胺嘧啶尧 磺胺类和青蒿素类等药物的抗性情况咱7鄄19暂袁
特别适用于 PCR鄄ELISA和 SNP芯片等高通量基因型
分析技术遥
利用该研究建立的方法成功扩增出 28份现场标

本和 5份实验室标本的 5个抗性相关基因袁 并结合

基因测序分析了 3份实验室标本和 5 份现场标本的
21 个抗性相关 SNP 位点遥 以 3D7 株为野生型袁 可
见 Dd2 株的 Pfcrt尧 Pfmdr1尧 Pfdhps 和 Pfdhfr 发生突
变袁 提示存在氯喹尧 甲氟喹和乙胺嘧啶等药物抗
性遥 FCC1/HN分离株 Pfdhps 和 Pfdhfr 各存在一处突
变袁 表明曾受到乙胺嘧啶和磺胺类药物的压力遥 5

FCC1   11   CATATGTGCATGTTGTAAGGTTGAAAGCAAAAATGAGGGGAAAAAAAATGAGGTTTTTAA  70 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    39   CATATGTGCATGTTGTAAGGTTGAAAGCAAAAATGAGGGGAAAAAAAATGAGGTTTTTAA  98 

FCC1   71   TAACTACACATTTAGAGGTCTAGGAAATAAAGGAGTATTACCATGGAAATGTAATTCCCT  130 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    99   TAACTACACATTTAGAGGTCTAGGAAATAAAGGAGTATTACCATGGAAATGTAATTCCCT  158 

FCC1   131  AGATATGAAATATTTTTGTGCAGTTACAACATATGTGAATGAATCAAAATATGAAAAATT  190 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    159  AGATATGAAATATTTTTGTGCAGTTACAACATATGTGAATGAATCAAAATATGAAAAATT  218 

FCC1   191  GAAATATAAGAGATGTAAATATTTAAACAAAGAAACTGTGGATAATGTAAATGATATGCC  250 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    219  GAAATATAAGAGATGTAAATATTTAAACAAAGAAACTGTGGATAATGTAAATGATATGCC  278 

FCC1   251  TAATTCTAAAAAATTACAAAATGTTGTAGTTATGGGAAGAACAAACTGGGAAAGCATTCC  310 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||| 

3D7    279  TAATTCTAAAAAATTACAAAATGTTGTAGTTATGGGAAGAACAAGCTGGGAAAGCATTCC  338 

FCC1   311  AAAAAAATTTAAACCTTTAAGCAATAGGATAAATGTTATATTGTCTAGAACCTTAAAAAA  370 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    339  AAAAAAATTTAAACCTTTAAGCAATAGGATAAATGTTATATTGTCTAGAACCTTAAAAAA  398 

FCC1   371  AGAAGATTTTGATGAAGATGTTTATATCATTAACAAAGTTGAAGATCTAATAGTTTTACT  430 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3D7    399  AGAAGATTTTGATGAAGATGTTTATATCATTAACAAAGTTGAAGATCTAATAGTTTTACT  458 

FCC1   431  TGGGAAATTAAATTACTATAAATGTTTTATTATAGGAGGTTCCGTTGTTTATCAAGAATT  490 
            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3D7    459  TGGGAAATTAAATTACTATAAATGTTTTATTATAGGAGGTTCCGTTGTTTATCAAGAATT  518 

FCC1   491  TTTAGAAAAGAAATTAATAAAAAAAATATATTTTACTAGAATAAATAGTACATATGAATG  550 

            |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    519  TTTAGAAAAGAAATTAATAAAAAAAATATATTTTACTAGAATAAATAGTACATATGAATG  578 

FCC1   551  TGATGTATTTTTTCCAGA  568 
            |||||||||||||||||| 
3D7    579  TGATGTATTTTTTCCAGA  596 

同源性渊homology冤=557/558 (99.8%) (D)

A院 与 Pfcrt序列比对袁 B院 与 Pfmdr1序列比对袁 C院 与 Pfdhps 序列
比对袁 D院 与 Pfdhfr序列比对袁 E院 与 PfATPase6序列比对曰 野引冶
为抗药性相关 SNP位点袁 * 为新发现多态性位点袁 FCC1为 FCC1/HN
分离株遥
A院 Alignment of Pfcrt sequence袁 B院 Alignment of Pfmdr1 sequence袁
C院 Alignment of Pfdhps sequence袁 D院 Alignment of Pfdhfr sequence袁
E院 Alignment of PfATPase6 sequence曰
野引冶 Drug resistance related SNP site袁 * Novel polymorphism site袁
FCC1院 FCC1/HN isolate.

图 3 恶性疟原虫 FCC1/HN分离株扩增产物序列与
参考序列 渊源自 3D7株冤 比对结果

Fig.3 The alignments of PCR products忆 sequence of P. falciparum
isolate FCC1/HN to the reference sequence
渊from P. falciparum 3D7冤 using BLAST

FCC1   17    TAATAATAATAGTAATAGTGTTCCAAGTGAATGTATTTCTTCTTGGAGAAATGAATGTAA  76 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1998  TAATAATAATAGTAATAGTGTTCCAAGTGAATGTATTTCTTCTTGGAGAAATGAATGTAA  2057 

FCC1   77    ACAAATAAAAATTATTGAATTCACTAGAGAAAGGAAACTTATGAGTGTTATTGTTGAAAA  136 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    2058  ACAAATAAAAATTATTGAATTCACTAGAGAAAGGAAACTTATGAGTGTTATTGTTGAAAA  2117 

FCC1   137   TAAAAAAAAAGAAATAATATTGTATTGTAAAGGTGCACCTGAGAATATAATAAAAAATTG  196 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3D7    2118  TAAAAAAAAAGAAATAATATTGTATTGTAAAGGTGCACCTGAGAATATAATAAAAAATTG  2177 

FCC1   197   TAAATATTATTTAACGAAAAATGATATACGTCCATTAAATGAAACTTTAAAAAATGAAAT  256 

             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    2178  TAAATATTATTTAACGAAAAATGATATACGTCCATTAAATGAAACTTTAAAAAATGAAAT  2237 

FCC1   257   TCATAATAAGATTCAAAATATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAA  316 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    2238  TCATAATAAGATTCAAAATATGGGAAAAAGAGCATTAAGAACACTTAGCTTTGCTTATAA  2297 

FCC1   317   AAAATTAAGTAGTAAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACA  376 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    2298  AAAATTAAGTAGTAAAGATTTAAATATTAAGAATACAGATGATTATTATAAATTAGAACA  2357 

FCC1   377   AGATTTAATTTATTTAGGTGGATTAGGTATTATTGA  412 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    2358  AGATTTAATTTATTTAGGTGGATTAGGTATTATTGA  2393 

同源性渊homology冤=396/396 (100%) (E)

*

同源性渊homology冤=649/653 (99.4%) (C)
FCC1   18    AGGTGCTAGTGTTATAGATATAGGTGGAGAATCCTCTGCTCCTTTTGTTATACCTAATCC  77 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||| 
3D7    1448  AGGTGCTAGTGTTATAGATATAGGTGGAGAATCCTCTGGTCCTTTTGTTATACCTAATCC  1507 

FCC1   78    AAAAATTAGTGAAAGAGATTTAGTAGTACCTGTATTACAATTATTTCAAAAAGAATGGAA  137 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1508  AAAAATTAGTGAAAGAGATTTAGTAGTACCTGTATTACAATTATTTCAAAAAGAATGGAA  1567 

FCC1   138   TGATATAAAAAATAAAATTGTTAAATGTGATGCGAAACCAATTATAAGTATTGATACAAT  197 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1568  TGATATAAAAAATAAAATTGTTAAATGTGATGCGAAACCAATTATAAGTATTGATACAAT  1627 

FCC1   198   TAACTATAATGTTTTTAAAGAATGTGTTGATAATGATTTAGTTGATATATTAAATGATAT  257 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1628  TAACTATAATGTTTTTAAAGAATGTGTTGATAATGATTTAGTTGATATATTAAATGATAT  1687 

FCC1   258   TAGTGCTTGTACAAATAATCCAGAAATTATAAAATTATTAAAAAAAAAAAACAAATTCTA  317 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1688  TAGTGCTTGTACAAATAATCCAGAAATTATAAAATTATTAAAAAAAAAAAACAAATTCTA  1747 

FCC1   318   TAGTGTAGTTCTAATGCATAAAAAAGGAAATCCACATACAATGGATAAACTAACAAATTA  377 
             ||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1748  TAGTGTAGTTCTAATGCATAAAAGAGGAAATCCACATACAATGGATAAACTAACAAATTA  1807 

FCC1   378   TGATAATCTAGTTTATGATATAAAAAATTATTTAAAACAAAGATTAAATTTTCTTGTATT  437 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1808  TGATAATCTAGTTTATGATATAAAAAATTATTTAGAACAAAGATTAAATTTTCTTGTATT  1867 

FCC1   438   AAATGGAATACCTCGTTATAGGATACTATTTGATATTGGATTAGGATTTGCGAAGAAACA  497 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1868  AAATGGAATACCTCGTTATAGGATACTATTTGATATTGGATTAGGATTTGCGAAGAAACA  1927 

*

FCC1   498   TGATCAATCTATTAAACTCTTACAAAATATACATGTATATGATGAGTATCCACTTTTTAT  557 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1928  TGATCAATCTATTAAACTCTTACAAAATATACATGTATATGATGAGTATCCACTTTTTAT  1987 

FCC1   558   TGGATATTCAAGAAAAAGATTTATTGCCCATTGCATGAATGATCAAAATGTTGTAATAAA  617 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    1988  TGGATATTCAAGAAAAAGATTTATTGCCCATTGCATGAATGATCAAAATGTTGTAATAAA  2047 

FCC1   618   TACACAACAAAAATTACATGATGAGCAACAAAATGAAAATAAAAATATTGTGG  670 
             |||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
3D7    2048  TACACAACAAAAATTACATGATGAACAACAAAATGAAAATAAAAATATTGTGG  2100 
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份现场标本分别存在多处突变袁 可推测相应药物抗
性或敏感性下降遥 所有标本未见青蒿素类药物抗性
相关基因 PfATPase6的突变遥
复习国内外文献袁 未见采用多重 PCR方法扩增

恶性疟原虫抗药性相关基因的报道袁 目前普遍采用巢
式 PCR方法袁 每扩增一基因需进行两轮 PCR 反应遥
本研究实现单管 1次反应完成 5个目的基因片段的扩
增袁 为恶性疟原虫抗药性相关基因的扩增提供了新的
技术方法袁 可提高恶性疟原虫抗药性分子标志的检测
效率袁 将进一步推动恶性疟原虫抗药性分子标志在现
场监测中的应用遥
致谢 感谢本所倪奕昌研究员尧 曹建平研究员和第二军医大学张龙兴
教授给予的指导与帮助遥 感谢美国国立卫生研究院疟疾研究与标准试
剂 资 源 中 心 渊Malaria Research and Reference Reagent Resource
Center袁NIH袁USA冤提供恶性疟原虫国际标准株 DNA遥
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