
文章编号: 100027423 (2002) 20420197204 【论著】

杜氏利什曼原虫平原和荒漠疫区分离株LA CK
基因克隆及序列分析
马莹　胡孝素　王雅静　王子龙

【摘要】　目的　测定我国平原疫区和荒漠疫区杜氏利什曼原虫分离株活性蛋白激酶C 受体同源物 (LA CK)基因序
列, 并与山丘疫区分离株及国外利什曼原虫分离株进行比较。　方法　应用 R T 2PCR 扩增LA CK 基因, 将其克隆入

pU C18载体后用双脱氧链末端终止法测序, 并与 GenBank 中相关数据进行比较。　结果　用R T 2PCR 成功扩增出约
950 bp 的LA CK 基因片段,测序结果表明其片段大小均为 942 bp ,与 GenBank 中多种利什曼原虫LA CK 基因的核苷酸
序列一致性达 97% 以上。我国山丘、平原和荒漠 3 个不同疫区杜氏利什曼原虫分离株的LA CK 基因序列的一致性达
95% 以上。　结论　获得了我国平原和荒漠疫区杜氏利什曼原虫LA CK 基因序列。我国 3 个不同疫区杜氏利什曼原虫
分离株的LA CK 基因具有高度同源性。
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【Abstract】　Objective 　To determ ine the nucleo tide sequence of the LA CK (L eishm an ia homo logue of recep to rs

fo r act ivated p ro tein k inase C) gene of L eishm an ia d onovan i iso lates from p lain foci (L . d SD 1) and desert foci (L . d

XJ 771) of Ch ina, and to find ou t the difference of the sequence of LA CK gene w ith o ther L eish im an ia spp. and also the

iso late from h ill foci of Ch ina. 　M ethods　T he LA CK genes of L . d SD 1 and L . d XJ 771 w ere amp lified by R T 2PCR and

cloned in to pU C18 vecto r respect ively, sequenced by the dideoxy chain term ination m ethod, then analyzed and compared

w ith that of o ther iso lates. 　 Results 　 T he LA CK genes of the tw o iso lates w ere successfu lly cloned. Bo th of the 2

fragm en ts w ere 942 bp in length. Comparison of the tw o nucleo tide sequences w ith that of o ther L eishm an ia spp. in

GenBank show ed that the iden tit ies w ere mo re than 97% , and the iden tit ies of the nucleo tide sequences of LA CK genes

of the th ree L . d iso lates from p lain, desert and h ill foci of Ch ina w ere mo re than 95%. 　Conclusion 　H igh iden tit ies

ex ist among the nucleo tide sequences of LA CK genes of the th ree L . d iso lates from the th ree foci of Ch ina.
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　　内脏利什曼病 (viscera l leishm an iasis, VL ) 对人

体危害严重, 流行时有反复, 我国山丘疫区 2ö3 以上

患者为 10 岁以下儿童, 荒漠疫区患者几乎均为 3 岁

以下幼儿, 诊治较为困难[ 1- 2 ]。利什曼原虫活性蛋白

激酶C 受体同源物 (L eishm an ia hom o logue of recep2
to rs fo r act iva ted p ro tein k inase C, LA CK) 是近年在

硕大利什曼原虫 (L eishm an ia m ajor) 和恰氏利什曼原

虫 (L eishm an ia chag asi) 中发现的一种新蛋白[ 3, 4 ] , 已

有研究表明它能在动物模型体内诱导出较 gp 63 等抗

原更高水平的保护力。由L . m ajor 的LA CK 基因构建

的核酸疫苗能诱导小鼠 T h1 反应, 免疫效果及保护性

免疫持续时间均优于LA CK 蛋白[ 5 ] , 因而LA CK 基因

有希望成为抗利什曼原虫核酸疫苗构建的候选基因。

目前, 国外对利什曼原虫LA CK 的研究多针对皮肤利

什曼病, 在我国仅对山丘疫区杜氏利什曼原虫分离株

的LA CK 基因进行了克隆和序列分析[ 6 ]。考虑到我国

山丘、平原和荒漠疫区的内脏利什曼病在流行病学特

点及防治效果方面均有明显差异, 若用LA CK 基因预

防内脏利什曼病, 掌握平原和荒漠疫区分离株LA CK

基因序列十分必要。本文采用R T 2PCR 技术分别扩增

我国平原疫区及荒漠疫区杜氏利什曼原虫分离株

LA CK 基因, 并进行克隆和序列测定, 与山丘疫区分

离株及国外利什曼原虫分离株进行同源性比较, 以便

为我国内脏利什曼病核酸疫苗研究提供基础资料。
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材料与方法

1　虫株及利什曼原虫前鞭毛体总 RNA 的提取

选用杜氏利什曼原虫 (L eishm an ia d onovan i)山东

分离株M HON öCN ö84öSD 1 和杜氏利什曼原虫新疆

分离株 IPHL öCN ö77öXJ 771。将本室液氮保种的虫株

先转入NNN 培养基,扩大培养时转入含 10% 小牛血

清的M 199 液体培养基培养前鞭毛体,当原虫总数达

5×109～ 1×1010时,按总RNA 提取试剂盒 (购自上海

华舜生物工程有限公司)说明书分别提取两虫株的总

RNA。

2　引物设计和合成

根据文献[ 7 ]修改设计了一对引物。在上游引物L 1

的 5′端添加 E coR I识别序列和保护序列,下游引物L 2

的 5′端添加 X ba I识别序列和保护序列。引物由北京

赛百盛公司合成。引物序列如下:

　L 1: 5′2GGAA T TCA CCA T GAA CTA CG23′

E coR I

　L 2: 5′2GCTCTA GA T TA CTCGGCGTCGGA GA T23′

X ba I

3　LACK基因的扩增

一步法 R T 2PCR 试剂盒购自宝生物工程 (大连)

有限公司。在 50 Λl反应体系中进行 R T 2PCR 反应,分

别扩增两虫株的LA CK 基因。反应条件按试剂盒说明

和参考文献[ 7 ]进行, 即 50 ℃逆转录 30 m in, 94 ℃灭

活逆转录酶及DNA 变性 2 m in 后进入: 95 ℃变性 1

m in, 41 ℃退火 2 m in, 72 ℃延伸 3 m in, 共 31 个循

环, 最后一个循环在 72 ℃延伸 10 m in。扩增产物经

110% 琼脂糖凝胶电泳鉴定。

4　LACK基因的克隆

将上述两虫株的 PCR 扩增产物经胶纯化试剂盒

(购自上海华舜生物工程有限公司)纯化后,用限制性

内切酶 E coR I和 X ba I进行双酶切, 同时用这两种酶

双酶切质粒pU C18。酶切产物经乙醇沉淀后溶于蒸馏

水。用连接试剂盒于 16℃分别将两个目的片段与载体

相连。取连接反应物分别转化预先制备的大肠杆菌

DH 5Α感受态, 用表面涂有 IPT GöX2gal 的含氨苄青

霉素的LB 平板 37℃培养过夜。内切酶 E coR I、X ba I

和连接试剂盒均购自宝生物工程 (大连)有限公司。

5　阳性重组克隆的筛选与鉴定

从两个LB 平板上分别挑取数个白色菌落接种入

含氨苄青霉素的LB 液体培养基中, 37 ℃振荡培养过

夜。用质粒小量提取试剂盒 (购自上海华舜生物工程有

限公司)提取重组质粒DNA。

511　重组质粒的酶切鉴定

将重组质粒分别用限制性内切酶 E coR I进行单

酶切及用 E coR I和 X ba I进行双酶切, 酶切产物用

110% 琼脂糖凝胶电泳鉴定。

512　重组质粒的 PCR 鉴定

以酶切鉴定正确的重组质粒 DNA 为模板, 用

L 1、L 2 为引物进行 PCR 反应。扩增产物也以 110%

琼脂糖凝胶电泳鉴定。

6　LACK基因序列测定与分析

取酶切及 PCR 鉴定正确的重组质粒,以双脱氧链

末端终止法全自动测序仪测序并分析测序结果。

结　　果

1　LACK基因的 PCR扩增

用一步法R T 2PCR 从杜氏利什曼原虫山东、新疆

分离株总RNA 样本中分别扩增出约 950 bp DNA 片

段, 与预期大小一致, 而空白对照未扩增出条带

(图 1)。

2　重组质粒的筛选和鉴定

211　重组质粒酶切鉴定

用 E coR I对重组质粒进行单酶切,见一 3 500 bp

片段, 比空质粒约大 1 000 bp; 用 E coR I和 X ba I对

该重组质粒进行双酶切, 见与空质粒等大约 2 500 bp

和 950 bp 两个片段 (图 2)。

212　重组质粒的 PCR 鉴定

对酶切正确的重组质粒进行 PCR 扩增鉴定, 扩

增出约 950 bp 的特异片段 (图 3)。

3　D NA 序列测定及同源性比较

311　LACK基因序列

我国平原疫区及荒漠疫区杜氏利什曼原虫分离株

LA CK 基因片段的长度均为 942 bp (含起始密码子和

终止密码子) ,编码 312 个氨基酸 (图 4,图 5)。

312　同源性分析

平原疫区分离株L . d SD 1 及荒漠疫区分离株L . d

XJ 771 LA CK 基因与美国N CB I核苷酸序列数据库

(GenBank)中杜氏利什曼原虫(L . d onovan i) ,婴儿利什

曼原虫(L . inf an tum ) ,恰氏利什曼原虫(L . chag asi) ,硕

大利什曼原虫 (L . m ajor ) , 亚马逊利什曼原虫
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　　图 1　用LACK特异引物 RT-PCR扩增利什曼原虫L 1d SD 1 和 L 1d XJ771 特异片段 110% 琼脂糖凝胶电泳 　M 标志物 　1　L 1d SD 1 　2
　L 1d XJ771 　3　阴性对照　　图 2　重组质粒酶切鉴定 (110% 琼脂糖凝胶电泳) 　M　标志物 　1　pU C182LA CK2SD 1 重组质粒用 EcoR É单
酶切 　 2　pU C182LA CK2SD 1重组质粒用 EcoR É和XbaÉ双酶切 　3　pU C182LA CK2XJ771 重组质粒用 EcoR É 单酶切 　4　pU C182LA CK2
XJ771 重组质粒用 EcoR É 和 XbaÉ 双酶切 　5　pU C18空质粒用 EcoR I单酶切　　图 3　重组质粒 PCR鉴定 (110% 琼脂糖凝胶电泳) 　M　
标志物 　1　pU C182LA CK2SD 1 重组质粒 　 2　pU C182LA CK2XJ771 重组质粒
　　F ig11　110% agarose gel electrophoresis for detection of spec if ic fragmen t of L eishm an ia isolates L. d SD 1 and L. d XJ771 by RT-PCR with
LACK pr imers 　M　M aker 　1　L 1d SD 1 　2　L 1d XJ771 　3　N egative contro l　　F ig12　Restr iction analysis of the recombinan t plasm id
(110% agarose gel electrophoresis)　　M　M arker 　1　pU C182LA CK2SD 1 digested by EcoR É 　2　pU C182LA CK2SD 1 digested by EcoR É and
XbaÉ 　3　pU C182LA CK2XJ771 digested by EcoR É 　4　pU C182LA CK2XJ771 digested by EcoR É and XbaÉ 　5　pU C18 digested by EcoR É
　　F ig13　PCR analysis of the recombinan t plasm id (110% agarose gel electrophoresis) 　　M　M arker 　1　PCR amp lified p roducts of pU C182
LA CK2SD 1 　2　PCR amp lified p roducts of pU C182LA CK2XJ 771

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　
　　图 4　平原疫区分离株L. d SD 1 LACK基因片段核苷酸序列及
推导的氨基酸序列
　　F ig14　Nucleotide sequence and deduced am ino ac id sequence of
LACK gene of L eishm an ia donovan i isolate from pla in foc i of China

　　图 5　荒漠疫区分离株L 1d XJ771 LACK基因片段核苷酸序列
及推导的氨基酸序列
　　F ig15 Nucleotide sequence and deduced am ino ac id sequence of
LACK gene of L eishm an ia donovan i isolate from desert foc i of China

(L . am az onensis) ,墨西哥利什曼原虫 (L . m ex icana )和

巴西利什曼原虫 (L . braz iliensis)LA CK 基因序列及推

导的氨基酸序列的一致性, L . d SD 1 与 7 种其他利什

曼原虫LA CK 基因序列的一致性为 98% , 推导的氨

基酸序列的一致性均达 99%。L . d XJ 771与上述 7种

利什曼原虫LA CK 基因序列的一致性分别为 99%、

99%、99%、98%、98%、98%、及 97% , 推导的氨基酸

序列的一致性均达到 98%以上。我国平原和荒漠疫区

分离株的LA CK 基因序列的一致性达 99% , 氨基酸

序列一致性为 99%。两者与山丘疫区分离株相比较,
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其核苷酸序列及氨基酸序列的一致性均为 95%。

讨　　论

从我国平原疫区杜氏利什曼原虫山东分离株

(L . d SD 1)和荒漠疫区杜氏利什曼原虫新疆分离株

(L . d XJ 771)扩增出的LA CK 基因片段与 GenBank

中利什曼原虫LA CK 的基因序列进行类似性比较分

析,结果表明一致性为 97% 以上。根据两者的LA CK

基因序列推导的氨基酸序列与 GenBank 中利什曼原

虫 LA CK 基因推导的氨基酸序列比较, 一致性达

98% 以上。由此推断所获得的是编码LA CK 的目的

片段。比较我国内脏利什曼病山丘、平原和荒漠 3 个

不同疫区,杜氏利什曼原虫分离株的LA CK 基因序列

的一致性达 95% 以上,氨基酸序列的一致性达 95%。

同源性分析结果表明, LA CK 基因具有高度的保守

性,我国 3 个不同疫区分离株LA CK 基因的同源性较

高。

CD 4+ T 细胞针对LA CK 的反应是通过识别其第

156～ 173 位 的 18 个 氨 基 酸 ICFSPSL EH 2
P IVV SGSW D 表位而引发[ 8 ] ,本文推导的平原和荒漠

疫区分离株以及卜玲毅等[ 6 ]推导的山丘疫区分离株

LA CK 氨基酸序列中 156～ 173 位的 18 个氨基酸与

上述序列完全相同。据此, 作者认为, 假设选用任一

疫区杜氏利什曼原虫分离株的LA CK 基因构建核酸

疫苗,可能对不同疫区的内脏利什曼病具有程度相当

的保护性,为应用LA CK 核酸疫苗预防我国不同疫区

内脏利什曼病提供了可能性。
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文章编号: 100027423 (2002) 20420200201 【病例报告】
反复发病的疟疾一例报告

杨恒林　张志勇
中图分类号: R 53113　　　　　文献标识码: D

　　患者余某, 男, 50 岁, 原籍江苏省, 近 10 年住云南省思

茅市。2000 年 11 月 3 日, 到缅甸佤联邦第二特别行政区办事,

2 天后返回思茅市。11 月 17 日出现畏寒、发热、头痛, 到思茅

地区医院诊治, 3 d 后血检确诊为间日疟。经思茅地区卫生防疫

站用氯ö伯八天疗法 (氯喹 10 片, 3 d 分服, 伯氨喹 24 片, 8 d

分服) , 再加上第 1天肌肉注射蒿甲醚 160 m g, b id, 第 2～ 4天

各 80 m g, 总量 560 m g 治疗。用药后第 3 天疟原虫无性体阴

转, 症状消失。12 月 15 日再次发作, 血检查见间日疟原虫, 给

予青蒿琥酯 60 m g 静脉滴注, b id×3 d, 以及口服青蒿琥酯 24

片 (50 m gö片) ; 氯ö伯八天疗法, 用药后第 3 天症状消失。2002

年 2 月 25 日第 3 次发作, 住进昆明第三传染病院, 血检确诊

为恶性疟和间日疟混合感染, 第 1 天肌肉注射蒿甲醚 80 m g,

b id, 第 2～ 7 天各 80 m g, 总量 640 m g; 并给予氯ö伯八天疗
法, 用药后第 3 天疟原虫无性体阴转, 症状消失, 3 月 4 日出

作者单位: 云南省寄生虫病防治所, 思茅 665000

院。5 月 1 日第 4 次发作,思茅地区医院血检确诊为间日疟, 云

南省疟疾防治研究所血检确诊为间日疟和恶性疟混合感染。第

1 天肌肉注射蒿甲醚 160 m g, qd, ×3 d; 患者自行口服磷酸萘

酚喹 200 m g, qd, ×3 d,伯氨喹 2215 m göd×8 d。48 h 后症状

消失, 疟原虫无性体阴转。7 月 3 日第 5 次发作, 肌注磷酸咯

萘啶 160 m g×3 d, 口服伯氨喹 2215 m göd×8 d, 3 d 后疟原虫

无性体阴转, 症状消失。据患者自述, 9月及 12 月还有 2次发

作, 用青蒿素类药及伯氨喹治疗,症状得到控制。

自 2000年 11 月～ 2001年 12 月共发病 7次, 经 4家医疗

单位及疟疾专业研究所确诊为间日疟或与恶性疟混合感染, 经

正规治疗症状得到控制,但未能治愈。自首次发病后, 患者未再

到过其他疟疾流行区, 再感染的可能性极小, 其反复发病 (再

燃, 其中可能有间日疟的近期复发)是否说明患者对以上多种

药物存在抗性有待进一步证实。

(收稿日期: 2002201225　　编辑: 富秀兰)
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