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从 Giemsa染色的血膜中扩增间日疟原虫 DNA

方 法 探 讨
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揖摘要铱 目的 建立从 Giemsa染色的血膜中提取疟原虫 DNA的方法遥 方法 分别采用 Na2HPO4法和 Chelex鄄100
离子交换法袁 经过反复优化袁 提取血膜中的 DNA袁 进行套式 PCR扩增鉴定 PvMSP鄄1等位基因型遥 结果 用 Na2HPO4
法和 Chelex鄄100离子交换法分别提取 40张不同类型的间日疟原虫阳性血膜 DNA袁 未染色的厚血膜全部扩增出目的基因
条带袁 而染色的薄血膜未能扩增出目的基因条带遥 两种方法均可检测红细胞间日疟原虫感染率逸0.01豫的血涂片遥 结

论 从多年保存的标准血膜中提取疟原虫 DNA进行基因型鉴别是可行的遥
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揖Abstract铱 Objective To develop methods of extracting DNA from malaria parasites on Giemsa鄄stained blood
smears. Methods Improved Na2HPO4 method and Chelex鄄100 ion鄄exchange technique were used to extract DNA
from Giemsa鄄stained or unstained blood smears. Nested PCR was employed for amplification and identification of
allelotypes in the Plasmodium vivax merozoite surface protein鄄1 渊PvMSP鄄1冤. Results Target DNA bands appeared in
all samples of unstained thick blood smears袁 while no DNA bands were visible in the fixed and stained thin smears. Both
methods identified PvMSP鄄1 alleles from smears with parasitemia of 逸0.01%. Conclusion It is feasible to identify
PvMSP鄄1 alleles from Giemsa鄄stained blood smear.

揖Key words铱 Blood smear曰 Plasmodium vivax曰 DNA extraction

Supported by the Natural Science Foundation of Fujian 渊No.Z0516066冤
* Corresponding author袁 E鄄mail: zsy@fjcdc.com.cn

基金项目院 福建省自然科学基金 渊No. Z0516066冤
作者单位院 福建省疾病预防控制中心袁 福州 350004
* 通讯作者院 E鄄mail: zsy@fjcdc.com.cn

近年来分子生物学技术特别是 PCR技术在疟疾
防治研究袁 尤其是疟原虫基因分型尧 遗传特征分析以
及分子流行病学调查等方面应用日臻广泛遥 PCR扩增
受到许多因素的影响袁 其中 DNA抽提是获取成功的
第一步遥 目前全血和滤纸血已被证明是良好的 DNA
来源咱1袁6暂袁 但在进行病原学追踪调查尧 研究既往疟区
或暴发点基因型特征尧 开展回顾性分子流行病学研究
时袁 由于传统的疟疾病原检测方法是采血膜显微镜检
查疟原虫袁 往往无法获得全血或滤纸血袁 很大程度地
限制了研究工作的开展遥 如果能够从保存多年尧 经固
定和染色处理的血膜中成功提取疟原虫 DNA进行基
因分析袁 将对疟疾分子流行病学研究具有重大意义遥

国外有学者在这方面做了一些尝试袁 本文参考有关文
献报道采用不同提取方法进行反复优化和改进袁 建立
了 2 种比较稳定的从血膜中提取疟原虫 DNA的方法遥

材料与方法

1 间日疟患者血样

血样来自院 淤福建省疾病预防控制中心血液寄生
虫科保存的 20年以上尧 经过甲醇固定尧 Giemsa染色
的间日疟原虫标准血涂片, 以及保存 10耀19 年未染
色的间日疟原虫标准血涂片, 于近期来本单位就诊的
疟疾患者袁 采集间日疟原虫标准血涂片 渊约 5 滋l血
量袁 均匀涂制直径为 1 cm 的圆形厚血膜袁 另约 1.5
滋l血袁 涂制成约 2.5 cm长度的薄血膜冤 , 盂从确诊
的间日疟患者采集的滤纸血遥 榆从确诊的恶性疟患者
采集的滤纸血遥
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所有血涂片均经过 2名经验丰富的镜检员检查袁
每张血涂片至少检查 100个视野袁 计算疟原虫密度
咱疟原虫数/100个红细胞 渊RBC冤暂遥

2 DNA 制备
2.1 方法 1 渊Na2HPO4法冤 采用 Na2HPO4提取血涂
片中 DNA袁 参考 Foley 等咱2暂方法袁 并进行改进和优
化遥 取 1.5 ml离心管 渊EB管冤袁 用高压灭菌的吸头将
血膜刮入 EB管中袁 加 5 mmol/L冰浴的 Na2HPO4 溶
液 500 滋l 袁 漩涡振荡袁 室温下离心 10 min袁 弃上清袁
以上步骤重复 3次遥 用双蒸水洗涤 1耀2次袁 加 50
滋l双蒸水袁 振荡袁 沸水浴 10 min袁 离心 10 min袁 留
取上清液袁 -20 益保存备用遥
2.2 方法 2 渊Chelex鄄100离子交换法冤 采用 Chelex鄄
100离子交换法提取血涂片中 DNA袁 参考 Alger等咱3暂

方法袁 并进行改进遥 取 1.5 ml的 EB管袁 用高压灭菌
的吸头将血膜刮入 EB管中袁 加 500 滋l 皂素 渊美国
BBI公司冤 溶液袁 置于冰上固定 1 h袁 期间漩涡振荡
3耀4 次遥 室温下 12 000 伊 g离心 4 min袁 弃上清袁 用
双蒸水洗涤 2耀3 次袁 加 100 滋l 预热的 5% Chelex鄄
100悬液 渊美国 Sigma公司冤袁 漩涡振荡袁 沸水浴 10
min袁 12 000 伊 g 离心 4 min袁 留取上清液袁 -20 益保
存备用遥

3 PvMSP鄄1等位基因型鉴定
3.1 引物 根据文献咱4暂报道袁 间日疟原虫裂殖子表面
蛋白 1渊PvMSP鄄1冤存在 Sal鄄1和 Belem 2种主要的等位基
因型袁 设计的引物渊WF院 5忆鄄CCCTACTACTTGATGGT鄄
CCTCA鄄3忆 袁 WR院 5忆 鄄CCTTCTGGTACAGCTCAATG鄄3忆
为外测引物遥 NF院 5忆鄄AGCATGATCGCCACTGAGAAG鄄
3忆袁 NR院 5忆鄄GTGCTTGTGACATGCGTAAGC鄄3謖为内侧
引物冤 可分别扩增出 400 bp渊Belem冤和 470 bp渊Sal鄄1冤2
种不同长度的条带袁 并可进行测序比对遥
3.2 套式 PCR反应体系 第 1轮扩增院 以 15 滋l血
样 DNA提取液为模板加入总体积为 30 滋l的反应体
系中袁 包括 10 伊 PCR 缓冲液 渊10 mmol/L Tris窑HCl袁
pH 8.4袁 50 mmol/L KCl袁 0.1豫 Triton 伊 100冤袁 MgCl2
1.5 mmol/L袁 脱氧核苷三磷酸 渊dNTP冤 125 滋mol/L袁
Taq DNA聚合酶 渊上海生工生物工程有限公司冤1.5 U袁
外侧引物 渊WF/WR冤 各 0.25 滋mol/L袁 反应体系置于
PCR 扩增仪 渊Tgradient袁 德国 Biometra公司冤遥 条件
为 94 益 2 min袁 94益 55 s袁 55益 55 s袁 72 益 70 s袁 25
个循环袁 72 益 10 min遥
第 2轮扩增院 取第 1轮扩增产物 6 滋l袁 加入总体

积为 50 滋l 的反应体系中袁 包括 10 伊 PCR 缓冲液袁

MgCl2 1.5 mmol/L袁 dNTPs 125 滋mol/L袁 Taq DNA 聚
合酶 1.5 U袁 内侧引物 渊NF/NR冤各 0.25 滋mol/L袁 反应
体系置于 PCR 扩增仪遥 条件为 94 益 2 min袁 94 益
55 s袁 55益 50 s袁 72益 60 s, 35个循环袁 72益 10 min遥
3.3 产物检测 取 5 滋l第 2轮扩增反应液袁 加入 1
滋l 溴酚蓝缓冲液袁 点样于 2豫琼脂糖凝胶 渊含溴化
乙锭冤袁 电泳缓冲液为 1 伊 Tris鄄乙酸缓冲液 渊TAE冤袁
75 V电泳 40 min袁 用凝胶成像系统成像遥

结 果

1 方法 1提取 DNA 扩增结果
提取 40张不同来源的间日疟原虫阳性的血涂片

DNA 渊染色的厚血膜尧 未染色的厚血膜尧 染色的薄血
膜尧 未染色的薄血膜各 10张冤袁 26 张扩增出目的基
因条带袁 其中 400 bp的条带 11 个袁 470 bp 的条带
15个遥 染色的厚血膜尧 未染色的厚血膜尧 未染色的
薄血膜成功扩增出目的基因比例分别为 70% 渊7/10冤尧
100% 渊10/10冤尧 90% 渊9/10冤袁 染色的薄血膜未扩增
出条带袁 其中 2张保存 20年以上的血涂片成功地扩
增出条带遥 同时用该方法提取 5 份间日疟原虫滤纸
血 DNA均扩增出清晰条带 渊图 1冤遥

2 方法 2提取DNA扩增结果
用方法 2提取 40张不同的血涂片 DNA 渊染色的

厚血膜尧 未染色的厚血膜尧 染色的薄血膜尧 未染色的
薄血膜各 10张冤袁 23张扩增出目的基因条带袁 其中
400 bp的条带 9个袁 470 bp的条带 14个袁 染色的厚
血膜尧 未染色的厚血膜尧 未染色的薄血膜成功扩增出
目的基因的比例分别为 50%渊5/10冤尧 100%渊10/10冤尧 80%
渊8/10冤遥 与方法 1相同袁 染色的薄血膜未能扩增出条
带袁 5份滤纸血均出现清晰条带 渊图 2冤遥

M: DNA 标志物袁 1: 2 个疟原虫/100 RBC袁 2: 1 个疟原虫/100
RBC袁 3院 0.5个疟原虫/100 RBC袁 4: 0.1个疟原虫/100 RBC袁
5院 0.01 个疟原虫 /100 RBC袁 6院 从滤纸血提取的 DNA 渊阳性对
照冤袁 7院 阴性对照袁 8: 恶性疟原虫 DNA遥
M:DNA marker袁 1: 2 parasites/100 RBC袁 2: 1 parasite/100 RBC袁
3: 0.5 parasite/100 RBC袁 4: 0.1 parasite/100 RBC袁 5: 0.01 parasite/
100 RBC袁 6: Blood on filter paper of Plasmodium vivax 渊 positive
control冤袁 7: Negative control袁 8: DNA of Plasmodium falciparum.

图 1 方法 1提取 DNA的扩增结果
Fig.1 PCR results on DNA extracted by Na2HPO4 method
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固定染色的薄血膜各 10份袁 两种方法均未扩增
出目的基因条带遥

3 模板制备的敏感度

分别对不同感染密度的血涂片进行检测袁 方法 1
和方法 2 均能够检出原虫感染率逸0.01豫的血涂片
渊图 1袁 图 2冤 ; 臆0.01豫的血涂片袁 用方法 1和 2均
未扩增出目的条带遥

讨 论

本实验从长期保存的染色血涂片中提取了 DNA袁
并对间日疟原虫的基因型进行鉴定袁 证实了在进行
疟疾分子流行病学调查时袁 以血涂片作为 DNA的一
个来源是可行的袁 这将为间日疟患者病原学追踪调
查尧 研究既往暴发点的基因型特征以及进行回顾性分
子流行病学研究带来方便遥 Kirchgatter等咱5暂 曾报道从
Giemsa染色的血涂片提取 DNA对数年前恶性疟原虫
的暴发来源进行分析袁 Scopel等咱6暂也证实能够从血膜
中提取疟原虫 DNA袁 认为该方法对于开展疟疾的流
行病学是一个便利的方法遥
从固定染色的厚血膜提取 DNA受到血量尧 原虫

含量尧 各种固定剂尧 染色剂以及血膜中存在各种 Taq
酶抑制物等因素的影响和制约遥 本文报道 2种提取方
法在血涂片的血量符合标准尧 操作过程质量控制好的
情况下袁 原虫感染率逸0.01豫以上的血涂片均能扩增
出目的基因遥 这与国外相关报道一致咱2袁7暂遥 但实验中

可能存在一部分假阴性袁 可能的原因院 淤血量少遥 标
准厚血膜血量大约为 5 滋l袁 由于固定和染色使得血膜
未能完全刮下尧 多次镜检以及在实验过程中反复地洗
涤造成血量减少遥 因此实验过程中对是否进行洗涤
存在不同看法遥 Alger 等 咱3暂认为洗涤并未降低提取
DNA的效率遥 本实验也发现洗涤的效果比未洗涤的

效果好; 于原虫的含量低袁 超过实验方法能检测的灵
敏度; 盂血红蛋白以及血膜中其他未知物质对 Taq 酶
抑制作用遥 血红蛋白是 Taq酶的主要抑制物袁 是能否
成功提取厚血膜 DNA的主要影响因素之一遥
理论上袁 染色的残留物干扰了细胞的裂解和DNA

的释放袁 从而造成靶 DNA减少咱8暂袁 国外也有研究者
认为各种不同染色方法并不影响 DNA的提取咱3暂遥 本
实验染色的血膜比未染色的血膜扩增的比例低袁 表明
染色剂对于间日疟原虫 DNA 的提取有一定影响遥
实验中染色的薄血膜未能扩增出目的基因, 原因可能
是: 淤薄血膜本身的血量少以及经过染色尧 镜检等造
成靶 DNA的血量进一步减少; 于染色剂影响 DNA的
释放遥 有研究者提出甲醇固定也是造成假阴性的一个
原因咱7暂袁 但本研究在对提取甲醇固定的血膜与未固定
的血膜 DNA时袁 均扩增出间日疟原虫 DNA袁 未见明
显区别袁 因此推测是否经过甲醇固定并不是血膜
DNA提取的影响因素遥
本实验以 2种不同的方法从血涂片的血膜中提取

间日疟原虫 DNA袁 由于其灵敏度的限制会导致一些原
虫密度低的患者被漏检袁 以及实验存在各种影响因素
会造成假阴性袁 因此在进行大规模的现场调查以及对
患者进行诊断时并不是首选的方法袁 但在某些情况下
对于间日疟原虫的分子研究提供了一个可选择方案遥
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M院 DNA 标志物袁 1院 2 个疟原虫/100 RBC袁 2院 1 个疟原虫/100
RBC袁 3院 0.5个疟原虫/100 RBC袁 4院 0.1 个疟原虫/100 RBC袁 5院
0.01 个疟原虫/100 RBC袁 6院 从滤纸血提取的 DNA 渊阳性对照冤袁
7院 阴性对照袁 8院 恶性疟原虫 DNA遥
M: DNA marker袁 1: 2 parasites/100 RBC袁 2: 1 parasite/100 RBC袁 3:
0.5 parasite/100 RBC袁 4: 0.1 parasite/100 RBC袁 5: 0.01 parasite/100
RBC袁 6: Blood on filter paper of Plasmodium vivax 渊 positive
control冤袁 7: Negative control袁 8: DNA of Plasmodium falciparum.

图 2 方法 2提取 DNA的扩增结果
Fig.2 PCR results on DNA extracted by Chelex鄄100

ion鄄exchange technique
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