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　　提要　目的: 为设计研制安全有效的人脑型疟疫苗提供进一步科学依据。方法: 应用多聚酶链
反应 (PCR )技术对中国 5例脑型疟患者恶性疟原虫云南省勐腊县勐罕 CM H öYN 分离株和云南省
盈江县农场CYJöYN 分离株基因组DNA 裂殖子表面蛋白 1 (M SP1)第 13—17区基因进行扩增,
将扩增产物分别经 EcoR I和 Kpn I双酶切后, 回收的M SP1 第 16—17 区基因分子定向克隆
M 13mp 18和M 13mp 19载体,按 Sanger双脱氧链终止法进行DNA 序列测定,并与M AD 20、K1和
W ellcom e株原型基因进行同源性分析比较。结果: 发现脑型疟患者恶性疟原虫CM H öYN 和CYJö
YN 分离株M SP1第 16—17区基因之间的序列完全相同,全长为 918 bp ,编码 306个氨基酸,含 12
个半胱氨酸组成的 2个表皮生长因子 (EGF)单体结构域; 除了在核苷酸第 4 869位缺失 1个碱基
和散在分布 5个碱基点突变之外,与M AD 20、K1和W ellcom e株相应基因之间的核苷酸同源性分
别为 98. 6%、23. 3%和 22. 8%。结论: 本研究在世界上首次报道脑型疟患者恶性疟原虫分离株
M SP1 第 16—17 区DNA 序列测定分析结果, 确证该基因与M AD 20 株高度同源性, 并发现在
1 691—1 701位氨基酸存在 TCT EED SGSSR 表位。
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　　脑型疟是世界流行的严重危害人类健康

的重要传染病和寄生虫病之一。我们已报道

中国脑型疟患者恶性疟原虫分离株M SP1

第 16—17区基因和M SP2 基因的分子克隆

在研制安全有效的人脑型疟疫苗、阐明脑型

疟发病机制及建立新型的脑型疟恶性疟原虫

检测方法中具有重要作用[ 1 ] ,本文以边中启

报道[ 1 ]的脑型疟患者恶性疟原虫分离株为实

验材料,进一步报道中国脑型疟患者恶性疟

原虫 CM H öYN 和 CYJ öYN 分离株基因组

DNA M SP1第 16—17区基因分子克隆及序

列测定分析结果。

材料和方法

　　材料

1　脑型疟患者恶性疟原虫分离株

同前文的报道[ 1 ]。

2　引物

按文献[ 1- 3 ]方法进行。

3　试剂

分子克隆试剂见文献[ 1 ]。T7SequencingTM

K it 测序试剂盒购自 Pharm acia L KB 公司,

引物标记周期反应测序试剂盒 ( T aq D ye

P rim er Cycle Sequencing K it)购自A pp lied

B io system s 公司, Α232 P2dA T P ( 3 000 C iö

mm o l)为美国D u Pon t 公司产品,蛋白胨为

日本制药株式会社产品,酵母抽提物为英国

O xo id 公司产品, 琼脂为美国D ifco 公司产

品。其余均为国产分析纯或优级纯试剂。

4　菌株与载体

同文献[ 1 ]。

5　培养基

按文献[ 1- 3 ]方法进行。

方法

1　基因组DNA 制备

按文献[ 1- 3 ]方法进行。
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2　PCR 扩增

按文献[ 1- 3 ]方法进行。

3　PCR 产物酶切鉴定及纯化

按文献[ 1- 3 ]方法进行。

4　分子克隆与鉴定

按文献[ 1 ]方法进行。

5　DNA 序列测定

按文献[ 4 ]方法制备重组子R FDNA 与单

链 DNA。用 Sanger 双脱氧链终止法[ 4 ]

按T 7SequencingTM K it 程序测定, 取 10 Λl

DNA 模板液 (1 Λg DNA ) , 加退火缓冲液和

引物各 2 Λl置 100℃水浴 3 m in,快速插入盛

液氮的容器中迅速冷却后,在室温下退火 20

m in。取 1 Λl 无菌水, 3 Λl L abelling M ix2
dA T P, 1Λl Α232P2dA T P, 2 Λl T 7DNA 多聚酶

稀释液 (2 U öΛl)于无菌管中混匀,并将混和

液加到退火液中再混匀,室温置 5 m in。A , C,

G, T ,各取 2. 5 Λl分别加入 4个无菌管中,于

37℃水浴 1 m in, 将上述混合液各取 4. 5 Λl

分别加入装有A , C, G, T 的 4 个无菌管中,

于 37℃反应 5 m in,再每管各加入 5 Λl终止

反应缓冲液,并在 85℃水中处理 2 m in,置于

- 20℃保存。灌制聚丙稀酰胺凝胶,按A , C,

G, T 顺序依次加样, 100 V 电泳 6 h。将凝胶

连同滤纸在真空干燥仪上 80℃抽干 1 h, 置

于- 70℃放射自显影 36 h。取出X 光片晾干

直接阅读序列分析结果。其中部分测序工作

在美国AB I公司 373A 型DNA 测序仪上进

行核苷酸序列测定, 并对其结果用 PCö

GEN E 计算机程序进行分析。

结 果

1　PCR扩增产物与酶切鉴定

脑型疟患者恶性疟原虫 CM H öYN 和

CYJ öYN 分离株M SP1 第 13—17 区基因和

M SP2 基因 PCR 扩增产物结果, 作者已报

道[ 1 ]。图 1为脑型疟患者恶性疟原虫CM H ö

YN 和CYJ öYN 分离株M SP1 第 13—17 区

基因 PCR 产物经含单一酶切位点 EcoR I酶

切鉴定,在 1. 8%琼脂糖凝胶上电泳分析,结

果显示各产生 0. 918 kb 和 0. 782 kb 两条特

定基因带,其大小完全符合目的基因特征,这

些结果确证 PCR 产物为脑型疟患者恶性疟

原虫分离株M SP1 目的基因; 鉴于已报道[ 1 ]

脑型疟患者恶性疟原虫CM H öYN 和 CYJö

YN 分离株M SP2 基因 PCR 扩增产物故以

此作为对照 (图 1)。

图 1　PCR产物的酶切鉴定
1　ΚDNA öH ind Ë + pU C19öH ae Ë 标准分子量 (同前
文)

2　脑型疟患者恶性疟原虫CM H öYN 分离株M SP1第
13—17区基因 PCR 产物经 EcoR I酶切鉴定

3　脑型疟患者恶性疟原虫CM H öYN 分离株M SP2基
因 PCR 产物作为对照

4　脑型疟患者恶性疟原虫 CYJ öYN 分离株M SP1 第
13—17区基因 PCR 产物经 EcoR I酶切鉴定

5　脑型疟患者恶性疟原虫CYJöYN 分离株M SP2基因
PCR 产物作为对照

F ig. 1　Restr iction analysis of PCR products
L ane 1: DNA standard M arker ( ΚDNA öH ind Ë + pU C19öH ae

Ë ) ranging from 174 bp to 23 130 bp
L ane 2: PCR p roduct of genes encoding regions 13—17 in M SP1

from iso late CM H öYN of P. f a lcip arum from Ch inese
patien ts w ith cerebral m alaria digested by EcoR I

L ane 3: PCR p roduct of genes encoding M SP2 from iso late
CM H öYN of P. f a lcip arum from Ch inese patien ts w ith
cerebral m alaria w as used as contro l

L ane 4: PCR p roduct of genes encoding regions 13—17 in M SP1
from iso late CYJöYN of P. f a lcip arum from Ch inese
patien ts w ith cerebral m alaria digested by EcoR I

L ane 5: PCR p roduct of genes encodingM SP2 from iso late CYJö
YN of P. f a lcip arum from Ch inese patien ts w ith cere2
bral m alaria w as used as contro l.
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图 2　脑型疟患者恶性疟原虫CM HöYN和CYJöYN分离株M 13+ M SP1第 16—17区基因重组子酶切鉴定
1　M 13mp18噬菌体
2　M 13mp18经 EcoR I+ Kpn I双酶切
3　重组子M 13mp18+ M SP1第 16—17区基因未酶切
4　ΚDNA öH ind Ë + pU C19öH ae Ë标准分子量 (同图 1. 1)
5　重组子M 13mp18+ CM H öYN M SP1第 16—17区基因经 EcoR I+ Kpn I双酶切鉴定
6　重组子M 13mp19+ CM H öYN M SP1第 16—17区基因经 EcoR I+ Kpn I双酶切鉴定
7　重组子M 13mp18+ CYJ öYN M SP1第 16—17区基因经 EcoR I+ Kpn I双酶切鉴定
8　重组子M 13mp19+ CYJ öYN M SP1第 16—17区基因经 EcoR I+ Kpn I双酶切鉴定
9- 12原始M SP1第 16—17区基因 PCR 产物
F ig. 2　Restr iction analysis of M 13 recombinan t D NA con sisting of M 13 vectors with an in sert of genes encoding reg ion s

16—17 in M SP1 from two isolates CM HöYN and CYJöYN of P. f a lcip a rum from Chinese patien ts with cerebral
malar ia

L ane 1:M 13mp18 vecto rs
L ane 2:M 13mp18 digested by EcoR I and Kpn I
L ane 3:M 13 recom binant DNA consisting of M 13mp 18 w ith an insert of the regions 16—17 in M SP1 undigested
L ane 4: DNA standard M arker (ΚDNA öH ind Ë + pU C19öH ae Ë ) ranging from 174 bp to 23130 bp
L ane 5: R estriction analysis of M 13 recom binant DNA consists of M 13mp 18 w ith an insert of the region 16—17 in M SP1 from iso late

CM H öYN of P. f a lcip arum from Ch inese patien ts w ith cerebral m alaria digested by EcoR I and Kpn I
L ane 6: R estriction analysis ofM 13 recom binant DNA consists ofM 13mp 19 w ith an insert of the region 16—17 inM SP1 from iso late CM H ö

YN of P. f a lcip arum from Ch inese patien ts w ith cerebral m alaria digested by EcoR I and Kpn I
L ane 7: R estriction analysis of M 13 recom binant DNA consists of M 13mp 18 w ith an insert of the regions 16—17 in M SP1 from iso late

CYJöYN of P. f a lcip arum from Ch inese patien ts w ith cerebral m alaria digested by EcoR I and Kpn I
L ane 8: R estriction analysis ofM 13 recom binant DNA consists ofM 13mp 19 w ith an insert of the regions 16—17 inM SP1 from iso late CYJö

YN of P. f a lcip arum from Ch inese patien ts w ith cerebral m alaria digested by EcoR I and Kpn I
L ane 9—12: RCR amp lified p roducts of the regions 16—17 in M SP1 from two iso lates CM H öYN and CYJöYN of P. f a lcip arum from Ch i2

nese patien ts w ith cerebral m alaria

2　分子克隆与鉴定

凡带有编码脑型疟患者恶性疟原虫分离株

M SP1第 16—17区基因的M 13重组子,分别

用 EcoR I和Kpn I进行双酶切鉴定,可以切出

0. 918 kb 和7. 25 kb2个片段,各片段大小均完

全符合验证后的转化重组子外源基因正确插入

特征。以上酶切鉴定结果证明可以识别带有编

码脑型疟患者恶性疟原虫CM H öYN 和CYJ ö

YN 分离株M SP1 目的基因的重组子 (图 2)。

我们以重组子DNA 作为 PCR 模板, 按文

献[ 1- 3 ]应用 PCR 验证同样可获得与原始 PCR

扩增产物完全一致的正确插入的脑型疟患者恶

性疟原虫 CM H öYN 和 CYJ öYN 分离株

M SP1目的基因。

3　D NA 测序分析

发现脑型疟患者恶性疟原虫CM H öYN

和CYJ öYN 分离株M SP1 第 16—17 区基因

之间的序列完全相同,全长为918 bp (图3) ,编

码 306 个氨基酸, 理论分子量为 33 660 D al2
ton, 含 12个半胱氨酸组成的 2个表皮生长因
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图 3　脑型疟患者恶性疟原虫CM HöYN和CYJöYN分离株M SP1第 16—17区D NA 序列及其推导的氨基酸序列
F ig. 3　Nucleotide sequence and deduced am ino ac id sequence of genes encoding reg ion s 16—17 in M SP1 from two isolates

CM HöYN and CYJöYN of P. f a lcip a rum from Chinese patien ts with cerebral malar ia

图 4　M AD 20、K1和W ellcom e株与脑型疟患者恶性疟原虫CM HöYN和CYJöYN分离株M SP1第 16—17区编码基因推导氨基酸序列的比较
3 示缺失的氨基酸

F ig. 4　Com par ison of deduced am ino ac id sequence of genes encod ing reg ion s 16—17 in M SP1 from two isola tes CM HöYN and CYJöYN of
P. f a lcip a rum from Ch inese pa tien ts with cerebra l ma lar ia with those of M AD 20, K1 a s well a sW ellcom e. Am ino ac id deletion s are
marked by a ster isks
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图 5　脑型疟患者恶性疟原虫CM HöYN和CYJöYN分离株M SP1
第 16—17区二级结构;曲线上方垂直线和水平线表示各二级结构分布区域

F ig. 5　Secondary structure of genes encoding reg ion s 16—17 in M SP1 from two isolates CM HöYN and CYJöYN of P.
f a lcip a rum from Chinese patien ts with cerebral malar ia; Exten t of reg ion s predicted in a conformation are indi-
cated for the hor izon ta l and vertica l l ines on the top of graphs

子 (EGF)单体结构域,每个 EGF 单体结构域

内含 6 个半胱氨酸构成 3 个二硫链,富含的

半胱氨酸在脑型疟患者恶性疟原虫CM H ö

YN 和 CYJ öYN 分离株M SP1 分子中呈高

度保守; 除了在第4 494、4 499、4 507、4 517

和4 521位核苷酸处散在分布 5 个碱基点突

变 G→T , T→A , G→A , C→T , G→A 和核苷

酸第4 869位缺失 1个A ,致使氨基酸序列在

第 1 644位插入C 恢复读框之外,与M AD 20

株相应基因之间的核苷酸序列完全一致,同

源性为 98. 6% , 而与 K1 和W ellcom e 株同

源性分别为 23. 3%和 22. 8% ,这些结果确证

脑型疟患者恶性疟原虫CM H öYN 和 CYJ ö

YN 分离株 M SP1 第 16—17 区基因与

M AD 20 株高度同源性, 并发现在 1 691—

1 701位氨基酸存在 TCT EED SGSSR 表位

(图 4)。用 PCöGEN E 计算机程序对该基因

结构进行分析, 结果发现该基因DNA 序列

富含A + T 量达 75% ;二级结构Α2螺旋、Β2折
叠和无规则卷曲分别占 40. 6%、16. 3%和

43% (图 5) ; 氨基酸倾向形成 Α2螺旋和亲水
性峰值增强。

讨 论

　　最近报道[ 5 ]多价合成多肽 SPf66疫苗在

流行区对人群恶性疟原虫感染无保护性免

疫。我们已报道[ 1 ]M SP1和M SP2作为恶性

疟红内期疫苗重要的候选抗原正成为当今人

类疟疾疫苗研究的热点之一。但迄今为止,对

脑型疟患者恶性疟原虫分离株M SP 序列测
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定研究,国内外尚未见报道。本文在世界上首

次报道脑型疟患者恶性疟原虫分离株M SP1

第 16—17区DNA 序列测定,并与M AD 20、

K1和W ellcom e株进行同源性分析比较,结

果发现脑型疟患者恶性疟原虫CM H öYN 和

CYJ öYN 分离株M SP1 第 16—17 区基因之

间的序列完全相同,全长为 918 bp ,编码 306

个氨基酸,含 12个半胱氨酸组成的两个表皮

生长因子 (EGF)单体结构域,每个 EGF 单体

结构域内有 6 个半胱氨酸构成 3 个二硫键,

并发现富含的半胱氨酸在脑型疟患者恶性疟

原虫分离株M SP1 分子中呈高度保守,这些

保守的半胱氨酸反映了脑型疟恶性疟原虫

M SP1 在长期选择压力下的分子进化现象,

这对维持M SP1 空间结构的完整性和诱导

脑型疟保护性免疫反应具有重要作用。同源

性分析比较结果表明,中国脑型疟患者恶性

疟原虫 CM H öYN 和 CYJ öYN 分离株与

M AD 20株表现出高度同源性属M AD 20株。

值得注意的是,用 PCöGEN E 计算机程序对

该基因二级结构分析表明,氨基酸倾向于形

成 Α2螺旋,由于 Α2螺旋构型是 T 细胞表位所

必需的结构,这提示该区可能存在 T 细胞表

位;该区氨基酸亲水性峰值增强,这提示该区

的抗原性可能具有保护性免疫作用。通过对

该基因DNA 序列测定, 结果发现A + T 含

量达 75% , 与已报道[ 6 ]的M AD 20 株M SP1

一级结构中A + T 含量所占 74. 5%基本一

致, 并发现在 1 691—1 701 位氨基酸存在

TCT EED SGSSR 表位。令人感兴趣的是,

Kaslow 等[ 7 ]用抗恶性疟原虫M SP119的单克

隆抗体 4H 4ö34 鉴定出相同的 TCT EED S2
GSSR 表位。至于为什么中国脑型疟患者恶

性疟原虫分离株与M AD 20株在分子遗传学

上表现出高度同源性,尚有待于阐明。我们已

将脑型疟患者恶性疟原虫分离株M SP1 第

16—17 区基因插入到 PW R 590 质粒的 Β2半
乳糖苷酶基因中,构建成含L ac启动子的编

码 Β2半乳苷酶 590个氨基酸残基的基因和脑

型疟恶性疟原虫分离株M SP1 第 16—17 区

基因的重组质粒,并在大肠杆菌中进行了表

达, 通过W estern B lo t 测定, 结果表明获得

的融合蛋白具有免疫原性。我们首次发现脑

型疟患者受感染红细胞 (parasit ized eryth ro2
cyte, PE )表达的高分子量红细胞膜蛋白 1

(P. f a lcip a rum eryth rocyte m em b rane p ro2
tein 1, PfEM P21)与脑血管内皮细胞 ( en2
do thelia l cell, EC)上受体蛋白CD 36、血小板

反应蛋白 ( th rom bo spondin, T SP )和细胞间

粘附分子 1 ( in tercellu la r adhesion m o lecu le

1, ICAM 21)及血管细胞粘附分子 1 (vascu2
la r cell adhesion m o lecu le 1, V CAM 21)的结

合是 PE 粘附 EC 导致脑型疟恶性疟原虫逃

避依赖脾杀伤机制而引起局部脑组织损害的

分子基础,可能是脑型疟临床上发生昏迷的

始动因素。
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CH INESE PAT IENTS W ITH CEREBRAL M ALAR IA

B ian Zhongqi1, Guan W eib in1, Song Guanhong1,

W ang Gongzhuo 2,L i Fangyin2
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ABSTRACT

　　A IM : To fu rther p rovide scien t if ic evidence fo r design ing safe and effect ive vaccines of

hum an cereb ra l m alaria. M ETHOD S: Genom ic DNA sam p les of tw o P. f a lcip a rum iso la tes

p repared direct ly from 5 cases of cereb ra l m alaria pa t ien ts’b lood in M engla Coun ty, Yunnan

P rovince (CM H öYN ) and in Y ingjiang Coun ty, Yunnan P rovince (CYJ öYN ) w ere u sed fo r

po lym erase cha in react ion (PCR ) am p lif ica t ion and the tw o pairs of o ligonucleo t ides fo r the

h igh ly con served genes encoding the reg ion s 12—17 in M AD 20 m erozo ite su rface p ro tein 1

(M SP1) of Papua N ew Gu inea stra in of P. f a lcip a rum w ere u sed as p rim ers. T he PCR

p roducts w ere d igested w ith EcoR I and Kpn I, respect ively, and the genera ted fragm en t

reg ion s 16—17 w ere cloned in to M 13m p 18 and M 13m p 19 vecto rs and their DNA w ere ana2
lyzed as the tem p la tes fo r DNA sequencing by the d ideoxy chain2term ina t ion m ethod. RE2
SUL TS: Com pared w ith the th ree o ther pub lished2M AD 20, K1 and W ellcom e sequences,

DNA sequences of reg ion s 16—17 in M SP1 from tw o iso la tes CM H öYN and CYJ öYN of P.

f a lcip a rum from Ch inese pa t ien ts w ith cereb ra l m alaria exam ined con ta ined iden t ica l genes

w h ich w ere com po sed of 918 bp , encoding 306 am ino acid, and con ta in ing 12 cysteines,

w h ich con sisted of 2 ep iderm al grow th facto r (EGF )—like dom ain s, respect ively, and they

w ere h igh ly hom o logou s up to 98. 6% w ith tha t of M AD 20 stra in excep t tha t it con ta ined an

addit iona l sing le base delet ion a t po sit ion s 4869 nucleo t ides and 5 po in t m u ta t ion s. CON2
CL USION: T he resu lts dem on stra te fo r the first t im e tha t bo th DNA sequence determ ined

from tw o iso la tes CM H öYN and CYJ öYN of P. f a lcip a rum from Ch inese pa t ien ts w ith cere2
b ra l m alaria belong to the M AD 20 allelic d im o rph ic fam ily, and the deduced am ino acids 1

691—1 701 have been found to be TCT EED SGSSR ep itopes defined by m onoclona l

an t ibodies in P. f a lcip a rum .
Key words: Cerebral m alaria patien t, P lasm od ium f a lcip arum ,M SP1, mo lecu lar clon ing, sequence analysis, vaccine
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