
中国脑型疟患者恶性疟原虫分离株裂殖子
表面蛋白M SP1 第 16- 17 区基因和

M SP2 基因的分子克隆与鉴定3

边中启1　宋关鸿1　管惟滨1　严维耀2　郑兆鑫2

1　第二军医大学寄生虫学教研室　　　上海　200433
2　复旦大学遗传工程国家重点实验室　上海　200433

提要　目的: 为设计研制安全有效的人脑型疟疫苗提供理论依据。方法: 根据M AD 20 株裂殖

子表面蛋白 1 (M SP1) 和 FC27 株裂殖子表面蛋白 2 (M SP2) 基因编码区高度保守碱基设计并合

成两对引物, 应用多聚酶链反应 (PCR ) 技术对 5 例脑型疟患者恶性疟原虫云南省勐腊县勐罕分

离株 CM H öYN 和云南省盈江县农场 CYJöYN 分离株基因组DNA M SP1 第 13- 17 区基因和

M SP2 基因进行扩增, 并将扩增产物分别经 EcoR I和 Kpn I, BamH I和H ind III双酶切后, 分子定

向克隆M 13mp 18 和M 13mp 19 载体, 转染大肠杆菌 (E. coli) T G1, 从含X2gal 和 IPT G 的LB 平

板上, 将随机筛选得到的单个无色噬菌斑经 E. coli JM 103 扩增, 用碱裂解法抽提重组子复制型

DNA (R FDNA ) 后, 再分别经 EcoR I和 Kpn I, BamH I和H ind III双酶切鉴定。结果: 证实重组子

为编码脑型疟患者恶性疟原虫 CM H öYN 和CYJöYN 分离株M SP1 第 16- 17 区基因和M SP2 基

因分子克隆M 13 载体。结论: 首次报道确证脑型疟患者恶性疟原虫 CM H öYN 和CYJöYN 分离株

M SP1 第 16- 17 区基因和M SP2 基因分别与M AD 20 株M SP1 和 FC27 株M SP2 相应基因完全一

致。这些发现对研究预防人脑型疟疫苗和建立一种新型脑型疟恶性疟原虫检测方法具有重要意义。

关键词　 脑型疟患者　恶性疟原虫　裂殖子表面蛋白 1　裂殖子表面蛋白 2　克隆　疫苗

　　脑型疟是严重危害人类健康的重要传染

病之一, 尤其对热带和亚热带地区危害极大。

全世界每年疟疾临床发病人数约 3 亿 - 5

亿, 死亡人数约 150 万- 270 万, 其中有 100

万的儿童死于脑型疟[ 1 ]。因此, 研究开发安全

有效的人脑型疟疫苗控制和消灭疟疾已成为

各国学者关注的问题。人恶性疟原虫裂殖子

表面蛋白M SP1 (m erozo ite su rface p ro tein

1, M SP1 又称 P190) 和M SP2 (m erozo ite

su rface p ro tein 2, M SP2 又称M SA 2) 是恶

性疟红内期疫苗重要的候选抗原[ 2 ]。本文首

次报道, 应用 PCR 技术对 5 例脑型疟患者恶

性疟原虫云南省勐腊县勐罕分离株CM H ö
YN 和云南省盈江县农场分离株 CYJ öYN

基因组 DNA M SP1 第 13 - 17 区基因和

M SP2 基因进行扩增, 并将其中M SP1 第 16

- 17 区基因和M SP2 基因分子克隆与鉴定,

旨在为研制人脑型疟疫苗和建立一种新型脑

型疟恶性疟原虫检测方法提供理论依据。

3 复旦大学遗传工程国家重点实验室基金资助项目

材料和方法

材料

1　脑型疟患者恶性疟原虫分离株　5 例脑

型疟患者恶性疟原虫分离株 CM H öYN 和

CYJ öYN 分别采自云南省勐腊县勐罕和云

南省盈江县农场经现场救治之前的脑型疟患

者静脉血各 5 m l, 经 011% 肝素抗凝后, 置液

氮 (- 196℃) 中空运带回保存备用。5 例患

者均为男性, 年龄 18- 49 岁。根据国际诊断

脑型疟标准[ 3 ]: ①具有恶性疟临床症状; ②存

在不能被唤醒的意识障碍; ③血液中查到恶

性疟原虫; ④根据临床和实验室检查确证排

除混合感染者确定诊断。2 例正常对照来自

现场经临床和实验室检查的健康者。

2　引物设计　引物设计及合成按文献[ 2 ]方
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法进行。

3　试剂　DNA 限制性内切酶、DNA 聚合酶

I 大片段 (K lenow 片段) 及 T 4 DNA 连接酶

购自 N ew England B io lab s 和 Boeh ringer2
M annheim 公司, PCR 试剂盒购自 Perk in

E lm er Cetu s 公司, 核酸和蛋白标准分子量

M arker 购 自 Boeh ringer2M annheim 和

P rom ega 公司, X2gal (52溴242氯232吲哚2Β2D 2
半乳糖苷) 与 IPT G (异丙基硫代2Β2D 2半乳糖

苷)、低溶点琼脂糖凝胶、丙烯酰胺、N , N 2亚
甲基双丙烯酰胺及硝酸纤维素膜购自 Sigm a

公司, 皂素E. M erck 进口分装购自上海化学

试剂厂, DNA 合成试剂为美国AB I公司产品。

其他试剂均为国产分析纯或优级纯试剂。

4　菌株与载体　大肠杆菌转化的受体菌为

E. coli T G1 (supE h sd ∃5 th i∃ ( lac2p roAB ) F’

[ t raD 36 p roAB
+

lac IQ Z∃M 15 ]) ; E. coli

JM 103 ( th i st rA supE endA sbcB h sdR 4 ∃
( lac2p roAB ) F ’ [ t raD 36 p roAB

+

lac IQ Z∃M 15 ]) ; E. coli JM 109 ( recA 1 endA 1

gyrA 96 th i h sdR 17 supE44 relA 1∃ ( lac2
p roAB ) F’[ t raD 36 p roAB

+
lac IQ Z∃M 15 ]) [ 4 ]

与载体M 13mp 18、M 13mp 19 噬菌体均系复旦

大学遗传工程国家重点实验室保存菌种。

5　培养基　LB 培养基、SOB 培养基和M 9

培养基的配制均按文献[ 4 ]方法进行。

　　方法

1　基因组DNA 制备　5 例脑型疟患者血标

本按文献[ 2 ]方法进行, 证实分别为脑型疟患

者恶性疟原虫分离株 CM H öYN 和 CYJ ö
YN。取脑型疟患者血标本含虫血压积 200

Λl, 按文献[ 2 ] 方法分别进行 CM H öYN 和

CYJ öYN 基因组DNA 标本制备。

2　PCR 扩增　按文献[ 2 ]方法进行。

3　PCR 产物酶切鉴定及纯化　按文献[ 2 ]方

法进行。

4　分子克隆与鉴定　按文献[ 4 ] 方法进行。

PCR 产物纯化后经 K lenow 片段补齐末端, 分

别经EcoR I和Kpn I, Bam H I和H ind III双酶

切、回收 01918 kb 和 018 kb DNA 片段后, 与

经相应酶切、低溶点胶回收的M 13m p 18 和

M 13m p 19 载体定向连接, 载体与目的基因按 1

∶5 摩尔比并确定连接反应终体积为 12 Λl, 用

T 4 DNA 连接酶连接, 12℃反应 24 h 后, 取含

40 ng 待转化DNA 连接液转化 E. coli T G1,

同时以原始载体 M 13m p 18 和 M 13m p 19

R FDNA 的转化子作为正常对照, 从含X2gal

60 Λl (20 m göm l) 和 IPT G 10 Λl (200 m gö
m l) 的LB 平板上 37℃培养 12 h 筛选重组子。

将随机筛选得到的单个无色噬菌斑分别接种于

3 m l LB 培养基中, 加入 50 Λl 的 E. coli2
JM 103 过夜菌置于 37℃摇床振荡培养 6 h 扩

增重组子, 用碱裂解法抽提重组子R FDNA

后, 分别经 EcoR I 和 Kpn I 及 Bam H I 和

H ind III 双酶切鉴定, 用1% 琼脂糖凝胶电泳分

析, 最后获得随机来源并复证后的脑型疟患者

恶性疟原虫 CM H öYN 和 CYJ öYN 分离株

M SP1 第 16- 17 区基因和M SP2 基因转化重

组子各10 个。

结　　果

1　PCR 扩增产物与酶切鉴定

图 1 示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

基因和M SP2 目的基因 PCR 产物在 1% 琼

脂糖凝胶上电泳分析结果。可见, 未经酶切

鉴定的 PCR 产物无论CM H öYN 还是CYJö
YN 分离株M SP1 第 13- 17 区基因之间、

M SP2 基因之间均无差异, 各产生 117 kb 和

018 kb 两条特定基因带, 其大小与目的基因

完全一致, 而正常对照无基因扩增带, 这些

结果证实我们所设计的引物是合理的, 依此进

行PCR 反应具有很高的特异性。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 PCR 产物经含单一

酶切位点EcoR I酶切鉴定, 在 118% 琼脂糖凝

胶上电泳分析, 结果显示, 各产生 01918 kb 和

01782 kb 两条特定基因带, 完全符合目的基因

特征, 确证PCR 产物为M SP1 目的基因; 脑型

疟患者恶性疟原虫CM H öYN 和CYJ öYN 分
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图 1　PCR 扩增产物

1: 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 产物的电泳分析; 2: 脑型疟患者恶性疟原虫CM H ö
YN 分离株M SP2 基因 PCR 产物的电泳分析; 3: 脑型疟患者恶性疟原虫CYJ öYN 分离株M SP1 第 13- 17 区基因 PCR 产物的
电泳分析; 4: 脑型疟患者恶性疟原虫CYJ öYN 分离株M SP2 基因 PCR 产物的电泳分析; 5: ΚDNA öH indË + pU C19öHaeË 标准
分子量23 130 bp- 174 bp; 6: 正常人对照
　　F ig. l　PCR amp lified p roducts

L ane l: E lectropho retic analysis of PCR 2amp lified DNA of genes encoding the regions 13- 17 in M SP1 from iso late CM H öYN of P.

falciparum from Chinese patien ts w ith cerebral m alaria, show ing a band of 117 kb; L ane 2: E lectropho retic analysis of PCR 2amp li2
fied DNA of genes encoding M SP2 from iso late CM H öYN of P. falciparum from Chinese patien ts w ith cerebral m alaria, show ing a

band of 018 kb; L ane 3: E lectropho retic analysis of PCR 2amp lified DNA of genes encoding the regions 13- 17 in M SP1 from iso2
late CYJ öYN of P. falciparum from Chinese patien ts w ith cerebral m alaria, show ing a band of 117 kb; L ane 4: E lectropho retic

analysis of PCR 2amp lified DNA of genes encodingM SP2 from iso late CYJ öYN of P. falciparum from Chinese patien ts w ith cerebral

m alaria, show ing a band of 018 kb; L ane 5: M o lecular w eigh t m arkers (ΚDNA öH indË + pU C19öHaeË ) ranging from 174 bp to
23 130 bp; L ane 6: U ninfected hum an blood w as used as no rm al contro l.

图 2　脑型疟患者恶性疟原虫CM H öYN 和CYJ öYN 分离株M 13+ M SP1 第 16- 17 区基因和M 13+ M SP2 基因重组子酶切
鉴定
1: M 13mp18 噬菌体; 2: M 13mp 18 经 EcoR I+ Kpn I 双酶切; 3: M 13mp 18 经BamH I+ H indË 双酶切; 4: 重组子M 13mp 18+

M SP1第 16- 17 区基因未酶切; 5: 重组子M 13mp18+ M SP2 基因未酶切; 6: ΚDNA öH ind Ë + pU C19öHaeË 标准分子量 (同图
1) ; 7: 重组子M 13mp 18+ CM H öYN M SP1 第 16- 17 区基因经 EcoR I+ Kpn I 双酶切鉴定; 8: 重组子M 13mp 18+ CM H öYN

M SP2 基因经BamH I+ H indË 双酶切鉴定; 9: 重组子M 13mp18+ CYJöYN M SP1 第 16- 17 区基因经 EcoR I+ Kpn I 双酶切鉴
定; 10: 重组子M 13mp18+ CYJ öYN M SP2 基因经BamH I+ H indË 双酶切鉴定

F ig. 2　Restrict ion analysis of M 13 recom binant DNA consist ing of M 13 vecto rs w ith an insert of genes encoding M SP2 and

the regions 16- 17 in M SP1 from bo th iso lates CM H öYN and CYJ öYN of P. f a lcip arum from Chinese patien ts w ith cerebral

m alaria

L ane 1: M 13mp 18 vecto rs; L ane 2: M 13mp 18 digested by EcoR I and Kpn I; L ane 3: M 13mp 18 digested by BamH I and H indË ;

L ane 4: M 13 recom binant DNA consist ing ofM 13mp 18 w ith an insert of the regions 16- 17 in M SP1 undigested; L ane 5: M 13 re2
com binant DNA consist ing of M 13mp 18 w ith an insert of genesM SP2 undigested; L ane 6: DNA standard M arker (ΚDNA öH indË
+ pU C19öHaeË ) ranging from 174 bp to 23 130 bp; L ane 7: Restrict ion analysis of M 13 recom binant DNA consists of M 13mp18

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 Chinesepatien ts w ith cerebral m alaria

digested by EcoR I and Kpn I; L ane 8: Restrict ion analysis of M 13 recom binant DNA consists of M 13mp18 w ith an insert of genes

encoding M SP2 from iso late CM H öYN of P. f a lcip arum from Chinese patien ts w ith cerebral m alaria digested by BamH I and H ind
Ë ; L ane 9: Restrict ion analysis of M 13 recom binant DNA consists of M 13mp18 w ith an insert of the regions 16- 17 in M SP1

from iso late CYJöYN of P. f a lcip arum from Chinese patien ts w ith cerebral m alaria digested by EcoR I and Kpn I; L ane 10: Restric2
t ion analysis of M 13 recom binant DNA consists of M 13mp 18 w ith an insert of genes encoding M SP2 from iso late CYJ öYN of P.

f a lcip arum from Chinese patien ts w ith cerebral m alaria digested by BamH I and H indË .
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离株M SP2 基因 PCR 产物经含单一酶切位

点Xbal 酶切鉴定, 在 118% 琼脂糖凝胶上电

泳分析, 结果显示, 各产生 0162 kb 和 0118

kb 两条基因带, 确证 PCR 产物为M SP2 目

的基因。

2　分子克隆与鉴定

分 别 用 EcoR I 和 Kpn I, Bam H I 和

H ind III 对复证后的转化重组子进行双酶切

鉴定, 凡带有编码M SP1 第 16- 17 区基因的

重组子可以切出 01918 kb 和 7125 kb 2 个片

段, 而带有编码M SP2 基因的重组子可以切

出 018 kb 和 7125 kb 2 个片段, 各片段大小

均完全符合外源基因正确插入特征。以上酶

切鉴定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 öYN 分离株目

的基因的分子克隆 (图 2)。

讨　　论

　　当前, 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人类疟疾疫苗

研究的热点之一。我们以往的研究[ 2 ]与国外

学者的研究[ 5- 10 ]均证实M SP1 和M SP2 广

泛存在于自然界不同地理株恶性疟原虫内,

并发现其在不同的国家或同一国家不同地域

存在抗原变异。因此, 更大范围地进行M SP1

和M SP2 序列分析, 以研制安全有效的脑型

疟疫苗显得迫切需要。但迄今为止, 对脑型

疟患者恶性疟原虫 CM H öYN 和 CYJ öYN

分离株基因的研究, 国内外尚未见报道。本

文在以往的研究[ 2 ] 基础上, 首次报道应用

PCR 技术对编码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 基因进行扩增, 并确证

其中M SP1 第 16- 17 区基因和M SP2 基因

分子克隆M 13 载体。

自 1987 年 T anabe 等[ 5 ] 克隆和测定了

M AD 20 株M SP1 基因全部序列以来, 人们

对M SP1 有了较清楚的了解[ 2, 6, 8- 10 ] , 恶性疟

原虫M SP1 分子为单拷贝基因定位第 9 号染

色体[ 11 ] , 未发现内含子, 分子量约 195 kD a,

一级结构分 17 个区, 其中 1, 3, 5, 12 和 17

区呈高度保守。我们已证明[ 2 ] FCC1öHN 株

M SP1 第 2 区基因含有重复序列, 并发现

FCC1öHN 株 M SP1 分 子 属 M AD 20 株。

M SP2 分子亦为单拷贝基因定位第 2 号染色

体[ 11 ] , 一级结构分 5 个区[ 2, 7, 8, 10 ] , 中央区含

有重复序列。M SP1 和M SP2 分子C 端各分

别与葡萄糖磷脂酰肌醇 (GP I) 结合。Gero ld

等[ 12 ]报道, M SP1 和M SP2 通过 GP I连结固

着于恶性疟原虫体表面, 并证实 GP I是一种

含核心聚糖的新型糖脂毒素, 能介导巨噬细

胞产生肿瘤坏死因子 (TN F) 和白细胞介素

1 ( IL 21) , 同时 GP I又能促使成熟受染红细

胞 (parasit ized eryth rocyte, PE) 表达恶性疟

原虫红细胞膜蛋白 1 ( P. f a lcip a rum ery2
th rocyte m em b rane p ro tein 1, PfEM P1) 粘

附血管内皮细胞 (endo thelia l cell, EC) 上表

面蛋白 CD 36、血小板反应蛋白 ( th rom 2
bo spondin, T SP) 和细胞间粘附分子 ( in ter2
cellu la r adhesion m o lecu le 1, ICAM 1)等, 参

与人类脑型疟的发病。值得注意的是, 体外试

验研究业已证实[ 10, 13 ] , 抗M SP1 分子C 端 19

kD a 片段的单克隆抗体和免疫血清以及抗

FC27 株M SP2 分子中 STN S 和D T PTA T E

表位的单克隆抗体 8G10ö48 和 8F6ö49, 均可

阻断裂殖子入侵红细胞, 抑制人恶性疟原虫

生长[ 14 ]。本文首次成功地将编码脑型疟患者

恶性疟原虫 CM H öYN 和 CYJ öYN 分离株

M SP1 和M SP2 的目的基因进行分子克隆与

鉴定, 并证实其目的基因分别与M AD 20 株

M SP1 和 FC27 株M SP2 相应基因完全一

致, 这些研究结果对研制人脑型疟疫苗、阐明

脑型疟的发病机制及建立一种新型脑型疟恶

性疟原虫检测方法具有重要意义。最近, 我们

用 Sanger 双脱氧链终止法进行DNA 测序

分析, 结果 (待发表) 进一步确证脑型疟患者

恶性疟原虫 CM H öYN 和 CYJ öYN 分离株

M SP1 第 16- 17 区基因之间一级结构完全
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相同, 均由 918 个核苷酸组成, 编码 306 个氨

基酸属M AD 20 株, 含有 12 个半胱氨酸组成

的两个表皮生长因子 (EGF ) 单体区, 每个

EGF 区内有 6 个半胱氨酸构成 3 个二硫键,

并且发现脑型疟患者恶性疟原虫分离株

M SP1 第 16- 17 区富含半胱氨酸, 表明其可

能对维持M SP1 的空间结构完整性和对诱

导脑型疟保护性免疫反应具有重要作用。

　　本文承解放军 57 医院传染病中心王功火卓主任医师、

唐国伟 医师相助采集标本, 谨此致谢。
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ABSTRACT

A IM : To p rovide a theo ret ical basis fo r design ing safe and effect ive vaccines of hum an cere2

bral m alaria. M ETHOD S: Genom ic DNA samp les of tw o P. f a lcip a rum iso la tes w ere p repared
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direct ly from 5 cases of cereb ra l m alaria pat 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 ). T he samp les w ere u sed

fo r po lym erase chain react ion (PCR ) amp lif ica t ion and the tw o pairs of o ligonucleo t ides fo r the

h igh ly con served genes encoding of FC27 m erozo ite su rface p ro tein 2 (M SP2) and the region 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 lci2
p a rum w ere u sed as p rim ers. T he PCR p roducts w ere digested w ith EcoR I and Kpn I, BamH I

and H ind III, respect ively, and the genera ted fragm en ts w ere cloned in to M 13mp 18 and

M 13mp 19 vecto rs and tran sfected in to E scherich ia coli (E. coli) T G1. A single co lo rless p laque

on the LB agar p la te con ta in ing X2gal (52b romo242ch lo ro232indo lyl2Β2D 2galacto side) and IPT G

( isop ropylth io2Β2D 2galacto side) w as random ly p icked and tran sfo rm ed in to E. coli JM 103. T he

rep lica t ive fo rm (R F) DNA (R FDNA ) of M 13 recom b inan t DNA ex tracted from E. coli by the

m ethod of alkali lysis w ere digested w ith EcoR I and Kpn I, BamH I and H ind III, respect ively,

and the genera ted fragm en ts w ere iden t ica l w ith in serted fo reign DNA 01918 kb and 018 kb de2
signed by ou rselves. RESUL TS: It is p roved that M 13 recom b inan t DNA con sists of M 13 vecto rs

w ith an in sert of genes encoding M SP2 and the region 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 pat ien ts w ith cereb ra l m alaria a t its co r2
responding site. CONCL USION: T he resu lts demon stra te fo r the first t im e that bo th iso la tes

CM H öYN and CYJ öYN of P. f a lcip a rum from Ch inese pat ien ts w ith cereb ra l m alaria exam ined

con ta in genes iden t ica l to tho se defined in know n M AD 20 M SP1 and FC27 M SP2 allelic d imo r2
ph ic fam ily. T hese findings p rovide valuab le st ra teg ies bo th fo r the developm en t of vaccines to

p reven t hum an cereb ra l m alaria and fo r the estab lishm en t of a specif ic detect ion m ethod of P.

f a lcip a rum from pat ien ts w ith cereb ra l m alaria.

Key words: Cerebral m alaria pat ien t, P lasm od ium f a lcip arum , M SP1, M SP2, clone, vaccine
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