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提要　目的: 建立适合疟疾流行区现场应用的 PCR 检测间日疟的方法, 并在现场与常规涂片镜检法进行比

较。方法: 通过改良血样的采集及模板处理, 设计引物及优化反应条件等, 建立简便、敏感与特异的 PCR 检测间

日疟原虫的方法, 并在海南省疟疾流行区对 310 例间日疟患者与镜检法进行比较。结果: PCR 检测间日疟原虫具

有特异性, 其敏感性为 10个原虫öΛl。PCR 检测和镜检法的阳性率分别为 3412% 和 3119% , 与 PCR 比较, 镜检

法有 5 例误诊或漏诊。结论: 此 PCR 法可用于现场检测间日疟患者。
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　　疟疾仍是危害我国人民健康的一大问题, 其中
间日疟流行广泛、发病率较高, 目前在现场主要检

测手段仍是涂片染色镜检。该法对镜检人员技术要

求较高, 检测效率低, 不利于批量标本的检测, 而

且, 有时不能鉴别虫种。ParaSigh t2F 使用方便, 但

只用于诊断恶性疟, 也有出现漏检, 且费用较高。聚

合酶链反应 (po lym erase chain reaction, PCR ) 敏感、

特异及可快速检测病原体, 已有报道用于检测疟原

虫感染, 其敏感性比镜检法高 100～ 1 000倍[ 1 ] , 但

所报道的方法由于操作较为复杂[ 2 ] , 不易在现场推

广。本研究通过改良 PCR 一些操作步骤, 建立了一

种适合流行区现场应用的 PCR 检测间日疟原虫的

方法, 并在海南省疟疾流行区应用。

材料与方法

患者　为海南疟疾流行区乐东县保显农场和万

宁南林农场医院门诊发热病人, 共 310 例, 其中男

性 184 例, 女性 126 例, 年龄 7 个月～ 85 岁。少数

民族 (黎族为主及少数苗族) 239 例, 汉族 71 例。1

年内有疟疾病史者 86 例, 曾上山住宿者 115 例。并

对P. v. 患者的民族、疟史和上山住宿等资料用U 检

验法分析。

疟原虫分离株　伯氏疟原虫 ( P lasm od ium

berg hei, P. b. )、约氏疟原虫 (P. y oelii, P. y. )和食

蟹猴疟原虫 (P. cy nom olg i, P. c. )为海南省热带病

防治研究所保种,有 6 例间日疟原虫血为云南省疟

疾防治研究所赠送。

涂片镜检　现场采集手指或耳垂血涂制 2 张

直径为 1 cm 的厚血膜,经姬姆萨液染色,初检由现

场检验员镜检,复检由海南省热带防治研究所的一

名技术熟练的主管技师统一镜检。镜检每张厚血膜

100 个视野 (5×100) , 若未查见原虫时, 则检测整

张厚血膜。原虫密度按原虫数ö100个WBC,再以疟

区疟疾患者的外周WBC 平均常数为 5 300WBCöΛl

血计算原虫数öΛl。

PCR 采样及标本处理　采手指或耳垂血在

W hatm an 3 mm 滤纸上涂制 2个直径为 112 cm 的

血斑, 待自然干燥后, 逐个封入塑料袋中, 室温或

4℃保存,待处理。处理标本时,将血样滤纸约 8 mm 2

剪下分别置于 015 m l的微量离心管中,加入 100 Λl

专门配制的裂解液[Chelex2100 (B io2R ad)、N p240及

T ris2HC l等 ],充分振荡 30 s,煮沸 10 m in, 12 000 g

离心 5 m in, 取上清作 PCR 扩增模板。

PCR引物设计　间日疟原虫 PCR 引物设计根

据 EM BL 数据库中的 P. v. 及 P 1c1 的 SSU rRNA

基 因 序 列, 用 PCGEN E 软 件 的 PCR p rim er

design ing程序设计, 所有引物均在上海生工生物工

程公司合成。引物序列:

PV 3 5′2CGA TCA GA TA CCGTCGTAA TC23′

PV 5 5′2CAA CCGAA T TCA GTCCCA CGT23′

PCR 扩增及产物鉴定　取上述 DNA 模板 5

Λl, 分别加入各反应管中, 反应条件为 30 Λl反应体

积中包括引物各 16 pmolöL , 4×dN T P (购自上海生

工生物工程公司 ) 各 012 mmolöL , M gC l2 115

mmolöL、T aq DNA 聚合酶 110 IU。将 PCR 反应液

置于基因扩增仪上 (PE480型) 94℃ 3 m in 后, 94 ℃

30 s, 55℃ 30 s, 72 ℃m in, 32 个循环后, 于 72 ℃

延伸 5 m in。反应结束后, 取 10 Λl反应液加入 2 Λl
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溴酚蓝缓冲液, 点样于 2% 琼脂糖凝胶 (含 015 Λgö

m l溴乙锭) , 经电泳 (8 V öcm ) 15～ 20 m in, 紫外分

析仪下判断结果, 在 431 bp 处有一清晰的条带作为

间日疟原虫阳性。

结　　果

PCR 方法的敏感性检测　用正常人全血对高

原虫密度 P. v. 血样进行 1∶10梯度稀释, 分别在

W hatm an 3 mm 滤纸上点样, 扩增后检测 P. v. 的敏

感性为 10个原虫öΛl (图 1)。

　　 PCR 方法的特异性检测　分别用人基因组

DNA、P 1b1、P 1y 1、P 1c1及海南 P. v. 和云南 P. v.

分离株, PCR 检测引物 PV 3 和 PV 5 可扩增所检测

的海南和云南 P. v. , 与人基因组 DNA、P 1b1和
P 1y 1无交叉反应, 但与 P 1c1可出现交叉反应 (图

2)。P 1c1不感染人, 对人疟的检测无影响, 但可影

响对蚊体的检测。为在对蚊体的检测中应用PCR 技

术, 另根据对我国 P 1c1的部分基因序列测定的结
果, 已设计引物可鉴别 P. v. 和 P 1c1。

310例发热病人的镜检法和 PCR法检测　镜

　

　

　

　

　

　

　

　

图 1　改良的 PCR方法检测间日疟原虫的敏感性　　1　DNA 分子量标志物　2　阴性对照　3　011个原虫öΛl　4　1 个原虫öΛl　5　10个
原虫öΛl 　6　102个原虫öΛl　7　103个原虫öΛl　8　104个原虫öΛl　9　105个原虫öΛl　　图 2　改良的 PCR方法检测间日疟原虫的特异性
　　1　DNA 分子量标志物　2　食蟹猴疟原虫　3　约氏疟原虫　4　伯氏疟原虫　5　间日疟原虫　6　恶性疟原虫 (FCC1öHN)　7　人基
因组DNA　8　阴性对照
F ig. 1　Sensitiv ity of the modif ied PCR for detection of P lasm od ium vivax 　　Lane 1　DNA molecular weight marker 　Lane 2　Negative con-
trol 　Lanes 3- 9　10- 1- 105 parasitesöΛl respectively　　F ig. 2　Spec if ic ity of the modif ied PCR for detection of P lasm od ium vivax 　　Lane 1
　DNA molecular weight marker　Lane 2　P lasm od ium cynom olg i　Lane 3　P lasm od ium yoelii　Lane 4　P lasm od ium berghei　Lane 5　P las-
m od ium vivax 　Lane 6　P lasm od ium f a lcipa rum (FCC1öHN) 　Lane 7　Human genom ic DNA 　Lane 8　Negative control

检和 PCR 检测 310 例发热病人中, 分别发现 P. v.

阳性者 99 例和 103 例, 其阳性率分别为 3119% 和

3312% , 平均原虫密度分别为 4 926个öΛl和 4 550

个öΛl, 两者的符合率为 9512%。显示流行区专门人

员的镜检技术较高, 误诊率和漏诊率很低, 但其中

5 例两法检测结果不一 (表 1)。镜检法出现的误诊

或漏诊的疟疾患

表 1　镜检法和 PCR法检测 5 例疟疾患者的比较
Table 1　Compar ison of results of m icroscopy and PCR in 5 cases

例数
No. cases

检查结果
Results

初检
F irst exam.

复检
Re2exam.

PCR

2 P. f . P. f .
混合感染

M ixed infection
1 阴性N egative P. v. P. f .
1 阴性N egative 阴性N egative P. v.
1 阴性N egative P. f . P. v.

者的原虫密度为 636个öΛl。

　　P. v. 感染与民族、疟史及上山住宿的关系　少

数民族和未上山住宿者的阳性率分别为 6016%

(43ö71) 和 2511% (60ö239) , 两者间差别具有显著

性意义 (U = 5157, P < 0101)。PCR 检测 1 年内有

疟史者与 1 年内无疟史者的阳性率分别为 4212%

(38ö86) 和 2910% (65ö224) , 两者间差异具有显著

性意义 (U = 2154, P < 0105)。PCR 检测有上山住

宿者和无上山住宿者的阳性率分别为 4611% (53ö
115) 和 2511% (50ö195) , 两者间差别亦具有显著

性意义 (U = 3169, P < 0101)。

讨　　论

PCR 检测疟原虫的实验研究方面报道已较多,

现场应用方面尚很少[ 3～ 6 ]。主要原因是 PCR 涉及的

操作技术和实验条件的限制, 处理方法较繁琐, 提

取模板效率较低, 尚需具有一定设备条件。但传统

的镜检方法检测疟原虫, 由于受血片制作、染色质

量及检测人员的技术水平等因素影响, 不易控制质

量, 大批量标本的检测又费力费时。本文通过改良

血样采集和标本处理方法, 设计特异引物, 优化反

应条件等, 建立了简便的 PCR 检测 P. v. 的方法, 并
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在现场与镜检法进行了比较。我们认为可以根据各

个疟区的具体条件, 作为临床诊断、疑难病例确诊

和现场检测的方法。建立的方法有如下优点: ① 用

W hatm an 3 mm 滤纸采样, 仅用 10 Λl手指或耳垂

血, 可室温运输和保存, 无需抗凝血标本及试管; ②

用 Chelex2100 匀浆等多种成分配制的裂解液可简

便高效的处理标本, 提取模板DNA 的过程约 20

m in, 敏感性达 10 个原虫öΛl。该裂解液尚可对抗凝

血和未染血片标本进行处理和检测; ③参照国外发

表的 P. v. 引物序列及应用国内的一些引物, 发现可

与 P 1b1、P 1y 1或 P 1c1有交叉反应, 本研究重新设

计的 PV 3 和 PV 5 引物适用于人间日疟原虫的检

测; ④为简化 PCR 操作, 本法将所有试剂配成反应

液, 使用时仅需加模板DNA 和 T aqDNA 聚合酶即

可, 适合在流行区应用。

用 PCR 法检测了疟疾流行区 310 例发热病人,

其中有 5 例镜检法和 PCR 法结果不一致, 经复检

证实镜检对混合感染者漏诊或将 P. f . 误诊为

P. v. , 个别因血片原虫密度较低而漏诊。结果其敏

感性和特异性均比镜检法高。提示 PCR 法可结合镜

检作为现场应用的质量控制方法。H um ar 等[ 9 ]报

道, 在 P. v. 患者的治疗初期 PCR 技术尚可作为预

测疗效的手段, PCR 也可检测疟原虫的药物抗性。

PCR 更适合对疟疾的早期检测。应用 PCR 对蚊体

内的疟原虫DNA 的检测, 可为流行区的疫情预报

及控制提供可靠的依据。

汉族发热病人的间日疟原虫感染率较疟区内当

地少数民族的高, 这可能与汉族中大多数是外来流

动人口, 其易感性较高, 感染机会较多有关。上山

住宿者显示 P. v. 感染明显增高, 系因当地传疟媒介

大劣按蚊属野栖, 上山者又缺少蚊帐等防护, 致使

山上的传播比村内更为严重。至于有疟史者发病较

高, 可能与 P. v. 易于复发有关。故应加强对流动人

口和上山住宿者的防护措施及发病者的正规服药根

治, 才能更有效地控制这类地区的疟疾流行。
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ABSTRACT

A IM : To establish a modified po lym erase chain reaction (PCR ) m ethod fo r the detection of P lasm od ium v i2
vax in the endem ic areas of m alaria and compare the m ethod w ith the conven tional ligh t m icroscopy in the field.
M ETHOD S: A PCR m ethod w as modified by imp roving the co llection p rocedures of blood samp les, temp late
ex traction, p rim er design and op tim izing the reaction condition. T he m ethod w as evaluated by exam in ing blood
samp les from 310 patien ts w ith vivax m alaria and compared w ith the conven tional ligh t m icroscopy in endem ic
areas of H ainan P rovince. RESUL TS: T he positive rates of the modified PCR m ethod and m icroscop ic m ethod
w ere 3412% and 3119% , respectively. CONCL USION: T he modified PCR m ethod is simp le, sensitive and
specific fo r the detection of vivax m alaria patien ts in endem ic areas.

Key words: P lasm od ium v ivax , PCR , detection
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