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　　提要　目的: 确定云南省恶性疟原虫裂殖子表面蛋白 1 (M SP 1)基因分型和探讨M SP 1基因多态性的遗传及
地理特征。方法: 采用巢式 PCR 法和引物标记周期反应测定法,对云南疫区恶性疟原虫群体M SP 1基因分型,并对
代表株进行基因序列分析。结果: 30例云南恶性疟患者,检出 38个基因型虫株,其中M AD 20型是优势虫株, K1次
之, RO 33最少,并存在不同基因株混合感染现象。扩增片段序列分析表明,云南疫区的M AD 20型、K1型和RO 33
型均分别与国际上典型的M SP1、M AD 20、K1和RO 33等位基因代表株具有高度的同源性。结论: 以M SP1为基
因标记物的基因分型法,有助于掌握流行区疟原虫种群的基因特点、分布及流行特征。
关键词　恶性疟原虫　裂殖子表面蛋白 1　基因分型　DNA 序列分析　等位基因

　　恶性疟原虫的基因分型是近年来国际上的研究

热点。不同基因型的恶性疟原虫与虫株毒力、抗原变

异及抗药性有一定的关系。疟原虫裂殖子表面蛋白

1 (M SP1)是疟疾疫苗重要的候选抗原之一,该基因

的多态性为恶性疟疫苗的研制带来了一定的困难。

我国流行区恶性疟原虫群体的基因分型尚未见报

道。我们根据M SP1基因的特点,对云南省疫区流

行的恶性疟原虫进行了基因分型及测序。

材料和方法

血样标本及阳性对照

患者血样 30份采自云南省,经镜检和 PCR 法

证实为恶性疟或恶性疟和间日疟混合感染者[ 1 ]。恶

性疟原虫标准克隆株 T 9294株DNA (M AD 20等位

基因型) , T 9296株DNA (K1等位基因型) , RO 33株

DNA 均由英国国家医学研究院分子寄生虫学研究

室提供,作为阳性对照。健康人血样来自非疟区正常

供血源。

主要仪器试剂

PCR 仪 (Perk in E lm er TC2100) ,低温高速离心

机 (H earu s 产品) , 凝胶分析仪 (UV P GD S8000) ,

DNA 自动测序仪 (373A 型) ,耐热 T ag 酶 (Gene 公

司产品)。

样本的采集和D NA 制备

基本参照文献进行[ 2 ]。

等位基因引物设计与合成

恶性疟原虫M SP1基因被分为 17个区,包括保

守区、可变区和半可变区。M SP1 基因第 2 区

(M SP12R 2)具有多态性。据其多态性基因重复序列

的差异可分为 3 个等位基因家族[ 3, 4 ] , 即: M AD 20、

K1和RO 33。在每个等位基因家族内,由于重复单

位不同或个别碱基的差异而造成了不同恶性疟原虫

虫株M SP12R 2基因长度或序列的多态性。我们根

据已知的恶性疟原虫M SP12R 2基因序列和查寻比

较了核苷酸序列资料库 (GenBank) ,设计了 4 对引

物并由赛百胜公司合成和纯化。第一对引物用于套

式 PCR 的第一次扩增反应 (nest 1) ,另 3 对等位基

因特异的内引物用于第二次扩增反应 (nest 2)。引

物序列及扩增产物见表 1。
表 1　恶性疟原虫基因分型所用的引物序列

　　　Table 1 　Sequences of the ol igonucleotide pr imers
used to genotype P. f a lcip a rum

引物名称
p rim er

序列
sequence

扩增产物
PCR p roduct

M 12O F 5’2CTA GAA GCTTTA GAA GA TGCA GTA TTG23’ 保守区

M 12OR 5’2CTTAAA TA GTA TTCTAA TTCAA GTGGA TCA 23’ Conserved region (N est 1)

M 12M F 5’2AAA TGAA GGAACAA GTGGAACA GCTGTTAC23’ MAD20等位基因族
M 12M R 5’2A TCTGAA GGA TTTGTACGTCTTGAA TTACC23’ MAD20 fam ily2specific

A lleles (N est 2)

M 12KF 5’2AAA TGAA GAA GAAA TTACTACAAAA GGTGC23’ K1等位基因族
M 12KR 5’2GCTTGCA TCA GCTGGA GGGCTTGCACCA GA 23’ K1 fam ily- specific

A lleles ( N est 2)

M 12RF 5’2TAAA GGA GGGA GCAAA TACTCAA GTTGTTG23’ RO 33等位基因族

M 12RR 5’2CA TCTGAA GGA TTTGCA GCACCTGGA GA TC23’
RO 33 fam ily2specific

A lleles ( N est 2)

　　基因扩增鉴定和序列分析

恶性疟原虫M SP1 基因扩增及琼脂糖凝胶电

泳鉴定方法见文献[ 5 ]。

扩增的 PCR 产物采用Q iagen 公司 PCR 纯化

试剂盒进行纯化,以除去小片段的DNA 分子,剩余

的引物及 dN T P 等。用 373核酸自动序列分析仪测

序。将测出的不同等位基因型与GenBank 中的所有

及目前文献报道的恶性疟原虫基因进行查寻比较,

用BLA STN 程序进行基因同源性分析。
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结　果

1　恶性疟原虫M SP12R 2基因分型

云南省 30份恶性疟患者血样,用上述多对等位

基因特异引物共检测出 38 个基因型虫株。其中

M AD 20 等位基因株 22 个、K1 等位基因株 14 个、

RO 33等位基因株 2个。M AD 20基因型虫株是优势

虫株, K1次之, RO 33最少。根据不同等位基因家族

虫株电泳后各自基因长度的不同,M AD 20可分为 2

型 (YM 1, YM 2) , K1 分为 2 型 (YK1, YK2) , RO 33

为 1型 (YR 1)。多于 1ö5的患者为不同等位基因型

混合感染者 (表 2)。
表 2　云南省恶性疟原虫M SP1等位基因型感染率

Table 2　Infection rate of a lleles of P. f a lcip a rum M SP1 in Yunnan

感染类型
T ype of
infection

等位基因感染
A llele

infection

感染率%
(等位基因感染例数ö病人例数)
Infection rate % (N o. of allele

infectionsöN o. of patien ts)

单独感染 M AD 20 15ö30 (50% )

Single infection K1 7ö30 (23. 3% )

RO 33 1ö30 (3. 3% )

混合感染 M + K 6ö30 (20% )

M ixed infection M + R 0ö30 ( 0 )

K+ R 0ö30 ( 0 )

M + K+ R 1ö30 (3. 3% )

　　2　不同基因型序列分析结果

上述检出的M AD 20代表株YM 1及YM 2型,

K1 代表株 YK1 型和 RO 33 代表株 YR 1 型分别进

行基因序列鉴定。测序结果与美国N CB I基因数据

库有关序列进行同源性分析, 结果显示 YM 1 株为

169 bp ,与M AD 20 代表株巴布亚- 新几内亚恶性

疟原虫株M SP12R 2序列具有高度同源性。YM 2株

为 151 bp , 与M AD 20 株除了在 78～ 95 位缺失 18

个碱基外, 在第 98 位和 118 位各有单个碱基的突

变。两株均具有由特定基因编码的丝氨酸,甘氨酸,

甘氨酸 (SGG) , 丝氨酸, 缬氨酸, 丙氨酸 (苏氨酸)

[ SVA (T ) ]三肽重复的串联组成的M AD 20等位基

因型特征 (图 1)。YK1为 169 bp ,与M SP1的K1典

型代表株泰国 K1 株相应片段一致,具有特定基因

编码多个丝氨酸,甘氨酸,苏氨酸 (SGT )和丝氨酸,

甘氨酸, 脯氨酸 (SGP )串联组成的 K1 等位基因型

特征 (图 2)。YR 1为 153 bp ,与典型的RO 33型代表

株巴西B razil st ra in B 342 相应片段序列一致 (图

3)。

Png2MAD20 1A AA T GAA GGA ACA A GT GGA ACA GCT GTT ACA ACT A GT ACA CCT GGT TCA GGT GGT TCA 58

YM 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

YM 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

Png2MAD20 GTT ACT TCA GGT GGT TCA GGT GGT TCA GTT GCT TCA GTT GCT TCA GGT GGT TCA GGT GGC 118

YM 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

YM 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . - - - - - - - - - - - - - - - - - - . . a. . . . . . . . . . . . . . . . t 100

Png2MAD20 TCA GTT GCT TCA GGT GGT TCA GGT AA T TCA A GA CGT ACA AA T CCT TCA GA T 169

YM 1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

YM 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 151

Png2MAD20 N EGTSGTAV T TSTPGSGGSV TSGGSGGSVA　30

YM 1 N EGTSGTAV T TSTPGSGGSV TSGGSGGSVA　30

YM 2 N EGTSGTAV T TSTPGSGGSV TS- - - - GT　23

Png2MAD20 SVA SGGSGGS VA SGGSGN SR RTN PSD　56

YM 1 SVA SGGSGGS VA SGGSGN SR RTN PSD　56

YM 2 SVA SGGSGGS VA SGGSGN SR RTN PSD　50

图 1　M AD 20株与云南省恶性疟原虫YM 1, YM 2株M SP1第 2区
D NA 及氨基酸序列比较
横线“- ”示缺失的碱基或氨基酸

F ig. 1　Compar ison of D NA sequence of M SP1-R2 and deduced
am ino ac id sequence from M AD 20 allele and P. f a lcip a rum

isolates YM 1 and YM 2 from Yunnan.

D eletion s of base pa irs and am ino ac ids are marked by
“- ”.

N E E E I T T K G A S A Q S G T

Thai2k1 1 A AA T GAA GAA GAA A TT ACT ACA AAA GGT GCA A GT GCT CAA A GT GGT ACA 49

YK1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

S G T S G T S G P S G P S G T S P

Thai2k1 A GT GGT ACA A GT GGT ACA A GT GGT CCA A GT GGT CCA A GT GGT ACA A GT CCA 100

YK1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

S S R S N T L P R S N T S S G A S

Thai2k1 TCA TCT CGT TCA AAC ACT TTA CCT CGT TCA AA T ACT TCA TCT GGT GCA A GC 151

YK1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

P P A D A S

Thai2k1 CCT CCA GCT GA T GCA A GC 169

YK1 . . . . . . . . . . . . . . . . . .

图 2　K1株与云南省恶性疟原虫YK1株M SP1第 2区D NA 及氨基
酸序列比较

F ig. 2　Compar ison of D NA sequence of M SP1-R2 and deduced
am ino ac id sequence from K1 allele and P. fa lc iparum iso-

la tes YK 1 from yunnan.

K D G A N T Q V V A K P A G A

B razil2342 TA AA G GA T GGA GCA AA T ACT CAA GTT GTT GCA AA G CCT GCA GGT GCT 47

YR1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

V S T Q S A K N P P G A T V P S

B razil2342 GTA A GT ACT CAA A GT GCT AAA AA T CCT CCA GGT GCT ACA GTA CCT TCA 9

YR1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

G T A S T K G A I R S P G A A N

B razil2342 GGT ACT GCA A GT ACT AAA GGT GCT A TA A GA TCT CCA GGT GCT GCA AA T

YR1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

P S D

B razil2342 CCT TCA GA T G 153

YR1 . . . . . . . . . . . .

图 3　RO33株与云南省恶性疟原虫YR1株M SP1第 2 区D NA 及
氨基酸序列比较

F ig. 3　Compar ison of D NA sequence of M SP1-R2 and deduced
am ino ac id sequence from RO33 allele and P. fa lc iparum
isolates YR1 from yunnan.
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讨　论

不同株的恶性疟原虫存在着变异,这种变异的

基础是基因的多态性。某一地区恶性疟原虫种株的

基因分型及变异程度与患者的年龄、遗传特性有一

定的关系[ 6, 7 ] , 也与疟疾疫苗的效果评价密切相

关[ 8 ]。作者首次报道以M SP12R 2区为基因标记物,

检测出云南省恶性疟原虫种群同时存在着

M AD 20、K1、RO 33 三种基因型虫株, 其中M AD 20

为优势虫株。这与泰国疫区恶性疟原虫的基因型分

布相近似[ 5 ]。序列同源性分析证实了云南省存在的

三个不同等位基因型虫株分别与国际代表株具有高

度同源性。不同地理株的恶性疟原虫,其生物学特

性、对媒介按蚊的感染力、对人类宿主的免疫原性及

对抗疟药的敏感性存在明显差异,这在一定程度上

影响了疟疾的发病率和死亡率[ 9 ]。因此,应用 PCR

法研究恶性疟原虫基因多态性,可掌握疟原虫虫株

的遗传学特征,提高疟疾的诊断水平,同时能够根据

不同地理株疟原虫基因分型和分布情况,迅速确定

疾病的来源及判断传播趋势,为防治工作提供科学

依据。

　　本文得到姜洪杰教授和陈佩惠教授多方面的帮助,特此感谢!
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ABSTRACT

A IM : To iden t ify the geno type of m erozo ite su rface p ro tein 1 of P lasm od ium f a lcip a rum in Yunnan

P rovince and exp lo re the po lym o rph ism of M SP1 genes in geograph ica l characterist ics and genet ics.

M ETHOD S: N ested po lym erase cha in react ion w as app lied to geno typ ing of P. f a lcip a rum iso la ted in

Yunnan P rovince. Som e of parasite a lleles w ere sequenced by dye p rim er cycle sequencing. RESUL TS: In

30 P. f a lcip a rum infect ion s, 38 differen t a lleles w ere found. O f them , the dom inan t a llele w as a varian t of

M AD 20, w h ile w as K1 less and the RO 33 w as few. In addit ion, incidences of m ixed allele infect ion s w ere

ob served. Sequence analysis show ed tha t DNA sequences of M AD 20 , K1 and RO 33 alleles from Yunnan
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