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云南省不同地区恶性疟原虫MSA。1、MSA-2和Pf60.1基因多态性研究
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    裂殖户表而抗原M从 里和M从 2是编码裂殖子表面

抗嚎的多基因家簇.有大量的保守区和可变区 这个基因被

认为与恶性疟原虫的人侵，保护性免疫和免疫逃避有关_研

究表明该基因在高疟区‘低疟区及在不同的疟疾季节性传播
中表现出多态性’一‘ 为了解在云南不同疟疾流行区的恶

性疟原虫中该基因的多态性特征，以便对云南省疟疾有深入

的认识.进行了探索性调查

              5以 r八f人、ITAIAI一ICI”r门 t(、C3;

扩增反应总体积5()川含1火代取缓冲液 ;卜阳味各川Ij
二l1()l/卜上下游引物各04四1()}/1一ONA模板llj川 置r
PcR仪中预变隆925℃7n二，冷却至55飞加人11q酶从_

门浏)混匀 按以下反应条件循环3。次:92，飞刃。，”t
3t，;7‘3℃90、最后70℃延仲

15 PCR产物鉴定 取PCR户物8川与4创载样液混匀

加于含1%嗅乙锭的2%琼脂搪凝胶中，电冰 协二、!曰
在zF3紫外透射仪下观察0从气带型

2 结果

21 塞因多态性 169份样本用十M弘 ]划片、二和州

601的3个IJ(尺扩增，19份阴性，44个血样被同时扩增到

代R产物片段 在3个代叹反交中，观察到有限的基因多

态性 扩增出的等位基因片段以英文字母由大到小刊陌」.听
有等位基因的变异情况概括于表]中 MSA I基因扩增到

劲0一4胡bp的7个不同片段.有两个优势多态等位基因
310和3巧bp.分别占肠.5%和6()4% 同样.特异的

MSAZ基因可扩增出6个2阳 一63obp的片段 其中6O0

和540饰占优势地位 约7。% 9个样本显示双带 }IJ仅2
个带型相同 P工60 1产生4个240 4001)1〕的多态基因片
段.以313饰片段为优，其频度91.4%、

          表 1 恶性疟分离株中的等位菩因多态性惰况
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1 材料与方法

11 主要试别和仪器 D闰A决速提取试剂盒 1)与、扩增

试钊盒和孔q酶等试剂购自上海复华件物技术公司 引物
由_1匕京赛百盛公司合成 热盖式基因扩增仪和尸八C300电
泳(义B10」又八1〕)

飞二 样本来源 16Q份血样均采自恶性疟现症病人，男1抢
}、.女57人.年龄3一56岁_用新华滤纸涂制干血滴，自然

下噪.单个塑袋封装.携带或邮寄至试验室.低温干燥保存

研有样本经镜检确定虫种 用白细胞计数法测定原虫密度

7(l份未计数〕为75一42500个/ld血 13份血样来自我所
建立的恶性疟原虫库，其原虫密度为3%一5%工赶f 这些血

样来网西双版纳、思茅、红河、德宏、临沧和缅甸、老挝、越南
边境等地

13 D丫A提取

131 虑纸=上滴 1997年前使用川ORA 试剂盒(编

码7326212和7326211)提取。以后改用5%Chd。一1阴煮

沸法提取:将含虫血滤纸剪碎.置于小管中，加去离子水1!月

溶血，离.山12。。。9卜snlrl，去上清液，加18D闪已预热的
95r5火、Chelex10O悬液于滤纸和沉淀物中.煮沸10on_

取二清再离心1次.留上清于4℃或20℃备用，作为PCR

模板

13二 全皿或皿涪寿七 取血样加Olnl用pH72P釜洗
洛 1:10)后.加1%皂素溶液于冰 仁溶血smln.离心 12000

:从1。去}清，丙用1，咫液洗涤1次、以下步骤同!
14 PCR扩增 引物M队 上.MsA一2和叫601直接引用

士发表的文献_6.7

    M凡入一1 5G入、“八1以AGI人IvlGACAG(弓3‘，

            5’仁A6丁丁C下Tl、八Al八C飞气GAACA八舫3‘

    M5丫2 5GAC已八1八A口;AG八八C丁A丁GG3‘.

            界盯〔，，飞G飞勾C下了丁A‘一ICll少飞(二G了;

    Pf(l(115T(义丁八叮 A匕八八cUIAG丁GG丁A八13‘
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二2 种群基因咭构 93.6%门36/156)样本只v增到1条

带亏，提小对于每 一个现症病人可能只含有单 原虫5t隆簇

感染_值得一提的是.6. 5% (9/138)来自高疟区励腊和德宏

州的分离株出现2个以上的MSA-2基因扩增片段，反映出

有一定的混合感染存在_在云南不同地区均观察到上面提

到的各种等位基因带型，并且，如果使用这3个基因的带型

作为标志物描述基因图1e则无 样本相同.提示T南的恶

rIF疟原虫种群结构是复杂的

_. _   st;l}分布特征 Pf 60. 1和VISA 1的等位基因型虽分

别有a和7型.{}其地理频度分布无明显差异{另文报道)

}1SA2的等位基因型有一定的地域特征 在石南红河流域.

以600听，带型为主;在云南高疟区动腊和德宏州.以600和

540bp带型占优势 且含有所有带型特别是双带型_

如非洲.比低疟Ix.存在更复杂的基因多态日友现 找们的研
究结果支持了这一观点
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3 讨论

    木义应用特异PC R方法检测了编玛恶It疟原虫裂殖t'

表面抗原蛋白MSA 1和MSA-2基四以及Pf 60工多基因家

簇的基因多态性 分析结果表明在云南这3个基因的多态

性是有限的 这一观察结果与最近从小同疟疾流行区对

%15A1和MS.A2基因多态的 一系列研究’盛表明，在不同
程度的忙疾流行区 以上基因的多态性明显不同一高疟区，
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开封市小学生蠕形蜡感染情况调查

王国英 都景芳 孙伟力
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    1998一2000年.我们在每年的9,10月份.对开封市的
割.分小学生进行了蠕形蜻感染调查

1 调查对象

    为开封市区4听小学的学生.共、390人l男740人，女
650人J.其中二年级480人，年龄7一8岁;四年级490人.年
龄9一111岁;六年级420人，年龄11一12岁

2 方法

:1挤压涂片法 用拇指挤压受检者两侧鼻翼及鼻尖部，
将溢出支脂用沽水笔尖的后端刮取，再用大头针尖端挑下置
丁1旁有甘油滴的载玻片上将皮脂涂匀，加盖玻片，镜检
22 透明胶纸钻贴法 将红狮牌透明胶带剪为6 -x 1.8
二:)、小，1法干一洁净载玻片上，嘱受检者夜晚睡f3i!洗净面
t} .将咬带贴于鼻尖及两侧鼻翼部.次晨洗脸前将胶带取下
钻于载玻片匕汗意将狡纸贴平 镜检_

二0.43,Y>0.05),共检查3次，行周I次 第1次用挤压
涂片法，第2,3次用透明胶纸法对第1,2次检查中的原阴性
者进行检查，检查],2,3次的累计阳性人数分别为520.620
和650人 累计阳性率分别为37.4%(521//1 390)、 4-.6%
(620/1 390)和46. 8 % ( 650 /1 390〕不同检查次数的阳性

率间差异有非常显著胜意义(-k-一27.2. P<0.005)
    二、四‘六年级的感染率分别为250%( 120/48(1),

55. 1 'H, (270 /4911)和61. 9 % (2601120) .3个年级问的感染率

差异有非常显著ft意SC才一143.17,P<0.005)六年级
男、女生感染率分别为50.0% (130/260)Rl 81.3"i,(130/
160).两者间差异有非常显著性意义‘才二41.01.P<
0.005)

    受检者中.共用洗具者感染率为46.00a1640/1 310).
独用洗具者感染率为12.5 w, (10B0)

3 结果

    检查]390少，累计阳胜人数650人 受检学土总感染
书为46. 8 0a , 650;1 390) .男、女生感染率分别为45. 9 %
340.740和47.70%(310/650),两者差异无显著性意义‘才

作者单位:河南大学玉学院病原教研窄，开列 4750101

4 讨论
    蠕形蜡感染的检出率与t0出次数有 定走系 本次调

查，〕次检查阳性K"i总阳t人数的80.0 犯小()5O).二次

检查累计.to性人数占总阳性人数的9; 411v,1.620/650)因
此 1次捡查结果为阴vi.者.可考虑增加yl} f}--次数 以提高检
出率 调查发现，共用洗具者感染率大大高亏独用洗具者，
因此应对小学生加强健康教育，使他们i , "fl, 1} b蠕形蜗的知
识 以防目身受染_
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