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犬贾第虫病毒转染载体介导的锤头状核酶
对 KRR1基因体外转录体切割效果的研究

陈丽凤 1, 2, 李建华 1 *, 邹亚学 2, 赵月平 1, 曹利利 1, 张西臣 1

揖摘要铱 目的 检测犬贾第虫病毒介导的锤头状核酶对犬贾第虫滋养体核仁功能性蛋白 KRR1基因体外转录体切
割效率遥 方法 将两端携带反义 KRR1基因的锤头状核酶(ribozyme, R酶)插入犬贾第虫病毒渊Giardia canis virus, GCV冤
转染载体中, 构建两个核酶嵌合型犬贾第虫病毒载体院 短反义序列, 上游及下游均为 21个碱基, 形成重组质粒 KRzS曰
长反义序列, 上游为 288个碱基, 下游为 507个碱基, 形成重组质粒 KRzL遥 另设两种阴性对照, 即重组质粒 TRzL(即 R
酶两端含虫体反义磷酸丙糖异构酶基因, 上游为 324个碱基, 下游为 380个碱基)和重组质粒 PKR(即犬贾第虫病毒转染
载体中仅有 KRR1 基因的反义片段而无 R 酶功能区)遥 应用荧光实时定量 RT鄄PCR 法检测嵌合型锤头状核酶体外对
KRR1 基因 mRNA切割活性遥 结果 KRzS尧 KRzL转录体对 KRR1 基因体外转录 RNA切割效率分别达到 74.0%和
81.1%遥 而 PKR对 KRR1 mRNA反转录的影响较小, RT鄄PCR效率仅降低 12.0%遥 TRzL对 KRR1 mRNA反转录几乎无影
响遥 结论 犬贾第虫病毒介导的锤头状核酶对 KRR1基因体外转录体能进行有效切割, 为以后的体内锤头状核酶对
KRR1基因表达抑制试验提供依据遥
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The Cleavage Activity of GCV Transfer Vector鄄mediated
Hammerhead Ribozyme for KRR1 in vitro Transcript
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揖Abstract铱 Objective To detect the cleavage activity of Giardia canis virus (GCV) transfer vector鄄mediated

hammerhead ribozyme for KRR1 in vitro transcript. Methods Giardia, a most primitive eukaryote, has KRR1 protein
responsible for ribosome biosythesis. cDNA encoding hammerhead ribozyme flanked with various lengths of antisense RNA
was cloned into a viral vector pGCV634/GFP/GCV2174 derived from the genome of GCV, KRzS flanked with 21 nt
KRR1 antisense RNA on each arm, or KRzL flanked with 288 nt and 507 nt KRR1 antisense RNA. At the same time,
two control groups were established: PKR without the inserted ribozyme, and TRzL flanked with 324 nt and 380 nt
triosephosphate isomerase (Tim) antisense RNA. The cleavage activity of GCV transfer vector鄄mediated hammerhead
ribozyme for KRR1 in vitro transcript was then analyzed by absolute real鄄time quantitative RT鄄PCR. Results The in
vitro cleavage activities on KRR1 mRNA of the two ribozyme KRzS or KRzL were 74.0% and 81.1% respectively by the
absolute real鄄time quantitative RT鄄PCR. The two control groups, PKR or TRzL, showed no effect on KRR1 mRNA in
vitro. Conclusion The GCV transfer vector鄄mediated hammerhead ribozyme shows a high cleavage activity for KRR1 in
vitro transcript, which demonstrates the feasibility of using a viral vector to express a ribozyme targeted at a specific
mRNA in Giardia to reduce the expression of a specific gene.

揖Key words铱 Giardia canis virus；Transfer vector；Hammerhead ribozyme；KRR1 protein
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核仁是普遍存在于真核细胞间期核中的最显著结

构, 它是 rDNA 转录和核糖体亚基组装的场所遥 由于
贾第虫缺少核仁等结构, 长期以来被认为是最古老的
低等的真核生物之一咱1暂遥最近研究发现, 没有核仁的贾
第虫, 却具有参与真核细胞核仁前体 RNA渊precursor
RNA冤合成加工的同源基因, 即核仁功能性蛋白 KRR1
基因咱2暂遥 核仁 pre鄄RNA 合成加工是非常复杂的, 由大
量的蛋白因子参与, 其中被详细描述过的有核仁纤维
蛋白尧核仁素及 NOP52等咱3, 4暂, 而 KRR1蛋白在贾第虫
体内的确切生理功能尚不十分清楚遥 如果通过改变贾
第虫体内 KRR1基因的表达来观察对贾第虫的影响,
也许对了解 KRR1基因在贾第虫 pre鄄RNA合成中的
作用可提供参考依据遥 本研究拟将两端携带不同长度
的反义 KRR1基因的锤头状核酶插入到犬贾第虫病毒
(Giardia canis virus, GCV) 转染载体中, 构建核酶嵌
合型犬贾第虫病毒载体, 其体外转录体经电穿孔方法
转染犬贾第虫, 通过犬贾第虫病毒介导的锤头状核酶
对 KRR1基因 mRNA进行切割, 从而抑制 KRR1基因
在犬贾第虫体内的表达遥 为了确保体内转染抑制试验
的可行性, 首先对犬贾第虫病毒转染载体介导的锤
头状核酶对 KRR1基因体外转录体切割效果进行了
研究遥

材料与方法

1 犬贾第虫携病毒株

由本室原代培养并保存咱5暂遥

2 质粒和载体

载体 pGCV631/GFP/GCV2174,是由本室构建的犬
贾第虫病毒转染载体咱6暂遥 载体 pMD18鄄T购自宝生物工
程渊大连冤有限公司遥

3 主要试剂

培养基所用试剂为美国 Sigma公司产品, T7体外
转录试剂盒为美国 Promega公司产品遥 大肠埃希菌
DH5琢株为本室保存遥 DNA片段回收试剂盒尧 焦碳酸
二乙酯(diethylpyrocarbonate, DEPC)购自北京鼎国生物
技术发展中心遥

4 引物的设计与合成

根据磷酸丙糖异构酶渊Tim冤尧 锤头状核酶尧 载体
pGCV631/GFP/GCV2174 以及核仁功能性蛋白 KRR1
基因序列特征, 设计下列引物遥
631F: 5忆鄄GGAAGGAGTGCCAGGCCATTACC鄄3忆,

TF1: 5忆鄄TCTAGAATGCCTGCTCGTCGCCCCTTC鄄3忆,
TR1: 5忆鄄TGCGTCTTTCAGAGTGCCCTCTGATGATGTCCGTGAGGACGA鄄

ATATCACATGCTTCAAACC鄄3忆,
TR2: 5忆鄄TCTAGAATCGATCTGCGTCTTTCAGAGTGCCCT鄄3忆,
TF3: 5忆鄄ATCGATAATCATGGGGGAGACCGACG鄄3忆,
TR3: 5忆鄄ATCGATCACTGGCCAAGCTTCTCGCAG鄄3忆,
KRR1F: 5忆鄄CAGTTCTAGAATGACCGGGCGAACTGACG鄄3忆,
KRR1R: 5忆鄄GACTTCTAGAAATTAAAGGCCATCACTAGGG鄄3忆,
T7KF: 5忆鄄GCTAATACGACTCACTATAGGATGACCGGGCGAAC鄄3忆,
65NT: 5忆鄄TACGCACGAGGCCAACTCCGCCTGATGATGTCCGTGAGGA鄄

CGAAACTTGCTCCCATGACTGCAAC鄄3忆,
KSF: 5忆鄄GACTTCTAGATACGCACGA鄄3忆,
KSR: 5忆鄄GACTTCTAGAGTTGCAGTC鄄3忆,
KLR2: 5忆鄄GACTTCTAGAATCGATTACGCACGAGGCCAAC鄄3忆,
KLF3: 5忆鄄GACTATCGATATATAGTCACAGATTGCATTG鄄3忆,
KLR3: 5忆鄄GACTATCGATGCAGTCGTCGCGGAAGTAT鄄3忆,
KRTF: 5忆鄄GCCCTAATGCTCAAACACTCAAG鄄3忆,
KRTR: 5忆鄄CCGTTCAATGCAATCTGTGACTAT鄄3忆,
KRTP: 5忆鄄FAM鄄CGAGGCCAACTCCGCGACTTGCTC鄄ECLIPSE鄄3忆遥
其中有下划线部分为锤头状核酶, 斜体带下划线

部分为 T7启动子遥 引物及探针均由宝生物工程(大连)
有限公司合成遥

5 犬贾第虫滋养体总核酸的提取

取纯化的犬贾第虫滋养体 2伊107个, 加入裂解液
咱100 mmol/L NaCl, 20 mmol/L 乙二胺四乙酸(EDTA),
20 mmol/L Tris窑HCl pH 7.5, 2%十二烷基磺酸钠(SDS),
蛋白酶 K 2 mg/ml暂, 液氮冻融 3次 (液氮中冻 5 min,
23 益水浴 10 min), 56 益水浴 2 h,用酚/三氯甲烷抽提
总 RNA, 上清加 1/10体积乙酸钠(3 mol/L, pH 5.2)和 2
倍体积的冷乙醇, -20 益冰箱中放置 2 h, 4 益 12 000伊g
离心 30 min, 用 70%冷乙醇淋洗, 倾去上清, 用滤纸
吸干, 真空抽吸 2耀3 min, 加入 50 滋l无 RNA酶水溶
解核酸, 1.0%琼脂糖凝胶电泳分析, -70 益保存备用遥

6 目的基因的扩增

按下列顺序对目的基因进行 PCR扩增,反应条件
为院取模板 1 滋l, 10伊PCR 缓冲液 5 滋l, 脱氧核苷三磷
酸渊dNTP) 各 2.5 mmol/L) 4 滋l, 上尧 下游引物 (10
pmol)各 1 滋l, Taq 酶(5 U/滋l) 1 滋l, 加 ddH2O至总体积
50 滋l遥 反应参数为 :变性 94 益 1 min, 退火 57 益
1 min,延伸 72 益 1 min, 30个循环后于 72 益延伸 10
min遥 1.0% 琼脂糖凝胶电泳后, 用试剂盒回收 PCR产
物溶于 20 滋l TE缓冲液中 渊含 10 mmol/L Tris窑HCl,
pH 8.0), 1 mmol/L EDTA鄄Na2 (pH 8.0)遥
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模板 /上下游引物 /目的基因, 依次为:
犬贾第虫滋养体总核酸 / TF1, TR1 / TL1;
TL1 / TF1, TR2 / TL2;
犬贾第虫滋养体总核酸 / TF3, TR3 / TL3;
犬贾第虫滋养体总核酸 / KRR1F, KRR1R /核仁功能性蛋白

KRR1基因;
KRR1基因 / T7KF, KRR1R / T7K;
65NT / KSF, KSR / KS;
KRR1基因 / KRR1F, 65NT / KL1;
KL1 / KRR1F, KLR2 / KL2;
KRR1基因 / KLF3, KLR3 / KL3遥
7 重组质粒的构建

将扩增的 PCR产物分别与 pMD18鄄T载体连接即
得重组质粒 pMD/TL1尧 pMD/TL2尧 pMD/TL3尧 pMD/
KRR1尧 pMD/KS尧 pMD/ KL1尧 pMD/KL2及 pMD/KL3, 转
化感受态菌 DH5琢, 提取质粒后进行酶切鉴定及测序遥

将重组质粒 pGCV634/GFP/GCV2174和 pMD/ TL2尧
pMD/KL2尧 pMD/KRR1尧 pMD/Tim及 pMD/KS均用Xba玉

进行单酶切, 回收 pGCV634/GCV2174线性化载体和
TL2尧 KL2尧 KRR1及 KS片段,通过 T4 DNA连接酶将
pGCV634/GCV2174线性化载体与 TL2尧 KL2尧 KRR1及
KS 片段分别进行连接即得重组质粒 pGCV631/TL2/
GCV2174 渊PTL2冤尧 pGCV631/KL2/GCV2174 渊PKL2冤尧
pGCV634/KRR1/GCV2174渊PKR冤及 pGCV631/KS/GCV2174
渊KRzS冤, 并以此 4个重组质粒为模板, 用 631F和 KL2F尧
631F和 KRR1F尧 631F和 TimF尧 631F和 KSF,共 4对
引物分别进行 PCR, 鉴定插入片段的正反向, 保留反
向插入重组质粒遥
将重组质粒 PTL2尧 KRzL2尧 pMD/TL3及 pMD/ KL3

均用 Cla玉进行单酶切, 回收 PTL2尧 KRzL2线性化载
体和 TL3尧 KL3片段, 通过 T4 DNA连接酶连接即得重
组质粒 pGCV631/TL3/TL2/GCV2174 渊TRzL冤 和 KL3/
KL2/GCV2174 渊KRzL冤, 以此重组质粒为模板, 用

631F和 KLF3尧 631F 和 TF3两对引物进行 PCR, 以
鉴定插入片段的正反向, 保留反向插入的重组质粒
渊图 1尧 图 2冤遥

8 体外转录

用扩增的 T7K基因和重组质粒KRzS尧 KRzL尧 PKR
及 TRzL经 Not玉酶切线性化后作为模板,应用 T7体外
转录试剂盒进行体外转录 , 37 益反应 30 min, 加
1 滋l DNAse消化 DNA模板后, 电泳观察转录结果,并
进行定量分析遥

9 犬贾第虫病毒载体介导的锤头状核酶切割 KRR1
基因体外转录体活性的检测

9.1 犬贾第虫病毒载体介导的锤头状核酶体外切割

KRR1基因体外转录体 将制备的 KRzS尧 KRzL尧 PKR
及 TRzL的转录产物 RNA与 T7K转录的 RNA以分子
1 颐 1的比例混合于 50 mmol/L Tris窑HCl渊pH 8.0冤溶液
中, 95 益 3 min, 37 益 5 min, 室温下轻轻离心后再
37 益 5 min, 最后加入 MgCl2 至终浓度 10 mmol/L,
37 益 3 h启动切割反应, 同时设立阴性对照遥
9.2 标准曲线的绘制 取 9伊106 pg T7K转录的产物
KRR1 RNA, 以随机 6 核苷酸为引物进行 RT 反应
渊20 滋l冤 , 用稀释液将 cDNA溶液按 1 颐1尧 1 颐10尧 1 颐102

噎噎1 颐108梯度稀释, 各取 2 滋l 在荧光实时定量 PCR

图 1 重组质粒 KRzS尧 KRzL的构建
Fig.1 The construction of recombinant plasmid of KRzS, KRzL

图 2 重组质粒 PKR尧 TRzL的构建
Fig.2 The construction of recombinant plasmid of PKR, TRzL
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扩增仪 (型号: ABI PRISM7000, 美国)上进行 PCR反
应遥 此时PCR反应液中的 cDNA添加量分别相当于
从9伊105尧 9伊104尧 9伊103尧 9伊102尧 9伊101尧 9伊100尧 9伊10-1

及 9伊10-2 pg的 RNA反转录得到的 cDNA量, 每个梯
度设 3个重复遥
9.3 犬贾第虫病毒载体介导的锤头状核酶切割 KRR1
基因体外转录体活性检测 切割反应完成后, 以随机 6
核苷酸引物进行 RT反应渊20 滋l冤, 各取 2 滋l 进行实时
定量 PCR反应, 用以检测锤头状核酶切割 KRR1基因
体外转录体的切割效率遥

结 果

1 目的片段的扩增

通过 PCR扩增, 均得到了与预计大小一致的目的
片段渊图 3冤遥

2 重组质粒的构建

经酶切鉴定和序列测定证明成功构建了重组质粒

pMD/TL1尧 pMD/TL2尧 pMD/TL3尧 pMD/KRR1尧 pMD/
T7K尧 pMD/KS尧 pMD/KL1尧 pMD/KL2及 pMD/KL3渊图
4冤遥 重组质粒 KRzL尧 PKR尧 TRzL尧 KRzS均用 Xba玉
进行单酶切, 并用 631F 和 KLF3尧 631F 和 KRR1F尧
631F和 TF3尧 631F 和 KSF 等共 4 对引物分别进行
PCR及正反向鉴定渊图 5冤, 均证明获得了反向插入的
重组质粒遥
3 体外转录

用目的基因 T7K和重组质粒 KRzS尧 KRzL尧 PKR
及 TRzL经 Not玉酶切线性化后作为模板, 应用 T7体
外转录试剂盒进行体外转录, 电泳结果显示转录 RNA
完整(图 6), 符合转染条件遥定量分析显示 T7K尧 KRzS尧
KRzL尧 PKR及 PKT转录 RNA浓度分别为 9.0尧 8.9尧
9.3尧 9.2及 8.7 滋g/滋l遥

1耀5院 重组质粒袁 1院 KRzL, 2院 KRzS, 3院 PKR, 4院 TRzL, 5院 T7K遥
1-5院 In vitro transcription, 1: KRzL, 2院 KRzS, 3院 PKR, 4院 TRzL,
5院 T7K respectively.

图 6 重组质粒体外转录
Fig. 6 In vitro transcription of the recombinant plasmids

1 2 3 4 5

M院 DNA标志物 (DL2000), 1耀8院重组质粒袁 1院 pMD/TL1, 2: pMD/
TL2, 3: pMD/TL3, 4: pMD/KRR1, 5: pMD/KS, 6: pMD/KL1, 7:
pMD/KL2, 8: pMD/KL3遥
M院 DNA marker (DL2000), 1-8: Recombinaut plasmids, 1: Products of
pMD/TL1, 2: pMD/TL2, 3: pMD/TL3, 4: pMD/KRR1, 5: pMD/
KS, 6: pMD/KL1, 7: pMD/KL2, 8: pMD/KL3.

图 4 重组质粒 Xba玉单酶切鉴定
Fig. 4 Enzyme鄄digestion profile of recombinant plasmids by Xba玉

2 000
1 000750500250100

M 1 2 3 M 4 5 6 7 8
bp

M院 DNA标志物 (DL2000), 1耀8院 重组质粒袁 1院 KRzS, 2院 PKR, 3院
PKL2, 4院 KRzL, 5院 PTL2, 6院 TRzL
M院 DNA marker (DL2000), 1-8: PCR products, 1: KRzS, 2: PKR, 3院
PKL2, 4院 KRzL, 5院 PTL2, 6院 TRzL

图 5 重组质粒插入片段的正反向的 PCR方向鉴定
Fig.5 Direction identification of insertion element of

the recombinant plasmids
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M院 DNA标志物 (DL2000), 1耀8院 目的片段袁 1: TL1, 2: TL2, 3:
TL3, 4: KRR1, 5: KL1, 6: KL2, 7: KL3, 8: KS PCR
M院 DNA marker (DL2000), 1-8: PCR products, 1: TL1, 2: TL2, 3:
TL3, 4: KRR1, 5: KL1, 6: KL2, 7: KL3, 8: KS.

图 3 目的片段的扩增
Fig.3 The PCR products of objective fragments
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4 犬贾第虫病毒载体介导的锤头状核酶切割 KRR1
基因体外转录体活性的检测

4.1 标准曲线的绘制 本试验检测到 KRR1 RNA
0.09耀900 000 pg相当量的 cDNA遥 标准曲线的线性关
系良好, 相关系数为 0.997, 在实验浓度范围内能够进
行准确定量遥
4.2 切割效果检测 结果显示 KRzS尧 KRzL体外转录
RNA对 KRR1 RNA的切割效率显著, 分别达到 74.0%
和 81.1%遥 而 PKR对 KRR1 RNA反转录的影响较小,
RT鄄PCR效率仅降低 12.0%, TRzL对 KRR1 RNA反转
录几乎无任何影响渊图 7冤遥

讨 论

贾第虫病毒(GLV) 是专性寄生于贾第虫体内的病
毒遥 GLV具有高度宿主特异性, GLV及其 cDNA体外
转录体具有感染性,小而稳定尧 易于纯化, 感染效率
高, 每个细胞可达 105个而不影响虫体正常形态,对细
胞生长无毒性遥 因此以 GLV建立一种 RNA病毒转
染系统或一种真核表达载体具有明显的优点遥 近年

来反向遗传学技术的兴起为贾第虫病毒载体的构建提

供了技术保障遥核酶是一类具有酶特性的 RNA分子,
通过催化靶位点 RNA链中磷酸二脂键的断裂,特异性
地剪切底物 RNA分子, 从而阻断基因的表达遥 核酶种
类较多, 其中锤头状核酶与发夹型核酶分子较小, 结
构简单, 人工设计容易, 应用较广遥 锤头状核酶是由
11个保守的核苷酸组成的催化核心以及 3个由互补
碱基构成的茎渊玉耀芋冤遥根据茎玉和芋的不保守性, 可
以设计出具有保守性的催化核心和茎域, 以及两端与
特异性底物结合的侧翼序列锤头状核酶, 该酶起反式
切割作用咱7暂遥

Dan等咱8暂为确定丙酮酸鄄铁氧化还原蛋白酶渊pyru鄄
vateferrodoxin oxidoreductase, PFOR冤是否为虫体生长
所必需,虫体无氧代谢的原动力,虫体对甲硝唑敏感的
原因等, 将编码带有不同长度反义 PFOR mRNA的核
酶 cDNA克隆至贾第虫病毒载体 渊WB 株冤PC631pac
中, 在导入转染细胞中表达 R酶来切割 PFOR mRNA
从而阻断 PFOR基因的表达, 该研究首次证明贾第虫
病毒载体能够用于贾第虫蛋白质的功能性研究遥 目前
以贾第虫病毒改造的载体系统已成功应用于外源基因

的表达, 基因结构和功能分析尧 蛋白质功能性研究等
各个领域, 显示出广泛的应用前景遥
本研究根据锤头状核酶的特点和设计原则人工合

成了一个由 23核苷酸组成的锤头状核酶,其中茎玉和
芋设计成不同长度的反义 KRR1臂, 将编码带有不同
长度反义 KRR1 mRNA的锤头状核酶 cDNA克隆至犬
贾第虫病毒(GCV)载体中, 在 GCV基因 cDNA的 5忆端
634核苷酸和 3忆端 2 274核苷酸之间插入绿色荧光蛋
白基因(GFP)构建 PC634GFP遥 把 23个核苷酸组成的
R 酶功能区插入不同长度的 KRR1 反义 RNA 之间,
以在特定位点渊508耀509冤切割虫体 KRR1 mRNA, 一
种是短反义序列,上游 21个碱基, 下游 21个碱基, 形成
R酶 KRzS曰 另一种是长反义序列, 上游 288个碱基, 下
游 507个碱基, 形成 R酶 KRzL遥

另作两种阴性对照, 一是 TRzL, 含虫体磷酸丙糖
异构酶 mRNA的两个片段, 上游 324个碱基, 下游
380个碱基曰 二是反义 KRR1, 仅有 KRR1 mRNA的
反义片段而无 R酶功能区遥应用荧光实时定量 PCR方
法检测嵌合型锤头状核酶体外对 KRR1 基因体外转录
体 RNA切割活性, 结果显示 KRzS尧 KRzL体外转录体
对 KRR1 基因体外转录 RNA的切割效率显著, 分别
达到 74.0%和 81.1%, 而对照组几乎无切割活性, 表明
锤头状核酶对目的基因 mRNA的特异有效切割结构要
素为核酶两端必须携带反义目的基因序列, 其长度对
切割效率似乎影响不大遥 本试验为以后进行体内犬贾
第虫病毒介导的锤头状核酶对 KRR1基因表达抑制试
验提供了参考依据遥
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图 7 犬贾第虫病毒介导的锤头状核酶对 KRR1基因
体外转录体切割效果

Fig.7 The cleavage activity of Giardia canis virus鄄mediated
hammerhead ribozyme for KRR1 in vitro transcript
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作者单位院 湖州市疾病预防控制中心袁 湖州 313000

2006年 10月 4耀24日袁 浙江省湖州市安吉县发生一起当
地感染疟疾疫情袁 共发现间日疟病例 4例袁 报告如下遥

1 病例

病例 1袁 女性袁 59岁袁 杭垓镇磻溪村农民遥 2006年 9月
20日患者不适袁 卫生服务站按 野感冒冶 治疗 3 d遥 9月 28日出
现不规则发热袁 镇卫生院门诊以 野呼吸道感染冶 治疗 3 d遥 10 月
2日到县人民医院检查袁 血常规院 WBC 1.3伊109/L袁 血红蛋白
(Hb) 87 g/L袁 血小板 (PLT) 32伊109遥 X线胸片检查院 两肺纹理
增多袁 按 野肺部感染冶袁 返回镇卫生院治疗袁 给予抗菌消炎和
对症治疗袁 制作血涂片袁 10月 4 日经安吉县疾病预防控制中
心镜检确诊为间日疟遥 此为 2006年安吉县首例疟疾病例遥 患
者近 1个月无外出尧 输血和供血史袁 家庭成员及居住地附近无
疟疾患者遥 但 8月份安徽省宁国县的亲戚曾来家暂住 20余天袁
离开 1个月后该例患者发病遥 结合临床症状及实验室检验结
果袁 判定为当地感染遥 给予氯喹/伯氨喹 8天疗法袁 未再发热袁
第 3天出院遥 一周后复查血片袁 阴性遥
病例 2袁 女性袁 49岁袁 杭垓镇桐坑村农民遥 2006年 10月

9日因发热就诊袁 村卫生室以 野感冒冶 治疗遥 15日 10时再次
出现高热袁 反复发热 1 周袁 发热前有寒战袁 入住镇卫生院诊
治遥 给予抗菌消炎和对症治疗袁 制作血涂片袁 经安吉县疾病预
防控制中心镜检确诊为间日疟遥 用氯喹/伯氨喹 8 天疗法袁 服
药当天体温开始下降袁 症状消退袁 出院遥 患者距上述病例 1居
住地约 5 km袁 但无接触史遥 既往无疟疾病史袁 近 1个月内无
外出尧 输血和供血史遥 家庭成员 1个月内无发热史遥 家中不
使用蚊帐袁 平时用驱蚊剂遥 确诊为当地感染遥

病例 3袁 男性袁 10岁袁 杭垓镇桐坑村学生遥 2006年 10月
14日发热袁 卫生服务站以 野发热尧 感冒冶 治疗 3 d袁 后转镇卫
生院以 野发热待查冶 治疗遥 10月 18日出现高热住院袁 先有寒
战袁 后发热 5 d遥 给予抗菌消炎和对症治疗袁 经安吉县疾病预
防控制中心镜检确诊为间日疟遥 用氯喹/伯氨喹 8天疗法袁 服
药当天体温开始下降袁 症状消退袁 出院遥 患者与病例 2相距约

2 km袁 流行病学情况与病例 2相似袁 但近 1个月曾有安徽省广
德县亲戚到家做客住宿一晚遥 确诊为当地感染遥

病例 4袁 男性袁 43岁袁 杭垓镇高村农民遥 2006年 10月 11日
起隔天发热尧 寒战袁 连续 6耀7次遥 23日镇卫生院以 野发热待
查冶 治疗袁 镜检疟原虫阴性遥 24日再次出现高热尧 寒战袁 镇
卫生院给予抗菌消炎和对症治疗袁 血涂片复查袁 经安吉县疾病
预防控制中心镜检确诊为间日疟遥 用氯喹/伯氨喹 8天疗法袁
服药当天体温开始下降袁 症状消退袁 出院遥 患者距前 3病例居
住地均远于 5 km袁 无接触史遥 根据相似的流行病学条件判断袁
确诊为当地感染遥

2 讨论

浙江省湖州市安吉县杭垓镇已连续 10年未发生疟疾遥 本
次检出的 4例间日疟病例袁 均有较典型的临床症状袁 均未能及
时确诊遥 按照流行病学调查结果判断袁 均为当地感染遥 表明当
地仍然存在传播疟疾的条件遥

随着社会经济发展袁 人口流动频繁袁 传染源的输入尧 输出
亦随之增多遥 发生病例的杭垓镇与安徽省广德县尧 宁国县交
界遥 2005 年安徽省出现疟疾大面积暴发流行袁 1耀8 月报告
5 743例袁 发病率为 0.89/万 咱1暂遥 湖州市各县区近年来均有数例
来自安徽省的输入性疟疾病例发生遥 因此袁 做好流动人口的疟
疾监测袁 特别是来自疟区人员的监测和管理袁 尤其重要遥

安吉县作为浙江省疟疾重点监测县袁 今后应当进一步加强
对 野三热病人冶 (疟疾尧 疑似疟疾尧 不明原因发热) 血检袁 加
强防治疟疾知识宣传培训及督导尧 检查遥 做到及时发现尧 及时
治疗遥
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