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揖摘要铱 目的 分析甘肃省文县内脏利什曼病流行区人群利什曼原虫无症状感染现状袁 评价 PCR尧 ELISA和 rK39
免疫层析试条法检测利什曼原虫无症状感染的潜能遥 方法 2004年 10月在甘肃文县对 269例无内脏利什曼病现症及
病史的人群采取随机取样法采集静脉血袁 分别用 RV1鄄RV2和 K13A鄄K13B两组 PCR引物检测血样中的利什曼原虫特异
DNA袁 以利什曼原虫可溶性抗原为包被抗原的 ELISA法和 rK39免疫层析试条法分别检测利什曼原虫特异性抗体袁 并比
较几种检测方法的敏感性遥 结果 PCR尧 ELISA和 rK39免疫层析试条法检测人群利什曼原虫无症状感染的阳性率分
别为 30.9% 渊83/269)尧 24.2% 渊65/269) 和 0 (0/269)遥 结论 甘肃省文县内脏利什曼病流行区人群存在大量利什曼原虫

无症状感染者袁 PCR是检测无症状感染较敏感尧 特异的方法遥
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揖Abstract铱 Objective To analyze the status of Leishmania infantum asymptomatic infection in human population of
a Kala鄄azar endemic area in Wenxian County, Gansu Province, and to evaluate the tests used. Methods Blood samples
were tested by PCR using two pairs of primers, RV1鄄RV2 and K13A鄄K13B, for detecting Leishmania鄄specific DNA.
ELISA and rK39鄄dipstick were used to detect Leishmania鄄specific antibodies. Results The positive rate of PCR, ELISA
and rK39鄄dipstick was 30.9%渊83/269), 24.2%渊65/269冤 and 0 (0/269) respectively. Conclusion The prevalence of
asymptomatic infection of L. infantum in humans is high in the area. PCR test based on RV1鄄RV2 and K13A鄄K13B
primer pairs is a sensitive and specific method for detecting the asymptomatic infection.
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国外的大量观察表明内脏利什曼病渊或称黑热病冤
疫区居民存在大量无症状感染者咱1暂袁 这部分人群可能
作为传染源而在疾病传播中起作用咱2暂遥 利什曼病是一
种机会性感染疾病袁 利什曼原虫和人类免疫缺陷病毒
渊HIV冤共感染的现象日益严重袁 导致利什曼病流行模
式发生改变咱3暂遥内脏利什曼病仍在我国西部流行袁也发
现疫区居民有利什曼原虫无症状感染现象 咱4暂袁 但

未作系统分析遥 在当前 HIV迅速扩散的情况下,有必
要对我国利什曼原虫无症状感染的现状作较准确的估

计遥 本文利用 PCR尧 ELISA 和 rK39免疫层析试条法
对我国动物源型内脏利什曼病疫区甘肃省文县人群进

行检测袁 以分析我国婴儿利什曼原虫无症状感染的现
状袁 并比较这 3种方法检测人群利什曼原虫无症状感
染的潜能遥

材料与方法

1 采样

2004年 10月在甘肃省文县中寨乡中寨村进行取
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样遥 该地为动物源型内脏利什曼病疫区袁 病原体为婴
儿利什曼原虫遥 取样前先对村民进行问卷调查及体
检袁 随机选取无任何内脏利什曼病症状和体征袁 也无
内脏利什曼病病史的村民进行取样袁 共 269份遥 每人
取静脉血 3 ml袁 其中 1 ml用于分离血清袁 2 ml注入
预先加有乙二胺四乙酸二钠 渊EDTA冤 鄄肝素的离心管
中袁 充分摇匀袁 所有样品均于-20 益 保存备用遥 2
例内脏利什曼病患者的血样 渊包括抗凝静脉全血和血
清冤 由甘肃省疾病预防控制中心提供 渊均为骨髓涂片
镜检确诊冤曰 10名健康者血样取自上海献血员遥 所取
样品均于-20 益 冰箱保存备用遥

2 检测

2援1 ELISA法 收集培养的甘肃人源型婴儿利什曼

原虫前鞭毛体袁 经 PBS洗 3次后反复冻融 5次袁 4 益
20 000伊g离心 30 min袁 所得上清即为可溶性粗抗原袁
此抗原在本研究中用作包被抗原以检测人血清中婴儿

利什曼原虫特异抗体遥 ELISA检测按参考文献咱5暂进
行遥 以 10个非疫区健康人血清吸光度 渊A 490值冤 均
值加 3倍标准差定为阳性阈值袁 每一受检样品的 A 490
值等于或大于此阈值定为阳性遥
2援2 PCR检测原虫 DNA
2援2援1 DNA抽提 按参考文献 [6] 方法在抗凝全血
中加入 20倍体积的红细胞裂解液 咱NaCl 5 mmol/L袁
皂素 1.5% 渊w/v冤袁 EDTA 1 mmol/L暂袁 充分混匀袁 置
室温 20 min袁 12 000伊g 30 min袁 去上清袁 所得沉淀即
为白细胞遥 所得沉淀用 PBS同法离心洗 3次后再用
10倍体积的 NET 咱100 mmol/L NaCl, 10 mmol/L ED鄄
TA, 10 mmol/L Tris碱暂 悬浮袁 加蛋白酶 K和 N鄄月桂
酰肌氨酸钠 渊均为美国 Sigma公司产品冤 使其终浓度
分别为 0.1 mg/ml和 1.5% 渊w/v冤袁 混匀袁 55 益水浴过
夜遥 次日 100 益处理 10 min后用酚/氯仿抽提法抽提
DNA袁 用乙醇沉淀 DNA袁 沉淀的 DNA干燥后加 Tris
碱鄄EDTA 渊TE冤 于-20 益保存备用遥
2援2援2 PCR检测 按参考文献 [7] 方法选取两对检
测我国婴儿利什曼原虫最具敏感性和特异性的引物袁
RV1鄄RV2和 K13A鄄K13B遥 引物及 PCR扩增试剂盒均
购自上海申能博彩生物技术公司遥 每个反应所用
DNA模板相当于 1 ml静脉血所抽提的 DNA量遥 每次
扩增均分别以内脏利什曼病患者和非疫区健康人样本

DNA作阳性和阴性对照袁 扩增产物以 2%的琼脂糖凝
胶进行电泳检查遥
2援3 rK39免疫层析试条法 rK39免疫层析试条 渊购
自美国 InBios公司冤 现场检测按产品说明书进行遥

3 统计学分析

采用 Excel 2000进行统计分析袁 各种方法检测
结果用 字2检验进行分析遥

结 果

1 ELISA检测结果
269份样品中有 65份血清检测结果为阳性袁 阳

性率为 24.2%遥 10份非疫区健康人血清的 A 490值均低
于阳性阈值袁 为阴性遥

2 PCR检测结果
269份样品同时用两对引物 RV1鄄RV2 和 K13A鄄

K13B对同一样品进行利什曼原虫 DNA检测袁 结果均
为阳性时袁 判为 PCR检测阳性遥 结果有 83 (30.9%)
份样品检测结果为阳性袁 而 10份非疫区健康人血样
检测结果均为阴性遥

3 rK39免疫层析试条检测结果
在现场用 rK39免疫层析试条法对 269份血样进

行检测袁 结果全部为阴性遥

4 各方法检测结果比较

用 PCR和 ELISA对 269份样品进行检测袁 阳性
率分别为 30.9% 渊83/269) 和 24.2% 渊65/269冤袁 两方
法检测的结果间差异无统计学意义 渊P跃0.05冤遥 其中
有 22份样品两种检测方法检测结果均为阳性袁 即 83
份 PCR阳性样品中有 22份样品 ELISA检测为阳性袁
与 PCR检测的阳性符合率为 26.5% 渊22/83冤 ; 而 65
份 ELISA检测为阳性的样品中有 22份 PCR检测为阳
性袁 与 ELISA检测的阳性符合率为 33.8% 渊22/65冤遥
PCR和 ELISA法检测结果与 rK39免疫层析试条法检
测结果间差异具有统计学意义 渊P<0.05冤遥

讨 论

利什曼原虫感染有的可发展成有临床症状的疾

病袁 其潜伏期长短不一遥 而有的感染由于宿主自身免
疫的作用或清除了感染的原虫袁 或抑制了原虫的生长
而不表现任何症状袁 即所谓无症状感染或称隐性感
染遥 一般以适当检测方法检出的当前人群感染率作为
对无症状感染率的估计袁 而不考虑感染者日后的发展
情况袁 也不考虑感染者带虫与否咱7袁8暂遥 本研究表明在

我国动物源型内脏利什曼病疫区人群中存在大量利什

曼原虫无症状感染者遥
骨髓涂片镜检等病原学方法是诊断内脏利什曼病
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的金标准袁 由于无症状感染者虫荷低而致检测敏感性
差袁 从而不适合检测人类利什曼原虫无症状感染遥 目
前对无症状感染检测常用的方法有 PCR法和各种血
清免疫学方法等袁 前者是较敏感尧 特异的方法袁 而后
者由于无症状感染者抗体水平低下而不敏感袁 有研究
显示袁 8例 PCR检测为阳性的血样袁 ELISA法仅检出
2例阳性咱2暂遥 本研究应用 PCR尧 ELISA和 rK39免疫层
析试条法对内脏利什曼病疫区甘肃省文县的健康居民

的血样进行检测袁 虽然 PCR和 ELISA检测结果差异
无统计学意义袁 但从符合率看似可认为 PCR法检测
较敏感遥

PCR法检测的是利什曼原虫特异 DNA袁 是一种
类似病原学检测的方法遥 PCR法本身是一种极敏感的
检测方法袁 另外在本研究 PCR检测的靶分子是利什
曼原虫 kDNA小环分子序列袁 含有上万拷贝这样的分
子袁 这些分子作为检测靶极大提高了 PCR检测的敏
感性袁 因此 PCR法检测具有极高的敏感性遥 作者的
前期工作咱6暂对本研究所应用的两对引物的敏感性和特
异性进行了实验袁 这两对引物理论上可检测出 0.1个
原虫/ml 样品袁 10例内脏利什曼病患者血样全部检
出袁 40例非内脏利什曼病患者血样检测无假阳性出
现袁 因此虽然没有 野金标准冶 验证 PCR的检测结果袁
但作者认为本研究的 PCR检测结果真实可靠, 所用的
引物对利什曼原虫具有高度的特异性咱2袁10暂,对非疫区健
康人样品的检测全部为阴性曰 对同一样品分别用两对
引物进行检测进一步保证了检测的可靠性遥
检测特异性抗体的血清学方法常用于诊断内脏利

什曼病袁 但此法用于检测无症状感染则可能低估了感
染率袁 其原因在于阳性阈值是人为规定袁 无症状感染
者的体液免疫水平较低咱2暂袁 阳性和阴性结果间的界线
不甚分明而使敏感性和特异性不能兼顾袁 因此在保证
特异性的同时往往牺牲了敏感性遥 另外检测抗体的免
疫学方法也不能区分是当前感染还是既往感染遥

rK39免疫层析试条法检测内脏利什曼病具有快
速尧 简便尧 敏感和特异等特点袁 广泛用于内脏利什曼
病的诊断袁 而在本研究其检出率为 0遥 其原因在于所用
rK39免疫层析试条检测的是特异于亲内脏的利什曼原
虫 K39抗原的抗体, 此抗原只有在疾病处于活动期时原
虫才表达咱11袁12暂袁 本研究检测的是无症状感染人群袁 故无
法检出袁 由此证明该法不适合检测利什曼原虫无症状
感染遥
本研究结果证明在我国动物源型内脏利什曼病疫

区人群中存在大量利什曼原虫无症状感染者袁 PCR法
是检测无症状感染最特异敏感的方法遥 虽然目前还没
有证据表明无症状感染者可作为传染源在疾病传播中

起作用袁 但 PCR法在无症状感染者外周血中检测到
利什曼原虫 DNA, 表明这部分感染者有可能作为传染
源在疾病传播中起作用袁 由于其高比例的存在袁 在疾
病控制中对这部分人群的管理不可忽视袁 特别是在与
HIV共流行地区更要高度关注遥
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