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提要　目的: 分析我国不同类型流行区内脏利什曼原虫 (L . d. ) 分离株 kDNA。方法: 应用利什曼原虫属特

异引物 13A , 13B 及据杜氏利什曼原虫四川人分离株 kDNA 微环特异片段序列设计合成的引物É、引物Ê , PCR

扩增不同流行区利什曼原虫分离株 kDNA , 获特定片段, 进行 SSCP 分析。结果: 用引物É 和引物Ê PCR 扩增内

脏利什曼原虫分离株 kDNA , 在同样试验条件下, 山丘地区和荒漠地区L . d. 分离株扩增出 297 bp 特定片段, 而

平原地区L . d. 分离株及新疆皮肤利什曼原虫未扩增出 297 bp 特定片段。将上述各虫株的 297 bp 特定片段进行

SSCP 分析, 可见两个山丘地区的L . d. 分离株 ssDNA 迁移率相同, 而与荒漠地区新疆 771 分离株则相差较大。用

引物 13A , 13B PCR 扩增平原地区的L . d. 山东分离株和L . d. 江苏分离株、山丘地区的L . d. 汶川分离株、L . d.

甘肃分离株, 均扩增出 120 bp 特定片段。经 SSCP 分析, 平原地区的L . d. 山东分离株和L . d. 江苏分离株的 ssDNA

迁移率完全相同; 山丘地区的L . d. 汶川分离株和L . d. 甘肃分离株 ssDNA 迁移率相同, 但与平原地区者明显不

同; 婴儿利什曼 ssDNA 迁移皆异于各分离株的 ssDNA 迁移率。结论: 应用 PCR 2SSCP 分析我国不同流行区利什

曼原虫分离株, 表明我国山丘、荒漠、平原地区利什曼原虫的 kDNA 不完全同源。

关键词　利什曼原虫　kDNA 　PCR 2SSCP

　　内脏利什曼病仍是我国严重危害人民健康的寄

生虫病, 防治任务仍十分艰巨。我国内脏利什曼病

的临床表现及流行病学特点在各型流行区 (山丘、荒

漠、平原) 有明显差异。本研究应用聚合酶链反应

2单链构象多态性 (PCR 2SSCP) 技术, 分析我国不

同利什曼原虫分离株。

材料与方法

利什曼原虫及其培养　虫株: 热带利什曼原虫

(L . trop ica) 来自前苏联, 婴儿利什曼原虫 (L . inf an2

tum ) 来自法国, 杜氏利什曼原虫四川人分离株 (L .

d onovani Sichuan iso late) 、文川分离株 (L . d onovani

W enchuan iso late)、甘肃分离株 (L . d onovani Gansu

iso late)、山东分离株 (L . d onovani Shandong iso late)、

江苏分离株 (L . d onovani J iangsu iso late)、新疆 771

分离株 (L . d onovani X in jiang 771 iso late)、及新疆

801 分离株 (L . d onovani X in jiang 801 iso late) , 分别

来自四川南坪、文川、甘肃、山东、江苏、新疆巴楚及

新疆喀什。其国际编码见表 1。原虫培养方法见参考

文献[ 1 ]。
表 1　利什曼原虫虫株及国际编码

Table 1　L eishm ania isolates and the ir in ternational code

　　　 虫 株
Species and iso lates

　　 国际编码
International code

热带利什曼原虫 L . trop ica M HOM öSU ö74öK27
(BT011)M HOM öSU ö60öLRC2L 39

婴儿利什曼原虫 L . inf antum M HOM öFRö78öL EM 75
杜氏利什曼原虫　四川人分离株 L . d onovani Sichuan iso late MOHM öCN ö86öSC6
　　　　　　　　汶川分离株 L . d onovaniW enchuan iso late M HOM öCN ö90öSC10H 22
　　　　　　　　甘肃分离株 L . d onovani Gansu iso late M HOM öCHö83öGS3
　　　　　　　　山东分离株 L . d onovani Shandong iso late M HOM öCN ö84öSD 1
　　　　　　　　江苏分离株 L . d onovani J iangsu iso late M HOM öCN ö84öJS1
　　　　　　　　新疆 771 分离株 L . d onovani Xinjiang 771 iso late IPHL öCN ö77öXJ771
　　　　　　　　新疆 801 分离株 L . d onovani Xinjiang 801 iso late M HOM öCN ö80öXJ801
硕大利什曼原虫 L . m ajor M HOM öSU ö73öSA SKM

3 国家自然科学基金资助项目 (No. 39970667)和广东省自然科学基
金资助项目 (No. 994052)
33 现工作单位: 第一军医大学寄生虫学教研室　广州 510515

　　利什曼原虫前鞭毛体 kD NA 提取　用M 199

复合液培养基扩大培养利什曼原虫, 当虫体总数达

约 5×109 时, 按参考文献[ 2 ]略加修改进行前鞭毛体
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kDNA 抽提。

扩增利什曼原虫 kD NA 引物序列及 PCR 反应

体系　据 Rodgers 等[ 3 ]报道, 合成 1 对 kDNA 微环

保守区引物 13A 及 13B。另据本室[ 4 ]已设计的, 合

成 1 对特异性寡核苷酸引物É 与引物Ê。经反复实

验后确定, 用引物 13A 和 13B 进行 PCR 的最佳循

环条件是: 变性温度 94 ℃ 45 s, 复性温度 50℃ 45

s, 链延伸温度 72 ℃ 45 s。用引物É 和引物Ê 进行

PCR 的最佳反应条件是: 变性温度 94 ℃ 60 s, 复性

温度 55 ℃ 60 s, 链延伸温度 72 ℃ 60 s, 共计 28 个

循环, 最后一个循环完毕, 放置 72 ℃ 延伸 10 m in。

每次扩增试验设立阴性 (dH 2O ) 对照。

SSCP 分析

取 PCR 产物 10 Λl, 加入甲酰胺 3 Λl, 5% 溴酚

蓝 1 Λl, 煮沸 10 m in 后冰中骤冷, 迅速加样。在 8%

( 29∶1) 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 (电泳槽为

M ini2PRO T EAN @ Ê E lectrophoresis Cell, 丙烯酰

胺, N , N 2亚甲双丙烯酰胺为美国生命技术公司产

品, 测序级纯度)。凝胶经 10% 乙醇浸泡 5 m in,

1% HNO 3浸泡 5 m in, 2% 硝酸银染色 30 m in, 显

色液中 ( 3% H 2CO 3, 0105% 甲 醛, 013 m g%

N a2 SO 3) 显色至条带显示清晰, 弃去显色液, 加入

10% 冰醋酸终止反应。每一步骤后, 均用去离子水

冲洗凝胶。单链 DNA (ssDNA ) 的迁移率 (mobili2
ty, M ) 以DNA M arkers 的最小片段移动的所在位

置, 作为DNA 样品从原点至迁移点的距离 (mm ) ,

按下式计算出 ssDNA 的相对M 值:

　　　M =
DNA 样品从原点至迁点的距离 (mm)

从原点至参照点的距离 (mm)

结　　果

用引物É 及引物Ê PCR 扩增反应及 PCR-SS-

CP 分析　用引物É 及引物Ê PCR 扩增利什曼原虫

12 个不同的种和分离株及新疆皮肤利什曼病病原

体 (CL P, NO 17) kDNA , 其中山丘地区的L . d. 四

川人分离株、L . d. 汶川分离株、L . d. 甘肃分离株、新

疆 771 分离株、新疆 801 分离株、L . inf antum

kDNA , 皆扩增出 297 bp 特定片段 (图 1)。在同样试

验条件下, 平原地区L . d. 两个分离株即: L . d. 山东

分离株, L . d. 江苏分离株, 及L . trop ica, L . m ex i2
cana, L . m ajor, CL PNO 17 病原体, 均未扩增出特

定片段。将上述各虫株的 297 bp 特定片段, 经SSCP

分析, L . d. 汶川分离株、L . d. 甘肃分离株、新疆 801

分离株、新疆 771 分离株及L . inf antum 第一条单链

DNA 迁移率 (M 1) 依次为 01821、01821、01821、

11000 和 01805, 其第二单链DNA 迁移率 (M 2) 依

次为 01597、01597、01582、01925 和 01582。由此

可见山丘地区两个分离株即L . d. 汶川分离株和 L .

d. 甘肃分离株的两条 ssDNA 迁移率完全相同; 两个

山丘地区分离株两条 ssDNA 迁移率, 与荒漠地区新

疆 771 分离株两条 ssDNA 迁移率比较, 则相差较

大; 山丘地区分离株与L . inf antum , L . d. 新疆 801

分离株相比较, 均有一定差异 (图 2)。

　　山丘地区、平原地区L. d. 分离株及L. inf antum

的 kD NA 120 bp PCR-SSCP 分析　用引物 13A ,

13B PCR 扩增平原地区的L . d. 山东分离株和L . d.

江苏分离株、山丘地区的L . d. 汶川分离株、L . d. 甘

肃分离株、L . d. 四川人分离株、L . inf antum kDNA ,

均扩增出 120 bp 预定片段 (图 3)。经非变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳, 银染显色后, SSCP 分析, L . d. 汶川

分离株、L . d. 甘肃分离株、L . d. 四川人分离株、L .

d. 山东分离株、L . d. 江苏分离株和 L . inf antum 的

第一条单链 DNA 迁移率 (M 1 ) 依次为 01759、

01759、01741、01769、01769 和 01759, 其第二单链

DNA 迁移率 (M 2) 依次为 01676、01676、01676、

01667、01667 和 01731。由此可见, 平原地区的L .

d. 山东分离株和L . d. 江苏分离株的 ssDNA 迁移率

相同; 山丘地区的L . d. 汶川分离株和L . d. 甘肃分

离株 ssDNA 迁移率相同, 但与平原地区者明显不

同; L . inf antum ssDNA 迁移率皆异于各分离株的

ssDNA 迁移率 (图 4)。

讨　　论

近年, 我国内脏利什曼病回升特点是以山丘地

区 (甘肃与四川) 较为显著, 平原地区则疫情控制

稳定。一个快速、敏感、特异及简便地检测鉴定利

什曼病病原体的方法, 对于黑热病的治疗与流行病

学的研究及防治方面均为急待解决的问题。本研究

应用 PCR 2SSCP 银染技术及特异引物 PCR 扩增鉴

定分析我国不同类型流行区利什曼原虫分离株, 获

得敏感、特异的结果。用引物É 及引物Ê PCR 扩增

山丘地区 3 个 L . d. 分离株及荒漠地区L . d. 新疆

771 分离株 kDNA , 皆扩增出特定的 297 bp 片段, 在

同样试验条件下, 平原地区的L . d. 山东分离株和

L . d. 江苏分离株均未扩增出此特定片段。上述结果

表明, 应用特异引物É 及引物Ê , 鉴定分析中国内

脏利什曼病病原体山丘地区L . d. 分离株与平原地

区L . d. 分离株是可行的。kDNA PCR 2SSCP 分析:

用引物 13A、13B , É、Ê 扩增利什曼原虫的 kDNA
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图 1　用特异引物 É、Ê PCR 扩增利什曼原虫虫株预期的 297 bp 片段, 2% 琼脂糖凝胶电泳, E. B. 染 色　　M 　1 kb DNA 标准分子量 　　
1　杜氏利什曼原虫新疆 801 分离株　2　杜氏利什曼原虫山东分离株　3　杜氏利什曼原虫江苏分离株　4　新疆皮肤利什曼病病变组织
(No17) 　5　杜氏利什曼原虫汶川分离株　6　杜氏利什曼原虫甘肃分离株　7　杜氏利什曼原虫四川分离株　8　婴儿利什曼原虫　9　杜
氏利什曼原虫新疆 771 分离株　　图 2　PCR2SSCP 分析中国不同流行区利什曼原虫分离株 297 bp 片段, 12% 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳,
银染结果　　M 　1 kb DNA 标准分子量　1　杜氏利什曼原虫新疆 771 分离株　2　杜氏利什曼原虫新疆 801 分离株　3　杜氏利什曼原虫
甘肃分离株　4　婴儿利什曼原虫　5　杜氏利什曼原虫汶川分离株　　图 3　用引物 13A、13B PCR 扩增我国不同流行区利什曼原虫分离株
kDNA 120 bp 片段, 2% 琼脂糖凝胶电泳 E. B. 染色结果　　1　杜氏利什曼原虫山东分离株　2　杜氏利什曼原虫江苏分离株　3　杜氏利什
曼原虫甘肃分离株　4　杜氏利什曼原虫汶川分离株　5　杜氏利什曼原虫四川人分离株　6　婴儿利什曼原虫　　图 4　PCR2SSCP 分析中
国山丘地区, 平原地区杜氏利什曼原虫不同分离株 kDNA 微环 120 bp 片段, 12% 非变性聚丙酰胺凝胶电泳结果　　M 　1 kb DNA 标准分子
量　1　杜氏利什曼原虫山东分离株　2　杜氏利什曼原虫江苏分离株　3　杜氏利什曼原虫甘肃分离株　4　杜氏利什曼原虫汶川分离株　5
　杜氏利什曼原虫四川人分离株　6　婴儿利什曼原虫
F ig11　PCR amp lification w ith p rim ers É and Ê to detect the kDNA specific fragm ent in different L eishm ania iso lates, electrophoresis w as rum on
2% agarose gel, stained w ith eth idium brom ide　　M 　1 kb m arker　1　L . d onovani Xinjiang 801 iso late　2　L . d onovani Shandong iso late　3　
L . d onovani J iangsu iso late　4　CL P (No17) 　5　L . d onovani W enchuan iso late　6　L . d onovani Gansu iso late　7　L . d onovani Sichuan hum an
iso late　8　L . inf antum 　9　L . d onovani Xinjiang 771 iso late　　F ig12　A nalysis of 297 bp kDNA specific fragm ent in different L . d onovani iso2
lates from various endem ic regions in China by PCR2SSCP, DNA w as run through 12% nondenaturing polyacrylam ide gel electrophoresis, the gel
w as then silver stained　　1　L . d onovani Xinjiang 771 iso late　2　L . d onovani Xinjiang 801 iso late　3　L . d onovani Gansu iso late　4　L . inf an2
tum 　5　L . d onovaniW enchuan iso late　　F ig13　PCR amp lification w ith p rim ers 13A and 13B to detect the kDNA specific fragm ent of different
L . d onovani iso lates from varous endem ic regions in China, electrophoresis w as run on 2% agarose gel, stained w ith eth idium brom ide　　1　L .
d onovani Shandong iso late　2　L . d onovani J iangsu iso late　3　L . d onovani Gansu iso late　4　L . d onovani W enchuan iso late　5　L . d onovani

Sichuan hum an iso late　6　L . inf antum 　　F ig14　A nalysis of 120 kDNA specific frgm ent in different L . d onovani iso lates from various endem ic re2
gions in China by PCR2SSCP. DNA w as run through 12% nondenaturing polyacrylam ide gel electrophoresis. The gelw as then silver stained　　1
　L . d onovani Shandong iso late 　2　L . d onovani J iangsu iso late　3　L . d onovani Gansu iso late　4　L . d onovaniW enchuan iso late　5　L . d onovani

Sichuan iso late　6　L . inf antum

特定片段, 经 SSCP 分析, 平原地区的L . d. 山东分

离株和L . d. 江苏分离株的两条单链DNA 迁移率

完全相同; 山丘地区的L . d. 汶川分离株和L . d. 甘

肃分离株单链DNA 迁移率完全相同, 但山丘地区

与平原地区者明显不同。荒漠地区L . d. 771 分离株

ssDNA 迁移率与L . d. 山丘地区分离株, L . d. 平原

地区分离株者皆不同。吕洪刚和胡孝素[ 2 ]用 P32标记

L . d. 四川人分离株 kDNA 为探针, 杂交分析国内不

同流行区的利什曼原虫, 结果表明, 山丘地区、平

原地区、荒漠地区L . d. 分离株的 kDNA , 在同源程

度上存在差异; 上述报告与本次研究首次 SSCP 分

析结果一致。研究结果显示: 中国黑热病山丘、荒

漠、平原地区病原体的 kDNA 不完全同源。
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ANALYSIS OF K INETOPLAST D NA OF L E ISHM AN IA ISOLATES
IN CH INA BY PCR-SSCP3

ZH EN G Xueli33 , 　HU X iaosu, 　CH EN J ianp ing

L aboratory of P arasitology , W est Ch ina U niversity of M ed ical S ciences, Chengd u 610041

ABSTRACT

A IM : To analyse the kDNA of the pathogens of leishm an iasis in Ch ina. M ETHOD S: Based on leishm an ia2
sis specific p rim ers 13A , 13B and a set of o ligonucleo tide p rim ers É and Ê w ith L eishm ania d onovani (L . d. )

Sichuan iso late specificity, PCR w ere conducted to amp lity m in icircle kDNA fragm en ts (297 bp and 120 bp) in

the pathogens of leishm an iasis from differen t ep idem io logic foci in Ch ina. T he p roductsw ere analyzed by single
strand confo rm ation po lymorph ism techno logy (SSCP). RESUL TS: PCR amp lified 297 bp p roduct occurred in

L . d. iso lates from h ill and desert foci, but no p roduct w as found in L . d. iso lates from p lain foci in Ch ina. SS2
CP of these 297 bp kDNA fragm en ts show ed that there w as no difference in the mobility of ssDNA betw een
iso lates from h ill foci, but there w as apparen t difference in the mobility of ssDNA betw een L . d. iso lates from

h ill and desert foci. PCR amp lified 120 bp p roducts occurred in L . d. Sichuan iso late, L . d. W enchuan iso late,

L . d. Gansu iso late from h ill foci and L . d. Shandong iso late and L . d. J iangsu iso late from p lain foci. SSCP of

the 120 bp p roducts show ed that no difference in the mobility of ssDNA w as found betw een two iso lates from
p lain foci. T here w as also no difference in the mobility of ssDNA betw een L . d. W enchuan iso late and L . d.

Gansu iso lates from h ill foci. But there w as apparen t difference in the mobility of ssDNA betw een L . inf antum

and L . d. iso lates from differen t foci. CONCL USION: H eterogeneity does ex ist betw een the kDNA of L . d.

iso lates from differen t foci of leishm an iasis of Ch ina.

Key words: L eishm ania, kDNA , PCR 2SSCP
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膝关节舍蝇蝇蛆病一例报告
广东省顺德市第一人民医院中心血库　顺德 528300　朱列荣

广东省顺德市伍仲　纪念医院　顺德 528300　 林容冰

　　患者男性, 39 岁, 因膝盖肿痛到当地医院就诊。主诉: 右

膝盖砍伤, 院外治疗数月, 肿痛日增。体检: 体温 37℃, 右

膝隆肿, 伤口溃烂、渗液、发臭, 右膝关节难屈伸, 右腹股

沟可触及直径约 1 cm 的淋巴结, 有压痛。血象: 血红蛋白 120

göL , RBC 412×1012öL , WBC 14×109öL , 中性细胞 0173,

淋巴细胞 0121, 嗜酸性细胞 0106。尿常规检查 (- ) , 粪检

未查见寄生虫卵。清洗伤口时在其深处挑出一条乳白色可疑

虫体, 长约 11 mm , 直径约 2 mm , 圆柱形, 头尖后钝。镜

检: 虫体分 13 节, 胸部 3 节, 头节缩于胸节内, 仅见一对口

沟外露; 腹部 10 节, 第 8 节后截面中央有一对后气门, 呈

“D”字形, 气门环完整, 气门钮位于气门环的凹入部, 3 个

气门裂多处弯曲, 末端均为向心排列。此气门结构符合舍蝇

蝇蛆后气门形态特征, 而后气门是鉴定蝇蛆的主要依据, 因

此确诊该患者为膝关节舍蝇蝇蛆病。经对症处理, 2 d 后病

情明显好转, 8 d 后痊愈。
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