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提要　目的: 建立简易、准确的诊断内脏利什曼病和病原体鉴定技术。方法: 采用作者设计的

杜氏利什曼原虫 (L . d. ) 种特异引物É 和Ê , 经 PCR 扩增样品内病原体 kDNA 297 bp 片段, 检

测 22 例确诊内脏利什曼病 (VL ) 患者骨髓、血、血清共 55 份样品和 4 例临床疑诊为黑热病患者

的骨髓 (共 26 例, 59 份样品)。结果: (1) PCR 法与骨髓涂片镜检符合率为 9612% (25ö26) ;

(2) PCR 法检测骨髓、血及血清的总阳性率为 9514% (21ö22) ; (3) PCR 法检测 22 例骨髓、16 例

血样品及 17 例血清样品, 阳性率分别为 91% (20ö22)、6818% (11ö16) 及 2914% (5ö17)。15 例

骨髓对照样品得自 9 例白血病患者及 6 例健康人。血及血清对照样品各得自 5 例健康人。全部对

照未见扩增产物, 均为阴性。结论: 采用引物É 和Ê 进行 PCR 扩增检测血内 kDNA 特异片段诊断

内脏利什曼病有较好前景。

关键词　内脏利什曼病　诊断　PCR　kDNA 　骨髓　血　血清

3 本研究获纽约中华医学基金会资助, 国家教委博士学科点
专项基金部分资助

　　目前, 内脏利什曼病 (黑热病) 仍是我国
严重危害人民健康的寄生虫病, 特别是在山

丘疫区。患者以儿童为主, 7 岁以下占

73% [ 1 ]。原虫密度低者, 应用传统的骨髓涂片

镜检法, 易漏诊。不少病例经多次骨髓穿刺

后, 才查见病原体得以确诊, 但给患者带来

痛苦, 特别是婴幼儿患者更难以接受, 以致

延误治疗时间。因此, 发展高效、准确的检

测及鉴定技术以取代传统的骨髓穿刺法仍是

这一领域的重点研究课题。近年的研究报道

进一步揭示出利什曼原虫虫种的复杂性, 提

出从基因水平进行虫种鉴定的必要性[ 2 ]。本

研究采用作者等研制的杜氏利什曼原虫

(L . d. ) 种特异引物 (É 和Ê ) [ 3- 5 ]进行 PCR

扩增, 证明是一种敏感的诊断技术, 同时又

是能鉴定利什曼病病原体的虫种。

材料和方法

病例资料

病例来自四川省汶川县人民医院检验

科、内科及南坪县人民医院内儿科, 两县均

属黑热病疫区。对 26 例临床诊断为黑热病患

者进行了骨髓穿刺涂片检查, 其中有 22 例查

见利杜体。另 4 例确诊为其他疾病。15 份对

照骨髓样品为血液病患者 9 份及健康人骨髓

6 份, 均由华西医科大学附属第一医院提供。

健康人血液及血清共 10 份。

骨髓、血及血清D NA 样品的制备

骨髓及血清样品DNA 制备方法同前

文[ 4, 5 ]。

血样品DNA 制备方法为取血 1 m l, 用

低渗溶血法去除红细胞, 收集白细胞, 加生

理盐水恢复等渗后, 再加 N 2lau roylsar2
co sine, 蛋白酶 K 100 Λgöm l, 60 ℃水浴消化

2 h, 再进行酚ö氯仿抽提。

引物和 PCR 反应条件

采用作者设计、合成的一对种特异性寡

核苷酸引物É 和Ê [ 4 ]。引物É、Ê 用量为 25
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pm o lö100 Λl, T aq DNA 多聚酶 2 U ö100 Λl

(购自L ife T echno log ies 及华美公司) , 反应

总体积为 100 Λl。变性温度为 93 ℃, 60 s,

链延伸温度为 72 ℃, 60 s; 退火温度为 60

℃, 60 s。循环 30- 32 个周期。最后 1 个周

期链延伸温度延长至 5 m in。

电泳及 Southern 印迹杂交

待检患者样品及阳性、阴性对照样品扩

增完毕后, 取微量样品进行琼脂糖凝胶

(115% , w öv) 电 泳 , E. B. 染色分析。经

Sou thern 印迹转移至尼龙膜上, 用地高辛

(d igox ingen in2112dU T P) 标记的重组质粒探

针pL K2 进行杂交, 用酶联免疫法检测结果。

方法同前[ 3 ]。

结　　果

PCR 扩增内脏利什曼病患者骨髓样品

病原体 kD NA

对 22 例确诊为内脏利什曼病的VL 患

者骨髓样品, 经 PCR 扩增 (引物É、Ê ) 后,

琼脂糖凝胶电泳表明, 20 份在 297 bp 位置

显现出特定的扩增区带。Sou thern 印迹与

pL K2 探针杂交, 出现明显的杂交信号 (图 1,

2)。阳性率为 91%、总阳性率 9514% (表

1)。另有 4 例临床方面疑诊为黑热病者, 骨

髓涂片未查见原虫, 经 PCR 检测, 也为阴性

反应。后来该 4 例分别确诊为其他疾病。PCR

法与骨髓涂片镜检法符合率为 9612% (25ö

26)。15 例骨髓对照样品, 均为阴性。

PCR 扩增内脏利什曼病患者血及血清

样品病原体kD NA

上述 22 例确诊VL 患者中, 有 16 例采

集了血样品检测, 结果 11ö16 例显示出特定

扩增区带 (297 bp ) , 阳性率 6818%。17 例血

清样品中, 仅 5 例为阳性结果, 阳性率

2914% , 10 份对照均为阴性 (表 1, 图 3)。

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　

　
图 1　用引物É 和Ê 进行 PCR 扩增检测VL 患者骨髓、血及

血清样品中病原体 kDNA 的琼脂糖凝胶 (115% ,w öv) 电泳,

E. B. 染色

F ig. 1　PCR amp lification w ith p rim ers É and Ê to detect

the kDNA specific fragm ent in VL patien tθs bone m arrow ,

b lood and serum samp les. E lectropho resis w as run on

115% agaro se gel, stained w ith eth idium brom ide.

图 2　与重组质粒探针pL K2 Southern 印迹杂交酶联免疫检
测结果
M : DNA 分子标准参照物 (bp ) ; 1: pL K2; 2- 4: 患者No121

骨髓、血及血清样品; 5- 7: 患者No122 骨髓、血及血清样
品; 8: 健康人血样品。
F ig. 2 Hybridization of Southern blo t of F ig. 1　w ith the re2
com binant p lasm id p robe pL K2 detected by EL ISA.

M : DNA size m arker; 1: pL K2; 2- 4: Bone m arrow , blood

and serum samp les of patien t No. 21 respectively; 5- 7: Bone

m arrow , blood and serum samp les of patien t No. 22 respec2
t ively; 8: B lood samp les of no rm al persons
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表 1　确诊 VL 病例与对照例的骨髓、血、血清样品, PCR 扩增 (引物É、Ê )检测病原体 kDNA 结果
Table 1　Results of detecting L. donovan i kD NA in bone marrow, blood, serum from the conf irmed VL

patien ts and con trols by PCR amplif ication with pr imers É and Ê

组 别

Group

骨 髓

Bone m arrow

血

B lood

血 清

Serum

总阳性率 (% )
To tal po sit ivity (% )

确诊VL 病例
Confirm ed VL patien ts

20ö22
3 (91% ) 33

11ö16
3 (6818% ) 33

5ö17
3 (2914% ) 33

21ö22
3 (9514% ) 33

对 照 例
Contro ls

0ö15
3 (0) 33

0ö5
3 (0) 33

0ö5
3 (0) 33

3 阳性病例数ö检测病例数　N um ber of po sit ive casesöN um ber of cases exam ined
33 阳性率　Po sit ive rate

图 3　用引物É 和Ê 进行 PCR 扩增检测 8 份VL 患者骨髓样
品中病原体 kDNA 的琼脂糖凝胶 (115% ,w öv) 电泳, E. B. 染
色
F ig. 3　Detection of kDNA fragm ent in bone m arrow speci2
m ens from the 8 VL patien ts by PCR amp lification w ith
p rim ers É and Ê , PCR p roducts w ere run on 115% agaro se
gel, stained w ith eth idium brom ide

讨　　论

　　内脏利什曼病的诊断一直是该病防治工

作的重要课题。近年来的研究报道, 对利什

曼原虫虫种复杂性有了更深入了解。过去认

为, 热带利什曼原虫 (L . trop ica) 引起皮肤

利什曼病, 近年文献报道, L . trop ica 可致内

脏利什曼病的证据增多[ 2, 6 ]。因而, 不仅需要

从临床表现加以鉴别, 更需要从基因水平鉴

别它们[ 2 ]。

PCR 技术以其体外高效特异地扩增目

的DNA 片段成功地用于多种寄生原虫的检

测和原虫病的诊断[ 7, 8 ]。H erbert AA 等[ 9 ]应

用 PCR 扩增检测锥虫微环 kDNA 分子的高

度敏感性。PCR 技术随所选择的引物不同可

以进行利什曼原虫种系鉴定。杨文天、胡孝

素 (1993) [ 4, 5 ]报道, 用作者设计并合成的寡核

苷酸引物É 和Ê , 成功地扩增了杜氏利什曼

原虫种特异性 kDNA 片段。扩增产物聚丙烯

酰胺凝胶电泳和斑点杂交结果都表现出杜氏

利什曼原虫种特异性, 对所试皮肤利什曼病

的病原体, 均未见特定扩增区带出现[ 3 ]。在敏

感性研究方面, 曾扩增系列稀释的纯化L . d.

kDNA , 结果产生阳性的最低模板需要量为

1fg。这对引物用于 PCR 扩增检测 22 例确诊

VL 患者的骨髓、血及血清样品, 总阳性率为

9514%。另 4 例非黑热病患者 PCR 检测显示

阴性。这与骨髓涂片镜检阴性和临床治疗效

果均一致, 提示该法敏感性与特异性均较高。

本文结果表明, PCR 检测血样品 kDNA

阳性率为 6818% (11ö17) , 虽有待改进方法

提高其敏感度, 但已显示出通过PCR 扩增检

测血样品内 kDNA 诊断内脏利什曼病的可

喜前景, 这和 Sm yth 等[ 10 ]近年报道的结果相

近。值得提出的是, 病例N o. 22, 用 PCR 检

测血 kDNA , 显示了特定的阳性扩增区带, 并

经Sou thern杂交证实, 弥补了该病例骨髓样

品的阴性结果 (图 1- 3)。
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ABSTRACT

A IM : To develop a sim p le and accu ra te techn ique fo r the d iagno sis of viscera l leishm an i2
asis (VL ) and iden t if ica t ion of L eishm an ia pathogen. M ETHOD S: Based on a set of o ligonu2
cleo t ide p rim ers I and II designed by the au tho rs w ith L . d onovan i specif icity, a po lym erase

cha in react ion (PCR ) w as conducted to am p lify a m in icircle kDNA fragm en t (297 bp ) fo r i2
den t if ica t ion and detect ion of L . d onovan i in the bone m arrow , b lood and serum sam p les from

22 confirm ed VL pat ien ts and 4 bone m arrow sam p les from 4 clin ica lly d iagno sed cases (59

sam p les co llected from 26 cases). RESUL TS: (1) T he co incidence ra te betw een PCR and

bone m arrow sm ear m ethod w as 9612% (25ö26) ; (2) T he to ta l po sit ivity of PCR w ith the

bone m arrow , b lood and serum w as 9514% (21ö22) ; (3) T he po sit ive ra te of PCR am p lif ica2
t ion w ith bone m arrow , b lood and serum specim en s w ere 9110% (20ö22) , 6818% (11ö16)

and 2914% ( 5ö17) , respect ively. T he con tro ls included 15 bone m arrow sam p les from 9

leukem ia pa t ien ts and 6 no rm al person s; 5 b lood and 5 serum sam p les of no rm al person s. N o

am p lif ica t ion p roduct w as show ed from all of the con tro ls. CONCL USION: T he resu lt show s

tha t the d iagno sis of viscera l leishm an iasis based on detect ing kDNA in b lood by PCR am p li2
f ica t ion w ith p rim ers I and II is p rom ising.

Key words: V iscera l leishm an iasis, d iagno sis, PCR , kDNA , bone m arrow , b lood,
serum
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