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提要　目的: 介绍一种诊断疟疾的新方法 PCR 2EL ISA。方法: 根据业已报道的疟原虫 SSU r2
RNA 基因保守序列, 设计并合成一对通用于恶性疟原虫和间日疟原虫的引物, 其中一引物的5’端

加以生物素标记。经 PCR 扩增后,携带有生物素的扩增产物与先期包被于 EL ISA 板上的亲和素结

合, 再经与恶性疟原虫、间日疟原虫特异、荧光素标记的寡核苷酸探针分别杂交, 底物显色等步

骤, 使 PCR 产物得以半定量地检出。结果: 对于恶性疟原虫和间日疟原虫, 本法检出最低原虫密度

阈值分别为4和10个原虫öΛl血 (取血20 Λl) , 本法检测两种疟原虫未发现交叉反应。结论: 本试验

具有较高的敏感度和特异性, 可望用于疟疾流行病学调查。
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　　诊断疟疾通常用血膜镜检法。这种方法

具有较高的敏感度, 熟练镜检员可检出的最

低原虫密度阈值为10- 20个原虫öΛl血[ 1 ]。但

由于本方法耗时费力, 而使现场应用受到限

制。据报道, 以小亚基核糖体RNA (SSU r2
RNA ) 序列作为DNA 探针间或 PCR 扩增的

靶序列, 检测疟原虫核酸可用于诊断疟

疾[ 2, 3 ]。但此法DNA 抽提, 点杂交, 同位素标

记等步骤较复杂,因而并不适用于现场。本文

介绍一种 PCR 产物的固相杂交显色新方法,

无需通过琼脂糖凝胶电泳, 而是以类似板上

EL ISA 方法, 将 PCR 扩增产物加以显色而

使其得以半定量地检出。
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材料与方法

疟原虫

1　恶性疟原虫 (P. f . ) 　按常规方法进行

恶性疟原虫 FCC1öHN 株同步体外培养, 俟

原虫血症达约5% ,且主要为环状体时收集原

虫, 经0101 m o1öL PBS (pH 714) 洗涤2次,

压积红细胞贮于4 ℃备用。

2　间日疟原虫 (P. v. ) 　1995年疟疾流行

季节由云南省勐腊县采集间日疟患者抗凝血

样, 血膜镜检主要为 P. v. 环状体及大滋养

体, 4 000个原虫öΛl血, 在现场同上法用 PBS

洗涤2次后, 贮于- 20℃备用。

PCR反应

1　引物　根据 P. f . 和 P. v. SSU rRNA 基

因序列中疟原虫种特异性保守序列[ 4- 6 ] , 设

计并委托中国科学院上海细胞生物学研究所

合成一对 P. f . 和 P. v. 通用的引物, 在

引物2的5’端加以生物素标记。

引物1: 5’2A GTGAA GA CGA TCA GA TA CCGT23’
引物2: 5’2B io A CTTTGA TTTCTCA TAA GGTA CT23’
引物1位于 P. f . 基因序列的第1 066- 1

087位和第1 173- 1 195位,引物2位于 P. v.

基因序列的第1 051- 1 072位和第1 170- 1

192位。

2　 PCR 反应　模板 DNA 的抽提根据

Chelex2100方法[ 7 ] , PCR k it购自华美生物技

术公司, 反应条件为94℃ 1 m in, 52℃ 1 m in

72 ℃ 1 m in, 末次反应于72 ℃保温10 m in。

共35轮反应。

3　PCR 产物的鉴定　以经溴化乙锭染色的

2%琼脂糖凝胶电泳, 鉴定 PCR 产物的特异

性DNA 条带。

EL ISA 检测系统

1　链亲和素 (Strep tavid in) 购自华美生物技

术公司, 包被浓度为1÷50。

2　寡核苷酸探针　根据A rai等[ 8 ]
P. f . 及
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P. v. 特异性寡核苷酸探针, 分别位于 P. f .

及 P. v. SSU rRNA 基因序列的1 135- 1

154位及1 131- 1 151位, 委托中国科学院上

海细胞生物学研究所合成, 并在其5’端各加

以荧光素标记。

　P. f . 　5’2F l AA GTCA TCT T TCGAA GT GA C23’

　P. v. 　5’2F l GAA T T T TCTCT TCGGA GT T TA 23’

3　标记辣根过氧化物酶 (POD ) 的抗荧光素

抗体　购自Boeh ringerM anm heim 公司, 工

作浓度为1÷1 000。

4　EL ISA 反应　根据N u tm an 方法[ 9 ] , 略

作变动。1÷50的链亲和素包被聚氯乙烯板, 50

Λlö井, 37 ℃ 2 h 后4 ℃过夜。次日以2×SSC

(1×: 0115 m o löL N aC l, 15 mm o löL 柠檬酸
钠) 洗涤4次, 每井加入20 Λl含200 Λgöm l的

鲑鱼精子DNA 的5×SSC (杂交液) 及5 Λl

PCR 产物, 37 ℃温育30 m in, 洗涤同上, 每

井加100 Λl 1 m o löL N aOH , 室温下变性1

m in, 洗涤同上, 加入以杂交液稀释的荧光素

标记的 P. f . 或 P. v. 特异性寡核苷酸探

针, 50 Λlö井, 每井浓度为100 ngöm l, 50 ℃

温育30 m in, 洗涤同上, 加入含5%脱脂奶粉

的温育液 (011 m o löL T ris2HC l pH 715, 013

m o löL N aC l, 2 mm o löL M gC l2, 0105% 吐

温220) 稀释 POD 标记的抗荧光素抗体, 50

Λlö井, 37 ℃温育30 m in, 洗涤后加 POD 底

物液, 37 ℃避光温育20 m in, 以15 Λl 2 m o lö

L H 2SO 4终止反应, 在 EL ISA 读数仪 (B io2
R ad 450) 读取OD 492nm值。

阳性反应阈值的确定

上海献血员抗凝血样26份, 弃血浆, 红

细胞以 PBS洗涤 (方法同上) , 按上述方法进

行 PCR 2EL ISA。以测得的OD 值计算均值

(Xϖ) 与标准差 (SD ) , 以95%可信限Xϖ+ 2SD

作为阳性反应阈值。

杂交温度对 EL ISA 反应的影响

设室温 (约20 ℃) , 37 ℃及50 ℃等三种

不同温度, 以标记荧光素的 P. f . 特异性寡

核苷酸探针与 P. f . PCR 产物杂交进行

EL ISA 试验, 比较不同杂交温度对 EL ISA

反应的影响。

敏感性试验

1　PCR 2EL ISA 检测 P. f . 的敏感性试验　

体外培养的 P. f . FCC1öHN 株压积感染红

细胞以正常人O 型红细胞稀释, 使每微升血

含原虫数分别为: 1×104、2×103、4×102、

80、16、8、4、2及1, 取20 Λl血进行 PCR 2
EL ISA , 以恰好大于阳性反应阈值的OD 值

对应的原虫密度为本试验可检出的最低原虫

密度。

2　PCR 2EL ISA 检测 P. v. 的敏感性试验　

以正常人红细胞稀释间日疟患者血样后使每

微升血含原虫数分别为4×103、8×102、160、

80、40、20、10、5、3及1。同上进行 PCR 2
EL ISA , 测定可检出的最低原虫密度。

特异性试验

以 P. f . 血样进行 PCR 扩增, 并将扩

增产物与 P. v. 特异性寡核苷酸探针杂交进

行 EL ISA 检测; 以间日疟患者血样进行

PCR 扩增并将扩增产物与P. f . 特异性寡核

苷酸探针杂交, 进行 EL ISA 检测, 以观察

PCR 2EL ISA 的特异性。

结　　果

1　PCR扩增产物的鉴定

体外培养 P. f . 及间日疟患者血样经

PCR 扩增, 其产物经2%琼脂糖凝胶电泳, 见

约140 bp 的DNA 条带。

2　阳性反应阈值的测定

26份正常人血样以 P. f . 寡核苷酸探针

杂交者, PCR 2EL ISA 的OD 值范围为0101-

01205, xθ为01102, SD 为01061, 最低阳性反

应阈值为01224, 即OD 值> 01224者为恶性

疟患者; 23份正常人血样以 P. v. 寡核苷酸

探针杂交者, PCR 2EL ISA OD 值范围为0109

- 01220, xθ为01136, SD 为01042, 最低阳性

反应阈值为01220, 即OD 值> 01220者为间

日疟患者。
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3　PCR-EL ISA 试验诊断疟疾的敏感性

1　检测 P. f . 　检出 P. f . 的最低原虫密

度为4个原虫öΛl血 (取血20 Λl) (图1)。

2　检测 P. v. 　检出 P. v. 的最低原虫密

度为10个原虫öΛl血 (取血20 Λl) (图2)。

4　PCR-EL ISA 检测疟原虫D NA 的特异性

P. f . 血样和间日疟患者血样经PCR扩

图 1　OD 492nm值与原虫密度的关系
A: P. f . 　　B: P. v.

F ig. 1　Correlation s between OD value and parasite den sity

增后,扩增产物分别以 P. v. 和 P. f . 特异性

寡核苷酸探针进行 EL ISA 检测, 结果见表1。

5　杂交温度对 EL ISA 反应的影响

杂交温度分别为室温、37 ℃及50 ℃, 其

中以50 ℃进行杂交后 EL ISA 结果OD 值为

高 (表1)。

图 2　温度对杂交效率的影响
F ig. 2　Effects of temperature on hybr idization

表1　PCR-EL ISA 检测疟原虫的特异性
Table 1　 Spec if ic ity of detection of malar ia

parasites by PCR-EL ISA

PCR 产物
PCR

p roducts

PCR 2EL ISA 试验的OD 492nm值
OD 492nm values by PCR 2EL ISA

P. f . P. v.

P. f . 01780±01105 01071±01005

P. v. 01062±01006 01707±01065

讨　　论

　　在基于检测核酸, 如DNA 探针技术,

PCR 技术等以诊断疟疾的方法中, 大部分为

诊断恶性疟[ 10, 11 ] , 亦有诊断间日疟者[ 12 ]。本

试验以疟原虫 SSU rRNA 基因序列中疟原

虫种特异性的保守序列设计成一对引物, 对

P. f . 血样和间日疟患者血样进行 PCR 扩

增,扩增产物在琼脂糖凝胶电泳上出现约140

bp 的DNA 条带,与目的扩增片段大小一致。

表明所设计的引物可同时适用于P. f . 和 P.
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v. DNA 的扩增。

本试验具有较高的特异性和敏感性。

PCR 2EL ISA 的特异性遵循DNA 分子杂交

A - T , C - G 配对的一般规律由两部分组

成, 一为 PCR 试验中的引物, 二为EL ISA 检

测系统中所用的寡核苷酸探针。本文 PCR 试

验中的引物决定疟原虫种特异性, EL ISA 检

测系统中的寡核苷酸探针决定 P. f . 或 P.

v. 特异性, 即予以明确恶性疟或间日疟的诊

断。表1可见, 本试验在诊断恶性疟或间日疟

时并无交叉反应。敏感性试验表明, PCR 2
EL ISA 可检出 P. f . 及 P. v. 的原虫密度

阈值分别为4个原虫öΛl血和10个原虫öΛl血

(20 Λl血) , 与镜检法检测疟原虫的敏感度相

当[ 1 ] , 但高于目前试用的纸片法[ 13 ]。

杂交效率与温度及DNA 分子中 CöG

含量有关。在一定范围内杂交效率随杂交温

度升高而升高, CöG 含量在30% - 75%范围

内亦直接影响 Tm [ 14 ]。恶性疟原虫无性血液

期 SSU rRNA 基因CöG 含量为36% [ 4 ]。一般

认为, 最大杂交率往往在低于室温 20- 25

℃时出现。本文观察到在室温, 37℃及50℃三

种温度下, 以50℃的杂交效率较高。
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ABSTRACT

A IM : To p resen t a new m alaria d iagno st ic m ethod based on detect ion of m alaria parasite

DNA by PCR 2EL ISA. M ETHOD S: A cco rd ing to the con served sequence of P lasm od ium

SSU rRNA genes repo rted, a pa ir of p rim ers in w h ich one p rim er w as b io t inyla ted and ano th2
er w as unb io t inyla ted, su itab le fo r DNA am p lif ica t ion of bo th fa lciparum and vivax m alaria

parasites w ere designed and syn thesized. A fter dena tu ra t ion and w ash ing, the incopo ra ted

b io t inyla ted p roduct w ith avid in coa ted on p la tes p reviou sly w as hyb rid ized w ith the fluo res2
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