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用微卫星分析我国不同地区间日疟原虫的

种群结构
郭鑫１　张冬梅１　王剑２　张苍林２　潘卫庆１

【摘要】　目的　了解我国不同疟疾流行区间日疟原虫种群结构和遗传多样性特征，积累我国间日
疟原虫遗传相关数据。方法　收集云南、海南、河南流行区间日疟患者血样，血涂片鉴定间日疟原虫阳
性者抽提血液基因组，采用巢式／半巢氏ＰＣＲ方法扩增特异性２．２１微卫星片段，对扩增阳性产物进行
基因扫描检测，根据检测微卫星的重复序列进行ＳＴＲ分型，并应用ＧＥＮＡＬＥＸ软件计算等位基因频率、
等位基因数目以及期望杂合度（ｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，Ｈｅ）。结果　间日疟原虫２．２１微卫星在不同地
区间日疟原虫样本中呈现高度的多态性，其等位基因数目变化范围为４～９，期望杂合度为０．６１３～
０．８５３，比较不同地区，云南地区间日疟原虫等位基因数目为９，期望杂合度为０．８５３，变异度最高。结论
　我国不同地区间日疟原虫基因组具有较高的遗传多样性，其种群结构具有地区特征，这可能与各种
群传疟媒介种类不同及地理环境差异等相关。
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　　疟疾是世界上广泛分布的重要寄生虫病，我国
主要以间日疟为主［１］。间日疟具有较高的复发率，

它给人们尤其是儿童的健康，带来极大的危害。在

我国，经过５０多年不懈的努力，疟疾从整体上已经
得到有效控制［２］，但近年来，我国多个地区间日疟

疾流行回升，“输入性疟疾”病例逐年增加。因此，

现阶段我国面临的疟疾防治任务仍然十分艰巨。

为了应对当前疟疾流行的新形势，仍需要加强

疟疾防治的基础研究，特别是确定我国间日疟原虫

种群遗传结构。以往的研究大多通过分析抗原基

因多态性研究疟原虫种群结构［３］，但这类基因极易

受免疫选择压力作用而保留某种变异，因此不能准

确反映间日疟原虫株的遗传特征。微卫星作为物

种的遗传标志，正得到广泛的应用，它具有种类多、

分布广、高度多态等优点。本研究通过对我国不同

地区间日疟原虫虫株微卫星位点的检测，分析不同
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地区虫株的种群遗传特征，为建立我国间日疟虫虫

株遗传数据库提供基础积累。

１　材料和方法
１．１　材料

采集来自中国３个疟疾流行区（云南、海南和
河南地区）的间日疟患者血样各３０例。基因组抽
提试剂盒为德国 ＱＩＡＧＥＮ公司的 ＱＩＡａｍｐＤＮＡ
（Ｂｌｏｏｄ）ＭｉｎｉＫｉｔ。ＰＣＲ扩增酶 ＫＯＤＰｌｕｓ为日本
ＴＯＹＯＢＯ公司产品。基因扫描技术由上海南方中
心提供支持。

１．２　方法
１．２．１　样本基因组抽提

按ＤＮＡ抽提试剂盒操作说明进行，具体如下：
解冻间日疟血样，加２００μｌ全血于１．５ｍｌ离心管
中，再加入 ２０μｌＱＩＡＧＥＮ蛋白酶和 ４μｌＲＮＡ酶
（１０ｍｇ／ｍｌ），静置１ｍｉｎ。加入２００μｌ缓冲液 ＡＬ，
震荡１５ｓ，５６℃孵育１０ｍｉｎ，取出瞬间离心。加入
２００μｌ无水乙醇，震荡１５ｓ后将混合液上柱，置于２
ｍｌ离心管中，３０００×ｇ离心１ｍｉｎ。换新的２ｍｌ离

心管，加入５００μｌＡＷ１，３０００×ｇ离心１ｍｉｎ。换新
的２ｍｌ离心管，加入５００μｌＡＷ２，１００００×ｇ离心３
ｍｉｎ。再次换新的１．５ｍｌ管，柱上加２００μｌＡＥ，静
置１ｍｉｎ后 ８０００×ｇ离心 １ｍｉｎ。标记编号后
－２０℃保存。滤纸血样本和玻片样本基因组抽提
需要先加入 ＡＴＬ于８５℃孵育 １０ｍｉｎ，随后流程
一致。

１．２．２　半巢式ＰＣＲ扩增微卫星片段
ＰＣＲ反应体系为１０μｌ，第一轮反应１０×ＫＯＤ

缓冲液 １μｌ，ＭｇＳＯ４（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．４μｌ，ｄＮＴＰｓ
（２ｍｍｏｌ／Ｌ）１μｌ，引物各０．２５μｌ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），基因
组模板１μｌ，ＫＯＤＰｌｕｓ（１Ｕ／μｌ）０．１μｌ，双蒸水补足
至１０μｌ，反应条件为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，４８℃
４０ｓ，６５℃３０ｓ，共２０个循环；６５℃５ｍｉｎ。第二轮反
应体系与第一轮类似，引物降至０．２μｌ，且上游引物
为６羧基荧光素（６ｃａｒｂｏｘｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ，６ＦＡＭ）荧光标
记，取第一轮ＰＣＲ产物０．５μｌ作为模板，扩增条件参
照第一轮反应，退火温度改为５２℃。ＰＣＲ采用９６孔
ＰＣＲ板，每次扩增前两孔设为阴性对照，后两孔为阳
性对照。微卫星２．２１引物信息见表１。

表１　微卫星２．２１引物信息
Ｔａｂｌｅ１　ＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｉｌｌｉｔｅ２．２１

位点名称

Ｎａｍｅ
重复次数

Ａｒｒａｙｌｅｎｇｔｈ
重复碱基

Ｍｏｔｉｆ
外侧正向引物

Ｅｘｔｅｒｎａｌｆｏｒｗａｒｄ
反向引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ
内侧正向

（６ＦＡＭ）

２．２１ １２ ＡＣ
ＧＴＧＧＧＧＴＴ
ＧＴＴＴＡＧＣＴＴＧＴ

ＴＡＡＣＣＣＴＣＴＡ
ＴＣＧＣＴＣＴＣＡＣ

６ＦＡＭ－ＧＴＧＣＣＡＴＣＴ
ＧＣＴＣＡＡＡＴＣ

１．２．３　基因扫描检测
电泳鉴定符合要求的第二轮 ＰＣＲ产物送至国

家人类基因组南方中心测序实验室进行基因扫描

检测及 Ｇｅｎｅｍａｐｐｅｒ４．０软件分析（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ，国家人类基因组计划南方中心）。基因扫描检
测方法自动检测等位基因长度，得到的片段大小

（ｂｐ）作为等位基因类型；若某个位点上出现两个或
两个以上峰形，次峰形状与主峰一致，且高度大于

主峰高度的１／３，则认为此位点检测到多个等位基
因类型，可能是多重感染的样本［４］，否则认为次峰

为噪音峰，予以舍去。如果检测荧光强度小于２００
单位，认为是阴性结果，并对该样本进行重复检测。

１．２．４　数据的统计学分析
种群的遗传学分析方法在恶性疟的研究中已

经多有运用［５７］，在间日疟原虫种群结构的研究中

可以进行比较和运用。本研究采用 ＧＥＮＡＬＥＸ［８］软
件计算等位基因频率、等位基因数目以及期望杂合

度（Ｈｅ）。
等位基因频率是各地区间日疟原虫样本在某

位点不同的基因型所占的比率的分布图，通过此图

可直观判断不同地区样本间的分布差异，对寻找地

区特异性位点提供帮助。用等位基因数目 Ｎ和期
望杂合度Ｈｅ对不同地区地理株进行遗传多样性评
估，Ｈｅ定义为从群体样本中抽到２个不同长度等位
基因的概率大小，计算公式为：Ｈｅ＝［ｎ／（ｎ１）］

［１∑ｐ２ｉ］，其中ｎ为感染样本数，ｐ
２
ｉ为第ｉ个等位基

因频率。

２　结果
２．１　样本采集及基因组抽提

云南、海南与河南地区样本数目及样本形式如
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下，云南地区全血的间日疟样本为３０例，河南地区
为３０例滤纸血样，海南地区的３０例样本则全部为
玻片样本，一共 ９０例样本全部采用 ＱＩＡＧＥＮ
的ＱＩＡａｍｐＤＮＡ（Ｂｌｏｏｄ）ＭｉｎｉＫｉｔ进行基因组的抽
提。全血样本每次抽提使用２００μｌ样品，滤纸样本
每次抽提使用３ｍｍ×３ｍｍ的浸血滤纸片１０个，
玻片样本将厚玻片上固定样品全部溶解，一次性

使用。

２．２　微卫星位点特征
Ｉｍｗｏｎｇ等［９］报道的微卫星标志显示泰国、印度

和哥伦比亚的间日疟原虫种群具有高度多态性。

本研究选择了 ２．２１、３．３５、６．３４、７．６７、１０．２９、
１２．３３５这６个微卫星标志对我国不同地区的间日疟
原虫种群结构进行分析，实验发现，一些微卫星标

志显示出较低的变异度，而由于血涂片抽提基因组

质量不高，有些微卫星 ＰＣＲ扩增结果不好，故剔除
了这些位点，最终选择了变异度较高的微卫星位点

２．２１进行研究。２．２１微卫星位点位于间日疟原虫
二号染色体上的非编码区，核心的重复碱基为 ＡＣ，
平均的重复次数为１２次，半巢式 ＰＣＲ扩增内侧正
向引物为６ＦＡＭ荧光标记。

２．３　ＰＣＲ扩增及核酸电泳检测结果
采用半巢式 ＰＣＲ对间日疟样本进行 ＰＣＲ扩

增，极大地提高了扩增产物的特异性。根据２．２１微
卫星位点信息，扩增产物大小为９１～１２９ｂｐ。核酸
电泳的检测结果显示，云南、海南和河南地区的间

日疟样本扩增条带清晰、单一，产物大小在１００ｂｐ
左右，符合微卫星位点信息（图１），这样的扩增产物
为阳性结果，可以进行进一步的检测分析。

图１　ＰＣＲ扩增产物电泳结果

Ｍ：ＤＮＡ标志物，１～２：云南，３：海南，４：河南

Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ

Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ，１２：Ｙｕｎｎａｎ，３：Ｈａｉｎａｎ，４：Ｈｅｎａｎ

２．４　基因扫描分析
核酸电泳检测阳性的 ＰＣＲ产物进一步进行基

因扫描的分析，峰值对应的片段大小（ｂｐ）作为等位
基因的类型，并按照多重感染判定的原则对结果进

行筛选。基因扫描分析结果显示，河南地区样本主

峰值高度约为 １８００单位，峰值对应的位置约为
１００ｂｐ，其余背景峰值高度均小于２００单位，这样的
样本是单一感染的，其结果可以纳入统计分析（图

２Ａ）。云南地区样本主峰高度约为３０００单位，峰值
对应位置约为１００ｂｐ，次峰高度约为１５００单位，远
高于２００单位荧光强度，且达到了主峰高度的１／２，
其余峰值虽然高于２００单位荧光强度，但是不到主
峰高度的１／３，可忽略为背景峰。由于该样本在此
微卫星位点有两个有效峰值，因此该样本可能是多

重感染的样本，它们均不纳入统计分析（图 ２Ｂ）。
每一份采集的血样均按照这样的原则进行基因扫

描检测和筛选，最终纳入统计的９０例样本在微卫星
位点２．２１均表现为单一感染。

图２　基因扫描的分析结果

Ａ：单一峰值结果，Ｂ：多峰值，可能是多重感染的结果

Ｆｉｇ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅＧＥＮＥＳＣＡＮ

Ａ：Ｓｉｎｇｌｅｐｅａｋｒｅｓｕｌｔ，Ｂ：Ｍｕｌｔｉｐｌｅｐｅａｋｓｒｅｓｕｌｔｔｈａｔｍａｙ

ｂｅｒｅｇａｒｄｅｄａｓｍｕｌｔｉｐｌｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

２．５　等位基因频率分布
等位基因分布频率的分析分布图显示，三个地

区样本在 ２．２１位点的等位基因分布存在差异
（图３）。云南间日疟样本等位基因分布范围最广，
其基因型主要集中于１０、１１、１３、１４次微卫星重复类
型；而海南样本基因型分布范围主要集中于８、１１、
１４次，与云南间日疟样本分布有一定差异；河南样
本则集中于８、１１次微卫星重复类型，种群整体分布
相对单一。通过等位基因分布频率图结果，发现三

地区样本在２．２１微卫星位点均呈现高度多态性。
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图３　三地区间日疟样本在２．２１微卫星位点的等位基因频率分布

Ｆｉｇ．３　ＨａｐｌｏｔｙｐｅｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆＰ．ｖｉｖａｘｉｎｍｉｃｒｏｓａｔｉｌｌｉｔｅｌｏｃｕｓ

２．２１ｉｎｔｈｒｅｅａｒｅａｓｏｆＣｈｉｎａ

２．６　多态性分析
等位基因的个数（ｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅ，Ｎａ）和期望

杂合度Ｈｅ是用于分析多态性的指标。Ｎａ的差异范
围反映种群间的遗传变异程度，Ｈｅ值越接近１，变异
度越大。３个种群样本的 Ｎａ为４～９，Ｈｅ为０．６１３～
０．８５３（表２），表明２．２１位点在三地区间日疟种群
中呈现多态性，种群间存在较大的遗传变异。

表２　我国不同地区间日疟原虫微卫星的多态性分析
Ｔａｂｌｅ２　Ｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｔｈｅｍｉｃｒｏｓａｔｉｌｌｉｔｅ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｌｏｃｉｏｆＰ．ｖｉｖａｘｉｎＣｈｉｎａ

间日疟原虫

标本来源

Ｓｏｕｒｃｅｏｆ
Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ
ｖｉｖａｘ

样本数

ｎ

多态性指标

Ｉｎｄｅｘｆｏｒｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
等位基因个数

Ｎｏ．ｏｆ
ａｌｌｅｌｅ

期望杂合度

Ｅｘｐｅｔｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

云南Ｙｕｎｎａｎ ３０ ９ ０．８５３±０．１２５

海南Ｈａｉｎａｎ ３０ ８ ０．７７６±０．１７４

河南Ｈｅｎａｎ ３０ ４ ０．６１３±０．２３７

３　讨论
近年来，我国一些地区疟疾疫情出现了回升，

其中间日疟占疟疾总发病数的８０％以上。云南、海
南２省仍是我国疟疾的高传播地区。河南、安徽等
中部地区间日疟出现明显回升。张山鹰等［１０］通过

间日疟原虫裂殖子表面蛋白１（ＰｖＭＳＰ１）对我国福
建、云南、安徽和海南间日疟原虫分离株进行分子

生物学检测，发现等位基因型分布存在南北差异。

本研究采用微卫星遗传标志分析我国不同地区间

日疟原虫的种群结构，发现云南、海南和河南地区

间日疟原虫具有高度的多态性，其遗传分布有各自

的特点，进一步了解了我国疟疾流行区间日疟原虫

的种群结构和遗传多样性特征，并为我国疟原虫遗

传相关数据库提供了基础积累。本研究采用了２．２１
微卫星位点，对我国不同地区间日疟原虫进行较为

全面系统的种群结构研究。研究样本形式多样，其

中云南间日疟样本为全血样本，河南为滤纸样本，

海南样本为玻片样本，前两者基因组抽提ＤＮＡ质量
较高，玻片样本由于血样量少且保存时间较长，基

因组抽提 ＤＮＡ质量较低。实验采用 ＱＩＡＧＥＮ的
ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒，将预热的 ＡＴＬ缓冲
液滴在玻片上，待样本全部溶解后置离心管进行进

一步抽提，反复几次，保证血样最大限度被利用，使

抽提的基因组ＤＮＡ浓度提高。ＰＣＲ结果显示，这样
抽提的基因组扩增结果良好，可以作为玻片血样基

因组扩增的方法使用。

微卫星位点的选择对种群结构的分析至关重

要。国外有学者［１１］认为间日疟原虫的基因组变异

度比较低，他们所选择的１３个微卫星位点中，仅有
一个位点在所用种群中是多态性的。这样的结论

遭到了 Ｉｍｗｏｎｇ等［９］的质疑，他们认为出现这样的

结果是因为所选择的微卫星位点的重复单位的重

复数太低（平均为５．５次重复），他们选择了１１个
重复数较高（平均为１５次重复）的微卫星位点，对
来自泰国、印度和哥伦比亚的 ８２个样本进行了研
究，发现了微卫星在这些种群中具有高度多态性。

本研究选择２．２１微卫星位点对中国不同地区间日
疟原虫进行种群结构的分析，较为重要的原因就是

它的核心重复单位重复次数较多，预实验各种群表

现出较大变异度。另外我们采用半巢式 ＰＣＲ进行
两轮扩增，则大大提高了产物的特异性，进一步保

证了基因扫描的正确性，从而使统计结果更加可

信。基因扫描是利用峰值对应长度来判定扩增片

段长度的，结果较为直观，但是为了避免背景峰的

干扰，必须对结果设定判断标准，即峰值高度必须

大于２００单位荧光强度，否则视为阴性结果；若次峰
的高度大于主峰高度的１／３，则有效值为两个，反之
次峰可忽略［１２］，我们以此保证了结果的可靠性，从

而进一步进行统计学分析。

统计分析等位基因频率分布图结果显示，三个

地区样本在２．２１位点的等位基因分布存在差异，其
中云南和海南间日疟样本等位基因分布范围最广，

为７～２４次，而１０次重复等位基因类型为云南虫株
所特有的基因型，海南和河南地区样本等位基因则

主要集中于８、１１次重复类型，河南样本分布相对较
为集中。这提示云南和海南间日疟种群的遗传多

样性较高，河南稍低，三地区种群结构有较大的差

异，并且均有各自的特点。进一步对三地区样本进

行进一步的多态性分析发现，云南、海南和河南三

个流行地区的间日疟原虫虫株等位基因数相对较

高，期望杂合度分别为０．８５３，０．７７６，０．６１３，这与等
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位基因频率分布结果趋于一致。云南和海南种群

的高变异度提示流行区复杂的地理环境及气候条

件可能与之相关，不同地区种群结构具有地区特

征，这可能与各种群传疟媒介种类不同有关，而云

南间日疟原虫种群内部可能仍存在较大的种群差

异，这值得我们进一步研究阐明。

本研究采用１个微卫星位点和３个流行区共
９０例样本进行了分析，位点数和样本数均偏少，利
用更多的微卫星多态性位点进行相关的研究，可能

会更加准确地反映不同种群内部和种群间的遗传

多样性，从而使我们更加深入了解我国不同疟疾流

行区间日疟原虫种群结构，为我国间日疟的防治提

供新的思路和方法。
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（收稿日期：２０１２０４１８）
（本文编辑：王吉鹏，陈勤）

·读者·作者·编者·

本刊对题名和摘要的有关要求

　　题名应以准确、简明的词语反映文章中最重要的特定内容，一般用短语，不用具有主、谓、宾结构的完整句。中文题名一
般不超过２０个汉字。如设副标题，可用冒号将副题名与主题名分开。题名中尽量避免使用非公知公认的缩略语、字符、代号
等，应使用原形词。

论著类论文的摘要采用结构式，包括目的（Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ）、方法（Ｍｅｔｈｏｄ）、结果（Ｒｅｓｕｌｔｓ）和结论（Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ）４部分。目的必
须明确；方法描述要具体、详细、清楚，如果有随机分组必须交代随机的方法；结果中要给出关键性或主要的数据，百分率后要

在括号中给出具体的数值比；结论要与目的呼应，必须是从该文的结果中推导出，不能把与结果无关的内容写到结论中。摘

要采用第三人称撰写，不列图、表，不引用文献，不加评论和解释。英文题目和摘要一般与中文摘要内容相对应。
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