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中缅边境恶性疟原虫 ｐｆｍｄｒ１基因多态性及
ｐｆｍｓｐ１等位基因分型研究
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【摘要】　目的　分析中缅边境恶性疟原虫多抗药基因１（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍｆａｌｃｉｐａｒｕｍｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅ１，ｐｆｍｄｒ１）基因编码蛋白８６位点多态性及裂殖子表面蛋白１（Ｐ．ｆａｌｃｉｐａｒｕｍｍｅｒｏｚｏｉｔｅｓｕｒｆａｃｅｐｒｏｔｅｉｎ
１ｇｅｎｅ，ｐｆｍｓｐ１）等位基因的分型特征。方法　采用 ｃｈｅｌｅｘ１００法提取 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增 ｐｆｍｄｒ１基因编码
蛋白８６位点及ｐｆｍｓｐ１基因第２区与第３区部分片段，并对其进行ＤＮＡ测序，对扩增片段基因的结构、
同源性进行分析。结果　检测的５０份血样中，４９份成功扩增ｐｆｍｄｒ１基因，４９份在第２５位氨基酸均发
生缺失，且在第２７～２９位氨基酸由ＳＴＡ都突变为ＥＹＲ，９份在第３５位氨基酸缺失，第８６位氨基酸均未
发生点突变。５０份恶性疟患者样本中有４９份共扩增出７２个 ｐｆｍｓｐ１基因片段，以 ＭＡＤ２０型为主导型
占９３．８８％，Ｋ１、ＲＯ３３型为次之，并存在不同基因株混合感染现象。结论　中缅边境恶性疟原虫株
ｐｆｍｄｒ１基因第 ８６位氨基酸点无突变，ｐｆｍｓｐ１存在 ＭＡＤ２０型、Ｋｌ型和 ＲＯ３３型 ３种等位基因型，以
ＭＡＤ２０型为优势虫株。
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　　疟疾仍是当前全球严重的公共健康问题，每年
约有２．４亿人发病８８．１万人死亡［１］。近年来的研

究表明疟原虫的遗传多样性与其对宿主的感染性、

致病力、免疫学特性和药物敏感性等密切相关，它

严重着影响疟疾发病率和死亡率。一方面恶性疟

原虫多抗药基因１（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍｆａｌｃｉｐａｒｕｍｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１，ｐｆｍｄｒ１）多态性与恶性疟原虫的青蒿琥
酯、阿莫地喹、奎宁、氯喹以及甲氟喹等抗性有关，

且８６位点被认为是抗疟药抗性产生的关键性突变
位点［２４］。另一方面恶性裂殖子表面蛋白（Ｐ．ｆａｌｃｉ
ｐａｒｕｍｍｅｒｏｚｏｉｔｅｓｕｒｆａｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＰＦＭＳＰ）１参与疟原
虫裂殖子入侵红细胞的过程，同时能诱导宿主产生

免疫应答效应，且ｐｆｍｓｐ１基因具有独特的序列特征
及多态性，因此存在着独特的等位基因类型［５］。而

中缅边境恶性疟原虫这方面的研究较少，本研究对

中缅边境恶性疟原虫虫株 ｐｆｍｄｒ１基因多态性和
ｐｆｍｓｐ１基因进行分型，了解该地区恶性疟原虫虫株
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的基因类型、分布特点，为其分子流行病学研究及

研制有效的疟疾疫苗提供科学依据。

１　材料与方法
１．１　研究对象

２０１０年７—９月在中缅边境拉扎地区选择２～
６０岁、有发热（３８℃以上）等疟疾症状、镜检为单一
恶性疟原虫感染，尚未服用抗疟药或有抗疟作用的

抗生素类药物的疟疾患者为研究对象

１．２　虫株来源
取患者外周耳垂血约２０μｌ滴于滤纸上，室温下

干燥，置塑料袋中－２０℃保存

１．３　基因组ＤＮＡ的提取
去离子水浸泡３ｍｍ×３ｍｍ大小的滤纸血迹

３０ｍｉｎ，去滤纸 １３２２４×ｇ离心 ５ｍｉｎ后去上清加

１０％ Ｃｈｅｌｅｘ１００１００μｌ置５６℃水浴３０ｍｉｎ，剧烈震
荡后置沸水浴１０ｍｉｎ，１３２２４×ｇ离心５ｍｉｎ，吸取上
清，－２０℃保存备用。

１．４　目的基因的扩增
根据参考文献［６７］设计引物（表 １）来扩增

ｐｆｍｄｒ１基因及 ｐｆｍｓｐ１基因。引物由上海生工生物
工程技术服务有限公司合成，主要试剂均购自上海

生工生物工程技术服务有限公司。体积 ５０μｌ的
ＰＣＲ反应体系中含 ２μｌ５Ｕ／ＬＴａｑ酶、２μｌ２５
ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２、２μｌ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ以及各２μｌ
的１０ｐｍｏｌ／μｌ上下游引物，去离子水３６μｌ和模板
４μｌ。反应条件见表１。ｐｆｍｓｐ１基因采用巢式 ＰＣＲ
进行扩增，第一次扩增反应用４μｌ上述制备的ＤＮＡ
作模板，第二次扩增反应用４μｌ第一次反应产物作
模板。扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳，溴乙锭染
色后，在凝胶成像仪上观察摄像并记录结果。

表１　ｐｆｍｄｒ１和ｐｆｍｓｐ１ＰＣＲ反应的引物序列及条件
Ｔａｂｌｅ１　ＰＣＲａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｆｒａｇｍｅｎｔｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｆｍｄｒ１ａｎｄｐｆｍｓｐ１ｇｅｎｅ

基因型

Ｇｅｎｅｔｙｐｅ
引物ａ

Ｐｒｉｍｅｒａ
序列（５′－３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）

等位基因

Ａｌｌｅｌｅｔｙｐｅ
ＰＣＲ条件
ＰＣＲｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

ｐｆｍｄｒ１ ＭＤＲ１－Ｒ
ＭＤＲ１－Ｆ

ＡＴＡＡＡＣＣＴＡＡＡＡＡｇｇＡＡＣＴｇｇ
ＴｇｇＴＡＡＣＣＴＣＡｇＴＡＴＣＡＡＡｇＡＡ

ＰｆＭＤＲ１／Ｎ８６Ｙ ３０个循环（９４℃／３０ｓ，５５℃／３０ｓ，
７２℃／１ｍｉｎ）

ｐｆｍｓｐ１ ＭＳＰ１－１ ＡＡＴＡＡｇｇＣＴＡＡＴｇＴＡＡＡＡＴｇ 非特异性 ３０个循环（９４℃／３０ｓ，４９℃／４０ｓ，
７０℃／２ｍｉｎ）ＭＳＰ１－２ ｇｇＡＴＣＡｇＴＡＡＡＴＡＡＡＣＴＡＴＡ 非特异性

ＭＳＰ１－３
ＭＳＰ１－４

ｇｇＴＴＣＡｇｇＴＡＡＴＴＣＡＡＣＡＣｇＴＡＣ
ＴＣＴＴＡＡＡＴｇＡＡｇＡＡｇＡＡＡＴＴＡＣＴＡＣＡＡＡ

ＭＡＤ２０型
ＫＩ型

３０个循环（９４℃／３０ｓ，５７℃／４０ｓ，
７０℃／３０Ｓ），７２℃５ｍｉｎ

ＭＳＰ１－５ ＴＡＡＡｇＣＡＴｇＣＡｇＣＡＡＡＴＡＣＴＣＡＡｇＴ ＲＯ３３型

ＭＳＰ１－６ ＡＣＡＴＡＴｇＡＴＴｇｇＴＴＡＡＡＴＣＡＡＡｇＡｇ 通用

ａ：ＭＳＰ１１和ＭＳＰ１２为外引物；ＭＳＰ１３、ＭＳＰ１４和ＭＳＰ１５分别与ＭＳＰ１６组成３对内引物
ａ：ＭＳＰ１１ａｎｄＭＳＰ１２ａｒｅｅｘｔｅｎａｌｐｒｉｍｅｒｓ，ＭＳＰ１３，ＭＳＰ１４ａｎｄＭＳＰ１５ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＳＰ１６ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙａｒｅｉｎｔｅｒｎａｌｐｒｉｍｅｒｓ

１．５　序列测定和分析
将目的条带阳性的扩增产物送上海美吉生物

医药科技有限公司测序。应用ＧｅｎＢａｎｋ的Ｂｌａｓｔｐ程
序对扩增基因的结构、同源性比较等进行计算机辅

助分析。

２　结果
２．１　一般情况

５０例恶性疟原虫感染患者，平均年龄２４．５岁
（４～５１岁）。原虫血症几何平均数为１１６１２个／μｌ
血，原虫密度为５０～４５００００个／μｌ血液。

２．２　ｐｆｍｄｒ１基因的ＰＣＲ扩增

５０份血样经 ＰＣＲ扩增含有第 ８６位氨基酸的
ｐｆｍｄｒ１基因片段，结果４９份样本为阳性，片段约为
５２０ｂｐ，与预测值大小相符。

２．３　ｐｆｍｓｐ１基因分型结果
５０份样本有 ４９份扩增出阳性条带。其中 ４６

份扩增出ＭＡＤ２０型基因片段，长度为１５０～１６０ｂｐ；
１５份扩增出 Ｋ１型基因片段，长度在 ２６４～３９０ｂｐ
之间；１１份扩增出 ＲＯ３３型基因片段，长度约 ２７０
ｂｐ。５份血样同时扩增出 ＭＡＤ２０、Ｋ１和 ＲＯ３３型序
列片段；７份血样同时扩增出 ＭＡＤ２０、Ｋ１型序列片
段；６份血样同时扩增出 ＭＡＤ２０、ＲＯ３３型序列片段
（表２）。
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图１　ｐｆｍｄｒ１基因片段 ＰＣＲ产物

Ｍ：ＤＮＡ标志物ＤＬ２０００，　１～１０：血样

Ｆｉｇ．１　ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｐｆｍｄｒ１ｇｅｎｅｆｒａｇｍｅｎｔｓ

Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ，ｌ１０：Ｓａｍｐｌｅｓ

图２　ｐｆｍｓｐ１基因ＭＡＤ２０等位基因型ＰＣＲ产物

Ｍ：ＤＮＡ标志物ＤＬ２０００，１～５：血样

Ｆｉｇ．２　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｐｆｍｓｐ１ｇｅｎｅＭＡＤ２０ｔｙｐｅ

Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ，ｌ５：Ｓａｍｐｌｅｓ

图３　ｐｆｍｓｐ１基因ＲＯ３３等位基因型电泳结果

Ｍ：ＤＮＡ标志物ＤＬ２０００，１～１３：血样

Ｆｉｇ．３　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｐｆｍｓｐ１ｇｅｎｅＲＯ３３ｔｙｐｅａｌｌｅｌｅ

Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ，ｌ１３：Ｓａｍｐｌｅｓ

２．４　目的基因序列测定与分析
序列同源性分析表明，这些序列与恶性疟原虫

３Ｄ７虫株基因序列（ＸＭ＿００１３５１７５１．１，ＧＩ∶１２４５０６３７８）
相比经测序ｐｆｍｄｒ１基因第８６位氨基酸均为Ｎ，未发

图４　ｐｆｍｓｐ１基因ｋ１等位基因型电泳结果

Ｍ：ＤＮＡ标志物ＤＬ２０００，　１～１０：血样

Ｆｉｇ．４　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔｏｆｐｆｍｓｐ１ｇｅｎｅＲＯ３３ｔｙｐｅ

Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ，ｌ１０：Ｓａｍｐｌｅｓ

表２　中缅边界恶性疟原虫 ｐｆｍｓｐ１基因分型
Ｔａｂｌｅ２　Ａｌｌｅｌｅｔｙｐｅｉｎｐｆｍｓｐ１ｏｆＰ．
ｆａｌｃｉｐａｒｕｍｆｒｏｍＣｈｉｎａＭｙａｎｍａｒｂｏｒｄｅｒ

感染类型

Ｔｙｐｅｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
等位基因型

Ａｌｌｅｌｅ
阳性例数

Ｎｏ．ｐｏｓｔｉｖｅｃａｓｅｓ
百分率（％）
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ（％）

单型感染

Ｓｉｎｇｌｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ＭＡＤ２０
Ｋ１

　　２８
　　３

５７．１５
６．１２

混合感染

Ｍｉｘｅｄｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ＭＡＤ２０＋Ｋ１
ＭＡＤ２０＋ＲＯ３３
ＭＡＤ２０＋Ｋ１＋ＲＯ３３

　　７
　　６
　　５

１４．２９
１２．２３
１０．２１

合计 　　４９ １００

生突变。而在第２５位氨基酸处均发生氨基酸缺失，
且在第２７～２９位氨基酸由ＳＴＡ都突变为ＥＹＲ，９份
在第３５位氨基酸缺失造成读码框向后移一位。

３　讨论
ｐｆｍｄｒ１基因转录水平增强导致产物量增加，加

速抗疟药外排从而产生抗性；ｐｆｍｄｒ１基因部分位点
突变也可能增强蛋白功能达到同样的效果［８］，一些

研究发现ｐｆｍｄｒ１基因８６等位点突变同抗疟药抗性
的产生具有重要的关联性［２４，８］。本研究分析了４９
例中缅边境恶性疟原虫感染者的恶性疟原虫株

ｐｆｍｄｒ１基因８６位点的多态性，结果表明未发现恶性
疟原虫存在８６位点突变，即全部虫株 ｐｆｍｄｒ１基因
８６位点的氨基酸均为野生型（天冬酰胺），同样对恶
性疟原虫海南株的研究，于丹等未发现 ８６位点突
变［９］，官亚宜等［１０］仅检测到３．４％ ８６位点突变，这
也与泰国９％的检出率相似。而与云南株 ｐｆｍｄｒｌ基
因８６的位点突变４７．４％不相一致［１１］。本研究还发

现４９例中面边境恶性疟样本的ｐｆｍｄｒ１基因在第２５
位氨基酸处均发生氨基酸缺失，且在第２７～２９位氨
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基酸由ＳＴＡ突变为ＥＹＲ，９份在第３５位氨基酸缺失
造成读码框向后移一位。该地区是否存在抗药株

需进行相关体外药物敏感性试验或体内治疗反应

的监测来进一步明确。

恶性疟原虫 ＭＳＰ１分子第２区为高变区，主要
由不同类型的串联重复序列构成，在不同虫株间有

较大的变异存在显著的多态性［５］。本研究以ＭＳＰ１
Ｒ２区为基因标志物，结果表明中缅边境恶性疟原虫
种群的 ＭＳＰ１等位基因同时存在 ３种类型，即
ＭＡＤ２０型、Ｋ１型和 ＲＯ３３型，以 ＭＡＤ２０型为优势
虫株及当地不同等位基因型虫株的混合感染率均

与云南株的报告结果相似［１２］，与海南株略有差

异［７，１３１４］（海南株尚未发现 ＲＯ３３型），与非洲、美洲
等地区以 Ｋ１型或 Ｒ０３３型为优势虫株差异更
大［１５１６］。恶性疟原虫ＭＳＰ１在不同的国家或同一国
家不同地区均存在着抗原变异。某一地区恶性疟

原虫种株的基因分型及变异程度与可能患者的年

龄、遗传特性有一定的关系 。

志谢　感谢云南省寄生虫病防治所中心实验室的大力支持和

帮助；感谢云南省寄生虫病防治所提供恶性疟原虫标本。
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