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揖摘要铱 目的 了解来自不同流行区输入性恶性疟原虫 Pfcrt基因 K76T的点突变情况袁 探讨恶性疟原虫 Pfcrt基
因多态性遥 方法 采集 2008-2012年从非洲 渊尼日利亚尧 赤道几内亚尧 刚果尧 利比里亚尧 安哥拉和马里冤 和东南亚
渊缅甸和印度尼西亚冤 等疟疾流行区回国人员恶性疟现症患者血样共 72份袁 根据恶性疟原虫 Pfcrt基因序列设计巢式
PCR引物袁 以血样中的恶性疟原虫 DNA为模板袁 进行巢式 PCR袁 扩增产物经限制性内切酶 Apo I酶切后鉴定遥 结果

72 份输入性恶性疟现症患者血样中袁 71 份扩增出目的条带遥 扩增产物酶切结果显示袁 突变型 Pfcrt 等位基因 41 份
渊57.7%袁 41/71冤袁 野生型 Pfcrt等位基因 30份 渊42.3%袁 30/71冤遥 其中非洲 6国 50份血样中袁 野生型和突变型各 25份
渊50%袁 25/50冤曰 缅甸和印度尼西亚 21份血样中袁 野生型 5份 渊23.8%袁 5/21冤袁 突变型 16份 渊76.2%袁 16/21冤遥 结论 来

自不同流行区的恶性疟原虫分离株 Pfcrt基因突变出现率不同遥
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揖Abstract铱 Objective To identify the incidence of the K76T mutation in Pfcrt gene of imported Plasmodium fal鄄
ciparum and study the Pfcrt gene polymorphism in Plasmodium falciparum. Methods Seventy鄄two blood samples were
collected from patients infected with P. falciparum returning from Africa 渊Nigeria, Equatorial Guinea, Congo, Liberia, An鄄
gora and Mali冤 and Southeast Asia 渊Myanmar and Indonesia冤 from 2008 to 2012. According to Pfcrt gene sequence of
P. falciparum, nested PCR primers were designed, and the reaction was applied with P. falciparum DNA in the blood
samples as templates. PCR products were identified by Apo I digestion. Results Among 72 blood samples of P. falci鄄
parum, mutant Pfcrt alleles were found in 41 samples渊57.7%, 41/71冤 and wild type Pfcrt alleles were found in 30 sam鄄
ples 渊42.3%, 30/71冤. There were 25 samples 渊50%, 25/50冤 each with mutant Pfcrt alleles or wild type that were from
Africa, while 16 samples渊76.2%, 16/21冤 with mutant Pfcrt alleles and 5 samples 渊23.8%, 5/21冤 with wild type that were
from Southeast Asia, repectively. Conclusion The incidence of Pfcrt gene mutation is different in P. falciparum isolates
from different regions.
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PCR鄄RFLP检测输入性恶性疟原虫
Pfcrt基因多态性

周水茂袁 杨燕袁 吴凯袁 陈智袁 徐明星袁 刘勇袁 王重新

疟疾是当今严重危害人类健康的一种虫媒寄生虫

病遥 恶性疟在世界范围内流行形势严峻袁 2010年有
逾 2亿病例和约 65.5万死亡病例袁 许多疟疾流行国
家诊断资源有限袁 特别是在农村地区咱1暂遥 恶性疟原虫
的抗药性对疟疾控制非常重要袁 也是近半个世纪以来
全球控制疟疾受挫的重要原因咱2暂袁 成为疟疾防治工作
的一大障碍遥 氯喹是应用范围最广的抗疟药袁 自 20
世纪 50年代末 60年代初袁 抗氯喹恶性疟出现在南美

洲和东南亚袁 并不断扩散袁 导致对氯喹的抗药性
渊chloroquine resistance袁 CQR冤 几乎遍及所有恶性疟
流行地区袁 疟原虫的抗性已成为全球控制疟疾的技术
难题咱3暂遥

Fidock等咱4暂研究发现袁 恶性疟原虫对氯喹抗性转
运载体基因 Pfcrt 渊Plasmodium falciparum chloroquine
resistant transporter冤 位于 7 号染色体上袁 编码的蛋
白为恶性疟原虫氯喹转运蛋白 渊PfCRT冤袁 所有抗性
株中均在 Pfcrt 基因的 76 位 渊K76T冤 发生点突变袁
而所有敏感株则均无此突变袁 因此认为恶性疟原虫的
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CQR表型可能由 Pfcrt基因 76号编码突变决定遥 Pfcrt
已成为目前恶性疟原虫抗药性基因研究的重点咱5暂遥 本
实验采集非洲和东南亚等疟疾流行区回国人员中的疟

疾现症患者血样袁 分析输入性恶性疟原虫 Pfcrt基因
多态性遥

材料与方法

1 主要试剂和仪器

TaqDNA 聚合酶购自加拿大 BioStar 公司袁 琼脂
糖购自法国 BIOWEST公司袁 三磷酸脱氧核糖核苷酸
渊dNTP冤 购自美国 Pharmacia公司袁 DNA标志物购自
洛阳市华美生物工程有限公司袁 限制性内切酶 Apo I
购自加拿大 Fermentas公司遥 Gene Amp PCR System
2400扩增仪为美国 Perkin Elmer公司产品袁 PTC鄄200
Peltier Thermal Cycler梯度 PCR仪为美国 Bio鄄Rad公
司产品袁 Cole鄄Parmer 28560鄄00电泳仪为美国热电公
司产品袁 Gene Genius Bio鄄Imaging System 凝胶成像
系统为英国 Syngene公司产品遥

2 方法

2.1 样本来源 采集 2008-2012年从非洲和东南亚
等疟疾流行区回国人员中的恶性疟现症患者血样 72
份 渊显微镜检查阳性冤袁 其中非洲 51份袁 东南亚 21
份遥 患者均知情同意遥
2.2 滤纸血标本制作 从患者手指或耳垂取血袁 制
作 2个直径约 1.2 cm的滤纸血滴 渊每个血滴相当于
全血量 20 滋l冤袁 做好标记袁 滤纸血自然干燥后封入塑
料袋中袁 4 益或室温保存遥
2.3 PCR模板的制备咱6暂 剪下滤纸干血滴袁 置于 1.5 ml
离心管中袁 加入蒸馏水 1 ml溶血 1~2 h袁 吸取至另
1.5 ml离心管中袁 400伊g离心 10 min袁 弃上清袁 加入
蒸馏水 0.5 ml洗涤 3次袁 弃上清袁 加入蒸馏水 20 滋l袁
-20 益保存遥
2.4 巢式 PCR扩增 根据恶性疟原虫氯喹抗性基因

Pfcrt序列设计 PCR引物 2对咱7,8暂袁 由上海英骏生物技
术有限公司合成遥 外引物p1院 5忆鄄CCGTTAAT AATAAA鄄
TACACGCAG鄄3忆袁 p2院 5忆 鄄C GGATGTTACAAAACATA鄄
GTTACC 鄄3忆曰 内引物 p3院 5忆鄄TGTGCTCATGTGTTTA鄄
AACTT鄄3忆袁 p4院 5忆鄄CAAAACTATAGTTACCAATTTTG鄄3忆遥
巢式 PCR反应体系院 DNA模板 2 滋l袁 10伊PCR 缓冲
液 2.5 滋l袁 TaqDNA 聚合酶 0.15 滋l袁 25 mmol/L 三磷
酸脱氧核苷酸 渊dNTP冤尧 20 mmol/L外引物 p1和 p2各
0.5 滋l袁 ddH2O补足至 25 滋l遥 反应条件院 94 益 3 min曰
92 益 30 s袁 48 益 45 s袁 65 益 60 s袁 共 30 个循环曰
65 益 5 min遥 第 2轮 PCR反应体系院 10伊PCR 缓冲液

2.5 滋l袁 TaqDNA聚合酶 0.15 滋l袁 dNTP尧 内引物 p3和
p4各 0.5 滋l袁 第 1轮 PCR产物 1 滋l作为模板袁 ddH2O
补足至 25滋l遥 反应条件院 94益 2 min曰 92益 30 s袁 48益
30 s袁 65 益 45 s袁 共 35个循环曰 65 益 5 min遥 取第 2
轮 PCR反应产物 8 滋l袁 用 1.2豫琼脂糖凝胶电泳观察遥
2.5 酶切分析 取第 2 轮 PCR扩增产物 10 滋l袁 加
入含 0.1 mg/ml 牛血清白蛋白 渊BSA冤 的 10伊Tango缓
冲液 2 滋l袁 限制性内切酶 Apo I 0.4 滋l袁 加灭菌双蒸
水至 20 滋l袁 37 益过夜遥 1.2%琼脂糖凝胶电泳袁 100 V
电泳 40 min袁 凝胶成像分析系统摄影记录遥

结 果

1 PCR扩增结果
72份血样中袁 71份均扩增出 134 bp的目的条带袁

1份来源于非洲的血样未扩增出目的条带 渊图 1冤遥

2 酶切结果

71份 PCR扩增产物经限制性内切酶 Apo I酶切袁
其中 41 份未被酶切袁 目的条带大小为 134 bp袁 为
Pfcrt等位基因突变型 渊57.7%袁 41/71冤曰 30份酶切为
100 bp和 34 bp的 2个片段袁 为 Pfcrt等位基因野生
型渊42.3%袁 30/71冤 渊图 2冤遥 其中袁 源自尼日利亚尧
赤道几内亚尧 刚果尧 利比里亚尧 安哥拉和马里等 6国
回归人员的 50份血样中袁 野生型和突变型各 25 份
渊25/50袁 50%冤曰 源自缅甸和印度尼西亚回归人员 21
份血样中袁 野生型 5份 渊23.8%袁 5/21冤袁 突变型 16
份 渊76.2%袁 16/21冤遥

讨 论

随着经济发展袁 人群流动和劳务输出不断增加袁
近年来境外感染疟疾病例输入逐年增多咱9暂遥 本实验结
果表明袁 71份血样中袁 Pfcrt等位基因突变型占 57.7%
渊41/71冤袁 Pfcrt等位基因野生型占 42.3% 渊30/71冤遥 其
中缅甸和印度尼西亚 2个东南亚国家的恶性疟 Pfcrt

M: DNA标志物曰 1~8院 恶性疟现症患者血样遥
M: DNA marker曰 1-8: Blood samples of P. falciparum patients.

图 1 血样PCR扩增结果
Fig. 1 PCR amplification of blood samples
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M院 DNA标志物曰 1尧 3尧 6尧 8院 野生型曰 2尧 4尧 5尧 7院 突变型遥
M: DNA marker; 1, 3, 6, 8: Wild鄄type; 2, 4, 5, 7: Mutant type.

图 2 PCR产物酶切结果
Fig. 2 Results of digested PCR products

M 1 2 3 4 5 6 7 8
15 000

100

500

bp

基因突变型 渊76.2%冤 高于 6个非洲国家 渊尼日利亚尧
赤道几内亚尧 刚果尧 利比里亚尧 安哥拉和马里等袁
50%冤袁 提示来自不同流行区的分离株袁 其基因突变
出现率也不同遥 任何一种药物经过长时间的使用后都
会使其作用机体产生一定的耐受性遥 如用药不规范尧
剂量不足尧 治疗不彻底尧 重复使用等均可致使恶性疟
原虫对氯喹产生抗性遥 产生抗性后停止使用氯喹袁 其
抗性程度呈下降趋势袁 药物敏感株有所增加遥 Kublin
等咱10暂在马拉维研究发现袁 氯喹停用多年后袁 对氯喹敏
感的恶性疟原虫又重新出现遥 目前非洲治疗疟原虫主
要用药为蒿甲醚袁 对治疗抗氯喹恶性疟效果较好遥

Pfcrt基因某些位点突变可能是恶性疟原虫产生
氯喹抗性的关键性因素咱11,12暂袁 但不是疟原虫对氯喹产
生抗性的惟一因素袁 如 Pfmdr1等其他基因突变尧 宿
主免疫状况和该地区的用药情况等均可能影响氯喹抗

性的产生和发展咱13暂袁 但 K76T点突变存在于所有抗性
虫株中咱4暂袁 其点突变较敏感袁 更容易产生氯喹抗性遥
也有研究发现袁 并非所有 CQR 虫株均发生 K76T 突
变袁 一些氯喹敏感 渊CQS冤 虫株也能检测到该突变
的存在咱11,14暂遥 不同基因型的恶性疟原虫株其致病性尧
抗原性尧 对药物的敏感性和流行病学特征都有可能
不同咱15暂袁 为疟疾防治工作带来困难遥 目前 Pfcrt基因
K76T突变在研究氯喹抗药性方面仍十分重要袁 对其
突变的鉴别可以筛检出抗氯喹恶性疟原虫的感染袁 有
助于采取正确的治疗方案遥 对输入性疟疾患者进行分

子水平的抗性监测袁 有利于了解不同来源地的输入性
恶性疟的抗性类型和抗性程度袁 并对抗性变化采取早
期预警袁 为采取正确的防治措施提供重要的科学依据遥
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