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疟疾是危害人类健康的虫媒传染病
#

和艾滋病
$

结核病并列为发展中国家的三大公共卫生问题
%

我

国的疟疾流行以间日疟为主
#

具有传播快
$

易反复等

特点
%

由于疟疾流行区人员的频繁流动
#

疟原虫不同

地理株之间存在传播和扩散的风险
%

对疟疾病例进

行科学分类和溯源是目前疟疾监测工作的重要内

容
%

由于传统显微镜形态学观察方法的局限性
#

国内

外学者尝试采用分子生物学技术来对疟原虫进行基

因分型和鉴定
#

并取得了积极进展&

>!$

'

%

?-8-13)3

等&

%

'通

过对间日疟原虫裂殖子表面蛋白
!

9-17@73*- 2A1B0C-

D17*-3)

"

#

的基因序列分析来调查意大利输入性疟疾

病 例 的 来 源
(

黄 天 谊 等 &

E

' 采 用 环 子 孢 子 蛋 白

高世同 ! 李晓恒 耿艺介 黄达娜 谢旭 梅树江 张仁利

!"#$ %&

克隆间日疟原虫河南分离株与湖北分离株红内期
#F? 146G

#

并进行同源性分析
%

'(

采用
/HI

方法从间日疟患者血样
46G

中扩增间日疟原虫
>F? 146G

#

纯化后与
DJK,!L-02M

质粒

连接
#

转化大肠埃希氏菌
+,>"N

(

阳性克隆质粒经双酶切鉴定后
#

进行序列测定
#

采用
OPG?L

和
,KJG%

生物软件分析同源性
%

)*

间日疟原虫
>F? 146G

扩增片段大小为
NNF :D

(

阳性克隆重组质粒经双酶

切鉴定
#

与预期结果相符
(

序列测定结果显示
#

河南
$

湖北
!

分离株间日疟原虫
>F? 146G

序列完全相同
#

与
J-)O0)Q

中报道的
>!

株间日疟原虫相同序列进行比对
#

其同源性均大于
NNR

(

用邻位连接法
!

)-3ST!

:71!U73)3)S

#

6+

"

和非加权组平均法
!

V/J,G

"

!

种方法构建系统发生树发现
#

河南分离株
$

湖北分离株与间

日疟原虫
W>$N!'=>

株遗传距离小
#

同属一个分支
%

)+

克隆了间日疟原虫河南与湖北分离株红内期

>F? 146G

#

该基因序列在不同地理株间遗传稳定
%

,-./$

间日疟原虫
(

>F? 146G

(

序列同源性分析
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株间日疟原虫
>F? 146G

的克隆及其
同源性分析
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基金项目
)

深圳市科技计划资助项目
!

!&>!&!&FE

"

作者单位
)

E>F&EE

深圳
#

深圳市疾病预防控制中心
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!

>31>?92@717A73*- @17*-3)

#

BC/

"

等位基因多重
/BD

基因分型方法对我国
#&

个省
!

自治区
"

$E%

个间日疟

原虫分离株进行分类
#

检出温带族
!FE

株
#

热带族

GH

株
#

认为基因型种群的结构与地理分布关系明显
$

本研究克隆了间日疟原虫湖北分离株
%

河南分离株红

内期小亚基核糖体
D6I

!

JEC 1D6I

"

编码基因
#

并与国

外报道的间日疟原虫同源序列进行分析比对
#

以期为

相关基因诊断和不同地理株的鉴定提供参考依据
$

!

材料和方法

!"!

血样与菌株

经镜检复核的河南和湖北间日疟患者血样各
J

份
#

正常人血样
!

份
#

均由深圳市疾病预防控制中心

收集
&

全血标本采集均为静脉采血
#

!K L4MI!60

!

抗凝
#

N!& "

保存
&

大肠埃希菌
+,#&H

由深圳市疾病

预防控制中心分子生物室保种
$

!"#

主要试剂和仪器

/BD

扩增仪
/L!HG&&

为美国
IO(

公司产品
#

@PL,!M-02Q

质粒为美国
/179-R0

公司产品
#

全血

46I

提取试剂盒
%

46I

分子标志物
%

.6M/

%

SI !"#

46I

聚合酶
%

/BD

产物纯化试剂盒
%

质粒提取纯化

试剂盒以及限制性内切酶
$%&D!

与
'"(!

均由大连

宝生物有限公司提供
$

!"$

引物合成

根据间日疟原虫
/;!&&ETMDT4LS

株
JEC 1D6I

基因
!

P-)O0)U

登录号
PV%GGG%%=#

"#

采用
/139-1

/1-93-1 F=&

软件设计
#

并委托上海生工生物工程有

限公 司 合 成
$

上 游 引 物
'

FW!IIP PBB IIM BMP

PBM MMP MI!$W

#

下游引物
'

FW!IBB PII MMB IPM

BBB IBP MI!$W

$

!"%

血样
&'(

提取

取抗凝血
J&& "<

#

采用全血
46I

提取试剂盒抽

提
46I

#

并溶于
J&& "< ML

缓冲液中
#

%"

保存备用
$

!") !*+ ,-'(

基因的克隆与鉴定

/BD

反应体积为
F& "<

#

其中
.6M/93X

!

每种浓

度均为
!=F 997<TS

"

F "<

#

上
%

下游引物
!

!F @97<T"<

"

各
J "<

#

!"#

酶
!

F YT"<

"

J "<

#

J& #

缓冲液
F "<

#

灭

菌去离子水
$F "<

#

46I

模板
$ "<

$

反应条件为
'

H% " % 93)

&

H% " $F 2

#

F! " $F 2

#

G! " J 93)

#

共

$F

个循环
&

G!" F 93)

$

/BD

扩增产物以
J=FK

琼脂

糖凝胶电泳分析
#

切胶回收目的
46I

片段
#

并以

/BD

产物纯化试剂盒纯化
$

将纯化的间日疟原虫

JEC 146I

片段与
@PL,!M-02Q

质粒连接后
#

转化感

受态大肠埃希菌
+,J&H

#

涂布含氨苄青霉素的
SO

平板
#

培养过夜
#

挑取阳性克隆菌落小量培养
#

以质

粒提取纯化试剂盒提取重组质粒
#

采用限制性内切

酶
$%&D!

和
)"(!

作双酶切鉴定
$

!". !*+ ,&'(

片段的序列分析

委托上海生工生物工程有限公司采用双脱氧链

末端终止法测定重组质粒的插入片段
#

采用
OSICM

和
,LPI%

生物软件进行同源分析
$

#

结果

#!! !*+ ,&'(

的扩增结果

湖北和河南
!

例间日疟患者的血样
46I

模板

均扩增出约
HHE :@

的基因片段
#

与预期的目的基因

扩增片段大小一致
&

健康人血
46I

和蒸馏水空白对

照未见特异性扩增条带
!

图
J

"$

!

! JEC 146I

片段
/BD

扩增的结果

,

'

46I

标志物
#

JZ!

'

河南间日疟患者血样
#

$

'

湖北间日疟患者血

样
#

%

'

健康人血样
#

F

'

蒸馏水对照

/01" ! D-2?<*2 7[ JEC 146I [10R9-)* 09@<3[3-. :Q /BD

,

'

46I 901U-15 J!!

'

*+ ,-,". 3)[->*-. :<77. 209@<- [179 \-)0)

/1783)>-5 $] *+ ,-,". 3)[->*-. :<77. 209@<- [179 \?:-3 /1783)>-5

%] 67190< :<77. 209@<-5 F] O<0)U >7)*17<

#!#

目的基因阳性克隆的鉴定

阳性克隆菌落经小量培养后
#

提取重组质粒
#

以

限制性内切酶
/%&D!

和
)"(!

作双酶切
#

得到约
HHE

:@

的酶切片段
!

图
!

"&

鉴定结果均与预期的结果相符
$

!

#

阳性克隆质粒的
$%&D!

和
)"(!

双酶切鉴定

,

'

46I

标志物
#

JZ!

'

阳性克隆重组质粒
#

$

'

@PL,!M-02Q

质粒

/01" # (.-)*3[3>0*37) 7[ *^- 1->79:3)0)* @<0293.2 :Q

$%&D!0). )"(!1-2*13>*37) -)AQ9-2 .3R-2*37)

,

'

46I 901U-15 #!!] D->79:3)0)* @<0293.25 $

'

/<0293. @PL,!M-02Q

, # ! $ % F

:@

# F&&

# &&&

G&&

, # ! $

:@

# &&&

E&&

'&&

$#E

( (
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片段的序列测定与同源性分析

序列测定结果显示
#

河南与湖北
!

分离株间日

疟原虫
>?@ 146A

扩增序列均含有
BB?

个核苷酸
#

二者的核苷酸序列完全一致
$

根据测定的
#?@

146A

序列
#

采用
CDA@E

软件在
F-)C0)G

中搜索
%

比对
#

获得
>!

条国外报道的间日疟原虫同源序列
#

序列号分别为
+H'!I>J?=>

!

@;'

株
"%

+H'!I>JI=>

!

@;J

株
"%

+H'!I>J'=>

!

@;%

株
"%

+H'!I>JJ=>

!

@;$

株
"%

+H'!I>J%=>

!

@;!

株
"%

+H'!I>J$=>

!

@;>

株
"%

FH%III%%=>

!

/;!""?KELK4MD

株
"%

N"$"IB=>

!

@0<>

株
"%

N"I$'I=>

!

MD @0<80.71

株
"%

NB$!$$=>

!

/;O>!B%

株
"%

N?$?II=>

和
P>$B!'=>

&

所克隆的
!

株间日疟原

虫
>?@ 1L6A

基因序列与上述序列比对的同源性均

大于
BBQ

&

以
,MFA%

软件邻位连接法
!

)-3RS:71!

T73)3)R

#

6+

"

和非加权组平均法
!

N/F,A

"

构建系统

发生树
#

结果均显示
'

河南分离株
%

湖北分离株与

P#$B!'=#

株遗传距离小
#

属同一个分支
!

图
$

"&

!

"

基于不同地理株间日疟原虫
#?@ 146A

系统发生分析

A

'

邻位连接法
#

C

'

非加权组平均法

*+,- " /SU<7R-)-*3V 0)0<U232 7W *S- 1-<0*37)2S3X 097)R

.3WW-1-)* !" #$#%& 327<0*-2 :02-. 7) *S- >?@ 146A 2-YZ-)V-

A[ 6-3RS:71!T73)3)R

#

C[ N)\-3RS*-. X031!R17ZX 9-*S7. \3*S

013*S9-*3V 9-0)2

"

讨论

疟原虫基因组序列的测定为从分子水平探讨基

因的突变与表型的关系
#

开展疟原虫基因分型
%

耐药

性研究及分子流行病学调查奠定了基础
&

目前
#

在

疟疾的分子流行病学调查研究中
#

通常采用疟原虫

重要功能基因作为标志物 (

J!?

)

#

检测分析其多态性
#

了解不同地理株疟原虫基因变异的时空分布特点
#

分析这种多态性与疟原虫生物特性和种群结构内在

的关系
&

疟原虫
]@/

和裂殖子表面蛋白
,@/

编码基

因变异程度较高
#

其序列中央重复区的类型
%

重复次

数和长度在不同分离株间均存在差异
#

可以根据扩

增片段的大小或带型进行区分
&

目前
#

以疟原虫

]@/

基因
%

,@/

基因为分子标志研究疟原虫基因多

态性的文献报道较多
&

黄天谊等(

J

)通过检测间日疟

原虫
]@/

基因片段的多态性
#

认为我国北纬
!J"

以

北是单一温带族间日疟原虫的分布区
#

北纬
!J"

以

南地区是温带族和热带族间日疟原虫重叠分布区
#

并发现温带族内存在地理分布不明显的
!

个基因类

群(

J

)

&

张山鹰等(

B

)以
,@/>

基因为分子标志
#

扩增分

析
I!

份从海南
%

安徽疟疾流行区收集的间日疟标

本
#

将间日疟原虫感染分为
@0<!>

%

C-<-9

和混合型
#

其中混合基因型与多重感染无关联
&

在生物进化过程中
#

>?@ 146A

遗传相对稳定
#

长度适中
#

是重要的分子系统发生分析的标志物
5

可

以通过对其序列的测定来对病原生物进行分类与鉴

定
&

疟原虫
>?@ 146A

在疟原虫的细胞质中含量丰

富
#

且疟原虫不同种属存在种特异性基因序列区域
#

被认为是疟疾核酸诊断的理想靶基因和疟原虫虫种

鉴别的良好生物标志物(

>"!>!

)

&

根据
>?@ 146A

建立的

不同人体疟原虫感染的分子检测技术特异性好
%

灵

敏度高
#

在疟疾的临床诊断和现场流行病学调查中

得到广泛应用(

>>!>!

)

$

基于
>?@ 146A

序列构建分子

进化树
#

分析
>J

种灵长类疟原虫的亲缘关系
#

证

实感染人类的疟原虫属于多系种群
#

间日疟原虫

与猴疟原虫
!

!" '$($)(

"

遗传距离最小
#

提示猴疟原

虫可能存在通过变异而传播人类的风险(

>$

)

&

近年来
#

在东南亚地区不断发现的人类诺氏猴疟原虫自然感染

病例佐证了这个假设(

>%

)

&

国内对于不同地理株间日疟

原虫
>?@ 146A

序列的研究分析不多
&

为丰富相关

核酸背景资料
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的变异特点
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及其与生物学特性和地理分布

的关系
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有待在扩大样本量的基础之上
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