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要"目的
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应用巢式
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技术对
'

例罕见卵形疟原虫
M$&&%R=>%

亚种进行诊断和鉴定%方法
!

采集初诊为输入性间日疟

患者血样!进行疟疾快速诊断试剂盒&显微镜镜检和巢式
ÊF

检测!并进行测序分析%结果
!

该患者疟疾快速诊断试剂盒检测阴

性#镜检查见寄生于红细胞内的疟原虫环状体和滋养体#采用卵形疟原虫
M$&&%R=>%

亚种特异性引物"

>\Q9'J

(

>\Q9+J

$进行巢式

ÊF

!在
*)(A

D

处有特异性扩增条带!测序后经
G&$7?

比对!与
O=8G$8R

数据库中卵形疟原虫
M$&&%R=>%

亚种部分序列的一致性为
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%结论
!

该患者经巢式
ÊF

和序列分析确诊为湖北省首例卵形疟原虫
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亚种感染%

关键词"输入性疟疾#
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8=7?=< ÊF$8<7=

.

;=80%8

B

$8$&

L

7%7/

=2

(

>+.,)

!

%#

D

1>?=<#$&$>%$

&

!D

&$71#<%;#1J$&=M$&&%R=>%

&

!

8=7?=<

D

1&

L

#=>$7=0@$%8>=$0?%18

!!

卵形疟原虫%

&̂$7#1<%;#1J$&=

'于
'5++

年首次由
H?="

D

@=87

描述并因其在红细胞内的卵圆形态而被命名)

'

*

#其主

要分布于非洲"尤其是西非及东南亚国家#最近研究发现"卵

形疟除经典亚种%

&̂$7#1<%;#1J$&=0;>?%7%

'外还存在另一变异

亚种%

&̂$7#1<%;#1J$&=M$&&%R=>%

'"两者无法通过镜检从形态

上区分)

+

*

#湖北省历史上未见卵形疟本地病例报道"但随着境

外劳务输出的日益频繁"输入性卵形疟呈较大幅度增加"但未

见
M$&&%R=>%

亚种报道)

2

*

#本研究对湖北省
'

例初诊为输入性

间日疟病例"采用巢式
ÊF

鉴定"并进行测序分析"结果报道

如下#

?

!

资料与方法

?/?

!

一般资料
!

患者男"

2'

岁"荆门人"

+('2

年
''

月赴非洲

加纳从事野外金矿开采"务工期间曾多次感染疟疾%感染虫种

不详'"均采用注射
'

"

+<

抗疟药治疗"

+('4

年
,

月回国约
)

个月后"出现发热(寒战(全身酸痛等症状"经县人民医院采血

制片镜检诊断为间日疟"后经市级疾控中心镜检复核为输入性

间日疟#采集该患者
!X:9"Y$

+

抗凝全血送省级疾控中心

复核#

?/@

!

仪器与试剂
!

全血
XY9

抽提试剂盒%

iI9$#

D

XY9

P%8%W%?

'购自
iI9O!Y

公司"

XY9

聚合酶%

>̂%#=H:9F

,

[H

XY9 1̂&

L

#=>$7=

'购自
:$R$>$

公司"

ÊF

预混反应体系%

X>="

$#:$

.

ÊFP$7?=>P%_

'购自
g=>#=8?$7

公司"疟疾快速诊断

试剂盒%

P$&$>%$>$

D

%<<%$

B

817?%0?=7?7

"

FX:7

'购自广州万孚生

物技术有限公司#显微照相系统购自
V=%0$

公司"

ÊF

扩增仪

和电泳仪购自
G%1"F$<

公司"凝胶成像系统购自
S&?>$"Q%1&=?

公司#

?/A

!

方法

?/A/?

!

FX:7

检测
!

取
-

%

V

患者抗凝血"参照
FX:7

说明书

进行检测#

?/A/@

!

血涂片显微镜镜检
!

取患者抗凝血制作有厚(薄血膜

的血涂片"干燥(固定后采用
O%=#7$

染色"油镜%

d'(((

'下镜

检疟原虫#

?/A/A

!

巢式
ÊF

检测小亚基核糖体
FY9

%

HHS>FY9

'

!

%

'

'

参照文献)

4"-

*设计疟原虫属特异性引物
>̂VS-

$

>̂VS)

和间日

疟(恶性疟(三日疟(卵形疟
0;>?%7%

亚种和卵形疟
M$&&%R=>%

亚种
-

种疟原虫的种特异引物%分别为
>QIQ'

$

>QIQ+
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>g9V'
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>g9V+

(

>P9V'

$

>P9V+

(

>\Q9'

$

>\Q9+

和
>\Q9'J

$

>\Q9+J

'#由宝生

物工程%大连'有限公司合成"见表
'

#%

+

'

XY9

提取参照

iI9$#

D

XY9P%8%W%?

试剂盒提取全血
XY9

"

b+( U

保存#

%

2

'

HHS>FY9

第一轮扩增!

+(

%

V

反应体系中包含
2

%

V

模板

XY9

"
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%

V:$

.

XY9

聚合酶"

'/'

%

V)

%

#1&

$

V

属特异性引

物"

'/)

%

V+/-##1&

$

V<Y:̂ 7

"

4/(

%

V-dG;CC=>

和
5/(

%

V

水&反应条件为
54U

变性
2#%8

&

54U

变性
2(7

"

-,U

退火
2(

7

"

*+U

延伸
'#%8

"共扩增
2-

个循环&

*+U

延伸
-#%8

#

HHS

>FY9

第二轮扩增!

+(

%

V

反应体系中包含第一轮扩增产物
+

%

V

"

4

对种特异性引物上(下游引物各
'/(

(

'(

%

V+dX>=$#:$

.

ÊFP$7?=>P%_

和补水至
+(

%

V

&扩增条件与第一轮扩增相

同#%

4

'琼脂糖凝胶电泳!取
+/(

%

V)d

上样缓冲液与
'(

%

V

第

二轮
ÊF

扩增产物混匀"取
)

%

V

进行
'/-3

琼脂糖凝胶电泳

%

5(Q

电泳
4(#%8

'"凝胶成像系统观察#%

-

'测序分析!将第二

-
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轮扩增产物送生工生物%上海'股份有限公司进行测序"测序结 果在
YEGI

上进行
G&$7?

同源性分析#
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基于
HHS>FY9

基因的疟原虫巢式
ÊF

扩增体系

扩增顺序 引物名称和序列%
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' 预期长度%
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'

属特异性%第一轮'
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!
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9:E:EE:::9E:::::O:9E:OO9O9 *,+
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@

!

结
!!

果

@/?

!

FX:7

检测结果
!

患者抗凝血样经
FX:7

检测"结果为

疟原虫阴性#

@/@

!

血涂片显微镜镜检结果
!

血涂片镜检厚血膜查见环状体

和大滋养体&薄血膜中"被寄生的红细胞大小正常或略缩小"环

状体和早期滋养体核较大"胞质较厚"大滋养体呈圆形"细胞质

坚实"空泡不显著%图
'

'#

!!

注!

9

为厚血膜中的环状体和大滋养体&

G

"

X

均为薄血膜"其中
G

为环状体"

E

为早期滋养体"

X

为大滋养体#

图
'

!!

血涂片中的疟原虫$

O%=#7$

染色)

d'(((

%

!!

注!

P

为
XY9

标志物&

Ŷ"'552

为采用
Ŷ"'552 ÊF

体系&

1̂M

为采用卵形疟
M$&&%R=>%

亚种引物&

'

为空白对照&

+

为阴性对照&

2

"

)

分别为间日疟(恶性疟(三日疟和卵形疟
0;>?%7%

亚种阳性对照&

*

(

,

为

患者标本#

图
+

!!

全血
XY9

巢式
ÊF

检测结果

@/A

!

巢式
ÊF

检测结果
!

采用
Ŷ"'522

体系"患者样本扩增

阴性&而以
>\Q9'J

$

>\Q9+J

为引物
ÊF

扩增出大小约
*)(

A

D

的特异性条带%图
+

'#

@/B

!

扩增片段的序列分析结果
!

扩增产物经测序"长度约为

*-4A

D

"采用
YEGI

中
G&$7?

程序对扩增序列%通过
G$8R%?

提交

YEGI

"

O=8G$8R

登录号为
WS2'-+25

'进行同源性比对"与

O=8G$8R

中
&̂$7#1<%;#1J$&=M$&&%R=>%

克隆
OE"'',H>FY9

基因全序列%

O=8G$8R

登录号
Wg)5)2-5/'

'及卵形疟
HSS

>FY9

基因%

O=8G$8R

登录号
9K(('-+*/'

'一致性均为
553

#

A

!

讨
!!

论

!!

卵形疟每年在非洲引起超过
'-((

万病例"由于其形态与

间日疟相似和隔日发作特点"常被误诊为间日疟或三日疟而导

致其感染率被低估)

)

*

#而目前被基层广泛使用的
FX:7

产品

对卵形疟(三日疟的诊断敏感性显著低于间日疟和恶性疟"卵

形疟假阴性时常发生)

*

*

#湖北省近几年才陆续有输入性卵形

疟报道"基层医疗单位对卵形疟认识不足"从而导致本例患者

误诊为间日疟#同时"卵形疟与间日疟一样"有肝细胞期休眠

子的存在"可导致复发)

,

*

#本研究中的患者回国
)

个多月才发

病"如遇适当的传播媒介"引起输入性疟疾在本地传播的风险

较大#此外"虽然卵形疟在其流行地区很少引起人类严重疾

病"但可在外来人群中引起严重的临床疾病)

5

*

#因此"加强基

层医疗单位对卵形疟的认识和诊断能力"对防止漏诊和重症病

例发生非常重要#

卵形疟原虫两个亚种形态上无法区分"仅潜伏期长短和潜

在临床症状有所区别)

'(

*

"只有通过分子生物学方法才能区分#

按照中国消除疟疾行动计划和疟疾诊断参比实验室的相关文

件要求"各省应对每个疟疾病例按照国家疟疾比实验室推荐的

巢式
ÊF

方法%

Ŷ"'552

体系)

4

*

'进行基因检测以明确感染虫

种)

''

*

#但研究发现"自
M$&&%R=>%

亚种被发现并正式命名后"传

统的
Ŷ"'552

体系仅对
0;>?%7%

亚种敏感)

'+

*

#随后针对新亚种

卵形疟的诊断技术和方法也不断更新"并取得了很多成果)

2

*

#

本研究中患者采用
Ŷ"'552

体系进行巢式
ÊF

检测阴性后"

采用
E$&<=>$>1

等)

-

*报道的卵形疟原虫
M$&&%R=>%

亚种特异性引

物%

>\Q9'J

$

>\Q9+J

'"扩增出特异性条带#扩增产物测序后

在
YEGI

上进行同源性比对"确诊为卵形疟
M$&&%R=>%

亚种#

随着中国前往非洲(东南亚等地区务工人员不断增多"我

国输入性疟疾疫情逐年上升"一些国内较为少见的疟疾类型"

如三日疟(卵形疟及诺氏疟原虫#也不断增多)

''

*

#湖北省

-

*-5'

-

国际检验医学杂志
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年
*

月第
2*

卷第
'4

期
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+('2

年后已无本地疟疾病例报告"但随着输入性疟疾不断增

多"卵形疟病例显著增加)

4

*

#因此"加强基层医疗单位对少见

疟疾种类的培训"并在传统镜检(

FX:7

方法基础上"结合
ÊF

等分子生物学诊断技术"对降低少见输入性疟疾病例的漏诊(

误诊"减少重症病例发生及防止输入性疟疾在本地传播"巩固

消除疟疾的成果有重要意义#
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