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约氏疟原虫红内期 !"# $%&’(和 )*%基因扩增实验条件的研究

周桃莉，徐文岳，吕( 杨，黄复生( ( （第三军医大学基础医学部病原生物学教研室，重庆 %""")’）

( ( 摘( 要：目的( 扩增红内期约氏疟原虫相关基因方法的建立和优化。方法( 收集约氏疟原虫感染昆明株小鼠抗凝
全血，不处理或分别用淋巴细胞分离液去除白细胞、分离后破碎红细胞，提取总 *+,，分别用 -./0（12）!$和随机引物进行
常规反转录，在不同的 304.& 浓度条件下，54*扩增约氏疟原虫 !’6 78*+,和 5/8基因。结果( 经过淋巴细胞分离液分离
处理组提取的 *+,的纯度相对较高，可达 !9 : 以上，但是 ) 种处理方式在 304.& 浓度大于等于 & ;;<. = > 条件下，可成功
扩增出约氏疟原虫的 5/8基因，但是只有随机引物进行反转录组才能成功扩增出 !’6 78*+,。结论( 不处理疟原虫感染
全血提取的 *+,纯度较低，但是能在 & ;;<. = > 304.& 条件下成功扩增疟原虫相关基因；!’6 78*+,只能从随机引物进行
反转录组中成功扩增。

( ( 疟疾是一种危害严重的寄生虫病，在全世界人群
中具有很高的发病率和死亡率。寄生于红细胞中的疟

原虫，即红内期，不但能导致贫血和脑型疟，引起患者

死亡，而且也是逃避宿主免疫攻击的重要因素［!］。筛

选与致病和免疫逃避相关的红内期疟原虫成分是研制

抗疟原虫药物和红内期疫苗的前提，而成功扩增和克

隆上述相关成分是其中必要的技术平台之一。

!+ 材料与方法

!9 !( 实验动物和实验虫株
( ( 本实验所用昆明株小鼠由本校实验动物中心提供。约氏
疟原虫（5.?@;<1/A; B<C.//）DE&F$ 由本教研室长期通过血传或
蚊传后保存。

!9 &( 主要试剂
( ( %G HI2,、小鼠淋巴细胞分离液、28/JA8C提取总 *+,试剂
盒、HK !"#酶（2?L?*?）、33>M（58<;C0?）和 -./0<（12）!$（58<#
;C0?）。!’6 78*+, 引物 5B!’@（ %"!）：$N#2,2O4,2,222#
2,2,2O2,O#)N和 5B!’@（!)!F）：$N#O2,,42,,O44,,,,2,,#
O,#)N以及约氏疟原虫可变基因 5/8引物 5)P?：$N#,2,2OO22,#
,O22,2,2O22,,,44#)N 和 5)*：$N#44,,,2,,4O,,2,42#
2,2,,O,,,224#)N，均委托上海英骏公司合成。

!9 )( 方法
!9 )9 !( 取样( ( 用液氮贮存的约氏疟原虫虫株复苏后经腹腔
感染昆明株小鼠，) 1后取尾静脉血涂薄血膜，常规吉氏染色查
疟原虫，鉴定原虫密度和主要发育虫期。摘眼球取感染小鼠

血，立即加至含 % 倍体积 % G HI2,中获得抗凝全血。一份抗
凝血（!"" !.）不作任何处理，加入 ! ;. 28/JA8C，提取总 *+,，标
记为未处理组。另取两份抗凝血用小鼠淋巴细胞分离液常规
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进行分离，取沉淀红细胞，其中一管加水直接溶破红细胞，直到

由红色转变为灰白色为止；另一管不溶血。两管分别加入! ;.
28/JA8C，标记为分离组和分离 =裂解组。
!9 )9 &( 约氏疟原虫总 *+, 的提取( ( 按 28/JA8C 试剂说明提
取上述 ) 组总 *+,，然后用紫外分光光度计测定总 *+, 的浓
度和纯度。

!9 )9 ) ( *2#54*( ( 以上述 ) 组总 *+, 为模板，分别用 -./0
（12）!$和随机引物进行逆转录合成 RI+,。总反应体积为 &"
!.，含 $ !0总 *+,、! !. -./0（12）!$或随机引物、! !. 33>M、%
!. $ S TAUUC8和 & !. !" ;;<. = > 1+25。反应条件为 %& V ! W。
!9 )9 %( 54* 和条件的优化( ( 以 *2#54* 所得的 RI+, 为模
板进行 54* 扩增，54* 反应体系如下：RI+, 模板 ! !.，!" S
54* TAUUC8 &9 $ !.，&$ ;;<. = > 304.& % !.，!" ;;<. = > 1+25 "9 $
!.，!" J;<. = !. 的上、下游引物各 "9 $ !.，HK!"# 酶 !9 &$ 7，用
11X&-补充到 &$ !.；54*反应条件为 :% V预变性 ) ;/Y，:% V
变性 )" @，$$ V退火 )" @，Q& V延伸 F" @，共 )" 个循环，最后
Q& V延伸 $ ;/Y。
( ( 调整 304.& 浓度分别至 !9 $、&9 $、% ;;<. = >后进行 54*扩
增约氏疟原虫红内期相关基因，以优化 54*反应体系。
!9 )9 $( 琼脂糖凝胶电泳分析 54* 产物( ( 54* 结束后，吸取
!" !. 54*产物和电泳缓冲液 % !.加至 !G 的琼脂糖凝胶进行
电泳 &" ;/Y，然后用凝胶图像分析系统扫描，并保存电泳结果。

,+ 结果

&9 !( ) 种处理方法均能成功扩增约氏疟原虫可变基
因 5/8

( ( 为了探讨上述 ) 种处理方法能否成功扩增约氏疟原虫红
内期相关基因，我们选择与疟原虫致病和免疫逃避密切相关

的约氏疟原虫可变基因 5/8［&］作为靶基因进行扩增。虽然，未
处理组提取的总 *+, 纯度只有 !9 F)，但是仍能成功扩增出
5/8，而且与分离和分离 =裂解组在扩增效率上没有明显的差别
（图 !）。
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!：未处理组［用 -.,/（01）!2逆转录后 +3(扩增结果］；4：分离组［用

-.,/（01）!2逆转录后 +3(扩增结果］；5：分离 6裂解组［用 -.,/（01）!2逆

转录后 +3(扩增结果］；7：未处理组（用随机引物逆转录后 +3(扩增

结果）；2：分离组（用随机引物逆转录后 +3(扩增结果）；8：分离 6裂

解组（用随机引物逆转录后 +3(扩增结果）；9：标准（:;4<<<）

图 !" # 种处理方式提取的总 $%&逆转录后扩增 ’()结果

4# 4" 用随机引物反转录合成的 =:)* 才能成功扩增
!$% &’()*基因

" " 除了可变基因等编码疟原虫蛋白外，核糖体小亚基蛋白
’()*（!$% &’()*）在疟原虫 >()*的翻译过程中发挥着重要
的作用，而且也是检测疟原虫混合感染的重要靶基因［5］。然

而，!$% &’()*的末端不含 ?@.A*结构，其扩增将不同于疟原虫
>()*。鉴此，我们分别用 -.,/（0B）!2和随机引物对提取的总
()*进行逆转录。结果显示，用 -.,/（0B）!2逆转录合成 =:)*
确实不能有效扩增出 !$% &’()*，而随机引物逆转录合成 =:C
)*却能成功扩增（图 4）。
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!：标准（:;4<<<）；4：用随机引物逆转录后 +3(结果；5：用 -.,/

（0B）!2逆转录后 +3(结果

图 *" 分离组提取的总 $%&逆转录后扩增 !+, -)$%&结果

4# 5" 不同 D/3.4 浓度对成功扩增红内期约氏疟原虫
相关基因的影响

" " 7E F:B*可以防止血液的凝固，但是 F:B* 是 D/4 G的螯

合剂，而 D/4 G又是 !"# 酶发挥其活性的重要二价离子，因此，
D/3.4 浓度可能是影响 +3(成功的重要因素。我们发现，虽然
!# 2 >>@. 6 ;（!# 2 !. 42 >>@. 6 ; D/3.4）能够扩增出目的片断
!$% &’()*和 +,’，但是条带非常弱（图 5）。当把 D/3.4 增加到
4H 2 >>@. 6 ;或 7 >>@. 6 ;时，扩增条带明显增强，而且无任何非
特异条带（图 5）。

! """ #$!

%"" #$!

& ! ’ (

!：标准（:;4<<<）；4：7# < >>@. 6 ; 的 D/3.4；5：4# 2 >>@. 6 ; 的

D/3.4；7：!# 2 >>@. 6 ;的 D/3.4
图 #" 不同./01* 浓度对 ’0$扩增 ’()的影响

#" 讨论

" " 红内期疟原虫寄生于红细胞中，然而全血还含有相
当的白细胞、血小板和血浆，成分比较复杂。我们发现，

直接提取未处理的全血总 ()*的纯度比较低，可能与
全血中的蛋白成分较多有关。然而，经淋巴细胞分离液

分离去除白细胞和血浆后提取的总 ()*的纯度就有明
显的提高，而且不用对红细胞进行裂解，因为红细胞裂

解后提取的总 ()* 纯度反而有所下降。有意思的是，
虽然未处理组提取的总 ()*纯度比较低，但是仍能成
功扩增，其效率于与分离和分离 6裂解组相当。
" " ’()*与>()* 在结构存在明显的差别，’()*不含
有 ?@.A*，因此，-.,/（0B）!2逆转录合成 =:)*不适合于!$%
&’()*的扩增。我们的结果证实了这一点，!$% &’()*
只能从随机引物逆转录合成 =:)*中成功扩增。
" " 虽然 7E F:B*可以防止血液的凝固，但是 F:B*
是D/4 G的螯合剂，会影响 !"# 酶发的活性。我们的结
果证实了，!# 2 >>@. 6 ; D/3.4 浓度不能有效扩增!$% &’C
()*和 +,’，增加 D/3.4 至 4# 2 >>@. 6 ; 或 7 >>@. 6 ; 能
明显地提高扩增效率，因此，D/4 G浓度是影响从小鼠全
血中成功扩增疟原虫相关基因的重要因素。
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