
中华流行病学杂志2014年3月第35卷第：；期Chin J Epidemiol，March 2014，Vol，35，No．3 -303·

·实验室研究·

海南省消除疟疾前期间日疟原虫环子孢子
蛋白多态性研究及其分子进化关系分析

李雨春王善青胡锡敏王光泽蒙锋曾文 陈春香童重锦

【摘要】 目的分析海南省消除疟疾前期间日疟原虫环子孢子蛋白(CSP)基因型。方法

采用PCR扩增特异性目的片段，基因测序，序列比对及进化树构建等方法。结果19份本地感染

问日疟样本中18份为VK210，1份为VK247，VK210为优势亚型。与参考株相比，VK210又分为7

个亚型，VK247仅有1个亚型。VK210各亚型中GDRA旦且盟GQPA重复序列均存在不同数量的D

或A点突变，属于高度突变区域；其余重复序列(GNGAGGQAA和GGNA)大多数仅发生基因数

量的增减变化。海南省疟疾控制阶段和消除阶段间日疟VK210和VK247基因型构成比的差异无

统计学意义(P>0．05)，进化树分析二显示两基因型分别属于不同的进化簇。结论海南省消除疟

疾前期仍存在两种基因型间日疟。与控制阶段相比，种型间构成比差异不显著，间日疟虫株消失

结果相一致。
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【Abstract】0bjective To explore the polymorphism in circumsporozoite protein of
Plasmodium ViVaX before malaria was eliminated in Hainan island．Methods PCR amplification，

sequencing，and alignment methodoh)gies were conducted and phylogenetic tree constructed．Results

From all the cases，19 of them belonged to two types，with 18 as VK210 type and 1 as VK247 type．

VK2 1 0 type could be divided into seven kinds of subtypes but VK247 had only one type．Ratio of

tropical strain with temperate stain in VK2 1 0 type was explored between the two stages：control or

elimination．Phylogenetic tree was c,3nstructed by amino acid sequencings which clearly manifested

that VK2 1 0 type and VK247 type belonged to different clusters．Conclusion Compared the

proportion of two types in the control stage，there was no significant difference seen in the stage of

elimination．
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间日疟原虫环子孢子蛋白(csP)是虫体外膜表

面重要标示蛋白之一，由两ffJl二lf重复区和中央重复区

组成。目前根据该蛋白中央重：复区氨基酸组成不同，

将CSP分为VK210(PVl)型(GDRAA／DGQPA)⋯、

VK247(PV2)型(ANGAGNQPG)怛1和间日疟相似型

(PV-like)型(APGANQEGGAA)b]。研究表明，前两
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型在全球范围内广泛分布H3，而间日疟相似型

(Pv-like)与吼猴疟原虫子孢子表面蛋白氨基酸序列

相似，其在全球分布尚有争议b o。目前多个国家和

地区已对当地流行的CSP进行动态监测和分子水平

研究[6]。海南省主要流行恶性疟和间日疟，曾是我

国疟疾高发区域。1999年王光泽等"1对海南省疟疾

流行区研究表明存在2种类型的CSP。近年来海南

省疟疾疫情得到有效控制，于2010年7月正式开展

消除疟疾工作，发病率总体呈现大幅下降趋势，但恶

性疟实现基本消除后，间日疟发病数占报告病例比

例呈现逐年上升趋势。为此在海南省消除疟疾前期
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本研究分析本地间日疟感染病例的CSP基因型，并

对控制阶段间日疟种型构成进行回顾性研究，为消

除疟疾前期有效应对输人性疟疾和本地疟疾分子水

平关联性研究提供借鉴。

材料与方法

1．样本采集：海南省自2009年后仅发现本地感

染的间日疟病例，且呈散发状态。本地疟疾病例主

要分散于海南省中南部地区。病例来自2009—

2012年海南省传染病疫情网报系统，并采集血液样

本，同时收集病例个案调查表。

2．DNA提取及CSP基因PCR扩增：采用

Qiagen Mini Blood DNA提取试剂盒提取血样

DNA，即80“l全血，180¨l ATL缓冲液，20 pl蛋白

酶K，56 cC孵育1 h，随后按照试剂盒说明提取

DNA，最后加入80 ul TE缓冲液一20℃保存。采用

特异性引物CSP—F(5’一GAG CCC TAC TAC TTG

ATG GTC C一3’)和CSP．R(5’一TCT TTC ACA GAC

TTT TCATTT GGG一3 7)对间Ft疟CSP基因进行扩

增[8]．20“l扩增体系：DNA模板5“l，l×reaction

buffer，2．5 mmol／L MgCl2，0．2 mmol／L of each dNTP，

10 pmol引物和1 U加DNApolymerase(Tiangen，
Beijing)。反应条件：95℃变性5 min，35个循环

95℃30 S，58 oC 30 S，72℃90 S；72 oC延伸5 min，

PCR反应产物1．5％琼脂糖电泳检测。

3．序列分析及构建进化树：ExPASy Molecular

Biology(http：／／us．expasy．org／)用来将核酸序列翻译

成蛋白序列，WBioEdit version 7．0软件(m删．mbio．

nCSU．edu／BioEdit／BioEdit．html)，CLUSTAL X and

EditSeq 3．88(DNASTAR，Madison，WI)用来序列比

对和分析。Mega 3．1软件用来进行遗传进化树构建

和遗传进化分析。采用Epilnfo进行统计学检验。

结 果

1．样本分布：2009—2012年累计收集本地病例

问日疟病例标本20份，其中有效扩增和测序19份。

分别来自海南省疟疾流行5个市县，保亭9份

(47．3％)、白沙6份(3I．6％)、三亚2份(10．5％)和澄

迈、儋州各1份(各5．3％)。病例主要集中在海南省

中南部地区，占全部网上报告病例的89．4％；东西北

部地区相对较少，仅占Il％。流行病学调查显示病

例的空间和时间分布无聚集性，呈散发状态。

2．间日疟CSP基因序列分析：19份本地感染间

日疟病例DNA样本氨基酸序列分析表明，18份为

VK210型(PVl型)，1份为VK247(PV2型)，VK210

为优势型。VK210型又划分为7个亚型

(VK210HNl～HN6亚型和Sub—K1亚型)，VK247型

仅有1个亚型(表1)。分析各基因亚型的重复序列

突变位点发现，VK210型各亚型中GDRA咄
GQPA重复序列均存在不同数量的D或A点突变；

其余重复序列(GNGAGGQAA和GGNA)大多数仅

发生不同数量的增减变化。总体而言，VK210型间

日疟GDI-qAI]GQPA重复序列属于高度突变区域。

表1海南省消除疟疾阶段VK210和VK247型

间日疟氨基酸重复序列重复次数

亚型 GDRAA／DGQPA GNGAGGQAA GGNA ANKKAEDA

注：括号内数据为变异位点的个数；4参考序列VK210：

A从29507和VK247：AAA29506：6该亚型产牛一个新位点有义突
变(A—G)，氨基酸序列中的位点精氨酸(R)一甘氨酸(G)的转换，产

生1个序列为GDGADGQPA，该突变序列又发生一个新的突变(G—

T)，氨基酸序列位点甘氨酸(G)一缬氨酸(V)的转换，又产生1个序

列为GDGAAVQPA的序列；。该亚型产生一个新位点有义突变(GA／

c—AA)，氨基酸序列位点天冬氨酸(D)或丙氨酸(A)一天冬酰胺

(N)的转换产生4个序列为GDGANGQPA氨基酸重复序列；。该序

列产生2个新位点有义突变(A—G和G—c)，产生2个新变异的氨

基酸序列精氨酸(R)一甘氨酸(G)和脯氨酸(P)一丙氨酸(A)，各

GDR／G从GQAA；。该重复序新产生同一个有义突变(c—G)，氨基
酸序列位点发生丙氨酸(A)一脯氨酸(P)的转换，产生2个新类型的

重复序列ONGAGGQP_A

3．不同防治阶段疟原虫CSP基因构成比差异：

在20世纪90年代后期，我国学者依据CSP基因是

否含有重复12肽(GGNAANⅪ@EDA)，将VK210

型又细分为热带株和温带株。为此本研究也依据

该分类法将本文的VK210种型中HNl～HN3分为

热带株，VK210一HN4～HN6及Sub．K1分为温带株

(图1)。同时为比较海南省不同疟疾防治阶段(控

制阶段和消除阶段)、不同类型间13疟CSP基因种

型构成问的差异，本研究采用精确z2检验(Fisher

test)，表明两阶段中间日疟构成比的差异无统计学

意义，表明近10年海南省疟疾疫情显著下降的过程

中两种型问日疟消失程度未发生统计学意义的变

化(表2)。
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图1海南省消除疟疾阶段不同亚型问日疟CSP的氨基酸序列组成

表2海南省不同疟疾防治阶段各种型间日疟病例构成

4．PvCSP基因氨基酸序列进化关系分析：以恶

性疟原虫CSP基因作为外围(outgroup)对照，将本

次分离的不同基因亚型多肽序列与不同亚型参考序

列进行分子进化比对。采用进化树分析可较好区分

不同类型间Et疟原虫多肽序列，表明VK210和

VK247分别均属于不同的进化簇，区分概率均达到

100％。VK210各亚型除VK210一HNl和HN2型外，

其他各型均得到较好的区分(图2)。

10

注：以恶性疟CSP为外侧对照；▲为本文样本编号

图2海南省消除疟疾阶段不同亚型间日疟氨基酸序列进化树分析
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讨 论
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2010年海南省正式实施消除疟疾行动计划。

此后省内未再发现本地感染的恶性疟报告病例，主

要为间日疟一3，分布在南部地区，中北部地区病例较

少。本文样本来自中南部地区(保亭、白沙、三亚等)

报告病例占全省病例的90％以卜-。其结果与王光泽

等”0。、刘莹等⋯1对海南省近年疟疾疫情时空分布分

析结果一致。在消除疟疾阶段，海南省本地问日疟

主要集中在中南部地区，推断消除进程可能是自北

向南逐渐推进，散发病例主要集中在南部地区。

CSP基因作为分子标示基因，普遍用于间日疟

原虫流行的分子水平监测。本研究发现，在消除疟

疾阶段，海南省主要流行的两种类型间日疟原虫仍

以VK210型(PV-I)为主。王光泽等"11999年调查发

现海南省以VK210型的虫株为主，兼有VK247型。

为进一步了解疟疾消除阶段和控制阶段2种间日疟

基因型构成的差异，对2次调查发现的2种结果进行

统计学检验，结果显示两者间的差异无统计学意

义。表明在消除阶段和控制阶段，2种类型的问日

疟虫株消失结果一致，可能与全省统一的抗疟策略

和方法有关。

另外，依据我国学者分类方法，将VK210虫株细

分为热带株和温带株№1。本研究发现在消除疟疾阶

段，海南省仍存在热带株和温带株等不同株系。为了

解不同等位基因型的虫株问的差异，还对海南省流行

的CSP基因不同基因型进行分子遗传进化分析，结

果显示该方法可以较好的区分不同类型间日疟原虫

和绝大部分等位基因亚型，但VK210一HNl和HN2同

为一簇，2种基因型氨基酸构成分析发现，仅相差1个

四肽(GGNA)，推测可能是由于两者基因型相似性极

大而不能严格区分所致。
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