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辽宁省输入性恶性疟原虫耐药性相关基因

Ｐｆｃｒｔ序列的多态性分析
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【摘要】　目的　本研究旨在检测恶性疟原虫（犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿）氯喹抗性转运蛋白（Ｐｆｃｒｔ）基因的多态性，分析

其结构区域的序列变异，以期为掌握辽宁省恶性疟的耐药性情况进展和提供临床有效治疗方案提供科学的理论依据。

　方法　收集了从２０１９２０２１年期间的辽宁省输入性恶性疟疟疾病例患者的全血，采集了相关患者的流行病学信息。

采用巢氏多重ＰＣＲ的方法对恶性疟患者的全血样本进行Ｐｆｃｒｔ耐药基因的扩增并且对其进行基因序列比对，对其目前

输入性恶性疟原虫耐药基因的多态性进行详尽分析以及阐述其流行分布特征。本次共检测到１８份病例患者的血样，扩

增出的目的产物经测序获得到了Ｐｆｃｒｔ基因序列，并在基因库中与恶性疟原虫的标准株３Ｄ７（ＰＦ３Ｄ７２６５５１９）序列进行

Ｂｌａｓｔ比对分析，使用 Ｍｅｇａ５．０５软件对其进行了序列多态性的分析，并计算出序列之间的有效变异位点，遗传距离和氨

基酸突变位点构成比。　结果　本研究收集的辽宁省输入性恶性疟患者样本病例全部来自非洲，包括安哥拉、刚果布、

刚果金、几内亚、尼日利亚、乌干达、喀麦隆。经过比对分析目前辽宁省恶性疟原虫Ｐｆｃｒｔ基因存在着３种类型，即

ＣＶＭＮＫ型、ＣＶＩＥＴ型和ＣＶＭＮＴ型。分析得出在突变型基因（ＣＶＩＥＴ）中的突变位点的发生主要在７４、７５、７６位氨基

酸，它的碱基突变分别为ＡＴＧ→ＡＡＴ、ＡＡＴ→ＧＡＡ和ＡＡＡ→ＡＣＡ，导致氨基酸的变化：Ｍ７４Ｉ、Ｎ７５Ｅ和Ｋ７６Ｔ。这些突

变类型与氯喹耐药性密切相关，尤其是Ｋ７６Ｔ突变已被广泛认为是氯喹耐药性的重要标志。　结论　ＣＶＭＮＫ型是最

常见的Ｐｆｃｒｔ基因类型，且氯喹敏感型仍占主导地位。研究结果提示，目前辽宁省氯喹依然可以作为恶性疟原虫有效的

治疗选择。但ＣＶＩＥＴ型等突变型的存在也提示氯喹耐药性在部分地区可能逐渐发展，因此需要进一步加强对氯喹耐药

性的监测和评估。尽管本文研究的样本较少，但结果为氯喹耐药性的分布和演变提供了有效信息，仍需范围内开展进一

步的监测工作，以应对潜在的抗疟药物耐药性风险。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　Ｉｍｐｏｒｔｅｄｆａｌｃｉｐａｒｕｍｍａｌａｒｉａ；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｇｅｎｅ；ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎａｌｙｓｉｓ；ＬｉａｏｎｉｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ

　　疟疾是由疟原虫通过雌性按蚊叮咬传播的严重传

染病，是全球三大公共卫生问题之一。恶性疟原虫

（犘犾犪狊犿狅犱犻狌犿犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿）引起的疟疾尤为危害健

康，若治疗不及时可致死亡［１２］，目前，药物治疗是主要

的预防和治疗手段［３］，其中氯喹以其见效快、价格低

廉、副作用小等优点，常作为治疗恶性疟疾的首选药

物，但随着抗疟药物的广泛使用，恶性疟原虫逐渐表现

出耐药性，并在全球范围内扩散，特别是在疟疾流行

区，耐药性显著增加［４５］，自２０世纪６０年代起，氯喹耐

药性疟原虫已在多个地区出现，并逐渐蔓延［６］，导致目

前几乎所有抗疟药物（氨基喹啉类、抑制叶酸合成类和

青蒿素类）减效甚至于失效［７］。特别是青蒿素类在东

南亚和非洲一些国家和地区也被陆续观察到恶性疟原

虫对其耐药［３，６７］。研究发现，恶性疟原虫氯喹抗性与

其氯喹抗性转运载体基因（Ｐｆｃｒｔ）的突变密切相关。

具体而言，Ｐｆｃｒｔ基因在７２７６等位基因的多态性变化

与氯喹耐药性密切相关，这些突变使得治疗效果显著

降低，增加了临床治疗的难度［８９］，因此，监测抗疟药物

的耐药性和相关基因变异，对推动全球疟疾消除具有

重要意义。根据世界卫生组织（ＷＨＯ）统计，２０２２年

全球疟疾病例达２．４９亿，较２０２１年增加了５００万

例［１０］，并且跨境输入病例增多，尤其是在云南省等边

境地区，存在疟原虫跨境传播的高风险［１１］。辽宁省的

疟疾病例则主要源自中朝边境，长期潜伏的感染者未

能及时发现，导致再传播的隐患［１２］。因此，对辽宁省

输入性恶性疟原虫的耐药基因监测，尤其是对Ｐｆｃｒｔ

基因的研究，具有重要的科学、经济和社会意义。

本研究旨在分析辽宁省输入性恶性疟原虫Ｐｆｃｒｔ

基因的多态性，探讨耐药基因的发生与发展，掌握其分

子流行病学传播规律，为疟疾的防控提供指导，并为临

床治疗提供依据，为辽宁省的疟疾消除计划提供有力

支持。

材料与方法

１　材料

１．１　样本来源　本研究采集了２０１９２０２１年期间来

自市级疾病预防控制中心上送的恶性疟病例患者血

样。每位患者提供２管３ｍＬ外周抗凝血样本。所有

血样在采集后立即进行处理和保存，以确保样本质量

和稳定性。

１．２　主要仪器和试剂　核酸提取试剂盒（ＱＩＡａｍｐ

ＤＮＡ ＭｉｎｉＫｉｔ）为 ＥＺ１２
ＴＭ （１７５０３８３７６）购自德国

Ｑｉａｇｅｎ公司，用于提取血液中的疟原虫ＤＮＡ。聚合

酶扩增试剂为宝生物ＴａＫａＲａＥｘＴａｑ酶（Ｒ００１Ａ）（日

本），用于ＰＣＲ扩增反应。ＰＣＲ仪为东胜龙ＥＤＣ８１０

（北京），用于进行热循环过程。稳压稳流电泳仪

ＤＹＹ８Ｂ（北京），用于ＰＣＲ扩增产物的电泳分离。凝

胶成像系统为ＢＩＯＲＡＤＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ（美国），

用于观察和拍摄琼脂糖凝胶上的扩增产物。琼脂糖为

品牌ＳＩＧＭＡＶＥＴＥＣ（西班牙），用于制备１．０％琼脂

糖凝胶。电子天平 ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＰＯＡＬ１０４（北

京），用于精确称量试剂。

１．３　疟原虫提取　从恶性疟患者采集２００μＬ抗凝血

样本。利用ＱＩＡａｍｐＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ进行ＤＮＡ提取，

按照试剂盒说明书操作，最终提取出１００μＬ纯化

ＤＮＡ样本。提取后的ＤＮＡ被分装在１．５ｍＬ离心管

中，并立即存放于－４０℃冷冻保存，直至进一步实验

使用。

２　方法

２．１　巢氏ＰＣＲ扩增

２．１．１　引物设计与合成　使用文献［１３］中的恶性疟

原虫 Ｐｆｃｒｔ基因序列引物，外套引物（ＯｕｔｅｒＰ１ 和
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ＯｕｔｅｒＰ２）和内套引物（ＩｎｎｅｒＰ１和ＩｎｎｅｒＰ２）由生工生

物工程（上海）股份有限公司合成。引物序列详见表

１。

表１　巢式犘犆犚检测恶性疟原虫犘犳犮狉狋基因的引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狅犳犘犳犮狉狋犵犲狀犲狅犳犘．犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿犫狔狀犲狊狋犲犱犘犆犚

反应

轮次

引物

名称
引物序列（５′－３′）

产物长度

（ｂｐ）

第１轮
ＯｕｔｅｒＰ１

ＯｕｔｅｒＰ２

ＣＣＧＴＴＡＡＴＡＡＴＡＡＡＴＡＣＡＣＧＣＡＧ

ＣＧＧＡＴＧＴＴＡＣＡＡＡＡＣＴＡＴＡＧＴＴＡＣＣ
５３７

第２轮
ＩｎｎｅｒＰ１

ＩｎｎｅｒＰ２

ＴＧＴＧＣＴＣＡＴＧＴＧＴＴＴＡＡＡＣＴＴ

ＣＡＡＡＡＣＴＡＴＡＧＴＴＡＣＣＡＡＴＴＴＴＧ
１４５

２．１．２　第一轮ＰＣＲ扩增　第一轮ＰＣＲ扩增使用外

套引物 ＯｕｔｅｒＰ１和 ＯｕｔｅｒＰ２，反应体系（最终体积５０

μＬ）包括５μＬ１０×ＰＣＲ缓冲液、４μＬｄＮＴＰ（２．５

ｍｍｏｌ／Ｌ）、２μｌＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ，最终浓度为２．５

ｍｍｏｌ／Ｌ）、０．５μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ）、１μＬ的每对外套

引物、２μＬ提取的患者ＤＮＡ模板以及ｄｄＨ２Ｏ补足至

５０μＬ。ＰＣＲ反应条件设置为：９４℃预变性３ｍｉｎ，接

着进行２５个循环，循环条件为９４℃变性３０秒、５８℃

退火３０ｓ、７２℃延伸６０ｓ，最后７２℃延伸５ｍｉｎ，反应

结束后，降温至４℃保存产物。

２．１．３　第二轮巢式ＰＣＲ扩增　第二轮巢式ＰＣＲ扩

增使用内套引物ＩｎｎｅｒＰ１和ＩｎｎｅｒＰ２进行扩增，第１

轮ＰＣＲ的扩增产物（２μＬ）作为模板。反应体系（最终

体积５０μＬ）包括５μＬ１０×ＰＣＲ缓冲液、４μＬｄＮＴＰ

（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、２μＬＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ，最终浓度为

２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、０．５μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ）、１μＬ的每对

内套引物、２μＬ的第１轮ＰＣＲ产物作为模板，剩余部

分用ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件为９４℃预

变性３ｍｉｎ，接着进行２５个循环：９４℃变性３０ｓ、５８

℃退火３０ｓ、７２℃延伸６０ｓ，最后７２℃延伸５ｍｉｎ，反

应结束后降温至４℃保存扩增产物。

２．２　扩增产物电泳分析　ＰＣＲ扩增产物使用１．０％

琼脂糖凝胶进行电泳分离。凝胶电泳缓冲液为ＴＡＥ

缓冲液，电泳条件为１００Ｖ，运行３０～４０ｍｉｎ。使用

ＢＩＯＲＡＤＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄＩＩ凝胶成像系统观察并拍

摄目标扩增片段。

２．３　巢式ＰＣＲ扩增产物的测序

２．３．１　测序操作　将第２轮ＰＣＲ扩增产物（每个样

本２μＬ）送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行

ＤＮＡ测序。所有测序反应均使用标准Ｓａｎｇｅｒ测序方

法进行。

２．３．２　序列比对与突变分析　测序结果通过ＢｉｏＥｄｉｔ

软件进行编辑，并与恶性疟原虫氯喹敏感株３Ｄ７的标

准基因序列（ＧｅｎＢａｎｋ：ＰＦ３Ｄ７２６５５１９）进行同源性比

对。使用ＣｌｕｓｔａｌＷ 算法进行多序列比对，分析Ｐｆｃｒｔ

基因的突变类型和突变位置。特别关注氨基酸位置

７２、７３、７４、７５、７６的变异情况，分析这些变异与氯喹抗

性的关联性。

结　果

１　样本基本信息

本次研究对象为２０１９２０２１年收集到的１８例恶

性疟患者，其中沈阳上报（９例），大连（５例），铁岭（２

例），锦州（１例），丹东（１例）。所有诊断的恶性病例均

为来自非洲的输入性病例，其中来自安哥拉８例占比

为（４４％），刚果布１例（５％），刚果金２例（１１％），几内

亚３例（１６％），贝宁１例（５％），尼日利亚１例（５％），

乌干达１例（５％），喀麦隆１例（５％）。病例患者年龄

分布范围在２６～５６岁之间，平均年龄为４５岁，主要以

男性为主，男性１６例，女性２例。职业年龄分布为工

人，务工人员和其他从业者。在这１８份患者病例中根

据数据分析比对可以得出，氯喹敏感型基因ＣＶＭＮＫ

（野生型）１４ 株，抗氯喹抗性 ＣＶＩＥＴ（突变型）和

ＣＶＭＮＴ型４株，见表２。

表２　２０１９－２０２１年辽宁省恶性疟病例信息

犜犪犫犾犲２　犆犪狊犲犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿犿犪犾犪狉犻犪犻狀犔犻犪狅狀犻狀犵

犘狉狅狏犻狀犮犲犳狉狅犿２０１９狋狅２０２１

特征
病例

数

构成比

（％）
类型

性别
男性 １６ ８８．８９

ＣＶＭＮＫ（１２，６６．６７％）；ＣＶＩＥＴ（２，

１１．１１％）；犆犞犕犖犜（２，１１．１１％）

女性 ２ １１．１１ ＣＶＭＮＫ（２，１１．１１％）

年龄（岁）

＜３０ ２ １１．１１ ＣＶＭＮＫ（２，１１．１１％）

≥３１ １６ ８８．８９
ＣＶＭＮＫ（１２，６６．６７％）；犆犞犐犈犜（２，

１１．１１％）；犆犞犕犖犜（２，１１．１１％）

职业

工人 ８ ４４．４４
ＣＶＭＮＫ（６，３３．３３％）；犆犞犐犈犜（１，

５．５５％）；犆犞犕犖犜（１，５．５５％）

其他 １０ ６６．６６
ＣＶＭＮＫ（８，４４．４％）；犆犞犐犈犜（１，

５．５５％）；犆犞犕犖犜（１，５．５５％）

感染地

安哥拉 ８ ４４．４４
ＣＶＭＮＫ（６，３３．３３％）；犆犞犐犈犜（１，

５．．５５％）；犆犞犕犖犜（１，５．５５％）

刚果布 １ ５．５６ ＣＶＭＮＫ（１，５．５５％）

刚果金 ２ １１．１１ ＣＶＭＮＫ（２，１１．１１％）

几内亚 ３ １６．６７
ＣＶＭＮＫ（２，１１．１１％）；犆犞犐犈犜（１，

５．５５％）

贝宁 １ ５．５６ ＣＶＭＮＴ（１，５．５５％）

尼日利亚 １ ５．５６ ＣＶＭＮＫ（１，５．５５％）

乌干达 １ ５．５６ ＣＶＭＮＫ（１，５．５５％）

喀麦隆 １ ５．５６ ＣＶＭＮＫ（１，５．５５％）

２　犘犆犚扩增结果

提取的１８份患者血样ＤＮＡ经巢氏ＰＣＲ扩增得

出特异性片段，见图１。目的片段大小为１４５ｂｐ。

ｐｆｃｒｔ基因巢式ＰＣＲ扩增产物测序峰图，测序结果见

图２。在ｐｆｃｒｔ基因第７２７６位区间的氨基酸位点可以

观察到三种基因型，包括ＣＶＭＮＫ野生型、ＣＶＩＥＴ型

和 ＣＶＭＮＴ 型，百分比分别为 ７７．７８％ （１４／１８），

１１．１０％（２／１８）和１１．１０％（２／１８）。现有文献显示出
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对于野生型ＣＶＭＮＫ样本和突变型ＣＶＩＥＴ样本基因

型可在非洲各区均有分布，而混合基因型的 ＣＶＭ／

ＩＮ／ＥＫ／Ｔ的样本除了在东南亚地区没有发现，非洲各

区均有。目前样本占比最多的为野生型ＣＶＭＮＫ，占

７７．７８％（１４／１８）。

Ｍ　ＤＮＡ标志物　１～１８号　恶性疟样本

图１　恶性疟患者血样狆犳犮狉狋基因巢氏犘犆犚扩增结果

犉犻犵．１　犖犲狊狋犲犱犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狆犳犮狉狋犵犲狀犲犻狀犫犾狅狅犱狊犪犿狆犾犲狊

狅犳狆犪狋犻犲狀狋狊狑犻狋犺犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿犿犪犾犪狉犻犪

图２　基因序列比对结果

犉犻犵．２　犌犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲犪犾犻犵狀犿犲狀狋狉犲狊狌犾狋狊

３　序列比对分析

将这１８份恶性疟疾患者血样ＤＮＡ的巢氏ＰＣＲ

扩增产物经测序后，与恶性疟原虫氯喹敏感株３Ｄ７的

序列进行比对分析，编码７２和７３位氨基酸的碱基未

发生突变，均为 ＴＧＴ和 ＧＴＡ。突变型基因中，编码

７４、７５和７６位氨基酸的碱基由 ＡＴＧ、ＡＡＴ和 ＡＡＡ

突变为ＡＴＴ、ＧＡＡ和ＡＣＡ，导致７４～７６位氨基酸的

改变，为突变型（ＣＶＩＥＴ）；混合型基因中，７４～７６位氨

基酸的碱基突变为 ＡＴＧ／Ｔ、Ａ／ＧＡＡ／Ｔ和 ＡＡ／ＣＡ，

导致７４～７６位氨基酸的多样性，为混合型（ＣＶＭ／Ｉ、

Ｎ／Ｅ／Ｄ／Ｋ、Ｔ／Ｋ）。故１８份患者血样中的Ｐｆｃｒｔ基因

７２～７６位氨基酸的类型为３种，分别为 ＣＶＭＮＫ、

ＣＶＩＥＴ和ＣＶＭＮＴ。

４　恶性疟原虫犘犳犮狉狋基因序列比较

见表３。见恶性疟原虫Ｐｆｃｒｔ基因７２～７６的结构

区域氨基酸序列和标准株ＰＦ３Ｄ７的标准序列的氨基

酸序列比较可以明显看出序号２～１５号为ＣＶＭＮＫ，

序号 １６～１７ 号 为 ＣＶＩＥＴ，序 号 １８～１９ 号 为

ＣＶＭＮＴ。

表３　恶性疟原虫犘犳犮狉狋基因７２７６位结构区域氨基酸多态

犜犪犫犾犲３　犃犿犻狀狅犪犮犻犱狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻狊犿犪狋狆狅狊犻狋犻狅狀狊７２狋狅７６狅犳犘犳犮狉狋犵犲狀犲

狅犳犘．犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿

序号 分离株 氨基酸残基

１ ＰＦ３Ｄ７
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

２ ２０２１０３８
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

３ ２０２１０２１
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

４ ２０２１０１９
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

５ ２０２１０１７
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

６ ２０２１０１５
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

７ ２０２１０１６
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

８ ２０２０００９
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

９ ２０２０００１
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１０ ２０１９０７３
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１１ ２０１９０７２
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１２ ２０１９０５５
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１３ ２０１９０５６
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１４ ２０１９０３８
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１５ ２０１９０３４
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＫＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１６ ２０１９０４８
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＩＥＴＩＦ

ＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１７ ２０１９０３９
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＩＥＴＩＦ

ＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１８ ２０２１０１２
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＴＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

１９ ２０１９０５７
ＣＡＨＶＦＫＬＩＦＫＥＩＫＤＮＩＦＩＹＩＬＳＩＩＹＬＳＶＣＶＭＮＴＩ

ＦＡＫＲＴＬＮＫＩＧＮＹＳＦ

５　１８例恶性疟与恶性疟原虫虫株３犇７（犌犲狀犅犪狀犽登

录号：２６５５１９９）进行同源性比对分析

ＣＶＭＮＫ的同源性高达１００％，ＣＶＩＥＴ的同源性

为 ９８％，ＣＶＭＮＴ 的 同 源 性 为 ９９％，见 图 ３。

ＣＶＭＮＫ距离最高，ＣＶＩＥＴ和ＣＶＭＮＴ型次之。

图３　辽宁省感染恶性疟原虫的犘犳犮狉狋基因序列的遗传距离

犉犻犵．３　犌犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲狅犳犘犳犮狉狋犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狅犳犘．犳犪犾犮犻狆犪狉狌犿

犻狀犔犻犪狅狀犻狀犵犘狉狅狏犻狀犮犲
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讨　论

关于治疗恶性疟原虫过程中出现耐药性的问题一

直都是目前全球关注的热点，是目前全球面临的垩待

解决的攻克难题。了解并掌握耐药基因的多态性，针

对恶性疟原虫耐药性进行实时监测，为临床治疗疟疾，

合理的选择诊疗方案提供实验数据支撑。Ｐｆｃｒｔ基因

是存在于恶性疟原虫上的第７号染色体中，研究资料

显示第７２７６编码突变导致的氨基酸改变，与抗氯喹

的敏感性有关，并能增强上述功能［１３１４］。恶性疟疾通

常 有 三 种 单 倍 型，即 ＣＶＭＮＫ、ＣＶＩＥＴ 和

ＣＶＭＮＴ
［１５］。随着分子生物学ＰＣＲ检测技术的逐渐

成熟，它在恶性疟原虫抗性监测中被广泛的普及和应

用［１６］。在２０世纪４０年代，氯喹常常被作为一线抗疟

药物在全世界范围内治疗应用，但很快在２０世纪５０

年代的中后期便开始出现了恶性疟原虫对氯喹产生了

抗药性。恶性疟的主要流行区是在非洲，氯喹作为广

谱抗疟药物在这里被普及应用。随着长时间的药物累

及，恶性疟原虫开始了对抗疟药物氯喹产生了普遍的

耐药性［１７］。针对这一现象的产生，此后，众多的疟疾

研究学者便开展了恶性疟耐药基因多态性的分析与研

究，并获得了多个与氯喹相关的恶性疟原虫抗药性分

子标记［１８］。近些年，随着疟疾的耐药性问题越来越严

重，越来越突出，我国也开展了关于恶性疟原虫的耐药

性的监测工作。对抗疟药物特别是对恶性疟抗疟药物

的研究与分析将对辽宁省今后输入性疟疾病例的管理

和抗疟药物抗药性的使用情况提供十分重要的实验室

数据信息支撑［１９２０］。本文就恶性疟原虫的耐药分子相

关突变及其分子监测技术研究进展作一综述。

Ｐｆｃｒｔ是恶性疟原虫７号染色体的基因，编码疟原

虫消化液泡中的跨膜蛋白，与亚洲、非洲和南美的氯喹

抗性相关［２１］。为了监测抗疟疾药物的耐药性的发展

状态，利用分子ＰＣＲ技术监测疟疾流行的现状是十分

必要的［２２］。通过分析研究对辽宁省２０１９２０２１年３年

期间的共１８例恶性疟样本，在ｐｆｃｒｔ基因第７２７６位

氨基酸变异位点可以观察到 ３ 种单倍型，包括

ＣＶＭＮＫ型、ＣＶＩＥＴ型和ＣＶＭＮＴ型。虽然本文的

样本病例数不多，但是分别挑选的１９年２１年期间比

较有代表性的恶心疟的病例患者，本文数据可以提示

辽宁省目前的恶性疟治疗依然是以氯喹为首的，但是

也逐渐开始出现了少量对氯喹耐药性株的这一现象的

出现，为辽宁省今后在对恶性疟治疗上如何科学合理

选择抗疟药物提供了参考意见。本研究对２０１９２０２１

年的１８例输入性恶性疟病例中Ｐｆｃｒｔ基因巢式ＰＣＲ

扩增后进行测序分析，结果分析显示，辽宁省目前存在

的基因类型有３种即，野生型（敏感株）、突变型（抗性

株）和混合型（抗性株），从全国层面来看在云南缅甸边

境 地 区，检 测 出 ＣＶＭＮＫ、ＣＶＩＥＴ、ＳＶＭＮＴ 和

ＣＶＭＮＴ等４种编码类型，且以 ＣＶＩＥＴ 最为常见。

而在河南省恶性疟多态性分析当中，也是和辽宁一样

存在着３种基因型，并且野生型（敏感株）ＣＶＭＮＫ占

比比较大。辽宁省突变型基因（ＣＶＩＥＴ）的突变位点

发生在７４、７５、７６位氨基酸，碱基由 ＡＴＧ、ＡＡＴ 和

ＡＡＡ突变为ＡＴＴ、ＧＡＡ和ＡＣＡ，突变类型为 Ｍ７４Ｉ、

Ｎ７５Ｅ和Ｋ７６Ｔ。混合型基因（ＣＶＭ／Ｉ、Ｎ／Ｅ／Ｄ／Ｋ、Ｔ／

Ｋ）的突变亦发生在此３个氨基酸位点，碱基突变为

ＡＴＧ／Ｔ、Ａ／ＧＡＡ／Ｔ和 ＡＡ／ＣＡ，故氨基酸存在多样

性，为混合型基因。所有病例血样的序列编码７２和

７３位氨基酸的碱基均未发生突变，均为 ＴＧＴ 和

ＧＴＡ。目前，我国疟疾主要以输入性疟疾为主，且主

要分布在有过非洲和中缅边境史的患者，虫种主要以

恶性疟比较常见［２３］，致死率最高，容易导致脑死亡，在

我国输入性疟疾病例当中又居首位，因此，针对恶性疟

原虫的耐药性基因分子的研究是目前指导临床用药的

迫切需要。对于输入性病例疟疾耐药性分析特别是恶

性疟是目前全球抗疟事业的热点，我国也及时的开展

对恶性疟耐药基因的多态性分析，但是目前全国抗疟

情况来看，缺乏持续性，有效性的动态性地基因分析，

从而导致缺乏可靠的监测数据。因此，对于恶性疟抗

疟要的动态性分析，不仅能及时有效的用药监测不仅

给临床能够提供有效的诊断治疗，也可以提高整个社

会乃至整个国家公共卫生的防护水平。因此，需要不

断改进分子技术，以应对疟疾疫情的挑战。
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