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输入性三日疟原虫的实验室诊断
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１．长沙市疾病预防控制中心，湖南　 长沙　 ４１０００１；　 ２．中南大学湘雅医学院

摘要：　 目的　 分析输入性三日疟疾的实验室诊断，减少三日疟的误诊与漏诊。 　 方法 　 采用厚薄血膜涂片形态学检

查、巢氏 ＰＣＲ 对疟原虫 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因进行扩增等方法确诊输入性三日疟疾病例。 　 结果　 经过形态学和巢氏 ＰＣＲ 检测

发现首诊结果为未检出、检出未分型和诊断为恶性疟的 ７ 例患者感染三日疟原虫，有一例为间日疟原虫和三日疟原虫混

合感染。 　 结论　 在消除疟疾的地区，应当持续的进行疟原虫显微镜镜检技术的培训和分子生物学技术的推广应用，以
满足现阶段输入性疟疾病例正确诊断和分型要求，尤其是罕见和少见虫种鉴定要求。
关键词：　 三日疟原虫； 巢氏 ＰＣＲ； 混合感染； 实验室诊断
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及腹泻患者中副溶血弧菌的流行情况及其分子分型。
通过对不同来源副溶血弧菌 ＰＦＧＥ 的检测，首次获得

丰台区副溶血弧菌分离株的分子特征等信息，为本区

副溶血弧菌分子分型数据库的建立奠定了良好基础，
也为副溶血弧菌主动监测、暴发调查和传染源追踪提

供技术和数据支持。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ ｍａｌａｒｉａｅ； Ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ； Ｍｉｘｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ

　 　 三日疟原虫（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ ｍａｌａｒｉａｅ）是导致人类疟

疾的原虫之一，在热带和亚热带地区呈散在分布，在感

染人类的疟原虫中占有较小的比例。 在我国，三日疟

原虫分布散在且较为少见［１］。 因此，国内实验室负责

疟疾检测的人员对其认知尚不够普遍，实验室诊断能

力参差不齐，能力有待提高。 随国际间商业文化、商务

及旅游的发展，输入性疟疾疫情不仅长期给我国的疟

疾防控体系持续构成压力［２］，同时也对少见和罕见疟

原虫的实验室诊断能力提出了较高要求。 本文将长沙

市 ２０１２－２０１５ 年输入性三日疟的实验室诊断情况进

行分析。

１　 材料与方法

１．１　 标本来源　 研究对象为 ７ 例输入性疟疾患者，均
为男性，年龄 ２２ ～ ４５ 岁，发病均以发热 （ ３８ ℃ ～ ３９
℃）、头痛、发冷为主要临床表现，无恶心、呕吐和腹泻

症状。 发病出现在回国后 １ ～ １１９ ｄ。 病例来源国家、
既往疟疾病史、既往用药情况、首诊单位报告结果和本

次检测前有无自行服用抗疟药物等信息见表 １。 标本

为研究对象的 ＥＤＴＡ 抗凝血，实验室先行制作厚薄血

涂片，然后将标本－７０ ℃冻存备检。
表 １　 研究对象基本信息ｃ

序号
来源

国家

既往疟疾病史

（发作次数）

既往用药

情况

首诊单位

报告结果ａ

采样前是否

自服抗疟药ｂ

本室镜检

结果

１ 喀麦隆 １ 注射蒿甲醚 未分型 是 Ｐｍ

２ 南苏丹 ５ 注射蒿甲醚 ｐ．ｆ 否 Ｐｍ

３ 刚果金 ４ 注射蒿甲醚 ｐ．ｆ 否 Ｐｍ

４ 缅甸 １ 注射蒿甲醚 ｐ．ｆ 是 Ｐｍ

５ 印度尼西亚 ２ 口服双氢青蒿素片 Ｐ．ｖ 是 Ｐ．ｖ＆ Ｐｍ

６ 几内亚 ５ 注射蒿甲醚 Ｐ．ｖ＆ｐ．ｍ 是 Ｐｍ

７ 安哥拉 ２ 注射蒿甲醚 未检出 否 Ｐｍ

　 　 注：ａ： ｐ．ｆ、Ｐ．ｖ、ｐ．ｍ 分别表示恶性疟原虫，间日疟原虫和三日疟原

虫； ｂ： “是”为服用了双氢青蒿素片； ｃ： 表中涉及的用药剂量因患者不

能准确的口述，因此未能具体说明。

１．２　 试剂与仪器　 Ｇｉｅｍｓａ 染液自配；ＤＮＡ 提取使用

ＱＩＡａｍｐ ＤＮＡ Ｍｉｃｒｏ Ｋｉｔ；聚合酶链反应扩增使用 Ｐｌａｔｉ⁃
ｎｕｍ ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ， Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ；显微照相系统为德国

Ｌｅｉｃａ 公司产品；ＰＣＲ 扩增仪器购自美国 ＡＢＩ 公司；电
泳仪和凝胶成像系统为英国 ＳＹＮＧＥＮＥ 公司产品。
１．３　 方法　 厚薄血膜涂片行 Ｇｉｅｍｓａ 染色后显微镜检

查，方法参照［１］ 进行。 核酸检测参照文献［２－３］ 所述巢

氏 ＰＣＲ 方法进行。 引物序列见表 ２。 １ 轮：上下游引

物（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μｌ，Ｐｌａｔｉｎｕｍ ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ １８ μｌ，
ＤＮＡ 模板 ５ μｌ，计 ２５ μｌ； ２ 轮：种特异性上下游引物

（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 １ μｌ，Ｐｌａｔｉｎｕｍ ＰＣＲ Ｓｕｐｅｒ Ｍｉｘ １８ μｌ，去
离子水 ４ μｌ，第 １ 轮反应产物 １ μｌ。 扩增条件：９５ ℃ ５
ｍｉｎ；９４ ℃ ３０ ｓ，５８􀆰 ５ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ５０ ｓ，３７ 个循环；７２
℃ ３ ｍｉｎ；４ ℃∞。 对第 ２ 轮扩增产物进行琼脂糖电泳

分析。
表 ２　 巢氏 ＰＣＲ 扩增 １８Ｓ ｒＲＮＡ 基因引物序列

反应

轮次
目的

引物

名称
引物序列（５’－３’）

产物长度

（ｂｐ）

１ 疟原虫属 ＰＬＵ１ Ｆ：ＣＣＴ ＧＴＴ ＧＴＴ ＧＣＣ ＴＴＡ ＡＡＣ ＴＴＣ １ ２００

ＰＬＵ２ Ｒ：ＴＴＡ ＡＡＡ ＴＴＧ ＴＴＧ ＣＡＧ ＴＴＡ ＡＡＡ ＣＧ

２ 恶性疟原虫 ＦＡＬ１ Ｆ：ＴＴＡ ＡＡＣ ＴＧＧ ＴＴＴ ＧＧＧ ＡＡＡ ＡＣＣ ＡＡＡ ＴＡＴ ＡＴＴ ２０５

ＦＡＬ２ Ｒ：ＡＣＡ ＣＡＡ ＴＧＡ ＡＣＴ ＣＡＡ ＴＣＡ ＴＧＡ ＣＴＡ ＣＣＣ ＧＴＣ

间日疟原虫 ＶＩＶ１ Ｆ：ＣＧＣ ＴＴＣ ＴＡＧ ＣＴＴ ＡＡＴ ＣＣＡ ＣＡＴ ＡＡＣ ＴＧＡ ＴＡＣ １１７

ＶＩＶ２ Ｒ：ＡＣＴ ＴＣＣ ＡＡＧ ＣＣＧ ＡＡＧ ＣＡＡ ＡＧＡ ＡＡＧ ＴＣＣ ＴＴＡ

三日疟原虫 ＭＡＬ１ Ｆ：ＡＴＡ ＡＣＡ ＴＡＧ ＴＴＧ ＴＡＣ ＧＴＴ ＡＡＧ ＡＡＴ ＡＡＣ ＣＧＣ １４４

ＭＡＬ２ Ｒ：ＡＡＡ ＡＴＴ ＣＣＣ ＡＴＧ ＣＡＴ ＡＡＡ ＡＡＡ ＴＴＡ ＴＡＣ ＡＡＡ

卵形疟原虫 ＯＶＡ１ Ｆ：ＡＴＣ ＴＣＴ ＴＴＴ ＧＣＴ ＡＴＴ ＴＴＴ ＴＡＧ ＴＡＴ ＴＧＧ ＡＧＡ ７８７

ＯＶＡ２ Ｒ：ＧＧＡ ＡＡＡ ＧＧＡ ＣＡＣ ＡＴＴ ＡＡＴ ＴＧＴ ＡＴＣ ＣＴＡ ＧＴＧ

２　 结　 果

２．１　 厚薄血膜涂片镜检结果　 厚血膜示：三日疟原虫

环状体核较恶性和间日原虫粗大，胞浆粗厚见图 １－２；
成熟裂殖体，呈玫瑰花瓣样排列，见图 １－１ 和 １－２。 薄

血膜示：三日疟原虫各期均可见，但同一患者同一标本

通常以一到两期为主要发育阶段，发育中的滋养体、裂
殖体两个阶段出现频率较高，被寄生的红细胞正常大

小或稍缩小；早期滋养体（环状体）占感染红细胞 １ ／ ３，
见图 １－３；大滋养体呈带状，非阿米巴样伪足，核形态
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不甚规则，疟色素粗壮，常遮盖虫体的核或浆，见图 １－
４ 和 １－６；未成熟裂殖体呈圆形或近圆形，无空泡，胞
质较致密，几乎占满整个受染红细胞，核呈分裂相，体
积较小，见图 １－８；成熟裂殖体占满整个红细胞，含有

６～１２ 个裂殖子，裂殖子排列成规则的玫瑰花瓣样，疟
色素集中成团，见图 １－９ 和 １－１０，三日疟原虫配子体

体积较小，呈圆形，几乎占满整个受染红细胞，核周不

染色带，可不连续，疟色素较为分散，见图 １－１１。

　 　 注：１􀆰 图 １－１ 和 １－２ 为厚血膜染色后的镜下形态；图 １－３ 至 １－１１ 为薄血膜染色后的镜下形态。 ２􀆰 黑色箭头指示未成熟裂殖体；红色箭头指示

成熟裂殖体；蓝色箭头指示配子体。 ３􀆰 厚薄血膜均采用 Ｇｉｅｍｓａ 染色。 放大（１０×１００）倍。

图 １　 厚薄血膜涂片显微照片

２．２　 核酸检测结果　 ７ 例患者除 ６ 号患者同时存在间

日疟原虫感染外，其余均单一感染了三日疟原虫，核酸

扩增产物电泳结果见图 ２。

注：１～７ 指示患者序号。

图 ２　 患者血标本核酸巢氏 ＰＣＲ 检测结果

３　 讨　 论

疟疾是有资料记载以来最古老的人类疾病之一。
时至今日，除结核病外，疟原虫感染所致死亡人数仍比

其他任何微生物要多。 三日疟原虫虽无间日疟原虫感

染人数众多，没有恶性疟原虫易造成中枢神经系统受

累和高的死亡率［４］，但三日疟原虫感染亦有其不容忽

视的特点，一是自愈或治疗不彻底的患者可以多年后

再次或多次复发，长期处于潜在感染和低原虫血症，常
可持续几十年［１］，因此对于输入地来说存在继续传播

的可能性；二是三日疟原虫的感染虽可以治愈，但因感

染而获得的慢性肾小球病通常不能治愈，可持续存在

肾病综合征［５］。
本文研究的 ７ 例三日疟原虫均为劳务输出人员回

国后输入的疟疾患者，输出地为非洲中部、西部国家和

东南亚国家，均位于疟疾流行的热带和亚热带地区。 ７
例患者前驱症状与间日疟类似，无退热间期的虚脱表

现。 但有两位患者因其未能及时诊治，出现了高丙种

球蛋白血症和一过性蛋白尿的出现。 高丙种球蛋白血

症与慢性感染时抗原诱导细胞因子 ＩＬ－６ 有关，一过性

蛋白尿由抗原过剩形成的抗原－抗体复合物沉积于肾

小球所致［５－６］。 另外从询问病史的情况可以了解劳务

输出人员在疟疾流行国家和地区大部分为多次感染疟

疾，每次发病后虽口服或注射抗疟药物，但在疟疾流行

区几乎没有明确的实验室检测结果，就会被予以不规

范的抗疟治疗。 虽然无法排除他们再感染的可能性，
但这种不合理的用药也在一定程度上造成该类人员的
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多次发病。
所有研究对象发病后出现的症状基本相似，即以

发热（３８ ℃ ～３９ ℃）、头痛、发冷为主要临床表现，间歇

３ ｄ 发热的特点均不明显，无恶心、呕吐和腹泻症状；
在回国后 １～ １１９ ｄ 发病；４ 例患者在首诊前自服抗疟

药物；除 １ 例患者被首诊单位实验室检出疟原虫并正

确分型外，其余 ６ 例患者中 １ 例被漏诊，５ 例未正确分

型，而这四家首诊单位不乏省部级综合医院和市直综

合性医院。 这一诊断结果足以说明输入性的少见或者

罕见疟原虫的虫种鉴定对于医疗机构的检验人员存在

一定困难，这与检验人员对此类疟原虫的认识仍然只

存在于理论层面并未有机会在实际工作中得以总结和

提高有关，另外与三日疟原虫感染的固有特点亦密切

相关［７］。 笔者认为造成这一结果的原因有以下几个

方面：一、由于本地区基本消除疟疾后，仅靠中国消除

疟疾工作中的理论培训对检验人员疟疾镜检水平提高

帮助有限［３］；二、三日疟原虫感染的红细胞通常为衰

老红细胞［５］，因此感染原虫的密度或带虫量相对较

小，极易被漏诊；三、一些血清学的辅助诊断方法对三

日疟缺乏效能有限，常表现为阴性结果［７］；四、潜伏期

长短不一加上发病初期症状并不规则，极易被误诊误

治［８］；五、患者都曾经有过疟疾病史，对疟疾的自觉症

状较为熟悉，加上去疟疾流行区的务工人员都可以通

过不同的途径获得口服的抗疟药物，因此在就诊前多

服用过抗疟药物，也给实验室的诊断带来了不利因素。
三日疟原虫虽具有诸如红内期周期 ７２ ｈ、主要感

染衰老红细胞、受染红细胞大小正常或略有缩小、被寄

生红细胞少见彩点、环厚、核大、滋养体常横跨细胞呈

带状、成熟裂殖体含裂殖子 ６～ １２ 个等特点［９－１１］，但这

些特点因标本采集、用药以及血涂片制作的影响常常

给虫种鉴别带来困难，如果存在混合感染的情况，结果

不言而喻会更糟糕。 如果三日疟原虫血片中以小滋养

体（环状体）为主要阶段，那么与其它 ３ 种疟原虫的鉴

别是存在困难的，甚至经验丰富的镜检人员也无法正

确的鉴定虫种［１２］；如以未成熟裂殖体和滋养体或配子

体为主要阶段的血涂片，与卵形疟原虫和间日疟原虫

的鉴别虽然可以从红细胞的表现和疟色素等方面予以

鉴别，但实际以 ＥＤＴＡ 抗凝血标本制作的涂片上这些

特点都已经被不同程度的削弱，鉴别存在一定的困

难［３］，未成熟的裂殖体数裂殖子的数目也不可以作为

诊断要点；另外，以成熟裂殖子的数目和疟色素的特点

来加以鉴别对不熟练的镜检人员也是一件不容易的事

情。 类似的可能性很多，不能一一列举。 本实验室对

首诊单位血涂片复核的结果显示与巢氏 ＰＣＲ 检测结

果一致。 因此，对于技术不熟练的检验人员，巢氏

ＰＣＲ 的方法在虫种鉴定方面有优势，而对熟练镜检人

员是基本没有差别的，所以分子生物学技术的应用可

以在一定程度上对输入性三日疟原虫的实验室诊断加

以验证，作为形态学诊断的补充。 然而目前 ＰＣＲ 检测

的方法还不适合临床需要，对每个就诊病例用 ＰＣＲ 筛

查仍受限制［１３－１５］。
因此，在消除疟疾的地区，应当持续的进行疟原虫

显微镜镜检技术的培训和分子生物学技术的推广应

用，以满足现阶段输入性疟疾病例正确诊断和分型的

要求，尤其是罕见和少见虫种的鉴定要求。
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