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·临床论著·

荧光定量 ＰＣＲ技术在疟疾诊断中的应用
焦炳欣　郭杰　陈志海　李兴旺　杨晓玲　何艳群　周淳　周茹　华文浩

　　【摘要】　目的　探讨荧光定量ＰＣＲ技术在疟疾诊断中的临床应用价值。方法　收集本院２０１０
年１月至２０１２年３月疑似疟疾患者的血样共６７份和健康人血样２０份，采用荧光定量ＰＣＲ法进行疟

原虫检测，并与镜检法和胶体金免疫层析法的敏感性和特异性进行对比分析。对临床确诊的２０例疟

疾患者在抗疟药治疗前后的虫体密度与３种方法检测的疟原虫结果进行对比分析。结果　６７份患

者血样用荧光定量ＰＣＲ法、镜检法和胶体金免疫层析法检测的疟原虫阳性率，分别为６２．７％、５６．７％
和５２．２％，差异无统计学意义（Ｐ＝０．４７１）。３种方法检测２０份健康人血样结果均为疟原虫阴性，特

异性为１００％。荧光定量ＰＣＲ检测结果与镜检虫体密度呈直线相关（ｒ＝０．９５８，Ｐ＝０．０４２）。原虫血

症较高水平时３种方法的检测结果差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；在药物治疗后原虫血症较低水平

时，虫体密度＜５０／μｌ时，镜检法与胶体金免疫层析法检测结果均为阴性，而荧光定量ＰＣＲ法检测仍

为阳性，总疟原虫拷贝数均值为２．９２×１０２拷贝／ｍｌ，提示荧光定量ＰＣＲ检测方法的敏感性高于镜检

法和和胶体金免疫层析法。结论　荧光定量 ＰＣＲ方法检测疟原虫快速敏感，且特异性强，可作为镜

检法的补充。
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　　疟疾是严重危害人类生命和健康的全球性虫媒

传染病之一。目前我国的疟疾病例主要来自海外。

近年来，由于人群流动和劳务输出的不断增加，输

入性疟疾病例呈逐渐上升趋势，恶性疟疾死亡病例

也明显增多。因此，准确有效的诊断方法对疟疾的

有效控制具有重要意义。世界卫生组织将发展准确

且快速诊断疟疾的技术视为防治疟疾优先考虑的对

策之一［１］。本研究采用实时荧光定量ＰＣＲ的方法，

对２０１０年１月至２０１２年３月于本院就诊的疟疾患

者的血样进行检测，并以镜检法和胶体金免疫层析

法的检测结果作对比进行分析，报道如下。

资料与方法

一、样本来源

本研究收集的６７份血样为２０１０年１月至２０１２
年３月本院就诊的疟疾发病区的发热患者。每份血

样分别涂制厚、薄血片后留存血样，－２０℃保存。样

本采集均为静脉取血，采用２％ ＥＤＴＡＮａ２抗凝。

二、仪器与试剂
ＡＢＩＰＲＩＳＭ７３００实时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国

ＡＢＩ公司）；疟原虫核酸测定试剂盒；恶性疟、间日

疟、卵形疟原虫核酸测定试剂盒（上海之江生物科

技股份有限公司）；ＯｐｔｉＭＡＬＩＴ胶体金快速检测试

条（瑞士Ｄｉａｍｅｄ生物医药公司）。

三、方法
１．镜检法：每份血样涂制厚、薄血膜各１张，行

吉氏染色。高倍镜下观察血涂片，薄血片观察至少
２００个视野，厚血片观察２０个视野，未观察到疟原虫

作为阴性判断标准［２］，同时计数虫体密度。疟原虫的

密度＝疟原虫数÷白细胞数×血中白细胞数／μｌ［３］。
２．荧光定量 ＰＣＲ法：操作参照疟原虫核酸测

定试剂盒说明书进行，采用聚合酶链式反应（ＰＣＲ）
技术结合荧光探针技术对疟原虫特异性核酸片段进

行检测。

（１）疟原虫 ＤＮＡ的提取：全血标本取 １００μｌ
（震荡混匀１０ｓ），分别加入１００μｌ核酸提取液，震

荡１０ｓ后于９９℃干浴１０ｍｉｎ，１３０００ｒｐｍ离心１０
ｍｉｎ，保留上清备用。同时将阳性对照标本进行１０、
１００和１０００倍梯度稀释，备用。

（２）荧光定量ＰＣＲ检测：荧光反应管置于定量荧

光ＰＣＲ仪上，循环参数为３７℃ ×２ｍｉｎ，９４℃ ×２
ｍｉｎ，然后９３℃ ×１５ｓ→ ６０℃ ×６０ｓ，循环４０次；单

点荧光检测温度为６０℃，反应体系为４０μｌ，上机进行

扩增。实验结束后仪器根据标本浓度自动生成标准

曲线。循环阈值（Ｃｔ值）与起始模板量呈直线负相

关。根据检测样品的Ｃｔ值，计算起始ＤＮＡ含量。

３．胶体金快速检测疟疾ＯｐｔｉＭＡＬ法：是利用乳

酸脱氢酶（ＬＤＨ）单克隆抗体捕获溶血中的 ＬＤＨ抗

原的免疫层析技术。以显两条相同红色区带者为阳

性，仅质控区带显红色为阴性；若测试带显色弱于质

控带为弱阳性。参照胶体金快速试条说明书进行

操作。

四、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１７．０软件对实验数据进行统计分

析，定性资料以频数和频率进行统计描述，组间差异

运用卡方检验；定量资料变量间的关系以直线回归

方程进行分析。α＝０．０５，采用双侧统计检验；以
Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、镜检结果

来本院就诊的６７例疑似疟疾患者中，镜检疟原

虫阳性者共３８例，阳性率为５６．７２％，其中恶性疟

原虫感染者２５例，间日疟原虫感染者１３例。

二、荧光定量ＰＣＲ结果

采用荧光定量 ＰＣＲ法对样本中疟原虫的特异

性ＤＮＡ核酸片断及样本中恶性疟、间日疟、卵形疟

的特异性ＤＮＡ核酸片段分别进行检测。结果显示，

阳性定量标准曲线的 Ｃｔ值与模板浓度具有良好的

线性关系，总疟原虫、恶性疟原虫、间日疟原虫和卵

形疟原虫的相关系数 ｒ分别为０．９９５、０．９９９、０．９９９
和０．９９９。
６７份血样采用荧光定量 ＰＣＲ法检测出总疟原

虫者４２例，阳性率为６２．７％，其中４２份阳性标本

分别用间日疟原虫、恶性疟原虫、卵形疟原虫三种荧

光定量ＰＣＲ试剂盒进行检测，其中恶性疟原虫阳性

者２８例，间日疟原虫阳性者１４例，卵形疟原虫检测

结果４２例均为阴性。同时对２０份健康人血样进行

三种方法检测结果全部为阴性，特异性为１００％。
三、胶体金免疫层析法
６７份血样检测出疟原虫阳性者共３５例，阳性

率为５２．２％，其中恶性疟原虫感染者２３例，间日疟

原虫感染者１２例。２０份健康人血样的检测结果均

为阴性，特异性为１００％。
四、疟原虫阳性标本的三种检测方法的结果

分析

本研究中镜检法、荧光定量ＰＣＲ法和胶体金免

疫层析法检测总疟原虫，三种方法差异无统计学意

义（χ２＝１．５０，Ｐ＝０．４７１４）；对于恶性疟原虫和间

日疟原虫的检测，三种检验方法差异亦无统计学意

义（表１）。
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　　五、荧光定量 ＰＣＲ结果（Ｙ）与虫体密度（镜检

计数）（Ｘ）的相关性
４２份疟原虫阳性血样标本虫体密度与荧光定

量ＰＣＲ所测得虫体拷贝数经ＳＰＳＳ１７．０统计软件分

析，结果显示两者呈直线相关，拟合其直线回归方程

为 Ｙ ＝４０．３０２０４Ｘ ＋２９０７７２，ｒ＝０．９５８２０９（ｔ＝
４．７３７，Ｐ＝０．０４２）。

六、疟疾患者治疗不同时期的三种检测方法检

测结果

疟疾患者在药物治疗的不同时期，随着病情的

好转，疟原虫在其血中的虫体密度（珋ｘ）（涂片镜检计

数）逐渐减少，２０例患者治疗不同时期的血样标本

经荧光定量ＰＣＲ、镜检法和胶体金免疫层析法的检

测结果见表２。
七、荧光定量ＰＣＲ法检测结果的图形分析

收集镜检法检测疟原虫阴性的２０例标本行荧

光定量ＰＣＲ检测，结果显示当镜检法检测疟原虫结

果为阴性时，荧光定量ＰＣＲ法仍能检测出疟原虫的

拷贝值。图形分析结果呈典型“Ｓ”型曲线（图１）。

讨　　论

迄今为止，疟疾仍严重威胁着人类的生命和健

康，准确、及时的诊断对有效预防、治疗及控制疟疾

流行具有重要的意义。

目前，临床检测疟原虫仍多采用传统的镜检法，

虽然操作简单易行，但存在诸多缺陷，耗时长且易受

人为因素影响，不能准确定量，故已难以适应当前疟

疾防治和监测的临床需求［４５］，尤其在低原虫血症

和混合感染时易造成漏诊或误诊。

荧光定量ＰＣＲ技术是近年来发展的一种核酸

定量技术，该技术在ＰＣＲ反应体系中引入了荧光标

记的探针，具有高度的灵敏性、特异性和精确性。应

用荧光ＰＣＲ基因扩增技术对疟原虫基因进行检测

具有其独特的优势［６９］。

本研究中４２份疟疾患者的血样采用荧光定量
ＰＣＲ方法检测并与镜检法、胶体金免疫层析法进行对

比分析。结果显示，３种方法特异性差异无统计学意

义，而荧光定量ＰＣＲ敏感性优于其他两种方法，尤其在

疟疾尚处于原虫血症较低水平，镜检法不易观察时。

本研究中，镜检定量和胶体金法检测疟原虫均为阴性

的血样，荧光定量ＰＣＲ法仍能够检测出２．９２×１０２拷
贝／ｍｌ的疟原虫。当原虫密度较低（＜５０／μｌ）时，镜检

法难以观察到原虫，易漏诊［１０］。本研究认为３种方法

中胶体金免疫层析法快速、简单，可反映药物治疗后原

虫数量的下降，但不能进行定量分析，适合疟疾的早期

筛查；而荧光定量ＰＣＲ既可作为早期诊断、判断分型和

临床用药的疗效观察及判定是否痊愈的指标。恶性疟

与间日疟患者治疗方法不同，荧光定量ＰＣＲ法可为疟

疾的对症、早期治疗提供依据［１１］，本研究结果表明，荧

光定量ＰＣＲ法能有效地鉴别间日疟原虫和恶性疟原

虫，尤其在低虫血症和混合感染时能成为镜检法很好

的补充，可以提高疟疾监测的质量和效率，对诊断或鉴

别间日疟原虫和恶性疟原虫混合感染具有较实用的价

值，但并不能完全取代简单易行的镜检方法。因此，作

为镜检法的补充，荧光定量ＰＣＲ检测疟原虫适于在临

床实验室中推广应用。

表１　４２份疟原虫阳性标本的三种检测方法结果比较

方法
恶性疟原虫

总例数 阳性率［例（％）］

间日疟原虫

总例数 阳性率［例（％）］

镜检法 ４２ ２５（５９．５） ４２ １３（３０．９）

荧光定量ＰＣＲ ４２ ２８（６６．７） ４２ １４（３３．３）

胶体金免疫层析 ４２ ２３（５４．８） ４２ １２（２８．６）

χ２ １．５６　 ０．２２　

Ｐ ０．５３２６ ０．８９４６

表２　疟疾患者治疗不同时期的三种方法检测结果分析

例数 治疗前 治疗２４ｈ 治疗３ｄ后 治疗１周后 治疗２周后

荧光定量ＰＣＲ法（拷贝／ｍｌ） ２０ ２．７０×１０７ ２．１０×１０５ ４．２７×１０３ ２．９２×１０２ 阴性

镜检法 ２０ 阳性 阳性 阳性 阴性 阴性

胶体金免疫层析法 ２０ 阳性 阳性 弱阳性 阴性 阴性

　　注：不同治疗时期，伴随病情的好转，虫体密度逐渐降低，治疗前、治疗２４ｈ、治疗３ｄ、治疗１周后和治疗２周后，涂片虫体密度分别为

６．１×１０５／μｌ、９．２×１０３／μｌ、１００／μｌ、＜５０／μｌ和＜５０／μｌ
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图１　２０例疟原虫镜检阴性样本ＰＣＲ法检测结果图形分析

注：Ｃｙｃｌｅ：循环数，ＤｅＩｔａＲｎ：荧光强度。从左至右Ｓ型曲线１为疟原虫阳性标准，浓度为１×１０４拷贝／ｍｌ；２～７曲线为疟原虫

镜检阴性样本ＰＣＲ法检测的结果
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