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【摘要】 泰国属恶性疟流行高发地区,随着抗疟药物长期使用,恶性疟原虫对氯喹、奎宁、甲氟喹、青蒿素等常见抗疟药

物产生耐药性。本文对泰国恶性疟原虫药物抗性基因研究进展进行综述,为该国消除疟疾有效对策及措施的制定提供

参考。
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【Abstract】 Thailand
 

is
 

an
 

area
 

with
 

the
 

high
 

prevalence
 

of
 

Plasmodium
 

falciparum,and
 

as
 

antimalarial
 

drugs
 

had
 

been
 

widely
 

used
 

for
 

a
 

long
 

time,such
 

as
 

chloroquine,quinine,mefloquine,artemisinin,resulting
 

in
 

the
 

resistance
 

of
 

P.falcipa-
rum

 

to
 

above
 

common
 

antimalarial
 

drugs.This
 

paper
 

reviewed
 

the
 

research
 

progress
 

of
 

drug
 

resistance
 

genes
 

of
 

P.falci-

parum
 

in
 

Thailand,providing
 

the
 

reference
 

for
 

the
 

formulation
 

of
 

effective
 

strategies
 

and
 

measures
 

to
 

eliminate
 

malaria
 

in
 

the
 

country.
【Key

 

words】 Plasmodium
 

falciparum;drug
 

resistance
 

gene;thailand;review

***疟疾是经携带疟原虫子孢子的按蚊叮咬人类引起的虫媒传

染病,广泛流行于热带和亚热带地区,在澜沧江-湄公河流域国

家是重要的公共卫生问题之一[1-2]。泰国历史上属恶性疟高度

流行区,曾采用多种抗恶性疟药物进行传染源防治,长时间不

规范使用抗疟药容易导致耐药性的产生[3]。自1950s泰国首次

发现氯喹(chloroquine,CQ)耐药性恶性疟原虫感染病例以来,

至2021年已相继发现磺胺多辛-乙胺嘧啶(sulfadoxine-pyrime-
thamine,SP)、奎宁(quinine,QN)、甲氟喹(mefloquine,MQ)和
青蒿素(artemisinin,ART)类等耐药性虫株感染病例,给泰国的

疟疾控制与消除带来了巨大挑战[4-7]。研究显示,在泰国的恶

性疟原虫临床虫株中先后检出了恶性疟原虫氯喹耐药性分子

标记氯喹转运蛋白基因(pfcrt)、多药耐药性分子标记多药耐

药基因1(pfmdr1)、青蒿素类耐药性分子标记Kelch螺旋体蛋

白基因(K13)、磺胺多辛与乙胺嘧啶耐药性分子标记二氢叶酸

还原酶基因(pfdhfr)二氢喋酸合成酶基因(pfdhps)等突变类

型,而这些突变已证实分别与恶性疟原虫对CQ、SP、MQ、ART
等的耐药性有关[8-12]。本文对近年来泰国恶性疟原虫耐药基因

监测研究情况进行综述,以便为各国疟疾监测措施的制定提供

参考和思路借鉴。

1 恶性疟原虫氯喹抗药转运蛋白基因(Plasmodium
 

falcipa-
rum

 

chloroquine
 

resistance
 

transporter
 

gene,pfcrt)

pfcrt基因位于恶性疟原虫第7号染色体上,基因全长约

3.1
 

kb,含有13个外显子、且富含polyA/polyT序列,转运蛋白

的个别氨基酸变异可促进消化液泡内的氯喹向外转移,导致红

细胞内氯喹含量降低,红细胞内的CQ难以维持有效浓度杀灭

恶性疟原虫[13-14]。研究显示,常见的Pfcrt基因突变主要发生

在第72、74、75、76、220、271、326、356、371等氨基酸密码子上,

其中,第72、74、75、76号 氨 基 酸 密 码 子 突 变 引 起 的 C72S、

M74I、N75E、K76T氨基酸变异被证实与CQ耐药性密切相关,

尤其是 K76T与CQ耐药性产生密切相关,因此具有作为CQ
抗性主要分子标记的作用[15-18]。此外,H97Y、F145I和G353V
氨基酸的变异可能与ART、哌喹(PIP)耐药性产生有关[19]。

1990-1996年,Labbé等[20]对泰柬边境地区的CQ耐药性

分子标记pfcrt基因的调查中发现,K76T变异的检出率达到

87.5%(25/25)。2002-2004年,Rungsihirunrat等[21]在泰缅、泰

柬、泰马和泰老等边境地区的病例虫株中检出 K76T的变异率

分别为100%(66/66)、100%(26/26)、100%(10/10)和87.5%
(7/8)。2003-2005年,Setthaudom 等[22]在泰柬和泰缅边境地

区的病例虫株中再次检出了97.8%(87/89)的 K76T变异率。
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在泰缅边境地区,Phompradit等[23-24]分别于2006-2009年及

2013年进行了恶性疟原虫体外药物敏感试验,发现K76T突变

率分别为99.2%(128/129)和100%(48/48)。1988-2016年,

Thita等[25]在泰国抵柬地区的尖竹汶府和达叻府的调查只检出

1.9%(2/104)临床虫株为pfcrt野生型,但 K76T的变异占比

从1988-2008年的96%(48/50)上升到2009-2016年的100%
(54/54)。1989-2014年,Mahotorn等[26]在泰柬和泰缅边境地

区进行了CQ敏感性调查,结果显示恶性疟原虫 K76T基因突

变率均为100%(117/117)。2013-2015年,Boonyalai等[27]检测

泰柬边境地区 pfcrt 基因72-76位点突变率为100%(112/

112),同时首次发现了pfcrt
 

F145I氨基酸变异(突变率为16.
9%,19/112),提示该地区不仅CQ耐药性较高,而且对PIP也

产生了耐药性。上述监测结果表明沿泰国周边国家的边境地

区存在密集的恶性疟原虫CQ耐药性虫株。

不仅如此,泰国境内的氯喹耐药性分子标记(pfcrt基因)

监测结果也不容乐观。2009年,Mungthin等[28]对泰国南部地

区的恶性疟原虫种群调查发现,100%(558/558)的临床分离株

呈K76T变异。值得注意的是,2015-2018年 Van等[29]在泰国

东北部采用双氢青蒿素哌喹(DHA-PIP)(4mg/kg-18mg/kg)治
疗恶性疟患者,发现含有pfcrt基因 H97Y、F145I、G353V氨基

酸之一变异者,至第42d的治疗失败率均超过55%,提示该地

区恶性疟原虫种群pfcrt基因突变可能不利于DHA-PIP复方

敏感性的维持。

2 恶性疟原虫多药物耐药基因1(P.falciparum
 

multidrug
 

re-
sistance

 

transporter
 

gene
 

1,pfmdr1)
 

pfmdr1基因位于恶性疟原虫第5号染色体上,全长约4.
3

 

kb,编码恶性疟原虫消化泡膜上的P-糖蛋白同系物1(P-gly-
co-protein

 

homologue
 

1,Pgh-1)[30-31]。研究发现,pfmdr1突变

不仅可导致恶性疟原虫对CQ产生耐药性,而且pfmdr1基因

的突变拷贝数(CNV)差异还与是否表现为 MQ和ATS耐药性

密切相关[12]。pfmdr1基因常见的氨基酸变异主要发生在86、

184、1034、1042、1246等氨基酸密码子上,其中已证实第86号

氨基酸由天冬酰胺N变异为酪氨酸 Y(N86Y),与恶性疟原虫

产生对 MQ和 QN的耐药性相关[32]。此外,以往研究还揭示

pfmdr1基因的Y184F、S1034C、N1042D、D1246Y等氨基酸变

异分别与恶性疟原虫对CQ、QN、MQ和 ART产生耐药性有

关[33]。

1995-1997年,Price等[34]在泰国的泰缅边境地区监测发

现,pfmdr1基因呈N86Y氨基酸变异与 MQ耐药性产生负相

关,与CQ耐药性产生正相关,但pfmdr1基因CNV数量增加

则呈现出与 MQ和ATS耐药性产生的正相关关系。2002-2004
年,Rungsihirunrat等[21]在泰缅、泰柬、泰马和泰老等边境地区

的恶性疟原虫种群观察发现,N86Y的变异检出率占20%(22/

109),且再次发现N86Y变异与 MQ的耐药性产生呈负相关关

系(r=-0.58,P<0.01),提示pfmdr1基因86号氨基酸呈 N/

Y变异对恶性疟原虫产生 MQ耐药性具有保护作用。2003-
2005年,Setthaudom等[22]在泰柬和泰缅边境地区的恶性疟原

虫种群中检出了与CQ耐药性相关的pfmdr1基因 Y184F变

异,且检出高率达40.4%(36/89),提示该地区的恶性疟原虫种

群受CQ筛选压力影响多重基因的突变已积重难返。2003-
2008年,泰柬和泰缅边境地区的恶性疟原虫种群的pfmdr1基

因N86Y、Y184F、N1042D变异率分别为17.6%(15/85)、61.
4%(53/85)、20%(17/85)[35],且 Y184F的变异检出率较2004
年上升21个百分点[22],提示泰柬和泰缅边境地区的恶性疟原

虫被抗疟药筛选的作用持续存在、耐药性虫株的积累进一步加

重。2006-2009年,Phompradit等[23]在泰缅边境地区恶性疟原

虫种群检测中亦发现,pfmdr1基因CNV数>1的恶性疟原虫

占比51.2%(63/123),S1034C的变异率为15.8%(14/57),再

次证实该地区的恶性疟原虫存在多重药物(ATS、MQ和 QN)

耐药性的可能。2009年,Mungthin等[28]在泰国南部进行了

pfmdr1基因多态性调查,结果显示 N86Y和Y184F突变率分

别为89.2%(498/558)和10.4%(58/558),提示该地区恶性疟

原虫可能对QN和 MQ较敏感,并发现N86Y突变主要发生在

泰国南部海拔较低区域,Y184F主要发生在泰国南部海拔较高

区域。

近年来的研究结果显示,泰国pfmdr1
 

CNV仍处于较高

水平。2009-2010年和2013年,Muhamad等[36]和Phompradit
等[24]分别在泰缅边境地区进行了恶性疟原虫体外药物敏感试

验,结果显示pfmdr1
 

CNV>1的恶性疟原虫占比从2009-2010
年的38.1%(64/168)上升到2013年的91.7%(44/48),提示该

地区恶性疟原虫可能对 ATS和 MQ 的耐药性进一步上升。

2003-2013年,Phyo等[37]在泰柬边境地区进行了 MQ-ATS敏

感性调查,pfmdr1
 

CNV>1的恶性疟原虫比例从2003年的

32.4%上 升 到2013年 的64.7%,患 者 治 愈 率 从2003年 的

100%下降到2013年81.1%,提示pfmdr1
 

CNV增加可能会

降低恶性疟原虫对 MQ-ATS的敏感性。2013-2015年,Boon-

yalai等[27]在泰柬边境地区进行了恶性疟原虫耐药基因监测,

Y184F突变率为97.3%(109/112),提示该地区恶性疟原虫可

能对CQ敏感性较低。2012-2017年,Khammanee等[38]在泰国

南部开展 了 恶 性 疟 原 虫 pfmdr1基 因 突 变 监 测,结 果 显 示

N86Y突变率为29.7%(38/128),较 Mungthin等[28]2009年调

查的泰国南部N86Y突变率低,说明南部恶性疟原虫对 QN和

MQ敏感性可能降低。1998-2016年,Thita等[25]对泰柬边境地

区的尖竹汶府和达叻府抗疟药物敏感性调查显示,N86Y突变

率从2009年之前的6.8%(7/103)下降到2009-2016年的0(0/

50),而Y184F突变率从2009年之前的84%(42/50)上升到

2009-2016年的94.3%(50/53),提示该地区恶性疟原虫对CQ、

MQ、QN敏 感 性 低。上 述 研 究 结 果 揭 示,泰 国 恶 性 疟 原 虫

N86Y突变率不断下降,而Y184F突变率和CNV不断升高,恶

性疟原虫对CQ、QN、MQ、ART等耐药性不断增强,特别是在

泰国边境地区尤为明显。

3 恶性疟原虫Kelch螺旋体蛋白基因(K13)
 

K13基因位于恶性疟原虫第13号染色体,含有1个外显

子,N-末端为恶性疟原虫特异且高度保守的区域,C-末端为6
个典型 的 Kelch螺 旋 结 构,该 基 因 编 码 Kelch螺 旋 体 蛋 白

(Kelch13-propeller,K13)[39]。目前已证实 K13基因突变可能

会降低恶性疟原虫对ART的敏感性,可以作为ART耐药性的

分子标记,且发现 K13基因编码蛋白至少有14个氨基酸变异

(C580Y、N458Y、M476I、Y493H、R561H、R539T、I543T、

F446I、P547L、G436S、G538V、S621F、R575K、E556D),其 中

C580Y
 

、R539T、Y493H、I543T等4氨基酸变异与ART耐药性
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相关[40-42]。

2007年,Talundzic等[43]在泰柬和泰缅边境地区开展了恶

性疟原虫耐药性监测,K13基因突变率为12%(50/417),其中

以C580Y突 变 为 主(52%,26/50),提 示 恶 性 疟 原 虫 可 能 对

ART敏感性降低。2011-2013年,Boullé等[44]对泰缅边境地区

DHA敏感性调查结果显示,K13基因突变率为70%(23/33),

且K13基因野生型与突变型恶性疟原虫清除时间(PCHL)中
位数分别为4.3和7.2

 

h(P<0.05,提示 K13基因突变可能会

降低疟原虫对DHA敏感性。2012-2016年,Kobasa等对泰国

K13基因突变地理分布调查发现,Y493H 和R539T突变主要

分布在泰国东部的泰柬边境,P574L突变分布在泰国西部,

R561H突变分布在泰国西北部,而C580Y突变较为常见,呈全

国性分布[45]。2014年,Imwong等[46]对泰国东北部乌汶府恶

性疟暴发疫情的调查发现,K13基因突变率为93%(82/88),其
中以C580Y为主(79.2%,65/82)。1988-2016年,Thita等[25]

对泰柬边境地区尖竹汶府和达叻府抗疟药物敏感性监测发现,

K13突变率从1988-2008年的18.4%(9/49)上升到2009-2016
年的84.6%(44/52)(P<0.05,提示2009年以来恶性疟原虫对

ART抗性进一步增强。2012-2017年,Khammanee等[38]在泰

国南部开展了恶性疟原虫 K13监测,结果显示 K13突变率为

14.1%(18/128),其中以 C580Y 突变为主(83.3%,15/18)。

2015-2018年,Van等[29]在泰国东北部采用双氢青蒿素哌喹

(DHA-PIP)(4mg/kg-18mg/kg)治疗恶性疟,第42
 

d的治愈率

仅为10.5%(2/19),且 K13基因突变率为100%(18/18)。上

述研究结果提示,泰国恶性疟原虫 K13基因突变率有增加趋

势,且以C580Y为主,建议泰国相关部门进一步加强恶性疟原

虫对ART耐药性监测。

4 其他抗疟药的耐药性分子标记基因

恶性疟原虫二氢叶酸还原酶基因(Plasmodium
 

falciparum
 

dihydrofolate
 

reducase,pfdhfr)位于恶性疟原虫第4号染色

体,主要编码二氢叶酸还原酶(Dihydrofolate
 

reducase,dhfr);
恶性疟原虫二氢蝶酸合成酶基因(Plasmodium

 

falciparum
 

Di-
hydropteroate

 

synthase,pfdhps)位于恶性疟原虫第8号染色

体,主 要 编 码 二 氢 蝶 酸 合 成 酶 (Dihydropteroate
 

synthase,

dhps)[47]。研究发现,pfdhfr和pfdhps基因突变会降低恶性

疟原虫对乙胺嘧啶和磺胺多辛的亲和力,导致SP阻止恶性疟

原虫合成叶酸的作用降低
 [48]。目前已证实恶性疟原虫pfdh-

fr基因的S108N、N51I、C59R、I164L等氨基酸变异和pfdhps
基因的S436A、A437G、K540E、A581G和A613S等氨基酸变异

与SP耐药性产生有关,其中S108N和A437G变异已作为恶性

疟原虫的乙胺嘧啶和磺胺多辛耐药性分子标记用于监测[49-50]。

1995-1996年,Biswas等[51]对泰国SP耐药性严重的西北部达

府、北碧府、东北部廊开府和中部北缆府SP分子标记的调查发

现,pfdhfr基因的S108N、N51I、C59R、I164L变异率分别为

94%(47/50)、36% (18/50)、46% (23/50)、24% (12/50),

pfdhps基因的S436A、A437G、A581G、A613S变异率分别为

26%(13/50)、30%(15/50)、38%(19/50)、50%(25/50),提示

SP耐药的两个分子标记在该地区均存在较广泛的突变类型。

2008-2016年,Sugaram等[52]在泰缅、泰马、泰柬边境地区检出

的pfdhfr 基 因 S108N、N51I、C59R、I164L 变 异 率 分 别 为

100%(233/233)、97.4%(227/233)、100%(233/233)、67.4%

(157/233),pfdhps 基 因 的 A/S436F、A437G、K540E/N、

A581G、A613S/T变异率分别为4.3%(10/233)、100%(233/

233)、77.3%(180/233)、58.8%(137/233)、1.7%(4/233),提示

泰国边境沿线地区的恶性疟原虫SP耐药性危害重于境内地

区。

研究还 发 现,pfmrp1基 因 的 H191Y、S437A、I876V 和

F1390I氨基酸变异均与恶性疟原虫产生CQ、MQ耐药性有关,

H785N 变 异 与 PPQ 耐 药 性 产 生 有 关,H191Y、S437A 和

F1390I变异与 QN耐药性产生有关,I876V变异与DHA-PPQ
耐药性产生有关,F1390I变异与 ATS和苯芴醇耐药性产生有

关[53-56]。Phompradit等[23-24]对泰缅边境地区恶性疟原虫体外

敏感 试 验 发 现,2006-2009年 检 出 的 pfmrp1基 因 H191Y、

S437A、I876V、F1390I变异占比分别为86.9%(113/130)、89.
1%(115/129)、74.6%(97/130)、26.2%(34/130),2013年检出

的占比分别为87.5(42/48)、93.8%(45/48)、81.3%(39/48)、

39.6%(19/48),提示该地区的恶性疟原虫种群对 CQ、MQ、

QN、ATS等多种抗疟药存在耐药性的危害未予缓解。

5 展望

泰国采用分子标记监测方法基本做到了对该国分布的恶

性疟原虫临床虫株耐药性现状的掌握:当地虫株对氯喹等常见

疟疾药物的耐药性严重,而且对青蒿素及其衍生物也逐渐产生

耐药性。为该国及时调整国家药物政策提供了实践依据。

致谢:本综述得到云南省寄生虫病防治所董莹教授的悉心

指导和修改,特予感谢。
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