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上海市1例输入性婴儿利什曼原虫引起的黑热病
实验室检测与溯源分析*

王真瑜,张耀光,朱民,江莉,潘浩,马晓疆,余晴**

(上海市疾病预防控制中心,上海
 

200336)

【摘要】 目的 对上海市1例输入性黑热病病例进行实验室检测与基因溯源分析。 方法 收集该病例的临床资料,

并进行流行病学调查。对患者的骨髓穿刺液涂片进行显微镜镜检,对血样进行快速免疫层析法检测和PCR检测。扩增

产物测序后比对并构建系统发育树。 结果 该患者出生于并有往返于黑热病流行区的流行病学史,伴有不规则的反

复发热、贫血及脾肿大等症状。骨髓穿刺液涂片查见大量利什曼原虫无鞭毛体。快速免疫层析法检测利什曼原虫Ig
 

G
抗体阳性。分别用引物K13A/K13B和LITSR/L5.8S

 

对患者的血样进行利什曼原虫动基体基因和ITS-1基因扩增,分
别得到120

 

bp和350
 

bp片段,与预期目的产物大小一致。对LITSR/L5.8S扩增产物片段测序进行比对分析,与婴儿利

什曼原虫序列相似性为100%。基于ITS-1基因序列构建的系统发育树显示,该患者感染虫株与来源地山西省阳泉市的

婴儿利什曼原虫虫株亲缘关系最近。 结论 根据基因序列和流行病学分析,明确该内脏利什曼病病例的病原体为婴

儿利什曼原虫,为山西省阳泉市输入。
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【Abstract】 Objective To
 

diagnose
 

an
 

imported
 

case
 

of
 

kala-azar
 

in
 

Shanghai
 

by
 

laboratory
 

detection
 

and
 

molecular
 

traceability. Methods The
 

clinical
 

data
 

of
 

the
 

case
 

was
 

collected
 

and
 

the
 

epidemiological
 

survey
 

was
 

conducted.
 

The
 

bone
 

marrow
 

smears
 

of
 

the
 

patient
 

were
 

detected
 

by
 

microscopy.
 

And
 

the
 

blood
 

samples
 

of
 

the
 

patient
 

were
 

detected
 

by
 

Nova
 

Bios􀆿
 

Leishmania
 

IgG/IgM
 

Ab
 

Rapid
 

diagnostic
 

Test
 

(RDT).
 

The
 

QIAamp
 

DNA
 

Mini
 

Kit
 

was
 

used
 

to
 

extract
 

the
 

DNA
 

of
 

patient􀆳s
 

blood,and
 

two
 

pairs
 

of
 

specific
 

K13A/K13B
 

and
 

LITSR/L5.8S
 

primers
 

were
 

synthesized
 

according
 

to
 

kinetoplast
 

DNA
 

(kDNA)
 

and
 

the
 

ribosomal
 

second
 

internal
 

transcribed
 

spacer(ITS1)gene
 

sequence,and
 

the
 

template
 

DNA
 

was
 

amplified
 

by
 

PCR.
 

After
 

sequencing
 

and
 

comparing
 

the
 

amplified
 

products,the
 

phylogenetic
 

tree
 

was
 

construc-
ted

 

by
 

Neighbor-joining
 

method,and
 

evaluated
 

by
 

Boots
 

traping
 

method. Results The
 

patient
 

was
 

born
 

and
 

had
 

been
 

in
 

the
 

kala-azar
 

epidemic
 

area,as
 

well
 

as
 

with
 

symptoms
 

such
 

as
 

recurrent
 

irregular
 

fevers,splenomegaly
 

and
 

anemia.
 

A
 

large
 

amount
 

of
 

Leishmania
 

amastigotes
 

were
 

found
 

in
 

the
 

bone
 

marrow
 

smears,and
 

the
 

antibody
 

of
 

IgG
 

was
 

positive
 

by
 

RDT.
 

The
 

PCR
 

products
 

of
 

K13A/K13B
 

and
 

LITSR/L5.8S
 

were
 

120
 

bp
 

and
 

350
 

bp,respectively.
 

The
 

results
 

were
 

con-
sistent

 

with
 

the
 

desired
 

target
 

product
 

fragment.
 

The
 

sequence
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

amplified
 

band
 

of
 

LITSR/L5.8S
 

was
 

100%
 

homology
 

to
 

the
 

sequence
 

of
 

L.
 

infantum.
 

Phylogenetic
 

tree
 

analysis
 

based
 

on
 

ITS-1
 

gene
 

showed
 

that
 

the
 

pa-
tient

 

had
 

a
 

close
 

relationship
 

with
 

the
 

species
 

from
 

Yangquan
 

City
 

of
 

Shanxi
 

Province. Conclusion The
 

case
 

was
 

diag-
nosed

 

as
 

visceral
 

leishmaniasis,and
 

the
 

pathogen
 

is
 

L.
 

infantum.
 

imported
 

from
 

Yangquan,Shanxi
 

Province,China.
【Key

 

words】 Kala-azar;Leishmania
 

infantum;Bone
 

marrow
 

smears;Laboratory
 

detection;Traceability

***内脏利什曼病(visceral
 

leishmaniasis)又称黑热病

(kala-azar),是由利什曼原虫引起的通过媒介白蛉传

播的一种人兽共患寄生虫病[1]。我国黑热病的病原体

主要有杜氏利什曼原虫(Leishmania
 

donovani)和婴

儿利什曼原虫(Leishmania
 

infantum)两种[2]。该病

临床表现为长期不规则发热,脾(95%以上)、肝、淋巴
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结肿大和全血细胞减少性贫血。患者若不加以适当治

疗,大都在发病后1~2年内病情恶化而死亡,被世界

卫生组织/热带病培训与研究特别规划署(WHO/

TDR)列为严重危害人类的十大热带病之一[3]。在我

国建国初期,人体利什曼病流行广泛,主要分布于长江

以北的16个省、市、自治区的650多个县市。据新中

国成立初期的调查显示,当时利什曼病患者53万人,
之后开展了大规模防治,采取查治病人、杀灭病犬和消

灭传播媒介白蛉等综合措施,于1958年基本消灭了黑

热病[4]。近年来,利什曼病主要流行于新疆、内蒙古、
甘肃、四川、陕西、山西6个省、自治区[5-6]。上海市作

为非流行区域,此种病例较为罕见,临床上极易造成误

诊、漏诊。
核糖体DNA内转录间隔区Ⅰ(ITS-1)是核糖体

DNA中介于18S和5.8S之间的序列,该区域受外界

环境因素的影响较小,所受选择压力小,进化速度快,
在绝大多数物种间表现出极为广泛的序列多态性,可
以作为分子遗传标记用于种间或种内群体的鉴定,在
利什曼原虫的种间分类鉴定中也有广泛的应用性[7-9]。
利什曼原虫动基体DNA(kinetoplast

 

DNA,kDNA)基
因对于检测我国婴儿利什曼原虫显示出较好的特异性

和敏感性[10]。

2020年7月,上海市报告了1例输入性黑热病病

例。本研究通过基因测序比对后构建基于ITS-1基因

序列的系统发育树,并结合病例资料和流行病学调查

等手段溯源该病例的病原体,结果报告如下。

材料与方法

1 流行病学调查

收集该患者发病、诊断和治疗过程等相关资料,包
括外出史、居住地周围情况等,并对其可能的感染途径

和传播方式进行追溯调查。

2 实验室检测

2.1 仪器和试剂 核酸提取试剂盒 QIAamp
 

DNA
 

Mini
 

Kit(Cat.No.51304)购于 QIAGEN 公司,PCR
反应混合物(PT

 

102-01)购自上海莱枫生物科技有限

公司,100
 

bp
 

DNA
 

Ladder(Dye
 

Plus)(Cat.No.
 

3422B
 

(A×2))购自宝日医生物技术(北京)有限公司

(TaKaRa),PCR 产 物 纯 化 试 剂 盒 QIAquick
 

PCR
 

Purification
 

Kit(Cat.No.28104)购于QIAGEN公司,
利什曼原虫快速诊断 Nova

 

Bios􀆿
 

Leishmania
 

IgG/

IgM
 

Ab
 

Rapid
 

Test试剂盒(18020703A)购于美国

NovaBios
 

Laboratories
 

Diagnositics公司。基因扩增

仪(Dyad
 

Peltier
 

Thermal
 

Cycler,Bio-Rad)、水平电泳

仪(Mupid-2
 

plus,Advance)、凝胶成像系统(Universal
 

Mood,Bio-Rad),OLYMPUS
 

CX31光学显微镜(日本

OLYMPUS公司)。

2.2 病原学检测 对患者进行骨髓穿刺,取穿刺物涂

片,经干燥、甲醇固定后姬姆萨染色,显微镜镜检[2]。

2.3 快速免疫诊断检测 使用Nova
 

Bios􀆿
 

Leishma-
nia

 

IgG/IgM
 

Ab
 

Rapid
 

Test试剂盒对患者的血样进

行检测。按说明书操作,滴加35
 

μl全血于加样孔,再
滴加2滴缓冲液,15

 

min后从视窗中读取结果。

2.4 分子生物学检测 采用全血DNA提取试剂盒

提取患者血样 DNA。合成特异性引物 K13A/K13B
和LITSR/L5.8S,分别扩增利什曼原虫动基体DNA
(kDNA)和核糖体DNA内转录间隔区Ⅰ(ITS-1)基因

片段[11-13],预期扩增片段分别为120
 

bp和350
 

bp。引

物序列见表1,由赛默飞世尔科技(中国)有限公司合

成。PCR反应体系(总体积20
 

μl):ddH2O
 

7.0
 

μl,
上、下游引物(20

 

μmol/L)各
 

0.5
 

μl,2×Taq
 

PCR预

混液10
 

μl,DNA模板2.0
 

μl。扩增后各取10
 

μl
 

PCR
产物经2%琼脂糖凝胶电泳后观察结果,并将产物纯

化后送上海生工生物工程有限公司测序。

表
 

1 PCR检测引物序列
Table

 

1 Primer
 

sequences
 

for
 

detection
 

by
 

PCR
引物名称
Primer

 

name
引物序列(5'→3')

Primer
 

sequence(5'→3')

K13A GTGGGGGAGGGGCGTTCT
K13B ATTTTACACCAACCCCCAGTT
LITSR CTGGATCATTTTCCGATG
L5.8S TGATACCACTTATCGCACTT

2.5 系统发育树构建及评估 使用 MEGA
 

11.0.8
软件中的Clustal

 

W法进行序列比对。序列分别为本

病例测序得到的ITS-1序列,文献[14]中13条(No.1-
13)山西省及周边地区和GenBank下载的12条(No.
14-25)利什曼原虫不同种以及同种不同地区分离到的

利什曼原虫的ITS-1序列(表2),应用Neighbor-join-
ing方法构建系统进化树,采用Boots

 

traping方法进

行评估。

结 果

1 流行病学调查

患儿2017年5月出生于山西省阳泉市。2017年

9月随父母来到上海市。2018年8月,患儿随父母回

山西省阳泉市老家,当年9月返回上海。2019年3月

上旬,患儿随父母再次返回山西省老家,停留4至5
 

d
后返沪,未再离沪。患儿于2020年5月开始出现反复

发热、贫血、各类血细胞降低和脾肿大等症状,后行骨

髓穿刺检查。据患儿母亲介绍,老家位于山西省阳泉

市郊区的一个农村,自建平房,5~6间,另有卫生间和

厨房间,否认家中饲养犬类等任何动物,但乡村中豢养

犬类和流浪犬情况比较普遍。
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2 实验室检测

2.1 病原学检测结果 骨髓穿刺液涂片显示骨髓增

生活跃,镜下查见大量卵圆形利什曼原虫无鞭毛体聚

集于吞噬细胞周围(图1)。

2.2 快速诊断试剂检测结果 对患者血样进行利什

曼原虫快速诊断检测,质控线(C)和检测线(T1)均显

色,判定为利什曼原虫IgG抗体阳性(图2)。

表
 

2 利什曼原虫虫株来源地及序列号
Table

 

2 Isolated
 

regions
 

and
 

accessions
 

of
 

Leishmania
 

species

序号
No.

虫种
Species

ITS-1
序列号
Accession

样品编号
Sample

 

ID
长度

Length(bp)
来源地
Region

No.1 L.infantum - BWD-Shanxi 315 山西省阳泉市

No.2 L.infantum - FYJ-Shanxi 316 山西省阳泉市

No.3 L.infantum - FL-Shanxi 316 山西省阳泉市

No.4 L.infantum - HFG-Shanxi 316 山西省临汾市

No.5 L.infantum - HHS-Shanxi 316 山西省阳泉市

No.6 L.infantum - HLH-Shanxi 316 山西省阳泉市

No.7 L.infantum - KJD-Shanxi 316 山西省平定县

No.8 L.infantum - LQX-Hebei 316 河北省邢台市

No.9 L.infantum - WH-Shanxi 316 山西省阳泉市

No.10 L.infantum - YWH-Gansu 316 甘肃省陇南市

No.11 L.infantum - YBY-Shanxi 316 山西省阳泉市

No.12 L.infantum - SQS-Shaanxi 315 陕西省渭南市

No.13 L.infantum - ZGB-Shanxi 315 山西省

No.14 L.infantum KU975159.1 MHOM/CN/2009/KSF-7 302 新疆

No.15 L.donovani MH450079.1 MHOM/CN/94/KXG-Xu 312 新疆克拉玛依

No.16 L.donovani MH450082.1 IMJW/CN/92/KXG-927 312 新疆克拉玛依

No.17 L.donovani HM130608.1 IPHL/CN/77/XJ771 297 新疆乌鲁木齐

No.18 L.infantum MK474640.1 - 189 突尼斯

No.19 L.infantum MH347953.1 Sanliurfa_MHOM/SR/2017/HRURFA153 290 土耳其

No.20 L.infantum KJ567482.1 HSJT 392 摩洛哥

No.21 L.tropica KU680854.1 HU12
 

Kerman/Iran 461 伊朗

No.22 L.tropica KC145159.1 IPM-MorES-5 400 摩洛哥

No.23 L.major MG755824.1 L.M74.IR.Mir 213 伊朗南部

No.24 L.mexicana KU680857.1 MNYC/BZ/62/M379 477 巴西

No.25 L.braziliensis MF802823.1 AM30 301 巴西

图
 

1 患者骨髓穿刺液涂片中利什曼原虫无鞭毛体
(姬姆萨染色,1

 

000×)
Fig.1 Microscopic

 

examination
 

results
 

of
 

patient’s
 

bone
 

marrow
film(Giemsa

 

staining,1
 

000×)

图
 

2 健康人与患者血样RDT结果

Fig.2 RDT
 

results
 

of
 

healthy
 

human
 

and
 

patient’s
 

blood
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2.3 PCR 检 测 结 果 取患者血样分别以 K13A/

K13B和LITSR/L5.8S为引物进行PCR扩增,扩增

产物进行2%琼脂糖凝胶电泳分析,分别为120
 

bp和

350
 

bp,与预期目的产物片段大小一致(图3)。

  M DNA标志物 1、2、3 LITSR/L5.8S扩增产物 4、5、6 
K13A/K13B扩增产物 1、4

 

阴性对照 2、5 健康人血样 3、6 患
者血样

图
 

3 患者血样PCR扩增结果

M DNA
 

marker 1,2,3 Amplified
 

products
 

of
 

LITSR/L5.8S
 4,5,6 Amplified

 

products
 

of
 

K13A/K13B 1,4 Negative
 

control
 2,5 Healthy

 

human
 

blood
 

sample 3,6 Patient’s
 

blood
 

sample
Fig.3 PCR

 

results
 

of
 

patient’s
 

blood

2.4 测序及序列比对分析 LITSR/L5.8S扩增产物

纯化后测序,将所得基因序列在NCBI数据库中进行序

列比对,与婴儿利什曼原虫序列相似性为100%(图4)。

图
 

4 测序结果在线比对

Fig.4 Results
 

of
 

sequence
 

alignment
 

online

2.5 基于ITS-1基因序列系统发育树的构建与分析

 应用 Neighbor-joining方法,基于ITS-1基因序列

构建该患者感染株利什曼原虫与其他25株什曼原虫

虫株的系统发育树,结果见图5。该患者感染虫株与

婴儿利什曼原虫均聚到一个分支上,说明感染虫株为

Leishmania
 

infantum,且与来源地为山西省阳泉市的

No.1虫株亲缘关系最近,证明为山西省阳泉市婴儿利

什曼原虫虫株。

图
 

5 基于ITS-1基因序列构建的利什曼原虫虫株系统
发育树(NJ法)

Fig.5 Construction
 

of
 

phylogenetic
 

tree
 

based
 

on
 

ITS-1
 

sequences
 

between
 

patient
 

of
 

Shanghai
 

and
 

other
 

Leishmania
 

species
 

(NJ
 

method)

讨 论

利什曼病曾被列为“五大寄生虫病”之一,严重危

害人体健康并影响社会经济发展[15]。利什曼原虫生

活史中有两种形态,在脊椎动物体内为无鞭毛体,在媒

介动物白蛉体内为前鞭毛体。感染前鞭毛体的雌性白

蛉刺叮人或易感的哺乳动物,前鞭毛体即进入宿主的

皮下组织。部分前鞭毛体被白细胞吞噬消灭,一部分

则进入单核—吞噬细胞系统进一步发育增殖。我国以

内脏利什曼病为主,临床特征主要表现为持续不规则

发热、脾肿大,全血细胞减少性贫血及白蛋白/球蛋白

比例倒置等症状[16]。
本例患者早期主要症状为反复持续不规则发热并

伴有两肺少许渗出,考虑感染性病变,医院拟“肺炎”将
患儿收治入呼吸科。这与文献报道多数患者最初症状

类似急性上呼吸道感染,首诊为“感冒”情况相似,但抗

感染治疗无明显效果,甚至会加重病情,进而延误诊断

和治疗[17]。该患者在沪居住地址为宝山区顾村镇,否
认家中饲养包括犬在内的任何动物,否认家中种植任

何绿植,小区和家中卫生条件均尚可,无白蛉孳生地存
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在。利 什 曼 原 虫 的 媒 介 中 华 白 蛉 (Phlebotomus
 

chinensis)广泛分布在北纬18°~42°,东经102°~124°
之间,成虫通常栖息于室内外阴暗、潮湿、避风的场所,
如畜舍、地窖、窑洞等处,其飞翔和繁殖能力都较弱,在
平原地带的居民点已很难查见中华白蛉[18-19]。上海市

历史上无传播媒介白蛉,且已有60多年无本地病例发

生[20-21]。鉴于患者老家山西省阳泉市为黑热病流行

区,近几年均有病例报告[22]。患儿幼时在老家生活,
且于2018年8月和2019年3月均有返乡探亲史。虽

然白蛉活动季节为5~9月份,但文献显示1~12月仍

有黑热病患者发病,其原因可能是气候变暖会缩短白

蛉幼虫的发育时间并延长了成蛉活动季节长度,从而

使传播季节时间变长以及与黑热病潜伏期长短不一有

关[23]。该病 潜 伏 期 较 长,据 资 料 显 示 最 长 可 达 数

年[24],因此判定患儿于山西省暴露感染可能性较大,
为输入性病例。

内脏利什曼病的诊断是防控和治疗的关键环节,
其确诊依据是在骨髓、脾脏、肝脏或淋巴结等穿刺物中

查到利什曼原虫的无鞭毛体[2]。但在实际操作中需有

丰富的实验室经验和相应检测技能,费时费力,且检测

的敏感性与所检部位相关,有文献数据显示脾脏穿刺

物病原学检查和原虫培养的敏感性最高,但其风险较

骨髓穿刺高很多,这在大规模流行病学调查中是难以

实施的[13]。病原学检测虽被视为“金标准”,但无法鉴

别出不同虫种的利什曼原虫。免疫学检测如免疫层析

试条法快速简便适用于现场操作,阳性检出率较高,适
用于基层和大规模筛查使用,但由于许多生物具有高

度同源性的蛋白质会导致免疫学检测产生交叉反应,
影响疾病的诊断[25]。分子生物学检测方法敏感性显

著高于病原学检查,且可以鉴定虫种[26]。利什曼原虫

种属内的系统发育关系可根据不同的DNA序列进行

分析,ITS-1基因序列已被广泛应用到利什曼原虫种

群间的系统发育关系研究[27-28]。本研究将 LITSR/

L5.8S扩增产物测序后进行比对分析,与婴儿利什曼

原虫序列相似性为100%。基于ITS-1基因序列构建

利什曼原虫虫株的系统发育树,显示上海患者感染虫

株与婴儿利什曼原虫均聚到一个分支上,且与来源地

为山西省阳泉市的 No.1虫株亲缘关系最近,最终明

确其病原体为山西省阳泉市婴儿利什曼原虫虫株。
随着经济的发展和人口流动的加剧,以及国内和

国际旅行的增加,输入性内脏利什曼病例越来越多,非
流行区的医务人员面临更大的挑战,建议加强有关内

脏利什曼病的检测技能和治疗的培训,提高对输入性

利什曼病的防控意识,能结合病原学、免疫学和分子生

物学多方法来确诊,避免漏诊、误诊,做到早发现、早诊

断和早治疗,尽量减轻病患的身体痛苦和因误诊而造

成的经济负担[29-30]。同时完善输入性寄生虫病病例报

告系统,加强监测特别是针对从流行区返回和来自流

行区的人员,对检出的病例及时治疗和处置,防止病情

发展恶化;进一步提高临床医生对输入性寄生虫病的

诊断能力,加强输入性寄生虫病预防健康教育,提高患

病后及时就诊的意识至关重要。
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