
 

國立臺灣大學公共衛生學院流行病學與預防醫學研究所 

碩士論文  

Institute of Epidemiology and Preventive Medicine 

College of Public Health 

National Taiwan University 

Master Thesis  

 

聖多美普林西比民主共和國瘧疾分子流行病學研究 
Molecular epidemiological study of malaria in the 

Democratic Republic of Sao Tome and Principe 

 

學生：許岑竹 

Student: Tsen-Ju Shiu 

 

指導教授：蔡坤憲 博士 

          方啓泰 博士 

Advisor: Kun- Hsien Tsai, Ph.D. 

         Chi-Tai Fang, MD, Ph.D. 

 

  中華民國 103 年 7 月 

July 2014 



ii 
 

致  謝 

    經歷過實驗汙染、失敗等挑戰和無數焦慮失望的時刻，終於在 700 多個日子

後略有小成。研究的完成首先要歸功於蔡坤憲老師的指導，感謝老師四年來以從

不間斷的耐心幫助我度過在課業、研究和生命中面臨的所有困難，並以熱誠教導

我研究與處事的道理。感謝台灣駐聖多美瘧疾防治顧問團多年耕耘，提供當地檢

體與資料使得研究得以順利進行。 

    在忙亂徬徨的研究生階段，感謝擔任共同指導教授方啟泰老師時常關心我研

究和生活的近況；感謝擔任口試委員的嵇達德博士在口試前後給予提點和指導，

讓我了解研究未來前進的方向。此外，感謝流預所老師們這兩年來的指導，其中

郭柏秀老師、施惟量老師和林先和老師在學業、生涯規劃與生活上持續的關心和

建議給予我極大的幫助。 

    進入蟲媒傳染病實驗室四年間，從一無所知到能完成這份研究，感謝慧汝、

婉甄、令欣、雲露、棋羣、思佑、若庭、騫幼、國志、順彥、承晏、婉秀、瑩潔

等眾多學長姐在我困惑和焦慮時救援支持，還有 partner 蔡佳宏、學妹伊芸、林達

和又瑄在這些日子一起面對困境。特別感謝采瑩學姐和卉盈學姐，隨時解決我製

造的大小麻煩、生活中的毛躁碎念，更用耐心陪伴我度過生命中難過低潮的時刻。 

    感謝這些有哭有笑的時刻有著流預所 R01 同學們一起努力；還有好像沒有分

離的 PH97 是玩樂笑鬧的最佳夥伴。彙文、宜芳、巧蓁、盈甄、欣蔚、彥莉、Karen、

902 室友們和公衛系羽，感謝你們陪我走過所有喜怒哀樂亦或子夜無光的時分。 

    最後謹將我所有的感謝與愛獻給我的家人，是你們造就今日我所有的美好。

再次謝謝出現在我生命裡的所有人，但願我也能成為你們生命裡的一絲祝福。 

許岑竹 
於台大公衛蟲媒傳染病實驗室 2014.07 



iii 
 

中文摘要 

    瘧疾過去在聖多美普林西比民主共和國 (以下簡稱聖多美) 造成極大的威脅，

在各種防治措施介入後，疾病發生率和盛行率都有顯著的下降。本研究藉由分析

聖多美流行病學資料，驗證當地是否進入瘧疾清除前期。透過定量即時聚合酶鏈

鎖反應和巢式聚合酶鏈鎖反應，比較分生檢驗與鏡檢結果差異。此外，將聚合酶

鏈鎖反應陽性檢體進行瘧原蟲裂殖體表面蛋白第一型 (MSP1) 和瘧原蟲裂殖體表

面蛋白第二型 (MSP2) 基因定序，分析聖多美不同年代、地區、寄生蟲等級檢體

中所帶惡性瘧原蟲流行株趨勢。研究蒐集西元 2000 年起聖多美 13 年發燒與瘧疾

確診人數，以及 2010 年瘧疾陽性病人 (n=28)、2011 年至 2013 年間低寄生蟲血症

病人 (n=377)、不明發燒病人 (n=605) 與普林西比島全島篩檢 (n=6855) 之資料與

血片，結果顯示僅有 Lemba 省和 Principe 自治區達到世界衛生組織訂立瘧疾清除

前期標準。在鏡檢為瘧疾陰性的 461 位門診發燒病人中，有 15 人 (3.3%) 經 PCR

判定為感染瘧原蟲；普林西比島篩檢則分生檢驗與鏡檢結果一致。分析 PCR 陽性

檢體之親緣關係發現，聖多美惡性瘧原蟲流行株大致可分為三大群，是否源自不

同國家傳入其他型別則需進一步分析。藉由分子流行病學資料顯示，聖多美目前

已逐漸進入瘧疾清除階段，本研究結果將提供聖多美瘧疾治療與疫苗發展的相關

資訊，對未來瘧疾防治能做更適宜的政策規劃與準備。 

 

關鍵詞：聖多美普林西比民主共和國、瘧疾、惡性瘧原蟲、定量即時聚合酶鏈鎖

反應、巢式聚合酶鏈鎖反應、親緣關係 
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Abstract 

Malaria incidence in the Democratic Republic of Sao Tome and Principe (DRSTP) 

is decreasing after multiple intervention strategies. In the study, data of malaria 

infections were collected and analyzed to clarify whether the DRSTP meets the criteria 

of pre-elimination phase. Human samples were examined by nested polymerase chain 

reaction (nested PCR), and the results were compared with traditional light microscopy. 

Moreover, quantitative real-time PCR (Q-PCR) was developed and applied as an 

alternative molecular tool for diagnosis of malaria. To further elucidate the 

epidemiology of malaria infection in the DRSTP, the sequences of Merozoite surface 

protein-1 (MSP1) and Merozoite surface protein-2 (MSP2) genes of the positive 

samples were selected for phylogenetic analysis. From 2010 to 2013, dry blood spot 

papers were collected from patients with confirmed malaria infection (n=28), 

low-density parasitemia (n=377), fever of unknown origin (FUO, n=605) on the island 

of Sao Tome. Additional samples (n=6,855) were obtained during the malaria mass 

screening on whole island of Principe in 2013. Results showed that only province of 

Lemba and Principe have met the World Health Organization (WHO) criteria of 

pre-elimination in the DRSTP. Molecular diagnosis employing PCR detected parasite 

DNA in about 3.3% (15/461) of patients with FUO but microscopic negative. Further 

application of nested PCR in Principe, the province which satisfied the pre-elimination 

qualification, revealed an identical positive rate of malaria infection to light microscopy. 

The phylogenetic study of Plasmodium falciparum in the DRSTP suggested that the 

isolates may distribute into 3 groups based on both MSP1 and MSP2 sequences. 

However, the molecular information of these endemic strains is limited, and their 

relationship with neighboring countries are of interest. In conclusion, this study showed 
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the molecular epidemiology of malaria in the DRSTP when the anti-malaria mission has 

moved from control stage to pre-elimination stage. The advance information would be 

helpful for treatment strategies and vaccine development. 

 

Key Words: Democratic Republic of Sao Tome and Principe, Malaria, Plasmodium 

falciparum, Quantitative real-time PCR, Nested PCR, Phylogeny. 
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『聖多美普林西比民主共和國瘧疾分子流行病學研究』之研究流程圖 
 
  

一、聖多美流行病學基本資料分析 

2000~2013 年 

二、分子生物學檢驗工具 

鏡檢為低密度寄生蟲 

聖多美本島瘧疾病人 

2011~2013 年 

鏡檢為陰性 

門診中心不明發燒病人 

2013 年 

已達清除前期標準 

普林西比島瘧疾篩檢 

2013 年 

三、瘧原蟲親緣關係分析 

鏡檢為高密度寄生蟲 

聖多美本島瘧疾病人 

2010 年 

應用 

1.是否進入瘧疾清除前期？ 
2.傳統鏡檢是否遇到限制？ 

3.應用 Nested PCR、 Q-PCR 檢

測結果有助於鏡檢工具？ 

4.不同寄生蟲密度和盛行階段中，

流行瘧原蟲之品系為何？ 
5.不同年份之寄生蟲品系變化 
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第一章 前言 
第一節 聖多美普林西比背景介紹 

    聖多美普林西比民主共和國，簡稱：聖多美 (Democratic Republic of Sao Tome 

and Principe; DRSTP) 位於非洲大陸西方幾內亞灣，境內被經度 0 度與赤道線貫穿，

被喻為世界的中心。國家由聖多美島、普林西比島和鄰近島嶼組成，分成 Agua 

Grande、Me-Zochi,、Cantagalo、Caue、Lemba、Lobata 六個省份和 Principe 行政

自治區 (見圖 A ) [1]，總面積為 1001 平方公里。根據中華民國外交部資料顯示，

西元 2012年聖多美當地人口約為 187,000人，約 90%以上人民居住於聖多美本島，

其中又以省份 Agua Grande 居民最多。聖多美屬於熱帶雨林氣候，終年平均溫度為

25℃，相對溼度約為 80%，主要雨季集中於九月到十一月之間，隨著不同地形與

地理位置各地年雨量略有差異。 

 
 

 
  

圖 A 聖多美地理位置與行政區地圖 
Fig. A Districts and major localities in the DRSTP. (from Tseng et al. 2008) 
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第二節 瘧疾概述 

1.病原體簡介 

    瘧疾 (Malaria) 的威脅在人類生活中存在已久，其名稱源自於拉丁文中「壞的

空氣」之意 [2]，隨著 17 世紀細菌的發現、1870 年代微生物致病觀念逐漸被證實，

西元 1880 年法國醫生 Laveran 首次於瘧疾病人血清中觀察到寄生蟲的存在 [3]，

進而證明瘧原蟲 (Plasmodium spp.) 為瘧疾的病原體。 

    根據研究指出，最常造成人類感染瘧疾的瘧原蟲有五種，分別為：惡性瘧原

蟲 (P. falciparum)、間日瘧原蟲 (P. vivax)、三日瘧原蟲 (P. malariae)、卵型瘧原

蟲 (P. ovale) 以及諾氏瘧原蟲 (P. knowlesi)，上述五種瘧原蟲在型態、生活史以及

全球地理分布上皆略有差異，感染後症狀也有所不同。其中惡性瘧原蟲為最常見

的瘧疾感染源，引發的症狀也最為嚴重 [4]，包含中樞神經系統併發症、造成腦性

瘧 (Cerebral malaria) [5] 甚至死亡。西元1965年首次發現感染諾氏瘧原蟲病人 [6]，

而後續研究透過分生檢驗證明人類已可能由自然傳播方式感染。之後，自西元2004

年起已陸續在泰國 [7] 及馬來西亞 [8] 等南亞地區發現人類感染諾氏瘧原蟲的案

例。隨著生活型態的改變與檢驗技術的進步，各種新興病原體持續被發現，近年

在馬來西亞亦檢測到一名39歲女性在自然情形下感染瘧原蟲P. cynomolgi [9]，這些

病例都再再顯示瘧疾仍舊是當今重要傳染病議題。 

 

2.病媒與傳播方式 

    瘧疾是目前世界上重要的蟲媒傳染病之一，西元 1987 年由英國軍醫 Ronald 

Ross 在瘧蚊身上分離出瘧原蟲，證實瘧疾病原體主要是透過瘧蚊吸取發病病人血

液進行傳播 [3]。根據過去調查顯示，聖多美地區最主要傳播瘧疾的病媒蚊為岡比

亞瘧蚊 (Anopheles gambiae) [10]。 

    帶有瘧原蟲的病媒蚊在叮咬人時，將瘧原蟲送入人體血液之中，瘧原蟲隨著

血管抵達人類肝臟並在此形成裂殖體 (Schizont) 分裂繁殖，被稱為紅血球外期 

(Exo-erythrocytic cycle)。裂殖體持續分裂至肝細胞破裂後，釋出的裂殖子侵入紅血

球後進入紅血球內期  (Erythrocytic cycle) ，一部分的裂殖子形成滋養體 

(Trophozoite) 持續進行分裂生殖，另一部分則發育成雌雄配子體 (Gametocyte)。
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在吸血的過程中瘧蚊同時吸入瘧原蟲配子體，雌雄配子體在蚊子腸胃道結合形成

卵囊，之後釋放成熟孢子到瘧蚊唾腺中，讓瘧原蟲在下一次的叮咬中促成疾病傳

播 [11]。研究發現除了瘧蚊叮咬，輸血、器官移植 [12] 及母子垂直傳播都有可能

造成瘧疾感染。 

 

3.症狀與治療 

    人類感染瘧疾後容易出現發燒、貧血、脾臟腫大以及發冷發汗等症狀。在 20

世紀初即知以注射奎寧治療瘧疾 [13]，奎寧衍生藥物如：氯奎寧 (Chloroquine; CQ)、

美爾奎寧 (Mefloquine) 或是 Sulfadoxine pyrimethamine 都是治療瘧疾的常用藥物 

[14]。每種藥物主要作用在人體位置與瘧原蟲生長時期也有所差異，針對感染瘧原

蟲種類、生活史差異與用藥目的也不同 [15]。 

    隨著氯奎寧抗藥性在 1970 年代出現且迅速由亞洲蔓延到非洲各國，過去主要

用於瘧疾重症的奎寧也面臨使用上的限制，中國大陸於西元 1972 年發現從植物青

蒿中可萃取出有效的抗瘧疾藥物 [16]，成為瘧疾用藥發展上重要的里程碑。在西

元 2005 及 2010 年，分別針對成人與孩童進行大型隨機臨床試驗中證明，在瘧疾

重症病患治療之時，使用青蒿素衍生物比起傳統用藥奎寧更能成功降低死亡率 [17] 

[18]。 

    一般抗瘧藥物在推出 10 到 15 年後，便開始有抗此藥物的案例出現，而藥物

合併使用治療法，是目前認為最實際、有效且可行的解決方法 [19]。隨著瘧疾抗

藥性的問題日益嚴重，青蒿素結合療法 (Artemisinin combination therapy; ACT) 即

是透過結合青蒿素衍生物與其他種類藥物使用，減少抗藥性病原體的出現的可能 

[20]。過去研究中，聖多美也曾將僅使用氯奎寧，與合併青蒿素 (Artesunate; AS) 兩

種瘧疾治療成果進行比較，發現兩組病人在瘧疾治療成功率達統計上顯著，顯示

合併 Artesunate 治療的病人效果較好 [21]。目前聖多美也依循世界衛生組織 

(WHO) 建議將青蒿素結合療法訂為當地瘧疾輕症的第一線用藥。 

 

4.流行病學現況 

    瘧疾的嚴重性使其與愛滋病、肺結核合稱為三大傳染病，根據世界衛生組織

World Malaria Report 2013 公布資訊顯示，瘧疾分布於全球 106 個國家，主要侵襲
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非洲大陸地區。隨著大批資源與人力投入瘧疾防治，自西元 2000 年起瘧疾發生率

和死亡率都呈現顯著下降的趨勢，但目前仍有 207,000,000 人感染瘧疾，約 627,000

人因此死亡 [22]。根據每個地區流行情形將瘧疾防治劃分為四個階段，包含：控

制 (Control) 係指在疾病高盛行率地區，透過防治策略的介入有效降低當地疾病發

生率和盛行率；清除前期 (Pre-elimination) 是由控制進入清除的過渡時期；若當地

疾病發生率成功降為 0 時，則被稱為進入清除時期 (Elimination)，而直到全球疾病

發生率為 0 之時，瘧疾才能真正進入根除時期 (Eradication)，世界衛生組織也明確

訂立進入四個階段的評斷標準 [23]，詳情如圖 B 所示 [24, 25]。 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 B 瘧疾防治四階段及其標準 

Fig. B The malaria - control to elimination continuum. 

    瘧疾同樣威脅聖多美已久，是當地重要傳染疾病之一，從西元 1997 年一篇橫

斷性研究中發現，經由聚合酶鏈式反應 (Polymerase chain reaction; PCR) 檢測當時

感染瘧疾比例在聖多美本島和普林西比島分別為 53% 與 35% [26] 。而後續研究

指出，隨著多方防治措施的介入後，自西元 2003 年起聖多美地區瘧疾發生率、盛

行率和死亡率上已逐漸減少 [27, 28]，根據世界衛生組織資料統計，西元 2012 年

聖多美有 12,550 人經診斷為瘧疾感染，其盛行率約為 6.7% [22]，但目前仍卻乏實

際數據證實當地已順利成為清除前期國家。 

 

5.現行防治策略 

    防治瘧疾可從瘧原蟲存在於蚊子或病人這兩個時期介入，目前針對病媒蚊最

常見的防治方法為利用室內殘效噴灑 (Indoor residual spraying; IRS) 和使用浸有

殺蟲劑的蚊帳 (Long-lasting insecticidal；LINS 或稱為 Insecticide-treated mosquito 
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nets; ITNs) 阻斷傳播，而蚊蟲帶原感染指數 (Entomological inoculation rate; EIR) 

被認定為目前評估病媒防治成效是否能達到瘧疾根除的重要指標 [29]。秉持治療

即是預防的概念，及早進行治療是瘧疾防治的不二法門，除了透過主動與被動監

測系統找出潛在病人，在瘧疾盛行率高的地區則針對有類似症狀病人 (Presumptive 

Treatment) 或孕婦 (Intermittent preventive treatment; IPT) 進行預防性投藥。 

    自西元 2003 年開始聖多美在台灣的幫助下持續透過室內殘效噴灑進行瘧疾防

治 [1]，同時有研究指出，當地居民有使用浸有殺蟲劑的蚊帳的習慣雖然實際比例

不如覆蓋率 [28]，而病媒蚊幼蟲時期，則可利用蘇利菌 (Bacillus thuringiensis 

israelensis; Bti) 進行生物防治。在瘧疾病例的妥善管理部分，包含主動與被動監測、

孕婦預防性投藥及採取青蒿素結合療法等，都是聖多美地區現行的介入措施。 
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第三節 檢驗策略 

有效的檢驗可正確區分瘧疾病人與其他發燒病人的差異，除了增進醫療品質、

減少不正確投藥更是降低抗藥性發生的關鍵，檢驗結果在呈現觀察當地瘧疾流行

趨勢外，也能提早偵測出低寄生蟲或無症狀的帶原者 [30]。目前主要檢驗瘧疾的

方式包含：以光學顯微鏡檢驗 (Light microscopy，以下簡稱鏡檢) 直接觀察瘧原蟲

型態與數量、使用快速篩檢 (Rapid Diagnosis Tool; RDT，簡稱快篩) 偵測疑似感染

者的血液中是否帶有瘧原蟲抗原蛋白，另外分子生物學檢驗 (簡稱分生檢驗) 則是

透過如聚合酶鏈鎖反應 (Polymerase chain reaction; PCR) 等實驗室檢驗工具判定

是否感染 [31]。 

鏡檢至今仍被認定為瘧疾檢驗之準則 (Gold standard)，檢驗人員利用肉眼觀察

判定檢體中寄生蟲種類，並依照血液中寄生蟲含量由低到高劃分為 F1 到 F10 共 10

個等級，其標準如表 A 所示。但根據過去多篇研究顯示，鏡檢無法有效的檢驗出

低寄生蟲密度或瘧原蟲混合感染的病人 [32]，而分生檢驗雖然較為昂貴，卻可以

彌補鏡檢的限制 [33]。隨著一個地區防治逐漸走向清除時期，當地瘧原蟲密度也

同時在下降，使用的傳統檢驗方式如：鏡檢可能無法成功偵測到此階段內所有感

染病人，這時即需要輔以分生檢驗方式進行檢驗，才能有效正確的瞭解當地流行

情形 [34]。 

表 A 瘧疾陽性血液檢體等級對照表 

Table A Grades for blood specimens with positive malaria results 

Grade Parasitemia Grade Parasitemia 

F1 1-100/μl F6 1601-3200/μl 

F2 101-200/μl F7 3201-6400/μl 

F3 201-400/μl F8 6401-12800/μl 

F4 401-800/μl F9 12801-25600/μl 

F5 801-1600/μl F10 >25601/μl 

聖多美雖然在西元 1997 年即有以 PCR 檢驗的研究評估 [26]，當地仍以鏡檢
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做為判定感染瘧疾的依據。隨著瘧疾通報個案數字逐年下降，鏡檢在檢驗敏感度

上的限制也同時浮現，利用分生檢驗方式輔佐傳統鏡檢進行瘧疾診斷是否有其需

求，是目前聖多美應該正視的議題之一。 
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第四節 瘧原蟲親緣關係比較 

    聖多美和臺灣地理環境相似都屬於島嶼型國家，在當地，反覆傳播與境外移

入逐漸塑造出聖多美地區瘧原蟲流行株，但只要透過 PCR 檢驗即可分辨不同種類

瘧原蟲之差異 [35]。以葉門的研究為例，應用分生實驗結果進行序列分析，在提

供瘧疾在當地傳播的相關流行病學資訊外，也能及早瞭解當地基因多樣性幫助監

測外來種的侵襲，更可做為偵測抗藥性基因在當地威脅性的指標 [36]。 

利用分生檢驗結果與定序進行病原株判定被應用於眾多傳染病之中，經由基

因序列分析能對瘧原蟲種別鑑定以及進一步的親緣關係比較，除了增進對當地瘧

原蟲種類的瞭解，也能提供推斷病人感染源頭更實質的證據。如英國機場也曾利

用此方法，證實當時自東非回國旅客感染瘧疾的 6 名旅客並非群聚感染 [37]。 

    過去研究中，PCR 多以瘧原蟲裂殖體表面蛋白第一型 (Merozoite surface 

protein 1; MSP1) 及瘧原蟲裂殖體表面蛋白第二型 (Merozoite surface protein 2; 

MSP2) 為目標，透過觀察產物大小即可快速判定是否有所差異 [38]，而近年來隨

著科技的發展，利用基因序列進行相關分析已成為目前研究的主流方式。 
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第五節 研究目的 

    從全球趨勢即可發現瘧疾在流行病學上逐年改變，聖多美在長期防治執行之

下也處在邁入瘧疾清除行列之中，但目前仍無研究與完整數據證明當地瘧疾流行

情況已得到控制，並符合世界衛生組織之規定。 

    因此本實驗首先透過蒐集聖多美瘧疾相關資訊分析，再針對鏡檢結果為：瘧

疾陽性病人、低寄生蟲血症病人及門診發燒病人等族群進行分生檢驗，比較兩種

檢驗工具的結果差異。除了瞭解聖多美瘧疾流行病學現況外，更測試分生檢驗在

鏡檢判定不同寄生蟲密度的病人中是否都能找出陽性個案。之後以普林西比島全

島篩檢之檢體做為疾病低盛行率區域之代表，選取部分檢體進行實驗室檢驗並與

鏡檢結果比較，藉此評估分生檢驗在此條件下成為輔佐檢驗工具的必要性。 

    聖多美屬於海島型國家，境外移入將會是當地瘧疾防治重大威脅。利用蒐集

自聖多美本島、低寄生蟲血症病人與普林西比島全島篩檢之陽性檢體進行分析，

利用基因定序的方式進行親緣關係分析，除了瞭解當地主要感染惡性瘧原蟲流行

株情形，同時與其他國家瘧原蟲序列比較評估境外移入的可能性。本研究透過分

生檢驗增進篩檢靈敏度找出潛在病人、提供流行株資訊外，也希望能為聖多美地

區之後即將進入瘧疾清除前期做更適宜的政策規劃與準備。 
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第二章 材料與方法 

第一節 聖多美基礎流行病學分析 

1.資料蒐集 

    研究整理自西元 2000 年至西元 2013 年共 13 年內聖多美全國與其中各省流行

病學資料，其中資料涵蓋每年發燒人數、診斷為感染瘧疾人數，以及診斷與臨床

症狀皆符合感染瘧疾的人數。 

 

2.資料分析 

    利用 Excel 整理資料並畫出 13 年的人數變化與整體起伏趨勢，根據 WHO 訂

立進入根除前期條件，以玻片陽性率 (Slide positive rate; SPR) 計算發燒人口中感

染瘧疾之比例。 
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第二節 聖多美分生檢驗 

1.檢體來源 

    檢體源自聖多美本島與普林西比島當地居民，包含：西元 2010 年聖多美瘧疾

鏡檢陽性病人 (Malaria cases) 28 人；西元 2011 年到 2013 年間，經鏡檢判定為低

寄生蟲血症 (Low-density parasitemia patients)，本文定義血液中寄生蟲數量對應等

級為 F1 和 F2 之病人，共計 377 人，與西元 2013 年因不明發燒 (Unknown febrile 

patients) 到醫院門診中心檢查的病人 605 人。此外在西元 2013 年普林西比島當地

居民全島篩檢 (Mass screening in Principe) 共 6,855 人中，選取所有鏡檢或快篩陽

性檢體與 100 支陰性檢體做為代表 (表 B)。 

表 B 聖多美研究蒐集之檢體數量 

Table B Numbers of samples which were collected from the DRSTP in this study 

 2010 2011 2012 2013 Total 

Malaria case       

High–density parasitemia* 24 0 0 0 
28 

Low–density parasitemia** 4 0 0 0 

Low–density parasitemia patient** 0 71 250 56 377 

Unknown febrile patient 0 0 0 605 605 

Mass screening in Principe 0 0 0 6,855 6,855 

Total 28 71 250 7,516 7,865 

*High–density parasitemia (F3~F10) 

** Low–density parasitemia (F1~F2) 

 

2.血片檢體收集與保存 

被採檢者在進行傳統採血供鏡檢檢驗外，同時請採檢對象將手指血液滴於扇

形濾紙片 (Whatman® #903®) 上所畫圓圈之中，在蒐集好的血片外袋上標示被採檢

者的詳細資料與採檢日期，並將相關資料進行電子建檔。而血片以郵寄方式運至

臺灣後，暫時儲存於實驗室 4℃ 冰箱等待之後血片 DNA 萃取。本研究已通過聖多
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美相關衛生部門與臺大醫院倫理委員會審查。 

 

3.血片 DNA 萃取 

    抽取血片 DNA 時依照採檢登記名單進行編號，利用 Genomic DNA Mini Kit 

(Geneaid) 進行血片 DNA 萃取。過程依循產品所附實驗流程，首先沿著血片周圍

去除多餘濾紙，將裁剪後的血片放入 1.5ml 微量離心管中，加入 500 µl 的 GT buffer

和 20 µl 的 Proteinase K，以乾浴槽維持在 60℃ 到 70℃ 之間加熱約 10 分鐘後進

行離心。之後加入 500 µl 的 GBT buffer 以乾浴槽於 60℃ 到 70℃之間加熱約 15

分鐘後離心，再加入 500 µl 乙醇 (99%)。組合產品所附 GD Column 與 2 ml 的

Collection Tube，抽取 700 µl 混合液置入 GD Column 以轉速 11,000 xg 離心 1 分鐘

後去除 Collection Tube 中的廢液，重複上述步驟直到混合液離心完畢。在 GD 

Column 上注入 400 µl 的 W1 Buffer 以轉速 11,000 xg 離心 1 分鐘後去除 Collection 

Tube 中的廢液，之後在 GD Column 中加入 600 µl 的 Wash Buffer 以轉速 11,000 xg

離心 1 分鐘後去除下方 Collection Tube 廢液，再以 11,000 xg 離心 3 分鐘。最後將

GD Column 置於乾淨且標籤完成的 1.5 ml 微量離心管上，加入 80 µl 已在 60℃預

熱的 Elution Buffer 後靜置 5 分鐘，再以轉速 11,000 xg 離心 3 分鐘，將萃取出的

DNA 放入-20℃ 冰箱中等待進一步的實驗分析。 

 

4.巢式聚合酶鏈鎖反應 (Nested polymerase chain reaction; Nested PCR) 

    萃取出的 DNA 檢體將透過 Nested PCR 進行初步檢驗，Nested PCR 可減少過

程中非專一的結合進而提高實驗結果的可信度，使用引子對 (Primers Pairs) rPLU5

和 rPLU6 進行第一階段反應增幅，之後依據檢驗目標瘧原蟲種類，如：檢測惡性

瘧原蟲感染即會在第二階段利用 rFAL1 和 rFAL2 做為檢驗的引子對，針對間日瘧

原蟲、三日瘧原蟲與卵型瘧原蟲則分別使用 rVIV1/2、rMAL1/2、rOVA1/2 三組引

子對進行檢驗，詳細序列如表 C 所示 [39]。本研究對四年間所蒐集的檢體均進行

惡性瘧原蟲檢測，而普林西比篩檢中，鏡檢或快篩之陽性檢體與 100 支陰性代表

檢體，則同時檢驗目前四種最常見的瘧原蟲。 

    在兩階段的 PCR 中，每管檢體的反應液由 16.9 µl 的 DEPC 水、0.5 µl 的 10 mM 
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dNTP Mix (dNTP Mix, Qiagen)、2.5 µl 的 10 倍 PCR Buffer、1 µl 50 mM MgCl2、0.1 

µl Taq DNA polymerase (5 U/µl) (Platinum® Taq DNA Polymerse, Invitrogen)、各 1 µl

的 10 mM 引子對，以及 2 µl 的待測檢體組成，總體積為 25 µl。反應條件為：開始

步驟以 95℃ 預熱 5 分鐘，接續以 95℃ 使 DNA 變性 30 秒、56℃ 使引子對黏合

30 秒、72℃ 持續 60 秒使 DNA 進行延展，上述三步驟重複 35 個循環，最後維持

72℃ 作用 10 分鐘，使反應產物延伸完全，其中引子對 rFAL1/2 在 DNA 變性後以

60℃ 使引子對黏合 30 秒，而反應完成後產物將收藏在 4℃ 冰箱中進行保存。

Nested PCR 產物應以洋菜凝膠電泳 (Agarose Gel Electrophoresis; AGE) 觀察其結

果，首先以 0.5 倍的 TBE Buffer 配置出 2%洋菜凝膠，取 5 µl 的反應產物與 1 µl

的 6倍Loading Dye  (EZ-Vision® Three, Amresco) 混合均勻注入凝膠的孔洞 (Well) 

中，以 100V 電壓進行跑膠約 40 分鐘，結束後將凝膠片置於紫外燈下觀察與拍照

記錄。 

 

5.定量即時聚合酶鏈鎖反應 (Quantitative real time polymerase chain reaction; 

Q-PCR/real-time PCR) 

在 Q-PCR 是利用反應過程中透過螢光染劑偵測與定量檢體內含產物總量。實

驗先檢測檢體中 Human β-globin DNA 含量作為內部對照組 (Internal control) 以確

保萃取 DNA 濃度與之後目標產物濃度調整依據。使用引子對為 hbg F 和 hbg R，

其序列呈現於表 C [40] ，每管反應液體積共 20 µl，內含 6 µl 的 DEPC 水 

(Diethypyrocarbonate treated water)、10 µl qPCR Master Mix (2X) Bio-red icyclerTM 

(KAPA SYBR® FAST qPCR Kit, KAPABIOSYSTEM)、10 mM 引子對各 1 µl 以及 2 

µl 的待測檢體。Q-PCR 第一循環以 95℃ 預熱 15 分鐘，第二循環開始以 95℃ 15

秒使 DNA 變性、56℃ 使引子對黏合 20 秒、72℃ 持續 15 秒使 DNA 進行延展，

此循環共重複 40 次，第三循環為 95℃ 持續 2 分鐘，第四循環降至 68℃ 2 分鐘後，

再以每秒 0.5℃ 的速度上升至 90℃ 偵測其螢光值推測出熔化趨勢  (Melting 

curve) ，最後將反應完成後產物存放在 4℃ 冰箱中保存。根據儀器 MyiQ2 (Bio-rad) 

偵測的 CT 值判定是否有成功由檢體萃取出 DNA。 

    由前置引子 PL1473F18 與反置引子 PL1679R18 檢測檢體，可推斷檢體是否感

染瘧原蟲，引子序列呈現於表 C。實驗中反應液體積共 20 µl，內含 6 µl 的 DEPC
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水、10 µl qPCR Master Mix (2X) Bio-red icyclerTM (KAPA SYBR® FAST qPCR Kit, 

KAPABIOSYSTEM)、10 mM 前置引子、反置引子各 1 µl 以及 2 µl 待測檢體。反

應第一循環以 95℃ 預熱 10 分鐘，第二循環開始以 95℃ 10 秒使 DNA 變性、50℃

使引子對黏合 5 秒、72℃ 持續 20 秒使 DNA 進行延展，此循環共重複 40 次，第

三循環為 95℃ 持續 2 分鐘，第四循環降至 68℃ 2 分鐘後，再以每秒 0.2℃ 的速

度上升至 90℃ 偵測其螢光值推測出熔化趨勢，最後將反應完成的產物存放在 4℃ 

冰箱中保存。除了由 MyiQ2 (Bio-rad) 儀器顯示之 CT 值推測檢體是否感染瘧原蟲

外，結果呈現之 Tm Peak 的位置對應溫度可用以判別檢體感染的瘧原蟲種類 

[41]。 
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表 C 巢式聚合酶鏈鎖反應與定量即時聚合酶鏈鎖反應之引子序列 

Table C Primers for nested PCR and Q-PCR 

 

  

Primer Sequence(5’→3’) Size 
(bp) 

Ref 

Nested PCR 

rPLU5 CCTGTTGTTGCCTTAAACTTC 
1,200 

[39] 

rPLU6 TTAAAATTGTTGCAGTTAAAACG 

rFAL1 TTAAACTGGTTTGGGAAAACCAAATATATT 
205 

rFAL2 ACACAATGCACTCAATCATGACTACCCGTC 

rVIV1 CGCTTCTAGCTTAATCCACATAACTGATAC 
120 

rVIV2 ACTTCCAAGCCGAAGCAAAGAAAGTCCTTA 

rMAL1 ATAACATAGTTGTACGTTAAGAATAACCGC 
144 

rMAL2 AAAATTCCCATGCATAAAAAATTATACAAA 

rOVA1 ATCTCTTTTGCTATTTTTTAGTATTGGAGA 
800 

rOVA2 GGAAAAGGACACATTAATTGTATCCTAGTG 

Q-PCR 

Hbg F ACACAACTGTGTTCACTAGC 
110 [40] 

Hbg R CAACTTCATCCACGTTCACC 

PL1473F18 TAACGAACGAGATCTTAA 
206 [41] 

PL1679R18 GTTCCTCTAAGAAGCTTT 
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第三節 瘧原蟲親緣關係比較 

1.檢體來源 

    從不同鏡檢寄生蟲密度族群中，選取分生實驗結果為惡性瘧陽性之檢體共 81

支，包含：2010 年聖多美本島瘧疾陽性檢體 14 支，其中 10 支為高寄生蟲血症、4

支為低寄生蟲血症病人；自西元 2011 年起蒐集 3 年低寄生蟲血症病人共 45 支；

而 2013 年所採檢不名發燒熱病人中，取鏡檢為高寄生蟲血症檢體、鏡檢為陰性但

分生檢驗仍偵測到瘧原蟲之檢體各 10 支，以及普林西比全島篩檢中鏡檢陽性檢體

2 支，檢體數量見表 D。研究同時蒐集所分析檢體的性別、年齡及居住地區等相關

人口學資訊，供最後結果討論使用。 

表 D 聖多美親緣關係分析蒐集之檢體數量 

Table D Numbers of samples which were collected from the DRSTP for 

phylogenetic analysis 

 2010 2011 2012 2013 Total 

Malaria case       

High–density parasitemia* 10 0 0 0 
14 

Low–density parasitemia** 4 0 0 0 

Unknown febrile patients      

High–density parasitemia* 0 0 0 10 
20 

Microscopy negative sample 0 0 0 10 

Low–density parasitemia patient** 0 10 25 10 45 

Mass screening in Principe 0 0 0 2 2 

Total 14 10 25 32 81 

*High–density parasitemia (F3~F10) 

** Low–density parasitemia (F1~F2) 

 

2. 聚合酶鏈鎖反應 (Polymerase chain reaction; PCR) 

    將保存於-20℃冰箱的檢體 DNA，利用 PCR 方式檢測惡性瘧原蟲 MSP1 與
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MSP2 基因，所使用的引子對序列如表 E 所示 [35] 。每管反應液由 16.9 µl 的

DEPC水、0.5 µl的10 mM dNTP Mix (dNTP Mix, Qiagen)、2.5 µl的10倍PCR Buffer、

1 µl 50 mM MgCl2、0.1 µl Taq DNA polymerase (5U/µl) (Platinum® Taq DNA 

Polymerse, Invitrogen)、各 1 µl 的 10 mM 引子對，以及 2 µl 的待測檢體組成，總

體積為 25 µl。開始步驟以 95℃ 預熱 5 分鐘進行反應，接續以 95℃ 使 DNA 變

性 30 秒、52℃ 使引子對黏合 30 秒、72℃ 持續 60 秒使 DNA 進行延展，上述三

步驟重複 35 個循環，最後維持 72℃ 作用 10 分鐘，使反應產物延伸完全，而反

應完成後產物將收藏在 4℃ 冰箱中進行保存。產物以洋菜凝膠電泳觀察其結果，

取 5 µl 的反應產物與 1 µl 的 6 倍 Loading Dye (EZ-Vision® Three, Amresco) 混合

均勻注入由 0.5 倍的 TBE Buffer 配置的 2%洋菜凝膠孔洞中，以 100V 電壓進行跑

膠約 40 分鐘，結束後將置於紫外燈下觀察與拍照記錄。 

表 E 瘧原蟲裂殖體表面蛋白第一、二型親緣係比較所使用聚合酶鏈鎖反應之引子

序列 

Table E Primers for PCR of phylogenetic relationship in malaria parasites strain  

 

3.基因定序 

    取 10µl 檢測出為陽性 PCR 產物，與反應中所使用的引子對各 5 µl 委託明欣生

物科技有限公司 (MISSION BIOTECH) 進行基因定序。 

 

4.序列分析 

    基因定序所得之序列利用軟體 Lasergene (DNASTAR®) 與 BioEdit®整理後去

除引子對，透過 NCBI (National Center for Biotechnology Information) 中 BLAST 

Primer Sequence(5’→3’) Size 
(bp) Ref 

MSP1 5’ GAAGATGCAGTATTGACAGG 
200-300 

[35] 
MSP1 3’ GAGTTCTTTAATAGTGAACAAG 

MSP2 5’ GAGTATAAGGAGAAGTATGG 
400-500 

MSP2 3’ CCTGTACCT'TTATTCTCTGG 
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(Basic Local Alignment Search Tool) 功能 [42] 進行物種比對，確定 PCR 產物是否

符合預期目標，並從 Gene bank 中搜尋過去研究曾分離出最為相近的物種，下載做

為之後親緣分析參考序列。 

    將所有序列進行對齊整理藉由 BioEdit 中 Clustalw 功能進行 Alignment 序列對

齊，接著使用MEGA 6.0軟體 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 6.0 )，

以Neighbor-joining統計方式Bootstrap運算1,000次，建立親緣關係樹 (Phylogenetic 

tree) 分析聖多美當地惡性瘧原蟲流行株在不同居住地區、性別、年代和鏡檢等級

的分布資訊。 
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第三章 結果 

第一節 聖多美基礎流行病學分析 

    根據台灣駐聖多美瘧疾防治顧問團整理和提供的數據顯示，聖多美發燒病人

人數與瘧疾確診個案數在西元 2000 到 2010 年間均有顯著下降的趨勢，但發燒病

人個數在 2010 年之後有明顯上升趨勢，瘧疾確診病人數則有些微成長。圖一呈現

聖多美全國在 13 年間每年發燒人數、瘧疾確診病人人數與 SPR 值，結果顯示瘧疾

疫情在聖多美確實有所減緩，但只有在西元 2007、2008 與 2010 年這三年有達到

世界衛生組織 (WHO) 訂立進入瘧疾根除前期標準，即 SPR 值小於 5%，就研究分

析所示，目前聖多美全國仍處於準備進入瘧疾清除前期的防治階段。 

    圖二中呈現聖多美六省份與一自治區，個別發燒、瘧疾確診人數與 SPR 值等

資料，結果與聖多美全國趨勢相似。西元 2000 年到 2004 年瘧疾疫情看似微幅上

升，但在 2004 年後發燒人數與 SPR 值皆開始下降，大部分省份在 2007 年與 2008

年時 SPR 值都曾將至 5%以下，但近年來僅有 Lemba 省和 Principe 自治區持續保

持。Lemba 省於西元 2007 年時 SPR 值為 4.3%，雖然發燒人數在 2010 年也有略微

增加的趨勢，但到 2013 年止 SPR 值仍在穩定下降中。Principe 自治區則是在西元

2006 年時 SPR 值即快速降至 3.9%，雖然在 2009 年略有起伏，但整體而言 SPR 值

也是持續下降，在 2013 年其值已小於 1%。表一總結上述資料所示，聖多美當地

僅有 Lemba 省和 Principe 自治區目前已達到瘧疾清除前期的標準。 
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第二節 聖多美分生檢驗 

1.瘧疾陽性病人 

    西元 2010 年針對聖多美當地鏡檢判定為瘧疾陽性的 28 位病人進行血片濾紙

採檢，其中血液中寄生蟲含量包含等級 F2 到 F10，病人主要集中在 F7 到 F10 之

間為較高寄生蟲等級，蒐集的檢體僅有 4 人屬於低寄生蟲血症 (F2)。利用 Nested 

PCR 和 Q-PCR 進行分生檢驗後，不論在高、低寄生蟲血症病人，所有檢體均呈現

陽性反應，顯示 Nested PCR 和 Q-PCR 可成功在鏡檢為陽性的檢體之中偵測到瘧

原蟲的存在。 

 

2. 低寄生蟲血症病人 

    本研究自西元 2011 年到 2013 年起蒐集聖多美地區低寄生蟲血症病人血片共

377 片，其中扣除無血片 (n=29)、缺乏性別、年齡、鏡檢結果資訊 (n=2) 或檢體

保存不良 (n=3) 等檢體後，最後實際檢驗人數為 343 人。整體低寄生蟲密度為 F2

的檢體隻數 (n=185) 略多於 F1 的檢體 (n=158)。 

    低寄生蟲血症病人為鏡檢結果為陽性之檢體，與分生檢驗結果比較後，其中

有約 24% (83/343) 經 PCR 偵測後呈現陰性反應 (表二)。以年份進行區分，在西元

2011到 2013年起，分生檢驗呈陽性的低寄生蟲血症病人在比例上有些微下降趨勢，

其值分別為 83.6% (56/67)、73.6% (167/227) 和 75.5% (37/49)，若訂立分生檢驗結

果為檢驗標準，則三年平均值後鏡檢的陽性預測值 ( Positive predictive value; PPV) 

為 75.8% (260/343)。 

若以寄生蟲密度等級進行區分，在血液中寄生蟲最低的 F1 等級病人的組別中，

分生檢測結果為陽性的比例為 68.3% (108/158)，相較之下鏡檢寄生蟲為 F2 等級的

病人 PCR 呈現陽性的人數較多，若訂立分生檢驗結果為檢驗標準，F2 等級的病人

在鏡檢陽性預測值則為 87.6% (162/185)。其中，F1 等級病人在西元 2011 年到 2013

年間檢體呈現 PCR 陽性的比例分別為 73.1% (19/26)、60.4% (67/111)、57.1% (12/21)；

F2 等級病人則為：90.2% (37/41)、86.2% (100/116) 和 89.3% (25/28)，顯示在血液

內寄生蟲密度為 F2 等級這組病人中，顯微鏡判定和分子生物學檢驗結果較為一

致。 
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3. 門診中心發燒病人 

分析自西元 2013 年 1 月 29 日至 2 月 06 日間到門診中心就醫的聖多美發燒病

人血片，扣除 1 月 29 日當日無性別、年齡、鏡檢結果等資訊之 85 支病人檢體，

與 7 位無血片檢體或檢體保存不良的病人檢體，最後實際分析人數為 513 人，結

果見表三。經過瘧疾相關檢驗後，判定有 31 人為鏡檢陽性，21 人為快篩陽性，其

餘 461 人則被認定沒有受到瘧原蟲感染。而實驗室經由分生檢驗發現，513 名門診

中心發燒病人中，有 55 位病人偵測到感染瘧疾，其他 458 人則呈現陰性。 

    比較 PCR 檢測與過去判定結果，在鏡檢、快篩中呈瘧疾陰性的 461 位病人中

仍有 15 人 (3.4%) 可偵測到瘧原蟲基因存在，這 15 位發燒病人代表著瘧原蟲密度

極低的族群，實驗印證在分生檢驗在盛行率低的情形下，可更靈敏的偵測到瘧疾

潛在病人。而鏡檢陽性組別中有 1 人 (3.2%) 經 PCR 檢測後呈現陰性，而快篩陽

性檢體中有只有 10 支 (47.6%) 為 PCR 陽性，其他 11 支檢體則無法偵測到帶有瘧

原蟲基因。 

    此外，單就鏡檢與分生檢驗結果進行比較。當認定分生檢驗結果為檢驗標準，

在瘧原蟲感染率極低的情況下鏡檢的敏感度 (Sensitivity) 為 66.6% (30/45)，而特

異度約為 99.7% (446/447)；鏡檢陽性預測值、陰性預測值 (Negative predictive value; 

NPV) 則分別為 96.8% (30/31) 與 96.7% (446/461)。 

 

4. 普林西比自治省全島篩檢 

普林西比自治區自西元 2013 年 3 月 6 日起進行 13 天的全島瘧疾篩檢，預計

採檢當地共 6,855 位居民血液濾紙片，其中 65 人因作業疏失，尚未採集到血片檢

體。普林西比島所搜集檢體的基本人口學資料見表四，當地男女人口數相近，人

口中有 17.1% 為 5 歲以下孩童 (N=1116) 和懷孕婦女 (N=56) 屬於瘧疾重點防治

族群，在瘧疾防治成效上，普林西比全島居民接受室內殘效噴灑 (IRS) 和擁有浸

有殺蟲劑蚊帳 (ITN) 比例分別為 96.6%及 73.2%，而僅有 76 人 (1.1%) 在前一年

曾感染瘧疾。 

瘧疾篩檢的檢體中有 7 支經快篩判定為感染瘧疾，其中 2 支透過鏡檢後發現

感染惡性瘧原蟲。這 7 人之中，過去 15 天內有旅行史或過去一年曾感染瘧疾各 1
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人，每個人都有利用室內殘效噴灑進行疾病防治，其他詳細基本人口學資料如表

五所示。 

分生檢驗能成功在鏡檢陽性的 2 支檢體中偵測到惡性瘧原蟲的基因，但另外 5

支快篩判定為感染的檢體則呈現陰性反應，圖三為經過 Nested PCR 增幅後產物跑

膠結果，同時利用 Nested PCR 檢測其他三種常見瘧原蟲：間日瘧、三日瘧與卵型

瘧，在 7 支檢體中結果皆為陰性。此外，本研究也選取出 100 支鏡檢與快篩判定

為的陰性檢體，同樣經過 Nested PCR 偵測是否有瘧原蟲感染的情形，結果與過去

檢驗相同，對於四種瘧原蟲感染檢驗結果均為陰性。 
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第三節 瘧原蟲親緣關係比較 

    研究選取西元 2010 至 2013 年間聖多美惡性瘧陽性檢體，依照鏡檢結果可分

為：高寄生蟲血症病人 (H)、低寄生蟲血症病人 (L)、鏡檢判定為瘧疾陰性 (N) 三

種等級 (Class)。去除 PCR 產物帶有雜訊或濃度太低的檢體後，各成功得到 43 條

MSP1 與 34 條 MSP2 完整清晰的序列。其中在 MSP1 基因在 2010 到 2013 年間分

別整理出 12、3、14、14 條序列，而 MSP2 基因在這 4 年間則有 11、2、12、9 條

序列。將 PCR 產物跑膠後置於紫外光下可觀察到 MSP1 與 MSP2 兩段基因產物分

別在 300-400bp 以及 500-600bp 之間，並非固定大小。圖四與圖五分別呈現待測檢

體與陽性、陰性控制組 PCR 產物大小，透過膠圖結果即可看出不同檢體在產物大

小上略有差異。 

    由 NCBI 網頁 Blast 後選取與 PCR 產物最相近序列，以及聖多美鄰近國家惡性

瘧原蟲 MSP1 、MSP2 序列各 10 條，加入軟體 Mega 與定序所得結果一起繪製親

緣關係樹。以 MSP1 基因繪製的親緣關係樹如圖六所示，進一步與他國瘧原蟲序

列比較大致分為三大群，主要集中於第三大群 (Group 3) 占聖多美檢體約 44.2% 

(19/43)，此群可再分為與迦納、坦桑尼亞或馬拉威、印度瘧原蟲序列相近的兩小

群；第二群 (Group 2) 中序列數量次之占全部分析檢體的 32.6%，其中包含普林西

比鏡檢陽性檢體，主要與宏都拉斯和坦桑尼亞的瘧原蟲 MSP1 基因序列較為接近；

而僅 10 條序列屬於第一群 (Group 1) 與印度、坦桑尼亞分離出的瘧原蟲序列相

似。 

    透過親緣關係樹分析比較，發現病人的性別和居住地區並非造成分群的直接

原因，但在各群中檢體年份與鏡檢等級分布情形卻有所差異。圖六利用綠色、紫

色、藍色與咖啡色區分西元 2010 到 2013 年間檢體採集年分，其他國家參考序列

則以粗體標示。第一群中檢體分離自 2012 到 2013 年，同年份採檢之檢體序列又

更為相似；第二群則涵蓋研究四年中收得之檢體，但其中 2010 年檢體在序列上較

為接近可再細分成小群，普林西比檢體序列則是和 2011、2012 年低寄生蟲血症病

人的瘧原蟲序列較為接近。第三大群可再分成兩小群，一群屬於 2012、2013 年間

鏡檢為低寄生蟲量和陰性的檢體，另一群則包含大部分 2010 年所得鏡檢為高寄生

蟲的檢體。 
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    MSP2 序列分析呈現於圖七，其趨勢與 MSP1 結果相似可大致分為三大群。第

一群 (Group 1) 內含 11 條序列與剛果、泰國及印度分離出的瘧原蟲 MSP2 基因序

列相近。屬於第二群 (Group 2) 序列占所有檢體的 41.2% (14/34) 其中包含 1 支普

林西比鏡檢陽性檢體，最相近序列分離自與岡比亞、新幾內亞以及奈及利亞。剩

餘 8 支檢體屬於第三群 (Group 3) 發現相似序列的國家為泰國、印度和岡比亞。 

    由親緣關係樹發現，三群中序列在採檢年份和鏡檢等級上略有不同，在性別

和居住地區則沒有明顯的趨勢。第一群可分成兩小群討論，一群為 2010、2012 和

2013 年低寄生蟲檢體，對應於 MSP1 基因的第一群，另一群則是以 2010 年陽性檢

體為主對應於與 MSP1 第二群。第二群同樣對應到 MSP1 基因的第二群，主要為

2012、2013 年低寄生蟲檢體亦包含普林西比檢體序列；第三群主要由 2010 年聖多

美本島瘧疾病人檢體組成，鏡檢等級為屬於高寄生蟲血症，與 MSP1 親緣分析樹

第三群相對應，就親緣分析結果而言 MSP1 和 MSP2 基因在分群上趨勢相同。 
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第四章 討論 

    藉由深入的病原研究與各式新型藥物防治的開發，人類與瘧疾綿延多年的戰

爭在近年來終於看到勝利的可能，從瘧原蟲、瘧蚊、病人多方進行介入，疾病盛

行率、死亡率等指標呈現顯著下降的趨勢，從各地區瘧疾清除到最後全世界根除

疾病現今看似成為可行的目標。隨著一個地區瘧疾盛行率日益降低即將進入清除

前期之時，為達到最後瘧疾清除的標準並保持，不能只依靠過去寄生蟲高密度時

期傳統的介入措施。在這個過渡時期，瘧疾流行病學上的改變已形成新的挑戰，

其中包含：主要感染的瘧原蟲種類、感染瘧疾的主要族群、移民與境外移入患者

所造成的威脅，及無症狀帶原者比例的增加等 [43] 都成為現下最迫切因應的議題，

而聖多美處於即將邁入瘧疾清除前期的行列之中，現下全球疾病流行病學上的趨

勢，也極有可能會成為當地在未來瘧疾防治的隱憂。 

    聖多美屬於島國型國家，其地理環境使得瘧疾流行病學面臨的困境和其他大

陸型國家略有差異如：印度、緬甸等國家，在與他國相鄰邊界處最容易出現抗藥

性或無法正確診斷出帶有瘧原蟲，成為疾病再次傳播的隱憂 [44, 45]。從聖多美蒐

集的瘧疾病人分布情形可看見，首都 Agua Grande 不論在發燒病人或瘧疾確診的人

數上都較其他省分為高，除了歸因於聖多美大部分國民皆居住於該省份外，Agua 

Grande 擁有全國唯一的國際機場，自然成為瘧疾境外移入的最佳據點。雖然就全

國趨勢看來聖多美近年來尚未達成 SPR< 5% 的標準，但仍有 Lemba 省和 Principe

自治區已連續七年以上達成目標，Lemba 區位於聖多美本島西南處，省內由山地

及森林組成且人口數目少、接觸頻率低，其地理特色使得疾病不易傳播。而 Principe

自治區獨立於本島屬於普林西比島，人口不如大都市繁多，再加上良好的防治策

略及資深鏡檢人員，被認為是聖多美地區最有機會進入瘧疾清除時期的地區 

[46]。 

    鏡檢至今仍為檢驗瘧疾的準則，聖多美在過去即有以 PCR 偵測瘧疾在當地疾

病流行情況的研究，除了瞭解當時瘧疾盛行率，也證實鏡檢無法有效找出檢驗當

地混合瘧原蟲感染的病人 [10]。根據資料顯示，聖多美在西元 1990 年代瘧疾盛行

率仍在 50~60% 之間高居不下，且同時觀察到四種常見瘧原蟲的存在 [47]。本研

究則利用 Q-PCR 和 Nested PCR 作為疾病診斷依據，藉由 Q-PCR 偵測瘧疾被視為
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全球檢驗工具的趨勢。在緬泰邊界、迦納等地都有相關研究證實 Q-PCR 能快速且

精準的找出潛在無症狀帶原者的存在 [48, 49]。除了判定是否為瘧疾確診個案，研

究指出，Q-PCR 的 Melting curve 可做為判定感染何種瘧原蟲的依據，2013 年 Reller

發表研究中更可同時檢測目前五種可感染人類的瘧原蟲 [50]。此外，Q-PCR 可檢

測到 0.1 隻寄生蟲的存在，且同時適用於四種寄生蟲的檢驗中 [51]。 

    研究中以低寄生蟲血症、門診中心發燒病人分別代表寄生蟲密度低以及瘧疾

盛行率低的兩族群進行測試，以分生檢驗結果為檢驗標準時，低寄生蟲血症組中

出現分生檢驗無法偵測到的瘧原蟲基因的情形，推測在寄生蟲數量極少之時可能

有人為誤判的情形出現。而門診中心就醫的發燒病人組別中，鏡檢敏感度、特異

度分別為 66.6%和 99.7%；陽性、陰性預測值皆約 96%，與 Lee 等人在相同假設下

所得實驗結果相似，其鏡檢敏感度 72%、特異度為 98%；陽性、陰性預測值則分

別為約 98%與 78% [52]。以上資料均顯示出對盛行率極低的地區如：聖多美的瘧

疾檢驗而言，鏡檢可能無法成功偵測到所有感染瘧疾病人，仍需要輔以分生實驗

針對疑似病人進行檢測。而檢測 2013 年普林西比島自治區篩檢之檢體，代表在已

知分生檢驗靈敏度與特異度較高的情況下，將分生檢驗的技術實際應用於符合瘧

疾清除前期標準的地區。結果發現普林西比島的分生檢驗初步結果與鏡檢一致，

但同時看到快篩判定結果不論在門診中心病人或普林西島篩檢中，都與分生檢驗

有著顯著差異，可能源於快篩檢測主要偵測血液中抗原-瘧原蟲蛋白質，部分快篩

陽性檢體結合體內尚未完全清除的蛋白質碎片，因此推斷在聖多每當地快篩是無

法做為良好的診斷依據。  

    觀察到分生檢驗結果在不同族群中的差異，本研究試圖瞭解瘧原蟲流行株與

瘧原蟲的密度、盛行率是否相關。利用 PCR 偵測瘧原蟲表面蛋白基因，即可從產

物大小粗略觀察到聖多美非單一株惡性瘧原蟲流行，研究結果與發表於 2014 年針

對泰國瘧原蟲裂殖體表面蛋白第一、二型基因進行演化上所得分析結果類似 [53]，

但由於本研究目前所蒐集時間僅包含聖多美當地 4 年檢體，無法看出表面蛋白在

時間上的明顯變化。透過親緣關係分析發現，流行於聖多美的惡性瘧原蟲大致可

分為三大群，瘧原蟲流行株源自於不同三種地區可能是最主要的分群原因。而目

前針對 MSP1 和 MSP2 基因研究多集中於不同 Allelic type 討論，在 MSP1 最常見

有 Mad20、K1 和 Ro33；而在 MSP2 基因則為 FC27 與 3D7 兩種，研究顯示不同的
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Allelic type 組合下造成其結果產物的大小差異，且影響當地整體惡性瘧原蟲的基

因多樣性 [54, 55]。且根據 Hamid 等人在蘇丹的研究更指出，感染寄生蟲密度與

MSP 的 Allelic 數量呈現顯著相關 [56]，這也是本研究未來可深入討論的重要方

向。 

    透過資料的蒐集以及分生檢驗的幫助，研究成功對於聖多美分子流行病學有

近一步的了解，隨著當地即將進入瘧疾清除前期，在寄生蟲盛行率極低的時期，

無症狀病人成為此階段疾病傳播的最大的威脅 [57]。研究證實分生檢驗能彌補鏡

檢的限制，檢測出更多可能的帶原者或誤診的可能。此外透過 PCR 與基因定序，

可了解當地瘧原蟲流行株趨勢，提早監測到瘧疾境外移入的出現。過去亦有多篇

利用分生方式檢驗聖多美瘧原蟲抗藥性的研究 [58, 59]，而針對當地第一線治療藥

物 ACT 的相關研究只限於 2007 年時實驗室中模擬 [60]，這都是未來聖多美當地

分子流行病學研究的方向，藉由相關資訊增進對當地現況的瞭解，才能更快速有

效的幫助聖多美邁入瘧疾清除時期。 
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圖一 西元 2000~2013 年間聖多美普林西比民主共和國全國發燒人數、瘧疾確診個

案人數與玻片陽性率。 

Fig. 1 Malaria epidemiology in the DRSTP during 2000 to 2013. The figure presents 

the number of fever cases, malaria confirmed patients, and slide positive rate 

(SPR) in the DRSTP during the period between 2000 and 2013. 
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Caue 

 

Principe 

 
圖二 西元 2000~2013 年間聖多美普林西比民主共和國各區發燒人數、瘧疾確診個

案人數與玻片陽性率。 

Fig. 2 Malaria epidemiology in the 7 districts of the DRSTP during 2000 to 2013. 

The figure presents the number of fever cases, malaria confirmed patients, and 

slide positive rate (SPR) in the 7 districts of the DRSTP during the period 

between 2000 and 2013. 
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圖三 以巢式聚合酶鏈鎖反應檢驗普林西比全島鏡檢陽性及快篩陽性檢體惡性瘧

原蟲 18S rRNA 基因。 

Fig. 3 Detection of 18S rRNA gene of P. falciparum by nested PCR in malaria 

positive patients in the mass screening in Principe. Samples diagnosed as 

positive of malaria infection by RDT (lane 5-9) and light microscopy (lane 10-11) 

were analyzed by nested PCR with primers targeting 18S rRNA of P. falciparum. 

Lane 1: positive control; lane 2: negative control; lane4: 100bp DNA ladder and 

lane 3: blank. 
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圖四 以聚合酶鏈鎖反應增幅聖多美普林西比民主共和國瘧疾陽性檢體之瘧原蟲

裂殖體表面蛋白第一型基因。 

Fig. 4 Amplification of MSP1 gene of P. falciparum from malaria-confirmed 

samples in the DRSTP by PCR. Lane1: 100bp DNA ladder; Lane 2-7: malaria- 

confirmed samples in the DRSTP; lane 8: positive control; lane 9: negative 

control and lane 10: blank. 
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圖五 以聚合酶鏈鎖反應增幅聖多美普林西比民主共和國瘧疾陽性檢體之瘧原蟲

裂殖體表面蛋白第二型基因。 

Fig. 5 Amplification of MSP2 gene of P. falciparum from malaria-confirmed 

samples in the DRSTP by PCR. Lane1: 100bp DNA ladder; Lane 2-6: 

malaria-confirmed samples in the DRSTP; lane 7: positive control and lane 8: 

negative control.  
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圖六 聖多美惡性瘧瘧原蟲裂殖體表面蛋白第一型基因之親緣關係樹型圖。 

Fig. 6 Phylogenetic tree of MSP1 gene of P. falciparum circulating in the DRSTP. 

The phylogenetic tree was constructed using Neighbor-joining method. Sequences are 

denoted by P. falciparum /Country/Districts/Sex/ Year of sample collection /Class/Code. 
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圖七 聖多美惡性瘧瘧原蟲裂殖體表面蛋白第二型基因之親緣關係樹型圖。 

Fig. 7 Phylogenetic tree of MSP2 gene of P. falciparum circulating in the DRSTP. 

The phylogenetic tree was constructed using Neighbor-joining method. Sequences are 

denoted by P. falciparum /Country/Districts/Sex/Year of sample collection/Class/Code.
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表一 聖多美普林西比民主共和國各行政區於西元 2000 年到 2013 年間達到世界衛生組織清除前期標準(SPR 值小於 5%)之情形 

Table 1 The areas met WHO criteria of pre-elimination stage (SPR <5%) in the DRSTP Since 2000 to 2013 

 
2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 

Agua Grande 
       

* * 
 

* 
   

Me-Zochi 
       

* * 
     

Cantagalo 
        

* 
     

Caue 
        

* 
     

Lemba 
       

* * * * * * * 

Lobata 
       

* 
 

* * 
   

Principe 
      

* * * * * * * * 

DRSTP 
       

* * 
 

* 
   

*SPR<0.05 
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表二 比較西元 2011 年到 2013 年間聖多美普林西比民主共和國低寄生蟲血症病人分生檢驗與鏡檢結果 

Table 2 Malaria infection detected by molecular diagnosis and light microscopy in the patients with low-density parasitemia (F1 

and F2) in the DRSTP during 2011 to 2013 

 
2011 2012 2013 

Total (%) 
F1 F2 Total (%) F1 F2 Total (%) F1 F2 Total (%) 

PCR (+) 19 37 56 (83.6) 67 100 167(73.6) 12 25 37 (75.5) 260 (75.8) 

PCR (-) 7 4 11 (16.4) 44 16 60 (26.4) 9 3 12 (24.5) 83 (24.2) 

Total 26 41 67 111 116 227 21 28 49 343 
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表三 比較西元 2011 年到 2013 年間聖多美普林西比民主共和國門診中心發燒病人分生檢驗與鏡檢結果 

Table 3 Comparison of the results of malaria infection detected by molecular diagnosis and light microscopy in the febrile patients 

in the DRSTP during 2011 to 2013 

 Microscopy (+) RDT(+) Negative Total 

PCR (+) 30 10 15 55 

PCR (-) 1 11 446 458 

Total 31 21 461 513 
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表四 普林西比島全島篩檢之基礎人口學資料 

Table 4 Demographic description of mass active screening for malaria infection in 

Principe from March 6 to 21 in 2013 

 Total n=6,855 (%) 

National Population Census 
Total 

Female 

  Male 

Mass active screening  
  Total 

Female 

  Male  

 

7,542 (100.0) 

3,650 (48.4) 

3,892 (51.6) 

 

6,855 (100.0) 

3,491 (50.9) 

3,364 (49.1) 

Age (years) 
  <5 

  ≥5 

  pregnancy 

Missing 

 

1,116(16.3) 

5,674(82.8) 

56 (0.8) 

9 (0.1) 

Indoor residual spraying (IRS) 
Yes 

No 

Missing 

 

6624 (96.6) 

221 (3.2) 

10 (0.1) 

Own an Insecticide treated net (ITN) 
  Yes 

No 

Missing 

 

5,020 (73.2) 

1,825 (26.6) 

10 (0.1) 

Travel to Sao Tome 
  Yes 

No 

Missing 

 

233 (3.4) 

6612 (96.5) 

10 (0.1) 

Infected by malaria in 2012 
  Yes 

  No 

  Missing 

 

76 (1.1) 

6769 (98.7) 

10 (0.1) 
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表五 普林西比全島篩檢陽性檢體基礎人口學資料 

Table 5 Demographic information of malaria-positive patients identified in the mass screening in Principe 

Code Sex Age 
Travel 

history1 

Malaria 

history2 
INT IRS Treatment3 

Diagnose results 

Slide RDT PCR 

DT1-078 M 9 No No No Yes Ar+Am - + - 

DT1-155 F 13 No No No Yes Ar+Am - + - 

DT7-774 F 54 Yes No Yes Yes Ar+Am - + - 

DT8-556 F 30 No No Yes Yes Ar+Am - + - 

DT8-599 F 58 No No Yes Yes Ar+Am - + - 

DT10-695 M 15 No Yes No Yes Ar+Am P. falciparum + P. falciparum 

DT12-004 M 21 No No No Yes Ar+Am P. falciparum + P. falciparum 

1. With travel history in past 15 day 
2. With malaria history in past year 
3. Ar+Am = Amodiaquine- artesuna 


