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广东省斑点热群立克次体自然疫源地调查
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【摘要】 目的 了解广东省是否存在斑点热自然疫源地。方法 用血清流行病学方法调查广东

省人群、宿主动物感染状况；用聚合酶链反应初筛，鸡胚卵黄囊培养法直接从标本中分离立克次体；用

血清学试验、序列测定对分离株进行鉴定。结果 检测 !"#份自然人群及 $%&份鼠类血清标本，发现

健康人群平均阳性率为$’!()，各调查点之间的阳性率差异有显著性（!
% * "#%’$+，!" * !，# , #’#&），

山区和平原阳性率差异无显著性（!
% * #’$%，!" * &，# - #’#.）；鼠类阳性率为(’"/)，针毛鼠、白腹巨

鼠、板齿鼠的阳性率分别为&&’.+)、&%’+#)和$’&$)；在针毛鼠、白腹巨鼠、板齿鼠发现斑点热自然感
染抗体是国内首次报道；采集鼠脾标本 $%&份，未分离出菌株；自鼠体表采集到蜱 $+(匹，从 %只针毛
鼠体表采集的蜱中分离到 %株斑点热群立克次体，命名为 0123.!4%###株、0123.+4%###株，经血清学
鉴定为西伯利亚种，对 0123.!4%###和 0123.+4%###的 5678基因起始部位.$$ 97片段进行克隆和测
序，测序结果与 0:;9<;=中其他斑点热群立克次体相应基因片段的核苷酸进行比较，0123.!4%###、
0123.+4%###和西伯利亚立克次体之间的核苷酸同源性为++’") > &##)，推断氨基酸同源性为
&##)。结论 从宿主动物、媒介及病原学上证实广东省存在北亚蜱传斑点热自然疫源地。
【关键词】 斑点热立克次体；蜱；序列分析
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G’FH+AAC’(，O20P）是以蜱、螨为传播媒介的传染病，目
前确定有 !种，已知有 .种对人有致病性［&］。由于
缺乏特异性诊断方法，即使在发达国家误、漏诊率也

很高，患者因延误治疗死亡者常有发生。我国过去

对 O20P的研究主要局限在北方几个省区并取得病
原学证据，在南方的研究一直比较薄弱。为了解斑

点热在广东省人群及鼠类间的自然感染情况、O20P
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病原体种别、传播媒介、宿主动物及病原体的分子生

物学特征等问题，!""# $ %&&!年我们用血清流行病
学、病原学及分子生物学方法对广东省 ’()*进行
了调查。

材料与方法

! +调查点的选择及样本来源：根据广东省地理
景观特点，在东、西、北、中选择山林地区（饶平、东

源、乐昌、怀集、封开）、平原地区（四会、东莞、普宁）、

海滨台地（湛江）共 "个调查点，随机采集一定数量
的有代表性的自然人群血清标本，, %&-保存待检；
在连平、东源、封开、湛江采用笼日法捕活鼠，鉴定鼠

种，按鼠种分类检测鼠体表的蜱，无菌操作采集鼠的

脾脏和鼠血清，液氮保存待检。

% +主要试剂及实验动物：西伯利亚立克次体、小
蛛立克次体、康氏立克次体抗原及阳性血清，其他普

氏、莫氏、.热、恙虫病立克次体阳性血清、补体、溶
血素、绵羊血球等均购自中国疾病预防控制中心传

染病预防控制所（传染病所）立克次体室。鸡胚购自

华南农业大学种鸡场，孵育 /天检查鸡胚发育正常
后用于接种；小白鼠由传染病所动物室提供（动物室

合格证：京字 #"&)&0号，感染动物室合格证：医动字
&!1%&!/号）。

0 +检验方法：
（!）血清学检测：用微量补体结合试验室温法；
滴度!! 2#者判为阳性，以最高稀释度者确定型别。
（%）病原学检测：用聚合酶链反应（34*）方法对
已鉴定鼠脾脏及体表寄生的蜱进行初筛，用 *5
!"& +/&6和 *5 !"& +7&%8这对引物，引物和 34*方法
参照文献［%］，由大连宝生物有限公司合成，在
395:;8 <=>95 >?@9= %A&&型基因扩增仪上进行。
（0）34*扩增阳性标本：用鸡胚卵黄囊培养法直
接分离［0］。

（A）立克次体的培养、纯化、小鼠血清的制备：均
按实验室常规方法进行。

（B）分离株的鉴定：!采用微量室温补体结合试
验对分离株进行血清学鉴定。"分离株 CDE的提
取按试剂盒说明书进行。#特异 F>6E基因片段的
34*扩增，引物参照文献［%］。$特异基因片段的克
隆、鉴定与序列测定用试剂盒 .GEHI;J: )9= <KL5MJL;?8
N;L纯化回收 34*产物，直接与 6OC!#1P载体（大连
宝生物有限公司产品）进行快速连接，0& >;8后转化
到感受态宿主菌 QO1!&"，接种于含氨苄青霉素、R1

)M=和 G3P)的 ST琼脂培养基，0/-培养!7 U，挑选
白色菌落于液体 ST培养基上增殖，"A-煮!& >;8小
量提取质粒 CDE，用 34*法进行初步鉴定，正确插
入片段者再次进行大量增菌，用质粒 CDE提取试剂
盒 .GE6596 ’6;8 O;8;6596 N;L纯化质粒 CDE，进一步
用限制性内切酶 <J?*%、’M=%进行双酶切鉴定，鉴
定正确后将纯化质粒 CDE 由大连宝生物有限公司
进行核苷酸序列测定，每段序列重复测 %次。&分
离株与其他 ’()*的亲缘关系，用 CDE’PE*软件将
所测序列与已登录于 )98TM8: 上的立氏立克次体
（!"#$%&&’"( )"#$%&&’""）、西伯利亚立克次体（ !"#$%&&’"(
’"*")"#(）、康氏立克次体（!"#$%&&’"( #+,+)""）、澳大利亚
立克次体（!"#$%&&’"( (-’&)(."(）和中国的北京株 TQ1
"&、黑龙江株 VS1"0、VSQ1&BA、福建株 (WQ 相应的
F>6E基因片段进行核苷酸序列同源性比较、酶切
位点分析。

结 果

! +调查点地理景观概况：饶平、连平、乐昌、怀
集、封开县（市）属山林地区，海拔高度 #&& $
! &&& >，年平均气温 %&- 左右，年平均降雨量
! B&& $ ! /&& >>，除水稻外，多出产木材、茶叶、竹
等山货；湛江市属于海滨台地，亚热带气候，高温多

雨，小灌木丛多，年平均气温 %0-，年平均降雨量
! B0A >>，多种植水稻、甘蔗、黄红麻、橡胶等；四会、
东莞、普宁市位于珠江三角洲及韩江平原，年平均气

温 %!-，年平均降雨量约! #&& >>，以种植水稻及经
济作物为主。

% +健康人群感染情况（表 !）。
（!）年龄、性别分布：健康人群血清标本男 AB%
份，检出阳性 !# 份，阳性率0 +"#X，女 A&# 份，检出
阳性 !B 份，阳性率0 +7#X，经卡方检验差异无显著
性（/ Y &+&B）；阳性者年龄最小 !!岁，最大 7/岁，其
中的 0!例集中在!& $ A&岁年龄组。
（%）职业分布：在 00例阳性者中，农民 !% 例占

07 +07X，学生 " 例占%/ +%/X，工人 7 例占!# +!#X，
其他占!# +!#X。
（0）地区分布：各调查点之间的阳性率差异有显
著性（’

% Z 7&% +0"，/ [ &+&!）；山区与平原台地阳性
率比较差异无显著性（’

% Z & +0%，01 Z !，/ Y &+&B）；
但山区各调查点之间阳性率差异有显著性（’

% Z
070 +7B，/ [ &+&!）、平原各调查点之间阳性率差异有
显著性（’

% Z !& +A0/，/ [ &+&!），封 开 最 高 为
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!" #"$%，普宁为& #’!%，湛江为" #($%。
) #鼠类斑点热感染情况：在连平、封开、湛江共

捕鼠 )*!只，捡捕蜱 )’"匹。仅在针毛鼠、白腹巨鼠、
板齿鼠、黄胸鼠等 "种鼠类检出 +,-.抗体（表 *）。

" #病原学：
（!）/0.扩增结果：)*!份鼠脾标本的 /0.扩增
未发现阳性带；鼠体表蜱 !!(匹，在封开的 *只针毛
鼠体表寄生的蜱 1& 和 1’ 号标本扩增出大小约为
1)) 23的片段（图 !）。
（*）立克次体分离结果：/0.阳性的蜱 1&和 1’
号标本接种鸡胚卵黄囊见有类似立克次体样微生物

生长，记为 4，传至第 ) 代见较多立克次体增殖达

! 5"，至此确定分离成功，新分离株定为 -6,7
1&8*999株和 -6,71’8*999株。

!：阳性对照；*：1&号蜱样本；)：6:; 标准分子量；"：1’号蜱样

本；1：$9号蜱标本

图! .< !’9#(93和 .<!’9#$9*=引物扩增蜱标本中
特异 6:;片段 /0.产物电泳图

表! 广东省 ’个调查点自然人群斑点热群立克次体感染情况

地 区 调查人数 阳性例数
阳性率
（%）

立克次体种别

西伯利亚 康氏 小蛛

滴度（! >）
? & & !$ )* $"

山

区

怀集 !!& 9 9#99 9 9 9 !!& 9 9 9 9
饶平 ’( * *#9$ ! ! 9 ’1 9 ! ! 9
连平 !99 ! !#99 ! 9 9 ’’ 9 ! 9 9
乐昌 &( * *#)9 ! ! 9 &1 9 ! ! 9
封开 &) !* !" #"$ 1 ) " (! $ $ 9 9
小计 "&1 !( )#1! & 1 " "$& $ ’ * 9

平
原
台
地

湛江 !*$ $ "#($ ! " ! !*9 * * ! !
东莞 1* ! !#’* ! 9 9 1! ! 9 9 9
四会 ’$ 9 9#99 9 9 9 ’$ 9 9 9 9
普宁 !9! ’ &#’! 1 * * ’* " * * !
小计 )(1 !$ "#*) ( $ ) )1’ ( " ) *
合计 &$9 )) )#&" !1 !! ( &*( !) !) 1 *

注：山区与平原台地阳性率比较差异无显著性（!
* @ 9 #)*，!" @ !，# A 9#91）；山区各调查点之间阳性率差异有显著性（!

* @ )$) #$1，# ? 9#9!，

,BCDE<’C EFGHI IECI）；平原各调查点之间阳性率差异有显著性（!
* @ !9 #")(，# ? 9#9! ,BCDE<’C EFGHI IECI）；各调查点之间的阳性率比较差异有显著性

（!
* @ $9* #)’，!" @ &，# ? 9#91）

表" 广东省鼠类斑点热群立克次体感染情况

鼠种
调查
人数

阳性
例数
阳性率
（%）

立克次体种别

西伯利亚 阳性率（%） 康氏 阳性率（%）
滴度（! >）

? & & !$ )* $" !*&
褐家鼠 !! 9 9 #99 9 9 #99 9 9 #99 !! 9 9 9 9 9
卡氏小鼠 ! 9 9 #99 9 9 #99 9 9 #99 ! 9 9 9 9 9
黄胸鼠 !9 ! ! #99 ! ! #99 9 9 #99 ’ ! 9 9 9 9
黄毛鼠 $$ 9 9 #99 9 9 #99 9 9 #99 $$ 9 9 9 9 9
板齿鼠 $" * ) #!) ! ! #1$ ! ! #1$ $* ! 9 ! 9 9
青毛鼠 )( 9 9 #99 9 9 #99 9 9 #99 )( 9 9 9 9 9
白腹巨鼠 )! " !* #’9 ) ’ #$( ! ) #*) *( 9 * ! ! 9
针毛鼠 $’ & !! #1’ $ & #$’ * * #’9 $! 9 " * ! !
社鼠 " 9 9 #99 9 9 #99 9 9 #99 " 9 9 9 9 9
屋顶鼠 *& 9 9 #99 9 9 #99 9 9 #99 *& 9 9 9 9 9
合计 )*! !1 "#$( !! ) #") " ! #*1 )9$ * $ " * !

1 #新分离株鉴定： （!）血清学：在所有对照成立的情况下，只有西
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伯利亚立克次体标准抗原与 !"#$%&’())) 株、
!"#$%*’())) 株免疫的小鼠血清和 !"#$%&’()))
株、!"#$%*’()))株制备抗原与西伯利亚立克次体
标准阳性血清发生反应，其效价分别为+ ,-.、+ ,/(和
+ ,+-、+ ,&，分离株制备的抗原与康氏立克次体标准
阳性血清仅发生低滴度的反应，与小蛛、普氏、莫氏、

0热、恙虫病标准阳性血清均不发生血清学反应。
（(）分子生物学：

!分离株特异 1234 基因片段的 567 扩增：
!"#$%&’()))和 !"#$%*’()))的 567扩增片段大小
与阳性对照西伯利亚立克次体的扩增片段大小一

样，都是在%// 83处。

"分离株与其他参考株核苷酸序列比较：
!"#$%&’()))和 !"#$%*’()))与立氏立克次体、西伯
利亚立克次体、康氏立克次体、澳大利亚立克次体和

中国的北京株 9:’*)、黑龙江株 ;<’*/、;<:’)%.、福建
株 #=:相应的 1234基因片段的核苷酸序列比较，发
现西伯利亚立克次体、北京株 9:’*)和 !"#$%&’()))、
!"#$%*’()))互相之间的核苷酸同源性在**>-? @
+))?，推断的氨基酸同源性为 +))?。

讨 论

斑点热具明显的自然疫源地特征，我们用微量

补体结合试验室温法对广东省 *个调查点内 &-)份
自然人群及 /(+份鼠类血清标本进行 A#!7抗体检
测，平均阳性率分别为/ >&.?和. >-B?，与张健之等
在大埔等地的调查结果（西伯利亚立克次体

+- >**?，康氏立克次体 (( >-/?，小株立克次体
+& >(&?）相比，明显低许多，这可能是微量补体结合
试验室温法和微量间接免疫荧光法这两种不同的检

验方法所致，本次调查发现西伯利亚立克次体、康氏

立克次体和小株立克次体混合感染的存在。在人群

调查中发现调查点之间的阳性率差异有显著性，山

区与平原台地阳性率比较差异无显著性，这种差异

提示广东省斑点热可能存在特定地区分布的特点。

在针毛鼠、白腹巨鼠、板齿鼠、黄胸鼠等 . 种鼠
类检出 A#!7 抗体，并且前三种鼠的阳性率高达
++ >%*?、+( >*)?和/ >+/?；针毛鼠和白腹巨鼠主要
栖息在林区，是广东省山林野鼠中的优势鼠种，活

动范围大；板齿鼠则是平原地区的主要野外鼠种，作

为宿主动物其意义重大。在针毛鼠、白腹巨鼠及板

齿鼠中发现 A#!7的自然感染证据在中国尚未见报
道。

广东省地处热带、亚热带，斑点热传染媒介蜱的

生活习性与北方不同，用布旗法捕捉蜱收效甚微，从

动物体表找蜱是一种有效的方法。在调查中发现针

毛鼠、白腹巨鼠、板齿鼠在林区的体表带蜱率可高达

%)?，这一方面可解释这三种鼠斑点热抗体阳性率
高的原因，另一方面为开展病原学分离工作指导了

方向。

目前对 A#!7的分类和鉴定，多采用多项指标
进行综合评价，根据立克次体外膜蛋白的基因序列

相关性决定种群关系已得到广泛应用［.］，特别是外

膜蛋白 1234，可作为 A#!7群内种鉴定，从核酸水
平上准确揭示 A#!7 种间关系［%］，由于 A#!7 的
1234蛋白的进化慢，其编码的基因在种间存在变
异，且几乎所有的 A#!7都存在的特点，被认为是研
究立克次体亲缘关系的首选基因，本研究对

!"#$%&’())) 和 !"#$%*’()))的 1234基因起始部
位%// 83片段进行克隆和测序，并将测定的序列与
!CD8EDF中其他 A#!7相应基因片段的核苷酸进行
比较，!"#$%&’()))、!"#$%*’())) 和西伯利亚立克
次体之间的核苷酸同源性为** >-? @ +))?，推断的
氨基酸同源性为 +))?，在血清学、遗传学上确定了
广东两株分离株在分类上属于 A#!7的西伯利亚立
克次体种，证实了广东省存在北亚蜱传斑点热自然

疫源地。

（肇庆市卫生防疫站周跃华、封开县卫生防疫站莫洪林、

中国疾病预防控制中心传染病预防控制所贺金荣等同志参

与研究工作，一并致谢）
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