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粒细胞埃立克体 !!!"#$%&’ 基因的检测与

序列分析

赵秋敏 曹务春 李建民 张泮河 陈山虎 曹克新 高东旗 杨红 张习坦

【摘要】 目的 进一步证实中国大陆粒细胞埃立克体感染的病原学证据。方法 从粒细胞埃立

克体结构蛋白基因序列高变区构建特异引物，对蜱标本、动物标本、人血标本进行聚合酶链反应

（()*）检测；收集全沟硬蜱特异 ()* 产物，进行克隆和序列测定，与 +,&-%&’ 中注册的序列进行同源

性比较。结果 从黑龙江省采集的全沟硬蜱（./ 组，012 只）/ 组中扩增出 !!! 3$ 的特异 456 片段，而

从内蒙古的动物脏器标本（7 份）没有扩增出该片段，从内蒙古林业局人员血标本（1/8 份）中扩增出 1
份该片段。对该片段的克隆和序列测定结果显示其 456 序列与美国人粒细胞埃立克体分离株

（692!:78:）对应位置相差 /0 个核苷酸，同源性为8!;8<，推测的氨基酸同源性为77;!!<。结论

通过粒细胞埃立克体 !!!"#$%&’ 基因的检测与分析进一步证实中国大陆存在粒细胞埃立克体的感染。
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不断出现的新传染病是当前医学界面临的新问

题。人 粒 细 胞 埃 立 克 体（ PEJ%& 3C1)’F;,G@&,
5-CF&,-&1，P+#）引起的人粒细胞埃立克体病，自 188!
年发现以来［1］，发病区域和发病率不断扩大和上升，

由于该病起病急，病死率高，在美国掀起研究热潮，

同时亦引起其他国家的普遍关注。人粒细胞埃立克

体 病 主 要 发 生 在 美 国 东 北 部 地 区、中 西 部 和

加利福尼亚地区，欧洲的英国、比利时、瑞士、斯洛文
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尼亚、德国和瑞典亦有 P+# 或类似感染的流行［/］，

肩突 硬 蜱（ / A H,1B’F1C&H）（美 国）和 篦 子 硬 蜱（ / A
C&,&)’H）（欧洲）为传播媒介［0］。我们已从我国全沟

硬蜱标本中检测到 1.K 核糖体（1.K A*56）基因片段，

并进 行 了 1.K A*56 全 基 因 序 列 测 定，与 美 国 株

（+,&-%&’ 注册号 W2/V21）相比，相差 : 个碱基，同源

性88 ;V<以上［!］。为了进一步证实埃立克体感染的

存在，我们尝试从结构蛋白基因检测病原体，结果与

1.K A*56 检测一致。

材料与方法

一、标本来源

1 ;蜱标本：188: 年 V X 12 月用标准布旗法在黑

龙江省林区针阔混交林和灌木林间小径两侧植被上

采蜱，将蜱放入通气的昆虫瓶中保存，带回实验室分 



类鉴定。从在林间山坡上放牧的牛、羊体表以及经

常随主人到山林劳动的家犬体表收集宿主蜱。另

外，在野外作业的林场工人及其家属收工时，检查他

们的身体和衣服上有无蜱类爬动或侵寄，如发现有

蜱，当即取下放入保存瓶中。

! "血标本：#$$$ 年 % & ’ 月间在内蒙古乌尔其汗

煤田林场和莫尔道嘎林场从干部、工人、家属等人员

中采集的血标本。

( "动物标本来源：在内蒙古现场采集的鼠标本。

二、材料

# "聚合酶链反应（)*+）引物：根据参考文献［%，,］

合成一对 -./01 基因特异引物 23,、23#，可引导扩

增 444 5. 的 673 片段，引物的位置（根据 3894’:$’）

及 核 苷 酸 序 列 如 下： 23,： % ’ ;
<3<3<3=<*==3=<<=33<3* ; (’!!,9 & !!:9；23#：

%’; *<==*3<**3=*3==<=<3* ; (’!,:4 & !’9(。引

物由军事医学科学院生物工程研究所合成，经 >)*
柱纯化。

! "克隆载体及宿主菌：)*+ 产物直接克隆载体

)?@ABCDEF.G! " HI（ J ）（=K载 体 ）和 宿 主 菌 ! " #$%&
L2#K?@AB 分 别 为 美 国 IGE/G/MB0B 和 NOFGPMB0 公 司 产

品。

( "工具酶及试剂：耐热脱氧核糖核酸（聚合酶K
=/Q 673 聚 合 酶）、脱 氧 核 苷 三 磷 酸（KR7=)C）、=4
673 连接酶购自华美生物工程公司。异丙基硫代K

"K6K半乳糖苷KN)=<、%K溴K4K氯K(K吲哚K"K6K半乳糖苷K
LKM/@ 为美国 )EPSBM/ 公司产品。双链 673 提取试

剂盒系德国 TF/MB0 公司生产。其他试剂均购自北

方同正生物技术发展公司。62K!999 购自大连宝生

物公司。

三、方法

# "673 模板的提取：#蜱标本：方法参照文献

［4］。$人血块、动物血块标本：冻存的血块融化后，

各吸取 #99 S@ 于消毒的离心管中，加蛋白酶 H 消化

液 (99 S@（#99 SM U S@），%%V水浴 ( W，用等体积酚、

酚 X氯仿（# X#）、氯仿 X异戊醇（!4 X#）抽提，! 倍体积无

水乙醇沉淀过夜，’9Y酒精洗涤，沉淀干燥后，加 %9
S@ =- 溶解，; !9V保存备用。%动物脏器标本：野

鼠脏器标本中 673 模板的提取，无菌操作取野鼠脾

脏 ( SS 见方小块，用研磨器研碎，加蛋白酶 H 等后

续步骤同血标本。

! " )*+ 扩增：取上述 673 模板 (&@，#9 Z )*+ 缓

冲液 (&@，引物浓度为9 ": SSP@ U 2，R7=)C #99 SSP@ U

2，总反应体积为 (9&@。扩增条件：$4V预变性 #!9
C；$4V (9 C，,!V (9 C，’!V (9 C 扩增 ! 个循环；再依

次退火温度 ,9V、%:V、%,V各 ! 个循环，余不变；

$4V (9 C，%4V (9 C，’!V (9 C，!: 个循环，最后 ’!V
延伸 ’ SF0。取上述 )*+ 产物 #9&@，用# "4Y的琼脂

糖凝胶电泳，紫外灯下观察结果。为避免标本污染

引起的假阳性反应，标本处理区、反应液制备和 )*+
扩增区，以及产物分析区在不同的房间进行；加样移

液器分开专用；对实验室定期紫外线照射。同时，每

次试验都设立空白（水）对照，在任何阴性对照标本

都未观察到假阳性反应。

( " )*+ 产物的克隆与 673 序列测定：用低熔点

琼脂糖凝胶电泳法收集 )*+ 扩增产物，经纯化，连

接到 = 载体上；将重组质粒转化感受态 ! " #$%& L2#K
?@AB 宿主菌。转化子在含 N)=< 和 LKM/@ 的平板上以

蓝、白斑法筛选，挑取蓝色菌落；用 23,，23# 引物进

行 )*+ 快速鉴定，取阳性克隆，液体培养增菌；用试

剂盒提取双链重组质粒 673，用 (’(3 自动测序仪

测序。

4 " 673 序 列 同 源 性 比 较 与 聚 类 分 析：通 过

N0GBE0BG 网进入美国国家生物技术信息中心（7*?N）
站点后，利用“?23I= IBQAB0DB IFSF@/EFG[ IB/EDWF0M”工

具，与 <B0?/01 中注册的核苷酸序列进行同源性比

较。将产生的序列，删除无定位碱基，留下具有相等

数量定位碱基的核苷酸序列用 *@ACG/@ \（# "’4）软件

做聚类分析，得出序列间差异矩阵表，用“=EBBK]FB^”

程序构建遗传发育树图。

结 果

# "蜱标本检测结果：对不同来源的蜱标本先分

批进行检测，然后统一进行试验，重复检测的结果与

分批检测的结果的一致性良好。对个别结果有差异

的标本，再进行第三次试验，依最后一次结果为准。

从黑龙江采集的全沟硬蜱标本中扩增出 444 5. 的

特异 673 片段。共检测 (#9 只（每组 % 只），有 ! 组

阳性。从内蒙古的乌尔其汗、莫尔道嘎的 #!$ 份人

血标本中检测 _<- 的 -./01 基因，# 份阳性；动物脏

器 : 份均阴性。

! "序列分析结果：选择全沟硬蜱阳性标本 # 份，

经 )*+ 扩增后，对特异 673 片段进行克隆和序列测

定。 序 列 已 经 在 <B0?/01 上 注 册（ 注 册 号：

3‘9(!,%,）。将测定的 673 序列输入 ?23I= 分析程

序，在 <B0?/01 中搜索，进行最大同源性比较。结果 



发现与美国 !"# 分离株基因对应片段相差 $% 个核

苷酸，同源性为&’ (&)（美国分离株 "*+,-+. 注册号

/01’23&2）。与 另 一 美 国 分 离 株（"*+,-+. 注 册 号

/01$14$5）同源性为&% (3)。应用 6*78*+9* $ (5分析

软件分析该序列同美国分离株（/01’23&2）的氨基酸

同源性为33 (’’)。

% (遗传发育分析结果：用 :;8<=-; >（5 (2’）软件

对 ’’’?#@-+. 基因序列进行同源位排列，做聚类分

析，应用“AB**?CD*E”程序得出聚类树图，见图 5。

图! 用 ’’’?#@-+. 基因进行粒细胞埃立克体

聚类分析的结果

讨 论

我们过去的研究用 5F< BGH/ 基因构建的引物，

从黑龙江全沟硬蜱标本中检测到 5F< BGH/ 基因片

段，并对检测阳性标本进行了 5F< BGH/ 全基因序列

测定，与国外 I1$415 相比相差 2 个碱基，同源性

&& (4)以上［’］。由于 5F< BGH/ 过于保守，我们尝试

从结构蛋白基因检测病原体，本次研究用 #@-+. 基

因构建的引物，成功检测到粒细胞埃立克体的病原

体基因片段，与 5F< BGH/ 基因片段检测一致性良

好。这一结果的取得为我国深入进行病原学研究提

供了更确切的依据，从人血标本中检测到 ’’’ J@ 的

特异片段，进一步证实了我国存在埃立克体的感染，

为进行人群、易感动物的血清学调查从病原学上提

供指导作用。

全沟硬蜱是我国北方的优势蜱种，是北方地区

莱姆病的主要传播媒介，从全沟硬蜱中检测到粒细

胞埃立克体的 #@-+. 结构蛋白基因，其同时携带和

传播粒细胞埃立克体的作用值得进一步深入研究。

将我们扩增到的基因片段克隆和序列测定与美

国的人粒细胞埃立克体及马埃立克体、吞噬细胞埃

立克体进行了同源性比较，所测的序列是埃立克体

的序列，结果显示其分群与美国株相距较远，与马埃

立克体和吞噬细胞埃立克体的分群也相距较远，而

与瑞典、斯洛文尼亚的人粒细胞埃立克体同属一群。

这一结果可能由于我国与欧亚大陆相连接的地理位

置有关。

国外仅将 ’’’?#@-+. 用于血液标本［F］，没有用

于蜱和动物内脏标本的检测，我们根据实验室条件

进行了一些必要的改进，结果表明我们的方法可用

于蜱和动物标本的检测。这为流行病学调查提供了

一种可靠的试验检测方法。

由于 ’’’?#@-+. 基因编码的是外膜蛋白，序列

相对来讲不保守，没有太大的选择压力，生物进化过

程中随机突变较多，每个随机的碱基突变都可能产

生氨基酸的变异，因而其核苷酸序列的同源性大于

氨基酸的同源性，这与一般的在进化上保守的蛋白

核苷酸序列的同源性将小于氨基酸的同源性有所不

同。
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