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三种蜱媒传染病在媒介蜱和鼠类中

复合感染的研究

赵秋敏 吴晓明 张泮河 李建民 杨红 魏茂提 张习坦 曹务春
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·现场调查·

【摘要】 目的 了解中国部分地区埃立克体病和其他蜱媒传染病病原体的复合感染情况。方法

运用聚合酶链反应方法对内蒙古自治区、黑龙江省、北京市的蜱和鼠类标本粒细胞埃立克体、莱姆病

螺旋体、斑点热群立克次体的感染进行检测，对福建省的蜱和鼠脾脏标本中查菲埃立克体、斑点热立

克次体及莱姆病螺旋体的感染情况进行检测。结果 内蒙古采集的全沟硬蜱408只，人粒细胞埃立

克体感染率6．8％，莱姆病螺旋体感染率7．8％，斑点热群立克次体感染率45．6％，其中粒细胞埃立克

体与莱姆病螺旋体复合感染标本5份(5／408)，粒细胞埃立克体与斑点热群立克次体复合感染标本l

份(1／408)。黑龙江采集的46只全沟硬蜱中人粒细胞埃立克体感染率6．5％，莱姆病螺旋体感染率

10．8％，斑点热群立克次体感染率34．8％，其中粒细胞埃立克体与莱姆病螺旋体复合感染标本1份

(1／46)。北京市采集的蜱类标本922只，有2只检测到莱姆病螺旋体的DNA片段。福建省宁化地区

采集的优势蜱种越原血蜱283组(659只)中，查菲埃立克体最小阳性率为3．8％(25组阳性)，38份野

鼠脾脏的阳性率为56．4％(21只阳性)，检测出有2只(2／659)蜱同时感染了粒细胞埃立克体和斑点热

群立克次体，野鼠的脾脏标本中，也发现有一只同时感染了查菲埃立克体和斑点热立克次体。结论

人粒细胞埃立克体和莱姆病螺旋体复合感染以及查菲埃立克体和斑点热群立克次体复合感染可能在

特定地区发生；其地区的蜱类、鼠类存在着极低的复合感染。

【关键词】蜱媒传染病；复合感染；埃立克体，人粒细胞；埃立克体，查菲
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【Abstract】 Objective‘ro study the existence of E矗rz甜ic^iosi5，lyme disease and tick—borne spotted

fever coinfection in some areas in China． Methods Using polyrnerase chain reaction (PCR)，

B．6“，‘gdo，7≥ri sensu lato， spotted fever group (SFG) Ri出Pffsine and human granulocytic P^rZic^io

(HGE)，E矗r￡i如缸出口力娩行5i5(EC)were detected in ticks and mouse妇mples c01lected from Inner Mogolia

autonomous region，Heilon西iang province，Be巧ing and Fujian proVince．R皑ults 408 k以已s户Prs“Zf口f“s

collected from Inner Mogolia autonom叫s region，HGE and B．她r譬幽r角以sensu 1ato and SFG尺i破8￡￡sine

were detected positive，with rates as 6．8％，7．8％，45．6％，respectiveIy．5(5／408)were coinfection with

HGE and B．6“础r尼以sensu lato while 1(1／408)was coinfection with HGE and SFG Ri幽以fsi岔P．46

如od8s声瞎rs“fm￡“5 collected from Helon翻iang province were detemined positive，with rates as 6．5％，

10．8％and 34．8％，respectively including 1(1／46)coinfected with HGE and B．6“，‘g幽，7≥ri sensu lato．

2 of 922 ticks coUected from Be巧ing were detected positive with B．6“衲，7≥ri sensu lato．Among 283

groups of H以Pmn肋笋盘协妒行i ticks(3kroup)and from 38 rodent samples c01lected from Ninghua∞unty of

Fuiian province HCE and B．6“，雄如r屉“sensu lato and SFG R旅甜捃如P were detected．0ut of them，25

groups were positive with DC and the minimal positive rate was 3．8％ while 21 rodent samples were

positive with EC with a positive rate of 56．4％．2 ticks and 1 mdent sample were detected positive with EC

and spotted fever group．Conclusi仰Coinfection of HGE and B．6秕，础，√备ri sensu lato or spotted fever

group Richi did exist in kodP5声E，百“Zcnf“5 coUected from Inner IⅥogolia autonomous region and

Heilongjiang province．Coinfection of EC and spotted fever group Richi was found in the ticks and rodents

c011ected from Fujian province．
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近年来一系列新的蜱媒传染病相继出现，对人

类的生存构成威胁。肩突硬蜱(k耐es s∞础肠ris)

可能是人粒细胞埃立克体(HGE)的传播媒介u’2 J。

而此种蜱也是莱姆病和巴贝西亚虫病的主要传播媒

介【3。5 J。在美国东北部地区，白足鼠是伯氏疏螺旋体

(BDrMz谊6“倒or角一)和巴贝西亚虫的主要贮存宿
主№o，而在小哺乳动物包括白足鼠中也检测到了

HGE病原体旧’6。81。对许多地区人群的血清流行病

学调查也显示存在多种蜱媒病的抗体∽。川。因此可

以预料到人埃立克体病和其他蜱媒病的病原体会复

合感染人。人同时感染一种以上的蜱传播病原体很

少，目前仅有三种双重感染被报道过H2。4I。本文就

我国部分北方和南方地区人埃立克体病和其他蜱媒

病复合感染的情况进行了研究。

材料与方法

1．标本来源：

(1)蜱标本：北方的蜱标本为1997年5—10月

用布旗法在黑龙江省林区采集的游离蜱共1000只

(本研究取46只全沟硬蜱)，将蜱放入通气的昆虫瓶

中保存，带回实验室分类鉴定。也从林区的牛、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。1999年5月从

内蒙古自治区(内蒙古)采集的游离全沟硬蜱蜱标本

系大兴安岭内蒙古牙克石中心林管局莫尔道噶林业

局和乌尔旗汗林业局采集约2000只蜱(本研究取

408只蜱)，主要是以布旗法在针阔混交林，林间和

灌木丛间小路两侧的植被上采集的游离蜱；也有少

量从正在野外作业的林场工人的体表，以及采蜱人

员的体表采集的游离蜱。从2000年4—10月对北

京市的部分林区(延庆县的松山森林公园，房山区的

十渡，怀柔县的青龙峡、汤河口，密云县的黑龙潭、东

灵山等地)进行蜱类和鼠类的现场调查，采集的蜱标

本1622只(本研究取922只蜱)。

南方的蜱标本为1997—1998年在蜱类活动高

峰期(4—5月)按常规方法从武夷山及福建省宁化

县林区草丛采集的游离蜱及从家畜和野生动物宿主

(山麂、野猪、野兔、狗、牛、狐狸等)体表捉到的寄生

蜱，共计797只(本研究取659只越原血蜱分成283

组)，冷冻、干燥或于70％的酒精中保存，经鉴定，按

种类和宿主分组。

(2)动物标本：1997—1998年间在福建省宁化

县林区用电子捕鼠器或鼠笼捕获野鼠，消毒后，无菌

取脾脏和心血，冻存。野猪、野兔、狐狸是当地猎人

击毙的，消毒后，无菌取心血，冻存；合计有38只。

1999年一部分为在内蒙古现场采集的鼠标本，限于

季节和时间等条件，只在森林里捕捉到8只动物。

2000年在北京林区捕获的206只野鼠，其中东灵山

有119只。

2．标本处理及制备模板：

(1)蜱标本中提取DNA模板：应用美国Genaco

公司DNA提取液，将洗净的蜱装入研磨管中研碎，

每管加入200～600扯l DNA提取液，煮沸约2 min至

提取液变混浊；冷却后冰浴1 min，10 000 r／min离心

1 min；将上清移至1．5 ml离心管中，加入等量异丙

醇，混匀后室温放置15 min沉淀DNA；12 000 r／min

离心1 min，弃上清；加2倍体积的70％酒精洗涤沉

淀，离心后弃上清，自然晾干；加50肚l TE溶解

DNA，放一20℃冰箱保存，备用。

(2)动物标本中DNA模板的提取：以无菌操作

取野鼠脾脏3 mm×3 mm小块，用研磨器研碎(冻

存的血块融化后，各吸取100肚l于消毒的离心管

中)，加蛋白酶K消化液300扯l，55℃水浴3 h，用等

体积酚、酚：氯仿(1：1)、氯仿：异戊醇(24：1)抽提，两

倍体积无水乙醇沉淀，70％酒精洗涤，沉淀干燥后，

加50扯l TE溶解，一20℃贮存备用。

(3)人血块标本中DNA模板的提取：冻存的血

块融化后，各吸取100扯1于消毒的离心管中，加蛋白

酶K消化液300扯l，55℃水浴3 h，抽提及以后步骤

同动物脏器标本处理方法。

3．引物的设计与聚合酶链反应(PCR)扩增：

(1)引物的设计与合成：所用引物分别从粒细

胞埃立克体结构蛋白基因和粒细胞埃立克体16S

rRNA基因、查菲埃立克体16S rRNA基因、伯氏疏

螺旋体外膜蛋白A基因及斑点热群立克次体

rompA基因构建。参照文献[15—19]合成(表1)。

(2)PCR反应体系(30弘1)：纯水18"l，10×PCR

缓冲液3肛l，2 mm01 dNTP 3弘l，Taq DNA聚合酶

(1 U)1弘l，上游引物100 ng 1弘l，下游引物100 ng

1 p1，样本模板3弘l。以上样品加好后1000 r／min离
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心10 s。

4．PCR扩增：以下PCR反应参数以引物本身

的序列经过G01dkey软件分析所确定的参数为依

据，经过对PCR反应条件的优化，获得稳定的反应

条件(表2)。

(1)PCR扩增条件：人粒细胞埃立克体结构蛋

白LA6／LAl引物取上述DNA模板3扯l，10×PCR

缓冲液3肚l，引物浓度为0．8 mm01／L，dNTPs

100 mmol／L，总反应体积为30扯l。

(2)较特殊PCR扩增条件：引物LA6／LAl：

PCR 94℃预变性120 s；94℃30 s，62℃30 s，72℃

30 s扩增2个循环；再依次退火温度60℃、58℃、

56℃各两个循环，余不变；94℃30 s，54℃30 s，

72℃30 s，28个循环，最后72℃延伸7 min。取上述

PCR产物10扯l，用1．4％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，DNA模板的提取、PCR反应体系的配制和扩增

以及产物电泳均在不同的房间进行，加样移液器分

开专用，每次实验都设立空白对照，检测中皆应用

了阴、阳性对照。

5．灵敏度和特异性：见参考文献[20]。

6．统计学分析：用SPSS 10．0分析软件进行统

计学检验。

结 果

1．蜱类的检测及复合感染：对内蒙古采集的蜱

类标本408只、黑龙江省采集的蜱类标本46只、北

京市采集的蜱类标本922只，用莱姆病螺旋体引物

OAI／OA4和SL／QA4，斑点热立克次体引物70p／

701n，埃立克体引物LAl／LA6，GE9F／GElOR／

EHR521进行PCR检钡4。

检测结果表明，从内蒙古的莫尔道嘎和乌尔旗

汗的蜱中分别查到埃立克体和斑点热群立克次体及

莱姆病螺旋体的感染，检测内蒙古采集的蜱408只，

HGE感染率6．8％，莱姆病螺旋体感染率7．8％，斑

点热群立克次体感染率45．6％，其中粒细胞埃立克

体与莱姆病螺旋体复合感染标本5份，HGE与斑点

热群立克次体复合感染标本1份。提示该地区蜱至

少存在着HGE和斑点热群立克次体，及HGE和莱

姆病的复合感染。

表1 用于蜱传病原体复合感染调查的引物

*引物采用PcR仪为2400型；其余引物扩增采用PcR仪为480型
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从黑龙江省苇河地区的蜱中分别查到埃立克体

和蜱传斑点热立克次体莱姆病螺旋体的感染，黑龙

江省采集的46只全沟硬蜱中HGE感染率6．5％，莱

姆病感染率10．8％，斑点热群立克次体感染率

34．8％，其中HGE与莱姆病螺旋体复合感染标本1

份。提示该地区蜱至少存在着粒细胞埃立克体和莱

姆病的复合感染。

而北京地区的922只蜱中，只有东灵山采集的

3只游离全沟硬蜱中有1只检测到莱姆病螺旋体的

DNA片段，57只全沟硬蜱若蜱或幼蜱(从东灵山捕

获的野鼠体表检获)中有1只检测阳性，其他蜱标本

未检测到莱姆病螺旋体DNA片段，埃立克体和蜱

传斑点热立克次体全部检测阴性。此次的调查显示

北京地区没发现复合感染情况。

对福建省宁化地区采集的蜱类标本283组(659

只)，用莱姆病螺旋体引物OAI／OA4和SL／0A4，斑

点热立克次体引物70p／70ln，查菲埃立克体引物

HEl／HE3／PER2，进行PCR检测，查菲埃立克体最

小阳性率3．8％(25组阳性)，斑点热群立克次体检

测、，越原血蜱的最小阳性率2．4％(16组阳性)，莱姆

病螺旋体检测结果为阴性，有2只蜱和1只野鼠脏

器合并有查菲埃立克体和斑点热群立克次体的复合

感染。提示在该地区蜱及动物中可能至少存在着查

菲埃立克体和斑点热群立克次体这两种蜱传病原体

的复合感染，至于南方地区和北方地区是否存在其

他蜱传病原体的复合感染、是否存在二种以上蜱传

病原体的复合感染以及在该地区的人群中是否也存

在复合感染等，还有待于进一步的调查研究。

2．鼠类的检测及复合感染情况：在内蒙古的一

只大林姬鼠的脏器中检测到查菲埃立克体16S

rRNA的基因片段，由于标本量较小没有检测到复

合感染情况。大林姬鼠是当地的优势鼠种，但还不

能确定其为动物宿主。在福建省5种鼠的血块和／

或脾脏标本中检出了查菲埃立克体DNA片段。共

检测鼠脾脏标本38份，有21份阳性，阳性率为

56．4％。检测这些鼠的血块标本共31份，12份

(38．7％)阳性。脾脏和血块均阳性的鼠有9只；6

种鼠中社鼠的检出阳性率最高。斑点热群立克次体

检测，野鼠脾脏的阳性率为5．3％(2只阳性)，莱姆

病螺旋体检测为阴性，其中1只复合感染了查菲埃

立克体和斑点热群立克次体。6种鼠中，社鼠的检

出阳性率最高，褐家鼠、黄胸鼠和社鼠是福建省宁化

县的优势种，本次调查从野鼠和野兔标本中检出查

菲埃立克体DNA，表明调查点鼠类及野兔可能感染

查菲埃立克体，其作为贮存宿主的可能性值得重视。

除野生啮齿动物宿主外，越原血蜱常寄生于牛、山

羊、山麂等大家畜和野生大型动物上，所以其作为贮

存宿主的可能性也不能排除。

从北京林区捕获的野鼠的脏器标本250份(206

只)检测莱姆病螺旋体、埃立克体和斑点热群立克次

体DNA(方法同蜱类检测)，结果从北京市东灵山捕

获的119只野鼠的脏器标本中，有9只检测到莱姆

病螺旋体DNA片段，阳性率为7．56％。其中8只

B．舭以咒旌阳性，1只B～膨P胁阳性，其他鼠脏器标

本未检测到莱姆病螺旋体DNA片段；野鼠脏器标

本没有检测到埃立克体和斑点热群立克次体的

DNA片段。

讨 论

本次研究是在原来工作的基础上进行的，引物

的设计为参考国外文献和分析软件，而且经过序列

分析了北方和南方的几只蜱标本的埃立克体的全部

序列。通过16S rRNA全基因序列(测定序列已在

GenBank注册，查菲埃立克体GenBank注册号

AFl47752，人粒细胞埃立克体GenBank注册号

205140)，16S rRNA基因生物进化高度保守性这一

特点，使之被人们称作进化史中活化石。使用巢式

PCR又进一步提高了检测的灵敏性。斑点热群立

克次体和莱姆病螺旋体的检测结果也经序列分析证

实，检测的手段是可靠的。

我们的结果提示，在自然界中，两种病原体可由

同一种蜱媒传播，而且存在于流行地区的共同的传

递链中。这些病原体可能潜在的同时或相继地经蜱

咬传播给人或动物。这一研究提供了人复合感染埃

立克体病原和其他蜱媒病的可能的初步证据。但我

们检测结果复合感染率偏低，分析的原因：①由于蜱

媒病是一种自然疫源性疾病，病原体大多以野生啮

齿动物为宿主，以某些硬蜱为媒介，而宿主、媒介的

数量、活动性都随季节而改变，存在着影响蜱类和鼠

类分布、组成、季节消长的相关自然因素，而且病原

体只在特定的生境和地区才存在，因而使疾病在人

群和动物中的流行具有明显的季节性和地区性。②

这批标本的反复冻融，反复使用，也可能影响检测结

果。③两种或三种蜱媒病是否有竞争性抑制还有待

于进一步研究。④人埃立克体病、莱姆病、斑点热各

自病程的发生发展和各自的特点也造成了流行季节
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和地区差异，国内对此研究的并不多。目前人为的

因素可能影响蜱类和鼠类的生存环境，同时人群也

受到蜱类和鼠类的威胁。因此，进行蜱类和鼠类复

合感染调查对于媒介控制、鼠害防治和保护旅游人

群、林区人群的健康具有重要的流行病学和现实意

义。

我们曾对内蒙古的部分有蜱咬史的发热病例进

行了复合感染的检测，表明存在着极低的复合感染。

上述的结果也表明蜱类和鼠类的复合感染率也是很

低的。

对复合感染的诊断除了应结合病例的蜱暴露

史、临床表现及实验室检查结果外，还应考虑到病例

是否来自或去过流行区，如果这些资料不支持复合

感染的诊断，即使有血清学的证据也不足以说明是

复合感染，最重要和确切的诊断依据是分离出两种

病原体。

我们目前尚未完全证实发现人埃立克体病的病

例，因为病原学结果还没得到确切的证实，但很多地

区存在传播疾病的潜在蜱种。在东北部林区，有莱

姆病和森林脑炎复合感染的血清学依据，同时在该

地区的蜱媒中已发现了HGE的病原线索；在我国

南方一些地区，也发现了查菲埃立克体感染的蜱媒

及宿主动物，当地同时已有斑点热立克次体的流行。

因此对于一些蜱咬后发热待查的病例，对于有多种

蜱媒病流行地区的不明原因发热病例进行诊断时，

应考虑到多种蜱媒病复合感染的可能。进行经验性

抗菌治疗时，应选用对多种蜱媒病原体敏感的广谱

抗生素。

综上所述，对于HGE和莱姆病螺旋体复合感

染已从蜱媒、宿主动物等多方面得到证实，可以确定

这两种病原体的复合感染能在特定地区发生。对于

查菲埃立克体和斑点热立克次体的复合感染也有蜱

媒和动物的依据，已有患者复合感染的报道，因此也

应提起人们的注意，对于有多种蜱媒病流行地区的

不明原因发热患者进行诊断时，应考虑应用多种蜱

媒病原体敏感的广谱抗生素。
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