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吉林省珲春地区蜱中伯氏疏螺旋体与

斑点热群立克次体复合感染研究

黄海楠 丁壮 何静 吴晓明 蒋宝贵 高燕 褚宸一 詹琳
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·现场调查·

【摘要】 目的 了解吉林省珲春地区伯氏疏螺旋体与斑点热群立克次体的复合感染情况。方法

运用PCR方法对吉林省珲春地区采集的蜱标本，进行伯氏疏螺旋体5S～23S rRNA间隔区基因与斑

点热群立克次体外膜蛋白A(ompA)基因的检测。测序并用PHYLIP软件进行序列分析。结果 全

沟硬蜱中伯氏疏螺旋体感染率为36．0％，在全沟硬蜱中检测到了斑点热群立克次体的感染，其感染率

为2．0％。二者的复合感染率为2．0％；森林革蜱中伯氏疏螺旋体感染率30．9％，斑点热群立克次体感

染率29．1％，二者的复合感染率16．8％。伯氏疏螺旋体的序列分析显示吉林地区的伯氏疏螺旋体都

属于B．g口ri咒衍基因型，同源性较高。对斑点热阳性片段序列分析表明新测序列与斯洛伐克新发现

的IRS3株和IRS4株核苷酸序列同源性为97％。结论 吉林省珲春地区全沟硬蜱及森林革蜱中检

测到伯氏疏螺旋体与斑点热群立克次体的感染，并检测到2种病原体的复合感染情况。

【关键词】斑点热群立克次体；伯氏疏螺旋体；序列分析；复合感染
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【Abstract】 objective To understand the∞infection status of上如r理￡施阮rg幽∥打i卵挖s“z口幻
(B．b．s．1)and spotted fever gmup R碰甜如缸(SFGR)in Hunchun of Jilin province，China．Me曲ods
PolⅢerase chain reaction(PCR)was used to detect the 5S23S rRNA intergenic spacer of B．b．s．1 and
ompA of SFGR in ticks was collected in Hunchun，Jilin province．The amplification products of positive ticks

were sequenced，and phylogenetic analysis was∞nducted by PHYLIP software package．Results The

infection rate of B．b．s．1 was 36．0％ in kod巧由e坶“Zc口￡“s ticks and the SFGR was出scovered in

J．抛搿“Zc口￡“s ticks，with an infection rate of 2．0％．The coinfection rate of both agents was 2．O％．In 327

D∥研以卯拧加r JiZ优zr扰柳ticks，the positive rateS of B．b．s．1 and SFGR were 30．9％ and 29．1％

respectively．55 ticks(16．8％)were coinfected with the two pathogens．The sequence analysis of B．b．s．1

showed that the B．b．s．1 in Jilin area，which were highly homologous，aU belonged to B．gnri规娩genotypes．

The sequence analysis 0f SFGR positive prcducts showed that the DNA secquence of the newly detected

agent(JL一95)was close to the t、】l阳previously described rickettsiae which were detected in J．rici竹“s fn)m

slovakia(called IRs3 and IRs4)．Phylogenetic rdationships inferred from the∞mparison of these sequences

with those Df 0ther genus R记最甜拈妇口indicated that JL一95，IRS3 and IRS4 constituted a new rickettSial

genotype and fomed a separate cluster among the spotted fever group Ri呔P￡￡s玩P．Concl砸ion Cbinfection
of B．b．s．1 and SFGR existed in Hunchun，Jilin province．The sequencing of specific fragment confimed a
new SFGR which was different from other rickettsiae known in China．
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莱姆病和斑点热都是蜱传的人畜共患传染病。

病原体分别是伯氏疏螺旋体和斑点热群立克次体。

我国于1962年和1986年首次在黑龙江省发现斑点

热和莱姆病，并证实黑龙江省存在自然疫源地¨’21。

吉林省珲春地区的气候、自然环境及蜱种与黑龙江

省的疫源地极为相似，但蜱传疾病的研究资料匮乏，

本文对该地区的莱姆病、蜱传斑点热及其复合感染

情况进行了研究。

材料与方法

1．标本采集及生境：珲春位于吉林省东部，其东

部与俄罗斯的滨海地区接壤，属于东北界东北区长

白山亚区，该地区位于北纬43。25 7～48。21 7，东经

130。7 7～131。34 7，海拔高度40～1100 m不等。气候

属于半湿润季风气候区，年平均气温2．3℃～3．9℃，

平均降雨量为530 mm，平均湿度67％，无霜期

15l～152天。2005年4月末、5月初在吉林省珲春

林区针阔混交林以及灌木丛中用布旗法采集游离

蜱，同时从当地家畜及野鼠的体表收集蜱。

2．模板DNA的制备：将采集的蜱标本用75％

的酒精浸泡体表消毒，然后用生理盐水洗3次，滤纸

吸干。将单只蜱放入一个1．5 ml离心管中，加入TE

50“1，研碎后100℃煮10 min，5000 r／min离心5 min

取上清～20℃储存备用。

3．聚合酶链反应(PCR)扩增：

(1)引物：伯氏疏螺旋体参照文献[3]采用巢式

PCR扩增，以伯氏疏螺旋体5S～23S rRNA间隔区

两侧基因保守区合成以下内外引物2对。斑点热群

立克次体参照文献[4]根据立克次体相对分子质量

(M，)190×103 o鳓以基因合成的引物(引物均由北

京三博远志生物技术有限责任公司合成)引物序列

及位置如表1。

(2)PCR反应体系：伯氏疏螺旋体：20“l反应体

系中含lO×缓冲液(含15 mmol／L M92+)2弘l，M92+

(25 mmol／L)0．4肛l，dNTP(10 mmol／L)0．4肛l，上下

游引物(12．5 mmol／L)各0．4弘I，TaqDNA聚合酶

1 U，模板2弘I。斑点热群立克次体：20弘l反应体系

中含10×缓冲液(含15 mm01／L M92+)2肛l，dNTP

(10 mmol／L)0．4肛l，上下游引物(10 mmol／L)各

0．4弘l，TaqDNA聚合酶1 U，模板l肛I。

(3)PCR扩增条件见表2。

4．测序及序列分析：将PCR阳性产物送上海英

骏生物技术有限公司测序，双向测通并应用NCBI

网站中的BLAST操作平台，将所测序列与GenBank

中注册的5S～23S rRNA间隔区和RrompA的序列

进行同源性比较，选择代表性的参照菌株，用

CLUSTALx 1．83软件对目标序列进行比对排列，然

后运行PHYLIP 3．63软件中SEQBoOT程序，

BoOtstrap分析重复数为1000，采用Jukes—cantor距

离模式，选用Neighbor—Joining(NJ)建树方法，依次

运行DNADIST、NEIGHBOR和CONSENSE程序

得到系统进化树。

结 果

1．蜱类构成：共采集427只蜱标本，其中饱血蜱

35只，游离蜱392只。所获蜱经分类鉴定分属于革

蜱属的森林革蜱和硬蜱属的全沟硬蜱。其中全沟硬

蜱100只占23．4％，森林革蜱327只占总数的

76．6％，为优势种群。

2．PCR检测结果：全沟硬蜱中伯氏疏螺旋体感

表1 用于检测复合感染的引物
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染率36．0％，斑点热群立克次体的感染率为2．0％。

二者的复合感染率为2．0％；森林革蜱中伯氏疏螺旋

体感染率30．9％，斑点热群立克次体感染率29．1％，

二者的复合感染率16．8％(表3)。伯氏疏螺旋体在

全沟硬蜱中的感染率36．0％，高于在森林革蜱中的

感染率30．9％，但差异没有统计学意义(Y2=0．699，

P=0．403)；斑点热群立克次体在森林革蜱中的感

染率29．1％显著高于在全沟硬蜱中的感染率2．0％

(x2=30．4，P<0．05)；森林革蜱中的复合感染率

16．8％，显著高于全沟硬蜱中的复合感染率2．0％

(x2=13．287，、P<0．05)。其中全沟硬蜱中检测到

的2个斑点热群立克次体都存在着复合感染。具有

一定的意义，因此选这2个斑点热为代表进行测序。

伯氏疏螺旋体是随机选2个阳性标本进行测序。

PCR产物电泳结果见图1和图2。

表3 PCR检测结果

注：括号外数据为阳性只数，括号内数据为阳性率
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3．序列测定结果与同源性比较：

(1)伯氏疏螺旋体：测序获得2个DNA序列分

别命名为JL51、JL70，与GenBank中的5S～

23S rRNA间隔区核苷酸序列进行同源性比较如图

3所示。所测序列JL51与本室近几年从黑龙江省

蜱中扩增出的HLJ一111(DQl02468)同源性100％，

与从吉林省珲春分离的菌株JLHCH(DQl50549)同

源性为98．4％，与从吉林省长白山地区分离的菌株

j12(DQl88939)的同源性为98．0％，与国际标准株

N配9同源性99．6％。JL70与HLJ一111同源性为

97．6％，与JLHCH同源性为97．6％，与j12的同源

性为97．2％，与NT29同源性98．0％。JL70与JL51

之间的同源性为97．6％。

序歹Ⅱ号：VSll6(L30134)，PotiB2(L30131)，H014(L30128)，

(kw611C(L30125)，J1(L130129)，VS461(L130135)，j12

1：阴性对照；2、3：全沟硬蜱中斑点热阳性标本；4、5：森林革蜱 (DQl88939)，20047(L30119)，cFclE(ABl78379)，JLHcH

中斑点热阳性标本；6：MarkerDL2000 (DQl50549)，NT29(L30130)，HLJ一111(DQl02468)，cA2

图1 斑点热PCR扩增产物电泳结果 (L130123)，19952(L30118)，DNl27(L30126)，25015(L30122)，212

(L30121)，B3l(L30127)

图3 莱姆病螺旋体5S～23S rRNA间隔区核苷酸序列

同源性比较

(2)斑点热群立克次体：测序获得2个斑点热群

立克次体DNA片段，分别命名为JL一3(DQl88830)

和JL一95(DQl88831)。去掉两端引物与GenBank

中的omm M。190×103的核苷酸序列进行同源性

比较并做聚类分析图(图4)。JL一3与郝永建等¨1从

1：M。，k。，DL2000；2～4：全沟硬蜱中莱姆病阳性标本；5、6：森 吉林省长白山地区蜱中扩增出的JL一02序列同源性

林革蜱中莱姆病阳性标本；7：阴性对照 为99．8％，与RydkinaMl等从西伯利亚地区分离的

图2 莱姆病PcR扩增产物电泳结果 一株立克次体DnS28株同源性为99．3％。JL一95与
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Sekeyova等"1从斯洛伐克分离的IRS3株和IRS4

株同源性最高为97．0％。图中看到我国的黑龙江省

立克次体、HL一93、福建省立克次体以及日本立克次

体组成一支；而本研究所测序列JL一3在由前苏联所

测序列DnS28株和JL—02组成的分支上；JL一95与斯

洛伐克新发现的IRS3株和IRS4株在一个分支上，

并且与其他分支距离较远。

序列号：s(u43805)，africaeEsF(u83436)，R．conMl(u43794)，

montanensi(U43801)，IRS4(AFl41911)，IRS3(AFl41909)，

rhipicephali(U43803)，maSsiliaeMtul(U43799)，DnS28(AFl20018)，

JLD2(AY093696)，FUJ(AFl69629)，YM(U43795)，HL一93

(AFl79364)，heilon西iangii(AFl79362)，slovaca(U43808)，R．r

(U43804)，HA一91(U43796)，siberian(u43807)，BJ．90(AFl79365)

图4 斑点热群立克次体rom础核苷酸序列聚类分析

讨 论

莱姆病螺旋体PCR扩增的引物是以伯氏疏螺

旋体5s～23S rRNA间隔区两侧基因保守区设计

的。与其他细菌相比，莱姆病螺旋体rRNA基因的

排列和结构比较独特，它含有2个拷贝的rrl(23S)

和rrf(5S)，而只有1个拷贝的rrs(16S)。rrf和rrl

以rrlA—rrfA—rrlB—rrfB的形式纵向排列并先后复制。

rrfA和rrlB之间存在1个182 bp(B31)的间隔区，它

位于两保守的rrl和rrf基因间，本身却是高变的，较

编码序列积累了更多的型间序列变异，这使其成为

分析遗传变异的理想目标片段。5S～23S rRNA基

因间隔区的树状图分析能对我国莱姆病螺旋体进行

基因种的鉴定。

斑点热群立克次体PCR扩增的引物是根据立

克次体M。190×103外膜蛋白A基因(om雄)序列

设计的。o㈣诅基因是斑点热群立克次体特有的基

因旧o，由于该蛋白参与斑点热群立克次体的致病及

免疫过程，因此可用作该群内种的鉴定。而且针对

其抗原决定簇的免疫血清可以与所有斑点热立克次

体发生交叉反应，提示此种蛋白及其基因存在于所

有斑点热群立克次体中旧1，因此选择该序列片段设

计引物具有较好的特异性；而且能够辨别出斑点热

群立克次体基因型或基因亚型之问的差别，并利用

该差别进行基因型或亚型的鉴定和分类研究。

Rrl90．70p／Rrl90．701n是。优声A基因用于序

列分析最有效的一段序列。扩增片段长度为629～

632 bp，可以涵盖更多种类的斑点热群立克次体，还

可以准确的把握斑点热群立克次体的变异，具有重

要的分类学意义。

从珲春地区全沟硬蜱及森林革蜱中都检测到伯

氏疏螺旋体和斑点热群立克次体的感染。伯氏疏螺

旋体在全沟硬蜱中的感染率虽高于在森林革蜱中的

感染率但没有显著差异。分析可能因为我国森林革

蜱的分布同全沟硬蜱具有一定的重叠性，即使森林

革蜱并不具备经期传播伯氏疏螺旋体的能力，但因

为与全沟硬蜱共同吸血感染而使森林革蜱对螺旋体

的保持能力增强，带菌率也就有所提高H
0’11
o，对莱

姆病的传播也起到一定的促进作用。由于森林革蜱

在珲春地区是优势蜱种，因此我们可以推断莱姆病

在吉林地区的流行有增强的趋势，也更应该采取相

应的预防措施。

在吉林地区的全沟硬蜱中检测到2例斑点热群

立克次体，并且都存在伯氏疏螺旋体的复合感染，因

为国内未见全沟硬蜱携带斑点热群立克次体的报

道，所以是否只有当斑点热群立克次体与伯氏疏螺

旋体同时感染同一只全沟硬蜱时才能被检测出来也

只能做为推断，还需要进一步的工作来证实。但研

究结果表明，全沟硬蜱能作为斑点热群立克次体的

携带者在其传播过程中起到一定的作用。斑点热群

立克次体在全沟硬蜱中的感染率显著低于在森林革

蜱中的感染率，说明在吉林地区森林革蜱是斑点热

的主要传播媒介。这与我国革蜱是斑点热群立克次

体的主要传播媒介的结论相一致H引。

在全沟硬蜱和森林革蜱中都检测到了2种病原

体的复合感染，其中森林革蜱中的复合感染率显著

高于全沟硬蜱中的复合感染率。这可能与伯氏疏螺

旋体和斑点热群立克次体的传播媒介在蜱种上的差

异有关。检测到的复合感染证明在自然界中，2种

病原体可以由同一种蜱媒传播，而且存在于流行地
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区共同的传递链中。这一研究为动物复合感染伯氏

疏螺旋体和斑点热群立克次体的可能提供了初步依

据。本研究在病原学上发现了蜱中伯氏疏螺旋体和

斑点热群立克次体复合感染的线索。但吉林地区是

否存在2种病原体复合感染的病例，尚待进一步调

查。这次进行蜱中伯氏疏螺旋体和斑点热群立克次

体复合感染的调查对于媒介控制和保护旅游人群、

林区人群的健康具有重要的流行病学和现实意义。

伯氏疏螺旋体同源性比较显示JL51和JL70与

本室近几年在吉林地区分离出来的菌株的同源性较

高，且同属于伯氏疏螺旋体的B．胛一咒托基因型，提

示吉林地区的伯氏疏螺旋体5S～23S rRNA间隔区

序列的变异不大，这一结果为吉林地区莱姆病疫苗

开发研制的可能提供了初步依据。并且可以根据

B．艘ri咒ii基因型主要引起的是神经系统的症状来

帮助临床诊断，减少误诊和漏诊现象的发生。斑点

热群立克次体JL一3和JL一95两者之间的同源性为

88．0％，差异较大。其中JL一3与前苏联的斑点热群

立克次体DnS28株以及JL一02株同源性达99．0％，

可以推测属于同一型。JL一95与Sekeyova等2000年

从斯洛伐克蓖子硬蜱中分离到的独立于其他所有立

克次体以外的斑点热群立克次体的新成员：IRS3

株、IRS4株最为接近，同源性为97．0％。在图3中

显示JL一95、IRS3株和IRS4株这一分支和其他立克

次体的关系都非常远，同源性低于87．0％。JL一95可

能是我国东北地区新发现存在的近缘于斯洛伐克

IRS3株、IRS4株的斑点热群立克次体，也可能是斑

点热群立克次体的新成员。其准确的分类地位还有

待于进一步的研究。

综上所述，在吉林地区蜱中存在斑点热群立克

次体和伯氏疏螺旋体的复合感染，应引起人们的注

意，对复合感染的诊断应结合病例的蜱暴露史、I晦床

表现、实验室检查结果及是否来自或去过流行区或

疫源地，仅血清学诊断是不够的，最确切的诊断依据

是分离出2种病原体。对于多种蜱媒病存在或流行

地区的一些蜱咬后发热待查或不明原因发热患者进

行诊断时，应考虑到多种蜱媒病复合感染的可能。

·383·

进行经验性抗菌治疗时，应选用多种蜱媒病原体敏

感的广谱抗生素。
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