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山东地区恙虫病东方体分离株的基因分型
与序列分析
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·实验研究·

【摘要】 目的鉴定山东地区恙虫病东方体分离株的基因型别，分析其核苷酸序列。方法 以日

本、韩国常用的恙虫病东方体分型引物，用巢式P(承技术检测恙虫病东方体分离株的相对分子质量

(M，)56×103蛋白基因片段，对群引物扩增的P(、R产物纯化回收后测序，并行序列分析。结果

Gim锄、Karp、Kj幻、山东分离株用群引物均扩增出48l～507 bp的目的片段，Gim棚、亿Irp、K叠to经相应的型引

物扩增出了目的片段。山东分离株仅王(a啪saI【i型的分型引物扩增出目的条带，序列分析证实山东分离株

与I(a啪sak型相似。结论在国内首次扩增出Gilliam、Karp、Kato三型标准株，山东地区恙虫病东方

体分离株为Kawasaki型；山东地区恙虫病东方体与日本的Kawasaki型相似，两者有较近的亲缘关系。

【关键词】 恙虫病东方体；基因分型；序列分析
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【Abstract】 Objective To detemine genotype，nucleotide sequence妇logy and phylogenesis of

Or瑟，2善缸￡s“拈“g况m“奶i isdated from Shandong，China．Meth似Is Or瑟扎￡缸如“ts乱gam“曲i isolated from

patients，A印d柳￡“s以g，铭一轧s and L矽幻芒r0所6谢缸所犯“蹦肠卵in Shandong area were id朗tified by nested—

PCR．On the basis of the nucleotide sequence of the gene that encoding the Ot Mr 56×103 antigen，the

primers were frequently used in Japan and Korea．Nucleotide sequences of thr七e iS0lates were deteHnined．

The DNA sequeIlces were compared with nucleotide sequences of ori佩t施如“拈“g口m“娇i regiStered in

GenBank for sequence k忸岫analySis．Phylogenetic analySis 0f the isolates and some published sequenceS
waS carried out with Neighbor—joining meth()d by MEGA 3．1 software．R嚣ults 481—507 bp DNA

fragments encoding()r沈扎￡如如“拈“ga优“如i M，56×105 pmtein were amplified successfully in the samples

of Gilliam， Karp， Kato and Shandong isolates by gr叫p_spedfic primers． The corresponding target

fragments of the three inte玎1ationalreference strains of(hUiam，Karp，and Kato were amplified successfully

with each of their own type specific primerS．523 bp DNA fragments were amplified Successfully from

Shandong isolates by the nPCR with Kawasaki—specific primer l and no DNA fragment was amplified by the

nPCR with Gilliam，Karp，Kato，Kuroki and Saitama-specific primer．C0rnparing with the sequences of

Or搪，zf如 ￡s乱fs￡‘gn，珏“如i registered in CknBank， an the Shandong isolates shared higher than 95％

nucleotide sequence hornology with Kawasaki strain founded in Japan． Data from phylogenetic analysis

showed that Shandong iS0lates belonged to the same branch with KawaSaki strain． Conclusi佃 To

facilitate international compariS0n and communication，the primerS should be employed in the 0rig，zf缸

拈“￡s“gnm“曲i research in China．0ri跏t缸￡s“拈z‘gn优“旃i isoIated in China were simiIar to Kawasaki strain

in Japan．

【Key w棚’ds】0’．妇川：缸￡跚拈“gn优“曲i；Genotyping；Sequence analysis
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￡s“如“舭优“晓i，0t)引起的自然疫源性疾病。疫区

不断扩大是当前我国恙虫病流行趋势，已有22个省

市区发现病例或感染者，根据动物地理资料预测，我

国恙虫病疫源地决不限于上述地区，凡有Rattus属

野生型存在的地区都有可能存在恙虫病疫源地。川。

有关Ot基因型的研究，由于各地所用引物各异，使

恙虫病病原体的比较、分析有一定困难。为便于恙
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虫病研究成果的国际比较与分析，本文采用的恙虫

病东方体表面蛋白(ot sta)M，56×103基因编码区

的群、型特异引物，在日本、韩国的恙虫病研究中常

用。我们用Gilliam、Karp、Kato 3株国际参考株来

验证这些引物的群、型特异性，同时对分离自山东地

区恙虫病疫区患者、黑线姬鼠和小盾纤恙螨的ot分

离株进行了nPCR检测与分型研究，并对山东Ot分

离株进行了核酸序列分析。

‘

材料与方法

1．参考株和分离株：Gilliam、Karp、Kato 3株国

际参考株。4株山东地区Ot分离株中，2株分离自

恙虫病病例(wG，FC)，1株分离自黑线姬鼠

(HXS)，另l株分离自小盾纤恙螨(XDM)。

2．主要试剂：Ex Taq PCR试剂盒和DL2000

DNA Marker为TaKaRa公司产品，PCR产物凝胶

回收试剂盒为Omega公司产品，其他化学试剂均为

分析纯以上国产试剂。

3．引物：参照Furuya等乜3及Tamura等‘31设计

的Ot sta M，56×103型特异引物，包括外引物和内

引物，其中内引物又可分为群特异引物和型特异引

物，由上海Invitrogen生物技术有限公司合成。其

中，P34、P55为外引物，P10、P11为群特异引物。

P10分别与型特异引物PGL、PKP、PKT、PKR、

PHSB配成Gilliam、Karp、Kato、Kuroki、Saitama等

型引物对；P11与PKw构成Kawasaki型引物对。

具体序列及PCR产物大小见表1。

表1 研究应用的引物

梨髹 引物对 {箩驾召 扩茺笛段
外引物 P34 tca agcttattg cta gtg caatgt ctg c 1003

P55 agg gat ccctgctgctgt gcttgctgc g

群特异引物P10 gat caa gct tcc tca gcc tac tat aat gcc 481～507

P11 cta ggg atc ccg aca gat gca ctatta ggc

P10 gat caa gcttcctca gcctactat aac gcc 407

PGL ctttat atc act atatat ctt

P10 gat caa gct tcc tca gcc tac tat aat gcc 230

PKP aca atatcg gatttataa cc

P10 gat caa gct tcc tca gcc tac tat aat gcc 242

PKT gaatattta ata gca ctg ga

P10 gat caa gcttcctca gcctactat aat gcc 220

PKR cac cgg atttac cat cat at

P10 gat caa gcttcctca gcctactat aat gcc 600

PHSB ctg acctcttct aat agctc

P11 cta ggg atc ccg aca gat gca ctatta ggc 523

PKW atg ctg ctattg ata cag gc

4．Ot—DNA的提取：取分离株传代小鼠脾脏约

0．3 g于Eppendorf管内，剪碎加800肛l l×TE缓冲

液，离心，取沉淀；加500肛l裂解缓冲液，13弘l蛋白酶

K(20 mg／m1)，2．5肛l溶菌酶(4 mg／m1)，55℃过夜；

加入等体积酚／氯仿／异戊醇提取DNA，TE溶解，

一20℃备用。

5．nPCR反应：

(1)ot检测：第一次PCR使用引物P34和P55，

扩增条件为：94℃5 min；94℃30 s，57℃2 min，

70℃2 min，30个循环；72℃10 min。第二次PCR

将引物改为P10和P11，用第一次PCR产物为模

板，其他反应成分及条件同第一次PCR。取第二次

PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳，有48l～507 bp带者

为阳性。

(2)分型：检测出阳性标本的第一次PCR产物

1弘l，分另0力口入GiUiam、Karp、Kato、Kuroki、

Kawasaki和Saitama 6对Ot型特异性引物对，其他

反应成分及条件同第一次PCR扩增。进行琼脂糖

凝胶电泳，某一型引物对中见相应bp扩增带即为某

一型Ot。

6．核酸序列测定：根据nPCR分型结果，选出3

个代表株：wG、Hxs、xDM。将其第二次PcR产物

纯化回收后作为序列测定的模板。以P10作为序

列测定的引物，采用双脱氧末端终止法，在ABl3730

测序仪上进行序列测定。

7．序列同源性分析和系统进化树分析：将所测

序列与GenBank中Ot的核苷酸序列做BLAST比

较与分析。应用MEGA 3．1软件中的Neighbor—

joinjing(NJ)法，1000次的BoOtstrap分析重复数，对

所测到的序列与GenBank中一些Ot株的相应序列

进行系统发生树分析。

结 果

1．Ot检测：3株国际参考株和4株山东地区

Ot分离株，经群特异引物扩增，均见有481～507 bp

的扩增带(图1)。

2．Ot分型：3株国际参考株Ot分别经型引物

扩增出相应条带(Gilliam：407 bp；Karp：230 bp；

Kato：242 bp)，型与型之间无交叉扩增；4株山东分

离株只发现在Kawasaki型的引物管中有523 bp的

扩增带，其他5对分型引物未见扩增带(图2)。

3．测序：WG株的GenBank核苷酸序列号为

DQ489310，长438 bp。分离自黑线姬鼠和小盾纤恙
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螨的碱基长度分别为438 bp和435 bp，与DQ489310

的碱基差异如下(黑斜体标示)：

GATCGTG⋯··GTCGGGATCCC(434)TAGA
ATCGTG⋯··GTCGGAATCCC(433)CTAGA
CGTGA⋯··GTCGG(425)GTACCCZAGA
A11CGTGA⋯··GTCGG(427)AATCCCCTAGA

GenBank中的序列号：Karp(M33004)，Kato(M63382)，

KawaSab(M63383)，Kumki(M63380)，Shimokoshi(M63381)，

Boryon(L04956)，Sxh951(AF050669)，Yonchon(U19903)，Taguchi

(AFl73038)， oishi(AFl73037)， Kanda(AFl73039)， Tw461

1：阴性对照；2：Gilli锄；3：Karp；4：Kato；5：Marker(DL2000)； (AY222631)，Hualien一2(AY525145)

6：FC；7：wG；8：Hxs；9：xDM 图3 山东地区0t分离株与部分Ot sta M，56×103基因
图l 群特异引物PcR产物的琼脂糖凝胶电泳

序列的系统发生树(NJ法)

1．Marker(DL2000)；2：Gilli蛐；3：Karp；4：Kato；j 5：F℃5

6：WG：7：HXS；8：XDM

图2 型引物PCR产物的琼脂糖凝胶电泳

4．同源性分析和系统进化树分析：将各分离株

的核苷酸序列在NCBI行BLAST，结果显示：WG

(DQ489310)与Taguchi和Oishi型的同源性均为

95．99％；与Kanda和Kawasaki型的同源性为

95．75％。HXS与Taguchi和Oishi型的同源性为

96．00％；与Kanda和Kawasaki型的同源性为

95．76％。XDM与Taguchi和Oishi型的同源性为

95．97％；与Kanda和Kawasaki型的同源性为

95．73％。3株Ot分离株与其他Ot基因型的同源

性均低于92％。系统发生树分析显示，山东地区Ot

分离株与Kawasaki、Taguchi、Oishi和Kanda株在同

一分支(图3)。

讨 论

Ot sta M，56×103与0t的致病性和毒力有关，

含有组和株抗原决定簇，最能反映Ot型的本质差

异[4]。此次研究采用了日本、韩国恙虫病研究中的

常用引物，我们在国内首次用这些序列成功扩增了

Gilliam、Karp、Kato 3型标准株，并鉴定出山东地区

恙虫病东方体为Kawasaki型；可见这些引物具有很

好的群、型特异性，在中国的恙虫病研究中可采用，

以便于国际比较与分析。

Ohas“41报道，日本的Kawasaki和Kuroki型

Ot为无毒力或弱毒力，其主要传播媒介均为小盾纤

恙螨，与山东地区Ot流行株的LD，。在0～10‘1 875之

问¨]，山东秋冬型恙虫病的主要传播媒介为小盾纤

恙螨b，61相符。刘运喜等。列也曾证实山东地区

Kawasaki型Ot是流行优势株。本研究用2对Ot

sta M，56×103群特异性引物成功扩出了山东地区

Ot分离株；用6对型特异引物经nPCR扩增，仅见

Kawasaki引物对的扩增产物中有523 bp的扩增带。

群引物扩增的3株Ot分离株的PCR产物纯化回收

后测序，其核苷酸序列与Kawasaki、Taguchi、Oishi

和Kanda型的同源性均在95％以上；系统发生树结

果表明，山东地区Ot分离株与Kawasaki、Taguchi、

Oishi和Kanda株在同一分支(图3)。另外，将

Kawasaki型的序列在NCBI行BLAST后，发现

Kanda型与其同源性达100％，Taguchi型为

99．90％，Oishi型为99．79％；这些均为在日本发现

的Ot型，其中1993年发现了Kawasaki型，
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Taguchi、Oishi和Kanda型均发现于1999年，可见

KawaSaki型是这些Ot型的代表。为此从媒介、毒

力、流行季节以及基因水平均表明山东地区Ot流

行株与日本Kawasaki株相似，两者有较近的亲缘

关系。

郭恒彬等[81报道，我国江苏省也存在Kawasaki

型，且与山东省恙虫病立克次体毒力相似，均属弱毒

株。江苏省0t分离株与日本Kawasaki型的同源性

为96．87％【8J，而山东省Ot分离株与日本Kawasaki

型的同源性为95．75％。可见，山东省和江苏省的

Ot分离株均类似于Kawasaki型。Ot基因的变异是

否与中国恙虫病疫源地自南向北扩散有关，有待进

一步研究。
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87例孕妇狂犬病暴露后接种狂犬疫苗对孕妇影响的研究

刘琼芳

为探讨孕妇在狂犬病毒暴露后接种狂犬疫苗的免疫效

果及对胎儿的影响，对2000—2005年前来成宁市疾病预防控

制中心免疫接种门诊求治的87例被疯动物和疑似疯动物致

伤的孕妇进行追踪观察，暴露分级按WH0疯动物致伤程度

分级标准进行uj。对伤者的伤口常规冲洗消毒、全程足量接

种狂犬疫苗、对Ⅲ类暴露者加用狂犬病人免疫球蛋白，狂犬

疫苗剂量由5支增至9支。于每针接种后24、48、72 h观察

局部和全身反应。人用纯化狂犬疫苗分别由长春生物科技

股份有限公司和赛诺菲·巴斯德公司生产；狂犬病人免疫球

蛋白由卫生部武汉生物制品研究所生产，在有效期内严格按

说明书要求使用。全程接种后45—50 d进行血清抗体检测。

建立孕妇接种档案，追踪观察至胎儿出生，观察记录流产、死

胎、先天缺陷情况，并随访观察8个月。

结果与分析：87例孕妇中，66例为初次妊娠，21例为多

次妊娠；年龄在22～38岁；83例妊娠2—8个月，有4例咬伤

发生在临产前。按暴露严重程度分类，Ⅱ类暴露82例，Ⅲ类

暴露5例。在接种疫苗的87例孕妇中，有15例发生局部反

应，发生率为17．24％；同时有87名普通人群接种疫苗后局

部反应14例，发生率为16％，孕妇与普通人群无明显差别。

有5例Ⅲ类暴露孕妇接种狂犬病人免疫球蛋白，其中1例在

接种的第2 d出现发热(37．5℃)，48 h后恢复正常。对87例
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孕妇全程接种后45—50 d采集静脉血测定抗狂犬病毒中和

抗体，结果血清抗体全部阳转，阳转率为100％，GMT为11．2

IU／ml。孕妇在接种狂犬疫苗后虽有少数发生局部反应，但

反应轻微。与普通人群接种疫苗后反应发生率没有差异；87

例孕妇中，只有1例发生低热，未经任何处理在48 h后恢复

正常。世界卫生组织提示，GMT≥O．52 IU／ml血清抗体滴度

具有保护性旧1。本组孕妇接种狂犬疫苗中和抗体阳转率达

100％，说明免疫效果良好。迄今国内外尚未见到有关孕妇

因接种狂犬疫苗而导致胎儿损害的报道。本次研究显示，流

产、死胎、死产、先天缺陷和畸形的发生率为零。表明目前使

用的人用纯化狂犬疫苗对孕妇和胎儿均安全，怀孕不应作为

狂犬疫苗接种的禁忌症。孕妇作为特殊群体在受到动物攻

击后反应较为强烈，出现惊吓、恐惧、焦虑，担心注射疫苗后

会损伤胎儿。如果不及时解决这些问题，患者难以配合治

疗。这就需要医生耐心解释、正确引导，介绍接种疫苗的重

要性与安全性，消除她们的紧张、焦虑、恐惧不安心理，及时

得到治疗。
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