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黑龙江省东部边境口岸莱姆病生物媒介
调查及病原分型研究

何浩 郝琴 呼满霞 侯学霞 范东晖 耿震 张健 张少华 郑超 吴永生

王传松 崔文富 万康林 杨丽炜

·实验研究·

【摘要】 目的调查黑龙江省东部中俄边境口岸蜱的种类、分布、携带莱姆病螺旋体情况及病原

基因型。方法捕蜱采用布旗法；蜱带莱姆病螺旋体率采用直接荧光法检查；病原体分离培养采用

BsKⅡ培养基，对分离到的螺旋体用单克隆抗体(H5。、地。，。、H9，：。)、sD$PA(沲蛋白图谱分析、

PCR—RFLP分析以及基因测序等方法进行表型和基因分型研究。结果 黑龙江省东部7个中俄边境

口岸蜱的种类为1科3属4种，即硬蜱科硬蜱属全沟硬蜱，革蜱属森林革蜱，血蜱属嗜群血蜱和日本

血蜱。不同生态环境中蜱的分布不同，各口岸优势蜱种不同。全沟硬蜱带莱姆病螺旋体率较高，平均

为31．4％，森林革蜱和嗜群血蜱的带菌率较低，平均为2．2％和3．8％，日本血蜱中未检出阳性者。首

次在中俄边境口岸——东宁、同江采集的全沟硬蜱中分离到伯氏疏螺旋体并鉴定为B．舭r而ii基因

型。结论 黑龙江省东部边境口岸为莱姆病的自然疫源地。

【关键词】莱姆病；蜱；伯氏疏螺旋体；基因分型

Investigation on the vectors of Bor，eff口6“，：gdD，妇ri and on the identification of the isolates along China—

Russia borter in E嬲tern Heilon西iang province，China HE Hao+，总40 Q咒，HU M&行-z缸，HOU X“P—
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(乃rrespo卵出玎g n“拍or：W-ANG K“行．fin，Email：wankanglin@icdc．cn；yANG Li一硼Pi，Email：yanglw@

hUciq．gov．cn

【Abstract】 Objective Tb explore the fact that the east border of HeiIon翻iang province had been a

Iyme disease naturaI focus，we investigated the species and dist“bution of ticks and isolated bacteria from

ticks and identified genomic species of Bor，℃Zi口6“，矗or角ri sensu lato．This study provided evidence for

prevention and control oflyme disease．Methods Ticks were cau曲t by flagging method and Direct

immunofluorescence method was used to detect the rate of bacteria borne by the tick． BSKⅡ culture

medium was used to iSOIate the agent and Specific McAbs were used to identify the bacteria．SDSPAGE

protein profile and PCR．RFLP method were also used to identify the species of Spirochetes．ResuIts Ticks，

c。llected from China—Russia border of east Heilon弱iang province were classified including kodes加rs“fca￡“s

Schulze，IⅪr，"ⅡcP竹￡or si抛r“优01ener，Hne优n声^3聒。Zis∞，2ci订起n Kock，and HaP，玎n声^3恬n￡is歹丑j射行icn Kock．

We found that the distributon of ticks was different under different circumstances and the Dredominant

species were also different in different ports．The rate of bacte“a borne by kod8s声它rs“fn以￡“s schulze was

31．4％，by DPrm口卵行for矗优【r“研0lener and Ha8mn务^waf如c07zd以村凸Kock were 2．2％ and 3．8％，

respectively．However，it was negative for^k已优盘加j№Z始豇加，z缸ⅡKock．SpirOchetes isolated from』就玖百

户PH“￡c口￡“s Schulze were c01lected from Dongning and Ton萄iang while Genomic species of SpirocheteS，

isolated from ticks of the border belonged to B．，gnri行娩．Conclusi帆 All the results showed that the east

border of Heilon萄iang province was the natural focus of lyme disease．

【Key words】 Lyme disease；Tick；Bor，℃zin 6“，’碧幽0≥ri sensu 1ato；Genotype

莱姆病是由伯氏疏螺旋体(BDr心z池
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她r列o，．膨ri sensu Iato)引起的人兽共患病⋯，主要

经蜱叮咬人兽而传播。伯氏疏螺旋体

(B．6“倒or尼一)能引起人畜多系统、多器官的损
害，严重的可致残，甚至死亡，对人类健康及国民经

济发展危害极大旧’3|。近年来俄罗斯屡有莱姆病报

道，黑龙江省中俄边境线长三千余公里，口岸进出境
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人员复杂，查清黑龙江省中俄边境口岸莱姆病生物

媒介及病原的相关信息对边境口岸防控莱姆病具有

重要意义。

材料与方法

1．菌株：国际参考菌株B3l(美国)，20047(法

国)，VS461(瑞士)，国内代表性菌株PD91(内蒙

古)，FPl(四川)，GSl(贵州)，CS4(湖南)由中国疾

病预防控制中心传染病预防控制所提供。

2．试剂：单克隆抗体H，，。：、H6831、H9。24和BSKⅡ

培养基由中国疾病预防控制中心传染病预防控制所

提供。TaqDNA聚合酶、RNase、Dr＆工内切酶、

№I内切酶、蛋白酶K、Marker、dNTP、琼脂糖、兔
抗B3l荧光抗体、FITC一兔抗鼠IgG购于华美生物

公司。

3．引物：5S～23S rRNA基因间隔区扩增引物

由赛百盛公司合成。序列如下：Primer 1：5 7一GCG

GCAGAGTAGGTTATT一3 7，Primer 2：3 7一CTAGGC

ATTCACCATAGACT一5 7。

4．实验方法：

(1)蜱带菌率调查：对东宁、绥芬河、密山、虎林、

饶河、抚远、同江地区的蜱进行整群抽样。采用布旗

法收集蜱。根据《中国经济昆虫志》h1中相关内容鉴

定蜱的种类。将各口岸每种蜱各取15只中肠涂片，

用直接免疫荧光抗体试验分别检查蜱的带菌率。

(2)莱姆病螺旋体的分离培养鉴定：对各口岸采

集的全沟硬蜱分组，每组5只，用BSKⅡ培养基培

养，进行病原分离。将培养好的菌液适当稀释后滴

在抗原片上，固定后，加单克隆抗体，37℃孵育

30 min，PBS洗3遍，晾干，再加FITC一兔抗鼠IgG，

37℃孵育30 min，用PBS洗3遍，晾干。用甘油封

片，置于显微镜下观看。

(3)菌体蛋白SDS—PAGE：取收集的菌液20"l

加入等体积2×上样缓冲液，煮沸5—10 min，冷却备

用。5％浓缩胶，15％分离胶电泳，考马斯亮蓝染色。

(4)5s～23S rRNA基因间隔区扩增子I心LP分

析：莱姆病螺旋体全细胞DNA的提取与纯化参照文

献[5]，5S～23S rRNA基因间隔区扩增引物进行PCR

扩增，反应条件为：95℃预变性5 rnin；94℃变性1 rnin，

54℃退火45 s，72℃延伸1 rnin，此过程35个循环；

72℃延伸10 rnjn。扩增子以M曲I和DmB寸PCR产物

在37℃水浴下进行5—8 h充分酶切，酶切产物经聚丙

烯酰胺凝胶电泳后，硝酸银染色。

(5)，一玎～，一rz问隔区扩增子序列分析：分别以

Primer 1和Primer 2为引物，直接测定5S～23S

rRNA基因间隔区扩增子序列，测序工作由上海博

亚公司完成。结果与GenBank中所有莱姆病螺旋

体基因型序列比较，以明确其同源性。

结 果

1．蜱的鉴定结果：本次对黑龙江省7个中俄边

境口岸的4种生境——口岸树林、灌木丛、山林、苔

草地进行了180人工小时蜱的调查，捕蜱6554只，

均属硬蜱科。经检索并经专家确认H o，鉴定为3属

4种。分别是：硬蜱属(k甜P5 Iatreille)的全沟硬蜱

(k以Ps力g"“如n￡“s Schulze)、革蜱属(DPrmn∞2加r

Olener)的森林革蜱(DP，．优以c跏加r si讹r“优0lener)、

血蜱属(H如m以砷．vsnz如Kock)的嗜群血蜱

(H；盘7竹口声矗vs口z西 c072ci挖卵以 Kock)和日本血蜱

(Hen，n以p矗3，s＆Zis J口po，zic口Kock)。

2．不同生态环境中蜱的种类及构成：口岸树林

中有4种蜱，其中嗜群血蜱、全沟硬蜱为优势种；灌

木丛中有4种蜱，以森林革蜱为优势种；山林中有4

种蜱，以全沟硬蜱为优势种，其次为森林革蜱和嗜群

血蜱；苔草地中有4种蜱，以森林革蜱为优势种，其

次为嗜群血蜱，见表l。

表l 黑龙江中俄边境地区不同生态环境中蜱的

种类检测阳性率(％)

3．各口岸蜱的种类及数量：不同口岸蜱的种类

及数量不尽相同，其中东宁、虎林以森林革蜱为优势

种，其次为嗜群血蜱；绥芬河以全沟硬蜱为优势种，

其次为森林革蜱；饶河以全沟硬蜱为优势种，其次为

嗜群血蜱；密山、抚远、同江以嗜群血蜱为优势种，其

次为全沟硬蜱。同江口岸只捕到3种蜱，没有捕到

森林革蜱，其他6个口岸均捕到4种蜱。

4．各口岸蜱的带菌率：各口岸全沟硬蜱的平均

带菌率为31．4％，森林革蜱和嗜群血蜱的平均带菌

率为2．2％和3．8％，日本血蜱中没有检出带菌者，结

果见表2。全沟硬蜱的带菌率高于森林硬蜱的带菌

率(Y2=26．1213，P<0．0001)和嗜群血蜱的带菌率

(X2=25．7210，P<0．0001)。
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表2 黑龙江省各口岸蜱的带菌率调查结果(％)

注：“一”表不该采集地未采到此种标本；各口岸检测数均为15只

5．全沟硬蜱中B．6“璎幽，一屉一分离及鉴定结果：

从东宁口岸和同江口岸共分离到3株B．比硝勘，．总一，

其中，东宁口岸分离到1株；同江口岸分离到2株(表

3)。所分离的菌株用单克隆抗体H5。孙H5。"R，：。经

间接免疫荧光法鉴定均为莱姆病螺旋体。

表3 黑龙江省各口岸伯氏疏螺旋体的分离结果

6．SDS—PAGE结果：选用国际参考菌株和本次

分离株HSl(东宁)，HS2(同江)，HS3(同江)做蛋白

SDS—PAGE(图1)。图中可见HSl、HS2、HS3具有

OspA、OspB、鞭毛蛋白等B．6“喇or归ri所具备的重
要蛋白条带，但不同菌株Hsl、HS2、HS3之间，蛋白

条带又存在差异，其中HSl(东宁株)与HS3(同江

株)蛋白表达相近，而HS2(同江株)则明显缺失

ospC蛋白。

M：低分子量标准蛋白质；1～10：B31、20047、VS461、PD91、

FPl、HS3、GSl、CS4、HSl、HS2

图1 分离株的SDSPAGE蛋白图谱

7．5S～23S间隔区基因扩增结果：对3株国际

参考株，4株国内代表性菌株及3株新分离株进行

PCR扩增，可见240 bp处均产生1条亮带(图2)。

对3株分离菌的PCR产物进行测序，结果表明，

HSl、HS2和HS3具有相同的5S～23S间隔区核酸

序列，并且与B．∥r砌ii的5S～23S间隔区核酸序

列同源性为100％。

M：lUU bp ljNA Ladder；l～lU：l{3l、2U04 7、VM6l、PI)9l、卜‘Pl、

GSl、CS4、HSl、HS2、HS3

图2 伯氏疏螺旋体rr，‘～rrz基因间隔区PCR扩增结果

8．限制性内切酶酶切图谱：10株

B．6“唰or恐r珀勺胍e I酶切片段长度及RFLP图

谱类型(图3)；Dr盘工酶切片段长度及RFLP图谱类

型(图4)。新分离菌株HSl、HS2、HS3的M即I、

Dm工酶切图谱与国内参考株PD91一致，为C，C
7

带型，胍P工酶切片段长度为96、54、41、38 bp，

DⅢI酶切片段长度为128、52、41 bp，结果表明，

HSl、HS2、HS3基因型均为B．艘rj”ii。

M：Pbr322DNA／Hn8ⅢMarker：1～10：Hs3、Hs2、Hsl、cs4

GSl、FPl、PD91、VS461、20047、B31

图3 5s～23s rRNA间隔区限制性内切酶M曲I酶切图谱

讨 论

1．通过对黑龙江省中俄边境7个口岸莱姆病媒

介生物的调查显示，蜱种类有l科3属4种，与古北

界代表蜱种相符合帕·。

调查显示，中俄边境7个口岸的蜱以全沟硬蜱

和森林革蜱为优势种群，不同生态环境中蜱的种群

构成存在差异，这是因为蜱的活动与栖息环境中植
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被、温度、湿度、光周期等因素密切相关，本次调查的

7个中俄边境口岸虽然都在黑龙江省东部，但生态

环境和气侯特点却不尽相同，如东宁积温较高，而密

山、虎林、同江湿度较高，因此，各口岸蜱的优势种类

和分布有所不同。

M：pBR322I)NA／mPⅢMarker；1～10：HS3、HS2、HSl、CS4、
(jSl、FPl、PD91、VS461、20047、B3l

图4 5S～23S rRNA间隔区限制性内切酶Drn l酶切图谱

2．蜱的带菌率调查结果显示，各口岸全沟硬蜱

的带菌率均较高，达到31．4％，森林革蜱和嗜群血蜱

的带菌率较低，平均为2．2％和3．8％，日本血蜱中没

有检出带菌者，这与样本数量有关，另一方面也说

明，在中俄边境地区，全沟硬蜱是莱姆病的主要传播

媒介。

3．本次试验在东宁和同江两地的全沟硬蜱中分

离到B．6“倒o，一膨，一i，证明黑龙江省中俄边境口岸存
在莱姆病疫源地。我国已从全沟硬蜱、粒形硬蜱、锐

附硬蜱、嗜群血蜱、日本血蜱、长角血蜱、二棘血蜱、

台湾角血蜱、微小牛蜱、草原革蜱和森林革蜱11种

蜱分离到伯氏疏螺旋体。但有研究表明，长角血蜱、

嗜群血蜱、森林革蜱和草原革蜱等不具备经期传播

B．6“倒or角ri的能力。7o，虽然有自然感染，但作为

莱姆病媒介的可能性不大‘8 o。故本次试验将重点放

在全沟硬蜱，没有分离嗜群血蜱等其他几种蜱，因此

不能排除其他蜱携带其他基因型B．6“倒or屈，-i的
可能。

4．本研究采用了国内外常用的5S～23S基因间

隔区PCR—RFLP分析方法。对东宁、同江分离到的

Hsl(东宁株)、HS2、HS3(同江株)进行研究，并与国

际参考株比较。HSl、HS2、HS3的Mse工酶切带型

与国际标准株B．肜以以ii的C带型高度一致，其

Dm工酶切带型与国际标准株B．舭一72ii的C7带型

高度一致。新分离菌株5S～23S rRNA基因间隔区

的PCR产物测序结果与国际标准株B．舭ri咒ii的同

源性为100％。这说明，中俄边境口岸分离到的

B．6“，．鲥or角，．?Hsl、Hs2、Hs3同为第二基因型

B．gnrin“。

5．蛋白图谱分析结果表明Hsl、Hs2、Hs3存在

B．6“倒or角以的主要蛋白，但其蛋白图谱间有差
异，与国际标准株之间也存在一定差异，这说明

B．6“rgdor膨以的蛋白图谱虽然也具有高度的遗传

性，但由于不同地域、生物来源的菌株其蛋白图谱同

样具有多样性，而且某些蛋白质和质粒在传代过程

中容易丢失∽’10j，因此在分类研究中，蛋白图谱具有

局限性，只能作为辅助方法。

6．史翠霞等¨“研究表明，我国北方以第二基因

型(B．肜，Ji卵ii)和第三基因型(B．“，乏Pzji)的分布为

主。本次调查结果证明黑龙江省边境地区

B．6“倒。咖，．i基因型主要为第二基因型B．肜ri行ii，
与其研究结果相一致。B．舭，一i”ji为致病基因型，可

引起人和动物的莱姆病，所以应在该地区开展莱姆

病的预防控制工作。

(绥芬河出入境检验检疫局、中国疾病预防控制中心传染病预防

控制所和黑龙江出入境检验检疫局对本文有同等贡献。在本课题研

究过程中得到东宁出入境检验检疫局、密山出入境检验检疫局、虎林

出人境检验检疫局、饶河出入境检验检疫局、抚远出入境检验检疫

局、同江出入境检验检疫局的大力支持和防助，在此衷心感谢)
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