
主生煎塑堑堂苤查!!!!!!旦箜!!堂箜!塑垦!也』兰匹!!坐!!!!里!!!!!型!!!!!!!!：!!!堕!：!

东北林区鼠类粒细胞埃立克体感染的调查
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【摘要】 目的 了解东北林区啮齿动物感染粒细胞埃立克体病原体的情况。方法 运用聚合酶

链反应方法对吉林、黑龙江、内蒙古林区采集的啮齿动物标本粒细胞埃立克体的16S rRNA和“以

基因片段进行检测并测序，将所测序列与GenBank中注册的基因序列进行比较分析。结果 共检测

鼠标本276份，其中吉林长白山林区102份，黑龙江小兴安岭林区61份，内蒙古大兴安岭林区113

份，阳性率分别为8．82％、1．64％及0．00％。体表有寄生蜱的鼠感染危险性是体表无寄生蜱鼠的

11．30倍(P=0．002)。吉林、黑龙江林区鼠标本及其寄生蜱标本16s rRNA基因序列完全相同，与美

国、瑞典、日本等国家检出的粒细胞埃立克体对应序列的同源性为97％～99％。∥m基因核苷酸序

列与GenBank注册的相应片段比较相似性为87％～97％，推导的氨基酸序列相似性为84％～99％。

结论吉林及黑龙江林区存在粒细胞埃立克体宿主动物感染。
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from forest areas in northeastern China．IⅥethods PCR amplification，f0110wed by sequence analysis was

car“ed out． The sequences of 1 6S rRNA and gZfA gene fragment amplmed from rodent specimens were

compared with corresponding part of the sequences deposited in GenBank．Results A total number of 276

rodents were tested，including 102 in Jilin province，61 in Helongjiang province and 1 13 in Inner Mongolia

autonomous region．The positive rates were 8，82％，1．64％and 0．00％，respectively．The infection rate

in rodents infected by ticks was 1 1．30 times higher than that in rodents without ticks(P=0．002)． The

A．肋n群Kyfop厶甜“打2 16S rRNA sequences from rodents in Jilin and Heilon翻iang were identical and differed

in 3—5 bases compared with the corresponding parts of A．户^ng(M3咕op^i如m from America，Sweden and

Japan．Cbmpared with the sequences registered in GenBank，the nucleotide sequence of∥tA varied from

87％97％ and its deduced amirlo acid sequence changed from 84％99％． Conclusion

A p^“guQ7fo肋““卅 infection was presented in r。dents from Jilin and Heilon函iang pmvince．

【Key words】 A甩Ⅱpzns优n p厶ng仪≯f()p^甜“卅；Rodent；16s rRNA gene；∥tA gene

人粒细胞埃立克体病(human granulocytic

anaplasmosb HGA)是一种经蜱传播的自然疫源性

疾病。该病由粒细胞埃立克体(A”“p如s优盘

肋以和叫￡o肋iz“m，A．p)引起，无特异临床症状，治

疗不及时可以引起中枢神经损伤，免疫抑制，肾功能
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紊乱，呼吸衰竭甚至死亡。1’2I。因其只能通过镜检、

血清学检查和PCR等实验室方法才能确诊，因此探

索疫源地、发现宿主动物对于早期诊断、防止疾病传

播有重要的流行病学意义。我国部分地区已有蜱感

染A．声的证据¨7|，也从大兴安岭地区人血清中检

测出A．p抗体。81，但是迄今为止尚无宿主动物感染

A．p的相关报道。本文对东北林区鼠类A．声的感

染情况进行了调查，结果报告如下。

材料与方法

1．标本采集：于2005年4—7月从吉林(E130。
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35 7，N42。85 7)、黑龙江(E130。227，N46。49 7)及内蒙古

(E120。41 7，N49。177)林区捕鼠。现场进行鼠种鉴

定，并从所捕获的鼠体表检出寄生虫，分类计数。鼠

消毒后，无菌操作，取脏器冻存。带回实验室后短期

存放于一20℃冰箱备用。

2．标本处理及DNA提取：以无菌操作取野鼠

脾脏3 n，m×3 mm小块，用研磨器研碎，加蛋白酶K

消化液300肛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，2倍体积无水乙醇

沉淀，70％乙醇洗涤，沉淀干燥后，加50弘l TE溶

解，20℃贮存备用帕o。

3．PCR扩增方法：

(1)16S rRNA基因序列：引物GE9f，GElor，

Ehr521，GE2见参考文献[3，4]，此外设计引物

Anpl—R及3 17、扩增条件同GE9f～GE2(表1)。

表1 粒细胞埃立克体16s rRNA基因序列扩增引物

PCR产物用1．5％的琼脂糖凝胶电泳，凝胶成

像仪观察结果。为避免标本污染所造成的假阳性反

应，DNA模板提取、PcR反应体系配制、加样、扩增、

电泳及纯化均在不同的房间进行。配样移液器与加

样移液器也避免混用。

(2)“蛆基因PCR扩增：采用巢式PCR，外引

物为W1(5’一TGT TTT GGA GTG TGG AGA C．3 7)

和W2(5 7一GGT GAA CCA ATC TCA GCA A一3 7)，

内引物为N1(5 7一ATA TAG AAA ATC TGA TCG

G一3 7)和N2(5 7一CTC TAA GTT TGC GTC AGC一

3 7)，扩增产物目的片段大小为357 bp。反应体系：

94℃预变性5 min后，94℃30 s，52℃30 s，72℃

40 s，扩增25个循环；最后延伸7 min。取第l轮产

物1扯l为模板进行第2轮扩增，条件同上。

4．序列测定与分析：PCR产物用TaKaRa公司

提供的纯化试剂盒(DNA Fragment Purification Kit，

COde DV807A)纯化后，3730XL自动测序仪进行序

列测定。登陆美国国家生物技术信息中心网站

http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／，将测序结果与

GenBank中注册的序列进行比较。∥m基因核苷

酸序列用DNAstar生物软件转化成氨基酸后进行

序列比较。用Phylip软件及Tree View做∥以基

因核苷酸序列遗传发育树。

结 果

1．鼠类感染情况：共捕获野鼠276只。用16S

rRNA特异引物检测。从吉林林区捕获的102只鼠

中，大林姬鼠43只，阳性率6．98％；黑线姬鼠24只，

阳性率20．83％；小花鼠3只，1只阳性。此外还有

棕背鼠平23只，仓鼠、小家鼠各4只以及褐家鼠1只，

均为阴性。

黑龙江林区捕获的61只鼠中，棕背鼠平34只，大

林姬鼠和黑线姬鼠各13只，褐家鼠1只，除棕背秤

有1只阳性外，其余均为阴性。

内蒙古林区共捕获野鼠113只，其中黑线姬鼠

35只，莫氏田鼠35只，红背鼠平13只，褐家鼠11只，

黑线仓鼠6只，花鼠6只，大林姬鼠5只，棕背鼠平2

只，均为阴性(表2)。

表2 不同地区鼠脾脏粒细胞埃立克体16s rRNA检测结果

2．寄生蜱感染情况：吉林林区共检测鼠体表寄

生蜱69只，其中A．声检测阳性的鼠体表寄生蜱14

只，1只阳性(7。14％)，阴性鼠体表寄生蜱55只，1

只阳性(1．82％)，2只阳性蜱分别从黑线姬鼠和大

林姬鼠体表检获。吉林A．声检测阳性的9只鼠中，

7只鼠体表有寄生蜱，携带率77．78％；93只埃立克

体阴性鼠，22只携带寄生蜱，携带率23．66％。体表

携带寄生蜱的鼠感染A．声可能性比不携带的高

11．30倍，Fisher精确检验P=0．002。A．声阳性与

阴性鼠的体表寄生蜱的阳性率比较，用Fisher精确

检验，P=0．367，二者差异无统计学意义(表3)。

表3 吉林林区鼠体表寄生蜱粒细胞埃立克体感染率比较

注：经Fisher精确检验，阳性鼠哥生蜱与阴性鼠寄生蜱粒细胞埃

立克体感染率差异无统计学意义(P=O，367)

3．测序分析：

(1)16S rRNA测序：黑龙江、吉林林区动物样

品核苷酸序列(1442 bp)与吉林寄生蜱标本一样，命

名为Jilin—16S株。登陆GenBank注册，注册号
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DQ342324。同GenBank注册的A．声核苷酸序列

比较，与已报道的从内蒙古及黑龙江蜱中扩增的序

列(GenBank序列号AJ205140)完全一致。3 o。与我

国另一株AY079425及美国、瑞典、日本国家报道的

A．声对应序列有3～5个碱基不同，碱基差异主要

发生在76～85 bp位置及1083 bp位置(以u02521为

参照)，相似性97％～99％。

(2)∥以基因测序：将扩增产物纯化后测序，目

的片段为357 bp(GenBank注册号DQl60228)，与

GenBank注册序列比较，发现其与俄罗斯远东株

(AY339602)的痢以基因核苷酸序列最接近，仅相

差2个碱基，相似性为99％；与美国1602株

(AF304138)相差7个碱基，与美国其他株相差7～8

个碱基；与俄罗斯未定种的KhabIx株碱基差异较

大，有42个碱基不同，相似性仅为87％，进化树分

析如图1。

图1 吉林林区粒细胞埃立克体∥蚺基因

核苷酸序列进化树分析

将鲥组基因核苷酸序列用DNAstar生物软件

翻译成氨基酸序列，通过BLAST与GenBank注册

的不同种埃立克体氨基酸序列比较，相似性最近的

是由俄罗斯远东地区全沟硬蜱检测到的A．声

(AAP94123)，113个氨基酸中有1个不同，相似性

为99％；与已报道的A．声相似性在84％～99％之

间，与俄罗斯远东未定种的KhabIx株氨基酸相似

性为85％。

讨 论

A．力病的动物宿主尚未定论，一些研究结果表

明，野生鼠类、鹿和羊可能是人埃立克体病的主要动

物宿主。9，10 J。作为储存宿主需要它能将病原体传给

蜱，还能供相当比例的蜱吸食，以维持埃立克体在自

然界中“蜱一宿主动物”的循环。4。。本研究中吉林、黑

龙江林区鼠标本与鼠体表蜱标本扩增的A．声16S

rRNA片段相似性为100％，从分子流行病学的角度

证实鼠是我国北方地区A．p的宿主动物。

·
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彬以基因是编码三羧酸循环的一种酶，是几乎

所有生物体细胞中生成ATP的一个关键的调控因

子。它能从“种”的水平区分埃立克体。据报道目前

已成功的测出13个种埃立克体的∥阻基因，不同

种的埃立克体∥诅基因核苷酸序列一致性差异较

大，从49．7％～99．8％不等，而16S rRNA基因序列

两两比较的一致性高达83．5％～99．9％【11|。因此

∥诅基因序列的测定可以为我国A．声进化树的构

建提供有意义的信息。A．p的∥班基因检测在我

国尚无文献报道。本研究测定的鼠及蜱标本∥诅

基因核苷酸序列与俄罗斯远东株相似性最近，可能

因为吉林与俄罗斯远东地理位置接近，气候条件、宿

主动物相似。美国不同的几株A．声病原体的∥矾

基因序列未见差异，说明A．声病原体的存在可能

有一定的地区聚集性。

我国北方三省蜱感染A．声已得到证实，内蒙

古的大兴安岭地区从人血中扩增出A．声16S rRNA

基因。81。然而东北地区是否为A．力的疫源地还需

要深入研究该地区人群感染的情况，以及同一地区

蜱、动物、人群A．声感染的相关性。
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