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中国六省蜱中莱姆病螺旋体分离与鉴定

耿震侯学霞万康林郝琴

【摘要】 目的了解中国6省蜱中莱姆病螺旋体携带情况。方法在6省各选取2个采样点

捕蜱，采用病原分离培养和巢式PCR方法对蜱进行莱姆病螺旋体检测，通过基因测序确定分型。

结果 6省共采集到2200余只蜱，约1000只蜱用于病原分离培养，从吉林省长白县全沟硬蜱标本

中分离到13株螺旋体。从贵州省道真粒形硬蜱标本中分离到9株螺旋体。1255只蜱用于PCR检

测，从6省的蜱标本中检测到莱姆病螺旋体特异片段，其中吉林省(长白县27．08％、通化县

20．41％)、青海省(互助县25．06％、黄南县21．1l％)和贵州省(道真县25．63％)蜱中莱姆病螺旋体阳

性率较高，山西省(垣曲县4．72％、交城县3．“％)蜱中莱姆病螺旋体阳性率较低。通过序列同源性

分析确定吉林、青海、甘肃和山西省蜱中莱姆病螺旋体基因型均为Borreliagarinii。贵州、湖南省

的基因型均为Borrelia valaisiana。结论6省蜱中均带有莱姆病螺旋体，且带菌率有差异；山西省

蜱中存在Borreliagarinii型莱姆病螺旋体，湖南省蜱中存在Borreliavalaisiana型莱姆病螺旋体。
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【Abstract】Objective To understand the carrying status of Borrelia burgdo咖eri in ticks from

the mountain areas from six representative provinces，including Jilin，Shanxi，Gansu，Qinghai，

Guizhou and Hun觚in China．Methods Flagging and trapping methotis were used to collect ticks in

forest area and culture medilllll was used to isolate the pathogen．Nested-PCR Was used to detect the

germ-carrying rate of tieks．Resuits More tllan 2200 ticks from six representative provinces were

collected and 1000 tieks were used to isolate the pathogen．13 Lyme disease spirochetes from ixodes

persuicatus in Changbai．Jilin province and 9 Lyme disease spirochetes from ixodes granulatus in

Daozhen．Guizhou province were identified．There were 1255 ticks used for PCR testing．Specific

fragments of the Borrelia burgdooCeri in ticks were found from the six representative provinces in

China．111e cartier rate Was higher in Jilin(Changbai 27．08％。TotIgbua 20．41％)，Qinghai(Huzhu

25．06％。Huangnan 21．1l％)and Guizhou(Daozhen 25．63％)，than in Shanxi(Yuanqu 4．72％，

Jiaocheng 3．64％)．Result from the sequence analysis showed that the genotype belong to Borrelia

garinii in Jilin．Qinghai，Gansu，Shanxi provinces but Borrelm valaisiana in Guizhou and Hunan

provinces．Condusion Our data showed that there existed Lyme disease spirochetes in a11 the six

representative provinces in China，but the carriying rates of ticks were different．Borrelia garinii Was

found in Shanxi province。and Borrelm valaisiana in Hunan province．
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莱姆病是一种由伯氏疏螺旋体(Borrelia

施倒p咖而)引起的人兽共患病⋯21。为了解中国莱姆
病螺旋体主要生物媒介蜱的带菌情况，本研究于
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·现场-王f-aJ查·

2006--2008年在吉林、山西、甘肃、青海、贵州、湖南

6省中各选取2个代表性调查点采集蜱，检测蜱中莱

姆病螺旋体的携带情况。

材料与方法

1．调查现场：选取近年来莱姆病发病率较高的

地区或某些尚未深入开展工作的地区，包括吉林省

长白县、通化县，山西省垣曲县、交城县，甘肃省迭部
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县、民乐县，青海省互助县、黄南县，贵州省道真县、

务川县，湖南省浏阳市、石门县共6个采集点进行蜱

的采集。

2．蜱的收集：在野外采用人工小时布旗法捕

蜱[3】，将采集到的蜱装到透气、有一定湿度的瓶中，

带回实验室进行鉴定。

3．莱姆病螺旋体分离培养：将蜱用无菌的蒸馏

水洗涤(去除蜱表面的灰尘和杂物)，滤干水后放入

75％乙醇中浸泡消毒30 min，然后用生理盐水及蒸

馏水各冲洗数遍，置于消毒滤纸上待干燥，每组5～

10只，放入组织研磨器中，加0．5 ml BskⅡ培养基，

研磨，吸取0．1 ml加入到含有5 ml BskⅡ培养基的小

试管中培养HJ。33 oC培养，培养后每周检查1～2

次，连续3个月培养为阴性则弃去。

4．蜱标本DNA模板制备【5』]：将采集的蜱标本

用75％乙醇浸泡消毒15 min；然后用0．叭mol／L、

pH值7．4的PBS洗3次，用滤纸吸干；将单只蜱放

入1．5 ml的离心管中，加入TE 50 pl；研碎后100℃

煮10 min(取出后放人冰箱冷却)；3000 r／min离心

3 min；取上清移人新Eppendorf中；置一20℃储存

备用。

5．巢式PCR扩增：根据参考文献[7]以伯氏疏

螺旋体5S～23S rRNA间隔区两侧基因高度保守区

合成内外2对引物进行PCR扩增。第一轮上游引

物：5’-CGACCTTCTTCGCCTTAAAGC一3’。下游

引物：5’一T_～A GCT GAC TAA TAC Tf～A TTA

CCC一3’；第二轮上游引物：5’一TCC TAG GCATTc

ACC朋rA一3’，下游引物：5’一GAG TTC GCG GGA

GA一37。第一轮反应体系50¨l，其中PCR预混液

25 Ill，上下引物各l pl，DNA模板3肛l，灭菌水20“l。

第二轮反应体系50¨l，其中PCR预混液25“l，上下

引物各l pl，DNA模板l¨l，灭菌水22 gl。PCR反应

条件设置为预变性94℃2 min，变性94℃45 s，退

火55℃45 s，延伸72℃45 s，35个循环，最后延伸

72℃5 min。扩增产物用1％琼脂糖凝胶电泳，EB

染色，紫外灯下观察结果，产物大小为250 bp。将阳

性PCR产物送上海生物工程有限公司测序，并利用

MegAlign软件进行聚类分析。

结 果

1．标本收集：中国6省山林地区共收集到蜱

2200余只，吉林、山西、甘肃、青海省以全沟硬蜱为

优势蜱种。贵州省以粒形硬蜱为优势蜱种，湖南省以

二棘血蜱为优势蜱种。1000只用分离培养的方法

检测莱姆病螺旋体，1255只用PCR方法检测莱姆病

螺旋体。

2．病原分离培养：吉林省长白全沟硬蜱标本中

莱姆病螺旋体阳性率为10．74％(13／121)，贵州省道

真粒形硬蜱标本中莱姆病螺旋体阳性率为6．47％(9／

139)，经莱姆病螺旋体OspA及41 kDa鞭毛蛋白单

克隆抗体鉴定为莱姆病螺旋体。

3．巢式PCR检测：6省蜱中莱姆病螺旋体检测

均得到250bp大小的片段，显示6省蜱中均存在莱

姆病螺旋体(图l、表1)。

注：M：100bpDNALadder；1：阳性对照；2：阴性对照；3—8分

别为吉林、山西、甘肃、青海、贵州、湖南省蜱标本；9：空白对照

图1中国6省蜱标本中莱姆病螺旋体的阳性

PCR产物电泳结果

表1 中国6省不同地区蜱标本莱姆病螺旋体PCR检测结果

调查点熟蒜‰ 调查点麓焉
吉林长白 144 39 27．08 青海黄南 90 19 21．1l

吉林通化 98 20 20．4l 贵州道真 160 41 25．63

山两垣曲 106 5 4．72 贵州务川 126 18 14．29

山西交城 110 4 3．64 湖南浏阳 67 8 11．90

甘肃迭部 85 lO 11．76 湖南石门 80 11 13．75

甘肃民乐 72 8 11．11
合计 1255 211 16．81

青海互助 117 28 25．06

4．同源性分析：随机从各省蜱中莱姆病螺旋体

PCR阳性产物中挑选1份进行测序，序列用

MegAlign软件进行聚类分析。结果显示，贵州省蜱

中莱姆病螺旋体序列GZtickl．seq和湖南省蜱中莱

姆病螺旋体序列HNfickl．seq与Borrelia valaisiana基

因型标准菌株UK的序列较为接近；而吉林、青海、

甘肃和山西省的蜱中莱姆病螺旋体序列与Borrelia

garinii基因型标准菌株20047的序列较为接近(图

2)。本研究第一次在湖南省蜱中发现Borrelia

vala括iana型莱姆病螺旋体、在山西省蜱中发现

Borrelia garinii型莱姆病螺旋体。

讨 论

通过巢式PCR方法从6省不同地区检测到莱姆
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JLtickl．seq
SXtickl seq

QHtickl．seq
GStickl．seq
20047 seq

HNtickl．seq
GZtickl．seq

UK．seq
B3I．seq

VS461．seq

8 6 4 2 0

核苷酸序列(×100)

图2中国6省莱姆病螺旋体阳性PCR产物序列的

进化树分析

病螺旋体的特异片段，吉林、青海和贵州省山林地

区蜱的带菌率最高，不同地区地理环境及气候条件

差异会影响蜱的种类¨·引，而莱姆病带菌率主要受

蜱种差异的影响，不同蜱种携带的莱姆病螺旋体不

同¨引。经比对显示，吉林、青海、甘肃和山西省存在

Borrelia garinii基因型，贵州和湖南省存在Borrelia

valaisiana基因型。吉林、贵州、甘肃、湖南省的莱姆

病螺旋体基因型同已报道的莱姆病螺旋体基因型相

符n“他]。山西和湖南省是第一次对蜱中莱姆病螺旋

体进行检测，发现山西省存在Borreliagarinii基因型

螺旋体，湖南省存在Borrelia valaisiana基因型螺旋

体，本研究可以为当地莱姆病疫源地的发现和研究

提供证据，但由于本研究是从6省各选取2个调查点

采样，尚不能代表全省的情况。
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