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长角血蜱和微小扇头蜱的形态
与分子生物学鉴定

覃新程田俊华王剑波卢昕孙强正金东周敦金徐建国张永振

·实验室研究·

【摘要】 目的建立鉴定长角血蜱和微小扇头蜱的形态学和分子生物学相结合的方法。

方法采集自湖北和河南省布尼亚新病毒疫区家养动物体表寄生的蜱及草丛、灌木中的蜱；先以

形态学鉴定，后用PCR方法扩增得到蜱的12S rDNA，测序后进行同源性和系统进化分析。结果

形态学方法鉴定采集到两种蜱：长角血蜱(Haemaphysalis longicornu)和微小扇头蜱(Rhipicephalus

microplus)。蜱的12S rDNA经克隆、测序，用PAUP 4．0软件构建系统发生树，湖北、河南省两种蜱

的12S rDNA序列分别与长角血蜱和微小扇头蜱聚类，与形态学鉴定结果～致。结论在传统形

态学分类的基础上结合分子生物学鉴定方法能更准确地鉴定蜱的种类。

【关键词】长角血蜱；微小扇头蜱；鉴定
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【Abstract】0bjective To establish a method combined morphology and molecular marker

for identifying Haemaphysalis longicornis and Rhipicephalu^microplus Methotis Ticks were collected

from domestic animals and wild environment i11 epidemic area of Hubei and Henan provinces where

cases of fevet with thrombocytopenia syndrome were prevalent We classified the ticks by

morphology characteristics before 12S rDNA of ticks were amplified by PCR and subsequently

sequenced Phylogenetic tree was constructed bv PAUP4 0 Results The ticks belonged to

Haemaphysalis longlcornis and Rhipicephalus microplus through observation and analysed by the

morphological characteristics ofthe ticks 12S rDNA was cloned and sequenced while data confirmed

the morphological identification of the results COHclusion The method based on morphology that

combined with molecular marker seemed a good method for the 1dentificaton ofticks
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蜱可以携带多种病原体，通过叮咬，吸食宿主动

物或人类的血液，传播疾病。蜱不但种类繁多、数量

庞大，且地理分布广泛。蜱的生物学分类系统经过

多次变更，至今沿用的分类体系仍将蜱类归为节肢

动物门，蛛形纲(Arachida)，蜱螨亚纲(Acari)，寄螨

总目(Parasitiformes)，蜱目(Ixodida)。蜱目又可分

为硬蜱科(Ixodidae)、软蜱科(Argasidae)和纳蜱科

(Nuttalliellidae)⋯。但对蜱的这种分类地位至今存

在不同的意见。到2008年为止，我国已发现的蜱可
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分为2科(6亚科)、10属、119种“1。

蜱是我国近年来重要新发传染病的传播媒介。

2006年安徽省出现由蜱传播的人无形体病疫情”1。

2007—2009年的春夏两季，桐柏山与大别山地区

(信阳、随州、黄冈等地)出现高热、白细胞减少、血

小板下降等不明原因的急性传染病；该病由于与人

无形体病临床症状有一定的相似性，曾被称为无形

体病；现场流行病学调查发现部分病例有蜱叮咬史，

个别病例就诊时体表还存在吸血的蜱，近期研究发

现该病是由蜱携带的新型布尼亚科病毒引起“】。为

了更好地认识蜱的生物学特性，方便开展病原学研

究，为疾病的预防控制提供依据，我们在河南与湖北

两省桐柏山和大别山地区开展了蜱的生物学研究，

并对该地区广泛存在的两种主要蜱的形态及分子生
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物学特征进行鉴定。

材料与方法

1．实验材料：2010年5—7月在湖北、河南省疫

区患者住所周围，用布旗法采集草地、灌木丛中的

蜱，用体表查捉法采集患者家及附近的家养动物

(牛、水牛、羊、犬、猫)体表(主要腋下、腹股沟、耳廓

等皮肤柔软处)寄生的蜱，发现有正在吸食或吸足血

液的蜱，用小镊子迅速地从皮肤上拔出，置5 ml采集

管内，塞入潮湿脱脂棉，盖紧，带回实验室进行形态

学分析。

2．蜱的形态学检查：

通过体视显微镜(XTZ一06上海光学仪器五厂)

观察蜱的头基形状、须肢、口下板、盾板、肛沟、气门

板、肛侧板、生殖孔等形态特征，根据分类检索表进

行形态学的分类”1。

3总DNA提取和PCR扩增；蜱的总DNA用

Qiagen公司的组织DNA提取试剂盒，按说明书操

作。将单只蜱加入180山的ALT溶液，用眼科剪将

蜱剪碎，加入20 ul的蛋白酶K，56℃水浴锅中孵育

2 h至蜱被完全消化后，取出加入200 u1的AL溶液

混匀，再加入200 ul无水乙醇，涡旋混匀，加入DNA

吸附柱，12 000 r／min离心，弃去液体，加入500 ul溶

液W1离心冲洗柱子，再加入500 ul溶液W2离心

冲洗柱子，加入200 ul洗脱液AE，12 000 r／min离

心1 min洗脱DNA，一20℃保存备用。

50 u1的PCR反应体系中包括10 Ixl 5×Buffer，

3“1(25 mmoL卫)MgCI：，3“l(2．5 mmol／L)dNTPs，上

下游引物(10 retool／L)各2．0 p1，模板DNA 2．0 u1，双

蒸水27．5／21，Taq酶O，5／11。PCR反应条件：94℃

预变性5 min；94℃变性15 s，51℃退火30 s，68℃

延伸30 s，5个循环；94℃变性15 s，53℃退火30 s，

70℃延伸30 s，25个循环；72℃延伸5 rain。扩增结

束后取5¨1的PCR产物于l O％琼脂糖凝胶中电泳

检查结果。上下游引物序列分别为T1B：5’～AAA

CTAGGATTAGATACCCT-37．T2A：5’一AATGAG

AGC GAC GGG CGATGT-3’％

4．PCR扩增产物的克隆及测序：用TaKaRa胶回

收试剂盒回收PCR产物，将纯化产物连接入

pMDl9一T载体，转化JMl09感受态细胞，蓝白斑筛

选阳性克隆后，每个片段挑取3个克隆，少量抽提阳

性质粒进行PCR检验。将扩增结果为阳性的重组

质粒送上海生工生物工程有限公司进行测序。

5．系统进化分析：将测定的核酸序列用

DNAStar软件的SeqMan进行人工辅助校对，再利用

MegAlign软件进行同源性比较，用PAUP 4．0软件以

邻位相连法(neighbor．joining method)构建系统发生

树。GenBank获得蜱类的相应序列见表1。

结 果

1．调查点地理概况：在河南省信阳与湖北省随

州、孝感、黄岗等地的山区丘陵地带采集蜱。该地区

主要有大别山和桐柏山。在山脉的南北两侧，地势

逐渐降低，以低矮的丘陵为主。该地区为亚热带季

风气候，四季分明、日照充足、无霜期长，降雨充沛，

年平均气温在15℃以上。温暖的气候条件及其地

貌特点，形成了良好的生态环境，是动植物栖息繁衍

的理想场地。

表1用于同源性分析的12S rDNA序列及来源
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2．蜱形态学分类及其特征：本次调查湖北、河南

两省15个乡镇的19个村，在患者所在村的牛、羊、

犬、猫等宿主动物体表及村里草地、茶园等自然环境

中捕蜱，共采集6000多只蜱。经鉴定，发现这些蜱

可分为两类(图1)，形态学特征与长角血蜱和微小

牛蜱较接近。微小牛蜱原属于牛蜱属，现已成为扇

头蜱属的一个亚属”1⋯，改为微小扇头蜱。长角血蜱

隶属于硬蜱科，血蜱亚科，血蜱属；微小扇头蜱隶属

于硬蜱科扇头蜱亚科，扇头蜱属。两种蜱成虫个体

大小未吸血时差别不大，形态上最突出的特征是长

角血蜱假头基为矩形，微小扇头蜱为六角形。该两

种蜱的形态特征与陆宝麟和吴厚永“1描述的特征对

比见表2。检索表中长角血蜱的主要形态学特征描

述较为详细，此次采集到的其中一种蜱与检索表描

述十分接近；而对微小扇头蜱的形态学特征描述较

少，因此不易准确鉴定微小扇头蜱。若蜱和幼蜱基

本无鉴定特征，因此需要分子生物学鉴定方法确证。

长角血蜱雄蜱 微小扇头蜱雌蜱

图1湖北、河南省调查点捕获的蜱

3．PCR扩增：采用根据多种节肢动物12S rDNA

序列同源区设计的通用引物扩增蜱线粒体12S

rDNA，PCR扩增产物经1．0％琼脂糖凝胶电泳后，长

角血蜱和微小扇头蜱均扩增到预期360 bp的12S

rDNA目的片段(图2)。

注：1—5：长角血蜱；6～10：微小扇头蜱；M：分子量标记

图2调查点捕获蜱的12S rDNA电泳结果

4．12S rDNA序列的同源性分析：在湖北、河南

省采集的蜱样品中，各选取1条长角血蜱与微小扇

头蜱的12S rDNA序列，用MegAlign分析发现，序列

的保守性和分歧度差异较大(表3)。本次采集长角

血蜱12S rDNA序列与已知长角血蜱的同源性最高

(分别为91．5％和92．1％)，与其他血蜱属的同源性在

84．9％～89．4％、分歧度在10．1％～12．1％之间，与扇

头蜱属、硬蜱属和锐缘蜱属的同源性均不足83．9％；

而微小扇头蜱与已知微小扇头蜱的同源性最高，达

到98．0％，与其他扇头蜱属序列问同源性在90．0％～

90 5％、分歧度在1．8％一4．2％之间。湖北省长角血

蜱和微小扇头蜱之间的同源性为83．9％，河南省长

角血蜱和微小扇头蜱之间的同源性为83．1％。

5．12S rDNA序列的系统进化分析：根据两省已

查明蜱的种类及其分布，从GenBank中选取已知相

应蜱的12S rDNA序列，用PAUP4．0软件，以邻位相

连法构建系统发生树(图3)，进一步鉴定该两种蜱，

以及与已知蜱的进化关系。从图3可见，此次采集

的长角血蜱和微小扇头蜱都分别与已知的长角血蜱

和微小扇头蜱各分在一个分支，同一属蜱均能很好

地聚类，说明分子生物学的鉴定结果与形态学鉴定

表2调查点捕获的蜱标本形态学特征与检索表描述特征对比

形态

特征

长角血蜱 微小扇头蜱

雄 雌 雄 雌

检索表 标本 检索表 标本 检索表 标本 检索表 标本

颜色 一 黄褐色 暗褐色 浅褐色

须肢 前窄后宽，第向外中度突出， 第3节背缘第3节背后缘有很短，第2 3节
2节外角突出成钝角 有三角刺突短刺，腹刺长 有横脊

一

假头基矩形 矩形，两侧缘平行， 矩形 矩形，基突短小六角形 假头基六角形，
基突大，三角形 基突短

盾板 近似圆形， 约长卵形 近似圆形， 亚圆形 较窄，完全覆盖
中部最宽 中部最宽 躯体

气门板未见描述 卵圆形 未见描述 约呈“D”字形． 长圆形，稍短
背突短钝

爪垫 未见描述 较长，超过爪2／3 未见描述 中等，达爪的2／3 较短

距 未见描述 基节I内距长， 未见描述 基节I内距长．

锥形 锥形

尾突 一 一 一体后缘具尾突尾突明显，三角形

一 浅赤褐色

很短，第2 3节短粗

有横脊

六角形．基突
一

很短

长大于宽

长圆形

一 短，不足爪1／2

基节I有2个距基节I距裂
较宽，2距粗短

一 无尾突
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表3湖北、河南省长角血蜱和微小扇头蜱与其他蜱12S rDNA同源性和分歧度(％)

注：黑体字表示同源性，白体字表示分歧度
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图3湖北、河南省调查点捕获蜱与其他蜱12S rDNA

部分序列构建系统发生树

结果相吻合。在血蜱属中长角血蜱和刻点血蜱的亲

缘关系比与褐黄血蜱的关系近。在扇头蜱属中，湖

北、河南省的微小扇头蜱与邻国印度的聚在一个小

分支，与印度尼西亚和南非的关系较远。长角血蜱

和扇头蜱属的亲缘关系，与硬蜱属和锐缘蜱属的关

系较远。

讨 论

蜱的传统形态学分类方法不但需要研究人员具

备丰富的媒介动物知识及现场工作经验，有时甚至

需要借助高倍解剖镜才能看清某些分类特征，且还

要对照参考书检索鉴定。如不具备蜱分类知识而要

准确地从形态鉴定蜱的种属其难度较大。尤其是若

蜱和幼蜱的分类特征不明显，容易混淆造成分类不

准确。近年来国外学者采用分析线粒体12S和16S

rDNA序列”19。“、线粒体CO I和COⅡ序列以及ITS

DNA序列“1。“1，或将形态学特征数据与各种DNA分

子序列综合数据相结合等方法m1”，，进行蜱的系统分

类学研究。与传统形态学分类方法相比，分子生物

学鉴定不但分类更加准确，且增加了对蜱的系统发

生及其进化关系的认识，更有助于对世界范围内蜱

的有效属和有效种的重新厘定。我国在此方面的工

作还较落后，GenBank数据库几乎查不到国内学者

提交的国内蜱的分子生物学标记序列。本研究构建

的系统发生树所用序列均来自国外数据。到目前为

止我国蜱类的数量和种类也没有一个完全准确的统

计，其中原因就包括缺乏分子生物学证据以证实某

些种的分类是否有效。本研究中采用传统形态鉴定

方法对两种蜱的鉴定结果与分子生物学方法的鉴定

结果一致，但采用PCR扩增线粒体12S rDNA序列，

构建系统发生树，不但鉴定结果更加精准，而且揭示

了我国这两种蜱与已知国外蜱的进化关系。因此，

今后我国在努力加深蜱形态学分类学知识的同时，

更应开展蜱的分子生物学分类研究，不但有助于研

究我国蜱的生物学多样性、进化关系，提高在蜱系统

分类学研究工作的国际地位，也有助于查清蜱所携

带的病原体，为我国无形体病、新型布尼亚病毒病及

其他新发传染病的预防控制提供依据。

本研究中不论是草地上还是羊、牛等家畜或家

院的猫、犬体表均只有两种蜱，说明湖北与河南两

省交界地区蜱的优势种为长角血蜱和微小扇头

蜱。现有资料表明除河南、湖北两省外，该两种蜱
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在我国的分布极为广泛，长角血蜱在全国19个省

(不包括直辖市)有分布，而微小扇头蜱在全国23

个省有分布n6’”]。动物源性的病原体一般与宿主

动物问存在一定的对应关系”⋯。因此在河南、湖北

省交界地区发现的新型布尼亚病毒可能也存在于

其他省份。

近年来随着我国实施退耕还林等改善生态环

境的重大决策，林草植被增加，原先一些生态遭破

坏的山坡逐渐恢复了林地景观，野生动物的种群结

构也得以改善，密度也有所增加。这些生态条件的

改变为蜱等媒介动物生长与繁殖提供了有利生

境。另外，我国南方农村的房屋散布在山坳、山坡，

与自然环境融为一体无明显界限，散养的动物既可

被村子周围的蜱叮咬，也可与野生动物接触把蜱携

带到住户家附近，导致了近年来暴发许多蜱传播的

新发传染病。因此有必要在我国对蜱等生物媒介、

宿主动物及其病原体进行系统的生态与分子流行

病学研究。
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