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北京市农村人群及家畜嗜吞噬无形体
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【摘要】 目的调查北京市农村人群及家畜新发查菲埃立克体和嗜吞噬无形体感染状况。

方法按地理位置选择北京市西北(延庆)、东北(密云)及东南(通州)地区3个植被率较高的旅游

县(区)。按在册户籍随机以家庭为单位，调查并采集562人及90只山羊、71头牛和2只家犬血液

标本，按WHO推荐『日J接免疫荧光方法(1TlIFA)检测血清lgG抗体。动物血球提取DNA扩增无形

体16S rRNA基因并测序分析。结果人群查菲埃立克体和嗜吞噬无形体抗体阳性率分别为

16．5％和14．O％；山羊和牛嗜吞噬无形体抗体阳性率分别为2．3％和O；2只家犬未检测到相应抗

体。山羊、牛无形体16S rRNA扩增阳性率分别为48．9％和23．9％。16S rRNA序列(228bp)分析显

示，3类优势流行株无明显地理分布特征。结论北京市农村人群存在查菲埃立克体和嗜吞噬无

形体感染．调查地区家畜存在无形体感染。

【关键词l查菲埃立克体；嗜吞噬元形体；血清流行病学；间接免疫荧光方法
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人单核细胞埃立克体病(Ehrlichiosis)和人粒细

胞无形体病(Anaplasmosis)分别由查菲埃立克体

(Ehrlichia chaffeensis)和嗜吞噬无形体(Anaplasma

p胁印c伽加izum)引起的蜱传立克次体病“1。2006年

安徽省某医院发生无形体院内感染事件妇1。随后天

津地区农业高危人群血清抗体调查阳性率为8．8％，

并有逐年上升趋势D】。大量数据证实我国及周边国

家如日本、韩国等存在该病㈨]。我国学者已经从啮

齿动物及蜱中分离到嗜吞噬无形体【7】，新近有研究

在山东省胶州半岛发热患者中分离到该病原体。以

往资料显示北京市昌平地区从病原学上证实有蜱传

斑点热[8一】。因蜱传立克次体病缺乏典型临床表现，

易误诊，造成多器官受累，甚至死亡。为进一步调查

北京市农业地区是否存在新发蜱传埃立克体病及无

形体病，于2009年3—4月对延庆、密云和通州区

(县)进行人群及家畜感染状况调查。

材料与方法

1．调查地区及标本采集：本次调查按地理位置

选择高植被率的延庆、密云及通州区(县)。再按地理

位置选择3个自然乡镇。为使性别及年龄均衡，调

查设计以家庭为单位，按在册户籍，随机单双号抽

取，每调查点预计调查男、女各100人。调查对象资

料收集包括职业、性别、年龄、近1年内是否有发热、

皮疹等健康史以及蜱、螨、蚤等媒介叮咬史等。调查

点预计采集羊、牛及犬标本各50份。按调查户是否

饲养家畜及每户饲养不同种类家畜的数量，随机采

集5只羊、2头牛及1只犬。在兽医部门配合下，采

集家畜动物血液，分离血清用于抗体检测，血球提取

DNA检测无形体16S rRNA基因。标本当地一20℃

保存，后送中国疾病预防控制中心传染病预防控制

所无形体室检测。

2．血清抗体检测：按WHO推荐的微量间接免

疫荧光(mIFA)方法。查菲埃立克体抗原(Arkansas)

由美国疾病预防控制中心提供，嗜吞噬无形体抗原

(Webster)为美国Johns Hopkins大学医学院Js．

Dumler实验室惠赠。阳性血清为传染病预防控制

所无形体室使用标准菌株免疫家兔制备。

3．无形体16S rRNA基因扩增：动物血球DNA

提取采用Qiagen试剂盒按说明书进行。正常人血

DNA及无菌水按同样操作提取，作为阴性对照。嗜

吞噬无形体细胞培养物提取DNA作阳性对照。巢

式PCR扩增无形体16S rRNA基因“⋯。简述：一轮

PCR用夕}弓l物l(5’一TTG AGA GTT TGA TCC

TGG CTCAGAACG一3’)和2(5 7一CAC CTC TAC

ACTAGGAATTCC GCTATC一3’)各l¨l，DNA模

板10 u1，其他试剂按常规进行。反应条件为94℃预

变性5 min，40个循环包括94℃变性45 S，55℃退

火50 S，72℃延伸l rain，最后72℃总延伸5 min。

二轮PCR用无形体特异引物HGAl(5’一GTC GAA

CGG ATT ATT CTT Tp汀AGC TTG一3’)和HGA2

(5 7一TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC

TAC一3 7)，一轮产物1 m，条件同一轮反应，反应产物

用EB凝胶电泳观察并拍照。PCR产物直接送生物

工程(上海)有限公司测序。

4．统计学分析及遗传进化分析：采用Excel软

件进行人及动物血清抗体结果数据录入分析。

SAS 9．1软件统计分析阳性率。运用f检验确定阳

性率差异，P<0．05为差异有统计学意义。无形体

16S rRNA序列分析采用进化分析软件MeGA 4．0

完成。

结 果

1．调查点概况：本次调查点均为北京市重点旅

游区县，其中延庆、密云县均是三面环山，森林覆盖

率均达50％以上，水源充足，适合媒介蜱孳生。共调

查562人，年龄30—60岁。其中男性273人，平均年

龄50岁；女性289人，平均年龄49岁。调查对象均

为农村地区人群，主要从事农作物或果树种植及家

畜养殖业。在春夏蜱孳生高峰季节，日出家畜野外

自由放养，家畜体表多携带蜱虫。本次调查共采集

90只山羊、7l头牛和2只家犬血液标本。

2．人及家畜血清抗体检测：延庆、通州和密云3

个调查点人群嗜吞噬无形体血清抗体阳性率依次为

22．8％、17．5％和1．6％，平均为14．0％。各点间比较

(密云与延庆、密云与通州)阳性率差异有统计学意

义(均P<O，001)，而性别比较差异无统计学意义。

山羊血清抗体阳性率为2．3％，牛和犬未检测到相应

抗体。3个调查点人群查菲埃立克体抗体阳性率分

别为4．6％、12．6％和32．5％，平均16．5％。各点间比

较(延庆与密云、通州与密云)阳性率差异有统计学

意义(均P<O．001)，而性别比较差异无统计学意义。

3．病原体地理分布特征：本次调查人群查菲埃

立克体与嗜吞噬无形体抗体阳性率存在明显地理分

布特征。2种病原体在延庆和密云县人群血清流行

率的差异有统计学意义(均P<0．001)。延庆县人群

嗜吞噬无形体感染率明显高于密云县，而密云县人

群查菲埃立克体感染明显高于延庆县，通州区2种
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病原体阳性率的差异无统计学意义(P=O．117)。

4．16S rRNA基因扩增及序列分析：本次调查山

羊、牛及家犬无形体16S rRNA基因PCR阳性率分

别为48．9％(44／90)、23．9％(17／71)和0(0／2)。对测

序成功的63条16S rRNA基因部分序列(228 bp)递

交GenBank，并将本研究检出序列与我国其他地区

检出序列及GenBank中世界各地无形体相应序列进

行同源比较及聚类分析，发现本调查的嗜吞噬无形

体16S rRNA基因存在较大变异性，主要分为3群变

异株(图I)。I群以密云县山羊BJ．MY-HGA．S12

株为代表，检出率为21．5％，山东省胶州半岛长角血

蜱检出的序列SD．LZ．HGA—T2和SD．LZ．HGA．T36

与该群归为一类。目前还未检测到100％同源序列，

而与浙江省山羊检出序列(HM595732)、中国西南

地区牛(FJl69957)、山羊(FJ389577)及韩国Jeju岛

长角血蜱检出序列99％同源。Ⅱ群以BJ—MY-

HGA—s4为代表，检出率为4．8％。该序列与我国

2006年安徽省某医院无形体院内感染患者检出序

列(EF211110)以及2007年山东省沂源地区发热无

形体患者检出序列(EU982709)100％同源。虽然检

出率不高，但在我国周边国家如日本野鹿

(AB454076)、南非犬(AY570540)及韩国长角血蜱

(AF470699)均检测到100％同源序列。Ⅲ群为本次

调查检出率最高(52．4％)，在调查的3个区县的牛及

山羊中均有分布。我国东南地区(浙江省)山羊

(HM439432)、西南地区山羊(FJ389576、EU709493)

中均有较高检出率。此外，在日本野鹿(AB454075、

AB211164)中也有较高检出率。除了上述3种优势

群外，本实验还检出22个相对独立变异株。

讨 论

立克次体在分类上主要归属为传统的立克次体

科，如恙虫病东方体属的恙虫病东方体、立克次体属

中的斑点热群立克次体及斑疹伤寒群立克次体；另

一大类是近年世界范围内新发的立克次体病原体如

引起无形体病的嗜吞噬无形体及引起埃立克体病的

查菲埃立克体等。目前美国疾病预防控制中心已经

将这3种列为法定传染病，而在我国该疾病还未归

类法定传染病管理，无论在临床上，还是公共卫生及

民众对其仍缺乏认识。以往资料证实，北京地区存

在西伯利亚立克次体引起的北亚蜱传斑点热“1。本

次是在北京市3个旅游区(县)首次开展的流行病学

调查，结果证实农业人群普遍存在查菲埃立克体和

嗜吞噬无形体感染，人群血清抗体阳性率分别为

44删1 BJ-．MYMY-．HH歇涮14’ }I群
33l sD上z·H ‘(5) I．GA．T2
rt sD—Lz—HGA—T36 J

37 l L BJ—MY．HGA．s61dE龋l 95j

SD-LZ-HGA-T焉1(1 3’)n群
L-BJ-TZ-HGA—S5

一BJ．MY．HGA-$28
r—BJ．TZ．HGA．034
l lBJ—YQ—HGA—03
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l卜BJ-TZ-HGA-$25
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Ⅲ群

EF032655 alpha pmteobactertum
SepB-6 16S rRNA

注：蓝体字为本次调查检出序列；红体字为2006年安徽省院内

感染患者序列(EF211110)及2007年山东省患者检出序列

(EU982709)；粉体字为山东省莱州地区蜱检出序列。序列组成分

别为调查或城市拼音首字母缩写；调查地区拼音首字母缩写；病原

体英文首字母缩写和调查动物英文首字母缩写+序列编号+(本

次调查检出的1∞％同源序列数量)；EF032655为构建进化树参比

序列

图1北京市3个调查点家畜动物嗜吞噬无形体

16S rRNA基因聚类分析

16．5％和14．0％，其无形体感染率高于2006年天津地

区调查结果(8．8％)D]，而相对低于北美流行地区人

群阳性率(15％一36％)“1‘”]。

本调查发现2种病原体人群抗体阳性率存在地

区分布差异，嗜吞噬无形体主要分布在延庆和通州

地区，而查菲埃立克体主要分布在密云和通州地

区。同一调查地区，人群感染2种病原体存在明显

的负向分布特征。另值得注意的是作为人兽共患

病，尽管人群嗜吞噬无形体IgG抗体阳性率明显存

在(14．0％)以及山羊血液DNA无形体16S rRNA基

因检出率平均高达48．9％，但山羊抗体阳性率却很

低(2．3％)，而牛未检测到相应抗体。推测人群及家

畜感染可能存在种属差异，或国外分离株与我国家

畜动物抗原表型存在差异。

嗜吞噬无形体16S rRNA基因序列分析显示，该

地区病原体存在明显变异性，共检出25种变异序

列，聚类分析后发现有3群，其中BJ．MY-HGA-S1为

代表流行株，3个地区动物中均有检出。同源分析

比较发现这一优势群在我国东南地区、西南地区山

羊中均有较高检出率，另在日本野鹿中也有较高检

出率。本调查中以BJ．MY-HGA．s4为代表的山羊序

列与我国安徽、山东省患者相应序列有100％同源。

因此，开展北京地区无形体病原学调查具有重要的
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公共卫生意义。

本次调查表明北京地区人群及家畜存在查菲埃

立克体和嗜吞噬无形体感染。应进一步开展其生态

学研究及媒介种类和宿主监测，尤其是嗜吞噬无形

体人畜共患优势流行株病原学研究对于新发蜱传立

克次体病防控具有重要指导意义。
(现场标本采集得到北京市通州区、延庆县和密云县疾病预防

控制中心相关人员及调查点乡镇卫生院相关部门防保人员的大力

支持与协助，深表感谢)
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