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1～1l岁)经母罂传播途径感染的儿童BED—CEIA榆测阳性，

但从理论而言其检测结果应为阴性，是香为假肌|生还有待进

·步观察。
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2003年Kawahara等”从R本Mikura岛野生褐家鼠中分

离得到新埃立克体。在此之前，已有研究在荷兰蓖子硬蜱和

中国广州褐家鼠巾检测到相似的16S rRNA“3。2010年，瑞

士首次报道在1例患淋巴细胞白血病的发热患者血中检测

到米库尔新埃立克体16S rRNA基因“，之后德目2例严重发

热患者被确诊为米库尔新埃立克体感染”1。2008年在中国

浙江野生啮齿动物中也检测到米库尔新埃立克体16S rRNA

基因(GenBank登录号：HM439431)。本研究对浙江省动物

米库尔新埃立克体的自然感染状况及分子生物学特性进行

分析。

1材料与方法：

(1)调盎地点及动物标本采集：2008年在天台县丘陵低
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山田野捕获野鼠26只，其中黄毛鼠11只、礼鼠2只、黑线姬鼠

11H、褐家鼠2只。尤菌取1 cm×1 5 cm肝、脾标本；2009年

在天台县低山区农户采集放养牛尾静脉血标本3l份、放养

羊股静脉血标本13份；肝、脾和牛羊血标本均采用一198℃液

氮保存，运输：

(2)16S rRNA基冈PCR检测：采用大连宝生物公司

Universal Genomic DNA提取试剂盒提取月下、脾匀浆、牛羊血

液标本中的DNA，引物EC9：5’一TAC CTTGTTACGACT

T-3’和ECl2A：57一TGA TCC TGG CTC AGA ACG AAC

G一3 7作为巢式PCR反应的第一轮引物；Eh-outI：5‘一TTG

AGA GTT TGA TCC TGG CTC AGA ACG一3 7和Eh—out2：

5’一AGCGGAATTCCTAGTGTAGAGGTG一3’、N mF536：

5’一AAG GGC ATG TAG GCG GTT TA一3’和A R1495：

5’一CCC AAC CTT AAA TGG CTG CC一3’分别为第二轮引

物。采用宅生物公司PCR试剂，拶增程序为：第⋯轮PCR反

应，94℃4min；94℃30 s，551：30 s，72℃90 s，40个循

环。第二轮PCR反应，94℃4 rain；94℃30 s，55℃30 s，

72℃40 s，40个循环。PCR扩增产物送上海美季牛物技术

有限公司测序。

(3)统计学分析：序列通过GenBankBLAST比较分析，

并采用Mega4．0软件与GenBank已登录的国内外其他地区

的米库尔新埃立克体序列进行比对，采用邻接(NJ)法构建系

统进化树。

2结果：

(1)米库尔新埃立克体16S rRNA阳性率：26只野鼠中4

只检测到米库尔新埃市克体16S rDNA，总m一|牛率为

15 38％。其中黄毛鼠和黑线姬鼠各检出2只，阳性率为

1 8 2％(2／11)，社鼠和褐家鼠未检出。牛羊ⅡIL标本中均未检

出。4份阳性标本经Eh-outl w．Eh-out2引物进行PCR扩增．
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产物大小约为650 bp，其中2份川N．mF536 z“A R1495引

物进行PCR扩增．获得大约900 bp大小的片段．大小10引物

i殳计日标片段一致(罔I)

黜oo bp三
900 b口一

500b9一

}h+nu|h5 l-h．out2 N mF536雌A R1495

往：M：Marker：1．2为黄毛鼠：3．4为黑线躯鼠

图l 4份m陀标本水库尔新埃正觅体PCR扩增

(2)水库尔新埃●。克体16S rRNA遗传变异分析：4份阳

’陀标书650 bp和2份900 bp米库尔新埃芷克体I 6S rRNA片

段测市后拼接得到1329bp接近_』芒褴的16S rRNA基啉．命名

为ZJ02／2008株．NCBI登录号为HM439431。ZJ02／2008株序

列在NCBl进行BLAST比埘表Ⅱ』J，与水库尔新埃证兜体中国

r州Ratms株和口本的TK4456株同源性为100％ 系统进

化分析显示．水库尔新埃立克体16S’rRNA基因分为4个分

支(罔2)．4份日l性标本榆测到的米库尔新埃立克体属于分

支Ⅲ二ZJ02／2008株16S rRNA与浙江省以往检测到的

ZJ—HGA 3、ZJOI／2008、ZJ01／2009、ZJ02／2009、ZJ04／2009、

ZJ05／2009、ZJ06／2009株属于尤彤体科不同属，

3讨论：水库尔新埃立兜体的人类致病性最近爿。得到认

识，本研究证明同内野生啮街动物叶l存在米岸尔新埃立克体

感染，挺示存存米库尔新埃立克体的自然疫源地，野生啃齿

类动物可能为米库尔新埃立克体的储存宿主。

丑兜次体核酸榆i9|【l和基闲序列测定是立克次体感染诊

断和遗传变异研究的方法，系统进化分析表明．米库尔新埃

立克体16S rRNA基闪初步分为4个分支．只有分支Ⅱ已明

确与人类疾病相父，从进化历史来肴．分支m发乍较晚。依

据16S rRNA基刚，本研究榆测到的米库尔新埃立克体株和

广州发现的一样，属于基凼分支Ⅲ．携带动物包括褐家鼠、黄

毛鼠和黑线姬鼠．目前在日本和叶1困都没有确诊的人感染病

例发现。俄罗斯远东地Ii半岛硬蜱和啮齿动物中米岸尔新

埃立克体16S rRNA基l矧分布在分支I，与分支Ⅱ距离较

近。米库尔新埃立克体感染的潜在危害很大，有必要了解我

国米库尔新埃立兜体的宿主范崮、地K分布．进行不明原因

发热患者米库尔新埃立克体基因箍定，调查不明原因发热患
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注：‘浙江种株；6广州、厶南种株

图2米库尔新埃立克体16S rRNA基闲的系统进化树

者和正常人群的血清流行病学，确定米库尔新埃立克体巾I删

种株对人的致病性。

参考文献

1]Kawahara M，Rikihisa Y．1sogai E．ct al Uhrastructure and

phylogenetic analysis of’＆一mfw Neoehrlichia mikurensiJ’in

the lhmily Anaplasmataceae．1solated f如m wild rats and f。und m

Ixodes⋯fⅢticks Int J Syst EvoI Microbi01．2004．54：1837一

1843

2 Sehouls LM．Van De Po[I．Rijpkema SG．et al Detection and

identification of Ehrl&hia．Borrelia burg&,咖ri sensu lato．and

Banonella species ln Dutch Ixo如s Finew￡f“ticks J CIm Microbi01．

1999．37：2215—2222

3j Pan H．Liu S．Ma Y．et al Ehrlichia—like organism genetbundin

small mammals in the suburban district of Guangzhou of China

AnnNYAcadSeI．2003．990：】07一lll

4]Welinder-OIsson C．Kjellin E，Vaht K．et al First case of human

‘Candidaf唯Neoehrli(|hia mikuretuLI’lnfeclion In a febrile patient

with chronic lymphocytic leukemia J Clin Microbiol，2010．48：

1956一1959

5 J VOD Loewenich FD，Geil]diirfer W．Disque C．et al Detection of

‘Candidatm^eoehrlichia mikuremisl ln two patients with severe

febrile lllnesses：evidence for a European sequence variant J Clin

Microbi01．2010．48(7)：2630—2635

(收稿IfIllI：2012一04—20

(本文编辑：万土市)

￡毒{；；≯{v

{：{0

暑=；E；：E

鲁§S¨f

鲁呈{§宰享§|f『

I瓣镪

～

曩鬻

一隰伊～一

 


