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新疆和硕地区荒漠景观中无形体感染的
流行病学调查

张桂林孙响赵焱刘晓明 郑重 孙毅刘然

【摘要】 目的明确无形体病在新疆南部和硕地区人群、山羊与媒介蜱种群中流行状况，探

明该地区无形体种属多样性。方法采集当地健康人和山羊的血液样本，捕捉蜱样本；利用间接免

疫荧光方法检测血清无形体特异性IgG抗体；通过巢式PCR方法检测无形体16S rDNA基因片段，

通过序列比对分析确定无形体种属特征。结果和硕地区农牧民、山羊血清中无形体特异性IgG抗

体阳性率分别为43．31％(55／127)和27．50％(55／200)；采集获得蜱共367只，包括3属4种，其中主要

为亚洲璃眼蜱(47．41％)和短小扇头蜱(37．60％)；蜱、羊血样本无形体核酸阳性率分别为5．00％(18／

360)和4．49％(7／156)，人血中未检出无形体；序列测定与比对分析表明，阳性扩增序列与嗜吞噬细

胞无形体(Gu046565、GU064897、ABl96721)同源性最高，分别为99．2％、99．5％和99．5％，与中央无

形体16s rDNA(Gu064903)序列一致，同源性为99．2％。结论新疆和硕地区荒漠景观中存在人嗜

吞噬细胞无形体与中央无形体的流行，并可能通过亚洲璃眼蜱与短小扇头蜱传播。
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【Abstract】 Objeetive To study the prevalence of Anaplasmosis among human，domestic

sheep and tick population in Heshuo area，southern Xinjiang and to investigate the diversity of

Anaplasma species．Methods Ticks were captured from wild field and blood samples were collected

from healthy residents and their domestic sheep．Indirect fluorescent assay was carried out to

determine the presence of Anaplasma specific IgG antibodies in blood sample of human and goats，

respectively．Nested PCR and sequence alignment of Anaplasma partial 1 6S rDNA were used to

investigate the diversity of Anaplasma species．Results 43．3l％(55／127)of human beings and

27．50％(55／200)of the goats were found positive for Anaplasma specific IgG．In total，367 ticks were

captured．including 3 genus and 4 species．which mainly consisting of dominate Hyalomma(H)

asiatiClzm(47．41％)and Rhipicephalus(尺．)pumilio(37．60％)．5．00％(18／360)ofthe questing ticks

and 4．49％(7／156)of the goat blood samples were found to have had 16S rDNA，representing

Anaplasma sp．by nested PCR．but none was found from human beings．Results from sequencial

alignment revealed that the positive amplicons were identified to be Anaplasma phagocytophilum

(99．2％GU046565．99．5％GU064897 and 99．5％ABl96721)and Anaplasma central(99．2％

GU064903)．Conclusion Human and zoonotic anaplasmosis，which were probably transmitted by

H asiaticum and R．pumilio，were CO．circulating in the desert landscape of Heshuo area，xinjiang．
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·现场iY-舌J查·

主要通过硬蜱属(Ixodes)节肢动物叮咬引起人畜共

患病。无形体属广泛分布于亚欧大陆，其中俄罗斯远

东地区是无形体重要的疫源地_11 2；。有研究表明我国

各地人群中无形体特异性抗体阳性率约为2．77％～

26．7％口]，提示该病在我国有广泛流行。近些年我国

东北、华中、华南等多个地区陆续发现无形体病疫源

地n'“，其媒介包括全沟硬蜱(，．persulcatus)、森林革
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蜱(D．silvarum)、草原革蜱(D．nuttalli)、嗜群血蜱

(H concinna)、长角血蜱(tt．10ngicornis)及残缘璃眼

蜱(H detritum)等。我国新疆地区生态景观复杂，气

候类型多样，蜱种类繁多。范德生等№3从伊犁地区

全沟硬蜱中检出嗜吞噬细胞无形体；孟庆玲等n 3在

新疆北部古尔班通古特沙漠调查发现亚洲璃眼蜱

(H asiaticum)等荒漠蜱种中检出边缘无形体、绵羊

无形体等。提示新疆地区亦存在无形体属病原流

行，且优势媒介蜱种和已知蜱传疾病谱与我国其他

地区存在明显差异。目前对新疆南部荒漠地区无形

体病的流行状况尚不清楚。为此本研究选择新疆南

部和硕地区作为研究现场，通过血清学和分子生物

学方法对畜牧业从业者、家畜羊以及蜱种群进行无

形体流行病学调查。

材料与方法

1．研究现场生态景观特征：新疆和硕县位于东

经86037’～88。227，北纬41。25 7～42047’，地处新疆

中部，天山中段南麓，焉耆盆地东北部，是南、北、东

疆的交汇点。该地属暖温带大陆性干旱气候，分北

部山区、南部山区和中部平原三个不同的气候区，以

荒漠、半荒漠景观为主。全县辖6乡1镇，均以农牧

业为主。本研究调查地点包括特吾里克镇的清水河

农场、乌什塔拉乡、乃仁克尔乡、曲惠乡、塔哈其乡和

新塔热乡。其中清水河农场、乌什塔拉乡、曲惠乡、

塔哈其乡均位于中部平原地区，主要为荒漠半荒漠

及戈壁绿洲生境，新塔热乡靠近博斯腾湖，为草地或

半荒漠草地生境，乃仁克尔乡位于南天山山区，气候

属于暖温带山地气候，为山地草原生境。

2．调查对象及标本采集：2009年及2010年3—4

月在和硕地区通过人诱法和家畜体表检法收集蜱标

本，并根据蜱形态学特征进行分类鉴定；选定蜱危害

地区农牧业从业者或与蜱接触高风险人群以及羊分

别抽取静脉血5 ml，离心获得血清，分装后于一20℃

冷藏备用。采集人血液样本时，告知研究目的并按

要求填写登记表，详细记录被采集者的居住地、年

龄、性别、民族、职业、蜱叮咬史等。

3．研究方法：

(1)间接免疫荧光法(IFA)检测：利用IFA检测

人、羊血清中人无形体IgG抗体。血清用磷酸缓冲

液(PBS)按倍比稀释依次至1：32、1：64、1：128。

荧光二抗使用1：200稀释的FITC标记抗人IgG抗

体、抗羊IgG抗体(中杉金桥生物试剂公司)。利用
荧光显微镜(Nikon ECLIPSE 80i)进行观察。无形

体抗原片、兔阳性血清由中国疾病预防控制中心传

染病预防控制所无形体研究室提供。IgG抗体阳性

参考值为≥1：64。

(2)核酸制备及扩增检测：置单只蜱于70％

(v厂V)乙醇浸泡15 min，利用灭菌去离子水漂洗3

次。研磨后利用DNA抽提试剂盒(TaKaRa)制备蜱

总DNA。利用基因组DNA抽提试剂盒(北京全式

金)制备人、山羊全血核酸。上述操作均按说明书方

法进行。

利用半巢式特异引物(GE9f：5 7一AAC GGA

TTA TTC TTT ATA AGC TTG CT-3 7与GElor：

5’一TTC CGT TAAGAA GGATCTAAT CTC C一3’。

Ehr521：57一TGT AGG CGG TTC GGT AAG TTA

AAG一3⋯8'引对细菌16S rDNA基因片段进行扩增，

PCR仪为Applied Biosystems公司，型号GeneAmp
PCR System 2700。扩增体系为25 ul，其中包括
12．5 ul 2×Taq聚合酶扩增预混液(北京天根生化公

司)，DNA模板5 ul，GE9f与Gelor引物(10 pmol／L)

各l ul，灭菌去离子水5．5 Hl。热扩增条件：94℃热

变性3 min，35轮热循环中，每轮94℃热变性30 S，

52℃退火30 S，72℃扩增45 S，最后72℃延伸

5 min。取5 ul扩增产物再利用GE9f与Ehr521对无

形体16S rDNA基因片段进行半巢式扩增，25 ul反

应体系与上述方法相同。除退火温度设为55℃，其

他扩增条件不变。每份阳性扩增产物交由上海英骏

公司进行双向测序。

(3)序列比对与同源性分析：利用Mega 5．05程

序Clustal—W方法进行比对分析。嗜吞噬细胞无形

体1 6S rDNA片段序列GenBank登录号为HQ872463、

GQ412338、DQ449948、 GU046565、 GU556622 7

ESU23038、HQ629916、JN558811、ABl96721、

HM366584与HQ872463。边缘无形体、羊无形体与

中央无形体1 6S rDNA片段序列GenBank登录号分

别为HM538192、JQ917893、JQ917897、AF309869与

GU064903。立氏立克次体1 6S rDNA片段序列设为

对照，GenBank登录号为RRUll021。Hesh一1、

Hesh一2、Hesh一3、Hesh一4与Hesh一5为本研究扩增获

得无形体特异I生16S rDNA片段。

4．统计学分析：利用SPSS 1 9．0软件进行统计分

析，结果通过z2检验确定组间、地区间阳性率差异，

P<0．05为差异有统计学意义。

结 果

1．蜱种群组成及其分布特征：在和硕县5个乡1
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个农场共采集蜱3属4种367只，主要为荒漠种类。

其中短小扇头蜱(R．pumilio)138只(37．60％)，分布在

清水河农场；亚洲璃眼蜱(H asiaticum)174只

(47．41％)，分布在清水河农场、乌什塔拉乡、乃仁克尔

乡、塔哈其乡和新塔热乡；图兰扇头蜱(R．turanicus)

数量较少，共采集14只(3．81％)，分布在清水河农

场；边缘革蜱(D．marginatus)41只(11．17％)，主要分

布在乃仁克尔乡。

2．血清流行病学调查：为进一步明确无形体病

IgG抗体在人群与牲畜间流行病学特征，利用IFA检

测人和山羊血清中无形体特异IgG抗体(表1)。采

集人血清标本共127份，其中阳性血清55份，阳性率

为43．31％。不同采集地点人群血清阳性率的差异

有统计学意义()[2=14．55，P=0．002)，其中新塔热、

乌什塔拉和乃仁克尔乡人群血清阳性率分别为

71．43％(20／28)、41．67％(10／24)和43．75％(14／32)，

曲惠乡最低为25．58％(11／43)。共采集山羊血标本

200份，检出阳性血清55份，阳性率为27．50％，不同

地点山羊血清阳性率的差异有统计学意义(x2=

15．51，P--0．004)，山羊血清阳性率以清水河农场最

高，为50．0％(19／38)，新塔热、曲惠、乌什塔拉和乃仁

克尔乡分别为12．82％(5／39)、28．20％(11／39)、

19．61％(10／51)、30．30％(10／33)。对调查人群按照

不同年龄、性别、民族、职业分组，血清阳性率结果见

表2。以每10岁为一年龄组，共分6组，各年龄组均

有感染。其中感染率最高的是40～49岁组，阳性率

为68．00％(17／25)；最低为<20岁组，主要是学生，

阳性率为24．00％(6／25)，各年龄组间阳性率的差异

无统计学意义(f=10．310，P=0．067)。男性阳性率

为43．01％(40／93)，女性为44．12％(15／34)，性别间阳

性率的差异无统计学意义(z2=0．012，P=0．911)。

汉族人群阳性率为42．30％(11／26)，哈萨克族为

41．67％(5112)，维吾尔族为43．82％(39／89)，不同民

族间感染率的差异无统计学意义()C2=0．085，P=

0．958)。根据人群蜱暴露概率，将牧民及农民定为

蜱接触机会较高的职业，其感染率为50．52％(49／

97)，机关工作人员、学生等室内工作人员定为蜱接

触机会较少的职业，感染率为20．00％(6／30)，不同职

业人群感染率的差异有统计学意义(Z2=8．690，P=

0．003)。

3．无形体16S rDNA核酸检测：利用PCR扩增

与测序对本次调查所采集的蜱样本进行无形体1 6S

rDNA检测。共检测蜱样本360只，其中18只呈无

形体16S rDNA扩增阳性条带(约400 bp)，总阳性率

-149·

表1新疆和硕地区不同采集点人群、山羊血清中

无形体IgG阳性率

注：同表1

表2新疆和硕地区人群无形体血清流行病学调查

为5．00％(18／360)。亚洲璃眼蜱、短小扇头蜱种群中

阳性率分别为4．79％(8／167)和7．25％(10／138)。图

兰扇头蜱、边缘革蜱种群未获得无形体核酸阳性扩

增结果。蜱种间无形体阳性率的差异无统计学意义

(Z2=0．69，P=0．406)。上述阳性扩增蜱种主要采集

于和硕县清水河农场，蜱种群阳性率为12．86％(18／

140)。本研究利用相同方法检测山羊血标本156

份，其中7份呈阳性，阳性率为4．49％(表3)。检测人

血标本90份，未检测出阳性。

表3新疆和硕地区不同采集点蜱和山羊中无形体
16S DNA扩增阳性率

注：分子为阳性数，分母为检测数

序列比对结果表明，阳性扩增产物中包含5种

无形体特异性基因片段Hesh一01(见=13)、02(n=
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5)、03(n=2)、04(n=5)与05(n=3)。序列同源分

析结果表明(图1)，Hesh一01和Hesh一02与韩国济州

岛鹿与长角血蜱体内中检出嗜吞噬细胞无形体16S

rDNA序列(GU046565、GU064897)同源性最高，分

别为99．2％和99．5％。Hesh一03序列与日本北海道

地区序列(ABl96721)同源性为99．5％。上述序列

分别从亚洲璃眼蜱(n=2)和羊(n=3)获得16S

rDNA片段。Hesh一04、Hesh一05序列与韩国济州岛

长角血蜱体内中检出中央无形体(A．centrale)16S

rDNA序列(GU064903)同源性最高(99．2％)。该序

列从短小扇头蜱(n一10)、亚洲璃眼蜱(n一6)和羊

(n=4)体内扩增获得。

讨 论

和硕地区位于新疆南部，具有独特的荒漠、半

荒漠化草地生态景观生态系统。本研究发现亚洲

璃眼蜱、短小扇头蜱为和硕地区优势蜱种，分布广

泛。其中亚洲璃眼蜱是新疆塔里木盆地边缘荒漠景

观中优势蜱种，是克里米亚一刚果出血热

(Crimean—Congo hemorrhagic fever)等多种蜱传疾病

传播的重要媒介n川。通过无形体16S rDNA检测，和

硕地区蜱、羊体内分别携带有嗜吞噬细胞无形体和

中央无形体。前者是引起人类粒细胞无形体病的病

原，在浙江、吉林、河南、湖北等地的蜱和啮齿动物体

内均有检出n1。”]。后者是主要对牛、羊等牲畜具有

亲嗜性，但致病力较弱，在一些欧洲国家作为活疫苗

供牲畜免疫n4I。本研究在新疆和硕地区发现中央

无形体，在国内尚属首次。其次，从无形体16S

rDNA序列比对仍可发现和硕地区的无形体流行株

与我国多地流行株均存在2～5个碱基的差异，与韩

国济州岛或与日本北海道地区流行株同源关系更

接近¨5'佑一。提示和硕地区存在无形体变种。

和硕地区人与牲畜血清无形体IgG抗体阳性率

偏高，提示普遍存在无形体隐性感染。目前无形体

血清学诊断方法均使用全菌抗原。多抗体识别表位

能保证菌体抗原在免疫学检测中灵敏度，但囿于与

无形体属其他成员可能发生的血清交叉反应n“，不

能保证与无形体种属反应的特异性。由于和硕地区

存在两种以上无形体的流行，故本研究血清学结果

中，抗体阳性率可能与嗜吞噬细胞无形体和中央无

形体所致感染均存在一定关系。

无形体菌体表面蛋白(MSP)与外膜蛋白是无形

体科细菌重要的抗原性物质，抗原一抗体反应特异性

更强。Santos等¨副通过噬菌体文库筛选获得牛无形

体MSP羧基端的保守短肽序列。Lai等口鲴利用血小

板型无形体(A platys)外膜蛋白作为抗原，与无形体
其他成员没有血清学交叉反应。上述研究提示无形

体种属抗原表位的发现能够转化为更加灵敏、特异

的血清学诊断方法。

综上所述，本研究表明以和硕地区为代表的新

疆荒漠景观存在无形体病的流行，并为该地区中蜱

传无形体病预防控制工作奠定基础。
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