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新疆夏尔希里自然保护区蜱传脑炎
疫源地调查

张桂林刘然孙响郑呖刘晓明 赵焱 党荣理刘栓奎

夏晶郑重杨银辉

【摘要】 目的调查新疆北部夏尔希里地区蜱传脑炎(TBE)疫源地特征，分离鉴定蜱传脑炎

病毒(TBEV)。方法利用间接免疫荧光法对2011年春夏季出现的2例疑似病毒性脑炎患者及当

地健康人群检测TBEV特异性IgG抗体。调查当地蜱种群特征；通过蜱研磨液接种实验小鼠与细

胞分离培养TBEV；利用RT-PCR扩增检测病毒NSl基因片段，通过序列分析明确新分离毒株的系

统进化特征。结果在夏尔希里自然保护区TBE疫源地采集全沟硬蜱和森林革蜱共1760只，全

沟硬蜱为优势蜱种(87．5％)。2例疑似病毒性脑炎患者确诊为TBEV感染。当地健康人群中病毒

IgG血清阳性率为35．4％(23／65)。BALB／c小鼠接种蜱研磨液后，发病与死亡发生率分别为72．9％

(70／96)和55．7％(44／79)。从病死小鼠脑组织中扩增获得TBEV特异性条带。基于病毒NSl基因

序列的系统进化分析表明，TBEV新分离株属于远东亚型，与中国东北地区分离株、俄罗斯分离株

的同源性分别为99％和98％。结论首次发现新疆夏尔希里自然保护区存在TBE疫源地，病毒流

行株属于远东亚型，全沟硬蜱和森林革蜱是病毒传播的重要媒介。
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【Abstract】0bjective To investigate the recent emerged endemic region of tick·borne

encephalitis(TBE)regarding its natural reserves，in Charles Hilary，northern Xinjiang and to isolate

and characterize the viral geographic strain．Methods Using indirect fluorescent assay to detect tick-

borne encephalitis vires(TBEV)specific IgG antibodies from serum of local residents including 2

unconfirmed viral encephalitis patients in 20 11 spring-summer．Viruses were isolated from tick

samples by inoculating BALB／c mice and BHK一2 1 cells．For phylogenetic analysis．TBEV NS l gene

fragments were detected bv Rr-PCR and then subjected to sequence alignment．Results 1 760 ticks

were captured from the fields to have found that lxodes persuleatus were dominated among the tick

population．Two viral encephalitis patients were diagnosed as TBEV infection．In addition，35．4％(23／

65)local residents were detected positive for presence of TBEV specific—IgG antibodies in serum．

Atier inoculation．morbidity and mortality of BALB／c mice were 72．9％(70／96)and 55．7％(44／79)，

respectively．TBEV specific．fragments were amplified from brain tissue of dead mice and cells culture

supernatant．NS l sequence alignment showed that the viral isolates were clustered into TBEV far-

eastern sub-type，phylo-genetically，and were mostly close to the isolates from northeastern China

(99％)and Russian strain(98％)．Conclusion In this study，a new endemic loci of TBE was firstly
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described in Charles Hilary natural reserve，northern Xinjiang．TBEV geographic isolates belonged to

TBEV far-eastern subtype while lxodes persuleatus and Dermacentor silvarum played crucial roles for

disease transmition．

【Key words】Tick—borne encephalitis；Tick—bome encephalitis virus；Endemic foci

蜱传脑炎(tick—borne encephalitis，TBE)或称森

林脑炎，是蜱传脑炎病毒(tick．borne encephalitis

virus，TBEV)经蜱叮咬人、畜传播的急性传染病。

TBEV在分类学上属于黄病毒科黄病毒属

(Flaviviridae，Flavivirus)成员，根据血清学交叉反应

特性进一步归人蜱传黄病毒血清复合群，而与登革

1～4型病毒、日本脑炎病毒等蚊媒黄病毒相区别。

TBEV分布横贯亚欧大陆，根据地理分离株的基因

组序列变异性可分3个亚型，包括欧洲型、西伯利亚

型和远东型。不同亚型的病毒毒力差异大，欧洲亚

型和西伯利亚型的致死率分别为O．5％～2％和6％～

8％，而远东型致死率最高，为5％～20％”，2I。目前对

病毒毒力的差异还不十分清楚。

TBE疫源地在我国主要分布于东北和西北森

林地区[3'引，近年还发现云南、西藏地区也有TBE流

行b1。我国新疆北部山区森林覆盖率高，蜱种群丰

富。在20世纪90年代初期北天山与阿尔泰山一带

已确认为TBE疫源地，但流行病学和病原学等本底

信息并不十分完整。夏尔希里自然保护区(东经

81043’～82。18’，北纬45。07’～45023’)位于新疆博

尔塔拉蒙古自治州境内，地处阿拉套山南坡，与哈萨

克斯坦共和国交界。保护区生态地理景观主要为海

拔1300 m以下处为荒漠、半荒漠化草原，海拔

1300～1600 m为山地干旱草原，1600～2700 m为山

地森林，2700。3300 m为高山草甸哺]。保护区内人

类活动较少，以当地牧民与边防驻军为主。2011年

春夏季，保护区内曾出现2例高度疑似TBE患者，为

进一步明确TBE疫源特征，本研究通过病史调查，

TBEV特异性IgG抗体的血清学检测，媒介蜱种类密

度调查及病毒分离培养等，研究保护区内TBE的流

行情况。

对象与方法

1．研究对象、主要试剂及实验动物：蜱采自新疆

夏尔希里林地生态环境。人血清样本采自2例患者

及当地健康人群。TBEV抗原片、黄病毒属特异单

克隆抗体与TBEV单克隆抗体由军事医学科学院微

生物流行病研究所五所一室提供，异硫氰酸荧光素

(FITC)标记的兔抗人IgG抗体与山羊抗小鼠IgG抗

体均购于北京中杉金桥生物技术有限公司，RNeasy

试剂盒为德国QIAGEN公司产品，一步法RT-PCR

RNAPCR试剂盒为宝生物(大连)工程有限公司产

品。0．22 gm滤器为美国Pall公司产品，DMEM培养

基购自北京清大天一科技有限公司，胎牛血清购自

杭州四季青生物科技有限公司。BALB／c小鼠由新

疆医科大学实验动物中心提供。

2．间接免疫荧光法(IFA)TBEV抗体检测：利用

TBEV细胞培养抗原片进行IFA检测。待检血清按

l：10、1：20、l：40倍稀释，滴于抗原片孔中，37℃

孵育30 min，磷酸盐缓冲液漂洗3次，干燥后加人

1：200倍稀释的FITC标记兔抗人IgG抗体，37℃孵

育30 min，磷酸盐缓冲液漂洗3次。荧光信号通过

荧光显微镜(Nikon ECLIPSE 80i)观察。待检血清

稀释度≥1：20时观察到特异性荧光颗粒判定为

TBEV抗体阳性。

3．动物接种：①蜱样本处理：采用布旗法捕获活

蜱。蜱分类鉴定后按50—100只分组。每组蜱置于

75％乙醇中浸泡30 min，灭菌生理盐水漂洗3次，加

入1 ml磷酸盐缓冲液研磨破碎，3000 r／min离心收

集上清液，经0．22 gm滤器过滤除菌，按0．5 m1分

装，一70℃冷藏。②动物接种：按每只O．5 m挤0量腹

腔接种5～8周龄的BALB／c小鼠，每组接种3只。

接种后每日观察小鼠发病情况，连续观察15 d。第

一代小鼠处死后，取脑组织研磨液上清液继续接种

小鼠传代。

4．病毒细胞分离培养与IFA鉴定：①病毒细胞

分离培养：BHK一2l细胞(Baby hamster kiney一21)经

含10％(v／v)胎牛血清的DMEM培养基传代分种于

48孔细胞培养板37℃培养至长为单层细胞。每孑L

BHK一21细胞接种0．5 m1蜱组织研磨液，37℃培养

7～10 d。细胞反复冻融3次，按3000 r／min离心收

集细胞培养上清，按上述方法再次接种细胞，盲传三

代后观察细胞病变现象。@IFA鉴定：将20¨l病毒

感染细胞培养基悬液接种于抗原玻片孑L中，37℃过

夜培养，冰冻丙酮固定过夜，按同样步骤进行IFA鉴

定。一抗使用1：1000倍稀释的鼠源黄病毒属特异

mAb与TBEV mAb，二抗使用1：200倍稀释的FITC

标记的羊抗小鼠IgG抗体。
5．病毒RNA的反转录PCR检测：TBEVNSl基

因扩增引物设计参照文献[4]。上下游引物：
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NSl-F：GAG GTT TCC GAG TGG’IAI。GAC，

NSl—R：CGAGCAATG CAAGGACGACAAT(扩

增区域病毒基因组2529～3654 nt；预期长度约为

1100 bp)，引物由上海生工生物工程公司合成。按

RNeasy试剂盒说明书方法对400 ul细胞培养上清

液进行RNA提取，提取物溶于40 ul无核酸酶去离

子水，置于一70℃冷藏备用。按照一步法RT-PCR试

剂盒说明书操作，扩增体系为25¨l，其中包括5“l

上清RNA提取物，TBEV NSl特异正、反向引物

(10 gmol／L)各l ul。扩增条件：42℃反转录30 min；

94℃热变性4 min；35轮热循环中，每轮循环94℃

热变性30 S，58 cC退火30 S，72℃扩增1 min，最后

72℃延伸10 min。取5 ul扩增产物进行1％(m／v)琼

脂糖凝胶电泳鉴定。阳性扩增产物交上海生工生物

工程公司测序，利用DNAstar 7．0 SeqMan程序进行

序列比对。最后利用Mega 5．0程序聚类分析，以

Clustal—W算法构建TBEV系统发生树(Bootstrap=
1000)。

6．统计学分析：利用SPSS 1 9．0软件进行统计分

析，结果通过Z检验确定组间发病率及死亡率差异，
P<O．05为差异有统计学意义。

结 果

1．病例报告：

[病例1] 男性25岁，汉族，林区工作人员。

2011年5月14日起无诱因突然发热(39．3℃)，并间

断性发热12 d，伴全身不适，头痛头晕，恶心，颈项强

直，活动受限，脑膜刺激征阳性，手足抽搐。头颅M刚

检查提示左侧侧脑室扩大；脑脊液压力200 mm H：O，

白细胞300×106／L，蛋白66．1 me／L；血常规检查白细

胞12．7×109／L，中性粒细胞79．8％。患者回忆发病

前有蜱叮咬史与野生动物腐败尸体接触史。IFA诊

断结果表明，TBEV特异IgG>，1：800。根据我国职

业性森林脑炎诊断标准(GB Z88—2002)诊断为中度

TBE。

[病例2]男性23岁，汉族，与病例1为同事。

2011年6月9日出现头痛头晕，并持续发热10 d，体

温38～40℃，伴晕厥。患者回忆发病前有蜱叮咬史

与野生动物腐败尸体接触史。IFA法诊断结果表

明，TBEV特异IgG≥l：500。根据职业性森林脑炎

诊断标准(GB Z88—2002)诊断为轻度TBE。

2．TBEV IgG抗体诊断：为明确TBEV感染在当

地人群中的流行情况，采用IFA检测当地健康人群

血清TBEV特异IgG抗体，结果65人份血清中23人

阳性，阳性率为35．4％，其中男性22人(95．7％)，女性

1人(4．4％)，年龄20～34岁。上述人群职业为保护

区工作人员或牧民，均有蜱叮咬史。检测结果表明

当地人群普遍存在TBEV IgG抗体，提示存在既往

感染。

3．媒介蜱调查：2012年4—5月选择保护区海拔

1200～3000 rn荒漠草原、山地草原、针阔叶混交林

及中山森林草甸不同生境样地进行调查。采集获得

游离蜱2种共1760只，其中全沟硬蜱(Ixodes

persuleatus)1540只，占组成的87．5％；森林革蜱
(Dermacentor silvarum)220只，占组成的12．5％。媒

介蜱种群密度分别为37．6只lib时与5．4只／d,ft寸。全

沟硬蜱主要分布在海拔1400～1800 1TI针阔混交林

带，栖息生境为混交林间灌丛，特别是林间灌丛的兽

道上分布较多。森林革蜱主要分布在海拔1400～

1800 In处森林草甸，栖息生境为山地阳坡草丛。也

有两种蜱共栖一处现象。

4．实验小鼠接种：为初步对蜱传病原进行分离

培养，分别将15组(n=100)全沟硬蜱、2组(n=60)

森林革蜱研磨后接种BALB／c小鼠，观察并描述发

病情况。共有13组小鼠发病。全沟硬蜱接种后，小

鼠发病率为72．6％(61／84)，其中雌性全沟硬蜱发病

率为76．6％(36／47)，雄性全沟硬蜱发病率为67．6％

(25／37)，经检验雌雄两组发病率差异无统计学意义

(z2=O．319，P=0．572)；森林革蜱接种后，小鼠发病

率为75．O％(9／12)，病原分离结果见表1。小鼠发病

平均潜伏期为8 d，发病主要表现包括倦怠、毛耸、蜷

缩、体重减轻以及身体平衡失调、侧卧、后肢麻痹瘫

痪等神经症状(表2)。13组发病小鼠第一代死亡率

为66．7％(28／42)，第二代死亡率为43．2％(16／37)，经

检验两代小鼠死亡率的差异有统计学意义(Z2=

4．374，P=0．036)。生存率曲线见图1。

5．病毒细胞分离与IFA鉴定：蜱研磨液接种

BHK一21细胞，盲传三代后，细胞出现圆缩、脱落等

病变现象(图2)。IFA结果表明(图3)，接种细胞分

别与黄病毒属特异性单克隆抗体(1：2000)、TBEV

特异性单克隆抗体(1：2000)呈阳性反应，提示从蜱

研磨液中分离获得黄病毒属TBEV。蜱研磨液接种

细胞与脑炎患者恢复期血清(1：500)呈阳性反应，

表明脑炎患者系TBEV感染。上述结果表明，本研

究从夏尔希里地区蜱中分离培养获得黄病毒属

TBEV。

6．分子病毒学鉴定：为对病毒核酸进行检测，利

用RT-PCR对TBEVNSl基因片段进行扩增。共有
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表1蜱样本接种BALB／c小鼠后的发病情况

与蜱样本TBEV PCR检测结果

表2 TBEV感染BALB／c小鼠后发病情况

项目 症状描述 发生率(％)

开始发病时间(d)6～15

平均潜伏期(d)8

体重减轻 发病后体重开始减轻

临床症状 毛耸，蜷缩，倦怠

皮下伴睾丸出血

神经症状 身体平衡失调．侧卧，后肢麻痹瘫痪

解剖病理表现 脾脏、肝脏肿大

消化道或腹腔出血

颅内出血

13组接种细胞上清呈扩增阳性，阳性率为76．5％(表

1)。序列测定结果与TBEV新疆分离株完全一致。

为进一步明确TBEV新分离株的基因亚型特征，对

全沟硬蜱分离株叭、13A、14A及森林革蜱分离株

17A进行基于NSl基因序列的比对分析(图4)，结果

表明新分离毒株与远东亚型毒株序列同源性>

95％，与欧洲、西伯利亚型同源性分别为86％和

·44l·
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图1蜱研磨液接种后BALB／c小鼠生存曲线

黪o 7．0．：’111’
1，

●．

t●

。 j。1 ．．’．，r1 0，’

．”i ．■：。‘． 。0 j

■∥．，∥”。I ．J

一’： iII二’,·。 ．j。

’’‘+ ●

【 一L
接种肝细胞 Ili常细胞刘照

图2 TBEV接种BHK一21细胞的病蛮现象(×10)

85％。新分离毒株与我国东北分离毒株MDJ一02

株、森张株序列同源性为99％，与俄罗斯境内

Svetlogrie株、Karalerovo株序列同源性为98％。结

果表明，TBEV新分离毒株属于TBEV远东亚型。

讨 论

TBE在新疆地区已明确分布于天山山区，包括

北天山西段的天格尔山、依连哈比尔尕山北坡和婆

罗克怒山南坡，以及中天山、南天山北坡与科古琴山

南坡"J。夏尔希里自然保护区位于阿拉套山南坡，

属于北天山西段，但尚未从该地区发现TBE流行。

本研究首次证实新疆阿拉套山存在TBE疫源地。

疫源地生境与北天山西段的天格尔山、依连哈比尔

尕山北坡和婆罗克怒山南坡相同，主要分布于海拔

’rBEV掣i-片tp{九 患务恢复圳lfll消

图3 TBEV新分离株的IFA检测(FITC染色，×40
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注：◆新疆夏尔西里TBEV分离株(JX534167．1)；●我国东

北TBEV牡丹江株MDJ一02(JF316707．1)与森张株(JQ650523．1)；

▲TBEV俄罗斯Svetlogorie(GUl21642．1)与Karalerovo株

(FJ402885．1)；鄂木斯克出血热病毒(AY438626．1)设为组外对照

图4基于TBEVNSl基因序列的新疆夏尔希里

分离株同源性分析

1400～1800 m的山地森林带，为针阔叶混交林，指

示植物有雪岭云杉和疣枝桦以及天山桦、欧洲山杨

等，林下土壤潮湿，灌丛茂密，在林问空地及阳坡生

长有多年生草本植物。

全沟硬蜱是远东地区的绝对优势蜱种，在种群

构成中可占80％。97％，也是远东型TBE流行的主

要媒介宿主。由于孳生条件限制，全沟硬蜱仅分布

在具有特定温度(6。25℃)、湿度(>85％)的生态

环境中。全沟硬蜱活动范围受生态条件所限，仅在

具有特定小气候的、相对孤立的生态环境中觅食、

繁衍隋1。全沟硬蜱在天山山脉的分布呈不连续的片

状。而TBE在天山山脉的大范围传播很可能依赖

鹿等大型野生哺乳动物与家畜的携带作用，一方面

由于野生哺乳动物的迁移将寄生蜱散播到不同的地

区和生境，另一方面由于野生动物感染病毒后仅产

生亚临床状态的病毒血症，不同地区的蜱通过吸食

带毒血液获得病毒，从而传播产生新的疫源地。由

于本次调查尚未涉及夏尔希里地区野生动物，对于

上述推论还需通过血清学证据深入评估。

远东型TBE主要媒介为全沟硬蜱，其次是森林革

蜱、嗜群血蜱(H concinna)、日本血蜱(且japonica)，

在我国除上述蜱种外，从新疆的边缘革蜱

(D．marginatus)中也分离出病毒哺]。本次调查还从

森林革蜱中分离获得病毒，表明这两种蜱均可作为

该疫源地TBEV的传播媒介，但全沟硬蜱在保护区

为优势蜱种，占种群组成的87．5％，因此其媒介作用

更大。

此外，本次调查发现夏尔希里地区健康人群缺

少TBE疫苗接种防护，较高的IgG阳性率表明普遍

存在TBEV既往感染眇1，但仅发现2例脑炎患者。从

病原生物学角度分析可能与病毒株致病性差异、人

群易感性有关，也为相关研究提供新线索。

(本研究由军事医学科学院微生物流行病研究所杨银辉研究员

提供TBEV包膜蛋白单抗，邓永强博士提供黄病毒属特异包膜蛋白

单抗，张雨博士提供NSl扩增引物序列；同时感谢新疆军区博乐军

分区在调查中给予的帮助)
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