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个，分别为bruec04、bruce07、bruce09、bruce16；前两者同源性

高于后两者，M5与16M同源性较低。

3. 讨论：三胜黄凝集、阳性血清、生理盐水凝集、R血清

凝集、噬菌体裂解等实验中，疫苗株与标准株获得一致结果，

可考虑使用疫苗株来替代标准株进行上述实验。多重PCR

和PFGE中，544A与S19、1330S与S2结果相同，利用这 2种

方法进行鉴定时可用 S19 代替 544A，S2 代替 1330S；MLST

结果表明，进行这个实验时只有S2可替代1330S；MLVA中3

对菌株均存在差异。

M5与16M在多重PCR和PFGE中均可直接看出条带不

统一。MLVA 可以区分 M5 与 16M、S2 与 1330S 和 S19 与

544A，MLST可区分M5与 16M和S19与 544A［4］。这些实验

适用于鉴别疫苗菌株与标准菌株，并建议进一步开展与流行

菌株的鉴别研究。
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图1 PFGE图谱聚类分析
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云南为我国立克次体病流行的主要省份之一，由于其地

理环境较为复杂，生物多样性异常丰富，加之近年随着旅游业

等人类活动的日益扩张，立克次体病例逐渐增多，尤其是滇西

横断山区时有恙虫病和斑疹伤寒的流行［1，2］，为此对滇西横断

山区开展立克次体调查，为人群有效防治提供参考依据。

1. 材料与方法：

（1）标本采集：2011－2013年在滇西横断山区盈江、云

县、保山和祥云县居民区与山地采用鼠夹和鼠笼诱捕法捕鼠

11种272只，现场无菌解剖取鼠肝和脾，以及牛舍捕获的蜱2

种42只，置液氮保存。

（2）检测方法：①DNA提取：采用 75%乙醇消毒蜱再以

生理盐水清洗，将同类蜱 2只一组分成 21组；利用生理盐水

将蜱及鼠内脏分别在乳钵内研磨，取 60 μl 样本悬液，采用

Wizard Genomic DNA Purification Kit（Promega），按说明书

操作。②巢式 PCR（nPCR）检测：应用文献［3，4］中的引物

（上海生工生物工程有限公司合成）及条件扩增立克次体

groEL和斑点热群立克次体（SFGR）ompA。PCR反应总体积

为 25 μl，应用 Promega 公司 GoTaqGreen Master Mix 试剂盒

在Biometra TProfessional PCR仪中进行二次PCR扩增，以无

菌水作为阴性对照，无阳性对照。第一次扩增取模板6 μl，第

二次扩增取第一次扩增产物 1 μl为模板。取二次PCR产物

用 1.5%琼脂糖凝胶检测。③DNA序列测定及分析：PCR阳

性产物送上海生工生物工程有限公司测序。采用DNAStar

中的MegAlign软件对序列进行同源性比较和 SeqMan软件
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对序列进行拼接，运用Mega 5.0软件构建系统进化树。

2. 结果：

（1）立克次体groEL检测及序列分析：在272份鼠内脏样

本中，检出恙虫病东方体（Ot）groEL 片段 1 份（YXP24，阳性

率0.37%），其序列（320 bp）分析显示与Kato株同源性最高达

99.4%，与 Karp 株的同源性为 99.1%。 检出 SFGR groEL 片

段 2份（YXP13和YJP73，阳性率 0.74%），其序列（177 bp）分

析显示与 Hauke（R. rickettsii）、ATCC VR-151（R. sibirica）株

的同源性最高，分别为 98.9%、99.4%，YXP13与YJP73的同

源性为 99.4%。检出莫氏立克次体（Rm）groEL 片段 1 份

（BSP16，阳性率 0.37%），其序列（177 bp）分析显示与

Wilmington等株的同源性为 99.6%。21组蜱样本检出 groEL
片段 3 份（YXT3、YXT8 和 YXT10，阳性率 14.29%），其序列

（177 bp）分析显示与054（R. heilongjiagensis）、GDM17（R. sp）
株的同源性均为 100%，与 YXP13、YJP73 的同源性分别为

98.3%、98.9%，YXT3、YXT8、YXT10 三者间的同源性均为

100%。

（2）SFGR ompA检测及序列分析：对检出SFGR groEL片

段的2份鼠内脏及3份蜱，应用半巢式PCR扩增SFGR ompA，
结果3份蜱中（YXT3、YXT8、YXT10）检出 ompA片段。利用

SeqMan软件对序列进行拼接得到 629 bp大小的序列，序列

分析显示 YXT3、YXT10 与 YXT8 的同源性均为 99.7%，

YXT3 和 YXT8 与 R. sp FUJ98 株的同源性最高，分别为

99.5%、99.8%，与 R. heilongjiangensis 054、R. sp ZJ43/2007 株

的同源性在95.6%、92.8%。

（3）系统进化树分析：据 Ot groEL 部分序列（320 bp）构

建系统进化树，结果显示YXP24与Kato株在同一个分支上

（图1）。

据立克次体属 groEL 部分序列（177 bp）构建系统进化

树，结果显示 YXP13 和 YJP73 均与 Hauke（R. rickettsii）、

ATCC VR-151（R. sibirica）株在同一个分支上，YXT3 与 054

（R. heilongjiagensis）、GDM17（R. sp）株在同一个分支上

（图2），BSP16与Wilmington等株在同一个分支上。

3. 讨论：本次调查应用分子生物学技术对滇西横断山区

11种 272只鼠和 2种 42只蜱样本进行立克次体核酸序列检

测分析，结果显示该地区鼠类存在 Ot、Rm 和 SFGR 自然感

染；蜱中存在 SFGR 自然感染，其基因遗传进化关系与 FUJ

98 株密切相关。首次证实该地区宿主动物及媒介中存在

Ot、Rm和SFGR感染，表明该地区可能为多种立克次体疾病

的自然疫源地。

以往血清学方法证实云南省 Ot 以 Karp 和 Gillian 型多

见，Kato型罕见［5］，而本次调查仅见Kato型Ot，然而该地区是

否存在Kato型恙虫病患者还有待进一步研究。本研究结果

还显示宿主动物及媒介中的 SFGR 感染率均大于 Ot 和 Rm

的感染率，提示可能该地区宿主动物及媒介中SFGR 感染更

为普遍，当地应更注重斑点热的预防控制。

（致谢：盈江、云县、保山、祥云相关疾病预防控制人员在标本采

集方面给予的帮助）
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图1 根据Ot groEL基因部分序列构建系统进化树

图2 根据立克次体groEL基因部分序列构建系统进化树
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