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用聚合酶链方法对北京林区莱姆病疫源地及

莱姆病病原体基因型的探索性研究
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【摘要】 目的 进一步明确北京林区是否存在莱姆病的自然疫源地及其分布。方法 基于莱姆

病螺旋体外膜蛋白!基因建立半巢式聚合酶链式反应（"#$%&’()*’+,)-.(’)+/-#.，012）方法，对从北
京3个林区采集的蜱和鼠进行检测和基因分型，选择阳性标本进行克隆和序列测定，与已知序列进行
同源性比较。间接免疫荧光法检测抗莱姆病螺旋体456抗体，从长角血蜱中分离莱姆病螺旋体。
结果 从门头沟区东灵山采集的标本中检测到莱姆病螺旋体78!片段，9只游离全沟硬蜱:只检测
阳性，;<只寄生全沟硬蜱若蜱中:只检测阳性；::=只野鼠中=只检测阳性，其中>只!"#$%&’&&阳
性，:只!"$()*+&&阳性。;?份野鼠血清有;份莱姆病螺旋体456抗体阳性，采集的:3?只长角血蜱
（@?只／组）未分离到莱姆病螺旋体菌株。结论 北京门头沟区东灵山可能存在莱姆病的自然疫源
地，包括两个基因型，全沟硬蜱可能是莱姆病的传播媒介，野鼠可能是贮存宿主。
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北京的部分林区（同时又是自然风景区），旅游

资源丰富，吸引着大批的游客。然而这些地区的地
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理景观及植被分布非常适合蜱类滋生，又有许多宿

主动物活动，很有可能存在蜱媒传染病的自然疫源

地，值得进行流行病学调查研究。自@?世纪<?年
代末发现莱姆病，现已有近R?个国家报告有本病或
自然疫源地存在，许多地区的感染率和发病率都很

高，在美国有“第二艾滋病”之称，因此，投入了大量

的人力和物力进行研究［:］。北京缺乏全面、可靠的
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流行病学资料，故本研究选择有代表性的林区进行

莱姆病疫源地的调查。

材料与方法

一、材料

!"蜱和野鼠脏器标本：于!##$年%月至!###
年&月和’(((年%!!(月从北京的林区（延庆县松
山森林公园，房山县十渡，门头沟区东灵山，怀柔县

青龙峡、汤河口，密云县黑龙潭）采集。

’"人群和野鼠血清标本：人群血清标本于’(((
年)月采自怀柔县汤河口镇林区的乡村医生，共*)
人份。野鼠血清从!##$年$月至!###年$月在门
头沟区东灵山捕获的野鼠。

&"试验用菌株：由军事医学科学院微生物流行
病研究所相关实验室提供。

%"纯培养莱姆病螺旋体抗原片及荧光标记抗
体：由军事医学科学院微生物流行病研究所制备。

*"对比用参照菌株：通过美国国家生物技术信
息中心（+,-.）-/012操作平台收集345-657中相
关序列，所用序列的注册号分别为8!%%()、9*)’%$、

1$$:#&、8:$(*#；8:’&$)、8:**##、8)(&:*、8$*%&#、

8’#($)；8:’:’%、8:**#$、8:*:((、8$*%%(、8$*%%!、

8$(’*%、8:&%!’、9$$):%；;’#::(。
二、方法

!"蜱标本和菌株;+0模板的提取：见参考文
献［’］。

’"<,=扩增：见参考文献［&，%］，借助3>?@74A
和B?CD>%"(软件设计了:条引物（表!）。<,=反
应体积为&("?，包括&"?模板;+0，&"?!(倍的

<,=反应缓冲液，!(("E>?／/;+2<，*"E>?／/引
物，!F26G;+0聚合酶。

表! 用于<,=扩增的引物

名称 序 列 长度 位置

B0! *’H0020332,200202203,,2200203,H&’ ’) ’!H%)
B0% *’H22022220003,32［3］2［,］222H&’ !$ $(*H$’’
1/ *’H3300003,2000303［0］322220000H&’ ’% %::H%$#
11 *’H00,2200230,0,230,0320323,2H&’ ’: *##H:’%
-3 *’H230200000,00,3322,23300,H&’ ’% ’(!H’’%
-0 *’H3300003203,200230200032H&’ ’& %#&H*!*

<,=反应参数（<I’%((）：第一轮#%J&EC5，
接着扩增%(个循环，每个循环包括#%J&(K，*(J
&(K，)’J&(K，最后)’J)EC5。扩增产物!((倍
稀释后，取&"?用于第二轮扩增，引物1/／B0%，循
环参数同上。反应产物用!"’L的琼脂糖凝胶进行

电泳。阳性标本用11／B0%、-3／B0%、-0／B0%进行
检测。不同引物连接温度分别为*%J、*’J、*’J。

&"半巢式<,=用于莱姆病螺旋体的检测和基
因分型的评价：用莱姆病螺旋体菌株检验方法的可

行性，选择<,=扩增产物进行克隆与序列测定，与

345-657中注册的核苷酸序列进行最大同源性比
较，证实上述方法的可靠性。用斑点热立克次体〔康

氏立克次体（!"#$%$&’’）、小蛛立克次体（!"()(&’）
和西伯利亚立克次体（!"*’+’&’#(）〕、梅毒螺旋体检
验方法的特异性。

%";+0同源性比较和聚类分析：测得的外膜蛋
白0（BKM0）基因序列，通过.5N4O54N网进入+,-.
站点，用-/012工具对345-657检索。并收集代
表性菌株的BKM0基因序列，用,/F120/#（!"$）
软件进行同源位排列，删除无定位碱基，留下同源位

碱基，用;+01N6O软件做核苷酸序列间的两两比较
和聚类分析。

*"莱姆病螺旋体的分离：用-1P培养基分离培
养螺旋体。

:"血清标本的检测方法：用间接免疫荧光法。

结 果

一、BKM0基因的莱姆病螺旋体检测及基因分型
方法的建立

!"半巢式<,=对国际标准株和我国部分菌株
的基因分型：对!%株国内分离的莱姆病螺旋体菌株
（黑龙江分离株 Q/!、Q/、Q/’，内蒙古分离株

+9’、+9&、+91H%、+9*，吉林分离株R/’、R/&、

R/H$，辽宁分离株%!!、/S,，新疆分离株8T’，北京
分离 株 1U’’）和 & 株 国 际 标 准 株 -&!（,"
+-&./$&01&’K45KVKNOCWN>）、’((%)（,".(&’%’’）、

Q1%:!（,"(0213’’）进行检测，上述!)株莱姆病螺旋
体菌株全部阳性。用半巢式<,=进行基因分型，其
中-&!属于 ,"+-&./$&01&’K45KVKNOCWN>，’((%)、

R/&、R/’、8T’、Q/!、Q/、Q/’、%!!、+91H%、+9*、

R<H$属于 ,".(&’%’’，Q1%:!、+9’、+9&、1U’’、

/SU属于,"(0213’’。上述检测方法对梅毒螺旋
体、斑点热群立克次体无扩增，表明其特异性良好。

’"半巢式<,=分型结果与;+0序列测定结果
的比较：选择+91H%、1U’’的&*)XM的扩增产物进
行克隆和;+0序列测定，与345-657中注册的核
苷酸序列进行最大同源性比较，+91H%与 ,"
.(&’%’’基因型的同源性为#(L!#:L，而与其他
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基因型的同源性小于!"#，确定其分类学位置为

!"#$%&’&&；$%&&与’$()*标准株序列的同源性为

+(#，而与其他基因型同源性小于+,#，确定其分
类学位置为!"$()*+&&，-./0基因序列同源性检索
结果与-./0基因分型结果吻合。
二、北京林区采集的部分蜱类、鼠类莱姆病螺旋

体120的检测

*3蜱类的检测：+"+只被检测的蜱标本中，"只
游离全沟硬蜱（北京东灵山采集）中有*只检测到莱
姆病螺旋体120片段，45只全沟硬蜱、若蜱或幼蜱
（从东灵山捕获的野鼠体表检获）中有*只检测阳
性，其他蜱标本未检测到莱姆病螺旋体120片段。

&3鼠类的检测：检测从北京林区捕获野鼠的脏
器标本&4,份（&,)只），结果，北京东灵山捕获**+
只野鼠的脏器标本中有+只检测到莱姆病螺旋体

120片段，阳性率为534)#。其中!只!"#$%&’&&
阳性，*只!"$()*+&&阳性，其他鼠脏器标本未检测
到莱姆病螺旋体120片段。

"3野鼠脏器-0*／-0(和$6／-0(阳性扩增产
物的克隆与序列测定：选择东灵山捕获的*只野鼠
的脏器$6／-0(阳性扩增产物（命名为78&&)），进
行核酸序列测定，与9:;7<;=中注册的核苷酸序列
进行最大同源性检索，与!"#$%&’&&基因型的>&4

（表&）菌株的-./0序列同源性最高，为+*#，确定
其分类学位置为!"#$%&’&&。
三、-./0核苷酸序列的同源性比较和聚类分析

-./0核苷酸序列分析已被用于伯氏疏螺旋体
分类［(?5］。对本研究测得的"个-./0基因序列和
从9:;7<;=中收集的*!个代表性菌株的序列，用
方法(获得序列间遗传相似度（表&）和聚类树（图

*）。从表&看出，2@$?(与A(!、>B$*、1A&+、7&+、

C>D-7、E07$-F、CGHB、78&&)、>&4（!"#$%&’&&
菌株）的同源性分别为+43(#、+43(#、+(3!#、

+(3*#、+*3)#、!)3,#、!43,#、!(3,#、!&3*#，与
其他基因型G-*(、*+!45、’$()*、7"*的同源性分
别为)&3,#、)*3)#、5+3(#、5)3+#，显示了同基因
型序列间高的同源性，不同基因型之间同源性较低，

因此，支持2@$?(属于!"#$%&’&&的推断。$%&&
与C90F、CA-、BC"、C6F1、’$()*（!"$()*+&&菌
株）的同源性均达到+!#，而与其他基因型同源性
均低于!"#，因此，支持$%&&属于!"$()*+&&基因
型的推断。同样可以推断78&&)属于!"#$%&’&&。
从图*可以看出，&*个序列可分为4个群，!群包
括 A(!、>B$*、1A&+、7&+、C>D-7、E07$-F、

CGHB、78&&)、>&4和2@$?(，属于!"#$%&’&&；"群
包括C90F、CA-、BC"、C6F1、’$()*和$%&&，

表! 伯氏疏螺旋体-./0基因"&5个同源性碱基序列比较

* & " ( 4 ) 5 ! + *, ** *& *" *( *4 *) *5 *! *+ &, &*
>&43$HI * !!3"!"3"!#3$!%3&!%3"!%3"!&3%!%3$!&3%$’3&!(3)!"3$!%3$#%3)!&3%#%3)$(3%#%3"#’3$#%3$
C>D-73$HI &&,3! ")3$##3*!"3##&3##&3*#(3)#&3%#&3*$*3!#(3("’3!#’3)#’3)#%3"")3$*"3%#)3"")3$#)3$
A(!3$HI "&,3) )3+ "$3"!#3%#)3’#’3!#)3&#’3(#’3!$&3*#)3""#3#!#3*#)3*#’3)"*3($%3’##3#"#3###3*
7&+3$HI (&,3" !3" *3) !$3’!!3$!!3&!!3"!!3&!!3&$)3’!#3#"$3$!$3&#’3*!!3""(3)$’3)#$3$"$3"#*3!
2(,3$HI 4&)3"&&3,&&3,&"3, !"3)!#3#!"3(!"3(!"3($$3&#*3!!!3$""3!!(3*!#3#!$3$*"3%!(3)!#3%!&3#
CA-3$HI )&!3&*)35*534*+3)&&3! ""3)""3!"#3#""3!$*3!#(3(!"3#!"3)!$3""#3(!"3#*$3(!$3$#’3!!$3"
’$()*3$HI 5&!3**53**53+&,3,&"3& ,3+ ""3("#3("#3#$*3(#&3#!"3(!#3#!$3$"#3)!"3(*$3(!$3&#’3(!$3’
C6F13$HI !&535*)3"*53**+3&&&3" ,3" ,3) ""3)""3($$3’#(3!#’3)!"3(!!3&"#3##’3)*$3!!$3"#)3’!$3$
C90F3$HI +&!3)*534*!3"&,3(&&3" *3" *3) ,3+ "#3($*3)#&3*!"3)!"3(!$3&"!3#!"3)**3#!*3!#’3)!*3(
BC"3$HI *,&535*53**53+&,3,&&3" ,3" *3" ,3) *3) $*3(#(3)!"3(!"3(!$3$"#3#!"3(*$3)!$3$#’3(!$3"
*+!453$HI **(,3+"43,"53""+3*""34"43,"43,"(34")3,"434 $*3($%3*$!3&$)3$$(3#$)3$!%3($(3($&3*$(3)
&4,*43$HI *&&)3(*)34*53&*!3+*43&*)35*53**)3"*534*53*"(3+ #)3$#$3’!#3*#&3*#’3!*"3*!$3"#)3"!$3$
1A&+3$HI *"&*3* 53+ *3" *3+&&3+*+3&*+3)*!3!&,3,*+3)"!3(*53) !!3"#’3"!#3#"(3#$)3!##3%"#3)#!3"
7"*3$HI *(&43+&*3)&*3)&&34 ,3"&&3!&"3&&&3"&&3"&&3"""3,*(3!&&34 !(3#!#3#!$3"*"3*!(3*!#3*!(3)
78&&)3$HI *4*)3&*53&*53,*)3)&"3&&*3)&&3,&*3*&*3+&&3,"!3&*+3)*53!&&3! !!3&#(3’$)3)#&3%#)3##%3"
$%&&3$HI *)&)3!*53+*!3!*+3&&"3& *3) *3+ *3" &3& *3"")3)*53+&,3(&"3&&*3& #’3)**3*!$3$#’3(!*3!
2@$?(3$HI *5*!3& )3+ (3! (34&"3"*+3**+34*!35*+3+*+34"+3+*!3( 434&&3+*43,*!35 $%3’#$3’"*3(#*3’
G-*(3$HI *!")3!(,3("53!"!3,(&3!(&3"(&3&(*35("3"(&3+&)3,(&3""!3((&3&"!3"(&3+"!3+ $%3’$’3!$%3&
E07$-F3$HI *+*43&*"3* !3& +3,&,3+*+3"*+35*!3+&,3**+3""43&*!3+ +3,&,34*&34*+3"**3*"+3( ##3*""3)
>B$*3$HI &,*+3! 53& *3" *3)&&34*!3(*!3!*53+*+3**!3!"53!*53) *3+&&3,*)3)*!3! (3!"+34 !3) #!3*
CGHB3$HI &**43)*"34 !3)*,3,&*3(*!3+&,3**+3"&,34*!3+"43!*+3" +3"&,3+*&3+&,3)*&3&"!3! ,3+ +35
注：黑体字为相似百分比，白体字为差异性
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图! 伯氏疏螺旋体的聚类分析结果
〔根据!"#$基因序列（%&’(#）的同源性〕

属于!"#$%&’((；!群包括)%*、+,-、&.-*.，属于!"
)*+,-.+$&+("/0"1"234526；"群为*78.’，现认为属于

!"#/-&+0./((［8］；# 群 包 括 9!*,，属 于 !"
1#2./(3#。可以看出$群具有较大的异质性，可能
包括几个亚型，结合核苷酸序列间的两两比较，参考

文献［7］可以将$群分为.个亚型，亚型$包括

:,8、;<=*、>:&7、)&7、+?=@,；亚 型 % 包 括

A;B!)；亚型!包括 C$)=!D 和A9E<；)F&&G、

;&.分属亚型"、#。
四、病原体分离结果

对*777年8月采自北京东灵山的*G-只长角
血蜱（雌雄各半）每&-只为一组，用)=:%培养基
分离病原体，结果未分离到莱姆病螺旋体。

五、人群和野鼠血清抗莱姆病螺旋体<HI抗体
的检测

东灵山采集的..份野鼠血清标本中，.份检测阳
性，怀柔采集的.’份人血清标本中全部检测阴性。

讨 论

!"#$氨基酸序列分析表明：+端和J端序列
保守，中间区段为高变区。本研究根据!"#$基因
的两侧保守区和中间高变区分别设计种特异性引物

和基因型特异性引物，建立半巢式AJB方法，直接
对生物标本进行莱姆病螺旋体检测和基因分型，实

验表明本方法简单可靠且特异性良好，有望用于现

场流行病学调查。

长角血蜱是北京的优势蜱种，但本研究从长角

血蜱中未检测到莱姆病螺旋体>+$片段，可能是
长角血蜱只是一过性的携带莱姆病螺旋体，带菌时

间较短，传播实验证实长角血蜱只是一过性感染莱

姆病螺旋体。全沟硬蜱是我国北方莱姆病的主要传

播媒介，调查发现，北京西部山区（东灵山、十渡）有

此蜱存在，且从东灵山捕获的野鼠体表检获的蜱类

主要为全沟硬蜱，并从中检测到莱姆病螺旋体>+$
片段。血清学和病原学调查证实，黑线姬鼠和棕背

是莱姆病的重要贮存宿主，本研究从东灵山捕获

的野鼠脏器检测到莱姆病螺旋体>+$片段，血清中
检测到莱姆病螺旋体<HI抗体，选择一份AJB阳性
扩增产物进行克隆与序列测定，与I/0)K0L中注册的
核苷酸序列进行最大同源性比较，确定其分类位置为

!",#+(/((，而对分离自北京长角血蜱的菌株经过

!"#$基因型AJB初步基因分型和克隆序列测定分
析，确定为!"#$%&’((，与梁军刚等［*-］报道的此菌株为

!")*+,-.+$&+("/0"1"234526的结果不一致，其分类学
地位值得进一步研究。研究还表明，北京存在!"
,#+(/((和!"#$%&’((两个基因型，这与我国北方存在
的莱姆病螺旋体的基因型分布是一致的。
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