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吉林省长白山区斑点热立克次体
自然疫源地调查

·实验研究·

郝永建曹务春高淑萍张淖河赵秋敏杨红张习坦 ．．．

R淝日
【摘要】 目的 r解吉林省长白山区蜱传斑点热的自然疫源地情况。方法利用立氏立克次体

[相对分子质量(M。)190×103]外膜蛋白A(R加pA)基因序列设计引物，对683只蜱类标本进行聚
台酶链反应(P【R)榆测，并随机抽取一株森林革蜱阳性扩增产物进行克降与序列测定。结果从森

林革蜱和嗜群血蜱标本中检测出了斑点热立克次体DNA片段，阳性率分别为53 81％和7 41％；所测

序列与前苏联的Dnsl4株的同源性为100 00％，与功1S 28和RpA 4的同源性均为99．00％；而与国

内所检测的BJ 90、}ⅡJ一054的同源性分别为88 00％和86 00％。结论 匠白山区存在斑点热的自然

疫源地，存在与Dns 14株型别一致的斑点热立克次体，在中国系首次发现。

【关键词】蜱；斑点热立克次体；序列分析
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目前我国已经分离的斑点热立克次体(spotted

fever gmup Ri娩船妇s，SF(永)有西伯利亚、黑龙
江、内蒙古和虎林等立克次体⋯。我们参考文献

[2]，采用立克次体种特异性引物——立氏立克次体

[相对分子质量(M。)190×10’]外膜蛋白A(R．

ronlpA)基因序列，用聚合酶链反应(PcR)扩增的方

法，对从吉林省长白山区采集的森林草蜱、嗜群血蜱

和全沟硬蜱进行r sK讯DNA的检测。

作者单位：100071北京．第二炮兵防护防疫队(郝永建、高淑

萍)；军事联学科学院微生物流行病学研究所(曹务春、张泮河、赵秋

敏、杨红、张习坦)

材料与方法

1．蜱类标本来源：从吉林省长白山区采集的森

林革蜱、嗜群血蜱和全沟硬蜱3种蜱类标本，森林草

蜱为该地的优势种群。

2．蜱标本中DNA模板的提取：将蜱用75％的

酒精浸泡后用生理盐水洗3次，晾干，每只一组用研

磨器研碎，加入TE 40“l，100℃煮沸10min，

1 500 r／min离心5“n，上清即为DNA模板，一20℃

贮存备用。

3 f像检测：对蜱标本的DNA模板用
R．砌岫pA 190 70p，R．rohlnA 190 701n作为引物，
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序列如下：上游引物：R．“)rI】pA 190 70p 5’．ArI、G

GGGAAl、Arll’I℃AcCAAAA 3’(70～90)；下游弓I

物：R romI)A 190 7(儿n 5’一GTTCCGTTAATG

ocAG(：AT(_r_3’(701～681)。t球反应总体积：纯
水18皿，bLIfh 3一，dMP(2 nd／L)3弘I，70p
(5舢)vL)1出，7()1n(5口T刈L)1 m，?【抽DNA聚合酶
(1 U／fd)1一，样本【“A模板3一，反应总体积30正；

在DNA扩增仪(Perk协drner DNA 1h蛳I】al cvd时480

usA)上扩增：95℃3耐n预变性，94℃15 s，54℃

15 s，70℃延伸30 s，共35个循环；然后70℃延伸
7 r11in。取产物lO出于1．2％的琼脂糖凝胶电泳。

4．PcR阳性产物的克隆与测序：随机选择一株

森林革蜱阳性扩增产物用I)NA玻璃奶回收试剂盒

(北京博大泰克生物制剂公司)进行回收、纯化，用

T4 DNA连接酶将回收的片段与pGEMT载体连

接，并将连接产物转化至E c。“xL1一Blue宿主菌中

进行克隆。采用QIApr印试剂盒(德国QIA(也N公

司)提取重组质粒作测序DNA模板，送至大连宝生

物公司，应用ABI PRIsMⅢ377xL DNA测序仪进

行测序。

5．序列分析：应用Intemet网中BLAsT操作平

台，将所测序列‘j(叠rLBank中注册的R．rO吐nA进

行同源性比较，选择20个有代表性的参照菌株，并

推导氨基酸序列，用cIUSTAI。x(1．8)软件做聚类

分析。

结 果

l sFGR检测结果：对该地采集的蜱类标本683

只，用sFGR引物70p／70ln进行PCR检测。结果

从森林革蜱和嗜群血蜱中检测出了sF(冻DNA，阳

性率分别为53．81％和7 41％，而从全沟硬蜱中未检

出；其中森林革蜱的阳性率高于嗜群血蜱(Y2=

90 526 7，P<0．001)。PcR电泳结果见图1。

l Mark叫2～4：森林革蜱阳性标本；5，6：嗜群为血蜱阳性标
本；7：阴性标本；8：阳性对照；9：阴性对照

圈l 检测蜱类标本㈣菌株629 bp PcR产物电泳结果

2核苷酸和推导的氨基酸序列比较：通过测序

获得一个629 bp的SF(撒DNA片段，命名为

“JL02”；去掉两端引物，将其587 bp片段与

GcnBank中注册的核苷酸序列进行最大同源性比

较，结果与Rydkina等⋯从西伯利亚地区草原革蜱

中分离的一株新的立克次体cllls 14株M，190×103

的此段序列完全相同，与Dns 28株和RpA4株相应

序列的同源性均为99％。

所测序列与康氏立克次体(CON)相比，其

160～162位碱基缺失一个三联码“1v丌”，而且
(DN株在237～386位之间的碱基缺失，其587 bD核

苷酸序列的同源性为82％；“JL 02”核苷酸序列对

于西伯利亚立克次体(sIB)和立氏立克次体(RR)在

124～126位碱基缺失一个至联码“～盯”，其149～

153位为“rr(Ⅺ(：”，而sIB和RR株相应的位置则

为“GcAAT”，其DNA的遗传同源性分别为93％和

92％。

对本研究所测JL一02株核苷酸序列所推导的氨

基酸序列和从GeI止}ank中选择的20个代表性菌株

的587 bp祀hpA序列推导的氨基酸序列进行比较，

JL—02株与I)ns 14株氨基酸序列也完全一致，与

RpA4的同源性为99％，与DnS28的同源性为

98％，与sIB和BJ．90株的同源性为88％，与黑龙江

立克次体(}Ⅱ，93和HLJ 054)株的同源性为86％。

JLD2株587 l巾I()mpA核苷酸推导的氨基酸序列

与sIB相比，其42位氨基酸位置缺乏一个异亮氨

酸，这可能会导致相应生物学性质的改变。

3．核苷酸和推导的氨基酸序列的聚类分析：对

21个sH讯的碱基序列进行编辑后，对其587 bb

r0岫蛾核苷酸序列做聚类分析图(图2)。从聚类

图上看，JL—02株的587 bp rohlpA序列与D吣S 14株

分类一致，与RpA 4、Dns 28比较接近，与蒙大拿立

克次体(MON)同属一支，但JL一02株与^m0N的同

源性也只有94％。可以推测所测序列既不属于

RR，也不属于s工B，与我国以前发现的“福建立克次

体(FLU)”、BJ一90、HL．93和HU—054株等种类差异

较大。

推导的21个氨基酸序列聚类分析图(图3)大

致与核苷酸序列一致，JI．一02株的氨基酸序列与

Dnsl4株一致，与RnA 4株、DnS 28株和MON聚

为一支；我国的“FUJ”、HI，一93和HU一054与日本立

克次体(JAP)聚为一支；北京分离的BJ一90、内蒙古

立克次体(MOGOL)分属于sIB所代表的一支。
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图2 不同蚴菌株587 bp工OmpA核苷酸序列寨类分析
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恤
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图3 不同sHGR菌株587 bp rOmpA核苷酸序列推导的

氨基酸序列聚类分析

讨 论

M，190×103外膜蛋白A基因是SFGR所特有

的基因序列”J，其所呈现的充分的差异性使其通过

5’端基因的632 bp区域比较可以精确鉴定该群中的

菌种，现已广泛用于种的鉴定和基因相关性的研究，

因此选择该序列片段设计引物具有较好的特异性；

同时，在保证扩增出的片段为疆bR的同时，能够找

出sF(讯基因型或基因亚型之间的差别，并可利用

该差别进行基因型或亚型的鉴定和分类研究。该引

物扩增sFGR的DNA片段长度为629～632 bp，能

够扩增大部分SFGR，且可用以该群内种的鉴定。

我们采用根据RR M，190×103外膜蛋白A基

因序列设计的引物，利用PCR扩增的方法进行

蹬、GR的检测。共检测了采集自吉林省长白山区的

3种蜱类标本683只，结果从森林革蜱和嗜群血蜱

中检测出了SH永DIqA片段。随机抽取1份森林

革蜱的阳性P(、R扩增产物进行克隆与测序，与

(毛ld妇山中注册的sFGR基因序列进行比较和聚类

分析，结果所测序列与前苏联RydkiTla等从西伯利

亚地区草原革蜱中分离的一株新的立克次体I)ns

14株M，190×103的此段序列完全相同；与sIB、

c0N、RR差异较大；与我国以前已经检测的黑龙江

立克次体、MOGOL、BJ一90株等差异也较大。证明了

M，190×103外膜蛋白A基因序列具有种特异性，可

用于种的鉴定。依据“JL．02”株核苷酸序列与推导

的氨基酸序列与DnS 14株一致，可以推测所测序列

“JL02”株与Dns 14株属同一基因型，由于【)rlS 14

株的致病性尚未确定”1，所以所测序列的致病性也

有待于进一步研究；但立克次体是通过媒介蜱类叮

咬传播的，可以相信只要具有节肢动物贮存宿主可

叮咬人类的条件，可能每种立克次体均有有效的致

病性‘“。

以上研究证明吉林省长白山区的森林革蜱和嗜

群血蜱携带sF(永，从该地区的野鼠脏器标本中也

检测出了sF(汛DNA片段，证明该地区存在斑点热

的自然疫源地。由于所测序列在我国系首次发现，

而且该地区以前未进行过类似的调查，所以该病原

体的致病性和该区人群中发病情况的调查有待于进

一步的研究。
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