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3．i,-t论：近几年我国人粒细胞无形体病报告病例或疑似

病例有明显上升趋势。流行病学调查数据也显示该病在我国

农业人群及家畜中普遍流行。蜱是目前发现无形体病的主要

传播媒介，除全沟硬蜱群外．从森林革蜱、嗜群血蜱、草原革蜱

等均扩增出人粒细胞无形体16S rRNA基因序列。本次调查

检测的森林革蜱是我国中原地区尤其是山西省宁武县的优势

蜱种，证实该地区此类蜱的无形体携带率高达58．3％。16S

rRNA部分序列遗传进化分析结果显示当地无形体主要分为

两个基因群，其中以NWl为主，占整个检出序列的97．2％，该

群与我国部分地区无形体病例检出序列遗传关系密切。

到目前为止山两省尚未报告无形体病例或疑似病例。本

次发现调查地区无形体携带率之高以及对当地群众的潜在危

害不容忽视。现场调查还发现，在蜱活动季节里，当地居民在

外出劳动、养牧或饲养动物过程中遭受蜱叮咬的案例时有发

生，存在感染无形体的风险。此次森林革蜱无形体携带率及

基因型的研究也提示，宁武县部分乡镇存在无形体感染和发
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病的危险，有必要在当地开展发热病例筛查以及血清学调查。
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伯氏疏螺旋体共有13个基因种．国内分离到的菌株包

括5个基因种“41，本研究对黑龙江地区啮齿动物中伯氏疏螺

旋体进行分子流行病学调查和分析。

1．材料与方法：

(1)样本采集、处理及DNA提取：2009--2011年4—7月

从黑龙江林区采用夹夜法采集野鼠，每样点100X2夹次，按

5 nl距离布放鼠夹，晚放晨收。现场鉴定鼠种后，将捕获的鼠

放入鼠袋内，乙醚麻醉后，消毒，无菌取脾脏低温保存。采用

天根生化科技(北京)有限公司血液／细胞／组织基因组DNA

提取试剂盒提取脾脏DNA，一20℃贮存备用。

(2)PCR扩增：采用巢式PCR检测伯氏疏螺旋体5S一

23S rRNA基因间隔保守区，引物序列参照文献[3]，DNA模

板提取、PCR反应体系配制、加样、扩增、电泳均在不同的房

间操作，加样与体系配制所用移液器为专用，同时每次实验

均设立空白(水)对照。

(3)测序及序列分析：从PCR扩增阳性结果的样本中随

机抽取部分样本送公司测序，将测序结果放入GenBank中进

行同源性比较，选择相关代表性菌株序列，采用MEGA5．0软

件构建进化树(Bootstrap=5000)。

(4)统计学分析：应用SPSS 13．0软件进行统计学分析。

2．结果：

(1)鼠类感染情况：共捕获野鼠514只，包括仓鼠、大仓

鼠、大林姬鼠、褐家鼠、黑线姬鼠、红背5砰、昀鼯、棕背鼾、东

方田鼠、黑线仓鼠、明纹花松鼠，以黑线姬鼠、棕背鼠平数量

最多，分别占46．30％(238／514)、18．48％(95／514)。经PCR检

测，35只野鼠检出伯氏疏螺旋体DNA，阳性率为6．81％
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(35／514)，其中黑线姬鼠、棕背鼠平阳性率分别为6．72％、

7．37％，各鼠种间阳性率差异无统计学意义(P=0．465)。野

鼠地区分布为牡丹江314只、绥芬河郊区57只、同江口岸

51只、东宁边境92只，伯氏疏螺旋体阳性率分别为6．05％、

15．79％、3．92％、5．43％，不同地区阳性率差异有统计学意义

(P=0．037<0．05)，其中绥芬河地区的阳性率(15．79％)最

高(表1)。

表1黑龙江林区鼠伯氏疏螺旋体感染状况

鼠种4 东宁 牡丹江 绥芬河郊区I司江口岸 合计

仓鼠 一 1／'21(4．703 一 一 1／21(4．70

大仓鼠 l，lo(moo)0／3 0／1 0／2 1／16(6．25)

大林姬鼠0佑0：8 3／21(14．29) 一 3／35(8．5乃

褐家鼠 0，14 0／38 1／6(16．67) 一 1／58(1．72)

黑线姬鼠4／61(6．56)10／139(7．19)1／11(9．09)1／27(3．70)161238(6．72)

红背鼹 一 一 1似50．00)1／15(6．67)2／17(11．76)

嗣精 一 2／17(11．76) 一 一 2／17(11．7回

棕背鲆 一 5／82(6．1 o) 2／13(15．38) 一 7／95(7．37)

其他‘0／l 1／6(16．67) 1／3(33．33)0，7 2／1 7(1 1．76)

合计 5／92(5．43y 19／314(6．05y 9／57(15．79y 2／51(3．92y 35／514(6．81)

注：括号内数据为阳性率(％)，括号外数据分母为检测只数，分

子为阳性只数；‘鼠种问伯氏疏螺旋体感染率比较采用Fisher确切概

率法，P=0．465；‘包括东方田鼠4只、明纹花松鼠1只、黑线仓鼠12

只；‘不同地区鼠伯氏疏螺旋体感染率比较。采用行x列的f检验，

f=8．472，P=0．037；一为未采到样本

(2)测序分析：从35份鼠蜱脏样本扩增到的伯氏疏螺旋

体5S一23S rRNA基因间隔区片段中随机抽取19份进行测

序，应用聚类分析分为3大类，不同类别各挑选1个代表序

列DN一65、HNBl—19、HNB2—31和I-INB2—38、DN--40与

GenBank中选择的12个参照菌株构建进化树(图1)，结果显

示DN一65同伯氏疏螺旋体基因种落在同一分支，与美国伯

氏疏螺旋体的同源性为100％。HNBI一19和HNB2—38同嘎

氏疏螺旋体基因种序列落在同一分支，HNBl—19与我国黑

丑burgdorferi USA(EF089235．11
DN一65

B．burgdo咖rf_USA(EF988650．1)

且burgdo咖^一B31一USA
且bwrgdo咖^Jaiwan(GQ499848．1)
且garinii—YN(GU723467．1)
HNB2—38

B．garlnii HLJ(DQl02468．1)

B．garinii south China(EUl606461．n
HNBl一19。

DN-40
4

B．valaisiana_Zhejiang(EUl60459．1)
}仆m2—31。

龙江地区的嘎氏疏螺旋体同源性为100％、与我国云南地区

嘎氏疏螺旋体的同源性为99％。HNB2—31和DN-40同法雷

斯疏螺旋体基因种落在同一分支，HNB2—31与我国南方地

区以及日本法雷斯疏螺旋体的同源性为100％。

3．讨论：本研究捕获的514只野鼠中，黑线姬鼠、棕背鼠平

分别占46．30％、18．48％，两种鼠的伯氏疏螺旋体阳性率分别

为6．72％、7．37％，说明黑线姬鼠和棕背鼠平是黑龙江林区莱姆

病的重要贮存宿主。同源性比较结果显示，黑龙江林区鼠中

存在多种伯氏疏螺旋体感染，主要为伯氏疏螺旋体、嘎氏疏

螺旋体和法雷斯疏螺旋体。嘎氏疏螺旋体和阿氏疏螺旋体

是我国北方主要基因型“1，但本研究未检测到阿氏疏螺旋

体，这可能与样本量小有关。本研究首次在黑龙江林区鼠中

检测到伯氏疏螺旋体和法雷斯疏螺旋体，后者此前仅在南方

地区发现“。】。
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