
·262· 中华流行病学杂志2014年3月第35卷第3期Chin J Epidemiol，March2014，V01．35，No．3

新疆北疆部分地区硬蜱伯氏疏螺旋体
基因型研究

张磷王远志 陈创夫 李永祥 张科杜景云 张亚丽 车召堂

【摘要】 目的调查和鉴定新疆北疆石河子市、沙湾县、伊宁县和察布查尔县媒介蜱，并确定

其携带的莱姆病螺旋体的基因型。方法选择4县市6个牧区为调查点，采集羊源寄生硬蜱，结合

形态学与16S rRNA进行蜱种鉴定；采用BSK—H培养基对莱姆病螺旋体分离培养，并用硝酸银染

色和巢式PCR法进行病原检测，阳性产物测序结果比对，并与11种GenBank参考序列比对，确定

莱姆病螺旋体的基因型。结果6个调查点共采集寄生硬蜱900多只，经形态学与16S rRNA鉴定

分别为图兰扇头蜱、刻点血蜱、亚洲璃眼蜱和边缘革蜱；从中分别选取样本硬蜱共102只，分24管，

分离培养后结合巢式PCR和硝酸银染色共获得16管阳性培养物。5S～23S rRNA基因问隔区测

序比对分析表明，所有菌株为伯氏疏螺旋体与国际报道的B．burgdoq'eri Sensu Stricto(B31)基因型

具有高度同源性，同源性为98．6％～99．5％；OspC基因型分析与上述结果一致。结论4县市分离

获得伯氏疏螺旋体，基因型为B．burgdooCeri Sensu Stricto，且存在生物多样性。从图兰扇头蜱中分

离到伯氏疏螺旋体为我国首次报道。
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【Abstract】Objective To identify ticks and determine the Bormlia(B．)burgd09reri genotype

from four counties of northern Xinjiang．Methods SheeD ticks were collected疗om 6 surveillance

sites in four counties including Shihezi．Shawan．Yining and Chabuchaer．All ticks were initially

screened out based on morphological methods and l 6S rRNA sequence analysis．B．burgdo以ri was

detected and cultivated with BSK—H medium．Combined with nested PCR，silver nitrate staining

was employed to detect B．burgdorferi．Genotype of isolated B．burgdo咖一was determined by

Sequencing and phylogenic analysis based on 1 l conference sequences．Results Hyalomma

asiaticum asiaticum，Haemaphysalis punctata，Dermaeentor ma画natus and Rhipieephalus turanieus

were identified from more than 900 ticks．Out of 24 tubes from 102 representative tick specimens．

1 6 tube were positive for B．burgdo咖r．Sequencing of 5S-23S rRNA intergenic spacer showed

98．6％一99．5％identities to B．burgdo以ri Sensu Stficto(B3 1)．Results from the analysis of OspC

genotype showed consistent with that of 5S一23S rRNA intergenic spacer．Conclusions 16 strains of

B．burgdo啦ri Sensu Stricto were isolated in four counties，from northern Xinjiang．Additionally，

B．burgdorferi Sensu Stricto was isolated from Rhipicephalus turanicus first time in China．
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莱姆病螺旋体是莱姆病的病原体，其传播媒介

为蜱。新疆是我国莱姆病自然疫源地之一，平均

感染率为35．49％⋯，远高于全国平均感染率

(5．06％)陉1。因此研究蜱类及其携带莱姆病螺旋体

具有重要公共卫生安全及经济学意义。本研究于

2013年4—5月于新疆北疆地区的石河子市、沙湾

县、伊宁县和察布查尔县(4市县)通过蜱种采集和

鉴定、莱姆病螺旋体培养和基因型检测，探讨上述地

区优势蜱种莱姆病螺旋体的携带情况。

材料与方法

1．调查点选择：石河子市与沙湾县相邻，位于天

山北麓中段、准噶尔盆地南缘，东经84045’～86040’，

北纬43。207．45020’；伊宁县与察布查尔县相邻，位

于天山西麓、伊犁河谷盆地伊犁河中南岸，西与哈

萨克斯坦接壤，分别为东经8I)。13’～82042’，北纬

43。35’。44。29’和东经80。31’一8lo 43 7，北纬

430177～43057 7，两县境内的伊宁口岸与都拉塔口

岸是伊犁地区重要的贸易口岸。，

2．实验材料：

(1)蜱：2013年4—5月从4市县6个采集点、8个

羊群(每群绵羊>30只，均未药浴)采集其体表寄生

硬蜱，共获900余只，置潮湿阴暗处饲养。

(2)主要试剂：BSK．H培养基购置于丹麦Nunc

公司；莱姆病螺旋体病原参考株(编号35210)购置

于美国菌种保藏中心(ATCC)；PCR所用试剂购自天

根生化科技(北京)有限公司；DNA提取试剂盒

(BacteriaGen DNA飚t)购自北：剌隶为世纪生物科技

有限公司；其他所用试剂均为分析纯。

3．实验方法：

(1)蜱种鉴定：普通解剖显微镜下将900余只蜱

进行形态学鉴定，初步分类后，从中选取157只用配

备数码照相功能的解剖显微镜(LEICA M165 C)拍

摄图片，并测量长度¨1，从中选取具有代表性的55

只硬蜱进行16S rRNA扩增与测序最终确定蜱种类

型，结合此结果将剩余的102只按蜱种分类，饱血同

种硬蜱每3只放置于1管，非饱血蜱每5只1管，置

10 m1的Eppendorf管中，共获得24管，于22～
24℃、相对湿度75％～85％温箱内饲养。

(2)莱姆病螺旋体分离培养：将上述24管活蜱

分别置75％乙醇内浸泡lO～15 min，无菌滤纸吸干，

灭菌双蒸水洗涤数次，于无菌环境下剖解，取蜱中肠

接种于6 mlBSK．H培养基中，置33℃温箱中培养，

并每周常温下离心更换培养基，培养至4周后进行
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莱姆病螺旋体检测及测序分型。

(3)莱姆病螺旋体检测及测序分型：①硝酸银染

色：取上述培养菌液2 ml，12 000 r／min离心收集菌

体，灭菌双蒸水重悬菌体，涂片，自然风干后硝酸

银染色(0．02 g／m1)，吹干，封片，油镜镜检。②5s～
23S rRNA巢式PCR扩增：取上述培养菌液3 m1，

12 000 r／min离心收集菌体，灭菌PBS缓冲液洗涤，

按照DNA提取试剂盒使用说明书提取螺旋体基因

组DNA，置于一20℃保存用于5S～23S rRNA基因

间隔区PCR扩增H]。借助primer 5．0软件，设计以下

引物(表1)，引物由上海生工生物工程技术公司合

成。巢式PCR扩增条件：第一轮PCR反应体系

(25 u1)：模板1．5 pl(约50 ng)，上游和下游引物各

0．75“l(75 pm01)，50 mmol／L KCI，10 mmol／L Tris·

HCI(pH 8．3)，1．5 mmoi／L MgCl：，l单位Taq DNA聚

合酶；PCR反应循环参数为：94℃预变性5 min，

92℃变性30 S，55℃退火30 S，72 oC延伸30 S，共

35个循环，72℃终延伸8 min。第二轮PCR反应体

系(25 p1)：模板(首轮PCR产物)1．5 pl(约50 ng)，上

游和下游引物各0．75 ktl(75 pm01)。50 mmol／L KCl，

10 mmol／L Tris．HCl(pH 8．3)，1．5 mmol／L MgCl2，1

单位Taq DNA聚合酶；PCR反应循环参数为94℃

预变性5 min，92℃变性30 S，59 oC退火30 s，72℃延

伸30 S，共35个循环，72℃终延伸8 min。扩增片段

经凝胶回收后送上海生工生物工程技术公司测序。

(妻)OspC巢式PCR扩增：参考文献[5]设计OspC引物
并扩增，扩增片段经凝胶回收后送上海生工生物工

程技术公司测序。④测序分型：结合GenBank登录

的1 1个莱姆病螺旋体的参考序列，将本研究PCR扩

增的16条阳性产物序列测序结果与参考序列比对，

运用ClustalX和Mega4．0软件分析，确定其基因型。

表1巢式PCR扩增设计引物

扩增片段裂黧 引物揪5’叫) 片瑟度
miss)一 rrf-O F CGACCTTCTTCGCCTTAAAGC 412

rrl(23S) rrl—O R TAAGCTGACTAATACTAATTACCC

rrf-I F TCCT^GGCA丁I℃ACCATA 254

rrl-I R CTGCGAGTTCGCGGGAGA

结 果

1．蜱种鉴定：结合形态学鉴定与16S rRNA测

序结果，在察布查尔县采集的蜱种均为刻点血蜱

(Haemaphysalispunctata)(48 6／58早)，伊宁县蜱种均

为图兰扇头蜱(Rhipicephalus turanu：us)(173 6／168早)．

而石河子市、沙湾县蜱种较多，先后获得刻点血蜱
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(125 6／88早)、亚洲璃眼蜱(Hyalomma asiaticum

asiaticum)(50 6／36早)与边缘革蜱(Dernn粥entor

marginatus)(112 6／58早)，其形态学结构见图1。16S

rRNA测序结果表明，相同蜱种间亦存在生物多样性，

所得序列已登录GenBank(KF547980、KF547984、

KF547987、KF547989、KF547992、KF547986)。

2．莱姆病螺旋体检测与分型：巢式PCR扩增莱

姆病螺旋体5S。23S rRNA基因间隔区基因，产物经

1％琼脂糖凝胶电泳分析，24管培养物中有16管在

250 bp左右出现条带，与预期片段大小相符。经统

计，察布查尔县3管中获得阳性培养物2管，伊宁县

5管中获得阳性培养物3管，石河子市和沙湾县16

管中共获得11管阳性培养物(图2)。5S。23S

rRNA基因间隔区测序分析获得3种不同序列，同源

性98．6％一99．5％，并登录GenBank，登录号分别为

KF547996、KF547997和KF547998。结合GenBank

登录的1 1个莱姆病螺旋体参考序列，运用ClustalX

和Mega 4．0软件进行多重序列比对，遗传进化树证

实所有菌株为伯氏疏螺旋体(B burgdorferi)与国际

报道的日．burgdooCeri Sensu Stricto(B31)基因型有高

度同源性(图3)。OspC测序比对分析结果与5S一
23S rRNA基因间隔区遗传进化分析结果一致。

讨 论

新疆是莱姆病的自然疫源地哺]。曹有祥等n1首

次从玛纳斯县天山北麓林间全沟硬蜱(1xodes

persulcatus)中分离到伯氏疏螺旋体(最burgdogCeri)。
石胜刚等哺3在采集到的中华革蜱(Dermacentor

sinicus)、森林革蜱(Dermacentor silvarum)、银盾革蜱

(Dermacentor niveus)、残缘璃眼蜱(Hyalomma

detritum)和盾糙璃眼蜱(Hyalomma scupense)中分离

到病原体B．garinii和B．afzelii两种基因型。孙响
等阳1在南疆地区的亚洲璃眼蜱、短小扇头蜱

(Rhipicephalus pumilio)也分离到且garinii和最afzelii
两种基因型。

本次调查从察布查尔县刻点血蜱、伊宁县图兰

扇头蜱及石河子市、沙湾县刻点血蜱、亚洲璃眼蜱和

边缘革蜱中皆分离到莱姆病螺旋体，经5S～23S

黛||掺||渖萎髫
A

2 919·920lam 囤

注：A：刻点血蜱；B：图兰扇头蜱；C：边缘革蜱；D：亚洲璃眼蜱

图1蜱种形态学(背面和腹面)鉴定
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注：1．3：察布查尔县样本；4～8：伊宁县样本；9～22、25、26：石河子市、沙湾县样本；M：DNAMarker；23：阴性对照；24：阳性对照

图2莱姆病螺旋体5S。23S rRNA基因间隔区巢式PCR结果
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囤3莱姆病螺旋体5S～23S rRNA基因问隔区的系统进化树

rRNA基因间隔区测序表明：①16管阳性培养物
5s一23S rRNA基因间隔区序列与B．burgdorferi

Sensu Stdcto具有高度同源性，同源性为98．6％。

99．5％；②在不同监测点分离获得的菌株序列存在

5S～23S rRNA基因间隔区多态性。该结论经OspC

进～步测序分析表明：OspC基因型分析结果与5S～

23S rRNA基因间隔区遗传进化分析结果一致。迄

今尚未见从新疆刻点血蜱、图兰扇头蜱和边缘革蜱

中分离到伯氏疏螺旋体的相关报道，此外从图兰扇

头蜱中分离到伯氏疏螺旋体尚属我国首次报道。

由于本次分离获得的莱姆病螺旋体的基因型皆为

8 burgdo刀Ceri，并非本国优势基因型丑garinii，其原
因还有待进一步调查和验证。

(感谢中国疾病预防控制中心传染病预防控制所郝琴研究员在

莱姆病螺旋体培养和鉴定中给予的大力支持)
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