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摘　要:目的　了解四川省石渠县牦牛体表寄生蜱的种类及其斑点热群立克次体的感染情况.方法　采集牦牛体表的

蜱,经形态学初步鉴定后,提取蜱总 DNA,PCR扩增蜱１６SrRNA 基因及斑点热群立克次体ompA、ompB 基因,并对扩得阳

性产物进行测序和构建进化树分析,从而确定蜱及其携带斑点热群立克次体的种类.结果　在石渠县４个乡共采集到蜱８１８
只,其中西藏革蜱占７８．９７％(６４６/８１８)、青海血蜱占２１．０３％(１７２/８１８).在８１８只蜱中有４０８只扩得斑点热群立克次体omＧ

pA、ompB 基因,总阳性率为４９．８％.经比对分析,ompA 基因总共得到４条序列(unculturedRickettsiasp．shiqu１、R．raoＧ
ultii．shiqu２、R．raoultii．shiqu３和R．raoultii．shiqu４),ompB 基因也得到４条序列(unculturedRickettsiasp．shiqu１、R．raoultii．
shiqu２、R．raoultii．shiqu３和R．raoultii．shiqu４).经遗传进化分析显示ompA 基因的unculturedRickettsiasp．shiqu１与我国

青海未定种的 UnculturedRickettsiasp．(MG２２８２７０)亲缘关系最近;ompB 基因的unculturedRickettsiasp．shiqu１与韩国未定

种的Rickettsiasp．(KC８８８９５３)和CandidatusRickettsialongicornii(MG９０６６７５)亲缘关系最近;ompA 和ompB 基因的R．
raoultii．shiqu２Ｇ４与对人有致病性的劳氏立克次体(R．raoultii)的亲缘关系最近.结论　首次在牦牛体表寄生的西藏革蜱中

检出劳氏立克次体.石渠县存在西藏革蜱和青海血蜱,蜱传劳氏立克次体感染率较高并且具有感染人的风险.
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MoleculardetectionofspottedfevergrouprickettsiaeＧinfectedticks
collectedfromyaksinShiquCountyofSichuanProvince,China

LIUChengＧcheng１,TANGTianＧcai１,TAYing２,LINBaoＧshan２,YUANDongＧbo３,

GUOLi３,HOU Wei３,MOXi３,YANGAiＧguo３,HAOLiＧli１,LIRui４

(１．CollegeofLifeScience& Technology,SouthwestMinzuUniversity,Chengdu６１００４１,China;

２．CenterforAnimalDiseaseControlandPreventioninAbazhou,Maerkang６２４０００,China;

３．CenterforAnimalDiseaseControlandPreventioninSichuanProvince,Chengdu６１００４１,China;

４．InstituteofQualityandStandardforAgroＧproducts,ZhejiangAcademy
ofAgriculturalSciences,Hangzhou３１００２１,China)

Abstract:Inordertoinvestigatetickspeciesandthepercentageofspottedfevergrouprickettsiaepositiveintickscollected
fromyaksinShiquCounty,SichuanProvince,thetickswerefirstclassifiedbymorphologicalidentification．ThetotalDNAof

tickswasextractedandpartialsequencesof１６SrRNAofticks,

ompAandompBgeneofSFGrickettsiawereamplifiedbyPCR,

respectively．Thepositiveproductsweresequencedandcompared

throughtheNCBIdatabaseandphylogenetictreeswereconstrucＧ

tedbasedon１６SrRNA,ompA andompBfordeterminationof

ticksspeciesandspottedfevergrouprickettsia,respectively．AtoＧ

talof８１８tickswerecollectedfrom４villagesinShiquCountyand

onlyDermacentoreverestianus (７８．９７％,６４６/８１８)andHaemＧ

physalisqinghaiensis (２１．０３％,１７２/８１８)werefound．Thetotal

infectionrateofSFGrickettsiainticks was４９．８％．FourseＧ

０５



quencesofompA (UnculturedRickettsiasp．shiqu１,R．raoultii．shiqu２,R．raoultii．shiqu３andR．raoultii．shiqu４)andfourseＧ

quencesofompB (UnculturedRickettsiasp．shiqu１,R．raoultii．shiqu２,R．raoultii．shiqu３andR．raoultii．shiqu４)wereobＧ
tained．Phylogeneticanalysisshowedthat:forompA,unculturedRickettsiasp．shiqu１hadtheclosestrelationshipwiththeunＧ
culturedRickettsiasp．(MG２２８２７０)isolatedfromQinghai;forompB,unculturedRickettsiasp．shiqu１hadtheclosestrelationＧ
shipwiththeunculturedRickettsiasp．(KC８８８９５３)andCandidatusRickettsialongicornii(MG９０６６７５)isolatedfrom Korea．R．
raoultii．shiqu２Ｇ４forompAandompBgenehadtheclosestrelationshipwiththehumanpathogenicR．raoultii．Inthisstudy,

R．raoultiiwasfirstdetectedinD．everestianusfromyaks．Atpresent,onlyD．everestianusandH．qinghaiensiswerefoundin
ShiquwithhighinfectionrateofR．raoultiiandthereexistsahighriskofhumaninfection．
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　　斑点热群立克次体 (spottedfevergrouprickＧ
ettsia,SFGR)属于立克次体目(Rickettsiales)、立
克次体科 (Rickettsiaceae)、立克次体属(RickettsiＧ
a),是一类专性细胞内寄生的革兰氏阴性原核微生

物,多数为人兽共患病病原体,其引起的立克次体病

在世界各地均有发生.人感染立克次体的病例在欧

洲[１]、美洲[２]、澳洲[３]等国家均有报道,在我国的新

疆[４]、黑龙江[５]、河南[６]等地区也从人体内分离到了

具有致病性的立克次体.四川省石渠县(３５°５８′５０．
７７″N,９８°０６′１０．５８″E)是隶属于四川省甘孜州的纯

牧业县,位于青藏高原东南缘,境内平均海拔４２００
m,辖区面积２５１９１km２.牦牛是当地主要的家畜,
由于经济发展相对滞后以及传统生活方式等因素影

响,养殖方式粗放,驱虫意识淡薄,牦牛体表蜱虫寄

生严重.由于当地牧民在放牧过程中与牦牛接触频

繁,增加了感染相关蜱传病的风险.目前对该地区

蜱种类以及斑点热群立克次体流行状况的研究均为

空白.因此,本研究以牦牛体表寄生蜱为研究对象

开展调查,以期掌握当地蜱的种类及其斑点热群立

克次体感染的情况,为该地区蜱传病的防控提供数

据支持.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　蜱采集　于２０１８年３－８月从石渠县麻甲

乡、德荣玛乡、阿日扎乡及长须干玛乡的牦牛体表采

集蜱,装入收集管,塞入潮湿脱脂棉,放入７５％酒精

溶液中,并置于４℃冰箱保存待检.

１．１．２　主要试剂　组织基因组 DNA 提取试剂盒

(TIANamp GenomicDNA Kit)、Trans２K Plus
DNAmaker、２xEasyTaqPCRSuperMix(北京全式

金公司)、１xTAE溶液、琼脂糖、引物合成、测序均由

生工生物工程技术服务有限公司(成都公司)完成.

１．１．３　主要器材　电泳仪电源(DYYＧ６C型)购于

北京六一仪器厂,LeicaS９D 体式显微镜购于中辉

徕博(北京)仪器有限公司,台式高速离心机(eppenＧ
dorf５４０２型)购于南京学静生物科技有限公司,

BioＧRad伯乐梯度PCR扩增仪(PTC２４０型)购于南

京学静生物科技有限公司.

１．２　方　法

１．２．１　蜱形态分类　根据«中国经济昆虫志»[７],采
用体式显微镜对蜱初步进行形态学鉴定,鉴定后选

取每个地点不同种类蜱的２０％进行分子生物学鉴

定,最终确定种类.

１．２．２　DNA提取　取出用７５％酒精保存的样品,
无菌水洗涤晾干后延纵向中轴线切割,分别装入EP
管,半只于－８０ ℃冰箱冻存,另外半只于玻璃研磨

器中研碎.采用EasyPureGenomicDNAKit按照

说明书提取DNA,于－２０℃保存备用.

１．２．３　PCR检测　蜱及斑点热群立克次体的分子

鉴定 分 别 采 用 郭 丽 萍[８] 和 Oteo、Fernándezde
Mera[９Ｇ１０]建立的方法,引物见表１.两种引物扩增

均采用２５μL的反应体系,２xEasyTagPCRSuperＧ
Mix１２．５μL、上下游引物各１μL(１０μmol/L)、模
板１μL、ddH２O９．５μL混匀.设阳性对照(RickＧ
ettsiaslovacaDNA 由本实验室保存)和阴性对照

(去离子水).蜱１６SrRNA基因扩增程序为:９４℃
预变性４min;９４℃变性１５s,５５℃退火３５s,７２℃
延伸３０s,４０个循环;７２℃延伸８min;１６℃保温;
立克次体ompA 基因扩增程序为:９４ ℃预变性４
min;９４℃变性１５s,５５℃退火３５s,７２℃延伸３５
s,４０个循环;７２℃延伸８min;１６℃保温;立克次体

ompB 基因扩增程序为:９４℃预变性４min;９４℃变

性１５s,５５℃退火３５s,７２℃延伸４０s,４０个循环;

７２℃延伸８min;１６℃保温.取２μLPCR扩增产

物于１．２％琼脂糖凝胶中１００V 电泳３０min,凝胶
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成像仪中观察结果.

表１　PCR引物

Tab．１　PCRprimers

鉴定物种 引物序列(５′Ｇ３′) 靶基因 产物大小/bp 参考文献

蜱 Tick
１６S＋１:CTGCTCAATGATTTTTTAAATTGCGG
１６SＧ１:CCGGTCTGACAGATCAAGT

１６SrRNA ４６０ [１０]

立克次体 Rr１９０．７０p:ATGGCGAATATTTCTCCAAAA ompA ５３０ [１１]

Rickettsiaspp Rr１９０．６０２n:AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT

ompBＧF:GGGTGCTGCTACACAGCAGAA ompB ６１８ [１２]

ompBＧR:CCGTCACCGATATTAATTGCC

１．２．４　序列分析及统计分析　阳性样品送生工测

序,所得序列用 DNAStar软件进行拼接分析,在

NCBI中blast进行比对,再应用 MEGA６．０软件以

NeighborＧJoining法(bootstrap值１０００)构建系统

进化树,并用SPSS软件中pearson卡方检验对数据

进行统计学分析.P＜０．０５差异具有统计学意义.

２　结　果

２．１　蜱采集数量及形态鉴定　在石渠县４个乡共

采集到蜱８１８只,分别是长须干玛乡２３４只,麻甲乡

２２４只、德荣玛乡１９２只及阿日扎乡１６８只,经鉴

定,青海血蜱１７２只,西藏革蜱６４６只,形态特征分

别如图１、图２所示.

A为青海血蜱背面;B为青海血蜱腹面

图１　青海血蜱形态特征

Fig．１　 MorphologicalcharacteristicsofHaemaphysalis

qinghaiensis

A为西藏革蜱背面;B为西藏革蜱腹面

图２　西藏革蜱形态特征

Fig．２　MorphologicalcharacteristicsofDermacentoreveＧ
restianus

２．２　蜱１６SrRNA 基因扩增与遗传进化分析　以

提取的蜱组织 DNA 为模板,扩增蜱１６SrRNA 基

因片段,均出现目的条带,部分样本片段大小约４３０
bp,与预期相符.蜱１６SrRNA基因序列经拼接、比
对后共得７条,其中４条属于西藏革蜱,３条属于青

海血蜱,分别命名为 D．everestianus．shiqu１Ｇ４、H．
qinghaiensis．shiqu１Ｇ３.选取 BLAST 比对后同源

性最高的序列１Ｇ２条以确定种,即青海血蜱和西藏

革蜱,再选取不同地点分离到的青海血蜱和西藏革

蜱的１６SrRNA 序列,最后选取部分不同种类的血

蜱和革蜱的１６SrRNA 序列等作为参考序列,构建

进化树.如图３所示,４个革蜱分离株与西藏的西

藏革蜱(KJ５９９８０９、KJ５９９８０３)亲缘关系最近,同源

性达９８．８３％~９８．８９％.血蜱分离株则与甘肃临洮

(MF６２９８５９)、甘肃永靖(MF６２９８４８)同源性最高,
达９９．０８％~９９．３１％;与青海湟源(MF６２９８８２)同源

性达９８．３３％~９８．８３％.
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图３　基于１６SrRNA基因蜱种系统进化树分析

Fig．３　Phylogeneticanalysisofticksbasedon１６SrRNA

gene

２．３　立克次体ompA、ompB 基因PCR扩增　以提

取的蜱组织 DNA 为模板,扩增立克次体ompA、

ompB 基因片段,长须干玛乡部分样本电泳如图４
所示,ompA 基因片段大小约５３０bp,ompB 基因片

段大小约６１８bp,与预期相符.

２．４　立克次体PCR检测结果　立克次体检测结果

如表２所示,在８１８只蜱中,有４０８只蜱检测到斑点

热群立克次体,感染率为４９．８％(４０８/８１８),选择

１００个阳性样本进行测序并比对,其中未定种的立

克次体约５％,劳氏立克次体约９５％.在４个调查

点中,德荣玛乡感染率最高,达５８．３％,其余依次是

麻甲５３．５％、长须干玛４４．４％及阿日扎乡４２．８％.
德荣玛乡蜱斑点热群立克次体感染率高于其他３个

调查点(χ２＝７．１７５,P＜０．０５).在麻甲乡青海血蜱

斑点热群立克次体的感染率高于西藏革蜱(χ２＝
６２１６,P＜０．０５).

M:DL５０００marker;１:阳性对照;２Ｇ９:蜱样本;１０:阴性对照

图４　长须干玛乡部份样本ompA、ompB 基因PCR反应后电泳图

Fig．４　PCRproductsofompAandompBgeneofsomesamplesinChangxuganmaVillage

表２　石渠县蜱立克次体PCR检测结果统计

Tab．２　DetectionresultsofticksＧborneRickettsiainShiquCounty

调查点
样本数 阳性数 感染率

青海血蜱 西藏革蜱 合计 青海血蜱 西藏革蜱 合计 青海血蜱(％) 西藏革蜱(％) 合计(％)

阿日扎 ０ １６８ １６８ ０ ７２ ７２ ０．００ ４２．８ ４２．８

麻甲 １７２ ５２ ２２４ １００ ２０ １２０ ５８．１ ３８．４ ５３．５∗

德荣玛 ０ １９２ １９２ ０ １１２ １１２ ０．００ ５８．３ ５８．３

长须干玛 ０ ２３４ ２３４ ０ １０４ １０４ ０．００ ４４．４ ４４．４

合计 １７２ ６４６ ８１８ １００ ３０８ ４０８ ５８．１∗ ４７．６ ４９．８

　　∗P＜０．０５.

２．５　立克次体ompA、ompB 基因遗传进化分析 将

立克次体ompA 基因序列拼接、比对后共得４条序

列(约５３０bp),分别命名为 UnculturedRickettsia
sp．shiqu１、R．raoultii．shiqu２Ｇ４,其 中 Uncultured

Rickettsiasp．shiqu１与R．raoultii．shiqu２、R．raoＧ
ultii．shiqu３、R．raoultii．shiqu４有３１个碱基的差

异;R．raoultii．shiqu２与R．raoultii．shiqu３、R．raoＧ
ultii．shiqu４仅有１个碱基差异;R．raoultii．shiqu３
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与R．raoultii．shiqu４仅有１个碱基差异.将其与

GenBank中已有劳氏立克次体ompA 基因进行同

源性比较并且选取不同种类立克次体的ompA 基

因序列构建系统进化树,对种系亲缘关系进行分析.
如图５所示,其中 UnculturedRickettsiasp．shiqu１
与我 国 青 海 未 定 种 的 unculturedRickettsia sp．
(MG２２８２７０)同源性达１００％,与分离自韩国的长角

立 克 次 体 Candidatus Rickettsia longicornii
(MG９０６６７６)同源性为９８．２１％,两者有９个碱基差

异;R．raoultii．shiqu２、R．raoultii．shiqu３、R．raoＧ
ultii．shiqu４与分离自意大利的 Rickettsiaroutlii
z１６４(MH５３２２４９)、分 离 自 我 国 北 京 的 IM１６ 株

(KY４７４５５４)和分离自我国黑龙江RickettsiaroutＧ
lii(JX８８５４５８)聚于同一分支,同源性为９８．８０％~
９９．３９％;其中R．raoultii．shiqu２、R．raoultii．shiqu４
与我 国 西 藏 分 离 到 的 Rickettsiaroutlii LYG３２
(JQ７９２１３７)同源性分别为９９．６％、９９．８％,R．raoＧ
ultii．shiqu３ 与 其 同 源 性 达 １００％;R．raoultii．
shiqu２、R．raoultii．shiqu３ 与 Rickettsia routlii
WYG６８(JQ７９２１６２)同源性为９９．８０％,R．raoultii．
shiqu４与其同源性达１００％.

图５　基于ompA 基因立克次体系统进化树分析

Fig．５　PhylogenetictreeofRickettsiabasedontheompA

gene

将立克次体ompB 基因序列拼接、比对后共得

４ 条 序 列 (约 ６１８bp),分 别 命 名 为 Uncultured
Rickettsiasp．shiqu１、R．raoultii．shiqu２Ｇ４,其中UnＧ
culturedRickettsiasp．shiqu１与R．raoultii．shiqu２、

R．raoultii．shiqu３、R．raoultii．shiqu４存在３２个碱

基差异;R．raoultii．shiqu２与R．raoultii．shiqu３、R．
raoultii．shiqu４ 仅 有 １ 个 碱 基 差 异;R．raoultii．
shiqu３、R．raoultii．shiqu４仅有一个碱基差异,将其

与GenBank中已有劳氏立克次体ompB 基因进行

同源性比较并且选取不同种类立克次体的ompB

基因序列构建系统进化树,对种系亲缘关系进行分

析.如图６所示,其中 UnculturedRickettsiasp．
shiqu１ 与 韩 国 分 离 到 未 定 种 的 Rickettsia sp．
(KC８８８９５３)和 CandidatusRickettsialongicornii
(MG９０６６７５)同源性达１００％;R．raoultii．shiqu２、R．
raoultii．shiqu３、R．raoultii．shiqu４与在俄国分离到

的哈巴洛夫斯克株RickettsiaraoultiistrainKhaＧ
barovsk(DQ３６５７９８)同 源 性 分 别 为 ９９．４７％、

９９３１％、９９．４８％;与 分 离 自 意 大 利 的 Rickettsia
raoultiiz１６４(MH５３２２７２)同源性分别为９９．３０％、

９９．１３％、９９．３１％.

图６　基于ompB 基因立克次体系统进化树分析

Fig．６　PhylogenetictreeofRickettsiabasedontheompB

gene

３　讨　论

本次调查中４个乡均采集到西藏革蜱,而青海

血蜱只在麻甲乡采集到.每种蜱都有特定的生存环

境,西藏革蜱主要生存于我国西藏和尼泊尔海拔

３５００~４５００m 以上的高山荒漠地区,青海血蜱主

要生存于我国青海海拔２０００~４２００m 的草丛灌

木[７].就海拔和地理位置而言,阿日扎、长须干玛及

德荣玛位于雅砻江流域亚寒带纯牧区,海拔在４３００~
４６００m;麻甲乡位于金沙江河谷寒温带半农牧区,
海拔为３７９９m,两区的海拔高度存在明显的差异,
这很可能是只在麻甲乡发现青海血蜱的主要原因.

在斑点热群立克次体的鉴定中,依据 FournＧ
ie[１１]建立的判定标准,ompA 基因是斑点热群立克

次体的特异性蛋白基因,如检出了ompA 基因则可

以判定为斑点热群立克次体,如没有,则判定斑点热

群立克次体必须符合下列４项标准的中的两项:与
１６SrRNA同源性＞９８．８％、gltA 同源性＞９２．７％、

ompB 同源性＞８５．８％、geneD 同源性＞８２．２％.这

是本研究以ompA 及ompB 基因作为靶基因检测
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斑点热群立克次体的依据.检测结果表明该地区蜱

中斑点热群立克次体的感染率为４９．８％.值得注意

的是,在麻甲乡采集到青海血蜱的数量明显多于西

藏革 蜱,并 且 青 海 血 蜱 劳 氏 立 克 次 体 的 感 染 率

(５８１％)显著高于西藏革蜱(３８４％).
在本研究中,阳性样本中劳氏立克次体占比高,

劳氏立克次体于１９９９年首次分离自革蜱和扇头蜱,
根据基因库中的信息,目前至少在１９种蜱中检测到

劳氏立克次体,包括草原革蜱、短小扇头蜱、嗜群血

蜱、全沟硬蜱、钝眼螺旋蜱和亚洲璃眼蜱等革蜱属的

蜱更多见携带劳氏立克次体[１２],但目前尚无关于西

藏革蜱感染劳氏立克次体的数据.本课题首次在西

藏革蜱中检出了劳氏立克次体DNA,并且有很高的

检测阳性率.携带劳氏立克次体的血蜱主要有长角

血蜱、短垫血蜱、草原血蜱[１３].在本次调查中,青海

血蜱的劳氏立克次体感染率为５８．１％远远高于高悦

等[１４]的检出率(１４．９％(１１/７４)).此次调查的阳性

样本 中 有 ５．０％ 为 未 定 种 立 克 次 体 Uncultured
Rickettsiasp．shiqu１,后期我们将应用诸如多位点

序列分型(Multilocussequencetyping,MLST)等
方法在种的水平上进一步鉴定.

２０１５―２０１６年,内蒙古、河南、山东省报道有

２６人感染劳氏立克次体[１５],从其中２例患者的血液

中检测到并分离到劳氏立克次体哈巴洛夫斯克株

R．raoultiistrainKhabarovsk,该致病株与本次在石

渠县牦牛体表寄生蜱中检测到的劳氏立克次体具有

很高的同源性.因此,在石渠县西藏革蜱和青海血

蜱劳氏立克次体高感染率的情况下,是否当地居民

对其也具有一定的感染率有必要开展进一步的调查.
综上所述,本次实验首次对石渠县牦牛体表寄

生的蜱虫种类及斑点热群立克次体流行情况进行调

查,结果表明该地区青海血蜱和西藏革蜱是当地传

播劳氏立克次体的重要媒介,并且首次鉴定出西藏

革蜱也是携带劳氏立克次体的蜱种之一.石渠县蜱

立克次体较高的感染率极大增加了人感染的风险,
后期应进一步加强对蜱虫的控制及劳氏立克次体流

行情况的监测.
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