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摘　要:目的　了解衢州市鼠类携带莱姆病螺旋体状况以及莱姆病螺旋体基因型.方法　采用针对莱姆病螺旋体５S~
２３S基因间隔区的巢式PCR方法检测鼠脾标本,对阳性样本进行基因测序及分析,构建系统发育树.结果　在３７８份鼠标本

中检出莱姆病螺旋体核酸阳性５７份,阳性率１５．０８％.有Borreliagarinii(B．g)基因型、Borreliavalaisiana(B．v)基因型BorＧ
reliaspielmanii(B．sp)基因型.结论　衢州境内鼠类存在至少３个型别莱姆病螺旋体感染,应加强该病原体的检测和莱姆病的

防制.
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Abstract:InordertounderstandthenatureofinfectionandgenotypesofBorreliaburgdorferiinrodentsinQuzhouCity,

ZhejiangProvince,nestedPCRwasusedtoamplify５S－２３SrRNAspacerfragmentsofB．burgdorferifromrodentspleen
samples．ThepositivePCRproductsweresequencedandaphylogenetictreewasconstructed．Atotalof５７rodentswereposiＧ
tiveamong３７８samplestested,withaprevalenceof１５．０８％．SequenceanalysisoftheamplificationproductsshowedidentificaＧ
tionofBorreliagarinii,BorreliavalaisianaandBorreliaspielmanii．TheinfectionwithatleastthreeB．burgdorferigenoＧ
typesinrodentswasconfirmedintheQuzhouarea．ThefindingsofthisstudyarenecessaryfortheimplementationofmonitoＧ
ringandpreventionofLymedisease．
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　　莱姆病是一种全球性的蜱媒传染病,由经蜱叮

咬传播的伯氏疏螺旋体(Borreliaburgdorferi)感

染所致[１].２０世纪７０年代该病在美国首次发现,

１９８２年Burgdorfer从蜱类及感染患者的体内分离

出伯氏疏螺旋体[２].
我国于１９８５年首次在黑龙江林区内发现莱姆

病患者,迄今全国各省/自治区/直辖市(含台湾地

区)均有莱姆病病例报告[３],同时也从可疑莱姆病病

人血清中检测出抗体阳性[４].衢州市目前尚无典型

莱姆病病例报告,但有明确的血清抗体阳性的疑似

病例报道,人群中存在莱姆病感染[５],并且衢州市有

明确的蜱及蜱媒传染病分布[６]报道.
为深入研究莱姆病螺旋体在我市鼠类中的感染

情况,间接评估莱姆病的感染风险,我们采集衢州市

部分县区的鼠类标本开展莱姆病螺旋体核酸检测.

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　标本采集　２０１４－２０１７年,在柯城、开化乡

３５０１



镇的农田、山林处捕获鼠类,经无菌解剖后,取鼠脾

置于无菌冻存管中,于－８０℃存放.

１．１．２　试剂　TIANGEN 血液/组织/基因组 DNA
提取试剂盒(cat＃DP３０４Ｇ０３);DreamTaqTM Green
PCR Master Mix (２X)预 混 反 应 体 系 (Thermo
K１０８２).

１．１．３　仪器　宁波新芝ScientzＧ４８高通量组织破碎

仪,Eppenderf５４２５高速离心机,BIOＧRad扩增仪,

BIOＧRadHEＧ１２０en电泳仪,BIOＧRadChemiDocTM

XRS＋凝胶成像系统.

１．１．４　巢式PCR扩增引物靶序列　莱姆病螺旋体

核糖体５sＧ２３s基因间隔区(第１轮２３s３/２３sa,第２
轮２３s５/２３s６).见表１.

表１　引物序列

Tab．１　Primersequence

引物 核苷酸序列(５′Ｇ３′)

２３s３ CGACCTTCTTCGCCTTAAAGC

２３sa TAAGCTGACTAATACTAATTACCC

２３s５ CTGCGAGTTCGCGGGAGA

２３s６ TCCTAGGCATTCACCATA

１．２　方　法

１．２．１　DNA 提取　取鼠脾１０mg左右,采用组织

破碎仪破碎后制成细胞悬液,按 TIANGEN(cat＃
DP３０４Ｇ０３)提取试剂盒说明书对样品进行 DNA 提

取.－４０℃保存,备用.

１．２．２　巢式PCR检测　采用３０μL反应体系,第１
轮反应体系:２×Mix１５μL,上游引物(１０．０μmol/L)

０．８μL,下游引物(１０．０μmol/L)０．８μL,模板３􀆰０

μL,ddH２O１０．４μL,总体积３０．０μL 体系.第２轮

反应体系:２×Mix１５μL,上游引物(１０．０μmol/L)

０．８μL,下游引物 (１０．０μmol/L)０．８μL,模板

１．０μL,ddH２O１２．４μL,总体积３０．０μL 体系.反

应条件:第１轮 PCR 为９４ ℃预变性５min;９４ ℃
３０s,５５℃３０s,７２℃３５s,３５个循环后;７２℃ 延

伸１０min;然后降温到４℃保存.第２轮PCR反应

为９４℃预变性５min;９４℃３０s,５９℃３０s,７２℃
３０s,３５个循环后;７２ ℃ 延伸１０min;然后降温到

４℃保存.

１．２．３　PCR产物检测　巢式 PCR产物用１．２％琼

脂糖凝胶１４０V电泳３０~４０min,在凝胶成像仪成

像拍照.阳性片段为２５３bp左右.

１．２．４　测序及序列分析　将PCR产物送生工生物

上海有限公司测序,使用Lasergen软件经序列分析

并在 NCBI网站应用Blast对序列进行比对.与下

载的同源性高且正式发表的序列用 MUSCLE(v３．
８．３１)软件对提供的核酸序列进行多重比对.将比

对后的序列采用fastree(version２．１．１１)软件中的

MaximumLikelihood法构建系统发育树,对系统发

育树分支的可靠性进行验证(bootstrap,１０００repliＧ
cations).

２　结　果

２．１　鼠类分布　２０１４－２０１７年在柯城区、开化县

两个采集点共捕鼠３７８只,其中,黑线姬鼠１２７只、
褐家鼠８８只、黄胸鼠６７只、社鼠４９只、针毛鼠３３
只、臭鼩鼱５只、白腹巨鼠３只、黄鼩２只、青毛鼠２
只、东方田鼠 ２ 只,分别占捕获总数的 ３３．５９％、

２３􀆰２８％、１７．７２％、１２．９６％、８．７３％、１．３２％、０．７９％、

０．５３％、０．５３％ 和０．５３％.黑线姬鼠、褐家鼠和黄胸

鼠为优势种,占总数的７４．６％.

２．２　 巢式 PCR　 对 采 集 的 ３７８ 份 鼠 脾 标 本 用

TIANGEN血液/组织/基因组 DNA 提取试剂盒提

取DNA后,用２３s３/２３sa和２３s５/２３s６两组引

物进行两轮PCR检测.在５９份标本中获得阳性结

果.不同年份、不同鼠种莱姆病核酸阳性结果见表

２、表３.

表２　２０１４－２０１７年莱姆病螺旋体核酸阳性结果

Tab．２　PositivenucleicacidresultsofBorreliaburgdorferi
from２０１４to２０１７

年 份 标本数
莱姆病螺旋体

阳性数/份 阳性率/％

２０１４ １２０ ４８ ４０．００

２０１５ ９８ ９ ９．１８

２０１６ ８０ １ １．２５

２０１７ ８０ １ １．２５

合计 ３７８ ５９ １５．６１
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表３　不同鼠种莱姆病螺旋体核酸阳性结果

Tab．３　PositivenucleicacidresultsofBorreliaburgdorferi
fromdifferentrodentspecies

鼠种 数量
莱姆病螺旋体

阳性数/份 阳性率/％

黑线姬鼠 １２７ ０ ０．００

褐家鼠 ８８ ３３ ３７．５０

黄胸鼠 ６７ １７ ２５．３７

社鼠 ４９ ５ １０．２０

针毛鼠 ３３ ４ １２．１２

臭鼩鼱 ５ ０ ０．００

白腹巨鼠 ３ ０ ０．００

黄鼩 ２ ０ ０．００

青毛鼠 ２ ０ ０．００

东方田鼠 ２ ０ ０．００

合计 ３７８ ５９ １５．６１

２．３　测序结果和基因型　选取典型的３７条序列分

别通过 NCBI网站中的 blastn软件进行比对,发现

它们与 GenBank 中伯氏疏螺旋体菌株的 ５S~２３S
rRNA基因间隔区序列具有高度同源性.在３７份

样本扩增序列中,有２６份阳样本为BorreliagariＧ
nii(B．g)基因型;有８份阳性样本为BorreliavalaiＧ
siana(B．v)基因型;有 ３ 份阳性样本为 Borrelia
spielmanii(B．sp)基因型.其中,２０１４年柯城区采

集的样本全部为B．g基因型,２０１５年开化县采集的

样本有B．v基因型和B．g基因型,２０１６、２０１７年度开

化县采集的样本均为 B．v基因型.不同年份、地点

采集的样本基因型见表４.

２．４　系统发育树重构　对本次检测阳性样本,选取

３７条典型的序列用 MUSCLE(v３．８．３１)软件进行多

重比对.将比对后的序列采用fastree(version２．１．
１１)软件中的 Maximum Likelihood 法构建系统发

育树,对系统发育树分支的可靠性进行验证(bootＧ
strap,１０００replications),结果见图１.

表４　不同年份地点莱姆病螺旋体基因型

Tab．４　GenotypesofBorreliaburgdorferiindifferentyearsandlocations

年份 采集地点 样本数
分析阳性

样本数

基因型

Borreliagarinii Borreliavalaisiana Borreliaspielmanii

２０１４ 柯城区万田乡 １２０ １５ １５ ０ ０

柯城区姜家山乡 １１ １１ ０ ０

２０１５ 开化县音坑乡 ９８ ６ ０ ５ １

开化县汶山乡 ３ ０ １ ２

２０１６ 开化县音坑乡 ８０ １ ０ １ ０

２０１７ 开化县马金镇 ８０ １ ０ １ ０

合计 ３７８ ３７ ２６ ８ ３

３　讨　论

莱姆病作为近年来新发的蜱媒传染病,已成为

全球公共卫生问题[７].
莱姆病螺旋体的贮存宿主较多,鼠类是其重要

的贮存宿主之一.检测鼠类莱姆病螺旋体病原体伯

氏疏螺旋体感染情况,对防控人莱姆病具有重要意

义.目前为止,世界上所分离到的伯氏疏螺旋体菌

株不断增加,２００９年报道有１４个基因型[８],目前已

报道至少有２２个基因型[３],其中已确定对人有致病

性的有 ４ 个基因型[９]Borreliaburgdorferisensu
stricto、Borreliagarinii、Borreliaafzelii及BorreＧ
liaspielmanill.而Borreliavalaisiana 基因型莱

姆病螺旋体的致病性也有不同的报道,部分研究认

为Borreliavalaisiana 基因型莱姆病螺旋体也有致

病性[１０].
本次采用巢式PCR方法检测莱姆病螺旋体,灵

敏度、特异度均比较高[１１Ｇ１２].３７８份鼠脾标本莱姆

病螺旋体核酸阳性５９份,阳性率为１５．６１％,在对选

取的３７条序列通过 blastn 软件比对,发现衢州地

区的莱姆病螺旋体有３个型别,其中BorreliagariＧ
nii型占７０．３％,Borreliavalaisiana 型占２１．６％,

Borreliaspielmanii型占８．１％.在不同年份、地点

采集的鼠标本中,莱姆病螺旋体的基因型各不相同,
在２０１４年柯城区采集的样本中检出的均为BorreＧ
liagarinii型,２０１５－２０１７年开化县采集的样本中

检出的为Borreliavalaisiana 型和BorreliaspielＧ
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图１　浙江省衢州地区鼠类携带莱姆病螺旋体的系统进化树

Fig．１　PhylogenetictreeofBorreliaburgdorferiinroＧ
dentsinQuzhouarea,Zhejiang

manii型.提示衢州地区的莱姆病螺旋体型别相对

比较丰富,这也与衢州地区低山丘陵地形为主以及

开化县打造国家公园,拥有大片的原始森林,森林覆

盖率达到８０％以上有关,是一个天然的生物基因

库,宿主动物和媒介生物种类繁多,病原体的基因型

与媒介、宿主之间的关系有待今后继续探究.
随着经济的发展,这些地区的外来人员增多,完

全无免疫力的人员进入,可能会对人群健康构成威

胁,应引起高度重视.
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