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摘　要:目的　调查河北省南部和东北部野鼠立克次体感染情况以及感染株的遗传进化特征.方法　采用粘鼠板和鼠

笼在河北南部邯郸市及北部承德市进行捕鼠,提取鼠脾脏 DNA,采用半巢氏 PCR扩增立克次体的１６SrRNA、ompA、gltA
基因,对扩增阳性产物进行测序,并对获得序列进行同源性比较和系统发生树分析.结果　在邯郸市和承德市共捕获鼠１００
只,在这些鼠脾脏样本中有６份(６％)被PCR扩增阳性,其中邯郸市２份、承德市４份.PCR阳性产物测序后同源性分析,发
现本研究中扩得的６株立克次体的３个目的基因序列均与劳氏立克次体相应基因序列的同源性最高,１６SrRNA 与gltA 的

同源性大于９９．９％,ompA 大于９８．８％.基因序列系统发生树分析结果显示河北野鼠携带的立克次体菌株与我国其它地区检

出的劳氏立克次体菌株有密切的亲源关系.结论　河北省南部和东北部野鼠均存在劳氏立克次体的感染,野鼠生存地区可

能为立克次体感染的自然疫源地,应加强当地人群立克次体感染的防控.
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Abstract:ThisstudyinvestigatedRickettsiainfectionsandgeneticcharacteristicsinwildratsinsouthernandnortheastern
HebeiProvince．RodentswerecapturedwithstickyboardsandcagesinHandanandChengde,Hebei．DNAwasextractedfrom
themicespleens．The１６SrRNA,ompAandgltAgenesofRickettsiawereamplifiedwithsemiＧnestedPCR．ThePCRprodＧ
uctsweresequenced,thenucleotideidentitiesweredetermined,andphylogeneticanalysiswasperformed．Atotalof１００roＧ
dentswerecapturedinHandanCityinsouthernHebeiProvinceandChengdeCityinnorthernHebeiProvince．SixrodentstestＧ
edpositiveforthe１６SrRNAgeneinthespleen,withapositivityrateof６％．Ofthem,twoweredetectedinHandanCity,

andfourweredetectedinChengdeCity．Inaddition,theompAgeneandgltAgenesequenceswereobtained．NucleotideidentiＧ
tyanalysisindicatedthatallsixstrainswerecloselyrelated,andsharedthehighestnucleotideidentity(morethan９９．９％for
１６SrRNAorgltA,and９９．９％ forompA)withR．raoultii．Phylogeneticanalysisusing MEGA６．０indicatedthatallsix
strainshadtheclosestrelationshipwithknownR．raoultiistrainsfromotherpartsofChina．Rickettsiainfectionsexistinwild
rodentsinsouthernandnortheastern HebeiProvince．Monitoringandprevention measuresforRickettsiadiseaseshouldbe
strengthenedtodecreasethethreatstoanimalandhumanhealth．
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　　立克次体(Rickettsia)为原核单细胞微生物,其
专性寄生于真核细胞内.由该类菌引起的立克次体
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病是一类重要的人兽共患疾病[１Ｇ２].近年来,世界范

围出现多种新发及再发立克次体病[３Ｇ５].我国在新

疆、黑龙江、云南等地野生动物和/或患者样本中检

出或分离到某些致病性立克次体[６].
由于立克次体严格胞内寄生这一特性,人们很

难用传统的细菌学分类手段对该类菌进行区分.

１６SrRNA基因由于其高变区有种属特异性,保守

区在各细菌之间差异不大的特点,已经成为最适合

细菌属种分类鉴定的目的基因[７Ｇ８].立克次体属的

柠檬酸合成酶基因(gltA)、外膜蛋白 A(ompA)基
因为鉴定立克次体种的常用基因[９].立克次体的

ompA 基因序列具有种内差异,为种内菌株分型的

目的基因[１０].
本研究捕获河北省南部和东北部两个特定地区

的野鼠作为调查对象,扩增鼠脾脏样本的立克次体

１６SrRNA、ompA、gltA 基因,并对扩得的目的基

因片段测序,对测定的基因序列进行同源性比对和

系统发生树分析,研究当地立克次体的遗传特征和

流行特征,为当地立克次体病预防与控制提供重要

数据.

１　材料与方法

１．１　主要仪器设备与试剂　PCR仪(AppliedBioＧ
system,美国)、凝胶成像仪(BioＧRad,美国)、电泳仪

(北京六一仪器厂,北京)、组织研磨机(上海净信实

业有限公司,上海)、核酸提取仪(江苏硕世生物科

技股份有限公司,江苏)、PCR masterMix(TIANＧ
GEN,北京).

１．２　野鼠样本采集　２０２０年４月－９月,在河北省

邯郸市及承德市选取的５个乡镇用粘鼠板和鼠笼法

捕获野鼠,其中邯郸市５０只,承德市５０只,分别编

号登记,无菌操作解剖,取脾脏样本,－８０ ℃ 冻存

待检.

１．３　脾 DNA 提取　每只鼠分别取约１０mg脾脏

组织用研磨机进行研磨,使用硕世生物科技有限公

司的组织DNA提取试剂盒(磁珠法)提取脾脏组织

全DNA,并保存于－２０℃ 备用.

１．４　PCR扩增　根据文献[１１]中的引物(表１)采
用半巢氏 PCR 进行立克次体１６SrRNA、ompA、

gltA 基因的扩增,其中１６SrRNA 分为两段进行扩

增.扩增条件为:９４℃５min后;９４℃４０s、５０℃
４０s、７２℃５０s,循环３５次;最后７２℃７min.二

轮扩增的PCR程序与第一轮相同.１６SrRNA 前

后两半段、ompA、gltA 扩增产物目的片段的大小分

别为９５０bp、７００bp、７５０bp和１０００bp.

１．５　序列分析及遗传进化特征分析　PCR阳性产

物送至北京擎科生物技术有限责任公司进行测序,
所得序列先用blast进行比对分析,然后用 LaserＧ
gene程序计算序列之间的同源性,用 MEGA６．０中

的最大似然法 (ML)构建系统发生树,核苷酸替代

模型为 GTR＋I＋G,分析采用 BootstrapReplicaＧ
tion的值为１００.

表１　本研究所用引物

Tab．１　Primersequencesforbacterialidentification
throughPCR

目的基因 引物名称 引物序列(５′Ｇ３′)

１６SrRNA
前半段

RＧ１６ＧF
GTACGGAATAACTTTTＧ
AGAAAT

RＧ１６ＧR１
CATGATGACTTGACRTＧ
CGT

RＧ１６ＧR２
CATCTCACGACACGAGＧ
CTG

１６SrRNA
后半段

RＧrrsＧF１
GAAGGCGRTCATYTRGＧ
GCT

RＧrrsＧF２
GRTCATYTRGGCTRCAＧ
ACTG

RＧrrsＧR
CTGCCTCTTGCGTTAGＧ
CT

ompA ompAF７２５
ATGGCGAATATTTCTCＧ
CAAAA

ompAR１Ｇ７２５
ACCTACATTATCAAHGＧ
CCTGT

ompAR２Ｇ７２５
ACCTSTTAATACTGCAＧ
TTTRCAT

gltA RＧgltAＧF１
CCGGGYTTTATGTCTAＧ
CTGC

RＧgltAＧF２
CTTTATGTCTACTGCKＧ
TCTTG

RＧgltAＧR
AGCTGTCTWGGTCTGCＧ
TGATT

２　结　果

２．１　PCR电泳结果　在河北省邯郸市和承德市分

别采集５０只野鼠,根据形态学特征与线粒体cytb
基因分析,邯郸市捕捉到的老鼠为黑线姬鼠,承德市

捕捉到的为褐家鼠.将１００只鼠的脾脏组织分别提

取 DNA 做 模 板,采 用 PCR 扩 增 立 克 次 体 的

１６SrRNA基因,然后扩增阳性标本的ompA 基因

及gltA 基因,扩增产物使用１．５％琼脂糖凝胶电泳

成像.结果检出６只野鼠样本的３个目的基因扩增
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均为阳性(图１),４个目的基因扩增片段分别约为

９５０bp、７００bp、７５０bp和１０００bp,与预期目的片

段大小相符.承德市褐家鼠的立克次体感染率为

８％(４/５０),邯郸市黑线姬鼠的立克次体感染率为

４％(２/５０).

M:DL２０００maker;１Ｇ６:鼠脾脏样本

图１　野鼠脾脏样本１６SrRNA 基因前半段、１６SrRNA 基因后半段、ompA 基因及gltA 基因PCR扩增后电泳图

Fig．１　PCRproductsofthefirsthalfofthe１６SrRNAgene,thesecondhalfofthe１６SrRNAgene,andtheompAand

gltAgenesinthespleensofwildrodents

２．２　１６SrRNA 基因测序结果分析　将６株立克

次体的１６SrRNA 基因进行同源性分析,它们之间

的同源性为９９．９％~１００％.此外,这６条１６SrRNA
基因序列与 GenBank中劳氏立克次体相应基因之

间的序列同源性最高,为 ９９．９％ ~１００％.下载

GenBank中立克次体的已知１６SrRNA 基因序列,
用 MEGA６．０中的 ML方法构建的系统发生树(图

２).在１６SrRNA 基因序列的系统发生树上,本研

究中检出的６个菌株与劳氏立克次体有最密切的亲

缘关系,位于同一分支.提示从河北两地野鼠中检

出立克次体均为斑点热群的劳氏立克次体.本研究

中获得的１６SrRNA 基因序列的 GenBank登记号

为 MZ２９２０５５~MZ２９２０６０.

２．３　ompA 基因和gltA 基因测序结果分析　本研

究中获得的６条立克次体的ompA 基因的同源性

为９９．７％~１００％;此外,这６条ompA 基因序列与

GenBank中劳氏立克次体相应基因序列之间的同

源性最高,为９８．８％~１００％.采用ompA 基因序

列构建的系统发生树上,结果显示河北６个立克次

体菌株与劳氏立克次体有最密切的亲缘关系,与我

国其它地区检出的劳氏立克次体位于同一分支.本

研究中获得的６条立克次体的gltA 基因的同源性

为１００％;此外,这６条gltA 基因序列与 GenBank
中劳氏立克次体相应基因序列之间的同源性最高,
为９９．９％~１００％.采用gltA 基因序列构建的系

统发生树上,结果显示河北立克次体与劳氏立克次

体的位于同一分支,与我国其它地区发现的劳氏立

克次体的亲缘关系最近(图３).本研究中获得的

ompA 与gltA 基 因 序 列 的 GenBank 登 记 号 为

MZ２９７８０３~MZ２９７８１４.

图２　基于立克次体１６SrRNA 基因序列构建系统进化树

Fig．２　PhylogeneticanalysisofRickettsia accordingto
１６SrRNAgenesequences

３　讨　论

本课题从河北省南部和东北部两个代表性地区

捕捉野鼠提取鼠脾脏的 DNA 样本,采用PCR方法

扩增鼠样本的立克次体１６SrRNA、ompA 和gltA
基因进行立克次体的检测与鉴定.脾脏是重要的机

体免疫器官,是血液循环过程的一个过滤器官,因此

血液中的病原体会经过脾脏,它们可能被脾脏免疫

活性细胞吞噬清除,某些病原体可以在脾脏细胞内

生长繁殖,再次进入血液.因此,脾脏组织是否带菌

可以作为机体是否曾发生过或正存在菌血症的一种
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图３　基于立克次体ompA 基因(左)与gltA 基因(右)序列构建系统进化树

Fig．３　PhylogeneticanalysisofRickettsiaaccordingtoompA (left)andgltA (right)genesequences

反映.同时,有研究结果显示,脾脏组织检查适合监

测依靠鼠作为贮存宿主而传播的病原体[１２].因此,
通过动物宿主研究病原体存在状况时,我们应根据

所研究病原体的组织亲嗜性特征选择对应靶器官或

组织.因此,本研究选取了脾脏组织标本进行立克

次体的检测.检测结果表明邯郸与承德市的啮齿动

物立克次体感染阳性率为６％,同源性与系统发生

树分析证明野鼠携带的立克次体病原体为劳氏立克

次体.本研究中,鼠的立克次体感染率与内蒙古西

部口岸地区啮齿动物携带立克次体的阳性率一致

(６１８％)[１３],高于云南省泸西县和黑龙江省逊克县

啮齿动物中立克次体的阳性率[１４Ｇ１５],但远远低于新

疆北 疆 地 区 啮 齿 动 物 中 立 克 次 体 的 阳 性 率

(３４％)[１６].
能够感染人的立克次氏体目成员包括无形体科

与立克次体科.其中的立克次体科又包含立克次体

属和东方体属.而立克次体属又可分为斑疹伤寒群

立克次体和斑点热群立克次体.目前国际上已经鉴

定出３０余种斑点热群立克次体,其中已经证明对人

致病的有２０多种[９].在我国,已发现的立克次体也

有１０多种[１７].在２０１５－２０１６年,内蒙古、河南、山

东等地已报道劳氏立克次体感染的病例[１８].在此

次研究中,河北检出的６株立克次体与黑龙江、内蒙

古分离出的劳氏立克次体有最密切的亲缘关系.河

北省位于中国华北地区,东南部、南部衔山东和河南

省,北部与内蒙古交界.我们的研究证明河北省部

分区域的野鼠携带立克次体,野生啮齿动物为立克

次体贮存宿主,因此这些野鼠生活地区可为立克次

体感染的自然疫源地.下一步我们将扩大河北省区

域筛查范围,除检查野生啮齿动物外,也检测蜱作为

传播媒介携带立克次体种类和感染水平,以判断哪

些立克次体病原体有传播的可能性,为河北省立克

次体病的预防和控制提供可靠数据支持.
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