
!临床检验研究论著!

某地区东方立克次体基因型和遗传特征研究!

何凤屏#

#

!徐
"

新#

!王江桥!

!柯昌文$

!周海燕K

!

罗
"

君#

!唐建红&

!王
"

箭#

!周建英#

!管振祺#

!刘玉兰#

!郑礼杰#

!刘凤莲#

"

#%

汕头大学医学院附属粤北人民医院!广东韶关
&#!(!&

#

!%

韶关学院医学院!广东韶关
&#!((&

#

$%

广东省疾病预防控制中心!广东广州
&#($((

#

K%

韶关市职业病防治院!广东韶关
&#!(!'

#

&%

韶关市疾病预防控制中心!广东韶关
&#!(!G

$

""

摘
"

要"目的
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探讨某地区东方立克次体流行株的基因型和遗传特征%方法
"

采用荧光定量
345

技术对该地区东方立克次

体感染患者和鼠类标本
UB7&G

蛋白编码基因片段检测!对阳性标本进行基因分型和测序!并与巢式
345

分型结果相比较#对测序

结果与
9A>-7>M

东方立克次体参考序列进行同源性分析%结果
"

东方立克次体感染患者和鼠类标本中可扩增出
9;DD;7P

型
&!$

=
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目的基因片段!与
Y7S7<7M;

型相似!同源性为
HG%$_

#鼠类标本中还可扩增出
$#'=

6

目的基因片段!与
+"G'G

型相似!同源性

为
)'%&_

%东方立克次体感染患者外周血中东方立克次体核苷酸序列与鼠标本的同源性为
#((%(_

%结论
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粤北山区东方立克

次体至少存在
9;DD;7P

型和
Y7S7<7M;

型相似株!鼠类中存在
+"G'G

型相似株%粤北山区人&鼠均存在东方立克次体自然感染!已

成为恙虫病自然疫源地%

关键词"恙虫病东方体#
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基因分型#
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序列分析!
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恙虫病是由恙虫病立克次体$又名东方立克次体#

5;1MABB,

<;7%EC;A>B7D;<

#

5E

&感染引起的自然疫源性传染病#鼠类是主要

传染源#通过恙螨叮咬传播)自
!(

世纪
'(

年代以来#粤北山

区不断发现
5E

感染病例和流行#且近年来发病率有上升趋

势'

#,!

(

)采用分子生物学技术研究粤北山区
5E

流行株的基因

型和遗传特征尚无报道)因此#笔者于
!(('

$

!(#(

年采用定

量荧光
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$

V

L7>B;B7B;TACA7DB;PA345

#
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&技术对粤北山

区人*鼠所感染
5E

的基因型进行了同源分析#现报道如下)

?

"

材料与方法

?%?

"

一般资料
"

&

个调查点共
GG(

例发热患者检出感染患者

!!K

例#其中
#('

例为发热
&?

内早期感染患者#采集所有患者

全血标本)

!$

例
5E

感染黄毛鼠脾组织标本#

!!

例
5E

感染褐

家鼠脾组织标本#

!

例地理纤恙螨匀浆标本)

5E

国际参考株

9;DD;7P

*

Y7C

6

*

Y7BE

由广东省疾病预防控制中心提供)

?%@

"

方法

?%@%?

"
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特异性探针*引物的设计
"

5E

特异性探针采用

*9-

探针)对参考文献'

$,K

(中
UB7&G

基因引物设计方法进行

改良及优化#所设计引物序列如下)引物
#

!

&\,+"4 "++

"94+9[ 999 +"+ 4"4,$\

%引物
!

!

&\,44" 94" +""

++4++4 ""44"",$\

%引物
$

!

&\,9"9 4"9 "94 +"9

9+"+9+ 494,$\

%引物
K

!

&\,+"9 94" ++" +"9 +"9

94+9"4,$\
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#

和引物
!
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$

和引物
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外引物和探针混合物'
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离子水(#
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!

"

. /2"

模板#反应体系为
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)扩增条件!
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#
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循环
K&

次)
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标准
/2"

模板的建立
"

用引物扩增
5E9;DD;7P

株相

对分子质量为
GI#(

$ 的外膜蛋白编码基因片段#胶回收试剂

盒回收纯化该片段#将该片段与
+

载体连接#构建外膜蛋白编

码基因重组质粒#以该质粒作为标准
/2"

模板#将其倍比稀

释后用于建立
V

345

标准曲线)

?%@%B

"

核酸的提取
"

以
i8"7P

6

/2" *;>Y;B

试剂盒提取患

者外周血
/2"

作模板%具体步骤按试剂盒说明书操作)鼠

/2"

提取!取鼠脾脏标本约
(%$

F

于
0

66

A>?ECQ

管内#剪碎后

加
'((

"

.+0

缓冲液#离心后弃去上清液#向沉淀中加入

G((

"

.

裂解缓冲液*
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蛋白酶
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溶菌
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P.
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&&^

过夜%后续操作步骤按试剂盒说明书操作)
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检测及产物纯化
"

按上述要求配制标准
/2"

模板和待检
/2"

标本检测体系#并进行
V

345

检测)对

V

345

产物进行琼脂糖凝胶电泳#以琼脂糖凝胶回收*纯化剂

盒从凝胶中回收并纯化
V

345

产物#送上海生工生物技术有限

公司进行测序)

?%@%K

"

345

分型
"

采用
V

345

检测
5E

基因型#再用巢式

345

$

>A<B345

#

>345

&鉴定
5E

基因型)采用特异性群引物#

345

反应条件为!

HK^&P;>

#

HK^$(<

*

&)^!P;>

*

)(^

!P;>

循环
$(

次#

)!^#(P;>

)以
#

"

.

纯化的
345

阳性产物

为模板
/2"

#分别加入各型引物对
!

"

.

)

345

产物经
!_

琼

脂糖凝胶电泳#

0-

染色#紫外灯下观察结果)

?%@%L

"

核酸序列分析
"

根据以上
345

分型结果#选择
&

个代

表株!

!

个分离自患者全血标本#

!

个分离自黄毛鼠脾脏组织#

#

个分离自地理纤恙螨匀浆)以纯化的相应
345

扩增产物作为

测序模板#以
345

群引物作为测序引物#送上海
8>T;BCE

F

A>

生

物技术有限公司进行测序)

?%@%M

"

5E

抗体检测
"

采用间接免疫荧光试验$

;>?;CA1B;P,

PL>EQDLECA<1A>1A7<<7

N

#

8d"

&检测
GG(

例发热患者血清和
&&

例鼠脾脏组织
5E

抗体)严格按说明书进行操作#试剂盒购自

上海生物技术研究所)

@

"

结
""

果

@%?

"

不同感染时相
/2"

标本
V

345

检测结果
"

采用
V

345

分别在发病
&

*

#&

*

!&?

内检测感染患者和鼠类
5E/2"

浓度#

结果见图
#

)

@%@

"

345

扩增结果
"

分离自
$

株国际参考株和
&

株代表株

的
5E/2"

用群引物扩增均出现相应大小片段$图
!

&)以
!

例
5E

感染患者外周血标本*

!

例
5E

感染鼠脾脏组织标本和
#

例地理纤恙螨标本作为粤北代表株#命名为
g-,#

*

g-,!

*

g-,

$

*

g-,$\

#

g-,K

)

5E/2"

用型引物扩增均出现相应大小片段

$图
$

&#结果显示
g-,#

*

g-,!

*

g-,$

*

g-,K

为
Y7S7<7M;

型#

g-,

$\

为
+"G'G

型)鼠脾脏标本
+"G'G

型
345

扩增结果见图
K

)

@%A

"

5E

基因同源分析
"

K

株代表株
5E

测序结果表明分离株

同源性为
#((%(_

#与
Y7S7<7M;

型的同源性为
HG%$_

)部分

鼠标本
5E/2"

核苷酸序列与
+"G'G

型的同源性为
)'%&_

)

@%B

"

免疫荧光抗体检测结果
"

8d"

检测结果显示#

!!K

例
5E

感染患者抗体阳性率为
&#%)H_

$

##G

"

!!K

&#

#('

例早期感染患

者检测结果均为阴性)

##G

例抗体阳性患者血清型为
9;DD;7P

型#未见
Y7C

6

和
Y7BE

型)

图
#

""

5E

感染患者外周血及鼠脾脏组织标本
V

345

检测结果

图
!

""

5E

群特异性引物
345

扩增产物电泳结果

图
$

""

5E

型特异性引物
345

扩增产物电泳结果

图
K

""

鼠
+"G'G

型
345

扩增产物电泳结果
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讨
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论

粤北地区恙虫病患者临床特征以高热*皮疹和淋巴结肿大

为主#部分患者存在多脏器损害#

G

$

H

月为高发季节#患者以

农民为主)虽然国内外已有恙虫病研究相关报道#但由于各地

+
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区地理环境*流行特点以及
5E

基因型变异不同#各地区恙虫

病流行特征也有所不同'

$,&

(

)恙虫病发病初期临床症状不典

型#且无特异性实验诊断方法#难以实现及时确诊和早期治疗#

因此迫切需要建立特异性强和敏感性高的早期诊断方法)本

研究在常规
V

345

基础上对试验条件进行了优化'

G,'

(

!$

#

&采用

+7

V

*7>,*9-

探针#提高了扩增反应的特异性)采用
+7

V

,

*7>,*9-

探针时#每扩增
#

个特异性产物只释放
#

个分子荧

光物质#且检测信号不受非特异性产物的影响#有效提高了检

测特异性)此外#该探针
$\

端的淬灭基团与报告基团的空间

位置更为接近#因此#可降低非特异性荧光背景#也有利于提高

检测特异性)$

!

&优化了引物设计#增强了引物特异性#当基因

和引物二聚体的熔解温度确定后#在该熔解温度上进行/温度

描绘0#维持
#&<

高温扩增#可避免非特异性产物的形成)同

时#所设计的
!

条引物在
$\

端不能互补#且
94

含量基本一致#

可减少了引物二聚体的形成#提高了检测特异性和灵敏度)有

学者针对
UB7&G

基因序列设计特异性引物并以
V

345

检测疑

似血标本#阳性率达
)$_

'

$,K

(

)本研究以上述经条件优化的

V

345

检测
GG(

例发热$体温
$'%&^

以上&患者外周血标本#

检出
!!K

例为
5E/2"

阳性#阳性率为
$$%HK_

)

本研究采用
8d"

检测
!!K

例
5E

感染患者血清
5E

抗体#

抗体阳性率为
&#%)H_

$

##G

"

!!K

&#

#('

例
5E

早期感染患者均

为阴性#与血清
5E

抗体在病程后期或恢复期才能检出有

关'

'

(

)恙虫病早期快速诊断主要依靠分子生物学技术)本研

究采用优化的
V

345

技术在
5E

早期感染患者外周血中检出

5E/2"

#最低检测限为
&1E

6N

"

"

./2"

#说明优化的
V

345

有

较高灵敏度)朱丽娜等'

H

(的研究显示
V

345

具有
5E

种特异

性#检测灵敏度约为
>345

的
#((

倍#且重复性好)本研究中

V

345

检测结果批内变异系数为
(%(&_

$

#%G_

#批间变异系

数为
#%K_

$

$%#_

#也说明
V

345

具有良好重复性)

本研究中#

5E

抗体阳性患者
8d"

检测血清型均为
9;DD;7P

型#未检出
Y7C

6

和
Y7BE

型#

V

345

也提示为
9;DD;7P

型#鼠

/2"

扩增片段不同于国际参考株
9;DD;7P

*

Y7C

6

*

Y7BE

#经

>345

分型证实为
Y7S7<7M;

型)

37C;<

等'

#(

(在
!((H

年以
F

CE,

0.

基因为靶序列#构建了高度敏感的
V

345

)同年#

UE>BR7

N

,

7>E>

等'

##

(应用
V

345

检测了患者外周血
5E#GUC52"

含量#

结果表明其含量与病情呈正相关)本研究证实患病时间长的

5E

感染者外周血
5E/2"

浓度高于患病时间短的患者#与上

述报道基本一致)

本研究中的同源性分析显示#粤北山区
5E

感染患者和鼠

类所感染
5E

的核苷酸序列同源性为
#((%(_

#与
Y7S7<7M;

型

的同源性为
HG%$_

#提示与日本
Y7S7<7M;

型存在明显亲缘关

系)部分鼠类感染
5E

与
+"G'G

型的同源性为
)'%&_

#提示

与泰国
+"G'G

型存在明显亲缘关系)可见粤北山区
5E

感染

至少存在
9;DD;7P

型*

Y7S7<7M;

型相似株*

+"G'G

型相似株)

粤北山区海拔
'((

$

!(((P

#属亚热带地区#气候温暖*潮

湿#年平均气温
#G

$

!(^

#年平均相对湿度
)'_

$

HG_

#易出

现
5E

孳生和流行)黄毛鼠是该地区
5E

主要贮存宿主#也是

野外优势鼠种#活动范围大'

#!

(

)本研究证实可感染人及鼠类

的
5E

核苷酸序列同源性为
#((%(_

#说明粤北山区域恙虫病

自然疫源地已经形成#感染好发于
G

$

H

月#是夏季型疫源地)
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