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甘肃河西走廊沿线地区Q热媒介及分子特征研究*

张芳**,王小恒,于国伟

(西北民族大学医学部,甘肃兰州
 

730030)

【摘要】 目的 Q热由贝氏柯克斯体引起,呈全球分布,我国目前已有20多个省(市)自治区有该病的相关报道。为了

解甘肃河西走廊沿线地区贝氏柯克斯体宿主动物自然感染情况,采集沿线3个地区野外放养的骆驼血液标本和骆驼体

表寄生的蜱标本,分别进行血清学检测及贝氏柯克斯体分子生物学检测。 方法 采用捡拾法收集骆驼体表寄生的蜱

标本,采用形态学方法进行蜱种鉴定。采用研磨加试剂盒抽提法提取蜱DNA,应用巢式PCR扩增贝氏柯克斯体23S
 

rRNA,对扩增产物进行测序并与NCBI数据库中序列信息进行比对。采用间接免疫荧光法检测骆驼血清抗贝氏柯克斯

体抗体,分析骆驼贝氏柯克斯体感染情况。 结果 共采集528只未吸血成蜱,经形态学鉴定分为两个蜱种,其中草原

革蜱248只,亚洲璃眼蜱280只。PCR扩增蜱标本贝氏柯克斯体23S
 

rRNA,阳性88只,阳性率为16.67%,其中草原革

蜱阳性率为14.24%
 

(41/248)
 

,亚洲璃眼蜱为16.78%
 

(47/280),二者阳性率差异无统计学意义(χ2=0.006,P>
0.05)。采集散养骆驼血液标本48份,间接免疫荧光法检测抗贝氏柯克斯体抗体9份阳性,阳性率18.75%。阳性骆驼

中有7头其体表寄生蜱亦检出贝氏柯克斯体感染。23S
 

rRNA系统进化树显示,测试中的10株贝氏柯克斯居于同一分

支,与北京株(CP035112.1
 

C)、美国株(NR_104916.1)和法国株(LK937696.1)同源性较高。 结论 甘肃河西走廊沿

线地区至少有两个蜱种携带贝氏柯克斯体,野外放养的骆驼亦存在贝氏柯克斯体感染。提示应在上述地区开展深入调

查,以应对可能出现的Q热的发生。
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【Abstract】 Objective Q
 

fever
 

has
 

been
 

reported
 

worldwide,In
 

China,Q
 

fever
 

has
 

been
 

identified
 

from
 

more
 

than
 

20
 

provinces.
 

In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

occurrence
 

of
 

C.
 

burnetii
 

in
 

camels
 

and
 

ticks
 

which
 

collected
 

from
 

camels’
 

bodies
 

from
 

Gansu
 

province,a
 

molecular
 

epidemiology
 

study
 

was
 

carried
 

in
 

Hexi
 

Refion. Methods Ticks
 

were
 

collected
 

from
 

camels’
 

body.
 

After
 

species
 

identification,DNA
 

of
 

Coxiella
 

burnetii
 

was
 

isolated
 

from
 

ticks
 

and
 

detected
 

by
 

nested
 

PCR
 

targeting
 

23S
 

rRNA
 

of
 

Coxiella
 

burnetii.
 

An
 

indirect
 

immunofluores-
 

cent
 

assay
 

(IFA)
 

was
 

carried
 

out
 

to
 

test
 

antibodies
 

(IgG)
 

against
 

Coxiella
 

burnetii. Results A
 

total
 

of
 

617
 

adult
 

ticks
 

which
 

included
 

275
 

Dermacentor
 

nuttal
 

and
 

342
 

Hyalommaasi
 

aticum
 

and
 

48
 

camels􀆳
 

blood
 

were
 

collected
 

from
 

Hexi
 

region.
 

528
 

unfeded
 

adult
 

ticks
 

were
 

examined
 

using
 

nested
 

PCR.
 

48
 

sera
 

were
 

analyzed
 

by
 

IFA
 

test.
 

The
 

total
 

positive
 

rate
 

was
 

16.67%
 

in
 

ticks.
 

The
 

positive
 

rate
 

in
 

D.
nuttal

 

was
 

14.24%
 

(41/248)
 

and
 

19.63%
 

(47/280)
 

in
 

Hy.
 

aticum
 

respectively.
 

There
 

was
 

no
 

difference
 

in
 

positive
 

rate
 

among
 

two
 

tick
 

species.
 

9
 

of
 

48
 

camels
 

were
 

seropositive
 

for
 

C.
 

burnetii,
 

although
 

C.
 

burnetii
 

DNA
 

was
 

not
 

detected
 

in
 

any
 

of
 

the
 

camels.
 

The
 

same
 

branch
 

of
 

Q
 

ReCox
 

system
 

was
 

selected
 

for
 

sequencing,which
 

has
 

high
 

homology
 

with
 

Beijing
 

strain
 

(CP035112.1
 

C),American
 

strain
 

(NR_
 

104916.1)
 

and
 

French
 

strain
 

(LK937696.1). Conclusion These
 

findings
 

indicate
 

that
 

two
 

tick
 

species
 

Dermacentor
 

nuttal
 

and
 

Hyalommaasi
 

aticum
 

collected
 

from
 

camels
 

in
 

Gansu
 

province
 

carried
 

C.
 

burnetii.
 

Serological
 

method
 

identified
 

infection
 

of
 

C.
 

burnetii
 

among
 

local
 

main
 

ecomic
 

animals:

camels.
 

All
 

these
 

findings,for
 

first
 

time
 

in
 

Gansu
 

Province,indicate
 

the
 

need
 

for
 

an
 

in-depth
 

assessment
 

of
 

the
 

C.
 

burnetii
 

occurrence
 

in
 

hosts
 

and
 

humans
 

at
 

risk
 

of
 

infection
 

in
 

the
 

future.
【Key

 

words】 Q
 

fever;hexi
 

region;tick;molecular
 

epidemiology

 ***Q 热是由贝氏柯克斯体(Coxiella
 

burnetiid,

Cb)引起的一种自然疫源性疾病[1],患者可出现发热、
畏寒和、头痛等症状,后期可发展为慢性疾病,并发心

内膜炎、间质性肺炎和慢性肝炎等[2]。贝氏柯克斯体

也可感染野生动物和家畜。Q热是通过感染动物产生
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的气溶胶进行病原传播的[3]。动物感染后多数无明显

症状,但在雌性动物孕期可发生流产、死胎和不育等生

殖障碍[4]。目前已报道的 Q热疫区遍及全球几乎所

有国家,成为当前分布最广的人畜共患病之一[5-6]。Q
热被证实是一种重要的蜱传疾病,其病原体贝氏柯克

斯体亦被列为一种重要的生物战剂而备受关注。贝氏

柯克斯体还可与其他病原体共同致病,从而使得治疗

更加棘手。在我国目前至少有超过20个省(市)自治

区有该病报道,四川、云南、内蒙古、及新疆出现了暴

发[7-8]。人群血清流行病学调查发现甘肃部分地区人

群存在Q热感染的现象[9]。为了解甘肃河西走廊地

区Q热流行情况,本研究从媒介动物及宿主动物两个

方面展开调查,以期明确河西走廊沿线地区可能存在

的自然疫源地,为当地Q热的防治提供参考。

材料与方法

1 材料

1.1 主要仪器 BSC-1360ⅡB2生物安全柜,北京东

联哈尔仪器厂生产;GeneAmp
 

PCR
 

System
 

2700型

DNA扩增仪,美国PE公司生产;CHEF-DR
 

Ⅲ脉冲场

凝胶电泳仪,美国Bio-Rad公司产品。

1.2 主要试剂 DNA提取试剂盒,购于天根生化科

技(北京)有限公司;rTaq
 

DNA聚合酶,dNTPs及其

他PCR反应试剂购于宝生物工程(大连)有限公司。

2 方法

2.1 采样点选择 采样点选在嘉峪关、酒泉、张掖3
个地区(图1)。3个调查点均为农牧区,为农村与戈壁

结合地域,属于半荒漠和荒漠地区。

图
 

1 河西走廊沿线调查采集点

Fig.1 Study
 

sites
 

along
 

Hexi
 

Corridor

2.2 标本采集 骆驼体表蜱标本的采集采用捡拾法。
检查每只骆驼的脖子、腹部及腹股沟部分,收集寄生的

蜱标本置于采样管中,保持湿度及通气(图2)。采集

野外放养的双峰骆驼静脉血5
 

ml,分离血清,分装后-

20
 

℃保存待用。

图
 

2 骆驼体表蜱标本

Fig.2 Ticks
 

collected
 

from
 

camels

2.3 DNA提取 将采集的蜱标本置于显微镜下,根
据形态学特征进行鉴定分类,鉴定完毕的蜱标本经体

表消毒后取单只置于EP管中,采用电动组织研磨器

于生物安全柜中充分研磨,采用天根公司生产的DNA
提取试剂盒进行DNA,置-20

 

℃保存待用。

2.4 贝氏柯克斯体23S
 

rRNA基因检测与测序 针

对Cb的23S
 

rRNA基因序列设计PCR引物。第1对

引 物 为 Cb23S
 

IVSF/R。 Cb23S
 

IVSF:5'-
CTTTAAAGAAAGCCTAATAG-3';Cb

 

23S
 

IVSR:

5'-
 

TTACTTTATGTCAGCAT
 

TCG-3'。第2对引

物为CbIVSF/R。Cb
 

IVSF:5'-TCACT
 

GGTCGAGT
CGTC-3';Cb

 

IVSR:5'-ATTCGCACTTCTGATAC
C-3'。引物由上海生工生物工程有限公司合成。第1
轮PCR反应体系:rTaq

 

DNA聚合酶1.25
 

μl,dNTPs
 

4
 

μl,DNA模版4
 

μl,PCR
 

buffer
 

4
 

μl,上、下游引物各

1
 

μl,无菌去离子水补充至25
 

μl。第1轮PCR反应条

件:94
 

℃
 

3
 

min;94
 

℃
 

60
 

s,55
 

℃
 

60
 

s,72
 

℃
 

60
 

s,共

30个循环;72
 

℃
 

5
 

min。第2轮PCR:取第1轮产物2
 

μl为模板进行第2轮扩增,扩增条件同上。PCR产物

经1.2%琼脂糖凝胶电泳后染色,凝胶成像仪观测结

果。选取10株贝氏柯克斯体PCR扩增产物进行双向

测序(由上海生工生物工程股份有限公司完成),测序

结果与NCBI数据库中已公布的贝氏柯克斯体基因序

列信息进行比对。采用Bioedit软件对基因序列进行

拼接,采用软件 MEGA5.0绘制种系发生树,采用邻

位相临法构建进化树。

2.5 血清学检测 采用间接免疫荧光法检测骆驼血

清抗贝氏柯克斯体抗体,抗原片由兰州兽医研究所提

供。取血清用PBS(0.01
 

mol/L,pH7.4)从1∶20开

始倍比稀释,然后滴加于抗原片孔中,37
 

℃孵育45
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min,用PBS及蒸馏水冲洗,晾干;滴加FITC标记的

羊抗人IgG抗体,37
 

℃孵育45
 

min,冲洗,晾干后置荧

光显微镜下观察,血清效价≥1∶80者判为血清抗体

阳性。

2.6 统计学分析 统计学分析采用SPSS
 

26.0软件,
率的比较采用χ2 检验。

结 果

1 骆驼寄生蜱种及贝氏柯克斯体感染情况

从50头双峰骆驼体表采集蜱标本617只,均为成

蜱,骆驼平均带蜱数为12.34只。617只蜱中,有89
只为吸(饱)血蜱,不适合做检测,舍弃。528只未吸血

成蜱经形态学鉴定分为两个蜱种,其中草原革蜱248
只,亚洲璃眼蜱280只。蜱标本中有88只贝氏柯克斯

体23S
 

rRNA检测阳性,阳性率为16.67%。其中草

原革蜱阳性率为16.53%(41/248),亚洲璃眼蜱为

16.78%
 

(47/280),两蜱种贝氏柯克斯体23S
 

rRNA
阳性率差异无统计学意义(χ2=0.006,P>0.005)。
嘉峪关、酒泉、张掖采样点蜱贝氏柯克斯体23S

 

rRNA
阳性率分别为16.0%、16.67%和17.36%,差异无统

计学意义(χ2=0.0528,P>0.05)。

2 骆驼血清学检测结果

免疫荧光法检测采自散养骆驼的血清标本48份,
有9份抗贝氏柯克斯体抗体阳性,阳性率为18.75%。
抗贝氏柯克斯体抗体阳性的9头骆驼中有7头其体表

寄生蜱亦检出病原体DNA片段。

3 贝氏柯克斯体系统进化分析

基于贝氏柯克斯体23S
 

rRNA构建系统发生树,
结果如图3。测试中的10株贝氏柯克斯体居于同一

分支,与 北 京 株 (CP035112.1
 

C)、美 国 株 (NR_
 

104916.1)和法国株(LK937696.1)同源性较高。

图
 

3 贝氏柯克斯体23S
 

rRNA
 

基因系统发生树

Fig.3 The
 

cluster
 

analysis
 

based
 

on
 

23S
 

rRNA
 

of
 

Coxiella
 

burnetii

讨 论

Q热于1935年在澳大利亚昆士兰被首次发现,自
此

 

Q
 

热疫区几乎遍及全球所有国家,已经成为当前分

布最广的人兽共患病之一[10]。该病对人类公共卫生

健康所表现的意义在于当前反生物恐怖,已将其列入

生物战剂名录,作为生物战剂其具有毒力强,一个菌即

可使人感染的特点,因而备受世界各国关注[11-12]。在

我国,Q热疫源地分布广泛,其中四川、内蒙、新疆、云
南及西藏地区已出现过暴发疫情。但由于其并不是法

定报告传染病,因此一直未受到重视,临床误诊率高,
同时对Q热的相关研究也较少,其流行情况尚不清

楚。

Q热是一种重要的自然疫源性疾病,其在自然界

中的宿主种类广泛,包括野生及家养哺乳动物,鸟类及

多种节肢动物。而在动物间的传播媒介主要为蜱,且
可经卵传播,从而形成自然疫源地长期存在[13-14]。相

关研究显示,目前至少有40种蜱可在自然状态下感染

贝氏柯克斯体[15]。本研究从传播媒介及宿主动物两

个方面同时开展调查,结果显示草原革蜱、亚洲璃眼蜱

在河西走廊沿线地区分布较广泛,成为当地双峰骆驼

的主要寄生蜱种,且两个蜱种均携带贝氏柯克斯体。
调查发现当地养殖双峰骆驼的农户较多,骆驼多采用

野外放养的模式,骆驼在野外到处游荡觅食,因此调查

中的骆驼及其所携带的蜱可以反映自然状态下的感染

情况。一般认为贝氏柯克斯体的自然循环未包括人

类,人类被认为是偶然宿主,而牛、绵羊和山羊常被确

定为人类感染的来源。大多数情况下人类通过直接接

触受感染的牲畜或吸入受污染的气溶胶而被感染。

2021年,我国首次报道了一例由蜱叮咬确诊的Q热病

例[16],因此不能忽视蜱在Q热传播中的作用。
在我国,不同地区的不同家畜贝氏柯克斯体感染

率不同。冯淑萍等[4]报道家畜贝氏柯克斯体感染率为

12.9%~61.33%。本研究采用血清学方法检测甘肃

河西走廊地区骆驼贝氏柯克斯体感染率为18.75%。

23S
 

rRNA系统发生树显示,骆驼体表蜱感染的10株

贝氏柯克斯体属于同一分支,与北京株(CP035112.1
 

C)、美国株(NR_104916.1)和法国株(LK937696.1)同
源性较高。结合收集的蜱检测结果进行分析,骆驼作

为宿主动物参与疾病的自然循环,即河西地区存在Q
热的自然疫源地,但尚不清楚当地人群感染情况。然

而,当地居民饲养骆驼非常普遍,Q热的症状又不十分

明确,往往造成诊断延迟或误诊。
本研究在甘肃河西走廊沿线地区从媒介及其寄生

的宿主两个方面开展调查,证实该地区为Q热的疫源

地,当地居民存在感染的风险。贝氏柯克斯体具有强
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毒性,在外部环境中生存周期长,易于保菌存活和传

播,被世卫组织列为潜在的恐怖主义和生物战剂。因

此,应加强对我国Q热的防治。
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