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!摘要"

!

目的
!

调查分析广西某采血站献血员感染巴贝虫情况#提供我国巴贝虫的流行病学基础资料#也为安全输血提

供科学依据&

方法
!

于
!"#%

年从广西某血站搜集抗凝输血袋残留血#共计
#F""

份#采用巴贝虫属
#B51X>'

和
!

>"*?*@.,

的

引物
>+;7EcKX

'形态学观察及间接荧光免疫方法$

AJ'

%#对献血员血液内的巴贝虫感染情况进行检测&

结果
!

广西某采血站

献血员血液内巴贝虫感染总阳性率为
!<D%d

$

QB

"

#F""

%#均为田鼠巴贝虫$

A&?B(.&).+01".

%#巴贝虫属
#B51X>'

引物扩增灵

敏度远高于
!

>"*?*@.,

引物&显微镜检查有
%B

份标本在红细胞内发现有核呈圆形且致密'胞质呈环形且纤细的环状体#巴贝虫

属
#B51X>'

的
>+;7EcKX

阳性标本血清
AJ'

在抗体滴度
&

#W$Q

未观察到特异性荧光#视为阴性&

结论
!

健康献血员中存

在一定比例的
A&?B(.&).+01".

感染率#对于有免疫功能低下的接受输血者来说#应当增加输血样本的巴贝虫检测&
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巴贝虫$

A&?B(.&

%在分类上属孢子虫纲梨浆虫

亚纲梨浆虫目巴贝虫科巴贝虫属#主要寄生于哺乳

动物的红细胞内#偶可寄生于人体#在人体红细胞中

繁殖#使大量红细胞被破坏&其呈世界性分布#种类

超过
#""

多种#但感染人巴贝虫主见于田鼠巴贝虫

$

A&?B(.&).+01".

#

A%).+01".

%和分歧巴贝虫)

#

*

&巴

贝虫病是由巴贝虫经蜱传播引起的一种血源性寄生

虫病#在全球热带和亚热带地区广泛流传#影响人类

+
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&美国报道的巴贝虫病例大多是田鼠巴

贝虫感染#由硬肩突蜱传播)

D

*

#而欧洲的巴贝虫病仅

仅是由分歧巴贝虫感染脾切除患者引起)

$

*

&大多数

患者被感染巴贝虫的蜱虫叮咬后
#

$

Q

周患病#而输

入被其感染的血液者在输血后
#

$

F

周患病)

!

*

&冷

战'出汗是常见的症状#可能也伴有头痛'肌痛'厌

食'干咳'关节痛和恶心#发烧是最常见的标志#可能

合并脾肿大'咽红斑'肝肿大)

&

*

&巴贝虫病严重性主

要取决于患者的免疫状态和引起感染的巴贝虫种#

免疫缺陷或低下的人群较易被感染#多发生在有蜱

地区#特别是在蜱活跃的春秋季节感染较为严重)

B

*

&

巴贝虫病也是血源性寄生虫病#还可通过输血传播#

而血站尚没有针对寄生虫病的检测项目&无偿献血

员是一个特殊人群#需要严谨检查人群中血源性疾

病的感染状况及分布特征&

检测巴贝虫病的方法有基于光学显微镜的病原

学检测法'血清学方法#如间接免疫荧光$

-2*-1+(7

-,,02/430/1+;(+2(+);;)

8

#

AJ'

%法和酶联免疫吸附

法$

+2]

8

,+E3-2b+*-,,02/;/1I+27);;)

8

#

MSA5'

%

等#但这些方法存在费时'灵敏度不高'特异性不强

等缺点)

F

*

&本研究利用巴贝虫属
#B51X>'

的巢氏

cKX

$

>+;7EcKX

%方法先进行大量标本阳性筛查#再

结合巴贝虫属
!

>"*?*@.,

的
>+;7EcKX

'形态学观察'

AJ'

确认筛查结果#进而调查分析广西的巴贝虫感

染情况&

>
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材料和方法

#<#

!

样本采集与保存
!

!"#%

年某月广西某血站无

菌条件下采集献血员外周血#保存于含有抗凝剂的

采血管中#共计
#F""

人份#取部分涂制薄血片染色

和抽提基因组
?>'

#剩余部分
hB"f

冷冻保存&同

时进行流行病学调查#包括外出情况'有无输血史和

蜱虫叮咬史等&

#<!

!

主要材料
!

田鼠巴贝虫引自中国疾病控制中心

上海寄生虫病预防控制所#由
R'SR

"

(

小鼠传代保种&

新型植物基因组
?>'

提取试剂盒为
PA'>ZM>

公司

产品#

!ecKX6);7+16-G

购自上海莱枫生物科技有

限公司#

#""I

H

?>'S)**+1

购自上海索宝生物科技

有限公司#所用引物由英潍捷基$上海%贸易有限公司

合成#

?-44ET0-b

快速染液'羊抗人
A

N

Z

荧光标记二抗

购自上海鼎国生物科技有限公司&

#<%

!

?>'

的提取
!

按照
PA'>ZM>

公司新型植

物基因组
?>'

提取试剂盒操作说明书#提取
#F""

份外周血
?>'

作为模板&同法提取田鼠巴贝虫

?>'

作为阳性对照&

#<Q

!

>+;7EcKX

检测

#<Q<#

!

巴贝虫属
#B51X>'

的
>+;7EcKX

!

根据巴

贝虫属
#B51X>'

#参照文献)

#"

*合成引物$表
#

%&

>+;7EcKX

扩增体系为!

!ecKX6);7+16-G#!<D

%

S

#

#"

%

,/3

"

S

上'下游引物各
#

%

S

#首轮模板

?>'%

%

S

#加
*-U

!

@

至总体积
!D

%

S

&首轮反应的

产物作为次轮的模板#次轮模板是
#

%

S

&阴性对照

均为
*-U

!

@

&首轮
cKX

反应条件为
FQfQ";

'

D$f

Q";

'

&!f#,-2

#循环
%"

次(

&!fD,-2

&次轮
cKX

反应条件为
FQfQ";

'

D$fQ";

'

&!fQ";

#循环
%D

次(

&!fD,-2

&

表
>

!

巴贝虫属巢氏
R;:

检测血标本的引物
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+
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A%).+01".

!

A&?B(.&).+01".

#<Q<!
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巴贝虫属
!

>"*?*@.,

的
>+;7EcKX

!

根据巴

贝虫属
!

>"*?*@.,

基因序列#参考文献)

##

*合成引物

$表
#

%&以巴贝虫属
#B51X>'

的
>+;7EcKX

阳性

检测样品
?>'

为模板进行巴贝虫属
!

>"*?*@.,

的

>+;7EcKX

#扩增反应体系同巴贝虫属
#B51X>'

&

阴性对照均为
*-U

!

@

&首轮反应条件为
FQfQ";

'

$"f#,-2

'

&!f#,-2

#循环
%"

次(

&!f&,-2

&次

轮反应条件为
FQfQ";

'

$"fQ";

'

&!fQ";

#循环

%D

次(

&!f&,-2

&

#<Q<%
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电泳检测扩增产物
!

配制
#<Dd

琼脂糖凝

+
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广西某血站献血员巴贝虫感染情况调查

胶#置于
#eP'M

电泳缓冲液中#

>+;7EcKX

扩增产

物以
Q

%

S

"孔点样(在
B"=

'

!D,'

条件下电泳
!$

,-2

#利用全自动倒置凝胶成像系统进行拍照&

#<Q<Q

!

扩增产物测序及序列比对
!

目标扩增片段

送铂尚$上海%生物科技有限公司进行测序#并采用

RS'5P

$

!""

#

!""

?@&("%,+?.%,@)%,.!%

3

1/

"

A@&("%

+

3

.

%分析序列同源性&

#<D

!

形态学观察
!

将采集的广西献血员外周血涂

制薄血片#干燥后进行
?-44ET0-b

染色#油镜镜检

$

eQ""

%#并拍照记录&

#<$

!

免疫学检测
!

巴贝虫抗原片由上海寄生虫病

防治研究所提供#保鲜膜单张包裹#保存于
hB"f

&

取出巴贝虫抗原片#恢复至室温后去除保鲜膜(

cR5P

洗片
#

次#晾干(用
%d

脱脂奶粉
cR5

覆盖血

膜#

%&f

封闭孵育
#L

(

cR5P

洗片
#

次#晾干(用蜡

笔将抗原片平均分隔成
#"

个区域(巴贝虫属
#B5

1X>'

的
>+;7EcKX

阳性标本血清用
%d

脱脂奶粉

cR5

倍比稀释为
#W#$

'

#W%!

'

#W$Q

'

#W#!B

'

#W!D$

'

#WD#!

'

#W#"!Q

(每张抗原片上的
#"

个区

域内滴加
D

%

S

稀释好的待检标本#设置巴贝虫病患

者血清阳性对照和正常血清阴性对照#

%&f

湿盒中

孵育
!L

(

cR5P

洗片
D

次#晾干(滴加
D

%

S%d

脱脂

奶粉
cR5

稀释的羊抗人
JAPKEA

N

Z

二抗在曾滴加待

检标本的部分上#

%&f

湿盒避光孵育
#L

(

cR5P

洗

片
D

$

&

次#在暗处晾干(荧光显微镜下观察并记录

结果&抗体滴度
'

#W$Q

视为阴性)

#!

*

&

?
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结
!

果

!<#

!

>+;7EcKX

检测结果
!

巴贝虫属
#B51X>'

的

>+;7EcKX

扩增产物经
#<Dd

琼脂糖凝胶电泳#得到

阳性条带与巴贝虫阳性对照条带基本一致#获得的

阳性条带大小约
%B&I

H

&

>+;7EcKX

产物直接双向

测序#经
RS'5P

序列比对#

QB

份血样标本与

A%).+01".

$登录号为
ĴBF#Q&!<#

%的同源性高达

FBd

以上#广西献血员巴贝虫阳性感染率为
!<D%d

$

QB

"

#F""

%&用巴贝虫属
!

>"*?*@.,

的
>+;7EcKX

验

证
QB

份阳性标本#结果只有
$

份
RS'5P

序列比对

是
A%).+01".

&为此#设计了两种引物灵敏度测试实

验#模板是阳性对照的基因组
?>'

#初始浓度是

!D2

N

"

%

S

#

D

倍梯度倍比稀释#共
#$

个梯度#结果巴

贝虫属
#B51X>'

引物最低检测浓度是
!<"QBe

#"

hB

2

N

"

%

S

#

!

>"*?*@.,

引物最低检测浓度是
#<!Be

#"

hD

2

N

"

%

S

#相差
$!D

倍#说明巴贝虫属
#B51X>'

引物比
!

>"*?*@.,

引物灵敏$图
#

%&

图
>

!

巴贝虫属
>VQ0:W5

#

5

$与
!

213(34+5

#

X

$的
W/3&CR;:

灵敏度测试结果

B$

'

>

!

;*4

+

(0$3*"*-W/3&CR;:3/"3$&$8$&$/3%/&=//"

&'()*+'>VQ0:W5

#

5

$

(".&'()*+'

!

213(34+5

#

X

$

#

#

!

!

>+

N

)7-:+

(

%E#B

!

PL+(/2(+271)7-/2/4A&?B(.&?>'I+-2

N

!D

#

D

#

#

#

"<!

#

"<"Q

#

Be#"

h%

#

#<$e#"

h%

#

%<!e#"

hQ

#

$<Qe#"

hD

#

#<!Be#"

hD

#

!<D$e#"

h$

#

D<#!e#"

h&

#

#<"!Qe#"

h&

#

!<"QBe

#"

hB

#

Q<"F$e#"

hF

#

B<#F!e#"

h#"

2

N

"

%

S

#

1+;

H

+(7-:+3

8

(

6

!

#""I

H

?>'S)**+1

!<!

!

形态学观察结果
!

%B

份被检测标本因血涂片

染色后保存时间不同#导致镜下观察背景不同&阳

性血涂片在红细胞内发现有核呈圆形且致密'胞质

呈环形且纤细的环状体$图
!'

$

!K

%#与疟原虫极为

相似(但该环状体无疟色素沉着#胞质量少而稀薄#

亦可见类似疟原虫裂殖体样结构$图
!?

%&

#"

份未

见典型的巴贝虫形态#但不能排除未被巴贝虫感染&

图
?

!

薄血涂片的形态学观察结果

B$

'

?

!

9$10*31*

+

$1*%3/08(&$*"*-%2**.&#$"C34/(0/.32$./

'

#

R

#

K

#

)2*?

!

R3//*;,+)1;)47+1?-44ET0-b*

8

+-2

N

$

PL+)11/O;

H

/-27-2

N

7/A&?B(.&).+01".

%

<@1-

N

-2)3,)

N

2-4-()7-/2

!

eQ""

!<%

!

AJ'

检测结果
!

被检测血清标本未见特异性

+

DB!

+
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!

!"#$

年
%

月#第
%&

卷

荧光#阳性对照可见#阴性对照未见$图
%

%&

图
F

!

阳性标本的血清
!B5

结果

B$

'

F

!

L#/!B50/3)2&*-

+

*3$&$8/3/0)43(4

+

2/3

AJ'

!

A2*-1+(7-,,02/430/1+;(+2(+);;)

8

<'

!

c/;-7-:+(/271/3

(

R

!

>+

N

)7-:+(/271/3

(

K

!

@2+/47L+QB

H

/;-7-:+;),

H

3+;

$

7-7+1

'

#W#$

%(

?

!

@2+/47L+QB

H

/;-7-:+;),

H

3+;

$

7-7+1

&

#W$Q

%

<@1-

N

-2)3

,)

N

2-4-()7-/2

!

eQ""

F

!

讨
!

论

巴贝虫病呈全球分布#世界各地均有报道)

#%

*

#

我国只有少数巴贝虫病的报道#其中云南省
!

例

$

#FBQ

年%'内蒙古自治区
#

例$

#FF$

年%'台湾省
%

例$

#FFQ

年'

#FFQ

年及
#FFB

年%'浙江省
#

例$

!""!

年%#但对疫源地的调查开展较少)

F

*

&本研究采集的

标本对象是广西某血站献血员#广西是亚热带地区#

丛林密布#此种环境会有蜱虫出没&本组检测结果

阳性的人员中有
#

名献血员是被蜱虫叮咬后确诊为

巴贝虫病#其他人员被怀疑有巴贝虫感染&

本实验结果显示巴贝虫属
#B51X>'

的
>+;7E

cKX

阳性标本
QB

份#巴贝虫感染总阳性率
!<D%d

$

QB

"

#F""

%#而巴贝虫属
!

>"*?*@.,

的
>+;7EcKX

只

有
$

份测序比对结果是巴贝虫#其差异性由两种引

物的灵敏度测试实验可以说明#前者灵敏度远高于

后者&镜下观察到
%B

份阳性标本的血涂片红细胞

内有核呈圆形且致密'胞质呈环形且纤细的环状体#

亦可见类似疟原虫裂殖体样结构(其余
#"

份阳性标

本的血涂片没有观察到巴贝虫#但是红细胞有棘突#

淋巴细胞常见&有文献报道#镜检巴贝虫是最便宜'

最快速的传统方法#而灵敏度和特异性有限制#需经

验丰富的镜检观察者且血液中有足够量的寄生虫才

可以被检测到#低寄生虫血症不会被镜检到)

#QE#$

*

#这

提示有隐蔽的寄生虫血症和$或%低于检测极限下的

寄生虫血症的存在&另外#

QB

份阳性标本血清
AJ'

未见特异性荧光#血清学方法检测巴贝虫的缺点在

于抗巴贝虫特异性抗体在感染的动物体内需要几天

或几周才出现#感染早期或血清转化很难被检测到#

急性感染期尚未产生针对巴贝虫的抗体)

##

#

#&E#B

*

&本

研究的标本采集完成后在广西某实验室存放#经过

很长时间空运到实验室#

Qf

放置一段时间后才取血

清存放于
h!"f

待
>+;7EcKX

筛选后进行
AJ'

检

测#可能在标本运输'保存这个阶段内抗体效价已经

大打折扣#而且阳性标本镜检原虫率本就很低#寄生

虫低水平感染会使得
AJ'

检测困难)

#B

*

&

>+;7EcKX

方法灵敏度高'特异性强#本研究以巴贝虫属
#B5

1X>'

的
>+;7EcKX

方法筛查采集的标本进行巴贝

虫病的相关调查#外周血基因组
?>'

提取'

>+;7E

cKX

在不同房间的生物安全柜进行#避免了样品污

染可能#阳性标本扩增的核苷酸片段大小不同#与阳

性对照田鼠巴贝虫序列经
6+

N

'3-

N

2

软件进行比

对#序列在保守区域相似度极高#并不完全相同&

QB

份阳性标本
RS'5P

序列与不同种的巴贝虫序列经

K30;7)3Y

软件对位排列#采用
6+

N

'3-

N

2

软件做系

统进 化 树 构 建#设 立 什 曼 原 虫 $

CB.(!)&0.&

1?,1/&0.

%为外群#结果与
>KRA

的
RS'5P

结果一

致#均与田鼠巴贝虫亲缘关系很近&

有文献表明#引起巴贝虫病的主要是田鼠巴贝

虫)

##

*

#而巴贝虫病是以蜱为媒介的血源性寄生虫

病#一种新发传染病#在全球热带和亚热带地区广泛

流行)

#F

*

&近年来由于输血而引起感染的病例持续

增多)

!"

*

#作为血源性寄生虫病#在血站血液质量管

理中更加值得重视&通常血站血液检测项目有!采

用
MSA5'

法检测
UR;'

N

'抗
UK=

'抗
UA=

(采用赖

氏法检测
'SP

#采用
XcX

法'

PX95P

法检测梅毒#

尚无血源性寄生虫病检测项目&通过输血传播的巴

贝虫病潜伏期为
#

$

F

周#临床症状的轻重与巴贝虫

虫种以及宿主的免疫功能有关#接受输血的人群多

数身体虚弱'免疫力低下#如果接受了隐性感染者的

血液或将出现严重后果#甚至死亡&文献报道无症

状的感染可持续数月至数年#特别是
Q"

岁以下健康

人可能在整个过程中保持亚临床状态(而脾切除患

者'接受免疫抑制剂治疗患者'合并
UA=

感染及年

龄超过
D"

岁的患者临床表现常较严重#可出现急性

呼吸窘迫综合征$

'X?5

%'弥散性血管内凝血

$

?AK

%'充血性心力衰竭'肾衰竭'心肌梗死'脾梗死

或脾破裂导致致命并发症#重型者于
D

$

B*

内死

亡)

B

*

&另外#检测隐性感染人群可进行疾病的早期

治疗#避免持久的寄生虫血症#也可以从血库中排除

+

$B!

+
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第
%

期
<

王华素#等
<

广西某血站献血员巴贝虫感染情况调查

已被污染的血液)

!#

*

&故血源性寄生虫病需要得到

血站关注&

近年来蜱病流行频率逐渐增加#蜱虫叮咬人类

病例屡有报道)

!!E!%

*

#有必要严谨检查人群中的感染

状况及分布特征#建议有关部门加强血源管理#在蜱

高峰期季节'有巴贝虫病病例报道的区域加强对供

血者检测#以便更好地做好传染病管理工作#同时避

免媒介蜱类活动季节进入疫区'定期灭蜱'尽量避免

与啮齿动物接触&本研究也为巴贝虫感染提供了高

灵敏性'强特异性且快速的检测方法&
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