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海南省东北部地区某类就诊患者莱姆病抗体
检测结果分析
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摘要：　 目的　 了解海南省东北部地区人群莱姆病感染状况，为临床医生诊断莱姆病提供参考，为本省莱姆病的流行病学

调查提供可靠的理论依据。 　 方法　 收集海南省东北部地区三家医院 １ ３３４ 例有关节症状和（或）神经症状的患者血清，
采用两步法检测莱姆病抗体，使用间接免疫荧光法（ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｅｓｔ，ＩＦＡ）初筛血清， 对 ＩＦＡ 检测阳性血清

用免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，ＷＢ）确证。 　 结果　 ＩＦＡ 法筛查海南省东北部地区 １ ３３４ 例患者莱姆病抗体阳性 ６０ 例，阳性

率 ４􀆰 ５０％。 海口、文昌和琼海地区的三家医院该类就诊患者莱姆病抗体阳性率分别为 ４􀆰 ２５％、１􀆰 ４０％和 ８􀆰 ２８％（ＩＦＡ）。 三

家医院阳性率比较差异有统计学意义（χ２ ＝ ２５􀆰 ６４０，Ｐ＜０􀆰 ０５）。 按不同性别、年龄分组海南省东北部地区三家医院莱姆病

抗体阳性率比较差异均无统计学意义（χ２ ＝ ２􀆰 ３０６，Ｐ＞０􀆰 ０５； χ２ ＝ １􀆰 ０１５，Ｐ＞０􀆰 ０５）。 ＷＢ 法确证莱姆病抗体阳性 ２８ 例，其抗

体以 ３１ ＫＤ 的外膜蛋白 Ａ、３３ ＫＤ－３６ ＫＤ 外膜蛋白 Ｂ、３９ ＫＤ 膜脂蛋白、４１ ＫＤ鞭毛蛋白和 ６０ ＫＤ 热休克蛋白抗体为主。 　
结论　 海南省东北部地区存在人群感染莱姆病，应加强当地疾病预防和监测。
关键词：　 莱姆病；血清抗体；抗体检测
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０􀆰 ０５； χ２ ＝ １．０１５， Ｐ＞０．０５）． ＷＢ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ２８ ｃａｓｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｏ ｂｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｏｒ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｔｏ Ｌｙｍｅ ｄｉｓｅａｓｅ， ｗｈｉｃｈ
ｍａｉｎｌｙ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ３１ ＫＤ ｏｕｔｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ， ３３ ＫＤ－３６ ＫＤ ｏｕｔｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ， ３９ ＫＤ Ｂｏｒｒｅｌｉａ ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ ｍｅｍｂｒａｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ， ４１ ＫＤ ｆｌａｇｅｌｌｉｎ ａｎｄ ６０ ＫＤ ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ｐｒｏｔｅｉｎ． 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｈｅｒｅ ｅｘｉｓｔｓ Ｌｙｍｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｐｅｏｐｌｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｎｏｒｔｈｅａｓｔ ｏｆ Ｈａｉｎａｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅ； ａｎｄ ｈｅｎｃｅ， ｌｏｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｒｖｅｉｌｌａｎｃｅ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｅｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 Ｌｙｍｅ ｄｉｓｅａｓｅ； ｓｅｒｕｍ ｓｐｅｃｉｍｅｎ； ａｎｔｉｂｏｄｙ ｔｅｓｔ

　 　 莱姆病是一种由伯氏疏螺旋体感染引起的人兽共

患传染病，主要是通过感染了伯氏疏螺旋体的蜱叮咬

人或动物的皮肤而传播。 临床表现为皮肤游走性红

斑、神经和关节等多器官多系统的损害［１－３］。 该疾病

晚期可严重影响患者的生活质量。 该病首次发现是

Ｗｉｌｌｙ Ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｄ 博士在美国康涅狄格州的莱姆镇成功

地分离到伯氏疏螺旋体并于 １９８２ 年在 Ｓｃｉｅｎｃｅ 杂志上

报道［４］。 随后该疾病相继在世界五大洲报道发现，以
欧美各国为多见［５］。 我国以黑龙江、新疆、内蒙古、吉
林及河南等省区报道多见。 近几年，朱雄等在海南三

亚地区调查了该疾病人群感染状况，证实该地区存在

莱姆病［６］，但未见海南省海口、文昌和琼海地区的病

例报道。 随着海南全岛自由贸易试验区的大力建设以

及海口作为省会城市，开展该地区人群莱姆病血清流

行病学调查可为莱姆病的诊断、预防和监测提供依据。

１　 对象与方法

１􀆰 １　 研究对象　 ２０１５ 年 ９—１２ 月在海南省海口市第

四人民医院、文昌市人民医院和琼海市人民医院就诊、
具有神经系统症状和（或）关节症状并排除类风湿性

关节炎的 １ ３３４ 例患者，采集其血清标本并分离血清，
－８０ ℃超低温冰箱保存待检。
１􀆰 ２　 主要试剂 　 异硫氰酸荧光素标记的羊抗人 ＩｇＭ
和 ＩｇＧ 抗体、辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＨＲＰ）标记的羊抗人 ＩｇＭ 均购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；ＨＲＰ
标记的 ＳＰＡ 购自博尔西生物科技有限公司；莱姆病螺

旋体标准菌株 ＰＤ９１ 免疫兔血清、莱姆病抗原片和 ＷＢ
膜条均由中国疾病预防控制中心传染病预防控制所莱

姆病室提供。
１􀆰 ３　 莱姆病抗体检测

１􀆰 ３􀆰 １ 　 间 接 免 疫 荧 光 试 验 （ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ａｎｔｉｂｏｄｙ，ＩＦＡ）　 抗原片使用我国 ＰＤ９１ 菌株制备。 待

检血清用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）倍比稀释，稀释度分别

为 １ ∶ １６、１ ∶ ３２、１ ∶ ６４、１ ∶ １２８、１ ∶ ２５６。 每个稀释度

血清加 ２ 孔于抗原片上，分别用于 ＩｇＧ 和 ＩｇＭ 抗体检

测，每孔 ２０ μｌ，置于 ３７ ℃孵育３０ ｍｉｎ取出，用 ＰＢＳ 浸

泡 １０ ｍｉｎ，再用蒸馏水冲洗。 每个稀释度的两孔分别

加 ＦＩＴＣ 标记的抗人 ＩｇＧ 和 ＩｇＭ 抗体，置于 ３７ ℃孵育

３０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，每次５ ｍｉｎ，吹干，用 ９０％甘

油封片。 将抗原片在荧光显微镜 １０×４０ 视野下，背景

干净 ５０％以上螺旋体染上明亮荧光，抗体效价达到

ＩｇＭ≥１ ∶ ６４ 或 ＩｇＧ≥１ ∶ １２８ 者为阳性。 同时做阴阳

性对照。 阴性对照为 ＰＢＳ，阳性对照为 ＰＤ９１ 菌免疫

兔血清。
１􀆰 ３􀆰 ２　 免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ，ＷＢ） 　 硝酸纤维素

膜条使用 ＰＤ９１ 菌株制备。 ＩＦＡ 法初筛的阳性标本进

一步用 ＷＢ 法确证。 待检血清用磷酸盐缓冲液－吐温

（ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｗｉｔｈ Ｔｗｅｅｎ， ＰＢＳ － Ｔ） 以

１ ∶ ２５稀释，并浸泡硝酸纤维素膜条，震荡 ３ ｈｒ，然后用

ＰＢＳ－Ｔ 洗脱 ５ 遍，每次震荡至少 １０ ｍｉｎ。 每份血清做

两份膜条，分别加入二抗 ＳＰＡ 和 ＨＲＰ 标记的抗人

ＩｇＭ，震荡 ３ ｈｒ。 将膜条取出，ＰＢＳ－Ｔ 洗 ５ 遍，每次至少

１０ ｍｉｎ，加入显色剂，１－３ ｍｉｎ 后加入纯水终止反应，并
观察结果。 阴性对照为 ＰＢＳ－Ｔ，阳性对照为 ＰＤ９１ 菌

免疫兔血清。 ＷＢ 结果根据文献进行判定［７］。
１􀆰 ４　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ ２５􀆰 ０ 软件进行统计学

分析， 计数资料以率表示， 采用 χ２ 检验， Ｐ＜０􀆰 ０５ 为

差异有统计学意义。

２　 结　 果
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２􀆰 １　 ＩＦＡ 法检测结果　 １ ３３４ 例患者血清莱姆病抗体

筛查发现 ＩｇＧ 抗体阳性 ４４ 例，ＩｇＭ 抗体阳性 １７ 例，两
者均阳性 １ 例，阳性率 ４􀆰 ５０％。 三家医院就诊患者的

莱姆病 ＩｇＧ、ＩｇＭ 抗体检出阳性率比较，差异有统计学

意义（χ２ ＝ ２５􀆰 ６４０，Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 １。
表 １　 海南省某类就诊患者血清莱姆病抗体

筛查结果（ＩＦＡ 法）

地区 例数 ＩｇＧ（＋） ＩｇＭ（＋） ＩｇＧ 和 ＩｇＭ（＋） 阳性数 阳性率（％）

海口 ４００ １５ ２ ０ １７ ４􀆰 ２５

文昌 ４９９ ２ ５ ０ ７ １􀆰 ４０

琼海 ４３５ ２７ １０ １ ３６ ８􀆰 ２８

合计 １ ３３４ ４４ １７ １ ６０ ４􀆰 ５０

２􀆰 ２　 不同性别和年龄患者血清莱姆病抗体阳性率的

比较　 经 ＩＦＡ 法筛查 ６０ 例阳性患者中，男性 ２９ 例，阳
性率为 ３􀆰 ７６％，女性 ３１ 例，阳性率为 ５􀆰 ５０％，两者比较

差异无统计学意义（χ２ ＝ ２􀆰 ３０６，Ｐ＞０􀆰 ０５）；年龄≤２０ 岁

０ 例，２１～４９ 岁 １９ 例，≥５０ 岁 ４１ 例；其中≤２０ 岁阳性

率 ０％， ２１ ～ ４９ 岁阳性率 ４􀆰 ６６％， ≥ ５０ 岁阳性率

４􀆰 ５３％，三组比较差异无统计学意义（ χ２ ＝ １􀆰 ０１５，Ｐ＞
０􀆰 ０５），见表 ２。

表 ２　 海南省某类就诊患者血清莱姆病抗体

检测结果（ＩＦＡ 法）性别和年龄分布

特征 分组 检测数 阳性数 阳性率（％）

性别 男 ７７１ ２９ ３􀆰 ７６

女 ５６３ ３１ ５􀆰 ５０

年龄 ≤２０ ２１ ０ ０．００

２１～ ４０８ １９ ４􀆰 ６６

≥５０ ９０５ ４１ ４􀆰 ５３

２􀆰 ３　 ＷＢ 法检测结果　 ６０ 例 ＩＦＡ 法筛查血清莱姆病

抗体阳性者经 ＷＢ 法检测， ＩｇＧ 抗体阳性 ２０ 例，ＩｇＭ
抗体阳性 １１ 例，两者均阳性 ３ 例，两者之一阳性 ２８
例。 三家医院初筛阳性者确证情况，见表 ３。

表 ３　 海南省某类就诊患者血清莱姆病抗体

ＷＢ 法确证结果

地区 初筛阳性数 ＩｇＧ（＋） ＩｇＭ（＋） ＩｇＧ 和 ＩｇＭ（＋） 确证阳性数

海口 １７ １ ６ １ ６

文昌 ７ ２ ３ １ ４

琼海 ３６ １７ ２ １ １８

合计 ６０ ２０ １１ ３ ２８

２􀆰 ４　 ＷＢ 法确证阳性者性别、年龄和阳性条带分布　
阳性条带以 ３１ ＫＤ、３３ ＫＤ － ３６ ＫＤ、３９ ＫＤ、４１ ＫＤ、
６０ ＫＤ、６６ ＫＤ 蛋白为主，分别为伯氏疏螺旋体外膜蛋

白 Ａ（ｏｕｔｅｒ ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ， ｏｓｐＡ）、外膜蛋白 Ｂ（ｏｕｔｅｒ
ｓｕｒｆａｃｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｂ， ｏｓｐＢ）、膜脂蛋白（Ｂｏｒｒｅｌｉａ ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ
ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ， ｂｍｐＡ）、鞭毛蛋白、热休克蛋白和

黏附分子，见表 ４。
表 ４　 海南省 ２８ 例确证患者血清莱姆病

抗体结果（ＷＢ 法）

序号 性别 年龄（岁） ＩｇＧ（＋） ＩｇＭ（＋） 特异蛋白

ｓｉ１０１ 男 ７５ ３６ＫＤ ４１ＫＤ ｏｓｐＢ， 鞭毛蛋白

ｓｉ１０９ 女 ５８ ３６ＫＤ ｏｓｐＢ

ｓｉ２３８ 男 ６０ ４１ＫＤ 鞭毛蛋白

ｓｉ２４０ 女 ５３ ８３－１００ＫＤ

ｓｉ３４７ 男 ５２ ３６ＫＤ ｏｓｐＢ

ｓｉ３７４ 女 ５８ ６６ＫＤ 黏附分子

ｗｃ１６５ 男 ８５ ３６ＫＤ ｏｓｐＢ

ｗｃ１９０ 女 ８５ ３９ＫＤ ３３ＫＤ ｂｍｐＡ， ｏｓｐＢ

ｗｃ３４５ 男 ３９ ３３ＫＤ ｏｓｐＢ

ｗｃ３９２ 男 ７９ ３３ＫＤ ｏｓｐＢ

ｑｈ２ 男 ５９ ３１ＫＤ ｏｓｐＡ

ｑｈ４ 男 ７９ ３１ＫＤ ｏｓｐＡ

ｑｈ２４ 男 ２８ ３９ＫＤ ｂｍｐＡ

ｑｈ３７ 女 ６９ ５０ＫＤ

ｑｈ４６ 女 ３０ ４３ＫＤ

ｑｈ４８ 女 ３７ ３６ＫＤ、４１ＫＤ、６６ＫＤ ｏｓｐＢ、鞭毛蛋白、黏附分子

ｑｈ９９ 女 ５２ ３９ＫＤ、６０ＫＤ ３１ＫＤ ｂｍｐＡ、热休克蛋白、ｏｓｐＡ

ｑｈ１８９ 女 ５３ ４３ＫＤ

ｑｈ１４４ 女 ６８ ３９ＫＤ、４１ＫＤ ｂｍｐＡ、鞭毛蛋白

ｑｈ１５５ 男 ５２ ３６ＫＤ、３９ＫＤ、４１ＫＤ ｏｓｐＢ、ｂｍｐＡ、鞭毛蛋白

ｑｈ１５８ 女 ３３ ４１ＫＤ、４８ＫＤ 鞭毛蛋白

ｑｈ１６５ 女 ５４ ４１ＫＤ、８３－１００ＫＤ 鞭毛蛋白

ｑｈ１８５ 男 ４０ １７ＫＤ、５８ＫＤ、６０ＫＤ 热休克蛋白

ｑｈ１９２ 男 ６７ １２ＫＤ

ｑｈ１９９ 男 ７１ ４３ＫＤ

ｑｈ２７５ 女 ５４ ２３ＫＤ、３１ＫＤ ｏｓｐＡ

ｑｈ２８３ 女 ４８ ５８ＫＤ、６０ＫＤ 热休克蛋白

ｑｈ４３５ 女 ６１ ３６ＫＤ、３９ＫＤ ｏｓｐＢ、ｂｍｐＡ

３　 讨　 论

莱姆病是一种分布比较广泛的自然疫源性疾病，
其自然疫源地主要位于美国、欧洲和亚洲感染该病病

原体伯氏疏螺旋体的动物和媒介蜱出没的温带地区。
１９８７ 年有学者首次报道了我国黑龙江海林县第一例

螺旋体疾病莱姆病［８］，随后新疆、内蒙古、辽宁、吉林、
贵州、河北、河南和北京等多地都开展了该疾病的人群

流行病学调查。 万康林学者也开展了我国 ２０ 个省市

自治区动物莱姆病的调查，从血清流行病学和病原学

均证实我国动物莱姆病也广泛存在［９］，段存娟等［１０］调

查表明野鼠存在莱姆病螺旋体的自然感染。 海南省处

于北纬 １９ ℃左右的热带亚热带地区，地理环境适宜莱
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姆病传播媒介蜱的生长。 本研究调查了海南省海口、
文昌和琼海地区三家医院具有神经系统症状和（或）
关节症状就诊患者莱姆病抗体情况，结果显示海口四

院该类就诊患者莱姆病抗体阳性率为 ４􀆰 ２５％，文昌人

民医院为 １􀆰 ４０％，琼海人民医院为 ８􀆰 ２８％。 三家医院

该类就诊患者莱姆病抗体阳性率比较差异有统计学意

义。 这可能与琼海地区高达 ６０％的森林覆盖率，合适

的气温和湿度更有利于蜱的存活有关。
本研究进行了海南省东北部地区 １ ３３４ 例某类患

者莱姆病抗体调查，按不同性别和年龄分组，该地区莱

姆病抗体阳性率比较差异均无统计学意义。 结果可能

表明该地区不同性别和年龄与莱姆病的发生并无直接

的关联，也从侧面反映人群对莱姆病致病体伯氏疏螺

旋体普遍易感。
莱姆病抗体血清学检测方法有 ＩＦＡ、酶联免疫吸

附试验（ ｅｎｚｙｍｅ － ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙ， ＥＬＩＳＡ）
和 ＷＢ。 ＩＦＡ 法和 ＥＬＩＳＡ 法应用广泛［１１－１２］。 而本研究

采用 ＩＦＡ 和 ＷＢ 法进行检测。 由于 ＩＦＡ 法存在与钩端

螺旋体和梅毒螺旋体交叉反应，而 ＷＢ 法中抗原膜片

为伯氏疏螺旋体的特异性抗原，所以经过 ＷＢ 法确证

的阳性条带即为血清中存在相对应的抗体。 本研究调

查了海口、文昌和琼海地区三家医院 １ ３３４ 例有关节

症状和（或）神经症状的患者，存在莱姆病抗体的有 ２８
例。 ２８ 例 血 清 莱 姆 病 抗 体 以 ３１ ＫＤ 的 ｏｓｐＡ、
３３ ＫＤ－３６ ＫＤ ｏｓｐＢ、３９ ＫＤ ｂｍｐＡ、４１ ＫＤ 鞭毛蛋白、
６０ ＫＤ热休克蛋白和 ６６ ＫＤ 的黏附分子抗体为主。 伯

氏疏螺旋体的外膜蛋白与其致病性密切相关，螺旋体

通过 ｏｓｐＡ 黏附于蜱的中肠以维持在体内的生存和繁

殖［１３－１４］。 ｏｓｐＣ 则是维持且感染哺乳动物所必需的因

子［１４－１５］。 ４１ ＫＤ 的鞭毛蛋白对宿主细胞的侵袭力和

附着力起着重要的作用［１６］。 研究发现 ４１ ＫＤ 的鞭毛

蛋白与人的神经母细胞瘤系的表面蛋白具有共同的抗

原成分，其抗原决定簇位于鞭毛蛋白的第 ２１３ ～ ２１４ 位

的氨基酸，这就可以解释为什么病原体感染容易引起

神经系统症状［１７］。 ３９ ＫＤ 的 ｂｍｐＡ 位于螺旋体外膜

的表面，为膜脂蛋白，是伯氏疏螺旋体的主要免疫原，
是用于人和动物莱姆病诊断的主要抗原之一［１８］。
３３ ＫＤ－３６ ＫＤ的 ｏｓｐＢ 可以维持螺旋体持续感染。 因

此，ＷＢ 法检测出相应抗体再结合临床相应症状和蜱

叮咬史，基本可以确诊罹患莱姆病。
本研究通过血清流行病学证实海南省东北部地区

人群存在莱姆病感染，但无病原学证实该地区为莱姆

病自然疫源地，这也是我们下一步努力的方向。 通过

本研究我们认为海南海口、文昌和琼海地区存在人群

感染莱姆病，给当地临床医生诊断莱姆病提供一定的

参考依据，并应加强当地疾病预防和监测。
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