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摘要： 旨在了解新疆阿克苏地区绵羊无形体 （Ａｎａｐｌａｓｍａ ｏｖｉｓ） 及嗜吞噬细胞无形体 （Ａｎａｐｌａｓｍａ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｐｈｉｌｕｍ） 感染情况及分子特征。 分别从

阿克苏地区下辖 ９ 个县市采集羊全血共计 ５４０ 份。 分别以编码热休克蛋白 ６０ （ＨＳＰ６０） 的 ｇｒｏＥＬ 基因、 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的部分序列 （ＳＳＡＰ２） 为靶

基因， 运用 ＰＣＲ 方法检测其携带绵羊无形体和嗜吞噬细胞无形体情况； 选择强阳性样本测序， 运用 ＭｅｇａＡｌｉｇｎ 进行同源性比对， 运用 Ｍｅｇａ １１􀆰 ０
构建系统发育树。 结果： 无形体的总体感染率为 ４４􀆰 ８１％ （２４２ ／ ５４０）， 其中绵羊无形体感染率为 ３５􀆰 ７４％ （１９３ ／ ５４０）， 嗜吞噬细胞无形体感染率

为 １１􀆰 ６７％ （６３ ／ ５４０）， 混合感染率为 ２􀆰 ６０％ （１４ ／ ５４０）。 不同县市无形体感染率存在显著性差异 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 在不同饲养环境下， 散养户的绵羊

无形体感染率最高， 为 ５７􀆰 ２２％ （１０３ ／ １８０）， 不同饲养环境下绵羊无形体的总体感染率差异显著 （Ｐ＜０􀆰 ００１）。 本调查结果表明， 新疆阿克苏地区

是绵羊无形体及嗜吞噬细胞无形体流行区， 应该加强无形体的防控与检疫。

关键词： 羊； 绵羊无形体； 嗜吞噬细胞无形体； 进化分析； 阿克苏地区

中图分类号： Ｓ８５８􀆰 ２６　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２５）０４－００７１－０７

Ａ ｓｕｒｖｅｙ ｏｆ ｓｈｅｅｐ Ａｎａｐｌａｓｍａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ Ａｋｓｕ， Ｘｉｎｊｉａｎｇ

ＭＡ Ａｉｊｕｎ１，２， ＹＵ Ｊｉｎ３， ＤＵＡＮ Ｚｈｅｎｚｈｅｎ３， ＬＩ Ｊｉａ４∗， ＬＩＵ Ｋａｉｑｉａｎｇ３，
Ｎｕｏｍｉｎｇｄａｌａｉ１， ＧＡＩＬＩＫＥ Ｂａｙｉｎｃｈａｈａｎ１

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｕｒｕｍｑｉ ８３００５２， Ｃｈｉｎａ；
２． Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｋｓｕ Ｒｅｇｉｏｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｒｅ， Ａｋｓｕ ８４３０００， Ｃｈｉｎａ；

３． Ａｋｓｕ Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ａｎｄ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｂｕｒｅａｕ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ， Ａｋｓｕ ８４３０００， Ｃｈｉｎａ；
４． Ｘｉｎｊｉａｎｇ Ａｋｓｕ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｈｅｒｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ Ｃｏ．， Ｌｔｄ．， Ａｋｓｕ ８４３０００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｕｎｄｅｒｓｔａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ Ａｎａｐｌａｓｍａ ｏｖｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｎａｐｌａｓｍａ ｐｈａｇｏｃｙｔｏｐｈｉｌｕｍ ｉｎ ｔｈｅ Ａｋｓｕ ｒｅｇｉｏｎ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ５４０ ｓｈｅｅｐ ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆｒｏｍ ｓｈｅｅｐ ｉｎ ｎｉｎｅ ｃｏｕｎｔｉｅｓ ａｎｄ ｃｉｔｉｅｓ
ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｊｕｒｉｓｄｉｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａｋｓｕ Ｐｒｅｆｅｃｔｕｒｅ． Ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ＰＣＲ） ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｂｙ
ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ ｅｎｃｏｄｉｎｇ ＨＳＰ６０ （ｇｒｏＥＬ） ａｎｄ ａ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ （ＳＳＡＰ２）． Ｔｈｅｎ， ｓｔｒｏｎｇ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ， ＭｅｇａＡｌｉｇｎ ｆｏｒ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ， ａｎｄ Ｍｅｇａ １１􀆰 ０ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ａｓ
ｆｏｌｌｏｗｓ： Ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ Ａｎａｐｌａｓｍａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ４４􀆰 ８１％ （２４２ ／ ５４０）， ｗｉｔｈ ａ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ Ａ． ｏｖｉｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｂｅｉｎｇ ３５􀆰 ７４％
（１９３ ／ ５４０） ａｎｄ １１􀆰 ６７％ （６３ ／ ５４０） ｉｎ Ａ． ｐｈａｇｏｃｙｔｏｐｈｉｌｕｍ， ａｎｄ ２􀆰 ６０％ （１４ ／ ５４０） ｉｎ ｍｉｘｅｄ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ． Ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ
ｔｈｅ ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ ｏｆ Ａｎａｐｌａｓｍａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｕｎｔｉｅｓ （Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ， ｔｈｅ Ａｎａｐｌａｓｍａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ
ｏｆ ｔｈｅ ｆｒｅｅ－ｒａｎｇｅ ｈｏｕｓｅｈｏｌｄｓ ｗａｓ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ａｔ ５７􀆰 ２２％ （１０３ ／ １８０）． Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｖｅｒａｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
Ａｎａｐｌａｓｍａ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅａｒｉｎｇ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓ （Ｐ＜０􀆰 ００１）． Ｔｈｅ Ａｋｓｕ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ｉｓ ａｎ ｅｎｄｅｍｉｃ ａｒｅａ ｆｏｒ Ａ． ｏｖｉｓ ａｎｄ Ａ． ｐｈａｇｏ⁃
ｃｙｔｏｐｈｉｌｕｍ， ａｎｄ ｓｈｏｕｌｄ ｃｏｎｔｉｎｕｅ ｔｏ ｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎ ｔｈｅ ｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎ， ｃｏｎｔｒｏｌ ａｎｄ ｑｕａｒａｎｔｉｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｎａｍｏｒｐｈｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｓｈｅｅｐ； Ａ． ｏｖｉｓ； Ａ． ｐｈａｇｏｃｙｔｏｐｈｉｌｕｍ； ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ； Ａｋｓｕ ｒｅｇｉｏｎ

　
收稿日期： ２０２４－０４－１０； 修回日期： ２０２５－０２－２１
基金项目： 新疆维吾尔自治区自然科学基金项目 （２０２２Ｄ０１Ｆ８９）； 中日蜱传原虫病防控技术合作研究项目 （２０２１Ｅ０１００１）
第一作者： 马爱军， 男， 硕士
∗通信作者： 李佳， 高级兽医师， 研究方向为动物疫病诊断与防控， Ｅ－ｍａｉｌ： ４７４６４５２１４＠ ｑｑ􀆰 ｃｏｍ。

·１７·畜牧与兽医　 ２０２５ 年　 第 ５７ 卷　 第 ４ 期



　 　 无形体病是由无形体引起的一种血液性寄生虫

病， 通过蜱 虫 传 播 给 脊 椎 动 物 宿 主［１］。 无 形 体

（Ａｎａｐｌａｓｍａ） 隶属立克次氏体目 （Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉａｌｅｓ）， 无

形体科 （Ａｎａｐｌａｓｍａｔａｃｅａｅ） ［２］。 在脊椎动物宿主中，
不同的无形体可以感染不同的血细胞， 包括红细胞、
粒细胞、 单核细胞和血小板［２－３］。 ２００１ 年， 基于 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 和 ｇｒｏＥＬ 基因序列分析， 无形体属包括 ６ 个物

种： 牛 无 形 体 （ Ａ． ｂｏｖｉｓ ）、 中 央 无 形 体 （ Ａ．
ｃｅｎｔｒａｌｅ）、 边缘无形体 （Ａ． ｍａｒｇｉｎａｌｅ）、 绵羊无形体

（Ａ． ｏｖｉｓ）、 嗜吞噬细胞无形体 （Ａ． ｐｈａｇｏｃｙｔｏｐｈｉｌｕｍ）
和扁平无形体 （Ａ． ｐｌａｔｙｓ） ［３－４］。 目前， 该属又提出 ２
个新的物种， 暂时命名为 Ａ． ｏｄｏｃｏｉｌｅｉ 和 Ａ． ｃａｐｒａ［５］。
羊感染的常见病原有绵羊无形体和嗜吞噬细胞无形

体等。
无形体的流行特征随地区、 时间及人群的分布具

有显著的差异。 地区分布方面， 绵羊无形体在世界上

许多国家流行， 据报道， 美国蒙大拿州绵羊无形体的

阳性率为 ３９％， 乌干达地区绵羊和山羊的阳性率为

７９􀆰 １％， 意大利西西里岛的阳性率为 ３７％， 法国科西

嘉岛的阳性率为 ５２％［６－８］。 嗜吞噬细胞无形体在各个

国家的感染率相较于绵羊无形体较低。 在丹麦， １ ／ ４
绵羊的嗜吞噬细胞无形体检测为阳性［９］； 挪威羔羊

感染率最高， 检测阳性率为 ３７􀆰 ５％［１０］； 赞比亚阳性

率为 ９％。 在我国云南省、 甘肃省河西走廊区域、 广

东省、 安徽省及新疆维吾尔自治区等地区的绵羊均存

在无形体感染情况［１１］。 时间分布方面， 无形体主要

随蜱虫的活动周期流行， 集中在 ５—１０ 月， 这与蜱的

季节性消长和活动频率呈正相关， 一年中蜱的生活史

活跃阶段具有交叉性， 会造成一年中出现多次活动周

期的高峰［１２］。 一项针对嗜吞噬细胞无形体的调查发

现， ８３％的患者是在农牧区从事养殖工作的人员。 主

要表现症状多发生在年迈的或体弱多病的患者身上，
该疾病的死亡率大约为 ０􀆰 ７％［１３］。

羊在感染无形体后主要的临床症状为发热、 虚弱

无力、 流产、 食欲减退、 消瘦、 黄疸、 黏膜苍白、 产

乳量降低等。 最为重要的是， 无形体感染可能会诱发

更为严重的其他疾病， 并带来危及生命的后果和经济

负担［１４－１５］。
阿克苏地区地处南疆腹地， 地理、 气候条件多

样， 蜱及蜱传疾病广泛流行。 无形体病作为常见的一

种蜱传疾病， 其流行给养羊业造成了一定的困扰。 本

研究对阿克苏地区无形体感染的流行情况进行调查监

测， 探明其流行规律， 分析其演化过程中的分子流行

病学特性， 为后续针对阿克苏地区无形体感染的精准

防控提供数据支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品来源

２０２３ 年 ８—１１ 月， 从新疆阿克苏地区各县市随

机采集 ５４０ 份羊抗凝血样品。 被采集羊多数伴有结膜

苍白、 消瘦、 被毛粗乱等症状， 部分有发热表现。 通

过对比观察， 散养户与规模场羊的体态、 精神状态存

在明显差异， 散养户羊偏瘦小、 被毛粗乱。 采集样本

信息如下： 分别在阿克苏地区阿克苏市、 库车市、 温

宿县、 乌什县、 柯坪县、 阿瓦提县、 新和县、 沙雅县

及拜城县， 分别选取 ２ 个乡镇， 每个乡镇抽检 ２ 个

村， 每个村抽检 ２ 个组， 每个组抽检 ５ 家农户； 每个

县还需抽检 ２ 个规模场， １ 个交易市场， １ 个屠宰场。
按照如上规律， 共采集 ９ 个县市的样品， 每个县市采

集 ６０ 份羊全血， 合计 ５４０ 份羊全血。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＤＮＡ 提 取 试 剂 盒、 ＤＮＡ 凝 胶 回 收 试 剂 盒、
ＧｏｌｄｅｎＶｉｅｗＴＭ核酸染料均购自江苏康为世纪生物科技

有限公司； ＤＨ５α 感受态细胞、 ｐＭＤ１９ － Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ、
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ Ｉ 均购自北京宝日医生物技术有限公司；
ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、 琼脂糖、 １０％ＮａＯＨ 溶液、 １ ×
ＰＢＳ 均购自北京鼎国生物技术有限公司。
１􀆰 ３　 ＤＮＡ 提取

吸取 ２００ μＬ 血液， 加入 Ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ｋ 混匀， 按照

血液基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒步骤提取 ＤＮＡ。 具体步

骤如下： 加入 ２００ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＧＬ， 震荡混匀， ５６ ℃孵

育 １０ ｍｉｎ， 加入２００ μＬ 无水乙醇。 将所得溶液全部

加入到已装入收集管的吸附柱中， 用试剂盒中提供的

Ｂｕｆｆｅｒ ＧＷ１、 ＧＷ２ 先后洗涤 ３ 次， 室温晾干吸附柱。
在新的离心管中向吸附柱加入 １００ μＬ Ｂｕｆｆｅｒ ＧＥ， 室

温放置 ５ ｍｉｎ， 通过离心收集 ＤＮＡ 溶液， － ２０ ℃
保存。
１􀆰 ４　 分子生物学鉴定

用于检测绵羊无形体及嗜吞噬细胞无形体的引物

分别参照文献 ［ １６ － １７］ 中编码热休克蛋白 ６０
（ＨＳＰ６０） 的 ｇｒｏＥＬ 基因及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因的部分序列

（ＳＳＡＰ２）， 在 ＮＣＢＩ 网站中查找已知序列比对验证，
引物由北京新时代众合科技有限公司合成， 引物序列

详见表 １。
以提取的全血 ＤＮＡ 为模板， 运用 ｇｒｏＥＬ 及

ＳＳＡＰ２ 基因引物分别检测绵羊无形体与嗜吞噬细胞无

形体。 ＰＣＲ 反应体系 ２５ μＬ： Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， 上下游

引物各 １ μＬ， 模板 ＤＮＡ １ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ９􀆰 ５ μＬ。 ｇｒｏＥＬ
扩增条件为： ９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ 变性３０ ｓ，
６５ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 延伸 ３０ ｓ， 循环 ３２ 次； 最后

７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 ＳＳＡＰ２ 基因扩增条件为： ９４ ℃预
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变性 ３ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５６ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延

伸 ３０ ｓ， 循环 ３５ 次； 最后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ。 阳性对

照为阿克苏地区动物疫病控制诊断中心保存的经测序

确定的阳性 ＤＮＡ， 阴性对照为 ｄｄＨ２Ｏ。

表 １　 引物序列

引物名称 引物序列 （５′→３′） 片段大小 ／ ｂｐ

ｇｒｏＥＬ－Ｆ ＧＧＧＡＡＧＴＴＧＧＣＡＡＡＧＡＴ

ｇｒｏＥＬ－Ｒ ＧＴＴＡＧＣＧＴＡＧＴＴＣＡＴＧＧＴＧＴ
９７７

ＳＳＡＰ２－Ｆ ＧＣＴＧＡＡＴＧＴＧＧＧＧＡＴＡＡＴＴＴＡＴ

ＳＳＡＰ２－Ｒ ＡＴＧＧＣＴＧＣＴＴＣＣＴＴＴＣＧＧＴＴＡ
６４１

１􀆰 ５　 同源性比对及系统发育分析

将测序得到的立克次体 ｇｒｏＥＬ 和 ＳＳＡＰ２ 基因序

列， 运用 ＳｅｑＭａｎ 软件进行核苷酸序列处理后进行

ＢＬＡＳＴ 分析， 以评估与先前报道的序列的相似性水

平， 使用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ 软件作序列间同源性比对。 在

ＧｅｎＢａｎｋ 数据库下载参考序列及外群序列， 通过

ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 软件， 使用邻接法 （ＮＪ） 计算操作分类

单元之间的遗传距离， 使用具有 １ ０００ 次迭代的自举

过程， 构建系统进化树。
１􀆰 ６　 数据统计分析

运用 Ｅｘｃｅｌ 软件统计不同采样点及不同饲养环境

感染情况， 运用 ＳＰＳＳ ２７􀆰 ０ 统计学软件对不同采样

点、 不同饲养环境、 不同病原体之间感染情况进行卡

方检验。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 无形体 ＰＣＲ 检测

以 ｇｒｏＥＬ 和 ＳＳＡＰ２ 作为靶基因， 运用 ＰＣＲ 的方

法检测羊感染绵羊无形体及嗜吞噬细胞无形体的情

况， 经琼脂糖凝胶电泳分析， 分别在 ９７７ ｂｐ 和

６４１ ｂｐ 处出现目的条带， 条带大小与预期片段大小

一致， 见图 １。

Ｍ． ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～５． 检测样本； ６． 阳性对照； ７． 阴性对照。

图 １　 绵羊无形体 （Ａ） 和嗜吞噬细胞无形体 （Ｂ） 的 ＰＣＲ 检测

２􀆰 ２　 无形体感染情况

２􀆰 ２􀆰 １　 不同县市羊感染无形体检测

从阿克苏地区 ９ 个县市共采集羊全血 ５４０ 份， 通

过 ＰＣＲ 检测无形体， 结果表明 （表 ２）， 阿克苏地区

绵羊无形体感染率为 ３５􀆰 ７４％ （１９３ ／ ５４０）， 嗜吞噬细

胞无形体感染率为 １１􀆰 ６７％ （６３ ／ ５４０）， 两者之间差

异性显著 （χ２ ＝ ８６􀆰 ５２５， Ｐ＜０􀆰 ００１）。 无形体阳性样本

总数为 ２４２ 份， 总体感染率为 ４４􀆰 ８１％ （２４２ ／ ５４０），
其中绵羊无形体和嗜吞噬细胞无形体混合感染样本数

为 １４ 份， 混合感染率为 ２􀆰 ６０％ （１４ ／ ５４０）。 感染率

最高的是库车市， 为 ６１􀆰 ６７％ （３７ ／ ６０）， 感染率最低

的是拜城县， 为 ２１􀆰 ６７％ （１３ ／ ６０）。
统计分析发现， 阿克苏地区 ９ 个县市绵羊无形体

的感染存在显著性差异 （ χ２ ＝ ６６􀆰 ６３４， Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。

排除未检测到嗜吞噬细胞无形体的地区， 对剩余县市

进行卡方检验， 发现阿克苏不同县市嗜吞噬细胞无形

体的感染存在显著性差异 （ χ２ ＝ ５３􀆰 ９６８， Ｐ＜０􀆰 ００１）；
总体无形体感染也存在显著性差异 （χ２ ＝ ３１􀆰 ５９９， Ｐ＜
０􀆰 ００１）， 而阿克苏地区不同县市绵羊无形体和嗜吞

噬细胞无形体两者的混合感染不存在显著性差异

（χ２ ＝ ４􀆰 ７０５， Ｐ＞０． ０５）， 详见表 ２。
２􀆰 ２􀆰 ２　 不同饲养环境无形体检测

在不同饲养模式下采样， 对阿克苏地区的无形体

感染情况进行统计分析发现， 散养户的羊无形体感染

率最高， 为 ５７􀆰 ２２％ （１０３ ／ １８０）， 规模场的羊无形体

感染率最低， 为 ３２􀆰 ７８％ （５９ ／ １８０）。 其中混合感染

率最高的是散养户， 为 ３􀆰 ８９％ （７ ／ １８０）。 因此可以

断定， 优化养殖结构、 科学地饲喂、 养殖可以降低无
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形体的感染。 其中也可以证实， 从普遍的临床症状如

发热、 贫血、 消瘦、 食欲不振、 四肢僵硬、 关节肿大

及乳酸堆积等可以一定程度上判断是否为无形体的

感染。
统计分析发现， 不同饲养环境下的绵羊无形体感

染率存在显著性差异 （ χ２ ＝ ２２􀆰 ５６１， Ｐ＜０􀆰 ００１）； 不

同饲养环境的嗜吞噬细胞无形体感染率存在显著性差

异 （χ２ ＝ １０􀆰 ４０４， Ｐ＜０． ０５）； 不同饲养环境无形体总

体感染率差异显著 （ χ２ ＝ ２９􀆰 ０３８， Ｐ＜０􀆰 ００１）， 详见

表 ３。

表 ２　 阿克苏地区不同县市羊感染无形体阳性率统计 ％

采样地点
样品

份数

绵羊无形体

感染率

嗜吞噬细胞无

形体感染率

混合感

染率

共计感

染率

库车市 ６０ ６１􀆰 ６７ ０ ０ ６１􀆰 ６７

沙雅县 ６０ ３１􀆰 ６７ ０ ０ ３１􀆰 ６７

新和县 ６０ ４６􀆰 ６７ ０ ０ ４６􀆰 ６７

拜城县 ６０ ２１􀆰 ６７ １􀆰 ６７ １􀆰 ６７ ２１􀆰 ６７

阿克苏市 ６０ １３􀆰 ３３ ２５􀆰 ００ １􀆰 ６７ ３６􀆰 ６７

温宿县 ６０ ２１􀆰 ６７ ３１􀆰 ６７ ８􀆰 ３３ ４５􀆰 ００

阿瓦提县 ６０ ５６􀆰 ６７ ３􀆰 ３３ ３􀆰 ３３ ５６􀆰 ６７

乌什县 ６０ ４８􀆰 ３３ ５􀆰 ００ ３􀆰 ３３ ５０􀆰 ００

柯坪县 ６０ ２０􀆰 ００ ３８􀆰 ３３ ５􀆰 ００ ５３􀆰 ３３

合计 ５４０ ３５􀆰 ７４ １１􀆰 ６７ ２􀆰 ６０ ４４􀆰 ８１

表 ３　 阿克苏地区不同饲养环境羊感染无形体阳性率统计　 ％

采样点
样品

份数

绵羊无形体

感染率

嗜吞噬细胞无

形体感染率

混合感

染率

共计感

染率

散养户 １８０ ４８􀆰 ３３ １２􀆰 ７８ ３􀆰 ８９ ５７􀆰 ２２

交易市场 ９０ ３７􀆰 ７８ ２０􀆰 ００ ３􀆰 ３３ ５４􀆰 ４４

规模场 １８０ ２５􀆰 ５６ ９􀆰 ４４ ２􀆰 ２２ ３２􀆰 ７８

屠宰场 ９０ ２８􀆰 ８９ ５􀆰 ５６ ０ ３４􀆰 ４４

合计 ５４０ ３５􀆰 ７４ １１􀆰 ６７ ２􀆰 ６０ ４４􀆰 ８１

２􀆰 ３　 基于 ｇｒｏＥＬ 基因序列同源性比对及遗传进化

分析

　 　 从 １９３ 份绵羊无形体阳性样品中抽取 ３５ 个强阳

性样本进行测序， 测序成功 ２６ 个序列， 经 ＢＬＡＳＴ 比

对分析显示， 全部为绵羊无形体。 取其中 ５ 个样品为

代表进行分析， 分别为来自阿克苏市屠宰场、 拜城县

散养户、 库车市散养户、 乌什县规模场、 柯坪县牛羊

交易市场采集的羊全血。 测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ 库中的

绵 羊 无 形 体 序 列 比 对 （ 登 录 号： ＫＸ５７９０６９、
ＡＦ４４１１３１、 ＭＧ８６９４０２、 ＪＸ８９８９９１、 ＦＪ４６０４４１、

ＯＲ１３０７５６、 ＫＸ５７９０６９、 ＡＦ４４１１３１、 ＭＧ８６９４０２、
ＫＸ５７９０６９、 ＡＦ４４１１３１、 ＭＧ８６９４０２、 ＫＸ５７９０６９、
ＡＦ４４１１３１、 ＭＧ８６９４０２）， 结果同源性分别为 ９８􀆰 １％～
９８􀆰 ９％、 ９２􀆰 ０％ ～ ９８􀆰 ８％、 ９９􀆰 １％ ～ ９９􀆰 ８％、 ９８􀆰 ６％ ～
９９􀆰 １％、 ９８􀆰 ６％～９９􀆰 １％。

以中央无形体和扁平无形体为外群， 基于无形体

ｇｒｏＥＬ 基因构建系统发育树。 由图 ２ 可知， 代表样品

Ｋ９、 Ｔ－６０、 Ｋ６、 ＴＰ－６０、 Ｋ２ 及 Ｘ－Ｂ２ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 中

公布的绵羊无形体序列聚为一簇， 且遗传距离接近，
与外群序列中央无形体 （ＮＲ０７６６８６）、 扁平无形体

（ＫＵ５００９１４） 无聚集且遗传距离远， 见图 ２。

注： ▲为本研究获得的代表性序列。

图 ２　 基于无形体 ｇｒｏＥＬ 基因构建的系统进化树

２􀆰 ４　 基于 ＳＳＡＰ２ 基因同源性比对及系统发育分析

从 ６３ 份嗜吞噬细胞无形体阳性样品中抽取 ２５ 个

强阳性样本进行测序， 测序成功 １７ 个序列， 经

ＢＬＡＳＴ 比对分析显示， 全部为嗜吞噬细胞无形体。
取其中 ５ 个样品为代表进行分析， 分别为来自沙雅县

散户、 乌什县散户、 阿克苏市屠宰场、 柯坪交易市

场、 阿瓦提规模场采集的羊全血。 测序后与 ＧｅｎＢａｎｋ
库中 的 嗜 吞 噬 细 胞 无 形 体 序 列 比 对 （ 登 录 号：
ＯＱ１５２５５２、 ＫＪ７８２３８６、 ＭＺ４７７２５９、 ＭＺ４７７２６１、 ＫＵ３２１２９９、
ＭＷ６７２１２１）， 结果同源性分别为 ９９􀆰 ８％ ～ １００％、
９９􀆰 ８％ ～ １００％、 ９９􀆰 ８％ ～ １００％、 ９９􀆰 ７％ ～ １００％ 和

９９􀆰 ４％～１００％。 　
以中央无形体和扁平无形体为外群， 基于无形体

ＳＳＡＰ２ 基因构建系统发育树。 由图 ３ 可知， 序列代表

样品 Ｊ－４、 Ｔ－１、 Ｇ－２９、 Ｎ－２ 及 Ｘ－Ｋ１５ 与 ＧｅｎＢａｎｋ
中公布的嗜吞噬细胞无形体序列聚为一簇， 且遗传距

离接近， 与外群序列中央无形体 （ＮＲ０７６６８６）、 扁平

无形体 （ＫＵ５００９１４） 无聚集且遗传距离远。
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注： ■为本研究获得的代表性序列。

图 ３　 基于 ＳＳＡＰ２ 基因构建的系统进化树

２􀆰 ５　 多基因联合序列分析

以中央无形体与扁平无形体为外群， 基于嗜吞噬

细胞无形体 ＳＳＡＰ２ 和绵羊无形体 ｇｒｏＥＬ 基因构建系统

发育树 （图 ４）。

注： ◆●为本研究获得的代表性序列。

图 ４　 基于无形体 ｇｒｏＥＬ 及 ＳＳＡＰ２ 基因构建的系统进化树

从进化树上 （图 ４） 可以看出： 多基因联合的结

构拓扑合理， 平均自展值＞８８， 分析序列 （ＴＰ －６０、
Ｂ－２、 Ｋ－１５、 ＳＹ－２９） 分别与参考序列 （ＧｅｎＢａｎｋ 中

公布的已知序列） 聚为一簇。 本研究获得的基因序

列 ｇｒｏＥＬ 及 ＳＳＡＰ２ 单独与对应的 ２ 种立克次体成为一

簇， 且自展值在 ８８～９９。 参考 《伯杰细菌鉴定手册》
（第八版）， 结合序列比对分析得知： 嗜吞噬细胞无

形体与绵羊无形体共属于无形体属， 在树中两者属于

姐妹分支， 遗传关系稍远， 与外群序列中央无形体、
扁平无形体无聚集且遗传距离远。 本研究获得的序列

分别与已知嗜吞噬细胞无形体及绵羊无形体序列无差

异， 同源比对结果显示相似度皆＞９０％。

３　 讨论

目前无形体的检测方法多样， 如血涂片镜检、 抗

体检测、 血液生化以及分子生物学等［１６］。 基层兽医

常用的检测方法是血涂片镜检， 但由于不同种的无形

体形态在显微镜下没有显著的差异， 因此无法确定无

形体的种类。 其他抗体、 粪便检测等方法在检测无形

体感染时均存在一定的差异， 随着科研的进步， 分子

生物学检测更快速、 灵敏、 准确， 结合临床症状及流

行病史， 运用分子生物学技术综合分析， 能够更加准

确地检测无形体的感染情况［１８－１９］。
人的无形体病通常无特异性的临床症状， 也有文

献报道无形体病患者表现出临床症状［２０－２３］， 但缺乏

证据。 动物的无形体病可能与其他常见的症状， 如发

热、 流涎、 贫血、 黄疸、 消瘦、 犊牛生长缓慢、 奶牛

产奶量减少等有关。 因此， 分子检测是更为准确的一

种判定方法［２３］。 正因为无明确的临床症状， 更容易

出现误诊、 错诊的情况， 造成不必要的损失， 我国普

遍将初期症状称为 “不明高热” 等。 虽然无形体无

明显的临床症状， 但危害性很强， 在普通症状发生的

同时， 后期会引起弥散性血管内凝血、 多器官功能衰

竭、 癫痫及昏迷， 最终会导致死亡。
在我国， 无形体广泛流行， 河南、 湖北、 浙江及

贵州省山羊血样本 ＰＣＲ 检测无形体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因和

ｍｓｐ２ 基因， 结果平均感染率为 ６􀆰 １％［２４］。 甘肃省南

部、 藏族自治州绵羊无形体 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因检出率

４２􀆰 ９％ （ ２１ ／ ４９ ）， 山 羊 ３８􀆰 ５％ （ ５１ ／ １５８ ）， 牦 牛

３２􀆰 ３％， 犏牛 ３５􀆰 ０％ （７ ／ ２０） ［２５］。 ２０１９ 年， 李佳等［２６］

检测 阿 克 苏 地 区 绵 羊 无 形 体 阳 性 率 为 ３３􀆰 １６％
（３２０ ／ ９６５）， 嗜吞噬细胞无形体阳性率为 ２９􀆰 ４３％
（２８４ ／ ９６５）， 混合感染率为 １５􀆰 ５４％ （１５０ ／ ９６５）， 总

体阳性率为 ４７􀆰 ０５％ （４５４ ／ ９６５）。 本研究检测到阿克

苏地区绵羊无形体阳性率为 ３５􀆰 ７４％， 嗜吞噬细胞无

形体阳性率为 １１􀆰 ６７％， 混合感染率为 ２􀆰 ６０％， 总体

阳性率为 ４４􀆰 ８１％， 与李佳等［２６］报道相比， 绵羊无形

体与总体感染率相差不大， 嗜吞噬细胞无形体与混合

感染呈现下降的趋势。 在不同饲养模式下， 散养户的

阳性率最高， 为 ５７􀆰 ２２％， 规模场的阳性率最低， 为

３２􀆰 ７８％。 从无形体的感染率分析， 规模化养殖相较
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于散养优势很大， 因为规模化养殖可将疾病预防控制

得更好。 从全国的感染情况来看： 绵羊无形体与嗜吞

噬细胞无形体在全国各地的绵羊种群中传播， 但感染

程度因地域而异。 因此， 这些变化可能与不同的饲养

系统、 气候条件和蜱虫种群中嗜吞噬细胞的发生

有关［１８］。
目前检测无形体的靶基因较多， 其中 １６Ｓ ｒＲＮＡ

由于在进化过程具有高度保守性， 现已被作为标记基

因广泛应用于无形体分类鉴定中［１６］。 虽然 １６Ｓ ｒＲＮＡ
在病原微生物分子分类学鉴定中具有重要作用， 但是

在鉴定同一个属不同种， 特别是进化关系上相近的种

间仍有一定的局限性［１６，２７－２８］。 本研究通过 ２ 个基因

联合系统发育分析发现， 绵羊无形体与嗜吞噬细胞无

形体同属于无形体属， 在树中两者属于姐妹分支， 遗

传关系稍远。 从不同饲养模式下采集的羊全血中检测

到的绵羊无形体与 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的基因序列相似

度为 ９２􀆰 ０％～９９􀆰 ８％； 从不同饲养模式下采集的羊全

血中检测到的嗜吞噬细胞无形体与 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布

的基因序列相似度为 ９９􀆰 ４％ ～ １００％， 用测序得到的

基因序列构建系统发育树得知， 绵羊无形体与嗜吞噬

细胞无形体分别聚为一簇。

４　 结论

对阿克苏地区下辖的 ９ 个县市的绵羊无形体与嗜

吞噬细胞无形体感染进行流行病学调查表明， 绵羊无

形体在每个县市的羊群几乎都存在感染， 其感染率为

３５􀆰 ７４％； 嗜 吞 噬 细 胞 无 形 体 阳 性 率 较 低， 为

１１􀆰 ６７％。 调查结果提示， 当地的羊群普遍存在无形

体感染， 应加强绵羊无形体及嗜吞噬细胞无形体的

监测。
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