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恙虫病实验室诊断研究进展
牛　华，熊小路，辛德莉

　　[ 摘要 ]　恙虫病是经恙螨叮咬传播，由恙虫病东方体感染引起的一种致命性自然疫源性疾病，以发热、焦痂或溃疡、
淋巴结肿大及皮疹为主要临床特征，主要流行于东亚和东南亚地区。恙虫病的临床症状不典型，极易造成误诊和漏诊。精确
和快速的实验室诊断对于恙虫病的确诊和治疗具有非常重要的意义。本文对恙虫病常用实验室诊断方法及近年来的研究进展
进行综述。　　
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　　[Abstract]　Scrub typhus is a mite-borne fatal disease of natural focus caused by Orientia tsutsugamushi infection. The clinical 
manifestations are mainly fever, eschar or ulcer, enlarged lymph nodes and skin rash. It is endemic to East Asia and Southeast Asia 
regions. Atypical clinical symptoms often lead to misdiagnosis and missed diagnosis of scrub typhus. The rapid and accurate laboratory 
diagnosis plays the significantly crucial role on the confirmation and treatment of scrub typhus. This article reviewes the common 
methods of laboratory diagnosis for scrub typhus and the research advanced recent years. 　　　　      
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1　恙虫病和恙虫病东方体简介  

　　恙虫病，又名丛林斑疹伤寒，是经恙螨叮咬

传播，由恙虫病东方体（原称恙虫病立克次体）

感染引起的一种以发热、焦痂或溃疡、淋巴结肿大

及皮疹为主要临床特征的自然疫源性疾病
[1]
。恙虫

病主要流行于东起日本，西至阿富汗，东南至澳大

利亚北部，东北至俄罗斯远东沿海，被称为“恙虫

病三角”的广大区域，在这一区域有超过 10 亿人

面临感染的风险，每年预估有 100 万的新增感染病

例
[1]
。近年来，恙虫病流行区域已扩展到世界其他

地区，中东、非洲和南美洲均有该类病例报道
[2-3]

。

恙虫病在我国是一种古老的疾病，公元 3 世纪就有

记载。1986 年以前我国恙虫病分布区域限于长江

以南地区，此后陆续扩展到长江以北地区，目前除

宁夏和上海以外的地区均有本地病例报告，病例数

迅速增加。2016 年恙虫病病例数（21 562 例）较

2006 年（1 254 例）增加了 16.19 倍 [4]
。在某些恙虫

病流行区域，该病是高达 20% 急性不明发热的病

因
[5]
。由于恙虫病的临床症状不典型，极易造成误
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诊和漏诊，因此精确和快速的实验室诊断对于恙虫

病的确诊和治疗具有非常重要的意义。

　　恙螨是恙虫病东方体的传播媒介和储存宿主。

恙虫病东方体可经卵在恙螨中垂直传播。恙螨活

动范围小，一般在灌木丛中以螨岛的形式聚集生

存，当宿主动物或人到达其活动区域后可被恙螨

叮咬，其唾液腺中恙虫病东方体就释放进入叮咬

部位的组织中，感染内皮细胞、巨噬细胞和树突

状细胞等宿主细胞。被恙螨叮咬的局部皮肤先有

充血、水肿、形成小丘疹，继而形成水疱，然后

坏死和出血，形成黑色痂皮，称为焦痂。受感染

的巨噬细胞和树突状细胞携带恙虫病东方体迁移

至周边淋巴结，继而感染全身多个器官，导致系

统性感染，造成全身小血管炎 [6-8]
。恙虫病潜伏期

一般为 10 ～ 14 d，起病急，主要临床特征为发热

（38.5 ～ 41.0 ℃）、头痛、特异性焦痂或溃疡、

局部或全身淋巴结肿大、皮疹、肌痛
[9-10]

。本病可

累及机体多个脏器，造成肝脾肿大、心肌呈局灶

性或弥漫性心肌炎、肺呈出血性肺炎、肾呈间质

性炎症、脑膜可出现淋巴细胞性脑膜炎
[1，9-12]

。

　　恙虫病东方体为专性胞内寄生的革兰阴性菌，姬

姆萨染色后在光镜下可见细胞核附近的胞质中有紫色

点状、大小为（0.3～0.5）µm×（1.2～3.0） µm的细菌。

其基因组较其他专性胞内寄生的细菌基因组大。

其他立克次体基因组一般为 1.3 Mbp，而恙虫病东
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方体基因组为 2.1 Mbp。恙虫病东方体和其他立克

次体基因组比较发现恙虫病东方体基因组中拥有

大量的多拷贝重复序列，特别是整合和接合原件，

这些原件被命名为恙虫病东方体扩增的遗传原

件
[13]
。这些重复序列可占基因组的 40%。这些多

拷贝重复序列可作为分子检测恙虫病的靶标，实

现检测灵敏度的大幅提升
[6，14]

。

　　恙虫病东方体通过受体介导的内吞作用进入

细胞，然后自内吞体中释放出，进入胞浆中，利

用宿主的微管迁移至细胞核附近，在近核区域复

制
[1，15]

。恙虫病东方体可在敏感动物、鸡胚和敏

感的细胞系中生长。使用临床和实验动物血清发

现恙虫病东方体优势抗原主要有 4 种，分子量分

别为 56 kDa、47 kDa、21 kDa 和 110 kDa 蛋白，

其中 56 kDa 蛋白最为重要，为型特异性抗原（type 
specific antigen, TSA）

[16]
。56 kDa TSA 在恙虫病东

方体的入侵宿主细胞和规避宿主的免疫识别方面

起着重要作用
[17]
，其氨基酸序列中包含保守区和

4 个高度变异的可变区
[18]
。这 4 个可变区拥有优势

抗原表位，可被同型别感染的临床血清所识别
[19]
。

　　恙虫病东方体型别众多
[20]
，这些型别在毒力、

基因组和抗原性等方面具有较大的差异
[21]
。目

前已从临床标本、恙螨和啮齿动物体内分离得到

100 多株恙虫病东方体，但各株之间抗原性有较大

的差异，交叉保护作用弱，导致疫苗的研发和免

疫学诊断试剂的研发面临较大的困难。　　

2　恙虫病的实验室诊断

　　由于恙虫病的临床症状不典型，且血常规、

尿常规和生化检测指标无异常或特异性异常，极

易造成误诊和漏诊。世界卫生组织指出，恙虫病

为目前最易漏诊的传染性疾病之一 [22]
，因此精确

和快速的实验室诊断对于恙虫病的确诊和治疗具

有非常重要的意义。恙虫病的实验室诊断包括病

原体的分离培养、血清学检测和分子生物学检测 3
个方面

[22]
。实验室最为常用的是血清学检测和分

子生物学检测，其中分子生物学在临床症状（发热）

出现后的 10 d 内较为敏感，血清学检测用于临床

症状（发热）出现 10 d 后的检测。

2.1　血清学检测　目前检测恙虫病血清学方法主

要有外斐氏试验、间接免疫荧光试验、酶联免疫

吸附试验和胶体金法。外斐氏试验是利用与恙虫

病东方体具有共同抗原的变形杆菌 OXK 作为抗原

所进行的凝集试验。外斐氏试验简单，易操作，

但检测灵敏度和特异度较低
[23]
。

　　间接免疫荧光试验是恙虫病血清学诊断的金

标准，其通过使用固定在玻片上的恙虫病东方体

感染的细胞作为抗原，检测血清中 IgM 和 IgG 抗

体滴度。检测双份血清时，康复期血清较急性期

血清 IgG 抗体滴度升高 4 倍及以上或发生血清阳

转，可诊断为恙虫病东方体感染。检测单份血清时，

血清 IgM 抗体滴度＞ 1∶32 或 IgG 抗体滴度＞

1∶64 有诊断意义。虽然间接免疫荧光试验是诊断

恙虫病的标准方法，但其也具有以下不足之处：

①恙虫病东方体血清型别众多，且型别间仅有较

弱的或无交叉反应，导致在临床检测中，使用一

种恙虫病东方体血清型别感染的细胞作为抗原时，

有漏检的可能。使用当地流行株作为抗原，有助

于减少漏检。另外恙虫病东方体与其他立克次体

间存在血清交叉反应，存在误检的可能。②间接

免疫荧光试验操作相对繁琐、费时，结果的观测

须要使用较昂贵荧光显微镜，同时观测结果须要

有经验的人员进行解读，以上因素制约着间接免

疫荧光试验的广泛使用。

　　酶联免疫吸附试验最初使用裂解的恙虫病东

方体菌体或重组表达的单一 56 kDa TSA 作为包被

抗原，检测血清 IgM 和 IgG 抗体滴度。由于同样

存在恙虫病东方体多血清型别的原因，可造成漏

检。为扩大抗原谱，近年来使用来源于恙虫病东

方体多株的 56 kDa TSA 作为混合抗原或嵌合抗原

进行酶联免疫吸附试验检测恙虫病东方体感染，

获得很好的检测敏感度和特异度 [19，24-25]
。虽然酶

联免疫吸附试验简单、易用、结果客观，但检测

的阈值不易设定。由于各恙虫病流行区域的血清

抗体的本底不同，各区域的检测阈值须重新设定。

　　胶体金免疫层析试验提供一种快速、简单的

检测恙虫病东方体感染的血清学方法。恙虫病东

方体多株的 56 kDa TSA 作为混合抗原或嵌合抗

原用于检测临床血清中抗恙虫病东方体 IgM 和

IgG[26-27]
，为增加检测灵敏度，21 kDa 也用作检测

抗原
[26]
。

2.2　分子生物学检测　核酸扩增技术提供一种灵

敏、特异的恙虫病东方体感染检测方法。恙虫病

东方体入侵机体后，感染焦痂处内皮细胞和血液

中单核细胞，可采集焦痂、全血或血液白细胞层

检测恙虫病东方体特异性核酸靶标。在检测灵敏

度上，焦痂和血液白细胞层较全血高。目前常用

的核酸靶标为 56 kDa TSA 基因、47 kDa 蛋白基因、

16s rRNA 基因，热休克蛋白 GroEL 基因和多拷贝

接合转移蛋白 TraD 基因。全血中恙虫病东方体数

目少，与单拷贝的 47 kDa 蛋白基因相比（13 个拷

贝 /ml 血），使用多拷贝的 TraD 基因能够提供更
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高的检测灵敏度
[14]
。目前检测恙虫病东方体特异

性核酸靶标的方法有 PCR/ 实时定量 PCR、环介

导等温扩增技术
[28]

和重组酶聚合酶扩增技术
[29]
。 

相比需要昂贵仪器的 PCR/ 实时定量 PCR 检测技

术，环介导等温扩增技术和重组酶聚合酶扩增技

术只需要简单的恒温控制设备，并且检测时间短

至 0.5 h 以内，同时具有和实时定量 PCR 相似的检

测灵敏度。

2.3　病原体分离培养　在有条件的实验室，可以

自临床标本分离培养恙虫病东方体。使用临床全

血或血液白细胞层标本接种敏感动物、敏感细胞

或鸡胚。常用的敏感动物为小鼠。将肝素抗凝血

腹腔接种实验小鼠，观察其生理变化，通过姬姆

萨染色和 PCR 方法检测小鼠体内恙虫病东方体。

细胞分离培养常用的敏感细胞为 Vero、HeLa 和

L929细胞，将抗凝血接种至敏感细胞进行共培养。

鸡胚分离培养将抗凝血接种至 7 ～ 9 日龄鸡胚的

卵黄囊中进行生长和分离。

　　血清学检测是实验室诊断恙虫病东方体感染

最常用的方法，具有快速、简单等优点，适合于

疾病急性期后期的检测。但要考虑到本地区的正

常血清抗体本底，设置好检测阈值。同时也要了

解本地区的恙虫病东方体血清型别，所使用的抗

原尽可能覆盖本地区所有血清型，这须要对本地

区的啮齿动物、恙螨和人群中流行的恙虫病东方

体血清型别进行鉴定。分子生物学检测方法具有

灵敏度和特异度高的优点，适合早期急性期疾病

的检测，但在操作时要注意防止交叉污染。病原

体分离培养过程复杂，耗时长，不适合在一般临

床实验室进行。

3　展　　望

　　近些年来，免疫检测技术发展飞速，能够更

加特异、灵敏、简单快速地检测血清中抗体，如

均相化学发光技术。未来可以利用这些新技术开

发恙虫病诊断试剂，实现高效精确诊断。另外恙

虫病临床症状不典型，易与其他立克次体、钩端

螺旋体等引起的感染相混淆，同时考虑到多重感

染的存在，因此有必要开发多重检测方法能同时

检测恙虫病和其他临床症状相似的传染病及多重

感染。目前针对恙虫病东方体、斑疹伤寒立克次

体、斑点热立克次体和钩端螺旋体的多重 PCR 方

法已初步建立 [30-31]
，但灵敏度和特异度有待提高。

然而基于血清学的多重检测方法目前尚未建立，

今后可使用恙虫病东方体及其他病原特异性抗原，

通过斑点印迹和免疫层流技术建立多重检测技术

诊断恙虫病和其他临床症状相似的传染病。
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