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人粒细胞无形体病预防控制技术指南（试行）

中华人民共和国卫生部办公厅

　　人粒细胞无形体病（ｈｕｍａｎｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｉｃａｎａｐｌａｓｍｏｓｉｓ，ＨＧＡ）是由嗜吞噬细胞
无形体（ａｎａｐｌａｓｍａｐｈａｇｏｃｙｔｏｐｈｉｌｕｍ，曾称为“人粒细胞埃立克体，ｈｕｍａｎｇｒａｎｕｌｏｃｙｔ
ｉｃｅｈｒｌｉｃｈｉａｅ”）侵染人末梢血中性粒细胞引起，以发热伴白细胞、血小板减少和多
脏器功能损害为主要临床表现的蜱传疾病。自１９９４年美国报告首例人粒细胞无
形体病病例以来，美国每年报告的病例约６００～８００人。２００６年，我国在安徽省
发现人粒细胞无形体病病例，其他部分省份也有疑似病例发生。该病临床症状与

某些病毒性疾病相似，容易发生误诊，严重者可导致死亡。为指导临床医生和疾

病预防控制专业人员做好该病的发现、报告、诊断、治疗、个人防护、实验室检测和

疫情防控与应急处置工作，加强公众健康教育，制定本技术指南。

一、目的

１．指导各级医疗机构正确开展人粒细胞无形体病的诊断和治疗，及时报告
病例并做好个人防护和院内感染的控制工作。

２．指导各级疾病预防控制机构开展人粒细胞无形体病流行病学调查、实验
室检测和疫情监测控制工作。

３．指导各地开展人粒细胞无形体病流行病学、病原学及防控策略的研究。
４．指导各地做好预防人粒细胞无形体病的健康教育工作。
二、疾病概述

（一）病原学

嗜吞噬细胞无形体属于立克次体目、无形体科、无形体属。无形体科是一类

主要感染白细胞的专性细胞内寄生革兰阴性小球杆菌，其中对人致病的病原体主

要包括无形体属（Ａｎａｐｌａｓｍａ）的嗜吞噬细胞无形体、埃立克体属（Ｅｈｒｌｉｃｈｉａ）的查
菲埃立克体（Ｅ．ｃｈａｆｆｅｅｎｓｉｓ）和埃文氏埃立克体（Ｅ．ｅｗｉｎｇｉｉ）、新立克次体属（Ｎｅ
ｏｒｉｃｋｅｔｔｓｉａ）的腺热新立克次体（Ｎ．ｓｅｎｎｅｔｓｕ），分别引起人粒细胞无形体病、人单核
细胞埃立克体病（ｈｕｍａｎｍｏｎｏｃｙｔｉｃｅｈｒｌｉｃｈｉｏｓｉｓ，ＨＭＥ）、埃文氏埃立克体感染、腺热
新立克次体病。

９０年代初期，美国在多例急性发热患者的中性粒细胞胞质内发现埃立克体
样包涵体。１９９５年，Ｇｏｏｄｍａｎ等从患者的血标本分离到该种嗜粒细胞病原体，将
它非正式命名为人粒细胞埃立克体，其所致疾病称为人粒细胞埃立克体病。后经

１６ＳｒＲＮＡ基因序列的系统发育分析，发现该种嗜粒细胞病原体与无形体属最相
关，因此，将其归于无形体属的一个新种，命名为嗜吞噬细胞无形体，其所致疾病

也改称为人粒细胞无形体病。

　　ＤＯＩ：１０．３８７７／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１６７４１３５８．２０１０．０２６
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　　１．形态结构及培养特性：嗜吞噬细胞无形体呈球状多型性，革兰染色阴性，
主要寄生在粒细胞的胞质空泡内，以膜包裹的包涵体形式繁殖。用 Ｇｉｅｍｓａ法染
色，嗜吞噬细胞无形体包涵体在胞质内染成紫色，呈桑葚状（图１）。

嗜吞噬细胞无形体为专性细胞内寄生菌，缺乏经典糖代谢途径，依赖宿主酶

系统进行代谢及生长繁殖，主要侵染人中性粒细胞。嗜吞噬细胞无形体的体外分

离培养使用人粒细胞白血病细胞系（ＨＬ６０），主要存在于ＨＬ６０细胞内与膜结构
相连的空泡内，生长繁殖迅速。其感染的空泡内无查菲埃立克体感染所形成的纤

维样结构。嗜吞噬细胞无形体早期的形态多为圆形、密度较大的网状体，后期菌

体变小且密度增大。嗜吞噬细胞无形体的外膜比查菲埃立克体外膜有更多的皱

折（图２）。

图１　人血液中性粒细胞内无形体包涵体
（Ｘ１０００，ＪＳＤｕｍｌｅｒ）

图２　电镜下的无形体包涵体
（Ｘ２１９６０，ＪＳＤｕｍｌｅｒ）

　　２．遗传及表型特征：嗜吞噬细胞无形体的基因组为１４７１２８２个碱基对，
（Ｇ＋Ｃ）含量为４１．６％，含有１３６９个编码框（ＯＲＦ）。特征性基因为ｍｓｐ２以及
ＡｎｋＡ基因，１００％的菌株具有ｍｓｐ２，７０％的菌株具有ＡｎｋＡ基因。

（二）流行病学

１．宿主动物与传播媒介：动物宿主持续感染是病原体维持自然循环的基本
条件。国外报道，嗜吞噬细胞无形体的储存宿主包括白足鼠等野鼠类以及其他动

物。在欧洲，红鹿、牛、山羊均可持续感染嗜吞噬细胞无形体。

国外报道，嗜吞噬细胞无形体的传播媒介主要是硬蜱属的某些种（如肩突硬

蜱、篦子硬蜱等）。我国曾在黑龙江、内蒙古及新疆等地的全沟硬蜱中检测到嗜

吞噬细胞无形体核酸。

我国的储存宿主、媒介种类及其分布尚需做进一步调查。

２．传播途径：（１）主要通过蜱叮咬传播。蜱叮咬携带病原体的宿主动物后，
再叮咬人时，病原体可随之进入人体引起发病。（２）直接接触危重患者或带菌动
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物的血液等体液，有可能会导致传播，但具体传播机制尚需进一步研究证实。国

外曾有屠宰场工人因接触鹿血经伤口感染该病的报道。

３．人群易感性：人对嗜吞噬细胞无形体普遍易感，各年龄组均可感染发病。
高危人群主要为接触蜱等传播媒介的人群，如疫源地（主要为森林、丘陵地

区）的居民、劳动者及旅游者等。与人粒细胞无形体病危重患者密切接触、直接

接触患者血液等体液的医务人员或其陪护者，如不注意防护，也有感染的可能。

４．地理分布和发病季节特点：目前，已报道有人粒细胞无形体病的国家有美
国、斯洛文尼亚、法国、英国、德国、澳大利亚、意大利及韩国等，但仅美国和斯洛文

尼亚分离到病原体。根据国外研究，该病与莱姆病的地区分布相似，我国莱姆病

流行区亦应关注此病。

该病全年均有发病，发病高峰为５～１０月。不同国家的报道略有差异，多集
中在当地蜱活动较为活跃的月份。

（三）主要病理改变及临床表现

病理改变包括多脏器周围血管淋巴组织炎症浸润、坏死性肝炎、脾及淋巴结

单核吞噬系统增生等，主要与免疫损伤有关。嗜吞噬细胞无形体感染中性粒细胞

后，可影响宿主细胞基因转录、细胞凋亡，细胞因子产生紊乱、吞噬功能缺陷，进而

造成免疫病理损伤。

潜伏期一般为７～１４ｄ（平均９ｄ）。急性起病，主要症状为发热、全身不适、
乏力、头痛、肌肉酸痛，以及恶心、呕吐、厌食、腹泻等。实验室检查外周血象白细

胞、血小板降低，肝酶升高。严重者可发展为多脏器功能衰竭、弥漫性血管内凝

血，甚至死亡。老年患者及免疫缺陷患者感染本病后病情多较危重。

三、诊断、治疗和报告

医疗机构应按照《人粒细胞无形体病诊疗方案（试行）》（附件１）做好诊断和
治疗。同时，应加强医务人员的个人防护和院内感染控制工作。

各级医疗机构发现符合病例定义的人粒细胞无形体病疑似、临床诊断或确诊

病例时，应参照乙、丙类传染病的报告要求于２４ｈ内通过国家疾病监测信息报告
管理系统进行网络直报，报告疾病类别选择“其他传染病”。符合《国家突发公共

卫生事件相关信息报告管理工作规范（试行）》要求的，按照相应的规定进行报

告。

四、实验室检测

各级疾病预防控制机构专业人员和临床医务人员发现疑似病例时，应认真按

照《人粒细胞无形体病实验室检测方案（试行）》（附件３）进行标本的采集、包装、
运送和实验室检测。省级实验室无检测条件或无法鉴定时，应将原始标本及病原

分离物送中国疾病预防控制中心进行检测。

五、流行病学调查

疾病预防控制机构接到疫情报告后，应按照《人粒细胞无形体病流行病学调

查方案（试行）》（附件２），立即组织专业人员开展流行病学调查，追溯可能的感
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染来源，调查传播途径及相关影响因素，填写《人粒细胞无形体病个案调查表》。

出现聚集性病例时，应开展病例的主动搜索，并通过对传染源、传播途径、传

播媒介及相关影响因素等的调查分析，及时提出有针对性的预防控制措施。

六、专题调查

有条件的地区，疾病预防控制机构可根据当地疫情的特点，参照《人粒细胞

无形体病专题调查方案（试行）》（附件４），组织开展人群血清流行病学、宿主动
物和传播媒介等方面的专题调查。

七、预防控制措施

１．做好公众预防的指导和健康教育：避免蜱叮咬是降低感染风险的主要措
施。预防该病的主要策略是指导公众、特别是高危人群减少或避免蜱的暴露。有

蜱叮咬史或野外活动史者，一旦出现疑似症状或体征，应及早就医，并告知医生相

关暴露史。

蜱主要栖息在草地、树林等环境中，应尽量避免在此类环境中长时间坐卧。

如需进入此类地区，尤其是已发现过患者的地区，应注意做好个人防护，穿着紧

口、浅色、光滑的长袖衣服，可防止蜱的附着或叮咬，且容易发现附着的蜱。也可

在暴露的皮肤和衣服上喷涂避蚊胺（ＤＥＥＴ）等驱避剂进行防护。在蜱栖息地活
动时或活动后，应仔细检查身体上有无蜱附着。蜱常附着在人体的头皮、腰部、腋

窝、腹股沟及脚踝下方等部位。如发现蜱附着在身体上，应立即用镊子等工具将

蜱除去。因蜱体上或皮肤破损处的液体可能含有传染性病原体，不要直接用手将

蜱摘除或用手指将蜱捏碎。

蜱可寄生在家畜或宠物的体表。如发现动物体表有蜱寄生时，应减少与动物

的接触，避免被蜱叮咬。

２．开展医疗卫生专业人员培训：各地应开展对医务人员和疾控人员的培训
工作，提高医务人员发现、识别人粒细胞无形体病的能力，规范其治疗行为，以降

低病死率；提高疾控人员的流行病学调查和疫情处置能力，控制疫情的蔓延和流

行。

３．提高实验室诊断能力：发现疑似病例时，应及时采集标本开展实验室检
测。各省级疾病预防控制中心应逐步提高对该病的实验室检测能力，建立实验室

检测的相关技术和方法。已发生或可能发生疫情的地区及有条件的地市级疾病

预防控制中心和医疗机构也应逐步建立该病的实验室诊断能力。

４．媒介与宿主动物的控制：出现暴发疫情时，应采取灭杀蜱、鼠和环境清理
等措施，降低环境中蜱和鼠的密度。

５．患者的管理：对患者的血液、分泌物、排泄物及被其污染的环境和物品，应
进行消毒处理。一般不需要对患者实施隔离。

附件：

１．人粒细胞无形体病诊疗方案（试行）
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２．人粒细胞无形体病流行病学调查方案（试行）
３．人粒细胞无形体病实验室检测方案（试行）
４．人粒细胞无形体病专题调查方案（试行）

（本文编辑：孙荣华）

　　中华人民共和国卫生部办公厅．人粒细胞无形体病预防控制技术指南（试行）［Ｊ／ＣＤ］．中华实验和临床
感染病杂志：电子版，２０１０，４（３）：３５０３６５．

附件１
人粒细胞无形体病诊疗方案（试行）

　　为指导各地及时、有效地开展人粒细胞无形体病的诊断和救治工作，减少危
重和死亡病例，防止院内感染的发生，特制定本方案。

一、临床表现

潜伏期一般为７～１４ｄ（平均９ｄ）。急性起病，主要症状为发热（多为持续性
高热，可高达４０℃以上）、全身不适、乏力、头痛、肌肉酸痛，以及恶心、呕吐、厌食、
腹泻等。部分患者伴有咳嗽、咽痛。体格检查可见表情淡漠，相对缓脉，少数患者

可有浅表淋巴结肿大及皮疹。可伴有心、肝、肾等多脏器功能损害，并出现相应的

临床表现。

重症患者可有间质性肺炎、肺水肿、急性呼吸窘迫综合症以及继发细菌、病毒

及真菌等感染。少数患者可因严重的血小板减少及凝血功能异常，出现皮肤、肺、

消化道等出血表现，如不及时救治，可因呼吸衰竭、急性肾衰等多脏器功能衰竭以

及弥漫性血管内凝血死亡。

老年患者、免疫缺陷患者及进行激素治疗者感染本病后病情多较危重。

二、实验室检查

实验室检查外周血象白细胞、血小板降低，异型淋巴细胞增多。合并脏器损

害的患者，心、肝、肾功能检测异常。病原学和血清学检查阳性。其中：

血常规：白细胞、血小板减少可作为早期诊断的重要线索。患者发病第一周

即表现有白细胞减少，多为 １．０～３．０×１０９／Ｌ；血小板降低，多为 ３０～５０×
１０９／Ｌ。可见异型淋巴细胞。

尿常规：蛋白尿、血尿、管形尿。

血生化检查：肝、肾功能异常；心肌酶谱升高；少数患者出现血淀粉酶、尿淀粉

酶和血糖升高。

部分患者凝血酶原时间延长，纤维蛋白原降解产物升高。可有血电解质紊

乱，如低钠、低氯、低钙等。少数患者还有胆红素及血清蛋白降低。

三、并发症

如延误治疗，患者可出现机会性感染、败血症、中毒性休克、中毒性心肌炎、急

性肾衰、呼吸窘迫综合症、弥漫性血管内凝血及多脏器功能衰竭等，直接影响病情
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和预后。

四、病例诊断

依据流行病学史、临床表现和实验室检测结果进行诊断。

（一）流行病学史。

１．发病前２周内有被蜱叮咬史
２．在有蜱活动的丘陵、山区（林区）工作或生活史
３．直接接触过危重患者的血液等体液。
（二）临床表现。

急性起病，主要症状为发热（多为持续性高热，可高达４０℃以上）、全身不适、
乏力、头痛、肌肉酸痛，以及恶心、呕吐、厌食、腹泻等。个别重症病例可出现皮肤

瘀斑、出血，伴多脏器损伤、弥漫性血管内凝血等。

（三）实验室检测

１．血常规及生化检查：（１）早期外周血象白细胞、血小板降低，严重者呈进行
性减少，异型淋巴细胞增多；（２）末梢血涂片镜检中性粒细胞内可见桑葚状包涵
体；（３）谷丙（丙氨酸氨基转移酶，ＡＬＴ）和／或谷草（天冬氨酸氨基转移酶，ＡＳＴ）
转氨酶升高。

２．血清及病原学检测：（１）急性期血清间接免疫荧光抗体（ＩＦＡ）检测嗜吞噬
细胞无形体ＩｇＭ抗体阳性；（２）急性期血清ＩＦＡ检测嗜吞噬细胞无形体ＩｇＧ抗体
阳性；（３）恢复期血清ＩＦＡ检测嗜吞噬细胞无形体ＩｇＧ抗体滴度较急性期有４倍
及以上升高；（４）全血或血细胞标本 ＰＣＲ检测嗜吞噬细胞无形体特异性核酸阳
性，且序列分析证实与嗜吞噬细胞无形体的同源性达９９％以上；（５）分离到病原
体。

（四）诊断标准

疑似病例：具有上述（一）、（二）项和（三）项１项中的（１）、（３）。部分病例可
能无法获得明确的流行病学史。

临床诊断病例：疑似病例同时具备（三）项１项中的（２），或（三）项２项中的
（１）或（２）。

确诊病例：疑似病例或临床诊断病例同时具备（三）项２项中（３）、（４）、（５）
中的任一项。

五、鉴别诊断

１．与其他蜱传疾病、立克次体病的鉴别：人单核细胞埃立克体病（ＨＭＥ）、斑
疹伤寒、恙虫病、斑点热以及莱姆病等。

２．与发热、出血及酶学指标升高的感染性疾病的鉴别：主要是病毒性出血性
疾病，如流行性出血热、登革热等。

３．与发热、血白细胞、血小板降低的胃肠道疾病的鉴别：伤寒、急性胃肠炎、
病毒性肝炎。

４．与发热及血白细胞、血小板降低或有出血倾向的内科疾病的鉴别：主要是
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血液系统疾病，如血小板减少性紫癜，粒细胞减少、骨髓异常增生综合征。可通过

骨髓穿刺及相应病原体检测进行鉴别。

５．与发热伴多项酶学指标升高的内科疾病鉴别：主要是免疫系统疾病，如皮
肌炎、系统性红斑狼疮、风湿热。可通过自身抗体等免疫学指标进行鉴别。

６．其他：如支原体感染、钩端螺旋体病、鼠咬热、药物反应等。
六、治疗

及早使用抗生素，避免出现并发症。对疑似病例可进行经验性治疗。一般慎

用激素类药物，以免加重病情。

（一）病原治疗

１．四环素类抗生素：（１）强力霉素。为首选药物，应早期、足量使用。成人口
服：０．１ｇ／次，１日２次，必要时首剂可加倍。８岁以上儿童常用量：首剂４ｍｇ／ｋｇ；
之后，每次２ｍｇ／ｋｇ，１日２次。一般病例口服即可，重症患者可考虑静脉给药；

（２）四环素。口服：成人常用量为０．２５～０．５ｇ／次，每６小时１次；８岁以上
儿童常用量为一日２５～５０ｍｇ／ｋｇ，分４次服用。静脉滴注：成人一日１～１．５ｇ，分
２～３次给药；８岁以上儿童为一日１０～２０ｍｇ／ｋｇ，分２次给药，每日剂量不超过１
ｇ。住院患者主张静脉给药。四环素毒副作用较多，孕妇和儿童慎用。

强力霉素或四环素治疗疗程不少于７ｄ。一般用至退热后至少３ｄ，或白细胞
及血小板计数回升，各种酶学指标基本正常，症状完全改善。早期使用强力霉素

或四环素等药物，一般可在２４～４８ｈ内退热。因人粒细胞无形体病临床表现无
特异性，尚缺乏快速的实验室诊断方法，可对疑似病例进行经验性治疗，一般用药

３～４天仍不见效者，可考虑排除人粒细胞无形体病的诊断。
２．利福平：儿童、对强力霉素过敏或不宜使用四环素类抗生素者，选用利福

平。成人４５０～６００ｍｇ，儿童１０ｍｇ／ｋｇ，每日一次口服。
３．喹诺酮类：如左氧氟沙星等。磺胺类药有促进病原体繁殖作用，应禁用。
（二）一般治疗

患者应卧床休息，高热量、适量维生素、流食或半流食，多饮水，注意口腔卫

生，保持皮肤清洁。

对病情较重患者，应补充足够的液体和电解质，以保持水、电解质和酸碱平

衡；体弱或营养不良、低蛋白血症者可给予胃肠营养、新鲜血浆、白蛋白、丙种球蛋

白等治疗，以改善全身机能状态、提高机体抵抗力。

（三）对症支持治疗

１．对高热者可物理降温，必要时使用药物退热。
２．对有明显出血者，可输血小板、血浆。
３．对合并有弥漫性血管内凝血者，可早期使用肝素。
４．对粒细胞严重低下患者，可用粒细胞集落刺激因子。
５．对少尿患者，应碱化尿液，注意监测血压和血容量变化。对足量补液后仍

少尿者，可用利尿剂。如出现急性肾衰时，可进行相应处理。
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６．心功能不全者，应绝对卧床休息，可用强心药、利尿剂控制心衰。
７．应慎用激素。国外有文献报道，人粒细胞无形体病患者使用糖皮质激素

后可能会加重病情并增强疾病的传染性，故应慎用。对中毒症状明显的重症患

者，在使用有效抗生素进行治疗的情况下，可适当使用糖皮质激素。

（四）隔离及防护

对于一般病例，按照虫媒传染病进行常规防护。在治疗或护理危重患者时，

尤其患者有出血现象时，医务人员及陪护人员应加强个人防护。做好患者血液、

分泌物、排泄物及其污染环境和物品的消毒处理。

（五）出院标准

体温正常、症状消失、临床实验室检查指标基本正常或明显改善后，可出院。

（六）预后

据国外报道，病死率低于１％。如能及时处理，绝大多数患者预后良好。如
出现败血症、中毒性休克、中毒性心肌炎、急性肾衰、呼吸窘迫综合症、弥漫性血管

内凝血及多脏器功能衰竭等严重并发症的患者，易导致死亡。

附件２
人粒细胞无形体病流行病学调查方案（试行）

　　为做好人粒细胞无形体病疫情的流行病学调查，准确描述和分析疫情特征，
科学制订防控策略和措施，特制定本方案。

一、调查目的

（一）为病例的核实诊断提供流行病学证据。

（二）为了解该病在我国的流行病学及临床特征积累数据。

二、调查对象

（一）散发病例：包括疑似病例、临床诊断病例、实验室确诊病例。

（二）聚集性病例：在同一村庄，或在同一山坡、树林、茶园、景区等地劳动或

旅游的人员中，２周内出现２例及以上人粒细胞无形体病（疑似）病例，或在病例
的密切接触者中出现类似病例。

三、调查内容和方法

（一）个案调查和标本采集。

发现人粒细胞无形体病病例后，应及时开展流行病学个案调查。调查内容包

括病例的基本情况、家庭及居住环境、暴露史、发病经过、就诊情况、临床表现、实

验室检查、诊断、转归、密切接触者情况等（见附表《人粒细胞无形体病个案调查

表》），并采集相关标本（见附件３《人粒细胞无形体病实验室检测方案（试行）》）。
１．基本情况：包括年龄、性别、住址、职业、文化程度、旅行史等。
２．临床资料：通过查阅病历及化验记录、询问经治医生及病例、病例家属等方

法，详细了解病例的发病经过、就诊情况、临床表现、实验室检查结果、诊断、治疗、
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疾病进展、转归等情况。

３．病例家庭及居住环境情况：通过询问及现场调查，了解病例及其家庭成员
情况、家庭居住位置、环境、家禽及家畜饲养情况等。

４．暴露史及病例发病前活动范围：（１）询问病例发病前２周内劳动、旅行或
可疑暴露史，了解其是否到过有蜱生长的场所，是否有蜱叮咬史。（２）询问病例
发病前２周内与类似病例的接触情况，包括接触时间、方式、频率、地点、接触时采
取的防护措施等。

５．密切接触者：如病例出现出血并污染周围环境、物品时，应对医务人员、陪
护人员或其他密切接触者开展追踪调查，必要时应采集相关标本进行检测。

（二）聚集性病例的调查

在出现聚集性病例或暴发疫情时，应注意调查感染来源。如怀疑有人传人可

能时，应评估人群感染及人传人的风险。应组织疾控人员或医务人员，采用查看

当地医疗机构门诊日志、住院病历等临床资料、入户调查等方式，开展病例的主动

搜索，并对搜索出的疑似病例进行筛查、随访。追踪疑似病例、临床诊断病例及实

验室确诊病例的密切接触者，必要时采集相关样本进行检测。

通过查阅资料、咨询当地相关部门等方法，了解当地自然生态环境、媒介分

布，以及相关的人口、气象、生产、生活资料等情况。

四、调查要求

（一）调查者及调查对象

应由经过培训的县（区）级疾病预防控制机构专业人员担任调查员。现场调

查时，应尽可能直接对患者进行访视、询问。如患者病情较重，或患者已死亡，或

其他原因无法直接调查时，可通过其医生、亲友、同事或其他知情者进行调查、核

实或补充。

（二）调查时间及调查内容

应在接到疫情报告后迅速开展流行病学调查，调查内容见附表《人粒细胞无

形体病个案调查表》。调查表应填写完整，实验室检测结果、患者转归等情况应

及时填补到调查表中，以完善相关信息。

（三）调查者的个人防护

在流行病学调查及标本采集过程中，调查者应采取相应的个人防护措施，尤

其应注意避免被蜱叮咬或直接接触患者的血液、分泌物或排泄物等。

五、调查资料的分析、总结和利用

１．在疫情调查处理进程中或结束后，应及时对流行病学资料进行整理、分
析，撰写流行病学调查报告，并及时向上级疾病预防控制机构及同级卫生行政部

门报告。

２．疫情调查结束后，各省级疾病预防控制机构应及时将人粒细胞无形体病
流行病学个案调查表及流行病学调查报告上报中国疾病预防控制中心。

３．疫情调查结束后，各地疾病预防控制机构应将流行病学调查的原始资料、
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分析结果及调查报告及时整理归档。

附件３
人粒细胞无形体病实验室检测方案（试行）

为保证及时、科学地采集、运送人粒细胞无形体病病例（包括疑似病例）及疫

源地调查的各种类型标本，规范人粒细胞无形体病的实验室检测程序，提高检测

质量，为明确诊断或开展相关的科学研究提供实验室依据，特制定本方案。

一、样本采集对象

１．人粒细胞无形体病病例（包括疑似病例，以下同）。
２．病例密切接触者或其他健康人群。
３．疫源地可疑宿主动物（野生动物及狗、羊、牛等家畜）、媒介蜱。
二、标本种类及采集方法

１．抗凝血：常用ＥＤＴＡ抗凝管或枸橼酸盐抗凝管采集血液５ｍｌ，用于病原分
离。应尽可能在患者使用抗生素前进行血液的采集。

２．非抗凝血：用无菌真空管，采集病例、健康人群及宿主动物非抗凝血５ｍｌ，
用于血清抗体及 ＰＣＲ检测。采集后，应及时分离血清，将血清、血球分别保存。
急性期抗体及ＰＣＲ检测用血液采集尽可能在发病后１周内，恢复期抗体检测标
本采集至少间隔２～３周。如第２份血清在１个月之内抗体升高不明显的，应建
议间隔２～４周后采集第３份血液标本。
３．包涵体检测血涂片的制备：采集血液标本后，制作厚血片，进行红细胞裂

解处理等。

４．媒介蜱标本的采集：采集动物体表媒介蜱，用镊子夹取，放入铺垫有潮湿
滤纸或纱布的青霉素小瓶或试管中，用纱布包紧瓶口以防止蜱爬出。实验室接到

蜱标本后，首先应进行种属鉴定，然后按类别分组（１～５只蜱／组），采用７５％酒
精浸泡３０ｍｉｎ后，用无菌蒸馏水反复冲洗３次。最后进行分组研磨，研磨液用于
提取ＤＮＡ，进行ＰＣＲ扩增。
５．有条件时，可采集活检或尸检标本，冰冻、福尔马林固定或石蜡包埋后进

行实验室检测。具体方法参照病理实验室相关要求和卫生部《传染患者或疑似

传染患者尸体解剖查验规定》的相关要求。

三、标本采集和保存注意事项

标本采集应符合无菌操作要求。抗凝血如不能立即床边接种，应置于４℃环
境保存，避免冰冻（不超过２周）。非抗凝血应及时进行无菌分离血清，血清用于
抗体检测，血球部分研磨后提取 ＤＮＡ用于 ＰＣＲ检测。如不能及时检测，可暂置
于－２０℃环境保存。所有标本应置入大小适合、带螺旋盖、内有垫圈的冻存管内，
拧紧管口。标本采集后，应认真填写采样登记表。
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　　四、实验室检测
（一）包涵体的检测

１．血片及白细胞涂片制备：采集的抗凝血标本尽快用血球层推血片，待干燥
后冷丙酮固定１０ｍｉｎ；或提取抗凝血中的白细胞并进行涂片，待干燥后冷丙酮固
定１０ｍｉｎ。
２．染色：通常采用瑞氏（Ｗｒｉｇｈｔ）染色法、姬氏（Ｇｉｅｍｓａ）染色法及瑞－姬混合

染色法。有条件的实验室，可使用美国ＣＤＣ推荐的染色方法。
３．染液配置方法：（１）瑞－姬染液：取瑞氏染料和姬氏染料各０．５ｇ，以甲醇

研溶，加甲醇５００ｍｌ保存，每天摇匀１次，１周后可使用。（２）改良 ＭｃＤｏｎａｌｄ法
瑞 －姬染色剂：７５ｍｌ甘油（分析纯）中加入磷酸盐缓冲液（Ｎａ２ＨＰＯ４１ｇ和
ＫＨ２ＰＯ４２ｇ），以４ｍｌ蒸馏水溶解，３７℃水浴２４ｈ溶解混匀，用滤纸过滤，保存于
密封的棕色瓶中备用。上述甘油缓冲液１．５ｍｌ加瑞－姬染色剂５０ｍｌ，混匀后备
用。

４．染色步骤：血推片或白细胞涂片分别以两种染色剂染色２ｍｉｎ，再加蒸馏
水作用５ｍｉｎ，用自来水冲洗。
５．结果观察：中性粒细胞中可见桑葚状包涵体（见图１），并注意保存相关标

本，以便进行复核。

（二）血清学检测

常用血清学方法为间接免疫荧光（ＩＦＡ）法。采集急性期（发热初期，一般发
病１周内）与恢复期（至少间隔２～３周）双份血清。如恢复期血清抗体检测阴
性，应建议医生采集第３份血液样本（间隔２～４周）。
１．试剂：使用国际推荐的、经过ＩＳＯ质量认证的产品。
２．方法及操作按说明书进行。
３．结果解释。
ＩＦＡ检测结果解释按说明书进行。
如果同时检测双份血清，ＩｇＧ抗体４倍升高，则结果强烈支持嗜吞噬细胞无

形体感染。如果急性期抗体升高，而恢复期没有升高或轻微升高，则应采集第３
份血液样本（间隔２～４周）进行进一步检测。

（三）嗜粒细胞无形体核酸ＰＣＲ检测。
目前，国际推荐使用１６ＳｒＲＮＡ基因检测方法，有条件的实验室，可进一步选

用热休克蛋白基因ｇｒｏＥＬ扩增方法。
１．ＤＮＡ提取：用急性期、未使用抗生素的 ＥＤＴＡ抗凝血或非抗凝血血球部

分、白细胞及蜱研磨液提取ＤＮＡ。最后，以 ＡＥ缓冲液５０？ｌ抽滤以提高回收的
ＤＮＡ浓度。如采用血液白细胞层提取ＤＮＡ，可明显提高阳性检出率。实验时，应
采集当地正常人血液同时提取ＤＮＡ，作为ＰＣＲ的阴性对照。２．ＰＣＲ扩增：（１）１６
ＳｒＲＮＡ基因检测：１６ＳｒＲＮＡ高度保守，是ＰＣＲ检测最常用的扩增靶基因，巢式
ＰＣＲ检测可提高检测灵敏度和特异度，采用属特异及种特异引物同时进行检测。
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ＰＣＲ检测应分区进行，避免污染。使用引物序列见表１。

表１　巢式ＰＣＲ检测无形体及埃立克体１６ＳｒＲＮＡ基因常用引物
引物名称 序 列 片段长度（ｂｐ）

Ｅｈｏｕｔ１（ＡＦ４１４３９９） ５’ＴＴＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧＡＡＣＧ３’ ６５３

Ｅｈｏｕｔ２（ＡＦ４１４３９９） ５’ＣＡＣＣＴＣＴＡＣＡＣＴＡＧＧＡＡＴＴＣＣＧＣＴＡＴＣ３’

Ｅｈｇｓ１（ＡＦ４１４３９９） ５’ＧＴＡＡＴＡＣＴＧＴＡＴＡＡＴＣＣＣＴＧ３’ ２８２

Ｅｈｇｓ２（ＡＦ４１４３９９） ５’ＧＴＡＣＣＧＴＣＡＴＴＡＴＣＴＴＣＣＣＴＡ３’

ＨＧＡ１ ５’ＧＴＣＧＡＡＣＧＧＡＴＴＡＴＴＣＴＴＴＡＴＡＧＣＴＴＧ３’ ３８９

ＨＧＡ２ ５’ＴＡＴＡＧＧＴＡＣＣＧＴＣＡＴＴＡＴＣＴＴＣＣＣＴＡＣ３’

　　ＰＣＲ反应混合物的准备按常规进行。第一轮反应采用外引物对 Ｅｈｏｕｔ１和
Ｅｈｏｕｔ２，ＤＮＡ模板１０μｌ（白细胞提取的 ＤＮＡ可适当减少）。ＰＣＲ反应体系总体
积为２５μｌ或５０μｌ（需要进行ＰＣＲ测序或克隆时，应适当扩大反应体系），其它成
分的浓度按常规进行。反应程序如下：９４℃ ５ｍｉｎ，４０循环：９４℃ ４５ｓ，５５℃ ５０ｓ，
７２℃ １ｍｉｎ，７２℃总延伸５ｍｉｎ。第二轮反应使用２对引物分别进行巢式 ＰＣＲ。２
对引物分别是无形体属及埃立克体属通用内引物（Ｅｈｇｓ１、Ｅｈｇｓ２）；以及ＨＧＡ种
特异性引物（ＨＧＡ１及ＨＧＡ２）。检测样本取第一轮产物１～２μｌ为模板，阳性对
照取０．５μｌ为模板。反应程序同第一轮反应。

（２）热休克蛋白基因ｇｒｏＥＬ扩增
与ｇｒｏＥＬ基因的应用相比，１６ＳｒＲＮＡ基因的应用更为广泛，但ｇｒｏＥＬ基因在

不同种属间具有较大的变异性。因此，对于诊断及菌株的鉴定，ｇｒｏＥＬ基因均具
有重要意义。该基因扩增使用巢式ＰＣＲ，引物序列见表２。

表２　ｇｒｏＥＬ基因扩增常用引物
引物名称 序 列 退火温度 片段长度（ｂｐ）

ＨＳ１ ５’ＴＧＧＧＣＴＧＧＴＡ（Ａ／Ｃ）ＴＧＡＡＡＴ ５２℃ １４３１

ＨＳ６ ５’ＣＣＩＣＣＩＧＧＩＡＣＩＡ（Ｃ／Ｔ）ＡＣＣＴＴＣ

ＨＳ４３ ５’ＡＴ（Ａ／Ｔ）ＧＣ（Ａ／Ｔ）ＡＡ（Ｇ／Ａ）ＧＡＡＧＣＡＴＡＧＴＣ ５５℃ ＨＧＡ４８０

ＨＳ４５ ５’ＡＣＴＴＣＡＣＧ（Ｃ／Ｔ）（Ｃ／Ｔ）ＴＣＡＴＡＧＡＣ ＨＭＥ５２８

　　ＤＮＡ提取同上。ＰＣＲ检测时，反应混合物的准备按常规进行。ＤＮＡ模板量
同１６ＳｒＲＮＡ基因检测。巢式ＰＣＲ第一轮反应采用外引物对ＨＳ１及ＨＳ６。

反应程序如下：３循环：９４℃ １ｍｉｎ，４８℃ ２ｍｉｎ，７０℃ ９０ｓ；３７循环：８８℃ １
ｍｉｎ，５２℃ ２ｍｉｎ，７０℃ ９０ｓ，６８℃总延伸５ｍｉｎ。

第二轮ＰＣＲ引物采用ＨＳ４３及ＨＳ４５。检测样本取第一轮产物１～２μｌ为模
板，阳性对照取０．５μｌ为模板。反应程序同第一轮反应。反应程序同第一轮反
应，但退火温度由５２℃改为５５℃。
３．测序及分析：对扩增产物进行测序并进行同源比较，分析当地流行株与其
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它地区的变异性。

（四）病原体分离培养

多用ＨＬ６０进行嗜吞噬细胞无形体的分离培养。最常用的分离方法是将白
细胞部分接种培养基，然后将１００～５００μｌ抗凝血接种到悬浮有２×１０５或１×
１０６细胞内，每２～３天染色检查包涵体，一般５～１０ｄ可查见包涵体。由于分离
可能受到红细胞的影响，因此，建议使用以下方法：

１．白细胞分离：采用密度梯度离心方法（ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ）。一般采用２～３ｍｌ
ＥＤＴＡ抗凝血，用２倍体积的无菌Ｈａｎｋｓ平衡盐溶液稀释，最后采用Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ密
度梯度离心分离白细胞，可以获得较高的白细胞，用以分离ＨＧＡ。采用白细胞分
离方法进行接种时，应注意防止操作过程中的污染。２．红细胞裂解后收集白细
胞（ＮＨＣｌ４裂解法）。
３．在使用含有红细胞的标本培养后，另加入宿主未感染的细胞，建立混合培

养。

血液白细胞悬浮于２ｍｌ体积、含有５％～１０％胎牛血清的培养基中，且在２５
ｃｍ２培养瓶内与培养细胞作用３ｈ。３７℃、５％ ＣＯ２条件下振摇孵育，可增加病原
体与细胞的作用。

病原体的鉴定：可通过种特异引物进行ＰＣＲ鉴定。
五、生物安全

在标本采集、运输及实验室工作过程中，生物安全应参照《病原微生物实验

室生物安全管理条例》中的有关要求进行。

（一）实验室生物安全

标本灭活、病原ＤＮＡ标本提取及病原体分离操作应在生物安全Ⅱ级实验室
进行。非感染性材料的检测可在生物安全Ｉ级实验室进行。

（二）血液标本采集安全注意事项

采集病例的标本时，应做好个人防护。采集者应戴乳胶手套，尽量避免病例

的血液外溢或直接接触。如发生血液外溢污染环境时，应及时采用７５％酒精或
常用消毒剂进行消毒处理。应按照对传染性样本的要求，对采集标本的器具及患

者止血棉球及时进行消毒处理。防止锐器扎伤皮肤，一旦发生，应按临床外科要

求，及时进行伤口清创。如直接沾染了临床诊断病例或确诊病例的血液，除及时

消毒皮肤外，应口服强力霉素预防感染，服用剂量参照《人粒细胞无形体病诊疗

方案（试行）》（附件１）。
（三）采集动物宿主与媒介蜱标本个人防护

野外采集标本时，应穿着颜色明亮的防护服，并将衣袖或裤管口扎紧以防蜱

叮咬人体，且容易发现蜱的附着。一旦发现有蜱附着体表，应用镊子夹取，不要用

手直接摘除。野外作业或活动的人员可使用驱避剂或防蚊油喷涂皮肤，也可用硫

化钾代替防蚊油。
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　　（四）标本运输安全注意事项
应参照《病原微生物实验室生物安全管理条例》中的有关要求（Ｂ类）进行。
（五）在诊疗及标本的采集、包装和实验室检测等过程中所产生的医疗废物，

应按照《医疗废物管理条例》和《医疗卫生机构医疗废物管理办法》等相关规定处

理。

附件４
人粒细胞无形体病专题调查方案（试行）

　　为指导发生疫情的地区开展人粒细胞无形体病的调查，增进对该病病原学、
传播机制、危险因素及临床诊断等的认识，为制订相应的防控策略和措施提供科

学依据，特制订本方案。

一、调查目的

１．了解人粒细胞无形体病疫区人群感染状况及抗体水平。
２．了解人粒细胞无形体病主要的潜在传播媒介的种类、分布及带菌状况。
３．了解人粒细胞无形体病常见的动物宿主种类、分布及带菌状况。
二、调查内容与方法

（一）血清流行病学调查

１．调查对象：（１）可能暴露者：与患者有类似暴露史的人员（暴露于有可疑
野生动物或蜱的生境）。（２）密切接触者：与患者密切接触者（参与救治的医护人
员、护理患者的家属等）。（３）一般人群：与患者无密切接触，也无可疑生境暴露
者。

２．标本采集：对所有密切接触者应采集双份血清，间隔３～４周，另应采集可
能暴露者及一般人群血清各３０～５０份。每次采集静脉血５ｍｌ，分离血清送检。
血清标本的包装、贮存及运送见《人粒细胞无形体病实验室检测方案（试行）》（附

件３）。
３．标本检测：采集的标本应及时送有条件的省级疾病预防控制中心进行抗

体检测。如当地无检测条件，应送中国疾病预防控制中心进行检测。检测方法及

注意事项见《人粒细胞无形体病实验室检测方案（试行）》（附件３）。
（二）宿主动物调查

根据流行病学调查的线索，确定是否进行宿主动物的调查。

１．调查地点和时间：在病例可能感染的地点，或根据当地的地理景观，选择
宿主动物调查的地点。调查时间可选择在疫情发生后或宿主动物活动高峰季节。

２．捕获方法：（１）居民区采用笼夜法。在鼠类经常出没的场所，于傍晚时在
每１５ｍ２的房间放置鼠笼一个，并做好标记。诱饵用花生米或油条、油饼等（同一
地区应选用同一种诱饵）。次日清晨取回鼠笼，将捕获鼠的鼠笼放入布鼠袋内，

系紧袋口，做好记录，并编号。（２）野外采用夹（笼）夜法。在有鼠活动的场所，于
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傍晚时布放鼠夹（笼），夹（笼）的行距应在３０ｍ以上，夹（笼）间距为５ｍ，并做好
标记。诱饵应统一。次日清晨取回夹（笼），将捕获鼠放入布鼠袋内，系紧袋口，

做好标记，并编号。如捕白天活动的鼠，采用夹（笼）日法。（３）鼠类以外的其它
野生宿主动物（如野兔等）可通过有关渠道获取。

３．标本处理：（１）采集动物血标本待检。（２）解剖前，将所捕宿主动物（如鼠
等）置于密闭容器内，用乙醚深度麻醉。将动物（鼠）置于白瓷盘中，先用镊子夹

取盘中和动物（鼠）体表的寄生物，如蜱、螨、蚤等，寄生物按鼠只分别置入盛有

７５％酒精的密闭容器中，并标记相应鼠只的编号；然后，采用无菌方法解剖动物
（鼠），取其脾、肝、肾标本，置入相应编号的无菌冻存管内，于液氮罐内保存。无

液氮罐保存条件的，应置－２０℃环境保存。
上述标本送回实验室后，应尽快检测。否则，应置－８０℃超低温、或－２０℃低

温冰箱内保存。

４．动物的分类、鉴定：参考《医学动物鉴定手册》等相关专业资料，鉴定宿主
动物的种类、学名等。

５．核酸检测及病原分离：（１）采用ＰＣＲ扩增动物血液标本的ＤＮＡ，并测定核
苷酸序列。（２）有条件的实验室应对阳性标本进行病原体分离。阳性病原分离
物送中国疾病预防控制中心作进一步鉴定。

方法见附件３《人粒细胞无形体病实验室检测方案（试行）》。
６．计算动物（鼠）种的构成、密度及其带菌率。
（三）蜱的调查

１．调查地点和时间：在病例可能感染的地点，或根据当地的地理景观选择媒
介蜱的调查地点。调查时间可选择在疫情发生后，或蜱活动高峰季节。

２．捕获方法：（１）布旗法。用约１平方米大小的白绒布旗，在调查地段内定
时进行拖蜱。拖蜱时，手持旗杆伸向一侧，使布旗平铺于草丛上，以等速缓步向前

行走，每步行２ｍ观察一次，将附着于旗上的蜱捡入玻管内保存。每小时检获蜱
数即为蜱密度，单位为只／布旗人工小时，每次捕蜱时间不少于１ｈ（如蜱密度单
位采用只／布旗人工分钟，每次捕蜱时间一般不少于３０ｍｉｎ）。同时，检查拖蜱者
身体上是否附着有蜱，如有，将蜱捡入另一玻管内保存，以区别于布旗法捕获的

蜱。凡拖过蜱的地方，短时间内不应在原地重复调查。

（２）带蜱指数调查法。用鼠笼在有蜱活动的地方捕捉活鼠，鼠体上蜱的采集
可参照宿主动物体外寄生物采集方法进行。平均每只鼠体上的蜱数即为带蜱指

数，单位为只／鼠。家养动物或其它野生动物用适当方式制动固定后，可直接检
蜱，计算带蜱指数。

３．蜱的分类、鉴定：参考有关专业资料，对捕获的蜱进行分类、鉴定、命名（学
名）。若当地无法鉴定，可将采集到的雌、雄蜱各若干只置于７５％乙醇溶液中保
存，送中国疾病预防控制中心传染病所鉴定。

４．核酸检测及病原分离：（１）采用ＰＣＲ扩增蜱标本的ＤＮＡ，并测定核苷酸序
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列。（２）有条件的实验室应对阳性蜱标本进行病原分离。阳性病原分离物送中
国疾病预防控制中心作进一步鉴定。

方法见附件３《人粒细胞无形体病实验室检测方案（试行）》。
５．计算蜱种的构成、总带菌率及各种蜱的带菌率。
三、资料的收集、管理和利用

（一）一般背景资料的收集

收集当地的一般背景资料，如调查时当地的气象资料（气温、降雨量、湿度、

风力、风向等）、地理状况（地理位置、地形、地貌、湖泊、河流、流域等）、人口统计

学资料、生产及生活方式（农、牧业、狩猎等活动）、生活及卫生习惯、特殊风俗、社

会经济状况以及其他相关资料等。

（二）专题调查相关资料的收集

收集专题调查的相关资料，包括各种采样（人体血清、宿主动物标本、媒介

蜱）登记表、检测登记表、检测报告，以及各类专题调查（血清采集、宿主动物调

查、媒介蜱调查）统计表等。

（三）资料的管理和利用。

现场调查结束后，应及时撰写专题调查报告，上报上级疾控机构及同级卫生

行政部门，并将专题调查的原始记录、汇总整理资料、分析数据及调查报告等及时

整理、归档。实验室检测工作结束后，应及时将检测结果反馈给当地疾病预防控

制机构，由当地疾病预防控制机构告知相关单位及被调查者。




