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摘　要:目的　对一株腹泻猴源的空肠弯曲菌分离株 M１６６进行鉴定和生物学特性研究.方法　通过多重PCR、生化鉴

定、MALDIＧTOFＧMS质谱鉴定、电镜观察等方法验证猴源分离株,通过与标准株 NCTC１１１６８进行比较,对生长曲线、运动力、

Balb/c小鼠体内定殖实验等生物学特性进行研究.结果　该分离株多重 PCR 显示空肠弯曲菌阳性,马尿酸钠水解阳性,

VITEKＧ２生化和 MALDIＧTOFＧMS分析均鉴定为空肠弯曲菌,电镜观察显示为典型的弯曲菌形态;与 NCTC１１１６８相比,

M１６６在 MH 液体培养基中的生长速度和增殖程度弱于 NCTC１１１６８,但运动力更为活跃;攻毒后第７d小鼠体内定殖实验结

果表明,NCTC１１１６８攻毒组无细菌检出,而 M１６６攻毒组能持续排菌,且在十二指肠、空肠、回肠、盲肠中定殖,每克载菌量分

别可达３．０９±０．４７,３．０１±０．８４,３．８０±０．４６,５．６３±０．３４CFU/g.结论　M１６６具有空肠弯曲菌典型的生物学特性,且在小鼠肠

道中定殖能力强,这可能是 M１６６能在实验猴体内定殖并导致腹泻的重要因素.
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Abstract:Campylobacterjejuni(C．jejuni)isoneofthemostcommonfoodbornepathogenscausingdiarrhea,especially
inthedevelopedcountries．However,thepathogenicmechanismofC．jejuniremainsuncertainbynow．Thevariationofthe
sequencedtypestrainNCTC１１６８seemstobeuniversal,botheringresearcherstosomeextent．AstrainnamedasM１６６,which
wasisolatedfromtheanalswabsofadiarrheaMacacawithsuspectedC．jejuniinfection,wasconfirmedasC．jejunibymulＧ
tiplePCR,VITEK２compactmicrobialidentificationsystemtest,sodiumhippuratehydrolysisexperiment,matrix－assisted
laserdesorption/ionizationtime－of－flightmassspectrometry(MALDI－TOF－MS)testandelectronmicroscopeobservaＧ
tion．ComparedwithNCTC１１１６８,thoughthegrowthrateandproliferationofM１６６in MH werenotasgoodasthatof
NCTC１１１６８,themotilityofM１６６wasmuchmoreactivethanNCTC１１１６８．M１６６－inoculatedBalb/cmicecarriedC．jejuniin
theirfecesconstantly,andtheloadsofC．jejuniweredetectedintheirduodenum,jejunum,ileumandcecumwith３．０９±０．４７,

３．０１±０．８４,３．８０±０．４６,５．６３±０．３４,respectively,whileNCTC１１１６８wasn’tdetected７dayspost－inoculation,whichindiＧ
catesthatM１６６hasbettercolonizationabilityinintestinaltracts．OurstudyhasobservedthatstrainM１６６isabletoactively
colonizeinmice,whichindicatesitspathogenicityinMacaca,andafurtherresearchisrequiredtoevaluatethepathogenicityof
thisstrain．
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　　空肠弯曲菌(Campylobacterjejuni,C．jejuＧ
ni)是世界范围内引起腹泻的最主要病原菌之一,尤
其是对发达国家而言.空肠弯曲菌可造成腹痛、水
泻、血便、发烧、恶心、呕吐等不同程度的病症,虽多

为自限性疾病,但对年幼的儿童、老年人以及免疫抑

制人群可能具有致命性.此外,部分人群可因感染

弯曲菌而导致包括吉兰巴雷综合征(GBS)、反应性

关节炎(ReA)、肠易激综合征(IBS)等多种后遗症,
给人的健康安全带来巨大威胁[１Ｇ２].

空肠弯曲菌是重要的食源性病原菌,其宿主范

围极为广泛,包括禽类、人、牛、羊,犬、猫、昆虫等,非
人灵长类动物对空肠弯曲菌也较为敏感,能产生不

同程度的腹泻[３],但其传播规律并不明确[４].周

勤[５]等人曾对我国健康实验猴弯曲菌感染进行调

查,结果表明弯曲菌病在实验猴类中普遍存在,但并

不表现临床症状,调查中并未对感染猴群的菌株进

行深入的生物学特性分析.Koga[６]等人对购自亚

洲国家的猕猴进行弯曲菌检测,发现中国来源的猕

猴弯曲菌总检出率为１５％,空肠弯曲菌检出率虽仅

有２．５％,但根据药敏实验发现非人灵长类动物中有

多重耐药的弯曲菌,这从人兽共患病角度考虑是一

个值得关注的生物安全警示.本实验室在对猴群肠

道致病菌进行流行病学调查过程中发现某腹泻实验

猴群志贺菌和沙门菌检出阴性,但弯曲菌检出阳性.
因此,我们对从一株分离自正处于腹泻期的实验猴

的肛拭样中的空肠弯曲菌分离株进行鉴定和生物学

特性分析,以期通过对流动性较小的实验猴群的流

行病学监测和相应的空肠弯曲菌分离株的研究,探
究空肠弯曲菌在猴群中的传播规律及其致病机理.

１　材料和方法

１．１　主要材料　空肠弯曲菌 NCTC１１１６８ 由遵义

医学院孙万邦教授惠赠;Balb/c小鼠购自扬州大学

比较医学中心;头孢哌酮购自LKT公司;两性霉素

B购自 Wako公司;马尿酸钠购自国药集团;茚三酮

购自Solarbio公司;改良 CCDA 培养基购自 OXＧ
OID公司;MullerHinton(MH)液体培养基购自

BD公司;NH 鉴定卡购自德国梅里埃公司;其余常

规试剂均为国产或进口分析纯产品.

１．２　主要仪器　基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱仪(BRUKER)、VITEKＧ２Compact３０全自动

微生物鉴定与药敏分析系统(BioMérieux)、环境扫

描电子显微镜为扬州大学测试中心仪器.

１．３　细菌鉴定

１．３．１　细菌多重 PCR鉴定、纯化　猴源分离株经

初步纯化,传代培养后挑取菌苔于 SW 中,金属浴

９９℃加热１０min,获得水煮 DNA 模板,按何蕊[７]

的方法进行多重PCR鉴定是否为空肠弯曲菌.将

初步鉴定的空肠弯曲菌挑取单菌落传代于 CCDA
上,培养２４h后,再挑取单菌落纯化３次.

１．３．２　NH 生化鉴定实验　用 CCDA 复苏猴源分

离株,传代后用０．４５％ NaCl溶液收获,按说明书调

浊度至３．０,用 NH 鉴定卡在 VITEK２鉴定系统进

行检测,６h后获取鉴定结果.

１．３．３　马尿酸钠水解实验　参照国标法进行马尿

酸钠水解实验:挑取细菌于４００μL１％马尿酸钠溶

液中,３７ ℃ 水 浴 ２h 后,沿 壁 缓 缓 加 入 ２００μL
３５％茚三酮,３７℃水浴１０min,观察是否有颜色变

化,出现深紫色者为阳性,淡紫色或无颜色变化为阴

性,用 NCTC１１１６８ 做 阳 性 对 照,沙 门 菌 做 阴 性

对照.

１．３．４　质谱鉴定　复苏分离株并传代.仪器校准

后,挑取新鲜的猴源分离株菌落,用基质辅助激光解

吸电离飞行时间质谱仪(MALDIＧTOF)进行指纹图

谱法鉴定细菌,NCTC１１１６８做阳性对照菌株.

１．３．５　电镜观察　用PBS收集生长中期的猴源分

离株,２０００r/min离心５ min,收集菌体沉淀,用

２５％戊二醛溶液轻柔重悬,４℃下固定２h.取菌

悬液滴于铜网上,室温静置１０min,然后用滤纸吸

去样品悬液,再在铜网上滴加一滴磷钨酸,负染２
min,用滤纸吸去负染液,于室温条件下干燥２０min
后进行电镜观察.在扬州大学测试中心进行透射电

子显微镜观察细菌形态,NCTC１１１６８做对照菌株.

１．４　生长曲线测定　复苏菌株并传代培养至生长

对数期,用 MH 液体培养基收获,调 OD６００为１．０,稀
释１００倍,OD６００为０．００１.加１mL稀释后的菌液

于２４孔板中,２个复孔,４２℃,１３０r/min,微需氧条

件下培养,每３h取一块２４孔板检测 OD６００,共检测

２７h.与 NCTC１１１６８进行比较,并设纯 MH 液体

培养基为阴性对照.

１．５　运动力检测　经复苏、传代后,用PBS收集生

长中期的细菌,调 OD６００至０．８.用接种针蘸取菌

液,垂直穿刺于０．４％MH 半固体培养基中,４２ ℃,
微需氧条件下培养２４h,观察运动圈大小.
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１．６　小鼠体内定殖实验　采集６~８周龄雄性清洁

级Balb/c小鼠新鲜粪便,用PBS悬浮后,取１００μL
涂布于含二抗的CCDA平板[８]中,４２℃微需氧培养

２４h,无细菌生长,表明该小鼠体内无弯曲菌,且在

该条件下小鼠体内杂菌不生长.提前１５min灌胃

２００μL５％ NaHCO３ 中和胃酸,用无菌PBS收集生

长中期的细菌,调 OD６００至１．０,取２００μL菌液进行

灌胃,每组３只,空白对照组用等量 PBS灌胃.每

天检测粪便中是否带菌,攻毒后第７天,脱颈椎致死

小鼠,无菌采取肝、脾,均质后取１００μL原液涂布计

数.同时采集十二指肠、空肠、回肠、盲肠,均质后

１０倍倍比稀释,用二抗CCDA平板１０μL计数.

２　结　果

２．１　多重PCR鉴定　猴源分离株多重 PCR 鉴定

结果显示在约８５７bp处和５８９bp处分别有１６S
rRNA 基因条带和mapA 基因条带,与阳性对照一

致,鉴定为空肠弯曲菌,将该空肠弯曲菌分离株命名

为 M１６６.结果见图１.

M:DL２０００,１:M１６６,P:阳性对照,N:阴性对照

图１　M１６６的PCR鉴定

Fig．１　PCRidentificationofC．jejuniisolationM１６６

２．２　生化鉴定结果　生化鉴定 M１６６在 VITEK２
Compact全自动细菌鉴定仪检测结果表明 M１６６有

９９％的可能性为空肠弯曲菌.参照国标法判定结

果,M１６６的马尿酸钠水解实验呈现深蓝紫色,和
NCTC１１１６８结果一致(见图２),为阳性,符合空肠

弯曲菌的生化特性.

２．３　质谱鉴定　基质辅助激光解吸电离飞行时间

质谱仪对 M１６６质谱鉴定结果显示:最高评分为

２３２１,大于２．３,鉴定结果十分可信,其他评分分别

为２．２０２、２．１６１、２．１４２,均鉴定到种,结果可信,该菌

鉴定为空肠弯曲菌Campylobacterjejuni.

图２　马尿酸钠水解实验

Fig．２　Hydrolyzationofsodiumhippurate

２．４　电镜形态观察　M１６６投射电镜观察结果如图

３A所示,菌体呈现弯曲、螺旋形态,菌体长度多为１
~２μm,有１~２个不等的螺旋,是典型的弯曲菌形

态,且约有９０％菌体含有鞭毛(键头指向处).但标

准株 NCTC１１１６８结果如图３B所示,菌体形态近乎

杆状,仅约有３０％菌体有鞭毛.

图３　透射电子显微镜结果

Fig．３　TEMofC．jejuni

２．５　生长曲线　生长曲线每３h检测１次,共２７
h,图４表明 M１６６和 NCTC１１１６８的生长趋势一

致,生长对数期在前１２h,１５h后 OD值继续上涨,
但２４h后进入平台期.M１６６生长速度明显慢于

NCTC１１１６８,且生长峰值不如 NCTC１１１６８高.

图４　M１６６和NCTC１１１６８生长曲线

Fig．４　GrowthcurveofM１６６andNCTC１１１６８
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２．６　运动力　由图５可知,M１６６的运动圈显著大

于 NCTC１１１６８,而 NCTC１１１６８表现出微弱的运动

力,表明 M１６６的运动力较强,具有丰富的有活力的

运动装置.

图５　M１６６和NCTC１１１６８运动力检测

Fig．５　MotilityofM１６６andNCTC１１１６８

２．７　小鼠体内定殖结果　小鼠粪便载菌检测结果

显示 NCTC１１１６８感染组仅在接种后第１天有分离

到空肠弯曲菌,此后６d均无空肠弯曲菌分离出,属
于一过性排菌,但 M１６６感染组能持续７d排菌,且
保持较高排菌量,可达１０５ CFU/g.第７天取小鼠

脏器分离细菌,在肝、脾部位均无细菌检出,但各肠

道部位分离结果如图６所示,NCTC１１１６８和空白对

照组在肠道中均无细菌检出,与粪便分离结果一致.

M１６６感染组十二指肠、空肠、回肠、盲肠均能检测

到空肠弯曲菌,对数载菌量分别可达３．０９±０．４７,

３０１±０．８４,３．８０±０．４６,５．６３±０．３４CFU/g.细菌

分离并未见其他杂菌菌落生长.

图６　小鼠肠道内空肠弯曲菌载量

Fig．６　LoadofC．jejuniinmouseintestinaltracts

３　讨　论

经过多重PCR、VITEK２生化分析、马尿酸钠

水解实验、MALDIＧTOFＧMS质谱鉴定、电镜形态观

察,证明猴源分离株 M１６６是空肠弯曲菌.VITEK
２生化鉴定空肠弯曲菌,推荐结合马尿酸钠水解实

验.马尿酸钠水解实验有两种检测方法,分别为茚

三酮法和三氯化铁法,但茚三酮法更为快速,也是国

家标准中推荐的方法.基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱法(MALDIＧTOFＧMS)作为一种新型的利

用蛋白质谱学生物快速检测和鉴定技术得到了较快

的发展,Martiny 等人[９]证明利用 MALDIＧTOFＧ
MS鉴定空肠弯曲菌和结肠弯曲菌的准确性可达

１００％,较APICampy系统和Vitek２NH 鉴定卡准

确程度更高.本实验利用 MALDIＧTOFＧMS微生

物质谱仪鉴定弯曲菌的结果也表明该方法是准确、
快速、重复性高的弯曲菌的鉴定方法,但因弯曲菌生

长缓慢,菌落较小,多刮取菌苔上样,故分离株需要

纯化后进行鉴定.
生长曲线测定取始终处于同一培养条件下不同

时间点的菌液检测 OD６００,避免氧压、温度反复变化

引起的应激.M１６６和 NCTC１１１６８的生长趋势一

致,１５h后OD值继续上涨,可能是进入二次生长或

者是由于代谢产物增加.运动力和鞭毛关系密切,

M１６６ 的 运 动 力 显 著 强 于 NCTC１１１６８,提 示

NCTC１１１６８的鞭毛活力不强或者鞭毛数量较少,
而透射电镜结果显示有鞭毛的 M１６６ 菌体数比

NCTC１１１６８多.而鞭毛合成是一个十分复杂并耗

能的过程[１０],M１６６表达、组装鞭毛,消耗较多能量

物质,限制了菌体的增殖,可能是导致 M１６６在有限

的 MH 培养基中生长较缓慢、生长峰值不高的原

因.此外,电镜观察结果显示 NCTC１１１６８为鞭毛

缺陷 的 直 杆 菌,表 明 标 准 株 发 生 了 表 型 变 异,

Frirdich等人证实 Pgp１突变株可导致空肠弯曲菌

丧失弯曲、螺旋形态,呈现杆状形态[１１],Pgp２也与

此相关[１２],说明肽聚糖修饰影响空肠弯曲菌表型,
螺旋形态变成杆状可一定程度上降低运动力[１３].
鞭毛基因经测序发现是易变的[１４],鞭毛出现缺陷可

能是由于发生了基因变异.而 M１６６具有典型的弯

曲菌形态,生化特征稳定,且运动性能活泼,是一株

表型典型的空肠弯曲菌分离株.
由于猴类动物的菌株回归实验受限较多,空肠

弯曲菌一直没有稳定的动物致病模型,但小鼠常用

来做定殖评价模型.根据流行病学分析表明雄性动

物对弯曲菌比雌性更易感,Walter等人[１５]分析德国

２００１－２０１３年间细菌感染和性别的关系以及 Kuhn

５０１１１２期 金微微等:一株猴源空肠弯曲菌的鉴定及其生物学特性分析



等人[１６]分析丹麦弯曲菌病和性别的关系中都表明

男性发病率更高,故选用雄性小鼠进行定殖实验.

NCTC１１１６８并不能在小鼠肠道中稳定定殖,仅有

一 过 性 排 菌 现 象,这 与 文 献 报 道 用 于 测 序 的

NCTC１１１６８的 定 殖 能 力 差 的 结 果 相 符,但 同 时

M１６６能在Balb/c小鼠各肠道内稳定定殖,且排菌

期超过７d,盲肠载菌量超过１０５ CFU/g,虽然不如

在鸡盲肠中的定殖水平(１０８~１０１０ CFU/g)高[１７],
但也证明小鼠盲肠是 M１６６最主要的定殖部位,这
说明 M１６６是一株有较强定殖能力的空肠弯曲菌.
定殖能力强是 M１６６在实验猴肠道中定殖并引起腹

泻的重要前提.虽然第一株完成全基因组测序的空

肠弯曲菌是 NCTC１１１６８[１４],但后期实验证明其肠

道定殖能力差.而 NCTC１１１６８最原始菌株具有定

殖能力,但是各实验室的标准株多为在复苏、培养过

程中得到是形态发生改变和/或运动力、定殖能力减

弱的变异株[１３,１８].鉴于空肠弯曲菌基因组的易变

性,M１６６在实验室保存、传代培养过程中,是否会

出现定殖能力减弱的变异株需要继续观察.
在标准株 NCTC１１１６８普遍发生变异、致病性

减弱的情况下,猴源分离株 M１６６是对空肠弯曲菌

病研究的重要生物材料补充,而其生物学特性、毒力

和传播规律也有待下一步深入研究,以期能有助阐

明空肠弯曲菌的致病性,指导对空肠弯曲菌的防控.
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