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摘要  [ 目的] 研究不同培养条件对牛源金葡菌5 型荚膜多糖产量的影响 ,以便于CP5 的生产制备 ,从而为开展奶牛金葡菌新型多糖疫
苗的研究奠定基础。[ 方法] 从患隐性乳腺炎奶牛乳样中分离金葡菌 ,鉴定荚膜多糖血清型 ,对5 型荚膜多糖菌株 ,采用BHI ,哥伦比亚固
体培养基 ,mod110 三种培养基 ,每种培养基分别采用固体培养,碳源为葡萄糖的液体培养和碳源为乳糖的液体培养三种方式 ,共组成9
种不同培养条件进行培养 ,研究培养条件对金葡菌荚膜多糖产量的影响。[ 结果] 不同培养结果表明 ,与常用哥伦比亚培养基比较 ,BHI
培养基能降低荚膜多糖产量 ,而 mod110 培养基能提高荚膜多糖产量 ;同种培养基 ,固体培养方式比液体培养方式有更高的荚膜多糖产
量 ,同时乳糖作为碳源可提高荚膜多糖产量。
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Effect of Culture Condition on Type 5 Capsular Polysaccharide Production of Staphyl ococcus aureus from Diary Cattle
YANG Zheng-tao et al  ( College of Ani mal Science and Veterinary Medici ne , Jilin university , Changchun 130062)
Abstract  [ Objective] The effect of different culture conditions ontype 5 capsular polysaccharide production of staphylococcus aureus fromdiary cattle was
studied to provide easy way for CP production and preparation and laid down foundation for carryi ng out newpolysaccharide vaccine research.[ Method]
Staphylococcus aureus was isolated from milk sample of sick dairy cattle and capsular polysaccharide serotypes were identified .Type 5 capsular polysaccha-
ride was cultured on BHI ,solid col umbia and mod110 culture media . Glucose and lactose were taken as carbon source for every culture media in solid and
liquid state .Therefore 9 different culture conditions were takento studythe effect of culture conditions on capsular polysaccharide production.[ Result] Dif-
ferent culture conditions indicated that Compari ng with col umbia culture media , BHI culture media could decline capsular polysaccharide production and
mod110 culture media could i ncrease capsular polysaccharide production. While for same culture media ,solid culture media was better for capsular polysac-
charide production, meanwhile ,taken lactose as carbon source could increase capsular polysaccharide production.
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  奶牛乳腺炎是奶牛生产上的重要疾病, 不仅影响奶牛的

产奶量、降低牛奶品质, 而且严重威胁消费者健康, 已成为制

约奶牛业发展的主要原因之一。据国内外相关资料显示 ,

50 %以上的奶牛乳腺炎是由金葡菌( St aphyl ococcus aureus ,

S . aureus) 所引起的。研究发现,94 % ～100 % 的从患乳腺炎

奶牛乳汁中分离到的金葡菌菌株表面带有多糖物质构成的

保护性荚膜,荚膜具有11 种血清型 ,感染奶牛乳腺的主要是

5 型和8 型。这种荚膜多糖( Capsular Polysaccharide , CP) 在金

葡菌感染奶牛乳腺的过程中起重要作用,它能增强金葡菌毒

力, 促进金葡菌粘附在内皮细胞表面, 致使金葡菌不能被机

体的免疫系统有效杀灭。对于动物机体 , 纯化的 CP 不具有

免疫原性[ 1] 。但是,如果将CP 通过偶联,共价结合于载体蛋

白分子上, 就可成为完全抗原, 动物免疫后可产生高水平的

保护性抗体。因此 , 对于奶牛金葡菌性乳腺炎的防治而言 ,

CP 是一种极具开发潜力的新型多糖疫苗。

笔者从患隐性乳腺炎奶牛乳样中分离鉴定金葡菌 ,选取

CP5 阳性菌株,在不同培养基及不同培养方式下进行培养选

择金葡菌CP5 最佳培养条件,为CP5 的大规模提取制备及开

展奶牛金葡菌性乳腺炎新型多糖疫苗研究和生产奠定基础。

1  材料与方法

1 .1 主要试剂 金葡菌CP5 单克隆抗体( 美国 USDA - ARS

的Max J .Paape 博士惠赠) ,金葡菌选择性培养基及生化鉴定

管( 杭州天和微生物试剂有限公司产品) 。

1 .2  奶牛乳腺炎金葡菌的分离与鉴定 经体细胞计数法诊

断为隐性乳腺炎的奶牛, 挤奶时弃去前3 把奶, 收集第4 把

奶作为奶样。将奶样均匀涂于新鲜制备的鲜血琼脂培养基

和高盐甘露醇培养基上,37 ℃培养24 h , 观察菌落形态特征 ,

挑取典型的菌落, 做生化鉴定。

1 .3  金葡菌荚膜电镜观察及血清型鉴定  将菌种接种于哥

伦比亚平板上,置于二氧化碳培养箱( 37 ℃) 中培养6 h。滴

加5 ml 灭菌PBS 悬浮细菌 , 得菌悬液, 低温离心( 4 ℃,5 000

r/ min×15 min) 取沉淀。再用5 ml 灭菌沉淀制备出负染样

品。用毛细管吸取少量负染样品, 滴在有支持膜的网上。3

min 后 ,用干净滤纸从网边吸去液体。稍干后,用另一毛细管

吸1 滴2 %磷钨酸溶液( pH = 6 .8) 染色30 s。用滤纸吸去染

液,立即进行电镜观察。同时吸取菌悬液, 与 CP5 单克隆抗

体进行琼脂扩散试验 ,以鉴定荚膜血清型。

1 .4  扩大培养  将经以上鉴定为 CP5 的菌种接种于100 ml

BHI 液体培养基中 ,置于恒温培养摇床( 37 ℃,150r/ min) 培养

18 h , 作为种子菌液。扩大培养基分别用 BHI 、哥伦比亚、

mod110 3 种培养基, 各培养基分别采用固培养、碳源为葡萄

糖的液体培养和碳源为乳糖的液体培养3 种培养方式, 共组

成9 种组合。每种组合接种18 份, 分别接种100 μl 种子菌

液,置37 ℃培养, 并在培养后的第16、24、32、40、48、56、64、72、

80 h 各取2 份培养物, 进行 CP 产量测定,并绘制不同培养条

件下CP5 产量的动态变化图。

1 .5  CP5 产量测定 培养物离心弃上清, 重悬沉淀, 获得的

悬液高压灭菌( 121 ℃,45 min) , 然后低温高速离心( 4 ℃ ,

10 000 r/ min×30 min) 收集上清; 所得沉淀再高压( 121 ℃,60

min) ,低温高速离心收集上清。得到的即为金葡菌 CP 粗制

品, 用分光光度法测定CP 的含量。

2  结果与分霄

2 .1 奶牛乳腺炎金葡菌的分离与鉴定 从11 头经体细胞计

数诊断为患隐性乳腺炎的奶牛乳液中, 分离出9 株具有金葡

菌典型菌落形态的菌株,经生化鉴定全部为金葡菌。
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2 .2  荚膜的电子显微镜观察 对金葡菌的透射电镜扫描图

谱( 图1) 分析表明,与菌体中央相比,细菌表面有一层颜色较

为明亮的区域, 证实分离得到的金葡菌表面存在荚膜。

经分析透射电镜下的荚膜图谱, 表明在不同生长期细菌

表面的 CP 发生变化。随着细菌不断生长CP 的量不断增加 ;

直到对数生长后期 ,随着细菌分解,CP 不断脱落。这可能是

由于细胞内溶解释放导致 CP 结构发生变化, 而不能粘附在

细菌表面所致。

图1 透射电镜下的金葡菌荚膜

Fig .1 Capsule of S . aureus under transmissionelectron microscope

2 .3 CP 血清型  经琼脂糖凝胶扩散鉴定, 在9 株金葡菌

中, 有2 株表现CP5 阳性。

2 .4  不同培养方式组合下CP5 产量 图2 表明在不同的培

养条件下,BMI 培养基的荚膜多糖产量较低, 而 mod110 培养

基的荚膜多糖产量较高。对于同一种培养基不同培养方式

而言, 固体培养基比液体培养基产荚膜多糖量高。图2 还表

明, 以乳糖为碳源的培养基比以葡萄糖为碳源的培养基产荚

膜多糖量高。

注 :A 为mod110 固 ;B 为 mod110 液乳糖 ;C 为 mod110 液葡萄糖 ;D

为哥固 ;E 为哥液乳糖 ;F 为哥液葡萄糖 ;G 为BHI 固 ; H 为BHI

液乳糖 ;I 为BHI 液葡萄糖。

图2 不同培养条件下CP5产量的动态变化

Fig .2 Thedynamicchanges of CP5productionunder different cul-

ture conditions

3  讨论

3 .1 不同培养方式对金葡菌 CP 产量的影响  Dassy 等指

出, 半合成培养基( Semisynthetic Medium,SM) 和mod110 培养基

相比较, 制备简单且能促进金葡菌 Reynolds 菌株 CP 的产

生[ 2] 。String 研究小组也证实,Reynolds 菌株在液体SM 培养

基中有较高的CP5 产生[ 3] 。该研究得到了相同的试验结果。

试验结果还显示, 在连续不断的培养中, 哥伦比亚固体培养

基比液体培养基有更高的CP 产量。这一数据解释并证明了

大多数研究者在进行金葡菌试验时, 应用哥伦比亚固体培养

基这一选择[ 4 - 5] 。但是 ,在静止培养的哥伦比亚液体培养基

中, 指数生长后期的金葡菌产生的CP 明显提高。

3 .2 不同培养条件对金葡菌 CP 产量的影响  培养条件对

金葡菌血清CP5 产量的影响, 国外报道的很少[ 2 - 4] , 国内尚

未见报道。Watson 在电子显微镜下观察到, 生长在乳腺组织

中的金葡菌或者添加了乳清的营养肉汤培养出的金葡菌, 在

细胞外产生大量且界限清晰的假包膜[ 6] 。但是, 这些假包膜

未能在生物化学上进行鉴定。相似的, 从奶牛乳腺炎分离出

的金葡菌, 在添加牛奶的培养基中培养,CP 的表达明显提

高,同时抗吞噬作用增强。这些结果证实BHI 肉汤培养基中

存在抑制CP 产生的因子, 而牛奶中的特殊成分能提高金葡

菌CP 的产量。

金葡菌利用不同碳源产生不同产量的CP。在包含不同

碳源的SM 培养基上 ,Dassy 等检测出金葡菌 Reynolds 菌株CP

的产量[ 2] 。人工培养基最适合 CP5 的产生。在人工培养基

中加入2 种碳源( 乳糖和葡萄糖) 可产生相同的CP 产量。但

在人工培养基中添加葡萄糖, 人源 Reynolds 菌株产生较多的

CP5 ;而添加乳糖, 奶牛源菌株产生较多的CP5。该试验菌株

是从富含乳糖的奶中分离得到, 因此在富含该碳源的培养基

上产生更多的CP。

附加因子调节剂( Accessory Gene Regulator ,Agr) 控制金葡

菌细胞外与细胞结合的蛋白表达。在金葡菌的致病过程中 ,

这些胞外蛋白大部分起很重要的作用 ,并被 Agr 调节而在细

菌活跃的对数生长期停止后产生[ 7] 。Dassy 等研究发现,Agr

参与CP5 的表达,通过控制CP5 的合成影响CP5 的产量。该

试验应用的培养基, 能很好的诱导金葡菌胞外蛋白的产生并

适合CP5 的合成 ,应用这些培养基可对受 Agr 调控的 CP5 表

达进行进一步研究。该试验也证实,CP5 的产生和粘合细菌

CP5 的比例受培养基的性质和培养时间影响。CP 常在刚刚

隔离的群体中检测到, 在人工培养基上多次培养会降低 CP

的合成[ 8] 。这些数据可解释带CP 的金葡菌的毒力与抵抗吞

噬作用相互矛盾的结果[ 9] 。

4  结论

考虑到制备培养基的程序、成本、材料的来源及提取纯

化的难易程度,最终可选用哥伦比亚固体培养基扩大培养金

葡菌, 进而提取纯化CP ,以促进临床研究和疫苗的发展。
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经细胞肿胀、变性,小胶质细胞增生( 图5) 。Ⅳ、Ⅲ组在3～4 d

时出现以上变化, 其余组无明显变化。

图5 神经细胞肿胀、变性( H.E×400)

Fig .5 Swelling and degenerationof neurocyte ( H.E×400)

2 .3 .10 胸腺、卵巢、精巢。各组均无明显异常。

2 .4 超微结构变化  ①肠: 肠柱状上皮细胞的线粒体肿胀

变圆, 体积增大 ,嵴断裂、消失, 整个线粒体呈空泡状; 微绒毛

发生轻度脱落。②脑: 神经细胞的细胞核染色质边移, 内质

网扩张、核糖体颗粒脱落( 图6) 。

图6 神经细胞粗面内质网扩张、脱颗粒( ×20 000)

Fig .6 Roughendoplasmicreticulumof neurocyte dilated withShed-

ding of ribosome particles ( ×20 000)

3  小结与讨论

(1) 该试验中, 铜对鲤鱼24、48 和96 h 的 LC50 分别是

1 .67、1 .25、0 .77 mg/ L, 安全浓度是0 .077 mg/ L。有文献报道 :

铜对体长3 .5 cm 的鲤鱼96 h LC50是0 .30 mg/ L , 对体长6 .0

c m鲤鱼则是1 .0 mg/ L , 通常 LC50 随着鱼的体长增加而增

大[ 5] 。这与该研究的结果相一致。而铜对蝌蚪24、48、96 h

的 LC50分别是0 .201、0 .138 和0 .118 mg/ L[ 6] , 这表明不同的水

生动物对铜的耐受性存在一定的差异, 可能与水生动物的种

类、大小和养殖水质等不同有关。

(2) 中毒鱼体表和鳃粘液分泌增多, 鳃上附着淡蓝色的

絮状物,临死前出现神经症状, 时而全身剧烈震颤, 在水中翻

转、冲撞,严重者死亡。这表明铜损害了鲤鱼的神经系统。

虹鳟[ 7] 、鳗鲡仔鱼[ 8] 、鲫鱼[ 9] 铜中毒后也出现相似症状。肝

脏是铜对鲤鱼危害的主要靶器官。中毒鱼肝脏主要表现为

肝细胞空泡变性和多发性溶解性坏死。有的肝细胞胞浆内

出现嗜酸性小体。嗜酸性小体又称细胞分离小体或康斯曼

小体,可由多种损伤因子引起, 如各种中毒、缺氧, 它是由细

胞浆中细胞器凝集和凝结的团块所形成。嗜酸性小体可来

自细胞膜和溶酶体并从留下的胞浆中脱落下来, 也可来自发

生缩裂坏死的肝细胞的衍生物。这些小体能被溶酶体水解

酶消化或从细胞浆吐出,最后被枯否细胞摄入。由于铜主要

分布并储存于肝脏, 严重变性的肝细胞坏死, 肝脏的损伤必

然造成铜在鱼体内的蓄积, 加重毒性反应, 从而导致体内物

质代谢障碍,也必然加速中毒鱼死亡。肾脏和鳃的病理变化

也很突出。肾小管上皮细胞广泛空泡变性, 严重变性的细胞

坏死、溶解,形成溶解性坏死灶。鳃小片上皮细胞严重增生 ,

鳃丝肿胀呈棍棒状。增生的上皮细胞变性、坏死、脱落, 严重

者仅剩下裸露的毛细血管。虹鳟[ 10] 、胡鲇[ 11] 、底鱼将[ 12] 铜中

毒后鳃也出现相似的病变。由于试验鱼鳃发生上述病变, 鳃

的呼吸功能受到严重障碍,因此在临床症状上有缺氧和呼吸

困难的表现。
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