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摘　要：本试验旨在对从待屠宰健康牦牛中分离的志贺菌进行鉴定及确定分离株的致病性。通过形态染色、培养

特性、生化特性、血清型鉴定、１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析以及ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的ＬＤ５０测定等方面对分离株进行系统鉴

定，并对分离株进行电镜观察和药敏试验。结果显示，分离株形态染色、培养和生化特性符合志贺菌的特点，血清

型鉴定为鲍氏６型志贺菌，１６ＳｒＲＮＡ基因序列系统演化分析表明，分离菌株与人源鲍氏志贺菌和宋内志贺菌亲缘

关系近，而与其他动物志贺菌亲缘关系较远，分离株对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠具有致病性，其ＬＤ５０值为２．５×１０
７．５ＣＦＵ，药

敏试验结果显示分离菌株对常用抗生素无耐药性。本次试验首次从健康牦牛中分离的鲍氏６型志贺菌具有较强

的致病性，与人源菌株亲缘关系较近，提示牦牛中分离的鲍氏志贺菌具有公共卫生学意义。
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　　志贺菌属（犛犺犻犵犲犾犾犪）是从多个独立的大肠杆菌

（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻）起源，并经过趋同进化而形成

的［１］，是具有高度传染性和严重危害性的革兰阴性

胞内致病菌，可分为痢疾志贺菌（犛犺犻犵犲犾犾犪犱狔狊犲狀狋犲

狉犻犪犲）、福氏志贺菌（犛犺犻犵犲犾犾犪犳犾犲狓狀犲狉犻）、鲍氏志贺菌

（犛犺犻犵犲犾犾犪犫狅狔犱犻犻）和宋内志贺菌（犛犺犻犵犲犾犾犪狊狅狀狀犲犻）４

个血清群［２］。它引起的志贺菌病对人类健康具有重

大影响，临床上主要引起重症菌痢，剖检可见结肠水

肿、溃疡及炎症［３］。据统计，全球每年有１．６亿病

例，并导致约１１０万人死亡
［１，４］。细菌随患者粪便排

出，污染水源、环境等，人通过摄入污染的食物和水

而发生直接感染，或通过苍蝇、蟑螂等间接传播。该

细菌除感染人以外，灵长类动物也能感染［５］，近年

来人们逐渐认识到志贺菌在公共卫生方面的意义，

国内外有报道志贺菌可感染猴、牛、猪、鸡等动物并

引起相应的临床症状［６１３］，摄入了被粪便污染的食

物和水是人类感染志贺菌的重要途径，国内也有从

动物源性食品中检出志贺菌的报道［１４１６］。

牦牛肉是藏区牧民最主要的蛋白质来源，因为

国内外对牦牛食源性病原微生物的研究较少，因此

牦牛肉也被认为是最天然和最安全的食品之一。

２０１０—２０１１年作者对来源于四川省川西北草地（甘

孜和阿坝州）健康牦牛进行食源性病原微生物的调

查，首次分离到１株志贺菌。本研究旨在对来源于

待屠宰健康牦牛分离的志贺菌进行系统鉴定，明确

其致病性和系统进化关系，为牦牛肉等产品的食品

安全提供相关资料。

１　材料与方法

１．１　样本采集

四川省川西北草地待屠宰健康成年牦牛１７３份

肛门棉拭子，由西南民族大学动物医学四川省重点

实验室采集。

１．２　试验材料

志贺菌因子血清购自卫生部兰州生物制品研究

所，批号：２００９０６２５；ＸＬＤ培养基购自杭州微生物试

剂有限公司；犜犪狇ＤＮＡ聚合酶、ＰＣＲ试剂、核酸染

料ＧｅｌＶｉｅｗ、ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、限制性内切酶犈犮狅ＲⅠ、

犎犻狀ｄⅢ、Ｂｕｆｆｅｒ１０×ＫＢｕｆｆｅｒ、克隆载体ｐＭＤ１９Ｔ

均购自ＴａＫａＲａ公司；感受态细胞由本实验室制作

并保存；胶纯化回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自美

国Ａｘｙｇｅｎ公司。Ｖｉｔｅｋ３２全自动细菌鉴定系统、

ＧＮＩ＋ 革兰氏阴性菌鉴定卡均为法国生物梅里埃

公司产品；ＴｅｃｎｉａＧ２Ｆ２０型透射电镜仪由ＦＥＩ公司

生产；Ｓ４５０型扫描电镜由日本日立公司生产；高速

离心机ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８０４由德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ生产；普

通ＰＣＲ仪ｍｙｃｙｃｌｅｒ
ＴＭ、核算电泳仪ｐｏｗｅｒｐａｃｕｎｉ

ｖｅｒｓａｌＴＭ、凝胶成像系统 ＶｅｒＳａＤｏｃ２０００均由美国

ＢｉｏＲａｄ生产；核酸蛋白检测仪 ＤＵ８００ 由美国

Ｂｅｃｋｍａｎ公司生产。

１．３　实验动物

ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，体重１８～２２ｇ，购自四

川大学华西实验动物中心。

１．４　分离培养

将无菌采集的棉拭子接种于 ＸＬＤ培养基上，

３７℃恒温培养１６ｈ。挑取可疑菌落进行革兰氏染

色镜检，并纯培养。

１．５　生化鉴定

将纯化后的菌落平板用无菌生理盐水进行稀

释，调整细菌浓度为０．５５～０．６５麦氏单位，应用

Ｖｉｔｅｋ３２全自动微生物鉴定系统及生化鉴定卡

（ＧＮＩ＋）进行生化鉴定。

１．６　血清学鉴定

生化鉴定为志贺氏菌的细菌样本，单菌落接种

至固体培养基上增菌。采用玻片凝集试验，用微量

加样器分别吸取４种多价血清和生理盐水１０μＬ，

然后挑取单菌落凝集抗原，立刻混匀，室温反应１～

２ｍｉｎ内判定结果。阳性多价血清为阳性者按上述

方法进行单价血清型检测。并将细菌样本送至四川

省疾病控制中心复检。

１．７　扫描电镜和透射电镜观察

１．７．１　扫描电镜样本前处理　　将分离纯化的菌体

挑入含有１０ｍＬＬＢ液体培养基的摇瓶中，振荡培养

１２ｈ。使用戊二醛对菌体进行固定，０．１ｍｏｌ·Ｌ－１

ＰＢＳ反复洗涤后经过２０％、５０％、８０％、１００％乙醇脱

水，最后将菌体用叔丁醇置换、溶解。溶解产物滴于

４ｍｍ×４ｍｍ干净盖玻片上经ＣＯ２ 临界点干燥，喷

镀金属膜后置于扫描电镜下观察。

１．７．２　透射电镜样本前处理　　挑取复苏后的单菌

落双线法接种于ＸＬＤ平板上３７℃恒温培养１６ｈ，向

平板内加入约１ｍＬｐＨ７．２的０．１ｍｏｌ·Ｌ
－１ＰＢＳ

缓冲液。缓慢晃荡平板，使平板上菌落悬浮于ＰＢＳ

中，晃荡时间约为５ｍｉｎ。取２００目铜网蘸取菌液，

多余液体用滤纸吸干。磷钨酸负染约２ｍｉｎ后上

样，透射电镜下进行样本观察。

６４１
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１．８　１６犛狉犚犖犃基因序列的测定

１．８．１　模板ＤＮＡ和上下游引物的制备　　采用

氟氯酚法提取细菌 ＤＮＡ，调整 ＤＮＡ 浓度至１００

ｎｇ·μＬ
－１作为ＰＣＲ的模板。１６ＳｒＲＮＡ上下游引

物序列（表１）参考相关文献设计
［１７］，由上海生物工

程公司合成。

表１　犘犆犚引物

犜犪犫犾犲１　犗犾犻犵狅狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀犘犆犚

引物Ｐｒｉｍｅｒ 序列（５′３′）Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） 引物位置／ｂｐＴａｒｇｅｔｓ ＰＣＲ产物／ｂｐＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

Ｐ１

Ｐ２

ＡＴＧＧＣＴＣＡＧＡＴＴＧＡＡＣＧＣ

ＣＡＧＧＴＴＣＣＣＣＴＡＣＧＧＴＴＡ

１９～３７

１５０５～１５２３
１５０５

１．８．２　ＰＣＲ方法　　ＰＣＲ反应采用２５μＬ反应体

系，其中含ＤＮＡ 模板１μＬ，上、下游引物各１μＬ

（１０ｐｍｏｌ），４×ｄＮＴＰｓ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ
－１）２μＬ，犜犪狇

酶（５Ｕ·μＬ
－１）０．１２５μＬ，Ｍｇ

２＋（２５ｍｍｏｌ·ｍＬ－１）

３μＬ，１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，用超纯水补足至２５

μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

１ｍｉｎ，５０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１．５ｍｉｎ，３０个循

环；再７２℃延伸１０ｍｉｎ，３７℃结束反应，同时设参

考菌株阳性、无模板对照。ＰＣＲ产物用１．５％琼脂

糖凝胶电泳检测。

１．８．３　目的片段的纯化回收　　将１．７．２的ＰＣＲ

阳性产物１００μＬ以１％琼脂糖凝胶电泳，电泳产物

用Ａｘｙｇｅｎ公司的胶回收试剂盒操作说明进行纯化

回收，回收后再用１．５％琼脂糖凝胶电泳检测。

１．８．４　扩增产物克隆测序　　胶回收产物４．２

μＬ，连接液Ｓｏｌｕｔｉｏｎ５μＬ，ｐＭＤ１９载体０．８μＬ混

匀，１６℃连接过夜。将连接产物转入感受态细胞中

表达，取白斑的菌落进行培养增菌。所得菌液按照

Ａｘｙｇｅｎ公司生产的质粒提取试剂盒提取质粒。取

纯化后质粒１６μＬ，经过犈犮狅ＲⅠ、犎犻狀ｄⅢ各０．５

μＬ，１０×ＫＢｕｆｆｅｒ２μＬ，２７℃酶切２ｈ。空载体酶切

作为阴性对照。将酶切产物与质粒进行１％琼脂糖

凝胶电泳检测，取电泳得到质粒片段和目的片段的

阳性产物送上海生物工程公司进行测序。

１．８．５　测序分析及系统发生树的构建　　测序所

得１６ＳｒＲＮＡ基因序列通过ＮＣＢＩ的ＢＬＡＳＴ检索

系统进行序列同源性比对分析，选取相似性大于

９８％的菌株序列采用ＤＮＡＳｔａｒ进行多序列匹配对

比，运用 Ｍｅｇａ４．０软件中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ构建

系统发生树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ置信度检测，自举数据集为

１０００次。

１．９　药物敏感性测定

志贺菌对抗生素的敏感性测定采用ＣＬＳＩ推荐

的ＫｉｒｂｙＢａｕｅｒ法操作及判断结果
［１８］，庆大霉素、链

霉素、氧哌嗪青霉素、先锋Ⅴ、先锋Ⅵ、氨苄西林、丁

胺卡那霉素、头孢氨噻肟、头孢吡肟、头孢噻吩、复达

欣、氟哌酸、丙氟哌酸、单环菌素、亚胺配能、左氟沙

星、美福仙共１８种药物药敏片购自杭州微生物试剂

有限公司，药敏质控菌株为大肠埃希菌 ＡＴＣＣ

２５９２２。

１．１０　犅犃犔犅／犮小鼠犔犇５０试验

３０只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分组，每组５只，共６

组，１～５组为试验组，６组为对照组，正常饲养观察

２ｄ。取纯化的单菌落于无菌 ＬＢ培养基中培养

１４ｈ，进行活菌计数，以无菌ＬＢ增菌液稀释或浓缩细

菌，调整细菌浓度为５×１０６～５×１０
１０ＣＦＵ·ｍＬ－１。

腹腔注射０．５ｍＬ·只－１。攻毒后正常饲喂，并分别

于接种后每隔３ｈ观察１次，连续观察５ｄ并记录。

出现小鼠死亡则立即解剖，并取心脏血液、肝脏、脾

脏接种ＸＬＤ平板回收细菌。采用ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ氏

法计算ＬＤ５０值。

２　结　果

２．１　细菌分离培养特性及显微形态

细菌在ＸＬＤ平板上３７℃培养１６ｈ，形成直径

≤１ｍｍ黄色圆形单菌落，湿润，边缘光滑整齐。革

兰氏染色后镜检可见红色短杆菌，单个、成双或聚堆

存在。

２．２　生化鉴定

采用 Ｖｉｔｅｋ全自动生化鉴定仪进行生化鉴定，

１７３株分离细菌仅有１株鉴定结果为宋内志贺菌，

可靠性为９７％。重复鉴定结果一致。各项生化指

标结果见表２。
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表２　分离菌株生化试验结果

犜犪犫犾犲２　犅犻狅犮犺犲犿犻犮犪犾犳犲犪狋狌狉犲狊狅犳狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲

生化项目

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｔｅｍ

结果

Ｒｅｓｕｌｔ

生化项目

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｔｅｍ

结果

Ｒｅｓｕｌｔ

生化项目

Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｔｅｍ

结果

Ｒｅｓｕｌｔ

ＡＰＰＡ － ＡＤＯ － ＰｙｒＡ －

Ｈ２Ｓ － ＢＮＡＧ － ＡＧＬＴｐ －

ＢＧＬＵ － ｄＭＡＬ ＋ ｄＭＡＮ ＋

ＰｒｏＡ － ＬＩＰ － ＰＬＥ －

ＳＡＣ － ｄＴＡＧ － ｄＴＲＥ ＋

ＩＬＡＴｋ － ＡＧＬＵ － ＳＵＣＴ ＋

ＧｌｙＡ － ＯＤＣ － ＬＤＣ －

Ｏ１２９Ｒ ＋ ＧＧＡＡ － ＩＭＬＴａ －

ＩＡＲＬ － ｄＣＥＬ － ＢＧＡＬ －

ｄＧＬＵ ＋ ＧＧＴ － ＯＦＦ －

ｄＭＮＥ ＋ ＢＸＹＬ － ＢＡＩａｐ －

ＴｙｒＡ ＋ ＵＲＥ － ｄＳＯＲ －

ＣＩＴ － ＭＮＴ － ５ＫＧ －

ＮＡＧＡ － ＡＧＡＬ ＋ ＰＨＯＳ －

ＩＨＩＳａ － ＣＭＴ ＋ ＢＧＵＲ ＋

ＥＬＬＭ － ＩＬＡＴａ －

２．３　血清学鉴定

血清学试验鉴定为鲍氏６型志贺菌，四川省疾

病控制中心复检结果与之相符。

２．４　细菌电镜观察

透射电镜观察结果为短杆菌大小为２．２３μｍ×

０．８８μｍ，部分细菌呈二分裂状态。菌体在电镜下

清晰可见其细胞壁以及细胞内容物，细菌无鞭毛，无

荚膜，无芽孢，未发现菌毛；扫描电镜观察结果显示

为短杆菌大小为２．３５μｍ×０．６２μｍ，细菌无鞭毛，

无荚膜，无芽孢，未发现菌毛（图１）。

２．５　１６犛狉犚犖犃序列扩增测序及同源性分析

１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增产物片段大小为１５０６

ｂｐ。于 ＮＣＢＩ上比对后发现牦牛源志贺菌１６Ｓ

ｒＲＮＡ 核苷酸相似性为９９．９％。基因序列上传

ＧｅｎＢａｎｋ，序列号为ＪＱ０７３７７７。选取亲缘性最为相

近的基因序列以及禽源、猪源、山羊源的１６ＳｒＲＮＡ

序列与牦牛源志贺菌的测序结果进行比对，建立系

统发生树见图２。

由系统发生树可见牦牛源志贺菌分离菌株

（ＹａｋＪＱ０７３７７７）与人源鲍氏志贺菌（ＥＵ００９１７８、

ＪＱ３１５９２３、ＥＵ００９１７９、ＥＵ００９１８１、ＥＵ００９１８０）、人

源 宋 内 志 贺 菌 （ＥＵ００９１９９）、人 源 大 肠 杆 菌

（ＡＰ０１２０３０、ＡＰ０１０９５３）形成一个大的分支，各序列

间有小分支，相互亲缘关系较近。而禽源鲍氏志贺

菌 （ＦＪ４４００２９）、禽 源 （ＤＱ２２９９０２）、山 羊 源

（ＦＪ４０５３２４）和猪源（ＦＪ４０５３３０）志贺菌以及人源福

氏志贺菌（ＨＱ４０７２３５）单独聚为一个大的分支，与

牦牛源志贺菌分离株亲缘关系较远。

２．６　药敏试验

牦牛源鲍氏６型志贺菌分离菌株除对氨苄西

林、头孢噻吩和先锋Ⅵ中介外，对其余１５种抗生素

均敏感。

２．７　犅犃犔犅／犮小鼠犔犇５０试验

攻毒后小鼠均出现不同程度的发抖、被毛杂乱、采

食量减少、精神差、嗜睡等症状。攻毒后８ｈ最高剂量

组小鼠开始发生死亡，攻毒后１９ｈ最高剂量组小鼠全

部死亡。次剂量组（５×１０９ 和５×１０８ＣＦＵ·ｍＬ－１）

各死亡小鼠４只。死亡时间段主要集中在攻毒后

１４～４８ｈ。５×１０
７ＣＦＵ·ｍＬ－１剂量组死亡小鼠１

只。最低剂量组未出现死亡，对照组小鼠未出现发
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病和死亡。剖检死亡小鼠的病理变化，小鼠心脏上

白色坏死灶、脾脏肿大、肺脏有出血点、肠道肠黏膜

脱离、内充满黄色水样液体等病变症状。心脏血液、

肝脏、脾脏组织中均回收到目的细菌。采用Ｒｅｅｄ

Ｍｕｅｎｃｈ氏法计算得出该分离菌株的ＬＤ５０为２．５×

１０７．５ＣＦＵ。

Ａ图示分离菌株透射电镜观察，菌体大小２．２３μｍ×０．８８μｍ（１００００×）；Ｂ图示分离菌株扫描电镜观察，菌体大小

２．３５μｍ×０．６２μｍ（３５０００×）

ＴＥＭ（Ａ）ａｎｄＳＥＭ（Ｂ）ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｓｏｌａｔｅ．Ｂａｃｔｅｒｉａｓｉｚｅ：２．２３μｍ×０．８８μｍ（１００００×，ＴＥＭ）ａｎｄ２．３５μｍ

×０．６２μｍ（３５０００×，ＳＥＭ）

图１　分离菌株电镜观察

犉犻犵．１　犗犫狊犲狉狏犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犛犺犻犵犲犾犾犪犫狅狔犱犻犻犻狊狅犾犪狋犲

图２　基于１６犛狉犚犖犃序列的系统发生树

犉犻犵．２　犜犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀１６犛狉犚犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲狊
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３　讨　论

通过细菌形态染色、生化反应和１６ＳｒＲＮＡ序

列比对，可以确定从待屠宰健康成年牦牛分离到的

细菌为志贺菌。虽然采用Ｖｉｔｅｋ全自动生化鉴定仪

鉴定结果为宋内志贺菌（可靠性为９７％），但生化鉴

定通常只能将肠道菌鉴定到属，血清型的鉴定必须

依靠血清学试验，国外已有全自动生化鉴定仪鉴定

细菌种属时出现误差的报道［１９２０］，志贺菌属Ｏ抗原

是分类的依据，分群特异性抗原和型特异性抗原，籍

以将志贺菌属分为４群（种）４０余个血清型
［２１］，其中

鲍氏志贺菌有２０个血清型。通过Ｏ因子血清凝集

试验将牦牛源志贺菌进一步鉴定为鲍氏６型志贺

菌。以前医学微生物教材强调志贺菌无动物宿

主［２１］，近年国内外虽有志贺菌可感染猴、牛、猪、小

鼠、豚鼠和鸡的报道［６１３］，但从牦牛中分离出鲍氏志

贺菌在国内外属首次报道，对小鼠的致病性试验证

实分离株的致病力稍强于２００７年从兰州市病人中

分离的菌株［２２］，本研究结果进一步丰富了志贺菌病

的流行病学资料，病原的获得也为进一步研究牦牛

源志贺菌的毒力基因奠定基础。

人类对志贺菌较易感，少至２００个菌就可发病，

鲍氏志贺菌主要是感染儿童引起重症菌痢［２１］。食

源性致病菌污染是影响食品卫生和安全的主要因素

之一，Ｓ．Ｊｏｒｇｅｎ
［２３］认为动物源性食品中重要的致病

菌出现常常与屠宰的动物污染有关，即屠宰加工过

程中的污染，即这些动物在屠宰之前已感染该病菌

但临床并不发病，即使在发达国家，食物污染等造成

的腹泻暴发也难以避免。牦牛这一特殊物种生活环

境特殊，较少使用抗菌药物，致使分离株对大多数药

物均敏感，无耐药现象，从药物残留角度来看，牦牛

肉是绿色安全、值得人欣慰的。但是国内外对牦牛

食源性病原微生物的研究较少，其污染情况并不清

楚，本研究结果提示牦牛肉、奶等产品存在食品安全

隐患，屠宰加工过程中应避免其污染，本研究具有公

共卫生学意义。

志贺菌属是从多个独立的大肠杆菌起源，并经

过趋同进化而形成的，１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析方

法不能有效区分超家族中密切相关菌种问题，如志

贺菌、大肠埃希菌［２４］，像志贺菌与大肠杆菌这样亲

缘关系比较近的种间仅运用细菌高度保守的１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因序列并不能很好地区别其种系关系，故

建立的系统发生树牦牛源鲍氏６型志贺菌分离菌株

与人源大肠杆菌亲缘关系较近，但是从系统发生树

可发现牦牛源鲍氏６型志贺菌与人源鲍氏志贺菌、

宋内志贺菌亲缘关系较近，与禽源、山羊源和猪源志

贺菌亲缘关系较远，从遗传演化的角度来看牦牛源

鲍氏６型志贺菌可能来源于人。

用电镜对该菌进行形态观察，可以进一步观察

该菌的形态结构特性，结果更加直观，本研究结果表

明，牦牛源鲍氏６型志贺菌为短小杆菌，细菌无鞭

毛、无荚膜、无芽孢、未发现菌毛，其大小、形态符合

志贺菌的特征，但志贺菌有菌毛，而本研究中未观察

到，有可能在样品制备的过程中造成了菌毛的丢失，

需进一步研究。

４　结　论

本研究首次从健康牦牛中分离到鲍氏６型志贺

菌，该菌具有较强的致病性，且与人源菌株亲缘关系

较近，结果表明牦牛肉、奶等产品存在食品安全隐

患，屠宰加工过程中应避免其污染食品，造成人的重

症菌痢的流行。
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