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河南省主要蜚蠊有德国小蠊（Blattella germanica）
和美洲大蠊（Periplaneta americana），其中又以德国小

蠊为绝对优势种，占全省蜚蠊数的 90%以上。蜚蠊能

够携带多种致病菌，这些细菌可引起肺炎、脓胸、脑膜

炎、心内膜炎以及败血症等，有的还具有致死性［1］。

2010年河南省公共场所病媒生物侵害调查显示德国

小蠊的侵害率为11.97%，超过全国爱卫会办公室制定

的“关于灭鼠、蚊、蝇、蟑螂标准”［2］，然而迄今未见文献

报道河南省德国小蠊携带病原菌种类情况。

16S rRNA基因（rDNA）是目前应用最广的分子微

生物学检测的靶基因之一，广泛存在于细菌等原核生

物的基因组当中。细菌 16S rRNA基因序列由保守区

和可变区组成，两者互相交错排列。保守区序列为所

有细菌所共有，细菌间无差别；可变区序列则具有属或

种的特异性，且变异程度与细菌的系统发育树密切相

关［3］。 利用 16S rRNA基因特性进行分子诊断成为判

断微生物种类的重要策略，本研究基于这一策略，利用

PCR技术对河南省德国小蠊携带病原菌种类进行了初

步调查。

1 材料与方法

1.1 材料 德国小蠊，统一使用 500 ml 广口瓶法捕

获。瓶内放置诱饵，晚放晨收，根据东、西、南、北、中不

同方位放置，采自 2个省辖市（周口和濮阳市）的城市

居民区。培养基，GN增菌液、7.5% NaCl肉汤、胆盐乳

糖增菌液、LB液体培养基、SS分离琼脂、甘露醇高盐琼
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脂、乙酰胺琼脂、TBX定位显色平皿、科玛嘉定位显色

平皿、生理盐水等，通过河南省疾病预防控制中心药械

管理科采购。分子生物学相关试剂：基因组DNA小量

抽提试剂盒，购自上海生工生物工程有限公司；PCR
Master快速扩增反应体系，购自Promega公司。其他试

剂仪器由本实验室自备。

1.2 方法

1.2.1 样品的前处理 每个批次的样本随机挑选5只

德国小蠊成虫作为研究对象，放在灭菌的研钵中，用

2 ml生理盐水反复冲洗其表面 5 min，随后各取 0.2 ml
加入3 ml不同选择性的增菌液（GN增菌液、7.5% NaCl
肉汤、胆盐乳糖增菌液、LB液体培养基）中增菌培养，

去掉剩余的生理盐水后，用75%乙醇清洗体表3次，挥

发干后，用剪刀和镊子去掉德国小蠊头部、翅膀和附

肢，进行研磨。加入 2 ml的生理盐水混匀，随后各取

0.2 ml加入3 ml不同选择性的增菌液中增菌培养。

1.2.2 分离单菌落 经37 ℃ 6～8 h增菌培养后，取增

菌液接种于不同选择性的分离琼脂（SS分离琼脂、甘

露醇高盐琼脂、乙酰胺琼脂、TBX定位显色平皿、科玛

嘉定位显色平皿）。经37 ℃ 24 h培养，挑取SS琼脂上

白色菌落，甘露醇琼脂上浅粉色菌落，TBX定位显色平

皿上的蓝色菌落，科玛嘉定位显色平皿上白色、紫色、

灰蓝色和蓝色菌落，放入相对应的增菌液中扩大培

养。乙酰胺琼脂上未长出单菌落。

1.2.3 DNA 提取 参照试剂盒说明书，使用基因组

DNA小量抽提试剂盒（离心柱式）进行单菌落的基因

组DNA提取。

1.2.4 PCR和电泳鉴定 PCR使用 2×PCR Master进
行反应，总体系为 50 μl。上游引物序列为 27F：5′-
AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG-3′，下游引物序列为

1492R：5′-TAC GGY TAC CTT GTT ACG ACT T- 3′。
PCR 扩增程序：94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 1 min，
55 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，35 次循环，最后

72 ℃延伸7 min，4 ℃保存。扩增结束后，取10 μl PCR
扩增产物直接上样，加入含0.5 μg/ml GoldViewTM的2%
琼脂糖凝胶中，100 V电泳25 min，用紫外检测仪观察，

并用凝胶成像系统照像。

1.2.5 测序和 BLAST 由上海生工生物工程有限公

司进行序列测定，序列测定后，用Vector NTI软件得到

完整序列，再用 NCBI 网站（http：//www.ncbi.nlm.nih.
gov）上的BLAST功能进行同源序列搜索对比。

2 结 果

2.1 PCR 扩增 对于分离纯化的细菌菌落，用 27F和

1492R引物对能得到有效的扩增，结果如图1所示。

2.2 测序与 BLAST 结果 完成双向测序的样品共 12
份，经Vector NTI软件整理得到完整序列后，将序列输

入美国 NCBI 网站进行在线 BLAST 比对，取同源性最

大的检索结果作为最终确认菌种。12份样品共鉴定

出9种细菌，分别为阴沟肠杆菌（Enterobacter cloacae）、

柯氏柠檬酸杆菌（Citrobacter koseri）、肺炎克雷伯菌

（Klebsiella pneumoniae）、福 氏 志 贺 菌（Shigella
flexneri）、大 肠 埃 希 菌（Escherichia coli）、沙 雷 菌

（Serriatia sp.）、伤寒沙门菌（Salmonella enteria subsp.
enterica）、嗜碱芽孢杆菌（Bacillus halodurans）和解淀粉

芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）。鉴定结果详见

表1。

3 讨 论

在得到鉴定的 7种细菌中，福氏志贺菌和伤寒沙

门菌是具有高度传染性的肠道致病菌，能够引起痢疾

和伤寒等急性肠道传染病。阴沟肠杆菌、柯氏柠檬酸

杆菌、大肠埃希菌、沙雷菌和肺炎克雷伯菌是重要的条

件致病菌和医源性感染菌，由于近年来滥用抗生素，导

致这些条件致病菌的耐药情况严重，给临床治疗带来

了新的挑战。嗜碱芽孢杆菌和解淀粉芽孢杆菌不属于

注：1～12. 细菌单菌落；13. 阳性对照（福氏志贺菌）；14. 阴性对照
（双蒸水）；M. DNA Marker DL2000（TaKaRa）。

图1 PCR扩增细菌单菌落后产物电泳结果

表1 PCR产物鉴定结果

样品
编号

1
2
3
4
5
6
7
8
9

10
11
12

对照

鉴定结果

阴沟肠杆菌（Enterobacter cloacae）
柯氏柠檬酸杆菌（Citrobacter koseri）
肺炎克雷伯菌（Klebsiella pneumoniae）
柯氏柠檬酸杆菌（Citrobacter koseri）
福氏志贺菌（Shigella flexneri）
大肠埃希菌（Escherichia coli）
福氏志贺菌（Shigella flexneri）
沙雷菌属（Serriatia sp.）
阴沟肠杆菌（Enterobacter cloacae）
伤寒沙门菌（Salmonella enteria subsp. enterica）
嗜碱芽孢杆菌（Bacillus halodurans）
解淀粉芽孢杆菌（Bacillus amyloliquefaciens）
福氏志贺菌（Shigella flexneri）

与已知序列的
同源性（%）

97
99
97
99
99
98
99
98
98
99
99
98

100
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致病菌，这些细菌在发酵工程中有所应用。阴沟肠杆

菌、柯氏柠檬酸杆菌、大肠埃希菌、沙雷菌和肺炎克雷

伯菌等本身是人体中普遍存在的细菌，但因人的个体

差异和健康状况，往往能够感染造成各种细菌性疾病，

再加之近年来耐药性的发展，这些条件致病菌已经成

为常见的医源性感染菌［4-6］。

从 20世纪 60年代 16S rRNA基因发现至今，以其

作为靶基因的序列分析方法已经日臻成熟，且体现出

越来越明显的优势：①16S rRNA序列分析法能够快速

地对微生物进行鉴定，许玉玲等［7］的实验证明 16S
rRNA PCR产物直接测序鉴定比克隆产物测序的方法

快约 3 d，且鉴定准确性差异无统计学意义；②16S
rRNA序列分析法能够鉴定难于区别的细菌，例如草绿

色链球菌有 5种亚型能够导致心内膜炎，但它们通过

表型分析难于区分，应用 16S rRNA基因序列分析，就

能够快速地鉴定出标本中的细菌种类，对临床诊断和

预测病情都有重要作用［8］；③ 16S rRNA序列分析法能

够鉴定无法培养或培养阴性的细菌。本研究采用先培

养分离、再进行PCR扩增和序列分析的方法对德国小

蠊携带致病菌的情况进行调查，前期的培养分离步骤

可以去除大部分非致病菌的干扰，之后PCR通用引物

设计在 16S rRNA 基因外显子恒定区的第 27 个和第

1492个碱基，可以扩增出细菌基因的绝大部分片段，

再通过测序和BLAST检索，能够快速鉴定到最有可能

的物种。这种思路相比于直接利用 PCR进行大范围

的扩增和测序更加经济，但是由于扩增和测序技术会

有一定概率的差错，序列比对的结果也存在同源性相

近但分属不同菌种的情况，我们认为对鉴定出来的菌

种，仍需进行系统的生化和免疫学分析才能最终确定

菌种种类。
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温湿度、对饲养土和饲料进行预处理、及时清除地鳖死

亡虫体等。本次样本采集发现，地鳖养殖环境中以伯

氏嗜木螨为主。针对该螨的生活特性与地鳖之间的生

境关系，以及其变应原性，本实验室正在做进一步研究

与验证。此外，通过阳光暴晒饲养土等理化手段，可最

大限度降低螨在地鳖养殖中的危害，对控制螨性气传

变应原的传播具有重要意义。同时，通过对螨在特殊

环境的调查研究，进一步丰富了我国螨类生态学研究

内容。
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