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摘 要：鉴定分离到的微需氧菌为螺旋杆菌，并对该菌进行分型。小鼠皮下或肌肉注射地塞

米松使其免疫抑制，取小鼠肠内容物培养，对分离到的细菌，经油镜、电镜观察。然后提取细

菌 B-)，用根据螺旋杆菌（!"#$%&’(%)"* =*(）+C-) 保守区设计的引物 D0ED2 进行扩增，并对扩增

产物分别用 +’&F、!,(F、-./F 内切酶酶切，酶切产物用 /$GD)H5 分析。再用根据螺旋杆菌胆

型（! ( ’$#$.）+C-) 设计特异引物 D0EDI 扩增，将扩增产物测序分析。最后，将该细菌在 JA,K 小

鼠上作动物感染。细菌在油镜下呈鸟翼状，电镜下观察到双极鞭毛，无周质纤毛。引物 D0ED2
扩增出 "0!I* 的特异带，此片段能分别被 +’&F、!,(F、-./ 内切酶酶切。引物 D0EDI 扩增出

"1!I* 的条带，测得的 B-) 序列中存在 +’&F、!,(F、-./F 的内切位点，与文献中 ! ( ’$#$. 序列比

较，同源性为 .0L4G。动物感染试验符合 M&A> 准则。分离到的细菌确为胆型螺旋杆菌。

关键词：胆型螺旋杆菌，序列分析，M&A> 准则

中图分类号：N.". 文献标识码：) 文章编号：$$$/31#$.（#$$"）$#3$/1.3$4

螺旋杆菌（!"#$%&’(%)"* =*(）为微需氧的革兰氏阴性菌，镜下呈鸟翼状、逗点状等特殊

形态。目前，在分类上有 // 种型［/，#］，对啮齿类动物而言，有肝型（ ! ( ,"/()$%0.）、鼠型

（! ( 10*$2(*01）和胆型（! ( ’$#$.）。胆型螺旋杆菌呈梭形，最初是在小鼠的胆汁、肝脏和肠

道中被发现，主要引发小鼠多灶性慢性肝炎［"］，常呈潜伏性感染［!］，严重影响动物质量，干

扰实验进行。我们在螺旋杆菌 DOC 检测方法建立的基础上［4］，从免疫抑制 P)QPEA 小鼠

的肠粘液中分离到一株螺旋杆菌，并用内切酶分型，测序比较，鉴定为胆型螺旋杆菌。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 免疫抑制小鼠：从上海市肿瘤研究所购进 JDR 级 P)QPEA 小鼠 /$ 只，置普通级环

境饲养，皮下和肌内注射地塞米松 /6SE只（多次注射），取回盲肠粘液，微需氧培养［4］。

!"!"# 内切酶 +’&F、!,(F、-./F 购自 T7M7C7（大连）生物工程有限公司。

!"!"$ NF)U;,AV 纯化试剂盒购自基因有限公司。



!"# 方法

!"#"! 电镜观察：取纯化菌落，于戊二醛中固定，复旦大学医学院电镜教研室作透射电镜

观察并照片，电镜型号为 !"#$%&&。

!"#"# ’()* 小鼠感染试验：洗下螺旋杆菌菌液，将菌液滴入 ’()* 小鼠口内。$ 周后取小鼠

肠内容物和粪便同时培养并作 +,- 扩增。

!"#"$ 螺旋杆菌 ./0 提取：刮下平皿中菌落，用“小量细菌 ./0 抽提试剂盒”（上海华舜

公司生产）纯化细菌 ./0。

!"#"% 引物：根据螺旋杆菌的 1-/0 保守区设计引物，+2：345,60670,777606,,77,584；
+9：345066,,0,,60,,6,6,,,0584。 ! : "#$#% 的 特 异 引 物，+;：3456,6,,,060,6,605
7000076584。引物由上海博亚生物技术有限公司合成，其中引物 +2<+9 扩增片段为

82=;>，+2<+; 扩增片段为 8?=;>。

!"#"& +,-：3&!@ 反应体系中包含 ./0 模板 8&&AB C 3&&AB，$& D +,- ;EFFG1 3!@，引物各

$!HIJ<@，6KL 酶 3M，*/6+ &N%HHIJ<@。扩增程序：O=P 3H)A；O=P %Q，38P %Q，2%P 8&Q，
=3(R(JGQ。由 #! +GJS)G1 6TG1HIJ ,R(JG1 %%3 扩增仪扩增。扩增产物分析：$N3U琼脂电泳，

6KAIA MV5%&&& 紫外分析仪分析。纯化和回收 +,- 产物。

!"#"’ 酶切反应：反应体系是内切酶（&"’W、!()W、*%+W）$!@；$& D ;EFFG1 %!@；./0 $2!@；

82P过夜。酶切产物用 $&U +07" 检测，电泳缓冲液为 6X"，电压 =&V。

!"#"( ./0 测序：+,- 产物送上海博亚生物技术有限公司测序。+,7"/" 软件分析。

# 结果

#"! 电镜结果

纯化细菌经磷钨酸负染，透射电镜观察可见带有双极鞭毛的弯曲菌（如图 $），其膜上

带有膜泡；电镜透射图（如图 %）上可见其核为弯曲型，未见周质纤毛。

图 ! 螺旋杆菌鞭毛的透射电镜图

Y)B:$ 61KAQH)QQ)IA GJG(S1IA H)(1IB1K>TQ IF ! : "#$#%

FJKBGJJEH（ D %3&&&）

图 # 螺旋杆菌核型的透射电镜图

Y)B:% 61KAQH)QQ)IA GJG(S1IA H)(1IB1K>TQ IF

! : "#$#% AE(JGEQ（ D 8&&&&）

#"# )*+ 扩增结果（)(,)- 和 )(,).）

根据螺旋杆菌 1-/0 保守区设计出的引物 +2<+9 扩增分离纯化的螺旋杆菌，出现
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!"#$% 的扩增带（如图 !）；用 ! & "#$#% 特异引物 ’$(’" 扩增，出现 !)#$% 的特异带（如图 #）。

图 ! 螺旋杆菌 "#$"% 扩增结果

*+,&! ’-. /0%1+1+2+3/4+56 %758934:

2750 !&$#’(")’*&+ ;<=（’"(’>）

?，@：!&$#’(")’*&+；!：, & ’($#；#：A47B%4535339:；

C：C/7DB7@EEE &

图 & 螺旋杆菌 "#$"’ 扩增结果

*+,&# ’-. /0%1+1+2+3/4+56 %758934:

2750 !&$#’(")’*&+ ;<=（’"(’$）

?，@：!&$#’(")’*&+；!：, & ’($#；#：A47B%4535339:

C：C/7DB7 @EEE &

()! *+,- 小鼠感染结果

将口中滴入螺旋杆菌的 A3+8 小鼠的肠粘液和粪便，按螺旋杆菌培养条件培养，洗下

平皿菌液，用 ’" F ’$ 引物扩增，结果肠粘液有特异条带，粪便无特异带（如图 G）。

()& 酶切反应

将 ’" F ’> 引物扩增的产物，回收纯化后分别用 -"(H、!.)H、/%0H 进行酶切，结果 -"(H
切得 !#"$%，!.)H 为 @">$% 和 I"$%，/%0H 为 !#>$%，酶切产物经 ’=JK 检测，结果见图 )。

图 . "#$"’ 对 *+,- 小鼠样品扩增结果

*+,&G ’-. /0%1+2+3/4+56 %758934:

2750 :/0%1B 52 A3+8 059:B（’"(’$）

?：2B3B: 52 059:B；@：3B390 0935:/

52 059:B；C：C/7DB7 @EEEL

图 / 酶切产物的聚丙烯酰胺电泳

*+,&) .B:47+34+56 B6MN0B /6/1N:+:

52 /0%1+2+3/4+56 %758934:（’=JK）

(). 同源性分析

将螺旋杆菌特异引物 ’"(’$ 扩增的 ’-. 产物 !)#$% 片段进行测序，结果如图 "，并将

此序列与文献［@］的 *5O P$? 菌株序列进行比较。
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图 ! 胆型螺旋杆菌序列比较结果

!"#$% &’()*+",’- ’. ,/01/-2/ ’. ! $ "#$#%

" 结果和讨论

螺旋杆菌在动物和人类中广泛存在，最常见的是幽门螺杆菌，引起人类的胃炎。小鼠

中 ! $ "#$#% 最为普遍，3"4/5 曾对 678 份小鼠样品进行检测，! $ "#$#% 占 9%:9; ，! $ &’()*#+,%
为 97:<; ，! $ -,.#/).,- 所占比率小于 9;［=］。本实验从免疫抑制小鼠的肠内容物中获取

样品，按螺旋杆菌培养条件培养，革兰氏染色，油镜下观察到具有特征性的月牙形和鸟翼

形细菌，初步判定为螺旋杆菌；电镜进一步观察，该菌为双侧单鞭毛，但未见周质纤毛，与

>?@4/+ 报道的结果有差异［<］。

根据螺旋杆菌 +3AB 保守区设计出的引物用 C&3 方法检测分离到的螺旋杆菌，结果

扩增出 =%<D) 的特异带，其他对照菌无扩增带，并将扩增产物纯化，分别用 0"1E、!&)E、
2%(E 内切酶酶切。据报道［=］，! $ &’()*#+,%、! $ -,.#/).,-、! $ "#$#% 均有各自独特的内切位

点模式，! $ &’()*#+,% 能被 0"1E 切成 F%D) 和 =<%D)；! $ -,.#/)., 能被 !&)E 切得 F%8D) 和

G%D) 和被 2%(E 切得 =<8D) 和 FHD)；! $ "#$#% 分别被这 = 种酶内切，内切片段与上述两株细

菌相同。图 H 酶切结果与 ! $ "#$#% 内切位点模式相符。另报道 ! $ "#$#% 和 3 $ 4)((#5#（弯

曲菌）的扩增片段、酶切结果完全一致［=］，为鉴别此两种菌，本实验设计了 ! $ "#$#% 的特异

反义引物 CD，与 C% 引物扩增螺旋杆菌 IAB，结果出现 =H<D) 的特异带（如图 <），对照菌无

条带。由于酶切产物与原 C&3 产物相差 F7 多个碱基，用常规琼脂糖电泳难以分辨两者

差异，因此本文用 97;CBJK，结果较为理想。

将根据 ! $ "#$#% 的特异引物扩增的 C&3 产物纯化测序，测得的序列用 C&JKAK 软件

分析，分别在相应的位置找到了 0"1E、!&)E、2%(E 的一个酶切位点（见图 % 斜体字），与图 H
的酶切结果相符。再将序列与 J/-L*-M 中 ! $ "#$#%9 基因序列（N98%HH）比较分析，结果表

明在给出的 =H<D) 核苷酸序列中，与 OD9 的第 <=F 碱基至 %G6 碱基之间共有 G 个碱基不相
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同，两者同源性为 !"#$%（见图 "）。

&’() 小鼠感染试验得出：小鼠肠内容物培养得到螺旋杆菌，*+, 方法检测获得螺旋杆

菌的特异扩增带（图 $），这符合 -.’/ 准则［0］。

综上所述，本实验中获得的螺旋杆菌确为 ! 1 "#$#% 型螺旋杆菌。
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