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摘 要：细菌性阴道病（D/@E+-;/( &/>;=’F;F，D&）是由于细菌过度生长所致阴道微生态非正常改变，从而导致的一类多
微生物病（G’(0:;@-’,;/( H;F+/F+F）。动弯杆菌（!"#$%&’(&) FI)）与 D&发生有密切关系，但该菌为厌氧菌，营养要求苛
刻，很难进行纯培养，国内鲜有研究报道。本文先对 D&动物模型恒河猴阴道分泌物进行厌氧菌混合培养，抽提混
合物染色体 H1J，之后设计了一对动弯杆菌 #6K -L1J基因的特异性引物，用 GML的方法扩增出了特异片段。通过
对扩增产物进行测序分析，确定检测出的为动弯杆菌，并且与羞怯动弯杆菌极为相似。
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由于 #6K -L1J基因分子结构上的高度保守性、
分布的普遍性及其所含的大量信息，使 #6K -L1J基
因成为了一个较为理想的基因分类靶序列。#AA%
年，L+(:/=等人首次利用 #6K -H1J的序列构建了种
特异性 GML引物，通过 GML扩增及对扩增片段进行
H1J序列测定，鉴定了未知特性的细菌［#，$］。现已
证明该方法在病毒学与细菌学分类鉴定上具有重要

价值。

尽管早在 #5A" 年就有人在阴道分泌物中观察
到厌氧、弯曲、有动力、O-/:染色不定的小杆菌，可
直到 #A#8 年才由 M.-E;F 首次在实验室分离成功。
#A5!年 KI;+>+(和 L’,+-EF才正式将它命名为动弯杆
菌（!"#$%&’(&) FI)）。在已建立的细菌分类学中［8］，
动弯杆菌属属于放线菌目［!］，但是对于这一分类结

果目前仍然存在争论［"］。5%年代，人们发现在细菌
性阴道病（D/@E+-;/( &/>;=’F;F，D&）患者阴道分泌物
中，动弯杆菌的检出率高达 ABP［6］而在健康妇女阴
道分泌物中动弯杆菌检出率却相对低得多，于是人

们逐渐认识到动弯杆菌与 D&有密切关系［B，5］。虽
然该菌很难培养，但分子生物学的发展为其检测与

鉴定提供了可能。

本文报道用动弯杆菌特异引物 GML 扩增检测
D&动物模型恒河猴阴道分泌物中的动弯杆菌。

$ 材料和方法

$+$ 材料
$+$+$ 标本来源：恒河猴阴道分泌物标本 $!份，来

自中国科学院上海生命科学研究院动物中心。

$+$+, 主要试剂和培养基：@H1J、*+, H1J聚合酶
和 Q12G为上海康洁实业有限公司产品；动弯杆菌
特异性引物由上海申友生物技术有限责任公司合

成；O-/:染液、斯氏肉汤购自生物梅里埃。
$+$+- 主要仪器：厌氧培养盒为生物梅里埃产品；
R+S/7!5% GML 扩增仪由珠海生物工程公司生产；
KML78%%电泳仪由上海万达生物工程公司制造；
2OT7#6O台式高速离心机为上海手术器械厂产品；
2/=/=天能凝胶图像处理系统。
$+, ./的诊断方法
$+,+$ 取样和诊断：取阴道分泌物标本涂片 O-/:
染色镜检，按 1.>+=E标准诊断 D&。

1.>+=E评分标准［A］：根据每个油镜视野细菌数
量的多少，分别用 % U ! V来表示（%，未见细菌；# V，
少于一种细菌；$ V，# U ! 种细菌；8 V，" U 8% 种细
菌；! V，8%种以上细菌）。之后，根据表 #，把所得结
果换算为积分（% U #%分。D&的诊断标准为#B分；

表 $ 阴道分泌物染色涂片积分系统
2/,(+ # K@’-;=> F0FE+:（% U #%）W’- O-/: FE/;=+Q X/>;=/( F:+/-F
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&/-;/,(+ L’QF

% %
# 8 V # V # V ’-$ V
$ $ V $ V 8 V ’-! V
8 # V 8 V
! % ! V
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积分在 ! " #分为临界范围；积分在 $ " %分为正常。
!"#"# 动弯杆菌混合培养：取恒河猴阴道分泌物于
斯氏肉汤置厌氧培养盒厌氧培养 !& " ’()。
!"$ %&’扩增
!"$"! 制备核酸模板：采用煮沸法提取 *+,：取斯
氏肉汤培养液 ($!-，.($$$/0123离心 (123，弃去上清
液，加 &$!- 456 裂 解 液（ $7.1890- +:;-，
.11890- 6*5,，.$11890- 5/2<=>;-）混匀；.$$?煮沸
@ " .$123；.$$$$/0123离心 (123，取上清液直接用于
A;B扩增。
!"$"#A;B：动弯杆菌特异性引物设计如下：CDE=4：
@F=G55G5G,,;5;;55555;5;;=%F（ !" H #$）；CDE=
,4：@F=;G;,G,,,;,;,GG,5,G;,=%F H（ !" H #$）。
由上海申友生物技术有限责任公司合成。

A;B扩增在严格的条件下进行：隔离的操作区，
分装的试剂，严格的实验操作，一次性吸头的使用及

阴性对照的设置（大肠埃希菌 ,5;; (@I((）。扩增
体系（(@!-）：去离子水 .&!-，.$ J A;B 缓冲液（含
CK( L ） (7@!-， M+5A（ (@!1890-） $7.!-，CDE=4
（(@!1890-）$7(!-，CDE=,4（(@!1890-）$7(!-，!#$
*+,聚合酶 .!-（N0!-），*+,模板 %!-。A;B 扩增
条件：I!? @123；I!? !$4，@@? !$4，’(? I$4，%@个
循环；’(? @123。琼脂糖凝胶电泳检测 A;B产物。
!"( %&’产物的 )*+序列测定

A;B产物由上海生工工程公司测序，测序结果
在国际生物技术信息中心（+;EO）GP3E:3Q数据库
（)RRS：00TTTU 3VW2 U 391U 32) U K8X）中利用 E-,45+程序
比对。

# 结果

#"! 阴道分泌物涂片染色镜检
在 (!份标本中，+YKP3R评分!’ 分者共 (. 例，

另 %例分别为 @分、@分和 #分。对 (!份猴阴道分
泌物直接涂片，G/:1染色镜检，在 .&份标本中检出
G/:1染色阴性或不定、细长、弯曲的杆菌（图 .，箭头
所示 U），均在 +YKP3R评分!’分者中发现。
#"# 特异性 %&’扩增
对 (!份恒河猴阴道分泌物标本分别进行混合

厌氧培养、染色体 *+,抽提及利用动弯杆菌特异性
引物的 A;B扩增，经琼脂糖凝胶电泳结果显示其中
($份标本在 !$$WS附近有特异性扩增条带（电泳图
未给出，.&份镜检出动弯杆菌的标本均有特异性扩
增条带），均为 +YKP3R评分!’分者。随机选择其中
%份标本再次用混合 *+,模板进行 A;B扩增，琼脂

图 ! 动弯杆菌（箭头所示）光学显微镜形态（!,, -）
Z2KU. C8/S)898K[ 8\ <R/:23 %&’()*+,*- <SU（S823RPM W[ R)P ://8T）Y3MP/

R)P 92K)R 12V/8<V8S[（.$$ J）

糖凝胶电泳，紫外灯下可观察到在 !$!WS 至 !I@WS
间一条清晰的条带（图 (）。

图 # 动弯杆菌特异性引物 %&’扩增产物的琼脂糖凝胶
电泳图

Z2KU( ,K:/8<P KP9 P9PVR/8S)8/P<2< 8\ A;B S/8MYVR< :1S92\2PM W[ Y<23K

%&’()*+,*-=<SPV2\2PM S/21P/<U

.7 . U ,&)( 3PKR2XP V83R/89；( " !74:1S9P . " %；CU C:/QP/ U

图 $ %&’ 产物 $ 测序结果与羞怯动弯杆菌 &&./

#,,0!1（+2$!3(!,"!455.$!3(!,）!67 8’*+基因序列比
对结果

Z2KU% 4P]YP3VP :92K31P3R 8\ A;B S/8MYVR< +DU % T2R) .#4 /B+,

KP3P 8\ %&’()*+,*- "*)(/0(- ;;NG ($$’.5

#"$ )*+测序及序列分析
%份 A;B产物送上海生工工程公司测序，得到

良好的测序结果。*+,序列经过与 GP3E:3Q数据库
比对（图 %），可见它们均与羞怯动弯杆菌（%&’()*+,*-
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!"#$%&$’ !!"# $%%&’(）的 ’)* +,-. 基因高度相似。
菌株 ’与羞怯动弯杆菌 !!"# $%%&’( ’)* +,-.基因
位置在 /%0 1 &2$片段序列相似性达到 ’%%3；菌株 $
与羞怯动弯杆菌 !!"# $%%&’( ’)* +,-.基因位置在
/%% 1 4%/ 片段序列相似性达到 ’%%3；菌株 0 与羞
怯动弯杆菌 !!"# $%%&’( ’)* +,-.基因位置在 /%%
1 &20片段序列相似性达到 225$3。

! 讨论
动弯杆菌多分离自细菌性阴道病病人阴道分泌

物，也有报道分离自乳腺脓肿液、脐脓肿液、血培

养［’% 1 ’0］及早产孕妇胎盘羊膜，绒毛膜羊膜炎患

者［’/］。在恒河猴阴道分泌物中检出该菌，国内还是

首次报道。由于该菌很难纯培养，它的检测鉴定多

依赖 #+67染色及形态学特征［’8］。
国外已有报道使用单克隆或多克隆抗体检测鉴

定动弯杆菌（()*$#"+,"’）［’) 1 ’2］。这类方法依赖动弯
杆菌的基因表现型，而其基因表现型又受到生长条

件的影响。由于动弯杆菌表现型的复杂性，目前利

用血清学对其进行分类的方法仍未得到一致认

同［$%，$’］。

’)* +,-.编码基因以多拷贝形式存在于所有
细菌染色体基因组中，每个细菌约含 8 1 ’%个拷贝，
这使得对该基因的检测具有敏感性，其内部结构由

可变区和保守区组成。保守区为所有细菌所共有，

细菌间无差别；可变区在不同细菌之间存在有不同

程度的差异，具有属或种的特异性，’)* +,-. 编码
基因的这些特点使之成为较理想的细菌基因分类的

靶序列，逐渐成为细菌鉴别、分类的金标准。

动弯杆菌 ’)* +,-.基因含有 0个可变区，分别
为 90、9/及 92。由于动弯杆菌属于厌氧菌，生长所
需营养条件较苛刻，不易进行纯培养，我们根据 :6;<
等人的报道［$$］，用其引物未能扩增出相应 =!, 产
物，经与 #<;>6;?数据库比对发现其正相引物并非
动弯杆菌特异性引物，故本试验利用 ’)* +,-.基因
可变区在不同细菌之间不同程度的差异而具有的属

或种的特异性，重新设计了动弯杆菌特异引物，经过

与 #<;>6;? 数据库比对，我们发现 @A>B*：8CB
#((#(#..!(!!(((((!(!!B0C引物的 $’ 个碱基与
动弯杆菌两个已知种（()*$#"+,"’ DDEF）的吻合率都
达到 ’%%3；而除动弯杆菌属外，不同种属最多与该
引物只有 ’4个吻合的碱基，而且不同的碱基都出现
在 0C末端；另一条引物 @A>B.*：8C!#!.#...!.!.

##.(.#!.B0C的 $% 个碱基与动弯杆菌（()*$#"+,"’
DDEF）的吻合率也都达到 ’%%3；除动弯杆菌属外，不
同种属最多与该引物吻合的碱基也只有 ’4个，而不
同的碱基除一例鼠 G-.序列出现在 8C端外也都出
现在 0C末端。
根据 :6;< ,*与 HID6 JH的报道，通过 =!,扩增

检测动弯杆菌的方法，灵敏度与特异度要比通过涂

片 #+67染色镜检或动弯杆菌纯培养的方法高。而
且与动弯杆菌纯培养的方法相比较，利用 =!,扩增
检测动弯杆菌简便易行，可以在细菌浓度很低的情

况下检测出阳性结果。通过实验，我们可以得出以

下结论：用混合培养物的 G-.作模板，利用动弯杆
菌特异性引物进行 =!,扩增，经琼脂糖凝胶电泳分
析，可以检测动弯杆菌的存在，结合 G-.测序分析，
则可以进一步确定检测结果并推断所属的种。本实

验表明 >9动物模型恒河猴阴道分泌物中的动弯杆
菌为单一的种。该方法避免了对培养条件苛刻的动

弯杆菌进行纯培养，又通过特异性引物利用了 =!,
扩增的高度灵敏度与特异性。

>9是一类多微生物疾病，它的发生主要是因为
阴道内某一种或几种菌的过度生长打破了正常状态

下以乳杆菌为主要菌群的阴道微生态平衡所致。动

弯杆菌与 >9发生关系密切国内外陆续都有相关报
道，可由于动弯杆菌营养要求苛刻，难于培养，目前

相关的研究并不多；对于动弯杆菌是否可以导致 >9
或是否为 >9的主要致病菌之一，一直没有可信服
的结论。本实验结果也显示，通过 -KL<;M 标准诊
断，$/份阴道分泌物标本中 $’份为 >9，另 0份为临
界范围，可通过 #+67 染色光学显微镜检查却只有
’4份标本检出动弯杆菌，通过 =!,测序检测也只在
$%份标本中检出动弯杆菌；我们并不能就此得出动
弯杆菌导致 >9的结论。由于阴道微环境处于菌群
与菌群，菌群与阴道上皮细胞的动态平衡，阴道内菌

群的定量对研究 >9发生提供了一种可行的途径。
在即将启动的一项国家“十五”攻关课题中我们将利

用实时荧光定量 =!,方法进一步对 >9发生进行研
究。
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