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摘要：【目的】对广州市某空调冷却水中分离的一株 OB半氨酸刺激生长性细菌 %#PO%$%&- 进行分类学鉴定及

微生物学特性研究。【方法】通过培养基生长状况、菌株形态、生理生化特性、Q2R 鉴定、$1/ R0( 基因序列分

析、R0( 聚合酶!亚单位（ ’.(/）基因序列分析、动物实验、药敏实验等多种表型与基因相结合的方法，探讨该

菌株的分类进化地位及一些基本的生物学特性。【结果】该菌株一些生理生化特征与军团菌十分相似，为革

兰氏阴性杆菌，氧化酶阴性，不还原硝酸盐，不分解尿素，血平板缓慢生长、易忽略，酵母活性炭缓冲（E2SI）

琼脂 !# 6 内生长良好，最初错误鉴定为军团菌。但 $1/ :R0( 基因（TG;E<;U 登陆号：VW3"$%"3）、’.(/ 基 因

（TG;E<;U 登陆号：VW"&"&%"）系统发育进化显示，该菌株为弗兰西斯（ 0’$-"&12**$）属细菌，与蜃楼弗兰西斯菌

（0 > .3&*(4&’$+&$）最相近，相似度分别为 "3 L&X，#M L&X，菌落形态、表型特征亦与弗兰西斯菌属相符。其最

适生长温度在 -3Y Z -#Y之间，!-Y不生长；能耐受 7P - L- 酸液$% @?;；万古霉素、青霉素、多粘霉素 E 等耐

药，军团菌甘氨酸B万古霉素B多粘霉素 EB放线菌酮（T[Q2）选择性添加剂无生长抑制作用；菌体无芽孢、无鞭

毛动力，透射电镜下观察到荚膜样结构，但动物实验初步显示对小鼠无致病性。【结论】菌株 %#PO%$%&- 为弗

兰西斯菌属一潜在的新种，其典型特征为 OB半胱氨酸刺激生长性，不同于军团菌的 OB半胱氨酸依赖性生长

特性。
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弗兰西斯菌（ 0’$-"&12**$）属是一类革兰氏阴性、

多形态、无动力、不形成芽胞，具有严格需氧性的短

小杆菌或 球 杆 菌，目 前，已 确 认 有 土 拉 热 弗 兰 西 斯

（ 0 > #5*$’2-1&1），蜃楼弗兰西斯（ 0 > .3&*(4&’$+&$），新

凶手弗兰西斯（ 0 > -(6&"&7$）三个种。其中新凶手弗

兰西斯（ 0 > -(6&"&7$）遗 传 学 特 性、致 病 性 与 土 拉 热

弗兰西斯菌十分相似，通常被认为是土拉热弗兰西

斯菌的一个生物亚种［$］。近几年来，挪 威 学 者 有 从

病死的鳕鱼中分离出弗兰西斯菌的报道，并初步命

名为杀鱼弗兰西斯（ 0 > .&1"&"&7$）；但 由 于 该 菌 种 的

$1/ :R0( 与蜃楼弗兰西斯菌高度同源，且 \0(B\0(
基因 组 杂 交 与 蜃 楼 弗 兰 西 斯 同 源 性 为 1" L3X Z
M% L#X［-］。如按同源性大于 M%X作为同一菌种的鉴

定依据［&］，该菌种处于一个“灰色”区域，因此并没有

得到国际公认［!］。-%%# 年 # 月，我室参照《公共场所

集中空调通风系统卫生规范》附录 E《空调系统军团

菌的检验分析方法》，从广州市某中央空调冷却塔水

中分离出 一 株 OB半 胱 氨 酸 刺 激 生 长 性 的 苛 养 性 细

菌，最初被误认为是军团菌。但进一步的生化表型

特征、Q2R 鉴定、$1/ :R0( 基因及 R0( 聚合酶!亚



单位（ !"#$）基因的系统发育分析等，将该 菌 初 步 定

位为弗兰西斯菌属细菌；且由序列的同源性分析结

果来看，该菌株为弗兰西斯菌属的一个潜在的新种。

现将该菌株的分离鉴定及微生物学特性，报告如下。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 菌株：本文所用的菌株见表 !。其中土拉热

弗兰西斯菌基因组 "#$ 由 北 京 军 事 医 学 科 学 院 微

生物流行病学研究惠赠。

! "! "# 培养基：军团菌活性炭酵母缓冲（%&’(!）琼

脂、军团菌 选 择 性 甘 氨 酸)万 古 霉 素)多 粘 霉 素 %)放
线菌 酮（*+,&）琼 脂、不 含 -)半 胱 氨 酸 的 %&’(!

（ . ）、葡萄 糖 半 胱 氨 酸（*&）兔 血 琼 脂、厌 氧 血 琼 脂

培养基、脑心浸液肉汤、及葡萄糖半胱氨酸营养肉汤

等均由本室自行配制，所需的脑心浸液琼脂基础粉、

厌氧琼脂基础粉、&’( 琼脂基础粉均采用 /0/1" 试

剂。绵羊血琼脂、巧克力琼脂均购自广东环凯生物

科技有限公司。其中葡萄糖半胱氨酸营养肉汤配制

方法如下：称取脑心浸液琼脂肉汤2 34 5，溶于67 8-
蒸馏水中，无菌加入!7 8-军团菌生长添加剂（/9:;<
=>7!!7&）。

表 ! 菌株及相关信息

?@ABC ! =DE@;FG ;FHBI<C< ;F DJ;G GDI<K

-@A:E@D:EK F: L @ =MCH;CG =DE@;FG <CG;5F@D;:F =:IEHC
#IHBC:D;<C GCNICFHC

@HHCGG;:F F: L A

! %!&’()*+,,& *" L 7OP-7!72Q &::B;F5 D:RCE，*I@F5SJ:I（广州），&J;F@ TUV6!76V，TU626276，TU6262!7
Q - L "’+./#"0),& $?&& 22!VQ PI8@F BIF5，MFCI8:F;@，,J;B@<CBMJ;@，,@ L WV6!V4
2 - L /)(1&1+) $?&& 22Q!O PI8@F AB::<，MFCI8:F;@，T:ED %E@55，&@B;X L $TQQ4!YQ，=YQ!Z!
Z - L +!230!& $?&& 2V272 [@DCE ;F H::B;F5 D:RCE，=C@DDBC，[@GJ L \2QY2O，]6QQ72
V - L 4++,+)) $?&& 2VOZ6 PI8@F BIF5 D;GGIC，[;GH:FG;F，[;G L —

Y - L 5#!/&’)) ^;F58C< !OY &::B;F5 D:RCE，0;FJI;（新会），&J;F@ TU7!Z6QV
4 - L 5#!/&’)) ^;F58C< Q!O T;GJ M::B，0;FJI;（新会），&J;F@ TU7!Z6QY
O - L 6#!1&’)* $?&& 22YQ2 U:E<@F >;_CE，%B::8;F5D:F，1F< L \2QYY4，]6QQ76
6 - L #&7!)15+’*)* U0 62 &::B;F5 D:RCE，%C;‘;F5（北京），&J;F@ —

!7 - L #&7!)15+’*)* ^;F58C< !ZY ":F5GJ@FJI B@aC，*I@F5SJ:I（广州），&J;F@ —

!! - L "’+./#"0),& $?&& 22!VZ PI8@F BIF5，?:5IG，W@;FC $T7QQ2!Y
!Q - L "’+./#"0),& *\ -C577! &::B;F5 D:RCE，*I@F5SJ:I（广州），&J;F@ —

!2 - L "’+./#"0),& *\ -C577Q &::B;F5 D:RCE，*I@F5SJ:I（广州），&J;F@ —

!Z - L "’+./#"0),& *\ -C5772 &::B;F5 D:RCE，*I@F5SJ:I（广州），&J;F@ —

!V - L "’+./#"0),& *\ -C577Z &::B;F5 D:RCE，*I@F5SJ:I（广州），&J;F@ —

!Y - L 8.&3+)!+’*)* *\ -C57Q2 &::B;F5 D:RCE，*I@F5SJ:I（广州），&J;F@ —

!4 % L 3.,&!+’*)* Z!7!7! 8;HC D;GGICG，%C;‘;F5（北京），&J;F@ —

!O % L 3.,&!+’*)* Z!77YQ 8;HC D;GGICG，%C;‘;F5（北京），&J;F@ —

@ #I8ACEG IGC< D: B@ACB B@FCG ;F T;5 L ! L A (W%- <@D@A@GC @F< *CFA@Fa @HHCGG;:F FI8ACEG；—，F: ;FX:E8@D;:F；- L，@AAEC_;@D;:F :X -+5)#’+,,&

! "# 环境水样采集、处理与细菌培养

菌株 7OP-7!72Q 分离自广州市某宾馆中央空调

冷却塔。采样、处理与分离培养参考《公共场所集中

空调通风系统卫生规范》中附录 %《空调系统军团菌

的检验分析方法》。取Q77 8-水样滤膜过滤浓缩，取

下滤膜于!V 8-水样中充分洗脱。酸处理、热处理及

未 作 处 理 的 样 品 洗 脱 液，取 7 3! 8- 接 种 %&’(!)
*+,& 培养基，于含 Vb &/Q 的潮湿环境中，24c孵育

!7 <。以军团菌的菌落验证程序，可疑菌落二次传代

至 %&’(!及不含 -)半胱氨酸的 %&’(!（ . ）培养基。

! "$ 培养基生长实验

取葡萄糖半胱氨酸兔血琼脂上生长良好的新鲜

菌株，配成约 !7V 的菌悬液，取7 3! 8-，涂布 %&’(!、

%&’(!)*+,&、不含 -)半 胱 氨 酸 的 %&’(!（ . ）、葡 萄

糖半胱氨酸兔血琼脂、厌氧血琼脂、绵羊血琼脂、巧

克力琼脂 培 养 基，以 得 到 单 个 菌 落。Vb &/Q 的 潮

湿环境中 24c孵育4 <，分别在第Q <及第4 <进行菌

落生长状况及菌落直径的比较。

! "% 生理生化特征分析及比较

包括革兰氏染色镜检形态，氧化酶、触酶实验，

温度生长试验，耐酸实验，及微量生化反应管（板）生

化鉴定等。其中氧化酶、触酶试剂均采用生物梅里

埃试剂，按说明书操作。生长温度试验参考 ! 32，取

葡萄糖半胱氨酸兔血琼脂上生长良好的新鲜菌株，

配成约 !7V 的 菌 悬 液，取7 3! 8-涂 种 葡 萄 糖 半 胱 氨

酸兔血琼脂，分别置于 QVc、24c、ZQc的含 Vb &/Q

的潮湿环境 中 恒 温 箱 孵 育ZO J。最 适 生 长 温 度 试 验

取7 3! 8-菌悬液，接种V 8-葡 萄 糖 半 胱 氨 酸 营 养 肉
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汤，分别于 !"#、$"#、$%#、$&#、’(#孵育 $) *，分

气光度计检测其吸光度。酸处理及热处理试验，均

参考军团菌的方法，即以配制好的 !"% 菌悬液 ! +,，

按 ! - ! 比 例 与 ./ $ 0$ 1234/23 混 和，分 别 放 置

% +56、!" +56 进行酸耐受性试验；!"% 菌悬液 %"#水

浴箱分别放置 % +56、!" +56、!%+56、$" +56、’" +56 进

行热处理 试 验；经 处 理 的 菌 液 以" 0! +,涂 种 平 板，

%7 28$ 的潮湿环境中 ’(#孵育($ *，以观察菌落生

长状况。生化实验分别以北京友康军团菌生化反应

管，梅里埃 9:; </，9:; 2=+. 生化反应板条，调整麦

氏浊度 ) 0" 菌悬液接种生化管，进行 实 验。9:; </
分别以孵育 $ *，$) * 生化实验结果进行比较。

! "# 血清学试验

日本生 研（>?6@= A?5@?6）株 式 会 社 军 团 菌 乳 胶

凝集试剂盒（内含嗜肺军团菌血清 !4B 型、麦氏军团

菌（ !"#$%&"’’( )$*+(+"$ ）、博 氏 军 团 菌（ !"#$%&"’’(
,%-")(&$$）、杜 氏 军 团 菌（ !"#$%&"’’( +.)%//$$ ）、戈 氏

（ !"#$%&"’’( #%0)(&$$ ）军 团 菌 单 价 血 清 ），英 国

C5DEFG?6 军团菌 乳 胶 凝 集 试 剂 盒（内 含 嗜 肺 军 团 菌

血清 ! 型单 价 血 清，嗜 肺 军 团 菌 $4!% 型 多 价 血 清，

以及针对麦氏、博氏、杜氏军团菌等 !" 个常见军团

菌种的多价血清），按说明书进行操作。

! "$ %&’ 鉴定

大连 H=1=I= 细菌基因组 ><9 小量纯化试剂盒

@5JK $ 0"，按说明书抽提细菌基因组 ><9 模板，分光

光 度 计 12$B" L 12$&" 检 测 其 浓 度 及 纯 度。 H=1=I=

3(4 HC酶体系，按试剂使用说明书操作。军团菌 !BA
EI<9 鉴定同时采用引物对 ,!BA $$%M4 ,!BA &%&E
及 ,!BA .! 0$4 ,!BA D.’ 0$，扩 增 条 件 见 文 献 报

道［% N B］。弗兰西 斯 菌 !BA EI<9 鉴 定 采 用 引 物 O!!4
O%，土拉热弗兰西斯菌鉴定则同时采用 !BA EI<9 引

物 OH,&4OH,!$，及 !(4@>= 脂蛋白基因的引物 HP,)
)’%4HP,) &’&，扩增条件见文献报道［( N &］。

! "( 基于 %&’ 扩增的基因序列分析

针对军 团 菌 +5. 基 因、!BA EI<9 基 因、0%56 基

因的 :2I 扩增及测序方法，见文献报道［Q N !$］。针对

弗兰西斯菌 !BA EI<9 基因 :2I 扩增及测序方法，见

文献报道［(］。扩增产物经琼脂糖凝胶电泳进行鉴定

后，送与上海英骏广州公司进行基因测序。核苷酸

序列在 <2R; S?6R=6@ 数 据 库 进 行 R3=KJ 比 对，相 关

序列以 23TKJ=3 U 和 C?G= ) 0! 软 件 进 行 序 列 同 源 性

分析，绘制系统发育树。

! ") 毒力试验

毒力实验分实验组及阴性对照组，取雌性小鼠

各 !" 只。 挑 取 R2VW!平 板 上 生 长 良 好 的 新 鲜 菌

落，以 生 理 盐 水 配 制 约 !"Q 细 菌 悬 液。 实 验 组 取

" 0% +,菌 悬 液 进 行 腹 腔 接 种，阴 性 对 照 组 直 接 取

" 0% +,生理盐水。每天观察小鼠的活动度、饮食、及

皮毛状况。连续观察 !% X。

! "* 药敏实验

药敏实 验 采 用 14R 法，所 用 的 药 敏 纸 片 均 为

8YF5X 试剂。以葡萄糖半胱氨酸肉汤配制菌悬液，涂

种于含 %7兔血的葡萄糖半胱氨酸琼脂，%7 28$ 培

养箱孵育 $) *，测量其抑菌环直径。

+ 结果和分析

+ "! 菌株的分离及鉴定

分 离 到 一 株 ,4半 氨 酸 刺 激 生 长 性 细 菌

"&/,"!"’$。该菌株在 R2VW!平板上生长良好，培养

)& * 后菌落表面光滑，扁平凸 起，白 色 湿 润，直 径 约

!0" ++ Z !0% ++。革兰氏染色初次分离为阴性短小

杆菌，具多形态性。氧化酶阴性，触酶弱阳性，血平板

上培养 )& * 后生长仍未有生长迹象，最初鉴定为军

团菌。采用北京中生军团菌生化试剂盒进行生化实

验，结果显示：该菌株不还原硝酸 盐，不 水 解 尿 素 水

解，不发酵葡萄糖产酸（孵育 $) * 实验结果），缓慢液

化明胶；生化特征与军团菌十分相似（见表 $）。

表 + 菌株 ,)-.,!,/+ 的生理生化特征及与军团菌的比较

H=[3? $ :*\K5F3FG5D=3 =6X [5FD*?+5D=3 D*=E=DJ?E5KJ5DK FM KJE=56

"&/,"!"’$，! ] 5&".)%57$’( =6X ! ] )$*+(+"$

H?KJ 5J?+K=
KJE=56

"&/,"!"’$
! ] 5&".)%57$’(
9H22 ’’!%$

! ] )$*+(+"$
9H22 ’’$!&

SE=+ KJ=56 N N N
,4D\DKJ?56? E?^T5E?+?6J O: _ _
8Y5X=K? N N N
2=J=3=K? _ _ _
S3TDFK? M?E+?6J=J5F6 O< N N
<5JE=J? E?=DJ5F6 N N N
PE?= *\XEF3\K5K N N N
S?3=J56? ,5^T?M=DJ5F6 _ _ N
/5..TE=J? KFX5T+ *\XEF3\K5K N _ N
CF[53? N _ _
9:; 2=+.\ @5JK )""!"") )((!"") )B(!"")
9:; </ @5JK ’!$" (!’$ ("’$
= H?KJ 5J?+K FM G3TDFK? M?E+?6J=J5F6， 65JE=J? E?=DJ5F6， TE?= *\XEF3\K5K，

G?3=J56? ,5^T?M=DJ5F6， *5..TE=J? KFX5T+ *\XEF3\K5K ‘?E? a*F6GK*?6G
!"#$%&"’’( [5FD*?+5D=3 @5JK ] _ ，.FK5J5b?；N ，6?G=J5b?；O:，M=3K? .FK5J5b?
E?KT3J MFE J*? X?3=\?X GEF‘J* F6 J*? +?X5= ‘5J*FTJ ,4D\KJ?56?；O<，M=3K?
6?G=J5b? E?KT3J MFE $) Z )& * 56DT[=J5F6 ‘5J* " 0% C D?33 KTK.?6K5F6K ]

但该菌株与日本 生 研、英 国 C5EDFG?6 军 团 菌 乳 胶 凝

集试剂 盒 所 有 军 团 菌 抗 体，均 无 凝 集 现 象。 针 对

!BA EI<9 基因设计的两对军团菌属特异性引物，以
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及 !"# 基因测序引物，均无法扩增出目的片段。

按照 !" #$%&’( 及 )" 等报道的军团菌 *+, $-./
基因及 $%#& 基因测序引物［**0*1］，则均能进行基因序

列分析，并将该菌株初步鉴定为弗兰西斯菌属细菌。

其中 *+, $-./ 基 因，与 土 拉 热 弗 兰 西 斯（ ’ 2
()*+$,-.".）的同源性为 34 567 8 34 537，与蜃楼弗兰

西斯（’ 2 #/"*%!"$+0"+）的最大相似度为 39 5:7，无同

源性更高的序列（;%<=><? 登陆号：@A93*B39）。 $%#&
基因与蜃楼弗兰西斯的最大相似度为 6C 5:7，无同

源性更高的序列（;%<=><? 登陆号：@A3:3:B3）。针对

弗兰西斯菌 属 及 土 拉 热 弗 兰 西 斯 菌 的 #D- 鉴 定 结

果亦表明，该菌株属于弗兰西斯菌属，但不是具有烈

性传染性的土拉热弗兰西斯菌（见图 *）。结合 #D-
鉴定及基因序列分析的结果，可初步将该菌株鉴定

为弗兰西斯菌属细菌。以 *+, $-./ 基 因 :7 的 序

列差异性，作 为 不 同 菌 种 的 鉴 定 依 据［*:］，则 该 菌 株

可鉴定为一新种，其系统发育进化树见图 1。

图 ! "#$ 产物的凝胶电泳检测结果

@(E 2 * FG%<’(H(I>’("< "H #D- >JKL(H(I>’("< MN E%L %L%I’$"KO"$%&(& 2 !>M"$>’"$N <" 2 * ’" *6 $%K$%&%<’%G ’O%&% &’$>(<& G%K(I’%G (< ’>ML% *，><G B (& ’O% <%E>’(P%

I"<’$>&’ "H G(&’(LL Q>’%$ 2 !>M%L / ’" R $%K$%&%<’%G ’O% KO"’"E$>KO& S&(<E ’O%&% H"LL"Q(<E K$(J%$ K>($&：J(K H0J(K $，/*0$*466，@*0-*:，!*+, 119H0!*+,

696$，!*+, K* 510!*+, IK: 51，@**0@9，@T!60@T!*1，TU!4 4:90TU!4 6+: 2

% &% 菌株 ’()*’!’+% 的微生物学特性

按照弗 兰 西 斯 菌 属 的 特 点 进 行 培 养 基 生 长 实

验，结果表明，菌株 B6R!B*B:1 符合弗兰西斯菌的生

长特点，能够在多个含 !0半胱氨酸的培养基上生长

良好。=DVW!琼 脂 平 板 上 孵 育 46 O 出 现 直 径 约

* JJ 8 * 59 JJ 大小白色湿润菌落，表 面 光 滑，扁 平

凸起，边沿整齐，呈露滴样，菌落粘稠，可拉出长丝，

长波 紫 外 灯 下 无 荧 光。TO>N%$0X>$’(< 培 养 基 孵 育

C1 O为 * 5B JJ左 右 白 色 半 透 明 菌 落，其 他 特 征 与

=DVW!琼脂 平 板 相 似。 在 含 !0半 胱 氨 酸 的 脑 心 浸

兔血 琼 脂 平 板 上 生 长 迅 迅 速，培 养 14 O 即 可 出 现

B 59 JJ 左右黄绿色膏样粘稠状菌落，挑开菌落后可

见微弱的草绿色溶血。在厌氧血琼脂平板，菌落呈

白色半透明，其他特征则基本与脑心浸兔血琼脂平

板相似。血平板及巧克力琼脂平板培养 C G，亦可出

现针尖样大小白色菌落，不同培养时间及不同培养

基上的菌落大小及比较见表 :。

菌株 B6R!B*B:1 的生理生化特性还包括：19Y、

:CY生长，41Y不生长，最适生长温度为 19Y。9BY
热处 理 1B J(<，其 生 长 现 象 将 受 到 抑 制，但 能 耐 受

+BB* #(<EOS> ZS %’ >L 2 [ 12(+ 3"2$%4"%*%0"2+ 5"-"2+（1BB3）43（6）
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!" # $# %&’("&’ 酸处理 )* +,-。营养要求苛刻，普通

营养肉汤不生长，普通脑心浸液肉汤中缓慢生长，但

能在以军团菌生长添加剂配制葡萄糖半胱氨酸营养

肉汤中生良好。糖发酵实验可因为营养条件限制而

得到错误的假阴性结果，生化反应时需调整菌液浓

度到 . $* / 浊度以上。012 3" 板条孵育 # 4 结果如

下：葡萄糖、果糖、蔗糖发酵实验阳性；麦芽糖发酵实

验阴性；鸟 氨 酸 脱 羧 酶 阴 性；脲 酶 阴 性；脂 酶 阴 性

（#5 4 可呈弱阳性）；碱性磷酸酶阳性；!(半乳糖苷酶

阴性；脯氨酸 芳 酶 阴 性；"(谷 氨 酰 转 移 酶 阴 性；吲 哚

阴性；生化反应编码为：.)#*。012 &6+!7 板条孵 育

#5 4结果如下：脂酶，碱性磷酸酶阳性；尿素酶，硝酸

盐还原实验，马尿酸水解实验，氯化三苯基四氮唑，

吡咯烷酮芳香酰氨转移酶等为阴性；同化实验亦均

为阴性（可 能 与 营 养 条 件 有 关）；生 化 反 应 编 码 为：

5**)**5。

图 ! 菌株 "#$%"&"’! 系统发育树

8,9 : # 147’;9<-<=,> ?<’6=,;-@4,!@ ;A @=?6,- *B"C*)*.# 6-D ?<A<?<->< !"#$%&’())# @!<>,<@ : E4< =?<< F6@ >;-@=?G>=<D H7 =4< -<,94H;?(I;,-,-9 +<=4;D ?;;=,-9 F,=4

C<9,;-<’’6 !-<G+;!4,’,6 : 3G+H<?@ 6= H?6->4,-9 -;D<@ 6?< !<?><-=69<@ ;A )*** H;;=@=?6! ?<!’,>6=,;-@；;-’7 J6’G<@ 9?<6=<? =46- K*L 6?< ,-D,>6=<D : 0：E?<<

>;-@=?G>=<D ;- =4< H6@,@ ;A )MN ?O30 @<PG<-><@ ;A ).QQ H! A?69+<-= : R：E?<< >;-@=?G>=<D ;- =4< H6@,@ ;A "*+, @<PG<-><@ ;A .MQ H! A?69+<-= : R;=4

!"#$%&’())# -.)#"($’&’ ’./’+ : $*0&%&1# 6-D !"#$%&’())# +&’%&%&1# 6?< ,-A;?+6’ H6>=<?,6’ -6+<@ ,- =4,@ =?<<，6-D @7+H;’@ ,- =4< H?6>S<=@ 6?< 6>><@@,;- -G+H<?@ ,-

T<-R6-S : R6?@，)（6）;? K（H）!<?><-=@ ;A @<PG<->< D,J<?9<->< :
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表 ! 菌株 "#$%"&"!’ 在不同培养基上的生长状况及比较

!"#$% & ’()%* +, (*+$"-%. /+$+0(%* "- 1 "0. 2 ."3* "0. -4% /+56"**(+0 -+ !"#$%&"’’( +0 7"8(+9* 5%.("

:"5% +, 5%.(95
)*(&+$,"’’( *6 ; <=>?<@<&1 !"#$%&"’’( ; *66 ;（@A *8-("0*）"

1 ."3* 2 ."3* 1 ."3* 2 ."3*
B"/+0C%3 "D"8 :E :E :E :E
FGH *$"0- :E :E :E :E
’4%%6 #$++. "D"8 I < J@ 55 <J& 55 :E :E
K4+/+$"-% "D"8 < J1 55 <J= 55 :E :E
!4"3%8LB"8-(0 "D"8 < JA 55 1J< 55 :E :E
MKNO!"D"8 P(-4+9- ?L/3*-%(0% @ J< 55 &J< 55 :E :E
MKNO!"D"8 @ JA 55 &J< 55 <JA Q 1 J< 55 @JA Q & JA 55
MKNO!"D"8 P(-4 ERSK @J= 55 &J< 55 <JT Q 1 J< 55 @JA Q & JA 55
H0"%8+#(/ "D"8 P(-4 AU 8"##(- #$++. @ J= 55 &J< 55 :E :E
>GH P(-4 ?L/3/-%(0% "0. AU 8"##(- #$++. 1 J< 55 &JA 55 :E :E

" @V *-8"(0* +, !"#$%&"’’( "8% $(*-%. (0 -"#$% @ ; :E，0+ D8+P-4 ;

图 ! 菌株 $%"&"!’ 的透射电镜照片

W(D ; & !8"0*5(**(+0 %$%/-8+0 5(/8+D8"64 +, *-8"(0 <=>?<@<&1

（1A<< X ）;

表 ( 菌株 "#$%"&"!’ 的抑菌环直径

!"#$% T Y+0% .("5%-%8* +, *-8"(0 <=>?<@<&1 90.%8 -4%

/%8-"(0 /+0/%0-8"-(+0 +, 7"8(+9* "0-(5(/8+#("$*

H0-(5(/8+#("$* H##8(7("-(+0* ?%7%$* Y+0% .("5%-%8*

K%64")+$(0 FY &<"D —

K(68+,$+Z"/(0 KGS A"D T1 55
K$(0."53/(0 [H 1"D —

E%0-"5(/(0 K: @<"D &1 55
:+8,$+Z"/(0 :\] @<"D T@ 55
\,$+Z"/(0 \W^ A"D T< 55
S%0(/($$(0 E S @<"D —

S+$353Z(0 M SM &<<_ —

!%-8"/3/$(0% !O &<"D &< 55
!+#8"53/(0 !\M @<"D &@ 55
R"0/+53/(0 RH &<"D —

—，0+ )+0% .("5%-%8* +#*%87%. ;

取 ?L半 胱 氨 酸 的 脑 心 浸 兔 血 琼 脂 平 板 上 生 长

1T 4 的新鲜菌株，透射电镜下进行形态观察，其菌体

直径为 < JT Q < JV"5 X @ J<"5，无鞭毛，外表裹一类

似于荚膜的 薄 层 结 构（见 图 &）。 但 小 鼠 腹 腔 接 种

@<‘ 菌液，@A . 内活动度与饮食状况均无异常，无死

亡，动物实验初步显示对小鼠无致病性。由 FLM 纸

片扩散法的抑菌环直径来看，该菌株对四环素、氧氟

沙星、诺氟沙星、环丙沙星、庆大霉素、妥布霉素等敏

感，对万古霉素、克林霉素、青霉素、头孢唑啉、放线

菌酮等耐 药（见 表 T）。经 初 步 的 分 析，对 于 环 境 水

样，可完全按照军团菌的水样浓缩及酸处理方法，接

种军 团 菌 选 择 性 ERSK 培 养 基，以 分 离 该 种 类 的

菌株。

! 讨论

弗兰西斯菌广泛存在于自然界中，生命力顽强，

在土壤、水、动物腐烂的尸体及粪便中能存活数周，

并且对包 括 人 类 在 内 的 多 种 哺 乳 动 物、鸟 类、节 肢

类、甲壳 类 动 物（龙 虾）、鱼 类 等 具 有 致 病 性［@T a @V］。

土拉 热 弗 兰 西 斯 菌 土 拉 亚 种（ ) ; -.’(*"&+$+ +./+0 ;
-.’(*"&+$+）是弗 兰 西 斯 菌 属 中 发 现 最 早，毒 性 最 强，

也最 具 传 播 性 及 感 染 致 死 性 的 甲 类 生 物 恐 怖 细

菌［@2］。在外环境中，该菌能够在阿米巴宿主细胞内

繁殖 和 扩 散，这 一 特 点 与 军 团 菌 十 分 相 似［@=］。 并

且，作为胞内寄生菌，土拉热弗兰西斯菌土拉亚种还

具有气溶胶传播性及低剂量感染性，是实验室获得

性感染（ $"#+8"-+83L"/b9(8%. (0,%/-(+0*，?HG）的 重 要 病

原菌［@‘］。尽 管 该 菌 引 发 的 感 染，多 发 生 于 北 方 草

原，但在 @‘‘T 年，我 国 山 东 省 有 从 眼 结 膜 炎 及 咽 峡

炎患儿血中曾有分离报道，并证实土拉热弗兰西斯

菌有 南 移 趋 势［1<］。 而 我 国 部 分 地 区 嗜 食 鱼 生、醉

虾、老鼠、龙虱等，具有潜在的感染危险因素，故应当

引起实验室人员的注意。

鉴于弗兰 西 斯 菌 能 够 在 MKNO!琼 脂 上 生 长 良

好［1@］，且可能会与军团菌抗体出现交叉凝集［11］。因

此，在常规的军团菌检测过程中，出现可疑菌株时，

=<<@ S(0D49" c9 %- "$ ; d 1,-( 2$,*%/$%’%#$,( 3$&$,(（1<<‘）T‘（=）
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可以通过一些表型的生理生化特征，及分子生物学

手段进行鉴别分析。鉴别实验包括：!培养基生长

实验：军团菌同时具有 !"同型半胱依赖性及活性炭

依赖性，但在含 !"半胱氨酸但无活性炭的胱氨酸脑

心浸液血琼脂，厌氧血琼脂平板上均不生长。弗兰

西斯菌细菌的营养需求状况，则相对没有军团菌严

格，延长孵育时间则多数培养基均能出现生长现象。

"动力鞭毛观察：现有的弗兰西斯动力实验均为阴

性，而军团菌属细菌，除橡树岭军团菌外，均有动力

鞭毛［#$］。#%&’ 鉴定：弗兰西菌属特异性引物 ())"
(*、军团菌属特异性引物 !)+, ##*"!)+, -*-、!)+,
.) /#"!)+, 0.$ /# 可 将 两 个 种 属 区 分 开 来。需 值

得注意 的 是，弗 兰 西 斯 菌 属 特 异 性 引 物 ())"(* 的

%&’ 鉴定，其 退 火 温 度 控 制 在 +# 1 +*2 左 右，并 注

意目的片段大小，因多株军团菌可扩增出 3*4 5. 非

特异性片 段（见 图 )）。$细 胞 脂 肪 酸 分 析：弗 兰 西

斯菌具有特殊的细胞脂肪酸谱，富含偶链饱和脂肪

酸（&)4：4、&)6：4、&)+：4），以及两个长链羟 基 酸（$"
78 &)+：4、$"78 )-：4）。%基于广谱 %&’ 扩增基因

测序鉴定：该方法是细菌分类学鉴定的确定性依据

之一。且 从 我 们 的 实 验 结 果 及 文 献 资 料 来 看，

(9:;<=>，!9 %:?;@A，B9 等［3，)) C )#］报道的 )+, :’DE 基因

的 E)":)6--、()"’)$ 引 物，!"#$ 基 因 ’!)"’!# 引 物

均可同时扩增军团菌及弗兰西斯菌，并进行序列分

析（见图 )）。此外，从理论上说，糖发酵实验也可以

用于鉴别军团菌与弗兰西斯菌。军团菌不氧化发酵

任何糖类，而现有的弗兰西斯属细菌则均可发酵葡

萄糖［)，6］。但在 E%F D8 生化反应板条上，我们观察

到嗜肺军团菌（ % G #&’()"#*+,- EH&& $$)*#）及 麦 氏

军团菌（ % G )+./-/’+ EH&& $$#)-）均 出 现 阳 性 的 糖

发酵实验结果（见 表 #），具 体 原 因 则 有 待 于 进 一 步

研究。

尽 管 动 物 实 验 的 结 果 表 明，弗 兰 西 斯 菌

4-8!4)4$# 对小 鼠 无 致 病 性，但 不 排 除 该 菌 株 因 人

工传代或培养基生长状况等因素，导致了毒力的减

弱或丢失。从透射电镜观察的菌体表面包裹的一层

类似荚膜样结构来看，该菌株具有潜在的致病性；因

此，一旦在适宜的条件下获得某些毒力基因，通过空

调系统以空气气溶胶的形式进行传播和扩散，亦有

可能对人类身心健康造成重大危害。
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