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炭疽芽孢杆菌传统鉴定指征与毒力基因

关系的评价

海荣 魏建春 蔡虹 张建华 俞东征

【摘要】 目的 重新评估炭疽芽孢杆菌传统鉴定指征对确定具有致病能力的炭疽芽孢杆菌的意

义。方法 采用常规的细菌学方法和 !"#扩增毒力基因检测，并根据是否具有毒力基因，比较传统
鉴别指征的表现差异。结果 菌落形态，溶血与动力阴性，是与毒力基因存在相关的最重要特征。结

论 在判断炭疽芽孢杆菌对人与环境的危害时，首先应确定是否存在致病性决定基因。在无条件进

行这种检测时，数种传统的鉴别方法具有一定的参考价值。
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炭疽是一种人畜共患病，牛羊进食时吸入了土

壤中炭疽芽孢杆菌的芽孢后，迅速引起全身性的感

染，对食草动物来说，这种疾病通常是致命的。人类

主要是由于接触到被炭疽芽孢杆菌污染的皮毛、肉

类和气溶胶而引起感染。在人与动物的组织中分离

获得芽孢杆菌，鉴定相对容易，它们在本应无菌的组

织中出现，自身即提示了其致病性质。然而，在自然

界中，还有许多类似炭疽的芽孢杆菌，如：苏云金、蜡

样、枯草芽孢杆菌等，这些细菌对人类没有致病性，

非常广泛地存在于自然界中。它们在常规的细菌学

诊断上与炭疽芽孢杆菌有许多相似之处，容易混淆。

现已了解，炭疽芽孢杆菌的致病性基因均集中在两

个质粒上，其中任何一个质粒的缺失，都会丧失引起

炭疽的能力，同时也使其鉴别特征发生改变。国内

外的工作表明，这种无致病力的炭疽芽孢杆菌在自
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然界确实存在，也易与其他种的芽孢杆菌相混淆。

在我们近期鉴定环境中分离的芽孢杆菌的工作中，

就遇到了多种似是而非的情况。为了准确地对它们

进行鉴别，我们采用了这两个质粒上的两个关键性

致病基因，作为识别致病性炭疽芽孢杆菌的标准，并

将传统的炭疽芽孢杆菌的鉴定指标，与这一标准进

行了对比，重新评估了它们在判定致病性炭疽芽孢

杆菌过程中的意义。

材料与方法

$ <实验菌株来源：在所鉴定的菌株中，选取
%%&，%EE，%F&菌株作为代表菌株，为原中国预防医学
科学院流行病学微生物学研究所（原流研所）保藏菌

株，GHI&E，GHIE$，,JH为从土壤样本中新分离的菌
株，KLIM，KLIF，NI$% 为来自于环境标本的疑似菌
株。

& <试剂及培养基：试验中所用的分子生物学试
剂均由华美生物工程公司提供；引物由中国科学院
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微生物研究所合成；营养琼脂培养基、新鲜羊血培养

基、指示选择培养基、半固体高层培养基由原流研所

制备；青霉素为华北制药股份有限公司生产，批号

为：!!!"!!#$；炭疽噬菌体为卫生部兰州生物制品研
究所生产，批号为 %&""!"；其他为常规试剂。

$ ’鉴定试验方法：
（"）环境样本和污染样本的前期处理：在无菌条
件下，用白金耳钩取样本，置含有 (!!!)灭菌生理盐
水的微型离心管中，封闭管口，置沸水浴中(! *+,，取
"!!!)接种到营养琼脂培养基上，$-. (# /培养。
（(）革兰染色涂片：取新鲜培养物少量，溶于玻
片上的生理盐水中，自然干燥，火焰固定 $次，常规
方法做革兰染色。

（$）孔雀绿芽孢染色涂片：取陈旧培养物少量，
溶于玻片上的生理盐水中，自然干燥，火焰固定 $
次，常规方法做孔雀绿芽孢染色。

（#）噬菌体裂解试验：挑选 (# / 培养的单个可
疑菌落，密涂于营养琼脂培养基上，滴加炭疽噬菌体

"滴，$-. (# /培养。
（0）青霉素抑制试验：挑选 (# / 培养的单个可
疑菌落，密涂于营养琼脂培养基上，将 "!! 1 2 *) 的
青霉素滤纸片置于培养物上，$-. (# /培养，& /观
察结果。

（3）溶血试验：挑选 (# /培养的单个可疑菌落，
接种于新鲜羊血琼脂培养基上，$-. (# / 培养，观
察菌落周围的溶血环。

（-）指示选择性培养基试验［"］：挑选 (# / 培养
的单个可疑菌落，接种于选择培养基上，$-. (# /
培养，观察菌落的颜色。

（&）致病性毒力基因检测：挑选 (# / 培养的单
个或可疑菌落，接种于选择培养基上，$-. (# /培
养后，按公司提供的试剂盒及说明，提取炭疽质粒。

456引物设计及合成：根据已发表的炭疽芽孢杆菌
相对分子质量 3! 7 "!3和 ""! 7 "!3 质粒的序列设计
两对引物，扩增片段长度分别为 &$! 89和" !!! 89。
详细方法另文发表。

# ’鉴定方法评价：按照致病基因存在与否，将所
鉴定的细菌划分成致病性炭疽芽孢杆菌和非致病芽

孢杆菌两组，逐一对照两组细菌间传统鉴定指标的

差异，并对这些指标在判定致病性炭疽芽孢杆菌时

的可靠性重新做出评估。

结 果

" ’菌株分离与鉴定：标本经过沸水浴的前期处

理后，$-. (# / 培养均有若干灰白色可疑菌落生
长。这些菌落的鉴定结果见表 "。
表" 被检菌株生物学性状及毒力基因检测结果

菌号
革兰
染色
溶血 动力

青霉素
抑制
（**）

水杨素
酵解
噬菌体
试验

毒力
基因

!!( : ; ; < "! ; : :
!$$ : ; ; < "! ; : :
!0( : ; ; < "! ; : :
=>?($ : ; ; < "! ; : :
=>?$" : ; ; < "! ; : :
@A> : : ; < 0 ; 浑浊空斑 ;
B?"! : : ; < 0 ; 浑浊空斑 ;
CD?# : : : E 0 ; ; ;
CD?0 : : : E 0 ; ; ;

( ’菌体显微形态：图 "显示所鉴定细菌的典型显
微形态，其中 A、F图分别为革兰和荚膜染色的致病
性炭疽芽孢杆菌，5、D图为相应染色的非致病芽孢杆
菌。非致病细菌除革兰染色时链稍短之外，很难与致

病的炭疽芽孢杆菌相区别。因而，这项指征仍只能作

为在人与动物体内分离的细菌的鉴别指征，而不能用

于在环境标本中区分致病与非致病的芽孢杆菌。

$ ’菌落形态：图 (为典型菌落的显微照片，其中
A图为致病性炭疽芽孢杆菌，F图为非致病芽孢杆
菌。可以看出，致病性炭疽芽孢杆菌菌落边缘的“狮

鬃”结构非常明显，而非致病细菌的结构则模糊得

多。这说明，菌落形态仍可以作为判断细菌致病性

的重要参考特征。

# ’溶血：致病性炭疽芽孢杆菌在血琼脂平板上
接种 (# /后，菌落周围无明显的溶血环。在我们所
鉴定的菌株中，所有具有致病基因的菌株，无一例外

地均为溶血阴性，而非致病菌株，则全为溶血阳性。

从这一结果看，溶血与否仍然是识别致病性炭疽芽

孢杆菌的重要指征。

0 ’动力：在我们的结果中，致病的炭疽芽孢杆菌
均无动力，而非致病的芽孢杆菌部分有动力。因而，

这项指征可被作为排除指征。

3 ’青霉素敏感试验：至今为止，还没有在自然界
分离到天然对青霉素抗性的菌株。然而，目前已经

存在作为细菌战剂的，耐青霉素炭疽菌株。因此，这

项指征的鉴别价值，应当重新考虑。

- ’水杨素酵解特征：在分类学上，水杨素与七叶
素酵解阴性，是炭疽芽孢杆菌重要的识别特征。在

本次试验中，由于事先已经将水杨素阴性作为选择

菌落的条件，因而所有投入鉴定的菌落，都是水杨素

阴性的。由此看来，水杨素阴性特征，在非致病芽孢
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杆菌中也普遍存在。

! " 噬菌体裂解试验：以往，噬菌体裂解试验被
作为炭疽芽孢杆菌最重要的鉴别特征。在我们的工

作中发现，非致病的芽孢杆菌中，也存在着相当一部

分噬菌体裂解现象。不过，这两种裂解现象仍有区

别。如图 #所示，$为致病的炭疽芽孢杆菌形成的，
都是透明的空斑，而 %则为非致病性芽孢杆菌，均
为浑浊空斑。空斑底部的细菌生长迅速，有遮没空

斑的趋势。实际上，一些判定为噬菌体裂解阴性的

菌株，在早期观察中也能隐约看到空斑的痕迹，只不

过被生长出来的细菌迅速填平，在 &’ (以后的观察
中，已难看到空斑的痕迹。因此，只有透明空斑才能

作为致病的炭疽芽孢杆菌的鉴别指征。

讨 论

目前，)*+已成为许多实验室中的常规技术，利
用扩增炭疽芽孢杆菌中致病基因的方法，来鉴定所

获得的菌株是否具有致病能力，并不算十分困难，许

多基层单位的实验室也可以做到。在我们的试验

中，选取了分别位于两个质粒之上，编码保护性抗原

和决定荚膜合成的两个基因，把这两个基因同时存

在，作为确定炭疽芽孢杆菌致病性的指标。以往的

工作表明，这一指标是可靠的。

如果直接进行致病基因鉴定存在困难，传统的

鉴别方法，仍有应用价值。在这些鉴别指标中，与荚

膜形成有关的指标最为可靠。具有致病能力的炭疽

芽孢杆菌，菌体表面被覆着厚厚的荚膜，赋予其独特

的表面电荷及化学性质，最容易通过外部特征表现

出来。由于荚膜的包裹，细菌分裂形成不易断裂的

索状，形成了菌落边缘独特的“狮鬃”样结构。另外，

据文献报道［&］，有致病力的炭疽芽孢杆菌菌株始终

表现为不溶血和动力阴性。但是 %,-./，*(0,,1［#］在
2344年曾经鉴定了一株有动力的炭疽芽孢杆菌。
至于其他经典的鉴别指标，如荚膜肿胀试验和串珠

试验，同样也以存在荚膜为前提。如果失去荚膜，在

失去致病能力的同时，这些性质也随即失去。

青霉素敏感和水杨素酵解阴性，是炭疽芽孢杆

菌自身的性质，与致病能力无关。因此，在使用这些

鉴别特征时，应小心对待。

以往噬菌体裂解试验是最关键的鉴别特征，但

文献记载，在自然条件下，约有’ "56的菌株噬菌体
裂解显示不同的变化模式，有2 "&6的炭疽芽孢杆菌

在任何噬菌体作用下均不裂解［’］。我国现在使用的

噬菌体 $75#2是 235#年分离的，从 &8世纪 58年代
开始使用至今，有试验表明［’］，炭疽芽孢杆菌一旦产

生荚膜之后，荚膜可以掩盖噬菌体受体，而不能被噬

菌体裂解，因此，噬菌体的使用，应该在非荚膜状态

下。本次试验，非致病芽孢杆菌不产生荚膜，因而不

是裂解试验表现异常的原因。从我们的结果看来，

不仅炭疽芽孢杆菌，一些其他种的芽孢杆菌也可能

被该株噬菌体裂解，但溶原状态显然不同。致病性

炭疽芽孢杆菌一般不产生溶原状态，而形成透明空

斑；相反，在非致病芽孢杆菌中，溶原菌较多，形成浑

浊空斑甚至看不到裂解。这是不是一种可靠的鉴别

指标，还需要做更多的工作来证实。

在本次的研究中，从发病现场被污染土壤中分

离的菌株，是典型的致病性炭疽芽孢杆菌，它的生物

学和分子生物学特征相一致；而在一些未发病地区

的土壤或环境标本中检出的类炭疽杆菌，尽管它们

与炭疽芽孢杆菌在生物学特性方面很相似，但是，最

终的毒力基因检测显示它们并不携带致病性毒力基

因。至于在本研究中划归为非致病芽孢杆菌的细

菌，可能有一部分在生物学意义上仍应属于炭疽芽

孢杆菌，但失去了其质粒；也可能属于近缘的腊样芽

孢杆菌或其他芽孢杆菌，这种鉴别需要做进一步的

工作。

此外，具有致病能力的炭疽芽孢杆菌，也需要做

进一步分型，以利于追踪传染的来源和发现外来的

生物袭击。因此，使用致病性毒力基因的检测以及

本次试验中确定有效的鉴定标准，目前已经可以判

定它们对人类和环境是否会造成危害，这对于迅速

采取防治措施是非常重要的。

（本文图 2 9 #见插图第 &:&页）
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炭疽芽孢杆菌传统鉴定指征与毒力基因关系的评价

（正文见第 !"!页）

图! 炭疽芽孢杆菌显微镜观察结果 # $""菌株 革兰染色 % !$$ & $""菌株芽孢染色 % !$$ ’ (#)菌株革兰染色 %
!$$ * (#)菌株芽孢染色 % !$$ 图+ 炭疽芽孢杆菌单个菌落显微镜观察结果 # $""菌株 & (#)菌株 图" 炭疽
芽孢杆菌噬菌体裂解试验结果 # $""菌株 & (#)菌株
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