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研究报告

普通环境长爪沙鼠呼吸道菌群的分离鉴定
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#摘要$!目的!调查普通环境长爪沙鼠呼吸道细菌及支原体携带情况#为制定长爪沙鼠微生物学等级标准

提供依据) 方法!对普通环境饲养的 (' 只长爪沙鼠进行解剖#取气管分泌物接种血琼脂#分别放入普通培养箱和

'k L̀

%

培养箱中培养 *G 6#分离菌株后同时进行生化分析和 ULM测序鉴定#以期准确判断分离菌株所属菌属$气

管浸液提取 RKP#用支原体特异性引物进行 ULM检测#并分别计算检出率) 结果!本研究共检出 %% 种细菌及支

原体) 不同细菌(支原体感染率相差很大#阳性率在 "3'k%"9('&到 (*3(k%*%9('&之间#其中部分细菌为大鼠和

小鼠致病菌) 结论!本研究为长爪沙鼠的微生物学等级标准的制定提供了参考数据)
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乳纲#啮齿目#仓鼠科#沙鼠亚科#沙鼠属$分布在内

蒙古自治区及其毗邻的省区#包括河北省北部(山

西(陕西(宁夏(青海等地的草原地带#蒙古人民共

和国和苏联布里亚特地区也有分布#目前用于研究

的沙鼠均来自同一沙鼠群)

长爪沙鼠在医学领域作为实验动物已有 $& 多

年的历史#使用量虽比大鼠(小鼠(豚鼠和仓鼠少#

但其独特的解剖学(生理学和行为学特征对于某些

领域的研究具有重要价值#是其他大(小鼠无法比

拟的) 而且#有研究表明#长爪沙鼠是一种 +多能,

性的实验动物#具有非常重要开发潜能) 然而#目

前尚未制定相应的长爪沙鼠微生物学等级标准#这

在一定程度上制约和阻碍了长爪沙鼠作为实验动

物的广泛使用) 因此#本研究对普通环境饲养的长

爪沙鼠呼吸道菌群进行了分离鉴定#了解长爪沙鼠

的菌群携带情况#为长爪沙鼠微生物学等级标准的

建立提供参考数据)

J3材料和方法

JPJ3实验材料

"3"3"!实验动物'首都医科大学实验动物科学部提

供的长爪沙鼠 (' 只#体重 %& ;h(& ;之间#$ 月龄

以上#雄性 $% 只#雌性 $$ 只$实验动物生产许可证

为 JLXe% 京& %&&& H&&"%)

"3"3%!培养基'血琼脂基础培养基% 1055> .;.C1.<F

K5@%# L[&%)"&购自英国 È/5> 公司$新鲜羊血购

自个体供应商)

"3"3$! 生 化 鉴 定 试 剂' 革 兰 氏 阴 性 菌 鉴 定 板

%K[IL9IR,*&(革兰氏阳性菌鉴定板%U[IL9IR,''&

及相关鉴定配套试剂购自美国 NR公司) 革兰氏染

色液(PUI%&+肠道菌鉴定系统%MFZ@%&"&& &(PUI

%& K+非肠道菌鉴定系统%MFZ@%&&'&&(PUIJTPUV

葡萄球和微球菌鉴定系统 %MFZ@%&'&& &(PUI%&

JTM+U链球菌及有关种类的鉴定系统%MFZ@%&(&&&

购自生物梅里埃公司%N/5-FC/FBE&) 生化管购自青

岛高科技园海博生物技术有限公司)

"3"3*!ULM相关试剂及引物'细菌 RKP提取试剂

盒购自德国 _/.;FD 公司$VJ T.a 酶购自大连宝生物

工程公司#引物合成自上海生物工程公司$细菌

"(JCMKP片段扩增引物 -".

R̂"'' 4,PdPdTTTdP

TLLTddLTLPd,$4#MU%''4,PLddLTPLLTTd

TTPLdPLTT,$4) 支原体检测引物 -%# $.

dU&,$''4,

dddPdL PPP LPd dPTTPd PTP LLL T,$ 4#

[dJ '̀'4,TdLPLLPTLTdTLPLTLTdTTPPL

LTL,$4#扩增产物为 %)& 18)

"3"3'!主要仪器'隔水式恒温培养箱 %上海安亭#

fdU,(&&&# 二 氧 化 碳 培 养 箱 % T6FC-5J4/FD7/Z/4

JFC/F<# G&&&RV&#全自动细菌检定仪 %NR# U65FD/E

"&&&#ULM仪%N/5C.> [=4=40FC&)

JPH 实验方法

"3%3"!细菌分离培养'眼球采血后采用安死术处死

沙鼠#严格按照无菌操作要求解剖动物#用一次性

接种环刮取呼吸道分泌物#接种两个血琼脂培养

基) 其中#一个置 'k二氧化碳培养箱中 $)j培养

*G 6#另一个置普通培养箱中 $)j培养 *G 6#根据长

出菌落的大小(形态(颜色(溶血类型等进行分类#

然后对每一种类的细菌纯培养#革兰氏染色#以确

定下一步的分离鉴定方法)

"3%3%!细菌的鉴定'革兰氏染色分类后的细菌分别

用不同的鉴定条进行鉴定#用分析软件分析结果)

根据软件提示补充相应的生化项目#结合 "(J CMKP

的测序结果得出结论$对于部分不太确定的菌株用

全自动细菌鉴定仪进行检测#同时结合 "(J MKP的

测序结果进行分析得出最终结论)

H3结果

HPJ3长爪沙鼠呼吸道细菌种类的初步确定

根据菌落形态(芽孢鉴定试验及染色镜检结

果#初步确定长爪沙鼠呼吸道含有 %" 种细菌#其中#

d

S球菌 "& 株(d

H球菌 " 株(d

S杆菌 * 株(d

H杆菌 (

株#见表 ")

表 J!普通环境长爪沙鼠呼吸道细菌种类的初步确定
0;<UJ!I>FD7/Z/4.7/5D 5ZCF<8/C.75C=7C.47Z05C./D 76F

[5D;50/.D ;FC1/0<

形态{染色 [5C86505;=

d

S

d

H 合计 T57.0

杆菌 N.4/00B< * ( "&

球菌 L544B< "& " ""

合计 T57.0 "* ) %"

HPH3长爪沙鼠呼吸道菌群分离鉴定结果

根据生化试验结果#结合菌落的生长表现(ULM

测序鉴定及染色特性综合分析#可确定 %" 种长爪沙

鼠呼吸道菌群的种属#在此基础上统计不同菌株的

检出率#不同细菌感染率相差很大#阳性率在 "3'k

%"9('&到 (*3(k%*%9('&之间#见表 %)
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表 H!长爪沙鼠呼吸道菌群分离鉴定结果
0;<UH!I<50.7/5D 5ZCF<8/C.75C=7C.47Z05C.ZC5-76F[5D;50/.D ;FC1/0<

编号
K5@

菌株名称
K.-F

d染色

J7./D/D;

菌株特征
[5C86505;=

分离率
I<50.7/5D

C.7/5

检出条件!

RF7F47/5D

45D>/7/5D<

文献致病性
U.765;FD/4/7=CF85C7F>

/D 76F0/7FC.7BCF

" 多杀巴斯德%多杀亚种& dH杆菌 灰白#梭形 *9('

普通(L̀

%

致病菌

% 多杀巴斯德%败血亚种& dH杆菌 灰白#中#湿润#光泽 '9('

L̀

%

致病菌

$ 嗜肺巴斯德杆菌 dH杆菌 灰白#小#圆润 "(9('

普通(L̀

%

条件致病菌

* 苛养颗粒链球菌 dS球菌 灰白#锥状#

%溶血 $&9('

普通(L̀

%

条件致病菌

' 猪放线杆菌 dS杆菌 灰白#大 *%9('

普通(L̀

%

条件致病菌

( 鼠放线杆菌 dS杆菌 灰白#中等 %"9('

普通(L̀

%

条件致病菌

) 副流感嗜血杆菌 dH杆菌 灰白#大 %9('

普通(L̀

%

条件致病菌

G 流感嗜血杆菌 dH杆菌 灰白#中#刮起黄色 G9('

普通(L̀

%

条件治病菌

# 绿色气球菌 I型 dS球菌 灰白#

%溶血#小 %&9('

普通(L̀

%

条件致病菌

"& 绿色气球菌 II型 dS球菌 灰白#

%溶血#小 ""9('

普通(L̀

%

条件致病菌

"" 绿色气球菌 III型 dS球菌 灰白#

%溶血#小 "&9('

普通(L̀

%

条件致病菌

"% 猪链球菌 dS球菌!

%溶血#小 %9('

普通(L̀

%

致病菌

"$ 血链球菌 dS球菌 灰白#&3'--左右#

%溶血环 $9(' 普通 非致病菌

"* 少酸链球菌 dS球菌 灰白#锥状#

%溶血 "9(' 普通 条件致病菌

"' 奇异变形杆菌 dH杆菌 迁徙生长 "9('

普通(L̀

%

条件致病菌

"( 韦荣氏球菌 dH球菌 灰白#细小和灰白针尖 $*9(' 普通 非致病菌

") 动物乳酸菌 dS杆菌 针尖#刮不下来 %9('

L̀

%

非致病菌

"G 耳炎假单胞菌 dS杆菌 &

#浅灰绿 "9(' 普通 条件致病菌

"# 孔氏葡萄球菌 dS球菌 &

#白色#小#成堆带绿色 "(9('

L̀

%

条件致病菌

%& 山羊葡萄球菌 dS球菌 &

#白色#成堆带红色 "9('

L̀

%

对山羊具有致病性

%" 木糖葡萄球菌 dS球菌 &

#白色#小 %9('

L̀

%

致病性较弱

x'限于篇幅#只描述菌株在一种培养基上的培养特征)

!

' 普通' 普通培养箱# L̀

%

' 'k L̀

%

培养箱@

表 Q!长爪沙鼠呼吸道菌群致病性分析
0;<UQ!T6F8.765;FD/4/7=.D.0=</<5ZCF<8/C.75C=7C.47Z05C.5Z[5D;50/.D ;FC1/0

分类
L0.<</Z/4.7/5D

致病菌
U.765;FD/41.47FC/.

条件致病菌
L5D>/7/5D.08.765;FD/41.47FC/.

非致病菌
K5D,8.765;FD/41.47FC/.

种类%种&J8F4/F< ' "$ $

平均检出率%k&

+

[F.D >F7F47/5D C.7F%k&

*3$" "#3%# %&3&&

所占比率%k&

z

UFC4FD7.;F%k&

)3(# %'9('& %"3"G %"*9('& %& %"$9('&

+

'每种细菌检出率的平均数) z' 所占比率为包含该细菌动物占全部被检动物的百分率)

K57F'

+

' [F.D >F7F47/5D C.7F5ZF.46 7=5F5Z1.47FC/.@z' T6F8FC4FD7.;FlDB-1FC5Z.D/-.0<45D7./D/D;76F1.47FC/.9757.0DB-1FC

5Z7F<7F> .D/-.0<@

HPQ3长爪沙鼠呼吸道菌群致病性分析

为了了解所分离菌株的致病性#参考相关文

献#对检出的 %" 种呼吸道细菌的致病性%包括对人

致病性和对动物致病性&进行分析#对表 % 的数据

进行统计) 在检出的 %" 种呼吸道菌中包含致病菌

' 种#平均检出率为 *3$"k$条件致病菌 "$ 种#平均

检出率为 "#3%#k$非致病菌为 $ 种#平均检出率为

%&3&&k) 而且#为了了解需排除动物的比率#我们

计算了包含各类细菌动物占全部被检动物的百分

率#见表 $)

HPS3呼吸道菌群在长爪沙鼠不同个体间的差异

我们还分析了不同的呼吸道菌在长爪沙鼠不

同个体间的差异#通过对性别(月龄(体重等因素分

组#分析发现#呼吸道菌群与上述因素没有明显相

关性#不同个体间的菌群分布未发现明显规律性)

HPT3长爪沙鼠呼吸道支原体检测结果

ULM方法检测发现#长爪沙鼠气管浸液中含有

支原体#阳性率为 )&3))k%*(9('&#结果见图 ")

Q3讨论

长爪沙鼠已广泛应用于医学研究的众多领域#

虽然较大鼠(小鼠的使用量要少很多#但是由于其

%' 中国比较医学杂志 %&"% 年 "& 月第 %% 卷第 "& 期!L6/D \L5-8 [F># 4̀751FC%&"%#Q50@%%@K5@"&



图 J!长爪沙鼠支原体检测结果

注'[代表 '& 18 的 -.CcFC$ H代表阴性对照$ S代表阳性对照#阳性片段大小为 %)& 18

-=EUJ!RF7F47/5D CF<B07<5Z-=4580.<-.ZC5-76FCF<8/C.75C=7C.475Z76F[5D;50/.D ;FC1/0<

K57F' [' '& 18 -.CcFC$ H'DF;.7/]F45D7C50$ S' 85</7/]F45D7C50$ T6F</:F5Z85</7/]FZC.;-FD7<?.<%)& 18@

自身不可替代的一些解剖生理和生物学特点#是一

种具有明显应用优势和发展前景的实验动物种

类 -*# '.

#在寄生虫病学(微生物学(神经和脑血管疾

病(肿瘤学等领域应用广泛 -"# ( HG.

#但对其呼吸道细

菌情况调查的报道很少) J505-5D 等 -#. 从三个不同

群体的长爪沙鼠的鼻咽部均分离到了木糖葡萄球

菌) 杜小燕等 -"&. 发现银川市和呼和浩特地区的野

生长爪沙鼠分别携带了 "% 种和 G 种细菌#屏障环境

饲养的长爪沙鼠携带了 ) 种细菌) 本研究使用两种

不同的培养条件对长爪沙鼠呼吸道分泌物携菌情

况进行了研究#结果表明#普通环境中饲养长爪沙

鼠呼吸道携带了 %" 种细菌#其中 d

S球菌 "" 株(d

S

杆菌 % 株(d

H杆菌 G 株) 在此基础上#进一步对上

述细菌鉴定到属#并计算了检出率)

本研究共检出呼吸道细菌 %" 种#多于 J505-5D

等 -#.和杜小燕等 -"&. 人的报告结果) 原因之一是#本

研究为尽可能全面的了解长爪沙鼠呼吸道菌群情

况#防止目的菌株的漏检#使用了两种不同的培养

方式#包括普通培养箱和 'k L̀

%

培养箱#增加了细

菌检出效率#有效避免了可能存在的漏检)

从不同菌株的检出率来看#嗜肺巴斯德杆菌

%%*3("k&(猪放线杆菌 %(*3("k&(孔氏葡萄球菌

%%*3("k&和绿色气球菌%($3&Gk &等正常或条件

致病菌分布较广#而多杀巴斯德菌 %多杀亚 种 &

%(3"'k&(多杀巴斯德菌%败血亚种& %)3(#k&(猪

链球菌%$3&Gk &等致病菌检出率较少#说明控制环

境条件对长爪沙鼠的种群净化具有重要的意义)

但值得注意的是#嗜肺巴斯德杆菌 %%*3("k&检出

率较高#虽然是条件致病菌#但这是 JÛ 级大鼠和

小鼠均要求排除的细菌#应引起重视)

对照现行国家标准%dN"*#%%3% H%&""&#本研

究检出的多杀巴斯德菌是清洁级豚鼠(地鼠(兔子

必须检测和排除的#嗜肺巴斯德菌是 JÛ 级啮齿类

动物必须检测和排除的) 支原体是清洁级大鼠和

小鼠必须检测和排除的) 与国外标准相比较#鼠放

线杆菌是国际实验动物科学委员会%ILOPJ&要求排

除的$杰克森实验室%\PX&需要排除链球菌属)

此外#本研究检出的多杀巴斯德菌(猪链球菌

是一些重要的病原菌#可能对饲养人员(实验人员

或其他动物产生危害#应考虑列为清洁级长爪沙鼠
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应排除的细菌) 对本研究检出的 "$ 种条件致病菌#

应根据其对动物或人类的危害选其具有代表性的

细菌#列为 JÛ 级长爪沙鼠应排除的细菌) 本研究

为长爪沙鼠的微生物学等级标准的制定提供了参

考数据)
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