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鼠类不同组织巴尔通体的分离培养及其遗传多态性分析*

刘海鑫1,王加熊2,刘维俊2,刘菁2,徐国英2,郑奎城1,2**,肖方震1,2**

(1.福建省疾病预防控制中心,福建省人兽共患病重点实验室,福建福州
 

350001;2.福建医科大学公共卫生学院)

【摘要】 目的 分析鼠类不同组织巴尔通体的分离率及培养时间,了解福建省巴尔通体分离株的遗传多态性。 方法

 采用笼日法捕获家栖鼠和野栖鼠,现场鉴定鼠种,无菌条件下采集血液、脾、肝、肾和肺等组织进行巴尔通体分离培养,

挑选疑似菌落进行分子生物学鉴定,分析不同组织巴尔通体分离率及培养时间;PCR扩增巴尔通体的gltA基因,测序后

进行系统发育分析和遗传多态性分析。 结果 在78只鼠中,巴尔通体感染率为56.41%。血、脾、肝、肾和肺组织分离

率分别为50.00%,44.87%,44.87%、48.72%和26.92%,不同组织巴尔通体分离率不同(χ2=11.042,P<0.05),肺组

织分离率较低。肾和血液分离率结果具有一致性(Kappa=0.821,P<0.01)。阳性菌落最早长出时间为2
 

d,多数在1
周内生长,不同组织巴尔通体分离时间差异有统计学意义(χ2=14.169,P<0.01),肝组织中巴尔通体分离培养所需时

间最长。不同巴尔通体的菌落长出时间的差异有统计学意义(χ2=21.249,P<0.01),昆州巴尔通体的菌落长出所需时

间最长。遗传多样性分析显示,福建巴尔通体分离株单倍型多样性(Hd)和核苷酸多样性指数(π)的值分别为 Hd=
0.747±0.054,π=0.04166±0.00611。 结论 巴尔通体具有多组织嗜性,血液和肾脏可作为巴尔通体分离培养的首

选。不同组织和不同种型分离巴尔通体,其菌落长出时间不同。福建巴尔通体分离株遗传多样性丰富。
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【Abstract】 Objective To
 

analyse
 

the
 

ioslation
 

rate
 

and
 

ioslation
 

time
 

of
 

Bartonella
 

in
 

different
 

tissues
 

of
 

rodents
 

and
 

understand
 

the
 

genetic
 

diversity
 

of
 

Bartonella
 

species
 

in
 

Fujian
 

Province. Methods Rodents
 

were
 

captured
 

using
 

live-
capture

 

traps.Traps
 

were
 

pre-baited
 

with
 

corns
 

and
 

set
 

before
 

sundown
 

and
 

then
 

collected
 

before
 

sunrise.After
 

the
 

trapped
 

rodent
 

were
 

morphologically
 

examined,The
 

blood,spleen,liver,kidney
 

and
 

lung
 

were
 

collected
 

under
 

sterile
 

con-
ditions

 

for
 

isolation
 

and
 

culture
 

of
 

Bartonella.The
 

like-Bartonella
 

colonies
 

were
 

selected
 

for
 

molecular
 

identification.The
 

isolation
 

rate
 

and
 

culture
 

time
 

of
 

Bartonella
 

from
 

different
 

tissues
 

were
 

analyzed.The
 

gltA
 

gene
 

fragment
 

was
 

amplified
 

using
 

PCR,After
 

positive
 

PCR
 

products
 

were
 

sequenced,the
 

phylogenetic
 

tree
 

was
 

created
 

and
 

the
 

genetic
 

diversity
 

of
 

Bartonella
 

was
 

analyzed. Results A
 

total
 

of
 

78
 

rodents
 

were
 

captured,the
 

prevalence
 

of
 

Bartonella
 

in
 

rodents
 

was
 

56.41%.The
 

isolation
 

rates
 

of
 

blood,spleen,liver,kidney
 

and
 

lung
 

tissues
 

were
 

50.00%,44.87%,44.87%,48.72%
 

and
 

26.92%,respectively.The
 

isolation
 

rate
 

of
 

Bartonella
 

was
 

different
 

in
 

different
 

tissues
 

of
 

rodent
 

(χ2=11.042,P<
0.05),and

 

the
 

isolation
 

rate
 

of
 

lung
 

tissue
 

was
 

low.The
 

result
 

of
 

kidney
 

and
 

blood
 

isolation
 

rate
 

were
 

highly
 

consistent
 

(Kappa=0.821,P<0.01.The
 

typically
 

observed
 

visible
 

Bartonella
 

colonies
 

from
 

primary
 

isolations
 

can
 

be
 

obtained
 

as
 

soon
 

as
 

2
 

days,most
 

of
 

them
 

grow
 

within
 

1
 

week.The
 

incubation
 

time
 

of
 

colonies
 

in
 

different
 

tissues
 

(χ2=14.169,P<
0.01)

 

and
 

different
 

Bartonella
 

species
 

(χ2=21.249,P<0.01)
 

was
 

different,and
 

the
 

isolation
 

of
 

Bartonella
 

in
 

liver
 

tis-
sues

 

required
 

a
 

longer
 

time
 

than
 

other
 

tissues,and
 

the
 

incubation
 

time
 

of
 

B.queenslandensis
 

was
 

longest.Genetic
 

diversity
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

values
 

of
 

haplotype
 

diversity
 

(Hd)
 

was
 

0.747±0.054
 

and
 

nucleotide
 

diversity
 

index
 

(π)
 

was
 

0.04166±0.00611. Conclusion Bartonella
 

can
 

invade
 

various
 

tissues.Blood
 

and
 

kidney
 

can
 

be
 

the
 

first
 

choice
 

for
 

Bar-
tonella

 

isolation
 

and
 

culture.The
 

incubation
 

time
 

of
 

Bartonella
 

colonies
 

isolated
 

from
 

different
 

tissues
 

and
 

different
 

spe-
cies

 

was
 

different.Bartonella
 

isolates
 

from
 

Fujian
 

Province
 

show
 

genetic
 

diversity.
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  巴尔通体病(Bartonellosis)作为我国近年14种

新发传染病之一[1],是由巴尔通体病原菌感染引起的

一种人兽共患病。巴尔通体(Bartonella)是一类革兰

染色阴性杆菌,兼性细胞内寄生菌,属于变形菌纲、根
瘤菌目、巴尔通体科、巴尔通体属[2]。近年来,巴尔通

体物种的数量迅速增加,目前已命名的巴尔通体多达
 

45
 

种,有些物种包含一个及以上的亚种[3]。啮齿动物

是巴尔通体最大的储存宿主,目前已从至少7科的
 

98
 

种啮齿动物中分离出22种巴尔通体及其亚种[4],其中

部分鼠传巴尔通体可导致人类疾病,如伊丽莎白巴尔

通体(Bartonella
 

elizabethae),格 拉 汉 姆 巴 尔 通 体

(Bartonella
 

grahamii),罗 莎 利 马 巴 尔 通 体(Bar-
tonella

 

rochalimae),特利波契巴尔通体(Bartonella
 

tirbocorum)和文森巴尔通体阿鲁潘亚种(Bartonella
 

vinsonii
 

subsp.arupensis)等[5]。
目前,分离培养、分子生物学检测和血清学检测是

实验室诊断巴尔通体的主要方法[1]。分离培养作为传

统微生物的鉴定方法,是病原学诊断的金标准。巴尔

通体在宿主体内主要寄生于红细胞[6],血液是分离培

养巴尔通体的首选[7-8],但是采集动物血液存在一定困

难,其 他 脏 器 组 织 作 为 血 液 的 替 代 性 尚 不 明 确。

Peterson等[9-10]的研究选择脾脏作为分离的靶器官,
李雪云等[11]选择肝脏。Gutiérrez等[12-13]研究表明原

代培养巴尔通体菌落长出时间最短为3~5
 

d,最长可

达5-6周,其分离培养时间与组织的选择和不同种类

的巴尔通体的相关性鲜有报道。
为探索福建省鼠类不同组织巴尔通体的分离培养

情况及遗传多态性,本研究采集自然状态下鼠类血、
肝、脾、肺和肾等组织进行巴尔通体的分离培养,记录

各组织初次分离培养长出菌落时间,以分析不同组织

巴尔通体的分离率及阳性菌落长出时间差异,并通过

遗传进化分析以了解福建省巴尔通体分离株的遗传多

样性。

材料与方法

1 材料

Applied
 

Biosystems
 

QuantStudio
 

7
 

Flex实时荧

光定量PCR仪购自美国ABI公司,梯度PCR仪购自

美国ABI公司,高通量组织研磨器购自于法国Bertin
公司,CO-170型 CO2 培养箱购自美国 NBS公司,

TSA血平板和脑心浸液(BHI)培养基为美国BD公司

产品;两性霉素B溶液为上海生工生物科技公司产

品;细菌基因DNA提取试剂盒为广州美基生物科技

有限公司产品。

2 方法

2.1 标本采集 本研究于2021年5月在福建省莆田

市荔城区(东经119°00’48’’,北纬25°26’01’’)和永

安市(东经117°21’54’’,北纬25°56’28’’)开展现场

捕鼠工作。捕捉以笼日法进行,以玉米作为诱饵放置

在鼠笼中,晚放晨收。对现场捕获的鼠类依据体型、尾
部,毛色等外形特征进行鉴定,依序进行编号,不明确

的鼠种带回中心实验室进行DNA条形码鉴定。鼠类

经乙醚麻醉后解剖,用无菌注射器采集心血并无菌采

集肝、脾、肺和肾等脏器组织,同时对应鼠种编号将标

本置于2.0
 

ml灭菌液氮低温保存。

2.2 分离培养与鉴定

2.2.1 血液原代培养 血液与加入两性霉素B溶液

的BHI液体培养基按照约1∶8的比例稀释混匀后,
吸取100

 

μL接种于TSA血平板中,倒放置于潮湿的

37
 

℃,5%的CO2 培养箱培养。

2.2.2 组织原代培养 无菌剪取肝、脾,肾和肺组织

约20
 

mg置于2
 

ml无菌圆底离心管,加入300
 

μL含

有两性霉素B溶液的BHI液体培养基,用高通量组织

研磨器研碎后,混匀,后续步骤同上。

2.2.3 菌株观察 每天同一时间观察其生长情况并

记录菌落长出时间,最长培养达42
 

d。

2.2.4 菌株鉴定与保存 依据巴尔通体菌落形态,挑
取单菌落进行1~3次纯化分离,纯菌培养物煮沸法提

取DNA,经种属特异性的引物ssrA基因[14]实时荧光

定量PCR反应,引物序列为ssrA-F:5'-GCTATGG-
TAATAAATGGACAATGAAATAA-3',ssrA-R:5'-
GCTTCTGTTGCCAGGTG-3',ssrA-Probe:FAM-
ACCCCGCTTAAACCTGCGACG-BHQ1,反 应 体 系

包含上、下游引物各0.4
 

μL(10
 

μmol/L),探针0.2
 

μL
(10

 

μmol/L),Premix
 

Ex
 

Taq(Probe
 

qPCR)酶10
 

μL,DNA模板3
 

μL,加无菌去离子水至总体积20
 

μL。反应程序为95
 

℃预变性5
 

min,95
 

℃变性15
 

s,

60
 

℃退火45
 

s,共45个循环;若CT值≤35,则判定为

阳性。采集适量阳性纯菌培养物置于含1
 

ml、25%甘

油-BHI保存液的2
 

ml无菌冻存管中,冻存于-80
 

℃冰

箱。

2.3 核酸提取 使用细菌基因DNA提取试剂盒提

取DNA,操作严格按照说明书进行。DNA 样品-20
 

℃冰箱保存,用于后续序列分析。

2.4 PCR 扩 增 采用属水平特异性引物 BhCS.
781p-BhCS.1137n对枸橼酸合酶基因(gltA)379

 

bp
片段进行扩增[15],引物序列、反应体系和扩增条件参

考文献[16],反应均设有阳性和阴性对照。

2.5 琼脂糖凝胶电泳及产物检测 取5
 

μL反应产物

进行1.5%的琼脂糖凝胶电泳,经90
 

V,40
 

min电泳,
使用凝胶成像系统观察结果,阳性PCR产物由上海生

工生物技术公司进行纯化测序。
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2.6 序列分析及遗传进化分析 应用SeqMan程序

(DNA
 

star)对gltA序列进行手工校正和拼接,并利

用美国 国 立 生 物 技 术 信 息 中 心(NCBI)网 站 进 行

BLAST比对。应用 Mega
 

6软件对序列进行比对并

计算最低BIC分值(Bayesian
 

Information
 

Criterion),
选择最佳核苷酸替代模型,采用最大似然法构建系统

发育树。采用 DnaSPv6.12软件对巴尔通体的gltA
序列进行遗传多态性分析。

2.7 统计分析 采用SPSS
 

24.0统计软件进行统计

学分析,率的比较采用χ2 检验,定性资料分析采用

Kappa一致性检验。非参数检验采用Friedman
 

M 检

验和Kruskal-Wallis
 

H 检验,P<0.05表示差异有

统计学意义。

结 果

1 鼠种构成

本研究共捕获褐家鼠(Rattus
 

norvegicus)、黄毛

鼠(Rattus
 

losea)、针毛鼠(Niviventer
 

fulvescens)、黄
胸鼠(Rattus

 

tanezumi)和白腹巨鼠(Niviventer
 

con-
inga)等5种鼠,共计78只。其中家鼠捕获35只,黄
毛鼠23只,针毛鼠13只,黄胸鼠5只,白腹巨鼠2只。

2 各组织巴尔通体分离培养结果

在78只鼠中,共44只分离出巴尔通体,总感染率

为56.41%,39(88.64%)只鼠在至少3种组织中分离

到巴尔通体,13只(29.55%)在5种组织中均有分离,
其中血、脾、肝、肾和肺的分离率分别 为50.00%,

44.87%,44.87%、48.72%和26.92%(表1),不同组

织巴尔通体的分离率的差异有统计 学 意 义(χ2=
11.042,P<0.05),肺组织巴尔通体分离率较低。

表
 

1 鼠类不同组织巴尔通体的分布情况
Table

 

1 Distribution
 

of
 

Bartonella
 

in
 

different
 

tissues
 

of
 

rodents

组织

Tissue

褐家鼠

R.
 

norvegicus
(+)/n (%)

黄胸鼠

R.
 

tanezumi
(+)/n (%)

黄毛鼠

R.
 

losea
(+)/n (%)

针毛鼠

N.
 

fulvescens
(+)/n (%)

白腹巨鼠

N.
 

coninga
(+)/n (%)

总计

Total
(+)/n (%)

血 14/35 40.00 2/5 40.00 15/23 65.22 8/13 61.54 0/2 0 39/78 50.00

脾 15/35 42.86 2/5 40.00 14/23 60.87 4/13 30.77 0/2 0 35/78 44.87

肝 15/35 42.86 2/5 40.00 13/23 56.52 5/13 38.46 0/2 0 35/78 44.87

肾 14/35 40.00 2/5 40.00 15/23 65.22 7/13 53.85 0/2 0 38/78 48.72

肺 10/35 28.57 1/5 20.00 3/23 13.04 7/13 53.85 0/2 0 21/78 26.92

3 脾、肝、肾和肺的分离培养结果与血液结果的一致

性比较

以血液分离培养巴尔通体的结果作为标准,经
Kappa一致性检验,结果显示,肾组织分离培养巴尔通

体的结果与血液的结果具有一致性较高,脾、肝组织和

血的分离结果一致性次之,而肺组织结果只具有中度

一致性(表2)。

表
 

2 不同组织分离培养的对比结果
 

Table
 

2 Comparison
 

of
 

different
 

tissues
 

isolation
 

rate
 

with
 

blood
组织

Tissue
血液Blood
(+) (-)

合计

Total
Kappa值

Kappa
 

value
(+) 33 2 35

脾 (-) 6 37 43 0.795,P<0.01
合计 39 39 78
(+) 30 5 35

肝 (-) 9 34 43 0.641,P<0.01
合计 39 39 78
(+) 35 3 38

肾 (-) 4 36 40 0.821,P<0.01
合计 39 39 78
(+) 19 2 21

肺 (-) 20 37 57 0.436,P<0.01
合计 39 39 78

4 各组织中巴尔通体的菌落长出时间

阳性菌落最早长出时间为2
 

d,最迟为22
 

d,血、
脾、肝、肾和肺中分别有79.49%,77.14%,74.29%,

76.32%和61.90%的巴尔通体阳性菌落在1周内生

长(表3)。26只鼠在血、脾、肝和肾组织中均分离出巴

尔通体,对其菌落长出时间进行分析,结果显示,不同

组织巴尔通体分离时间有差别(χ2=14.169,P<
0.01)(图1),进一步两两比较得,肝组织初次分离培

养长出菌落时间与血比较有差异(P<0.05),肝组织

中巴尔通体菌落生长速度较血慢。

5 序列分析及系统发育树构建

对巴尔通体分离株gltA 序列进行分析,序列进

行BLAST比对,并采用最大似然法,选择Tamura
 

3-
parameter+G(T92+G)最佳核酸替代模型构建系统

发育树。44株巴尔通体共分为9个不同的分支。分

支1和分支2共25条序列与特立波窃巴尔通体(B.
tribocorum)聚为一簇,同源性为99.7%。分支3、分
支4和分支5共8条序列与昆州巴尔通体(B.queens-

landensis)聚为一簇,同源性均为96.4%-96.7%。分

支6和分支7共9条序列与伊丽莎白巴尔通体(B.el-
izabathae)聚为一簇,同源性为96.7%-100%。分支8
和分支9各1条序列分别与菲西巴尔通体(B.pho-
ceensis)和库珀巴尔通体(B.coopersplainsensis)聚为

一簇,同源性分别为93.9%和99.4%(图2)。此外,
本研究从家栖鼠中分离到伊丽莎白巴尔通体,从针毛

鼠中分离到昆州巴尔通体,而特立波窃巴尔通体在黄

毛鼠、黄胸鼠和褐家鼠中均有分离(表
 

4)。

6 不同巴尔通体的菌落长出时间

特立波窃、昆州和伊丽莎白巴尔通体菌落长出时

间的中位数分别为4
 

d、8
 

d和3
 

d。3种巴尔通体菌落

长出时间差异有统计学意义(χ2=21.249,P<0.01),
两两比较结果显示,昆州巴尔通体的菌落长出时间比

特立波窃巴尔通体和伊丽莎白巴尔通体要长(均P<
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0.01)(图3)。

图
 

1 血、脾、肝和肾巴尔通体分离时间对比

Fig.1 Comparison
 

of
 

isolation
 

time
 

of
 

Bartonella
 

in
 

different
 

tissues

表
 

3 不同组织中巴尔通体的菌落长出时间

Table
 

3 Isolation
 

time
 

of
 

Bartonella
 

in
 

different
 

tissues
组织

Tissue
阳性数

Positive
菌落长出时间/天 Time/day

<3 3-7 8-12 12-16 >16
血 39 0 31 6 2 0
脾 35 1 26 6 2 0
肝 35 0 26 8 0 1
肾 38 2 27 9 0 0
肺 21 0 13 5 2 1

表
 

4 啮齿动物感染巴尔通体的种类

Table
 

4 Bartonella
 

species
 

detected
 

in
 

rodents

巴尔通体种类

Bartonella
 

species

阳性数(只)
Positive(number)

褐家鼠

R.norvegicus
黄胸鼠

R.tanezumi
黄毛鼠

R.
 

losea
针毛鼠

N.fulvescens
白腹巨鼠

N.coninga
合计

Total
特立波窃巴尔通体 9 2 14 0 0 25
伊丽莎白巴尔通体 8 1 0 0 0 9

昆州巴尔通体 0 0 0 8 0 8
菲西巴尔通体 0 0 0 1 0 1
库珀巴尔通体 0 0 0 1 0 1

合计 17 3 14 10 0 44

7 巴尔通体的遗传多样性

对44株巴尔通体的gltA 序列进行单倍型和核酸

多样性分析。多态位点S为70,单一多态位点26个,
简约信息位点44个,产生的单倍型个数 H为9个,单
倍型多样性 Hd=0.747±0.054,平均核苷酸差异指

数K为13.707,核苷酸多样性指数(π)=0.04166±
0.00611,对gltA 序列进行中性检验,Tajima's

 

D=-
0.84442(P>0.1)。

讨 论

巴尔通体作为新发传染病病原体,可侵入人体引

起多组织器官的病变,鼠类作为巴尔通体的储存宿主,
对巴尔通体的流行传播和储存起重要作用。本研究对

家栖鼠和野栖鼠的血、脾、肝、肾和肺等组织进行巴尔

通体病原菌分离,研究结果显示,鼠类中巴尔通体的总

感染率为56.41%,远高于肖方震等[16]在福建省调查

的感染率,说明福建省局部地区存在巴尔通体高感染

率的现象。在动物实验中已发现巴尔通体可以侵袭宿

主体内的多种组织[17-18],本研究在自然状态下的鼠类

的血、脾、肝、肾和肺等5种组织器官中均分离出巴尔

通体,提示巴尔通体存在多组织嗜性,这与栗冬梅

等[19]的研究一致,但其在肺组织中的分离率较低,具
体原因与鼠种和巴尔通体种类差异性目前尚不清楚。

图
 

2 巴尔通体分离株的gltA(329bp)的系统发育树

Fig.2 Phylogenetic
 

tree
 

of
 

Bartonella
 

isolates
 

based
 

on
 

the
 

gltA
 

gene
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图
 

3 不同巴尔通体菌落长出时间对比

Fig.3 Comparison
 

of
 

the
 

growth
 

time
 

of
 

different
 

Bartonella
 

species

本次研究对5种组织分离培养结果与血液的结果

一致性进行比较发现肾组织的分离率与血液的具有极

高的一致性,脾脏和肝脏的分离率与血液的一致性略

低于肾脏,提示若由于动物死亡等原因无法采集血液

时,肾脏可能比脾脏和肝脏更适合作为首选的靶器官。
从阳性菌落长出时间来看,分离培养巴尔通体所

需最短时间仅为2
 

d,早于Gutierrez等[13,20]研究报道

的3
 

d,多数巴尔通体在1周内生长,与Ziedins等[21]

报道的基本一致(3~7
 

d),但早于杨发莲等[22]报道的

1~2周。5个组织分离巴尔通体的菌落长出时间不

同,肝组织分离培养巴尔通体所需时间较其他组织长,
不同种类的鼠传巴尔通体菌落长出时间也存在差异,
昆州巴尔通体的菌落长出时间比特立波窃巴尔通体和

伊丽莎白巴尔通体要长,推测菌落长出所需时间可能

与分离的组织选择和巴尔通体的种类有关。
通过对福建省44株巴尔通体进行遗传多样性分

析,发现其单倍型多样性(Hd)和核苷酸多样性指数

(π)的值等遗传多样性参数值较高,提示福建省鼠传

巴尔通体分离株具有丰富的遗传多样性,而一个种群

如果具有丰富的遗传多态性,表明其适应环境变化能

力强,并且可能会演变成毒力和传染性更强亦或是具

有耐药性的物种[23]。Tajima's
 

D值为负值,但统计差

异不显著,暂时无法说明鼠传巴尔通体经历过种群扩

张的历史[24]。
 

伊丽莎白巴尔通体和特立波窃巴尔通体均能导致

人类疾病,如伊丽莎白巴尔通体能导致心内膜炎[25],
特立波窃巴尔通体能引起发热、头痛、肌肉酸痛和疲劳

等临床症状[26-27],这两个种型的巴尔通体在福建省家

栖鼠中的褐家鼠和黄胸鼠均有检出,且感染率较高,随
着人类活动范围的不断扩大、生态环境的不断变化,人
类与动物接触机会不断增多。一旦突破物种屏障传播

到人和家畜,就会造成新发传染病,对人类健康和生命

安全带来严重威胁,因此,应高度重视并加强监测。
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