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一株无毒脆弱拟杆菌的分离鉴定 

簪专 于i孕 徐是；。王文玉。张洪经 啬惠乎 张洪正 
指导者t刘秉 阳 陈廷祚 ’ 

瞻弱拟杆菌是一群与人类健康密切相关 

的革兰氏阴性无芽胞的厌氧细菌，是肠遭菌 

群中数量最多的一类，该菌群的数量可以作 

为儿童健靡的指标(” 。但是，近年在某些 

疾病的感染中又比较常见。因此，对该菌的 

分离、鉴定及分类具有重要意义 

在我们研究正常菌群的过程中，于1983 

年9月从一个发育非常良好的要儿粪便中分 

离 出量大而又较纯的细菌，经一 系 列 的 鉴 

定、基础试验和临床应用观察，属于脆弱拟 

杆菌群中一株无毒葛，是人体 的益生菌，定 

名为B F839菌株。此菌对儿童有促进生长 

发育和提高免疫力的始甩，对消化道和砰啄 

道某些常见病和多发病有明显的治疗效果。 

现将该菌分离鉴定前有关资料报告如下。 

材料和方法 

菌种来潭l大连市西岗区妇幼保缝院体捡时采 

寡一个发育非常良好的婴儿粪便。 

方法t按 “正常菌群检 查 浩”E．13称 取O． 克 

丈便，置于先蓰有4．5ml生理盐水的试管中， 此 

连续稀积成10·I~i0-．I，由高稀积度向低稀积度滴 

注到Bd培养基平板上，用充气法进行厌 氧培养．置 

37℃，拈小时开缸检查。选不同的菌藩进行纯培养、 

单色镜捡、培养特性·生 理生化、色 谱分析DNA 

的G十c坝i定和毒力试验，井送交中国科学 院 撇生 

物 醑究所和中国疆防医学科学院流行病学微生物学 

研究所进行坚定，同时送大连医学院病理教研室做 

霉 力鉴毫； 
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试 验 结 。果 

一

、 培募特性t Bd培养基 平 板上生长 

出较纯的大小 两 种 菌 落，O．5～_2mm，园 

形，光滑，灰 白t 隆起 半透明。菌重为 

lO“· ／克便 两种菌落之优约20；l。‘镜下 

观察均为革兰氏阴性 无芽 胞 的杆菌和短杆 

菌。细胞 中有不着色的空胞，但不是芽胞。 

不运动。超簿切片电镜观察未发现荚膜 对 

大小不同的两种菌落连续三次 分 别她 线培 

养，同时作好氧培养对照。小菌落能产生大 

菌落，大菌落也能产小菌落。好氧培养未生 

长。两种菌体大小形态相当。革兰氏染色镜 

检， 3呖KOH和 3嘶NaOH拉 丝 试验均为 

革兰氏阴性菌。 

=、生曩生化试验t主要根据《伯杰亩 

鉴定细 菌 学 手 册》第7、8版和《厌氧菌手 

册 》第4版所描述的方法测定了氧化酶、接 

触酶、联苯胺靛基质，进行了硝酸盐还原、 

七盱灵分解，2O呖胆汁刺 激生长试验及某些 

碳水化台物产酸产气试验。结果见附表 

三，代谢辞来产秭的分析t气相色谱法对 

厌氧菌的葡萄糖终未代谢产物的分析是鉴定厌氧菌 

重要依据之一。我们在厌氧菌分类鉴定工作中，使 

用的气相色谱主机 为 日本津岛公司产Gc一 7AG 

型，记录仪为 日平津岛产C—RfB积分仪。 

将BFe,#l菌株进行纯化，取纯化的菌落接种于 

PYG肉两，厌氧培养48小时 (36℃)，分别提取挥 

发性脂肪酸和非挥发性脂肪酸。同时 设 了vFA， 

NVFA标准液对照和空白PYG肉汤对照。 

结果：非挥发性脂肪酸 中主要是琥珀酸 (sj， 
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咐囊 BF．emmgl~扦一生曩 

豆生化性敉的比较 

，  

昔杳仁苷 一- a 鼠孝糖 

阿拉伯 糖 一 a’ 盘 橱苷 

奸壤= 糖 一● 一 淀 粉 

七叶曼 V a 蔗 糖 

暴 糖 a a jI薰糖 

蕾蕾 糖 B t 木 糖 

糖 朊 a 半 乳糖 

虬 尊 — — 硝 瞳整还蒜 

乳 糖 a a 靛 基质 

竞芽 糖 a a 接齄一 

甘■ 葬 — — 运 动性 

甘‘糖 a’ a 2O，6里整生 长 

兰糖 — 七 叶夏水解 

怖予 糖 a a 甘 油 

啊成精让 一 一 牛乳氍届 

洼·B为pH<6．5' 为 pH5．6～ 6．0之 闻’ 一为pH 

6．1或舶性， +为阳 ，v为可空，c为捶固 

挥发性脂肪酸中涮出的戤乙酸 (c1)为主。 

西，DNA的G+Cmo'嘶蔫定： 

应用热变性温度 法 (Tin值洼)和DNA在pH 

3．0的吸光率青怯 镧I定BFmmo菌株DNA％％G+C含 

量，以鉴定该菌的遗传型特征，为该菌的分类提供 

依据。所用仪器为PerK~一 Eliner，Lambda 

T uv／vis Spe ctrophotomete r ( 7 uv／vJs光 

谱仪)。 

方法接中国微生物学会，第一届分析微生物学 

术讨论台 资 料，细 菌DNA G+C tool 测 定 和 

DNA--DNA核酸分子杂交技术一 细菌分类鉴定 

的新方洼进行 

结果·BFI．．菌 株DNA的G+Cmo1 涮定为 

40—65 与国际公布 的标准拟杆菌属G+Cmo1％ 

的碱基测定值40~45之间的范围相符。 

五、毒力破tt 

1．小鼠急性毒力试验I取体重22±2克cf 

小鼠雌雄20只分成高剂量姐和低剂量组，每蛆各 

lO只。高剂量组按4200亿／支灌 胃，低 剂 量 组 按 

840亿／支灌胃．观察 7天。耒搜现异常改变，未见 

致死 ．LD铡不出。 
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2．大白鼠毒力试齄l卑l悻重135克=20克 

wj star近交系大鼠60只，雌雄各半。接 体重搭配 

分为 3组 高3低剂量组和对照组。每组20只。高剂 

量每曰每只碧菌380亿／5m1，相当于拟人量的230 

倍，低剂量组每日每支给 菌3 8亿／0．5m1，辑 当于 

拟人晷23倍一对照组每日每支给 l％明胶5m1，均 

进行灌胃。观察 3天后，同时捆l太自鼠血象 肝、 

肾功能，心电图。试 验 期 间观 察 动物 的一般状 

杰，连续培药 两周。停 药 后24小时，再测血象， 

肝 肾动能 及 心 电图。然后 心、肝 弊、肺 

肾，胃，肠 睾丸和卵巢，进行内眼及切片盼病碧 

学检壹。 

结果 ；三组动物的体重，外周血象 (血 

红索、红 白细胞计数及分类>，肝、肾功能 

(血中尿素氮、谷、丙转氨酶)。心电图， 

病理检查 (心、肝 肾、胃、肠、睾丸及卵 

巢)，均无明显差别。 

3．狗长期毒力试j 取体重为10士2k g筘J 

】2只，雌雄各半，按体重搭配分为8组，每组四吏。 

设高低两个剂量组，均于每日晨进食前将药物与少 

量食物拌均喂饲，待食尽后，再给其余饲料。言剂 

量组每日每支给42000亿／50m l(约相当于拟 给人 

的临床剂量的350倍)。低剂量组每 日每只培4200 

亿，5m1(相当于拟给人的临床 量的35倍)，另 设 

对照组以每日50m l的1 明胶液按相同方法硬 ， 

连续两周。经上述分组后，先观察1周，同时捌心 

电图，肝、肾功和血常规，然后按上述给药量，曝 

饲两周。停药后24小时稠心电图。于处死动物时， 

采血测肝、肾功，血屎常规，并立即做病理剖检聪 

察，同时心、肝、脾、肺，肾、胃等脏器做切片显 

擞镜下检查。 

结果；种太白鼠毒力试验相同，与对照 

组比较，均无明显改变。即按拟人临床用药 

量 的350倍 (4200亿 ／5Oml／日只 )和35倍 

(4200亿／5 ml／日只)给菌14天，与对 照 

组 (只给 l％明胶50mI／日只)相比较无 明 

显毒力反应。 

讨 论 

肠遭微生物群在长期进化过翟中与人类 
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宿主形成了一个较为平衡的生态系统，其中 

厌氧菌和需氧菌的比是1，000：1。本来 人 在 

胚胎时期是无菌的，生后3～4小时肠遭开 

始有细菌定居，到 5天时这个系统就基本达 

到稳定状态。它们之间在质与量上保持一定 

的构成比例，但也因食物、年龄、季节和个 

体差异等因素而有所不同。虽然波动范围较 

大，但仍保持着相对的稳定性 ]，特别是 

儿童，其中脆弱拉杆菌群占主导地位。它的 

变化是^体健康的一个重要指标，若其数量 

下降，可引起需氧菌和兼氧菌的 “细菌过度 

生长综合病 ，导致腑菌群失调 ，形成病理状 

态。如霍乱腹泻时该菌可下降至10 ： ]。 

拟杆菌群是构成人肠遭菌的主要成员。 

在其它动物，如牛 羊、马、猪、鸡、狗、 

猴、猫、轺、小鼠、★鼠、地鼠、豚鼠、兔 

等，拟杆菌也 占绝对优 势。就人而言．每克 

大便中可高达1O。一1O“。人体内为什 么 这 

样多，它们在人体 中起什么作用，这些问题 

引起了人们的注 意。据Mizufan；TL和 光 

冈知足等研究，该菌有合成多种维生素和蛋 

白质，防止外米细菌入侵，刺激免疫功能等 

作用。Rowland IR等报告，该菌有降解肠 

遭毒性物质的作用，可降解二苯基亚硝胺 和 

：：甲基亚硝胺： 。Williams JR等证明 该 

菌能把N一羟基一4一乙酰氨基 联 苯 还原为4 

乙酰氨基联苯。肠道菌群与人的健康有着密 

切的关系。其中有些细菌能产生致癌和促癌 

物质．可是又有些细蓖能分解这些物质：。， 

使其无毒而保持腑内细菌的平衡，保持人体 

健康，脆弱拟杆菌就是后者之中的一员。 

脆弱拟杆菌柏致病性和非致病性的问题 

是人们关心的。近来在临床标本中经常发现 

脆弱拟杆菌或该菌和其它厌氧菌以及需氧菌 

的混合感染 ，并证明脆弱拟杆菌的毒力 

因子与其脂多糖苄膜层有关。但是 ．作为人体 

主要常住菌之一的脆弱拟杆菌占肠遭正常菌 

群的32啊以上，该菌伴随人的终生，对人的 

营养，代谢、生长、发育和免疫有重要的影 

响，对人体的保健起着积极的作用。若均有 

毒力反应，则对人体将有难以想像的不 怠后 

果。因此，可以认为，有相当大的部份是非 

致病性的益生菌。与肠正常菌群中的大肠菌 

相同，有致病性菌株，也有非致病性菌株。 

此次分离的BF s 。菌株，经电镜检查不具皱 

密的莱膜层，经人体和动物试验 无 毒 力 反 

应，并有促进儿童生长发育，防止某些疾煮 

和提高免疫力的作用。因此对该菌的研究和 

应用，应当引起重视。 

结 论 

1983年 9月从健康幼儿粪便 中 分 离 的 

BF s。菌株，经形态学，培养特性，生化学试 

验，代谢终未产物分 析，DNA的G+Cmol 

测定和小鼠I大鼠以及狗的毒力试验等证明 

是一株无毒的脆弱拟杆菌。 

[中国预防医学科学院流行病学微生物学研究 

所的李忠元主管技师和刘秉阳教授，中国科学院微 

生物研究所的洪俊华教授，分别对BF̈ ·菌株进行 

了鉴定，特此致谢。张洪峰同志对此项工作给予大 

力帮助，于此一并致谢。) 
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