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　　摘要：以分离自全国９个省（市、区）的１０２株奶牛乳房炎源性金黄色葡萄球菌为研究对象，应用刚果红法（ｃｏｎｇｏ
ｒｅｄａｇａｒ，ＣＲＡ）和半定量黏附试验（ｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｄｈｅｒｅｎｃｅａｓｓａｙ，ＳＱＡＡ）检测了生物被膜形成情况，应用 ＰＣＲ法检
测了８种生物被膜相关基因分布情况。结果发现，携带７种基因的菌株占有绝对优势，其次是携带６种基因的菌株；
最流行的基因组合是ＳｉｇＢ－ｉｃａＲ－ｉｃａＡ－ｉｃａＤ－ｓａｒＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ，比例高达６６．７％；北京、内蒙古、宁夏、甘肃、广西、上
海等地生物被膜形成与生物被膜相关基因的分布高度一致。以上研究结果表明，多种生物被膜相关基因组合是奶牛

乳房炎源性金黄色葡萄球菌流行的主要特点，生物被膜形成和生物被膜相关基因的分布在大多数地区表现高度一致

性，ｒｂｆ和ＳｉｇＢ基因可能在金黄色葡萄球菌生物被膜形成和乳房感染过程中发挥着重要作用。本研究结果将为金黄
色葡萄球菌性乳房炎的防治提供一定的科学参考。
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，ＳＡ）是奶牛乳房
炎（ｂｏｖｉｎｅｍａｓｔｉｔｉｓ）的主要病原之一，防治困难，常给乳业造
成巨大的经济损失。ＳＡ易形成生物被膜（ｂｉｏｆｉｌｍ，ＢＦ），ＢＦ对
抗生素治疗以及宿主免疫均可产生较强的抵抗力，因此被认

为是乳房炎发病机制中一个重要毒力因子［１－２］。生物被膜形

成受多种基因调控，这些调控基因统称为生物被膜相关基因

（ｂｉｏｆｉｌｍ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｓ，ＢＡＧｓ）。例如 ｉｃａＡ和 ｉｃａＤ的表达
可促进ＢＦ的形成［３］，ｉｃａＲ通过抑制 ｉｃａ的转录而抑制 ＢＦ的
形成。此外，ｒｂｆ、ｂａｐ、ｓａｒＡ、ＳｉｇＢ和 ＳａｓＧ等均可直接或间接调
节ＢＦ的形成。

对于ＢＦ形成及ＢＡＧｓ分布多有报道，但对于 ＢＦ形成和
ＢＡＧｓ关系的研究却鲜有报道。为此，本研究以全国９个省
（区）１０２株 ＳＡ为研究对象，进行了 ＢＦ及 ＢＡＧｓ分布情况调
查，旨在分析地域性差异，为ＳＡ性发乳房炎的进一步防治提
供基础数据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株背景　１０２株 ＳＡ均分离自亚临床性乳房炎乳
样。菌株为本实验室鉴定、保存。鉴定程序包括溶血性观察、

革兰氏染色、触酶试验、凝固酶试验、生化鉴定及 ＳＡ特异性

基因ｎｕｃ的 ＰＣＲ检测等。鉴定后的菌株在含 ２０％甘油的
Ｌｕｒｉａ－Ｂｅｒｔａｎｉ（ＬＢ）肉汤中于－８０℃超低温冰箱中保存。

菌株分离自全国９个省（市、区），共１０２株，其中河北省
３７株、北京市１４株、内蒙古自治区７株、甘肃省７株、宁夏自
治区１１株、新疆维吾尔自治区７株、河南省 ６株、上海市 ５
株、广西壮族自治区７株。
１．１．２　主要试剂与仪器　胰蛋白胨大豆胨肉汤（ＴＳＢ）、胰蛋
白胨大豆琼脂（ＴＳＡ）、脑心侵液（ＢＨＩ）琼脂／肉汤购自北京奥
博星生物技术有限责任公司，细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒购
自北京索莱宝科技有限公司，刚果红购自天津科密欧试剂有

限公司，蔗糖购自天津市致远化学试剂有限公司，磷酸二氢钠

（ＮａＨ２ＰＯ４·２Ｈ２Ｏ）和磷酸氢二钠（Ｎａ２ＨＰＯ４·１２Ｈ２Ｏ）分别
购自国药集团化学试剂有限公司和北京化学试剂有限公司，

琼脂糖、Ｔａｑｍｉｘ和 Ｍａｒｋｅｒ购自北京艾德莱生物科技有限公
司，引物由北京三博远志生物技术有限公司合成。

台式微量高速离心机（ＴＧ－１６Ｓ）：四川蜀科仪器有限公
司；气浴恒温振荡器（ＴＨＺ－８２Ａ）：金坛市医疗仪器厂；数显
电热培养箱（ＨＰＸ－９０５２ＭＢＥ）：上海博讯实业有限公司医疗
设备厂；电泳仪（ＤＹＹ－６Ｄ）：北京市六一仪器厂；凝胶成像分
析系统（Ｔａｎｏｎ－４１００）：上海天能科技有限公司；ＤＮＭ－９６０２
酶标分析仪：北京普朗新技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　ＢＦ检测　刚果红法（ｃｏｎｇｏｒｅｄａｇａｒ，ＣＲＡ）：将３６ｇ蔗
糖和０．８ｇ刚果红溶于１Ｌ脑心浸液培养基（ＢＨＩ）中，１２１℃
高压灭菌１５ｍｉｎ，倾倒平板（ＣＲＡ平板），备用。挑取复苏后
的单菌落接种于ＣＲＡ平板，于３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ
后观察菌落形态。凡粗糙、干燥、水晶样的黑色菌落均为生物

被膜阳性株（ｂｉｏｆｉｌｍ－ｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ）；而红色的光滑型菌落
为生物被膜阴性株（ｂｉｏｆｉｍ－ｎｅｇａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎｓ）。
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半定量黏附试验（ｓｅｍｉ－ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅａｓｓａｙ，ＳＱＡＡ）：挑取
复苏后的单菌落接种于ＢＨＩ肉汤，３７℃恒温振荡器中过夜培
养。取过夜培养的ＢＨＩ肉汤，用含２０ｇ／Ｌ葡萄糖的ＢＨＩ肉汤
按１∶１００的比例稀释。用微量移液器吸取２００μＬ稀释后的
菌液转移到９６孔板。每组设３个重复，以ＢＨＩ肉汤作阴性对
照。将９６孔板置于３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ后，将９６孔
板中的液体移除，用ＰＢＳ液清洗２遍，以除去剩余的浮游菌。
倒置自然干燥后，加入１００μＬ９５％乙醇固定 ５ｍｉｎ，再用１００
μＬ１％结晶紫染色５ｍｉｎ。染色后，用灭菌蒸馏水清洗３遍，
以除去剩余的染液。自然干燥后，用酶标仪测定５７０ｎｍ下的
Ｄ值。凡 Ｄ５７０ｎｍ≥０．１的为生物被膜阳性株，Ｄ５７０ｎｍ ＜０．１的

为生物被膜阴性株。Ｄ值取３组的平均值。
１．２．２　ＢＡＧｓ检测　按照索莱宝细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂
盒说明书提供的步骤进行。提取的ＤＮＡ模板保存于 －２０℃
冰箱中备用。８个生物被膜形成相关基因（ｉｃａＡ、ｉｃａＤ、ｉｃａＲ、
ｓｉｇＢ、ｓａｒＡ、ｂａｐ、ｒｂｆ、ｓａｓＧ）采用 ＰＣＲ法进行检测，引物序列、退
火温度、产物大小及参考文献见表１。ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）
分别含有１μＬ上下游引物、７μＬｄｄＨ２Ｏ、１０μＬＴａｑＭｉｘ和
１μＬＤＮＡ模板。ＰＣＲ反应条件如下：９５℃ 预变性 ８ｍｉｎ；
９５℃ 变性３０ｓ，相应的退火温度（表１）退火３０ｓ，７２℃ 延伸
１０ｍｉｎ，３０个循环。含０．５μｇ／ｍＬ溴乙锭（ＥＢ）的１．５％琼脂
糖凝胶中电泳，ＰＣＲ产物在凝胶成像系统中观察。

表１　引物设计

基因 引物序列（５′→３′）
Ｔｍ
（℃）

目的片段长度

（ｂｐ） 参考文献

ｉｃａＡ ＣＣＴＡＡＣＴＡＡＣＧＡＡＡＧＧＴＡＧ；ＡＡＧＡＴＡＴＡＧＣＧＡＴＡＡＧＴＧＣ ５６ １３１５ ［４］
ｉｃａＤ ＡＴＧＧＴＣＡＡＧＣＣＣＡＧＡＣＡＧＧ；ＣＧＴＧＴＴＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＡＡＴＧＣＡＡ ５６ １９８ ［５］
ｂａｐ ＣＣＣＴＡＴＡＴＣＧＡＡＧＧＴＧＴＡＧＡＡＴＴＧ；ＧＣＴＧＴＴＧＡＡＧＴＴＡＡＴＡＣＴＧＴＡＣＣＴＧＣ ６０ ９７１ ［６］
ｉｃａＲ ＣＡＡＴＡＡＴＣＴＡＡＴＡＣＧＣＣＴＧＡＧ；ＡＧＴＡＧＣＧＡＡＴＡＣＡＣＴＴＣＡＴＣＴ ５４ ２４６ ［５］
ｓａｒＡ ＴＴＴＴＴＴＴＡＣＧＴＴＧＴＴＧＴＧＣＡＴＴＡＡＣＡ；ＣＡＴＴＴＡＡＡＣＴＡＣＡＡＡＣＡＡＣＣＡＣＡＡＧＴＴＧ ５６ １３５ ［７］
ｒｂｆ ＡＣＧＣＧＴＴＧＣＣＡＡＧＡＴＧＧＣＡＴＡＧＴＣＴＴ；ＡＧＣＣＴＡＡＴＴＣＣＧＣＡＡＡＣＣＡＡＴＣＧＣＴＡ ６２ １６４ ［８］
ＳａｓＧ ＣＧＧＡＴＣＣＧＧＴＧＴＧＡＣＡＡＴＣＡＧＴＡＴＧＡＣ；ＣＧＧＡＡＴＴＣＧＣＧＡＣＡＴＴＴＡＴＧＴＧＧＡＴＡＣＡＣ ５５ ９３７ ［９］

２　结果与分析

２．１　ＢＡＧｓ的分布情况
ＢＦ相关基因广泛分布于乳房炎性 ＳＡ分离株中，所有的

１０２株ＳＡ至少携带１种ＢＡＧ。相比较而言，同时存在７种基
因的菌株最多，所有菌种阳性菌株 Ｔｏｔａｌ（ｔ）、ＣＲＡ检测 ＢＦ阳
性菌株ＣＲＡ（＋）、ＳＱＡＡ检测 ＢＦ阳性菌株 ＳＱＡＡ（＋）、ＣＲＡ
和ＳＱＡＡ检测均为阳性的菌株ＣＲＡ（＋）＆ＳＱＡＡ（＋）比例分
别为６６．７％、７２５％、６５．３％、６３．６％。其次，同时携带６种基
因的菌株较多，且 ＳＱＡＡ（＋）和 ＣＲＡ（＋）＆ＳＱＡＡ（＋）比例
最高。所有被测菌株均未扩增出 ｂａｐ基因，因此没有同时存
在８种被测基因的菌株。

　　本研究共检测了８种 ＢＦ相关基因，出现的组合形式共
２０种，其中比例最高的是７种基因的组合，最少的仅有１种
基因存在。最流行的组合是ＳｉｇＢ－ｉｃａＲ－ｉｃａＡ－ｉｃａＤ－ｓａｒＡ－
ｒｂｆ－ＳａｓＧ，比例高达６６．７％；ＳｉｇＢ－ｉｃａＲ－ｉｃａＡ－ｓａｒＡ－ｒｂｆ－
ＳａｓＧ、ＳｉｇＢ－ｉｃａＡ－ｉｃａＤ－ｓａｒＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ、ＳｉｇＢ－ｉｃａＲ－ｉｃａＤ－
ｓａｒＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ、ＳｉｇＢ、ｉｃａＲ－ｉｃａＡ－ｉｃａＤ－ｓａｒＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ、
ＳｉｇＢ－ｉｃａＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ的比例分别是６．９％、３．９％、２．９％、

２９％、２．０％、２．０％；其余组合均为１．０％，即组合形式仅出
现１次（表２）。

表２　ＢＦ相关基因组合的流行情况

相关基因组合

ＳｉｇＢ ｉｃａＲ ｉｃａＡ ｉｃａＤ ｓａｒＡ ｒｂｆ ＳａｓＧ
比例

（％）

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ６６．７
＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ６．９
＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ３．９
＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ２．９
＋ － － － － － － ２．９
－ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ２．０
＋ － ＋ － － ＋ ＋ ２．０
－ ＋ － － － － － １．０
－ － － － － ＋ ＋ １．０
＋ － － － － ＋ － １．０
＋ － － ＋ － ＋ － １．０
＋ － － ＋ － ＋ ＋ １．０
＋ ＋ ＋ － － ＋ － １．０
＋ － － ＋ ＋ ＋ － １．０
－ － ＋ ＋ － ＋ ＋ １．０
＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ １．０
＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － １．０
－ ＋ ＋ ＋ － ＋ － １．０
＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ １．０
＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － １．０

２．２　ＢＦ的检测结果
由图２可以看出，河北省ＢＦ阳性株ＢＡＧｓ的比例均低于

菌株总数。宁夏和甘肃 ＢＦ阳性株 ＢＡＧｓ的比例均高于或等
于菌株总数，而且 ＳＱＡＡ（＋）和 ＣＲＡ（＋）＆ＳＱＡＡ（＋）全部
为１００％，说明ＢＡＧｓ和ＳＱＡＡ＋存在完全的一致性。除了北
京市的ｉｃａＤ基因和内蒙古的ｉｃａＲ基因，这２个地区ＢＡＧｓ在
ＳＱＡＡ（＋）和 ＣＲＡ（＋）＆ＳＱＡＡ（＋）中均高于或等于菌种总
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数中的比例。新疆除ＳｉｇＢ和ｒｂｆ２个基因外，其他的变化趋势
与河北相似。

　　由图３可以看出，河南ＢＡＧｓ在 ＣＲＡ（＋）和菌株总数中
的比例全部相同，ＢＡＧｓ在 ＳＱＡＡ（＋）和 ＣＲＡ（＋）＆
ＳＱＡＡ（＋）中的比例也全部相同。广西和上海 ＢＡＧｓ在
ＳＱＡＡ（＋）和ＣＲＡ（＋）＆ＳＱＡＡ（＋）中均为１００％，ＢＡＧｓ分
布与ＢＦ形成表现出很好的一致性。就全国范围总体而言，
ＣＲＡ（＋）中ＢＡＧｓ的比例均高于菌种总数和其他ＢＦ阳性株，
说明ＣＲＡ（＋）在全国范围内与ＢＡＧｓ的符合度较高。

３　讨论

ＳＡ是引发临床型乳房炎和亚临床型乳房炎最主要的病
原之一［１０］，可降低牛奶质量，造成严重的经济损失，是影响奶

业发展的主要问题［１１］。ＳＡ具有多种毒力因子，其中ＢＦ形成
被认为是引发慢性感染的主要原因［１２］。ＢＦ的形成与 ＢＡＧｓ
的分布密不可分，本研究结果显示，ＢＦ阳性株均存在较高比
例的ＢＡＧｓ，其中同时存在７种和６种被测基因的占有绝对优

势。在２０种流行组合中，最流行的组合是ＳｉｇＢ－ｉｃａＲ－ｉｃａＡ－
ｉｃａＤ－ｓａｒＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ，比例高达６６．７％，其次是ＳｉｇＢ－ｉｃａＲ－
ｉｃａＡ－ｓａｒＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ（６．９％）、ＳｉｇＢ－ｉｃａＡ－ｉｃａＤ－ｓａｒＡ－ｒｂｆ－
ＳａｓＧ（３．９％）、ＳｉｇＢ－ｉｃａＲ－ｉｃａＤ－ｓａｒＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ（２９％）、
ＳｉｇＢ（２．９％）、ｉｃａＲ－ｉｃａＡ－ｉｃａＤ－ｓａｒＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ（２．０％）和
ＳｉｇＢ－ｉｃａＡ－ｒｂｆ－ＳａｓＧ（２．０％）。以上结果表明，多种 ＢＡＧｓ
组合是我国乳房炎性 ＳＡ流行的重要特征之一，同时这些基
因可能在ＢＦ形成过程发挥重要作用。ｉｃａＡ和ｉｃａＤ共同表达
增加Ｎ－乙酰葡糖胺转移酶活性，促进ＢＦ的形成［１３］，而ｉｃａＲ
可通过限制ｉｃａ表达抑制 ＢＦ的形成。ＳｉｇＢ、ｒｂｆ与 ＳａｓＧ的表
达能够促进 ＢＦ的形成［１４－１６］，而 ＳａｒＡ的表达能够限制 ＢＦ的
形成［１７］，迄今，尽管ｂａｐ基因表达能够促进ＳＡ在乳房内的黏
附和ＢＦ的形成［１８］，但是在本研究所有被测菌株中均未扩增

出该基因，说明该基因在我国乳房炎性金黄色葡萄球菌 ＢＦ
形成和发病机制中居于次要地位。

不同地区ＢＦ形成与ＢＡＧｓ分布的一致性存在一定差别。
广西、上海、北京、内蒙古、宁夏和甘肃７个省（市、区）ＢＡＧｓ分
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布ＢＦ形成保持高度一致性，而河北、河南和新疆 ＢＡＧｓ分布
和ＢＦ形成的一致性相对降低，提示在ＢＦ形成和乳房炎发病
机制中发挥重要作用的可能是本研究未检测的某些基因。具

体到基因种类，ｒｂｆ和 ＳｉｇＢ分布最广，在大多数省份均为
１００％，提示这２个基因在ＳＡ性乳房炎发病机制中可能发挥
着重要作用。Ｒｂｆ可抑制ｉｃａＲ的表达，能够间接激活ｉｃａＡＤＢＣ
的表达，促进ＢＦ的形成，但是并不依赖于ｉｃａ通路［１６］。ｓｉｇＢ能
够促进不同毒力因子表达的调控，促进ＢＦ形成的同时能够调
节抗生素耐药性［１９］。因此，通过 ｒｂｆ和 ＳｉｇＢ基因功能调节入
手，研究我国乳房炎性ＳＡ的致病机制，可能是一种新的思路。

综上所述，多种ＢＡＧｓ组合流行是我国乳房炎性ＳＡ流行
的主要趋势，各地区金黄色葡萄球菌ＢＦ形成和ＢＡＧｓ分布存
在一定的差异。
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不同激素对青杞１号枸杞叶片愈伤组织诱导
和生长的影响

安焕霞，王占林，侯宪宽
（青海大学，青海西宁８１００１６）

　　摘要：以枸杞品种青杞１号叶片为外植体，比较不同激素浓度和配比对叶片愈伤组织诱导、愈伤组织生长的影响。
结果表明，诱导叶片产生愈伤组织最佳的激素浓度与配比是０．７ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．７ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ；对愈伤组织增殖效果最
好的激素浓度与配比是１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．８ｍｇ／ＬＩＢＡ＋０．２ｍｇ／ＬＮＡＡ；对愈伤组织分化效果最好的激素浓度与配
比是１．３ｍｇ／ＬＫＴ＋０．０２ｍｇ／ＬＮＡＡ。
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　　枸杞（ＬｙｃｉｕｍｂａｒｂａｒｕｍＬ．）在植物学分类学上属被子植
物门双子叶植物纲茄科枸杞亚属。既具有防风固沙、保持水

土的作用，又是名贵的中药材，应用前景十分广阔［１－５］。青海

省柴达木地区平均海拔２６００～３０００ｍ，日照时间长，昼夜温
差大，空气湿度低，独特的气候条件使得枸杞具有粒大饱满、

肉质肥厚、色泽鲜艳且味甘等特性，但枸杞产区存在品种混

乱，高产高抗大果型品种匮乏现象，针对此问题，青海省农林

科学院经辐射育种培育出枸杞品种青杞１号。在栽培繁殖过
程中，须保持枸杞木本优良性状，受繁殖材料限制，采用植物

组织培养的方式进行快速繁育，是一种极为经济有效的途径。

植物组织培养建立在植物细胞的全能性、植物的再生作

用的基础上［６］，而植物再生主要是离体的细胞、组织或器官

恢复分生状态，形成愈伤组织，进而再分化的过程［７］。一般

认为，培养环境是能否成功诱导出愈伤组织的重要因素，而在

诱导愈伤组织、分化过程中激素是关键［８－９］。

目前，众多学者对枸杞组织培养和快速繁殖进行了研

究［１０－１２］，但还不够系统和完善，本研究以青杞１号枸杞叶片
为试验材料，通过设置不同激素浓度和配比，统计分析愈伤组

织生长情况，筛选出最佳的激素配比，为青杞１号快速扩繁提
供可靠的依据，也可为其他木本植物的相关研究提供技术

依据。

１　材料与方法

１．１　材料
为防止材料污染现象发生而影响试验结果，本试验从无

菌组培苗（由柴达木枸杞产业升级关键技术开发与示范项目

提供）上采集叶片。

１．２　方法
１．２．１　 培养条件 　 主要是温度和照度，温度均为
（２３±１）℃，光照时间１６ｈ／ｄ，照度 １０００～１６００ｌｘ。另外
ＭＳ培养基为基本培养基，并添加蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂６．０ｇ／Ｌ，
调节ｐＨ值为５．８～６．０，在容量为 １５０ｍＬ的三角瓶中装入
５０ｍＬ，在手提式高压灭菌锅中，于１２１℃灭菌２３ｍｉｎ。
１．２．２　激素配制　１ｍｇ／ｍＬＮＡＡ、ＩＢＡ、６－ＢＡ的配制：称取
０．１ｇ药粉，加１ｍＬ蒸馏水，滴入０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ反复摇晃，
再滴入ＮａＯＨ，一直到药物全部溶解，然后用１００ｍＬ容量瓶
加水定容，盖塞后摇匀。

１ｍｇ／ｍＬＫＴ的配制：称取 ０．１ｇ药粉，加 ２～３ｍＬ蒸馏
水，滴入０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ反复摇晃，再滴入ＮａＯＨ，一直到药
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