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摘要　 目的：探讨 ｐＨ 和钙离子（Ｃａ２＋）对分别来自窄食单胞菌、气单胞菌、肠杆菌和马氏杆菌四个属

的四株微生物的影响。 方法：分别在不同 ｐＨ 和不同 Ｃａ２＋浓度条件下培养微生物，比较不同培养条

件下微生物培养物的比浊度（ＯＤ６００）。 结果：除窄食单胞菌外，其余三个菌株都偏爱碱性的培养条

件；１５０ ｍｇ ／ Ｌ浓度的 Ｃａ２＋对窄食单胞菌和气单胞菌具有显著的抑制效果，对肠杆菌和马氏杆菌属的

菌株无显著影响。 结论：ｐＨ 和 Ｃａ２＋对潜在病原微生物的直接影响依菌种不同而呈现差异。
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　 　 条件致病菌是在宿主免疫能力低下等条件下感

染宿主的一类微生物，在医院接受治疗的患者容易

受到这类微生物的感染。 根据世界卫生组织统计，

１５％在医院接受治疗的患者会受到条件致病菌的感
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染［１］。

ｐＨ 和钙离子（Ｃａ２＋）是影响微生物的两个重要

因素，Ｃａ２＋和 ｐＨ 的改变都可以调节肠道微生物群落

的结构和功能［２－４］，进而影响人体健康。 近年来，研

究证实 Ｃａ２＋具有益生元作用［３，５］，能够提升肠道有益

菌的相对含量。 目前关于 Ｃａ２＋和 ｐＨ 对微生物影响

的研究主要是以微生物群体为研究对象，对单个菌

株的影响鲜有报道。 以微生物纯培养物为材料，研

究 ｐＨ 和 Ｃａ２＋对条件致病菌的影响将有助于人们认

识这类微生物的生理特征，为防治条件致病菌感染

提供理论指导和技术支持。

本文从受人类活动影响的岩溶环境中分离出四

株条件致病菌：窄食单胞菌（Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ）、气单

胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）、肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）和马氏杆菌

（Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ），分别研究了三种 ｐＨ（５．０、７．０和

９．０）和三种 Ｃａ２＋浓度（０、５０ 和 １００ ｍｇ ／ Ｌ）对这四株

细菌生长的影响。

１　 材料与方法

１．１　 培养基的配制

用于微生物分离纯化的基础培养基每 １ Ｌ 包

含：Ｋ２ ＨＰＯ４ ０． ５３ ｇ，ＫＨ２ ＰＯ４ ０． ４１ ｇ，ＣａＣｌ２ ０． ０５ ｇ，

ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ ０．２１ ｇ， ＮａＣｌ ０．３ ｇ， ＮａＨＣＯ３ ４．０ ｇ，

ＮＨ４Ｃｌ ０．６ ｇ，维生素溶液 １ ｍｌ，微量元素溶液 １ ｍｌ，刃

天青 １ ｍｇ，Ｎａ２Ｓ·９Ｈ２Ｏ ０．９６ ｇ，Ｌ－半胱氨酸０．６３ ｇ，

调节至 ｐＨ 至 ７．０～８．０（用ＨＣｌ 调节），最后用超纯水定

容至 １ Ｌ，固体培养基除上述成分还包含 １．５％琼脂。

维生素溶液：生物素 ８ ｍｇ，叶酸 ８ ｍｇ，盐酸硫胺

２０ ｍｇ，核黄素 ２０ ｍｇ，烟酸 ２０ ｍｇ，Ｄ－泛酸钙 ２０ ｍｇ，

对氨基苯甲酸 ２０ ｍｇ，硫辛酸 ２０ ｍｇ，盐酸吡哆醇

４０ ｍｇ，维生素 Ｂ１２ ０．４ ｍｇ，超纯水定容至 １ Ｌ。

微量元素溶液：ＦｅＳＯ４ ０．１３ ｍｇ，ＣｕＳＯ４ ０．０５ ｍｇ，

ＡｌＫ（ＳＯ４） ２ ０．０４ ｍｇ，ＭｎＣｌ２ ２．９８ ｍｇ，ＣｏＣｌ２０．４４ ｍｇ，

ＺｎＣｌ２ ０．３８ ｍｇ，Ｈ３ＢＯ３ ０．０８ ｍｇ， Ｎａ２ＭｏＯ４ ０．０７ ｍｇ，超

纯水定容至 １ Ｌ。

本研究共使用了四种分离培养基（Ｍｎ－Ｈ２、ＮＹ－

ＣＨ４、ＬＮ－Ｈ２ 和 ＬＮＹＡ－Ｈ２），培养基成分由上述基础培

养基衍生而来，Ｍｎ－Ｈ２ 中添加了终浓度为２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

的甲醇，ＮＹ－ＣＨ４ 中添加了终浓度为２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的硝

酸钠以及 ０．１ ｇ ／ Ｌ 的酵母提取物，、ＬＮ－Ｈ２ 中添加了

终浓 度 为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 乳 酸 钠 以 及 终 浓 度 为

２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ的硝酸钠，ＬＮＹＡ－Ｈ２ 中添加了终浓度为

２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的乳酸钠、终浓度为 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的硝酸钠、

终浓度为 ０． １ ｇ ／ Ｌ 的酵母提取物以及终浓度均为

５０ μｇ ／ Ｌ的万古霉素和氨苄青霉素。

用于研究 Ｃａ２＋和 ｐＨ 对菌株影响的培养基由基础

培养基改良而来，每 １ Ｌ 培养基包含 Ｋ２ＨＰＯ４ ０．５３ ｇ，

ＫＨ２ＰＯ４ ０． ４１ ｇ， ＭｇＣｌ２·６Ｈ２ Ｏ ０． １ ｇ， ＮａＣｌ ０． ３ ｇ，

ＮａＨＣＯ３ ４．０ ｇ，葡萄糖 ３．６ ｇ，维生素溶液 １ ｍｌ，微量元

素溶液 １ ｍｌ，Ｎａ２Ｓ·９Ｈ２Ｏ ０．９６ ｇ，Ｌ－半胱氨酸０．６３ ｇ，

根据实验目的调节 ｐＨ 至 ５．０、７．０ 和 ９．０，调节 Ｃａ２＋浓

度至 ０ ｍｇ ／ Ｌ、５０ ｍｇ ／ Ｌ 和 １５０ ｍｇ ／ Ｌ，最后用超纯水定

容至 １ Ｌ。 固体培养基除上述成分还包含 １．５％ 琼

脂。

厌氧培养基的制备过程：首先按照前文所述配

置培养基，将约 ２０ ｍｌ 培养基加入总容量为 １２０ ｍｌ

的血清瓶，用丁基胶塞密封并用铝盖加固，然后通过

厌氧抽换气系统用氮气置换培养基中的空气，共进

行 ６ 次抽换气。 １２１ ℃高压灭菌 ２０ ｍｉｎ，将培养基置

于 ５０ ℃左右的恒温水浴中降温。

厌氧斜面培养基制备操作：斜面培养基中含有

１．５％的琼脂，制备时需在培养基凝固前倾斜放置，待

血清瓶内培养基凝固成斜面后，使用上述厌氧抽换

气系统和过滤除菌的无氧气体进行抽换气，置换血

清瓶内湿润的气体，倒置于室温环境 ３ ｄ，用无菌注

射器抽出瓶口的凝结水，至无凝结水形成于瓶口后

备用。

１．２　 菌株的分离纯化

“Ｈｕｎｇａｔｅ 滚管纯化法＋划线纯化法”的操作流

程：用无菌注射器吸取 １ ｍｌ 基础培养基稀释的沉积

物样品，转接至未凝固的培养基中并混合均匀，在室

温下置于水中匀速滚动血清瓶，直至带菌的培养基

在血清瓶内壁凝固成一薄层，最后充入氮气或者其

他特种气体。 将接种后的培养基置于 ３０ ℃培养箱

静置培养并观察，１ 次 ／ ｄ，待滚管中长出可见的菌落

后，在厌氧操作箱中挑取菌落至厌氧斜面培养基，进

行三区划线纯化，待单菌落长出后重复划线纯化至

少 ３ 次。

·７·
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１．３　 基于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的菌种鉴定

挑取纯化后的单菌落到无菌水中，９９ ℃ 裂解

１０ ｍｉｎ，以此裂解液为模板，每个菌株使用 １ μｌ、３ μｌ

和 ５ μｌ 三种体积的模板分别配置 ＰＣＲ 反应体系。
（ ５０ μｌ）：１０ × Ｅｘ Ｔａｑ Ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋）５ μｌ，ｄＮＴＰ ４ μｌ，
细菌通用引物 ２７Ｆ（ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＲＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ）

和 １４９２Ｒ（ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ） ［６］ 各 １ μｌ，模
板 １～５ μｌ，Ｅｘ Ｔａｑ 酶 ０．２５ μｌ，补加无菌水至 ５０ μｌ。

ＰＣＲ 产物测序：选取电泳结果呈现为单一条带

的 ＰＣＲ 产物送至生工生物工程（上海）股份有限公

司进行 Ｓａｎｇｅｒ 测序。

ＰＣＲ 产物序列比对：测序结果用 Ｇｅｎｅｉｏｕｓ ９．０．２
软件（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｅｉｏｕｓ． ｃｏｍ）处理，依据测序质

量剪除每基数有 １％以上出现错误的区域，大于 １ ｋｂ
的测序样品需拼接正反向测序结果，序列拼接后，将

拼接结果与 ＮＣＢＩ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因数据库进行

ＢＬＡＳＴ 序列分析（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｅｔ ／ ）。

１．４　 菌株的染色和显微镜观察

革兰染色步骤为：在玻片上滴加 １ 滴生理盐水，

用接种环挑取单菌落到生理盐水中，用酒精灯外焰

固定后，首先用结晶紫液染 １ ｍｉｎ，水洗后用碘液染

１ ｍｉｎ，滴加脱色酒精 ３０ ｓ 后用超纯水冲洗，直至玻

片上没有紫色染液，最后滴加沙黄复染液，复染

１ ｍｉｎ，水洗，干燥后进行显微镜观察。

１．５　 不同 ｐＨ和 Ｃａ２＋浓度下微生物生长曲线的测定

从纯化菌株的单菌落上挑取菌体接种到添加有

葡萄糖的培养基中，置于 ３０ ℃，２００ ｒ ／ ｍｉｎ 的空气浴

恒温摇床中培养 ２４ ｈ 后取菌液，分别接种到 ｐＨ 分

别为 ５．０、７．０ 和 ９．０ 以及 Ｃａ２＋ 浓度分别为 ０ ｍｇ ／ Ｌ、

５０ ｍｇ ／ Ｌ和 １５０ ｍｇ ／ Ｌ 的培养基中培养，温度设定为

３０ ℃，摇床速度设为２００ ｒ ／ ｍｉｎ。在不同时间段测定

培养液的 ＯＤ６００，绘制 ＯＤ６００随时间变化的生长曲线。

２　 结果

２．１　 菌株的分离和鉴定

经过三轮厌氧条件的划线纯化，最终从 ＮＹ－ＣＨ４、
ＬＮ－Ｈ２、ＬＮＹＡ－Ｈ２ 和 Ｍｎ－Ｈ２ 四类分离培养基中获

得了四个微生物菌株，分别命名为 Ａａ１、Ｋ、Ｎ１ 和 Ｊ１，

菌株 Ｎ１ 分离自添加有万古霉素和氨苄青霉素的培

养基中，因此具有耐受这两种抗生素的特性。 对上

述四个菌株进行菌落 ＰＣＲ 和 Ｓａｎｇｅｒ 测序，测序结果

都已经上传至 ＧｅｎＢａｎｋ，Ａａ１、Ｋ、Ｎ１ 和 Ｊ１ 四个菌株

的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列准入号分别为 ＯＮ７２６２５９、

ＯＮ７２６２４９、ＯＮ７２６２４１ 和 ＯＮ７２６２５１，对这些序列进行

ＢＬＡＳＴ 分析，见表 １。 结果显示，四个菌株分布在两

门四属四种中，包含变形菌门中的 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ

ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ、 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ、 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｈｏｒｍａｅ⁃

ｃｈｅｉｓ，和拟杆菌门中的 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ。

这四个菌株都曾在人类肠道中发现，可能会经饮用

水和食物进入人体影响人体健康［７］。

表 １　 四个菌株的名称及其近源物种

菌株名称 近源序列 序列相似度 ｅ－Ｖａｌｕｅ∗

Ａａ１ Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ ９９．６４％ ０

Ｋ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ ９９．９３％ ０

Ｎ１ Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｈｏｒｍａｅｃｈｅｉ ９９．８６％ ０

Ｊ１ Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ ９９．１３％ ０

　 　 ∗ｅ－Ｖａｌｕｅ：表明在随机的情况下，其他序列与目标序列

相似度要大于表中近源序列的可能性

２．２　 菌株的形态

四个菌株经革兰氏染色后都为革兰氏阴性，细

胞都呈短杆状，长度约为 ０．８ μｍ，见图 １。

ａ：菌株 Ａａ１；ｂ：菌株 Ｋ；ｃ：菌株 Ｎ１；ｄ：菌株 Ｊ１

图 １　 鉴定菌株的革兰氏染色图

·８·
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２．３　 ｐＨ 对菌株生长的影响

菌株 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ． Ａａ１、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ． Ｋ、

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． Ｎ１ 和 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ． Ｊ１ 在不同

ｐＨ 培养条件下的生长情况如图 ２ 所示。 结果表明，

所有菌株在 ｐＨ ７．０ 和 ９．０ 时培养液的比浊度都高于

ｐＨ ５．０ 时培养液的比浊度，差异在误差范围外。 这

一结果表明 ｐＨ ７．０ 和 ９．０ 培养条件下菌株的生长情

况优于 ｐＨ ５． ０ 培养条件下菌株的生长情况。 除

Ｓ． ｓｐ． Ａａ１外，见图 ２ａ，其余三个菌株都偏爱偏碱性

的培养条件，见图 ２ｂ－ｄ，特别是菌株 Ｅ． ｓｐ． Ｎ１ 在 ｐＨ

为 ９．０ 培养条件下的生长情况显著优于 ｐＨ ７．０ 和

５．０培养条件下的生长情况，见图 ２ｃ。

　 　 　 　 　

ａ：菌株 Ａａ１；ｂ：Ｂ． 菌株 Ｋ；ｃ：菌株 Ｎ１；ｄ：菌株 Ｊ１
图 ２　 不同 ｐＨ 条件下鉴定菌株的生长曲线

２．４　 Ｃａ２＋对细菌生长的影响

菌株 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ． Ａａ１、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ． Ｋ、

Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． Ｎ１ 和 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ． Ｊ１ 在不同

Ｃａ２＋浓度下的生长曲线，见图 ３。 Ｃａ２＋浓度为１５０ ｍｇ ／ Ｌ

时微生物培养液的比浊度要显著低于 Ｃａ２＋ 浓度为

０ ｍｇ ／ Ｌ和 ５０ ｍｇ ／ Ｌ 时培养液的比浊度，差异超出了

误差范围，见图 ３ａ 和 ３ｂ。 这一结果表明，Ｃａ２＋ 浓度

的升高对 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ． ｓｐ． Ａａ１ 和 Ａ．ｓｐ． Ｋ 有抑制

效果。 同理可知 Ｃａ２＋浓度对菌株 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ． ｓｐ． Ｎ１

和 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ． ｓｐ． Ｊ１ 的影响不明显，见图 ３ｃ

和 ３ｄ。

·９·
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ａ：菌株 Ａａ１；ｂ：Ｂ． 菌株 Ｋ；ｃ：菌株 Ｎ１；ｄ：菌株 Ｊ１

图 ３　 不同 Ｃａ２＋浓度下鉴定菌株的生长曲线

３　 讨论
本研究分离纯化的四个菌株 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ

ｓｐ． Ａａ１、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ． Ｋ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． Ｎ１ 和 Ｍａ⁃
ｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ． Ｊ１ 的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分别与

Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ、Ｅｎｔｅｒ⁃
ｏｂａｃｔｅｒ ｈｏｒｍａｅｃｈｅｉｓ 和 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ 四

个菌种的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列相似度都超过 ９９％，这
些菌株的细胞形态均为短杆状，且革兰氏染色都呈

阴性，因此初步鉴定为 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ、
Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ、Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｈｏｒｍａｅｃｈｅｉｓ 和 Ｍａｃｅｌｌｉ⁃
ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ 四个菌种的亚型，它们可能也

具备相似的生理特征。
菌株 Ａａ１、Ｋ 和 Ｎ１ 都分离自添加了硝酸钠的培

养基中，与相关研究报告中 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏ⁃
ｐｈｉｌｉａ［８］、Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ［９］ 和 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ ｈｏｒｍａｅ⁃
ｃｈｅｉｓ［１０］都具备反硝化能力的描述相一致。 菌株 Ｊ１
的分离培养基中未添加电子受体硝酸盐，推测可能

是通过发酵甲醇的代谢方式在培养基中生存，因为

其近源物种 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ 可在厌氧条

件下通过发酵多种有机物获得生长所需的能量和营

养［１１］。
菌株 Ａａ１、Ｋ 和 Ｎ１ 的近源物种 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ

ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ［１２］、 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ［１３］ 和 Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ
ｈｏｒｍａｅｃｈｅｉｓ［１４］都属于条件致病菌，会引起免疫力低

下患者的各种疾病，包括伤口感染和腹泻等。 菌株

Ｊ１ 的近源物种 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ 被发现于

人类的口腔和肠道中。 近年来，有研究［１５］ 发现在

ＨＰＶ 携带者口腔中，Ｍ． ｆｅｒｍｅｎｔａｎｓ 的丰度要显著高

于正常个体口腔中同种微生物的丰度，并且这种丰

度的提升与患者牙龈组织中核苷酸剪切修复相关基

因的下调呈显著相关，有可能导致口腔癌。
ｐＨ 是一个影响微生物生理功能的重要特征参

数。 此前的研究［４］表明，肠道 ｐＨ 的降低会同时改变

肠道微生物群体的均匀度、丰富度，以及微生物产生

短链脂肪酸的能力，进而可能影响人体健康。 本研

究以 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｓｐ． Ａａ１、 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｓｐ． Ｋ、

·０１·
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Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｓｐ． Ｎ１ 和 Ｍａｃｅｌｌｉｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ ｓｐ． Ｊ１ 四个菌

株为研究对象，发现它们在中性和碱性环境下的生

长情况都优于 ｐＨ ５．０ 条件下的生长情况。 这一结果

与之前关于 ｐＨ 对微生物群落的影响结果基本一致，
即大部分人体相关的微生物都偏好中性和偏碱性环

境。
Ｃａ２＋被认为是一种有助肠道益生菌生长的益生

元，通过我们的实验研究发现，Ｃａ２＋浓度的升高确实

可以抑制 Ｓｔｅｎｏｔｒｏｐｈｏｍｏｎａｓ ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ 和 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｖｅｒｏｎｉｉ 这两类条件致病菌。 此前曾有文献报道 Ｃａ２＋

能够影响 Ｓ． ｍａｌｔｏｐｈｉｌｉａ 的蛋白酶活性和毒力［１６－１７］。
本研究的实验结果进一步验证了这一论述。 而关于

Ｃａ２＋对 Ａ． ｖｅｒｏｎｉｉ 的影响，目前尚无相关文献报道。
因此，本研究首次报道了 １５０ ｍｇ ／ Ｌ 浓度的 Ｃａ２＋对菌

株 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ． ｖｅｒｏｎｉｉ 的抑制作用。
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