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摘  要：【背景】实验动物中不断发现干扰科学研究的新病原体，库氏棒杆菌(Corynebacterium 
kutscheri)和铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)作为影响实验动物健康的病原微生物，是国标

中要求的必检微生物。本研究从吉林大学实验动物中心饲养的无特定病原体(specific pathogen-free, 
SPF)级小鼠体内分离到 1 株疑似库氏棒杆菌和 1 株疑似铜绿假单胞菌。【目的】鉴定这些病原微生

物的种类、生物学特性、系统发育关系及基因组特征，为该病原微生物标准物质的研制及检测评价

技术体系的建立提供生物资源并奠定基础。【方法】采用革兰氏染色、药敏试验、生理生化等方法对

病原生物学特征进行鉴定；结合 PCR 鉴定、系统发育分析、全基因组测序、生物信息学等技术明确

该菌的遗传学特征。【结果】形态观察、16S rRNA 基因序列、基因组分析及系统发育分析证实，该

分离菌株分别被鉴定为库氏棒杆菌 CCPM-B-B-019-2402-1 和铜绿假单胞菌 CCPM-B-B-013-2402-3；
药敏试验表明，库氏棒杆菌 CCPM-B-B-019-2402-1 对苯唑西林、呋喃妥因和苄青霉素耐药，铜绿

假单胞菌 CCPM-B-B-013-2402-3 对替卡西林/克拉维酸和替加环素耐药，对头孢他啶、环丙沙星、

左氧氟沙星等 9 种抗生素敏感；全基因组测序结果表明，库氏棒杆菌 CCPM-B-B-019-2402-1 携带

有 fagA、fagB、fagC、fagD 等重要毒力基因，铜绿假单胞菌 CCPM-B-B-013-2402-3 携带有 plcB、
tse6、tse5 等毒力基因。【结论】对 SPF 级小鼠气管组织和盲肠内容中分离出的 2 株病原菌进行了鉴定，
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并对 2 株病原菌进行了基因组特征分析，该研究为实验动物病原细菌标准株的建立，以及实验动

物病原标准物质的研制和实验动物的质量控制提供了重要资源和支撑。 
关键词：库氏棒杆菌；铜绿假单胞菌；生物学特征；基因组特征；系统发育分析 
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Abstract: [Background] New pathogens that interfere with scientific research have been 
constantly discovered in laboratory animals. Corynebacterium kutscheri and Pseudomonas 
aeruginosa as pathogenic microorganisms affecting the health of laboratory animals are 
required to be monitored in the national standard. In this study, suspected strains of C. kutscheri 
and P. aeruginosa were isolated from specific pathogen-free (SPF) mice reared at the 
Laboratory Animal Center of Jilin University. [Objective] To identify the species and reveal the 
biological characteristics, phylogenetic relationship, and genomic characteristics of these 
pathogens, providing valuable biological resources and laying a foundation for developing 
reference materials and establishing an evaluation system for these pathogens. [Methods] The 
biological characteristics of the pathogens were studied by Gram staining, drug sensitivity test, and 
physiological and biochemical methods. PCR, phylogenetic analysis, whole genome sequencing, 
and bioinformatics analysis were performed to clarify the genetic characteristics of the strains. 
[Results] Through morphological observation, 16S rRNA sequencing, genome analysis, and 
phylogenetic analysis, the isolates were identified as C. kutscheri CCPM-B-B-019-2402-1 and 
P. aeruginosa CCPM-B-B-013-2402-3, respectively. C. kutscheri CCPM-B-B-019-2402-1 was 
resistant to oxacillin, nitrofurantoin, and benzylpenicillin. P. aeruginosa CCPM-B-B-013-2402-3 
showed resistance to ticarcillin/clavulanic acid and tigecycline, while it demonstrated sensitivity 
to 9 antibiotics including ceftazidime, ciprofloxacin, and levofloxacin. The results obtained 
from whole genome sequencing indicated that C. kutscheri CCPM-B-B-019-2402-1 carried 
key virulence genes such as fagA, fagB, fagC, and fagD, whereas P. aeruginosa 
CCPM-B-B-013-2402-3 harbored virulence genes like plcB, tse6, and tse5. [Conclusion] In this 
study, two strains of pathogenic bacteria isolated from the tracheal tissue and cecum of SPF 
mice were identified, and their genomic characteristics were analyzed. This study provides 
important resources and support for the establishment of standard strains of pathogenic bacteria 
in laboratory animals, the development of reference materials of pathogenic bacteria in 
laboratory animals, and the quality control of laboratory animals. 
Keywords: Corynebacterium kutscheri; Pseudomonas aeruginosa; biological characteristics; 
genomic characteristics; phylogenetic analysis 
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病原微生物菌(毒)种是开展传染性及感染

性疾病防治、食品药品安全、出入境检验检疫

等研究工作的重要对象及物质基础，是直接关

系国家生物安全的重要战略资源[1]。病原微生

物菌(毒)种的溯源和标准化是病原检测中的关

键环节。常见的鉴定方法包括根据生理特征、

生化反应、血清学反应、耐药谱及分子型别等

特征，将疑似菌株与模式种相比，从而确定其

病原微生物菌(毒)种。病原菌检测是实验动物微

生物等级和监测中的重要内容，根据国家标准

GB 14922—2022《实验动物 微生物、寄生虫学

等级及监测》[2]规定，在无菌动物、无特定病原

体(specific pathogen-free, SPF)动物的检测中，针

对小鼠、大鼠病原细菌检测项目共 15 项。其中，

必须检测项目并要求阴性的有 7 项，包括支原体、

库氏棒杆菌(Corynebacterium kutscheri)、铜绿

假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)和沙门氏菌

(Salmonella)等[2]。由于缺乏病原细菌生理和遗

传特性数据，我国在实验动物病原检测方面缺

少可应用的标准物质。目前，国家标准物质资

源共享平台仅提供了淀粉中金黄色葡萄球菌

(Staphylococcus aureus)标准物质(https://www. 
ncrm.org.cn/Web/Material/Components?autoID=
21261&pageIndex=1)，导致新型病原检测技术

缺乏有效的质量控制手段。 

库氏棒杆菌(Corynebacterium kutscheri)首
次于 1925 年提出[3]，这种细菌常存在于动物的

口腔、颈部淋巴结和胃肠道内，但通常不会表

现出明显的临床症状[4]。然而，伴随年龄的增

长、环境压力的变化、实验操作的变化及免疫

功能的低下，库氏棒杆菌可能经血液传播。此

时，感染症状往往较为非特异性，感染小鼠表

现出体重减轻和皱皮等表征[5]。库氏棒杆菌感

染典型的病理变化主要出现在小鼠的肝脏、肾

脏和肺脏等器官，通常呈现灰白色结节。在显

微镜下观察，病变区域出现坏死中心(即干酪样

坏死灶)，其周围环绕着大量嗜中性粒细胞。此外，

在脓性病变部位，病原体非常容易被发现[5-6]。

这些病理特征表明，库氏棒杆菌能够引起局部

免疫反应并对重要器官造成损伤，影响实验动

物的健康状态。因此，在实验动物健康监测中，

库氏棒杆菌的检测和控制显得尤为重要。铜绿假

单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)最早由 Migula
于 1900 年提出[7]，这是一种多重耐药的条件致

病菌，能够引起免疫功能低下个体的多种急性

和慢性感染，包括慢性阻塞性肺疾病、囊性纤维

化、癌症、创伤感染、烧伤、败血症及呼吸机相

关肺炎等[8-10]。铜绿假单胞菌在生物膜状态下尤

其具有适应性，可以在低氧或其他极端恶劣的

环境中存活[11-12]，这种生物膜的形成不仅增强

了其对环境压力的抵抗力，还使其对抗生素的

耐药性显著增强，从而增加了治疗难度[13]。另

外，铜绿假单胞菌常在潮湿的表面繁殖，特别

是医疗设备(如通风设备、呼吸机管道等)中[14]，

这些设备成为了铜绿假单胞菌感染的潜在来

源。虽然大多数动物感后不立即表现症状，通

常呈现潜伏感染的状态，但当免疫系统受到抑制

或受到其他外界因素影响时，感染可迅速激化，

导致炎症反应、败血症甚至死亡[15-17]。在实验动

物中，库氏棒杆菌和铜绿假单胞菌的潜在危害

尤为突出，严重影响实验动物健康状态和实验

数据的可靠性[5,9]。这 2 种病原菌不仅能引发动

物的潜伏感染、炎症反应和免疫抑制，还可能

在实验过程中导致疾病传播、败血症等严重并

发症，进而干扰实验结果的真实性[6]。因此，

库氏棒杆菌和铜绿假单胞菌已成为实验动物健

康监测中的重点病原菌，是科研人员必须密切

关注的对象。为了提高实验动物的健康质量，科
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研人员应加强对这些病原菌的监测，并采取有

效的预防和控制措施，以减少病原微生物对实

验动物的干扰。此外，建立标准化的检测体系和

参考标准物质，将有助于确保实验动物的微生物

安全，进而为实验的顺利进行提供有力保障。 
本研究通过对这 2 株病原菌进行鉴定及基

因组特征分析，以期为实验动物病原细菌标准

株的建立，实验动物病原标准物质的研制，以

及实验动物质量控制提供重要资源和支撑。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

SPF 级实验小鼠饲养于吉林大学实验动物

中心，饲养期间各组小鼠自由饮水，饲喂普通

维持饲料。饲养环境：昼夜各半循环照明，湿

度恒定，温度控制在 22−25 ℃。所有操作均按

照实验动物使用的 3R 原则给予人道关怀[18]。

动物实验方案获中国医学科学院医学实验动

物研究所实验动物使用和管理委员会批准

(IACUC XZG-22002)。 
本研究实施地点为中国医学科学院医学实

验动物研究所三层 BSL-2 实验室(病原微生物

学实验室)，实验室已获得北京市病原微生物实

验室及实验室活动备案，同时实验室已对库氏

棒杆菌和铜绿假单胞菌的菌株使用进行了备

案，实验室属于生物安全二级实验室，符合三类

病原微生物使用标准。 

1.2  培养基和主要试剂、仪器 
LB 肉汤，Oxoid 公司；血琼脂，北京陆桥技

术股份有限公司。PBS 溶液，北京百泰克生物技术

有限公司；梅里埃 ANC VITEK2 试剂/VITEK2 革

兰氏阴性细菌鉴定卡、革兰氏棒状杆菌鉴定卡、

革兰氏阳性细菌药敏卡和革兰氏阴性细菌药敏

卡，梅里埃诊断产品上海有限公司；NaCl 试剂，

国药集团化学试剂有限公司。 
小型台式冷冻离心机，Eppendorf 公司；高

速冷冻离心机，Thermo 公司；微分干涉显微镜，

奥林巴斯株式会社；生化培养箱，上海一恒科

学仪器有限公司；生物安全柜，北京东联哈尔

仪器制造有限公司；涡旋振荡器，精骐有限公

司；振荡恒温金属浴，杭州博日科技有限公司；

VITEK2 Compact 微 生 物 全 自 动 分 析 仪 ，

Biomerieux 公司；台式恒温摇床，上海世平实

验设备有限公司；PCR 扩增仪，Bio-Rad 公司。 

1.3  菌株分离及形态学观察 
菌株分离及形态学观察参考 Su 等[18]的研究，

取小鼠盲肠内容物和气管组织，溶解于一定的

PBS 溶液中，梯度稀释后涂布接种于 LB 固体培

养基上，置于 37 ℃培养箱中培养 24 h。观察菌

落生长情况，挑取疑似单菌落接种于 LB 固体培

养基上纯化，37 ℃培养过夜，挑取单个菌落进行

革兰氏染色，并观察染色结果。所有菌种均分别

保藏在 4 ℃和−80 °C 含有 20%甘油的冻存管中。 

1.4  细菌的生理生化特征及对常见抗

生素的药敏测试 
挑取纯培养物转接至新的 LB 固体培养基

上，放置于 37 ℃恒温培养箱中，在有氧条件下

培养 8−16 h 后，在生物安全柜内用无菌棉签挑

取单菌落于无菌生理盐水中制备菌悬液。然后

使用 VITEK2 Compact 微生物全自动分析仪进

行菌种鉴定和药敏测试。采用配套的棒状杆菌鉴

定卡(21348)，阳性细菌药敏卡(22226)，阴性细

菌鉴定卡(21241)，阴性细菌药敏卡(418985)，并

按照 Vitek2 系统及各鉴定卡和药敏卡说明书进

行生化鉴定和抗生素药敏测试。 

1.5  DNA 的提取、PCR 扩增和系统发育

分析 
DNA 的提取和 PCR 扩增参考 Su 等[18]的报
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道，使用细菌通用引物 27F (5′-AGAGTTTGAT 

CCGGCTCAG-3′)和 1492R (5′-CCTTACCTTGT 

TACGACTT-3′)对菌株 16S rRNA基因序列进行

PCR 扩增[18-19]。PCR 反应体系(50 μL)：2×Premix 

Taq Mixture 25 μL，上、下游引物(10 μmol/L)

各 2.5 μL，模板 2 μL，ddH2O 18 μL。PCR 反

应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 1 min，56 ℃ 1 min，

72 ℃ 1.5 min，30 个循环；72 ℃ 10 min。基因

测序由北京诺赛基因组研究中心有限公司完

成，使用 EzBioCloud BLAST (www.ezbiocloud. 

net/identify)[20]完成序列比对。 

在 EzBioCloud 和 GenBank 数据库中下载

相关模式种 16S rDNA序列，并用 MEGA 11.0[21]

软件比对。系统发育树的构建分别用邻接法、

最大似然法和最大简约法计算，树的拓扑结构

和支持率使用 MEGA 11.0[21]软件抽样分析    

1 000 次运算获得。 

1.6  基因组测序和分析 
菌株基因组序列的测定和组装由深圳华

大基因股份有限公司(BGI)完成。统计范围为

500 bp 以上的 Scaffold，其中 N50 和 N90 概念

为从大到小覆盖到总长一定比例(N50 的比例为

50%，N90 的比例为 90%)时的最后一条 Scaffold

或 Contig 的长度。平均核苷酸一致性(average 

nucleotide identity, ANI) 分 析 在 EzBioCloud 

(www.ezbiocloud.net/tools/ani)中由 OrthoANI 计

算获得 [22] ，基因组 DNA-DNA 杂交 (digital 

DNA-DNA hybridization, dDDH)值通过 GGDC 软

件 3.0 运算获得(http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php)[23]。 

1.7  基因组注释 
采用 RNAmmer 软件预测 rRNA；采用

tRNAscan 软件预测 tRNA 区域和 tRNA 的二级

结构；采用 Infernal 软件与 Rfam 数据库进行比

对得到 sRNA。利用 KEGG、COG 对预测的

全部编码蛋白进行功能注释。另外，用毒力

基因数据库(virulence factor database, VFDB)和

UniProtKB/Swiss-Prot 蛋白功能数据库进行毒力

基因分析[24]。 

2  结果与分析  
2.1  形态学特征 

疑似库氏棒杆菌分离株在血琼脂平皿呈杆

状菌落，颜色为白色，边缘光滑且无溶血现象

(图 1A)，将该菌株进行革兰氏染色后，镜检结

果为革兰氏阳性菌，呈棒锤状或稍弯曲，通常

成对或链状排列，偶尔可见栅栏状排列(图 1B)，

利用干涉显微镜测得该分离株的平均长度为

1.29 μm。疑似铜绿假单胞菌分离株在 LB 固体

培养基上菌落呈杆状或扁平状，边缘不光滑，表

面有光泽(图 1C)，将该菌株进行革兰氏染色，镜

检结果为革兰氏阴性菌，菌体两端钝圆，排列较

为松散或不规则，未见荚膜和芽孢(图 1D)，利用

干涉显微镜测得该分离株的平均长度为1.80 μm。 

2.2  生理生化特征 
利用 VITEK2 Compact 微生物全自动分析

仪进行生理生化试验。结果显示，疑似库氏棒

杆菌分离株能分解 D-葡萄糖、D-麦芽糖、D-半乳

糖、蔗糖、D-甘露醇和 D-山梨醇等，脂肪酶、

尿素酶呈阳性反应，但不能分解 D-木糖，并且

α-甘露糖苷酶呈阴性。具体结果已提交到国家微

生物科学数据中心，编号为 NMDCX0001774。

疑似铜绿假单胞菌分离株能分解 D-葡萄糖和

D-甘露糖等，尿素酶呈阳性反应，但不能分解蔗

糖、D-麦芽糖、D-海藻糖和 D-山梨醇等。具体

结果已提交到国家微生物科学数据中心，编号为

NMDCX0001775。 
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图 1  疑似库氏棒杆菌和铜绿假单胞菌形态学观察   A：疑似库氏棒杆菌菌落形态；B：疑似库氏棒杆

菌微观形态特征(2 000×)；C：疑似铜绿假单胞菌菌落形态；D：疑似铜绿假单胞菌微观形态特征(2 000×)。 
Figure 1  Morphological observation of suspected Corynebacterium kutscheri and Pseudomonas aeruginosa. 
A: Colony morphology of suspected Corynebacterium kutscheri. B: Microscopic morphological characteristics of 
suspected Corynebacterium kutscheri. C: Colony morphology of suspected Pseudomonas aeruginosa. D: 
Microscopic morphological characteristics of suspected Pseudomonas aeruginosa.  
 
2.3  药敏试验结果 

药敏结果显示，疑似库氏棒杆菌分离株对

苯唑西林、呋喃妥因和苄青霉素耐药，而对庆

大霉素、红霉素和万古霉素等 12 种抗生素均敏

感(表 1)。疑似铜绿假单胞菌分离株对替卡西林/
克拉维酸和替加环素耐药，对头孢他啶、环丙

沙星和左氧氟沙星等 9 种抗生素敏感(表 2)。 

2.4  管家基因序列分析 
对疑似库氏棒杆菌分离株的 16S rRNA 基

因序列进行测序，得到的片段长度为 1 408 bp，
将该序列提交至 GenBank (登录号：PP762195)，
并在 EzBioCloud BLAST (www.ezbiocloud.net/ 
identify)[20]进行 BLAST 比对。比对结果显示，该

菌株的 16S rRNA 基因序列与 Corynebacterium  
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表 1  疑似库氏棒杆菌分离株药敏试验结果 
Table 1  Results of drug sensitivity test of suspected Corynebacterium kutscheri 
Antimicrobic MIC Standard Result 

S I R 
Oxacillin ≥4 ≤0.25  ≥0.5 R 
Quinupristin/Dalfopristin ≤0.25 ≤1 2 ≥4 S 
Gentamicin ≤0.5 ≤4 8 ≥16 S 
Ciprofloxacin ≤0.5 ≤1 2 ≥4 S 
Levofloxacin ≤0.12 ≤2 4 ≥8 S 
Erythromycin ≤0.25 ≤0.5 1–4 ≥8 S 
Clindamycin ≤0.25 ≤0.5 1–4 ≥8 S 
Linezolid ≤0.5 ≤2   S 
Vancomycin ≤0.5 ≤4 8–16 ≥32 S 
Tetracycline ≤1 ≤4 8 ≥16 S 
Tigecycline ≤0.12 ≤0.5   S 
Nitrofurantoin 128 ≤32 64 ≥128 R 
Moxifloxacin ≤0.25 ≤2 4 ≥8 S 
Rifampicin ≤0.5 ≤1 2 ≥4 S 
Benzylpenicillin ≥0.5 ≤0.125  ≥0.25 R 

S: Sensitivity; I: Intermediary; R: Resistance; MIC: Minimum inhibitory concentration. The same below. 
 
表 2  疑似铜绿假单胞菌的药敏试验结果 
Table 2  Results of drug sensitivity test of suspected Pseudomonas aeruginosa 
Antimicrobic MIC Standard Result 

Sensitivity (S) Intermediary (I) Resistance (R) 
Ticarcillin/Clavulanic acid ≥128 ≤16 32–64 ≥128 R 
Piperacillin/Tazobactam 32 ≤16 32–64 ≥128 S 
Ceftazidime 8 ≤8 16 ≥32 S 
Cefepime 8 ≤8 16 ≥32 S 
Imipenem 2 ≤4 8 ≥16 S 
Meropenem 4 ≤4 8 ≥16 S 
Tobramycin ≤1 ≤4 8 ≥16 S 
Ciprofloxacin 0.5 ≤1 2 ≥4 S 
Levofloxacin 2 ≤2 4 ≥8 S 
Tigecycline ≥8 ≤2 4 ≥8 R 
Amikacin ≤2 ≤16 32  ≥64 S 
 
kutscheri DSM 20755T 具有高度同源性，相似性

为 99.93%。随后，分别选取同源性较高的 16S 
rRNA 基因序列进行系统发育学分析[18]，最终

采用最大似然法对疑似库氏棒杆菌分离株及其

相关模式种进行系统发育分析，以探讨各菌株

之间的系统演化关系。其系统发育树如图 2A
所示，疑似分离株与模式种 C. kutscheri DSM 
20755T 聚为一个分支，并且自举数据值为 93%。

16S rRNA 基因的系统发育学结果表明，疑似库

氏棒杆菌分离株与模式种 C. kutscheri DSM 
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20755T 具有更近的亲缘关系。 
对疑似铜绿假单胞菌分离株的 16S rRNA 基

因序列进行测序，获得的片段长度为 1 404 bp，
将该基因序列提交至 GenBank (登录号 PP762185)，
并在 EzBioCloud BLAST (www.ezbiocloud.net/ 
identify)[20]中进行 BLAST 比对。比对结果显示，

该菌株的 16S rRNA 基因序列与 Pseudomonas 
aeruginosa JCM 5962T 具有高度同源性，相似性

为 99.64%。随后，选取同源性较高的 16S rRNA
基因序列进行系统发育学分析 [18]。最终，采用

最大似然法对疑似铜绿假单胞菌分离株及其

相关模式种进行系统发育分析，以探讨各菌株

之间的系统演化关系。其系统发育树如图 2B
所示，疑似分离株与模式种 P. aeruginosa JCM 
5962T 聚为一个分支，且自举数据值为 93%。

16S rRNA 基因的系统发育学结果表明，疑似

铜绿假单胞菌分离株与模式种 P. aeruginosa 
JCM 5962T 具有更近的亲缘关系。 

2.5  全基因组测序 
采用深圳华大基因股份有限公司 BGI 自主

平台对 2 个样本进行全基因组测序，测序数据

通过质控后进行组装，并将 2 株细菌全基因组

序列提交至 GenBank (疑似库氏棒杆菌分离

株 GenBank 登录号为 JBHOLU000000000；疑

似铜绿假单胞菌分离株 GenBank 登录号为

JBHUPQ000000000)。其中，疑似库氏棒杆菌

分离株的 G+C 含量为 46.48%，基因组总长度

为 2 380 722 bp，而模式种 C. kutscheri DSM 
20755T 的 G+C 含量平均值为 46.5%，基因组

总长度平均值为 2 371 434 bp[25]，疑似铜绿假

单胞菌分离株的 G+C 含量为 66.35%，基因组

总长度为 6 447 774 bp，模式种 P. aeruginosa 
JCM5962T 的 G+C 含量平均值为 66.1%，基

因组总长度平均值为 6 639 581.8 bp[26](表 3)。 
基因组结构注释结果表明，疑似库氏棒杆

菌分离株和疑似铜绿假单胞菌分离株的基因组

均包含 1 个拷贝的 5S rRNA 基因、1 个拷贝的

16S rRNA 基因和 1 个拷贝的 23S rRNA 基因，

具体的组装信息见表 4。 
基于全基因组测序，本研究将分离株与相

关模式种的基因组数据进行比较分析。通过将

疑似库氏棒杆菌分离株与模式株 C. kutscheri 
DSM 20755T 基因组进行比较，发现两者之间的

ANI 值为 99.31%，dDDH 值为 94.2%，均高于

国际标准分类界限(分别是 95%和 70%)，表明疑

似库氏棒杆菌分离株与 C. kutscheri DSM 20755T

相似度最高。同样，通过将疑似铜绿假单胞菌

分离株与模式株 P. aeruginosa JCM 5962T 的基因

组进行比较，发现两者之间的 ANI 值为 99.41%，

dDDH 值为 95.2%，均高于国际标准分类界限，

表明疑似铜绿假单胞菌分离株与 P. aeruginosa 
JCM 5962T 的相似度最高。 

2.6  基因组注释 
将疑似库氏棒杆菌分离株基因组中预测得

到的 2 201 个基因编码序列与 COG 数据库进行

BLASTp 比对，功能的注释结果分类见图 3A。

结果显示，1 493 个基因完成了蛋白注释，占全

部基因的 67.83%。其中，注释数量较多的基因

功能分别为参与翻译、核糖体结构及生物合成

(translation, ribosomal structure and biogenesis)的
基因 171 个(11.5%)，参与氨基酸的运输与代

谢(amino acid transport and metabolism)的基因

171 个(11.5%)及参与辅酶运输和代谢(coenzyme 
transport and metabolism)的基因 135 个(9%)。经

KEGG 数据库注释，注释分类见图 3B，疑似库

氏棒杆菌分离株共有 1 299 个基因参与相应代

谢通路，约占总基因数的 59.01%。其中，参与

全局和总览图谱(global and overview maps)的
蛋白质最多，共 464 个，约占注释蛋白总数的

35.7%，参与氨基酸代谢(amino acid metabolism) 
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图 2  基于 16S rRNA 基因序列的系统发育分析   A：基于 16S rRNA 基因通过最大似然法对库氏棒杆

菌 CCPM-B-B-019-2402-1 和相关模式种进行系统发育分析。Haemophilus massiliensis FF7T 为外群。“T”
代表模式菌株，节点上的数字是基于 1 000 个重复的百分比引导值，每个核苷酸位置有 0.01 个置换，仅

给出超过 50%的值。B：基于 16S rRNA 基因通过最大似然法对铜绿假单胞菌 CCPM-B-B-013-2402-3 和

相关模式种进行系统发育分析。Rugamonas rubra MOM 28/2/79T 为外群。“T”代表模式菌株，节点上的

数字是基于 1 000 个重复的百分比引导值，每个核苷酸位置有 0.01 个置换，仅给出超过 50%的值。 
Figure 2  Phylogenetic analysis based on 16S rRNA gene sequence. A: Phylogenetic analysis of 
Corynebacterium kutscheri CCPM-B-B-019-2402-1 and related model species was performed based on 16S 
rRNA gene by maximum likelihood method. Haemophilus massiliensis FF7T is an outgroup. The “T” 
represents the model strain, and the number on the node is based on a percentage lead value of 1 000 
replicates, 0.01 substitutions per nucleotide position, only giving value over 50%. B: Phylogenetic analysis of 
Pseudomonas aeruginosa CCPM-B-B-013-2402-3 and related model species was performed by maximum 
likelihood method based on 16S rRNA gene sequence. Rugamonas rubra MOM 28/2/79T is an outgroup. The 
“T” represents the model strain, and the number on the node is based on a percentage lead value of 1 000 
repeats, 0.01 substitutions per nucleotide position, only giving value over 50%. 
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表 3  基因组装结果 
Table 3  Results of gene assembly 
Item Strain CCPM-B-B-019-2402-1  Strain CCPM-B-B-013-2402-3 

Scaffold Contig  Scaffold Contig 
Total number (>500 bp) 13 14  61 62 
Total length (bp) 2 380 722 2 380 466  6 447 774 6 447 729 
N50 length (bp) 741 049 514 834  351 149 351 149 
N90 length (bp) 242 911 242 911  106 304 106 304 
Max length (bp) 884 723 714 049  663 566 663 566 
Min length (bp) 731 731  507 507 
Sequence G+C% 46.48 46.48  66.35 66.35 
 
表 4  基因组预测结果统计表 
Table 4  Statistical prediction of genomic formation 
Sample Name  Genotype Number Average length (bp) Total length (bp) Genomic proportion (%) 
Corynebacterium kutscheri  
CCPM-B-B-019-2402-1 

tRNA 53 76.01 4 029 0.169 2 
5S rRNA 1 116 116 0.004 8 
16S rRNA 1 1 521 1 521 0.063 8 
23S rRNA 1 3 083 3 083 0.129 4 

Pseudomonas aeruginosa  
CCPM-B-B-013-2402-3 

sRNA 8 90.75 726 0.030 5 
tRNA 60 78.65 4 719 0.073 2 
5S rRNA 1 115 115 0.001 7 
16S rRNA 1 1 524 1 524 0.023 6 
23S rRNA 1 2 889 2 889 0.044 8 
sRNA 576 45.38 26 139 0.405 4 

 
的蛋白质 127 个(9.8%)，参与碳水化合物代谢

(carbohydrate metabolism)的蛋白 123 个(9.5%)。 
将疑似铜绿假单胞菌分离株基因组中预测

得到的 6 091 个基因编码序列与 COG 数据库进

行 BLASTp 比对，功能注释结果分类见图 3C。

结果显示，4 765 个基因完成了蛋白注释，占全

部基因的 78.23%。其中，注释数量较多的基因

功能分别为：参与氨基酸的运输与代谢(amino 
acid transport and metabolism)的基因 522 个

(11.0%)，参与转录(transcription)的基因 507 个

(10.6%)以及参与信号转导机制(signal transduction 
mechanisms)的基因 394 个(8.3%)。经 KEGG 数

据库注释的功能分类结果见图 3D，疑似铜绿假

单胞菌分离株共有 3 850 个基因参与相应代谢

通路，约占总基因数的 63.2%。其中，参与全局

和总览图谱(global and overview maps)的蛋白

质最多，共有 1 192 个，约占注释蛋白总数的

31.0%，参与氨基酸代谢(amino acid metabolism)
的蛋白质 359个(9.3%)以及参与膜运输(membrane 
transport)的蛋白质 304 个(7.9%)。 

2.7  毒力基因预测结果 
经过全基因组测序及序列比对分析，发现

疑似库氏棒杆菌分离株携带有 fagA、fagB、

fagC、fagD 等棒状杆菌属典型毒力因子基因，

这些基因与 NCBI 数据库中其他棒状杆菌属相

似性在 86.3%–88.1%之间。进一步通过 VFDB
分析，发现疑似库氏棒杆菌分离株的基因组中携

带有 139 种潜在的毒力因子基因，结果如图 4A 
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图 3  基因组注释图   A：库氏棒杆菌 COG 数据库功能注释图；B：库氏棒杆菌 KEGG 数据库注释图；

C：铜绿假单胞菌 COG 数据库功能注释图；D：铜绿假单胞菌 KEGG 数据库注释图。 
Figure 3  Genome annotation map. A: Functional annotation map of COG database about Corynebacterium 
kutscheri; B: Functional annotation map of KEGG database about Corynebacterium kutscheri; C: Functional 
annotation map of COG database about Pseudomonas aeruginosa; D: Functional annotation map of KEGG 
database about Pseudomonas aeruginosa. 
 
所示。根据 VFDB 对毒力基因的分类(黏附、入

侵、免疫调控、生物膜和抗菌活性/竞争优势等)
进行统计分析可知，疑似库氏棒杆菌分离株的

基因组中携带的潜在毒力因子基因包括：与营

养代谢因素功能相关的基因 55 个，与免疫调控

功能相关的基因 21 个，与黏附功能相关的基因

18 个、与生存压力功能相关的基因 14 个，与

外泌酶功能相关的基因 2 个、与外源毒素相关

的基因 1 个，与生物膜功能相关的基因 1 个。

同时，疑似铜绿假单胞菌分离株携带有 plcB、

tse6、tse5 等典型毒力因子基因，这些基因与

NCBI 数据库中其他铜绿假单胞菌相似性在

99.8%–100%。通过 VFDB 分析，发现疑似铜绿

假单胞菌分离株的基因组中携带有 694 种潜在

的毒力因子基因，结果如图 4B所示。根据 VFDB
对毒力基因的分类进行统计分析可知，疑似铜

绿假单胞菌分离株的基因组中携带的潜在毒力

因子基因包括与效应因子传输系统功能相关的

基因 163 个，与营养代谢因素功能相关的基因

共 156 个，与黏附功能相关的基因 88 个，与免

疫调控功能相关的基因 76 个，与运动功能相关

的基因 74 个，与生物膜功能相关的基因 59 个，

与抗菌活性/竞争优势相关的基因 14 个，与生

存压力功能相关的基因 14 个，与外源毒素功

能相关的基因 8 个，与外泌酶功能相关的基

因 4 个，与入侵功能相关的基因 1 个。 

2.8  菌种分类位置 
根据分离株的形态特征、生理生化特征、

16S rRNA 基因同源性检索及系统发育学分析

结果，结合基因组序列分析等实验数据，判定

实验小鼠气管来源的疑似库氏棒杆菌分离株

为库氏棒杆菌(C. kutscheri)，该分离株已在国

家实验动物与人兽共患病菌毒种保藏分中心

保藏，保藏编号为 CCPM-B-B-019-2402-1。同

样，基于上述实验结果，判定实验小鼠盲肠内

容物来源的疑似铜绿假单胞菌分离株为铜绿

假单胞菌(P. aeruginosa)，该分离株也在国家实

验动物与人兽共患病菌毒种保藏分中心保藏，

保藏编号为 CCPM-B-B-013-2402-3。 

3  讨论 
库氏棒杆菌作为动物源性致病菌，通常寄

生于大小鼠的上呼吸道，是一种隐性感染源[8]。

在临床上，通常表现为伪结核症状或化脓性炎

症等，当动物免疫功能受到损害或者抑制时，

可能会导致急性死亡[9]。铜绿假单胞菌作为条件

致病菌，广泛存在于自然界，能在不同的黏膜表

面定殖，如呼吸道、消化道、眼睛和生殖系统等，

导致多种动物和人类感染，并且症状多样[27-28]。

这 2 种病原微生物均是我国实验动物微生物等

级和监测中必须检测的微生物，库氏棒杆菌最

早是通过显微镜观察感染的组织和革兰氏染色

等方法发现病灶内有小杆菌群，并根据其感染

症状进行诊断[4]。铜绿假单胞菌具有类似特征，

另外，通过确证性试验，如在氰胺琼脂上产

生蓝绿色色素(pyocyanin)以及在 42 ℃生长，也

可用于确定铜绿假单胞菌[8]。目前，检测这些

病原的方法主要包括分离培养、血清学检测、 
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图 4  库氏棒杆菌(A)和铜绿假单胞菌(B)基于 VFDB 的毒力基因统计    
Figure 4  Statistical diagram of virulence gene based on the VFDB about Corynebacterium kutscheri (A) 
and Pseudomonas aeruginosa (B).  
 
免疫学方法和分子生物学方法。随着分子生物

学和分子遗传学的发展，我们对于微生物的认

知已从表面结构特征深入到基因结构层次，因

此，微生物的检测手段也逐步向生化、免疫与

分子生物学技术相结合的方向发展。本研究以

实验小鼠体内分离的库氏棒杆菌和铜绿假单胞

菌为研究对象，通过分析其形态特征、生物学

特性、药敏特征、系统发育关系及基因组特征，

深入了解其基因组成和功能。 
实验动物病原检测方法的建立通常包括检

测方法的开发、确认和验证，而验证过程需要

依赖标准物质。然而，当前实验动物病原检测

领域缺乏标准物质，主要原因在于病原标准株

的缺乏。本文旨在通过标准化的方法研究实验

动物常见病原的溯源与标准化，为后续标准物

质和标准血清的研发奠定基础。该研究将涉及

标准菌株的建立、标准物质的制备、标准鉴定

方法的开发，以及对检测方法的验证，确保实

验动物病原感染检测研究的规范性和有效性。

为进一步建立多种实验动物病原感染的检测方

法，研究实验动物病原感染的消长规律，以及

开展实验动物病原标准株的溯源和标准化研究

提供重要支撑。 
近年来，感染性疾病已成为危害人类生命

和健康的重大隐患之一。引发这些疾病的病原

微生物种类日益复杂，常见的病原微生物威胁

不仅未得到有效消除，而且部分耐药菌株，如

葡萄球菌、肠球菌、铜绿假单胞菌、大肠杆菌

等也逐渐出现，此外，新兴病原体的出现也增

加了临床诊断和治疗的难度。因此，研究与发

展病原微生物的标准化检测技术，能够准确、

快速地确认和检测病原体，对于感染性疾病的
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治疗和预后具有重要意义。 

4  结论 
本研究从 SPF 级实验小鼠气管组织中分离

鉴定出 1 株库氏棒杆菌(C. kutscheri) CCPM-B- 
B-019-2402-1，从盲肠内容中分离鉴定出 1 株铜绿

假单胞菌(P. aeruginosa) CCPM-B-B-013-2402-3。
通过革兰氏染色、药敏试验、生理生化试验、

PCR 鉴定、系统发育分析、全基因组测序及生

物信息学方法，明确了这 2 株病原细菌的生物

学和遗传学特征。本研究为实验动物病原细菌

标准株的建立、实验动物病原标准物质的研制

以及质量控制提供了重要资源和支撑。 
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