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摘  要: 【目的】应用一种昆虫细胞培养基作为基础成分培养巴尔通体(Bartonella species), 
建立一种操作方便、高效稳定的巴尔通体液体培养方法。【方法】昆虫细胞培养基中添加

10%胎牛血清, 以此为基础培养液分别添加蔗糖和谷氨酰胺, 比较这两种成分对汉赛巴

尔通体(B. henselae)和五日热巴尔通体(B. quintana)生长的影响并观察其他 10 种巴尔通体

在简化后的培养液中的生长特性。【结果】添加蔗糖和谷氨酰胺不会明显促进巴尔通体的

生长, 10 种巴尔通体在简化后的培养液中均生长良好。不同种巴尔通体生长曲线不同, 
汉赛巴尔通体和五日热巴尔通体的世代时间分别为 5.2 h 和 4.3 h, 生长速度快于固体培

养。【结论】以昆虫细胞培养基作为基础成分的培养液适于巴尔通体液体培养 , 特别是

对一些更难培养的巴尔通体提供了一种较好的培养方法。 
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Abstract: [Objective] We tested an insect cells-based liquid medium and its utility for the 
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easy-to-maintain, fast and reliable system for cultivation of different Bartonella. [Methods] 
Media composition and growth conditions were optimized using B. henselae and B. quintana. 
The growth curves of the other ten Bartonella species were determined using the optimized 
liquid medium. [Results] Glutamine and sucrose supplements did not affect significantly the 
growth rate of these bacteria. A generation time of 5.2 h for B. henselae and 4.3 h for B. 
quintana was estimated during the exponential phase of the growth curve occurred between 
days 1 and 2 after inoculation. The twelve medical and veterinary important Bartonella species 
grew well under conditions established and each exhibited unique growth characteristics. 
[Conclusion] This liquid growth medium may provide an advantage over conventional direct 
blood agar plating for analyzing Bartonella properties including antibiotic susceptibility and 
resistance and pathogenicity.  

Keywords: Bartonella, Liquid culture, Growth curve, Cat scratch disease 

巴尔通体(Bartonella species)是营养要求苛

刻、兼性细胞内寄生的革兰氏阴性需氧杆菌, 主

要寄生在动物宿主和人的血管内皮细胞和红细

胞 内 , 能 够 引 起 人 类 猫 抓 病 ( 汉 赛 巴 尔 通 体

B. henselae 和克氏巴尔通体 B. clarridgeiae)、战

壕热(五日热巴尔通体 B. quintana)、心内膜炎(汉

赛巴尔通体、五日热巴尔通体、伊丽莎白巴尔通

体 B. elizabethae、克勒巴尔通体 B. koehlerae、文

森 巴 尔 通 体 博 格 霍 夫 亚 种 B. vinsonii subsp. 

berkhoffii 等)、卡瑞恩病(杆菌样巴尔通体 B. ba-

cilliformis)和其他系统性病变等。巴尔通体体外培

养生长缓慢, 常规的固体培养必需添加动物全血

才能生长, 原代培养通常需要 5−30 d。与传统的

固体培养方法相比, 液体培养方法无需添加动物

全血, 使用方便、快捷。从生物学角度考虑, 液

体培养环境更接近于巴尔通体在宿主体内的生

境, 因此, 建立稳定的液体培养方法, 对于研究

其代谢机制、致病机制、对药物的敏感性及耐药

机制等方面非常重要。本研究选择一种昆虫细胞

培养基(Schneider’s insect medium, SIM), 观察添

加蔗糖和谷氨酰胺是否能够促进巴尔通体生长, 

以简化巴尔通体液体培养, 并测定不同种巴尔通

体的生长曲线, 进一步掌握巴尔通体的生长规律。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂   
昆虫细胞培养基 SIM, Sigma, 美国; 标准胎

牛血清(FCS), 天津市灏洋生物制品科技有限责

任 公 司 ; 蔗 糖 , 北 京 化 工 厂 ; 谷 氨 酰 胺 , 

AMRESCO, 美国; 胰酶大豆肉汤(TSB)和胰酶大

豆琼脂培养基(TSA), BD, 美国。 

1.2  主要仪器   
371 型 CO2 培养箱, Thermo Scientific, 美国; 

脱色摇床 , TECHNE, 英国 ; 麦氏浊度测定仪 , 

bioMérieux, 法国; 5804R 台式高速冷冻离心机, 

Sigma, 美国。 

1.3  实验菌株  
特利波契巴尔通体(B. tribocorum)由巴塞尔大

学 Christoph Dehio 教授惠赠, 其他巴尔通体标准菌

株均来源于美国标准生物品收藏中心ATCC (表1)。 

1.4  常规培养   
应用含 5%羊血的 TSA 复苏培养巴尔通体菌

株, 培养条件为 5% CO2、潮湿环境中 35 °C 培养

4−6 d。Bb 培养温度为 28 °C 和 35 °C。 
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1.5  液体培养   
1.5.1  培养液制备: 参照文献[1], 基础成分为

SIM 和 10%胎牛血清, 谷氨酰胺和蔗糖为添加

成分。应用灭菌超纯水配制谷氨酰胺和蔗糖溶

液, 0.22 µm 滤器过滤除菌后加入培养液, 终浓

度分别为 2 mmol/L 和 5% (W/V), 混匀后吸取

0.1 mL 培养液涂布于 TSA 平板上培养检测是否

污染。 

1.5.2  培养方法: 将培养第 4−6 天的菌体接种于

上述液体培养基混匀, 取 OD 值为 0.4−0.5 的菌液

0.2 mL 加入到装有 19.8 mL 培养液的 75 cm2 细胞

培养瓶中, 混匀后测 OD 值。将培养瓶置于 5% 

CO2 培养箱中, 35 °C 振荡培养(30 r/min) 9 d。Bb

培养温度为 28 °C 和 35 °C。 

1.5.3  生长曲线测定: (1) OD 值测定: 接种培养

后每天测定培养液 600 nm 波长下的 OD 值, 以同

样培养条件下未加细菌的培养液作为空白对照, 

绘制生长曲线。(2) 细菌生长量(CFU)测定: 接种

培养后每天测定培养液中的菌量, 绘制生长曲

线。方法: 吸取 10 µL 培养液加入 90 µL TSB 中

做梯度稀释(10−1−10−10), 每个稀释度取 10 µL 接

种到 TSA 平板上 3 份, 置于 35 °C、5% CO2 培养

箱中培养, 计数菌落生长的平均数。 

1.5.4  菌体湿重测定: 2 655×g 离心 10 min 收集

菌体, PBS 洗 3 次后离心称重。 

1.5.5  世代时间计算 : 依 据 公 式 G=(t2−t1)/ 

[(logW1−logW2)/lg2]计 算巴尔通体的世代时间 , 

公式中 G 为世代时间(Generation time), tl 和 t2 为

所取对数期两点的时间; W1 和 W2 分别为相应时

间测得的细胞浓度(CFU/mL)。 

1.6  统计学方法 
采用 SPSS 13.0 软件进行统计学分析, 计量数

据之间的差异比较采用 t 检验和方差分析, P＜0.05

为差异有统计学意义。 
 

表 1  实验菌株 
Table 1  The origins of the Bartonella strains analyzed in the study 

菌株名称 
Species 

缩写 
Abbreviation 

菌株名称 
Strain name 

菌种编号(来源) 
Collection No. 

(Source) 

分离地 
Geographic origin 

宿主 
Primary
reservoir

汉赛巴尔通体 B. henselae Bh Houston-1 ATCC 49882 (人) 美国德克萨斯州 猫 

五日热巴尔通体 B. quintana Bq Fuller VR-358 (人) 前南斯拉夫 人 

克氏巴尔通体 B. clarridgeiae Bc Houston-2 cat 51734 (猫) 美国德克萨斯州 猫 

克勒巴尔通体 B. koehlerae Bk C-29 700693 (猫) 美国加利福尼亚 猫 

杆菌样巴尔通体 B. bacilliformis Bb KC583 35685 (人) 秘鲁 人 

文森巴尔通体博格霍夫亚种  
B. vinsonii subsp. Berkhoffii 

Bvb NCSU 93-CO1 51672TM (犬) 美国北卡罗来纳州 犬 

文森巴尔通体阿鲁潘亚种 
B. vinsonii subsp. Arupensis 

Bva OK 94-513 700727 (人) 美国怀俄明州 鼠 

文森巴尔通体文森亚种 
B. vinsonii subsp. vinsonii 

Bvv Baker VR-152 (鼠) 加拿大魁北克 鼠 

伊丽莎白巴尔通体 B. elizabethae Be F9251 49927 (人) 美国马萨诸塞州 鼠 

格拉汉姆巴尔通体 B. grahamii Bg NCTC 12860 700132 (鼠) 英国 鼠 

道志巴尔通体 B. doshiae Bd NCTC 12862 700133 (鼠) 英国 鼠 

特利波契巴尔通体 B. tribocorum Bt IBS 506 CIP 105476 (鼠) 法国 鼠 
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图 1  谷氨酰胺对汉赛巴尔通体(A)和五日热巴尔通体(B)液体培养的影响 
Fig. 1  Growth curves of B. henselae (A) and B. quintana (B) 

注: 培养液为含 10% FCS 昆虫细胞培养基; +Gln 和−Gln 分别表示添加和不添加谷氨酰胺; 每 24 h 测定细菌培养液在 600 nm

波长下的 OD 值. 
Note: Bartonella cells were cultured in Schneider’s insect medium containing 10% FCS with glutamine-supplemented (+Gln) or 
non-supplemented (−Gln). Bacterical growth was determined by measuring the OD600 in triplicates at 24 h intervals. 

 

2  结果 
2.1  谷氨酰胺添加对照实验 

在基础液体培养基中添加 2 mmol/L 谷氨酰

胺, 观察汉赛巴尔通体、五日热巴尔通体两种不

同宿主巴尔通体的生长情况。从生长曲线看, 添

加谷氨酰胺的汉赛巴尔通体在对数生长期和稳

定期的 OD 值均高于未添加的(图 1), 但没有显著

性差异(P＞0.05); 五日热巴尔通体在添加谷氨酰

胺后细菌量在对数生长期和稳定期略微有所增

加, 但影响不大(P＞0.05)。 

2.2  蔗糖添加对照实验 
选用汉赛巴尔通体和五日热巴尔通体观察液

体培养基中添加蔗糖后细菌生长曲线的变化。结

果发现, 添加蔗糖对这两种巴尔通体生长有一定

影响, 但并不显著, P＞0.05 (表 2、3)。 

从生长曲线看, 汉赛巴尔通体和五日热巴尔

通体生长速度不同, 对添加蔗糖的反应也不同

(图 2A、2B、2C、2D)。汉赛巴尔通体对蔗糖不

敏感, 培养液中添加蔗糖后生长基本趋势没有变

化(图 1A、1C)。添加蔗糖使五日热巴尔通体在对

数生长期浓度略高, 稳定期后菌液浓度低于未添

加蔗糖的培养液(图 1B、1D)。  

相比汉赛巴尔通体在接种后第 1 天进入对数

生长期, 五日热巴尔通体几乎没有停滞期直接进

入对数生长期; 在添加蔗糖的培养基中, 五日热

巴尔通体和汉赛巴尔通体分别在第 3 天和第 4 天

间维持在稳定期; 在未加蔗糖的培养基中, 五日

热巴尔通体接种后第 4 天菌液浓度达到最高, 随

即进入衰亡期。 

培养第 4 天时测定每瓶培养液内全部细菌的

湿重, 添加与不添加蔗糖培养菌量分别为: 汉赛

巴尔通体是 65.7 mg 和 68.5 mg, 五日热巴尔通体

是 124.8 mg 和 120.3 mg。五日热巴尔通体的菌量

明显高于汉赛巴尔通体(P＜0.01), 添加蔗糖对这

两种菌的收获量均没有明显影响, P＞0.05。 

依据公式 G=(t2−t1)/[(logW1−logW2)/lg2]计算

两种巴尔通体的世代时间, 选择对数期斜率最大

的两点作为 t1 和 t2。汉赛巴尔通体依据第 1 天和
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第 2 天菌液浓度(CFU/mL)计算世代时间为 5.2 h; 
五日热巴尔通体依据第 2 天和第 3 天菌液浓度

(CFU/mL)计算世代时间为 4.3 h。 

在培养过程中, 培养液的 pH 变化与生长曲

线基本是一致的, 对数期时 pH 处于上升期, 从

最初的 5.5 逐渐上升至 8.0 不再变化, 培养液从酸

性逐渐向碱性转变, 添加蔗糖与否不影响这一变

化过程。 
 

表 2  添加蔗糖对汉赛巴尔通体生长曲线的影响 
Table 2  Growth curve of B. henselae in liquid culture depending on the addition of 5% sucrose 

x±sa  (CFU/mL, OD600 values) 
Culture days 

+Sucb −Succ 

0 2.10×106±2.65×105 (0.20±0.00) 2.10×106±2.65×105 (0.20±0.00) 

1 4.03×106±5.77×105 (0.20±0.00) 3.27×106±1.53×105 (0.20±0.00) 

2 1.07×108±2.52×107 (0.30±0.06) 8.00×107±1.00×106 (0.26±0.00) 

3 4.00×108±1.00×108 (0.60±0.00) 6.00×108±2.65×107 (0.80±0.00) 

4 6.00×108±1.00×108 (1.00±0.06) 7.33×108±5.77×107 (1.16±0.00) 

5 3.30×108±1.53×108 (1.30±0.06) 2.13×108±1.53×107 (1.44±0.00) 

6 2.10×107±1.00×106 (1.37±0.06) 2.60×107±1.00×107 (1.51±0.06) 

7 9.00×106±3.61×106 (1.38±0.06) 4.30×106±1.53×106 (1.51±0.06) 

8 3.00×106±0.00 (1.38±0.06) 1.70×106±5.77×105 (1.51±0.06) 

9 5.30×105±1.15×105 (1.36±0.06) 4.70×105±2.52×105 (1.46±0.06) 

注: a: 添加和不添加蔗糖对于汉赛巴尔通体生长没有显著影响, P>0.05; b: SIM 培养液中添加 5%蔗糖; c: SIM 培养液中未添加

5%蔗糖. 
Note: a: There was no significance between +Suc and -Suc in B. hensela, P>0.05; b: The Schneider’s insect medium was supple-
mented with 5% sucrose; c: The Schneider’s insect medium was not supplemented with 5% sucrose. 
 

表 3  添加蔗糖对五日热巴尔通体生长曲线的影响 
Table 3  Growth curve of B. quintana in liquid culture depending on the addition of 5% sucrose 

x±sa  (CFU/mL, OD600 values) 
Culture days 

+Sucb −Succ 

0 5.30×105±5.77×104 (0.20±0.00) 5.30×105±5.77×104 (0.20±0.00) 

1 1.10×107±1.41×106 (0.20±0.00) 3.00×106±1.00×106 (0.20±0.00) 

2 6.00×108±1.73×108 (0.30±0.00) 4.30×107±1.53×107 (0.20±0.00) 

3 8.70×109±1.53×109 (1.43±0.06) 2.00×109±0.00 (0.47±0.06) 

4 8.30×109±2.31×109 (1.80±0.00) 1.57×1010±5.03×109 (2.13±0.12) 

5 1.47×109±4.16×108 (1.70±0.00) 7.00×109±2.08×108 (2.07±0.06) 

6 8.70×107±2.08×107 (1.70±0.00) 5.30×108±5.77×107 (2.07±0.15) 

7 8.00×106±2.83×106 (1.70±0.00) 1.57×108±2.52×107 (2.03±0.12) 

8 1.10×106±4.00×105 (1.63±0.06) 2.20×107±26.5×106 (2.00±0.10) 

9 3.00×103±5.77×102 (1.60±0.00) 5.30×105±1.53×105 (1.93±0.12) 

注: a: 添加和不添加蔗糖对于五日热巴尔通体生长没有显著影响, P>0.05; b: SIM 培养液中添加 5%蔗糖; c: SIM 培养液中未添

加 5%蔗糖. 
Note: a: There was no significance between +Suc and -Suc in B. quintana, P>0.05; b: The Schneider’s insect medium was supple-
mented with 5% sucrose; c: The Schneider’s insect medium was not supplemented with 5% sucrose. 
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图 2  蔗糖对汉赛巴尔通体(A, C)和五日热巴尔通体(B, D)液体培养的影响 
Fig. 2  Growth curves of B. henselae (A, C) and B. quintana (B, D) in Schneider’s insect  

medium containing 10% FCS depending on the addition of 5% sucrose (Suc) 
注: 起始接种浓度为 2.0 OD; 图 A、B 和 C、D 分别以每 24 h 细菌培养液 OD 值变化和生长量(CFU/mL)绘制生长曲线. 
Note: The initial inoculated concentration was 2.0 OD; Bacterial growth was determined in triplicates by measuring the OD600 (A, B) 
and by quantifying the number of viable bacteria (CFU/mL) at 24 h intervals. 
 
 
2.3  其他巴尔通体生长曲线的测定 

由于 Bc、Bk、Bb、Bvb、Bva、Bvv、Be、

Bg、Bd 和 Bt 在固体培养基上生长速度不同, 为

掌握这些巴尔通体在液体培养时的状态, 本研究

观察记录了它们在液体培养中的生长情况并绘

制生长曲线。 

从生长曲线看(图 3), Bvb、Bva、Bvv、Be、

Bg、Bd 和 Bt 在培养液中生长良好, 大部分菌株

在培养 0−1 d 处于停滞期, 1−4 d 处于对数期; Be

和 Bva 较其他菌生长更快; Bvv 生长略慢, 培养

0−2 d 处于停滞期, 2−6 d 处于对数期。 

Bk 在培养液中呈贴壁生长, 在培养第 3 天即

可见瓶壁上贴附的白色菌体, 不易脱落, 用力摇

动瓶体或强行刮下, 在培养液中形成团块或颗

粒, 不易混匀, 无法准确测定 OD 值。Bc 在液体

培养基中未见生长。 
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图 3  7 种巴尔通体 ATCC 标准菌株液体培养的生长曲线 

Fig. 3  Growth curves of 7 ATCC strains of Bartonella in Schneider’s insect medium containing 10% FCS 
注: 每 24 h 测定细菌培养液在 600 nm 波长下的 OD 值. Be: 伊丽莎白巴尔通体; Bg: 格拉汉姆巴尔通体; Bd: 道志巴尔通体; 

Bt: 特利波契巴尔通体; Bva: 文森巴尔通体阿鲁潘亚种; Bvv: 文森巴尔通体文森亚种; Bvb: 文森巴尔通体博格霍夫亚种. 
Note: Bacterial growth was determined by measuring the OD600 in triplicates at 24 h intervals. The strains are, from the right legend: 
Be: B. elizabethae; Bg: B. grahamii; Bd: B. doshiae; Bt: B. tribocorum; Bva: B. vinsonii subsp. arupensis; Bvv: B. vinsonii subsp. 
vinsonii; Bvb: B. vinsonii subsp. berkhoffii. 

 

3  讨论 

由于巴尔通体对铁离子的依赖[2−3], 在固体

培养时需要添加血液成分(羊[1]、兔[2]、马[3]或人[4]

全血), 在已报道的数种液体培养方法中[4,7−9]也

需要添加类似成分, 如动物全血、血红素或胎牛

血清, 还有一些其他成分如 Fildes 提取物、氨基

酸和矿物盐等。 

Riess 等[1]在研究巴尔通体与果蝇细胞相互作

用时发现 SIM 添加 FCS 后适用于巴尔通体的培

养, 其他添加成分还有谷氨酰胺和蔗糖。谷氨酰

胺是动物细胞培养时必需添加的氨基酸, 巴尔通

体可以将其分解为谷氨酸盐作为碳源和能量来

源[10]。本研究中应用的液体培养基是含 L-谷氨酰

胺 SIM, 那么在培养中是否有必要再添加此成分, 

我们对此做了进一步探讨。研究结果显示添加与

否对巴尔通体生长无明显影响, 因此, 建议在应

用这种含 L-谷氨酰胺 SIM 时无需再次添加谷氨

酰胺。关于蔗糖是否对巴尔通体生长有促进效果, 

本研究结果与 Riess 等[1]的报道不一致, 即添加蔗

糖没有明显促进巴尔通体的生长。由于没有完全

的糖酵解途径, 巴尔通体不能利用葡萄糖作为能

量来源[10], 如何利用蔗糖及其是否能作为碳源或

能量来源或其他作用, 还需要进一步的研究, 或

许将能够解释结果不一致的原因。 

在固体培养时汉赛巴尔通体和五日热巴尔通

体的生长速度和菌量没有明显差别, 而液体培养

使五日热巴尔通体在这两方面都优于汉赛巴尔

通体, 菌量几乎是汉赛巴尔通体的 2 倍, 通过计

算世代时间, 也可以看出五日热巴尔通体的繁殖

速度快于汉赛巴尔通体, 为什么液体培养会造成

这种生长速度的差异, 还有待于进一步研究。 

巴尔通体生长的最适 pH 是 6.8−7.2 [10], 从生

长曲线看, 这个范围是对数期, 随着 pH 不断升
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高, 巴尔通体的繁殖进入衰亡期。液体培养过程

中 pH 的变化与分解氨基酸产生 NH3 有关[10], 氨

基酸不断被消耗产生 NH3 使培养液碱化, 直至不

再适于巴尔通体生长。因此, 在传代培养时, 应

该在对数期或稳定期将菌体重新接入新的培养

液中。另外, 也可以将 pH 的变化作为指示, 判断

培养液中氨基酸的消耗和巴尔通体的生长状态。 

本研究还对其他 10 种巴尔通体进行了液体

培养, 发现鼠类宿主的巴尔通体较猫、犬和人作

为宿主的巴尔通体生长速度要快, 与固体培养是

一致的。生长曲线反映出不同种巴尔通体具有不

同繁殖速度, 为进一步掌握这些巴尔通体的生长

特性提供了基础数据。总的来说, 在液体培养基

中巴尔通体的生长比在固体培养基上快, 特别是

某些种, 如克勒巴尔通体和杆菌样巴尔通体(数

据未显示), 在固体培养基上生长非常缓慢, 通常

需要 10 d 才能长出微小菌落, 而在液体培养时生

长明显加快, 因此, 这种液体培养方法为这类更

难培养的巴尔通体提供了很好的解决办法。  
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