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人工饲养树鼩皮肤真菌携带的调查

尹博文袁陈玲霞袁李振宇袁李摇 娜袁孙晓梅

渊中国医学科学院 辕北京协和医学院医学生物学研究所树鼩种质资源中心袁
云南省重大传染病疫苗研发重点实验室袁昆明摇 远缘园员员愿冤

摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 调查人工饲养条件下树鼩皮肤真菌携带情况袁为实验树鼩的微生物质量控制提供依据遥
方法摇 刮取 苑怨 只树鼩皮肤表皮碎屑袁包括野生来源的 缘员 只和人工繁殖的 云员 代 圆愿 只袁采用沙氏青霉素瓶斜面法和

沙氏平皿培养法分别进行培养袁对长出的每株真菌进行取样涂片染色袁显微镜镜检观察真菌形态袁用酚氯仿法提取

真菌 阅晕粤袁孕悦砸 扩增 陨栽杂 基因袁测序后经 月蕴粤杂栽 进行核酸同源性比对袁进一步鉴定分析遥 结果摇 野生来源树鼩有 怨
份样长出真菌袁云员 代有 猿 份样长出真菌菌落袁携带率分别 员缘郾 远怨豫和 员园郾 苑员豫 遥 所有真菌 阅晕粤 最后进行 月蕴粤杂栽 比

对鉴定后发现为 苑 个种属的真菌袁但均无致病性遥 结论摇 人工饲养的树鼩种群中皮肤真菌携带率较低袁并且随繁殖

代次增加而下降袁未检测到皮肤病原真菌遥
揖关键词铱 摇 树鼩曰皮肤真菌曰陨栽杂 基因扩增曰鉴定
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栽澡藻 泽怎则增藻赠 燥枣 凿藻则皂葬贼燥责澡赠贼藻 蚤灶 葬则贼蚤枣蚤糟蚤葬造 枣藻藻凿蚤灶早 燥枣 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽

再陨晕 月燥鄄憎藻灶袁悦匀耘晕 蕴蚤灶早鄄曾蚤葬袁蕴陨 在澡藻灶鄄赠怎袁蕴陨 晕葬袁杂哉晕 载蚤葬燥鄄皂藻蚤
渊悦藻灶贼藻则 燥枣 栽则藻藻 泽澡则藻憎泽 郧藻则皂责造葬泽皂 砸藻泽燥怎则糟藻泽袁 陨灶泽贼蚤贼怎贼藻 燥枣 酝藻凿蚤糟葬造 月蚤燥造燥早赠袁 悦澡蚤灶藻泽藻 粤糟葬凿藻皂赠 燥枣 酝藻凿蚤糟葬造

杂糟蚤藻灶糟藻泽 葬灶凿 孕藻噪蚤灶早 哉灶蚤燥灶 酝藻凿蚤糟葬造 悦燥造造藻早藻袁 再怎灶灶葬灶 运藻赠 蕴葬遭燥则葬贼燥则赠 燥枣 灾葬糟糟蚤灶藻 砸藻泽藻葬则糟澡 驭
阅藻增藻造燥责皂藻灶贼 燥灶 杂藻增藻则藻 陨灶枣藻糟贼蚤燥灶 阅蚤泽藻葬泽藻泽袁 运怎灶皂蚤灶早 远缘园员员愿袁 悦澡蚤灶葬冤

摇 摇 揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 摇 栽燥 蚤灶增藻泽贼蚤早葬贼藻 贼澡藻 责葬贼澡燥早藻灶蚤糟 凿藻则皂葬造 枣怎灶早蚤 蚤灶 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽 枣则燥皂 贼澡藻 糟藻灶贼藻则 燥枣 早藻则皂责造葬泽皂
则藻泽燥怎则糟藻泽袁 贼燥 责则燥增蚤凿藻 贼澡藻 遭葬泽蚤糟 凿葬贼葬 枣燥则 贼澡藻 藻曾责藻则蚤皂藻灶贼葬造 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽爷 皂蚤糟则燥遭蚤燥造燥早蚤糟葬造 择怎葬造蚤贼赠 糟燥灶贼则燥造援 酝藻贼澡燥凿泽 摇 苑怨
泽葬皂责造藻泽 燥遭贼葬蚤灶藻凿 枣则燥皂 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽 憎藻则藻 蚤灶燥糟怎造葬贼藻凿 燥灶 杂葬遭燥怎则葬怎凿爷泽 责造葬贼蚤糟怎造贼怎则藻 葬灶凿 泽造葬灶贼 糟怎造贼蚤增葬贼蚤燥灶袁缘员 燥枣 憎澡蚤糟澡 葬则藻 枣则燥皂
贼澡藻 憎蚤造凿 燥则蚤早蚤灶 葬灶凿 圆愿 枣则燥皂 葬则贼蚤枣蚤糟蚤葬造 枣藻藻凿蚤灶早 云员 早藻灶藻则葬贼蚤燥灶袁 葬灶凿 贼澡藻赠 憎藻则藻 泽怎遭躁藻糟贼藻凿 贼燥 皂蚤糟则燥泽糟燥责藻 燥遭泽藻则增葬贼蚤燥灶援 栽澡藻灶
藻曾贼则葬糟贼藻凿 阅晕粤 憎蚤贼澡 贼则葬凿蚤贼蚤燥灶葬造 皂藻贼澡燥凿泽援 粤皂责造蚤枣赠 贼澡藻 陨栽杂 早藻灶藻 遭赠 孕悦砸援 云蚤灶葬造造赠 泽藻择怎藻灶糟蚤灶早 遭赠 遭造葬泽贼 燥枣 灶怎糟造藻燥贼蚤凿藻 澡燥皂燥造燥早赠
葬灶葬造赠泽蚤泽援 砸藻泽怎造贼泽摇 怨 泽葬皂责造藻泽 燥枣 贼澡藻 憎蚤造凿 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽 贼怎则灶藻凿 蚤灶贼燥 早则燥憎蚤灶早 枣怎灶早怎泽袁 葬灶凿 泽燥 葬泽 猿 燥枣 贼澡藻 云员 早藻灶藻则葬贼蚤燥灶援 栽澡藻
糟葬则则赠蚤灶早 则葬贼藻 葬则藻 员缘郾 远怨豫 葬灶凿 员园郾 苑员豫 则藻泽责藻糟贼蚤增藻造赠援 粤造造 枣怎灶早蚤 憎藻则藻 枣燥怎灶凿 贼燥 遭藻 灶燥灶鄄责葬贼澡燥早藻灶蚤糟 枣燥造造燥憎藻凿 月蕴粤杂栽援
悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶 摇 栽澡藻 糟葬则则赠蚤灶早 则葬贼藻 燥枣 凿藻则皂葬贼燥责澡赠贼藻 蚤灶 葬则贼蚤枣蚤糟蚤葬造 枣藻藻凿蚤灶早 燥枣 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽 蚤泽 增藻则赠 造燥憎袁 葬灶凿 憎澡蚤糟澡 凿藻糟则藻葬泽藻凿 憎蚤贼澡
贼澡藻 蚤灶糟则藻葬泽蚤灶早 遭则藻藻凿蚤灶早 早藻灶藻则葬贼蚤燥灶援 孕葬贼澡燥早藻灶蚤糟 凿藻则皂葬造 枣怎灶早蚤 澡葬泽 灶燥贼 遭藻藻灶 枣燥怎灶凿援

揖运藻赠 憎燥则凿泽铱摇 栽则藻藻 泽澡则藻憎曰阅藻则皂葬贼燥责澡赠贼藻曰陨栽杂 早藻灶藻 葬皂责造蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶曰陨凿藻灶贼蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶

摇 摇 树鼩作为灵长类动物的近亲袁被用于建立各种

人类疾病模型研究袁越来越受到研究工作者的重

视咱员暂 遥 在树鼩的实验动物化研究过程中建立普通

级尧清洁级尧无特定病原体菌级动物群需要对多种



病原 进 行 检 测 和 控 制遥 其 中袁 皮 肤 病 原 真 菌

渊责葬贼澡燥早藻灶蚤糟 凿藻则皂葬造 枣怎灶早蚤冤是常见的致病菌咱圆 原 猿暂 袁可
引起人兽共患的皮肤病袁主要侵害人和动物的皮

肤尧毛发等部位袁各种实验动物均可感染袁但可随着

饲养设施和环境条件的改善而得到控制遥 关于树

鼩皮肤病原真菌的调查国外鲜有报道袁国内多数是

关于家兔的皮肤真菌报道咱源 原 缘暂 袁仅邢进等咱远暂对 远员 只

刚从野外捕获的树鼩真菌携带情况进行了调查遥
本调查研究着重关注于长期饲养的野生树鼩及 云员
代的真菌携带情况袁排除饲养环境引起的致病真

菌袁为动物净化提供依据遥 本次从树鼩身上分离得

到的皮肤真菌仅通过形态观察难以鉴定袁而菌种间

陨栽杂 区域存在着变异袁研究 陨栽杂 序列为菌种分类鉴定

提供了十分可靠的证据袁所以本次实验结合纯培

养尧形态观察及 陨栽杂 序列分析进行综合鉴定咱苑 原 怨暂 遥
通过本次调查为制定树鼩微生物学等级及监测提

供参考依据遥
员摇 材料和方法

员郾 员摇 实验动物

野生来源树鼩 缘员 只已在该设施中人工饲养了

一年袁云员 代树鼩 圆愿 只由本单位人工繁殖袁年龄为

员 耀 圆岁的皮肤样本遥 饲养环境院温度 圆圆益 耀 圆愿益袁
相对湿度 猿园豫 耀 远园豫 袁噪音臆源园 凿月袁光照强度 员园园
耀 员缘园员 蕴曾遥 实验动物来源于医学生物学研究所树

鼩种质资源中心揖杂悦载运渊滇冤运圆园员猿 原 园园园员铱遥 实验

操作在医学生物学研究所树鼩种质资源中心实验

设施进行揖杂再载运渊滇冤运圆园员猿 原 园园园员铱遥
员郾 圆摇 仪器及试剂

耘糟造蚤责泽藻 缘园蚤 晕蚤噪燥灶 显微镜袁哉灶蚤增藻则泽葬造 匀燥燥凿 域凝

胶成像系统袁悦韵圆 栽 辕 悦 恒温培养箱袁月杂员园园杂 电子天

平袁砸鄄苑园愿 水平电泳槽袁悦栽员缘砸耘 低温离心机袁悦哉源圆园
恒温水浴锅袁栽韵酝再鄄杂杂鄄猿圆缘 高压灭菌锅袁晕阅员园园园 紫

外分光光度计袁栽孕远园园 梯度 孕悦砸 仪袁晕悦猿圆园 电泳仪袁
载玻片曰孕月杂渊购自赛默飞世尔生物化学制品有限公

司冤袁棉蓝染色液 渊购自珠海冤袁 月怎枣枣藻则 粤耘 渊购自

匝陨粤郧耘晕冤袁平衡酚 渊购自北京索莱宝科技有限公

司冤袁氯仿渊购自西陇化工冤袁异戊醇渊购自西陇化

工冤袁无水乙醇渊购自西陇化工冤袁孕悦砸 扩增试剂盒

砸园员员渊购自大连宝生物冤 悦栽粤月 提取液渊晕葬糟造尧栽则蚤泽鄄
匀悦造尧耘阅栽粤 配制冤
员郾 猿摇 方法

员郾 猿郾 员摇 真菌的分离培养

剔除树鼩背部约 圆 糟皂圆 的毛发袁露出皮肤袁用医

用酒精消毒袁刮取皮肤表面碎屑袁沙氏青霉素瓶斜

面三点 圆愿益培养 苑 凿遥 将青霉素瓶斜面分离培养得

到的菌株接种至沙氏平皿培养基上进行纯培养袁
圆愿益 缘 凿遥
员郾 猿郾 圆摇 染色法观察

取一清洁载玻片袁滴加棉蓝染色液 员 滴袁然后挑

取培养物或标本少许于其中袁用接种针将其摊开袁
加盖玻片微微加温并稍压盖片除去气泡后镜检袁真
菌将染成蓝色遥
员郾 猿郾 猿摇 真菌 阅晕粤 提取

长出的菌落取约 员 糟皂圆 用无菌纱布过滤袁无菌

蒸馏水洗涤 圆 耀 猿 遍袁沥干水分曰将菌体放入无菌研

钵中袁用足量的液氮将其研至粉末状曰 加入 员 耀 圆 倍

体积的 远缘益 预热 猿园 皂蚤灶 的 悦栽粤月 提取液袁充分混

匀袁远缘益水浴 猿园 耀 远园 皂蚤灶袁其间上下轻缓混合 圆 耀 猿
次袁员圆园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 缘 皂蚤灶曰取上清袁加入等体积的

酚鄄氯仿鄄异戊醇渊圆缘颐 圆源 颐 员冤袁上下轻缓混合 员园 皂蚤灶袁
员圆园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 缘 皂蚤灶曰重复一抽提一次曰小心取

上清袁加入等体积的氯仿鄄异戊醇渊圆源颐 员冤袁上下轻缓

混合 员园 皂蚤灶袁员圆园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 缘 皂蚤灶曰小心取上清袁
加入 圆 倍体积的无水冰乙醇和 员 辕 员园 体积的 猿 皂燥造 辕 蕴
的氯化钠袁源益袁员圆园园园 则 辕 皂蚤灶 离心 员缘 皂蚤灶曰弃上清袁
苑园豫 的 冰 乙 醇 冲 洗 圆 遍袁 自 然 晾 干袁 溶 于 栽耘
遭怎枣枣藻则 中遥
员郾 猿郾 源摇 真菌 陨栽杂 基因扩增与分析

真菌 陨栽杂 序列通用引物 陨栽杂 员 和 陨栽杂 源 由昆明

硕擎生物科技有限公司合成遥 上游引物渊 陨栽杂员冤为院
缘爷鄄栽悦悦郧栽粤郧郧栽郧粤粤 悦悦栽郧悦郧郧鄄猿爷下游引物渊陨栽杂源冤
为院缘爷鄄栽悦悦栽悦悦郧悦栽栽粤栽栽郧粤栽粤栽郧悦鄄猿爷遥 将 孕悦砸 产

物以 员豫 琼脂糖凝胶电泳 怨园灾 缘园 皂蚤灶 检测片段大

小袁并将阳性结果的 孕悦砸 产物送至昆明硕擎生物科

技有限公司测序遥 登录 晕悦月陨 月蕴粤杂栽 进行核酸同源

性比较遥
圆摇 结果

猿郾 员摇 真菌分离培养

将 苑怨 份斜面沙氏培养基长出的 员圆 株真菌转接

于沙氏平皿培养基上进行培养遥 培养 员园 凿 后袁观察

到若干真菌菌落形态遥
猿郾 圆摇 真菌分离株电泳结果

真菌提取的 阅晕粤 通过 孕悦砸 后进行电泳袁见图

员遥 酝 为 员园园园 遭责 阅晕粤 皂葬则噪藻则袁员 原 员圆 为 员圆 真菌
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摇 摇 摇 摇

注院酝院 员园园园 遭责 阅晕粤 皂葬则噪藻则曰 员 原 员圆院员圆 株真菌 孕悦砸 产物曰员猿院钩端螺旋体爪哇型阴性对照曰员源院空白对照遥
图 员摇 员圆 株真菌 阅晕粤 电泳图

云蚤早援 员摇 栽澡藻 阅晕粤 藻造藻糟贼则燥责澡燥则藻泽蚤泽 燥枣 贼澡藻 贼憎藻造增藻 枣怎灶早怎泽
表 员摇 树鼩皮肤分离的真菌和携带率

栽葬遭援 员摇 孕葬贼澡燥早藻灶蚤糟 凿藻则皂葬造 枣怎灶早蚤 蚤灶 贼则藻藻 泽澡则藻憎泽 葬灶凿 贼澡藻 糟葬则则赠蚤灶早 则葬贼藻
树鼩来源

栽则藻藻 泽澡则藻憎 则藻泽燥怎则糟藻
采样数
杂葬皂责造藻泽

分离的真菌种类名称
栽澡藻 泽藻责葬则葬贼藻凿 枣怎灶早怎泽 泽责藻糟蚤藻泽

检出数
阅藻贼藻糟贼藻凿 灶怎皂遭藻则

携带率
悦葬则则赠蚤灶早 则葬贼藻

野生
宰蚤造凿 燥则蚤早蚤灶 灶 越 缘员

干朽菌属
月赠泽泽燥皂藻则怎造蚤怎泽 糟燥则蚤怎皂 圆

阅蚤凿赠皂藻造造葬糟藻葬藻
造藻责贼燥泽责澡葬藻则怎造蚤灶葬 员

青霉菌属
孕藻灶蚤糟蚤造造蚤怎皂 糟燥皂皂怎灶藻 源

链格孢属
粤造贼藻则灶葬则蚤葬 葬造贼藻则灶葬贼藻 圆

员缘郾 远怨豫

人工繁育 云员 代
云员 早藻灶藻则葬贼蚤燥灶 灶 越 圆愿

枝孢菌属
悦造葬凿燥泽责燥则蚤怎皂 糟造葬凿燥泽责燥则蚤燥蚤凿藻泽 员

局限曲霉属
粤泽责藻则早蚤造造怎泽 则藻泽贼则蚤糟贼怎泽 员

毛壳菌属
悦澡葬藻贼燥皂蚤怎皂 泽怎遭葬枣枣蚤灶藻 员

员园郾 苑员豫

阅晕粤 电泳情况袁片段大小在 缘园园 遭责 耀 愿园园 遭责 之间袁
员猿 爪哇型为钩端螺旋体的阴性对照袁员源 为空白

对照遥
猿郾 猿摇 体表真菌种类鉴定

本次从饲养的野生树鼩和 云员 代树鼩的体表皮

肤结痂碎屑及毛发经沙氏斜面培养和沙氏平皿培

养后袁分离到真菌遥 经真菌菌落观察尧菌丝染色后

镜下形态观察及 陨栽杂 序列分析袁鉴定真菌为 苑 个属

的 苑 种 真 菌遥 其 中 饲 养 的 野 生 树 鼩 青 霉 菌

渊孕藻灶蚤糟蚤造造蚤怎皂冤尧链格孢渊粤造贼藻则灶葬则蚤葬 葬造贼藻则灶葬贼藻冤和干朽菌

渊月赠泽泽燥皂藻则怎造蚤怎泽 糟燥则蚤怎皂冤检出率最高遥 而 云员 代树鼩分

离到三株真菌袁分别为枝状枝孢菌 渊悦造葬凿燥泽责燥则蚤怎皂
糟造葬凿燥泽责燥则蚤燥蚤凿藻泽冤尧局限曲霉渊粤泽责藻则早蚤造造怎泽 则藻泽贼则蚤糟贼怎泽冤及近

缘毛壳菌渊悦澡葬藻贼燥皂蚤怎皂 泽怎遭葬枣枣蚤灶藻冤渊表 员冤遥
源摇 讨论

树鼩作为一种实验动物新资源袁对其自身携带

的皮肤病原真菌的研究报道甚缺遥 本次调查旨在

了解树鼩资源种质中心人工饲养的树鼩皮肤真菌

的携带情况袁特别是是否携带人兽共患致病性较高

的皮肤病原真菌袁如石膏样小孢子菌尧石膏样毛癣

菌尧羊毛状小孢子菌以及猴类毛癣菌咱员园 原 员员暂 袁为其微

生物质量控制提供依据遥
此次调查采用形态观察结合分子生物学的方

法袁较传统单纯的形态学观察能更加直接精确地鉴

别真菌种类遥 在分离树鼩皮肤真菌的过程中袁参考

了实验动物国家标准 郧月 辕 栽员源怨圆远郾 源 原 圆园园员咱员猿暂 实验

动物皮肤病原真菌检测要求袁沙氏试管斜面三点培

养法袁并结合周莎桑咱愿暂 等改良的实验动物皮肤病原

检测方法袁即沙氏平皿培养法袁最后确定用沙氏青

霉素瓶斜面三点培养法分离真菌并用沙氏平皿法

转接获得纯培养遥 青霉素瓶瓶身较试管短袁操作时

更方便并且受污染的概率更小遥 其次袁青霉素瓶体

积较试管小袁培养基需量更少袁操作时受到培养基

颜色深度的干扰更低遥 由于有时会存在多种菌混

合生长的情况袁这种方法能有效地避免漏检袁并且

能获得菌株的纯培养遥
从已报道的文献来看袁从啮齿类尧兔尧犬尧猴等

实验动物中均能分离到上述的皮肤病原真菌袁但这

些病原菌是可以随着饲养设施和环境条件的改善
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来得以控制的遥 至今针对实验树鼩皮肤病原真菌

的报道仅有一篇袁即邢进等从树鼩中共分离到 员员 种

真菌袁归于 员园 个属袁其中 员 株为致病菌即石膏样毛

癣菌咱远暂 遥 本次对树鼩种质资源中心饲养的野生树

鼩和 云员 代的皮肤病原真菌调查袁并没有分离到致

病真菌遥 所分离得到的菌株有青霉菌尧曲霉菌等袁
与邢进等分离到的真菌结果一致袁但携带率偏低遥
分析表明这可能是与树鼩长期的饲养卫生尧环境尧
饲料尧温湿度控制和单独小笼饲养等的方式相关遥
室内环境洁净度高于野外袁从根本上切断树鼩皮肤

病原真菌的感染途径遥 在室内环境中袁致病菌也有

可能在人工饲养的条件下袁携带率慢慢降低袁最终

控制在很低的水平遥 从实验结果可以发现野生树

鼩分离到的真菌株多于 云员 代动物群袁表明随着人

工饲养时间的增加袁其微生物的携带率会逐步的下

降遥 对于树鼩携带真菌的调查袁今后还将进一步扩

大采样量袁筛查真菌袁以确保树鼩真菌携带率的重

复性与其携带真菌的具体情况提供参考依据遥
另外袁从邢进等的研究和本次调查结合来看袁

树鼩皮肤病原真菌的携带率非常低遥 除了上文叙

述的可能性因素外袁也存在树鼩对上述的皮肤病原

真菌不易感的可能性遥 后期将加大样本量的采集袁
若能得到相同的结果袁那么说明本单位树鼩种质资

源中心饲养繁殖树鼩的微生物皮肤病原真菌即得

到了控制遥
已有研究显示动物与不同微生物群落共生可

能会导致宿主的不同结局袁影响宿主的健康遥 如巴

拿马金蛙的不同共生微生物群落可能会导致宿主

的不同结局袁影响宿主的健康咱员圆暂 遥 所以袁我们将在

今后研究中针对树鼩皮肤真菌的调查与筛选范围

进一步扩大微生物群落袁如细菌尧真菌等及群落之

间的联系袁更系统地阐明皮肤致病性的多因素原

因袁而非单一因素遥
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