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摘要应用 ∞√  °≤  2反向杂交法涉及 ≥   基因和 基因和半巢式 °≤  涉及 ≥   基因成功检测人工

气溶胶化的军团菌这些方法进一步用于检测空调系统冷却塔的水及由其产生的气溶胶中的军团菌从空气样品中检测到军团

菌属及嗜肺军团菌Λ 检测的冷却塔水样品  含军团菌属细菌其中 1 含嗜肺军团菌Λ 种方法相比半巢式 °≤  法更

经济!方便Λ
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  近年来对建筑物内外环境水样品军团菌的

检出率高达  以上≈∗ Λ 这些研究均注意到

水环境的军团菌污染Λ然而一般认为气传的军

团菌才是军团菌病暴发的原因Λ 空调系统中的

冷却塔现在已被认为是生物气溶胶的潜在来

源≈∗ Λ对于军团菌的预防和控制来说监控空

气中军团菌的存在和分布更加重要Λ 迄今鲜有

气传军团菌的研究主要原因是由于传统检测

方法依赖活菌培养不仅效率低且灵敏度也

低≈∗ Λ

目前多聚酶链反应 2

°≤  方法被用于军团菌的检测检测对

象为 ≥   基因和 基因以及 ≥

  基因≈Λ本文应用上述 种 °≤  方法对

气传和冷却塔水的军团菌进行了检测并对该

种方法进行了比较Λ



1 材料与方法

111 细菌培养及人工气溶胶化

军团菌标准菌株从广东省防疫站购入接

种于 ≤ ≠ ∞加 ≥  ÷  ⁄选择性平板上

ε 培养 Λ 收获细菌并悬浮于 无菌

水中得到含约 细胞的悬浮液取 

作细胞计数其余加福尔马林到 1 然后

ε 加热 Λ 悬浮液通过喷雾装置向一个

约 
 的封闭房内气雾化Λ 喷雾装置高度

1Λ

112 空气采样

气溶胶的采样在喷雾接近完成时开始采

样器为一真空装置通过真空抽吸外部空气由

漏斗状吸气口和管道进入抽滤瓶中的 

收集缓冲液 1  °   

1 ≤#   加水至 并用

多孔胶管使空气广泛散布到收集液中Λ 管道连

接空气流速计维持流速 Λ 共采集空气

Λ分别应用孔径为 1Λ 的滤膜过滤不同

体积的含菌收集液所得含菌滤膜用于制备

⁄ 和 °≤  分析Λ 对运作中的冷却塔上空的

采样方法与上相似吸气口约高于塔顶 Λ

113 细菌 ⁄ 制备

将滤有细菌的滤膜放入 Λ细胞裂解液

中强烈混旋将菌从滤膜洗脱并裂解于 ε

加热 离心取 Λ上

清液以等量异丙醇抽提加入载体分子使

⁄ 沉淀异丙醇洗 次沉淀溶于 Λ纯

净无菌水中所得 ⁄ 制取物备用Λ

114 半巢式 °≤  与电泳检测

引物设计及 °≤  条件参考文献≈第一

步 °≤  中 个引物用于扩增军团菌 ≥

  基因中的 片段在第二步 °≤ 

中上述引物中的一个与另一新的引物共同扩

增了第一步产物  片段中的一部分

Λ°≤  产物通过  浓度的琼脂糖凝胶

电泳分离溴化乙锭染色紫外照相Λ

115 ∞√ °≤  与反向杂交检测

∞√ 军团菌 °≤  扩增盒及 ∞√2

 军团菌 °≤  检测盒均购自 °2

∞公司°≤  引物分别针对军团菌属专一

的 ≥   基因和嗜肺军团菌专一的 基

因设计Λ °≤  产物需与已作标记的探针杂交

并显色Λ所有步骤参照试剂盒使用说明书但对

⁄ 杂交操作进行了改动应用空气式杂交炉

 ≥ 代替水浴

式并用螺帽小管代替杂交盒Λ为了保证杂交温

度的准确性把杂交反应的小管放于水浴中Λ

2 结果与讨论

211 人工气溶胶化的军团菌的采样和检测

在 ∞√  °≤  方法中应用 和

含菌收集液时给出了清楚的军团菌阳

性而当应用 含菌收集液时在杂交条膜

的 Λ军团菌属符号旁边仅有一很淡的蓝斑

图  表示有低浓度的军团菌存在Λ 这一浓

度应接近检测的最低浓度Λ当用半巢式 °≤  法

对 和 含菌收集液作检测时也均得

到阳性结果图 第二步 °≤  的产物 

片段的电泳带能明显见到但当应用 含菌

收集液作检测时相应的电泳带极微弱Λ在半巢

式 °≤  第一步反应中没有一个样品能从电泳

结果看到其产物 片段的带表明军团菌

含量不高Λ 这些实验表明虽然大量的含标准军

团菌的悬浮液被喷雾于空气中但能收集到的

并不很多Λ 其原因可能是部分细胞没有形成稳

定的气溶胶另外可能是收集效果差细胞随气

流进入收集液后一部分又重新随气流排向空

间Λ 尽管如此在本实验中只要应用多于 

的含菌收集液种方法均能成功检测到该菌Λ

当空气中军团菌浓度低时可以增加含菌收集

液的用量以增加灵敏度Λ本实验中含菌收集液

共有 留有足够的余地Λ

212 冷却塔水中军团菌的检测

应用 ∞√  °≤  2反应杂交和半巢式

°≤  法对 个空调系统冷却塔的水样品进

行了检测Λ无论应用何种方法所有样品均发现

军团菌属细菌Λ 在 ∞√  °≤  2反向杂交

方法中发现 个样品中的 个是 基因阳
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  ∞√  °≤  2杂交法1 标准嗜肺军团菌 ⁄  

1 军团菌悬液 倍稀释液  1 军团菌悬液  !

!1 含菌空气收集液  ! !  1 对照气溶胶化

前室内空气收集液  

 半巢式 °≤  法1 军团菌悬液  1 军团菌悬液

 倍稀释液  ! ! 1 含菌空气收集液  ! !

  1 已知军团菌制备的 ⁄  1 对照同 1

图  人工气溶胶化军团菌的检测

性含有嗜肺军团菌种占总样品数的 1 Λ
这 个样品不仅使杂交条膜上 Λ军团菌属符

号旁出现了蓝色斑点在 Π嗜肺军团菌符号

旁也出现了蓝斑Λ 图  是部分样品的 ∞√2

  °≤  2反向杂交法检测结果在半巢式

°≤  方法中所有样品均能在第二步反应中扩

增出预料中的 片段的电泳带部分样品

检测结果见图  Λ种方法的检测结果总结于

表 Λ

213 运行冷却塔周围空气的军团菌检测

根据表 冷却塔和 受到了军

团菌和嗜肺军团菌污染Λ 每塔各取 和

含菌的收集液进行过滤和检测Λ 结果表

明不论 ∞√  °≤  2反向杂交法还是半

巢式 °≤  法此 种体积的样品均呈现军团菌

阳性图 在 ∞√  °≤  方法中个

塔的 样品均呈微弱的嗜肺军团菌阳性

图 这表明除含其他军团菌外冷却塔

上部空气中尚有较低浓度的嗜肺军团菌存在Λ

1 标准嗜肺军团菌 ⁄  ∗ 1 部分冷却塔水样品

1 无菌    Λ 军团菌属 Λεγ ιονελλα Π 嗜肺

军团菌 Λπνευµ οπηιλα 阴性对照 阳性对照

图  冷却塔水样品的军团菌检测

表 1  冷却塔水样中军团菌检测1

冷却塔编号
∞√ °≤ 

Λ ΛΠ

半巢式 °≤ 



   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   

   阳性 阴性Λ 军团菌属ΛΠ 嗜肺军团菌

3 结语

人工气溶胶化实验及实地的空气检测实验

表明应用 ≥   基因的半巢式 °≤  扩增

法或 ∞√ 检测盒进行 ≥   基因和

基因扩增法均能快速地检测到空气中的军

团菌时间仅需 到 个工作日Λ 种方法均

可用于水样品和空气样品检测并有相似的敏

感性Λ如果仅调查军团菌属的存在似乎不必收

集 空气但假如需检测嗜肺军团菌收集

或更多的空气是合适的Λ敏感性可以通过
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  半巢式 °≤  法∗ 1 第 !!!和 号冷却塔水

样!1 第 号冷却塔空气收集液 和 !1 第

 号冷却塔空气收集液  和 1 离冷却塔

 处空气收集液  

 ∞√  °≤  2杂交1 标准嗜肺军团菌 ⁄ 1

同 !1 第 号冷却塔空气收集液 和 

1 第 号冷却塔水样品!1 第 号冷却塔空气收集液

 和 1 第 号冷却塔水样品Λ

图  冷却塔水及周围空气中军团菌的检测

过滤更多含菌收集液而获得提高Λ∞√ 2

反向杂交方法不仅可检测军团菌属细菌并且

能够检出嗜肺军团菌在本实验中半巢式 °≤ 

方法只能检测到属但通过种专一性引物的设

计检测到种是可能的Λ 半巢式 °≤  法的优点

是经济!简便费用比 ∞√ 法低几十倍

且无需 ⁄ 分子杂交!显色等设施Λ 半巢式

°≤  有相当好的专一性并且特别适用于含有

°≤  抑制物的环境样品的检测≈Λ
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