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摘   要：【背景】我国禽型结核菌素(avian tuberculin)的制造用菌株为 CVCC 68201、CVCC 68202

和 CVCC 68203 株，但目前仍未明确这 3 株菌的生物学特性及对豚鼠致病性的情况。【目的】探究

禽分枝杆菌(Mycobacterium avium)的生物学特性及对动物机体的致病性，为禽结核病和牛结核病的

防控工作提供技术支撑。【方法】对 3 株禽分枝杆菌基因组进行鉴定分析及核酸相似度分析；用      
3 株禽分枝杆菌分别感染豚鼠，观察感染后的临床症状、病理学变化、体重增重情况分析、皮内变

态反应结果、脏器系数变化等，进而分析 3 株禽分枝杆菌对豚鼠的致病力。【结果】种型鉴定和进化

分析结果表明，CVCC 68201、CVCC 68202 和 CVCC 68203 均为禽分枝杆菌，基因组与 Mycobacterium 
avium subsp. avium FDAARGOS_1608 最为相近；在感染前期、中期、后期对 3 株禽分枝杆菌感染豚

鼠的体重增重情况分析发现，感染禽分枝杆菌影响豚鼠增重，主要表现为生长迟缓，感染第 5 周时，

CVCC 68201、CVCC 68202 组豚鼠的平均体重明显轻于未感染组；皮内变态反应试验结果显示，感

染 CVCC 68201 组豚鼠的皮肤红肿面积明显大于其他 2 个感染组，CVCC 68201 可引起机体更为强

烈的迟发型变态反应；3 株禽分枝杆菌感染后，豚鼠脾脏和肺脏存在不同程度的肿大与出血，其中

感染 CVCC 68201 豚鼠的肺脏系数与未感染组相比差异显著(P<0.01)；病理学观察结果显示，豚鼠

肺脏可见不同程度病变，其中 CVCC 68201 组更为严重，表现为肿大和轻微出血。各感染组豚鼠肺

脏和脾脏组织切片抗酸染色均可见红色的分枝杆菌散在浸润。【结论】3 株禽分枝杆菌对豚鼠均有

一定程度的致病性，可引发局部病变。本研究为禽分枝杆菌的制备和鉴定提供依据，也为牛结核病

的鉴别诊断方法研究提供参考。 
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Pathogenicity of Mycobacterium avium to guinea pigs 
XIN Lingxiang, XU Lei, JIN Jihui, REN Xiaoxia, ZHU Liangquan, CHENG Junsheng,  
LI Junping, WANG Tuanjie*, WANG Nan* 
China Institute of Veterinary Drug Control, Beijing 100081, China 

Abstract: [Background] The three strains, CVCC 68201, CVCC 68202, and CVCC 68203, are usually 
used to produce purified avian tuberculin in China, while their biological characteristics and 
pathogenicity to guinea pigs remain unclear. [Objective] To explore the biological characteristics of 
Mycobacterium avium and its pathogenicity to animals, so as to provide technical support for the 
prevention and control of avian tuberculosis and bovine tuberculosis. [Methods] The genomes of the 
three strains of M. avium were sequenced and the nucleotide similarity was determined. Guinea pigs 
were respectively infected with the three strains of M. avium. After that, we observed the clinical 
symptoms, pathological changes, and intradermal allergy and measured the weight gain and organ 
indexes to evaluate the virulence of the three strains to guinea pigs. [Results] CVCC 68201,     
CVCC 68202, and CVCC 68203 were all identified as M. avium, and their genomes had the highest 
similarity to that of M. avium subsp. avium FDAARGOS_1608. The infection with M. avium affected 
the weight gain of guinea pigs, which was mainly manifested as growth retardation. The average weight 
of the guinea pigs five weeks post infection with CVCC 68201 or CVCC 68202 was significantly lower 
than that of the uninfected guinea pigs. The results of the intradermal allergy challenge showed that the 
area of skin redness and swelling of the guinea pigs infected with CVCC 68201 was significantly larger 
than that of the other two infection groups, which indicated that CVCC 68201 caused more intense 
delayed-type allergy. The spleen and lungs of the guinea pigs had different degrees of swelling and 
hemorrhage after the infection, and the lung index of the guinea pigs infected with CVCC 68201 was 
different from that of the uninfected group (P<0.01). Different degrees of alveolar changes were 
observed in the lungs of the infected guinea pigs, which was severer in the CVCC 68201 infection 
group, as demonstrated by enlargement and slight bleeding. The acid-fast staining of lung and spleen 
tissue sections of infected guinea pigs showed scattered infiltration of red mycobacteria. [Conclusion] 
All the three strains are pathogenic to guinea pigs and can cause local lesions. This study provides a 
basis for the preparation and identification of M. avium and lays a foundation for the research on the 
method for differential diagnosis of bovine tuberculosis. 

Keywords: Mycobacterium avium; avian tuberculin; bovine tuberculosis; guinea pig; pathogenicity 

禽 分 枝 杆 菌 属 于 鸟 分 枝 杆 菌 复 合 群

(Mycobacterium avium complex，MAC)成员，MAC
是分枝杆菌属非结核分枝杆菌(non-tuberculous 
mycobacterium，NTM)的主要类群之一[1]。NTM
广泛分布于自然界，并对人和多种动物均出现

一定程度的致病性，禽分枝杆菌可使禽类患结

核病，其中鸡、鸽最易感，鹅、鸭次之，也可

感染猪、牛、马等家畜[2]。在 1990 年、2000 年、

2010 年共 3 次的全国结核病流行病学抽样调查

显示，我国结核病样患者中 NTM 的分离率分别
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为 4.9%、11.1%及 22.9%，NTM 对人的感染呈

明显的逐年上升趋势 [3]。国内外学者报道，人

感染 NTM 样本中，分离率最高的属于鸟分枝杆

菌复合群[4-5]。 
应用禽结核菌素的牛结核比较皮内变态反

应和禽结核皮内变态反应是世界动物卫生组织

(World Organization for Animal Health，WOAH)
国际贸易中诊断牛结核和禽结核的指定方法之

一，因此，禽结核菌素对牛结核病和禽结核病

的诊断均具有重要价值，它是由一两种禽分枝

杆菌液体培养物经灭活、过滤和浓缩等步骤制

备而成的一类包含了蛋白质、多肽、多糖的混

合物[6]。不同国家用于制造禽结核菌素的菌株

各不相同，我国制造用菌株包括 CVCC 68201、
CVCC 68202 和 CVCC 68203 株[7]，均为 1985 年

分离自禽结核病死鸡。 
豚鼠对禽分枝杆菌非常敏感，较低剂量的

感染可出现明显的皮内变态反应，是研究禽结

核菌素较为理想的动物模型。本实验室前期已

对菌种形态、生化特性、培养特性、分型鉴定

等进行了研究。本文对 3 株菌的致病性开展了

进一步研究，以期为禽分枝杆菌的制备和鉴定

提供依据，也为牛结核病的鉴别诊断方法研究

提供参考。 

1  材料与方法 
1.1  菌种 

禽分枝杆菌 CVCC 68201、CVCC 68202、
CVCC 68203 于 1985 年 9 月 1 日冻干，由中国

兽医药品监察所菌种保藏中心提供。 

1.2  实验动物 
300–400 g 无特定病原体(specific pathogen 

free，SPF)级豚鼠购自北京维通利华试验动物技

术有限公司。本研究被中国兽医药品监察所实

验动物福利与动物实验伦理委员会审核通过，

编号为中监所(福) 2022 第 00014 号。 

1.3  培养基及主要试剂、仪器 
普通肉汤和苏通培养基，中海生物科技有

限公司；分枝杆菌培养基，上海晶诺生物科技

有限公司。抗酸快速染色试剂盒，索莱宝生物

科技有限公司；禽型提纯结核菌素，中国兽医

药品监察所。恒温恒湿培养箱，青岛海尔生物

医疗股份有限公司；PCR 仪，Bio-Rad 公司；

均质分散机，DLAB Scientific 公司。 

1.4  禽分枝杆菌的培养 
无菌打开 CVCC 68201、CVCC 68202、

CVCC 68203 菌种，用 0.2 mL 普通肉汤溶解，

划线接种 2 支/株配氏斜面培养基，置 37 ℃培

养箱中培养 15–20 d 以上。 

1.5  豚鼠攻毒剂量及分组情况 
试验一共分为 4 组，分别为 201 组、202 组、

203 组和空白组，每组 5 只豚鼠。用苏通培养基

分别洗脱 3 株菌种的培养物，研磨器研磨均匀，

以麦氏比浊管比浊并稀释到 2.0×105 CFU/mL，豚

鼠腹股沟皮下注射 0.5 mL/只，空白组皮下注射

生理盐水，0.5 mL/只。 

1.6  禽分枝杆菌种型鉴定和进化分析 
按 照 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵 (cetyl 

trimethyl ammonium bromide，CTAB)法提取基

因组，利用琼脂糖凝胶电泳鉴定基因组完整性，

通过全基因组测序比较核苷酸相似度(average 

nucleotide identity，ANI)，并进行进化树分析。 

1.7  称重、脏器病变评分和皮内变态反应

比较 
注射后观察 35 d，逐日观察豚鼠的健康状

态、被毛情况、精神状态、饮食和死亡等情况。

感染后第 0、3 和 5 周，分别对豚鼠进行称重。

感染后第 30 天，用禽型结核菌素对每只豚鼠进
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行皮试试验，并于 1 d后测量皮试部位红肿面积。

感染后第 5 周解剖豚鼠，肉眼观察肝、脾和肺

脏的病变程度，肿大为轻度，局部出血；淤血为

中度，实质性病变；结节为重度。对 3 个实验

组疑似有病变的脾和肺进行称重，与对照组进行

统计学比较分析。按照脏器系数=脏器的重量/体
重，计算肺脏和脾脏的脏器系数值。 

1.8  病理学观察 
解剖感染后第 5 周的豚鼠，取疑似有病变

的脾和肺，用 10%的福尔马林固定后，按照常

规方法处理，石蜡包埋，冷冻切片，进行苏木

精-伊红(hematoxylin-eddyr，HE)染色和抗酸染色，

光学显微镜下观察，采集图像并记录结果。 

1.9  统计学方法 
豚鼠体重增重情况、脾脏和肺脏的脏器系

数分析采用双侧 t 检验，分析差异时，P<0.05
表示有统计学意义，P<0.01 有显著的统计学差

异，P<0.001 有极其显著的统计学差异。 

2  结果与分析 
2.1  禽分枝杆菌种型判定和进化树分析 

使用 CTAB 法提取 3 个菌株的基因组

DNA，经琼脂糖凝胶电泳检测，结果目的条带

单一，证明提取的 DNA 较为完整。基于 Illumina
测序平台对 CVCC 68201、CVCC 68202 和

CVCC 68203 进行全基因组测序并与 NTM 参考

基因组进行 ANI 分析；以 95%的相似度为阈值

进行分枝杆菌种型判定，结果表明，3 个菌株

均属于鸟分枝杆菌复合群中的禽分枝杆菌，与

禽分枝杆菌标准株 ATCC 25291 的核苷酸相似

度分别为 99.926 2%、99.928 9%、99.928 7%。

NCBI 中上传的禽分枝杆菌种内的不同菌株的

基因组信息已有 274 份，经与已知序列的禽分

枝杆菌种内 274 份基因组进行合并建树分析，

如图 1 的进化树分析结果显示，CVCC 68201、

CVCC 68202、CVCC 68203 均与 Mycobacterium 
avium subsp. avium FDAARGOS_1608 株相近，

ANI 相似度分别为 99.982 9%、99.986 0%、

99.981 9%。 

2.2  感染豚鼠临床症状和体重增重分析 
感染后逐日观察豚鼠健康状态，精神良好，

饮食正常，被毛无明显凌乱现象，无死亡情况。

在第 0、3、5 周，对感染组和空白组分别进行

称重，各组别豚鼠体重增重情况不同。其中   
201 组、202 组的体重在感染第 5 周时，与空白

组相比差异显著，P<0.01；而 203 组体重与空

白组相比，无统计学差异(P>0.05) (图 2)。 

2.3  感染豚鼠皮内变态反应比较分析 
不同菌种感染后，用禽型提纯结核菌素对

每只豚鼠进行皮内变态反应试验，并于 1 d 后

测量皮试部位红肿面积。结果显示，201 组豚鼠

皮内变态反应导致的红肿面积明显大于 202 组

和 203 组，空白组豚鼠在结核菌素皮内变态反

应试验中均未发生皮肤红肿情况(图 3)。 

2.4  脏器大体病变和脏器系数比较分析 
不同菌种感染后剖检观察豚鼠肺脏和脾脏

大体病变，脾脏和肺脏均存在不同程度的肿大，

少数脾脏出现轻微出血。感染组以 201 组为例，

与空白组对比的脾脏和肺脏大体病变示意图如

图 4 所示。通过对豚鼠脾脏和肺脏称重、计算

脏器系数发现，201 组和 202 组较 203 组的脾

脏和肺脏肿大程度强，其中 201 组肺脏肿大与

对空白组相比差异显著(P<0.01)，脏器系数结果

如图 5 所示。 

2.5  病理学观察结果比较分析 
取疑似病变的肺和脾进行病理观察，201 组、

202 组、203 组肺脏和脾脏均可见明显的病理变

化。肺脏 HE 染色可见，感染组病变部位结构

比正常肺脏组织结构更为致密，其中 201 组肺

脏显示了更严重的病变，可见肺泡隔血管充血， 
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图 1  CVCC 68201、CVCC 68202 和 CVCC 68203 与禽分枝杆菌种内的 274 个基因组的进化树 
Figure 1  Phylogenetic tree of CVCC 68201, CVCC 68202, CVCC 68203 and 274 genomes within Mycobacterium 
avium species. Tree scale: 0.01. 
 
细胞增生，肺泡隔增厚，部分区域大面积实变，

同时伴有炎性细胞浸润(图 6)。脾脏 HE 染色可

见典型的结核结节，由上皮样细胞、多核巨细

胞、巨噬细胞、淋巴细胞和少量反应性增生的

成纤维细胞构成肉芽肿结构，外周与周围界限

清晰，发展严重的中央存在均质红染的坏死组

织(图 7)。由抗酸染色结果可见，豚鼠肺脏和脾

脏均可见禽分枝杆菌分布，尤其在脾小梁、肺泡 
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图 2  不同菌株感染组豚鼠的体重变化情况 
Figure 2  Changes in body weight of guinea pigs 
infected with different strains. 
 

 
 
图 3  不同菌株感染组豚鼠的皮内变态反应情况 
Figure 3  Intradermal allergy of guinea pigs 
infected with different strains. **: P<0.01. 
 
壁血管周围禽分枝杆菌分布较为密集(图 8和图 9)。

3 个感染组均存在不同程度的病理变化，203 组

变化程度较 201 组和 202 组相对较弱。 

3  讨论与结论 
禽分枝杆菌主要通过呼吸系统和消化系统

感染动物，因属 NTM，其致病能力明显弱于结

核分枝杆菌，主要以继发或并发形式存在[8]。

NTM 致病呈机会性，通常发生在机体免疫力降 

 
 

图 4  脾脏和肺脏的大体病变示意图   A：脾脏

大体病变，左为空白组，右为感染组(201 组)；B：

肺脏大体病变，左为空白组，右为感染组(201 组) 
Figure 4  Clinical symptoms of the spleen and lung. 
A: Clinical symptoms of the spleen, control group on 
the left and infection group (201 group) on the right; 
B: Clinical symptoms of the lung, control group on 
the left and infection group (201 group) on the right. 
 

 
 
图 5  不同菌株感染组豚鼠的脏器系数情况   
**：差异显著，P<0.01；ns：无统计学差异 
Figure 5  Organ indexes of guinea pigs infected 
with different strains. **: Significant difference, 
P<0.01; ns: No significant difference. 
 
低时[9]。已有的研究结果发现，禽结核病可分

为 3 个时期：潜伏期在感染后 7 d，无明显的组

织损伤；发展期在感染后 8–17 d，出现小结节，

结节中含分枝杆菌；恶病质期在感染后 18 d 之

后，出现大量结节，组织病变明显可见[10]。 
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图 6  豚鼠肺脏 HE 染色结果(HE 染色，200×)   A：201 组；B：202 组；C：203 组；D：对照组 
Figure 6  HE staining of guinea pig lung (HE staining, 200×). A: 201 group; B: 202 group; C: 203 group; D: 
Control group. 

 

 
 
图 7  豚鼠脾脏 HE 染色结果(HE 染色，200×)   A：201 组；B：202 组；C：203 组；D：对照组 
Figure 7  HE staining of guinea pig spleen (HE staining, 200×). A: 201 group; B: 202 group; C: 203 group; 
D: Control group. 
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图 8  豚鼠肺脏抗酸染色结果(抗酸染色，1 000×)   A：201 组；B：202 组；C：203 组；D：对照组 
Figure 8  Acid-fast staining of guinea pig lung (acid-fast staining, 1 000×). A: 201 group; B: 202 group; C:   
203 group; D: Control group. 

 

 
 
图 9  豚鼠脾脏抗酸染色结果(抗酸染色，1 000×)   A：201 组；B：202 组；C：203 组；D：对照组 
Figure 9  Acid-fast staining of guinea pig spleen (acid-fast staining, 1 000×). A: 201 group; B: 202 group; C: 
203 group; D: Control group. 
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豚鼠对禽分枝杆菌高度敏感，低剂量感染

即可发展为典型的肉芽肿结构，病理切片可见

朗格汉斯多核巨细胞。豚鼠感染后的病理变化

与人感染相似，感染后存活率高，是建立结核病

实验动物模型的适宜动物，在疫苗评价、筛选免

疫蛋白和免疫佐剂等方面表现出明显优势[11]。

本实验选取豚鼠为感染动物，采用腹股沟注射

为感染途径，以我国制备禽型结核菌素所用

CVCC 68201、CVCC 68202、CVCC 68203 菌株

作为研究对象，探究此类 NTM 对动物的致病性。

通过基因组测序鉴定分析，明确 CVCC 68201、

CVCC 68202、CVCC 68203 菌株均为禽分枝杆

菌，平均核苷酸相似度均大于 99.9%。 

本研究发现，豚鼠在禽分枝杆菌感染期内，

健康状态良好，无被毛凌乱现象，无死亡情况，

在感染第 5 周时表现出对体重增重的影响，感

染 CVCC 68201、CVCC 68202 株豚鼠的平均体

重明显轻于未感染组。皮内变态反应试验表明，

CVCC 68201 株感染组较另外 2 组显现出更为

强烈的迟发型变态反应。脏器大体病变显示，

感染组表现出明显的脾脏和肺脏的肿大及出

血，导致不同感染组的脾脏系数和肺脏系数均

不同程度地高于未感染组，其中 201 组的肺脏

系数显著高于未感染组(P<0.01)。病理学观察发

现，豚鼠肺脏可见明显病变，病变部位结构比

正常肺脏组织结构更为致密，其中 201 组病变

更为显著，肺脏大面积实变，并伴有炎性细胞

浸润。肺、脾组织切片抗酸染色可见红色的分

枝杆菌散在浸润，其中 201 组聚集程度更高、

密度更大。以上结果表明，制备禽型结核菌素用

的 3 株禽分枝杆菌对感染豚鼠均存在一定程度的

致病性，可引发局部病变；其中 CVCC 68201 株

对豚鼠的致病力明显强于 CVCC 68202 株和

CVCC 68203 株。 
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