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军团菌是引起人类军团菌病的重要病原体，也是

非典型性肺炎的主要病原菌之一。军团菌是一类水生
菌群，在环境水源中分布甚广，曾在河水、溪水、污染
的热水、温泉水和湖岸边的水中均分离到[1]，与现代生

活息息相关的人工水环境—空调系统的冷却塔水、淋
浴热水、高层建筑饮用水（二次供水）、景观水池水，甚
至游泳池水均可以是军团菌生存定居的小生境。为了
解深圳市环境中不同水体军团菌污染分布状况，笔者

于 2010年 10月 ~2011年 12月对环境水源进行了军
团菌污染调查。
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 样本来源 随机采集高层建筑（宾馆、写字楼）
空调系统冷却塔水及冷凝水 116份、宾馆淋浴热水

86份、二次供水 15份、游泳池水 10份、景观水池水 6
份，共采集 243份环境水源。采用灭菌玻璃瓶按照无
菌操作的规程，各采集环境水 500 ml，当日送实验室
进行检测。
1.1.2 仪器及试剂 Mx3005P荧光定量 PCR仪（美
国 Stratagne公司）；CO2培养箱（美国 Thermo公司）;干
浴器（型号：MD- OZiV）；GVPC培养基 OXOID提供，
BCYE 培养基 OXOID提供，嗜肺军团菌诊断血清
（Lp1~Lp15）日本生研提供，军团菌、嗜肺军团菌实时
荧光 PCR检测试剂盒及 DNA提取试剂盒由深圳生
科源技术有限公司提供，嗜肺军团菌阳性标准菌株：

ATCC33152，购自上海宝录生物科技有限公司。
1.2 方法
1.2.1 样本预处理 将经沉淀的水样通过孔径
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0.45μm滤膜过滤，充分洗脱，备用。取 1ml洗脱样品
置于 50℃水浴加热 30min进行热处理，吸取等量的
PH2.2HCL- KCL 缓冲液（3.9ml 0.2mol/L HCl+25ml
0.2mol/L KCl 配成 PH2.2缓冲液），振荡混匀后静置
10min进行酸处理，用0.1mol/L KOH终止酸处理，将试
样 pH调至 7.0左右。
1.2.2 分离培养 取 0.1ml 酸处理混合液，接种
GVPC平板，置 CO2培养箱，于 37℃，5.0％CO2条件下

培养 1~10d，注意保湿。每日观察生长情况，如 24h长
出的则是杂菌，如 72h长出的则为可疑军团菌。
1.2.3 军团菌的鉴定 GVPC 平板培养 72h 后生长
的，菌落形态为灰白色或紫色，圆形稍凸、湿润光滑、
呈毛玻璃状，挑起似牙膏状粘稠，新鲜生长出的菌落

边缘有紫色光泽，可初步确定为可疑菌落。挑选可疑
菌落接种于 BCYE和血琼脂平板上，在 BCYE平板生
长，在血平板上不生长者，初步可认定为军团菌。
1.2.4 实时荧光 PCR测定引物与探针 针对军团菌
5SrRNA基因和嗜肺军团菌 mip基因设计特异性引物
和探针，由深圳生科源公司合成，5srRNA序列 L5SL9
（5′ - ACTATAGCGATTTGGAACCA- 3′）和 L5SLR9
3（5′- GCGATGACCTACTTTCGCAT- 3′），mip 序列
LmipL920（5′- GCTACAGACAAGGATAAGTTG- 3′）
和LmipR1548（5′- GTTTTGTATACTTTAATTCA- 3′），
在反应体系中含有军团菌基因和嗜肺军团菌基因DNA
模板的情况下，PCR反应得以进行并释放荧光信号，利
用仪器对 PCR过程中相应通道的信号强度进行实时监
测和输出，实现对军团菌、嗜肺军团菌的检测。
1.2.5 模板处理 刮取 GVPC 平板上的菌落放入含
灭菌双蒸水的 eppendorf管中混匀, 室温静置 5min，
取 1ml上清液加入到 1.5ml无菌离心管中，12 000rpm
离心 5min后弃上清。每管沉淀中加入 DNA提取液
50μl，将沉淀悬浮后 100℃沸水浴处理 5min。12 000rpm
离心 5min，取上清进行 PCR检测。
1.2.6 PCR扩增 反应体系为 25μl，包括模板 DNA
5μl，实时荧光 PCR 反应液各 19.7μl，混合酶液
0.3μl（Taq酶 +UNG酶）。反应条件为：UNG处理 50℃
2min，1个循环；95℃3min预变性，1个循环；PCR 95℃
5s，55℃1min 40个循环。FAM通道采集荧光信号。
1.2.7 结果判定 阳性标本检测结果 Ct值≤30，有
明显指数增长对可疑标本 Ct值在 30~35范围，应对
标本进行重复检测，如重复试验结果 Ct 值仍在
30~35范围，有明显指数增长，则判定为阳性；否则为
阴性。阴性标本检测结果 Ct值＞35或无 Ct，线形为
直线或轻微斜线，无明显指数增长期和平台期。

2 结果
2.1 各种水体军团菌的分离培养结果 共检测水样
243份，其中有 49份水样检出了嗜肺军团菌，检出率
为 20.2%。检测冷却塔水及冷凝水 116份，有 29份水
样检出了嗜肺军团菌，空调系统嗜肺军团菌总检出率

为 25%。同时有 3份水样（1份淋浴热水，2份冷却水）
在 BCYE平板上有可疑菌落生长，血平板上不生长，
生化试验结果：氧化酶（-），硝酸盐还原（-），尿素酶
（-），明胶液化（+），马尿酸盐（-），且嗜肺军团菌诊断
血清（Lp1~Lp15）鉴定均不凝集。
2.2 实时荧光 PCR结果 5SrRNA是军团菌属共有
基因，高度保守，其 rDNA序列拷贝作为属检测依据
非常可靠，mip 基因有足够的序列差异来区别嗜肺军
团菌与非嗜肺军团菌。对上述分离培养出的 52株菌
株用荧光 PCR 技术进行检测，结果荧光 PCR鉴定
52株为军团菌菌株，鉴定 49株为嗜肺军团菌菌株，
鉴定上述 3株可疑菌株是军团菌属，为非嗜肺军团
菌，见图 1。

注：1~5：嗜肺军团株；6：阳性对照；7：阴性对照

Note：1~5：Leginella pneumophilia；6：Positive control；7：Negative control

图 1 5株嗜肺军团菌荧光 PCR结果
Fig 1 The fluorescence PCR results of 5 Leginella pneumophilia

strains

2.3 军团菌种及血清型分布 52株军团菌中有 49
株为嗜肺军团菌，占 94.2%，非嗜肺军团菌 3株占
（5.8%），检出的军团菌以嗜肺军团菌为主。见表 1。
3 讨论
本次调查对 243份深圳市环境中水源进行军团

菌的检测，有 52份水样检出军团菌阳性，军团菌总检
出率为 21.4%，49份水样检出了嗜肺军团菌，嗜肺军
团菌总检出率为 20.2%；空调系统中有 28份冷却水
及 1份冷凝水水样检出嗜肺军团菌，检出率分别为
31.1%（28/116）、3.9%（1/26），空调系统嗜肺军团菌总
检出率为 25%, 有 20份宾馆淋浴热水检出嗜肺军团
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含有阿米巴等军团菌的天然宿主，这促进了冷却水中军

团菌的多样性[3]。LP1血清型是引起人群军团菌病的主
要病原体，空调冷却系统和宾馆客房淋浴热水内 LP1型
嗜肺军团菌生长繁殖达到一定浓度，即可引起人群感染

军团菌病甚至暴发流行[4]，有关部门应密切监测其动态

变化，建立预防预警机制[5]。
针对本次调查所反映出来的情况，今后深圳市对

军团菌人工水环境污染状况的监测重点放在空调冷

却塔水和淋浴设施，以及其所产生的含有军团菌的

气溶胶。定期对空调系统和淋浴系统进行军团菌的卫
生监测，督促相关单位建立卫生管理制度，定期对空

调系统和淋浴系统清洗消毒，对军团菌污染的控制从

源头上把关[6]，以防止环境水源成为军团菌的传播源。
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菌，检出率为 23.3%，结果显示深圳市环境水源中军
团菌污染主要分布于空调冷却塔水和宾馆淋浴热水

中，不同水体类型中以冷却水水样军团菌检出率最

高,达 33.3%（30/90）。此次二次供水、游泳池水、景观
水池水均未检出军团菌，与国外的报道不同[2]，但并不

代表军团菌不存在于这几种水体中, 可能由于采样
方法、采样量等其他原因造成[2]。

本次在环境水源中检测出的 52株军团菌，其中有
49株为嗜肺军团菌，占 94.2%（49/52），非嗜肺军团菌 4
株占 7.7%（4/52）。军团菌菌型呈现多样化，除常见嗜肺
军团菌 LP1外，还有 LP3、LP5、LP6、LP7和LP10型，深
圳市环境水源嗜肺军团菌以 LP1 和 LP6 为优势菌型，
占检出菌的 63.2％（31/49）和 22.5％（11/49），同时空调
冷却水中有一份水样同时检出两种血清型 LP1 和
LP6，存在多种军团菌共存现象，这可能与空调冷却塔中

表 1 各种水体检出军团菌种及血清型分布情况
Table 1 Distribution and serotype of Leginella in every types of water samples

水样类型Water type

冷却水 Cooling tower water
冷凝水 Condensate water
淋浴热水 Shower warm water
二次供水 Secondary water supply
游泳池水Water in swimming pools
景观池水 Landscape water
合 计 Total

嗜肺军团菌阳性数（株）

No.strain positive for Leginella pneumophilia
LP1
18
01
13
00
00
00
32

LP3
1
0
2
0
0
0
3

LP5
1
0
0
0
0
0
1

LP6
6
0
5
0
0
0
11

LP7
1
0
0
0
0
0
1

LP10
1
0
0
0
0
0
1

军团菌阳性数（株）

No.strain positive
for Leginella

30
01
21
00
00
00
52

小计

28
01
20
00
00
00
49
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