
第３７卷第３期　　　　　　　　　 西 南 大 学 学 报 (自然科学版)　　　　　　　　　　　２０１５年３月

Vol３７　No３ JournalofSouthwestUniversity(NaturalScienceEdition) Mar　２０１５

DOI:１０１３７１８/jcnkixdzk２０１５０３０１０

鹅源多杀性巴氏杆菌分离鉴定及系统进化分析①
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摘要:试验从重庆市荣昌县盘龙镇鹅场发病的雏鹅肝脏中分离出一种细菌,进行了形态学、理化特性鉴定和１６S
rRNA基因的系统进化分析,并进行药物筛选试验．结果表明,所分离的细菌在鲜血培养基和马丁琼脂培养基上生

长良好,革兰氏 染 色 为 阴 性 的 球 杆 菌．该 分 离 菌 株 １６SrRNA 基 因 序 列 与 Genbank 公 布 的 多 杀 性 巴 氏 杆 菌

DQ２２８９７９１,HM７４６９７８１,JX９７５４４６１菌株同源性均为９９９％,表明所分离的细菌为多杀性巴氏杆菌．药物筛选

试验结果显示该分离菌株对菌必治、复达欣、氨苄青霉素等药物敏感．
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巴氏杆菌是引起多种畜禽巴氏杆菌病的病原体,主要使动物发生出血性败血症或传染性肺炎．禽巴氏

杆菌病又称为禽霍乱或禽出血性败血症,是由多杀性巴氏杆菌Pasteurellamultocida 引起的一种急性、高

度接触性、败血性传染病,是目前危害养禽业的主要疫病之一,给养禽业带来巨大损失[１－３]．
近年来,在重庆市荣昌县盘龙镇养鹅场雏鹅发生败血性传染病,给养殖户造成严重的经济损失．为了

确定发病原因,进行有效的防控与治疗,我们采集雏鹅的病料组织进行病原分离,并进行理化试验、１６S
rRNA鉴定、动物回归试验和药敏试验,为临床防治该病创造了条件．

１　材料与方法

１１　材　料

１１１　试验动物

８只９日龄雏鹅(购于非疫区的健康雏鹅),饲养３d未发现有异常现象．
１１２　病　料

病料来源于荣昌盘龙镇鹅场疑病鹅的心、肝、脾病理组织．
１１３　培养基与试剂

鲜血培养基、马丁肉汤培养基、马丁琼脂培养基、微量生化培养管(购于杭州微生物试剂有限公司,批

号２０１１０９１５)、药敏纸片(全套３０种,购于杭州微生物试剂有限公司)、革兰氏染液、VP试剂、MR试剂、
吲哚试剂,以上均由西南大学荣昌校区预防兽医教研室提供．

通用引物[４],正向:５ＧAGAGTTTGATCCTGGCTCAGＧ３;反向５ＧACGGTTACCTTGTTAC GACTTＧ３
由上海英俊生物技术有限公司合成．

小剂量 DNA 提取试剂盒、DNA 回收试剂盒,购于广州飞扬生化有限公司．ExTaqDNA 聚合酶、
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dNTPs、MgCl２、DNA Marker、GoldView购自大连宝生物有限公司．
１１４　主要仪器

恒温培养箱、冰箱、超净工作台、高压蒸汽灭菌锅、显微镜、高速离心机、PCR仪、凝胶电泳仪、紫外

成像仪、紫外照相系统等,均由西南大学荣昌校区预防兽医教研室提供．
１２　方　法

１２１　细菌分离纯化

取患病鹅的病料组织分别划线接种于鲜血培养基和马丁琼脂培养基,置于３７℃恒温箱静置培养２４h,
观察并记录菌落形态．挑选可疑单个菌落接种于马丁琼脂斜面培养基,置于３７℃恒温箱静置培养２４h,进

一步纯化,纯培养物命名为RC(Yi),置于４℃冰箱备用．
１２２　染色镜检

对肝脏组织触片并进行瑞氏染色镜检,观察其染色特性及形态．取马丁琼脂培养基上的可疑单个菌落

涂片,革兰氏染色镜检,观察其染色特性及形态．
１２３　生化鉴定

在无菌环境条件下,挑取分离菌株的纯培养物分别接种于 MR、VP、吲哚、枸橼酸盐、葡萄糖、乳糖、
麦芽糖、甘露醇、蔗糖的微量生化培养管内,置于３７℃恒温培养箱２４~４８h,观察并记录结果．
１２４　药敏试验

药敏试验按照CLSI(ClinicalandLaboratoryStandardsInstitute)推荐的 KＧB法进行．采用世界卫生组

织(WHO)质控标准菌的敏感性及抑菌圈大小划分方法报告结果[５]．
１２５　动物回归试验

将纯化的细菌接种于马丁肉汤培养基,置于３７℃恒温箱静置培养２４h,制成细菌悬液待用．将８只健

康雏鹅分成试验组和对照组,每组４只．试验组每只雏鹅腿部肌肉注射细菌悬液０１mL(３×１０７cfu/mL),
病死雏鹅进行病理剖检观察．
１２６　１６SrRNA 基因扩增及测序

挑取单个菌落接种在５mL马丁肉汤培养基中,３７℃振荡培养１２h．使用小剂量 DNA 提取试剂盒进

行DNA提取,４℃保存备用．
用上述引物扩增细菌１６SrRNA基因,PCR扩增采用２５μL体系:１０×buffer２５μL,Mg２＋２μL,上

游引物１μL,下游引物１μL,模板DNA２μL,dNTPs２５μL,rTaq酶０２μL,双蒸水１３３μL．
PCR反应条件:９４℃预变性５min,９４℃变性３０s、５４℃退火３０s、７２℃延伸６０s、经３５个循环,最

后７２℃延伸１０min[６]．扩增产物于１％琼脂糖凝胶中电泳,观察结果．
PCR产物按照DNA回收试剂盒说明书进行胶回收,回收产物由上海生物工程有限公司进行测序．测

序结果与 Genbank中相似性较高的巴氏杆菌进行同源性分析,并使用 DNAStar软件进行多序列匹配排

列,构建进化树．
１２７　１６SrRNA 基因序列分析

以供试菌株的１６SrRNA基因序列通过NCBI的Blast检索系统进行同源性分析,并使用DNAStar软

件与从 GenBank数据库中获得的序列相似性较高的菌株构建分支系统树．

２　试验结果

２１　细菌分离纯化

在鲜血琼脂培养基上生长良好为灰白色、半透明、微隆起、表面光滑、边缘整齐的露珠样小菌落,菌落

周围不溶血．在马丁琼脂培养基上成灰白色圆形湿润的小菌落．
２２　染色镜检

肝脏组织触片经瑞氏染色后可在组织细胞之间发现典型的两极着色的短杆菌．纯化细菌进行革兰氏染

色为阴性球杆菌,两端钝圆,单个存在,有时成对排列．
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２３　生化鉴定

菌株RC(Yi)的葡萄糖、甘露醇、蔗糖、吲哚的生化试验为阳性,乳糖、MR、VP、硫化氢、枸橼酸盐的

生化试验为阴性(表１)．
表１　分离菌株的生化试验

项目菌株 葡萄糖 甘露醇 蔗糖 乳糖 MR VP 吲哚 硫化氢 枸橼酸盐

RC(Yi) ＋ ＋ ＋ － － － ＋ － －

　　注:“＋”阳性,“－”阴性．

２４　药敏试验

由表２可知,菌株RC(Yi)对菌必治、复达欣、氨苄青霉素等药物敏感,对万古霉素耐药．
表２　对１３种抗菌药的抑菌圈直径及敏感性

抗　菌　药
菌株 RC(Yi)

抑菌环直径/mm 敏感性
抗　菌　药

菌株 RC(Yi)
抑菌环直径/mm 敏感性

氨苄青霉素 ２４ S 多粘霉素B １８ S

复达欣 ２７ S 四环素 １６ I

菌必治 ３７ S 红霉素 １９ S

氟哌酸 ２２ S 万古霉素 ８ R

羧苄青霉素 １５ I 卡那霉素 ２１ S

青霉素 １０ I 新霉素 ２１ S

阿米卡星 ２２ S

　　注:R耐药,I中介,S敏感．

２５　动物回归试验

由表３可知,试验组雏鹅死亡率为１００％,对照组无发病死亡．雏鹅于２４h出现症状,剖检病死鹅呈典

型败血性变化,主要病变是皮下组织淤血;肝脏肿大,表面有大量针尖大的白色坏死点;肺出血、水肿;喉

头及气管环出血;心包膜增厚,心包腔内积有大量淡黄色液体;心脏冠状脂肪出血、心外膜上有大小不一

的出血点;心内膜出血;肠道中以十二指肠变化最明显,肠粘膜出血,内容物呈血色．
表３　健康雏鹅感染试验结果

结　果 数　量 剂量/mL 发病数 死亡数 死亡率/％

试验组 ４ ０５ ４ ４ １００

对照组 ４ ０ ０ ０ ０

Marker:DLＧ２０００Marker．

图１　１６SrRNA扩增结果

２６　１６SrRNA扩增及测序结果

菌株RC(Yi)经过１６SrRNA扩增测序,获得大小为１３７５bp
的片段(图１),与目的片段大小一致．
２７　同源性分析与进化树构建

将获得的核苷酸序列与 GenBank中已知序列进行同源性

比较分析,结果显示该菌株 RC(Yi)与巴氏杆菌成员的１６S
rRNA序列具有９４９％以上的高度同源性,其中与 multocida
PasteurellaDQ２２８９７９１,HM７４６９７８１,JX９７５４４６１的同源性

最高,达到９９９％(图２)．
根据 BLAST比对结果,选出具有代表性不同菌株序列

建立进化树,进行系统发育分析．结果显示,重庆荣昌分离

菌株 RC(Yi)与多杀性巴氏杆菌 DQ２２８９７９１的同源性最高

(图３)．
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图２　菌株RC(Yi)１６SrRNA基因的同源性比较

图３　１６SrRNA基因序列系统发育树

３　讨　论
本研究采用常规细菌学培养方法,从临床死亡的雏鹅肝脏中分离鉴定出１株多杀性巴氏杆菌RC(Yi),

选取１６SrRNA细菌鉴定的通用引物对该分离菌株进行PCR扩增并测序,测序结果与 GenBank中已知巴

氏杆菌的１６SrRNA序列进行同源性分析和进化树构建,从分子水平上进行细菌种属的鉴定,结合细菌学

诊断结果,确诊该鹅场雏鹅发病的病源为多杀性巴氏杆菌．
管宇等[７]应用１６SrRNA基因测序法,以强、弱毒株分别作为阳性对照,对分离鉴定的２株禽源多杀

性巴氏杆菌进行１６SrRNA基因测序分析,结果表明２株分离菌株与强、弱毒株对照菌株之间的同源性均
为１００％,从而完成了分离菌株的鉴定．杨霞等[８]用PCR扩增出鸡源鲍氏志贺菌１６SrRNA 的部分基因
(１６SrDNA)并测序,将所获得的序列与 GenBank中人志贺菌序列相比较,计算种间相似性,并构建志贺

菌的系统发育树,对分离菌株进行分类与鉴定．
传统的细菌学方法为兽医病原菌的研究奠定了坚实的基础,然而这些方法同时存在许多缺点,如准确

性不足,耗费人力及时间等．分子生物学方法的建立极大地提高了兽医病原菌鉴定的准确性,特别是聚合

酶链式反应(PCR)技术的出现及核酸研究技术的不断完善[９],特别是１６SrRNA 基因序列分析技术的出

现,使细菌进化与否可以通过试验研究来证实,这是兽医病原菌分类史上的一次革命．目前,关于PCR扩

增１６SrRNA基因用于兽医病原菌分类和鉴定的研究越来越多,大多数致病菌的１６SrRNA基因均已被测

序[１０]．随着微生物核糖体RNA数据库的日臻完善,该技术已成为兽医病原菌分类鉴定的一个有力工具．
动物药物敏感性试验显示分离菌株对多种药物敏感．菌株RC(Yi)对供试的卡那霉素、新霉素敏感,宋

晓娜等[１１]２０１２年报道其分离的巴士杆菌对卡那霉素、新霉素耐药．说明不同地区不同禽源的巴氏杆菌对某

些抗生素的耐药情况有所差异,可能与当地对家禽用药情况有关,也可能与巴氏杆菌种系发育有关,如要
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进一步分析,需做长期大范围的流行病学调查研究．重庆地区少有报道禽巴氏杆菌的病例,但本地区气温

较高、多雨潮湿、气候多变,一旦禽类受到各种应激,体质下降就有散发、暴发疫病的风险．另外,巴氏杆

菌极易产生耐药性,耐药谱也逐年扩大,因此本文研究其耐药性及菌种系统发育对重庆地区禽巴氏杆菌疾

病的防控具有重要意义．
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Isolation,IdentificationandPhylogeneticAnalysis
ofPasteurellamultocidafromGoose
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１DepartmentofVeterinaryMedicine,SouthwestUniversity (RongchangCampus),RongchangChongqing４０２４６０,China;
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Abstract:AbacteriumwasisolatedfromtheliverofdiseasedgoslingsatagooseＧbreedingfarminPanlong
town．ItsmorphologicalandphysicoＧchemicalcharacteristicswerestudied,and１６SrRNAidentification
andadrugscreeningtestwereconducted．TheisolatedbacteriumwasshowntobeagramＧnegativecoccoＧ
bacillus,anditgrewwellinbloodagarmediumandinMartinagarmedium．The１６SrRNAsequencesof
theisolateshared９９９％ homologywithPasteurellamultocidastrainsDQ２２８９７９１,HM７４６９７８１and
JX９７５４４６１inGenbank．TheaboveresultsindicatedthattheisolatewasastrainofPmultocida．AnanＧ
tibioticresistanceexperimentshowedthattheisolatewassensitivetoceftriaxone,fortumandnorfloxacin．
Keywords:gosling;Pasteurellamultocida;isolationandidentification;phylogeneticanalysis
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