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摘要： 为了探讨动物巴氏杆菌病的治疗药物及发病机制， 对来自青海牧区牦牛、 藏羊、 马中分离得到的 １１ 株多杀性巴氏杆菌进行血清型和多位

点序列分型 （ＭＬＳＴ） 鉴定， 以及毒力基因和耐药基因检测、 耐药性分析、 小鼠致病性试验等。 结果： 牦牛源多杀性巴氏杆菌的血清分型主要是

Ｂ： Ｌ２ 型， ＭＬＳＴ 分型主要是 ＳＴ１２２； 藏羊源多杀性巴氏杆菌血清型为 Ｄ： Ｌ６ 型， ＭＬＳＴ 分型为 ＳＴ５９； 马源多杀性巴氏杆菌血清型为 Ｂ： Ｌ２ 型，
ＭＬＳＴ 分型为 ＳＴ１２２； 毒力基因和耐药基因检测结果显示， １１ 株多杀性巴氏杆菌共同携带的毒力基因为超氧化物歧化酶 Ａ （ ｓｏｄＡ）、 超氧化物歧化

酶 Ｃ （ ｓｏｄＣ）、 外膜蛋白 Ａ （ｏｍｐＡ）、 丝状血凝素同源蛋白 ２ （ｈｓｆ－２）、 外膜蛋白 ８７ （ ｏｍａ８７）、 血红蛋白结合蛋白 Ａ （ｈｇｂＡ）、 铁摄取调节蛋白

（Ｆｕｒ） 基因， 共同携带的耐药基因为核糖体蛋白 Ｓ１２ （ ｒｐｓＬ） 和 １６Ｓ ｒＲＮＡ （ ｒｒｓ） 基因； 药敏试验显示， 分离菌株对诺氟沙星、 多西环素、 氨苄西

林等药物敏感； 小鼠致病性试验结果显示， 分离菌株具有较强的致病性， 且脾脏、 肝脏触片镜检见大量的多杀性巴氏杆菌。 综上， 本研究为青海

牧区牦牛、 藏羊巴氏杆菌病的防控、 发病机制探讨及后续亚单位疫苗的开发奠定了基础。
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　 　 多杀性巴氏杆菌 （Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ） 是属于

巴氏杆菌科巴氏杆菌属的一种革兰阴性非运动和无芽

胞的小杆菌［１］。 巴氏杆菌属在动物种群中非常普遍，
通常作为口腔、 鼻咽和上呼吸道正常微生物群存

在［２］。 多杀性巴氏杆菌是一种重要的人畜共患病原，
可在多种家畜和野生动物中定殖并引起感染， 在家

禽、 水禽、 羊、 兔、 牛、 牦牛、 绵羊、 猫、 犬以及人

类上均有相关报道［３］。 不同动物感染多杀性巴氏杆

菌后引发的疾病不同， 例如， 家禽和其他鸟类的禽霍

乱［４－５］， 羊的进行性萎缩性鼻炎和肺炎［６］， 牛的出血

性败血症和牛呼吸道疾病［７］， 兔的出血性败血症［８］

等。 多杀性巴氏杆菌的血清型分为荚膜血清型和脂多

糖 （ＬＰＳ） 血清型， 目前按照荚膜抗原将其分为 Ａ、
Ｂ、 Ｄ、 Ｅ、 Ｆ 这 ５ 个荚膜血清型， ＬＰＳ 分为 １６ 种血

清型和 ８ 种不同的基因型［９］。 对多杀性巴氏杆菌的流

行病学研究应考虑血清分型的因素。 有研究证明， 动

物所患疾病与荚膜血清型具有关联性， 例如 Ａ 型主

要引起禽霍乱以及猪肺疫， Ｂ 型主要引发牛、 猪、
羊、 鹿、 骆驼、 马等的出血性败血症， Ｄ 型和 Ｅ 型主

要引发猪、 牛、 羊、 兔的肺炎和败血症， Ｄ 型主要引

发猪的萎缩性鼻炎［９－１０］。 因此， 检测菌株的荚膜血清

型对于后续疾病的治疗至关重要。 近年来， 在青藏高

原地区关于多杀性巴氏杆菌的病例逐渐增多， 牦牛感

染该菌会导致呼吸系统疾病及牛出血性败血症。 该病

发病无明显季节性， 但在高原地区以夏、 秋季节较常

见， 不同品种、 年龄、 性别的牛均可感染发病， 病牛

以肺炎、 高热或急性胃肠炎以及全身内脏器官广泛性

出血为主要特征［１１］。
本研究通过从牦牛、 藏羊、 马分离的多杀性巴氏

杆菌进行分型分析， 并对不同源菌株的毒力基因、 耐

药基因及耐药性进行调查， 为后续巴氏杆菌病的治

疗、 发病机制探讨及亚单位疫苗的研制提供理论

支撑。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 样品及菌株来源

２ 份肺组织病料采集于青海省都兰县发病牦牛；
９ 株疑似多杀性巴氏杆菌 （马源 １ 株， 藏羊源 １ 株，
牦牛源 ７ 株） 由青海省动物疾病病原诊断与绿色防

控技术研究重点实验室分离并保存。
１􀆰 ２　 主要试剂

ＬＢ 琼脂培养基、 ＬＢ 肉汤、 马丁肉汤、 胰蛋白胨

大豆琼脂培养基 （ＴＳＡ）、 胰蛋白胨大豆肉汤培养基

（ＴＳＢ）、 小牛血清等， 购自北京索莱宝科技有限公

司； 血平板培养基， 购自青岛海博生物科技有限公

司； ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自宝日医生物

技术 （北京） 有限公司； ＰＣＲ 扩增引物由西安擎科

生物股份有限公司合成； 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒， 购自天根生化科技 （北京） 有限公司； 抗生素

药敏片， 购自上海士锋生物科技有限公司。
１􀆰 ３　 实验动物

昆明小鼠， １６～ １８ ｇ， 雄性， 购自中国农业科学

院兰州兽医研究所实验动物中心 （生产许可证号：
ＳＣＸＫ （甘） ２０２０－０００２）。 本试验方案经青海省畜牧

兽医科学院实验动物伦理委员会批准 （ ２０２５ －
ＱＨＭＫＹ－０１４）。
１􀆰 ４　 菌株的分离镜检

在生物安全柜中将采集的肺部病料用无菌接种环

划线接种于血平板培养基以及 ＬＢ 固体培养基， ３７ ℃
培养 １８～２４ ｈ； 同时对保存于本实验室的 ９ 株多杀性

巴氏杆菌菌株进行复苏， 复苏后划线接种于血平板培

养基以及 ＬＢ 固体培养基， ３７ ℃培养 １８ ～ ２４ ｈ； 挑取

血平板培养基和 ＬＢ 固体培养基上的单个菌落进行革

兰染色镜检。
１􀆰 ５　 菌株 ＰＣＲ 鉴定

参照 ＮＣＢＩ 上传的基因序列和文献 ［９］ 设计并

合成 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物和多杀性巴氏杆菌特异性基

因 Ｋｍｔ１ 引物 （表 １）， 提取分离纯化后的菌株 ＤＮＡ
作为模板。 ＰＣＲ 反应体系 （５０ μＬ）： 上下游引物各

１ μＬ， 菌 株 ＤＮＡ 模 板 ２ μＬ， ２ × Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
２５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ ２１ μＬ。 ＰＣＲ 扩增条件： ９５ ℃预变性

５ ｍｉｎ； ９５ ℃变性 ３０ ｓ， 退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ
３０ ｓ， 进行 ３５ 个循环； 最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ
产物用 １％琼脂糖凝胶电泳进行检测， 并送西安擎科

生物股份有限公司进行测序， 测序结果与 ＮＣＢＩ 的

ＧｅｎＢａｎｋ 已知序列进行比对分析， 通过 ＭＥＧＡ １１ 软

件构建 ＮＪ 系统发育树， 确定菌种信息。
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表 １　 引物信息

基因名称 引物序列 （５′→３′） 长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

１６Ｓ ｒＤＮＡ
Ｆ： ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
Ｒ： ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ

１ ４５０ ５６

Ｋｍｔ１［９］
Ｆ： ＡＴＣＣＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＡＧＴＧＧ
Ｒ： ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＣ

４６０ ５５

１􀆰 ６　 菌株的荚膜血清型和 ＬＰＳ 血清型鉴定

对鉴定为多杀性巴氏杆菌的菌株， 采用 ＰＣＲ 体

外扩增法对其荚膜血清型和 ＬＰＳ 血清型进行鉴定，
引物信息见表 ２［９］。

ＰＣＲ 反应体系同 １􀆰 ５。 ＰＣＲ 扩增条件： ９４ ℃ 预

变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ５０ ｓ， 退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 延伸

１ ｍｉｎ， 进行 ３２ 个循环； 最后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳进行检测， 并送西

安擎科生物股份有限公司进行测序， 测序结果与

ＮＣＢＩ 已知序列进行比对分析。

表 ２　 荚膜血清型和 ＬＰＳ 血清型引物信息［９］

名称 序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

荚膜血清型

Ａ
Ｆ： ＧＡＴＧＣＣＡＡＡＡＴＣＧＣＡＧＴＣＡＧ
Ｒ： ＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＴＣＡＧＴＧ

１ ０４４

Ｂ
Ｆ： ＣＡＴＴＴＡＴＣＣＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣ
Ｒ： ＧＣＣＣＧＡＧＡＧＴＴＴＣＡＡＴＣＣ

７６０

Ｄ
Ｆ： ＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＣＴＡＧＧＡＧＣＣＣ
Ｒ： ＣＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴＡＴＣＡＧ

６５７

Ｅ
Ｆ： ＴＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＴＧＡＣＴＣ
Ｒ： ＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＣ

５１１

Ｆ
Ｆ： ＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧ
Ｒ： ＴＴＣＣＧＣＣＧＴＣＡＡＴＴＡＣＴＣＴＧ

８５１

５５

ＬＰＳ 血清型

Ｌ１
Ｆ： ＡＴＴＧＧＡＧＣＡＣＣＴＡＧＴＡＡＣＣＣ
Ｒ： ＡＣＡＴＴＣＣＡＧＡＴＡＡＴＡＣＡＣＣＣＧ

１ ３０７

Ｌ２
Ｆ： ＴＴＴＧＡＴＴＴＣＣＣＴＴＧＧＧＡＴＡＧＣ

Ｒ： ＣＴＴＡＡＡＧＴＡＡＣＡＣＴＣＧＣＴＡＴＴＧＣ
８１０

Ｌ３
Ｆ： ＣＡＡＡＧＡＴＴＧＧＴＴＣＣＡＡＡＴＣＴＧＡＡＴＧＧＡ
Ｒ： ＴＧＣＡＧＧＣＧＡＧＡＧＴＴＧＡＴＡＡＡＣＣＡＴＣ

４７４

Ｌ４
Ｆ： ＣＴＴＴＡＴＴＴＧＧＴＣＴＴＴＡＴＡＴＡＴＡＣＣ
Ｒ： ＴＴＴＣＣＡＴＡＧＡＴＴＡＧＣＡＡＴＧＣＣＧ

５５０

Ｌ５
Ｆ： ＣＡＡＴＣＣＴＣＧＴＡＡＧＡＣＣＣＣＣ

Ｒ： ＡＧＡＴＴＧＣＡＴＧＧＣＧＡＡＡＴＧＧＣ
１ １７５

Ｌ６
Ｆ： ＡＡＴＧＡＡＧＧＴＴＴＡＡＡＡＧＡＧＡＴＡＧＣＴＧＧＡＧ

Ｒ： ＴＣＴＴＴＡＴＡＡＴＴＡＴＡＣＴＣＴＣＣＣＡＡＧＧ
６６８

Ｌ７
Ｆ： ＣＴＡＡＴＡＴＡＴＡＡＡＣＣＡＴＣＣＡＡＣＧＣ
Ｒ： ＣＣＴＡＴＡＴＴＴＡＴＡＴＣＴＣＣＴＣＣＣＣ

９３１

Ｌ８
Ｆ： ＴＣＣＴＧＧＴＴＣＡＴＡＴＡＴＡＧＧＴＡＧＧ
Ｒ： ＧＡＧＡＧＴＴＡＣＡＡＡＡＡＴＧＡＴＣＧＧＣ

２５５

５５

１􀆰 ７　 多位点序列分型 （ＭＬＳＴ）
用已提取的多杀性巴氏杆菌基因组， 采用体外

ＰＣＲ 扩增方法， 对 ７ 种管家基因进行扩增， 引物见

表 ３［１－１２］。 ＰＣＲ 反应体系同 １􀆰 ５。 ＰＣＲ 扩增条件：
９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ３０ ｓ， 退火 ３０ ｓ， ７２ ℃

延伸 ３０ ｓ， 进行 ３０ 个循环； 最后 ７２ ℃ 延伸 ７ ｍｉｎ。
ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳进行检测， 并送西

安擎科生物股份有限公司进行测序， 测序上传

ｐｕｂＭＬＳＴ 进行比对组装分析， 确定菌株的序列型

（ＳＴ）。
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表 ３　 ＭＬＳＴ 分型 ７ 种管家基因引物信息［１－１２］

基因名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

谷氨酸脱氢酶基因 （ｇｄｈ）
Ｆ： ＡＴＣＧＡＣＴＴＣＴＴＣＣＧＣＡＧＡＣＣ
Ｒ： ＧＣＧＧＧＴＧＡＴＡＴＴＧＧＴＧＴＡＧＧ

７０２ ５８

苹果酸脱氢酶基因 （ｍｄｈ）
Ｆ： ＡＴＴＴＣＧＧＧＡＴＣＡＧＧＧＴＴＡＧＣ
Ｒ： ＧＧＡＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡＴＧＧＡＡＧＧ

６２０

磷酸葡萄糖异构酶基因 （ｐｇｉ）
Ｆ： ＡＣＣＡＣＧＣＴＡＴＴＴＴＴＧＧＴＴＧＣ
Ｒ： ＡＴＧＧＣＡＣＡＡＣＣＴＣＴＴＴＣＡＣＣ

７８４

葡萄糖－６－磷酸脱氢酶基因 （ ｚｗｆ）
Ｆ： ＴＧＴＴＡＧＧＴＧＴＧＧＣＡＡＧＡＡＣＧ
Ｒ： ＴＴＧＣＡＡＣＡＡＡＴＧＧＴＴＴＴＧＧＡ

６１４

腺苷激酶基因 （ａｄｋ）
Ｆ： ＴＴＴＴＴＣＧＴＣＣＣＧＴＣＴＡＡＧＣ
Ｒ： ＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＡＣＡＣＡＡＧＣ

５７０

酯酶基因 （ｅｓｔ）
Ｆ： ＴＣＴＧＧＣＡＡＡＡＧＡＴＧＴＴＧＴＣＧ
Ｒ： ＣＣＡＡＡＴＴＣＴＴＧＧＴＴＧＧＴＴＧＧ

６４１

６－磷酸甘露糖异构酶基因 （ｐｍｉ）
Ｆ： ＴＧＣＣＴＴＧＡＧＡＣＡＧＧＧＴＡＡＧＣ
Ｒ： ＧＣＣＴＴＡＡＣＡＡＧＴＣＣＣＡＴＴＣＧ

７３９

４８

１􀆰 ８　 菌株的致病性试验及脏器镜检

选取新分离的编号为 Ｐｍ１、 Ｐｍ２ 的 ２ 株菌进行

小鼠攻毒试验。 将 ２５ 只小鼠平均分为 ５ 组， 包括 ４
个试验组和 １ 个对照组， 每组 ５ 只。 将分离菌株扩大

培养后， 稀释菌液浓度至 ０􀆰 ２×１０２ ＣＦＵ ／ ｍＬ、 ０􀆰 ４×１０２

ＣＦＵ ／ ｍＬ， 试验组 １ 和 ２ 对每只小鼠腹腔注射 ０􀆰 ２ ｍＬ
不同浓度的 Ｐｍ１ 菌悬液， 试验组 ３ 和 ４ 对每只小鼠

腹腔注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 不同浓度的 Ｐｍ２ 菌悬液， 对照组小

鼠腹腔注射 ０􀆰 ２ ｍＬ 生理盐水。 观察 ３ ｄ 内小鼠状况，
记录小鼠的死亡情况。 采集死亡小鼠的肝脏和脾脏触

片并进行瑞氏染色镜检。
１􀆰 ９　 菌株的毒力相关基因检测

根据文献 ［１－９］ 和 ＮＣＢＩ 数据库基因序列设计

毒力基因扩增引物， 序列见表 ４。 ＰＣＲ 反应体系

（２５ μＬ）： 上下游引物各 ０􀆰 ５ μＬ， 菌株 ＤＮＡ 模板

１ μＬ， ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬ， ｄｄＨ２Ｏ １０􀆰 ５ μＬ。
ＰＣＲ 扩增条件： ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ５０ ｓ，
退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 延伸 １ｍｉｎ， 进行 ３２ 个循环； 最后

７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳

进行检测。

表 ４　 毒力相关基因引物信息［１－９］

基因名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

σ 因子 （ ｒｐｏＥ）
Ｆ： ＡＴＧＧＣＴＧＡＡＣＡＧＣＴＡＡＣＡ
Ｒ： ＴＴＡＡＣＧＴＴＧＣＡＡＣＡＴＡＧ

５７６ ５８

菌毛结构蛋白 （ｐｔｆＡ）
Ｆ： ＴＧＴＧＧＡＡＴＴＣＡＧＣＡＴＴＴＴＡＧＴＧＴＧＴＣ

Ｒ： ＴＣＡＴＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＧＣＧＣＡＡＡＡＴＣＣＴＧＣＴＧＧ
４８８

菌毛蛋白 Ａ （ ｆｉｍＡ）
Ｆ： ＣＣＡＴＣＧＧＡＴＣＴＡＡＡＣＧＡＣＣＴＡ
Ｒ： ＡＧＴＡＴＴＡＧＴＴＣＣＴＧＣＧＧＧＴＧ

８６６

丝状血凝素同源蛋白 １ （ｈｓｆ－１）
Ｆ： ＴＴＧＡＧＴＣＧＧＣＴＧＴＡＧＡＧＴＴＣＧ

Ｒ： ＡＣＴＣＴＴＴＡＧＣＡＧＴＧＧＧＧＡＣＡＡＣＣＴＣ
６５４

丝状血凝素同源蛋白 ２ （ｈｓｆ－２）
Ｆ： ＡＣＣＧＣＡＡＣＣＡＴＧＣＴＣＴＴＡＣ
Ｒ： ＴＧＡＣＴＧＡＣＡＴＣＧＧＣＧＧＴＡＣ

４３３

丝状血凝素 Ａ （ｐｆｈＡ）
Ｆ： ＴＴＣＡＧＡＧＧＧＡＴＣＡＡＴＣＴＴＣＧ
Ｒ： ＡＡＣＴＣＣＡＧＴＴＧＧＴＴＴＧＴＣＧ

２８６

紧密黏附菌毛合成蛋白 Ｄ （ ｔａｄＤ）
Ｆ： ＴＣＴＡＣＣＣＡＴＴＣＴＣＡＧＣＡＡＧＧＣ
Ｒ： ＡＴＣＡＴＴＴＣＧＧＧＣＡＴＴＣＡＣＣ

４１６

多杀性巴氏杆菌毒素 （ ｔｏｘＡ）
Ｆ： ＣＴＴＡＧＡＴＧＡＧＣＧＡＣＡＡＧＧ
Ｒ： ＧＡＡＴＧＣＣＡＣＡＣＣＴＣＴＡＴＡＧ

８６４

５６
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续表４

基因名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

超氧化物歧化酶 Ａ （ ｓｏｄＡ）
Ｆ： ＴＡＣＣＡＧＡＡＴＴＡＧＧＣＴＡＣＧＣ
Ｒ： ＧＡＡＡＣＧＧＧＴＴＧＣＴＧＣＣＧＣＴ

３６１

超氧化物歧化酶 Ｃ （ ｓｏｄＣ）
Ｆ： ＡＧＴＴＡＧＴＡＧＣＧＧＧＧＴＴＧＧＣＡ
Ｒ： ＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧＡＴＣＡＴＣＡＴＧ

２３５

外膜蛋白 Ａ （ｏｍｐＡ）
Ｆ： ＣＧＣＡＴＡＧＣＡＣＴＣＡＡＧＴＴＴＣＴＣＣ
Ｒ： ＣＡＴＡＡＡＣＡＧＡＴＴＧＡＣＣＧＡＡＡＣＧ

２０１

外膜蛋白 Ａ （ｏｍｐＨ）
Ｆ： ＣＧＣＧＴＡＴＧＡＡＧＧＴＴＴＡＧＧＴ

Ｒ： ＴＴＴＡＧＡＴＴＧＴＧＣＧＴＡＧＴＣＡＡＣ
４３８

外膜蛋白 ８７ （ｏｍａ８７）
Ｆ： ＧＧＣＡＧＣＧＡＧＣＡＡＣＡＧＡＴＡＡＣＧ
Ｒ： ＴＧＴＴＣＧＴＣＡＡＡＴＧＴＣＧＧＧＴＧＡ

８３８

脂蛋白 Ｂ （ｐｌｐＢ）
Ｆ： ＴＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＧＴＡＴＧＴＣＴＴＣＴ
Ｒ： ＡＧＴＣＡＣＴＴＴＡＧＡＴＴＧＴＧＣＧＴＡＧ

２８２

透明质酸合酶 （ｐｍＨＡＳ）
Ｆ： ＴＣＡＡＴＧＴＴＴＧＣＧＡＴＡＧＴＣＣＧＴＴＡＧ
Ｒ： ＴＧＧＣＧＡＡＴＧＡＴＣＧＧＴＧＡＴＡＧＡ

４３０

铁摄取蛋白 （ＢｅｘｂＢ）
Ｆ： ＴＴＧＧＣＴＴＧＴＧＡＴＴＧＡＡＣＧＣ
Ｒ： ＴＧＣＡＧＧＡＡＴＧＧＣＧＡＣＴＡＡＡ

２８３

铁摄取蛋白 Ｄ 基因 （ｅｘｂＤ）
Ｆ： ＣＧＴＴＣＴＧＡＴＴＡＣＡＧＣＣＴＣＴＴ
Ｒ： ＡＡＣＧＡＡＡＴＣＴＴＧＧＡＡＡＣＴＧＧ

２４７

ＴｏｎＢ 转运蛋白 （ ｔｏｎＢ）
Ｆ： ＣＧＡＣＧＧＴＧＡＡＡＣＣＴＧＡＧＣＣＡ
Ｒ： ＣＣＧＡＧＣＧＡＴＡＡＧＣＡＴＴＧＡＣＴ

２６１

血红蛋白结合蛋白 Ａ （ｈｇｂＡ）
Ｆ： ＴＣＡＡＣＧＧＣＡＧＡＴＡＡＴＣＡＧＧＧ
Ｒ： ＧＣＧＧＧＡＡＴＧＣＴＧＡＡＧＡＴＡＡＧ

２６７

血红蛋白结合蛋白 Ｂ （ｈｇｂＢ）
Ｆ： ＡＣＣＧＣＧＴＴＧＧＡＡＴＴＡＴＧＡＴＴＧ
Ｒ： ＣＡＴＴＧＡＧＴＡＣＧＧＣＴＴＧＡＣＡＴ

７８８

铁摄取调节蛋白 （Ｆｕｒ）
Ｆ： ＧＴＴＴＡＣＣＧＴＧＴＡＴＴＡＧＡＣＣＡ
Ｒ： ＣＡＴＴＡＣＴＡＣＡＴＴＴＧＣＣＡＴＡＣ

２４４

神经氨酸酶 Ｂ （ｎａｎＢ）
Ｆ： ＣＡＴＴＧＣＡＣＣＴＡＡＣＡＣＣＴＣＴ
Ｒ： ＧＧＡＣＡＣＴＧＡＴＴＧＣＣＣＴＧＡＡ

５５５

神经氨酸酶 Ｈ （ｎａｎＨ）
Ｆ： ＧＴＧＧＧＡＡＣＧＧＧＡＡＴＴＧＴＧＡ
Ｒ： ＡＣＡＴＧＣＣＡＡＧＴＴＴＧＣＣＣＴＡ

２８７

５６

１􀆰 １０　 菌株的耐药基因检测

根据文献 ［１－９］ 和 ＮＣＢＩ 数据库基因序列设计

耐药基因， 扩增引物序列见表 ５。 ＰＣＲ 反应体系和扩

增条件同 １􀆰 ９， ＰＣＲ 产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳进

行检测。

表 ５　 耐药基因引物信息［１－９］

基因名称 引物序列 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

链霉素耐药基因 Ａ （ ｓｔｒＡ）
Ｆ： ＧＧＴＧＡＡＴＣＧＣＡＴＴＣＴＧＡＣＴＧＧＴ
Ｒ： ＣＣＡＡＧＴＣＡＧＡＧＧＧＴＣＣＡＡＴＣＧ

７７４

链霉素耐药基因 Ｂ （ ｓｔｒＢ）
Ｆ： ＧＣＧＴＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＴ
Ｒ： ＡＣＣＴＴＴＴＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＴＴＧ

７２３

核糖体蛋白 Ｓ５ 基因 （ ｒｐｓＥ）
Ｆ： ＴＧＡＧＣＴＴＴＡＣＴＧＣＡＴＴＡＡＣＴＧ
Ｒ： ＴＡＣＣＣＣＡＡＧＡＴＴＴＣＡＴＣＡＡＣ

４０９

５６

核糖体蛋白 Ｓ１２ 基因 （ ｒｐｓＬ）
Ｆ： ＧＧＣＡＡＣＴＡＴＣＡＡＣＣＡＧＣＴＡＧＴＡ
Ｒ： ＴＴＴＡＧＡＡＣＧＡＣＣＴＴＧＴＴＴＡＣＧＡ

３５０ ５８

磺胺耐药基因 １ （ ｓｕｌ１）
Ｆ： ＧＧＣＴＧＧＴＧＧＴＴＡＴＧＣＡＣＴＣＡ
Ｒ： ＣＧＡＧＡＣＣＡＡＴＡＧＣＧＧＡＡＧＣ

２６３ ６２
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续表５

基因名称 引物序列 片段长度 ／ ｂｐ 退火温度 ／ ℃

磺胺耐药基因 ２ （ ｓｕｌ２）
Ｆ： ＣＧＧＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＡＴＡＡＣＣＴ
Ｒ： ＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＡＡＧＴＣＡＧＣＴＣ

７２１

磺胺耐药基因 ３ （ ｓｕｌ３）
Ｆ： ＧＡＧＣＡＡＧＡＴＴＴＴＴＧＧＡＡＴＣＧ

Ｒ： ＣＡＴＣＴＧＣＡＧＣＡＧＣＴＡＡＣＣＴＡＧＧＧＣＴＴＴＧＧＡ
８８０

１６Ｓ 核糖体 ＲＮＡ 基因 （ ｒｒｓ）
Ｆ： ＣＴＴＡＡＣＡＣＡＴＧＣＡＡＧＴＣＧＡＡＣＧ
Ｒ： ＴＣＴＧＡＴＴＴＧＣＧＡＴＴＡＣＴＡＧＣＧＡ

１ ４５６

林可酰胺类耐药基因 Ａ （ ｌｕｎＡ）
Ｆ： ＧＡＴＡＴＡＧＡＴＴＴＴＧＡＣＧＣＴＣＡＡＣＡＣＡＣＴ

Ｒ： ＧＴＣＴＧＴＴＴＣＴＧＴＴＡＡＡＴＣＡＴＡＡＣＣＡＧＡＡＴ
３０９

５６

林可酰胺类耐药基因 Ｂ （ ｌｕｎＢ）
Ｆ： ＧＡＡＴＣＴＴＡＣＴＧＡＧＴＣＡＧＡＴＧＡＡＣＧＡＡＴ
Ｒ： ＧＣＣＡＴＡＣＧＴＡＴＡＡＧＴＴＧＴＡＧＴＧＴＡＴ

５３１ ５８

林可酰胺类耐药基因 Ｃ （ ｌｕｎＣ）
Ｆ： ＧＣＡＡＴＡＧＡＴＧＣＧＧＡＧＡＴＴＡＡＡＧＴ

Ｒ： ＧＡＴＡＴＧＡＡＧＴＧＴＣＴＣＡＣＡＣＡＡＴＡＡＣＴ
４３２

林可酰胺类耐药基因 Ｄ （ ｌｕｎＤ）
Ｆ： ＧＡＧＡＴＴＧＡＣＡＴＴＴＧＧＣＴＡＧＡＴＧＧＴ

Ｒ： ＧＣＡＴＡＡＴＡＡＣＣＴＴＡＣＧＴＣＡＴＧＡＡＣＡＴ
４０５

５６

林可酰胺类耐药基因 Ｅ （ ｌｕｎＥ）
Ｆ： ＧＡＧＡＧＡＡＣＡＣＡＧＡＧＡＣＡＴＡＧＡＴＡＴＣＧＡＴ
Ｒ： ＧＡＣＣＴＴＣＴＴＴＣＴＴＡＡＣＴＴＧＡＴＴＴＡＴＴＧＡＧＴ

３８０

林可酰胺类耐药基因 Ｇ （ ｌｕｎＧ）
Ｆ： ＧＴＣＣＡＧＴＣＡＧＡＴＧＡＡＣＧＡＡＴＡＴＣＴ
Ｒ： ＧＡＧＡＡＧＣＡＡＡＧＡＧＴＴＣＴＴＡＴＡＧＧＣＴ

６６９

林可酰胺类耐药基因 Ｐ （ ｌｕｎＰ）
Ｆ： ＧＡＡＡＣＡＣＧＴＣＡＧＣＡＴＡＡＴＧＡＣＡＴ

Ｒ： ＧＡＡＴＡＴＣＡＣＴＴＴＣＴＣＣＡＡＡＴＴＣＡＴＡＣＣＣＴ
３３１

５６

林可酰胺类耐药基因 Ｆ （ ｌｕｎＦ）
Ｆ： ＧＡＴＣＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＡＧＧＡＡＧＣＴ

Ｒ： ＧＣＣＡＧＧＴＡＧＣＧＡＴＴＡＴＡＣＧＡＧＴＣＣＴ
６３０ ６２

ＲＯＢ－１ 型 β－内酰胺酶基因 （ｂｌａＲＯＢ－１）
Ｆ： ＣＡＴＴＡＡＣＧＧＣＴＴＧＴＴＣＧＣ
Ｒ： ＣＴＴＧＣＴＴＴＧＣＴＧＣＡＴＣＴＴＣ

８５２

ＯＸＡ－１ 型 β－内酰胺酶基因 （ｂｌａＯＸＡ－１）
Ｆ： ＧＣＡＧＣＧＣＣＡＧＴＧＣＡＴＣＡＡＣ

Ｒ： ＣＣＧＣＡＴＣＡＡＡＴＧＣＣＡＴＡＡＧＴＧ
１９８

ＳＨＶ 型 β－内酰胺酶基因 （ｂｌａＳＨＶ）
Ｆ： ＴＣＧＣＣＴＧＴＧＴＡＴＴＡＴＣＴＣＣＣ

Ｒ： ＣＧＣＡＧＡＴＡＡＡＴＣＡＣＣＡＣＡＡＴＧ
７６８

ＣＭＹ－２ 型 β－内酰胺酶基因 （ｂｌａＣＭＹ－２）
Ｆ： ＧＡＣＡＧＣＣＴＣＴＴＴＣＴＣＣＡＣＡ
Ｒ： ＴＧＧＡＡＣＧＡＡＧＧＣＴＡＣＧＴＡ

１ ０００

ＴＥＭ 型 β－内酰胺酶基因 （８６１ ｂｌａＴＥＭ）
Ｆ： ＡＴＧＡＧＴＡＴＴＣＡＡＣＡＴＴＴＣＣＧＴＧ
Ｒ： ＴＴＡＣＣＡＡＴＧＣＴＴＡＴＴＣＡＧＴＧＡＧ

８６１

５６

１􀆰 １１　 药敏试验

用 Ｋ－Ｂ 纸片扩散法［１３］， 选取临床常用的氨苄西

林、 卡那霉素、 克林霉素等 １５ 种抗生素药物对多杀

性巴氏杆菌分离菌株进行药物敏感性测定。 取

２００ μＬ 新鲜菌液均匀涂布于 ＴＳＡ 培养基， 待培养基

表面菌液干燥后使用无菌镊子夹取药敏试纸片贴于培

养基， ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后测量抑菌圈直径大小， 依照

美国临床和实验室标准化协会 （ＣＬＳＩ） 制定的药敏

标准判定该分离株对不同药物的敏感性。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 菌株分离培养及染色镜检

病料经分离培养， 得到疑似多杀性巴氏杆菌 ２
株； 菌株在血平板培养基上呈淡灰色、 圆形、 湿润、

露珠样小菌落， 无溶血环 （图 １Ａ）； 在 ＬＢ 固体培养

基上呈乳白色、 圆形、 湿润小菌落 （图 １Ｂ）； 对其进

行革兰染色， 镜检可见红色球状或短杆状细菌 （图
１Ｃ）。
２􀆰 ２　 菌株 ＰＣＲ 鉴定

经 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物和多杀性巴氏杆菌特异性

引物 Ｋｍｔ１ 进行 ＰＣＲ 扩增以及凝胶电泳； 经测序后比

对， ２ 株分离菌株和 ９ 株疑似菌株与多杀性巴氏杆菌

的相似度在 ９９％以上， 菌株信息见表 ６； 将分离出的

菌株选取其中 ６ 株通过 ＭＥＧＡ 软件进行建树分析发

现， 分为 ２ 个大分支， 其中分离株的 ５ 株 （ Ｐｍ２、
Ｐｍ４、 Ｐｍ５、 Ｐｍ１０、 Ｐｍ１１） 亲缘关系较近， Ｐｍ１ 与

其余分离株亲缘关系较远 （图 ２）。
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Ａ． 血平板上菌落形态； Ｂ． ＬＢ 培养基上菌落形态； Ｃ． 革兰染色菌体形态 （１ ０００×）。

图 １　 分离菌株菌落形态观察及革兰染色镜检

表 ６　 １１ 株多杀性巴氏杆菌分离株信息

菌株编号 菌株来源

Ｐｍ１ 牦牛

Ｐｍ２ 牦牛

Ｐｍ３ 马

Ｐｍ４ 藏羊

Ｐｍ５ 牦牛

Ｐｍ６ 牦牛

Ｐｍ７ 牦牛

Ｐｍ８ 牦牛

Ｐｍ９ 牦牛

Ｐｍ１０ 牦牛

Ｐｍ１１ 牦牛

图 ２　 分离菌株进化树分析

２􀆰 ３　 菌株的荚膜血清型和 ＬＰＳ 血清型鉴定

经 ＰＣＲ 扩增以及凝胶电泳分析， 荚膜血清 Ａ、
Ｂ、 Ｄ 型引物均有相应条带扩出 （图 ３）； ＬＰＳ 血清

Ｌ２、 Ｌ３、 Ｌ６ 型引物均有相应条带扩出 （图 ４）。 分离

菌株的主要血清型见表 ７。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～１１􀆰 分离菌株 Ｐｍ１～Ｐｍ１１。

图 ３　 分离菌株荚膜血清 Ａ 型 （Ａ）、 Ｂ 型 （Ｂ）、 Ｄ 型 （Ｃ） ＰＣＲ 扩增电泳
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Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～１１􀆰 分离菌株 Ｐｍ１～Ｐｍ１１。

图 ４　 分离菌株 ＬＰＳ 血清 Ｌ２ 型 （Ａ）、 Ｌ３ 型 （Ｂ）、 Ｌ６ 型 （Ｃ） ＰＣＲ 扩增电泳

表 ７　 １１ 株多杀性巴氏杆菌菌株血清型

菌株 荚膜血清型 ＬＰＳ 血清型 菌株 荚膜血清型 ＬＰＳ 血清型

Ｐｍ１ Ａ Ｌ３

Ｐｍ２ Ａ Ｌ３

Ｐｍ３ Ｂ Ｌ２

Ｐｍ４ Ｄ Ｌ６

Ｐｍ５ Ｂ Ｌ２

Ｐｍ６ Ｂ Ｌ２

Ｐｍ７ Ｂ Ｌ２

Ｐｍ８ Ｂ Ｌ６

Ｐｍ９ Ｂ Ｌ２

Ｐｍ１０ Ａ Ｌ３

Ｐｍ１１ Ｂ Ｌ２

２􀆰 ４　 ＭＬＳＴ 分型

经 ＰＣＲ 扩增以及凝胶电泳， 各管家基因均有相

应条带检出， 以 ｐｍｉ 和 ｅｓｔ 基因 （图 ５） 为例， 与预

期结果相符； 分离菌株的测序结果呈单一峰值， 表明

测序结果可靠。 经 ｍｕｂＭＬＳＴ 比对， １１ 株分离菌株具

有 ５ 种 ＳＴ 型， 分别是 ＳＴ１３、 ＳＴ５０、 ＳＴ５９、 ＳＴ７９、
ＳＴ１２２， 其中最主要的分型为 ＳＴ１２２ （表 ８）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １～１１􀆰 多杀性巴氏杆菌分离菌株 Ｐｍ１～Ｐｍ１１。 Ａ． ｐｍｉ 管家基因； Ｂ． ｅｓｔ 管家基因。

图 ５　 分离菌株 ＭＬＳＴ 分型基因 ＰＣＲ 扩增产物电泳

表 ８　 １１ 株多杀性巴氏杆菌 ＭＬＳＴ 分型

菌株 ＭＬＳＴ 分型 菌株 ＭＬＳＴ 分型

Ｐｍ１ ＳＴ７９

Ｐｍ２ ＳＴ１３

Ｐｍ３ ＳＴ１２２

Ｐｍ４ ＳＴ５９

Ｐｍ５ ＳＴ１２２

Ｐｍ６ ＳＴ１２２

Ｐｍ７ ＳＴ１２２

Ｐｍ８ ＳＴ５０

Ｐｍ９ ＳＴ１２２

Ｐｍ１０ ＳＴ１３

Ｐｍ１１ ＳＴ１２２

２􀆰 ５　 致病性试验

对新分离的 Ｐｍ１、 Ｐｍ２ 菌株用 ２ 种浓度攻毒小

鼠在接种后 ４８ ｈ 内全部死亡， 而对照组小鼠未见异

常。 采集死亡小鼠的肝脏和脾脏触片并进行瑞氏染色

镜检， 可见大量两极浓染的短杆菌 （图 ６）。
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图 ６　 小鼠组织触片瑞氏染色 （１ ０００×）

２􀆰 ６　 菌株的毒力相关基因检测

对 １１ 株多杀性巴氏杆菌进行毒力相关基因检测，
ｒｐｏＥ 的检出率为 １００％， ｈｓｆ － ２、 ｓｏｄＡ、 ｓｏｄＣ、 ｏｍｐＡ、
ｏｍａ８７、 ｈｇｂＡ、 Ｆｕｒ、 ｐｍＨＡＳ、 ｐｔｆＡ、 ｆｉｍＡ、 ｈｓｆ － １、
ｐｆｈＡ、 ｔａｄＤ、 ｏｍｐＨ、 ｐｌｐＢ、 ｅｘｂＢ、 ｅｘｂＤ、 ｔｏｎＢ、 ｈｇｂＢ、

ｎａｎＨ 等毒力基因有阳性检出 （图 ７）。 每株分离菌株

至少携带 １０ 种毒力基因且有 ７ 种毒力基因分布型，
其中最常见的是 ｈｓｆ － ２ ＋ ｓｏｄＡ ＋ ｓｏｄＣ ＋ ｏｍｐＡ ＋ ｏｍａ８７ ＋
ｐｍＨＡＳ＋ｅｘｂＢ＋ｅｘｂＤ＋ｈｇｂＡ＋ｈｇｂＢ＋Ｆｕｒ （表 ９）。

图 ７　 分离菌株毒力基因分布热图

２􀆰 ７　 耐药基因检测与药敏试验结果分析

对 １１ 株多杀性巴氏杆菌进行耐药基因检测， 其

中 ｒｐｓＬ、 ｒｒｓ、 ｓｔｒＢ、 ｓｕｌ１、 ｓｕｌ２、 ｂｌａＣＭＹ － ２、 ｂｌａＴＥＭ
耐药基因有阳性检出 （图 ８）。 药敏试验结果显示，

１１ 株分离菌株均对青霉素耐药， 耐药率为 １００％， 耐

药率≥５０􀆰 ０％的药物为克林霉素 （６３􀆰 ６％）； 对诺氟

沙星、 多西环素、 四环素、 氟苯尼考 １００％敏感； 敏

感率＞５０％的药物有羧苄西林 （７２􀆰 ７％）、 美罗培南
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（ ７２􀆰 ７％）、 阿 奇 霉 素 （ ９０􀆰 ９％）、 氨 苄 西 林

（９０􀆰 ９％）、 氯霉素 （９０􀆰 ９％） （表 １０）。 结合耐药基

因检测和药敏试验检测结果分析可知， 青海地区的多

杀性巴氏杆菌的耐药基因携带情况总体上不是太

严重。

表 ９　 １１ 株多杀性巴氏杆菌毒力基因分布型

毒力基因分布型 数量

ｈｓｆ－２＋ｓｏｄＡ＋ｓｏｄＣ＋ｏｍｐＡ＋ｏｍａ８７＋ｐｍＨＡＳ＋ｅｘｂＤ＋ｈｇｂＡ＋ｈｇｂＢ＋Ｆｕｒ １

ｈｓｆ－２＋ｓｏｄＡ＋ｓｏｄＣ＋ｏｍｐＡ＋ｏｍａ８７＋ｐｍＨＡＳ＋ｅｘｂＢ＋ｈｇｂＡ＋ｈｇｂＢ＋Ｆｕｒ １

ｈｓｆ－２＋ｓｏｄＡ＋ｓｏｄＣ＋ｏｍｐＡ＋ｏｍａ８７＋ｐｍＨＡＳ＋ｅｘｂＢ＋ｅｘｂＤ＋ｈｇｂＡ＋ｈｇｂＢ＋Ｆｕｒ ４

ｈｓｆ－１＋ｈｓｆ－２＋ｓｏｄＡ＋ｓｏｄＣ＋ｏｍｐＡ＋ｐｍＨＡＳ＋ｏｍａ８７＋ｅｘｂＢ＋ｅｘｂＤ＋ｈｇｂＡ＋ｈｇｂＢ＋Ｆｕｒ ２

ｈｓｆ－２＋ｔａｄＤ＋ｓｏｄＡ＋ｓｏｄＣ＋ｏｍｐＡ＋ｐｍＨＡＳ＋ｏｏｍｐｈ＋ｏｍａ８７＋ｐｍＨＡＳ＋ｅｘｂＤ＋ｈｇｂＡ＋ｈｇｂＢ＋Ｆｕｒ １

ｐｔｆＡ＋ｆｉｍＡ＋ｈｓｆ－２＋ｐｆｈＡ＋ｔａｄＤ＋ｐｍＨＡＳ＋ｓｏｄａ＋ｓｏｄＣ＋ｏｍｐＡ＋ｏｏｍｐｈ＋ｏｍａ８７＋ｐｌｐＢ＋ｅｘｂＢ＋ｅｘｂＤ＋ｈｇｂＡ＋Ｆｕｒ＋ｎａｎＨ １

ｐｔｆＡ＋ｆｉｍＡ＋ｈｓｆ－２＋ｐｆｈＡ＋ｔａｄＤ＋ｐｍＨＡＳ＋ｓｏｄａ＋ｓｏｄＣ＋ｏｍｐＡ＋ｏｏｍｐｈ＋ｏｍａ８７＋ｐｌｐＢ＋ｅｘｂＢ＋ｅｘｂＤ＋ｔｏｎＢ＋ｈｇｂＡ＋Ｆｕｒ＋ｎａｎＨ １

图 ８　 分离菌株耐药基因分布热图

表 １０　 １１ 株多杀性巴氏杆菌药敏试验检测结果

抗生素药物 药物含量 ／ μｇ
抑菌圈直径 ／ ｍｍ

敏感 中介 耐药
耐药率 ／ ％ 中介率 ／ ％ 敏感率 ／ ％

卡那霉素 （ＫＡＮ） ３０ １８ １４～１７ １３ ９􀆰 １ ５４􀆰 ５ ３６􀆰 ４

羧苄西林 （ＣＲＢ） １００ ２３ ２０～２２ １９ １８􀆰 ２ ９􀆰 １ ７２􀆰 ７

头孢他啶 （ＣＡＣ） ３０ ／ １０ ２１ １８～２０ １７ ２７􀆰 ３ ３６􀆰 ４ ３６􀆰 ４

克林霉素 （ＣＬＩ） ２ １９ １６～１８ １５ ６３􀆰 ６ １８􀆰 ２ １８􀆰 ２

诺氟沙星 （ＮＯＲ） １０ １７ １１～１６ １２ ０ ０ １００

多西环素 （ＤＯＸ） ３０ １４ １１～１３ １０ ０ ０ １００

阿奇霉素 （ＡＺＭ） １５ １８ １４～１７ １３ ９􀆰 １ ０ ９０􀆰 ９

青霉素 （ＰＥＮ） １０ ２９ — ２８ １００ ０ ０
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续表１０

抗生素药物 药物含量 ／ μｇ
抑菌圈直径 ／ ｍｍ

敏感 中介 耐药
耐药率 ／ ％ 中介率 ／ ％ 敏感率 ／ ％

链霉素 （ＳＴＲ） １０ １５ １２～１４ １１ ３６􀆰 ４ ４５􀆰 ５ １８􀆰 ２

四环素 （ＴＣＹ） ３０ １５ １２～１４ １１ ０ ０ １００

氟苯尼考 （ＦＦＣ） ３０ ２２ １７～２１ １８ ０ ０ １００

头孢唑林 （ＣＺＯ） ３０ ２３ ２０～２２ １９ １８􀆰 ２ ５４􀆰 ５ ２７􀆰 ３

美罗培南 （ＭＥＭ） １０ ２３ ２０～２２ １９ ０ ２７􀆰 ３ ７２􀆰 ７

氨苄西林 （ＡＭＰ） １０ １７ １４～１６ １３ ０ ９􀆰 １ ９０􀆰 ９

氯霉素 （ＣＨＬ） ３０ １８ １３～１７ １２ ９􀆰 １ ０ ９０􀆰 ９

３　 讨论

本研究从病死犊牦牛肺部病料中分离到 ２ 株 Ａ：
Ｌ３ 型多杀性巴氏杆菌， 电镜下可见为两极浓染的小

杆菌， 符合多杀性巴氏杆菌的染色特性。 经 １６Ｓ
ｒＲＮＡ 基因扩增并测序后比对发现与多株多杀性巴氏

杆菌的相似性在 ９９％以上， 多杀性巴氏杆菌 ＫＭＴ１ 基

因与荚膜血清分型鉴定均扩增出相应条带。 结合患病

牛的发病症状、 细菌的分离鉴定及致病性试验， 确诊

此次致死牦牛的病原为多杀性巴氏杆菌［１４－１６］。
多杀性巴氏杆菌的流行病学研究结果表明， 荚膜

基因型 Ａ、 Ｄ 通常与家禽霍乱、 结膜炎和呼吸系统疾

病相关［１５］， Ｂ 型常与蹄类动物出血热、 出血性败血

症相关［１６］。 有研究报道多杀性巴氏杆菌有多种 ＭＬＳＴ
分型， 其中 ＳＴ７９ 和 ＳＴ１２２ 为常见 ＭＬＳＴ 分型［１７］。 与

之类似， 本研究的 ＭＬＳＴ 分型有 ５ 类， 其中主要分型

为 ＳＴ１２２。 本研究发现， 不同动物来源多杀性巴氏杆

菌的血清型具有差异， 同时同种动物来源不同血清型

会引发不同疾病， 例如本研究中牦牛 Ｂ： Ｌ２ 型主要

引发出血性败血症， Ａ： Ｌ３ 型引发牦牛呼吸道疾病，
该结果与才让周在等［１４］的研究结果一致。

多杀性巴氏杆菌基因组中含有许多编码毒力因子

的基因， 这些基因与该菌的发病机制有关， 因此除了

荚膜和 ＬＰＳ 基因型之外， 本试验还通过检测不同毒

力基因来对菌株进行毒力基因分型［１７－１８］。 流行病学

研究中通常选择用于分型的毒力基因包括编码菌毛和

其他黏附素、 毒素、 铁获取蛋白、 唾液酸酶、 透明质

酸酶、 外膜蛋白和 ＳＯＤ 的基因， 其中 ｐｔｆＡ、 ｆｉｍＡ、
ｈｓｆ－２、 ｅｘｂＢ、 ｅｘｂＤ、 ｔｏｎＢ、 Ｆｕｒ、 ｓｏｄＡ、 ｓｏｄＣ、 ｏｍｐＡ、
ｏｍｐＨ、 ｏｍａ８７、 ｐｌｐＢ 等分布广泛， 因此， 在不同基因

型以及不同宿主来源的分离株中具有较高的检出率。
此外， 一些毒力基因仅在特定类型的疾病存在， 如

ｔｏｘＡ 毒力基因仅在进行性萎缩性鼻炎相关的菌株中发

现［１７－１９］。 本研究中牦牛源、 马源、 藏羊源多杀性巴

氏杆菌均检测出 ｈｓｆ－２、 ｓｏｄＡ、 ｓｏｄＣ、 ｏｍｐＡ、 ｏｍａ８７、

ｅｘｂＢ、 ｅｘｂＤ、 Ｆｕｒ 等毒力基因， 但不携带 ｔｏｘＡ 毒力基

因， 与以上结论相符。
本研究所有菌株均携带 ｒｐｏＥ。 周赛赛等［２０］ 的研

究表明 ｒｐｏＥ 是一种控制基因转录和翻译的 σ 因子，
其主要存在于原核细胞中， 在转录后期通过调控基因

表达来调控菌体生物特性、 毒力、 逆胁迫应答。 同时

ｒｐｏＥ 基因还影响多杀性巴氏杆菌菌株的生物被膜形

成， 敲除 ｒｐｏＥ 基因的菌株致病性会降低［２１］。 因此，
本研究的菌株可为后续研制减毒疫苗奠定基础。

本研究的试验结果表明， １１ 株菌株对大多数选

用的临床抗菌药物敏感， 与国内外的其他研究结果不

一致［１７］。 这说明青海地区对于多杀性巴氏杆菌病治

疗可选择的抗生素药物较多， 但是为了减少菌株耐药

性的产生应合理使用抗生素， 同时加强预防， 加强牛

群的管理， 定期接种疫苗， 以减少该病的发生， 降低

牧民的经济损失。
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