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［摘　 要］ 　 为修订行业标准《猪巴氏杆菌病诊断技术》（ＮＹ ／ Ｔ ５６４－２００２），改进多杀性巴氏杆菌定

种方法，采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列分析法对中国兽医微生物菌种保藏管理中心（ＣＶＣＣ）保藏的 ６３ 株

猪源多杀性巴氏杆菌进行复核鉴定。 ６３ 株猪源多杀性巴氏杆菌中有 ６０ 株菌种与原鉴定结果一致。
建立多杀性巴氏杆菌基于 ｋｍｔΙ 基因的 ＰＣＲ 定种方法，对经 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 方法确认为多杀性巴氏

杆菌的 ６０ 株菌进行定种。 结果表明，６０ 株菌均扩增出了预期片段，基于 ｋｍｔΙ 基因的 ＰＣＲ 定种方法

与 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 方法试验结果相一致。 研究结果显示，可将基于 ｋｍｔΙ 基因的 ＰＣＲ 定种方法增添

至行业标准中，作为原有生化鉴定方法的补充进行多杀性巴氏杆菌的定种。
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　 　 行业标准《猪巴氏杆菌病诊断技术》 （ＮＹ ／ Ｔ
５６４－２００２） ［１］于 ２００２ 年予以实施，其中病原鉴定、
血清学试验等均通过菌株表型特征予以确定，广大

兽医工作者参照此标准进行猪巴氏杆菌病的诊

断［２－５］。 但十余年来，分子生物学技术发展迅猛，许
多新的分子生物学技术已经在巴氏杆菌病诊断中

得以应用［６－８］，这些新技术相比传统诊断技术更加

快速便捷。 为此，本课题组承担了《猪巴氏杆菌病

诊断技术》 （ＮＹ ／ Ｔ ５６４－２００２）行业标准的修订工

作，拟以中国兽医微生物菌 种 保 藏 管 理 中 心

（ＣＶＣＣ）保藏的猪源多杀性巴氏杆菌为研究对象，
对多杀性巴氏杆菌定种方法开展研究。 为了确保

研究对象的准确性，本课题组采用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因

序列分析法对 ＣＶＣＣ 保藏的 ６３ 株猪源多杀性巴氏

杆菌进行复核鉴定。 鉴定结果表明，６３ 株猪源多杀

性巴氏杆菌中有 ６０ 株菌种与原鉴定结果一致，可
用于《猪巴氏杆菌病诊断技术》修订的研究工作。
本课题组建立了基于 ｋｍｔΙ 基因的 ＰＣＲ 定种方法，
对经 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 方法确认为多杀性巴氏杆菌的

６０ 株菌进行定种，并将此结果与 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 结

果相比，两种方法的定种结果完全吻合。 这一结果

为把基于 ｋｍｔΙ 基因的 ＰＣＲ 定种方法增添至行业标

准中提供了依据。
１　 材料与方法

１．１　 菌株　 实验所用菌株为 ６３ 株，均为 ＣＶＣＣ 保

藏［９］。 各菌株相关信息如表 １ 所示。

表 １　 实验所用菌株

Ｔａｂ １　 Ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ
序号 菌株编号（ＣＶＣＣ） 收藏时间 ／ 年 来源历史 具体用途

１ １６５７ １９７９ 苏联兽药监察所 科研及血清定型

２ １６５８ １９７９ 苏联兽药监察所 科研及血清定型

３ １６５９ １９７９ 苏联兽药监察所 科研及血清定型

４ １６６０ １９７９ 苏联兽药监察所 科研及血清定型

５ １６６１ １９８７ 四川兽研所 科研及血清定型

６ １６６２ １９８７ 贵州生药厂 科研及血清定型

７ １６９４ １９８７ 成都生药厂 科研及血清定型

８ １６９５ １９８７ 四川兽研所 科研及血清定型

９ １６９６ １９８４ 中国兽医药品监察所 研究

１０ １６９７ １９８４ 中国兽医药品监察所 研究

１１ １６９８ １９８４ 中国兽医药品监察所 研究

１２ １６９９ １９８４ 中国兽医药品监察所 研究

１３ １７００ １９８４ 中国兽医药品监察所 研究

１４ １７０１ １９８４ 中国兽医药品监察所 研究

１５ １７０２ １９８４ 中国兽医药品监察所 研究

１６ １７０３ １９８４ 中国兽医药品监察所 研究

１７ １７０４ １９８８ 广东生药厂 研究

１８ １７０５ １９８９ 河南许昌市兽医站 科研及血清定型

１９ １７６５ １９７６ 成都生药厂 生产猪多杀性巴氏杆菌活疫苗

２０ １９６６ １９７９ 苏联兽药监察所 科研及血清定型

２１ ３０４８ ２００５ 东北农业大学 研究

２２ ３８６ １９６３ 英国国家兽医学院 制造定型血清（用于小白鼠被动保护试验）

２３ ３８７ １９６３ 英国国家兽医学院 制造定型血清（用于小白鼠被动保护试验）
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续表　
序号 菌株编号（ＣＶＣＣ） 收藏时间 ／ 年 来源历史 具体用途

２４ ３８８ １９６３ 英国国家兽医学院 制造定型血清（用于小白鼠被动保护试验）

２５ ３８９ １９６３ 英国国家兽医学院 制造定型血清（用于小白鼠被动保护试验）

２６ ３９０ １９６３ 英国国家兽医学院 制造定群血清

２７ ３９１ １９６３ 英国国家兽医学院 制造定群血清

２８ ３９２ １９６３ 英国国家兽医学院 制造定群血清

２９ ３９３ １９８２ 美国动物疾病中心 制造定群血清

３０ ３９４ １９８９ 美国动物疾病中心 制造定群血清

３１ ３９５ １９８９ 美国动物疾病中心 制造定群血清

３２ ３９６ １９８０ 日本家畜卫生试验场 制造定型血清

３３ ３９７ １９８０ 日本家畜卫生试验场 制造定型血清

３４ ３９８ １９８０ 日本家畜卫生试验场 制造定型血清

３５ ３９９ １９８０ 日本家畜卫生试验场 制造定型血清

３６ ４００ １９８０ 日本家畜卫生试验场 制造定型血清

３７ ４０１ １９８０ 日本家畜卫生试验场 制造定型血清

３８ ４０３ １９８０ 日本家畜卫生试验场 制造定型血清

３９ ４２０ １９７２ 美国动物疾病中心 制造定型血清

４０ ４２６ １９８７ 成都生药厂 生产灭活苗用后备菌种

４１ ４２７ １９８７ 南京生药厂 生产灭活苗用后备菌种

４２ ４２８ １９７８ 内蒙古生药厂 生产猪巴氏杆菌活疫苗

４３ ４２９ １９８７ 江西农科所 科研及血清定型

４４ ４３０ １９８７ 西北畜牧兽医学院 科研及血清定型

４５ ４３１ １９８７ 华东农科所 科研及血清定型

４６ ４３２ １９８７ 广东梅县兽医站 科研及血清定型

４７ ４３３ １９８７ 北京市青河猪场 科研及血清定型

４８ ４３４ １９８７ 江苏农科院 科研及血清定型

４９ ４３５ １９８７ 江苏农科院 科研及血清定型

５０ ４３６ １９８７ 成都生药厂 科研及血清定型

５１ ４３７ １９８７ 广东兽研所 科研及血清定型

５２ ４３８ １９８７ 广东兽研所 科研及血清定型

５３ ４３９ １９８７ 广东兽研所 科研及血清定型

５４ ４４０ １９８７ 四川兽研所 科研及血清定型

５５ ４４１ １９８７ 四川兽研所 科研及血清定型

５６ ４４２ １９８７ 上海奉贤县兽医站 科研及血清定型

５７ ４４３ １９８７ 江苏农学院 科研及血清定型

５８ ４４４ １９８７ 湖南生药厂 科研及血清定型

５９ ４４４０１ １９５５ 浙江农业科学研究所 制造灭活疫苗和抗血清

６０ ４４４０８ １９８７ 成都生药厂 检验灭活疫苗

６１ ４４５ １９８７ 安徽省畜牧局 科研及血清定型

６２ ４４６ １９８７ 贵州生药厂 科研及血清定型

６３ ８２０１ ／ 中国兽医药品监察所 研究
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１．２　 培养基及试剂 　 马丁肉汤培养基、改良马丁

琼脂培养基均购自北京中海动物保健科技公司。
Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、１０×ＰＣＲ 缓冲液、ｄＮＴＰ、ＤＬ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 和琼脂糖均购自宝生物工程（大连）有
限公司。 染料 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ 购自北京赛百盛基因技术

有限公司。 ＰＣＲ 阴性对照品和阳性对照品均由中

国兽医药品监察所细菌制品检测室制备。

１．３　 ＰＣＲ 引物　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列扩增引物：上
游引物为 ５′－ＡＧＡ ＧＴＴ ＴＧＡ ＴＣＣ ＴＧＧ ＣＴＣ ＡＧ－３′，
下游引物为 ５′－ＡＣＧ ＧＣＴ ＡＣＣ ＴＴＧ ＴＴＡ ＣＧＡ ＣＴＴ－３′
（表 ２）。 ｋｍｔΙ 基因序列扩增引物：上游引物为

５′－ ＡＴＣ ＣＧＣ ＴＡＴ ＴＴＡ ＣＣＣ ＡＧＴ ＧＧ －３′，下游引

物为 ５′ － ＧＣＴ ＧＴＡ ＡＡＣ ＧＡＡ ＣＴＣ ＧＣＣ ＡＣ － ３′
（表 ２）。 引物均由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司合成。

表 ２　 多杀性巴氏杆菌基因扩增用引物

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ Ｐ． ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｇｅｎｅｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅｓ

基因库编号
ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

上游引物位置
Ｕｐｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

下游引物位置
Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｐｒｉｍｅｒ ｐｏｓｉｔｉｏｎ

引物长度 ／ ｂｐ
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ

１６Ｓ ｒＤＮＡ 片段 ＡＹ０５７９９４．１ １５３４－１５１５ ３０－３３、３４－５０ １５０５

ｋｍｔΙ 片段 ＣＰ００６９７６．１ １７１１１２９－１７１１１１０ １７１０６７３－１７１０６９２ ４５７

１．４　 菌体培养　 开启菌种，用含 ０．１％绵羊裂解血

细胞全血及 ４％新生牛血清的马丁肉汤溶解菌种，
划线接种含 ０．１％绵羊裂解血细胞全血及 ４％新生

牛血清的改良马丁琼脂平板，３７ ℃培养 ２４ ｈ。 挑

取单菌落接种含 ０．１％绵羊裂解血细胞全血及 ４％
新生牛血清的马丁肉汤，３７ ℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 １５ ｈ。
１．５　 基因组 ＤＮＡ 提取　 取 １ ｍＬ 菌液１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １ ｍｉｎ，尽弃上清，加入 １００ μＬ 超纯水，混匀，
沸水浴 １０ ｍｉｎ，冰浴 ５ ｍｉｎ，１２０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎ，
吸取上清作为 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 及基于 ｋｍｔΙ 基因

ＰＣＲ 的模板。
１．６　 ＰＣＲ 扩增及电泳检测　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 反应体

系为 ５０ μＬ，依次加入超纯水 ３６．７５ μＬ，１０×ＰＣＲ缓冲液

（含ＭｇＣｌ２ １５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 及ＫＣｌ ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ） ５ μＬ，ｄＮＴＰ
（２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ４ μＬ，上、下游引物（２０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各

１ μＬ，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶（５ Ｕ／ μＬ） ０．２５ μＬ，模板２ μＬ。
基于 ｋｍｔΙ 基因 ＰＣＲ 反应体系亦为 ５０ μＬ，依次加入超

纯水 ３６．７５ μＬ，１０×ＰＣＲ 缓冲液（含 ＭｇＣｌ２１５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ及
ＫＣｌ ５００ μｍｏｌ ／ Ｌ） ５ μＬ，ｄＮＴＰ （２．５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ４ μＬ，
上、下游引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各１ μＬ，Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶

（５ Ｕ／ μＬ） ０．２５ μＬ，模板２ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件均为

９５ ℃预变性５ ｍｉｎ，９５ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃退火 ３０ ｓ，
７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环，７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 取

１０ μＬ １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 产物用 ２％琼脂糖凝胶进行电

泳，１４０ Ｖ 电泳３０ ｍｉｎ。 显色剂为 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ。
１．７　 序列测定及分析 　 取 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 产物送

交上海基康生物工程有限公司测序。 取测序结果

进行序列拼接，根据峰值图修正重叠序列中几次测

序结果不一致位置的核苷酸，选择测序峰较好区域

的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 上的 ＤＮＡ 序列进行比对。
２　 结　 果

２．１　 ＰＣＲ 扩增结果 　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 产物电泳条

带 １５０５ ｂｐ，部分菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因扩增结果见

图 １。 基于 ｋｍｔΙ 基因 ＰＣＲ 产物电泳条带 ４５７ ｂｐ，
部分菌株的基于 ｋｍｔΙ 基因扩增结果见图 ２。
２．２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列比对分析结果　 经核酸序列比

对确定 ６３ 株菌中有 ６０ 株为多杀性巴氏杆菌，６０ 株多

杀性巴氏杆菌与 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的多杀性巴氏杆菌对

应 ＤＮＡ 序列的同源性均大于 ９７％，比对结果见表 ３。
２．３　 基于 ｋｍｔΙ 基因 ＰＣＲ 定种结果 　 用多杀性巴

氏杆菌基于 ｋｍｔΙ 基因种特异性 ＰＣＲ 方法对经 １６Ｓ
ｒＤＮＡ ＰＣＲ 方法确定为多杀性巴氏杆菌的 ６０ 株菌

进行种鉴定，符合率 １００％。
３　 讨　 论

原核生物的核糖体是由 ５０Ｓ 和 ３０Ｓ 两个亚基

所组成，而 ３０Ｓ 亚基进一步由 ３ 种类型组成，即
２３Ｓ、１６Ｓ 和 ５Ｓ，它们分别含有约 ２９００、１５００ 和 １２０
个编码核苷酸［１０］。 目前由于分子量适中，又具有

保守性和存在的普遍性等特点，一般 采用 １６Ｓ
ｒＤＮＡ对微生物进行测序分析。

一般来讲，在种分类等级上，如果 ２ 个分类单

位间的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列同源性大于 ９７％，则认为属

于同一个种［１１］。 本课题组以多杀性巴氏杆菌 １６Ｓ
ｒＤＮＡ的一段保守区序列设计了一对通用引物，对

·９１·
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Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１：菌株 ＣＶＣＣ１６５７；２： 菌株 ＣＶＣＣ１６５８；
３： 菌株 ＣＶＣＣ１６５９；４：菌株 ＣＶＣＣ１６６０；５：菌株 ＣＶＣＣ１６６１；
６：菌株 ＣＶＣＣ１６６２；７：菌株 ＣＶＣＣ１６９４；８：菌株 ＣＶＣＣ１６９５；

９：菌株 ＣＶＣＣ１６９６；１０：阴性对照：无菌超纯水

Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １： ＣＶＣＣ１６５７ ｓｔｒａｉｎ； ２： ＣＶＣＣ１６５８ ｓｔｒａｉｎ；
３： ＣＶＣＣ１６５９ ｓｔｒａｉｎ； ４： ＣＶＣＣ１６６０ ｓｔｒａｉｎ； ５：ＣＶＣＣ１６６１ ｓｔｒａｉｎ；
６： ＣＶＣＣ１６６２ ｓｔｒａｉｎ； ７： ＣＶＣＣ１６９４ ｓｔｒａｉｎ； ８： ＣＶＣＣ１６９５ ｓｔｒａｉｎ；
９： ＣＶＣＣ１６９６ ｓｔｒａｉｎ； １０： Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ： ｓｔｅｒｉｌｅ ｕｌｔｒａｐｕｒｅ ｗａｔｅｒ

图 １　 ９ 株多杀性巴氏杆菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 产物的电泳图

Ｆｉｇ．１　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｆｒｏｍ ９ ｓｔｒａｉｎｓ Ｐ． ｍｕｌｔｏｃｉｄａ

Ｍ：ＤＮＡ 分子质量标准；１：胸膜肺炎放线杆菌；
２： 副猪嗜血杆菌；３：波氏杆菌；４：菌株 ＣＶＣＣ１６５７；

５：菌株 ＣＶＣＣ１６５８；６：菌株 ＣＶＣＣ１６５９
Ｍ： ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １： Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ；

２： Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｓｕｉｓ； ３： ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂａｃｉｌｌｉ； ４： ＣＶＣＣ１６５７ ｓｔｒａｉｎ；
５： ＣＶＣＣ１６５８ ｓｔｒａｉｎ； ６： ＣＶＣＣ１６５９ ｓｔｒａｉｎ

图 ２　 ３ 株多杀性巴氏杆菌 ｋｍｔΙ ＰＣＲ 产物的电泳图

Ｆｉｇ．２　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｋｍｔΙ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
ｆｒｏｍ ３ ｓｔｒａｉｎｓ Ｐ． ｍｕｌｔｏｃｉｄａ

表 ３　 ６３ 株猪源多杀性巴氏杆菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 鉴定结果

Ｔａｂ ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ６３ ｓｔｒａｉｎｓ Ｐ． ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｒｉｇｉｎａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｓｗｉｎｅ
菌株编号 鉴定结果 菌株编号 鉴定结果 菌株编号 鉴定结果

ＣＶＣＣ４４４０１ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ１９６６ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４２９ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ４４４０８ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３０４８ Ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ＮＬＡＥ ＣＶＣＣ４３０ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６５７ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３８６ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４２７ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６５８ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３８７ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４２８ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６５９ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３８８ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４３１ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６６０ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３８９ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４３２ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６６１ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９０ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４３３ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６６２ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９１ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４３４ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６９４ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９２ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４３５ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６９５ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９３ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４３６ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６９６ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９４ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４３７ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６９７ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９５ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４３８ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６９８ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９６ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４３９ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１６９９ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９７ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４０ Ｂｉｓｇａａｒｄ Ｔａｓｓｏｎ

ＣＶＣＣ１７００ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９８ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４１ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１７０１ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ３９９ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４２ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１７０２ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４００ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４３ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１７０３ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４０１ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４４ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１７０４ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４０３ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４５ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１７０５ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４２０ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４４６ 多杀性巴氏杆菌

ＣＶＣＣ１７６５ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ４２６ 多杀性巴氏杆菌 ＣＶＣＣ８２０１ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ

·０２·
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ＣＶＣＣ 保藏的 ６３ 株多杀性巴氏杆菌的一段 １６Ｓ
ｒＤＮＡ序列进行扩增，并将扩增产物的核苷酸序列

与 ＧｅｎＢａｎｋ 上的标准序列进行比较，其中有 ６０ 株

菌与标准株核苷酸序列的同源性都大于 ９７％，可以

确认为多杀性巴氏杆菌。
２００１ 年国外学者 Ｔｏｗｎｓｅｎｄ 通过消减杂交确定

了多杀性巴氏杆菌种特异性基因 ｋｍｔΙ，针对该特异

性 ＤＮＡ 序列设计引物，所有的多杀性巴氏杆菌都

可以扩增出一个 ４６０ ｂｐ 的片段，由此建立了多杀性

巴氏杆菌定种的 ＰＣＲ 鉴定方法［１２］。 Ｍａｎｕａｌ ｏｆ
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ Ｔｅｓｔｓ ａｎｄ Ｖａｃｃｉｎｅｓ ｆｏｒ Ｔｅｒｒｅｓｔｒｉａｌ Ａｎｉｍａｌｓ
２０１４ 已将 ｋｍｔΙ 作为靶基因建立多杀性巴氏杆菌的

ＰＣＲ 诊断技术，用于出血性败血症的病原鉴定。 虽

然基于 ｋｍｔΙ 基因种特异性 ＰＣＲ 方法与 １６Ｓ ｒＤＮＡ
ＰＣＲ 方法试验结果的符合率为 １００％，但鉴于采用

基于 ｋｍｔΙ 基因种特异性 ＰＣＲ 方法对多杀性巴氏杆

菌定种无需测序及序列分析，较 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 方

法在应用上更加快捷，故拟将基于 ｋｍｔΙ 基因种特

异性 ＰＣＲ 方法增添至行业标准中以实现猪巴氏杆

菌病病原的快速鉴定，从而满足猪巴氏杆菌病快速

诊断的需求。
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