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［摘　 要］ 　 通过病原分离对安徽省多家白羽肉鸡养殖场持续出现疑似鸡传染性鼻炎的鸡群进行确

诊，从不同批次发生鸡传染性鼻炎疑似症状的鸡体内分离细菌，经细菌分离、纯化、回鸡试验，共分

离到 ８ 株细菌，经形态及培养特性、生化试验、血清学特性、１６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析等方法对分离的

细菌进行鉴定。 结果表明，所分离的细菌有 １ 株为 Ａ 型副鸡禽杆菌，７ 株为 Ｂ 型副鸡禽杆菌，在安徽

省持续引起幼龄肉鸡发生鸡传染性鼻炎的流行中 Ｂ 型副鸡禽杆菌是主要流行毒株。
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　 　 传染性鼻炎（Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ Ｃｏｒｙｚａ， ＩＣ）是由副鸡禽

杆菌（Ａｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐａｒａｇａｌｌｉｎａｒｕｍ，Ａｐｇ）引起的一种

鸡的急性上呼吸道疾病，以流鼻涕、打喷嚏、眶下窦

肿胀以及脸部水肿为特征，在世界范围内广泛流

行［１］。 ２０ 世纪 ８０ 年代起，我国开始发现本病的流

行，冯文达［２］于 １９８７ 年首次在北京分离出一株致

病菌，经血清型鉴定为 Ａ 型副鸡禽杆菌。 林毅

等［３］于 １９９５ 年在发病蛋鸡场分离到 Ａ 和 Ｃ 血清

型。 张惠玲、苗得园等［４ － ５］ 于 ２００３ 年和 ２００５ 年分

离出 Ｂ 血清型副鸡禽杆菌。 近几年鸡传染性鼻炎

在全国范围内广泛流行，给养殖业造成严重损

失［６］。 ２０１８ ～ ２０１９ 年，安徽省多家白羽肉鸡养殖

场持续出现疑似传染性鼻炎的爆发和流行，为了解

鸡群疫病流行状况，制定更科学的防控策略，本研

究从不同批次发病鸡的眶下窦中分离致病菌，并对

其进行了全面鉴定。

１　 材料及方法

１． １　 病料来源　 ２２ 份病料，于 ２０１８ 年 ８ 月 ～ ２０１９

年 ９ 月从安徽省多家大型白羽肉鸡养殖公司疑似

鸡传染性鼻炎发病鸡群中采集，发病鸡主要表现为

面部单侧或两侧肿胀、打喷嚏，流鼻涕等。

１． ２　 培养基及试剂　 ＴＳＡ、ＴＳＢ 培养基购自青岛海

博生物技术有限公司；革兰氏染色液购自索莱宝生

物科技有限公司，鸡血清、ＮＡＤ、生化鉴定管购自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司；ＤＮＡ ｍａｋｅｒ、２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｓｔｅｒ Ｍｉｘ

购自北京博迈德基因技术有限公司。 抗原 ００８３

（Ａ）、００２２（Ｂ）、Ｍｏｄｅｓｔｏ（Ｃ），Ａ、Ｂ、Ｃ 阳性对照血清

由天津瑞普生物技术有限公司提供。

１． ３　 实验动物　 ３５ ～ ４０ ｄ ＳＰＦ 鸡，购自北京梅里

亚维通实验动物技术有限公司。

１． ４　 副鸡禽杆菌的分离 　 将病鸡头置于超净台

内，用烧红的刀片消毒眶下窦外表面，无菌切开眶

下窦，用接种环取眶下窦分泌物，划线接种含 １０％

鸡血清和 ０． ０１％ ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 琼脂平板，将平板倒

置于 ５％ ＣＯ２培养箱中，３７ ℃培养 １８ ～ ２０ ｈ，观察

细菌的生长特性。 挑取圆形、露滴状、透明凸起带

蓝色荧光的可疑菌落，接种含 １０％鸡血清和０． ０１％

ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 琼脂平板。 于 ５％ ＣＯ２培养箱中 ３７ ℃

培养 １８ ～ ２０ ｈ，若平板上的细菌纯粹生长，挑取菌

落分别接种含 １０％ 鸡血清和 ０． ０１％ ＮＡＤ 的 ＴＳＡ

琼脂平板和含 １０％ 鸡血清不含 ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 琼脂

平板，在 ５％ ＣＯ２培养箱中 ３７ ℃培养 １８ ～ ２０ ｈ 后，

观察细菌的生长情况。

１． ５ 　 回鸡试验 　 挑取在 １０％ 鸡血清和 ０． ０１％

ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 培养基上生长，在不含 ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 平

板上不生长的单菌落，接种含 １０％鸡血清和０． ０１％

ＮＡＤ 的 ＴＳＢ 培养基中 ３７ ℃培养 １６ ～ １８ ｈ，取新鲜

培养物 ０． ２ ｍＬ，分别眶下窦接种 ８ 只 ３５ ～ ４０ ｄ ＳＰＦ

鸡，另 ４ 只注射等量含 １０％ 鸡血清和 ０． ０１％ ＮＡＤ

的 ＴＳＢ 作对照。 接种后 ２４ ～ ４８ ｈ 观察其临床表

现，发病鸡按 １． ４ 项进行病原分离。 取仅在 １０％鸡

血清和 ０． ０１％ ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 培养基上生长的分离

株进一步鉴定。

１． ６　 形态及生化特性　 从含 １０％鸡血清和０． ０１％

ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 琼脂平板上，取单菌落接种含 １０％ 鸡

血清和 ０． ０１％ ＮＡＤ 的 ＴＳＢ 培养基，３７ ℃培养 １６ ～

１８ ｈ，取适量新鲜菌液进行革兰氏染色，观察细菌

形态；取适量细菌悬液接种微量细菌生化鉴定管

（ＮＡＤ 终浓度 ０． ０１％ ），置 ５％ ＣＯ２培养箱 ３７ ℃培

养 １８ ～ ２０ ｈ，观察细菌的生化特性。

１． ７　 １６ ｓ ｒＲＮＡ 序列分析　 用细菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 的通

用引物 ２７Ｆ 和 １４９２Ｒ 扩增分离菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序

列。 上游引物序列：５’ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ⁃

ＣＡＧ － ３’，下游引物序列：５ ’ － ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴ⁃

ＴＡＣＧＡＣＴＴ － ３’。 反应程序： ９４ ℃ ５ ｍｉｎ；９４ ℃

３０ ｓ，５６ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ２ ｍｉｎ （３０ 个循环）；７２ ℃

１０ ｍｉｎ，用 １ ％的琼脂糖凝胶电泳验证 ＰＣＲ 扩增的

结果。 对扩增产物测序，与 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布的序列

比对。

１． ８　 血清型鉴定　 参照鸡传染性鼻炎诊断技术农

业行业标准 ＮＹ ／ Ｔ５３８ － ２０１５７［７］，用分离菌株制备

血凝抗原，测定抗原的凝集效价，配制 ４ 单位抗原，

与 Ａ、Ｂ、Ｃ 型的分型血清进行血凝抑制试验，测定血

凝抑制效价，判定分离株的血清型。 根据 Ｒｙｕｉｃｈｉ
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Ｓａｋａｍｏｔｏ 等［８］创建的多重 ＰＣＲ 方法对分离菌株进

行血清型鉴定。 结合血清学鉴定和分子生物学鉴

定的结果，判定分离菌株的血清型。

２　 结果与分析

２． １　 细菌的分离　 从可疑病鸡中共分离出 ８ 株细

菌，此 ８ 株菌均在含 １０％鸡血清和 ０． ０１％ ＮＡＤ 的

ＴＳＡ 琼脂平板上形成直径 ０． ３ ｍｍ 左右，圆形、光

滑、灰白色、半透明露滴样、边缘整齐的小菌落（图

１），在低倍显微镜下 ４５°折光观察有较强的荧光。

在不含 ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 琼脂平板上不生长。

２． ２　 回鸡试验　 ８ 株分离菌株接种 ３５ ～ ４０ ｄ ＳＰＦ

鸡 ２４ ｈ 后，试验鸡均出现食欲减少，面部和眼睑部

水肿、流泪，流涕等临床症状，且均从发病鸡眶下窦

中分离到副鸡禽杆菌。 对照组无任何临床症状。

２． ３　 形态、培养特性及生化特性 　 从回鸡试验发

病鸡眶下窦分离的细菌均在含 １０％ 鸡血清和

０． ０１％ＮＡＤ 的 ＴＳＡ 琼脂平板上形成直径 ０． ３ ｍｍ

左右，圆形、光滑、灰白色、半透明露滴样、边缘整齐

的小菌落（图 １），且在低倍显微镜下 ４５°折光观察

有较强的荧光；取菌落进行革兰氏染色，为革兰

氏阴性短杆菌或球杆菌，单个或短链排列（图２）；分

离的 ８ 株菌生化鉴定结果一致（表 １），符合副鸡禽

杆菌的生化特性。

图 １　 分离株在含 １０％鸡血清和 ０． ０１％ＮＡＤ 的

ＴＳＡ 琼脂平板上的菌落形态

Ｆｉｇ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ＴＳＡ ｐｌａｔｅｓ

ｗｉｔｈ ０． ０１％ ＮＡＤ ａｎｄ １０％ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｅｒｕｍ

图 ２　 副鸡禽杆菌革兰氏染色图

Ｆｉｇ ２　 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎ ｏｆ Ａｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｐａｒａｇａｌｌｉｎａｒｕｍ

表 １　 分离株的生化特性

Ｔａｂ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ
生化项目 结果 生化项目 结果 生化项目 结果 生化项目 结果

硝酸盐还原 ＋ 氧化酶 ＋ 蔗糖 ＋ 海藻糖 －

硫化氢 － 吲哚试验 － 葡萄糖 ＋ Ｍ． Ｒ． 试验 －

过氧化氢酶 － 半乳糖 － 乳糖 － Ｖ － Ｐ 试验 －

　 　 “ ＋ ”表示阳性反应； “ － ”表示阴性反应。

２． ４　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析　 ８ 株分离株均扩增出约

１． ５ ｋｂ 的条带（图 ３），序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的序列比

对结果显示，８ 株分离菌均为副鸡禽杆菌。
２． ５　 血清型鉴定 　 血凝抑制试验结果显示，８ 株

分离菌 ＡＨ －１ 为 Ａ 型副鸡禽杆菌，ＡＨ －２ ～ ＡＨ －８

为 Ｂ 型副鸡禽杆菌（表 ２）；ＰＣＲ 鉴定结果显示，ＡＨ
－１ 株扩增出约 ０． ８ ｋｂ 的条带，为 Ａ 型副鸡禽杆菌

ＡＨ －２ 到 ＡＨ － ８ 株均扩增出约 １． １ ｋｂ 的条带，为
Ｂ 型副鸡禽杆菌（图 ４）。 血清学鉴定和 ＰＣＲ 鉴定

结果一致。

·３·
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Ｍ：ＤＮＡ ｍａｋｅｒ ＤＬ ２０００ ｂｐ；１ ～ ８：ＡＨ －１ 到

ＡＨ －８ 分离株；Ｎ：阴性对照；Ｐ：阳性对照

Ｍ：ＤＮＡ ｍａｋｅｒ ＤＬ ２０００ ｂｐ；１ ～ ８： ＡＨ －１ ～

ＡＨ －８ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ；Ｎ： ｎｅｇａｔｉｖｅ；Ｐ： ｐｏｓｉｔｉｖｅ

图 ３　 ８ 株分离菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ ３　 １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ８ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ

表 ２　 血凝抑制试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ＨＩ

抗原

血清

（Ａ） （Ｂ） （Ｃ）

２００× ４００× ８００× ２００× ４００× ８００× ２００× ４００× ８００×

００８３（Ａ） － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

０２２２（Ｂ） ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

Ｍｏｄｅｓｔｏ（Ｃ） ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

ＡＨ －１ － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＡＨ －２ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

ＡＨ －３ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

ＡＨ －４ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

ＡＨ －５ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

ＡＨ －６ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

ＡＨ －７ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

ＡＨ －８ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋

“ － ”表示红细胞未凝集，“ ＋ ”表示红细胞凝集。

３　 讨论与结论

副鸡禽杆菌的血清型非常复杂，目前常用的有

Ｐａｇｅ 分型法，将副鸡禽杆菌分为 Ａ、Ｂ、Ｃ ３ 个血清

型［９］，日本科研人员开发的一系列单克隆抗体将副

鸡禽杆菌划分为 Ｐａｇｅ 血清型，但该方法单克隆抗

体供应有限，只有很少实验室可以操作，有的没有

血清型特异性，未被广泛应用［１０］。 Ｋｕｍｅ 等提出了

一种血清学分类方法，目前认识的 Ｋｕｍｅ 血清型有

９ 个，分别为 Ａ１、Ａ２、Ａ３、Ａ４、Ｂ１、Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３，Ｃ４［１１］。
由于分类技术要求很高，Ｋｕｍｅ 方案也未得到广泛

Ｍ：ＤＮＡ ｍａｋｅｒ ＤＬ ２０００ ｂｐ；１ ～ ８：ＡＨ －１ 到 ＡＨ －８ 分离株

Ｍ：ＤＮＡ ｍａｋｅｒ ＤＬ ２０００ ｂｐ；１ ～ ８：ＡＨ －１ ｔｏ ＡＨ －８ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ

图 ４　 分离株多重 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ ４　 Ｍｕｌｔｉ － ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

认可，本研究按照鸡传染性鼻炎诊断技术农业行业

标准 ＮＹ ／ Ｔ５３８ － ２０１５７ 的方法和 ＰＣＲ 方法进行血

清分型，结果一致。
２０１７ 年，龚玉梅等对我国鸡传染性鼻炎流行态

势分析显示，我国近几年鸡传染性鼻炎以 Ｂ 型株为

主［６］。 本实验室从 ２０１８ ～ ２０１９ 年对安徽省若干大

型白羽肉鸡养殖场疑似感染鸡传染性鼻炎的病鸡

体内分离到副鸡禽杆菌，以 Ｂ 型为主，据文献报道

鸡传染性鼻炎造成的最大经济损失是育成鸡生长

不良和产蛋鸡产蛋下降［１２］。 本实验室近两年分离

的副鸡禽杆菌均是从 ２４ ～ ３０ ｄ 的肉鸡中分离，感
染鸡趋于低龄化；所有分离株均能复制出典型的鸡

传染性鼻炎病例，说明流行毒株毒力较强；８ 次分

离鉴定中 ７ 次为 Ｂ 型菌株流行，说明安徽地区 Ｂ 型

菌株是重要的流行毒株；进行细菌分离的所有厂区

均免疫了鸡传染性鼻炎的三价灭活疫苗，免疫失败

说明该地区的流行毒株与疫苗株间交叉保护效果

不理想。 本次细菌分离及流行病学调查对于当地

的疫病防控具有重要指导意义。
目前，我国应用的含有 Ｂ 型毒株的疫苗只有三

种。 免疫了传染性鼻炎 Ａ 型、Ｂ 型、Ｃ 型三价灭活

疫苗的鸡群，仍会持续爆发鸡传染性鼻炎。 免疫失

败表明副鸡禽杆菌同种血清型不同株之间的交叉

保护效果不理想。 有文献报道，ＮＡＤ 非依赖型的副

鸡禽杆菌也在我国部分区域分离到，且 ＮＡＤ 依赖

型传染性鼻炎的疫苗对 ＮＡＤ 非依赖型副鸡禽杆菌

的保护性很低［１３］。 分离、筛选出抗原性好、免疫谱

广的菌株对研制疫苗和防控疾病具有重要意义。

·４·
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上述分离毒株的毒力、免疫原性均有待进一步

研究。
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