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［摘　要］　为了解国内禽源多杀性巴氏杆菌流行情况，对分离自１８省份的８４株多杀性巴氏杆菌

采用荚膜多重ＰＣＲ分型和多位点序列分型对其血清型和基因型进行鉴定。结果表明：禽源多杀性

巴氏杆菌主要以血清Ａ型为主，占９６．４％（８１／８４）；多位点序列分型可将禽源多杀性巴氏杆菌分为

５种ＳＴ型，其中ＳＴ１２９为主要流行型，占９４．０％（７９／８４）。本研究为我国禽源多杀性巴氏杆菌的流

行病学监测和基因多样性提供了数据支持。
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　　禽霍乱是由多杀性巴氏杆菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａｍｕｌｔｏ

ｃｉｄａ）引起的鸡、鸭和鹅等多种禽类的一种接触性、败

血性传染病［１］。病禽、康复禽或健康带菌禽是主要

的传染源，主要通过被污染的饲料、饮水经消化道感

染，多发生于性成熟的禽类，自然感染潜伏期为２～

９ｄ。在潮湿、多雨、气温较高的季节时有发生。本病

是危害我国养禽业的重要细菌性传染病之一。

脉冲场凝胶电泳（ＰＦＧＥ）［２］、肠道细菌基因间

重复序列（ＥＲＩＣ－ＰＣＲ）指纹图谱技术［３］和多位点

序列分型（ＭＬＳＴ）［４］等方法推动了对多杀性巴氏杆

菌分子流行病学和基因多样性的研究。现在ＭＬＳＴ

已经成为病原菌基因分型的金标准，在分子流行病
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学调查中得到广泛应用［５－７］。由于国内对禽源多

杀性巴氏杆菌的基因多样性和分子流行病学状况

研究的不多，因此本研究拟对分离和收集的禽源多

杀性巴氏杆菌进行 ＭＬＳＴ分型，以便为我国多杀性

巴氏杆菌病暴发的流行病学监测和基因多样性研

究提供支持。

１　材料与方法

１．１　菌株　８４株分离株分离自国内的不同地区和

不同年代（表１），由中国兽医微生物菌种保藏管理

中心提供。

表１　多杀性巴氏杆菌的血清分型和ＭＬＳＴ分型
菌株 分离源 分离地 分离／收集时间 荚膜血清型 ＳＴ型

４５８ 鸡 内蒙古 不详 Ａ １２９

４５９ 鸭 广东 １９８２ Ａ １２９

４６０ 鸭 贵州 １９８０ Ａ １２９

４６１ 鸭 北京 １９８０ Ａ １２９

４６２ 鸭 陕西 １９８０ Ａ １２９

４６３ 鸭 青海 １９８０ Ａ １２９

４６４ 鸡 江苏 １９８０ Ａ １２９

４６６ 鸡 黑龙江 １９８０ Ａ １２９

４６７ 鹅 北京 １９６３ Ａ １２９

４６８ 鸡 陕西 １９８０ Ａ １２９

４６９ 鸡 广东 １９８０ Ａ １２９

４７０ 鸡 黑龙江 １９８３ Ａ １２９

４７１ 鸭 黑龙江 １９８３ Ａ １２９

４７２ 鸭 北京 １９６６ Ａ １２９

４７４ 鸡 河南 １９８３ Ａ １２９

４７５ 鸡 江苏 １９８３ Ａ １２９

４７６ 鸡 江苏 １９８３ Ａ １２９

４７８ 鸭 广东 １９８６ Ａ １２９

４８０ 鸡 四川 １９８６ Ａ １２９

４８１ 鹅 四川 １９８６ Ａ １２９

４８２ 鸭 四川 １９８６ Ａ １２９

４８３ 鸡 上海 １９８６ Ａ １２９

４８４ 鸡 江苏 １９８６ Ａ １２９

４８５ 鸭 上海 １９８６ Ａ １２９

４８６ 鸭 江苏 １９８６ Ａ １２９

４８７ 鸭 广西 １９８６ Ａ １２９

４８８ 鸡 广西 １９８６ Ａ １２９

４８９ 鸭 辽宁 １９８５ Ａ １２９

４９０ 鸡 辽宁 １９８６ Ａ １２９

４９１ 鸡 湖南 １９８６ Ａ １２９

４９２ 鸭 湖南 １９８６ Ａ １２９

１６７４ 鸡 广东 １９８０ Ａ １２９

１６７８ 鸡 河南 １９８０ Ｂ １２２

１６８６ 鸡 河南 １９８３ Ｂ １２２
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续表　
菌株 分离源 分离地 分离／收集时间 荚膜血清型 ＳＴ型

１６８８ 鸡 广东 １９８６ Ａ １２９

１６９０ 鸭 湖南 １９８６ Ａ １２９

１６９１ 鸡 湖南 １９８６ Ａ １２９

１７０７ 鸭 广东 １９５９ Ａ １２９

１７０８ 鸡 四川 １９６５ Ａ １２９

１７０９ 鸡 四川 １９７９ Ａ １２９

１７１０ 鸡 河北 １９７９ Ａ １２９

１７１１ 鸡 河北 １９７９ Ａ １２９

１７１２ 鸡 河北 １９７９ Ａ １２９

１７１３ 鸡 河北 １９７９ Ａ １２９

１７１４ 鸡 河北 １９７９ Ａ １２９

１７１５ 鸡 河北 １９７９ Ａ １２９

１７１６ 鸡 河北 １９７９ Ａ １２９

１７１７ 鸭 江苏 １９８３ Ａ １２９

１７１８ 鸡 广西 １９７９ Ａ １２９

１７１９ 鸭 四川 １９８３ Ａ １２９

１７２０ 鸭 四川 １９８３ Ａ １２９

１７２１ 鸭 四川 １９８３ Ａ １２９

１７２２ 鸭 四川 １９８３ Ａ １２９

１７２９ 鸡 江苏 １９８３ Ａ １２９

１７３０ 鸡 江苏 １９８３ Ａ １２９

１７３５ 鸡 江苏 １９８４ Ａ １２９

１７３９ 鸭 北京 １９８４ Ａ １２９

１７４０ 鸡 河南 １９８８ Ａ １２９

１７５４ 麻雀 江苏 １９８２ Ａ １２９

１７６７ 鸡 北京 １９８７ Ａ １２９

１７６８ 鸡 黑龙江 １９８９ Ａ １２９

１７６９ 鸭 黑龙江 １９８９ Ａ １２９

１７７０ 鸡 北京 １９８９ Ａ １２９

１７７１ 鸡 广东 １９７８ Ａ １２９

１７７２ 鸡 江西 １９７９ Ａ １２９

１７７３ 鸡 江西 １９７９ Ａ １２９

１７７４ 鸡 北京 １９７９ Ａ １２９

１７７５ 鸡 河北 １９８２ Ａ １２９

１７７６ 鸡 海南 １９７８ Ａ １２９

１７７７ 鸡 不详 １９９２ Ａ １２９

１７８１ 鸡 江苏 １９８９ Ａ １２９

１７８２ 鸡 甘肃 １９８９ Ａ １２９

１７８３ 鸡 黑龙江 １９８０ Ａ １２９

１７８４ 鸡 北京 １９９０ Ａ １２９
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续表　
菌株 分离源 分离地 分离／收集时间 荚膜血清型 ＳＴ型

１７８７ 鹌鹑 河北 １９８８ Ａ １０７

２０８２ 鸡 河北 １９８４ Ａ １２９

２０８３ 鸡 河北 １９８４ Ａ １２９

３０４７ 鸡 黑龙江 ２００５ Ｂ ６２

３３６２ 鸡 黑龙江 ２００５ Ａ １２９

３３６３ 大雁 黑龙江 ２００５ Ａ ４４

３３６４ 鸡 黑龙江 ２００５ Ａ １２９

４４８０１ 鸡 江苏 １９５３ Ａ １２９

４４８０２ 鸡 陕西 １９６４ Ａ １２９

４４８０８ 鸡 北京 １９５９ Ａ １２９

１．２　主要试剂　胰蛋白胨大豆琼脂（ＴＳＡ）和胰蛋白
胨大豆肉汤（ＴＳＢ）购自 ＯＸＯＩＤ公司，马血清购自
ＧＩＢＣＯ公司，ＥｘＴａｑ酶、ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｋｅｒ购自宝
生物工程（大连）有限公司，琼脂糖购自 Ｂｉｏｗｅｓｔ公
司，Ｇｏｌｄｖｉｅｗ购自北京赛百盛基因技术有限公司。
１．３　菌株 ＤＮＡ的提取　分离株在含５％马血清
的ＴＳＡ培养基上，３７℃培养２４ｈ采用热裂解法［８］

提取基因组 ＤＮＡ，挑取纯培养菌落于１００μＬ无菌
蒸馏水中，沸水浴１０ｍｉｎ，然后冰浴１０ｍｉｎ，１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，上清作为ＰＣＲ扩增的模板ＤＮＡ。
１．４　菌株ｋｍｔＩ基因的扩增及序列分析　按照文献
方法［９］对分离株进行 ｋｍｔＩ基因的 ＰＣＲ扩增，扩增
产物测序后与 ＮＣＢＩ核酸数据库进行 ＢＬＡＳＴ序列
比对。

１．５　菌株血清型的鉴定　按照 Ｔｏｗｎｓｅｎｄ等［９］建

立的多杀性巴氏杆菌荚膜多重 ＰＣＲ方法对分离株
血清型进行鉴定，引物见表 ２，ＰＣＲ扩增产物用
１．５％的琼脂糖凝胶进行电泳检测。

表２　多杀性巴氏杆菌种鉴定、荚膜血清分型和ＭＬＳＴ的引物
基因 检测目的 引物序列（５’－３’） 扩增片段大小

ｋｍｔＩ 定种
ＡＴＣＣＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＡＧＴＧＧ
ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＣ

４６０

ｈｙａＤ－ｈｙａＣ 荚膜分型
ＴＧＣＣＡＡＡＡＴＣＧＣＡＧＴＣＡＧ
ＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＴＣＡＧＴＧ

１０４４

ｂｃｂＤ 荚膜分型
ＣＡＴＴＴＡＴＣＣＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣ
ＧＣＣＣＧＡＧＡＧＴＴＴＣＡＡＴＣＣ

７６０

ｄｃｂＦ 荚膜分型
ＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＣＴＡＧＧＡＧＣＣＣ
ＣＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴＡＴＣＡＧ

６５７

ｅｃｂＪ 荚膜分型
ＴＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＴＧＡＣＴＣ
ＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＧ

５１１

ｆｃｂＤ 荚膜分型
ＡＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧ
ＴＴＣＣＧＣＣＧＴＣＡＡＴＴＡＣＴＣＴＧ

８５１

ａｄｋ ＭＬＳＴ
ＴＴＴＴＴＣＧＴＣＣＣＧＴＣＴＡＡＧＣ
ＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＡＣＡＣＡＡＧＣ

５７０

ｅｓｔ ＭＬＳＴ
ＧＧＧＧＡＡＡＧＧＧＡＣＡＣＡＡＧＣ
ＣＣＡＡＡＴＴＣＴＴＧＧＴＴＧＧＴＴＧＧ

６４１

ｐｍｉ ＭＬＳＴ
ＴＧＣＣＴＴＧＡＧＡＣＡＧＧＧＴＡＡＧＣ
ＧＣＣＴＴＡＡＣＡＡＧＴＣＣＣＡＴＴＣＧ

７３９

ｚｗｆ－１ ＭＬＳＴ
ＡＡＴＣＧＧＴＣＧＴＴＴＧＡＣＴＧＡＧＣ
ＴＧＣＴＴＣＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＧＴＧＣ

８０８

ｍｄｈ ＭＬＳＴ
ＡＴＴＴＣＧＧＧＡＴＣＡＧＧＧＴＴＡＧＣ
ＧＧＡＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡＴＧＧＡＡＧＧ

６２０

ｇｄｈ ＭＬＳＴ
ＡＴＣＧＡＣＴＴＣＴＴＣＣＧＣＡＧＡＣＣ
ＧＣＧＧＧＴＧＡＴＡＴＴＧＧＴＧＴＡＧＧ

７０２

ｐｇｉ ＭＬＳＴ
ＡＣＣＡＣＧＣＴＡＴＴＴＴＴＧＧＴＴＧＣ
ＡＴＧＧＣＡＣＡＡＣＣＴＣＴＴＴＣＡＣＣ

７８４

ｚｗｆ－２ ＭＬＳＴ
ＴＧＴＴＡＧＧＴＧＴＧＧＣＡＡＧＡＡＣＧ
ＴＴＧＣＡＡＣＡＡＡＴＧＧＴＴＴＴＧＧＡ

６１４

在ｚｗｆ－１对应的引物不能有效扩增的情况下使用
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１．６　ＭＬＳＴ分型　根据 Ｓｕｂａａｈａｒａｎ等［４］建立的禽

源多杀性巴氏杆菌 ＭＬＳＴ分型方法，对本研究中８４
株分离株的７个看家基因（腺苷酸环化酶基因ａｄｋ、
酯酶基因ｅｓｔ、６－磷酸 －甘露糖异构酶基因 ｐｍｉ、葡
萄糖－６磷酸脱氢酶基因 ｚｗｆ、苹果酸脱氢酶基因
ｍｄｈ、谷氨酸脱氢酶基因ｇｄｈ、磷酸葡萄糖异构酶基
因 ｐｇｉ）进行扩增及测序，引物见表 ２。序列经
ＭＥＧＡ７软件编辑后，提交到 ＲＩＲＤＣＭＬＳＴ在线数
据库进行比对，获得菌株的序列型，并利用 ＭＥＧＡ７
软件对ＲＩＲＤＣＭＬＳＴ数据库中的部分 ＳＴ型进行序
列比对，构建系统发育树，分析其分子进化关系。

２　结果与分析
２．１　分离株的ｋｍｔＩ鉴定　通过对 ８４株分离株进
行 ｋｍｔＩ基因的扩增和测序，提交 ＧｅｎＢａｎｋ进行
ＢＬＡＳＴ比对，结果显示与多杀性巴氏杆菌的相似性
均达 ９９％以上。表明本研究中收集和分离的８４
株分离株均为多杀性巴氏杆菌。

２．２　血清分型　利用荚膜多重 ＰＣＲ方法将 ８４株
多杀性巴氏杆菌分为 Ａ和 Ｂ共２种血清型，其中
８１株为Ａ型，占９６．４％；其余３株为 Ｂ型，且均分
离自霍乱鸡（表１）。
２．３　 ＭＬＳＴ分型　对８４株多杀性巴氏杆菌分别
进行 ａｄｋ、ｅｓｔ、ｐｍｉ、ｚｗｆ、ｍｄｈ、ｇｄｈ和 ｐｇｉ７个看家基
因的扩增和测序，结果显示可以将其分为 ＳＴ１２９、
ＳＴ１２２、ＳＴ１０７、ＳＴ６２和ＳＴ４４５种 ＳＴ型，其中禽源多
杀性巴氏杆菌主要以 ＳＴ１２９型为主，占 ９４％
（７９／８４）具体见表１。利用 ＭＥＧＡ７对本研究确定
的５个ＳＴ型和国内报道的其他 ＳＴ型［１０］进行序列

分析，结果表明：国内分离株ＳＴ１２２和ＳＴ４４亲缘关
系最近，ＳＴ６２和 ＳＴ５８亲缘关系最近；主要流行的
ＳＴ－１２９型与ＳＴ１２２、ＳＴ４４、ＳＴ６２、ＳＴ５８具有较近的
亲缘关系，在同一大的分支上；ＳＴ８和 ＳＴ１０７与其
他的ＳＴ型亲缘关系较远（图１）。

图１　８４株禽源多杀性巴氏杆菌的多位点序列系统进化树

３　讨论与小结
多杀性巴氏杆菌根据荚膜抗原可分为Ａ、Ｂ、Ｄ、

Ｅ和Ｆ５种血清型，本研究通过荚膜多重ＰＣＲ方法
对８４株禽源多杀性巴氏杆菌（主要分离收集自
１９５３年至１９９０年）进行血清分型，结果有８１株为
荚膜Ａ型。程安春等［１１］对从１９９０－１９９５年分离
自四川省不同地区的２５６株鸭源多杀性巴氏杆菌
进行血清分型，其中２５４株为荚膜 Ａ型，２株未定

型；程龙飞等［１２］收集２００７－２０１３年福建及邻近省
份分离的９５株禽源多杀性巴氏杆菌，经鉴定荚膜
型全为Ａ型；Ｗａｎｇ等［５］对２０１１－２０１２年分离自江
苏省不同地区的４０株禽源多杀性巴氏杆菌流调结
果显示全部为荚膜 Ａ型。以上研究都表明多年来
国内引起禽霍乱的优势血清型为Ａ型。

多杀性巴氏杆菌的 ＭＬＳＴ是由多位点酶电泳
（ＭＬＥＥ）衍生出来，主要通过看家基因序列的多态

·５·
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性对细菌进行分类［４］。由 ＭＬＳＴ得到的分型结果
可与数据库中已有的信息进行比对，从而使不同地

点和不同时间分离的菌株可以进行横向和纵向比

较。目前多杀性巴氏杆菌多位点序列分型的在线

数据库有两个（ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／ｐｍｕｌｔｏｃｉｄａ／）：
ＭｕｌｔｉｐｌｅｈｏｓｔＭＬＳＴ由英国格拉斯哥大学开发，针对
不同宿主来源的多杀性巴氏杆菌；ＲＩＲＤＣＭＬＳＴ由
澳大利亚动物研究所开发，针对禽源多杀性巴氏杆

菌。截止２０１６年１１月１８日，ＲＩＲＤＣＭＬＳＴ数据库
中已经鉴定有３２９种 ＳＴ型。本研究通过对８４株
多杀性巴氏杆菌 ＭＬＳＴ的鉴定，获得５个 ＳＴ型，主
要以 ＳＴ１２９为主，占 ９４％（７９／８４），与文献报
道［５，１０］的一致。还鉴定到 ＳＴ１２２、ＳＴ１０７、ＳＴ６２和
ＳＴ４４，这在禽源多杀性巴氏杆菌中为国内首次报
道。由于ＭＬＳＴ能够区分亲缘关系较近的菌株，能
够对爆发的流行菌株进行溯源，因此本研究中基因

型相同的７９株菌株可能来源于同一株多杀性巴氏
杆菌。考虑到ＳＴ１２９型已在斯里兰卡［６］、印度［７］和

丹麦等（ｈｔｔｐ：／／ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ／ｐｍｕｌｔｏｃｉｄａ／）许多国家
被发现，此基因型可能在全球都有分布。同时它可

以从发生禽霍乱的鸡、鸭、鹅和麻雀体内分离到，说

明它具有多动物宿主的特性。

综上所述，本研究为禽源多杀性巴氏杆菌的流

行病学提供了一些本底数据，为今后多杀性巴氏杆

菌的监测起到了支撑作用，同时对于研制有效的疫

苗预防和控制禽霍乱有一定的帮助。
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