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　 　 【摘要】 　 目的　 对实验动物设施普通级新西兰兔分离的多杀巴斯德杆菌分离菌株进行基因分型研究ꎮ 方法

２０００－２０１８ 年期间ꎬ基于分离培养和生化鉴定获得兔源多杀巴斯德杆菌 １４ 株ꎬ采用荚膜多重 ＰＣＲ 方法和多位点序

列分型方法对其进行荚膜血清型和基因型鉴定ꎮ 结果　 荚膜多重 ＰＣＲ 分型结果显示ꎬ兔源多杀巴斯德杆菌存在

荚膜血清型 Ａ 型ꎬ占比 ７１􀆰 ４％(１０ / １４)ꎬＢ 型占比 ２８􀆰 ６％(４ / １４)ꎻ多位点序列分型分为 ＳＴ１２、ＳＴ３５、ＳＴ７２、ＳＴ７３、ＳＴ７６
和 ＳＴ７７ 共 ６ 种 ＳＴ 型ꎬ且首次发现了新 ＳＴ７６ 型和 ＳＴ７７ 型ꎮ 结论　 兔源多杀巴斯德杆菌基因分型存在复杂多样性ꎬ
荚膜血清型以 Ａ 型为主ꎬ与呼吸道疾病相关ꎬ在生产繁育过程中应做好质量控制ꎮ

【关键词】 　 兔ꎻ多杀巴斯德杆菌ꎻ基因分型
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｒａｂｂｉｔｓꎻ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａꎻ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ

　 　 多杀巴 斯 德 杆 菌 ( Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａꎬ Ｐ.
ｍｕｌｔｏｃｉｄａ)是一种重要的人兽共患病原菌ꎬ其感染宿

主十分广泛ꎬ能感染多种家禽、家畜、野生动物和人

等ꎬ其中可引起兔鼻炎、肺炎、中耳炎和出血性败血

症等疾病ꎬ导致兔急性或亚急性死亡ꎬ严重威胁兔

的生命健康[１－２]ꎮ



细菌分型是了解细菌性传染病流行特征的重

要技术之一ꎬ对研究感染源、感染途径以及地方性

菌株和流行菌株之间的鉴别有着非常重要的作

用[３]ꎮ 随着分子生物学技术的发展ꎬ相较于生化分

型、血清学分型、噬菌体分型等传统分型技术ꎬ基因

分型技术以其快速、简便、灵敏、灵活等特点日渐受

到青睐ꎮ 目前ꎬ临床上用于多杀巴斯德杆菌诊断的

基因分型方法主要包括基于荚膜编码区的多重

ＰＣＲ 方法和多位点序列分型法(ｍｕｌｔｉ￣ｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｔｙｐｉｎｇꎬ ＭＬＳＴ) [４－５]ꎮ 近年来ꎬ有意大利[６]、西班牙[７]

和捷克共和国[８]等国家对兔源 Ｐ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ 进行基

因分型的报道ꎬ而我国仅有少量关于禽源、猪源等

多杀巴斯德杆菌基因分型的研究[９－１１]ꎮ
本研究对实验室分离的兔源 Ｐ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ 在生

化表型特征的基础上ꎬ运用分子分型方法分析分离

菌株的基因型特征和菌株间的同源性ꎬ揭示菌株间

基因多态性和群体遗传结构ꎬ获得广东地区实验兔

感染 Ｐ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ 分型数据ꎬ了解广东地区实验兔感

染 Ｐ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ 的流行特点ꎬ有利于更好地指导广东

本地实验动物质量控制与监测ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

实验菌株来源于 ２０００ 年至 ２０１８ 年期间广东地

区不同实验动物设施ꎬ从普通级急性发病死亡的新

西兰兔呼吸道分离到的 １４ 株多杀巴斯德杆菌ꎮ 实

验操作在实验动物使用设施 [ ＳＹＸＫ (粤) ２０１６ －
０１２２]进行ꎬ所有操作遵循动物福利和伦理要求ꎬ并
按实验动物使用的 ３Ｒ 原则给予人道主义关怀ꎮ 多

杀巴斯德杆菌阳性对照菌株(ＡＴＣＣ４３１３７)来自中

国医学科学院医学实验动物研究所馈赠ꎮ
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

血琼脂平板(批号:ＺＢＡｐ￣１８０７１５Ｄ)和 ＤＨＬ 平

板(批号:Ｈ１０３８Ｙ)购自广东环凯微生物科技有限

公司ꎻ三糖铁(批号:１８０８２８)、半固体琼脂(批号:
１７０８１７)和无菌生理盐水(批号:Ｈ０９９３Ｙ)购自北京

陆桥技术股份有限公司ꎻ糖(苷或盐)类等微量生化

管购自杭州滨和微生物试剂有限公司ꎻ触酶试剂盒

(批 号: １００５４４０９００ )、 氧 化 酶 试 剂 盒 ( 批 号:
１９５４０５０１)、ＩＤ ３２Ｅ(批号:１００６４１６９６０)和 ＡＰＩ ２０ＮＥ
(批号:１００６４０５０７０)生化试剂盒购自法国生物梅里

埃股 份 有 限 公 司ꎻ 革 兰 染 色 液 试 剂 盒 ( 批 号:
４１８０８２)购自珠海贝索生物科技有限公司ꎻＰＣＲ 试

剂包 括 细 菌 基 因 组 ＤＮＡ 提 取 试 剂 盒 ( 批 号:
Ｒ６７１７)、ＤＮＡ 纯化回收试剂盒(批号:Ｑ５６０１)购自

天根生化科技有限公司ꎻＰｒｅｍｉｘ Ｔａｑ(批号:Ａ４７０１
Ａ)、ＤＬ￣２０００ Ｍａｒｋｅｒ (批号:Ａ１８０１ Ａ)、琼脂糖(批

号:１７２１７５)等购自宝生物工程(大连)有限公司ꎬ各
种试剂均在有限期内使用ꎮ

生物安全柜(德国ꎬＢｉｏｍｅｔｒａ 型)ꎻ生化培养箱

(宁波江南仪器厂ꎬＳＰＸ－２８８ 型)ꎻ生物显微镜(德
国ꎬＬｅｉｃａ ＤＭ５００ 型)ꎻＡＴＢ 梅里埃鉴定仪 (法国ꎬ
ＡＴＢ ＮＥＷ 型)ꎻＰＣＲ 超净工作台(上海市金鹏科技

有限公司ꎬＢＨＣ－１３００ＩＩ Ａ / Ｂ３ 型)ꎻＰＣＲ 仪(德国ꎬ
Ｂｉｏｍｅｔｒａ)ꎻ离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限

公司ꎬＴＧ１６￣Ｗ 型)ꎻ电泳仪(北京六一仪器厂ꎬＤＹＹ－
６Ｃ 型 )ꎻ 全 自 动 凝 胶 成 像 系 统 ( 美 国ꎬ Ｂｉｏ￣Ｒａｄ
ＰｏｗｅｒＰａｃ Ｂａｓｉｃ １６４－５０５０ 型)ꎮ
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 分离培养与生化鉴定

依据实验动物国家标准 ＧＢ / Ｔ １４９２６􀆰 ５ － ２００１
实验动物多杀巴斯德杆菌检测方法对临床分离的

可疑多杀巴斯德杆菌进行系统生化鉴定分析ꎮ 同

时使用法国梅里埃生化鉴定条 ＩＤ ３２Ｅ 和 ＡＰＩ ２０ ＮＥ
进行生化鉴定ꎬ并按照试剂盒说明书进行鉴定结果

的判定ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 分子分型分析

(１)菌株 ＤＮＡ 提取

按照试剂盒说明书ꎬ将所有临床分离菌株使用

细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒进行基因提取ꎬ提取的

核酸作为分子分型的 ＤＮＡ 模板ꎮ
(２)荚膜分型

按照 Ｔｏｗｎｓｅｎｄ 等[１２]建立的荚膜多重 ＰＣＲ 方法

对分离菌株进行 ｋｍｔ 基因定种鉴定ꎬ再使用荚膜特

异基因 ｈｙａＤ￣ｈｙａＣ、ｂｃｂＤ、ｄｃｂＦ、ｅｃｂＪ、 ｆｃｂＤ 设计引物

进行 Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ 和 Ｆ 分型ꎬ分型引物序列(见表 １)ꎮ
反应体系为 ２ μＬ 基因组 ＤＮＡ 加入 ２ μＬ 引物(１０
μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ２５ μＬ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ Ｔａｑꎬ加灭菌蒸馏水到反

应总体系为 ５０ μＬꎮ 反应 条 件 按 ９５℃ 预 变 性

１２ ｍｉｎꎬ９５℃变性 ３０ ｓꎬ６２℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃延伸 ３０
ｓꎬ反应进行 ３５ 个循环ꎬ最后 ７２℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 最后

吸取 １０ μＬ ＰＣＲ 扩增产物用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶进行

电泳检测ꎮ
(３)ＭＬＳＴ 分型

针对多杀巴斯德杆菌 ａｄｋ、 ａｒｏＡ、 ｄｅｏＤ、 ｇｄｈＡ、
ｇ６ｐｄ、ｍｄｈ、ｐｇｉ ７ 个特异基因序列设计引物ꎬ分型引

２７ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



物序列及反应条件(见表 １)ꎬ对临床分离菌株进行

ＰＣＲ 扩增和测序ꎬ测序后经过组装分析确认的序列

提交 ＭＬＳＴ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｐｕｂｍｌｓｔ.ｏｒｇ / )进行比对ꎬ
得出每个菌株各位点的等位基因数目ꎬ然后进行等

位基因序列类型 ( ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｔｙｐｅꎬ ＳＴ) 鉴定ꎬ使用

ＭＬＳＴ 数据库在线分析软件进行聚类分析ꎬ构建系

统发育树ꎬ分析其遗传进化关系ꎮ

表 １　 多杀巴斯德杆菌株基因分型引物
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｆｏｒ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ

检测目的
Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

基因
Ｇｅｎｅ

引物序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

退火温度(℃)
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

产物大小(ｂｐ)
Ｌｅｎｇｔｈ

基因定种
Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｌｌ Ｐ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ Ｋｍｔ

ＡＴＣＣＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＡＧＴＧＧ
ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＣ ５５ ４６０

荚膜分型
Ｃａｐｓｕｌａｒ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

ｈｙａＤ￣ｈｙａＣ

ｂｃｂＤ

ｄｃｂＦ

ｅｃｂＪ

ｆｃｂＤ

ＴＧＣＣＡＡＡＡＴＣＧＣＡＧＴＣＡＧ
ＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＴＣＡＧＴＧ
ＣＡＴＴＴＡＴＣＣＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣ
ＧＣＣＣＧＡＧＡＧＴＴＴＣＡＡＴＣＣ

ＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＣＴＡＧＧＡＧＣＣＣ
ＣＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＴＣＡＡＣＡＡＴＡＴＣＡＧ

ＴＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＴＧＡＣＴＣ
ＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＣ

ＡＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧ
ＴＴＣＣＧＣＣＧＴＣＡＡＴＴＡＣＴＣＴＧ

５５ １０４４

５５ ７６０

５５ ６５７

５５ ５１１

５５ ８５１

ＭＬＳＴ 分型
ＭＬＳＴ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

Ａｄｋ

ａｒｏＡ

ｄｅｏＤ

ｇｄｈＡ

ｇ６ｐｄ

Ｍｄｈ

Ｐｇｉ

ＡＡＧＧＢＡＣＷＣＡＡＧＣＶＣＡＡＴ
ＣＡＣＴＴＴＴＴＫＹＧＴＭＣＣＧＴＣ
ＴＴＴＡＣＣＤＧＧＹＴＣＹＡＡＡＡＧ
ＣＴＴＴＹＡＣＶＣＧＣＣＡＧＴＴＡＴ
ＧＴＧＣＡＴＴＴＧＣＹＧＡＴＧＴＴＧ
ＴＧＳＹＧＴＫＧＴＴＴＧＴＴＣＧＴＧ
ＹＴＴＡＧＴＴＧＡＲＣＣＴＧＡＡＣＧ
ＣＴＴＧＡＣＣＴＴＣＡＡＴＹＧＴＧＣ

ＣＨＧＧＹＧＡＹＹＴＭＡＣＴＹＡＴＣＧ
ＴＴＴＢＧＣＧＡＴＢＡＲＴＴＴＲＴＣＲＧＣ
ＡＡＧＴＴＧＣＷＧＴＷＹＴＡＧＧＴＧ
ＣＣＴＡＡＴＴＣＡＡＴＡＴＣＹＧＣＡＣＧ
ＧＣＣＷＧＴＧＹＴＫＧＴＴＧＡＴＧＧ
ＴＴＧＫＧＣＴＧＧＣＧＣＲＡＴＲＡＡ

５７ ５３３

５６ ５６１

６０ ５７８

５７ ６５２

５６ ５１４

５７ ５５２

６０ ６１３

２　 结果

２􀆰 １　 分离培养与生化鉴定结果

所有分离菌株在血琼脂平板上ꎬ于 ３７℃生化培

养箱中培养 １８~ ２４ ｈ 后形成 １ ｍｍ 左右ꎬ光滑露滴

样或灰白色、不溶血的菌落ꎮ 在 ＤＨＬ 琼脂平板上不

生长ꎮ 革兰氏染色为阴性小杆菌ꎬ两端钝圆并浓

染ꎮ 生化反应为触酶试验阳性ꎬ氧化酶阳性ꎬ三糖

铁试验为斜面及底层产酸不产气、乙酸铅纸条法显

示硫化氢阳性ꎬ半固体动力阴性ꎬ乳糖阳性ꎬ尿素酶

阴性ꎬ靛基质试验阳性ꎬ硝酸盐还原试验阳性ꎬ枸橼

酸盐利用试验阴性ꎬ赖氨酸脱羧酶为阴性ꎬ不液化

明胶ꎻ而鸟氨酸脱羧酶结果为阳性其菌株所占比例

为 ７９％(１１ / １４)ꎬ葡萄糖阳性比例为 ５７％(８ / １４)ꎬ蔗
糖阳性比例为 ７９％ (１１ / １４)ꎬ麦芽糖阳性比例为

１４％(２ / １４)ꎮ
使用法国梅里埃生化鉴定条 ＩＤ ３２Ｅ 和 ＡＰＩ ２０

ＮＥ 都能鉴定所有临床分离菌株为多杀巴斯德杆

菌ꎬ鉴定 ＩＤ 值都为 ９９􀆰 ３％以上ꎬ鉴定评价为好的

鉴定ꎮ
２􀆰 ２　 分子分型结果

２􀆰 ２􀆰 １　 荚膜分型结果

将所有分离菌株进行 ｋｍｔ 基因定种鉴定ꎬ均出

现约 ４６０ ｂｐ 的目的条带(见图 １Ａ)ꎮ 使用荚膜分型

多重 ＰＣＲ 方法扩增后产物进行琼脂糖凝胶电泳ꎬ出
现约 １０４４ ｂｐ 与 ７６０ ｂｐ 两种目的条带(见图 １Ｂ)ꎬ据
此将菌株分为 Ａ 型与 Ｂ 型两种荚膜血清型ꎬＡ 型为

主ꎬ占比 ７１􀆰 ４％(１０ / １４)ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 ＭＬＳＴ 分型结果

将所有分离菌株经 ７ 个管家基因的扩增和测

序ꎬ测序后序列提交 ＭＬＳＴ 数据库上进行比对分

３７中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



析ꎬ结果显示有 ＳＴ１２、ＳＴ３５ 型、ＳＴ７２ 型、ＳＴ７３ 型、
ＳＴ７６ 型、ＳＴ７７ 型共 ６ 种 ＳＴ 型ꎬ并且首次发现了新

ＳＴ７６ 型ꎬＳＴ７７ 型(见表 ２)ꎮ 然后对分离菌株进行

聚类进化分析ꎬ构建广东兔源多杀巴斯德菌株遗

传进化树与最小生成树(见图 ２)ꎻ并将本研究菌

株与 ＭＬＳＴ 数据库中多个国家兔源多杀巴斯德菌

株进行比对进化分析ꎬ结果表明ꎬ本研究中兔源多

杀巴斯德杆菌与意大利、西班牙、捷克共和国、丹
麦等国家的菌株存在复杂的遗传交叉进化关系

(见图 ３)ꎮ

３　 讨论

据多个国家流行病学调查资料显示ꎬ多杀巴斯

德杆菌感染是一种全球性的现象[６－８ꎬ１１ꎬ １３－１５]ꎮ 鉴于

多杀巴斯德杆菌感染宿主的多样性与所致疾病的

危害性ꎬ临床上针对分离菌株开展分型鉴定ꎬ对于

了解其感染和致病规律ꎬ建立细菌流行病学资料具

有重要的意义ꎮ
本研究在分离菌株培养特性与生理生化特性

基础上ꎬ应用分子分型方法对其进行分型研究ꎮ 在

注:Ａ:ｋｍｔ 基因定种鉴定ꎬ Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １~１４ 号: 样本ꎻ １５: 多杀巴斯德杆菌株(ＡＴＣＣ４３１３７)阳性对照ꎻ
１６: 空白对照ꎮ Ｂ:荚膜分型多重 ＰＣＲ 方法鉴定ꎬ Ｍ: ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １７ ~ ３０: 样本ꎻ ３１: 多杀巴斯德杆菌株

(ＡＴＣＣ４３１３７)阳性对照ꎻ ３２: 空白对照ꎮ

图 １　 广东地区兔源多杀巴斯德杆菌荚膜分型结果电泳图

Ｎｏｔｅ. Ａ: Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｋｍｔ ｇｅｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｍꎬ ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １ ~ １４ꎬ Ｓａｍｐｌｅꎻ １５ꎬ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｓｔｒａｉｎ
(ＡＴＣＣ４３１３７) ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ １６ꎬ Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｂ: Ｃａｐｓｕｌｅ ｔｙｐｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ. Ｍꎬ ＤＬ２０００
ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ １７~３０ꎬ Ｓａｍｐｌｅꎻ ３１ꎬ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｓｔｒａｉｎ (ＡＴＣＣ４３１３７) ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ３２ꎬ Ｂｌａｎｋ ｃｏｎｔｒｏｌ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｃａｐｓｕｌｅ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｆｒｏｍ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

表 ２　 广东地区兔源多杀巴斯德杆菌分离株荚膜分型和 ＭＬＳＴ 分型结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃａｐｓｕｌｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ＭＬＳＴ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

菌株
Ｓｔｒａｉｎｓ

分离时间
Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

实验动物设施
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌ

ｆａｃｉｌｉｔｙ

分离
来源
Ｈｏｓｔ

ｋｍｔ 基因定种
ｋｍｔ ｇｅｎｅ

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

荚膜型
Ｃａｐｓｕｌａｒ
ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

ＳＴ 型
ＳＴ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

Ｐｍ２００００１ ２０００􀆰 ０７ Ａ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ｂ ７３
Ｐｍ２００１０１ ２００１􀆰 ０１ Ｂ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ ７６
Ｐｍ２００１０２ ２００１􀆰 ０４ Ｃ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ ７２
Ｐｍ２００１０３ ２００１􀆰 ０４ Ｃ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ ７２
Ｐｍ２０１００１ ２０１０􀆰 １０ Ｄ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ｂ ７３
Ｐｍ２０１００２ ２０１０􀆰 １０ Ｄ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ｂ ７３
Ｐｍ２０１２０１ ２０１２􀆰 １２ Ｅ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ｂ ７３
Ｐｍ２０１６０１ ２０１６􀆰 １１ Ｆ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ １２
Ｐｍ２０１６０２ ２０１６􀆰 １１ Ｆ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ １２
Ｐｍ２０１８０１ ２０１８􀆰 ０６ Ｆ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ １２
Ｐｍ２０１８０２ ２０１８􀆰 ０６ Ｆ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ １２
Ｐｍ２０１８０３ ２０１８􀆰 ０８ Ｆ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ ７７
Ｐｍ２０１８０４ ２０１８􀆰 ０８ Ｆ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ ７７
Ｐｍ２０１８０５ ２０１８􀆰 ０９ Ｇ 兔 ｒａｂｂｉｔ ＋ Ａ ３５

注:“＋”表示阳性ꎮ
Ｎｏｔｅ. “＋”: ｐｏｓｉｔｉｖｅ.

４７ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



注:Ａ:进化树圆圈从外到内为菌株编号ꎬ分离时间ꎬＳＴ 型ꎬ荚膜型ꎻＢ:圆圈内数字代表 ＳＴ 型ꎮ

图 ２　 广东地区兔源多杀巴斯德杆菌遗传进化关系与最小生成树

Ｎｏｔｅ. Ａꎬ Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｔｒｅｅ ｃｉｒｃｌｅ ｉｓ ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒｓꎬ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅꎬ ＭＬＳＴ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓꎬ Ｃａｐｓｕｌａｒ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｆｒｏｍ ｏｕｔｓｉｄｅ ｔｏ ｉｎｓｉｄｅ.
Ｂꎬ Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｃｉｒｃｌｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ＭＬＳＴ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ.

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｎｄ ｍｉｎｉｍａｌ ｓｐａｎｎｉｎｇ ｔｒｅｅ ｏｆ ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ ｒａｂｂｉｔｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

图 ３　 广东地区兔源多杀巴斯德杆菌与多个国家菌株遗传进化分析

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒａｂｂｉｔ ａｎｄ
ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｓｅｖｅｒａｌ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ ｉｎ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ

菌株生化反应特征上ꎬ临床分离菌株大部分生化反

应相同ꎬ但个别生化反应结果与实验动物现行国家

标准不一致ꎮ 国内亦有文献报道多杀巴斯德的葡

萄糖、蔗糖、麦芽糖和鸟氨酸脱羧酶等生化反应结

果阴阳性不一[１６－１７]ꎮ 倘若完全按照实验动物国家

标准进行检测ꎬ可能会导致误判漏检ꎮ 考虑通过

ＰＣＲ 方法辅助诊断ꎬ或者借助商品化生化鉴定试剂

盒方法验证结果的准确性ꎬ作为一种有益补充手段ꎮ
多杀巴斯德杆菌根据荚膜抗原可分为 ５ 种血清

型ꎬ分别为 Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ 和 Ｆꎬ不同血清型与其宿主和

疾病之间有一定相关性ꎬ血清 Ａ 和 Ｆ 与呼吸道疾病

和家禽霍乱有关ꎬ血清 Ｂ 和 Ｅ 与出血性败血症有

关ꎬ而 Ｄ 血清通常与猪萎缩性鼻炎相关[１ꎬ１１ꎬ１８]ꎮ 目

前已报道兔源 Ｐ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ 有 Ａ、Ｄ 和 Ｆ 型三种荚膜

血清型[６－８ꎬ１１]ꎮ 本研究中荚膜分型结果显示广东地

区兔源 Ｐ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ 主要为 Ａ 型ꎬ也发现兔源 Ｐ.
ｍｕｌｔｏｃｉｄａ 荚膜血清 Ｂ 型ꎮ 这与我国不同地区鸡ꎬ
鸭ꎬ猪等来源的 Ｐ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ 其荚膜优势血清型为 Ａ

５７中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２



型一致[９－１１ꎬ１７]ꎮ 病原菌株分离至兔呼吸道ꎬ通过呼

吸道传播感染ꎬ从而导致兔急性或亚急性死亡ꎬ应
引起实验动物生产者与使用者的关注ꎮ

本研究将菌株 ＭＬＳＴ 分型结果显示ꎬ广东地区

兔源多杀巴斯德杆菌存在 ＳＴ１２、ＳＴ３５、ＳＴ７２、ＳＴ７３、
ＳＴ７６、ＳＴ７７ 共 ６ 种 ＳＴ 型ꎬ并且首次发现了新 ＳＴ７６
( Ａｄｋ８￣ａｒｏＡ４￣ｄｅｏＤ５￣ｇｄｈＡ３￣ｇ６ｐｄ５￣Ｍｄｈ７￣Ｐｇｉ５ ) 型 和

ＳＴ７７ ( Ａｄｋ１８￣ａｒｏＡ２１￣ｄｅｏＤ２０￣ｇｄｈＡ１８￣ｇ６ｐｄ１９￣Ｍｄｈ１８￣
Ｐｇｉ１８)型ꎬ已提交 ＭＬＳＴ 数据库确认并收录ꎮ 此研

究揭示了广东地区兔源多杀巴斯德杆菌菌株间的

基因多态性ꎬ且动物设施 ＡꎬＤꎬＥ 的兔子都存在

ＳＴ７３ 型的菌株污染ꎬ构成一个遗传群体结构ꎬ其他

的 ＳＴ 型菌株感染存在散播性ꎮ 另外ꎬ实验动物设

施 Ｆ 从 ２０１６ 年分离到 ＳＴ１２ 型菌株ꎬ２０１８ 年 ６ 月份

再次分离到同种基因型菌株ꎬ后 ８ 月份分离到 ＳＴ７７
型菌株ꎬ考虑此时有外来变异菌株污染设施ꎮ 通过

对广东地区菌株的进化分析ꎬＳＴ１２ 型菌株与 ＳＴ３５
型、ＳＴ７３ 型、ＳＴ７６ 型和 ＳＴ７７ 型存在一定的进化同

源关系ꎬ而与 ＳＴ７２ 型菌株亲缘关系相对较远ꎬ尤其

新发现的 ＳＴ７６ 型和 ＳＴ７７ 型可由 ＳＴ１２ 型菌株各进

化出一个分支而来ꎮ 本研究将分型结果与 ＭＬＳＴ 数

据库中不同时间地理区域分离菌株进行横向与纵

向比对分析ꎮ 不同基因型的菌株流行存在地理区

域性和偏向性ꎬ意大利以 ＳＴ９、ＳＴ５０ 和 ＳＴ７４ 为主ꎬ
西班牙为 ＳＴ５０ꎬ捷克共和国为 ＳＴ９ꎬ而本研究的兔源

Ｐ. ｍｕｌｔｏｃｉｄａ 以 ＳＴ１２ 和 ＳＴ７３ 为主ꎻ同源性比对分析

发现本研究菌株与意大利、西班牙、捷克共和国等

国家的菌株存在复杂的遗传交叉进化关系ꎮ
实验动物国家标准中普通级兔不要求排除多

杀巴斯德杆菌ꎬ导致实验动物生产机构放松了对该

菌的控制ꎬ课题组曾对广东地区普通级兔感染多杀

巴斯德杆菌的携带情况进行调查ꎬ显示阳性率为

２􀆰 ５％(４ / １６０)(数据暂未发表)ꎬ鉴于多杀巴斯德杆

菌对兔的危害性ꎬ且菌株主要通过呼吸道途径传播

感染ꎬ在实验兔的生产繁育过程中需要高度重视ꎮ
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６７ 中国比较医学杂志 ２０２０ 年 ２ 月第 ３０ 卷第 ２ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄꎬ Ｆｅｂｒｕａｒｙ ２０２０ꎬＶｏｌ. ３０ꎬＮｏ. ２


