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摘要： 旨在通过对猪源 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌临床分离株进行免疫原性和毒力相关的基因鉴定、 小鼠毒力试验、 猪只致病性研究及药敏试验， 以

期进一步认识 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌的毒力和致病性， 为其亚单位疫苗的研发、 临床防控及治疗用药提供参考依据。 通过细菌分离培养、 革兰染

色、 生化鉴定、 种属和荚膜血清型 ＰＣＲ 鉴定、 基因测序、 免疫原性和毒力相关基因 ＰＣＲ 检测等方法进行细菌鉴定， 并分别在小鼠和猪上进行毒

力试验和致病性研究。 结果： 分离到 １ 株荚膜血清 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌并命名为 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株； Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株对小鼠的毒力较强， 腹腔注射

４６５、 ４８ 和 ６ ＣＦＵ ／ 只时， 小鼠在感染后 ２４～５０ ｈ 内全部死亡； Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株对猪的致病力也较强， 耳缘静脉和气管注射攻毒 ２􀆰 ７２×１０１０ ＣＦＵ ／ 头
时， 均可引起猪只出现体温升高、 精神不振、 食欲废绝、 呼吸困难等临床表现， 其中耳缘静脉组猪只攻毒后 １８～２４ ｈ 内全部死亡， 气管注射组猪

只攻毒后 ２４～４８ ｈ 内 ６０％死亡， 而耳缘静脉注射比气管注射攻毒途径发病更快、 死亡率更高； 药敏试验显示 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株对氨苄西林、 阿莫西

林、 头孢噻呋等 ９ 种药物高敏。 综上， 荚膜血清 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌对猪有强致病性， 养殖企业和科研者应关注其在临床上的危害性和流行

趋势。

关键词： 多杀性巴氏杆菌； 荚膜血清 Ｆ 型； 分离鉴定； 致病性

中图分类号： Ｓ８５５　 　 　 文献标志码： Ａ　 　 　 文章编号： ０５２９－５１３０（２０２４）１２－００６５－０９

Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ， ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｃａｐｓｕｌｅ ｓｅｒｏｇｒｏｕｐ Ｆ
Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｆｒｏｍ ｓｗｉｎｅ

ＺＨＡＮＧ Ｇｕｏｌｉａｎｇ＃， ＷＵ Ｙｉｎｇｘｉａ＃， ＧＡＯ Ｓｈｅｎｇｇｕｏ， ＧＡＯ Ｚｈｉｙｕａｎ， ＺＨＡＯ Ｘｕｒａｎ， ＳＵＮ Ｚｈｅ∗，
ＺＨＡＮＧ Ｙｕｎｊｉｎｇ∗， ＴＩＡＮ Ｋｅｇｏｎｇ∗

（Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｌｕｏｙａｎｇ ４７１０００， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ａ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｏｆ ｃａｐｓｕｌｅ ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ｆ ｂｙ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ； Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ；
ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ， ｃａｐｓｕｌｅ ｓｅｒｏｔｙｐｅ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ａｎｄ ｍａｉｎ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆａｃｔｏｒｓ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ； ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ， ｉｎ ｏｒｄｅｒ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ， ｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅ ｖａｃｃｉｎｅ ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ａｎｄ ｃｌｉｎｉ⁃
ｃａｌ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｗａｓ ｎａｍｅｄ Ｆ－ＨＮ－２３０１􀆰 Ｔｈｅｎ， ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ａｎｄ ｗｅｒｅ ｉｎｔｒａ－ａｂｄｏｍｉｎａｌｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ４６５，
４８， ６ ＣＦＵ ｏｆ ｔｈｅ Ｆ－ＨＮ－２３０１ ｓｔｒａｉｎ； ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｃｅ ａｌｌ ｄｉｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ２４－５０ ｈｏｕｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｔｅｓｔｓ ｏｆ ｍｉｃｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｔｈｅ Ｆ－ＨＮ－２３０１ ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｃａｐｓｕｌｅ ｓｅｒｏｇｒｏｕｐ Ｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ． Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｐｉｇｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｉｎ⁃
ｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｏｒ ｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ２􀆰 ７２×１０１０ＣＦＵ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ｍｅｎｔａｌ ｄｅｐｒｅｓｓｉｏｎ， ｌｏｓｓ
ｏｆ ａｐｐｅｔｉｔｅ， ａｎｄ ｄｙｓｐｎｅａ． Ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓｌｙ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｐｉｇｓ ｄｉｅｄ ｉｎ １８ ｔｏ ２４ ｈｏｕｒｓ， ａｎｄ ６０％ ｏｆ ｔｈｅ ｔｒａｃｈｅａｌ－ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｐｉｇｓ ｄｉｅｄ ｉｎ ２４ ｔｏ ４８
ｈｏｕｒｓ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｆ－ＨＮ－２３０１ ｓｔｒａｉｎ ａｌｓｏ ｈａｄ ｓｔｒｏｎｇ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｏ ｐｉｇｓ． Ｉｎｔｒａｖｅｎｏｕｓ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｆａｓｔｅｒ ａｎｄ ｈｉｇｈｅｒ
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｔｈａｎ ｔｒａｃｈｅａｌ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ９ ｄｒｕｇｓ ｓｕｃｈ ａｓ ａｍｐｉｃｉｌ⁃
ｌｉｎ， ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ ａｎｄ ｃｅｆｔｉｏｆｕｒ． Ｔｈｅｓｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｃａｐｓｕｌｅ ｓｅｒｏｇｒｏｕｐ Ｆ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｔｏ ｐｉｇｓ， ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ
ｔｈａｔ ｐｉｇ－ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｃｏｍｐａｎｉｅｓ ａｎｄ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｓｈｏｕｌｄ ｐａｙ ａｔｔｅｎｔｉｏｎ ｔｏ ｉｔｓ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｈａｒｍ ａｎｄ ｅｐｉｄｅｍｉｃ ｔｒｅｎｄ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ； ｃａｐｓｕｌｅ ｓｅｒｏｇｒｏｕｐ Ｆ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ

　
收稿日期： ２０２３－１２－１３； 修回日期： ２０２４－０９－２４
基金项目： 郑洛新国家自主创新示范区创新引领型产业集群专项 （２０１２００２１１２００）
第一作者： 张国良， 男， 学士； 吴营霞， 女， 学士。＃共同第一作者
∗通信作者： 孙哲， 硕士， 兽医师， 主要从事动物疫病防控与兽医病理学技术研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｓｕｎｚｈｅ＠ ｐｕｌｉｋｅ􀆰 ｃｏｍ􀆰 ｃｎ； 张云静， 硕士， 兽医

师， 主要从事动物疫病诊断与防控技术研究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｚｈａｎｇ􀆰 ｙｕｎ􀆰 ｊｉｎｇ＠ １６３􀆰 ｃｏｍ； 田克恭， 博士， 研究员， 主要从事动物疫病诊断与防控技术研

究， Ｅ－ｍａｉｌ： ｖｅｔｖａｃ＠ １２６􀆰 ｃｏｍ。

·５６·畜牧与兽医　 ２０２４ 年　 第 ５６ 卷　 第 １２ 期



　 　 多杀性巴氏杆菌 （Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ， Ｐ． ｍｕｌ⁃
ｔｏｃｉｄａ） 是一种重要的病原菌， 对多种动物和人均有

致病性， 在猪上常引发肺炎和进行性萎缩性鼻炎

（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅ ａｔｒｏｐｈｉｃｒｈｉｎｉｔｉｓ， ＰＡＲ）。 肺炎型猪巴氏杆

菌病常表现为化脓性支气管炎、 纤维素性肺炎、 出血

性肺炎等， 又称猪肺疫； 猪多杀性巴氏杆菌还常与其

他病原体协同感染， 是导致猪呼吸道疾病综合征

（ｐｏｒｃｉｎｅ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＰＲＤＣ） 最常见

也是危害最严重的病原之一。 Ｃａｒｔｅｒ 等［１］ 根据荚膜抗

原的不同将多杀性巴氏杆菌分为 Ａ、 Ｂ、 Ｄ、 Ｅ 和 Ｆ
这 ５ 个血清型， 我国目前分离到的猪源多杀性巴氏杆

菌的荚膜血清型有 Ａ、 Ｂ、 Ｄ 和 Ｆ， 也有少数无法鉴

定荚膜血清型的菌株［２］， 近年来 Ｂ 型较少分离到［３］，
Ａ 型和 Ｄ 型成为当前我国猪群的主要流行荚膜血清

型［４－７］。 多杀性巴氏杆菌的荚膜血清型与致病性之间

有着一定的相关性， 比如 Ａ 型主要引起猪的巴氏杆

菌肺炎， Ｂ 型主要引起猪的出血性败血症， 产毒素 Ｄ
型主要引起猪的萎缩性鼻炎［３］。 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌

最早分离于美国的火鸡［８］， 随后在全世界禽类中相

继分离到， 被认为是引起禽霍乱的主要病原［９－１０］， 已

有研究报道 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌对兔、 羊和牛均具

有较强的致病性［１１－１３］。 ２００３ 年 Ｍｏｒｅｎｏ 等［１４］ 在巴西

有肺炎等症状的猪体内首次分离到 Ｆ 型多杀性巴氏

杆菌， 我国在 ２０１５ 年［１５－１７］也从有肺炎症状猪肺脏中

分离到。 目前国内在荚膜血清 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌

对猪致病力方面的研究数据有限， 尚不清楚其对猪群

的危害性。 本文从菌落生长特性、 染色特性、 生化特

性、 荚膜血清型分型 ＰＣＲ 鉴定及小鼠和猪的毒力试

验等方面展开研究， 以期对 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌的

临床危害、 预防控制和药物治疗等方面提供一定的指

导意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料来源

２０２３ 年 ２ 月河南省周边某规模化养猪企业先后

出现 １２０ 日龄左右育肥猪体温升高至 ４０􀆰 ５ ～ ４１ ℃，
精神萎靡， 食欲废绝， 呼吸困难， 卧地不起、 呈犬坐

姿势或急性死亡后口鼻流出白色泡沫样黏液等疑似多

杀性巴氏杆菌感染引起发病或死亡的病例。 剖检病死

猪见气管大量白色泡沫状分泌物， 肺脏广泛水肿出

血、 局灶性肝样变、 表面大量纤维素性渗出物， 全身

淋巴结出血等病理变化。 随即无菌采集病变肺组织送

往实验室进行细菌分离鉴定及药敏试验。
１􀆰 ２　 菌株及试验动物

多杀性巴氏杆菌 Ａ、 Ｂ、 Ｄ、 Ｅ、 Ｆ 荚膜血清型参

考 菌 株 分 别 为 ＣＶＣＣ３９０、 ＣＶＣＣ３９１、 ＣＶＣＣ３９２、

ＣＶＣＣ３９３、 ＣＶＣＣ３９５ 均购自中国兽医药品监察所菌

（毒） 种保藏中心。 ２０ 只 １８ ～ ２２ ｇ ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠购自

北京维通利华实验动物技术有限公司； ２０ 头 １２０ 日

龄左右多杀性巴氏杆菌阴性的健康易感猪购自河南洛

阳某养猪场。
１􀆰 ３　 主要试剂

胰蛋白胨大豆琼脂 （ＴＳＡ） 培养基、 胰蛋白胨大

豆肉汤 （ＴＳＢ） 购自美国 ＢＤ 公司， 无支原体新生牛

血清购自浙江天杭生物科技有限公司， 革兰染色试剂

盒购自北京索莱宝科技有限公司， 微量生化管、 １４
种商品化药敏纸片购自杭州微生物试剂有限公司， 细

菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自北京天根生化科技有

限公 司， Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ 酶、 ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ （ ＤＬ －
２０００） 均购自宝生物工程 （大连） 有限公司。
１􀆰 ４　 细菌分离培养及染色鉴定

选取采集肺组织的病变与正常交界处， 表面消毒

后使用无菌剪刀剪开一切面， 一次性接种环蘸取切面

内部少量组织划线于 ＴＳＡ 培养基上 （含 ５％新生牛血

清） 和麦康凯琼脂培养基上， 置 ３７ ℃恒温培养 １８ ～
２４ ｈ， 挑取生长的优势单菌落进行纯化培养后观察菌

落形态。 挑取纯化的典型单个菌落进行革兰染色， 油

镜下观察菌体形态。
１􀆰 ５　 生化鉴定

将分离菌在 ＴＳＡ 培养基上的纯化培养物接种于

ＴＳＢ 中 （含 ５％新生牛血清）， １８０ ｒ ／ ｍｉｎ、 ３７ ℃摇床

中培养 １２ ～ １６ ｈ 的培养物接种于微量生化反应管中，
３７ ℃恒温培养 １８～ ２４ ｈ， 进行葡萄糖、 蔗糖、 果糖、
山梨醇、 甘露醇、 乳糖等糖 （醇） 的发酵试验， 并

按常规方法分别进行吲哚试验、 硫化氢试验、 氧化酶

试验、 触酶试验、 Ｖ－Ｐ 试验、 甲基红试验和尿素酶

试验， 观察其生化反应特性。
１􀆰 ６　 种属与荚膜血清型的 ＰＣＲ 鉴定

参考 Ｔｏｗｎｓｅｎｄ 等［１８］ 发表的文献合成用于多杀性

巴氏杆菌种属的 ＫＭＴ１ 基因， 荚膜血清型 Ａ 型 ｈｙａＤ－
ｈｙａＣ 基因、 Ｂ 型 ｂｃｂＤ 基因、 Ｄ 型 ｄｃｂＦ 基因、 Ｅ 型

ｅｃｂＪ 基因、 Ｆ 型 ｆｃｂＤ 基因的鉴定引物， 引物序列与目

的片段大小见表 １。 引物均由金唯智生物科技有限公

司合成。
按照细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提取

ＤＮＡ。 ＰＣＲ 扩增体系为： Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ １２􀆰 ５ μＬ，
上下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １ μＬ， 模板 ２􀆰 ０ μＬ、 加

双蒸水至 ２５ μＬ。 反应条件为： ９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ；
９４ ℃变性 ３０ ｓ， ５６ ℃退火 ３０ ｓ， ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ， ３０
个循环； ７２ ℃终延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增结束后取上述产

物于 １􀆰 ０％琼脂糖凝胶上 １２０ Ｖ 电泳检测， 同时设 Ａ、
Ｂ、 Ｄ、 Ｅ、 Ｆ 荚膜血清型参照菌株作为阳性参照。 多
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杀性巴氏杆菌种属和荚膜血清型鉴定的 ＰＣＲ 产物由

上海英骏生物技术有限公司测序。

表 １　 多杀性巴氏杆菌种属及荚膜血清分型鉴定的

ＰＣＲ 引物信息

基因名称 引物序列 （５′→３′）
片段长度 ／

ｂｐ

ＫＭＴ１
Ｆ： ＡＴＣＣＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＡＧＴＧＧ

Ｒ： ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＣ
４６０

Ａ 型 ｈｙａＤ－ｈｙａＣ
Ｆ： ＴＧＣＣＡＡＡＡＴＣＧＣＡＧＴＣＡＧ

Ｒ： ＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＴＣＡＧＴＧ
１ ０４４

Ｂ 型 ｂｃｂＤ
Ｆ： ＣＡＴＴＴＡＴＣＣＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣ

Ｒ： ＧＣＣＣＧＡＧＡＧＴＴＴＣＡＡＴＣＣ
７６０

Ｄ 型 ｄｃｂＦ
Ｆ： ＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＣＴＡＧＧＡＧＣＣＣ

Ｒ： ＣＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴＡＴＣＡＧ
６５７

Ｅ 型 ｅｃｂＪ
Ｆ： ＴＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＴＧＡＣＴＣ

Ｒ： ＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＣ
５１１

Ｆ 型 ｆｃｂＤ
Ｆ： ＡＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧ

Ｒ： ＴＴＣＣＧＣＣＧＴＣＡＡＴＴＡＣＴＣＴＧ
８５１

１􀆰 ７　 免疫原性基因与毒力基因鉴定

参考 Ｋｈａｍｅｓｉｐｏｕｒ 等［１９］发表的文献中与免疫原性

和毒力相关的外膜蛋白、 铁代谢蛋白、 黏附蛋白、 唾

液酸酶蛋白等 ４ 种蛋白的 ２１ 个基因进行鉴定， 具体

包括外膜相关蛋白基因： 转运蛋白 ＯｍｐＡ、 ＯｍｐＨ、
Ｏｍａ８７、 脂蛋白 ＰｌｐＢ； 黏附相关的蛋白基因： 菌毛蛋

白 ｐｔｆＡ、 ＦｉｍＡ， 自转运黏附素 Ｈｓｆ＿ｌ、 Ｈｓｆ＿２， 丝状血

凝素 ＰｆｈＡ， 非特异性紧黏蛋白 ｔａｄＤ； 铁代谢相关蛋

白基因： ＴｏｎＢ 依赖复合体系统蛋白 ＥｘｂＢ、 ＥｘｂＤ、
ＴｏｎＢ， 血红蛋白结合蛋白 ＨｇｂＡ、 ＨｇｂＢ， 铁摄取蛋白

Ｆｕｒ； 唾液酸酶 ＮａｎＨ； 超氧化物歧化酶 ｓｏｄＡ、 ｓｏｄＣ；
毒素 ＰＭＴ 蛋白 ｔｏｘＡ； 透明质酸合成酶 ｐｍＨＡＳ。 以 Ｆ
荚膜血清型 ＣＶＣＣ３９５ 标准菌株作为参考菌株， 引物

均由金唯智生物科技有限公司合成， 引物序列与目的

片段大小见表 ２。 ＰＣＲ 扩增体系为 Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ

１２􀆰 ５ μＬ， 上下游引物 （１０ μｍｏｌ ／ Ｌ） 各 １ μＬ， 模板

２􀆰 ０ μＬ、 加双蒸水至 ２５ μＬ。 扩增条件为： ９５ ℃预变

性 １０ ｍｉｎ； ９４ ℃变性 ４５ ｓ， ５５ ℃退火 ４５ ｓ， ７２ ℃延

伸 １ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 扩增产物于

１􀆰 ０％琼脂糖凝胶电泳分析。

１􀆰 ８　 Ｆ 型分离株对小鼠的毒力试验

将分离到的菌株接种于 ＴＳＡ 培养基 （含 ５％新生

牛血清）， ３７ ℃复苏培养 １８ ｈ， 挑取单菌落传代 １ 次

后进行密集划线培养 １２～１８ ｈ， 培养基表面的菌苔使

用 ５ ｍＬ ｐＨ 值为 ７􀆰 ２ 的 ＰＢＳ 洗脱混匀， 进行 ２ 倍倍

比稀释 ５ 个梯度， 分别测定其 ＯＤ６００值同时进行平板

活菌计数并建立标准曲线。
根据标准曲线稀释制备的攻毒菌液活菌含量分别

至 １０３、 １０２和 １０ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 同时按照常规方法对攻毒

菌液进行活菌计数确定其实际接种的活菌量。 ２０ 只

ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠随机分为 ４ 组， 包括 ３ 组攻毒组和 １ 组

空白组， 攻毒组每只小鼠分别腹腔接种 ０􀆰 ５ ｍＬ 攻毒

菌液， 空白组每只小鼠接种同剂量的 ｐＨ＝ ７􀆰 ２ 的 ＰＢＳ
溶液。 攻毒后观察、 记录临床表现及死亡数量至攻毒

后第 ７ 天， 观察期内死亡小鼠立即进行剖检、 观察组

织脏器病变并采集肺进行细菌分离鉴定。
１􀆰 ９　 Ｆ 型分离株对猪的致病性试验

按照 １􀆰 ８ 中同样的方法拟制备攻毒菌液的活菌含

量为 １０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 同时对攻毒菌液进行活菌计数确

定实际接种的活菌量。 使用多杀性巴氏杆菌 Ａ、 Ｂ、
Ｄ、 Ｅ、 Ｆ 参考菌株建立的全菌抗原包被的 ＥＬＩＳＡ 抗

体检测盒和多杀性巴氏杆菌种属的 ＫＭＴ１ 基因核酸检

测均为阴性的 １２０ 日龄左右的健康易感猪 ２０ 头， 随

机分为耳缘静脉注射攻毒组、 气管注射攻毒组和两个

空白组， 每组 ５ 头； 其中耳缘静脉注射和气管注射攻

毒剂量均为 ２ ｍＬ， 空白组分别注射相同剂量的 ｐＨ ＝
７􀆰 ２ 的 ＰＢＳ 溶液。 攻毒后观察、 记录临床表现并每

日测温至攻毒后第 １０ 天， 猪只死亡后或试验结束时

均剖检观察心、 肺等有明显病变的脏器组织， 取样进

行细菌分离鉴定和病理组织学观察。
１􀆰 １０　 药敏试验

使用氨苄西林、 阿莫西林、 头孢噻呋、 卡那霉

素、 大观霉素、 多西环素、 氟苯尼考、 替米考星、 恩

诺沙星、 甲氧苄氨嘧啶、 环丙沙星、 四环素、 红霉素

和林可霉素等 １４ 种商品化药敏试纸按照常规 Ｋ－Ｂ 琼

脂扩散纸片法操作进行药敏试验， 测得其抑菌圈大

小， 按美国临床试验标准研究所 （ＣＬＳＩ ／ ＮＣＣＬＳ） 的

判断标准［２０］， 确定分离到的细菌对各种药物的耐

药性。
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表 ２　 免疫原性和毒力相关基因的 ＰＣＲ 鉴定引物信息

基因名称 引物序列 （５′→３′） 片段长度 ／ ｂｐ

ＯｍｐＡ
Ｆ： ＣＧＣＡＴＡＧＣＡＣＴＣＡＡＧＴＴＴＣＴＣＣ
Ｒ： ＣＡＴＡＡＡＣＡＧＡＴＴＧＡＣＣＧＡＡＡＣＧ

２０１

ＯｍｐＨ
Ｆ： ＣＧＣＧＴＡＴＧＡＡＧＧＴＴＴＡＧＧＴ
Ｒ： ＴＴＴＡＧＡＴＴＧＴＧＣＧＴＡＧＴＣＡＡＣ

４３８

Ｏｍａ８７
Ｆ： ＧＧＣＡＧＣＧＡＧＣＡＡＣＡＧＡＴＡＡＣＧ
Ｒ： ＴＧＴＴＣＧＴＣＡＡＡＴＧＴＣＧＧＧＴＧＡ

８３８

ＰｌｐＢ
Ｆ： ＴＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＧＴＡＴＧＴＣＴＴＣＴ
Ｒ： ＡＧＴＣＡＣＴＴＴＡＧＡＴＴＧＴＧＣＧＴＡＧ

２８２

ｐｔｆＡ
Ｆ： ＴＧＴＧＧＡＡＴＴＣＡＧＣＡＴＴＴＴＡＧＴＧＴＧＴＣ
Ｒ： ＴＣＡＴＧＡＡＴＴＣＴＴＡＴＧＣＧＣＡＡＡＡＴＣＣＴＧＣＴＧＧ

４８８

ＦｉｍＡ
Ｆ： ＣＣＡＴＣＧＧＡＴＣＴＡＡＡＣＧＡＣＣＴＡ
Ｒ： ＡＧＴＡＴＴＡＧＴＴＣＣＴＧＣＧＧＧＴＧ

８６６

Ｈｓｆ＿ｌ
Ｆ： ＴＴＧＡＧＴＣＧＧＣＴＧＴＡＧＡＧＴＴＣＧ
Ｒ： ＡＣＴＣＴＴＴＡＧＣＡＧＴＧＧＧＧＡＣＡＡＣＣＴＣ

６５４

Ｈｓｆ＿２
Ｆ： ＡＣＣＧＣＡＡＣＣＡＴＧＣＴＣＴＴＡＣ
Ｒ： ＴＧＡＣＴＧＡＣＡＴＣＧＧＣＧＧＴＡＣ

４３３

ＰｆｈＡ
Ｆ： ＴＴＣＡＧＡＧＧＧＡＴＣＡＡＴＣＴＴＣＧ
Ｒ： ＡＡＣＴＣＣＡＧＴＴＧＧＴＴＴＧＴＣＧ

２８６

ｔａｄＤ
Ｆ： ＴＣＴＡＣＣＣＡＴＴＣＴＣＡＧＣＡＡＧＧＣ
Ｒ： ＡＴＣＡＴＴＴＣＧＧＧＣＡＴＴＣＡＣＣ

４１６

ＥｘｂＢ
Ｆ： ＴＴＧＧＣＴＴＧＴＧＡＴＴＧＡＡＣＧＣ
Ｒ： ＴＧＣＡＧＧＡＡＴＧＧＣＧＡＣＴＡＡＡ

２８３

ＥｘｂＤ
Ｆ： ＣＧＴＴＣＴＧＡＴＴＡＣＡＧＣＣＴＣＴＴ
Ｒ： ＡＡＣＧＡＡＡＴＣＴＴＧＧＡＡＡＣＴＧＧ

２４７

ＴｏｎＢ
Ｆ： ＣＧＡＣＧＧＴＧＡＡＡＣＣＴＧＡＧＣＣＡ
Ｒ： ＣＣＧＡＧＣＧＡＴＡＡＧＣＡＴＴＧＡＣＴ

２６１

ＨｇｂＡ
Ｆ： ＴＣＡＡＣＧＧＣＡＧＡＴＡＡＴＣＡＧＧＧ
Ｒ： ＧＣＧＧＧＡＡＴＧＣＴＧＡＡＧＡＴＡＡＧ

２６７

ＨｇｂＢ
Ｆ： ＧＴＴＴＡＣＣＧＴＧＴＡＴＴＡＧＡＣＣＡ
Ｒ： ＣＡＴＴＡＣＴＡＣＡＴＴＴＧＣＣＡＴＡＣ

２４４

Ｆｕｒ
Ｆ： ＡＣＣＧＣＧＴＴＧＧＡＡＴＴＡＴＧＡＴＴＧ
Ｒ： ＣＡＴＴＧＡＧＴＡＣＧＧＣＴＴＧＡＣＡＴ

７８８

ＮａｎＨ
Ｆ： ＧＴＧＧＧＡＡＣＧＧＧＡＡＴＴＧＴＧＡ
Ｒ： ＡＣＡＴＧＣＣＡＡＧＴＴＴＧＣＣＣＴＡ

２８７

ｓｏｄＡ
Ｆ： ＴＡＣＣＡＧＡＡＴＴＡＧＧＣＴＡＣＧＣ
Ｒ： ＧＡＡＡＣＧＧＧＴＴＧＣＴＧＣＣＧＣＴ

３６１

ｓｏｄＣ
Ｆ： ＡＧＴＴＡＧＴＡＧＣＧＧＧＧＴＴＧＧＣＡ
Ｒ： ＴＧＧＴＧＣＴＧＧＧＴＧＡＴＣＡＴＣＡＴＧ

２３５

ｔｏｘＡ
Ｆ： ＣＴＴＡＧＡＴＧＡＧＣＧＡＣＡＡＧＧ
Ｒ： ＧＡＡＴＧＣＣＡＣＡＣＣＴＣＴＡＴＡＧ

８６４

ｐｍＨＡＳ
Ｆ： ＴＣＡＡＴＧＴＴＴＧＣＧＡＴＡＧＴＣＣＧＴＴＡＧ
Ｒ： ＴＧＧＣＧＡＡＴＧＡＴＣＧＧＴＧＡＴＡＧＡ

４３０
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２　 结果与分析

２􀆰 １　 细菌分离培养与革兰染色

ＴＳＡ 培养基 （含 ５％新生牛血清） 上培养 １８ ～
２４ ｈ 后， 平板上可形成圆形、 光滑、 湿润、 凸起、

直径 １～２ ｍｍ 的菌落 （图 １Ａ）， 而在麦康凯琼脂培养

基上不生长。 ＴＳＡ 琼脂培养基上的菌落纯化培养后挑

取单菌落进行革兰染色显微镜下观察为呈红色、 两极

浓染革兰阴性短小杆菌、 单个存在或成双排列 （图
１Ｂ）， 符合多杀性巴氏杆菌的形态特征。

图 １　 分离菌在 ＴＳＡ 平板上的菌落形态 （Ａ） 和革兰染色 （Ｂ）

２􀆰 ２　 生化鉴定

生化结果显示分离菌发酵葡萄糖、 蔗糖、 果糖和

山梨醇、 甘露醇， 不发酵乳糖、 鼠李糖、 棉子糖、 菊

糖， 吲哚试验、 硫化氢试验、 氧化酶试验、 触酶试验

均为阳性， Ｖ－Ｐ 试验、 甲基红试验和尿素酶试验为

阴性， 与多杀性巴氏杆菌的生物学特性一致。
２􀆰 ３　 种属及荚膜血清型 ＰＣＲ 鉴定

使用多杀性巴氏杆菌种属 ＫＭＴ１ 基因的特异性引

物对目的基因进行扩增， 凝胶电泳检测结果显示

ＰＣＲ 扩增产物大小 ４６０ ｂｐ 左右， 与预期片段大小相

符 （图 ２）。 使用 ５ 对多杀性巴氏杆菌荚膜血清型 Ａ、
Ｂ、 Ｄ、 Ｅ、 Ｆ 的分型引物对各自的目的基因进行扩

增， 凝胶电泳检测结果显示， 分离菌的 ＰＣＲ 扩增产

物大小在 ８５１ ｂｐ 左右 （图 ３）， 与荚膜血清 Ｆ 型引物

的扩增片段大小相符， 而 Ａ、 Ｂ、 Ｄ、 Ｅ 其他 ４ 种荚膜

血清型引物均未扩增出目的基因条带， 由此确定该分

离菌株为荚膜血清 Ｆ 型的多杀性巴氏杆菌。 利用

ＮＣＢＩ 在线对种属 ＰＣＲ 产物的序列进行 ＢＬＡＳＴ 分析，
与 ＧｅｎＢａｎｋ 中多杀性巴氏杆菌的特异性基因 ＫＭＴ１ 序

列 （ＡＦ０１６２５９） 的同源性为 ９９％， 将分离菌的分型

ＰＣＲ 产物测序结果经 ＢＬＡＳＴ 比对分析其与 Ｆ 型特异

性基因 ｆｃｂＤ 序列 （ＡＹ６０４２３４􀆰 １） 同源性为 １００％。
因此结合菌落形态、 染色特征、 生化鉴定、 ＰＣＲ 鉴

定及测序结果分析， 确定此分离株为多杀性巴氏杆菌

荚膜血清 Ｆ 型， 并将其命名为 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 阳性对照； ２． 阴性对照； ３􀆰 分离菌株。

图 ２　 分离菌的 ＰＣＲ 鉴定

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １、 ３、 ５、 ７、 ９􀆰 分别为荚膜血清 Ａ、 Ｂ、 Ｄ、 Ｅ、

Ｆ 型的参考菌株； ２、 ４、 ６、 ８、 １０􀆰 分离菌株。

图 ３　 分离菌多杀性巴氏杆菌荚膜血清型 ＰＣＲ 鉴定
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２􀆰 ４ 　 Ｆ －ＨＮ－２３０１ 株的免疫原性基因与毒力基因

鉴定

　 　 使用文献 ［１９］ 中免疫原性和毒力基因相关的

２１ 个基因的特异性引物对 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株的目的基因

进行扩增， 凝胶电泳检测结果显示， 毒素 ＰＭＴ 蛋白

ｔｏｘＡ 和透明质酸合成酶 ｐｍＨＡＳ 等两个基因未检测到

目的片段， 而其他 １９ 个基因的扩增片段均与预期片

段大小相符 （图 ４）。

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＯｍｐＡ； ２􀆰 ＯｍｐＨ； ３􀆰 Ｏｍａ８７； ４􀆰 ＰｌｐＢ； ５􀆰 ｐｔｆＡ； ６􀆰 ＦｉｍＡ； ７􀆰 Ｈｓｆ＿ｌ； ８􀆰 Ｈｓｆ＿２； ９􀆰 ＰｆｈＡ； １０􀆰 ｔａｄＤ； １１􀆰 ＥｘｂＢ； １２􀆰 ＥｘｂＤ；
１３􀆰 ＴｏｎＢ； １４􀆰 ＨｇｂＡ； １５􀆰 ＨｇｂＢ； １６􀆰 Ｆｕｒ； １７􀆰 ＮａｎＨ； １８􀆰 ｓｏｄＡ； １９􀆰 ｓｏｄＣ； ２０􀆰 ｔｏｘＡ； ２１􀆰 ｐｍＨＡＳ。

图 ４　 分离菌 ２１ 种免疫原性基因与毒力基因 ＰＣＲ 鉴定

２􀆰 ５　 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株对小鼠的毒力试验

活菌计数后确定每攻毒组小鼠实际接种的活菌量

分别为 ４６５、 ４８ 和 ６ ＣＦＵ ／只。 小鼠毒力试验表明，
两个高剂量组小鼠在攻毒后 ６ ｈ 开始出现精神萎靡、
嗜睡、 身体蜷缩、 被毛凌乱、 不食等临床表现， 两组

均在 ２４ ｈ 内全部死亡； ６ ＣＦＵ ／只剂量组小鼠在攻毒

后 １８ ｈ 开始出现精神不振、 扎堆嗜睡、 采食量减少

或不食等症状， 攻毒后 ５０ ｈ 内全部死亡； 空白组小

鼠全部正常、 无死亡。 小鼠死亡后立即对其进行剖检

观察， 空白组小鼠肺脏的颜色、 质地均正常， 攻毒组

小鼠的肺脏颜色呈黑红色、 严重淤血出血、 大面积红

色肝样实变 （图 ５）， 且均能从死亡小鼠的肺脏中重

新分离到与 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株的菌落、 染色形态及生化

特性一致的菌株， 使用多杀性巴氏杆菌种属和荚膜血

清 Ｆ 型的特异性引物分别能扩增出 ４６０、 ８５１ ｂｐ 左右

的特异性基因片段， 显示所分离的细菌确为多杀性巴

氏杆菌荚膜血清 Ｆ 型。

图 ５　 攻毒组小鼠死亡后剖检肺脏病变

２􀆰 ６　 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株对猪的致病性试验

活菌计数后确定两个攻毒组的实际攻毒活菌量为

２􀆰 ７２× １０１０ ＣＦＵ ／头。 耳缘静脉攻毒组猪只于攻毒后

４ ｈ 左右体温升高， 出现精神萎靡、 食欲废绝、 卧地

不起等临床症状， ５ 头猪只在攻毒后 １８～２４ ｈ 内全部

死亡， 死亡猪只口鼻和气管内有白色泡沫样黏液， 剖

检肺脏见出血点和出血斑等出血性肺炎的病变。 气管

注射攻毒组猪只在攻毒后 ８ ｈ 左右体温升高， 随后逐

渐表现出精神沉郁、 被毛粗乱、 采食量下降、 卧地不

起、 呼吸困难、 咳嗽、 呈犬坐姿势等临床症状并见腿

关节肿胀， 其中 ３ 头于攻毒后 ２４～４８ ｈ 内死亡， 死亡

猪只同样口鼻流出白色泡沫样黏液 （图 ６Ａ）， 剖检

见肺表面一层纤维素样渗出物、 大面积出血淤血、 红

色肝样实变等出血性纤维素性肺炎的病变 （图 ６Ｂ），
关节内大量黄色浑浊液体渗出。 两头存活猪于攻毒后

１０ ｄ 试验结束时进行剖检， 可见心包膜及心外膜增

厚并粘连一起、 心包膜内大量黄白色纤维素样渗出物

（图 ６Ｃ）， 肺边缘纤维素样渗出物、 局灶性红色肝样

实变及弥漫性出血点等病变 （图 ６Ｄ）。
采集病变肺组织进行细菌分菌鉴定、 特异性种属

和荚膜血清 Ｆ 型的 ＰＣＲ 鉴定， 确定分离到的菌株为

Ｆ 型多杀性巴氏杆菌。 图 ７ 的 ＨＥ 染色病理组织学观

察结果显示， 气管注射攻毒组死亡猪只的肺泡壁血管

弥漫性淤血、 局灶性出血， 肺泡腔内见均质红染的浆

液性渗出物 （图 ７Ａ）， 肺外膜增厚、 成纤维细胞增

生、 附着大量红染的纤维蛋白性渗出物等出血性纤维

素性肺炎的组织学病变。 气管注射攻毒组存活猪只的

肺泡间隔增宽、 肺泡腔及肺泡隔内大量炎性细胞浸润
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（图 ７Ｂ）， 局部肺外膜增厚、 附着纤维蛋白性渗出物

等组织学病变； 心外膜大量成纤维细胞和小血管增

生、 其间有红染的纤维蛋白性渗出物和炎性细胞浸润

（图 ７Ｃ）； 淋巴结被膜下窦和髓窦内出血、 大量中性

粒细胞浸润 （７Ｄ）。

Ａ． 死后口鼻白色泡沫样黏液； Ｂ． 肺淤血出血、 表面纤维素样渗出物；
Ｃ． 心外膜及心包膜内纤维素样渗出物； Ｄ． 肺局灶性肝样实变及出血点。

图 ６　 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株对猪的致病性

Ａ． 死亡猪只肺脏； Ｂ． 存活猪只肺脏； Ｃ． 存活猪只心脏； Ｄ． 存活猪只淋巴结。

图 ７　 气管注射组猪只病理组织学观察
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２􀆰 ７　 药敏试验

通过测定抑菌圈大小， 参考 ＣＬＳＩ ／ ＮＣＣＬＳ 的判定

标准， 可见多杀性巴氏杆荚膜血清 Ｆ 型分离株 Ｆ－
ＨＮ－２３０１ 株对氟苯尼考、 替米考星、 红霉素、 林可

霉素等 ４ 种药物耐药， 对卡那霉素中度敏感， 对其他

９ 种药物均为敏感 （表 ３）。

表 ３　 分离株 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株的药敏试验

药敏纸片种类 抑菌圈直径 ／ ｍｍ 结果判定

氨苄西林 ２４ 敏感

阿莫西林 ２８ 敏感

头孢噻呋 ２２ 敏感

卡那霉素 １５ 中度敏感

大观霉素 １９ 敏感

多西环素 ２３ 敏感

氟苯尼考 １５ 耐药

替米考星 １４ 耐药

恩诺沙星 ２１ 敏感

甲氧苄氨嘧啶 ２７ 敏感

环丙沙星 ３０ 敏感

四环素 ２６ 敏感

红霉素 １４ 耐药

林可霉素 ６ 耐药

３　 讨论

近来年我国从患有肺炎症状的猪体内分离到一定

数量的荚膜血清 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌， 这预示着荚

膜血清 Ｆ 型可能也是导致肺炎型猪巴氏杆菌病的病

原。 多数研究表明荚膜 Ｆ 型对小鼠具有较强的致病

力， 王羽等［２１］测定出其分离的猪源荚膜血清 Ｆ 型多

杀性巴氏杆菌对小鼠的 ＬＤ５０值为 ６􀆰 ２９×１０７ＣＦＵ； 彭

忠［２２］以 ３２０ ＣＦＵ ／只剂量感染小鼠时， 感染后 ７２ ｈ 内

全部死亡； 方超［２］ 研究 ４ 株猪源荚膜血清 Ｆ 型多杀

性巴氏杆菌感染小鼠剂量分别为 ４、 ５、 １１ 和 １７
ＣＦＵ ／只时， 可导致小鼠 ６０ ｈ 内全部死亡。 本研究的

结论基本与上述一致， Ｆ － ＨＮ － ２３０１ 株最低以 ６
ＣＦＵ ／只感染小鼠时， 在感染后 ５０ ｈ 内小鼠全部死

亡， 可见荚膜血清 Ｆ 型菌株对小鼠的毒力普遍较强。
关于猪源 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌对猪的致病性研究相

对较少， 国内只有彭忠［２２］ 研究 ８ 周龄仔猪气管内接

种荚膜 Ｆ 型 ＨＮ０７ 株 ７􀆰 ８６×１０１０ ＣＦＵ ／头的剂量时， 猪

只在感染后 ８４ ｈ 内 ８０％死亡， 说明荚膜 Ｆ 型 ＨＮ０７
株对猪具有较强的致病力。 本研究通过对 １５０ 日龄猪

只耳缘静脉和气管注射攻毒 Ｆ－ＨＮ－ ２３０１ 株 ２􀆰 ７２ ×

１０１０ ＣＦＵ ／头， 猪只感染后分别 １００％和 ６０％死亡， 剖

检和组织学观察可见肺出血淤血、 纤维素性渗出等出

血性肺炎和纤维素性肺炎的病变， 同样得出 Ｆ－ＨＮ－
２３０１ 株也对猪具有较强的致病力。 由此可见荚膜血

清 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌的毒力较强， 对猪群的影响

和危害应予以足够重视。 除了目前流行的荚膜血清 Ａ
型和 Ｄ 型之外， Ｆ 型将来也有可能成为我国猪群中流

行的重要荚膜型之一。
本研究首次采用两种攻毒途径比较 Ｆ 型多杀性

巴氏杆菌对猪致病性的差异， 耳缘静脉攻毒的菌液直

接进入血液循环中， 猪只起病快、 病程急、 死亡率更

高， 其肺脏最显著的特点是出血， 更接近临床上败血

型巴氏杆菌病的特点。 气管注射攻毒的菌液由气管直

接进入肺中， 其病程长、 部分猪只不死亡可耐过、 猪

只的呼吸道症状也更明显， 剖检和组织学病变均可观

察到出血性肺炎和纤维素性肺炎的病变， 其更接近肺

炎型巴氏杆菌病的特点。 然而， 疾病病程的快慢、 严

重程度及感染率、 死亡率还与不同菌株的毒力强弱有

关， 就 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株而言， 耳缘静脉途径比气管注

射途径的致病性更强。 本研究结果可为临床上不同表

现型的猪多杀性巴氏杆菌病的鉴别诊断提供依据。
通过对 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株的 ２１ 种免疫原性与毒力

相关基因鉴定， 其中毒素 ＰＭＴ 蛋白 ｔｏｘＡ 基因和透明

质酸合成酶 ｐｍＨＡＳ 基因未鉴定出。 据研究显示，
ＰＭＴ 是由 Ｄ 型和少数 Ａ 型产毒素多杀性巴氏杆菌分

泌的一种蛋白毒素， 主要引起猪萎缩性鼻炎［２３］， 而

透明质酸合成酶主要存在 Ｂ 型且导致牛出血性败血

症［２４］。 从猪肺炎病例中分离到的荚膜血清 Ｆ 型 Ｆ－
ＨＮ－２３０１ 株未鉴定出此两种蛋白的特异性基因， 符

合猪源荚膜血清 Ｆ 型的特性。 与保护性相关的重要

免疫原性蛋白基因 ＯｍｐＡ、 ＯｍｐＨ、 Ｏｍａ８７、 ＰｌｐＢ、
ｐｔｆＡ、 Ｆｕｒ 等在 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株均可鉴定出， 推测此菌

株的免疫原性相对较好。
目前我国用于预防猪多杀性巴氏杆菌病的疫苗主

要为弱毒活疫苗， 其次灭活疫苗两种， 疫苗菌株多为

荚膜血清型 Ｂ 型， 少数为 Ａ 型， 而近年来国内少有

猪源 Ｂ 型多杀性巴氏杆菌的分离报道， 这可能与我

国前期一直使用 Ｂ 型疫苗有很大关系。 由于不同血

清型疫苗的交叉保护性较低， 当前国内使用的疫苗并

不能完全对引起猪巴氏杆菌病的流行菌株 Ａ 型、 Ｄ
型， 包括毒力较强的 Ｆ 型起到保护效果， 所以针对

现有流行菌株的疫苗需求迫切。 通过研究荚膜血清 Ｆ
型菌株 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 对猪只的致病性试验， 得到了感

染后的临床症状、 病程变化、 剖检病变及不同攻毒途

径的差异性可作为疫苗开发与研究的基础， 对其 ２１
种免疫原性与毒力相关基因鉴定可为灭活疫苗开发和
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亚单位疫苗靶蛋白抗原的筛选奠定基础； 而药敏试验

得出 Ｆ－ＨＮ－２３０１ 株对氟苯尼考、 替米考星、 红霉

素、 林可霉素等 ４ 种药物耐药， 也为养殖生产的治疗

用药提供参考。
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