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３ 株猪丹毒丝菌流行株的分离鉴定
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摘要： 旨在探究猪丹毒丝菌流行株的耐药性、 致病性以及传统疫苗株对其的免疫保护效力。 从安徽、 浙江、 江苏南京等地的发病猪病料中分离

出 ３ 株细菌， 显微镜下观察菌株的形态特征， 可见革兰阳性短杆菌， 结合 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列， 确定 ３ 株细菌均为猪丹毒丝菌， 分别命名为 ＡＨ－

６、 ＺＪ－ＪＸ 和 ＮＪ－２。 ＳｐａＡ 基因分析发现， ＡＨ－６ 株存在 １９５ 和 ２５７ 两个氨基酸位点的替换， ＺＪ－ＪＸ 和 ＮＪ－２ 株存在 ２０３ 和 ２５７ 两个氨基酸位点的替

换， 表明 ３ 个分离株可分为 ２ 个 ＳｐａＡ 型。 药敏试验发现， 菌株 ＡＨ－６、 ＺＪ－ＪＸ 和 ＮＪ－２ 均对氨苄西林敏感， 对庆大霉素、 环丙沙星、 诺氟沙星、
四环素、 氯霉素等抗生素耐药。 小鼠致病性试验表明， 分离菌株均对小鼠具有较强致病力， ＡＨ－６、 ＺＪ－ＪＸ 和 ＮＪ－ ２ 株对小鼠的最小致死量

（ＭＬＤ） 分别为 ４×１０１、 １×１０３和 ６×１０１ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 免疫效力试验表明， 弱毒疫苗 Ｇ４Ｔ１０可对 ３ 株流行株提供有效的保护。 本研究可为猪丹毒的防控

提供参考。
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　 　 猪丹毒是由猪丹毒杆菌， 又称猪丹毒丝菌或红斑

丹毒丝菌， 引起的一种急性、 热性传染病， 具有传播

迅速、 死亡率高等特点， 是一种人畜共患传染病。 猪

丹毒丝菌是无荚膜、 无芽孢、 无鞭毛的革兰染色阳性

杆菌， １ａ、 １ｂ 和 ２ 型是该菌主要致病力血清型［１－２］，
具有自然疫源性。 猪丹毒广泛分布于世界各地， 给养

殖业造成极大的经济损失。 近年来， 关于猪丹毒暴发

的相关报道主要在日本、 美国、 英国等国家［３－５］。 猪

丹毒也曾在我国的多个省份出现过大流行， 在上世纪

８０ 年代与猪瘟和猪肺疫合称为猪的 “三大传染病”，
但随着行业的集约化以及疫苗和抗生素的广泛使用发

病率逐渐降低。 然而近年来， 猪丹毒从病猪中分离出

的概率逐渐增加， 且在我国多个省份存在零星暴发，
主要集中在中南部， 其中四川、 重庆和湖南受影响最

严重， 存在较大的局部暴发风险［６］。
随着饲料全面禁抗， 增加了猪丹毒小范围流行的

可能。 疫苗是控制疫病有效方式。 探究当前猪群中猪

丹毒丝菌流行情况， 以及传统疫苗株对流行毒株的保

护效力有重要意义。 本研究从安徽、 浙江、 江苏南京

等猪场的发病猪病料中分离到 ３ 株猪丹毒丝菌， 分别

进行体内外试验， 测定耐药性、 致病性以及传统疫苗

株对其的免疫保护效力， 以期为猪丹毒的防控提供理

论依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂与试验动物

细菌基因组提取试剂盒购自天根生化科技有限公

司， 胰酪大豆胨肉汤培养基购自碧迪医疗器械 （上
海） 有限公司， 马丁琼脂购自中海生物技术 （枣庄）
有限公司， 胎牛血清 （ＦＢＳ） 购自浙江天杭生物科技

股份有限公司， 细菌革兰染色试剂盒购自珠海贝索生

物技术有限公司， 药敏纸片购自杭州微生物试剂有限

公司。 ＳＰＦ 雌性小鼠购自南京市江宁区青山动物繁

殖场。
１􀆰 ２　 细菌的分离培养与纯化

将从安徽、 浙江、 江苏南京等猪场的发病猪病料

中分离的 ３ 株疑似猪丹毒丝菌菌株分别划线接种于马

丁琼脂平板， ３７ ℃放置 ２４ ～ ４８ ｈ， 取单菌落进行培

养， 制 作 涂 片， 进 行 革 兰 染 色 镜 检， 观 察 菌 体

形态［７］。
１􀆰 ３　 药物敏感性试验

对分离到的菌株进行药物敏感性试验。 使用药敏

纸片琼脂扩散法， 将菌株纯培养液调至合适浓度后涂

布于含 １０％血清的琼脂平板上， 将纸片均匀贴在平

板表面， ４ ℃放置 ２ ｈ， ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后测量抑菌圈

直径， 根据相关标准和试剂公司提供的指导判定方法

判断该菌对各种药物的敏感性［７－８］。
１􀆰 ４　 引物设计

参照文献 ［９］ 设计细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物序

列信息， Ｆ１： ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′；
Ｒ１： ５′ － ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ － ３′。 参照文献

［１０］ 设计表面保护性抗原 Ａ （ＳｐａＡ） 基因引物序列

信息， Ｆ２： ５′－ＧＴＧＡＡＡＣＡＣＣＧＴＡＴＴＴＴＡＧＴＡ－３′， 位

于整个 ｓｐａＡ 基因的第 ５０２ ～ ５２２ 位； Ｒ２： ５′－ＴＴＣＡＡ⁃
ＧＡＡＧＴＴＣＣＴＧＴＡＧＴＴＴ－３′， 位于整个 ｓｐａＡ 基因的第

９３３～９１３ 位。
１􀆰 ５　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因和 ｓｐａＡ 基因高突变区的扩增

　 　 提取 ３ 株分离菌株的基因组 ＤＮＡ， 采用通用引

物 Ｆ１ 和 Ｒ１ ＰＣＲ 扩增 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因， 反应条件为：
９４ ℃ ３ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ、 ４９ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ
３０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃ １０ ｍｉｎ。 采用引物 Ｆ２ 和 Ｒ２
扩增 ｓｐａＡ 基因， 反应条件为： ９４ ℃ ３ ｍｉｎ； ９４ ℃
３０ ｓ、 ５０ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３０ 个循环； ７２ ℃
１０ ｍｉｎ。 扩增产物经 １％琼脂糖凝胶电泳鉴定， 鉴定

正确后送生工生物工程有限公司南京分公司测序。
１􀆰 ６　 最小致死量 （ＭＬＤ） 测定

参考中华人民共和国兽用生物制品规程 （２０００
年版）， 将 ３ 个分离菌株的菌液浓度分别稀释至 １０１、
１０２、 １０３、 １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ （Ａ１、 Ｂ１、 Ｃ１ 组）， 然后分 ４
个梯度调整菌液浓度 （Ａ２、 Ｂ２、 Ｃ２ 组）， 每组 ５ 只

小鼠， 颈部皮下注射菌液 ０􀆰 ２ ｍＬ， 接种后观察１４ ｄ，
记录死亡情况， 计算分离株对小鼠的 ＭＬＤ。
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１􀆰 ７　 免疫保护试验

参考中华人民共和国兽用生物制品规程， 测定商

品化的弱毒疫苗 Ｇ４Ｔ１０对 ３ 株野毒株的免疫保护效力。
选取 ４８ 只体重 １６～１８ ｇ ＳＰＦ 雌性小鼠， 随机分为 Ａ、
Ｂ、 Ｃ 三组， 每组 １６ 只。 各组随机选取 １０ 只小鼠，
皮下注射用生理盐水稀释的弱毒疫苗 Ｇ４Ｔ１０活菌 １０７

ＣＦＵ， 免疫后 １４ ｄ， 分别皮下注射 １ ０００ ＭＬＤ 的分离

株菌液进行攻毒； 每组另外 ６ 只小鼠作为攻毒对照，
其中 ３ 只小鼠皮下注射 １ ０００ ＭＬＤ 的分离株菌液， 另

３ 只小鼠皮下注射 １ ＭＬＤ 的分离株菌液， 攻毒后观察

１４ ｄ， 记录死亡情况， 分析疫苗株对流行株的保护

效果。

２　 结果

２􀆰 １　 细菌的分离培养

经过培养， 分离株在平板上形成表面凸起有光泽

的半透明小菌落。 染色结果显示分离株均为蓝紫色革

兰阳性多形杆菌 （图 １）， 分别命名为 ＡＨ－６， ＺＪ－ＪＸ
和 ＮＪ－２。

图 １　 分离菌株的革兰染色与菌落形态

２􀆰 ２　 药物敏感性试验

如表 １ 所示， 菌株 ＡＨ－６、 ＺＪ－ＪＸ 和 ＮＪ－２ 均对

氨苄西林敏感， 对头孢哌酮、 头孢唑林、 头孢拉定等

抗生素中敏， 对庆大霉素、 环丙沙星、 诺氟沙星、 四

环素、 氯霉素等抗生素耐药。

表 １　 药敏试验结果

抗生素 ＡＨ－６ 株 ＺＪ－ＪＸ 株 ＮＪ－２ 株 抗生素 ＡＨ－６ 株 ＺＪ－ＪＸ 株 ＮＪ－２ 株

氨苄西林 Ｓ Ｓ Ｓ

头孢哌酮 Ｉ Ｉ Ｉ

头孢唑林 Ｉ Ｉ Ｉ

头孢氨苄 Ｓ Ｓ Ｒ

头孢拉定 Ｉ Ｉ Ｉ

头孢呋辛 Ｒ Ｉ Ｉ

诺氟沙星 Ｒ Ｒ Ｒ

环丙沙星 Ｒ Ｒ Ｒ

氧氟沙星 Ｉ Ｒ Ｒ

庆大霉素 Ｒ Ｒ Ｒ

多西环素 Ｓ Ｓ Ｒ

氯霉素 Ｒ Ｒ Ｒ

卡那霉素 Ｒ Ｓ Ｒ

红霉素 Ｒ Ｒ Ｒ

四环素 Ｒ Ｒ Ｒ

　 　 注： Ｓ 表示敏感， Ｉ 表示中敏， Ｒ 表示耐药。

２􀆰 ３　 分离株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 鉴定

菌株 ＡＨ－６、 ＺＪ－ＪＸ 和 ＮＪ－２ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因

ＰＣＲ 条带大小约为 １ ５００ ｂｐ， 与预期目的条带大小相

符 （图 ２）。 测序后， 在 ＮＣＢＩ 上进行比对， 结果显
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示分 离 菌 株 与 序 列 号 为 ＭＫ０６９５５５、 ＭＴ１６３３９１、
ＥＦ０５００４８、 ＮＲ０４０８３７ 的猪丹毒丝菌属于同一分支

（图 ３）， 从而确定 ３ 株分离菌株为猪丹毒丝菌。

Ｍ． １５ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＡＨ－６ 株； ２􀆰 ＺＪ－ＪＸ 株； ３􀆰 ＮＪ－２ 株。

图 ２　 分离株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 鉴定结果

注： ▲为本试验分离株。

图 ３　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建的发育树

２􀆰 ４　 分离株 ｓｐａＡ 基因高突变区的测序

ＡＨ－６、 ＺＪ－ＪＸ 和 ＮＪ－２ 菌株 ｓｐａＡ 基因 ＰＣＲ 产物

琼条带约为 ４３２ ｂｐ （图 ４）， 与预期大小相符， 测序

后进一步确定分离菌株为猪丹毒丝菌。 将 ３ 株分离菌

的高突变区序列与参考株 Ｆｕｊｉｓａｗａ 和疫苗株 Ｇ４Ｔ１０的

高突变区序列对比后， ＡＨ－６ 株 １９５ 位点的天冬氨酸

（Ａｓｐ） 替换为丙氨酸 （ Ａｌａ）， ２５７ 位点的亮氨酸

（Ｌｅｕ） 替换为异亮氨酸 （ Ｉｌｅ）； ＺＪ － ＪＸ 和 ＮＪ － ２ 株

２０３ 位点的 Ｉｌｅ 替换为甲硫氨酸 （Ｍｅｔ）， ２５７ 位点的

Ｌｅｕ 替换为 Ｉｌｅ （表 ２）。 根据以上分析， 这 ３ 种分离

株可分为 ２ 个 ＳｐａＡ 型。

Ｍ． ２ ０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １􀆰 ＡＨ－６ 株； ２􀆰 ＺＪ－ＪＸ 株； ３􀆰 ＮＪ－２ 株。

图 ４　 分离株 ｓｐａＡ 基因高突变区的鉴定结果

表 ２　 ｓｐａＡ 高变区氨基酸替换位置

菌株
氨基酸替换位置

１９５ ２０３ ２５７

Ｆｕｊｉｓａｗａ Ａｓｐ （ＧＡＴ） Ｉｌｅ （ＡＴＴ） Ｌｅｕ （ＣＴＴ）

Ｇ４Ｔ１０ Ａｓｐ （ＧＡＴ） Ｍｅｔ （ＡＴＧ） Ｉｌｅ （ＡＴＴ）

ＡＨ－６ Ａｌａ （ＧＣＴ） Ｉｌｅ （ＡＴＴ） Ｉｌｅ （ＡＴＴ）

ＺＪ－ＪＸ Ａｓｐ （ＧＡＴ） Ｍｅｔ （ＡＴＧ） Ｉｌｅ （ＡＴＴ）

ＮＪ－２ Ａｓｐ （ＧＡＴ） Ｍｅｔ （ＡＴＧ） Ｉｌｅ （ＡＴＴ）

２􀆰 ５　 猪丹毒毒株对小鼠的 ＭＬＤ 测定

攻毒后小鼠先后出现精神不振、 被毛蓬乱等， 对

小鼠的死亡情况进行分析， 结果显示ＡＨ－６ 株的 ＭＬＤ
为 ４ × １０１ ＣＦＵ ／ ｍＬ， ＺＪ － ＪＸ 株 的 ＭＬＤ 为 １× １０３

ＣＦＵ ／ ｍＬ， ＮＪ－２ 株的 ＭＬＤ 为 ６×１０１ ＣＦＵ ／ ｍＬ （表 ３）。
相较于 ＺＪ－ＪＸ 株， ＡＨ－６ 和 ＮＪ－２ 株对小鼠的致病力

更强。
２􀆰 ６　 弱毒疫苗的免疫保护效果

攻毒后， 注射 １ ０００ ＭＬＤ 和注射 １ ＭＬＤ 的对照

组小鼠全部死亡， 注射 ＺＪ－ＪＸ 株 １ ０００ ＭＬＤ 的免疫组

小鼠死亡 １ 只， 其余完全保护 （表 ４）。 结果表明，
传统活疫苗 Ｇ４Ｔ１０对丹毒 ＡＨ－６ 株和 ＮＪ－２ 株的免疫

保护率为 １００％， 对丹毒 ＺＪ－ＪＸ 株的免疫保护率为

９０％。 传统活疫苗 Ｇ４Ｔ１０对目前流行猪丹毒丝菌仍具

有较好的免疫保护效力。
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表 ３　 分离株对小鼠的 ＭＬＤ 测定

组别 菌株
接种剂量 ／

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）
动物数 ／ 只 死亡数 ／ 只 组别 菌株

接种剂量 ／

（ＣＦＵ·ｍＬ－１）
动物数 ／ 只 死亡数 ／ 只

Ａ１ ＡＨ－６

１×１０１ ５ １

１×１０２ ５ ５

１×１０３ ５ ５

１×１０４ ５ ５

Ａ２ ＡＨ－６

２×１０１ ５ ４

４×１０１ ５ ５

６×１０１ ５ ５

８×１０１ ５ ５

Ｂ１ ＺＪ－ＪＸ

１×１０１ ５ ０

１×１０２ ５ ０

１×１０３ ５ ２

１×１０４ ５ ５

Ｂ２ ＺＪ－ＪＸ

２×１０３ ５ ５

４×１０３ ５ ５

６×１０３ ５ ５

８×１０３ ５ ５

Ｃ１ ＮＪ－２

１×１０１ ５ ０

１×１０２ ５ ５

１×１０３ ５ ５

１×１０４ ５ ５

Ｃ２ ＮＪ－２

２×１０１ ５ ０

４×１０１ ５ １

６×１０１ ５ ５

８×１０１ ５ ５

表 ４　 弱毒疫苗 Ｇ４Ｔ１０免疫保护效果

组别 免疫菌株 每只免疫剂量 ／ ＣＦＵ 攻毒菌株 攻毒剂量 ／ ＭＬＤ 动物数 ／ 只 死亡数 ／ 只

Ａ

Ａ１ Ｇ４Ｔ１０株 １０７

Ａ２ ／ ／

Ａ３ ／ ／

ＡＨ－６

１ ０００ １０ ０

１ ０００ ３ ３

１ ３ ３

Ｂ

Ｂ１ Ｇ４Ｔ１０株 １０７

Ｂ２ ／ ／

Ｂ３ ／ ／

ＺＪ－ＪＸ

１ ０００ １０ １

１ ０００ ３ ３

１ ３ ３

Ｃ

Ｃ１ Ｇ４Ｔ１０株 １０７

Ｃ２ ／ ／

Ｃ３ ／ ／

ＮＪ－２

１ ０００ １０ ０

１ ０００ ３ ３

１ ３ ３

　 　 　 　 注： ／ 表示无此项。

３　 讨论

自 １９９０ 年以来， 由于抗生素的广泛使用以及养

殖方法和管理的改进， 猪丹毒在中国得到了有效控

制。 近几年， 受养殖环境变化的影响， 猪场暴发猪丹

毒疫情的概率逐渐增加， 严重威胁着中国养猪业的

发展。
本试验应用传统的细菌形态学检查方法对 ３ 株分

离菌株进行了初步鉴定， 之后通过 ＰＣＲ 和测序鉴定

ｓｐａＡ 基因高变区域和细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因， 从而确定

３ 株分离株为猪丹毒丝菌。 日本学者通过对猪丹毒丝

菌 ｓｐａＡ 基因高变区域对应基因序列的分析， 发现其

对应氨基酸主要存在 １９５、 ２０３ 和 ２５７ 这 ３ 个位点的

改变， 可将分离菌株分为 ４ 个 ＳｐａＡ 型［１０－１１］。 本研究

将 ３ 株分离株与参考株 Ｆｕｊｉｓａｗａ 和疫苗株 Ｇ４ Ｔ１０ 的

ｓｐａＡ 基因进行比较， 发现 ＡＨ－６ 株存在 １９５ 和 ２５７ 这

２ 个氨基酸位点的替换， ＺＪ－ＪＸ 和 ＮＪ－２ 株存在 ２０３
和 ２５７ 这 ２ 个氨基酸位点的替换， 故可将这 ３ 种分离

株分为 ２ 个 ＳｐａＡ 型， 这个结果和已有研究结果［１０－１１］

是一致的。
有学者对中国病猪分离出的猪丹毒丝菌菌株的耐

药性进行研究， 多数分离株对四环素、 红霉素、 克林

霉素和喹诺酮类药物具有高度耐药性， 这与之前长期

抗生素滥用关系密不可分［１２－１３］。 本研究中， ＡＨ－６、
ＺＪ－ＪＸ 和 ＮＪ－２ 菌株均对氨苄西林敏感， 对头孢哌酮、
头孢唑林、 头孢拉定等抗生素中敏， 对庆大霉素、 环

丙沙星、 诺氟沙星、 四环素、 氯霉素等抗生素耐药。
氨苄西林是我国治疗猪丹毒的首选药物， ３ 株分离株

对氨苄西林、 诺氟沙星、 四环素和氯霉素的敏感性与

之前的报道一致［１３－１５］。 耐药性研究为开发抗菌药物

提供了理论依据， 为临床用药提供了参考。
综上， 本研究测定了猪丹毒丝菌分离株对小鼠的
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致病性， 并证实传统活疫苗 Ｇ４Ｔ１０株可对分离的致病

性猪丹毒丝菌提供保护， 说明 Ｇ４Ｔ１０弱毒苗对目前流

行的猪丹毒丝菌仍具有较好的免疫保护效果， 为我国

猪丹毒的防治提供了参考。
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