
王彦红， 胡沁楠， 杨跃飞， 等． ４ 株兔源荚膜血清 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌的生物学特性 ［Ｊ］ ． 畜牧与兽医， ２０２５， ５７ （１１）： ６９－７５．
ＷＡＮＧ Ｙ Ｈ， ＨＵ Ｑ Ｎ， ＹＡＮＧ Ｙ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｆｏｕｒ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｃａｐｓｕｌａｒ ｓｅｒｏｔｙｐｅ Ｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒａｂｂｉｔｓ ［Ｊ］ ． Ａｎｉ⁃
ｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０２５， ５７ （１１）： ６９－７５．

４ 株兔源荚膜血清 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌的生物学特性

王彦红１，２＃， 胡沁楠１，２＃， 杨跃飞１，２， 周雯１，２， 赵一宁１，２， 陈新延１，２， 候照峰１，２

（１􀆰 扬州大学兽医学院， 江苏 扬州　 ２２５００９；
２􀆰 江苏高校动物重要疫病与人兽共患病防控协同创新中心， 江苏 扬州　 ２２５００９；）

摘要： 为了研究兔源多杀性巴氏杆菌的生物学特性， 对 ２０１３—２０２１ 年期间 ４ 例送检的病死兔肺脏组织分离细菌， 用 ＰＣＲ 检测多杀性巴氏杆菌特

异性基因 ｋｍｔ、 荚膜血清型、 多位点序列分型 （ＭＬＳＴ）、 １８ 种毒力基因， 并对分离菌进行致病性和药物敏感试验。 结果： 从兔肺组织分离出 ４ 株

细菌， 分别命名为 Ｐ１、 Ｐ２、 Ｐ３ 和 Ｐ４； 经 ＰＣＲ 鉴定， ４ 株分离菌 ｋｍｔ 基因阳性， 荚膜血清型均为 Ｆ 型； ＭＬＳＴ 分型显示 ４ 株分离菌的序列型 （ＳＴ）
分别为 ３、 ７４、 ７４ 和 ６７； ４ 株菌均含有毒力基因 ＨｇｂＡ 和 ＲｐｏＢ， 均无 ＴｏｘＡ、 ＰｆｈＡ、 ＴｂｐＡ 和 Ｐ６； 致病性试验显示 ４ 株分离菌株均导致小鼠和 ＳＰＦ 鸡

的死亡； 药敏结果表明 ４ 株分离菌对头孢哌酮－舒巴坦、 头孢曲松和诺氟沙星等药物敏感， 而部分菌株对多西环素、 氟苯尼考等药物耐药。 研究

表明， ４ 株分离株均为 Ｆ 型多杀性巴氏杆菌， 隶属不同 ＳＴ 型， 具有明显的致病性。 本研究为兔巴氏杆菌病的防控提供了科学依据。
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　 　 多杀性巴氏杆菌 （Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ） 为革兰

阴性菌， 需氧或兼性厌氧， 对营养要求较严格。 多杀

性巴氏杆菌感染多种动物， 包括猪、 牛、 兔、 禽类

等， 可引起呼吸道疾病［１］， 在同种或不同种动物间

可相互感染。 多杀性巴氏杆菌有 ５ 个荚膜血清型，
分别为 Ａ、 Ｂ、 Ｄ、 Ｅ 和 Ｆ［２］。 对感染兔引起致死的

多杀性巴氏杆菌主要是 Ａ 型和 Ｄ 型［３－４］。 ２００８ 年研

究发 现 Ｆ 型 对 兔 具 有 高 致 病 性［４］。 在 意 大 利，
１９２４—２００８ 年分离的 ３９ 株兔源菌株主要是 Ａ （２０ ／
３９）、 Ｄ （９ ／ ３９） 和 Ｆ （１０ ／ ３９） 型［５］。 在中国， ３０ 株

兔源菌株经检测发现主要是 Ａ （２５ ／ ３０） 和 Ｆ （５ ／
３０） 型［６］。

近年来， 多位点序列分型 （ｍｕｌｔｉｌｏｃｕｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｔｙｐｅ ａｎａｌｙｓｉｓ， ＭＬＳＴ） 成为多杀性巴氏杆菌研究的重

要方法之一。 数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍｌｓｔ． ｏｒｇ ／ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ／
ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ－ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）针对多杀性巴氏杆菌的 ＭＬＳＴ
分型有两种方式： 一是对禽源多杀性巴氏杆菌的分

型， 另一种是对多动物来源的多杀性巴氏杆菌进行分

型。 目前， 较多研究使用禽源多杀性巴氏杆菌分型的

方法对其他动物来源的菌株进行研究。 本研究从临床

分离出 ４ 株兔源多杀性巴氏杆菌， 分析其血清型、 毒

力基因携带情况， 并利用禽源多杀性巴氏杆菌分型方

法进行序列型 （ＳＴ） 分析。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病例背景

２０１３ 年 １１ 月， 扬州大学某实验室养殖 ６ 月龄新

西兰兔 ３０ 只， 病死兔剖检病变为肺部有较多化脓灶，
切开后有脓汁， 编号 Ｐ１。

２０１３ 年 ４ 月， 扬州大学某实验室从南京购回 ２
月龄新西兰兔 ６０ 只， 病死兔经剖检病变为心包粘连，

肺部膈叶粘连， 有大量渗出物附着， 编号 Ｐ２。
２０１４ 年 ４ 月， 此实验室再次从南京购回 １２ 月龄

新西兰兔 ６０ 只， 购回 １ 月余， 口鼻流血， 全身抽搐

最后死亡。 剖检病变为肺部有较多出血， 编号 Ｐ３。
２０２１ 年 ６ 月， 扬州仪征送检病兔， 剖检病变为

肺部有较多化脓灶， 心包粘连， 编号 Ｐ４。
１􀆰 ２　 主要试剂

培养基和药敏试纸片均购自杭州天和微生物试剂

有限公司。 引物由生工生物工程 （上海） 股份有限公

司合成。 测序由南京金斯瑞生物科技有限公司完成。
染色使用的 Ｄｉｆｆ－Ｑｕｉｋ 染色液购自南京建成科技有限

公司。
１􀆰 ３　 实验动物

清洁级 ６ 周龄 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雄性小鼠 ４ 只， 健康状

况良好， 购自扬州大学比较医学中心。 ６ 只 ＳＰＦ 鸡，
ＳＰＦ 鸡胚购自山东济南斯帕法斯家禽有限公司， 自行

孵化饲养至 ４９ 日龄。
１􀆰 ４　 细菌分离

将 ４ 只病兔的肺和肝脏组织接种于绵羊血琼脂培

养基上。 在 ３７ ℃培养 ２４ ｈ 后观察菌落生长情况， 将

菌落分别接种于绵羊血培养基和麦康凯培养基进行传

代， 观察结果。
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 鉴定多杀性巴氏杆菌及其荚膜血清型

用多杀性巴氏杆菌鉴定基因 ｋｍｔ 引物对 ４ 株分离

株进行 ＰＣＲ 鉴定， 再用荚膜血清型引物 ｃａｐＡ、 ｃａｐＢ、
ｃａｐＣ、 ｃａｐＥ 和 ｃａｐＦ （表 １） 进行多重 ＰＣＲ 鉴定其血

清型［６］。 ＰＣＲ 反应条件： 首先 ９５ ℃ 变性 ５ ｍｉｎ；
９５ ℃变性 ３０ ｓ， ５５ ℃退火 ４５ ｓ， ７２ ℃延伸 ３０ ｓ， ３０
个循环； ７２ ℃延伸保持 ５ ｍｉｎ。 采用琼脂糖凝胶电泳

鉴定 ＰＣＲ 产物是否有相应的目的条带。

表 １　 鉴定基因和荚膜血清型引物［６］

基因名称 引物名称 序列 （５′→３′） 长度 ／ ｂｐ

ｋｍｔ
ｋｍｔ－Ｆ ＡＴＣＣＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＡＧＴＧＧ

ｋｍｔ－Ｒ ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＣ
４６０

ｃａｐＡ （Ａ 型）
ｃａｐＡ－Ｆ ＴＧＣＣＡＡＡＡＴＣＧＣＡＧＴＣＡＧ

ｃａｐＡ－Ｒ ＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＴＣＡＧＴＧ
１ ０５０

ｃａｐＢ （Ｂ 型）
ｃａｐＢ－Ｆ ＣＡＴＴＴＡＴＣＣＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣ

ｃａｐＢ－Ｒ ＧＣＣＣＧＡＧＡＧＴＴＴＣＡＡＴＣＣ
７６０

ｃａｐＤ （Ｄ 型）
ｃａｐＤ－Ｆ ＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＣＴＡＧＧＡＧＣＣＣ

ｃａｐＤ－Ｒ ＣＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴＡＴＣＡＧ
６４８

ｃａｐＥ （Ｅ 型）
ｃａｐＥ－Ｆ ＴＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＴＧＡＣＴＣ

ｃａｐＥ－Ｒ ＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＣ
５１１

ｃａｐＦ （Ｆ 型）
ｃａｐＦ－Ｆ ＡＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧ

ｃａｐＦ－Ｒ ＴＴＣＣＧＣＣＧＴＣＡＡＴＴＡＣＴＣＴＧ
８５１
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１􀆰 ６　 ＭＬＳＴ 分析

ａｄｋ、 ｅｓｔ、 ｐｍｉ、 ｚｗｆ、 ｍｄｈ、 ｇｄｈ、 ｐｇｉ 这 ７ 个多杀

性 巴 氏 杆 菌 的 管 家 基 因 分 别 编 码 腺 苷 酸 激 酶

（ａｄｅｎｙｌａｔｅ ｋｉｎａｓｅ， ＡＤＫ）， 酯酶 （ ｅｓｔｅｒａｓｅｓ， ＥＳＴ），
６－磷酸甘露糖异构酶 （６－ｐｈｏｓｐｈｏｍａｎｎｏｓｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，
ＰＭＩ）， 葡萄糖－６－磷酸脱氢酶 （ｇｌｕｃｏｓｅ－６－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， Ｇ６ＰＤＨ）， 苹果酸脱氢酶 （ｍａｌａｔｅ ｄｅ⁃
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＭＤＨ）， 谷氨酸脱氢酶 （ｇｌｕｔａｍａｔｅ ｄｅｈｙ⁃
ｄｒｏｇｅｎａｓｅ， ＧＤＨ）， 磷酸葡萄糖异构酶 （ ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｕ⁃
ｃｏｓｅ ｉｓｏｍｅｒａｓｅ， ＰＧＩ）。 将 ４ 株分离菌株的 ＤＮＡ 模板

对上述 ７ 个基因分别进行 ＰＣＲ 检测， ＰＣＲ 的引物见

表 ２。 ＰＣＲ 反应条件： ９４ ℃变性 ５ ｍｉｎ； ９５ ℃ 变性

３０ ｓ， ５０ ℃ 退火 ３０ ｓ， ７２ ℃ 延伸 ３０ ｓ， ３０ 个循环；
７２ ℃延伸保持 ５ ｍｉｎ。 应用数据库（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍｌｓｔ．
ｏｒｇ ／ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ ／ ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ－ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）查询 ＰＣＲ 产物测

序结果所对应的序列号。 用琼脂糖凝胶电泳检测

ＰＣＲ 产物是否是目的基因， 扩增产物送南京金斯瑞

生物科技公司测序。 应用 Ｍｅｇａ 软件分析 ＳＴ 型遗传

进化关系。

表 ２　 ＭＬＳＴ 引物

基因 引物名称 引物序列 （５′→３′） 扩增产物 ／ ｂｐ

ａｄｋ
ａｄｋ－Ｆ ＧＣＡＡＡＧＧＴＡＣＧＣＡＡＧＣＴＣＡＧ

ａｄｋ－Ｒ ＡＡＡＴＴＴＴＣＧＣＴＡＡＣＴＣＡＧＣＡＣ
６０４

ｅｓｔ
ｅｓｔ－Ｆ ＴＣＴＧＧＣＡＡＡＡＧＡＴＧＴＴＧＴＣＧ

ｅｓｔ－Ｒ ＣＣＡＡＡＴＴＣＴＴＧＧＴＴＧＧＴＴＧＧ
６４１

ｐｍｉ
ｐｍｉ－Ｆ ＴＧＣＣＴＴＧＡＧＡＣＡＧＧＧＴＡＡＧＣ

ｐｍｉ－Ｒ ＧＣＣＴＴＡＡＣＡＡＧＴＣＣＣＡＴＴＣＧ
７３９

ｚｗｆ
ｚｗｆ－Ｆ ＴＧＡＴＧＡＡＧＴＣＧＣＡＡＡＡＧＴＧＣ

ｚｗｆ－Ｒ ＡＣＧＧＴＴＴＴＣＧＣＣＡＴＡＣＴＴＴＧ
６７１

ｍｄｈ
ｍｄｈ－Ｆ ＡＧＴＡＡＣＣＧＧＴＴＴＴＧＣＡＧＧＴＧ

ｍｄｈ－Ｒ ＧＣＴＴＴＴＧＣＣＴＣＡＡＣＣＡＣＴＴＣ
５０３

ｇｄｈ
ｇｄｈ－Ｆ ＡＴＣＧＡＣＴＴＣＴＴＣＣＧＣＡＧＡＣＣ

ｇｄｈ－Ｒ ＧＣＧＧＧＴＧＡＴＡＴＴＧＧＴＧＴＡＧＧ
７０２

１􀆰 ７　 毒力因子检测

对 ４ 株分离菌株的唾液酸酶 （ＮａｎＢ、 ＮａｎＨ）、
超氧化物歧化酶 （ ＳｏｄＡ、 ＳｏｄＣ）、 透明质酸合成酶

（ＨＡＳ）、 血红蛋白结合蛋白 （ＨｇｂＡ、 ＨｇｂＢ）、 自动转

运黏附素 （Ｈｓｆ－１、 Ｈｓｆ－２）、 ＲＮＡ 聚合酶 （ＲｐｏＢ）、
编码外膜蛋白基因 （Ｐ６、 Ｏｍａ８７、 ＯｍｐＨ）、 ４ 型菌毛

（Ｆｉｍ４）、 皮肤坏死毒素 （ＴｏｘＡ）、 丝状血球凝集素

（ＰｆｈＡ）、 铁摄取相关蛋白基因 （ＴｏｎＢ、 ＴｂｐＡ） 等 １８
种与毒力相关的基因［７－１０］ 进行 ＰＣＲ 检测， 扩增产物

经琼脂糖凝胶电泳， 将扩增出阳性条带的产物送南京

金斯瑞生物科技公司测序并进一步确定。
１􀆰 ８　 小鼠攻毒试验

对照组和攻毒组小鼠各 ２ 只。 取分离株 Ｐ４ 过夜

培养， 根据文献 ［１１］， 攻毒组小鼠腹腔注射 ０􀆰 ２ ｍＬ
的 ３×１０３ ＣＦＵ ／ ｍＬ 菌液， 对照组小鼠腹腔注射等量生

理盐水， 观察小鼠状况。 对 ４ 只小鼠进行剖检， 取心

脏组织触片， Ｄｉｆｆ－Ｑｕｉｋ 染色液染色和镜检， 对肝脏

组织进行细菌分离。
１􀆰 ９　 鸡攻毒试验

对照组和攻毒组 ＳＰＦ 鸡各 ２ 只。 攻毒组鸡注射

０􀆰 ４ ｍＬ 的 ６×１０１０ ＣＦＵ ／ ｍＬ Ｐ４ 菌液， 菌液制备、 试验

方法按 １􀆰 ８ 进行。
１􀆰 １０　 药敏试验

采用纸片扩散法进行药敏试验， 具体方法参见文

献 ［１２］。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 细菌分离

４ 份病料接种绵羊血琼脂培养基， 经培养均长出

露珠样、 透明、 不溶血的中等大小菌落， 而在麦康凯

培养基上不生长。 革兰染色结果为革兰阴性杆菌。
２􀆰 ２　 ＰＣＲ 鉴定与分型

多杀性巴氏杆菌的特异性基因 ｋｍｔ ＰＣＲ 扩增结

果显示， ４ 株分离株均扩增出 ４６０ ｂｐ 的阳性条带

（图 １）， 确定 ４ 株分离株均为多杀性巴氏杆菌。 随后

用 ５ 种特异性引物 ｃａｐＡ、 ｃａｐＢ、 ｃａｐＤ、 ｃａｐＥ 和 ｃａｐＦ
进一步鉴定分离株荚膜血清型， 结果表明 ４ 株分离株

仅引物 ｃａｐＦ 均扩增出 ７００ ｂｐ 左右的目的条带 （图
２）， 从而确定这 ４ 株分离株均为荚膜血清型 Ｆ 型多

杀性巴氏杆菌。
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Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 阳性对照； ２． 样品。

图 １　 ｋｍｔ 基因 ＰＣＲ 检测结果

Ｍ． ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ； １． 阳性对照； ２． 样品。

图 ２　 ｃａｐＦ 基因 ＰＣＲ 检测结果

２􀆰 ３　 ＭＬＳＴ 分析

４ 株菌株以 ａｄｋ、 ｅｓｔ、 ｐｍｉ、 ｚｗｆ、 ｍｄｈ、 ｇｄｈ 和 ｐｇｉ
等 ７ 个多杀性巴氏杆菌的管家基因进行 ＰＣＲ 鉴定，
ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳得到的目的条带大小分

别为 ５７０、 ６４１、 ７３９、 ６１４、 ６２０、 ７０２ 和 ７８４ ｂｐ。 ４ 株

菌的 ７ 个管家基因测序结果上传至数据库获得相应的

ＳＴ， 分别为 ３、 ７４、 ７４ 和 ６７ （表 ３）， ＳＴ３ 和 ＳＴ７４ 克

隆复合体 （ｃｌｏｎａｌ ｃｏｍｐｌｅｘ， ＣＣ） 分别为 ＣＣ ＳＴ１５ 和

ＳＴ７４。 根据数据库已有的序列型分析发现 （图 ３）， ３
种 ＳＴ 型在世界范围存在， 处于不同分支， ＳＴ３ 和

ＳＴ６７ 处于同一分支， ＳＴ７４ 与 ＳＴ５０、 ＳＴ１２９ 相近。

表 ３　 ＭＬＳＴ 分析结果

菌株
管家基因

ａｄｋ ｅｓｔ ｐｍｉ ｚｗｆ ｍｄｈ ｇｄｈ ｐｇｉ
ＳＴ 型 ＣＣ 克隆群

Ｐ１ １ ５ １０ １ １ ６ １１ ３ １５

Ｐ２ ２２ １３ ８ ２９ ８ ３ ３１ ７４ ７４

Ｐ３ ２２ １３ ８ ２９ ８ ３ ３１ ７４ ７４

Ｐ４ １ ４２ １０ １ １ １ １６ ６７

ＳＴ３∗、 ＳＴ６７∗和 ＳＴ７４∗为本研究分离菌的 ＳＴ 型， 其他的 ＳＴｓ 来

自数据库 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍｌｓｔ．ｏｒｇ ／ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ。

图 ３　 兔源多杀性巴氏杆菌 ＭＬＳＴ 分型的遗传关系

２􀆰 ４　 毒力基因检测

１８ 种毒力基因检测结果显示 ４ 株菌均检测到

ＨｇｂＡ 和 ＲｐｏＢ， 均未检测到 ＴｏｘＡ、 ＰｆｈＡ、 ＴｂｐＡ 和 Ｐ６。
此 外， Ｐ１ 还 携 带 ＳｏｄＡ、 Ｈｓｆ － ２、 Ｆｉｍ４、 ＳｏｄＣ、
Ｏｍａ８７、 ＨＡＳ、 ＴｏｎＢ 和 Ｈｓｆ－１ 基因， Ｐ２ 携带 Ｈｓｆ－２、
ＯｍｐＨ、 Ｆｉｍ４、 ＮａｎＨ、 ＮａｎＢ、 ＨＡＳ 和 ＴｏｎＢ 基因， Ｐ３
携 带 ＳｏｄＡ、 ＯｍｐＨ、 Ｆｉｍ４、 ＮａｎＨ、 ＮａｎＢ、 ＳｏｄＣ、
Ｏｍａ８７、 ＨＡＳ、 ＴｏｎＢ、 ＨｇｂＢ 和 Ｈｓｆ－１ 基因， Ｐ４ 携带

ＮａｎＨ 基因 （表 ４）。
２􀆰 ５　 小鼠攻毒试验

小鼠于 Ｐ４ 菌攻毒 ２９ ｈ 后死亡， 剖检见肺脏轻微

出血， 肝脏稍肿胀、 色暗。 对照组小鼠不死亡且剖检

后肉眼可见病变。 攻毒组小鼠心脏触片染色后显微镜

观察见大量两极浓染杆菌 （图 ４）。
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表 ４　 毒力因子检测结果

毒力因子
菌株

Ｐ１ Ｐ２ Ｐ３ Ｐ４
毒力因子

菌株

Ｐ１ Ｐ２ Ｐ３ Ｐ４

ＳｏｄＡ ＋ － ＋ － ＨｇｂＡ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｈｓｆ－２ ＋ ＋ － － ＮａｎＢ － ＋ ＋ －

ＲｐｏＢ ＋ ＋ ＋ ＋ ＳｏｄＣ ＋ － ＋ －

ＯｍｐＨ － ＋ ＋ － Ｏｍａ８７ ＋ － ＋ －

Ｆｉｍ４ ＋ ＋ ＋ － ＨＡＳ ＋ ＋ ＋ －

ＴｏｘＡ － － － － ＴｏｎＢ ＋ ＋ ＋ －

ＰｆｈＡ － － － － ＨｇｂＢ － － ＋ －

ＴｂｐＡ － － － － Ｈｓｆ－１ ＋ － ＋ －

ＮａｎＨ － ＋ ＋ ＋ Ｐ６ － － － －

　 　 注： “＋” 为阳性， “－” 为阴性。

图 ４　 攻毒小鼠心脏触片镜检 （１ ０００×）

２􀆰 ６　 鸡的攻毒试验

ＳＰＦ 鸡于 Ｐ４ 菌攻毒 ２４ ｈ 后死亡， 剖检见肺脏轻

微出血、 肿胀， 心脏肿大， 脾脏发黑 （图 ５）。 对照

组鸡未见死亡， 且剖检后也未见肉眼可见病变。 攻毒

组鸡心脏触片染色后显微镜观察见大量两极浓染

杆菌。

图 ５　 攻毒鸡剖检结果

２􀆰 ７　 药敏试验

４ 株分离菌对药物的敏感性分析结果见表 ５。 ４
株分离菌均对多黏菌素 Ｂ、 头孢曲松、 左氧氟沙星、
环丙沙星、 头孢噻肟、 头孢哌酮－舒巴坦和诺氟沙星

敏感， 均对庆大霉素耐药。 部分菌株对阿莫西林、 多

西环素、 复方新诺明、 氟苯尼考、 卡那霉素、 新霉素

和丁胺卡那耐药， 尤其是 Ｐ１， 对阿莫西林、 多西环

素和氟苯尼考等药物呈现多重耐药性。
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表 ５　 药敏试验结果 （抑菌圈直径） ｍｍ　

抗菌药物
判定标准

Ｒ Ｉ Ｓ
Ｐ１ Ｐ２ Ｐ３ Ｐ４

多黏菌素 Ｂ ≤７ ８～１１ ≥１２ １８ （Ｓ） １３ （Ｓ） １６ （Ｓ） １３ （Ｓ）

头孢曲松 ≤１３ １４～２０ ≥２１ ２４ （Ｓ） ３２ （Ｓ） ３８ （Ｓ） ２２ （Ｓ）

左氧氟沙星 ≤１３ １４～１６ ≥１７ ２０ （Ｓ） ３６ （Ｓ） ３６ （Ｓ） ２６ （Ｓ）

阿莫西林 ≤１２ １３～１６ ≥１７ ０ （Ｒ） ３４ （Ｓ） ３８ （Ｓ） ２０ （Ｓ）

多西环素 ≤１４ １５～１６ ≥１７ ０ （Ｒ） ２５ （Ｓ） ３２ （Ｓ） ２４ （Ｓ）

庆大霉素 ≤１７ １８～２０ ≥２１ １７ （Ｒ） １６ （Ｒ） １７ （Ｒ） １３ （Ｒ）

复方新诺明 ≤１７ １８～２０ ≥２１ ０ （Ｒ） １９ （Ｉ） ３０ （Ｓ） ０ （Ｒ）

氟苯尼考 ≤１５ １６～１７ ≥１８ ０ （Ｒ） ２７ （Ｓ） ４０ （Ｓ） ２６ （Ｓ）

环丙沙星 ≤１５ １６～２０ ≥２１ ２４ （Ｓ） ３１ （Ｓ） ２５ （Ｓ） ２４ （Ｓ）

美洛西林 ≤１７ １８～２０ ≥２１ ２４ （Ｓ） ２０ （Ｉ） ４４ （Ｓ） ３６ （Ｓ）

头孢噻肟 ≤１３ １４～２０ ≥２１ ２６ （Ｓ） ４２ （Ｓ） ４４ （Ｓ） ２２ （Ｓ）

头孢哌酮 ／ 舒巴坦 ≤１２ １３～１６ ≥１７ ２４ （Ｓ） ４０ （Ｓ） ４２ （Ｓ） ２６ （Ｓ）

链霉素 ≤１２ １３～１６ ≥１７ １６ （Ｉ） １３ （Ｉ） １３ （Ｉ） １１ （Ｉ）

卡那霉素 ≤１３ １４～１７ ≥１８ １２ （Ｒ） １６ （Ｉ） １８ （Ｓ） １９ （Ｓ）

新霉素 ≤１２ １３～１６ ≥１７ １４ （Ｒ） １６ （Ｉ） １８ （Ｓ） １７ （Ｓ）

妥布霉素 ≤１２ １３～１６ ≥１７ ２３ （Ｓ） １８ （Ｓ） １８ （Ｓ） １３ （Ｉ）

诺氟沙星 ≤１２ １３～１６ ≥１７ ２５ （Ｓ） ２６ （Ｓ） ２６ （Ｓ） ２５ （Ｓ）

丁胺卡那 ≤１４ １５～１６ ≥１７ ２３ （Ｓ） １３ （Ｒ） １９ （Ｓ） １４ （Ｒ）

　 　 注： Ｓ 代表敏感， Ｒ 代表耐药， Ｉ 代表中度敏感。

３　 讨论

多杀性巴氏杆菌在动物和人类中， 通常与慢性和

急性感染有关， 这些感染可能导致显著的发病率

（表现为巴氏菌病、 肺炎等） ［１１］。 本研究从 ２０１３—
２０２１ 年 ４ 例肺炎致死兔肺中分离的 ４ 株菌均为 Ｆ 型

荚膜血清型的多杀性巴氏杆菌， ＭＬＳＴ 有 ３ 种 ＳＴ 型，
虽然分离菌株比较少， 但是仍显示出兔源多杀性巴氏

杆菌基因型的多样性。 此外， 根据 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｐｕｂｍｌｓｔ．
ｏｒｇ ／ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ 数据库中已有的数据分析可见兔源多杀

性巴氏杆菌基因型是多样性的， 欧洲国家尤其意大利

的分离菌株 ＳＴ 型多为 ９、 ５０、 ７４、 ２０４ 和 ３０２ 等， 在

中国 ＳＴ 型为 ３０２、 ４２８、 ４３０ 和 ４３１ 等， ＣＣ ＳＴ９ 和

ＣＣ ＳＴ７４ 是意大利和中国兔源菌株的主要基因型［６］；
从感染动物范围来说， ＳＴ９、 ＳＴ１５ 和 ＳＴ７４ 均可感染

鸡、 猪和兔等多种动物， ＳＴ１５ 出现在法国人源分离

株， ＳＴ６７ 有猫源分离株； 从遗传关系来看， 分离菌

株 ＳＴ３ 和 ＳＴ６７ 与 ＳＴ１５ 同一分支， ＳＴ３０２ 的 ＣＣ 为

ＳＴ７４， ＳＴ７４ 则与 ＳＴ５０ 及我国禽源基因型 ＳＴ１２９ 相

近， 国内其他 ＳＴ４２８、 ＳＴ４３０ 则与 ＳＴ９ 同一分支。
不同地区分离菌株相同基因型在毒力基因 ＨｇｂＢ

和 ＰｆｈＡ 并不完全一致［５－６］。 ＨｇｂＢ－ 和 ＰｆｈＡ＋ 多见于意

大利 ＣＣ ＳＴ９ 分离菌株， 而 ＣＣ ＳＴ７４ 菌株主要是

ＨｇｂＢ＋ 和 ＰｆｈＡ－， 也有少量 ＳＴ７４ 菌株为 ＨｇｂＢ－ 和

ＰｆｈＡ－ ［５］。 例如， 中国分离株中 ＣＣ ＳＴ９ 分离菌主要是

ＨｇｂＢ＋和 ＰｆｈＡ＋， ＣＣ ＳＴ７４ 主要是 ＨｇｂＢ＋和 ＰｆｈＡ－， 少

量 ＳＴ７４ 菌株为 ＨｇｂＢ＋和 ＰｆｈＡ＋ ［６］。 本次 ２ 株 ＳＴ７４ 分

离株中一株是 ＨｇｂＢ＋ 和 ＰｆｈＡ－， 另一株为 ＨｇｂＢ－ 和

ＰｆｈＡ－， 与上述报道不同。 此外， 意大利和中国分离

株相同的基因型具有相似的血清型， ＣＣ 为 ＳＴ９ 分离

菌株的一半是 Ａ 型， 一半是 Ｆ 型， ＣＣ 为 ＳＴ７４ 的全

为 Ａ 型［５－６］。 然而， 本研究此次分离的 ４ 株菌株均为

１ 种血清型 Ｆ 型， ３ 种序列型， 携带不同的毒力基因。
２ 株 ＳＴ７４ 分离株均是荚膜血清型 Ｆ 型， １ 株血清型 Ｆ
型 ＳＴ３ 菌株毒力型 ＨｇｂＢ－和 ＰｆｈＡ－与已报道的中国分

离株 Ａ 型 ＳＴ３ 毒力型 ＨｇｂＢ＋和 ＰｆｈＡ－ ［６］ 不同， １ 株血

清型 Ｆ 型 ＳＴ６７ 菌株毒力型 ＨｇｂＢ－和 ＰｆｈＡ－。
一些毒力因子在多杀性巴氏杆菌的感染如黏附、

定殖、 入侵等过程中起关键作用， 如细菌黏附和定植

的基 因 （ Ｆｉｍ４、 Ｈｓｆ － １ ）、 铁 摄 取 基 因 （ ＴｏｎＢ、
ＨｇｂＡ）、 超氧化物歧化酶基因 （ＳｏｄＡ、 ＳｏｄＣ） 和外膜

蛋白基因 （ＯｍｐＨ、 Ｏｍａ８７） 等， 虽然是同一血清型，
但是不同动物来源的菌株携带毒力基因有差异［１］。 Ｆ
型菌株可导致兔发病致死［１３］。 致病性试验显示低剂

量可致小鼠死亡， 但需要高剂量才能导致鸡死亡， 这

一结果与之前研究相似［１２］， 主要原因是不同种属动
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物对巴氏杆菌的易感性不同。
本试验分离菌对头孢曲松、 诺氟沙星、 环丙沙星

和头孢噻肟等临床常用药物敏感， 但对庆大霉素耐

药。 因此， 发病兔场采用一种敏感药物治疗即可。 对

于规模化养殖的兔场， 建议选用 １ 种敏感药物拌料或

者饮水给药 ３～５ ｄ， 避免长期口服用药。 因为兔的盲

肠发达， 长期使用抗菌药物会引起不良反应。 同时建

议病兔采用注射 １ 种或者 ２ 种敏感药物 ３～５ ｄ， 以获

得更好用药效果。 文献报道通过饮用水给药恩诺沙星

治疗患病的动物， 但因生病的动物饮水量减少， 导致

用量不足而达不到治疗效果［１４］。 因此， 对于疾病的

治疗， 不仅要考虑细菌对于药物的耐药性， 也要考虑

实际应用， 合理用药以防止长期或者大量滥用抗菌

药物。
综上所述， 本研究从 ２０１３—２０２１ 年临床病例中

分离出 ４ 株 Ｆ 型荚膜血清型多杀性巴氏杆菌， 具有 ３
种 ＳＴ 型， 均含有毒力基因 ＨｇｂＡ 和 ＲｐｏＢ， 对小鼠和

鸡具有致病性， 对头孢曲松和诺氟沙星等药物敏感，
庆大霉素均耐药。
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