
检测禽多杀性巴氏杆菌 PCR 方法的建立

施少华1, 2 , 程龙飞1 , 傅光华1, 陈红梅1 , 万春和1 , 陈 � 珍1 , 彭春香1, 黄 � 瑜1

( 1� 福建省农业科学院畜牧兽医研究所, 福建 � 福州 � 350013;

2� 福建省畜禽疫病防治工程技术研究中心, 福建 � 福州 � 350013)

收稿日期: 2009- 04- 12初稿; 2009- 04- 26修改稿

作者简介: 施少华 ( 1977- ) , 男, 硕士, 助理研究员, 主要从事兽医微生物学的研究

通讯作者: 黄瑜 ( 1965- ) , 男, 博士, 研究员, 硕导, 主要从事动物传染病学的研究 ( E�mail : huangyu_815@ 163. com)

基金项目: 福建省科技计划重点项目 ( 2007N0037) ; 现代农业产业技术体系建设专项资金

摘 � 要: 为禽多杀性巴氏杆菌感染提供特异、敏感的诊断方法, 本研究建立了检测禽多杀性巴氏杆菌 PCR 方

法。该方法能从禽多杀性巴氏杆菌扩增出 1 条 460 bp 的特异片段, 而无法从大肠杆菌、鸭疫里氏杆菌、沙门氏

菌、金黄色葡萄球菌、禽 1 型副黏病毒、番鸭呼肠孤病毒和鸭基因组 DN A 扩增出目的片段。敏感性试验显示该

PCR方法最低可检测出 1 ng� L - 1的细菌基因 D NA。
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Development of PCR assay for detecting avian Pasteurella multocida

SH I Shao�hua1, 2 , CH EN G Lo ng�fei1 , F U Guang�hua1 , CH EN H ong�mei1 , W A N Chun�he1 , CH EN Zhen1,

PEN G Chun�x iang 1 , HU AN G Yu1

( 1� I nstitute of A nimal H usbandry and Veter inary Medicine , Fuj ian A cademy o f Ag r icultural Sciences ,

F uz hou, Fuj ian � 350013, China; 2� Fuj ian Animal D iseas es Contro l T echology Development

Center, F uz hou, Fuj ian� 350013, China)

Abstract: T o establish a specific and sensitiv e detection met ho do lo gy fo r avian Pas teur ell a mul tocida infectio n, P CR

was applied. T he 460 bp of the specific frag ment s was amplified from avian P. multocid a g eno me. N one could be

obtained fr om Escher ichia coli , R iemerella anatip estif er , Salmonella, Staphy loccocus aur eus , A vian par amyx o�

v irus ty pe 1, M usco vy duck retr ov irus or g enome of duck. T he sensitivity test indicated that a m inimum o f

1 ng� �L - 1 of av ian P. mul tocida genome DN A could be detect ed by the new ly dev elo ped PCR method.
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� � 禽霍乱又称禽多杀性巴氏杆菌病, 是一种由多

杀性巴氏杆菌引起家禽和野禽发病死亡的接触性传

染病, 常表现为败血型, 发病率和死亡率都很高,

但有时表现为慢性经过[ 1]。早在 18世纪欧洲各地

的禽类常发生此病, 目前该病在世界大多数国家都

有分布, 呈散发性或流行性, 给养禽业造成巨大的

经济损失, 多年来一直都为国内外学者所重视, 被

列为重点防治的家禽疫病之一。

在我国, 尤其南方数省, 禽霍乱仍然是危害养

禽业的主要细菌性疫病之一, 发病率为 10% ~

70% , 病死率为 30% ~ 80% , 除可造成巨大的直

接经济损失外, 还可导致淘汰率增多、饲料转化率

降低等不可估量的间接经济损失。然而随着禽病,

尤其是鸭病多病原混合感染的日益严重、类似病变

的鸭病不断增多和禽霍乱的非典型性, 在临床上仅

依据症状和剖检病变难以获得确切性诊断, 即过去

常规临床诊断的准确性大打折扣。因此, 急需建立

一种简单、快速、特异和敏感的禽霍乱诊断技术应

用于兽医临床。

1 � 材料与方法

1� 1 � 菌株及质粒

禽多杀性巴氏杆菌 C48�1由中国兽药监察所提
供; 大肠杆菌、鸭疫里氏杆菌、沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌、禽 1型副黏病毒、番鸭呼肠孤病毒由本

研究室分离、鉴定和保存, 鸭红血球细胞为健康雏

鸭按常规方法采集、洗涤而获得, 马丁肉汤由本研

究室自制。

1� 2 � 酶和试剂

Go T aqDNA 聚合酶购自 Prom eg a公司; DNA
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marker DL2000、dNT P M ix tur e 购自宝生物工程

(大连)有限公司;琼脂糖为 OXOID 公司产品, 琼脂

糖凝胶 DNA 回收试剂盒、普通质粒小提试剂盒为

Om iga公司产品;其他试剂为国产分析纯。

1� 3 � 细菌 DNA提取

将单菌落接种于马丁肉汤液体培养基中, 37 �

震荡培养过夜, 取 1� 5 m L 培养物 13 000 g 离心 2

min, 沉淀中加入 540 �L 的 TE 缓冲液, 反复吹打

使之重新悬浮, 加入 30 �L 10%SDS 和15 �L 的蛋

白酶 K, 混匀, 于 37 � 温育 1 h, 加入 100 �L 5

mol � L - 1 NaCl, 充分混匀后加入等体积的酚/氯

仿/异戊醇 ( 25 �24 �1) , 混匀后 13 000 g、4 � 离

心 10 min, 将上清转入另一离心管中, 加入 2� 5

体积的无水乙醇, - 20 � 过夜 50 � 作用 2 h 后 13

000 g、4 � 离心 10 min, 沉淀用 1 mL 的 70%乙醇

洗涤后风干, 最后用适量的 ddH 2O溶解、备用。

1� 4 � 引物设计

参照 Kirsty 等 [ 2]的方法合成一对特异性引物,

该引物可扩增禽多杀性巴氏杆菌 kmt基因片段:

P1: 5'�A TCCGCT ATT TA CCCAGTGG�3'

P2: 5'�GCT GT AAACGAACT CGCCAC�3'

预计扩增长度为 460 bp。引物由上海英骏生

物技术有限公司合成。

1� 5 � 基因的扩增
PCR反应体系为 25 �L,其中模板 DN A 2 �L,

上下游引物( 20 pmol � L- 1 )各 1 �L, dNTP M ix�
ture( 2� 5 mm ol � L- 1 ) 2 �L, 5 � Buf fer 5 �L, M gCl2

2 �L, Go T aqDNA 酶 ( 5 U � �L - 1 ) 0� 25 �L, 以

ddH 2 O 加足体系。PCR反应条件为: 94 � 预变性 5

min; 94 � 变性 30 s, 51~ 55 � 退火 30 s, 72 � 延伸

30 s,进行35个循环;最后72 � 延伸7 min。同时以

ddH 2 O做空白对照。取 5 �L PCR 产物在 1� 0%

( M � V
- 1

)琼脂糖凝胶电泳检测。

1� 6 � PCR产物克隆测序

用琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂盒回收目的片

段, 直接连入 pM D 18�T 载体后转化DH 5�感受态

细胞。经蓝白斑筛选后, 进行菌液 PCR鉴定, 将

鉴定为阳性克隆的菌株送往上海英骏生物有限公司

进行测序, 测序结果在 NCBI进行 Blast搜索比对,

同时利用生物软件进行序列分析。

1� 7 � PCR反应条件优化

主要从退火温度和 PCR循环次数两方面进行

调整来优化 PCR 扩增条件。退火温度梯度分别为

51 � 、52 � 、53 � 、54 � 和 55 � , PCR 循环次数从

20、25、28、31和 35次递增。取 5 �L PCR 产物, 用

1� 0%( M � V - 1 )琼脂糖凝胶电泳分析结果。

1� 8 � 特异性试验
将大肠杆菌、鸭疫里氏杆菌、沙门氏菌、金黄色

葡萄球菌、禽 1型副黏病毒、番鸭呼肠孤病毒以及鸭

红血球细胞按 1� 3方法提取核酸,于同一 PCR 反应

条件中进行扩增, 以检测该 PCR方法特异性。

1� 9 � 敏感性试验

对提取的禽多杀性巴氏杆菌基因组 DNA 以

ddH 2O 进行倍比稀释 ( 1� 10
n
) , 按上述 PCR 反

应的最佳反应条件进行 PCR扩增, 测定模板最低

检出浓度, 从而判定该 PCR方法的敏感度。

2 � 结果与分析

2� 1 � PCR扩增结果

以 C48�1 基因组 DNA 为模板, 经 PCR 扩增

和凝胶成像系统观察, 发现在预期 460 bp处出现

了目的片段 (图 1)。

注: M - DL2000 DNA M ark er; 1 - 禽多杀性巴氏杆菌 C48 -

1; 2- 空白对照。

图 1 � 禽多杀性巴氏杆菌 PCR 电泳结果

Fig� 1 � PCR results of avian P. multocida detected by

DNA electrophoresis

2� 2 � 测序结果与序列分析
阳性克隆经 DNA 双向测序, 得到 1 条 460 bp

的核苷酸序列。序列分析发现, 所得核苷酸序列与

引物设计模板序列 kmt 基因对应片段同源性为

98� 4% ~ 100� 0% (表 1)。

2� 3 � PCR反应条件优化结果

经条件摸索发现, 当退火温度在 53 � 时, 其

PCR产物条带最亮, 并且非特异性条带弱, 因此

选择 53 � 作为最佳退火温度; 当 PCR循环达到 25

次即可观察到明亮的条带, 而后增加循环数虽
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PCR产量有所增加但不明显, 故以 25 次为循环次

数。同时略去最后 72 � 7 m in 延伸程序。

2� 4 � 特异性试验结果

以禽多杀性巴氏杆菌和 4 种常见菌、2种常见

病毒和鸭红血球进行核酸提取, 按上述优化的最佳

体系和循环参数进行 PCR 扩增。电泳结果显示

(图 2) , 本方法对禽多杀性巴氏杆菌可扩增出 460

bp的 DNA 片段, 而不能从常见细菌、常见病毒及

鸭基因组 DNA 组扩增出特异性片段, 表明本研究

所用的引物具有较好的特异性。

表 1 � C48�1 kmt基因与 GenBank 序列同源性分析

Table 1 � Identity analysis between C48- 1 kmt gene sequence and those published in GenBank

1 2 3 4 5 6 7 8

98� 4 99� 1 100� 0 98� 2 99� 3 99� 3 98� 4 1 C48- 1

99� 3 97� 6 98� 8 98� 6 98� 6 95� 5 2 AY225343

99� 0 99� 1 98� 9 98� 9 98� 4 3 AF016259

98� 8 99� 3 99� 3 98� 6 4 AY157572

98� 4 98� 0 98� 8 5 AY225341

100� 0 98� 1 6 AY225342

98� 1 7 EU873317

8 DQ233648

注: M - DL2000 DNA M arker ; 1- 禽多杀性巴氏杆菌 C48- 1; 2- 空白对照; 3- 大肠杆菌; 4- 鸭疫里氏杆菌; 5- 沙门

氏菌; 6- 金黄色葡萄球菌; 7- 水禽源禽 1型副黏病毒; 8- 番鸭呼肠孤病毒; 9- 鸭基因组 DNA。

图 2 � PCR特异性电泳结果

Fig� 2 � Specif icity of PCR assay

注: M - DL2000 DNA M ark er; 1- 1�g � L- 1; 2- 100 ng � L- 1 ; 3- 10 ng � L- 1 ; 4- 1 ng � L- 1 ; 5- 100 pg � L- 1; 6-

10 pg � L- 1; 7- 1 pg � L- 1; 8- 100 fg � L- 1; 9- 10 fg � L- 1

图 3 � RT�P CR敏感性电泳结果

Fig� 3 � Sensitivity of RT�PCR assay
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2� 5 � 敏感性试验结果

对不同稀释度的禽多杀性巴氏杆菌细菌 DNA

进行 PCR扩增, 结果显示, 第 4 泳道为检测最低

值, 其对应的模板 DNA 量为 1 ng � L - 1 , 所以最

低可检出 1 ng � L
- 1
的细菌 DNA (图 3)。

3 � 讨 � 论

由于禽多杀性巴氏杆菌可侵害各日龄的各品种

家禽, 对养禽业危害极大, 因此各国学者均致力于

该菌的快速检测研究。目前已建立了抗体捕获

ELISA [ 3]、型特异 PCR 方法[ 4]、重复基因外回文

序列- PCR ( Rep�PCR)
[ 5- 6]
、肠杆菌基因间共有

多重序列 PCR ( ERIC�PCR)
[ 7]
和单引物 PCR

[ 8]
等

方法, 大大方便了对该菌的检测, 但这些方法操作

要求较高, 尚缺乏基层广泛应用的可行性方案, 因

此本研究以禽多杀性巴氏杆菌特异性保守基因为蓝

本, 建立起该菌的 PCR 检测方法, 将为禽多杀性

巴氏杆菌感染的临床快速诊断提供保障。

聚合酶链反应 ( PCR) 技术的发明对现代分子

生物学的发展带来了革命性的变化, 同样也对分子

诊断产生深远的影响, 应用此技术人们可以很方便

地从很少量的样品中检测到目的片段。本试验方法

应用于大肠杆菌、鸭疫里氏杆菌、沙门氏菌、金黄

色葡萄球菌、禽 1型副黏病毒、番鸭呼肠孤病毒和

鸭基因组 DNA 均不能扩增出目的片段, 而可从禽

多杀性巴氏杆菌扩增出 460 bp的特异片段, 表明

引物对禽多杀性巴氏杆菌是特异的, 同时本试验所

建立的 PCR可检出最低为 1 ng � L- 1的禽多杀性

巴氏杆菌的基因组 DNA, 具有较高的敏感性。
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