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利用 !"# $%&’建立种特异性 ()*快速检测鸭疫里默氏菌

曲丰发，蔡 畅，郑献进，张大丙"

（中国农业大学动物医学院 农业部预防兽医学重点开放实验室 北京 #%%%=!）

摘 要：鸭疫里默氏菌感染是危害养鸭业的主要疾病，用表型指标鉴定鸭疫里默氏菌存在不足，因此有必要建立检

测该菌的种特异性 DEF法。利用已登录的鸭疫里默氏菌、大肠杆菌、沙门氏菌、多杀性巴氏杆菌的 #"G ,HIJ基因
序列，设计了一对鸭疫里默氏菌 #"G ,HIJ基因的特异性引物 #=%@和 2!&,，分别以基因组 HIJ和菌落提取液为模
板，从 # ’ #=型鸭疫里默氏菌参考菌株和代表亚型、变异株和可能新型的国内分离株共 $"株细菌中均扩增出大小
为 "C!+K的特异性片段，而扩增鸭大肠杆菌、鸭沙门氏菌和禽多杀性巴氏杆菌等感染鸭的常见细菌的结果均呈阴
性。分别将鸭疫里默氏菌基因组 HIJ和菌落提取液进行 #%倍梯度稀释，基因组 HIJ的最小检出量为 C%KA，菌落
最小检出量为 #CE)LM5N。结果说明，该 DEF法具有较好的特异性和敏感性，可用于快速鉴定鸭疫里默氏菌。
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鸭疫里默氏菌（!"#$#%#&&’ ’(’)"*#+)",#%，FJ）感染
是家鸭、火鸡和其他多种鸟类的一种接触传染性疾

病［#］。自从郭玉璞等 #=2$ 年确定我国存在该病以
来［$］，该病一直是危害我国肉鸭养殖业的主要疾病。

FJ感染常导致较高的死亡率和淘汰率，其发生和流
行给我国养鸭业造成了巨大的经济损失。

对 FJ感染进行准确诊断必需依靠细菌的分离
和鉴定。鉴定 FJ通常检测其培养特性、形态染色
反应、生理生化特征、菌体的某些化学组成等表型指

标，但 FJ常缺乏特定的表型特征［&］，迄今还没有建
立起选择性的培养基［!］，不同学者检测 FJ生化反
应的结果也不一致［C］，在表型上 FJ与某些细菌还
很相似［#］，因此，虽然从病死鸭中极易分离到 FJ，采
用某些表型指标也易与大肠杆菌、沙门氏菌等感染

鸭的常见菌相区分［"］，但仅依据表型却不足以对 FJ
做出准确鉴定。此外，检测细菌的表型必需首先进

行细菌的分离培养，若检测污染的样品、研究 FJ的
传播等流行病学问题时并不适用，故建立鉴定 FJ
的分子方法十分必要。

由于 #"G ,HIJ 基因分子结构上的高度保守性、
分布的普遍性及其所含的大量信息，使 #"G ,HIJ 基
因成为了一个较为理想的基因分类靶序列［(］。对其

序列进行分析、根据序列分析结果设计种特异性引

物进行 DEF扩增，已被证明在细菌分类鉴定上具有
重要价值［2］。在 FJ 的分类研究中，也已经用到

#"G ,HIJ序列分析法，但不同研究报道的序列同源
性有一定差异［!，=］。我们对 # ’ #= 型 FJ参考菌株
和 (个国内分离株的序列进行了测定和分析（未发
表资料），结果显示，FJ种内不同菌株间 #"G ,HIJ
基因的序列同源性为 ==P#Q ’ #%%Q（R*<S.<T
JU2(#2#( ’ JU2(#2!$），而该菌与里默氏菌属内另
一菌种即鸽子里默氏菌（!"#$#%#&&’ -.&/$0"(’）的序
列相似性为 =CP!#Q，所在黄杆菌科中，不同菌属间
的 #"G ,HIJ序列同源性约为 2#Q ’ =CP$Q，提示在
以 #"G ,HIJ序列相似性范围进行 FJ鉴定时，#Q以
内的序列差异可作为其判断标准。

本研究旨在利用前期测序结果，以 #"G ,HIJ为
靶基因，建立快速检测 FJ的种特异性 DEF法。

! 材料和方法

!+! 材料
!+!+! 菌株：# ’ #= 型 FJ 参考菌株，由美国的
G.<8V-先生（EB,<*11 L<6W*,X6Y/）馈赠，表 # 为菌株编
号及来源；(个 FJ分离株，菌株编号为 E!!=、E!C=、
EC=2、E=#=、EC#C、E22$ 和 E=%%，从北京和河北的商
品肉鸭分离；鸭大肠杆菌分离株 4SZ、4[*和 4[-，分别

从北京、河北和湖北的病死商品肉鸭分离获得；鸭沙

门氏菌分离株 GSZ，分离自北京的商品雏鸭；禽多杀
性巴氏杆菌 DSZ，由中国农业大学动物医学院微生物

教研室提供。



表 ! 鸭疫里默氏菌 ! " !#型参考菌株
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!$!$% 主要试剂和培养基：细菌基因组 6HI 提取
试剂盒为清华大学天为时代公司产品，-’. 酶购自
F)0N%P" 公司，RH!F 为 C%,/.%L 公司产品，!2I
（!)3*-.5 203 IP")）和 !2U（!)3*-.5 203 U)0-’）为美国
6.150公司产品。
!$% &’(扩增
!$%$! 基因组 6HI模板的制备：挑取 !2I平板上
单个菌落，接种于 !2U，D@V快速摇振培养 8:’，离心
取菌泥，用细菌基因组 6HI提取试剂盒提取各菌株
的基因组 6HI，作为 FA<的模板。
!$%$% 菌落提取液模板的制备：从培养 &?’的 !2I
平板上挑取 ; W ? 个菌落加入到 D::!= 的 :X>;Y
H"A$溶液中，漩涡混匀，&:::: Z P 离心 ;N.,，弃上
清，沉淀重悬于 D::!=双蒸水或者 ;YA’%$%[&:: 缓
冲液中，沸水浴中加热 &;N.,，&8:::P 离心 8N.,，取
上清作为 FA<的模板。
!$%$) 种特异性 FA<引物的筛选：从 C%,U",K中选
取大肠杆菌、沙门氏菌、巴氏杆菌的 &?2 )6HI序列，
用 A$4+-"$\在线软件与 &、8、?、&:型 <I参考菌株的
&?2 )6HI 序列进行分析，定位差异明显的序列片
断，用引物设计软件 F).N%) F)%N.%) ; 在所定位区域
筛选设计引物。各菌株登陆号见表 8。引物由上海
英峻生物技术有限公司合成。

!$%$* 扩增体系及程序：分别以细菌的基因组 6HI
和菌落提取液为模板，利用设计好的种特异性引物，

进行 FA<扩增。反应体系（;:!=）：&: Z )%"5-.0, #411%)
;!=，上下游引物各 8:*N0$，RH!F各 &:,N0$，8X;B的
-’. 酶，基因组 6HI ;::,P 左右或者细菌裂解液
8!=，加水补足至 ;:!=。扩增反应程序：(9V ;N.,；
(9V D:+，?:V D:+，@8V &N.,，D: 个循环；@8V
&:N.,。

表 % 构建种特异性引物所选细菌的 !+, -./0
基因的 1234536登陆号

!"#$% 8 I55%++.0, ,4N#%) 01 &?2 )6HI P%,%+ ., C%,U",K 01 U"5-%)."
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!$) &’(敏感性检测
以 <I 血清 ? 型参考菌株进行检测。测定

898?:和 898>:以确定其基因组 6HI含量，用双蒸水
将基因组 6HI从 &:a & W &:a @进行 &: 倍梯度稀释，
各取 &!=进行 FA<扩增。从培养 &?’ 的 !2I 平板
上挑取 ; W ?个菌落加入到 D::!=的 :X>;YH"A$溶
液中，漩涡混匀，用麦氏比浊法确定其菌落形成单位

（A‘B）数量，用生理盐水从 &:a & W &:a (进行 &:倍梯
度稀释，离心去上清，加同等体积双蒸水或 ;Y
A’%$%[&::缓冲液，煮沸后离心取上清，各取 &!= 进
行 FA<扩增。
!$* 临床病例的检测
随机选取 D个鸭场的病死肉鸭 &8只，分别使用

传统方法和 FA<方法进行检测，以验证所建立 FA<
方法的可靠性与敏感性。传统方法包括用 !2I 分
离细菌、麦康凯鉴别培养、生化试验以及血清型鉴

定，生化指标包括糖发酵（葡萄糖、麦芽糖、果糖、甘

露糖、甘露醇、乳糖、蔗糖）、硫化氢、尿素酶、明胶液

化、西蒙氏枸橼酸盐利用、硝酸盐还原、触酶，结果判

断参照文献［&，&:］。病料中 FA<模板的制备方法
如下：取病死鸭的脑或肝组织约 &NND，捣碎，加

;::!=灭菌生理盐水，漩涡混匀，&:::: Z P 离心
;N.,，弃上清，重复一次。沉淀加 ;::!= &:Y A’%$%[
&::缓冲液，混匀，;?V作用 D:N.,，然后于 &::V作
用 &:N.,，&8::: Z P离心 ;N.,，取上清 8!=作为 FA<
反应模板。

% 结果
%$! 种特异性引物的筛选
在所选细菌的 &?2 )6HI序列中，存在 @个主要

的可变区，分别位于 <I &?2 )6HI的 ?> W >(、&?> W
8&D、998 W 9?&、>89 W >9D、(@9 W ((&、((> W &:8: 和
&9:9W &9;9 碱基位。选定两个可变区即 &?> W 8&D
位和 >89 W >9D位设计引物，引物分别位于 &(: W 8:>
位和 >9D W >8;位，上游引物（&(:1）为 ;b7C!I!!CIII

9& cB ‘%,P71" #) ’& T J :0)’ ;"0%2<"2&27"0’ 6"("0’（8::?）9?（&）



!"#"#!!"!!$%&，下游引物（’(%)）为 *& $#"!"##+!#
"#"#!++"""$ %&。
!"! # $ #%型 &’参考菌株的检测结果
以基因组 ,-+为模板，如图 .所示，./个参考

菌株均出现大小约 0*(12的单一条带，与预期大小
基本一致。

图 # 以基因组 ()’为模板扩增 # $ #%型 &’参考菌株
的 #*+ ,()’基因
3456 . #78 9:2;4<4=9>4?@ ?< .0A ),-+ 58@8B ?< !"#$#%#&&’ ’(’)"*#+)",#%
)82)8B8@>9>4C8 B>)94@B ?< B8)?>D28B . E ./ FB4@5 58@?:4= ,-+ 9B >8:2;9>8
G6 ,-+ G9)H8)；. E ./I !"#$#%#&&’ ’(’)"*#+)",#% )82)8B8@>9>4C8 B>)94@B ?<
B8)?>D28B . E ./；JKI -859>4C8 =?@>)?; 6

!"- 特异性检测
!"-"# 以细菌基因组 ,-+为模板进行检测：以 L+ .
型参考菌株（,J(.K*）和 J型参考菌株（,J(K(0）为阳性
组，用引物 ./K< 和 ’(%)检测 M 个 L+分离株（"((/、
"(*/、"*/’、"/./、"*.*、"’’J、"/KK）的 .0A ),-+基因，
并设立鸭大肠杆菌分离株、鸭沙门氏菌分离株和禽多

杀性巴氏杆菌菌株作为对照。如图 J所示，阳性对照
与 M株国内分离株均出现大小约 0*(12的条带，而 %
株鸭大肠杆菌分离株、.株鸭沙门氏菌分离株和 .株
禽多杀性巴氏杆菌菌株的扩增结果均为阴性。

图 ! ./&方法的特异性检测结果
3456J #78 )8BF;> ?< N"L B28=4<4=4>D O8>8=>4?@
G6 ,-+ G9)H8)；J.I ,$J(.K*；JJI ,$J(K(0；J% E J/I "((/，"(*/，
"*/’，"/./，"*.*，"’’J，"/KK；%K E %JI - 6 ./&" B>)94@B PQR，PS8 9@O
PSF；%%I 0’&$/(#&&’ AQR；%(I 1 6 $2&)/."3’ NQR；%*I -859>4C8 =?@>)?; 6

!"-"! 以菌落提取液为模板的 N"L扩增：由于 .、
J、0、.K型 L+是我国许多养鸭地区主要流行的血清
型，故检测 .、J、0、.K型参考菌株的 .0A ),-+基因，
并以鸭大肠杆菌分离株（PQR，PS8，PSF）、鸭沙门氏菌

分离株 AQR、禽多杀性巴氏杆菌菌株 NQR为对照。结

果为，( 株 L+菌株出现大小为 0*(12 的产物条带，
而 %种对照菌未出现相应条带（图略）。
!"0 敏感性测定
以 0型 L+基因组 ,-+为模板时，.KK E .KT (倍

稀释的模板呈现阳性结果（图 %），由于模板的起始
浓度约为 KI*!5U!V，故其敏感性约为 *K25。以 0 型
菌落裂解液为模板时，对应于 .KT . E .KT J倍稀释的

模板呈现阳性结果（图略），由于细菌的初始浓度为

.I* W .K’"3XU:V，其敏感性为 .I* W .K0"3XU:V；将
各稀释度菌液离心后加入 *Y"78;8Z .KK缓冲液，再
煮沸获得模板，如图 ( 所示，对应于 .KK E .KT M倍稀

释的模板呈阳性结果，其敏感性为 .*"3XU:V。

图 - 用 #1倍系列稀释的鸭疫里默氏菌基因组 ()’为
模板的 ./&扩增
3456% 14! ?< .K <?;O B8)49; O4;F>8O !"#$#%#&&’ ’(’)"*#+)",#% 58@?:4=
,-+ >8:2;9>8 FB4@5 .0A ),-+ 58@8 2)4:8)B ./K< 9@O ’(%)
G6 ,-+ G9)H8)；.I* W .K*@5U:V；JI* W .K(@5U:V；%I* W .K%@5U:V；

(I* W .KJ@5U:V； *I* W .K.@5U:V； 0I*@5U:V； MI* W .KT. @5U:V；

’I* W .KTJ@5U:V6

图 0 在 #1倍系列稀释的鸭疫里默氏菌中加入/23435 #11
后煮沸的裂解液为模板的 ./&扩增
3456( N"L ?< !"#$#%#&&’ ’(’)"*#+)",#% ,-+ >8:2;9>8 8Z>)9=>8O <)?: .K
<?;O B8)49; O4;F>8O =?;?@D 4@ [74=7 "78;8Z .KK [9B 9OO8O FB4@5 .0A ),-+
58@8 2)4:8)B ./K< 9@O ’(%)
G6 ,-+ G9)H8)；.I .I* W .K’ =<FU:V；JI .I* W .KM =<FU:V；

%I .I* W .K0 =<FU:V；(I .I* W .K* =<FU:V；*I .I* W .K( =<FU:V；

0I .I* W .K% =<FU:V；MI .I* W .KJ =<FU:V；’I .I* W .K. =<FU:V；

/I .I*=<FU:V；.KI .I* W .K T . =<FU:V6

!"6 临床病例的检测
应用传统方法和 N"L方法共检测 .J份临床病

例，阳性检出率分别为 %U.J和 (U.J（表 %），结果表明
所建立的 N"L方法具有良好的可靠性和敏感性。

表 - 临床病例的传统和 ./&方法的检测结果
#91;8 % #78 )8BF;>B ?< =;4@4=9; =9B8 O8>8=>4?@ FB4@5 >)9O4>4?@9;

9@O N"L :8>7?OB

A28=4:8@ Q9=>8)49
4B?;9>4?@

,4<<8)8@>49;
=F;>F)8

Q4?=78:4=9;
4O8@>4<4=9>4?@

A8)?>D28
4O8@>4<4=9>4?@

N"L
4O8@>4<4=9>4?@

A. \ \ \ .. \
AJ \ \ \ .K \
A% \ \ \ .. \
A( T \
A*
A0 \ T T T T
AM T T
A’ \ T T T T
A/ T T
A.K T T
A.. T T
A.J \ T T T T
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! 讨论
细菌 !"# $%&’由可变区和保守区交替组成，保

守区在所有细菌中高度一致，而可变区序列则因菌

种的不同而有较大变化，本研究利用 !"# $%&’的这
一特点，综合考虑扩增片段长度、碱基组成及退火温

度等因素，从可变区 (区后半区和 )区设计了一对
引物 !*+, 和 -).$，在本试验的反应条件下，从所选
各血清型 /’中均能扩增出约 "0)12的片段，而从鸭
大肠杆菌、鸭沙门氏菌和禽多杀性巴氏杆菌的扩增

结果均为阴性，证实所建立的 34/法具有很好的种
特异性。56’#7（ 8992：::;;;< =>1? < =@A< BCD:56’#7:）
同源性搜索显示，两条引物亦具有较高的特异性，仅

与黄 杆 菌 属（ !"#$%&#’()*+,-）及 金 黄 杆 菌 属
（./*01)%&#’()*+,-）的部分菌种的对应区域具有较高
的同源性，但迄今为止，尚未见这些细菌感染鸭的报

道。目前，鸭疫里默氏菌和鸭大肠杆菌是危害养鸭

业的主要病原菌，虽然鸭沙门氏菌和禽多杀性巴氏

杆菌也是感染鸭的常见菌，但近年来这两种细菌分

离率较低，而链球菌、葡萄球菌等其它细菌感染鸭的

情况则属罕见。因此，选择大肠杆菌、沙门氏菌和巴

氏杆菌作为引物设计和特异性检测的参照，有利于

该法的临床应用。

研究中，无论以试剂盒提取的 /’基因组 %&’
还是以 /’菌落加热获得的上清液为模板，均获得
了特异性的结果，但相对而言，以细菌基因组 %&’
为模板的扩增效果更好，若以菌落提取液为模板进

行扩增则更为简便。然而，#E22 等［!!］（!**) 年）认
为，用双蒸水悬浮的细菌经过沸水浴处理，基因组

%&’会发生降解，多数会裂解为 (++12以下的短片
段，不易扩增出目的基因。基因组之所以发生降解，

主要是因为样品中的金属离子在高温和低离子强度

的条件下对 %&’ 降解的催化作用所致，在 48E@EF
!++存在的条件下，金属离子被结合，可阻止其对
%&’ 降解的催化作用。本实验的结果进一步证明
了这一点。

用细菌分离和鉴定的传统方法以及 34/ 法对
临床病料的检测结果表明，34/方法具有良好的可
靠性和准确性，并且具有更高的敏感性，而简便快速

的模板制备方法也使其在临床上具有相当大的实用

价值。

迄今为止，国际上报道 /’ 存在 (! 个血清
型［!( G !"］。!*-H年，高福和郭玉璞（!*-H）首次确定我
国存在 !型［!H］，!**H 年至今，张大丙和郭玉璞先后
鉴定出 !、(、"、H、!+、!!、!.、!)、!0和 !H型，其中 !、(、
"、!+型是我国许多养鸭地区主要流行的血清型［!-］。
对分离株进行血清型鉴定亦是鉴定 /’的一项重要
的指标，但是，在提出一个新的血清型时，还需首先

进行菌种的准确鉴定，例如早期的 )型和 !**0年提
出的 (+型就因不属于 /’而被先后排除［!! G !0］。在
此方面，种特异性 34/方法亦可发挥相应的作用。
本研究中的 H个国内分离株均来自于自然发病和死
亡的商品肉鸭，其中，菌株 4--(和 4*++不属于 ! G
!*型，由于未能获得 (+型和 (!型参考菌株，尚不能
确定其血清型。菌株 4))*、4)0*、40*-、4*!* 与 !+
型参考菌株 I(!**之间既存在明显的抗原差异又具
有或近或远的血清学相关性，故这 0个菌株被鉴定
为血清 !+型的 0个亚型［!*，(+］。菌株 40!0分别与 !+
型和 !*型参考菌株存在单向低度交叉凝集反应，但
与 ! G !* 型参考菌株之间均无可见的交叉沉淀反
应，极似 ! G !*型外的一个血清型，但该菌株却与菌
株 40*-存在高度抗原相关性，暂被称为 40*-的变
异株［(!］。这些亚型菌株、变异株和未定型菌株均经

过鉴别培养、形态染色反应以及生化反应的检测，被

鉴定为 /’。运用本研究建立的特异性 34/方法进
行检测、以及对其 !"# $%&’进行序列分析的结果表
明，传统方法和分子方法鉴定 /’分离株的结果是
一致的。
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