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摘要：多杀性巴氏杆菌是一种能感染多种动物甚至是人的重要革兰氏阴性病原菌。目前临床上用于多杀

性巴氏杆菌诊断的分型方法主要包括血清学分型方法和分子分型方法。其中血清学分型方法主要基于免

疫学实验技术建立，操作过程繁琐，技术要求高，工作量大，不适用于临床上大规模快速开展多杀性巴

氏杆菌流行病学调查的需要；而基于分子生物学手段建立的分子分型方法相对于传统的血清学分型方法

而言具有快速、简单、灵敏、灵活等特点，特别是某些分子分型方法与传统的分型方法形成了较为精确

的对应关系，因而在临床上得到了广泛的应用。目前适用于临床上开展多杀性巴氏杆菌分离鉴定的分子

分型方法主要包括多重PCR方法及多位点序列分型法(MLST)，其中多重PCR方法又包括基于荚膜编码区

及脂多糖外核编码簇建立的PCR方法。本文将重点就这3种常用的多杀性巴氏杆菌分子分型方法进行综

述，介绍其建立原理、实现手段以及各自的优缺点，为临床上开展多杀性巴氏杆菌的流行病学调查特别

是分子流行病学调查提供参考。
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多杀性巴氏杆菌是一种重要的人兽共患病原

菌，能感染多种家畜、家禽、宠物、野生动物和

人，主要导致感染者发生呼吸系统疾病、局灶性

感染及出血性败血症。多杀性巴氏杆菌不同菌株

造成感染的临床表现不同，其导致的常见疾病包

括禽霍乱、反刍动物的出血性败血症及肺炎、猪

萎缩性鼻炎和巴氏杆菌肺炎、兔鼻瘘和出血性败

血症及人的皮肤坏死、脑膜炎、蜂窝组织炎、脓

肿、腹膜炎等[1–2]，这些疾病的爆发和流行严重威

胁动物及人的健康安全。

多杀性巴氏杆菌的分型方法主要包括血清学

分型方法和分子分型方法。最常用的血清学分型
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方法包括Carter分型方法和Heddleston分型方法，

即分别依据荚膜抗原的不同和脂多糖抗原的不同

将多杀性巴氏杆菌分为5种血清型(A、B、D、E、

F)[3]和16种血清型(1–16)[4]，它们建立的技术基础

分别为间接血凝试验(Passive hemagglutination,
PHA)[3]和琼脂扩散沉淀试验(Gel diffusion precipitin
tests, GDP)[4]。多杀性巴氏杆菌血清学分型方法的

建立对于其流行病学调查的开展及致病规律的研

究具有十分重要的意义，很多报道均指出多杀性

巴氏杆菌的血清型与其导致的疾病存在一定的联

系(表1)[1,5]。然而，该方法过于繁琐，同时对于抗

血清的浓度、滴度和特异性均具有较高的要求，

实现工艺较为复杂，技术难度较大，不适合于临

床上大规模快速地开展多杀性巴氏杆菌流行病学

调查。

随着分子生物学技术的快速发展，特别是

PCR技术及基因测序技术的日益普及，基于分子

生物学技术手段建立了多种多杀性巴氏杆菌的分

子分型方法，主要包括多重PCR方法和多位点序

列分型法(MLST)，它们在多杀性巴氏杆菌的临床

诊断中得到了较为广泛的应用。相对于传统的血

清学分型方法而言，这些方法具有快速、简单、

灵敏、灵活等特点，特别是其中基于多杀性巴氏

杆菌荚膜编码基因簇和脂多糖外核编码基因簇建

立的多重PCR方法与传统的Carter和Heddleston分
型方法形成了较为精确的对应关系，这在一定程

度上又使得临床上快速界定多杀性巴氏杆菌的血

清型成为可能。本文将重点就多杀性巴氏杆菌的

主要分子分型方法进行综述，为临床上快速开展

多杀性巴氏杆菌流行病学调查特别是分子流行病

学调查提供参考。

1    基于荚膜编码区的多重PCR分型法

荚膜(Capsule)是多杀性巴氏杆菌表面的主要

组分之一，也是其重要的毒力因子之一，在多杀

性巴氏杆菌抗吞噬的过程中发挥着十分重要的作

用 [ 6 ] 。多杀性巴氏杆菌血清学分型方法中的

Carter分型系统正是以荚膜作为主要研究对象而建

立的[3]。针对不同Carter血清型多杀性巴氏杆菌的

全基因组序列分析发现，多杀性巴氏杆菌中负责

荚膜合成的基因在其基因组中成簇存在 [7–8]；并且

整个荚膜编码基因簇按照功能的不同可被分为3个

不同的区域，其中区域一包含4个基因(hexABCD
或cexABCD)，与荚膜多糖的输出有关(capsule

export)；区域三由2个基因组成(phyBA或lipBA)，

一般与荚膜多糖的磷脂替换有关(phospholipid

substitution)[9]，这2个区域在不同血清型的多杀性

表1.  多杀性巴氏杆菌血清型与巴氏杆菌病之间的关系*
Table 1.  General relationships between disease syndromes and Pasteurella multocida capsular serogroups*

Diseases Serogroups Species affected Virulence factors

Animal bite-associated sepsis Usually A,
occasionally D

Any, but most commonly
humans, cats and dogs

Not established

Haemorrhagic septicaemia B, E Cattle, buffalo, pigs, goats,
deer, camels, rarely horses

Capsule, fimbriae, filamentous, haemagglutinin

Avian cholera A, F, very rarely D Chickens, turkeys, ducks,
wild birds

Capsule, LPS, iron acquisition proteins,
fimbriae, filamentous haemagglutinin,
sialic acid uptake

Atrophic rhinitis D, rarely A Pigs, rabbits Pasteurella multocida toxin (PMT)

Snuffles A, D Rabbits Not established

Enzootic pneumonia,
shipping fever

A, D, rarely F Cattle, sheep and pigs Not established. Co-infection with other
bacterial or viral species important

*: cited from reference [1].
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巴氏杆菌较为保守(图1)。区域二与荚膜多糖的形

成有关(Capsule biosynthesis)[9]，该区域在不同血

清型的多杀性巴氏杆菌存在一定的差异，总体而

言可以分为2大类：A型、D型和F型归为一类，其

区域二中含有4个基因(A型：hyaEDCB；B型：

dcbEFCB；F型：fcbE DCB)，其中hyaB (dcbB/

fcbB)和hyaC (dcbC/fcbC)在不同荚膜血清型的菌株

比较保守，hyaE (dcbE/fcbE)在不同血清型的菌株

间也存在一定的同源性，然而hyaD(dcbF/fcbD)在

不同血清型的菌株间同源性较低(图1)；B型和E型

菌株间区域二的相似度较高，均含有9个编码基因

(B型：bcbABCDEFGHI；E型：ecbABJKDEFGI)，

其中，E型荚膜多糖合成基因ecbI、ecbB 及ecbA的

编码产物分别与B型荚膜多糖合成基因bcbI、bcbB

及bcbA的编码产物存在较高的同源性(匹配度 >

87%，相似度 > 91%)，而ecbDEFG与bcbDEFG之

间也存在一定的同源性(匹配度介于44%–89%之

间)，此外，ecbK编码产物的C段序列与bcbC的编

码产物的相似度在55%左右，只有ecbJ在B型荚膜

多糖中未见具有匹配度的对应基因[9]。因此，在

所有与荚膜形成有关的基因中，hyaD、bcbD、

dcbF、ecbJ、fcbD等基因表现出了相应的荚膜型

特异性。基于此，Townsend等(2001)利用这些基

因不同位点的序列设计引物(表2)，建立了一套利

用PCR技术快速鉴定多杀性巴氏杆菌荚膜血清型

的方法 [ 9 ]。该方法具有快速、简便、准确等特

点，并且能够准确地与传统的Carter分型方法形成

对应关系，已经取代了Carter方法成为多杀性巴氏

杆菌的临床检测中应用最为广泛的分型方法。我

们利用该方法分别于2003 –2007年以及2014年间

来自我国多个规模化猪场患有呼吸系统疾病的猪

多组织器官样品进行了多杀性巴氏杆菌的分离与

鉴定，揭示了我国猪群中流行的多杀性巴氏杆菌

主要为A型菌株和D型菌株[10–11]；并且还首次报道

了F型多杀性巴氏杆菌在我国猪群中的存在[11]。然

而，该方法也存在一定的不足，例如我们在对这

些样品进行多杀性巴氏杆菌的分离与鉴定的过程

中发现部分菌株的荚膜血清型无法通过该多重

PCR方法进行界定，这一类多杀性巴氏杆菌被统

称为“未定型菌株”(untypable strain)[10]。未定型多

杀性巴氏杆菌在国外的类似工作中也有过报道[12–13]，

这一类菌株在临床上多与胸膜肺炎放线杆菌、副

图 1.  不同血清型多杀性巴氏杆菌荚膜合成基因簇比较基因组学分析

Figure 1.   Comparative analysis of capsule synthetic loci of Pasteurella multocida serogroups.
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猪嗜血杆菌等其它病原体形成混合感染，常与猪

肺炎的形成有关。我们推测，“未定型菌株”或许

与当前依然缺乏合适的界定方法有关[10]。

2    基于脂多糖外核编码基因簇的PCR
分型法

脂多糖(Lipopolysaccharide, LPS)是多杀性巴

氏杆菌表面的另外一种重要组成成分，也是其主

要毒力因子之一[6]。此外，LPS还是多杀性巴氏杆

菌血清分型方法的重要参考依据之一；Heddleston

分型系统正是基于LPS将多杀性巴氏杆菌分为

16种血清型(1–16)[4]。与绝大多数细菌LPS分子不

同的是，多杀性巴氏杆菌产生的LPS不含O抗原，

其LPS分子主要包括内核和外核两部分，其中内

核主要由类脂A(lipid A，也称内毒素)与内核低聚

糖组成，而外核的主要成分也是低聚糖[15]。绝大

多数多杀性巴氏杆菌在通常情况下能同时产生2种

不同糖型的LPS(A型和B型) [ 1 5 ]。就不同糖型的

LPS而言，其外核多糖的结构通常较为保守，而

内核多糖的结构却存在一定的差异性，这种差异

性主要体现在B型LPS的内核包含1个lipidA及2个

3-脱氧-d-甘露辛酮糖酸(Kdo)残基，而A型LPS的

内核中与lipidA相连的则是1个磷酸化的Kdo残基
[15]。负责内核多糖编码和装配的基因通常分散于

多杀性巴氏杆菌基因组的不同位点，并且绝大多

数内核编码及装配基因均较为保守。不同糖型的

LPS外核结构较为固定，主要由不同数目的葡萄

糖 ( G l c ) 、半乳糖 ( G a l ) 、乙酰氨基葡萄糖

(GlcNAc)以及庚糖(Hep)按照一定的比例通过一系

列的转移酶连接组成[15]。与LPS内核装配基因在

基因组分布较为分散不同的是，与LPS外核合成

和装配有关的基因在多杀性巴氏杆菌基因组上的

分布则较为集中，均位于两个保守的、与LPS合

成无关的基因priA和fpg之间[7–8, 14]。

Harper等针对Heddleston 1、2、3、4、5、8、
9、10、11、12、13、14和15型多杀性巴氏杆菌的

LPS进行分析发现，这些菌株LPS的结构差异性主

要体现在其外核结构上[16–21]。在基因水平上表现

为负责编码LPS外核糖链装配所需酶的基因数目

及同源性存在较大的差异；进一步研究发现，多

杀性巴氏杆菌的Heddleston血清型与其外核编码基

表2.  用于检测多杀性巴氏杆菌荚膜血清型的引物*
Table 2.  Primers used for determination of Pasteurella multocida capsular serogroups *

Serogroup Target gene Sequence (5′→3′) Product/bp Position

A hyaD-hyaC TGCCAAAATCGCAGTCAG 1044 8846–8863

TTGCCATCATTGTCAGTG 9890–9873

B bcbD CATTTATCCAAGCTCCACC 760 13621–13603

GCCCGAGAGTTTCAATCC 12863–12880

D dcbF TTACAAAAGAAAGACTAGGAGCCC 657 3142–3165

CATCTACCCACTCAACCATATCAG 3789–3766

E ecbJ TCCGCAGAAAATTATTGACTC 511 4387–4408

GCTTGCTGCTTGATTTTGTC 4899–4881

F fcbD AATCGGAGAACGCAGAAATCAG 851 2881–2896

TTCCGCCGTCAATTACTCTG 3733–3714

*: cited from reference [9]

1524 Zhong Peng et al.  |  Acta Microbiologica Sinica, 2016, 56(10)

actamicro@im.ac.cn



因簇存在一定的对应关系，并且部分不同Heddleston
血清型多杀性巴氏杆菌共用一套结构和功能相似

的外核装配基因系统(图2)。根据不同Heddleston
血清型多杀性巴氏杆菌外核装配所需的基因数目

及同源性的不同可以将其LPS外核多糖分为8个不

同的基因型(L1–L8)[22]。多杀性巴氏杆菌LPS外核

编码基因簇的这些差异性和相似性，为多杀性巴氏

杆菌新型LPS分型系统的建立奠定了理论基础。

根据已有的报道[16–18, 20-21]，在多杀性巴氏杆菌

Heddleston 1、2、3、4、5、8、10、11、12、
13、14及15型菌株的外核编码簇中均存在一个高

度保守的基因hptE，该基因与fpg相邻，其所编码

的庚糖基转移酶(HptE)对于多杀性巴氏杆菌LPS内
核多糖和外核多糖之间的相互连接是必需的。由

于多杀性巴氏杆菌LPS的外核编码簇位于2个保守

的基因priA和fpg之间，并且不同Heddleston血清

型菌株外核编码簇的长短不一(图2)，因此，可以

分别基于priA和hptE作为起始和终止位点设计引

物建立PCR方法扩增这2个基因的中间区域，从而

实现对上述Heddleston血清型的多杀性巴氏杆菌进

行快速诊断的目的。正是基于这一原理，Tsai等
建立了PCR-限制性片段长度多态性(PCR-RFLP)方
法，并且利用该方法对禽霍乱多杀性巴氏杆菌分

离株进行了分型，得到了较为稳定的结果[23]。然

而，由于hptE基因只存在于L1 (对应Heddleston
1和14型菌株)，L2 (对应Heddleston 2和5型菌株)，
L3 (对应Heddleston 3和4型菌株 )，L6 (对应

Heddleston 10、11、12和15型菌株)与L7 (对应

Heddleston 8和13型菌株)型多杀性巴氏杆菌中(图
2)，因此利用该分型方法只能对16种Heddleston血
清型中的12种进行快速诊断，无法诊断Heddleston
6、7、9、16型菌株。在此背景下，Harper等选取

图 2.  不同 Heddleston 血清型的多杀性巴氏杆菌 LPS 外核亲缘关系及结构示意图

Figure 2.   Phylogenetic analysis and genetic structure of Pasteurella multocida LPS outer core loci with different
Heddleston serotypes. Genome sequences of Pasteurella multocida strains HB03 (type A), HN06 (type D) and HN07
(type F) were submitted to NCBI under accession numbers CP003328 [14], CP003313 [8]; CP007040. Whole genome
sequencing of Pasteurella multocida HN04 (type B) was also completed but its genome was uncommitted. The map
was generated via Easyfig 2.1.
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了外核编码簇上不同的基因位点进行引物设计(图

2，表3)建立起了一种能够对全部8种LPS基因型进

行鉴定的多重PCR方法，并且该方法与质谱分析

结果的匹配度非常好，具有较高的可靠性[22]，由

于这8种基因型与16种Heddleston血清型具有一定

的对应关系，因此该方法能够对全部 1 6 种

Heddleston血清型的多杀性巴氏杆菌进行快速诊

断，但是该方法所得出的结果不能与经典的

Heddleston分型方法形成精确的一一对应关系，加

之由于该方法报道的时间较晚，临床上还未见利

用该方法开展多杀性巴氏杆菌流行病学调查的报

道。即便如此，该方法对于临床上开展多杀性巴

氏杆菌的分子流行病学调查依然具有十分重要的

价值。

3    基于管家基因的多位点序列分型
法(MLST)

多位点序列分型法 (Mul t i locus  sequence

typing, MLST)是一种基于核酸序列测定对细菌进

行分型的方法。其基本原理是基于一定数目的管

家基因(一般是7个)的序列组合从而确定目标细菌

的序列型(Sequence type, ST)[24]。基于特定的引物

确定好管家基因的序列后提交至专门的MLST在

线数据库进行比对后即可快速地确定靶细菌的

ST型。目前用于界定多杀性巴氏杆菌ST型的在线

数据库主要有2个(参见Pasteurella multocida
MLST Da tabases网站：h t tp : / /pubmls t .o rg /
pmultocida/)：Multiple host MLST 数据库由英国

格拉斯哥大学(University of Glasgow)开发，该数

据库可以界定不同宿主(包括牛、羊、猪、禽)来
源的多杀性巴氏杆菌的ST型[25]，目前应用较为广

泛；RIRDC MLST 数据库则由澳大利亚动物研究

所(Animal Research Institute)开发，主要是针对禽

源多杀性巴氏杆菌进行ST型界定[26]。除此之外，

这2个数据库所匹配的部分管家基因也存在一定的

差异。Multiple host MLST数据库所匹配的7个管

家基因为adk(腺苷酸环化酶基因)、aroA(5-烯醇丙

表3.  用于检测多杀性巴氏杆菌脂多糖基因型的引物*
Table 3.  Primers for determination of Pasteurella multocida LPS genotypes*

Genotype Sequence (5′→3′) Products/bp
L1 ACATTCCAGATAATACACCCG 1307

ATTGGAGCACCTAGTAACCC
L2 CTTAAAGTAACACTCGCTATTGC 810

TTTGATTTCCCTTGGGATAGC
L3 TGCAGGCGAGAGTTGATAAACCATC 474

CAAAGATTGGTTCCAAATCTGAATGGA
L4 TTTCCATAGATTAGCAATGCCG 550

CTTTATTTGGTCTTTATATATACC
L5 AGATTGCATGGCGAAATGGC 1175

CAATCCTCGTAAGACCCCC
L6 TCTTTATAATTATACTCTCCCAAGG 668

AATGAAGGTTTAAAAGAGATAGCTGGAG
L7 CCTATATTTATATCTCCTCCCC 931

CTAATATATAAACCATCCAACGC
L8 GAGAGTTACAAAAATGATCGGC 255

TCCTGGTTCATATATAGGTAGG

*: cited from reference [22].
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酮酰莽草酸-3-磷酸合成酶基因)、deoD(嘌呤核苷

酸磷酸化酶基因)、gdhA(谷氨酸脱氢酶基因)、
g6pd(葡萄糖-6磷酸脱氢酶基因)、mdh(苹果酸脱氢

酶基因)、pgi(磷酸葡萄糖异构酶基因)(相应的扩

增及测序引物序列参见Pasteurella multocida
MLST Databases网站)，而RIRDC MLST 数据库所

匹配的7个管家基因为adk、est(酯酶基因)、pmi(6-
磷酸-甘露糖异构酶基因)、zwf(即g6pd)、mdh、
g d h A、p g i (相应的扩增及测序引物序列参见

Pasteurella multocida MLST Databases网站)。这些

管家基因均为保障多杀性巴氏杆菌生存所必需的

代谢相关基因。对于任意一株ST型未知的多杀性

巴氏杆菌，只需要根据Pasteurella multocida
MLST Databases上所给定的引物序列及PCR扩增

体系和条件对与数据库所匹配的上述管家基因进

行扩增和测序，然后将序列提交至对应的数据库

进行检索即可快速界定该菌株的序列型。

MLST技术相对于基于多杀性巴氏杆菌荚膜

编码簇或LPS外核编码簇所建立的PCR分型技术

更加方便快捷，但是其所需的成本太高。加之，

由于受到传统的Carter分型系统和Heddleston分型

系统的影响，因此MLST技术在当前针对多杀性

巴氏杆菌的临床研究中并不常用。Sarangi等利用

该方法对在印度流行的多杀性巴氏杆菌展开了分

子流行病学调查，揭示了在印度流行的多杀性巴

氏杆菌的10种不同ST型，其中ST 277、 ST 280、
ST 281、ST 282是首次被发现[27]。Petersen等则针

对55株与出血性败血症相关的多杀性巴氏杆菌进

行M L S T分型发现与该病相关的菌株主要为

ST122(50株)[28]。Wang等针对我国江苏地区的禽

源多杀性巴氏杆菌流行菌株开展了MLST分型调

查发现与禽霍乱相关的40株多杀性巴氏杆菌全部

属于ST129[29]。Petersen和Wang等的研究均说明多

杀性巴氏杆菌的序列型与疾病之间也可能存在一

定的相关性。因此，该方法对于多杀性巴氏杆菌

的临床流行研究对于了解该病原体与疾病的关系

同样具有十分重要的意义。

4    展望

多杀性巴氏杆菌是临床上危害比较严重的一

种病原菌，其感染宿主十分广泛，由其感染导致

的疾病种类及临床表现也多种多样。很多已有的

研究均表明，多杀性巴氏杆的血清型或序列型与

其致病性存在一定的联系。因此，临床上针对多

杀性巴氏杆菌分离株快速开展分型鉴定对于了解

其感染和致病规律，建立细菌流行病学资料库具

有十分重要的意义。在临床上开展多杀性巴氏杆

菌血清学分型方法操作繁琐、技术难度大的背景

下，基于分子生物学手段建立的分子分型方法为

临床上快速开展多杀性巴氏杆菌的分型提供了一

条更加便捷的途径，它们的应用极大地提高了临

床应用过程中多杀性巴氏杆菌的分型效率。虽然

在现有的技术层面下，多重PCR方法和MLST分型

方法依然存在诸如无法界定“未定型多杀性巴氏杆

菌”和成本过高等不足的地方，但是分子分型方法

相对于传统的血清学分型方法而言依然具有十分

明显的优势，这类分型方法特别是基于荚膜编码

区建立的多重PCR分型法已经成为当前临床上开

展多杀性巴氏杆菌分离鉴定工作最为常用的方

法，而多位点序列分型法(MLST)在临床上也得到

了广泛的应用。随着基于脂多糖外核编码基因簇

所建立的PCR分型方法的提出，该方法也将逐步

地广泛应用。
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Molecular typing methods for Pasteurella multocida-A review
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Abstract: Pasteurella multocida is an important gram-negative pathogenic bacterium that could infect wide ranges of
animals. Humans could also be infected by P. multocida via animal bite or scratching. Current typing methods for P.
multocida include serological typing methods and molecular typing methods. Of them, serological typing methods are
based on immunological assays, which are too complicated for clinical bacteriological studies. However, the
molecular methods including multiple PCRs and multilocus sequence typing (MLST) methods are more suitable for
bacteriological studies of P. multocida in clinic, with their simple operation, high efficiency and accurate detection
compared to the traditional serological typing methods, they are therefore widely used. In the current review, we
briefly describe the molecular typing methods for P. multocida. Our aim is to provide a knowledge-foundation for
clinical bacteriological investigation especially the molecular investigation for P. multocida.
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