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　　摘要：采用平板凝集试验、试管凝集试验对采自新疆３个集约化养殖鹿场、１个散养鹿群的４１０份血清样本进行
布氏杆菌特异性抗体检测；采用分子生物学方法，根据ＧｅｎＢａｎｋ公布的布氏杆菌外膜蛋白Ｏｍｐ２５ｃ的基因序列设计特
异性引物，对疑似布氏杆菌阳性的１０份羊水病料进行ＰＣＲ扩增，并将扩增产物克隆到 ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ进行测
序。结果表明，血清稀释比例为１∶２５时，平板凝集试验、试管凝集试验的抗体阳性率分别为１５．１％、１４．６％，４份羊
水样本的ＰＣＲ扩增产物在１．２％琼脂糖凝胶上均观察到预期１４９ｂｐ大小的扩增条带，ＢＬＡＳＴ比对分析显示该扩增序
列与布氏杆菌基因组的核苷酸序列同源性为１００％，从而判定新疆集约化养殖的天山马鹿存在布氏杆菌病的感染。
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　　布氏杆菌病（ｂｒｕｃｅｌｌｏｓｉｓ）又称马尔他热、波状热，是由布
氏杆菌属（Ｂｒｕｃｅｌｌａ）细菌引起的人畜共患病。布氏杆菌可感
染人类、多种家畜和野生动物，引起相似的临床症状与病理损

伤。该病最典型的症状为怀孕母畜流产、空怀不育、子宫炎、

乳房炎，以及公畜睾丸炎、关节炎等。世界动物卫生组织

（ＯＩＥ）将其列为Ｂ类动物疫病，中国将其列为二类动物疫病。
全世界有１７０多个国家和地区存在和流行人畜共患布氏杆菌
病，每年因该病造成的经济损失约３０亿美元［１］。根据其宿主

的嗜好性可将布氏杆菌分为猪、牛、羊、犬、绵羊附睾、沙林鼠

种布鲁氏菌６个种及２０个型［２］。我国鹿群中流行的布鲁氏

菌主要为猪型、牛型、羊型、非典型布鲁氏菌［３－４］。天山马鹿

是产于新疆维吾尔自治区天山山脉的鹿品种，是国家二类保

护动物。目前，关于新疆天山马鹿感染布氏杆菌的情况尚未

见报道，更无应用分子生物学手段对天山马鹿进行布氏杆菌

流行病学的检测及研究。通过对新疆地区集约化养殖、散养

的天山马鹿进行布氏杆菌病流行病学调查，以了解当地天山

马鹿的布氏杆菌感染状况。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　血清及病料来源　４１０份血清样本分别采自新疆地
区３个集约化养殖鹿场、１个散养鹿群；１０份疑似布氏杆菌阳
性的羊水病料采自新疆地区集约化养殖鹿场。

１．１．２　试验菌株　布氏杆菌疫苗株 Ｍ５购自新疆天康畜牧
生物技术公司。

１．１．３　主要试剂及仪器设备　ＨｉＰｕｒｅＧｅｌＰｕｒｅＤＮＡＫｉｔｓ，购
自 Ｍａｇｅｎ公司；ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙＶｅｃｔｏｒ，购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；
Ｔｒａｎｓ２ＫＤＮＡＭａｒｋｅｒｓ、ＴｒａｎｓＴａｑ－ＴＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ，均购自

北京全式金生物技术有限公司；质粒小提试剂盒，购自天根生

化科技有限公司；布氏杆菌虎红平板凝集抗原、布氏杆菌试管

凝集抗原、布氏杆菌标准阳性血清，均购自中国兽医药品监察

所；布氏杆菌阴性参考血清为笔者所在实验室保存。梯度

ＰＣＲ仪、全自动凝胶成像分析系统、高速离心机均为德国 Ｅｐ
ｐｅｎｄｏｒｆ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　虎红平板凝集试验　虎红平板凝集试验是一种快速、
敏感的检测方法，用于布氏杆菌病的田间筛选，具体操作及判

定方法参照ＧＢ／Ｔ１８６４６—２００２《动物布鲁氏菌病诊断技术》。
１．２．２　试管凝集试验　试管凝集试验是一种特异、敏感的布
氏杆菌病检测方法，用于布氏杆菌病的诊断，具体操作及判定

方法参照ＧＢ／Ｔ１８６４６—２００２《动物布鲁氏菌病诊断技术》。
１．２．３　布氏杆菌基因组ＤＮＡ的制备　将疑似布氏杆菌阳性
的羊水病料划线接种于 ＴＳＡ琼脂平板，置于培养箱中３７℃
培养２４ｈ，挑取单菌落接种至ＴＳＢ培养基。取１ｍＬＴＳＢ培养
物以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清。

以２００μＬＴＥ（１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ，ｐＨ
值７．６）重悬沉淀，于９５℃煮沸５ｍｉｎ，以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ，上清即为细菌ＤＮＡ模板。
１．２．４　样品的 ＰＣＲ检测　根据布氏杆菌特异性基因
Ｏｍｐ２５ｃ的保守片段，采用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，
引物序列为：Ｏｍｐ２５ｃＦＰ５′－ＴＴＴＧＧＡＴＧＡＡＡＡＴＡＡＣＧＣＣ－３′；
Ｏｍｐ２５ｃＲＰ５′－ＡＴＴＣＧＣＣＣＣＴＧＴＴＴＣＴＣＡ－３′。

所采用的２５μＬ反应体系为：１０×ＰＣＲ缓冲液２．５μＬ、
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．０μＬ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ）０．５μＬ、上
下游引物各１．０μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ）、ＤＮＡ模板２．０μＬ、无 ＲＮＡ
酶的水１７．０μＬ。反应条件为：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，５３℃
３０ｓ，７２℃４０ｓ，３５个循环；７２℃ １０ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后，
取５μＬ反应产物于１．２％琼脂糖凝胶上电泳，在紫外灯下观
察结果。

１．２．５　ＰＣＲ扩增产物的纯化、克隆、测序　采用 ＨｉＰｕｒｅＧｅｌ
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ＰｕｒｅＤＮＡＫｉｔｓ试剂盒，按照说明书对电泳后的ＰＣＲ产物进行
回收并纯化，将纯化回收的 ＰＣＲ产物连接至 ｐＧＥＭ－ＴＥａｓｙ
Ｖｅｃｔｏｒ。连接产物按常规方法转化大肠杆菌感受态ＤＨ５α（天
根公司产品）并进行氨苄青霉素抗性筛选。选择抗性菌落增

菌培养，并采用质粒小提试剂盒从扩增的细菌培养物中提取

质粒，将ＰＣＲ鉴定为阳性的重组质粒送至生工生物工程（上
海）股份有限公司进行测序。

２　结果与分析

２．１　血清学检测结果
　　用ＰＢＳ溶液对采集的４１０份天山马鹿血清依次进行倍比
稀释（１∶２５、１∶５０、１∶１００、１∶２００），并分别采用平板凝集试
验、试管凝集试验进行检测，检测结果见表１、表２。
２．２　ＰＣＲ检测结果
　　应用针对特异性基因 Ｏｍｐ２５ｃ保守片段设计的引物，分
别对疑似阳性病料、对照疫苗菌株Ｍ５的ＤＮＡ模板进行ＰＣＲ
扩增。结果显示，１０份疑似布氏杆菌阳性的羊水病料中有４
份呈阳性，阳性率为４０％，在１．２％琼脂糖凝胶上观察到预期
大小为１４９ｂｐ的扩增条带。采用Ｍ１３通用引物对ＰＣＲ鉴定
为阳性的重组质粒进行测序，并将获得的核苷酸序列进行

ＢＬＡＳＴ对比，证明所扩增及克隆的核酸片段为布氏杆菌
Ｏｍｐ２５ｃ保守的核苷酸序列。阳性样品的琼脂糖凝胶电泳结
果见图１，扩增子测序序列的ＢＬＡＳＴ比对分析结果见图２。

表１　平板凝集试验检测结果

血清稀释比例
检测数（份）

阳性 阴性

阳性率

（％）
１∶２５ ６２ ３４８ １５．１
１∶５０ ５８ ３５２ １４．１
１∶１００ ３６ ３７４ ９．０
１∶２００ ２８ ３８２ ７．０

表２　试管凝集试验检测结果

血清稀释比例
检测数（份）

阳性 阴性

阳性率

（％）
１∶２５ ６０ ３５０ １４．６
１∶５０ ５５ ３５５ １３．４
１∶１００ ３２ ３７８ ７．８
１∶２００ ２５ ３８５ ６．０

３　结论与讨论

　　布鲁氏菌病是由布氏杆菌引起的一种人兽共患传染病，
布氏杆菌是一种兼性胞内寄生菌，具有逃避机体免疫保护的

能力。对于布氏杆菌病的诊断，ＧＢ／Ｔ１８６４６—２００２《动物布
鲁氏菌病诊断技术》规定的虎红平板凝集试验（ＲＢＴ）、试管
凝集试验（ＳＡＴ）一直是我国动物布病检测的经典试验方
法［５］。然而，对于受到免疫抑制且携带病原的宿主动物，抗

体水平很难达到有效的检测滴度，需借助分子生物学方法来检

测动物体内的病原体，因此必须筛选布氏杆菌种间高度保守的

目的基因，而Ｏｍｐ２５ｃ是目前最具代表性的布氏杆菌外膜蛋白
之一，具有较强的免疫原性，且在布氏杆菌各种间高度保

守［６－７］。以Ｏｍｐ２５ｃ外膜蛋白为研究对象，选取特异性较好的
基因片段设计引物，进行动物体内布氏杆菌病原菌的检测。

　　近年来，新疆地区多个畜种均有布氏杆菌病感染的报
道［８－１０］，严重威胁当地人畜健康及畜牧业的安全生产。天山

马鹿是产于新疆维吾尔自治区天山山脉的鹿品种，是国家二

类保护动物。早期，野生天山马鹿在新疆较为多见，随着近年

来市场对天山马鹿所产鹿茸、鹿胎、鹿血、鹿筋、鹿角胶等鹿产

品需求的不断扩大，天山马鹿在新疆呈现集约化养殖的趋势。

有文献初步报道，新疆天山马鹿由野生放养到与其他家畜混

养，曾出现过布氏杆菌感染的病例［１１－１２］，然而上述流行病学

调查研究均仅限于血清学水平，不能排除假阳性、假阴性存在

的情况。为系统了解新疆天山马鹿集约化养殖后，布氏杆菌病

在该畜群中的流行状况，本研究采用血清学与分子生物学相结

合的技术手段，对当地天山马鹿布氏杆菌病的感染情况进行系

统的流行病学调查。结果表明，新疆天山马鹿集约化养殖后确

实出现了布氏杆菌病感染的病例。对血清样品进行布氏杆菌

特异性抗体检测时，平行采用虎红平板凝集试验与试管凝集试

验，然而以不同方法对同一批血清测得的阳性率不同，可见仅

靠血清学检测抗体的方法难以对畜群感染布氏杆菌的程度进

行定论。以布氏杆菌高度保守的 Ｏｍｐ２５ｃ外膜蛋白基因为研
究对象，从１０份疑似布氏杆菌阳性的羊水病料中筛选出４份
阳性病例，进一步提供了布氏杆菌感染新疆天山马鹿的证据。

确定感染新疆天山马鹿的布氏杆菌种型尚需进一步研究，从而

有针对性地对天山马鹿进行布氏杆菌病的防控。
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优质肉鸡硫胺素含量以及 ＴＰＫ１基因的多态性分析
王　海１，王康环１，蒋小松２，徐亚欧１

（１．西南民族大学生命科学与技术学院，四川成都６１００４１；２．四川省畜牧科学研究院，四川成都 ６１００６６）

　　摘要：为研究大恒优质肉鸡硫胺素沉积规律及大恒肉鸡不同家系间硫胺素的差异，选取大恒优质肉鸡的４个品系
（Ｓ０８、Ｓ０７×Ｓ０１、Ｄ２、Ｄ１）为试验材料，采用高效液相色谱法对硫胺素含量进行测定，并对其相关基因 ＴＰＫ１进行多态
性分析。结果显示：１０周龄时，Ｓ０８品系胸肌中硫胺素含量极显著高于品系Ｄ１、Ｄ２（Ｐ＜０．０１），４个品系中公鸡胸肌中
的硫胺素含量均高于母鸡，差异不明显；１０周龄时，公鸡、母鸡中腿肌的硫胺素含量极显著高于胸肌（Ｐ＜０．０１），公鸡
中的腿肌、胸肌硫胺素含量均分别高于母鸡的腿肌、胸肌，但都差异不明显。对大恒肉鸡５个品系（Ｓ０７×Ｓ０５、Ｓ０７、
Ｓ０８、Ｓ０７×０１、Ｓ０８×０１）ＴＰＫ１基因的所有外显子及部分３′非编码区进行了多态性位点的检测，在３′非编码区发现了１
个Ｇ８７８Ａ单碱基突变，该ＳＮＰ位点对腹脂质量具有显著影响（Ｐ＜０．０５），该基因座上的基因型ＮＮ个体的腹脂质量显
著高于基因型ＭＮ个体的腹脂质量，但与大恒优质肉鸡２个品系鸡肉中硫胺素含量差异不显著。
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　　硫胺素（Ｔｈｉａｍｉｎｅ）即维生素 Ｂ１，不仅是维持机体代谢的
重要物质，而且是肉产品产生芳香物质的关键前体物质。热

降解硫胺素可以产生许多含硫化合物，包括硫醇、硫化物、二

硫化合物等芳香化合物［１－２］，其中２－甲基 －３－巯基呋喃、
２／３－巯基 －３／２－戊酮是重要的挥发性化合物，５－羟基 －
３－巯基 －２－戊酮不仅是硫胺素降解过程中的重要中间产
物，而且是一类芳香化合物。因此，硫胺素及其衍生物的含量

已经成为了肉食品品质的重要指标。本研究以４个优质肉鸡
品系为样本，研究硫胺素的含量差异，同时对硫胺素合成代谢

关键酶中硫胺焦磷酸激酶（ＴＰＫ１）基因进行多态性分析［３］，以

期为优质肉鸡的选育提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
　　试验材料为四川大恒家禽有限公司培育的 Ｓ０８、Ｓ０７×
Ｓ０１、Ｄ２、Ｄ１、Ｓ０７×０５、Ｓ０７、Ｓ０８×Ｓ０１共７个品系总，试验鸡有
专人饲养，饲养条件及营养水平一致，统一在７０日龄屠宰，屠
宰前翅下静脉采血保存于真空采血管中，４℃保存用于 ＤＮＡ
的提取。

１．２　试验方法
１．２．１　肌肉中硫胺素含量的测定　采用高效液相色谱法
（荧光检测）。准确称取４～６ｇ肉样，使用电动匀浆器匀质后
置于２５０ｍＬ三角瓶中，加入５０ｍＬ的０．１ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液混
匀，于高压灭菌锅中 １２１℃处理 ３０ｍｉｎ，室温冷却。用
２ｍｏｌ／Ｌ乙酸钠溶液调节水解液使ｐＨ值为４．０～４．５，加入高
峰氏淀粉酶，置于水浴锅中４５～５０℃酶解３ｈ，冷却后全部移
至１００ｍＬ容量瓶中，用水定容至１００ｍＬ，混匀后用滤纸过
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