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　　摘要：为建立气肿疽梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｃｈａｕｖｏｅｉ）的快速检测方法，根据ＧｅｎＢａｎｋ中气肿疽梭菌细胞毒素ＣｃｔＡ基因
序列（登录号：ＪＱ６９２５８３．１）设计了１对引物，以气肿疽梭菌标准株Ｃ５４－１全基因组 ＤＮＡ为模板，建立了牛气肿疽梭
菌的ＰＣＲ检测方法，并进行了特异性、敏感性试验。结果表明，建立的气肿疽梭菌ＰＣＲ检测方法扩增出的片段大小为
５０１ｂｐ，与ＧｅｎＢａｎｋ上气肿疽梭菌的同源性达９９．４％，且该方法与Ｄ型产气荚膜梭菌、Ｅ型产气荚膜梭菌、腐败梭菌和
巴氏杆菌等病原体无交叉反应，最低检测浓度为１２．３０ｆｇ／μＬ。结果表明，建立的ＰＣＲ检测方法具有特异、敏感、高效
等优点，与其他诊断方法相比更适用于气肿疽梭菌的诊断。
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　　气肿疽别称黑腿病，是由气肿疽梭菌（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｃｈａｕ
ｖｏｅｉ）引起的以皮下组织和肌肉丰满部位发生气性、炎性肿
胀，按压之有捻发音为特征的急性、热性和败血性传染病［１］。

病牛是本病的主要传染源，但并不直接传染给健康牛，而是随

污染的土壤经饲料或饮水间接进入消化道而感染［２］。其芽

孢能在土壤中长期生存，成为持久的传染源。本病一年四季

均可发生，尤以炎热干旱的夏季容易发生，严冬则较为少见；

呈地方性流行，低温高湿、低湿山谷或低洼地区更易发生［３］。

由于气肿疽梭菌的生长速度和其他梭状芽孢杆菌相比较

为缓慢［４－５］，因其与其他梭状芽孢杆菌易发生交叉感染，所以

很难从病原学和免疫学的角度对其病原体进行准确检测［６］；

因此建立快速高效的检测方法显得尤为重要。近年来，随着

生物技术的不断发展，逐步建立了一些新的血清学诊断方法

和分子生物学诊断方法。本试验根据气肿疽梭菌细胞毒素

ＣｃｔＡ基因设计了１对特异性引物，旨在建立灵敏、准确的针对
气肿疽梭菌的ＰＣＲ检测方法，对已发生气肿疽病的牧场其他
个体进行快速、高效的诊断，并广泛应用于临床实践。

１　材料与方法

１．１　试验样本及试剂
试验样本为气肿疽梭菌 Ｃ５４－１标准株；ＥｘＴａｑＤＮＡ聚

合酶、ＤＮＴＰ、ｐＭＤ１８－ＴＳｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ均购自大连宝生物工程
有限公司；ＮＩ－ＤＬ３０００ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购自 Ｎｅｗｂｉｏｉｎｄｕｓｔｒｙ公
司；凝胶回收试剂盒、质粒少量提取试剂盒购自美国 Ｏｍｅｇａ

生物技术公司；Ｄ型产气荚膜梭菌、Ｅ型产气荚膜梭菌、腐败
梭菌和巴氏杆菌均由延边大学预防兽医学实验室保存。

１．２　引物的设计与合成
根据ＧｅｎＢａｎｋ上气肿疽梭菌细胞毒素ＣｃｔＡ基因序列（登

录号：ＪＱ６９２５８３．１），用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０设计了１对引物Ｐ１
（５′－ＣＧＧＧＡＴＣＣＧＧＴＧＧＧＴＡＴＴＡＴＣＡＡＧＣ－３′）、Ｐ２（５′－
ＣＣＣＴＣＧＡＧＡＧＴＴＣＣＴＴＴＴＧＧＴＧＣ－３′），由北京新产业公司
合成。

１．３　基因组ＤＮＡ的提取
采用酚－氯仿抽提法提取气肿疽梭菌菌体核酸ＤＮＡ。

１．４　ＰＣＲ反应体系及条件
ＰＣＲ在２５μＬ反应体系中进行，双蒸水１６．２５μＬ、１０×

ＥｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ２．５０μＬ、ＤＮＡ模板 ２．００μＬ、ｄＮＴＰ２．００μＬ和
Ｐ１、Ｐ２各１．００μＬ、ＥｑＴａｑ０．２５μＬ，共计２５μＬ。ＰＣＲ扩增程
序：９５℃５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，４８．８℃４５ｓ，７２℃ ４５ｓ，共３０个
循环；７２℃１０ｍｉｎ；４℃保存。
１．５　ＰＣＲ产物的回收、克隆及测序

ＰＣＲ产物５０μＬ进行琼脂糖凝胶电泳，用凝胶回收试剂
盒回收目的条带；将回收产物与 ｐＭＤ１８－Ｔｓｉｍｐｌｅｖｅｃｔｏｒ进
行连接，再转化进ＤＨ－５α大肠杆菌感受态细胞内，继而接种
于含有氨苄抗性的ＬＢ固体培养基上，经３７℃恒温培养１２～
１６ｈ，挑取单个菌落于含有氨苄抗性的液体培养基中增菌培
养，并提取质粒，经 ＰＣＲ和酶切鉴定后将质粒送往上海立菲
生物技术有限公司测序。将测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中气肿疽
梭菌ＡＴＣＣ１００９２菌株ＣｃｔＡ基因进行同源性比较。
１．６　特异性试验

将Ｄ型产气荚膜梭菌、Ｅ型产气荚膜梭菌、腐败梭菌、巴
氏杆菌的ＤＮＡ按照气肿疽梭菌的 ＤＮＡ浓度稀释，用本研究
建立的方法进行ＰＣＲ扩增，并设阴性对照。
１．７　敏感性试验

提取气肿疽梭菌菌体 ＤＮＡ，测其 Ｄ２６０ｎｍ值，将 ＤＮＡ模板
按１∶１０比例连续稀释后进行ＰＣＲ扩增，以此来确定本ＰＣＲ
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方法的敏感性。

２　结果与分析

２．１　气肿疽梭菌ＣｃｔＡ基因目的片段的ＰＣＲ扩增
以气肿疽梭菌菌体 ＤＮＡ为模板，经 ＰＣＲ扩增出了大小

为５０１ｂｐ的目的片段（图１）。
２．２　目的基因的序列分析

将测序得到的结果与 ＧｅｎＢａｎｋ中气肿疽梭菌 ＡＴＣＣ
１００９２菌株ＣｃｔＡ基因序列（ＪＱ６９２５８３．１）进行同源性比较，结
果显示，核苷酸序列同源性达９９．４％，共存在３处突变（图
２），表明该引物适用于气肿疽梭菌的检测。

２．３　特异性试验
分别以气肿疽梭菌、Ｄ型产气荚膜梭菌、Ｅ型产气荚膜梭

菌、腐败梭菌和巴氏杆菌的基因组 ＤＮＡ为模板，按照“１．４”
节所述的扩增体系和反应条件进行ＰＣＲ扩增，并以灭菌去离
子水作阴性对照，后经琼脂糖凝胶电泳检测结果。结果显示，

只有气肿疽梭菌扩增出目的条带，而其他均未出现目的条带，

表明本试验建立的ＰＣＲ检测方法具有较好的特异性（图３）。

２．４　敏感性试验
取气肿疽梭菌菌体 ＤＮＡ标准品，按１∶１０倍比稀释后，

用上述 ＰＣＲ方法进行检测，ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳观
察，结果表明，该ＰＣＲ最低检测量为１２．３０ｆｇ／μＬ（图４）。

３　讨论

气肿疽梭菌是引起气肿疽的病原体，常随污染的土壤经

饲料或饮水间接进入消化道而感染［２］，也可经皮肤伤口或通

过吸血昆虫叮咬进行传播［７］。该菌的芽孢潜伏期长、存活能

力力强，能在土壤中长期生存，可成为持久传染源，故很难从

根本上预防和控制本病的发生及流行，这些特性严重制约了

畜牧业的发展。而随着其易感群体的逐渐扩大，气肿疽梭菌

也越来越多地威胁到了人类的安全。

目前常用的检测手段存在一定的弊端，病原学检查和免

疫学试验都很容易与梭菌属的其他细菌发生干扰，并不能达

到良好的效果。与常规检测方法相比，分子生物学方法更有

优势，可准确检测低含量的病原菌。

本试验以牛气肿疽梭菌细胞毒素Ａ（ＣｃｔＡ）基因为基础建
立的 ＰＣＲ检测方法，所获得的序列与 ＧｅｎＢａｎｋ（登录号
ＪＱ６９２５８３．１）上公布的序列同源性为９９．４％，与产气荚膜梭
菌、腐败梭菌、巴氏杆菌等病原体无交叉反应，证明其具有很

好的特异性；最少可检测到１２．３０ｆｇ／μＬ的ＤＮＡ，证明其具有
较好的敏感性；说明本试验建立的检测方法可广泛应用于对

临床样本进行快速、高效的诊断，与其他诊断方法相比更适用

于气肿疽梭菌的诊断。
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　　杨树是华北、华东地区栽培量最大的树种，其特点是生长
迅速、高大挺拔、迅速成林，能防风沙、吸收废气。杨树可广泛

用于生态防护林、三北防护林、农林防护林、工业用材林。杨

树作为道路绿化、园林景观也是非常优秀的树种。目前，很多

人摒弃原有生长速度稍缓的雄性杨，大量栽培速生的雌杨树，

以致每年四五月份杨絮漫天飞扬，近年来，杨絮已经成为污染

环境、引发火灾的重要原因之一。四五月份正赶上冬小麦灌

浆期，大量杨絮包裹在小麦植株上，影响其光合作用，造成小

麦大面积减产。近年来，三倍体杨等陆续问世，但由于其在材

质、抗虫性等方面存在一些问题，阻碍了三倍体杨的大面积推

广，速生高抗雄性杨具有材质优良、抗虫、抗病、速生等特征，

是取代现有杨树品种的不二选择［１］。为了尽快获得大量速

生高抗雄性杨幼苗，笔者采用正交试验方法，对杨树组培苗进

行瓶内增殖与生根，筛选出最适宜的组培苗壮苗与增殖的培

养基配方，旨在为促进杨树产业化发展提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
速生高抗雄性杨。

１．２　方法
取当年生枝条，获取无菌瓶苗，筛选出适合其增殖壮苗及

生根的培养基。

１．２．１　试验设计　采用 ＭＳ、ＷＰＭ、１／２ＭＳ、１／２ＷＰＭ培养基
作为基本培养基，６－ＢＡ、ＮＡＡ、ＩＢＮ、ＺＴ４种植物激素各设４
个梯度水平，采用正交试验进行最佳培养基激素配比筛选

（表１）。培养基中均加入蔗糖３０ｇ／Ｌ、琼脂 ６ｇ／Ｌ，ｐＨ值为
５．８，每个培养基分装８瓶，经高压灭菌后待用。

表１　速生高抗雄性杨组织培养条件正交试验因素水平

水平

因素

基本

培养基

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＢＮ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＺＴ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

１ ＭＳ ０．１ ０．１ ０．１ ０．０５
２ １／２ＭＳ ０．５ ０．５ ０．５ ０．１０
３ ＷＰＭ １．０ １．０ １．０ ０．１５
４ １／２ＷＰＭ １．５ １．５ １．５ ０．２０

１．２．２　材料处理　选择生长健壮的植株，剪取当年生、半木
质化腋芽饱满的枝条５～１０ｃｍ，去掉可见叶，在流动的自来
水中冲洗１５～２０ｍｉｎ，揩干水分。在无菌室内的超净工作台
上用７５％乙醇处理３０ｓ，０．１％ＨｇＣｌ２灭菌 １０ｍｉｎ，用无菌水
冲洗５～７次，剪成长０．５～１．０ｃｍ、含有１～２个腋芽的茎段，
接种到基本培养基中，待腋芽长出１～２ｃｍ再接种到增殖培
养基中进行增殖培养，继代增殖以后，转入壮苗生根培养基中

进行壮苗生根培养，培养温度２６℃，光照时间１２ｈ／ｄ，光照强
度２０００ｌｘ，每３ｄ记录１次，共记录４５ｄ。采用正交试验设
计，共１６个处理，试验因子见表１，每个处理８瓶，每瓶接种
３～４个茎段。
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