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　　摘要：为确定导致绵羊细菌性感染死亡的病原，从送检病死绵羊肺脏中分离纯化出１株细菌，并对其进行培养特
性观察、生化反应、ＰＣＲ鉴定、药敏试验和动物致病性试验。结果显示，分离纯化的细菌为革兰氏阴性短杆菌，经生化
反应和ＰＣＲ鉴定为溶血性曼氏杆菌；该细菌对庆大霉素、头孢噻肟高度敏感；对青霉素、四环素、红霉素、利福平、卡那
霉素、恩诺沙星和大观霉素耐药；将１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ菌液１０倍系列稀释后感染６～８周龄小白鼠，该细菌对小白鼠的
半数致死量为１×１０６．２ＣＦＵ／ｍＬ；死亡动物的剖检病变与发病绵羊类似，并从病变器官内分离到细菌。本研究为进一
步探讨溶血性曼氏杆菌的致病机理奠定了基础。
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　　溶血性曼氏杆菌（Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ，Ｍｈ）别称溶血
性巴氏杆菌，该菌属于机会致病菌，可长期寄生于牛、绵羊、山

羊等反刍动物及其他动物上呼吸道［１－２］。当受到外界环境骤

变、长途运输等刺激出现应激反应，动物机体抵抗力下降，病

菌可趁机侵入从而致病，病毒和支原体感染如绵羊肺炎支原

体、多杀性巴氏杆菌、副流感病毒等，可使得机体对溶血性曼

氏杆菌更易感［３－４］。它能够引起牛、羊肺炎，新生羔羊的急性

败血症，给养牛业和养羊业带来较大的经济损失［５］。

２０１５年底，安徽宣城某养羊场发生疫情，死亡率达１０％
以上，发病羊主要表现为咳嗽、喘气、流鼻涕等呼吸道症状，剖

检病变主要为肺脏出血、充血、水肿、实变。从发病羊肺脏中

分离出１株菌株，通过生化鉴定和 ＰＣＲ鉴定，确定该分离株
为溶血性曼氏杆菌。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
绵羊鲜血琼脂培养基、微量生化反应管、抗菌药物药敏纸

片均购自浙江杭州微生物试剂公司；ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ｄＮＴＰ、

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ等均购自北京全氏金生物技术有限公司。其他
试剂均为国产分析纯。

１．２　试验动物
６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，购自扬州大学比较医学中心。

１．３　病原的分离
无菌采集绵羊肺脏组织块接种于鲜血琼脂平板上，培养

２４ｈ后，挑取单个菌落进行纯化。挑取纯化的菌落涂片进行
革兰氏染色镜检。

１．４　生化试验
将纯化的菌落按照常规方法接种于葡萄糖、麦芽糖、甘露

醇等生化鉴定管中，置于３７℃恒温培养箱中培养，观察其生
化特性。

１．５　ＰＣＲ鉴定
参照Ａｌｅｘａｎｄｅｒ等基于ｌｋｔ基因设计的溶血性曼氏杆菌特

异性引物（ＬｋｔＦ：５′－ＧＣＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＴＡＴＴＡＡＡＧＴＧＧ－３′；
ＬｋｔＲ：ＣＡＧＣＡＧＴＴＡＴＴＧＴＣＡＴＡＣＣＴＧＡＡＣ）［４］进行 ＰＣＲ扩增，
预期扩增片段大小为２０６ｂｐ。

以纯培养细菌的染色体 ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ反应体系为
２５μＬ：ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．５μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，引物 Ｐ１、Ｐ２
各１μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ１μＬ，无菌水１８μＬ。
反应程序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，３５个
循环；７２℃１０ｍｉｎ。反应结束后取ＰＣＲ产物于１．２％的琼脂
糖凝胶中电泳检测。将目的片段切胶回收，并与 ｐＭＤ１９－Ｔ
载体连接，转化ＤＨ５α感受态细胞，经鉴定正确后送南京金斯
瑞生物技术有限公司测序。
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１．６　耐药性试验
采用纸片扩散法进行药敏试验，将分离的溶血性曼氏杆

菌均匀涂布于鲜血琼脂平板上，然后将药敏纸片紧贴于琼脂

表面，３７℃培养２４ｈ，测量抑菌圈直径。
１．７　小鼠致病性试验

将分离纯化的菌株接种于含犊牛血清的 ＬＢ液体培养基
中，３７℃培养２４ｈ，取菌液１０倍系列稀释，进行活菌平板计
数。取小鼠３０只，随机分为６组，将计数后的菌液进行腹腔
注射，菌液（１０８、１０７、１０６、１０５、１０４ＣＦＵ／ｍＬ）０．２ｍＬ／只，测定
其致病性。对照组注射等量的培养基。对死亡小鼠进行剖

检，观察组织病变，同时采集肺、脾、肝进行细菌分离培养。

２　结果与分析

２．１　细菌的分离培养
病原菌在绵羊鲜血琼脂平板上培养２４ｈ后，形成圆形、

光滑、湿润、半透明、不溶血的小菌落。革兰氏染色呈短小、多

个的阴性菌（图１）。

２．２　生化鉴定
该菌可发酵葡萄糖、麦芽糖、鼠李糖、Ｌ－阿拉伯糖、甘露

醇，不发酵乳糖、吲哚、甘露糖，符合曼氏杆菌生化特性。

２．３　ＰＣＲ鉴定
将分离的病原菌进行ＰＣＲ扩增，得到与预期结果相符合

的２０６ｂｐ的特异性核酸片段（图２）。测序结果表明，该分离
株与 ＧｅｎＢａｎｋ中 登 录 的 ＡＦ３１４５０３、Ｍ２４１７９、Ｍ２０７３０、
ＡＦ３１４５１２、ＡＦ３１４５２０、ＡＦ３１４５２２、ＡＳ３１４５１９、ＡＦ３１４５１８、
ＡＹ４２５２８０、ＡＦ３１４５１７、ＡＦ３１４５２１、ＡＦ３１４５０６同源性较高，均在
９４％以上。进化树分析发现，该毒株与 ＡＦ３１４５０３、Ｍ２４１７９、
Ｍ２０７３０亲缘关系最近，共同组成１组微小分支（图３）。

２．４　药敏试验
对分离到的菌株进行药敏试验，结果表明，该细菌仅对庆

大霉素和头孢噻肟高度敏感；对链霉素、阿奇霉素、头孢曲松

和氨苄西林中度敏感；对青霉素、四环素、红霉素、利福平、卡

那霉素、恩诺沙星和大观霉素不敏感（表１）。

表１　溶血性曼氏杆菌分离株药敏试验结果

药物　　　　 抑菌圈大小

（ｍｍ） 敏感性

青霉素 ０ Ｒ
链霉素 １３ Ｍ
四环素 ６ Ｒ
红霉素 １０ Ｒ
利福平 １２ Ｒ
阿奇霉素 １５ Ｍ
氨苄西林 １２ Ｍ
庆大霉素 １５ Ｓ
头孢噻肟 ２０ Ｓ
卡那霉素 １２ Ｒ
头孢曲松 １６ Ｍ
恩诺沙星 １４ Ｒ
大观霉素 １２ Ｒ

　　注：Ｒ表示耐药，Ｓ表示高度敏感，Ｍ表示中度敏感。

２．５　致病性试验
过夜培养的细菌经平板计数，菌液细菌数为 １×

１０９ＣＦＵ／ｍＬ，取菌液 １０倍系列稀释腹腔接种小鼠，６ｈ后
１０８、１０７ＣＦＵ／ｍＬ剂量组均有不同程度的发病，１２ｈ后除１０５、
１０４ＣＦＵ／ｍＬ组外均出现死亡，对照组小鼠未见异常（表２）。因
此，该分离菌对６～８周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠的ＬＤ５０为１０

６．２ＣＦＵ／ｍＬ。

表２　不同稀释度溶血性曼氏杆菌的致病性试验

试验动物
不同稀释度的致死数

１０ １０２ １０３ １０４ １０５
ＬＤ５０

（ＣＦＵ／ｍＬ）
试验鼠 ５／５ ５／５ ３／５ ０／５ ０／５ １０６．２

３　讨论

溶血性曼氏杆菌是牛和羊鼻咽部的共生菌，主要引起肺

炎、新生羔羊败血症、羊乳腺炎等，也是犊牛“船运热”的主要

病原。目前，该病原流行较广，Ｓｈａｎｔｈａｌｉｎｇａｍ等从４０份发病
羊肺脏中分离到８株溶血性曼氏杆菌［６］；冯旭飞等对四川地
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区临床采集的１２０份肺组织和鼻拭子进行检测，结果检出率
达５１．６７％［７］；李娟等、徐慧等和李雪霞等分别证实了该病原

在江苏、新疆和云南地区的流行［５，９－１０］。

本研究从发病羊肺脏中分离并纯化细菌，经菌落形态、生

化特征和ＰＣＲ鉴定，最终确定其为溶血性曼氏杆菌。综合临
床症状、染色镜检可以有效缩小病原菌范围，结合 ＰＣＲ和测
序鉴定，能够更加准确地确定该病原。致病性结果表明，１０８、
１０７ＣＦＵ／ｍＬ剂量组感染小白鼠后，６ｈ出现不同程度发病症
状，表现为精神沉郁、食欲废绝等，１２ｈ相继出现死亡，而对
照组未见异常。死亡小鼠的剖检病变为肺脏充血，肝脏和脾

脏肿大等，从死亡小鼠脏器中分离出与感染菌株形态特征一

致的菌株。

抗生素的使用是养殖户预防和治疗疾病的重要手段，细

菌的耐药性是困扰养殖户的一大难题。本研究的试验结果表

明，溶血性曼氏杆菌对庆大霉素和头孢噻肟高度敏感；对青霉

素、四环素、红霉素、利福平、卡那霉素、恩诺沙星和大观霉素

等药物产生了耐药性，与冯旭飞等［６］、Ｋａｔｓｕｄａ等［１１］和

Ｌｕｂｂｅｒｓ等［１２］报道不尽相同，说明不同地域分离株耐药性存

在一定差异。该试验结果也为发病羊群正确合理用药提供

参考。

目前，疫苗免疫是控制溶血性曼氏杆菌病的重要措施之

一，由于各血清型之间交叉免疫保护性较低，疫苗的免疫谱

窄，以至于本病未能得到有效的控制。因此，有待于研发预防

溶血性曼氏杆菌病更佳的疫苗［１３－１４］。
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ＭａｎｎｈｅｉｍｉａｇｌｕｃｏｓｉｄａｌａｎｄＭａｎｎｈｅｉｍｉａｒｕｍｉｎａｌｉｓ［Ｊ］．Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２００８，１３０（１／２）：１６５－１７５．

［５］李　娟，刘　阳，彭欠欠，等．羊溶血性曼氏杆菌的分离与鉴定
［Ｊ］．黑龙江畜牧兽医，２０１３（２０）：９６－９７．

［６］ＳｈａｎｔｈａｌｉｎｇａｍＳ，ＧｏｌｄｙＡ，ＢａｖａｎａｎｔｈａｓｉｖａｍＪ，ｅｔａｌ．ＰＣＲａｓｓａｙ
ｄｅｔｅｃｔｓＭａｎｎｈｅｉｍｉａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａｉｎｃｕｌｔｕｒｅ－ｎｅｇａｔｉｖｅｐｎｅｕｍｏｎｉｃｌｕｎｇ
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ｅｒｎＵＳＡ，２００９－２０１０［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＷｉｌｄｌｉｆｅＤｉｓｅａｓｅｓ，２０１４，５０
（１）：１－１０．

［７］冯旭飞，刀筱芳，王志敏，等．绵羊肺脏中溶血性曼氏杆菌的分离
鉴定及其药物敏感性分析［Ｊ］．中国畜牧兽医，２０１４，４１（８）：
２２４－２２８．　

［８］冯旭飞，刀筱芳，李定菲，等．溶血性曼氏杆菌和多杀性巴氏杆菌
双重 ＰＣＲ检测方法的建立及应用［Ｊ］．中国兽医科学，２０１４，４４
（６）：６２４－６２９．

［９］徐　慧，贺云霞，龚玉梅，等．溶血性曼氏杆菌的分离鉴定［Ｊ］．
黑龙江畜牧兽医（科技版），２００９（１２）：９７－９８．

［１０］李雪霞，李富祥，赵文华，等．云南羊溶血性曼氏杆菌的分离鉴
定及药敏试验［Ｊ］．上海畜牧兽医通讯，２０１４（１）：３６－３８．
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ｉｓｏｌａｔｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎ１９９１ ａｎｄ２０１０［Ｊ］．Ｒｅｓｅａｒｃｈｉｎ
ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＳｃｉｅｎｃｅ，２０１３，９４（２）：２０５－２０８．
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ｔｉｏｎｏｆｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｃｃｉｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１０，１０（１１）：
２１５１－２１６４．
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［１６］张　兵．依法处置一起输入性小反刍兽疫疫情［Ｊ］．广西畜牧
兽医，２０１４，３０（５）：２７６－２７７．

［１７］刘玉洪，徐自忠，花群义，等．小反刍兽疫病毒分子生物学研究
进展［Ｊ］．动物医学进展，２００６，２７（１２）：１－６．

［１８］南文金，王清华，赵永刚，等．携带小反刍兽疫病毒 Ｈ基因的重
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北农业学报，２０１４，２３（９）：１９－２６．
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１０］．ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｏａ．ｇｏｖ．ｃｎ／ｇｏｖｐｕｂｌｉｃ／ＳＹＪ／２０１４０４／ｔ２０１４０４１１＿
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