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　　摘要：从发生典型病理特征的兔流行性腹胀病死亡兔盲肠内容物中分离到１株产气荚膜梭菌，命名为ＳＤ１４－０２。
经革兰氏染色、生化鉴定、１６ＳｒＲＮＡ比对和毒素型特异性ＰＣＲ等方法对分离细菌进行鉴定和分型，结果显示，分离株
ＳＤ１４－０２为革兰氏阳性杆菌，生化鉴定显示其符合产气荚膜梭菌的生化图谱。经系统发育分析，ＳＤ１４－０２的１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列与产气荚膜梭菌位于同一分支。经毒素型特异性 ＰＣＲ方法鉴定，ＳＤ１４－０２为 Ａ型产气荚膜梭菌，蛋
白电泳显示其与Ａ型产气荚膜梭菌疫苗株苏８４－Ａ存在一定差异。动物试验证明ＳＤ１４－０２对小鼠具有致病性。研
究结果为兔流行性腹胀病致病原的进一步研究奠定了基础。

　　关键词：兔流行性腹胀病；产气荚膜梭菌；分离；鉴定
　　中图分类号：Ｓ８５８．２９１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）０６－０１６０－０４

收稿日期：２０１９－０２－１４

基金项目：现代农业产业技术体系建设专项（编号：ＣＡＲＳ－４３－Ｃ－１）。

作者简介：胡　波（１９８２—），男，江苏南京人，博士，副研究员，主要从

事畜禽疫病防控与兽医生物技术研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈｕｂｏｌｓｈｇ＠

１６３．ｃｏｍ。

通信作者：王　芳，博士，研究员，主要从事畜禽疫病防控及免疫机理

研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｒｗａｎｇｆａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ。

　　兔流行性腹胀病是一种由特定病原菌引起的
兔肠道综合征，具有一定的传染性和流行性，但病

原未知［１］。中国于２００４年首次发生该病，且近年来
在我国江苏和山东等省份仍有该病的发生与流行。

该病主要发生于断奶仔兔至４月龄兔，表现为腹部
臌胀、胶冻样黏液排泄物，病理剖检可见盲肠内容

物干硬成块状，结肠内存在大量胶冻样黏液，胃及

小肠内充满液体和气体，发病兔死亡率最高可达

９０％以上［１－２］。该病的临床症状与病理变化与

１９９６—１９９７年法国报道的未知病原的兔流行性肠
病［３－４］十分相似，很多学者认为两者为同一种病［４］。

　　国外研究表明，兔流行性肠病为多病原共同作
用的结果，且产气荚膜梭菌是该肠道综合征的重要

致病原之一［５－６］。肠道菌群分析也表明梭菌属是病

兔盲肠中特异性升高的致病菌群之一［７］。从病兔

盲肠样品中分离的产气荚膜梭菌具有一定的致病

性，通过口服途径攻击断奶兔后，部分兔表现为盲

肠阻塞症状，但不能复制出该病的其他特征，也不

能引起死亡。这与常见的导致家兔肠毒血症的 Ａ
型产气荚膜梭菌在临床症状和病理变化上有明显

差异。本研究采用产气荚膜梭菌特异性鉴定培养

基成功从兔流行性腹胀病盲肠样品中分离出１株产
气荚膜梭菌，毒素基因分型结果显示为 Ａ型，且具
有致病性，为该病致病原的进一步研究奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与培养基
卵黄琼脂培养基、产气荚膜梭菌鉴定培养基、

多价蛋白胨 －酵母膏（ＰＹ）培养基均购自青岛海博
生物科技有限公司；细菌微量生化反应管购自杭州

微生物试剂有限公司；细菌ＤＮＡ抽提试剂盒购自上
海生工生物工程技术服务有限公司；Ｐｆｕ高保真酶
Ｍｉｘ购自北京擎科生物科技有限公司；凝胶回收纯
化试剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶快速
配制试剂盒购自碧云天生物技术有限公司；其他试

剂为国产分析纯。

１．２　实验动物
清洁级 ＩＣＲ小鼠，购自扬州大学比较医学

中心。

１．３　引物
参照Ｃｏｒｂｙ－Ｈａｒｒｉｓ等的方法［５］合成细菌 １６Ｓ

ｒＲＮＡ基因通用引物；根据产气荚膜梭菌α、β、ε、ι毒
素基因 ｃｐａ、ｃｐｂ、ｅｔｘ、ｉＡ序列，参照 Ｙｏｏ等的方法［８］

合成产气荚膜梭菌特异性分型引物。引物均由上

海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成（表１）。
１．４　细菌分离培养

取含２０％甘油冻存的兔流行性腹胀病盲肠内
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表１　各目的基因的引物序列

基因
引物序列

（５′→３′）
片段大小

（ｂｐ）

１６Ｓ Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ；Ｒ：ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ 约１５００

ｃｐａ Ｆ：ＧＴＴＧＡＴＡＧＣＧＣＡＧＧＡＣＡＴＧＴＴＡＡＧ；Ｒ：ＣＡＴＧＴＡＧＴＣＡＴＣＴＧＴＴＣＣＡＧＣＡＴＣ ４０２

ｃｐｂ Ｆ：ＡＣＴＡＴＡＣＡＧＡＣＡＧＡＴＣＡＴＴＣＡＡＣＣ；ＴＴＡＧＧＡＧＣＡＧＴＴＡＧＡＡＣＴＡＣＡＧＡＣ ２３６

ｅｔｘ Ｆ：ＡＣＴＧＣＡＡＣＴＡＣＴＡＣＴＣＡＴＡＣＴＧＴＧ；ＣＴＧＧＴＧＣＣＴＴＡＡＴＡＧＡＡＡＧＡＣＴＣＣ ５４１

ｉＡ Ｆ：ＧＣＧＡＴＧＡＡＡＡＧＣＣＴＡＣＡＣＣＡＣＴＡＣ；ＧＧＴＡＴＡＴＣＣＴＣＣＡＣＧＣＡＴＡＴＡＧＴＣ ３１７

容物１ｍＬ，加入２ｍＬ无菌水，混匀后５００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，取２００μＬ上层液接种于含５％葡萄糖的
ＰＹ液体培养基，３７℃厌氧培养过夜后，划线于卵黄
琼脂平板，３７℃厌氧培养２４～４８ｈ后，选取具有卵
磷脂酶活性的疑似菌落，于产气荚膜梭菌鉴定培养

基平板上进一步分离纯化。经多次纯化培养后，挑

取单个菌落，进行革兰氏染色及镜检观察。

１．５　分离菌株生化试验
　　利用细菌微量生化反应管对分离纯化的菌株
进行生化指标测定。将菌株接种于葡萄糖、甘露

糖、麦芽糖、乳糖、蔗糖、甘露醇、水杨苷、硫化氢、吲

哚、硝酸盐（还原）、明胶等微量生化反应管，３７℃厌
氧培养２４ｈ，观察结果。
１．６　分离菌株１６ｓｒＲＮＡ基因的分析
１．６．１　分离细菌基因组ＤＮＡ的提取　采用分离菌
株培养物，按照细菌基因组ＤＮＡ提取试剂盒说明书
提取细菌的基因组ＤＮＡ。
１．６．２　分离菌株１６ＳｒＲＮＡ基因的 ＰＣＲ扩增　以
提取的基因组ＤＮＡ为模板，应用细菌１６ＳｒＲＮＡ基
因的通用引物进行 ＰＣＲ扩增。反应体系如下：２×
ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，模板 ＤＮＡ１．０μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ上
下游引物各１．０μＬ，加 ｄｄＨ２Ｏ至总体积２５．０μＬ；
后执行下列反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５５℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ４０ｓ，３０个循环；
７２℃ 延伸５ｍｉｎ，结束反应。ＰＣＲ扩增产物经１％
琼脂糖凝胶电泳分析后，以ＤＮＡ凝胶回收试剂盒对
目的片段进行回收纯化。

１．６．３　１６ＳｒＲＮＡ基因的序列分析　将回收纯化的
ＰＣＲ扩增产物直接进行序列测定，由上海 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司测序。测序结果在ＮＣＢＩ数据库中以ＢＬＡＳＴ程
序进行同源性比对，并从ＲＤＰ数据库中选取相似性
较高的代表菌株１６ＳｒＲＮＡ序列，用ＭＥＧＡ５．２软件
中Ｋｉｍｕｒａ－２参数矩阵的邻接法构建系统发育树。
１．７　分离菌株ＰＣＲ分型鉴定

由表１可知，产气荚膜梭菌ｃｐａ、ｃｐｂ、ｅｔｘ、ｉＡ序列

特异性引物对分离菌株进行ＰＣＲ扩增，以产气荚膜
梭菌疫苗株苏８４－Ａ为对照。反应体系和反应条
件同“１．５．２”节 ＰＣＲ扩增条件。ＰＣＲ扩增产物经
１％琼脂糖凝胶电泳分析后，用凝胶成像系统观察结
果并拍照。

１．８　分离菌株的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
　　取厌氧培养的分离菌株 ＳＤ１４－０２和疫苗株
苏８４－Ａ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心收集菌体，ＰＢＳ洗涤２
次后冰浴超声破碎，取全菌蛋白进行 １２％ ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳分析。
１．９　小鼠致病性试验

将分离菌株培养物经过平板计数后，分别以

１×１０９ＣＦＵ／只和２×１０９ＣＦＵ／只的剂量各腹腔注射
６只６周龄ＩＣＲ小鼠，进行 ＩＣＲ小鼠攻毒试验。攻
毒后观察并记录死亡情况，并对死亡动物进行剖检

和细菌分离。

２　结果与分析

２．１　细菌分离培养
在厌氧条件下，经过卵黄琼脂培养基和产气荚

膜梭菌鉴定培养基的分离和筛选，从发生典型兔流

行性腹胀病特征的盲肠样品中分离得到１株产气荚
膜梭菌，命名为 ＳＤ１４－０２，革兰氏染色镜检可见两
端钝圆的革兰氏阳性杆菌（图１）。

２．２　分离菌株的生化反应
对分离纯化的菌株进行了１１项生化指标的鉴
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定，结果显示，分离菌株符合《伯杰氏细菌鉴定手

册》（第 八 版）关 于 产 气 荚 膜 梭 菌 的 生 化

图谱（表２）。

表２　分离菌株ＳＤ１４－０２的生化特性

生化项目 结果 生化项目 结果

葡萄糖 ＋ 水杨苷 －

甘露糖 ＋ 硫化氢 ＋

麦芽糖 ＋ 吲哚 －

乳糖 ＋ 硝酸盐 ＋

蔗糖 ＋ 明胶液化 ＋

甘露醇 －

２．３　分离菌株１６ＳｒＲＮＡ分析
以ＳＤ１４－０２株提取的细菌基因组 ＤＮＡ为模

板，采用１６ＳｒＲＮＡ通用引物进行ＰＣＲ扩增，获得大
小在 １．５ｋｂ左右的特异性条带。将回收纯化的
ＰＣＲ产物进行序列测定，所得基因序列提交
ＧｅｎＢａｎｋ数据库（ＧｅｎＢａｎｋＮＯ．ＫＸ９８６３１６）。１６Ｓ
ｒＲＮＡ序列在ＲＤＰ数据库中比对后，构建系统发育
树，结 果 显 示，ＳＤ１４－０２与 产 气 荚 膜 梭 菌
（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）位于同一分支（图２），表明
分离菌为产气荚膜梭菌。

２．４　分离菌株的基因分型
以产气荚膜梭菌 ｃｐａ、ｃｐｂ、ｅｔｘ、ｉＡ序列特异性引

物对分离菌株进行ＰＣＲ扩增，以产气荚膜梭菌疫苗
株苏８４－Ａ株为对照，经电泳鉴定，产气荚膜梭菌
ＳＤ１４－０２和苏８４－Ａ均扩增出大小约为４００ｂｐ的
特异性条带，与ｃｐａ基因片段大小一致，但未扩增出
ｃｐｂ、ｅｔｘ和ｉＡ基因的特异性条带（图３）。将扩增得
到的阳性基因片段测序后进行 ＢＬＡＳＴ比对，结果显
示其为产气荚膜梭菌 ｃｐａ基因，表明分离株 ＳＤ１４－
０２与苏８４－Ａ一致，为Ａ型产气荚膜梭菌。
２．５　分离菌株全菌蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析
　　对分离菌株 ＳＤ１４－０２进行全菌蛋白 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ分析，以产气荚膜梭菌疫苗株苏８４－Ａ为对
照，经电泳鉴定，两者的全菌蛋白条带在４０～１００ｋｕ
之间有明显差异（图４）。

２．６　动物致病性试验
对产气荚膜梭菌分离株 ＳＤ１４－０２培养物进行

平板计数，并将分离菌以不同的剂量腹腔注射 ＩＣＲ
小鼠，由表３可知，所有 ＩＣＲ小鼠于２ｄ内死亡，从
小鼠肝脏中可分离到纯净的产气荚膜梭菌。
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表３　ＩＣＲ小鼠攻毒试验

组别 样品 注射方式 注射剂量
死亡数／攻毒数

（只）

试验组１ 菌液 腹腔注射 １×１０９ＣＦＵ／只 ６／６
试验组２ 菌液 腹腔注射 ２×１０９ＣＦＵ／只 ６／６
对照组 ＰＢＳ 腹腔注射 ０．２ｍＬ／只 ０／６

３　讨论

目前，国内外研究仍未明确兔流行性腹胀病的

病原，但部分研究发现病兔盲肠内容物经处理后通

过口服可以成功复制该病［６］。国外学者等通过蔗

糖密度梯度离心法对盲肠内容物中微生物进行了

分层，通过口服攻击断奶兔，初步证明兔流行性腹

胀病是由细菌感染引起而非病毒或寄生虫感染引

起［６，９］。在此基础上，也排除了一些通过盲肠菌群

比对得到的特殊分离菌是该病病原的可能性，如

Ｒ６Ｂ阳性葡萄球菌［１０］。另外，国内外学者发现部分

抗生素如泰乐菌素、复方新诺明、恩拉霉素等对兔

流行性腹胀病的治疗有一定效果［１，２，１１］，也提示该病

为一种细菌性传染病。之后，有学者在对盲肠内容

物的细菌菌群进行分析时发现兔盲肠中梭菌属所

占比例显著高于正常对照组［７］，且产气荚膜梭菌与

兔流行性腹胀病的病因密切相关［５，６，１２］。单独分离

的产气荚膜梭菌经口服途径攻击，部分断奶兔可出

现兔流行性腹胀病特有的盲肠内容物干硬阻塞的

病理变化，但未表现出该病的其他特征［１３］。这些研

究提示产气荚膜梭菌可能是兔流行性腹胀病的重

要致病原之一，但并非是唯一的致病原。

本研究通过产气荚膜梭菌特异性分离培养基

成功从保存的兔流行性腹胀病样品中分离到１株产
气荚膜梭菌，且分离菌株在小鼠上具有致病性。由

于兔流行性腹胀病与常见的导致家兔肠毒血症的

产气荚膜梭菌病在临床症状和病理变化上有明显

差异，因此本研究对分离菌株和产气荚膜梭菌病疫

苗菌株进行了毒素基因分型，结果显示所分离的产

气荚膜梭菌与疫苗株均为 Ａ型，但两者的全菌蛋白
条带在４０～１００ｋｕ之间有明显差异，暗示从兔流行
性腹胀病样品中分离的产气荚膜梭菌 ＳＤ１４－０２与
苏 ８４－Ａ疫苗株有一定差异。本研究将为进一步
分析新型产气荚膜梭菌与疫苗株的差异及其与致

病性的关系奠定基础。
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