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摘　要：本研究从鸭疫里默氏菌提取基因组ＤＮＡ，采用细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的通用引物，用ＰＣＲ方法成功扩增出

鸭疫里默氏菌的部分１６ＳｒＲＮＡ基因，克隆及测序结果表明其全长１５１２ｂｐ，Ｇ＋Ｃ含量为５１％，该序列已登入

ＧｅｎＢａｎｋ，登录号为ＤＱ０７８７７９。同时利用生物软件对ＧｅｎＢａｎｋ收录的鸭疫里默氏菌和大肠杆菌的１６ＳｒＲＮＡ基

因序列进行分析后，设计了鸭疫里默氏菌和大肠杆菌的种特异性引物，分别能从各自的１６ＳｒＲＮＡ基因中扩增出

长度为３４２和７１８ｂｐ的ＤＮＡ片段。并据此建立了一种能快速准确鉴别诊断鸭疫里默氏菌和大肠杆菌病的双重

ＰＣＲ方法，该方法能从肝脏组织悬液煮沸后的上清、细菌培养物或提取的细菌基因组ＤＮＡ中快速扩增出相应的

片段，进行鉴别诊断。
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　　鸭疫里默氏菌病是由鸭疫里默氏菌（犚犻犲犿犲狉犲犾

犾犪犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉）感染引起的一种接触传染性疾病，

该病主要侵害１～８周龄（尤其２～３周龄）雏鸭、雏

鹅及雏火鸡等。在临床上主要以神经症状和纤维素

性心包炎、肝周炎和气囊炎为特征，是目前造成养鸭

业经济损失最为严重的传染病之一，其发病率可达

９０％以上，死亡率高达７５％以上
［１２］。该病在临床

上常与大肠杆菌呈混合感染，且二者在临床症状、病

理变化及流行病学等方面都存在诸多相似的地

方［３］。因此常规的诊断方法很难快速、准确地作出

诊断［４］，故建立鸭疫里默氏菌病和大肠杆菌病鉴别

诊断的分子生物学方法十分必要。

　　由于细菌１６ＳｒＲＮＡ基因分子结构上的高度保

守性、分布的普遍性及其所含的大量信息，使１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因成为了一个较为理想的用于细菌分类鉴

定的靶序列。对其序列进行分析、根据序列分析结

果设计种特异性引物进行ＰＣＲ扩增，已被证明在细

菌分类鉴定上具有重要价值［５６］。本研究用细菌

１６ＳｒＲＮＡ基因的通用引物，扩增出鸭疫里默氏杆

菌的部分１６ＳｒＲＮＡ基因，并与ＧｅｎＢａｎｋ中收录的

鸭疫里默氏菌、大肠杆菌和其它禽源细菌性疾病病

原的１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行比对分析，选择鸭疫

里默氏菌和大肠杆菌种特异性引物，通过敏感性和

特异性试验，建立了快速鉴别诊断鸭疫里默氏菌和

大肠杆菌感染的双重ＰＣＲ方法。

１　材料和方法

１１　试验用菌株

　　鸭疫里默氏菌ＢＬ株（为血清１型）和鸭源大肠

杆菌ＤＧ株（血清型Ｏ７８）：广东省农业科学院兽医研

究所分离、鉴定并保存；鸭疫里默氏菌标准株：血清

型１～１０型，由新加坡国家兽医中心提供；禽源多杀

性巴氏杆菌、禽副伤寒沙门氏菌：购自中国兽医药品

监察所。

１２　引物及其序列

　　根据文献［７］选择用于扩增细菌１６ＳｒＲＮＡ基

因的通用引物，扩增鸭疫里默氏菌的１６ＳｒＲＮＡ基

因，通用引物序列和编号如下，上游引物 Ｂ１６Ｓ

ＦＯＲ：５′ＴＴＡＡＧＧＡＧＧＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣ３′；下游

引 物 Ｂ１６ＳＲＥＶ：５′ＴＴＣＡＡＣＴＡＡＴＴＣＣＣＴＧ

ＧＣＴＣ３′，由上海生工生物工程公司合成。

１３　分子生物学试剂及试剂盒

　　Ｐｒｅｍｉｘ犜犪狇
ＴＭ、ＤＬ２０００：ＴａＫａＲａ公司出品；

ＤＮＡ胶回收试剂盒和小量质粒制备试剂盒：购自

Ｏｍｅｇａ公司；ｐＧＥＭＴｅａｓｙ载体、基因组 ＤＮＡ 提

取试剂盒、ＤＮＡ 分子量标准及琼脂糖：购自Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司。

１４　基因组犇犖犃的提取

　　采用Ｐｒｏｍｇａ公司基因组ＤＮＡ提取试剂盒，根

据说明书中不同样品基因组ＤＮＡ提取的具体方法

提取鸭疫里默氏菌、大肠杆菌、鸭肝脏组织、禽巴氏

杆菌和沙门氏菌基因组ＤＮＡ。

１５　鸭疫里默氏菌犅犔株１６犛狉犚犖犃基因的克隆及

序列分析

　　以鸭疫里默氏菌ＢＬ株基因组ＤＮＡ为模板，用

细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的通用引物，利用ＰＣＲ方法扩

增鸭疫里默氏菌ＢＬ株１６ＳｒＲＮＡ基因。ＰＣＲ扩增

程序如下：９４℃预变性５ｍｉｎ，然后进行３０个循环

ＰＣＲ的扩增（９４℃变性３０ｓ、５０℃退火１ｍｉｎ、７２℃

延伸２ｍｉｎ），然后７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束

后取ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，酶切回收

目的片段并与ｐＧＥＭＴｅａｓｙ连接后转化犈．犮狅犾犻

ＪＭ１０９。经菌落ＰＣＲ和限制性酶切分析均为阳性

的克隆送上海生工生物工程公司测序。

１６　鸭疫里默氏菌病和大肠杆菌病鉴别诊断双重

犘犆犚所用引物的设计

　　根据所克隆的及ＧｅｎＢａｎｋ收录的鸭疫里默氏

菌和大肠杆菌１６ＳｒＲＮＡ基因的序列，用ＤＮＡｓｉｓｓｔ

１．０２和ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０分析，在鸭疫里默氏菌

和大肠杆菌均保守的区域设计 １ 条通用引物

（ＲＡＥＣＦＯＲ），然后在各自的种内保守而种间不同

的区域各设计另１条引物（ＲＡＲＥＶ和ＥＣＲＥＶ）

与通用引物一起用于扩增种特异性片段并用于建立

双重ＰＣＲ诊断方法。同时对所设计的引物进行

ＢＬＡＳＴ在线分析，分析所设计引物的特异性。引

物序列如下，ＲＡＥＣＦＯＲ：５′ＡＣＧＴＣＡＴＣＣＣＡＣ

ＣＴＴＣＣＴＣ３′； ＲＡＲＥＶ： ５′ＧＴＴＣＡＧＡＣＴＡ

ＡＧＣＧＡＡＡＧ３′；ＥＣＲＥＶ：５′ＴＣＡＴＴＧＡＣＧＴ

ＴＡＣＣＣＧＣＡ３′，由上海生工生物工程公司合成。

１７　犘犆犚扩增

　　采用５０μＬ反应体系，其中Ｐｒｅｍｉｘ犜犪狇
ＴＭ２５

μＬ（含 ＴａＫａＲａＥｘ犜犪狇１．２５ Ｕ、ｄＮＴＰｓ各 ０．４

ｍｍｏｌ／Ｌ、４ｍｍｏｌ／ＬＭｇ
２＋）；引物 ＲＡＥＣＦＯＲ１００

ｐｍｏｌ、引物ＲＡＲＥＶ５０ｐｍｏｌ、ＥＣＲｅｖ５０ｐｍｏｌ；模

板为１μＬ；然后加Ｈ２Ｏ至５０μＬ。ＰＣＲ扩增程序：

９４℃预变性５ｍｉｎ，进行３０个循环的 ＰＣＲ 扩增

８１５
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（９４℃变性３０ｓ，５０℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ），

最后７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ反应结束后取５μＬ

ＰＣＲ产物进行１％琼脂糖凝胶电泳，紫外检测仪下

检测结果。

１８　犘犆犚敏感性试验

　　以鸭疫里默氏菌ＢＬ株和大肠杆菌ＤＧ株为参

考菌株进行检测。测定ＯＤ２６０和ＯＤ２８０，以确定各自

基因组 ＤＮＡ 含量，用双蒸水将基因组 ＤＮＡ 从

１０－１～１０
－７进行１０倍梯度稀释，各取１μＬ进行

ＰＣＲ扩增。确定该双重ＰＣＲ检测方法的检测下

限。同时以培养的菌液及二者人工感染鸭后２４ｈ

病鸭的肝脏组织研磨煮沸后直接进行ＰＣＲ扩增，探

讨该方法的适用性。

１９　犘犆犚特异性试验

　　以各血清型的鸭疫里默氏菌标准株、鸭源大肠

杆菌ＤＧ株、禽多杀性巴氏杆菌、鼠伤寒沙门氏菌和

鸭肝脏组织基因组ＤＮＡ为模板用１．７的ＰＣＲ体

系进行ＰＣＲ扩增，检测该方法的特异性。

１１０　犘犆犚方法的应用

　　对来自不同鸭场鸭疫里默氏菌感染疑似病例

（剖检具有心包炎、肝周炎和气囊炎等病变）的病鸭

取肝脏进行鸭疫里默氏菌和大肠杆菌的分离鉴

定［８９］。同时，无菌剪取部分肝脏组织，称重，按１０

倍量（１ｇ肝脏组织加１０ｍＬＰＢＳ）加ＰＢＳ研磨后煮

沸１０ｍｉｎ，１００００×ｇ离心１０ｍｉｎ，取２μＬ上清作

为模板用所建立的方法进行ＰＣＲ扩增。

２　结　果

２１　鸭疫里默氏菌犅犔株１６犛狉犚犖犃基因的克隆

及序列分析

　　以鸭疫里默氏菌ＢＬ株基因组ＤＮＡ为模板，用

细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的通用引物进行ＰＣＲ扩增，

ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳，结果显示扩增出

大小约为１．５ｋｂ的ＤＮＡ片段（见图１）。ＰＣＲ产物

经电泳后回收，回收的ＤＮＡ片段与载体ｐＧＥＭＴ

ｅａｓｙ连接后转化犈．犮狅犾犻ＤＨ５α，经ＰＣＲ和限制性酶

切分析后的阳性克隆的测序结果显示其大小为

１５１２ｂｐ，Ｇ＋Ｃ 含量为５１％。对测序结果进行

ＢＬＡＳＴ分析，其与已报道鸭疫里默氏菌的１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因的序列同源性最高（＞９９％）。该序列目

前已被ＧｅｎＢａｎｋ收录，登录号为ＤＱ０７８７７９。

２２　鸭疫里默氏菌和大肠杆菌种特异性１６犛狉犚犖犃

基因片段的扩增

１．ＤＬ２０００（ｂｐ）；２．ＰＣＲ产物

１．ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；２．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ

图１　鸭疫里默氏菌１６犛狉犚犖犃基因的犘犆犚扩增结果

犉犻犵１　犘犆犚犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犚犻犲犿犲狉犲犾犾犪犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉

１６犛狉犚犖犃犵犲狀犲

　　以鸭疫里默氏菌ＢＬ株基因组ＤＮＡ为模板，用

种特异性引物ＲＡＥＣＦｏｒ／ＲＡＲｅｖ进行ＰＣＲ扩增，

电泳分析可见１条约３００ｂｐ的ＤＮＡ片段，经克隆

测序分析后，其全长３５４ｂｐ，其序列与ＤＱ０７８７７９相

应的序列完全一致，与预期的ＰＣＲ扩增结果一致。

以大肠杆菌种特异性引物ＲＡＥＣＦｏｒ／ＥＣＲｅｖ对大

肠杆菌基因组ＤＮＡ进行扩增结果也与预期一致，

能扩增出长为７１８ｂｐ的片段。见图２。

２３　鸭疫里默氏菌和大肠杆菌的犘犆犚鉴别扩增

　　用不同的模板和引物组合进行ＰＣＲ扩增，结果

显示以鸭疫里默氏菌和大杆菌为模板时，二者的特

异性引物能同时扩增出相应的特异性片段，而以各

自的种特异性引物扩增时，只能扩增出相应的特异

性片段，且没有交叉反应，说明所设计的ＰＣＲ扩增

体系和引物能有效鉴别扩增鸭疫里默氏菌（图２）。

２４　犘犆犚扩增的敏感性

　　以鸭疫里默氏菌ＢＬ株基因组ＤＮＡ为模板时，

１００～１０
－５倍稀释的模板呈现阳性结果，由于模板的

起始浓度约为３．５ｍｇ／ｍＬ，故该双重ＰＣＲ方法对

鸭疫里默氏菌基因组ＤＮＡ的检测下限约为３５ｐｇ。

而以大肠杆菌ＤＧ株基因组ＤＮＡ为模板时，１００～

１０－４倍稀释的模板呈现阳性结果，由于模板的起始

浓度约为０．４８ｍｇ／ｍＬ，故该双重ＰＣＲ方法对大肠

杆菌基因组ＤＮＡ的检测下限约为４８ｐｇ。

２５　犘犆犚扩增的特异性

　　鸭疫里默氏菌和大肠杆菌鉴别双重ＰＣＲ体系

对不同模板扩增的结果如表１，结果表明该体系具

９１５



畜　牧　兽　医　学　报 ３９卷　

Ｍ． ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒ；１． 模 板：ＲＡ＋ＥＣ，引 物：

ＲＡＥＣＦＯＲ＋ＲＡＲＥＶ＋ＥＣＲＥＶ；２．模板：ＲＡ，引

物：ＲＡＥＣＦＯＲ＋ＲＡＲＥＶ；３． 模 板：ＥＣ，引 物：

ＲＡＥＣＦＯＲ＋ＥＣＲＥＶ；４． 模板：ＲＡ，引物：ＲＡＥＣ

ＦＯＲ＋ＥＣＲＥＶ；５． 模板：ＥＣ，引物：ＲＡＥＣＦＯＲ＋

ＲＡＲＥＶ。其中 ＲＡ 表示鸭疫里 氏 杆 菌 基 因 组

ＤＮＡ；ＥＣ表示大肠杆菌基因组ＤＮＡ

Ｍ．ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ；１．Ｔｅｍｐｌｅｔｅ：ＲＡ＋ＥＣ，Ｐｒｉｍ

ｅｒｓ：ＲＡＥＣＦＯＲ＋ＲＡＲＥＶ＋ＥＣＲＥＶ；２． Ｔｅｍ

ｐｌｅｔｅ：ＲＡ，Ｐｒｉｍｅｒｓ：ＲＡＥＣＦＯＲ＋ＲＡＲＥＶ；３．Ｔｅｍ

ｐｌｅｔｅ：ＥＣ，Ｐｒｉｍｅｒｓ：ＲＡＥＣＦＯＲ＋ＥＣＲＥＶ；４．Ｔｅｍ

ｐｌｅｔｅ：ＲＡ，Ｐｒｉｍｅｒｓ：ＲＡＥＣＦＯＲ＋ＥＣＲＥＶ；５．Ｔｅｍ

ｐｌｅｔｅ：ＥＣ，Ｐｒｉｍｅｒｓ：ＲＡＥＣＦＯＲ＋ＲＡＲＥＶ．ＲＡ．ｉｓ

ａｂｂｒｅｖｉａｔｅｄｆｒｏｍ 犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉ｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡ；

ＥＣ．ｉｓａｂｂｒｅｖｉａｔｅｄｆｒｏｍ犈．犮狅犾犻ＤＮＡ

图２　鸭疫里默氏菌和大肠杆菌犘犆犚鉴别扩增结果

犉犻犵２　犇犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狀犵犚犻犲犿犲狉犲犾犾犪犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉犪狀犱

犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻犫狔犘犆犚

特异性，不会在实际应用中引起非特异性的扩增。

２６　犘犆犚方法的临床应用结果

　　对１６份剖检变化具有明显肝周炎、心包炎和气

囊炎的病死鸭的肝脏进行细菌分离和ＰＣＲ鉴定，结

果有１４份样品细菌分离和ＰＣＲ的鉴定结果一致，

但１３和１５号样本没有分离到鸭疫里默氏菌和大肠

杆菌，而ＰＣＲ扩增时鸭疫里默氏菌呈阳性。ＰＣＲ

方法对１６个样品的检验结果显示，鸭疫里默氏菌和

大肠杆菌感染的检测结果的阳性率分别为８１．２５％

（１３／１６）和３７．５０％（６／１６），而其中有４个样品鸭疫

里默氏菌和大肠杆菌检测结果同时呈阳性，且与细

菌分离结果一致（表２）。

３　讨　论

　　１６ＳｒＲＮＡ基因普遍存在于细菌并参与细菌的

蛋白质合成过程，而且在生物进化的漫长历程中保

表１　鸭疫里默氏菌和大杆菌鉴别双重犘犆犚体系

对不同模板的扩增结果

犜犪犫犾犲１　犇狌犾犲狓犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狊犪犿狆犾犲狊

模板 Ｔｅｍｐｌａｔｅｓ ＲＡ ＥＣ

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲１ ＋ －

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲２ ＋ －

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲３ ＋ －

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲４ ＋ －

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲５ ＋ －

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲６ ＋ －

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲７ ＋ －

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲８ ＋ －

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲９ ＋ －

犚．犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉狊犲狉狅狋狔狌狆犲１０ ＋ －

鸭疫里默氏菌ＢＬ株 ＋ －

大肠杆菌ＤＧ株 － ＋

禽副伤寒沙门氏菌 － －

禽多杀性巴氏杆菌 － －

鸭肝脏组织ＤＮＡ － －

．ＲＡ、ＥＣ分别代表鸭疫里默氏菌或大肠杆菌特异性片段

的扩增结果，表２同

．ＲＡ ，ＥＣｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ犚．犪狀犪狋犻狆犲狊

狋犻犳犲狉ａｎｄ犈．犮狅犾犻，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｓａｍｅｉｎＴａｂｌｅ２

表２　临床样品的细菌分离和犘犆犚鉴定结果

犜犪犫犾犲２　犅犪犮狋犲狉犻犪犾犻狊狅犾犪狋犻狅狀犪狀犱犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

狅犳犮犾犻狀犻犮犪犾狊犪犿狆犾犲狊

样本

Ｓａｍｐｌｅｓ

细菌分离Ｂａｃｔｅｒｉａｌｉｓｏｌａｔｉｏｎ ＰＣＲ扩增ＰＣＲ

ＲＡ ＥＣ ＲＡ ＥＣ

Ｎｏ．１ ＋ － ＋ －

Ｎｏ．２ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｎｏ．３ － ＋ － ＋

Ｎｏ．４ ＋ － ＋ －

Ｎｏ．５ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｎｏ．６ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｎｏ．７ － － ＋ －

Ｎｏ．８ ＋ － ＋ －

Ｎｏ．９ ＋ － ＋ －

Ｎｏ．１０ ＋ － ＋ －

Ｎｏ．１１ － ＋ － ＋

Ｎｏ．１２ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｎｏ．１３ － － ＋ －

Ｎｏ．１４ ＋ － ＋ －

Ｎｏ．１５ － － ＋ －

Ｎｏ．１６ ＋ － ＋ －

持不变，可看作为生物演变的时钟。其次，在１６Ｓ

ｒＲＮＡ分子中，既含有高度保守的序列区域，又有中

度保守和高度变化的序列区域，因而它适用于进化

距离不同的各类生物亲缘关系的研究。第三，１６Ｓ

ｒＲＮＡ的相对分子量大小适中，约１５４０个核苷酸，

便于序列分析。因此，它可以作为测量各类生物进

化和亲缘关系的良好工具［５］。１６ＳｒＲＮＡ已被认为

０２５
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是细菌分子分类和鉴定的一个重要指标，目前已有

多种细菌建立基于１６ＳｒＲＮＡ 基因分子诊断方

法［１０１２］。本研究根据细菌１６ＳｒＲＮＡ基因的通用引

物，用ＰＣＲ方法成功扩增了鸭疫里默氏菌的部分１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因的序列，所克隆的序列全长１５１２ｂｐ，通过

测序及ＢＬＡＳＴ在线分析，结果显示所克隆的１６Ｓ

ｒＲＮＡ基因的序列与鸭疫里默氏菌的１６ＳｒＲＮＡ基因

序列高度一致，核苷酸的一致性大于９９％。

　　细菌１６ＳｒＲＮＡ基因由可变区和保守区交替组

成，保守区在所有细菌中高度一致，而可变区序列则

因菌种的不同而有较大变化，本研究利用 １６Ｓ

ｒＲＮＡ基因的这一特点，综合考虑扩增片段长度、碱

基组成及退火温度等因素，从鸭疫里默氏菌和大肠

杆菌相同的保守区设计了１条共用引物，而从各自

的可变区设计了２条种特异性引物。在本试验的反

应条件下分别能从鸭疫里默氏菌和大肠杆菌扩增出

长度为３５４和７１８ｂｐ的２个ＤＮＡ片段，而鸭肝脏

组织、沙门氏菌和禽多杀性巴氏杆菌的基因组ＤＮＡ

的扩增结果均为阴性，证实所建立的ＰＣＲ法具有很

好的种特异性。ＢＬＡＳＴ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．

ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／）同源性搜索显示，２条种特异性引物

亦具有很高的特异性，其中鸭疫里默氏菌的种特异

性引物（ＲＡＲＥＶ）与新型隐球菌（犆狉狔狆狋狅犮狅犮犮狌狊

狀犲狅犳狅狉犿犪狀狊）的基因组ＤＮＡ的一致性较高，而大肠

杆菌的种特异性引物仅与一种未鉴定的薄壁门（Ｆｉｒ

ｍｉｃｕｔｅｓ）细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因相近，而这２种菌均

极少有机会感染鸭。此外，在双重ＰＣＲ反应体系中，

笔者将常规的２对引物改进为３条引物，在保证特异

性基础之上，降低了多条引物在同一ＰＣＲ反应体系

中的相互干扰，提高了扩增效率，也降低了成本。

　　目前，鸭疫里默氏菌和鸭大肠杆菌是危害养鸭

业的主要病原菌，而由于临床上抗菌药物的广泛使

用甚至滥用，使得从感染鸭中成功分离细菌的机会

很低［１２］。研究中，笔者探讨了不同方法制备模板，

除以试剂盒提取的细菌基因组ＤＮＡ为模板外，还

以细菌的纯培养物及人工感染鸭的肝脏煮沸后的上

清为模板，均获得了特异性的结果，增强了所建立方

法的实用性。用细菌分离和鉴定的传统方法以及

ＰＣＲ法对临床病料的检测结果表明，ＰＣＲ方法具有

良好的可靠性和准确性，并且具有更高的敏感性，而

简便快速的模板制备方法也使其在临床上具有相当

大的实用价值。

　　在对临床病料的检测过程中，本研究比较了常

规的细菌分离与ＰＣＲ２种诊断方法，结果能分离出

细菌的样品ＰＣＲ结果均呈阳性，但ＰＣＲ方法相对

细菌的分离鉴定要快速简便，更能满足临床快速诊

断的需要。而且所检测的１６个样品中有４个样品同

时有鸭疫里默氏菌和大肠杆菌感染，这一结果进一步

证实了二者在临床上混合感染的普遍性。此外，有２

个样品虽然没有分离鉴定出鸭疫里默氏菌，但多次重

复的ＰＣＲ结果均呈鸭疫里默氏菌阳性，结合病鸭具

有典型的鸭疫里默氏菌感染的剖检变化，该结果提示

该病鸭已在感染的恢复期，细菌的数量可能较少，细

菌成功分离的概率降低，而ＰＣＲ方法的敏感性可能

要高于细菌的分离鉴定，所以呈现阳性结果。

参考文献：

［１］　ＫＩＳＳＩ，ＫＡＲＤＯＳＧ，ＮＡＧＹＪ，ｅｔａｌ．ＤＮＡｆｉｎｇｅｒ

ｐｒｉｎｔｉｎｇｏｆ犚犻犲犿犲狉犲犾犾犪犪狀犪狋犻狆犲狊狋犻犳犲狉ｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍ

ｄｕｃｋｓ［Ｊ］．ＶｅｔＲｅｃ，２００７，１６０（１）：２６２８．

［２］　张大丙，曲丰发，郑献进．鸭传染性浆膜炎的诊断与防

治技术［Ｊ］．中国家禽，２００５，２７（６）：４６４９．

［３］　汪铭书，程安春，李淑梅，等．鸭疫里氏杆菌鸭源致病

性大肠埃希氏菌和鸭沙门菌的ＲＡＰＤ研究［Ｊ］．中国

兽医科技，２００４，３４（１０）：３８．

［４］　蔡秀磊，韦　强，鲍国连，等．鸭疫里默菌实验室诊断

方法研究进展［Ｊ］．动物医学进展，２００６，２７（５）：１３１６．

［５］　ＷＯＯＰＣ，ＮＧＫＨ，ＬＡＵＳＫ，ｅｔａｌ．Ｕｓｅｆｕｌｎｅｓｓｏｆ

ｔｈｅＭｉｃｒｏＳｅｑ５００１６ＳｒｉｂｏｓｏｍａｌＤＮＡｂａｓｅｄｂａｃｔｅｒｉａｌｉ

ｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｂａｃｔｅｒｉａｌｉｓｏｌａｔｅｓｗｉｔｈａｍｂｉｇｕｏｕｓｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｐｒｏ

ｆｉｌｅｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００３，４１（５）：１９９６２００１．

［６］　管　宇，沈志强，刘吉山，等．应用１６ＳｒＲＮＡ基因

测序法鉴定禽多杀性巴氏杆菌的研究［Ｊ］．中国预防

兽医学报，２００３，２５（５）：３４９３５２．

［７］　刘佳文，吕红艳，吴雪琼．１６ＳｒＲＮＡ基因序列在分

枝杆菌分类鉴定的研究进展［Ｊ］． 国外医学（临床生

物化学与检验学分册），２００１，２２（５）：２６５２６６．

［８］　曹国文，周淑兰，姜永康，等．鸭传染性浆膜炎的病原

分离鉴定与药防研究［Ｊ］． 四川畜牧兽医，２００２，２９

（８）：１５１６．

［９］　陈兴生．鸭源致病性大肠埃希氏菌生物学特性的研究

［Ｊ］．中国预防兽医学报，２０００，２２（５）：３４０３４２．

［１０］　曲丰发，蔡　畅，郑献进，等．利用１６ｓｒＤＮＡ建立种

特异性ＰＣＲ快速检测鸭疫里默氏菌［Ｊ］．微生物学

报，２００６，４６（１）：１３１７．

［１１］　胡清海，刘晓文，赵世华，等．应用ＰＣＲ检测技术检测

鸭疫里默氏杆菌的研究［Ｊ］．中国预防兽医学报，

２００２，２４（６）：４７１４７３．

［１２］　何　亮，陈　群，曾忠铭，等．通过特异ＰＣＲ扩增和

１６ＳｒＤＮＡ序列分析检测动弯杆菌［Ｊ］．微生物学报，

２００５，４１（１）：２７３０．

１２５


