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摘　要：本研究目的是分离鉴定引起甘肃地区奶牛乳房炎的金黄色葡萄球菌，掌握其基因型情况。利用１６Ｓ、２３Ｓ

ｒＲＮＡ保守序列ＰＣＲ扩增对乳房炎奶样中的金黄色葡萄球菌进行鉴定，并进行ＲＡＰＤ基因分型。结果表明，３１０

份奶样中共分离出金黄色葡萄球菌１００株，ＲＡＰＤ结果显示这１００株金黄色葡萄球菌均可得到清晰的ＲＡＰＤ指纹

图谱，扩增产物在２～７条带之间，具有多种带型组成。通过聚类分析１００株菌产生１１个基因型，其中Ⅰ型４株，Ⅱ

型４株，Ⅲ型１０株，Ⅳ型１３株，Ⅴ型７株，Ⅵ型２４株，Ⅶ型１６株，Ⅷ型６株，Ⅸ型４株，Ⅹ型１０株，Ⅺ型２株。Ⅵ型

为该地区的流行优势菌群，不同牛场各基因型菌株分布有明显差异。本研究说明牛场的环境与养殖条件对病原菌

流行传播有明显的影响，这一结果对地区性奶牛乳房炎的防治提供了可靠的理论依据。
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　　奶牛乳房炎是奶牛的常见病、多发病。不仅影

响奶牛健康，降低乳制品质量，给奶牛养殖业造成巨

大损失，还在一定程度上威胁到了公共安全。及时

准确地掌握病原菌的种类和分子流行病学趋势对于

该病的临床治疗和疫苗的研制都非常重要［１２］。

ＤＮＡ随机多态性扩增（Ｒａｎｄｏｍａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｃＤＮＡ，ＲＡＰＤ）技术是一种简便、灵敏、可行的

遗传标记技术。该技术问世后迅速在国内外被广泛

应用于微生物的基因分型与鉴定［３］。近年来有关金

黄色葡萄球菌基因分型的研究主要集中于人医来源

的菌株［４］，畜源菌株的基因分型研究相对较少，特别

是奶牛乳房炎病原菌基因分型的相关研究在国内还

罕有报道。本研究利用保守序列对引起甘肃地区奶

牛乳房炎的金黄色葡萄球菌进行鉴定，并进行基因

分型研究，探讨金黄色葡萄球菌性奶牛乳房炎分子

流行病学特点，为地区性奶牛乳房炎的防治和基因

工程疫苗的研究提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试剂及仪器

电泳分子量标准ＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ（相对分

子质量依次为４５００、３０００、２２５０、１０００、７５０、５００、

２５０ｂｐ）、ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ、ＰｒｅｍｉｘＥＸ犜犪狇酶均购

自宝生物工程有限公司；ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱

型），购自ＴＩＡＮＧＥＮ生物制品公司；金黄色葡萄球

菌标准菌ＣＶＣＣ２２４６（购自中国兽医药品监察所）；

基因扩增仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ，ＧＥＲ）。

１．２　金黄色葡萄球菌分离鉴定

１．２．１　细菌纯化培养　　３１０份临床型乳房炎患

牛奶样分别来自甘肃地区３个奶牛场。奶样接种于

绵羊血平板培养基和却甫曼琼脂培养基纯化培养。

１．２．２　金黄色葡萄球菌生化鉴定　　将菌落形态、

镜检结果符合葡萄球菌特征的菌株参考相关生化特

性进行金黄色葡萄球菌生化鉴定。

１．２．３　金黄色葡萄球菌分子生物学鉴定　　根据

已发表的金黄色葡萄球菌的１６ＳｒＲＮＡ 和２３Ｓ

ｒＲＮＡ 基因保守序列 （ＧｅｎＢａｎｋ Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ．

Ｘ６８４１７，Ｎｏ．Ｘ６８４２５），并参照相关文献
［５６］，应用

Ｏｌｉｇｏ６．６７软件设计２对引物（表１）。提取菌落形

态、镜检结果符合葡萄球菌特征菌株基因组ＤＮＡ

作为模板进行ＰＣＲ扩增。采用２５μＬ反应体系，扩

增反应条件：９４℃５ｍｉｎ，９４℃６０ｓ，５６．５℃４０ｓ，

７２℃４０ｓ，３０个循环后７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产

物－２０℃冻存。

表１　扩增引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狅犳犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀

目标序列

Ｔａｒｇｅｔｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

１６ＳｒＲＮＡ
Ｐ１：５′ＧＣＧＧＴＣＧＣＣＴＣＣＴＡＡＡＡＧ３′

Ｐ２：５′ＴＣＣＣＧＧＴＣＣＴＣＴＣＧＴＡＣＴＡ３′

２３ＳｒＲＮＡ
Ｐ３：５′ＡＣＧＧＡＧＴＴＡＣＡＡＡＧＧＡＣＧＡＣ３′

Ｐ４：５′ＡＧＣＴＣＡＧＣＣＴＴＡＡＣＧＡＧＴＡＣ３′

１．３　金黄色葡萄球菌分离株犚犃犘犇基因分型

１．３．１　引物设计与筛选　　根据文献报道
［７８］，选

择序列 ＯＬＰ１３：５′ＡＣＣＧＣＣＴＧＣＴ３′，作为扩增引

物。

１．３．２　ＲＡＰＤ反应条件　　采用２５μＬ反应体系，

体系参数：Ｐｒｅｍｉｘ混合液１２．５μＬ，ＤＮＡ 模板２

μＬ，引物２μＬ，去离子水８．５μＬ。ＰＣＲ循环参数：

９４℃５ｍｉｎ，３７℃５ｍｉｎ，７２℃５ｍｉｎ，循环４次；９４

℃１ｍｉｎ，３７℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，循环３０次；７２

℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物－２０℃冻存。

１．４　扩增产物凝胶电泳分析

取分子鉴定及ＲＡＰＤ扩增产物，１．０％琼脂糖

凝胶上电泳，凝胶由ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ１Ｄ成像系统紫

外成像。

１．５　数据分析

利用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ软件对 ＲＡＰＤ扩增电泳结

果进行数据处理，图像采用Ｄｉｃｅ相关系数和非加权

组算术平均法 ＵＰＧＭＡ（ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄｐａｉｒｇｒｏｕｐ

ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈａｒｉｔｈｍｅｔｉｃｍｅａｎ）来进行聚类分析。

２　结　果

２．１　细菌分离鉴定结果

菌株经生化鉴定，符合金黄色葡萄球菌生化指

标菌株为９５株；经金黄色葡萄球菌１６ＳｒＲＮＡ和

２３ＳｒＲＮＡ保守序列ＰＣＲ检测，有１００株菌分别产

５３１１
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生了４５０和１２５０ｂｐ左右的目的片段（图１、２）。结

果表明生化鉴定结果与分子鉴定结果基本一致。分

子鉴定为金黄色葡萄球菌的菌株情况见表２。

Ｍ．ＤＬ２０００相对分子质量标准；１～８．随机选择的阳性菌

株；９．ＣＶＣＣ２２４６；１０．表皮葡萄球菌阴性对照

Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１８．犛．犪狌狉犲狌狊ｓｅｌｅｃｔｅｄｒａｎｄｏｍｌｙ；９．

ＣＶＣＣ２２４６；１０．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊
图１　金黄色葡萄球菌１６犛狉犚犖犃鉴定结果

犉犻犵．１　犚犲狊狌犾狋狅犳犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅狀１６犛狉犚犖犃狅犳犛．犪狌狉犲狌狊

Ｍ．ＤＬ２０００相对分子质量标准；１～７．随机选择的阳性菌

株；８．ＣＶＣＣ２２４６；９．表皮葡萄球菌阴性对照

Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ；１７犛．犪狌狉犲狌狊ｓｅｌｅｃｔｅｄｒａｎｄｏｍｌｙ；８．

ＣＶＣＣ２２４６；９．Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ犛．犲狆犻犱犲狉犿犻犱犻狊
图２　金黄色葡萄球菌２３犛狉犚犖犃鉴定结果

犉犻犵．２　犚犲狊狌犾狋狅犳犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅狀２３犛狉犚犖犃狅犳犛．犪狌狉犲狌狊

表２　金黄色葡萄球菌菌株鉴定结果

犜犪犫犾犲２　犚犲狊狌犾狋狅犳犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅狀犛．犪狌狉犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲狊

牛场

Ｈｅｒｄｓ

菌株数

Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

编号

Ｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒ

ＱＹ ２６ ＱＹ０１～ＱＹ２６

ＨＧ ３９ ＨＧ０１～ＨＧ３９

ＫＹ ３５ ＫＹ０１～ＫＹ３５

２．２　犚犃犘犇结果

对分离鉴定出的１００株金黄色葡萄球菌基因组

ＤＮＡ模板进行随机多态性扩增，扩增产物经凝胶电

泳后结果显示所有菌株基因组ＤＮＡ经扩增后均产

生了清晰、可分辨的带谱，扩增产物在２～７条带，具

有多种带型组成。利用ＢｉｏＮｕｍｅｒｉｃｓ分析软件对

１００株金黄色葡萄球菌ＲＡＰＤ产物电泳图谱进行聚

类分析，建立了亲缘关系聚类图（图３）。

可以看出，以相似性０．４为标准（竖线所示），

１００株金黄色葡萄球菌根据其相似性可分为１１个

聚类群。其中Ⅰ型４株，Ⅱ型４株，Ⅲ型１０株，Ⅳ型

１３株，Ⅴ型７株，Ⅵ型２４株，Ⅶ型１６株，Ⅷ型６株，

Ⅸ型４株，Ⅹ型１０株，Ⅺ型２株。

３　讨　论

３．１　奶样中金黄色葡萄球菌分离鉴定

奶牛乳房炎是影响奶牛养殖业的主要疾病之

一，是发病率最高、造成损失最大的奶牛疾病。据世

界奶牛协会统计，全世界奶牛中有５０％左右患各种

类型的乳房炎［９１０］。快速准确地掌握引起奶牛乳房

炎病原菌的种类和分布是防治奶牛乳房炎和疫苗研

制的首要条件。近年来，分子生物学技术在家畜疫

病诊断中广泛应用。１６Ｓ和２３ＳｒＲＮＡ序列既具有

高度保守性又具高变性，既能体现不同菌属之间的

差异，又能利用测序技术快速得到核酸序列，已成为

最理想的基因鉴定靶序列［１１］。作者利用金黄色葡

萄球菌１６Ｓ和２３ＳｒＲＮＡ保守序列设计扩增引物对

奶样中分离出的金黄色葡萄球菌进行了ＰＣＲ鉴定，

并与传统鉴定方法进行了比较。结果表明１６Ｓ和

２３ＳｒＲＮＡ保守序列鉴定法和传统鉴定法两种方法

的鉴定结果基本吻合。有２株菌传统方法未鉴定

出，可能是因为受抗生素影响，菌体已经破裂死亡，

所以无法检出。ＰＣＲ检测是以细菌基因组ＤＮＡ保

守序列为目标进行检测，病原菌的存活状态对其没

有影响。而且分子鉴定的方法只需１～２ｄ即可得

出结果，缩短了细菌性奶牛乳房炎的诊断时间，为及

时的临床治疗提供了保障。

３．２　金黄色葡萄球菌犚犃犘犇分型

目前有多种方法用于金黄色葡萄球菌的分型，

可归为两大类，一是表型分型，二是基因分型。随着

分子生物学时代的到来，依赖于细菌ＤＮＡ的分型

方法更加受到关注。常用的金黄色葡萄球菌基因分

型方法主要有高压脉冲场凝胶电泳分型（ＰＦＧＥ）、
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图３　１００株金黄色葡萄球菌相似性关系树图

犉犻犵．３　犇犲狀犱狉狅犵狉犪犿狅犳犮狅犿狆犪狉犪犫犻犾犻狋狔犫犲狋狑犲犲狀１００犛．犪狌狉犲狌狊狊狋狉犪犻狀狊
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多位点测序分型（ＭＬＳＴ）、多位点数目可变串联重

复序列指纹图谱分型（ＭＬＶＦ）等
［１２］。其中ＰＦＧＥ

是目前公认的金葡菌分型的“金标准”。但是ＰＦＧＥ

也存在有２个缺点，首先费时，不适于实验室大量样

本的分析。另外，还需特殊设备，从而限制了其适用

范围［１３１４］。ＲＡＰＤ是近年来兴起的一种揭示基因

多态性的基因分型方法，据国外研究报道，利用

ＲＡＰＤ方法对医院分离的金黄色葡萄球菌进行分型

并与ＰＦＧＥ方法分型结果进行比较后发现两种方

法分辨力相当且分辨结果高度一致［１５］。说明

ＲＡＰＤ与ＰＦＧＥ在金黄色葡萄球菌分型方面具有

相同的高效性。

早在１９９７年Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ等
［１６］就利用ＲＡＰＤ技

术对牛源金黄色葡萄球菌进行了基因分型研究，但

是近年来ＲＡＰＤ技术还是更多的应用于人医临床

病原菌的分型，在兽医病原菌方面的应用较少。乌

兰巴特尔等［１７］对内蒙古地区分离到的６３株引起奶

牛乳房炎的金黄色葡萄球菌进行了ＲＡＰＤ分型，共

分为了１２个基因型；王琳等
［１８］将新疆地区两个奶

牛场分离到的１６株金黄色葡萄球菌进行ＲＡＰＤ分

型并探索了最适反应条件。由于菌株数量较少，所

以只分出了２个基因型，且其中１４株为同一基因

型。本研究对采自甘肃地区乳房炎奶样中的１００株

金黄色葡萄球菌进行了ＲＡＰＤ分后，所有菌株染色

体ＤＮＡ均扩增得到了清晰可分辨的条带，清楚地

反映了菌株间的基因多态性特征。根据聚类分析树

状图结果，１００株菌显示出１１种基因型，Ⅵ型为甘

肃地区主要流行的优势菌群。这与乌兰巴特尔报道

的结果相似，但是与Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ的结果不同，这可能

与地理气候环境差异对病原菌交叉传播的影响不同

有关。不同基因型菌株在各牛场的分布有明显差

异，牛场ＱＹ的菌株主要为Ⅵ型（１０／２６），且Ⅰ型和

Ⅺ型菌株只在该牛场出现。其他２个牛场的菌株在

各基因型均有部分分布，且没有明显占优势的基因

型菌群。这在一定程度上说明了牛场ＱＹ中菌株与

其他牛场流行传播相对较少，所以基因型也会较集

中地分布。而另外２个牛场中菌株交叉传播频繁，

产生了多种显著的变异，菌株基因型分布广泛。同

一省份３个牛场乳房炎金黄色葡萄球菌分离株基因

型分布的差异一定程度上反映了不同地理环境对牛

场病原菌流行传播的影响，但更多的反映出的是养

殖、管理水平差异对牛场病原菌流行的影响。

４　结　论

环境差异和养殖条件对乳房炎病原菌的种类和

流行传播趋势起至关重要的作用，及时准确掌握病

原菌种类及基因型情况可为乳房炎的治疗提供依

据。应用保守序列分子鉴定和ＲＡＰＤ技术对畜源

病原菌进行快速流行病学调查，为兽医传染病分子

流行病学研究提供了切实可行的研究方法，特别是

对一些未建立标准分型和缺乏血清学分型等方法的

菌属鉴定和分型尤为实用。其在兽医分子流行病学

和传染病学等领域具有广阔的应用前景。
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