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［摘　 要］ 　 为建立禽分枝杆菌多重 ＰＣＲ 鉴定方法，根据国外报道的诊断方法设计 ４ 对特异性引

物，选用我国禽结核参考菌株（ＣＶＣＣ ６８２０１）基因组 ＤＮＡ 为模板，优化了退火温度，测定了 ＤＮＡ 最

小检测量，并进行了特异性检验。 采用优化好的多重 ＰＣＲ 体系，对国家兽医微生物菌种保藏中心保

存的禽分枝杆菌标准菌株进行检测和分类。 实验结果表明，禽结核参考菌株（ＣＶＣＣ ６８２０１）能很好

的扩增出 ５７７ ｂｐ（ ＩＳ９０１ 基因片段）、３８５ ｂｐ（ ＩＳ１２４５ 基因片段）和 １４０ ｂｐ（ｄｎａＪ 基因片段）三条目的

条带，基因组 ＤＮＡ 的最小检测量为 ０．３８ ｎｇ ／ μＬ，目的条带在退火温度 ５０ ℃ ～６２ ℃之间均能得到有

效扩增。 对 ２３ 株禽分枝杆菌菌株检测，并设立牛分枝杆菌作为阴性对照，最终将禽分枝杆菌菌株

分为三大类：禽亚种 ／ 森林土壤亚种、副结核亚种、人猪亚种，与国家兽医微生物菌种保藏中心的分

类结果相比不仅一致且更加详尽而有临床意义。 因此，基于分子生物学方法建立的多重 ＰＣＲ 方法

可以对禽分枝杆菌亚型进行快速鉴定并对禽结核病的诊断提供参考。
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ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｅｒｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ ｆｏｒｅｉｇｎ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ． Ｔｈｅ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ

ｂｏｖｉｎｅ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎ （ＣＶＣＣ ６８２０１） ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｔｅｍｐｌａｔｅ， ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｍｏｕｎｔ

ｏｆ ＤＮＡ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ， ｔｈｅ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｗａｓ ｔｅｓｔｅｄ． Ｔｈｅ

Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｐｒｅｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｃｈｉｎａ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ （ＣＶＣＣ） ｗｅｒｅ
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６８２０１） ｃｏｕｌｄ ａｍｐｌｉｆｙ ｂａｎｄｓ ｏｆ ５７７ ｂｐ （ ＩＳ９０１ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ）， ３８５ ｂｐ （ ＩＳ１２４５ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ） ａｎｄ １４０ ｂｐ

（ｄｎａＪ ｇｅｎｅ ｆｒａｇｍｅｎｔ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｎｉｍｕｍ ｄｅｔｅｃｔａｂｌｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｉｓ ０．３８ ｎｇ ／ μＬ， ｔｈｅ ｐｕｒｐｏｓｅ ｂａｎｄｓ

ｃａｎ ｂｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ５０ ℃ ～ ６２ ℃ ． Ｔｗｅｎｔｙ － ｔｈｒｅｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ

Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｏｖｉｓ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ． Ｔｈｅ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ

ａｖｉｕｍ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｒｅｅ ｃａｔｅｇｏｒｉｅｓ： Ｍ．ａｖｉｕｍ ｓｕｂｓｐ． ａｖｉｕｍ ／ Ｍ． ａｖｉｕｍ ｓｕｂｓｐ． ｓｉｌｖａｔｉｃｕｍ， Ｍ．ａｖｉｕｍ

ｓｕｂｓｐ． ｈｏｍｉｎｉｓｓｕｉｓ， Ｍ．ａｖｉｕｍ ｓｕｂｓｐ． ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ Ｃｅｎｔｅｒ， ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｒｅ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｂｕｔ ａｌｓｏ ｍｏｒｅ ｄｅｔａｉｌｅｄ ａｎｄ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．

Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｒａｐｉｄｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｓｕｂｔｙｐｅ ｏｆ

Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ ａｎｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ａｖｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ； ｓｕｂｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ

　 　 禽分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ）是一种环境

分枝杆菌，在自然界中普遍存在，可从自然来源的

水、土壤、植物、垫料中分离得到［１－２］。 禽分枝杆菌

能够感染多种禽群，引起以肠道、肝脏和脾脏结核

性结节为特征的病变，也可以感染人、猪、牛、羊等

动物［３－５］。 禽分枝杆菌具体可分为 ４ 个亚种，即引

起禽结核病的禽分枝杆菌禽亚种（Ｍ．ａｖｉｕｍ ｓｕｂｓｐ．

ａｖｉｕｍ， ＭＡＡ）；从环境、人及猪分离出的禽分枝杆菌

人猪型亚种（Ｍ．ａｖｉｕｍ ｓｕｂｓｐ． ｈｏｍｉｎｉｓｓｕｉｓ， ＭＡＨ）；引

起牛羊等反刍动物副结核病的禽分枝杆菌副结核

亚种（Ｍ．ａｖｉｕｍ ｓｕｂｓｐ． ｐａｒａｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ， ＭＡＰ）；可导

致林鸽禽结核病的禽分枝杆菌森林土壤亚种

（Ｍ．ａｖｉｕｍ ｓｕｂｓｐ． ｓｉｌｖａｔｉｃｕｍ， ＭＡＳ） ［６－７］。 准确的亚种

鉴定对禽结核病的诊断和防控具有重要意义，传统

的血清学分型方法不仅耗时、存在安全隐患，而且

只能简单的将禽分枝杆菌复合体（Ｍ．ａｖｉｕｍ ｃｏｍｐｌｅｘ，

ＭＡＣ）分为禽分枝杆菌和胞内分枝杆菌两大类［５］。

许多基于分子生物学的方法可用于禽分枝杆菌种

型的鉴定，目前常用的禽分枝杆菌分型方法主要包

括：１６Ｓ ｒＲＮＡ 测序法［８］、１６Ｓ－２３Ｓ ｒＲＮＡ 间隔区测

序法［９］、限制性片段长度多态性分析法（ＲＦＬＰ） ［１０］

等，但都存在耗时、判读结果繁琐等缺点。 随着研

究的深入，研究人员发现 ｄｎａＪ 基因是禽分枝杆菌 ４

个亚种中均含有的片段，ＩＳ９００ 基因是禽分枝杆菌

副结核亚种（ＭＡＰ）特有的片段，通过检测 ＩＳ９０１ 基

因、ＩＳ１２４５ 基因和 ｄｎａＪ 基因可确定禽分枝杆菌禽

亚种（ＭＡＡ） ／禽分枝杆菌森林土壤亚种（ＭＡＳ）的存

在，通过检测 ＩＳ１２４５ 基因和 ｄｎａＪ 基因可确定禽分

枝杆菌人猪亚种 （ＭＡＨ） 的存在［１１－１２］。 ２００８ 年，

Ｍｏｒａｖｋｏｖａ 等［１３］ 建立了多重 ＰＣＲ 方法并用于禽分

枝杆菌亚型鉴定的研究。 鉴于该方法在我国尚未

有相关报道，为了加快推进我国禽分枝杆菌流行病

学研究并为禽结核病快速诊断奠定基础，本实验结

合国外最新的多重 ＰＣＲ 方法对中国兽医微生物菌

种保藏管理中心保存的禽分枝杆菌进行了检测。

１　 材料与方法

１．１　 菌种及来源　 试验中涉及到的 ２８ 个标准菌株

均来自国家兽医微生物菌种保藏中心，见表 １。

１．２　 试剂、培养基和引物　 细菌基因组 ＤＮＡ 提取

试剂盒购自天根生化科技有限公司；一般 ＰＣＲ 用

Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ 购自宝生物工程（大连）有限公司；佩氏

培养基（Ｐｅｔｒａｇｎａｎｉ ｍｅｄｉｕｍ）按照《兽用生物制品规

程》（２０００ 年版）制备［１５］。 按照表 ２ 所示序列［１３］，

设计的 ＰＣＲ 引物由中美泰和生物公司合成。

·２１·



中国兽药杂志 ２０１７ 年 １０ 月第 ５１ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

表 １　 实验用标准菌株［１４］

Ｔａｂ １　 Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
菌株名称
Ｓｔｒａｉｎ

菌株来源
Ｓｏｕｒｃｅ

备注
Ｎｏｔａｔｉｏｎ

Ｃ６８００１ （Ｃ６８－３） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ６８００１ 国内冻干分离株，牛分枝杆菌，制造和检验牛型结核菌素。

Ｃ６８００２ （Ｃ６８－４） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ６８００２ 国内冻干分离株，牛分枝杆菌，制造和检验牛型结核菌素。

Ｃ６８０２１ （Ｃ６８－１１） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２９１ 英国中央兽医实验室，牛分枝杆菌，制造和检验牛型结核菌素。

Ｃ６８６８１ （Ⅲ－Ⅴ） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ３２３ 英国中央兽医实验室，副结核分枝杆菌，制造副结核菌素。

Ｃ６８６８２ （３１６Ｆ） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６４６ 国内冻干分离株，副结核分枝杆菌，制造副结核弱毒疫苗。

Ｃ６８６０２ （７７１４） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６２５ 国内冻干分离株，副结核分枝杆菌。

Ｃ６８２０１ （Ｃ６９－２） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ６８２０１ 国内冻干分离株，血清未定型，制造和检验禽型结核菌素。

Ｍ．ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ ４ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２８１ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 ４ 型。

Ｃ６８２０４ （Ｃ６９－５） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２７４ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｍ．ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ ６ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２８３ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 ６ 型。

Ｃ６８２１４ （Ｃ６９－１４） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６１０ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｃ６８２１１ （Ｃ６９－１１） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６０７ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｃ６８２０５ （Ｃ６９－１） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６０１ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｃ６８２０６ （Ｃ６９－４） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６０２ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｍ．ａｖｉｕｍ ２ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２７９ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 ２ 型。

Ｃ６８２１２ （Ｃ６９－１２） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６０８ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｃ６８２１３ （Ｃ６９－１３） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６０９ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｃ６８２０８ （Ｃ６９－８） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６０４ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｃ６８２０７ （Ｃ６９－６） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６０３ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｍ．ａｖｉｕｍ Ⅲ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２７７ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 ３ 型。

Ｍ．ａｖｉｕｍ １ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２７８ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 １ 型。

Ｃ６８２０９ （Ｃ６９－９） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６０５ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｍ．ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ ８ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２８４ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 ８ 型。

Ｍ．ａｖｉｕｍ ３ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２８０ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 ３ 型。

Ｍ．ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｅ ５ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２８２ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 ５ 型。

Ｃ６８２１０ （Ｃ６９－１０） 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ １６０６ 国内冻干分离株，血清未定型。

Ｍ．ａｖｉｕｍ Ⅰ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２７５ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 １ 型。

Ｍ．ａｖｉｕｍ Ⅱ 国家兽医微生物菌种保藏中心 ＣＶＣＣ ２７６ 日本农林省家畜卫生试验场，血清 ２ 型。
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表 ２　 合成的引物序列

Ｔａｂ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因
Ｇｅｎｅ

方向
Ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ

核苷酸序列
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

产物大小
Ａｍｐｌｉｃｏｎ ｓｉｚｅ

ｄｎａＪ
Ｆ ５＇ ＧＡＣＴＴＣＴＡＣＡＡＧＧＡＧＣＴＧＧＧ ３＇

Ｒ ５＇ ＧＡＧＡＣＣＧＣＣＴＴＧＡＡＴＣＧＴＴＣ ３＇
１４０ ｂｐ

ＩＳ９００
Ｆ ５＇ ＴＧＧＴＴＧＣＴＧＴＧＴＴＧＧＡＴＧＧＣ ３＇

Ｒ ５＇ ＡＣＣＡＴＧＣＡＧＴＡＡＴＧＧＴＣＧＧＣ ３＇
２１５ ｂｐ

ＩＳ１２４５
Ｆ ５＇ ＧＡＧＴＴＧＡＣＣＧＣＧＴＴＣＡＴＣＧ ３＇

Ｒ ５＇ ＣＧＴＣＧＡＧＧＡＡＧＡＣＡＴＡＣＧＧ ３＇
３８５ ｂｐ

ＩＳ９０１
Ｆ ５＇ ＧＧＡＴＴＧＣＴＡＡＣＣＡＣＧＴＧＧＴＧ ３＇

Ｒ ５＇ ＧＣＧＡＧＴＴＧＣＴＴＧＡＴＧＡＧＣＧ ３＇
５７７ ｂｐ

１．３　 菌种复苏、繁殖及基因组提取 　 无菌开启购

自国家兽医微生物菌种保藏中心各冻干菌株，分别

使用 １ ｍＬ 灭菌生理盐水将菌种溶解，接种到预先

制备好的佩氏培养基斜面。 置 ３７ ℃培养 ２ ～ ４ 周，
经肉眼观察长出干燥颗粒状乳酪色菌落后，用生理

盐水洗下用于提取基因组 ＤＮＡ。
１．４　 禽分枝杆菌各亚种的多重 ＰＣＲ 建立

１．４．１　 退火温度的优化　 以提取的禽结核分枝杆

菌参考菌株（ＣＶＣＣ ６８２０１）全基因组 ＤＮＡ 为模板，
以参考文献［１３］ 设计的 ｄｎａＪ、ＩＳ９００、ＩＳ１２４５ 和 ＩＳ９０１
的 ４ 对引物进行扩增，将退火温度设计成不同温度

梯度。 反应体系为 ２０ μＬ：基因组 １ μＬ，ｄｎａＪ 引物

（２０ ｐｍｏｌ ／ μＬ）、 ＩＳ１２４５ 引物 （ １０ ｐｍｏｌ ／ μＬ）、 ＩＳ９００
（１０ ｐｍｏｌ ／ μＬ）和 ＩＳ９０１（１０ ｐｍｏｌ ／ μＬ）的上下游引物

各 １ μＬ，２×ＰＣＲ 反应液 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ １０ μＬ，灭菌双

蒸水 １ μＬ。 反应程序：第一步，９６ ℃ ２ ｍｉｎ；第二

步，９６ ℃ １０ ｓ，５０ ℃ （５２ ℃、５４ ℃、５６ ℃、５８ ℃、
６０ ℃和 ６２ ℃） １０ ｓ，７２ ℃ １ ｍｉｎ，３５ 个循环；第三

步，７２ ℃ ２ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 反应结束后，取 １０ μＬ 产物

进行 １％琼脂糖凝胶电泳，紫外凝胶成像分析系统

上观察结果。
１．４．２ 　 多重 ＰＣＲ 灵敏度（基因组 ＤＮＡ 最小检测

量）的确定　 将 １．４．１ 项提取的禽结核分枝杆菌参

考菌株（ＣＶＣＣ ６８２０１）基因组 ＤＮＡ 测定浓度后，用
双蒸水梯度稀释成 １． ５、０． ７５、０． ３８、０． １９、０． ０９ 和

０．０５ ｎｇ ／ μＬ，用 １．４．１ 优化的多重 ＰＣＲ 进行检测和

电泳，确定其对基因组 ＤＮＡ 的最小检测量。
１．４．３　 多重 ＰＣＲ 特异性检测

１．４．３．１ 　 禽分枝杆菌各亚种代表性菌株基因组

ＤＮＡ 提取 　 提取禽分枝杆菌各亚种代表菌株

ＣＶＣＣ ６８２０１（禽亚种 ／森林土壤亚种）、ＣＶＣＣ ３２３

（副结核亚种）、ＣＶＣＣ ２８０（人猪亚种） 的基因组

ＤＮＡ，并选择牛分枝杆菌标准菌株 ＣＶＣＣ ６８００１、

ＣＶＣＣ ６８００２、ＣＶＣＣ ２９１ 的基因组 ＤＮＡ 作为对照，

运用 １．４．１ 优化的多重 ＰＣＲ 反应体系检测和电泳，

确定特异性检测结果。

１．４．３．２　 禽分枝杆菌各亚种的多重 ＰＣＲ 判定标准

多重 ＰＣＲ 检测的扩增条带呈现 ５７７ ｂｐ（ＩＳ９０１ 基因

片段）、３８５ ｂｐ（ＩＳ１２４５ 基因片段）和 １４０ ｂｐ（ｄｎａＪ 基

因片段）三条目的条带，则判为禽分枝杆菌禽亚种 ／

禽分枝杆菌森林土壤亚种； 多重 ＰＣＲ 检测的扩增

条带呈现 ３８５ ｂｐ（ＩＳ１２４５ 基因片段）和 １４０ ｂｐ（ｄｎａＪ

基因片段）两条目的条带，则判为禽分枝杆菌人猪

亚种；多重 ＰＣＲ 检测的扩增条带呈现 ２１５ ｂｐ（ＩＳ９００

基因片段）和 １４０ ｂｐ（ｄｎａＪ 基因片段）两条目的条

带，则判为禽分枝杆菌副结核亚种。

１．５　 多重 ＰＣＲ 对禽分枝杆菌菌种的鉴定　 提取国

家兽医微生物菌种保藏中心保存的 ２３ 株禽分枝杆

菌基因组 ＤＮＡ，运用 １．４．１ 优化的多重 ＰＣＲ 反应体

系检测和电泳，并根据 １．４．３．２ 判定标准进行分类，

判定与菌种目录［１４］收载结果的一致性。

·４１·
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２　 结　 果

２．１　 多重 ＰＣＲ 体系退火温度确定　 由图 １ 可知，
当退火温度设定为 ５０ ℃ ～ ６２ ℃时，利用多重 ＰＣＲ
检测体系均能有效扩增出目的基因，但以 ５６ ℃ ～
６０ ℃的退火温度最佳。

１－７：退火温度依次为 ５０ ℃、５２ ℃、５４ ℃、５６ ℃、５８ ℃、

６０ ℃和 ６２ ℃；Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ

１－７： ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ５０ ℃， ５２ ℃， ５４ ℃， ５６ ℃，

５８ ℃， ６０ ℃ ａｎｄ ６２ ℃；Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ

图 １　 多重 ＰＣＲ 方法退火温度敏感性测定

Ｆｉｇ １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

２．２　 多重 ＰＣＲ 灵敏度（最小检测量）结果　 由图 ２
可知，随着反应体系中模板浓度的降低，多重 ＰＣＲ
的最低检测限度为 ０．３８ ｎｇ ／ μＬ。

Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ；１－７：标准菌株 ＣＶＣＣ ６８２０１ 基因组浓度梯度依次为：

１．５ ｎｇ ／ μＬ、０．７５ ｎｇ ／ μＬ、０．３８ ｎｇ ／ μＬ、０．１９ ｎｇ ／ μＬ、０．０９ ｎｇ ／ μＬ 和 ０．０５ ｎｇ ／ μＬ

Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ；１－７： ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＣＣ ６８２０１ ｇｅｎｏｍｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ：

１．５ ｎｇ ／ μＬ， ０．７５ ｎｇ ／ μＬ， ０．３８ ｎｇ ／ μＬ， ０．１９ ｎｇ ／ μＬ，

０．０９ ｎｇ ／ μＬ ａｎｄ ０．０５ ｎｇ ／ μＬ

图 ２　 多重 ＰＣＲ 方法敏感性检测结果

Ｆｉｇ ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

２．３　 多重 ＰＣＲ 特异性测定结果　 由图 ３ 看出，牛
分枝杆菌仅能扩增出 １４０ ｂｐ 条带，禽分枝杆菌各亚

种代表菌株均能扩增出 １４０ ｂｐ 条带，禽亚种 ／森林

土壤亚种扩增出 １４０ ｂｐ、３８５ ｂｐ、５７７ ｂｐ 条带，副结

核亚种扩增出 １４０ ｂｐ、２１５ ｂｐ 条带，人猪亚种扩增

出 １４０ ｂｐ、３８５ ｂｐ 条带。

１： ＣＶＣＣ ６８００１；２： ＣＶＣＣ ６８００２；３： ＣＶＣＣ ２９１；４： ＣＶＣＣ ６８２０１；

５： ＣＶＣＣ ３２３；６： ＣＶＣＣ ２８１；７： 空白对照；Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ

１： ＣＶＣＣ ６８００１；２： ＣＶＣＣ ６８００２；３： ＣＶＣＣ ２９１；４： ＣＶＣＣ ６８２０１；

５： ＣＶＣＣ ３２３；６： ＣＶＣＣ ２８１；７： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｍ： Ｍａｒｋｅｒ

图 ３　 标准菌株 ＤＮＡ 的多重 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ

ＤＮＡ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎｓ

２．４　 ２３ 株标准菌株的多重 ＰＣＲ 扩增结果　 由图 ４
看出，所涉及的 ２３ 株禽分枝杆菌，菌株 ＣＶＣＣ ２８１、
ＣＶＣＣ ２８３、ＣＶＣＣ ２８４、ＣＶＣＣ ２８０、ＣＶＣＣ ２８２ 为人猪

亚种，可扩增出１４０ ｂｐ、３８５ ｂｐ 条带；菌株 ＣＶＣＣ
１６４６ 和 ＣＶＣＣ １６２５ 为 副 结 核 亚 种， 可 扩 增 出

１４０ ｂｐ、２１５ ｂｐ 条带；其他菌株均为禽亚种 ／森林土

壤亚种，可扩增出 １４０ ｂｐ、３８５ ｂｐ、５７７ ｂｐ 条带。 该

结果与菌种目录［１４］中收载结果一致。
３　 讨　 论

多重 ＰＣＲ 因其快速、灵敏度高等特点尤其适

用于禽分枝杆菌这种具有一定生物安全风险的病

原鉴定。 本实验结合国外最新研究进展［１３］ 和国内

２３ 株禽分枝杆菌标准菌株在此方面开展研究，对多

重 ＰＣＲ 特异性进行了验证并确认了最低核酸检测

限度 ０．３８ ｎｇ ／ μＬ。 在实验过程中，多重 ＰＣＲ 体系

采用常规 ＰＣＲ 商品化 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ，既实现了目的条

带有效扩增又有效避免了 ｄＮＴＰ 浓度、Ｍｇ２＋浓度等

因素的影响。 多重 ＰＣＲ 技术对退火温度要求很

·５１·
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图 ４　 ２３ 株标准菌株的多重 ＰＣＲ 扩增结果

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ２３ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｒａｉｎｓ

高［１６］，考虑到实验室及 ＰＣＲ 仪不同可能会导致退

火温度的差异，从而对多重 ＰＣＲ 结果产生影响，本
试验共设计了 ７ 个梯度的退火温度（５０～６２ ℃），均
能扩增出特异性目的条带（以 ５６ ～ ６０ ℃为最佳），
表明该技术具有推广价值。

根据多重 ＰＣＲ 产物条带情况可以将禽分枝杆

菌复合体细分为符合致病性和宿主特点的亚种：禽
亚种 ／森林土壤亚种（１４０ ｂｐ＋３８５ ｂｐ＋５７７ ｂｐ）、副
结核亚种（１４０ ｂｐ ＋ ２１５ ｂｐ）、人猪亚种 （１４０ ｂｐ ＋

３８５ ｂｐ）。 通过多重 ＰＣＲ 方法还将同为血清 ３ 型的

菌株 ＣＶＣＣ ２７７ 与菌株 ＣＶＣＣ ２８０ 进一步细分为菌

株 ＣＶＣＣ ２７７ （禽亚种 ／森林土壤亚种） 与菌株

ＣＶＣＣ ２８０（人猪亚种），一定程度上弥补了传统血

清学分型方法的不足。
该多重 ＰＣＲ 方法尚不能区分鸟亚种与森林土

壤亚种。 因为两者基因组 ＤＮＡ 序列极其相似，即
使 １６Ｓ ｒＲＮＡ 测序等方法也无法区分鸟亚种与森林

土壤亚种。 也正因为如此，Ｔｕｒｅｎｎｅ 等［１７］ 认为森林

土壤亚种就是禽亚种。 人们目前只能根据原代培

养森林土壤亚种时要添加草分枝菌素等培养特性

来实现禽亚种与森林土壤亚种的鉴别［６］。
鉴于本实验中所用的菌株均为参考菌株，下一

步工作仍需收集野外分离株进行验证。 另外，该多

重 ＰＣＲ 方法不能区分禽亚种与森林土壤亚种，将
有待进一步研究。
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ｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｉｓｏｌａｔｅｓ

ａｎｄ ｈｅａｖｉｌｙ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］ ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ，

２００８， ８５（２）： ２５７－２６４．

［１４］ 康 凯． 中国兽医菌种目录［Ｍ］． 北京：中国农业科学技术出

版社，２００８：７０－７５．

　 Ｃｈｉｎａ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ，Ｃｈｉｎａ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｃｕｌｔｕｒｅ

ｄｉｒｅｃｔｏｒｙ［Ｍ］． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｐｒｅｓｓ， ２００８： ７０－７５．

［１５］ 农业部兽用生物制品规程委员会． 中华人民共和国兽用

生物制品规程 ２０００ 版［ Ｓ］． 北京：化学工业出版社，２０１０：

４１３－４１４．

　 Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｆｏｒ ｔｈｅ

Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ． Ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ＇ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ＇ｓ

Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｆｏｒ ｔｈｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ２０００ ｅｄｉｔｉｏｎ

［Ｓ］ ． Ｂｅｉｊｉｎｇ： Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ Ｐｒｅｓｓ， ２０１０： ４１３－４１４．

［１６］ Ｈｅｎｅｇａｒｉｕ Ｏ， Ｈｅｅｒｅｍａ Ｎ Ａ， Ｄｌｏｕｈｙ Ｓ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ＰＣＲ：

ｃｒｉｔｉｃａｌ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ａｎｄ ｓｔｅｐ－ｂｙ－ｓｔｅｐ ｐｒｏｔｏｃｏｌ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，

１９９７， ２３（３）： ５０４－５１１．

［１７］ Ｔｕｒｅｎｎｅ Ｃ Ｙ， Ｓｅｍｒｅｔ Ｍ， Ｃｏｕｓｉｎｓ Ｄ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｏｆ

ｈｓｐ６５ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｓ ａｍｏｎｇ ｓｕｂｓｅｔｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ａｖｉｕｍ

ｃｏｍｐｌｅｘ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ， ２００６， ４４（ ２）：

４３３－４４０．
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