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［摘　 要］ 　 对从内蒙古海拉尔区某规模化兔场病死仔兔肺脏中分离到的 １ 株病原菌进行了培养特

性观察、革兰染色、生化试验与 ＰＣＲ 鉴定，鉴定结果显示该分离菌株为支气管败血波氏杆菌。 为进

一步了解该菌株的耐药情况，对其进行了药敏试验及部分耐药基因的检测，结果表明分离菌株对青

霉素 Ｇ、阿莫西林、头孢拉啶等 β－内酰胺类抗生素耐药严重，其次为四环素类抗生素，对卡那霉素、
诺氟沙星等氨基糖苷类与喹诺酮类抗生素高度敏感。 耐药基因检测筛选到 ｂｌａＴＥＭ 与 ｔｅｔＢ 两种耐

药基因，与分离菌的耐药表型相符。 实验结果对兔波氏杆菌病的临床合理用药具有重要的指导意义。
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　 　 支气管败血波氏杆菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｂｉｓｐｅｔｉｃａ，
Ｂｂ）与百日咳杆菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｐｅｒｔｕｓｓｉｓ， Ｂｐ）、副百日

咳杆菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｐａｒａｐｅｒｔｕｓｓｉｓ， Ｂｐｐ）同属于波氏杆

菌属，是一种寄生在人、哺乳动物或家禽呼吸道上

皮纤毛上的革兰阴性短杆菌，感染后主要引起呼吸

系统疾病，严重者可导致急性死亡［１－２］。 兔的波氏

杆菌病是由兔支气管败血波氏杆菌（又称为兔博德

特氏杆菌）引起的一种以鼻炎、支气管肺炎以及脓

疱型肺炎为主要临床症状的呼吸道传染病，常与兔

多杀性巴氏杆菌、葡萄球菌以及链球菌混合感染，
造成养殖场兔群的急性发病和大量死亡［３－４］。 近年

来，随着集约化家兔养殖业的发展以及家兔引种与

频繁贸易，波氏杆菌在兔群中广泛传播，给家兔养

殖带来了巨大的经济损失。 针对这一现象，抗生素

类药物作为强有效的预防及治疗措施受到养殖户

的欢迎，但药物的过量使用与滥用造成的耐药性问

题日益严重。 因此，对地方或“自家”菌株进行耐药

性分析，对临床合理用药具有重要的指导意义。 本

试验从内蒙古海拉尔区某规模化兔场病死兔肺脏

内成功分离到一株细菌，经鉴定为支气管败血波氏

杆菌，并对其进行了药物敏感试验和部分耐药基因

检测，以期为当地兔场波氏杆菌病的合理用药提供

参考。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 病料来源 　 ２０１７ 年 ４ 月，内蒙古海拉尔区

某规模化兔场 ２ ～ ４ 月龄兔群突然出现精神沉郁、
食欲不振、咳嗽、打喷嚏、鼻分泌物增多等临床症

状，５～７ ｄ 后病兔大量死亡。 对病死兔进行剖捡，
肉眼观察各组织器官，无菌采集肺脏、肝脏及心血，
－２０ ℃保存。
１．１．２　 主要试剂　 绵羊鲜血琼脂平板、ＴＳＡ 琼脂平

板购自南京一基生化科技有限公司；革兰染色试剂

盒、细菌微量生化鉴定管购自北京索莱宝科技有限

公司；ＴＩＡＮａｍｐ Ｂａｃｔｅｒｉａ ＤＮＡ Ｋｉｔ、Ｐｌａｓｍｉｄ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ、
Ｇｅｌ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ 购自天根生化科技（北京）有限公

司；２×ｐｒｅｍｉｘ ｒＴａｑ、ｐＭＤ１８－Ｔ Ｖｅｃｔｏｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｋｉｔ、Ｅ．
ｃｏｌｉ ＤＨ５α 购自宝生物工程（大连）有限公司。
１．１．３　 主要仪器　 ＭＣＯ－１８ＡＩＣ 恒温培养箱（日本

ＳＡＮＹＯ 公司）、ＭＣＶ１３１ＢＮＦ 超净无菌工作台（日本

ＳＡＮＹＯ 公司）、ＭｉｋＲｏ ２２Ｒ 高速冷冻离心机（德国

ＨＥＴＴＩＣＨ 公司）、ＵＶ－２０１２ＰＣＳ 气浴恒温摇床（龙
尼柯仪器有限公司）、ｇ１０００ ＰＣＲ 基因扩增仪（杭州

博日科技有限公司）、全自动凝胶成像分析系统（美
国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司）。
１．２　 方法

１．２．１　 细菌的分离纯化　 取无菌采集的病变组织，
选择新鲜创面分别于 ＴＳＡ、鲜血琼脂平板上进行划

线培养，３７ ℃恒温箱中倒置培养 ２４ ～ ４８ ｈ，观察病

原菌生长状态，挑取单一优势菌落继续纯培养。
１．２．２　 染色、镜检　 取少量分离菌纯培养物涂片，
进行革兰染色，油镜下观察病原菌的形态结构和染

色特点。
１．２．３　 生化试验　 将分离菌纯培养物接种于含 ５％
胎牛血清的液体 ＬＢ 培养基中，取少量菌液加入微

量生化鉴定管中，置于 ３７ ℃恒温箱中培养。
１．２．４　 ＰＣＲ 鉴定　 使用细菌 ＤＮＡ 提取试剂盒提取

分离菌全基因组，分别采用 １６ｓ ｒＲＮＡ 通用引物与

兔波氏杆菌鉴定引物［５］ 进行 ＰＣＲ 扩增，扩增产物

经 １％琼脂糖凝胶电泳检测，并进行胶回收、连接、
转化，提取阳性质粒送往上海生工生物工程股份有

限公司测序。
１．２．５　 药物敏感性试验　 以 Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｕｅｒ（Ｋ－Ｂ）氏
法进行药敏试验，测量病原菌的抑菌环直径，参考

美国国家临床实验室标准委员会（ＮＣＣＬＳ）提供的

标准进行结果判定。
１．２．６　 耐药基因检测　 参照分离菌株药物敏感性

实验结果，分别选取 β －内酰胺类耐药基因 ｂｌａ⁃
ＴＥＭ［６］、ｂｌａＣＴＸ－Ｍ［６］，四环素类耐药基因 ｔｅｔＡ［７］、
ｔｅｔＢ［７］，环胺类耐药基因 ｓｕｌ１［７］，氨基糖苷类耐药基

因 ａａｄＡ１［７］进行 ＰＣＲ 检测，对阳性扩增产物进行测

序与基因比对。
２　 结果与分析

２．１　 病原菌的分离　 病变组织经平板划线，于 ３７ ℃
倒置培养 ２４～４８ ｈ，鲜血琼脂平板上呈现出表面光

滑，边缘整齐，中间稍隆起的灰白色圆形菌落，直径

约 １ ｍｍ，周围形成隐约可见的 β－溶血环；在含 ５％
胎牛血清的 ＴＳＡ 培养基上形成致密、光滑、稍有凸
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起的黄白色菌落。
２．２　 染色、镜检及形态观察　 经革兰染色后，油镜

下观察该病原菌为两极浓染，两端钝圆的革兰阴性

短杆菌，菌体大小均一，部分成对存在。
２．３　 生化试验　 采用微量生化鉴定管对该株分离

菌进行生化试验，结果如表 １ 所示。 该菌不发酵蔗

糖、乳糖、葡萄糖等糖类以及甘露醇等醇类；吲哚试

验、Ｍ－Ｒ、Ｖ－Ｐ 试验均呈阴性，不产生硫化氢；可利

用枸橼酸盐，还原硝酸盐，氧化酶、接触酶、谷氨酸

脱羧酶、脲酶反应呈阳性；生化鉴定结果与《伯杰氏

系统细菌学手册》中波氏杆菌的描述一致，初步确

定该分离菌株为波氏杆菌。

表 １　 分离菌生化鉴定结果

Ｔａｂ １　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ
项目 结果 项目 结果 项目 结果

葡萄糖 － Ｍ－Ｒ 试验 － 甲基红 －

乳糖 － Ｖ－Ｐ 试验 － 氧化酶 ＋

麦芽糖 － 枸橼酸盐 ＋ 脲酶 ＋

蔗糖 － 硝酸盐 ＋ 接触酶 ＋

甘露醇 － 硫化氢 － 谷氨酸

脱羧酶 ＋ 山梨醇 － 靛基质试验 －

　 ＂ ＋＂表示阳性，＂ －＂表示阴性。
　 ＂ ＋＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ＂ －＂ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ．

２．４　 ＰＣＲ 鉴定结果　 １６ｓ ｒＲＮＡ 通用引物扩增后，
经 １％琼脂糖凝胶电泳检测，获得大小约为 １５００ ｂｐ
的目的片段，与预期结果一致（图 １Ａ）；支气管败血

波氏杆菌鉴定引物扩增出大小约为 ４２５ ｂｐ 的目的

片段，与预期结果一致（图 １Ｂ）。 测序结果经 Ｂｌａｓｔ
在线比对，与波氏杆菌同源性高达 ９９．８％，确定该

分离株为兔源支气管败血波氏杆菌。
２．５　 药物敏感性试验　 该分离菌药敏试验结果如

表 ２ 所示。 由表可知，该菌株对卡那霉素、庆大霉

素、诺氟沙星、甲氧嘧啶高度敏感；对强力霉素、环
丙沙星等中度敏感；对青霉素 Ｇ、阿莫西林、头孢拉

啶、四环素等耐药。
２．６　 耐药基因检测　 采用文献中的引物检测分离

菌的 ６ 种耐药基因，共筛选出 ｂｌａＴＥＭ 与 ｔｅｔＢ 两种

耐药基因，未检测到 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ、ｔｅｔＡ、ｓｕｌ１ 与 ａａｄＡ１
耐药基因的存在。 图 ２ 为耐药基因 ｂｌａＴＥＭ 与 ｔｅｔＢ
的检测结果，分别于 ３００ ｂｐ 与 ３５０ ｂｐ 左右出现目

的条带，与目的扩增条带 ３０５、３７４ ｂｐ 一致。 测序结

果经 ＮＣＢＩ 在线比对，与已发表的猪源支气管败血

波氏杆菌、兔源波氏杆菌、肺炎克雷伯氏菌和沙门

菌相关耐药基因同源性为 ９９．３％～９９．９％。

Ａ：１６ｓ ｒＲＮＡ 通用引物扩增结果。 Ｍ，ＤＬ２００ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ；

１，分离株菌液；２，分离株基因组 ＤＮＡ

Ｂ：波氏杆菌鉴定引物扩增结果。 Ｍ，ＤＬ２００ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ；

１，分离株基因组 ＤＮＡ；２，阴性对照

Ａ： Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １６ｓ ｒＲＮＡ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ．Ｍ， ＤＬ２００

ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ； １， ｂａｃｔｅｒｉａ ｌｉｑｕｉｄ； ２， ｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

Ｂ： Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂｂ＇ ａｐｐｒａｉｓａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ．Ｍ， ＤＬ２００ ＤＮＡ

Ｍａｋｅｒ； １， ｇｅｎｏｍｅ ＤＮＡ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ； ２， ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 ＰＣＲ 扩增电泳图

Ｆｉｇ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ
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表 ２　 分离菌药敏试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ

抗菌药物
药物含量
（μｇ ／ 片）

判定标准

耐药 （Ｒ） 中敏 （Ｉ） 敏感 （Ｓ）
试验结果

β－内酰胺类

青霉素 Ｇ １０ ｕ ≤２８ － ≥２９ Ｒ

阿莫西林 ２０ ≤１３ １４～１７ ≥１８ Ｒ

哌拉西林 １００ ≤１７ １８～２０ ≥２１ Ｉ

头孢拉啶 ３０ ≤１４ １５～１７ ≥１８ Ｒ

头孢呋新 ３０ ≤１４ １５～１７ ≥１８ Ｒ

氨基糖苷类
卡那霉素 ３０ ≤１３ １４～１７ ≥１８ Ｓ

庆大霉素 １０ ≤１２ １３～１４ ≥１５ Ｓ

喹诺酮类
诺氟沙星 １０ ≤１２ １３～１６ ≥１７ Ｓ

环丙沙星 ５ ≤１５ １６～２０ ≥２１ Ｉ

四环素类
四环素 ３０ ≤１４ １５～１８ ≥１９ Ｒ

强力霉素 ３０ ≤１２ １３～１５ ≥１６ Ｉ

磺胺类 甲氧嘧啶 ５ ≤１０ １１～１５ ≥１６ Ｓ

Ｍ：ＤＬ２００ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ；１：ｂｌａＴＥＭ 基因（３０５ ｂｐ）；２，ｔｅｔＢ 基因（３７４ ｂｐ）
Ｍ：ＤＬ２００ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ；１：ｂｌａＴＥＭ ｇｅｎｅ （３０５ ｂｐ）；２：ｔｅｔＢ ｇｅｎｅ （３７４ ｂｐ）

图 ２　 耐药基因检测电泳图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｅｓｔｅｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ

３　 讨论与小结

兔细菌性呼吸系统疾病的病原主要包括支气

管败血波氏杆菌、多杀性巴氏杆菌、葡萄球菌、大肠

杆菌与链球菌等。 其中，波氏杆菌与巴氏杆菌是规

模化兔场多发的呼吸道病原菌，常混合感染，造成

兔群的支气管肺炎与脓疱型肺炎，导致兔群急性死

亡，制约兔养殖业的发展。 由于波氏杆菌与巴氏杆

菌在培养特性、菌落形态以及生化特点等方面具有

很大的相似性，给临床诊断工作造成了极大地困

难。 实验从发病兔群肺脏中成功分离到一株细菌，
经培养特性观察、革兰染色、生化鉴定以及 ＰＣＲ 鉴

定确定为支气管败血波氏杆菌。 为了解该兔场所

在地区兔波氏杆菌的耐药情况，对该分离株进行了

药物敏感性试验与耐药基因检测。 药物敏感性试

验结果显示，该分离菌株对 β－内酰胺类与四环素

类抗生素的耐药最为严重，其中对青霉素 Ｇ、阿莫

西林、头孢拉啶完全耐药，对氨基糖苷类与喹诺酮

类抗生素高度敏感（表 ２）。 该分离菌株的耐药情

况与以往报道的结果存在相似性，但是也存在不

同。 王晓芳等［６］对分离自浙江省的 ２２ 株兔支气管

败血波氏杆菌耐药情况进行了分析，分离菌株对林

克酰胺类与 β－内酰胺类抗生素耐药严重，耐药率

达到 ９１．０％～１００％，对青霉素、头孢拉啶、林可霉素

的耐药最为严重，但是，对四环素类、喹诺酮类与大

环内酯类抗生素高度敏感。 李长安等［８］ 对陕西某

兔场波氏杆菌分离株耐药性进行了分析，结果显示

分离菌株对环丙沙星、恩诺沙星等抗生素高度敏

感，对红霉素、四环素等抗生素耐药。 马增晖，王孝

友等［９－１０］研究结果均表明兔波氏杆菌对卡那霉素、
环丙沙星、恩诺沙星高度敏感。 由于不同地区流行

毒株与抗生素使用情况的差异，导致波氏杆菌地区

分离株耐药性存在着差异，但综合近年来波氏杆菌

·９２·
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耐药性研究结果，波氏杆菌普遍对 β－内酰胺类抗

生素耐药，对氨基糖苷类与喹诺酮类抗生素高度敏

感。 这一结果对兔场波氏杆菌病的临床用药具有

指导意义。
耐药性基因检测结果显示，该分离菌株携带有

β－内酰胺类耐药基因 ｂｌａＴＥＭ 与四环素类耐药基

因 ｔｅｔＢ，耐药基因检测结果与药敏试验结果一致。
细菌产生的 ＴＥＭ 性 β－内酰胺酶是介导细菌对 β－
内酰胺类抗生素耐药的主要原因，编码 β－内酰胺

酶的基因主要由质粒携带，并可通过质粒的转化、
转导与接合等方式转移给其他非耐药菌，造成耐药

菌株的普遍存在［１１－１２］。 王晓芳等［６］检测到 ｂｌａＴＥＭ
耐药基因在兔源波氏杆菌内广泛存在，与研究结果

一致。 ｂｌａＴＥＭ 耐药基因的广泛存在解释了兔波氏

杆菌对青霉素 Ｇ、阿莫西林、头孢拉啶等 β－内酰胺

类抗生素普遍耐药的现象。 该分离株检测到 ｔｅｔＢ
耐药基因，并对四环素类耐药，可能是当地兔场大

量使用四环素类抗生素造成菌株变异，产生对四环

素类抗生素的耐药性。
伴随着兔养殖业的快速发展，抗生素的使用量

也会大量增长，随之而来的细菌耐药现象也应受到

广泛重视。 兔波氏杆菌作为一种潜在的人畜共患

病原菌，耐药菌株的出现不仅会制约兔养殖业的发

展，也会对人类健康造成巨大威胁。 因此，了解地

方菌株的耐药情况与耐药基因携带情况，可为临床

上抗生素的合理使用提供参考，也可以尽量减少耐

药菌株的出现，对公共生物安全具有重要意义。
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