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［摘　 要］ 　 为了解 ２０１７ 年我国猪源多杀性巴氏杆菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ， Ｐｍ）的流行情况及其耐

药情况，利用细菌分离培养和 ＰＣＲ 方法分离鉴定 Ｐｍ，对其荚膜血清型、地区分布和感染方式进行调

查，并采用纸片法测定分离株对 ２０ 种抗菌药物的敏感性。 结果显示，从全国 ６２８８ 份临床病料中分

离并鉴定出 ２３６ 株 Ｐｍ，总分离率为 ３．７５％。 随机选取 ５５ 株进行血清型分型，其中 Ａ 型 ２５ 株，Ｄ 型

２７ 株，Ｆ 型 １ 株，未定型 ２ 株；分离率最高的省份为广东省（４．９７％），其次是河南省（３．６９％）和湖北

省（３．２５％）；感染模式中，Ｐｍ 单纯感染占比 ４２．８０％，混合感染占比 ５７．２％，最常与链球菌和副猪嗜

血杆菌共感染，比例分别为 ２８．８１％和 １２．２９％。 耐药性试验显示，Ｐｍ 对强力霉素的耐药率高达

８３．６４％，对卡那霉素、庆大霉素、链霉素和阿米卡星等氨基糖苷类药物的耐药率为 ４３． ６４％ ～
５２．７３％，对多粘菌素 Ｂ 和氧氟沙星最敏感（耐药率均为 １．８２％）。 研究表明我国猪群中 Ｐｍ 流行的

主要血清型仍然是 Ａ 型和 Ｄ 型，临床上 Ｐｍ 与其他细菌发生混合感染的情况普遍存在，并且对多种

抗生素产生耐药性。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ；ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ；ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　 　 多杀性巴氏杆菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ， Ｐｍ）是
一种革兰阴性兼性厌氧球杆菌，正常定植于多种健

康动物的口腔、鼻咽和上呼吸道［１］。 当 Ｐｍ 大量繁

殖导致内源性感染时可引起猪、禽、牛、羊、兔等经

济动物发生呼吸系统疾病、局灶性感染及出血性败

血症［２－３］。 此外，Ｐｍ 还可通过猫狗咬伤、抓伤或舔

舐感染人，威胁人类健康［１，４］。 根据荚膜抗原的不

同，Ｐｍ 可分为 Ａ、Ｂ、Ｄ、Ｅ 和 Ｆ 五个血清型。 不同血

清型可引起不同的疾病症状［５－８］，其中 Ａ 型和 Ｄ 型

产毒多杀性巴氏杆菌可以引起猪萎缩性鼻炎，造成

世界养猪产业的重大经济损失［７］。 某些区域流行

的血清型可随时间变化，如 １９９０ 年之前我国最流

行 Ａ 型和 Ｂ 型，其次为 Ｄ 型［９］。 ３０ 年之后，Ａ 型和

Ｄ 型成为我国主要流行血清型，然后是 Ｂ 型［１０］。
目前猪巴氏杆菌病的控制主要依赖抗生素，然而，
Ｐｍ 易与其他病毒和细菌发生混合感染和继发感染

的特点［４］和临床上滥用抗菌药导致多重耐药现象

越来越严重的问题致使该病的防控极具挑战。 本

实验对 ２０１７ 年我国 Ｐｍ 的流行情况及其耐药情况

进行研究，以期为该病的防治提供科学依据。
１　 材料与方法

１．１　 材料

１．１．１　 主要试剂 　 ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 购自大连

宝生物工程有限公司；２×Ｅａｓｙ Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ（＋

ｄｙｅ）购自北京全式金生物技术有限公司。 胰蛋白

大豆琼脂（ＴＳＡ）购自美国 ＢＤ 公司；辅酶 Ｉ （烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸，ＮＡＤ）购自上海化学试剂公司；新
生牛血清购自内蒙古金源康生物工程有限公司，２０
种药敏试纸均购自杭州滨和微生物试剂有限公司。
１．１．２　 样品来源　 样品来自于全国 ２４ 个省市的规

模化猪场和散养户送检的有呼吸系统疾病症状病

死猪的肺脏组织以及少量气管、脑、肝脏、脾脏等其

他组织样品，共 ６２８８ 份。
１．２　 方法

１．２．１　 细菌的分离培养　 无菌剪取肺脏等病变组

织，划线接种于含 １０ ｍｇ ／ Ｌ ＮＡＤ 和 ５％（Ｖ ／ Ｖ）新生

牛血清的 ＴＳＡ 平板上。 将 ＴＳＡ 平板置于 ３７ ℃、
５０ ｍＬ ／ Ｌ ＣＯ２ 的恒温培养箱培养 １８ ～ ２４ ｈ，观察菌

落形态并挑取优势单菌落进行传代培养。
１．２．２　 细菌的 ＰＣＲ 鉴定 　 根据 Ｔｏｗｎｓｅｎｄ 等［１１］ 建

立的 ＰＣＲ 方法，对分离菌株进行种属鉴定和荚膜

血清学分型。 本实验用于检测 Ｐｍ 及其荚膜血清

型的引物（表 １）均由北京擎科创新生物科技有限

公司合成。
Ｐｍ 的 ＰＣＲ 鉴定 ／血清型分型的反应体系如下

（２０ μＬ ／ ２５ μＬ）：２×Ｅａｓｙ Ｔａｑ ＰＣＲ ＳｕｐｅｒＭｉｘ（＋ ｄｙｅ）
１０ μＬ，１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 上下游引物各 １ μＬ，模板 １ μＬ，
无核酸水补至 ２０ μＬ ／ ２５ μＬ。 反应条件如下：９４ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ；然后进入 ３０ 个循环，９４ ℃变性 ４５ ｓ、
５６ ℃退火 ４５ ｓ、７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ；最后 ７２ ℃延伸 １０
ｍｉｎ。 将 ＰＣＲ 产物进行 ７．５ ｇ ／ Ｌ 琼脂糖凝胶电泳，
凝胶成像系统扫描照相。
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表 １　 本实验所用 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂ １　 ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
血清型
Ｓｅｒｏｔｙｐｅ

目的基因
Ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ

引物编号
Ｐｒｉｍｅｒ ｎｕｍｂｅｒ

引物序列（５’→３’）
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （ ５＇→３＇ ）

ＰＣＲ 产物 ／ ｂｐ
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ／ ｂｐ

Ｐｍ Ｋｍｔ１
Ｐｍ－１ ＡＴＣＣＧＣＴＡＴＴＴＡＣＣＣＡＧＴＧＧ

Ｐｍ－２ ＧＣＴＧＴＡＡＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＣＡＣ
４５７

Ａ 型 Ｐｍ ｈｙａＤ－ｈｙａＣ
ＡＰｍ－１ ＧＡＴＧＣＣＡＡＡＡＴＣＧＣＡＧＴＣＡＧ

ＡＰｍ－２ ＴＧＴＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＧＴＣＡＧＴＧ
１０４８

Ｂ 型 Ｐｍ ｂｃｂＤ
ＢＰｍ－１ ＣＡＴＴＴＡＴＣＣＡＡＧＣＴＣＣＡＣＣ

ＢＰｍ－２ ＧＣＣＣＧＡＧＡＧＴＴＴＣＡＡＴＣＣ
７５８

Ｄ 型 Ｐｍ ｄｃｂＦ
ＤＰｍ－１ ＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＡＡＧＡＣＴＡＧＧＡＧＣＣＣ

ＤＰｍ－２ ＣＡＴＣＴＡＣＣＣＡＣＴＣＡＡＣＣＡＴＡＴＣＡＧ
６４７

Ｅ 型 Ｐｍ ｅｃｂ－Ｊ
ＥＰｍ－１ ＴＣＣＧＣＡＧＡＡＡＡＴＴＡＴＴＧＡＣＴＣ

ＥＰｍ－２ ＧＣＴＴＧＣＴＧＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＴＣ
５１２

Ｆ 型 Ｐｍ ｆｃｂ－Ｄ
ＦＰｍ－１ ＡＡＴＣＧＧＡＧＡＡＣＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧ

ＦＰｍ－２ ＴＴＣＣＧＣＣＧＴＣＡＡＴＴＡＣＴＣＴＧ
８５２

１．２．３　 药敏试验　 对经 ＰＣＲ 鉴定并分型的 Ｐｍ 分

离株进行药敏试验。 取培养好的菌液用无菌棉签

均匀涂布在 ＴＳＡ 培养基上，用镊子夹取药敏纸片放

置在平板上，每个平板上不超过 ６ 张药敏纸片。 将

平板置于 ３７ ℃恒温培养箱中正置培养 ２４～３６ ｈ 后

测量并记录抑菌圈直径。
２　 结果与分析

２．１　 Ｐｍ 的分离鉴定及血清型分型　 从 ６２８８ 份病

死猪肺脏和其他病料组织中共分离出 ２３６ 株 Ｐｍ，
总分离率为 ３．７５％。 从 ２３６ 株 Ｐｍ 中随机挑出 ５５
株进行 ＰＣＲ 鉴定及血清型分型，其中 Ａ 型菌株 ２５
株，Ｄ 株菌株 ２７ 株，Ｆ 型菌株 １ 株，未定型菌株 ２
株，部分菌株的 ＰＣＲ 鉴定如图 １ 所示。
２．２　 Ｐｍ 的地区流行情况 　 对各省市的地区分离

率进行统计，结果如图 ２ 所示，广东省的地区分离

率最高（４．９７％，５４ ／ １０８７），其次为湖南省（４．６４％，
１５ ／ ３２３），然后是河南省（３．６９％，３８ ／ １０３０）、四川省

（３．６１％，９ ／ ２４９）、山东省（３．５０％，９ ／ ２５７）和湖北省

（３．２５％，６９ ／ ２１２５），最后是福建省（１．８７％，４ ／ ２１４）。
其余各省份地区样品数目少，且分离率较低，合计

后其总分离率为 ３．７９％（３８ ／ １００３）。

Ｍ．ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；１．Ｐｍ 的鉴定产物；２．Ａ 型菌株 ＰＣＲ 产物；

３．Ｄ 型菌株 ＰＣＲ 产物；４．Ｆ 型菌株 ＰＣＲ 产物；５．阴性对照

Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； １． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ Ｐｍ ｆｏｒ ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ；

２． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｏｒ ｃａｐｓｕｌａｒ ｔｙｐｅ Ａ； ３． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｏｒ ｃａｐｓｕｌａｒ ｔｙｐｅ Ｄ；

４． ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｆｏｒ ｃａｐｓｕｌａｒ ｔｙｐｅ Ｆ； ５． Ｎｅｇｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ

图 １　 多杀性巴氏杆菌的 ＰＣＲ 鉴定及荚膜分型

Ｆｉｇ １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃａｐｓｕｌａｒ ｔｙｐｉｎｇ ｏｆ Ｐｍ ｂｙ ＰＣＲ

２．３　 Ｐｍ 的单纯感染和混合感染情况 　 在分离出

Ｐｍ 的 ２３６ 份病料中，仅分离出 Ｐｍ 的病料有 １０１

份，所占比例为 ４２．８０％，其余 １３５ 份病料能同时分

离出 Ｐｍ 和其他各种不同的共感染菌，占比 ５７．２％。

如图 ３ 所示，两种菌混合感染时最常见的共感染菌

为链球菌（２８．８１％，６８ ／ ２３６），其次是副猪嗜血杆菌

·３·
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图 ２　 ２０１７ 年我国猪源多杀性巴氏杆菌地区分布图

Ｆｉｇ ２　 Ｍａｐ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｉｎ ２０１７ ｉｎ Ｃｈｉｎａ

（１２．２９％，２９ ／ ２３６），然后是大肠杆菌（２．１２％，５ ／ ２３６）、

葡萄球菌（１．６９％，４ ／ ２３６）和支气管败血波氏杆菌

（１．２７％，３ ／ ２３６），猪丹毒丝菌和猪传染性胸膜肺炎

放线杆菌也偶尔共感染。 三种菌混合感染时最常

见的共感染菌为链球菌和葡萄球菌 （ ４． ２４％，

１０ ／ ２３６），其次是链球菌和副猪嗜血杆菌（３．８１％，

９ ／ ２３６），最后是链球菌和大肠杆菌（１．６９％，４ ／ ２３６）。

Ｐｍ．多杀性巴氏杆菌；ＳＳ．猪链球菌；ＨＰＳ．副猪嗜血杆菌；Ｅ．ｃｏｌｉ．大肠杆菌；Ｂｂ．支气管败血波氏杆菌；

Ｓ．ｈｙｉｃｕｓ．葡萄球菌；ＡＰＰ．传染性胸膜放线杆菌；ＳＥ．猪丹毒杆菌

Ｐｍ． Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ； ＳＳ． Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ｓｕｉｓ； ＨＰＳ． Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ ｐａｒａｓｕｉｓ； Ｅ．ｃｏｌｉ． Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ；

Ｂｂ． Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ； Ｓ．ｈｙｉｃｕｓ． Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ； ＡＰＰ． Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ； ＳＥ． Ｓｗｉｎｅ ｅｒｙｓｉｐｅｌａｓ

图 ３　 ２０１７ 年我国猪源多杀性巴氏杆菌感染情况

Ｆｉｇ ３　 Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｉｎ ２０１７ ｉｎ Ｃｈｉｎａ

２．４　 Ｐｍ 的耐药情况　 经鉴定并分型的 ５５ 株 Ｐｍ 对

２０ 种临床常用抗菌药物的敏感性检测结果见表 ２，

由表可知 Ｐｍ 对强力霉素的耐药率最高（８３．６４％），

对卡那霉素、庆大霉素、链霉素和阿米卡星等氨基

糖苷类药物的耐药率次之（４３．６４％ ～ ５２．７３％），对

氨苄青霉素、壮观霉素、甲氧胺嘧啶和环丙沙星也

有较高的耐药率（２１．８２％ ～ ２９．０９％）。 Ｐｍ 对氧氟

沙星和多粘菌素 Ｂ 的耐药率最低（均为１．８２％），另

外 Ｐｍ 对头孢类抗生素、阿莫西林、阿奇霉素等耐

药性也较低。

·４·
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表 ２　 ５５ 株猪源多杀性巴氏杆菌分离株对 ２０ 种药物的敏感性

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ５５ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ ｐｏｒｃｉｎｅ Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｔｏ ２０ ｄｒｕｇｓ

类别
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

药名
Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｇｅｎｔｓ

敏感株
Ｎｏ． ｏｆ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ｉｓｏｌａｔｅｓ

中敏株
Ｎｏ． ｏｆ ｍｅｄｉｕｍ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ

耐药株
Ｎｏ． ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｉｓｏｌａｔｅｓ

耐药率
Ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｒａｔｅ

头孢类

头孢拉定 ４９ ４ ２ ３．６４％

头孢曲松 ５３ ０ ２ ３．６４％

头孢他啶 ４７ ３ ５ ９．０９％

头孢噻肟 ４８ ４ ３ ５．４５％

青霉素类
阿莫西林 ５１ ２ ２ ３．６４％

氨苄青霉素 ３６ ３ １６ ２９．０９％

氨基糖苷类

链霉素 １７ １４ ２４ ４３．６４％

庆大霉素 １６ １１ ２８ ５０．９１％

卡那霉素 １６ １０ ２９ ５２．７３％

阿米卡星 １１ ２０ ２４ ４３．６４％

壮观霉素 ３３ ８ １４ ２５．４５％

大环类脂类 阿奇霉素 ５０ ２ ３ ５．４５％

四环素类 强力霉素 １ ８ ４６ ８３．６４％

喹诺酮类

诺氟沙星 ４３ ６ ６ １０．９１％

氧氟沙星 ５３ １ １ １．８２％

环丙沙星 ４２ １ １２ ２１．８２％

恩诺沙星 ４９ ０ ６ １０．９１％

氯霉素类 氟苯尼考 ４９ ０ ６ １０．９１％

多肽类 多粘菌素 Ｂ ５４ ０ １ １．８２％

磺胺增效剂 甲氧胺嘧啶 ３２ １０ １３ ２３．６４％

３　 讨论与结论

Ｐｍ 是猪呼吸系统疾病综合征（Ｐｏｒｃｉｎｅ Ｒｅｓｐｉｒ⁃
ａｔｏｒｙ Ｄｉｓｅａｓｅ Ｃｏｍｐｌｅｘ， ＰＲＤＣ）的重要致病原之一。
Ｔａｎｇ Ｘ 等从 ２００３－２００７ 年采集的 ２９１２ 份呼吸道疾

病病料中分离出 ２３３ 株 Ｐｍ，总分离率为 ８．０％［１０］；
ＬＩＵ Ｈ 等报道 ２０１１ 至 ２０１５ 年我国 １２ 个省病料中

Ｐｍ 的分离率为 ９．２％（２９５ ／ ３２１２） ［１２］；本文的研究

结果显示 ２０１７ 年来自我国 ２４ 个省市的 ６２８８ 份病

料中 Ｐｍ 的总分离率为 ３．７％，相比其他学者的报道

总分离率明显下降，一方面可能是由于样品来源地

区和病料份数增多，另一方面也说明随着我国养殖

水平的提高，大部分猪场对猪巴氏杆菌病等细菌病

的防控更加规范、有效。 本实验随机挑选的 ５５ 株

Ｐｍ 中 Ａ 型和 Ｄ 型菌株的占比分别为 ４５．５％（２５ ／ ５５）
和 ４９．１％（２７ ／ ５５），相较于 ２００３ 年至 ２００７ 年的占

比（３９．５％和 ５４．９％） ［１０］ 和 ２０１１ 年至 ２０１５ 年的占

比（４９．３％和 ４７．６％） ［１２］有所变化，可能与样品来源

地区增加和不同地区流行的主要血清型不同有关。
例如湖南省主要流行 Ａ 型菌株（６４．５％），其占比明

显高于 Ｄ 型菌株（３０．６％） ［１３］；而河南省 Ａ 型菌株

和 Ｄ 型菌株占比分别为 ４３．８６％和 ５６．１４％［１４］。
Ｐｍ 属于条件致病菌，在猪抵抗力低下时可侵

入机体而发生内源性感染。 Ｇａｏ 等认为炎热和潮

湿的气候会增加猪巴氏杆菌病发生的风险［１５］，这
可能是广东省的 Ｐｍ 地区分离率（４．９７％）明显高于

总分离率（３．７５％）的原因之一。 河南省和湖北省

的地区分离率（分别为 ３．６９％和 ３．２５％）接近总分

离率，且 Ｐｍ 分离株占比较大（分别为 １６． １０％和

２９．２４％）。 尽管湖南省和山东省的 Ｐｍ 地区分离率

分别高达 ４．６４％和 ３．５０％，但是其 Ｐｍ 分离株所占

比例均较少（６．３６％和 ３．８１％），且检测病料份数相

对较少（３２３ 份和 ２５７ 份）。

·５·
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Ｐｍ 常与多种病原发生混合感染，从而增加猪

群呼吸道疾病的发病率和死亡率，造成极大经济损

失。 本研究仅分离出 Ｐｍ 株数所占比例（４２．８０％）
不到总 Ｐｍ 分离株的一半，表明 Ｐｍ 与其他细菌发

生混合感染的情况非常普遍，其中与链球菌和副猪

嗜血杆菌最为多见，Ｔａｎｇ Ｘ 和 Ｚｈａｏ Ｚ 等也曾报道

过相似的结果［１０，１６］。 因此，在治疗猪巴氏杆菌病时

需多管齐下，针对这些共感染菌的多价疫苗而非针

对 Ｐｍ 的单价疫苗的研制是控制该病的方向之

一［１２］。 药敏试验的结果显示，Ｐｍ 对氧氟沙星、多
粘菌素 Ｂ、头孢类和阿莫西林的耐药率均较低，临
床上常用头孢类抗生素和阿莫西林来控制 Ｐｍ。
Ｐｍ 对强力霉素的耐药率高达 ８３．６４％，这与临床上

该类药物的广泛使用和本身特点有关，混合感染的

细菌间交换四环素耐药基因会产生很强的选择压

力［１７］。 Ｐｍ 对青霉素类、磺胺类、氨基糖苷类药物

的耐药率相对较高，与 ２０１６ 年上海市分离的 ２０ 株

Ｐｍ 的耐药性相似［１８］。 定期监测细菌耐药性可有

效避免药物滥用，并指导临床科学用药。
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