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副猪嗜血杆菌江西株的分离鉴定

及生物学特性研究
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摘要:为调查江西省副猪嗜血杆菌的感染情况，从而为江西副猪嗜血杆菌病的防冶提供基础。从江西省 32 个

规模化养猪场的 80 份表现纤维素性炎症的病料中分离得到了 20 株革兰氏阴性杆菌，经细菌形态、生化反应及

PCR 鉴定。结果表明分离菌为副猪嗜血杆菌，16S rRNA 序列与 NCBI 上公布的序列同源性在 97% 左右。生物

学特性研究表明，该菌只能在含血清和辅酶( NAD) 的营养丰富的培养基上能生长，在不同的保存条件下该菌

的存活时间差异很大。
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Isolation，Identification and Chariterization in Biology of
Haemophilus parasuis in Jiangxi Province
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Abstract: In order to investigate the current situation of Haemophilus parasuis( Hps) infections in Jiangxi
Province，and then provide a foundation for prevention and cure of disease caused by Hps． 20 strains of Gram
negative，small polymorphic bacillus were isolated from 80 samples characterized by serofibrinous，from 32
large-scale farms in Jiangxi Province． The results of morphological and biochemisty tests and PCR all validated
that these bacteria were Haemophilus parasuis． A comparison of the 16S rRNA sequence between Jiangxi iso-
lates and data posted on NCBI showed that the homology was about 97% ． The study on its biological charac-
teristics showed than it requied nicotinamide adenine dinucleotide and serum of newborn calves added into the
medium． The vitro-living time of this bacterium depended on the culture medium in which it was planted．
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副猪嗜血杆菌( Haemophilus parasuis，Hps) 是格拉泽氏病( Glasser’s disease) 的病原菌，是一种革兰

氏阴性、短小或呈细丝状的多形态小杆菌，体外培养需要血清和辅酶( NADH) ［1 － 2］。该菌属于巴斯德菌

科嗜血杆菌属，无鞭毛、无芽孢、有荚膜，但体外培养时不易产生。美蓝染色两极着染，革兰氏染色阴

性
［1］。该菌体外培养的要求苛刻，必须在含血清及辅酶的营养培养基上才能生长，初次分离培养需要

供给 5%的 CO2。
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近些年来，随着世界养猪业的快速发展 ，该病已成为全球范围内影响养猪业的典型细菌性疾病之

一。特别是繁殖与呼吸障碍综合症、圆环病毒、猪瘟病毒等一些免疫抑制性疾病的爆发使得该病更加频

繁的出现，给养猪业造成了重大的损失
［3 － 4］。国内外均已对副猪嗜血杆菌病高度重视，美国、日本、加拿

大、德国、澳大利亚、丹麦、西班牙等养猪业较发达的国家均已深入进行了对本国的副猪嗜血杆菌流行病

学进行了调查和研究
［5 － 6］。自 2000 年来，我国对副猪嗜血杆菌病进行了大量的报道

［7 － 9］，但是关于细

菌分离、血清分型及更为深入的研究较少。蔡旭旺对分离自全国 11 个省市的 278 株 Hps 进行了血清分

型，表明我国以血清 4 型、5 型和 13 型为主要流行血清型。
本实验室 2008 年 11 月起，从江西省 4 个市 32 个规模化养猪场的 80 份发生纤维素性心包炎、浆膜

炎、关节炎及脑膜炎的经临诊为副猪嗜血杆菌感染的病例中分离得到 20 株革兰氏阴性，细小的多形态

杆菌。经细菌形态、生化反应及 PCR 鉴定确定为副猪嗜血杆菌。

1 材料与方法

1． 1 试验材料

1． 1． 1 病料来源 采自江西省 4 个市 32 个规模化养猪场的 80 份发生纤维素性心包炎、浆膜炎、关节

炎及脑膜炎的经临诊为副猪嗜血杆菌感染的肺脏、心包积液、关节液及脑组织等。
1． 1． 2 标准株 Hps 血清 4 型标准菌株由华中农业大学蔡旭旺博士惠赠。
1． 1． 3 培养基的配置 胰蛋白大豆琼脂、胰蛋白大豆肉汤、巧克力琼脂培养基、鲜血琼脂培养基、麦康

凯培养基、普通琼脂培养基等参照相关标准进行制备。
1． 1． 4 主要实验试剂 TSA 和 TSB: 购自 Dfico TM

公司; 新生小牛血清: 购于杭州四季青有限公司;

NAD: 购于上海生工生物工程有限公司; 微量生化发酵管: 购自杭州天和微生物有限公司; ExTaq DNA 聚

合酶和 dNTPs: 购自北京全式金生物有限公司; DL2000 － DNA ladder Marker: 购自北京天根生物有限公

司; 引物由上海生工生物工程有限公司合成。
1． 2 试验方法

1． 2． 1 细菌分离与纯化 无菌操作将带回的病料立即接种于 TSA 固体培养基和液体培养基。置于体

积分数为 5% CO2 的培养箱中或烛缸中，37 ℃培养 12 h 后观察细菌的生长。挑取大小约为 0． 5 ～ 1 mm
左右的灰白色或半透明的菌落进行革兰氏染色并镜检。将怀疑为 Hps 的菌落接种于新的 TSA 培养基

进行纯化培养，直到菌落及菌体形态一致为止。
1． 2． 2 生化鉴定 在无菌操作台上，用接种环分别挑取经纯化的可疑菌的单菌落，水平划线于新的

TSA 培养基上 37 ℃ 培养 12 h。挑取菌落接种于尿酶、氧化酶、接触酶、硝酸盐还原、吲哚、葡萄糖、蔗

糖、果糖、半乳糖、核糖和麦芽糖等微型生化鉴定管中，并同时加入 2 μL 0． 05% NAD 及 8 μL 新生小牛

血清，24 h 及 48 h 各观察和记录结果，按厂家说明书判定结果。
1． 2． 3 PCR 鉴定 将分离纯化的菌株用接种环刮取 2 个菌落洗脱于含 100 μL 灭菌双蒸水的离心管

中，沸水浴 10 min 后迅速放入 － 20 ℃冰箱中，放置 30 min 取出，室温融化后 10 000 r /min 离心 5 min，

取上清液即为 PCR 检测时DNA 模板。根据 Simone Oliveira 等
［10］

设计的引物，上游引物: 5’－GTG ATG AGG
AAG GGT GGT GT －3’，下游引物: 5’－GGC TTC GTC ACC CTC TGT －3’。反应体系( 50 μL 体系) : 10 ×PCR
Buffer 5 μL，dNTPs( 10 mmol /L) 1 μL，上游引物( 20 pmol /μL) 0． 5 μL，下游引物( 20 pmol /μL) 0． 5 μL，DNA
模板 5 μL，ddH2O 37． 5 μL。反应条件: 94 ℃预变性 5 min; 94 ℃ 1 min，55 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30 个

循环; 72 ℃延伸 10 min。结果观察: 取 5 μL PCR 产物与 1 μL 6 × loating buffer 混匀后加到质量分数为

1． 5%的琼脂糖制备的凝胶的点样孔中，电泳 30 min 后于凝胶成像系统或紫外光下观察条带。
1． 2． 4 副猪嗜血杆菌江西分离株的生物学特性 将鉴定为 Hps 的细菌接种于 TSA、TSB、巧克力培养

基、鲜血培养基、麦糠凯培养基及普通琼脂培养基上，观察其生长情况。在含不同浓度的新生小牛血清

的 TSA 培养基上培养 Hps，观察其生长快慢及菌落形态，以确定 Hps 生长所需要的新生小牛血清最合适

浓度。摸索其在 TSA 培养基、巧克力琼脂培养基上且 4 ℃ 下的保存时间; 在 16% 甘油浓度 － 20 ℃，

30%甘油浓度 － 80 ℃，脱脂牛奶冻干保存下该菌的存活时间。
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图 1 Hps TSA 培养 24 h 形态

Fig． 1 Morphology of Hps colony culture on TSA

2 结果分析

2． 1 副猪嗜血杆菌江西株的分离鉴定

生物学特性、生化试验及 16S rRNA 序列比对均表明: 20 株分离菌均为副猪嗜血杆菌。其中从宜春

地区分离出 6 株，赣州 2 株，九江 2 株，南昌 10 株，分

离率为 20%。绝大部分的菌株均从肺脏分离，有 3 株

分离自发生心包炎或心包积液的心包液或心血，2 株

分离自关节液。
2． 1． 1 菌落特征与菌体形态 纯化好的细菌在 TSA
培养基上 37 ℃培养 24 h 后为灰白色半透明菌落，菌

落表面光滑湿润，直径约为 1 ～ 1． 5 mm( 图 1) 。革兰

氏染色证明该菌为革兰氏阴性，比大肠杆菌更为细小

的多形态杆菌，从肺脏新分离的菌体多以丝状为主

( 图 2) ，而从心包液、关节液及脑组织中新分离的细菌多

以短杆状为主( 图 3) 经过几次传代后均为短杆菌( 图 4)。

图 2 肺脏新分离 Hps 菌体形态

Fig． 2 Morphology of Hps isolated from pericardial fluid
图 3 心包液中新分离 Hps 菌体形态

Fig． 3 Morphology of Hps isolated from lung

表 1 Hps 血清 4 型标准株及江西分离株的生化鉴定结果

Tab． 1 The results of biochemisty tests of Haemophilus parasuis serovar 5 reference strain HS0165 and Jiangxi isolates

项目

Items
HS0165

江西株

Jiangxi strains
项目

Items
HS0165

江西株

Jiangxi strains

NAD 依赖性 NAD dependence + + 葡萄糖 Glucose + +

溶血性 Haemolysis － － 麦芽糖 Maltose + +

尿酶 Allantoinase － － 蔗糖 Sucrose + +

硝酸盐还原 Nitratereduction + + 果糖 Fructose + +
吲哚 Indole － － 核糖 Ribose + +

氧化酶 Oxidase － － 半乳糖 Galactose + +

接触酶 Catalase + +

2． 1． 2 生化鉴定 将 Hps 接种于微量生化发酵管中，37 ℃培养 24 ～ 48 h 后，结果为尿酶、吲哚试验、
氧化酶试验阴性，过氧化氢酶、硝酸盐还原试验阳性，该菌可以发酵葡萄糖、蔗糖、果糖、核糖、麦芽糖和

半乳糖，结果见表 1。
2． 1． 3 PCR 鉴定 根据 Hps 16S rRNA 序列设计引物经 PCR 扩增的产物为 822 bp 大小的片段。20 株

分离菌的条带与血清 4 型标准株条带大小一致( 图 4) ，以 JXNC03 株进行测序证实其序列与副猪嗜血

杆菌 16S rRNA 序列相符( 图 5) 。序列在 NCBI 上 Blast 对比与其他 Hps 分离菌的 16S rRNA 序列同源

性为 97% ～98%。
2． 2 副猪嗜血杆菌的培养特性

2． 2． 1 不同培养基上 Hps 的生长情况 将鉴定为 Hps 的菌株接种于 TSA、巧克力培养基、鲜血琼脂培养
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M: 2 000 bp DNA ladder marker; 1: JXYC01; 2: JXYC02; 3: JXYC03; 4: JXYC04; 5:

JXYC05; 6: JXYC06; 7: JXJJ01; 8: JXJJ02; 9: JXNC01; 10: JXNC02; 11: JXNC03; 12: JXNC04:

13: JXNC05: 14: JXNC06; 15: JXNC007; 16: JXNC08; 17: JXNC12; 18: JXNC13; 19: JXGZ01; 20:

JXGZ02。
图 4 琼脂糖凝胶电泳结果

Fig． 4 Amplification of Haemophilus parasuis 16S rRNA with PCR

ATTGGGCTTTCGGTCTCCCTCTGTATGCACCATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATG
ATGACTTGACGTCATCCCCACCTTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGACCGAAT
CGCTGGCAACAAAGGATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCT
GACGACAGCCATGCAGCACCTGTCTCTAAGTTCCCGAAGGCACAAACTCATCTCTGAGTTCTTCTTAG
GATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCTTGTGCGG
GCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGACGTACTCCCCAGGCGGTCGATTTATCACGTTAG
CTACGGGCACCAAGCTCTAAGCCCAATCCCCAAATCGACAGCGTTTACAGCGTGGACTACCAGGGTAT
CTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACATGAGCGTCAGTATTTTCCCAAGGGGCTGCCTTCGCCTT
CGGTATTCCTCCACATCTCTACGCATTTCACCGCTACACGTGGAATTCTACCCCTCCCTAAAATACTCT
AGCAACCCAGTATGAAATGCAATTCCCAAGTTAAGCTCGGGGCTTTCACATCTCACTTAAGTCACCGC
CTGCGTGCCCTTTACGCCCAGTCATTCCGATTAACGCTCGCACCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCA
CGGAGTTAGCCGGTGCTTCTTCTGTGACTAACGTCAATGTAATGTTCTAAAACACCACCCTCCCCATCA

图 5 副猪嗜血杆菌 JXNC03 株 16S rRNA 扩增片段序列

Fig． 5 Sequence of Haemophilus parasuis JXNC03 isolate 16S rRNA amplicon

基、麦康凯培养基及普

通琼脂培养基上，发现

在 TSA 及 巧 克 力 培 养

基上生长良好，12 h 可

以长出可见菌落; 而在

鲜血 琼 脂 平 板 上 经 过

48 h 培 养 后 可 观 察 到

针尖大小的菌落，可见

在这 种 培 养 基 上 Hps
生长十分缓慢; 而在加

了 NAD 的鲜血平板上

生长的速度与巧克力平

板上几乎一样; 在麦康

凯和普通琼脂培养基上

不生长。
2． 2． 2 培养基的优化

本 实 验 发 现 在 TSA
培养基中加入 1% 的新

生小 牛 血 清 就 能 满 足

Hps 生 长 需 要，加 入

3%的新生小牛血清的

TSA 上 Hps 生 长 与 含

5% 新 生 小 牛 血 清 的

TSA 上生长没有区别。
因此，在培养基中加入

3%的新生小牛血清，在

掌握好加入血清的培养

基温度时足够满足该菌

的生长( 表 2) 。
2． 3 副猪嗜血杆菌的

保存条件

本实验结果表明: 在 TSA 平板上 4 ℃ Hps 能存活 5 d; 在巧克力培养基上 4 ℃ Hps 能保存 15 d 左

右; 在含 16%甘油 － 20 ℃下 Hps 能保存 20 d 左右; 在含 30% 甘油 － 80 ℃保存时，3 个月后仍能复苏;

脱脂牛奶保存的 Hps，在 － 20 ℃下两年仍可以复苏( 表 3) 。
表 2 JXNC03 在不同血清浓度 TSA 培养基上的菌落直径大小

Tab． 2 Colony diameters of strain JXNC03 cultured on TSA with different concentration of serum

血清浓度 /%
菌落直径 /mm

12 h 24 h 36 h 48 h 72 h

5 0． 5 1 1 ～ 1． 5 2 2
4 0． 5 1 1 ～ 1． 5 2 2
3 0． 5 1 1 ～ 1． 5 2 2
2 0． 1 ～ 0． 5 0． 5 0． 5 ～ 1 1 1 ～ 1． 5
1 0． 1 ～ 0． 5 0． 1 ～ 0． 5 0． 5

3 讨论与小结
( 1) 本实验证实了 Hps 在江西省的流行。国内对副猪嗜血杆菌的研究起步较晚，到目前为止，有关

Hps 分离鉴定的报道很多
［11 － 13］，但是对江西省 Hps 的研究报道很少

［14］。本次是第一次较为系统和广

泛地对江西省 Hps 感染情况调查。16S rRNA 序列与 NCBI 公布的其他序列同源性为 97%左右。
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表 3 不同温度和介质副猪嗜血杆菌的保存时间

Tab． 3 The survival time of Haemophilus parasuis conserved under different conditions

保存条件
4 ℃

TSA 巧克力培养基 16%甘油

－ 20 ℃

5%蔗糖脱脂牛奶冻干

－ 80 ℃

30%甘油

保存时间 5 d 15 d 20 d ＞ 2 年 3 个月

副猪嗜血杆菌的分离培养常受到病料采集之前抗生素治疗以及病料转运条件等因素的影响，加之

对营养要求苛刻，使得即使是从临诊确定为副猪嗜血杆菌病的病料分离 HPs 也有一定难度
［15］，所以实

际的发病率可能要比临床分离率高。据我们的临床观察，该菌引起的疾病一年四季均可发生，常作为高

致病性蓝耳病的继发感染而存在，但以冬春季节多见。采集病料的细菌分离成功率可能与气温有很大

关系，夏秋季采集的病料细菌分离率远低于冬春季。所以在夏秋季采集的病料立即放入含冰袋的泡沫

盒中，密封后立即运回实验室进行操作。对于心包积液、胸腔积液等，一般用一次性无菌注射器吸取后

置于含有 TSB 培养基的 EP 管内低温保存带回实验室后放入恒温箱中增菌 6 h 后接种固体培养基。
( 2) Hps 只能在添加了辅酶( NAD) 的营养培养基上生长，鲜血琼脂平板上经过 48 h 培养后可观察

到针尖大小的菌落，生长过于缓慢而不适合于该菌培养，而在添加了血清的巧克力培养基或 TSA 上则

生长迅速。与其他报道
［16 － 17］

结果类似，本研究表明: 在 TSA 平板上 4 ℃ Hps 仅能存活 5 d，而在巧克力

培养基上能存活 15 d，所以在实验中短期存放宜接种于巧克力培养基上。脱脂牛奶保存的 Hps 两年仍

可以复苏，该方法也是长期保存 Hps 最可靠的方法。李鹏、姜平等
［18］

通过优化培养基成分，在 TSA 和

TSB 中补充一定比例的 BSA 和 NAD 后，仅需 8 ～ 12 h 即可生长旺盛。本实验也对培养基进行了一些优

化，只需添加 1%的血清即可满足 Hps 的生长，在添加 3%血清的培养基上生长旺盛。
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