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副猪嗜血杆菌 hhdB基因的鉴定和分析
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(广东省农业科学院 兽医研究所 ,广东省兽医公共卫生实验室 ,广东 广州　510640)

　　摘要:为了明确副猪嗜血杆菌致病菌株的毒力相关因子 , 从广东省不同地区发病猪场送检病猪中分离到 9株细

菌(H1 ～H9),并对其 hhdB基因进行了鉴定和分析。结果显示 , 所分离的 9株细菌经形态观察 、生化特性鉴定和 PCR

鉴定为副猪嗜血杆菌阳性 , 并具有卫星现象和不溶血特征。用 hhdB基因引物从分离菌株中扩增到了特异性片段 ,序

列分析表明 , 所获得的 hhdB基因序列与 GenBank中副猪嗜血杆菌 SH0165的 hhdB基因同源性为 99%, 分离菌株 hh-

dB基因之间序列同源性为 97.5% ～ 99.8%,推导的氨基酸序列与少数放线杆菌 、杜克雷嗜血杆菌的溶血素激活蛋白

具有一定的相似性。 RT-PCR扩增到了 hhdB基因的目的条带 ,表明该基因在分离菌株中得到了相应的表达。这将为

副猪嗜血杆菌致病菌株毒力特征基因的鉴定以及副猪嗜血杆菌致病机理的研究奠定基础。
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IdentificationandAnalysisofthehhdBGeneofHaemophilusparasuis

SONGShuai, LIChun-ling, YANGDong-xia, LIMiao
(GuangdongOpenLaboratoryofVeterinaryPublicHealthy, InstituteofVeterinaryMedicine, Guangdong

AcademyofAgriculturalScience, Guangzhou　510640, China)

Abstract:Theresearchaimedtoknowthevirulence-associatedfactorsinpathogenicstrainsofHaemophiluspara-

suis.Ninestrains(H1-H9)ofbacteriawereisolatedfromunsoundswinewithinthedifferentregionsepidemicfarms

inGuangdongprovince, andthehhdBgenesoftheisolatedstrainswereidentifiedandanalyzed.Theresultsshowed

thattheisolatedstrainsbelongedtoHaemophilusparasuisbymorphologicalobservation, biochemicalcharacterization

andPCRidentify, thenhadsatellitephenomenaandnonhemolyticcharacteristics.Thenucleotidesequencesimilarities

ofhhdBgenesbetweentheisolatedstrains, HaemophilusparasuisSH0165are97.5%-99.8%and99% respectively.

TheaminoacidsequenceofisolatedstrainshhdBgeneandthebacterialhemolysinactivationprotein(Actinobacillus

minorNM305 andHaemophilusducreyi35000HP)weresimilar.RT-PCRindicatedthatthehhdBgenewasexpressed

inalloftheisolatedstrains.Thisstudywouldbehelpfulforidentificationofvirulencegeneandpathogenicmechanism

studyofHaemophilusparasuis.
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　　副猪嗜血杆菌(Haemophilusparasuis, HPs)是一

种多形态 、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(NAD)依赖型 、

革兰氏阴性细小杆菌 ,属于巴斯德杆菌科嗜血杆菌

属 。该菌可引起猪的格氏病 ,临床上以多发性浆膜

炎 、关节炎 、脑膜炎 、肺炎为特征
[ 1]
。该病已成为世

界范围内引起保育仔猪死亡的一个重要因素 ,且发

病率和死亡率均呈显著上升趋势;在我国该病也日

渐流行 ,造成的损失日趋严重。该菌曾被认为是猪

呼吸道的常在菌或条件性致病菌 ,而现在却在临床

健康猪群中流行 ,且常与其他病原菌混合感染
[ 2]
。

Kielstein等
[ 3]
利用血清学方法已鉴定出该菌的 15

个血清型 ,并对每个血清型的代表菌株进行腹腔途

径感染 SPF猪 ,证实了不同血清型的毒力差异性 ,

例如血清 1、5、10、12型为强毒力血清型 ,而血清 6、

7、9、11型为非毒力血清型。但对于某些分离菌株

用血清型鉴定方法无法定型 ,且同一血清型的不同
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分离菌株其毒力也存在差异性
[ 4]
。

目前 ,对副猪嗜血杆菌毒力相关因子也有所报

道 ,例如神经氨酸苷酶 、转铁结合蛋白 、菌毛 、外膜蛋

白等。但对于编码神经氨酸苷酶的基因了解的还很

少 ,转铁结合蛋白和菌毛相关基因则存在于副猪嗜

血杆菌大多数的菌株中
[ 5]
,另外对副猪嗜血杆菌外

膜蛋白所引起的致病性还处于研究鉴定阶段 ,从而

利用上述毒力相关基因来区分致病菌株和非致病菌

株存在不足 。为了进一步明确致病菌株和非致病性

菌株的差异性 ,对致病菌株所特有的毒力相关基因

的鉴定就显得尤为重要。研究发现 ,在副猪嗜血杆

菌致病菌株基因组内 ,有段核苷酸序列所编码的蛋

白与杜克雷嗜血杆菌溶血素修饰蛋白 (hhdB)存在

相似性 ,将这段核苷酸序列假定为副猪嗜血杆菌

hhdB基因 ,该基因序列存在于大多数致病菌株中 ,

而非致病菌株为阴性 ,可考虑作为区分致病菌株和

非致病菌株的候选对象
[ 6]
。但对副猪嗜血杆菌 hh-

dB基因以及编码蛋白的生物学特性还不是很清楚 。

因此 ,笔者对临床发病猪中所分离的副猪嗜血杆菌

菌株进行 hhdB基因的鉴定和分析 ,为探讨该基因

的生物学特性 、致病菌株和非致病菌株的区别鉴定

以及副猪嗜血杆菌致病机理的研究提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　病料 从广东省不同地区发病猪场送检病

猪中采集病料 ,发病猪只大多为保育阶段 ,临床表现

为消瘦 、被毛粗乱 、腹式呼吸 、卧行等。剖检病理变

化为淋巴结肿大 、肺实质性病变并与胸腔壁粘连 ,胸

腹腔内有淡黄色积液等。采集部位包括心脏 、肺脏 、

肝脏 、脾脏 、脑 、扁桃体 、腹股沟淋巴结 、胸腹腔积液

等样品 。

1.1.2　主要试剂及培养基 限制性核酸内切酶 、

TaqDNA聚合酶 、dNTPs、DNAMarker、DNA片段纯

化试剂盒 、随机六聚体引物 、反转录酶 AMV等购自

TaKaRa公司 , RNeasyMinikit购自 Qiagen公司 ,

TSA、TSB培养基购自美国 BD公司 ,配制时加 10%

小牛血清和 0.01%NAD,脲酶 、氧化酶 、接触酶 、吲

哚 、葡萄糖等试剂均购自杭州微生物试剂有限公司 ,

其他试剂均为国产或进口分析纯。

1.1.3 引物 副猪嗜血杆菌 16SrRNA的引物设计

参照 Oliveira等
[ 7]
, 16SrRNA For:5′-GATGAG-

GAAGGGTGGTGT-3′, 16S rRNA Back:5′-GGCT-

TCGTCACCCTCTGT-3′,预期扩增片段大小为 821

bp。副猪嗜血杆菌 hhdB的引物设计参照 Meike

等
[ 6]
, hhdB For:5′-ATCTTGCCCTGATTAGAGAG-

TAGGAGT-3′, hhdBBack:5′-GTGAATATAGCCCT-

TATCCAAATAGGC-3′, 预期扩增片段大小为 557

bp,以上引物均由上海生工生物工程技术服务有限

公司合成 。

1.2　方法

1.2.1　病原菌分离培养 在无菌操作条件下从发

病猪的心脏 、肺脏 、肝脏 、脾脏 、脑 、扁桃体 、腹股沟淋

巴结 、胸腹腔积液等病料中采样 ,分别划线接种于含

有 NAD的 TSA平板上。置 37℃, CO2培养箱培养

36 ～ 48h,挑取副猪嗜血杆菌的可疑菌落进行纯培

养和鉴定 。

1.2.2　生化鉴定 挑取纯化的单个菌落接种于添

加 NAD的葡萄糖 、半乳糖 、果糖 、蔗糖 、核糖 、脲酶 、

氧化酶 、接触酶 、吲哚等生化管中 ,置 CO2培养箱 ,

37℃培养 12 ～ 48 h,观察生化反应结果。

1.2.3　16SrRNAPCR鉴定 从 TSA平板上挑取

可疑菌落接种到 TSB培养液中 ,置 37℃摇床中振荡

(160 r/min)培养 12 h左右 ,对菌液进行 16SrRNA

PCR鉴定。其反应体系如下:10×PCRBuffer2.5

μL, dNTPs2.0 μL,上 、下游引物各 1.0 μL, Taq酶

0.5 μL,菌液 1.0 μL,加双蒸水至 25 μL体系 。反

应程序:95℃预变性 5 min;94℃变性 45 s, 58℃复性

40 s, 72℃延伸 1 min,共 30个循环;72℃延伸 10

min。扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳观察 。

1.2.4　卫星现象及溶血鉴定　将上述方法初步鉴

定为副猪嗜血杆菌阳性的 TSB培养液均匀涂布于

无 NAD的鲜血琼脂平板上 ,并将金黄色葡萄球菌做

2条平行划线接种于平板中央 ,同时也将阳性菌的

TSB培养液划线接种到含有 NAD的鲜血琼脂平板

上 ,置 CO2培养箱 , 37℃培养 12 ～ 36 h,观察细菌生

长情况。

1.2.5　hhdB基因的扩增　以副猪嗜血杆菌阳性的

TSB培养液为模板 ,反应体系为:10×PCRBuffer5

μL, dNTPs4μL, hhdB基因上 、下游引物各 1.0 μL,

Taq酶 0.5μL,菌液 1.0μL,加双蒸馏水至 50μL体

系。反应程序:95℃预变性 5 min;94℃变性 45 s,

58℃复性 45 s, 72℃延伸 1 min,共 30个循环;72℃

延伸 10 min。扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳观察。

1.2.6　hhdB基因的克隆　用 DNA琼脂糖凝胶回

收试剂盒回收 hhdB基因的 PCR目的片段 ,进行连

接。连接反应体系为 10 μL, 依次加入 PCR产物

4.5 μL, pMD18-T载体 0.5 μL, LigationSolutionI5

μL, 16℃连接 4 h。取 5 μL连接产物转化至制备好

的基因工程菌 DH5α感受态细胞 ,涂布于含氨苄青
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霉素 LB琼脂平板上 , 37℃培养 12 ～ 16h后 ,挑取白

色单个菌落 。以碱裂解法小剂量制备质粒 ,并进行

酶切和 PCR鉴定 ,将初步鉴定为阳性的重组质粒送

上海生工生物工程公司测序。

1.2.7　hhdB基因的序列分析　将所测得的副猪嗜

血杆菌 hhdB基因在 NCBI网站中作 BLAST比较分

析 ,同时应用 DNAStar、 Mega4.0等生物学软件对序

列进行分析和绘制系统进化树 ,分析探讨所分离菌株

hhdB基因与其他细菌相似序列的遗传进化关系。

1.2.8　RT-PCR鉴定 hhdB基因　将鉴定分离的副

猪嗜血杆菌菌株接种到 TSB培养液中 , 37℃摇菌培

养至 OD600 =0.4,取 5 mL培养菌液参考 RNeasy

Minikit操作说明提取细菌中的总 RNA, 同时用

DNA酶做相应处理 ,然后进行反转录 。反转录体系

为:总 RNA1 μg, dNTPs2.0 μL,随机六聚体引物

1.0μL, 5×RTBuffer4 μL,反转录酶 0.5 μL, RNA

酶抑制剂 0.5 μL,加双蒸水至 20 μL体系。混匀后

置于 42℃水浴 2.5 h, 99℃水浴 5 min,冰浴冷却备

用 。以反转录的 cDNA为模板扩增 hhdB基因 ,其反

应体系和反应程序同上述方法中 hhdB基因的扩

增 ,同时从反转录的 cDNA中扩增 16SrRNA的特异

性片段作为该体系的阳性对照 ,以未经反转录的总

RNA作为该体系的阴性对照 ,扩增产物经 1%琼脂

糖凝胶电泳观察结果。

2 结果与分析

2.1　病料中副猪嗜血杆菌的分离和鉴定

将采集的心脏 、肺脏 、脾脏 、脑 、胸腹腔积液等病

料无菌划线接种 TSA平板上 ,置 37℃培养箱培养

36 ～ 48h,平板上出现了无色 、透明 、边缘整齐的小

菌落 ,涂片镜检可见革兰氏阴性的细小杆菌。挑取

副猪嗜血杆菌可疑菌落接种到 TSB培养液中进行

分离纯化培养 ,结果表明 ,从广东省不同地区发病猪

场送检病猪中分离出 9株副猪嗜血杆菌可疑菌株

(菌株编号为 H1 ～ H9)。生化试验鉴定结果表明 ,

所分离的 9株菌株与副猪嗜血杆菌的生化特性相符

(表 1)。用上述副猪嗜血杆菌 16SrRNA的特异性

引物对分离菌株进行 PCR扩增 ,结果表明所分离的

9株菌株均可扩增出与预期 821 bp大小相符的片段

(图 1)。由此可知 ,本试验所分离的 9株菌株为副

猪嗜血杆菌阳性 ,血清型鉴定结果显示所分离的菌

株中有 7株(H1 ～ H7)为 5型 , 4型(菌株 H8)和 12

型(菌株 H9)的各 1株 。

表 1 分离菌株生化鉴定结果

Tab.1 Biochemicalcharacteristicsresultsofisolatedstrains

菌株

Strain
葡萄糖

Glucose
半乳糖

Galactose
果糖

Fructose
蔗糖

Surose
核糖

Ribose
脲酶

Urease
氧化酶

Oxydases
接触酶

Contactenzyme
吲哚

Indole

H1 + + + + - - - + -
H2 + + + + - - - + -
H3 + + + + - - - + -
H4 + + + + - - - + -
H5 + + + + - - - + -
H6 + - + + - - - + -
H7 + + + + - - - + -
H8 + - - - - - - + -
H9 + + + + - - - + -

　注:H1 ～ H9.分离菌株;-.阴性;+.阳性。 　　Note:H1-H9.Isolatedstrains;-.Negative;+.Positive.

H1 ～ H9.分离菌株;N.阴性对照;P.阳性对照;M.
DL-2000DNAMarker。下图同。

H1-H9.Isolatedstrains;N.Negativecontrol;P.Positivecontrol;

M.DL-2000DNAMarker.Thesamefollow.

图 1 分离菌株 PCR鉴定结果

Fig.1 PCRresultsofisolatedstrains

2.2　卫星现象及溶血鉴定结果

将分离鉴定的 9株副猪嗜血杆菌(H1 ～ H9)分

别同金黄色葡萄球菌接种到无 NAD的鲜血琼脂平

板上 , 37℃培养 20 h左右后 ,可观察到在距金黄色

葡萄球菌越近菌落越大 ,反之越小 ,甚至不生长 ,呈

现卫星现象;分离菌株接种到含有 NAD的鲜血琼脂

平板上培养 20 h左右后 ,在血平板上可见针尖大

小 、边缘整齐的非溶血菌落。由此可知所分离的菌

株为 NAD依赖性 、非溶血性细菌。

2.3　hhdB基因的扩增和克隆

将分离鉴定的 9株副猪嗜血杆菌(H1 ～ H9)接

种到 TSB培养液中 ,用上述 hhdB基因的特异性引

物从菌液中 PCR扩增得到约 557 bp的目的条带

(图 2)。将凝胶纯化的 PCR扩增产物与 pMD18-T
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载体 16℃连接 4 h后 ,转化 DH5α,挑取白色单个菌

落制备质粒 ,经 PCR、酶切鉴定片段大小与预期结

果相符 。

H1～ H9.分离菌株;N.阴性对照;P.阳性对照;M.DL-2000
DNAMarker。

H1-H9.Isolatedstrains;N.Neagativecontrol;P.Positivecontrol;
M.DL-2000DNAMarke.

图 2 hhdB基因的 PCR结果

Fig.2 PCRresultsofhhdBDNA

2.4　hhdB基因的序列分析

将所测得的 9株副猪嗜血杆菌(H1 ～ H9)hhdB

基因用 DNAStar软件做相应处理后 ,在 NCBI网站

中做 BLAST核苷酸序列比较分析。结果显示所获

得的序列与副猪嗜血杆菌 SH0165的 hhdB基因(登

录号:CP001321)之间同源性为 99%,所测得的 9株

副猪嗜血杆菌(H1 ～ H9)hhdB基因之间同源性为

97.50% ～ 99.8%(图 3),并与参考菌株 SH0165构

成的遗传进化特性见图 4。同时对推导的氨基酸序

列做 BLAST比较分析 ,其结果显示所获得的氨基酸

序列 与少 数放 线杆 菌 hhdB序 列 (登 录号:

EER48112)之间同源性为 73%,与杜克雷嗜血杆菌

hhdB序列(登录号:AAP96147)之间同源性为 41%。

2.5　RT-PCR鉴定 hhdB基因

为了鉴定所分离菌株 hhdB基因的表达 ,将分

离鉴定的副猪嗜血杆菌 5型 H7菌株 、 4型 H8菌

株 、12型 H9菌株摇菌培养后提取总 RNA,经过反

转录 PCR得到了相应的 hhdB基因 (图 5),并对其

他 6株分离菌(H1 ～ H6)进行反转录 PCR也得到了

相应的结果 。
Percentidenity

1 2 3 4 5 6 7 8 9

1 98.7 98.9 99.8 98.6 98.7 98.6 98.9 98.7 1 H1

2 0.4 97.8 98.6 99.8 97.7 99.8 98.0 97.7 2 H2

3 0.2 0.2 98.7 97.7 99.8 97.7 98.2 99.8 3 H3

4 0.2 0.5 0.4 98.4 98.6 98.4 98.7 98.6 4 H4

5 0.5 0.2 0.4 0.7 97.5 99.6 97.8 97.5 5 H5

6 0.4 0.4 0.2 0.5 0.5 97.5 98.2 99.6 6 H6

7 0.5 0.2 0.4 0.7 0.4 0.5 97.8 97.5 7 H7

8 1.1 1.1 0.9 1.3 1.3 0.9 1.3 98.0 8 H8

9 0.4 0.4 0.2 0.5 0.5 0.4 0.5 1.1 9 H9

1 2 3 4 5 6 7 8 9

图 3 分离菌株 hhdB基因序列同源性分析
Fig.3　AnalysisonnucleotidesimilarityofhhdBfrom

theisolatedstrains

图 4　分离菌株与参考菌株 SH0165 hhdB基因的

系统进化树

Fig.4　PhylogenetictreeconstructedfromhhdBgene

ofisolatedandreferenceSH0165strains

H7, H8, H9.分离菌株;1.hhdB;2.阴性对照;3.16SrRNA;
M.DL-2000DNAMarker。

H7, H8, H9.Iisolatedstrains;1.hhdB;2.Negativecontrol;

3.16SrRNA;M.DL-2000DNAMarker.

图 5 hhdB基因 RT-PCR鉴定结果

Fig.5　RT-PCRresultsofhhdBgene

3　讨论

溶血素作为细菌致病的重要毒力因子 ,在动物

细菌性疾病的发病过程中起着不容轻视的作用。很

多革兰氏阳性菌和阴性菌都产生溶血素 ,溶血素不

同于其他通过哺乳动物靶细胞内化的毒素 ,而是作

用于细胞膜 ,造成其结构和功能的紊乱 ,使大量细胞

内的成分泄漏 ,导致细胞死亡 。确切的说溶血素是

穿孔毒素中的一部分 ,穿孔毒素又名攻膜毒 ,即跨细

胞膜形成孔道的细菌蛋白毒素 。穿孔毒素中有些不

仅溶解红细胞 ,还损害其他多种类型的真核细胞 ,包

括血小板 、成纤维细胞 、心肌细胞 、单核细胞 、粒细

胞 、内皮细胞等
[ 9]
。此外 ,一些穿孔毒素是公认的

毒力因子 ,可使细菌产生致病力 。在杜克雷嗜血杆

菌中 ,溶血素为 hhdA和 hhdB(参与了溶血素的分泌

与修饰)编码 ,活性与沙雷菌的溶血素相同亦同源 ,

具有细胞相关性 ,所作用的靶细胞有人类包皮成纤

维细胞 、人包皮上皮细胞 、T淋巴细胞 、B淋巴细胞;

其中 hhdB在相应的患者体内可产生免疫原性 ,但

不具有毒性作用
[ 10]
。另外某些病原菌不具有溶血

特征 ,但存在有相应的溶血素激活蛋白 ,并在病原菌

的致病过程中发挥一定的毒力作用 。副猪嗜血杆菌

是常规猪群上呼吸道的一种常在定居菌 ,在某些因

素的条件下 ,可突破黏膜屏障 ,从而引起严重的全身

性感染
[ 11]
,对其发病机理以及相应的毒力因子鉴定

还知之甚少。为了探讨副猪嗜血杆菌致病菌株的毒
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力相关基因 , Meike等
[ 6]
利用代表性差异分析法对

有毒菌株和无毒菌株进行了鉴定和分析 ,发现 5种

毒力相关基因 ,其中 hhdB基因所推导的氨基酸序

列与杜克雷嗜血杆菌 hhdB具有一定的相似性 ,但该

基因是否是副猪嗜血杆菌毒力特征基因还不清楚。

为了明确 hhdB基因在副猪嗜血杆菌不同菌株

中的分布特征 ,本研究从广东省不同地区发病猪场

送检病猪中采集病料分离副猪嗜血杆菌。送检病猪

呈现副猪嗜血杆菌全身性感染的特征 ,解剖后可看

到胸腔内心 、肺粘连并有大量纤维性渗出物和淡黄

色积液 ,腹腔内也有大量纤维性渗出物和淡黄色积

液 ,腹股沟淋巴结肿大出血等症状。采集病料分离

到 9株细菌(H1 ～ H9),经形态观察 、生化特性鉴定

和 PCR鉴定为副猪嗜血杆菌阳性 。所分离的 9株

细菌中 ,分别分离自从不同发病猪的脑 (H3、H7)、

心(H5、H6)、肺 (H8)、脾 (H4、H9)、胸腹腔积液

(H1、H2),经血清型鉴定为 4型(H8)、5型(H1 ～

H7)、12型(H9),均属强毒力致病菌株 。用副猪嗜

血杆菌 hhdB基因的特异性引物从所分离的 9株细

菌中均扩增到了相应的目的条带 ,并将获得的序列

在 NCBI网站中进行 BLASTn分析 ,结果显示与参考

菌株 SH0165的 hhdB基因具有较高的同源性 ,说明

所分离的菌株中均含有相应的 hhdB基因序列 。在

副猪嗜血杆菌 15个血清型中 ,其血清型与该菌毒力

的关系尚不完全清楚 ,不同血清型之间甚至同一血

清型的不同菌株的交叉保护性差别较大
[ 12]
,从而用

血清型判定其毒力差异存在一定的缺陷。由同源性

比对及同源系统进化树可知 ,所分离菌株的 hhdB

基因之间 ,以及与 GenBank中副猪嗜血杆菌 SH0165

的 hhdB基因之间序列高度同源 ,同源性均在 97%

以上 ,同时发现 hhdB基因在致病菌株中具有良好

的保守性。相关资料报道 hhdB基因在非致病菌株

中为阴性 ,由此可考虑将 hhdB基因作为区分致病

菌株和非致病菌株的候选对象 ,来完善副猪嗜血杆

菌致病菌株的鉴定方法。

根据获得的 hhdB基因推导相应的氨基酸序

列 ,在 NCBI网站中进行 BLASTp分析 ,与少数放线

杆菌 、杜克雷嗜血杆菌的溶血素激活蛋白具有一定

的相似性。但所分离菌株在含有 NAD的血平板上

进行培养时并没有溶血现象 ,与金黄色葡萄球菌培

养时出现卫星现象 , RT-PCR扩增到了同样的目的

条带。表明 hhdB基因在菌体内得到了相应的表

达 ,但所发挥的生物学作用还有待进行研究。
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