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*目的+分析腹泻仔猪周围环境菌群变化规律'为仔猪腹泻的诊断和治疗提供支持(*方法+采集健

康对照和腹泻仔猪粪便,口腔以及产床和母猪乳头等样品'采用
?TISCUST

技术分析其菌群结构特征'并对粪便样品

中的细菌进行分离和鉴定(*结果+对照组
!

类样品细菌
?TISCUST

指纹图谱十分相似'腹泻组各类样品之间电泳条

带差异较大'出现了异常亮度的电泳条带'与对照组优势条带位置不同'其中口腔和母猪乳头部位电泳条带数显著低

于对照组!

%

$

%<%F

"'菌群多样性指数降低'优势度指数升高(从粪便样品中分离出
$

株可疑菌株
Y#

和
Y$

'细菌染色

和生化试验初步证明分离株
Y#

和
Y$

分别符合大肠杆菌和奇异变形杆菌的特征)利用
?TISCUST

技术分析分离株
Y#

和
Y$

的指纹图谱'发现分离优势细菌的
?TISCUST

指纹图谱包含于粪便样品的
?TISCUST

图谱中'证明样品的

?TISCUST

指纹图谱能够反映出优势菌群的特征)测序结果显示'分离株
Y#

与大肠杆菌基因组同源性为
&&]

'分离

株
Y$

与奇异变形杆菌基因组同源性为
&B]

(*结论+腹泻仔猪周围环境菌群发生明显变化'

?TISCUST

技术可以快

速,准确地监测和诊断菌群结构的变化'有助于细菌性仔猪腹泻的诊断和治疗(

!关键词"

!

仔猪腹泻)肠道菌群)
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在现代规模化养猪产业中'仔猪腹泻已成为一

种不可避免的疾病(该病是一种多因素相互影响的

疾病%

#

&

'诊断和治疗比较棘手'一旦暴发'会导致仔

猪大批死亡'严重影响猪场的经济效益和养猪业的

发展(据统计'在规模化猪场中仔猪的死亡率很高'

约占猪只死亡总数的
D%]

(

"%]

'而腹泻引起的死

亡占
$%]

%

$

&

'猪场一旦发生腹泻'除了增加医药开

支外'还可使仔猪的成活率降低'生长速度变慢甚至

停滞'进而影响饲料报酬'降低生产性能%

E

&

(因此'

早期诊断对仔猪腹泻的防治十分重要(

引起仔猪腹泻的因素很多'总的来说包括病原

性和非病原性
$

类因素(细菌是病原性仔猪腹泻的

重要病原(仔猪发生细菌感染时'有害菌夺取宿主

营养'产生毒素'拮抗有益菌的生长'从而导致肠道

菌群发生相应的变化(健康仔猪消化道内数量最多

的菌群是双歧杆菌和乳杆菌'而腹泻仔猪消化道内

肠杆菌,肠球菌,韦荣氏球菌等有害菌群明显增

多%

!

&

(

肠杆菌基因间重复共有序列!

?+03*(Y,>03*9,-

*3

L

30909:39+C03*

Q

3+9>>(+43+4)4

'

?TIS

"是一种高度

保守的重复序列'主要分布于肠道细菌基因组内可

转录的非编码区域或者与转录有关的区域内'并且

?TIS

在基因组中的分布和拷贝数具有肠杆菌种属

特异性%

F

&

(因此'通过对
?TISCUST

图谱的对比分

析'可以对动物肠道微生物菌群的种类组成和稳定

性进行检测和评估'有助于腹泻的监测和诊断(本

研究尝试应用
?TISCUST

技术对健康和腹泻仔猪

周围环境肠道菌群进行检测'研究仔猪腹泻环境菌

群变化规律'为仔猪腹泻的防治提供参考(

#

!

材料与方法

#<#

!

样品采集

$%#F

年
#$

月陕西省某规模化猪场发生了小范

围仔猪腹泻疫情'仔猪
"

日龄左右'排出黄色水样粪

便'抗生素治疗有效'初步判断为细菌感染导致的仔

猪腹泻(在发现腹泻初期'用无菌的棉拭子无菌采

集
E

窝腹泻仔猪!分别记为腹泻
#

,

$

,

E

组"的粪便,

口腔唾液样品'并用棉拭子擦拭采集产床和母猪乳

头等样品'每窝腹泻仔猪各类样品采集
E

份'同时采

集正常仔猪对应
E

份样品作为对照组(样品移至装

有
%<FMV

生理盐水的无菌摇菌管中'

!h

下短时保

存送往实验室'于
!h

冰箱保存备用(

#<$

!

主要试剂和参考菌株

麦康凯培养基,伊红美兰培养基,血平板培养

基,药敏试纸和细菌生化鉴定管'均为杭州天合微生

物试剂有限公司产品)

UST c9b

,

G/5 c,*K3*

,琼

脂糖'均为
W?/?

公司产品)

[5f5T5

L

cGC#&[

试剂盒'购自大连宝生物工程有限公司)大肠杆菌感

受态细胞
GXF

$

'购自北京全式金生物技术有限公

司)细菌
G/5

提取试剂盒'购自天根生化科技有限

公司)柱离心型
G/5

凝胶回收试剂盒,高纯度质粒

小量提取试剂盒'均购自威格拉斯生物技术!北京"

有限公司)其他试剂均为国产或进口分析纯试剂(

标准参考菌株大肠杆菌
$#E!U

'由西北农林科技大

学动物医学院重大动物疫病防治与畜禽产品安全实

验室保存)奇异变形杆菌
5[SS$&&%D

'购自上海北

诺生物科技有限公司(

#<E

!

样品的处理

将采集的样品从
!h

冰箱中取出'吸取
%<#MV

的样品加入新的无菌摇菌管中'加入
!MV

空白
Vd

和
#%

%

V

犊牛血清'置于恒温培养摇床中'

E"h

下

培养过夜(吸取过夜培养的菌液
F%%

%

V

于
?U

管

中'加体积分数
F%]

的无菌甘油
C

水
F%%

%

V

'混匀后

OB%h

冻存备用)剩余的菌液全部用于细菌基因组

G/5

提取(

#<!

!

样品中细菌基因组的提取

采用细菌
G/5

提取试剂盒提取样品中细菌的

G/5

(

#<F

!

?TISCUST

指纹图谱分析

以细菌基因组
G/5

为模板'采用常用引物

?TISC7

!

FZC5[W[55WS[SS[WWWW5[[S5SC

EZ

"和
?TISCT

!

FZC55W[55W[W5S[WWWW[C
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&进行
?TISCUST

扩增(

UST

反应体

系为
$F

%

V

'其中包括
#%gC4

T

d)..3*$<F

%

V

'

F

MM(-

$

V@/[UF

%

V

'

C4

T

酶
%<F8

'

$F

L

M(-

$

V

上

下游引物各
#<F

%

V

'

#%%+

Q

G/5

模板'补
@@X

$

H

至
$F

%

V

(反应程序#

&Fh

预变性
"M9+

)

&FhE%

4

'

F%h#M9+

'

DFhBM9+

'循环
E%

次)

DFh

延伸

#DM9+

(反应结束后取
UST

产物用
#]

琼脂糖凝胶

进行电泳'并于
=\/W?/?

型凝胶成像系统中进行

拍照(

#<D

!

?TISCUST

结果分析

将
?TISCUST

图谱菌群条带转变为波峰图'每

个
?TISCUST

条带下面积为该条带亮度'代表一个

菌群的种群数量%

"

&

(利用
=1,++(+C_93+3*

公式%

B

&

和
=9M

L

4(+

公式%

&

&分别计算
?TISCUST

指纹图谱

中各样品菌群的多样性指数!

#U

"和优势度指数

!

'

"'进行菌群多样性和优势菌种分析(

#<"

!

样品中细菌的分离鉴定

挑出
?TISCUST

分析结果中与健康仔猪的菌

群多样性指数和优势度指数差异最大的腹泻仔猪粪

便样品进行细菌分离鉴定(

#<"<#

!

细菌分离及纯化
!

无菌条件下将粪便样品

接种于血平板培养基上'

E"h

培养
$!

(

!B1

'观察

血平板上有无菌落生长'有菌落生长的用接种环挑

取单个菌落进行涂片,革兰氏染色,镜检'将长出的

菌落分别接种到麦康凯和伊红美兰鉴别培养基上进

行菌落形态的观察(

#<"<$

!

分离菌的生化鉴定
!

对鉴定培养基中的特

征单菌落进行纯化扩增'将扩增菌分别接种于葡萄

糖,硫化氢,吲哚,乳糖等
#%

支生化鉴定管中'

E"h

培养
$!

(

!B1

'记录结果(

#<"<E

!

细菌
?TISCUST

特异性条带测序分析
!

挑

取特异性单菌落接种于
Vd

培养基进行扩大培养'

采用细菌
G/5

提取试剂盒提取扩增的纯化细菌

G/5

'利用
?TISCUST

技术分析粪便样品和分离纯

化菌株
Y#

和
Y$

的
?TISCUST

指纹图谱(

?TISC

UST

的具体操作和反应条件同
#<F

节所述(将

UST

产物经
#]

琼脂糖凝胶电泳检测'并采用柱离

心型
G/5

凝胶纯化回收试剂盒回收
UST

产物'参

照
[5f5T5

L

cGC#&[

试剂盒使用说明'将纯化后

的
UST

产物与载体!

L

cGC#&[

"进行连接'构建重

组质粒(将构建的重组质粒转化大肠杆菌感受态细

胞
GXF

$

'于
Vd

培养基中培养'挑取单菌落进行培

养和菌落
UST

鉴定'对菌落
UST

阳性菌进行扩大

培养'提取扩繁阳性菌质粒'送往金唯智生物科技有

限公司进行测序(测序结果利用
/SdI

在线软件

dV5=[

与细菌基因组序列进行比对'确定分离菌株

类型(

#<"<!

!

分离菌株毒力基因的检测
!

参照前人研究

结果'合成大肠杆菌肠毒素
$C4

和
$CF

基因%

#%

&和

奇异变形杆菌毒力因子
J4

=

D

基因扩增引物%

##

&

'并

对分离菌株进行相关的毒力因子基因
UST

检测(

UST

反应体系和条件参见文献%

#%C##

&(同时'应用

标准 菌 株 大 肠 杆 菌
$#E!U

和 奇 异 变 形 杆 菌

5[SS$&&%D

作为阳性对照(

#<B

!

数据分析

利用
=U==

分析各组样品电泳条带数,菌群多

样性指数和优势度指数'利用
V=G

方法检测各组之

间差异显著性(

$

!

结果与分析

$<#

!

健康和腹泻仔猪
?TISCUST

指纹图谱的比较

利用
?TISCUST

技术分析健康和腹泻仔猪粪

便,口腔以及产床和母猪乳头样品中细菌
?TISC

UST

指纹图谱'结果如图
#C5

,

d

所示(由图
#

可以

看出'对照组粪便,口腔,产床和母猪乳头样品细菌

指纹图谱十分相似'均存在
D

条以上电泳条带'其中

较亮的条带有
E

条!位于
F%%

(

E%%%Y

L

")腹泻组各

样品之间电泳条带差异较大'尤其是口腔和母猪乳

头样品电泳条带减少'而且出现了异常亮度的电泳

条带'与对照组优势条带位置不同(同窝仔猪同类

样品之间存在大小相似的条带'但不同窝或同一窝

腹泻仔猪的同一类样品间
?TISCUST

图谱不完全

相同(

?TISCUST

电泳图谱结果表明'腹泻仔猪各

部位菌群发生了明显变化'而且不同发病组菌群变

化不同(

统计各类样品平均电泳条带数'结果!图
#CS

"

发现'与对照组相比'腹泻组粪便和产床样品的条带

数没有明显变化规律'但口腔和母猪乳头样品电泳

条带数显著低于对照组!

%

$

%<%F

"(结果表明'监

测仔猪口腔和母猪乳头菌群多样性变化对仔猪腹泻

诊断有一定指导意义(

$<$

!

?TISCUST

指纹图谱的多样性

由图
$

可知'对照组各部位菌群多样性指数相

似'腹泻组各类样品菌群多样性指数发生明显变化'

尤其是腹泻
$

组各类样品菌群多样性指数明显下

降'其中仔猪口腔的多样性指数显著降低!

%

$

%<%F

")与对照组相比'腹泻组粪便和产床样品菌群

多样性指数变化无规律性'但是仔猪口腔和母猪乳
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头样品的菌群多样性指数均呈现下降趋势(与对照

组相比'腹泻组粪便和产床细菌优势度指数变化无

规律性'但是口腔和母猪乳头样品的细菌优势度指

数均呈上升趋势(以上结果表明'腹泻组各部位菌

群多样性指数和优势度指数均发生变化'其中口腔

和母猪乳头部位的菌群多样性指数降低'优势度指

数升高(

5

,

d<?TISCUST

指纹图#

7

,

c

,

H

,

/

分别表示粪便,口腔,产床和母猪乳头样'下标
#

,

$

,

E

表示同类样品的重复'

@c#

表示
G/5 c,*K3*

*

!

$F%

(

#%%%%Y

L

"'

@c$

表示
G/5 c,*K3*GV#%%%%

(

S<

平均电泳条带数统计结果'图柱上标不同小写字母表示差异显著!

%

$

%<%F

"

5

'

d<?TISCUST.9+

Q

3*

L

*9+09+

Q

#

7

'

c

'

H,+@/*3

L

*343+04,M

L

-34.*(M.3>34

'

M()01

'

(Y4030*9>0,Y-3,+@+9

LL

-3

'

*34

L

3>09:3-

;

)

[134)Y4>*9

L

0#

'

$(*E*3

L

*343+0*3

L

3,04(.0134,M34,M

L

-3

)

@c#*3

L

*343+04G/5M(-3>)-,*c,*K3*

*

!

$F%O#%%%%Y

L

"'

,+@@c$*3

L

*343+04G/5M(-3>)-,*c,*K3*GV#%%%%<S<5:3*,

Q

3+)MY3*(.3-3>0*(

L

1(*3494Y,+@<

G9..3*3+0-(23*>,43-3003*49+@9>,0349

Q

+9.9>,+0@9..3*3+>3

!

%

$

%<%F

"

图
#

!

正常和腹泻仔猪各类样品菌群的
?TISCUST

分析

79

Q

<#

!

?TISCUST,+,-

;

494(..-(*,9+@9..3*3+04,M

L

-34(.+(*M,-,+@@9,**13,

L

9

Q

-304

图柱上标不同小写字母表示同类样品间差异显著!

%

$

%<%F

"

G9..3*3+0-(23*>,43-3003*49+@9>,0349

Q

+9.9>,+0@9..3*3+>3

!

%

$

%<%F

"

Y30233+4,M34,M

L

-34

图
$

!

正常和腹泻仔猪各类样品菌群的多样性指数和优势度指数

79

Q

<$

!

G9:3*490

;

9+@3b,+@@(M9+,+>39+@3b(..-(*,9+@9..3*3+0

L

,*04(.+(*M,-,+@@9,**13,

L

9

Q

-304
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$<E

!

粪便样品中细菌的分离鉴定

为了能提高细菌分离成功率'利用菌群多样性

指数和优势度指数与对照组差异最大的腹泻
$

组粪

便样品进行细菌分离鉴定'将粪便样品接种于血平

板培养基'挑取可疑单菌落
Y#

和
Y$

进行染色镜检(

发现分离株
Y#

镜下呈现为红色的两端钝圆的小杆

状细菌'分离株
Y$

镜下呈现红色的球形或多形性的

细菌(将
$

个分离株余下的部分菌落分别接种麦康

凯和伊红美兰培养基(分离株
Y#

在麦康凯培养基

上长成中等大小,圆形,表面湿润,粉红色的菌落'在

伊红美兰培养基上长成黑色带金属光泽的菌落!图

E

中
Y#

菌株"(分离株
Y$

在麦康凯培养基上呈半

透明圆形菌落'伊红美兰培养基上呈粉红色'扁平

状'边缘不整齐的菌落!图
E

中
Y$

菌株"(通过分离

培养,染色和鉴别培养'初步认为分离株
Y#

和
Y$

分

别是大肠杆菌和奇异变形杆菌(

图
E

!

腹泻仔猪粪便分离菌株培养特征

79

Q

<E

!

W*(201>1,*,>03*9409>4(.94(-,03@Y,>03*9,.*(M.3>34(.@9,**13,

L

9

Q

-304

!!

为进一步证实上述推测'对
$

个细菌分离株进

行了一系列生化试验检测'结果!表
#

"显示'分离株

Y#

在吲哚,甲基红试验中呈阳性反应'在维培,硫化

氢,尿素,蔗糖和枸橼酸盐试验中呈阴性反应'在葡

糖糖,乳糖和麦芽糖发酵试验中表现为产酸产气)分

离株
Y$

在甲基红,硫化氢,尿素和枸橼酸盐试验中

呈阳性反应'在吲哚,维培,乳糖,蔗糖和麦芽糖试验

中呈阴性反应'在葡萄糖发酵试验中产酸产气(参

照伯杰氏细菌鉴定手册'分离株
Y#

和
Y$

分别符合

大肠杆菌和奇异变形杆菌的生化特征(

表
#

!

腹泻仔猪粪便分离菌株的生化试验结果

[,Y-3#

!

d9(>13M9>,-0340*34)-04(.94(-,03@40*,9+4.*(M.3>34(.@9,**13,

L

9

Q

-304

分离株

=0*,9+

吲哚

I+@(-3

甲基红

c301

;

-*3@

维培

A9

L

130

硫化氢

X

;

@*(

Q

3+

4)-.9@3

尿素

8*3,

葡萄糖

W-)>(43

乳糖

V,>0(43

蔗糖

=)>*(43

麦芽糖

c,-0@)40

枸橼酸盐

S90*,03

Y# N N O O O

" "

O

"

O

Y$ O N O N N

"

O O O N

!!

注#-

"

.表示产酸产气'-

N

.表示阳性'-

O

.表示阴性(

/(03

#-

"

.

L

*(@)>9+

Q

,>9@,+@

Q

,4

'-

N

.

L

(4909:3

'-

O

.

+3

Q

,09:3<

!!

对腹泻
$

组粪便样品,细菌分离株
Y#

和
Y$

进

行
?TISCUST

分析'结果!图
!

"显示'粪便样品在

#%%%Y

L

左右有
F

条高亮度条带'与图
#C5

相对应

样品的位置一致)在
F%%

(

$%%%Y

L

'分离株
Y#

有
E

条亮度较高的条带)在
$F%

(

$%%%Y

L

'分离株
Y$

有

E

条亮度较高条带'

$

个分离株的亮度较高的条带在

腹泻
$

组粪便样品中能够找到对应的条带(说明'

利用
?TISCUST

技术分析粪便菌群多样性能够反
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映出粪便中优势菌群的特征(参照文献报道'对分

离株
Y#

长度为
#$%%Y

L

左右%

#$

&和分离株
Y$

长度

为
#F%%Y

L

左右%

#E

&的条带进行回收和测序'测序结

果经
/SdI

在线软件
dV5=[

与
/SdI

中的细菌基

因数据进行比对'结果显示'分离株
Y#

送检基因片

段的序列与大肠杆菌基因组同源性为
&&]

)分离株

Y$

送检基因片段的序列与奇异变形杆菌的同源性

为
&B]

'进一步证实分离株
Y#

和
Y$

分别属于大肠

杆菌和奇异变形杆菌(

$<!

!

分离株毒力因子
UST

检测

分离株
Y#

和
Y$

的毒力因子
UST

检测结果显

示'从分离株
Y#

能扩增到大小为
#DDY

L

左右的大

肠杆菌肠毒素
$C4

基因片段!图
FC5

")从分离株
Y$

能扩增到大小为
#!"DY

L

左右的奇异变形杆菌毒

力因子
J4

=

D

基因片段!图
FCd

"(结果表明'分离菌

株
Y#

和
Y$

分别是具有致病性的大肠杆菌和奇异变

形杆菌(

c<G/5 c,*K3*GV#%%%%

)

#<

分离菌株
Y#

)

$<

分离菌株
Y$

)

E<

粪便样品

c<G/5 c,*K3*GV#%%%%

)

#<I4(-,03Y#

)

$<I4(-,03Y$

)

E<73>,-4,M

L

-34

图
!

!

腹泻仔猪粪便分离菌株的
?TISCUST

指纹图谱

79

Q

<!

!

?TISCUST.9+

Q

3*

L

*9+09+

Q

(.94(-,03@40*,9+4.*(M

.3>34(.@9,**13,

L

9

Q

-304

5<

大肠杆菌毒力因子
$C4

和
$CFUST

检测结果#

c

表示
[*,+4$K

L

-)4G/5 c,*K3*

)

#

(

E

分别表示大肠杆菌标准株及分离株
Y#

,

分离株
Y$

的
$C4

和
$CF

扩增结果(

d<

奇异变形杆菌毒力因子
J4

=

D

检测结果#

c

表示
[*,+4#FKG/5 c,*K3*

)

#

(

E

分别表示奇异变形杆菌标准株及分离株
Y$

,分离株
Y#

的
J4

=

D

扩增结果

5<T34)-04(.:9*)-3+>3.,>0(*4$C4,+@$CF@303>09(+Y

;

UST

#

c9+@9>,034[*,+4$K

L

-)4G/5 c,*K3*

)

#OE41(2013*34)-04(.$C4,+@$CF,M

L

-9.9>,09(+.*(M40,+@,*@40*,9+(.,8-6"10-604-()0

'

94(-,034Y#,+@Y$

'

*34

L

3>09:3-

;

<

d<T34)-04(.:9*)-3+>3.,>0(*J4

=

D@303>09(+Y

;

UST

#

c9+@9>,034[*,+4#FKG/5 c,*K3*

)

#OE41(2

013*34)-04(.J4

=

D,M

L

-9.9>,09(+.*(M40,+@,*@40*,9+(.%1(3"?82014F0)08

'

94(-,034Y$,+@Y#

'

*34

L

3>09:3-

;

图
F

!

腹泻仔猪粪便分离菌株毒力因子的
UST

检测结果

79

Q

<F

!

UST*34)-04(.:9*)-3+>3.,>0(*(.94(-,034.*(M.3>34(.@9,**13,

L

9

Q

-304

E

!

讨
!

论

仔猪由于肠道微生态系统不稳定及自身免疫机

能不完善'抵抗力很低'对外界刺激比较敏感'易受

各种病原微生物侵害和有害因素刺激的影响而诱发

腹泻%

#!

&

(因此'早期及时监控和诊断对仔猪腹泻的

预防和治疗非常关键(

细菌是导致仔猪腹泻的一种重要病原%

#F

&

(

?TISCUST

技术操作简单,快速,准确性好'长期以

来得到了广泛应用'其扩增的目标序列是肠杆菌基

因间
?TIS

序列'这些序列有高度同源性%

#DC#B

&

(

?TISCUST

扩增的条带数量可反映微生物优势菌群

的多少'而条带的亮度可反映微生物量的多少%

#&

&

(

李云飞等%

#$

&应用
?TISCUST

图谱分析了兔粪便中

的菌群结构'发现兔肠道优势菌群为大肠杆菌和双

歧杆菌(罗永久等%

"

&应用
?TISCUST

图谱分析草

食动物,肉食动物和杂食动物肠道菌群结构'发现动

物肠道菌群的多样性在一定程度上与食物有关(本

试验应用
?TISCUST

技术获得了仔猪粪便,口腔,

产床和母猪乳头样品的
?TISCUST

图谱'结果显
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示'腹泻组各样品的菌群多样性指数和优势度指数

与正常组相比发生明显变化'说明腹泻仔猪周围环

境菌群发生了变化(其中最显著的变化规律是腹泻

仔猪口腔和母猪乳头菌群多样性指数降低'优势度

指数升高'

?TISCUST

图谱中出现异常高亮度条带'

说明口腔和母猪乳头部位有异常细菌过度增殖%

$%

&

'

这一发现为细菌性仔猪腹泻的诊断和治疗提供了重

要参考(仔猪肠道和周围环境菌群结构的变化'会

导致仔猪正常菌群的紊乱'这是仔猪腹泻的一个重

要原因%

$#C$$

&

(因此'根据仔猪周围环境菌群变化'制

定严格的饲养管理和预防措施'及时对环境进行消

毒处理'是预防仔猪腹泻的重要手段(

本研究对猪仔粪便中的优势菌群进行了分离和

鉴定'常规细菌分离和鉴定结果显示'优势菌为大肠

杆菌和奇异变形杆菌'并且这
$

种分离菌包含有毒

力因子基因'具有致病性'极可能是导致此猪场仔猪

腹泻的重要病原(

G3+

Q

等%

$E

&在腹泻仔猪肠道中也

分离到了大肠杆菌和奇异变形杆菌'并发现了奇异

变形杆菌的致病性和抗药性相关基因(自然情况

下'这
$

种杆菌广泛存在于水,土壤,腐败的有机物

以及人和动物的肠道中'为条件致病菌%

$!C$F

&

(此外'

本研究利用
?TISCUST

技术分析了分离纯化菌株

的
?TISCUST

指纹图谱'并进行了测序分析'结果

表明分离优势细菌的
?TISCUST

指纹图谱包含于

粪便样品的
?TISCUST

图谱中'证明样品的
?TISC

UST

指纹图谱能够反映出优势菌群的特征(前人

研究表明'

?TISCUST

图谱中'在
#E%%Y

L

左右处

有大肠杆菌特征性条带%

#$C#E

&

'在
#F%%Y

L

左右处有

奇异变形杆菌特征性条带%

#E

&

(本试验中'分离菌株

的
?TISCUST

图谱中也同样扩增到大小近似于上

述细菌特征性条带的产物(结合
G/5

测序技术'

分析了分离菌株的各疑似特征条带序列'结果表明'

分离菌株
Y#

和
Y$

分别属于大肠杆菌和奇异变形杆

菌(这一研究结果说明'

?TISCUST

技术结合
G/5

测序可以快速,准确地确认样品中优势菌群的细菌

种类'比传统的细菌分离和鉴定技术更具有优势(

综合以上研究结果'腹泻仔猪周围环境菌群发

生明显变化'利用
?TISCUST

技术监测口腔和母猪

乳头部位菌群变化'对诊断和预防仔猪腹泻有一定

指导意义)

?TISCUST

结合
G/5

测序技术可以快

速,准确地确定样品中优势细菌的种类'有助于细菌

性仔猪腹泻的早期诊断和预防'降低生产损失'提

高生产效益(
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