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摘要 ［目的］建立患兔流行性腹胀病家兔肠道细菌的 DNA 指纹图谱，并分析其肠道菌群结构特征的整体差异。［方法］提取流行性腹
胀病兔及健康兔肠道内容物细菌总DNA，应用肠杆菌基因间重复共有序列基因扩增技术( EＲIC － PCＲ) 建立肠道菌群的DNA 指纹图谱，
并分析其整体差异。［结果］病兔大肠样本 DNA 条带明显少于健康兔对照，而小肠样本在二者间无明显差异，说明病兔与健康兔大肠肠
道菌群存在整体差异。病兔大肠样本 DNA 在约 350 bp 处出现 1 条主带，同时伴有若干较弱的带，而健康兔对照大肠样本 DNA 条带均
无明显规律。病兔大肠肠道的微生物群落多样性指数为( 2． 03 ± 0． 49) ，健康兔大肠肠道的微生物群落多样性指数为( 3． 30 ± 0． 31) ，差
异极显著( P ＜0． 01)。［结论］兔流行性腹胀病发病兔大肠中肠道菌群结构多样性降低，可能存在单一或几种特定的肠道优势菌群。
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Abstract ［Objective］To establish the DNA fingerprint of intestinal microflora of epidemic abdominal distention disease in domestic rabbit，
and to analyze the overall structural differences of intestinal microflora． ［Method］The total DNAs were extracted from the intestinal samples of
rapids，and enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence-polymerase chain reaction ( EＲIC － PCＲ) was used to set up the DNA fin-
gerprint of intestinal microflora． The overall differences existed among the fingerprints of intestinal microflora were compared． ［Ｒesult］The
number of DNA bands about large intestinal samples was obviously less in diseased rabbits than in healthy subjects，while the small intestinal
samples showed similar DNA bands，indicating that significant differences existed in large intestine between diseased rabbits and healthy ones．
The principal band of DNA fingerprint of ＲEAD samples appeared at about 350 bp，while no principal band was found in healthy samples． The
corresponding Shannon’s diversity indexes of diseased rabbits and healthy rabbits were ( 2． 03 ± 0． 49 ) and ( 3． 30 ± 0． 31 ) ，respectively，
showing significant differences ( P ＜ 0． 01 ) ． ［Conclusion］ The diversity of large intestine microflora significantly reduces compared with
healthy rabbits． It is likely that one or more principal microflora exist in the intestinal tissue of ＲEAD rabbits．
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兔流行性腹胀病是 2004 年春以来我国发生的由特定病

原菌引起的家兔传染性疾病，具有一定的传染性和区域流行

性，但其病原未知［1］。目前在我国江苏、山东等省份仍有该

病的发生和流行。病兔主要表现为腹部臌胀、有胶冻样黏液

排泄物及盲肠阻塞。从患病兔消化道中分离出的单一细菌

不能复制该疾病的典型病理特征［1 －2］。该病的临床症状及

病理变化与法国 Licois 等［3］报道的兔流行性肠病十分相似，

有学者认为其可能为同一种病［4］。断奶仔兔至 4 月龄兔的

发病率为 50% ～ 70%，死亡率可达 90% 以上［1 －2］。研究表

明，大多数抗生素药物和抗球虫药物对该病没有明显疗

效［2 －5］，而在饲料或饮水中添加复方新诺明［1］、恩拉霉素［2］、
微生态制剂［4 －6］等对治疗该病有一定效果。除偶有发现轮

状病毒外，其他病毒( 如杯状病毒、圆环病毒等) 的检测均呈

阴性。因此，认为该病是一种肠道细菌性传染病［7］。
肠道菌群是一个以专性厌氧菌为主的微生态系统。由

于不能对肠道中所有细菌种类进行分离培养，因而肠道菌群

的定性和定量研究比较困难［8］，而分子生态学的发展为解决

该问题提供了可能［9］。肠杆菌基因间重复共有序列基因扩

增技 术 ( Enterobacteria repetitive intergenic consensus － PCＲ，

EＲIC － PCＲ) 是一种用于分析不同生态系统结构差异及同一生

态系统中微生物群落结构变化的方法，近年来已应用于肠道菌

群结构特征的分析［8，10 －11］。笔者采用 EＲIC － PCＲ 技术建立了

流行性腹胀病兔和正常对照兔的肠道菌群 DNA 指纹图谱，并

对各组肠道菌群结构的整体差异进行了比较，以探讨兔流行性

腹胀病发病机制中家兔肠道微生物的变化及其影响。
1 材料与方法

1． 1 样品采集 兔流行性腹胀病肠道样品采自江苏涟水、邳
州等地，健康兔肠道样品采自江苏南京某兔场。所有样品采集

后立即于 －20 ℃下冷冻保存，备用。
1． 2 试剂与仪器 DNA Marker DL 2000 购自 TaKaＲa 公司; 柱

式粪便 DNAout 提取试剂盒购自北京天恩泽基因科技有限公

司; Pfx DNA 聚合酶购自 Invitrogen 公司; 其他试剂均为国产分

析纯。
1． 3 方法

1． 3． 1 兔肠道细菌总 DNA 的提取。取发病兔及健康对照兔

肠道内容物，分为小肠和大肠内容物标本，按照柱式粪便

DNAout 试剂盒说明书提取细菌总 DNA，紫外分光光度计定量

后，－20 ℃下冻存备用。
1． 3． 2 EＲIC － PCＲ 反应。引物序列参照文献［12］由 Invitrogen
公司合成: 上游引物 EＲIC-F，5'- ATGTAAGCTCCTGGGGAT-
TCAC-3'; 下 游 引 物 EＲIC-Ｒ，5'- AAGTAAGTGACTGGGGT-
GAGCG-3'。PCＲ 扩 增 体 系 为: 10 × Pfx Buffer 5． 0 μL、2． 5
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mmol /L dNTP 4． 0 μL、50 mmol /L MgSO4 2． 0 μL、10 mmol /L 上

下游引物各 1． 0 μL、Pfx DNA 聚合酶0． 4 μL、DNA 模板100 ng，
加无菌水至50 μL。PCＲ 反应程序: 94 ℃预变性7 min; 94 ℃变

性30 s，52 ℃退火1 min，68 ℃延伸8 min，30 个循环; 68 ℃延伸

16 min，结束反应。用1%琼脂糖凝胶电泳鉴定PCＲ 产物，经过

凝胶成像分析系统观察 DNA 条带并记录结果。
1． 3． 3 EＲIC － PCＲ 图谱分析。假设每条泳道的每个条带代表

1 个细菌类群，通过电泳图谱统计样本中独特的 EＲIC 条带的

数量，并制成累积曲线，以分析样本中 EＲIC 条带数量增加的

趋势。使用 SensiAnsys 分析软件，将电泳图谱转化为波峰图，

每个波峰下面积代表 1 个 EＲIC 条带的亮度，即代表该细菌类

群的数量，通过 Shannon －Wiener 指数［13］进行多样性分析。
2 结果与分析

2． 1 样品 DNA 指纹图谱的整体差异 从图 1 可以看出，所

采集的 9 份兔流行性腹胀病小肠样品 DNA 条带( 图 1B) 与

正常小肠样品( 图 1A) 相比无明显差异，条带主要分布于 100
～1 000 bp，说明小肠中菌群的结构较为相似，小肠可能不是

流行性腹胀病病原主要定居的部位。采集 8 份兔流行性腹

胀病大肠样品( 图 1D) 整体条带数目减少，与正常大肠样品

( 图 1C) 相比疾病组大肠样品在约 350 bp 处有 1 个明显突出

的条带，该条带代表的菌群所占比例较高说明腹胀病兔大肠

样品可能存在某一类肠道优势细菌。

注: A． 正常小肠样品; B． 兔流行性腹胀病小肠样品; C． 正常大肠样品; D． 兔流行性腹胀病大肠样品。M． DNA Marker DL2000; 1 ～9 为样品。

Note: A． Normal sample of small intestine; B． Small intestinal sample of rabbits with epidemic abdominal distention disease; C． Normal sample of large in-

testine; D． Large intestinal sample of rabbits with epidemic abdominal distention disease． M． DNA Marker DL2000; 1 －9． Samples．

图 1 兔肠道菌群 DNA 指纹图谱

Fig． 1 DNA fingerprint of intestinal microflora in rabbits

2． 2 大肠样品 EＲIC － PCＲ 条带分析 为反映大肠样品

中细菌种类的数量变化，对 EＲIC － PCＲ 图谱中随着样本个

体( Xn ) 的增加，新的 EＲIC 条带的累加数量( Yn ) 进行统计，

Yn = Yn － 1 + 第 n 个体与前 n － 1 个个体均不相同的 EＲIC 条

带数目。对疾病组样品和对照组进行统计后，得到 2 组关

于( X，Y) 的数据，并制成累积曲线( 图 2 ) 。从图 2 可以看

出，疾病组的 EＲIC 条带总数和积累曲线的斜率均明显小于

对照组。
2． 3 多样性指数分析 将代表细菌种类的泳道中各条带的

强弱通过波峰图转化为细菌数量后，以 Shannon － Wiener 公

式分别计算 2 组大肠样本 EＲIC 条带多样性指数分布。经计

算，疾病组个体多样性指数为( 2． 03 ± 0． 49) ，对照组个体多

样性指数为( 3． 30 ±0． 31) ，疾病组个体多样性指数比正常对

照组减少。经 t 检验发现，2 组间多样性指数存在极显著差

图 2 EＲIC 条带积累曲线

Fig． 2 Accumulation curve of EＲIC bands

异( P ＜0． 01) 。因此，大肠菌群多样性减少、结构趋于简单是

流行性腹胀病个体的主要特征之一。
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3 讨论与结论

目前，国 内 外 研 究 均 未 确 定 兔 流 行 性 腹 胀 病 的 病

原［1 －2，14］，但普遍认为兔流行性腹胀病由细菌性感染引起而

非病毒性和寄生虫性感染引起［14 －15］。在肠道疾病的发生过

程中，肠道菌群的变化是一个重要的因素［16］。以前对细菌

性肠道疾病的研究主要通过细菌纯培养的方法，该方法有一

定的局限性。由于肠道中多数未知菌无法进行分离培养，因

此进行细菌的纯培养不能完全准确反映肠道菌群的结构情

况，有时难以发现与肠道疾病相关的特异病原菌。
在 EＲIC － PCＲ 图谱中，泳带亮度反映了肠道中的优势

菌群，而泳带数目和位置反映了肠道菌群的多样性［17］。笔

者通过肠道菌群 DNA 图谱分析，发现病兔与正常对照在小

肠肠道菌群无明显差异，而在大肠肠道菌群存在整体差异。
病兔大肠肠道样本 DNA 指纹图谱条带明显少于正常对照，

且在约 350 bp 处有高亮主带。该试验结果与临床症状中盲

肠阻塞及含有胶冻样黏液排泄物相互印证。同时，该试验借

用了生态学上 Shannon － Wiener 公式计算大肠样本 EＲIC 条

带的多样性指数分布情况，结果表明与对照组相比疾病组大

肠菌群多样性指数的分布减少。这些结果反映出流行性腹

胀病兔个体肠道菌群结构存在明显的改变，疾病组存在某一

类或以某类为主的肠道优势细菌。
笔者用 DNA 指纹图谱技术首次在分子水平上对流行性

腹胀病兔与正常健康兔之间的肠道菌群结构差异和自身的

特点做了初步研究，随着研究的深入可为主要病原的分布和

分离鉴定提供一定的依据。
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植后的分蘖和收获时的产量有提高作用。因此，笔者认为等

离子补光灯适合用作水稻育秧补光的光源，该试验结果为新

型等离子补光灯在东北地区水稻育苗期的应用提供了理论

依据。
该试验只研究了移动补光方式对水稻幼苗生长发育的

影响，有关光照时间、光照强度及光质等对水稻育苗的影响

有待进一步探讨，同时可考虑结合栽培技术来提高水稻育苗

的质量。
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