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　　摘要：为探明湖北松滋鑫满塘生态养殖公司患病黑斑蛙的致病病原，采用营养琼脂培养基分离纯化，并用１６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列分析方法及系统发育树分析方法对其进行细菌分离检测。同时，采用１０种抗菌药物对其进行药敏试
验。结果表明，从典型患病黑斑蛙中分离出１株菌株，经１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析和系统发育树综合分析，确定该菌株
为肺炎克雷伯菌。该菌对诺氟沙星、头孢曲松、氧氟沙星、环丙沙星及丁胺卡纳等５种药物敏感；对多黏菌素Ｂ和四环
素等２种药物中度敏感；对万古霉素、复方新诺明及多西环素３种药物耐药。研究确定该例黑斑蛙死亡原因为感染肺
炎克雷伯菌，并以药敏试验提供参考，为养殖户下一年生产和病害防治提供可靠依据。
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　　肺炎克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）为革兰氏阴性菌，
隶属于肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）克雷伯菌属（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ），
由Ｆｒｉｅｎｄｉａｎｄｅｒ于１８９３年从患大叶性肺炎病人的肺组织中首
次分离到［１］。该细菌广泛分布于自然界，近年来成为仅次于

大肠杆菌的最重要的条件致病菌［２－４］。该菌最适生长温度为

３７℃，最适ｐＨ值为７．０～７．６［１］。肺炎克雷伯菌可在全身各
部位发生感染，可引起肺炎、脑膜炎、肝脓肿、眼内炎等，且发

病死亡率极高［５］。

黑斑蛙（Ｐｅｌｏｐｈｙｌａｘｎｉｇｒｏｍａｃｕｌａｔｕｓ）俗称田鸡、青蛙，属蛙
科侧褶蛙属的两栖动物，广泛分布于我国各地区（除海南、云

南、台湾地区）［６］。野生黑斑蛙为国家二级保护动物，以稻

田、水塘等水域为繁殖生存和捕食活动的主要场所［７］。目

前，我国黑斑蛙人工养殖处于起步阶段，属于朝阳产业，市场

前景广阔［８］。但随着养殖规模的扩大、集约化程度的不断提

高，其疾病也频繁发生。已有报道称，藤黄葡萄球菌、浅黄假

单胞菌和气单胞菌可引起牛蛙的歪头病和白内障病［９－１０］，布

氏柠檬酸杆菌和脑膜炎败血金黄杆菌可引起棘胸蛙的白内障

病和歪头病［１１－１２］，脑膜炎败血黄杆菌可引起虎纹蛙的白内障

病［１３］，金黄色葡萄球菌可引起棘腹蛙的白内障病等［１４］。但

是，对黑斑蛙相关疾病的研究少见报道。本研究采用 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因同源性分析法和系统发育树分析法对湖北松滋鑫
满塘生态养殖公司发病黑斑蛙进行病原菌分离、鉴定，旨在为

该病的确诊和防治提供依据。

１　材料与方法

１．１　病蛙的来源
患病黑斑蛙于２０１６年９月１５日从湖北松滋鑫满塘生态

养殖公司稻、鳅、蛙连作基地取 回，体质 量为 １００～
１５０ｇ／只。　
１．２　主要试剂

牛肉膏蛋白胨肉汤培养基（ＬＢ）、诺氟沙星、多粘菌素 Ｂ、
头孢曲松、万古霉素、复方新诺明、氧氟沙星、四环素、多西环

素、环丙沙星、丁胺卡纳等１０种抗菌药物药敏纸片，购自杭州
微生物有限公司；ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、ＥａｓｙＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ）、
１０×ＥａｓｙＴａｑＢｕｆｆｅｒ（１．２ｍＬ），均购自北京全式金生物技术有
限公司。

１．３　细菌的分离与培养
取典型白内障病黑斑蛙，在无菌环境中分别从其皮肤、

眼、肝、肺、胃、肠和心取材，并置于 １．５ｍＬＥＰ管中，加入
１ｍＬＬＢ液体培养基，用组织匀浆机将样品搅碎，１２００ｒ／ｍｉｎ
短暂离心取上清进行 ＬＢ培养基平板划线分离，３７℃、
２００ｒ／ｍｉｎ培养１２～２４ｈ，挑选单菌落进行纯化培养和鉴定。
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１．４　病原菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定与系统发育分析
在无菌环境下，挑取单克隆到 １．５ｍＬＥＰ管中并加入

１ｍＬＬＢ液体培养基，３７℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养１２～２４ｈ，待菌液
浑浊后于１２００ｒ／ｍｉｎ短暂离心弃上清，以１６ＳｒＲＮＡ通用引
物进行 ＰＣＲ扩增，扩增体系采用２５μＬ的反应体系，其扩增
程序如下：９５℃１０ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５６℃ ３０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ
３０ｓ，共进行３２个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ扩
增产物使用１．０％琼脂糖凝胶电泳检测后交由武汉擎科生物
工程有限公司进行序列测定。将测序得到的１６ＳｒＲＮＡ基因
序列与ＧｅｎＢａｎｋ中已知核酸序列进行Ｂｌａｓｔ分析，选取同源性
较高的序列在ＭＥＧＡ５．１软件上完成序列的比对和系统发育
树的构建。

１．５　病原菌的特异性检测
病原菌测序得到的１６ＳｒＲＮＡ基因序列与 ＧｅｎＢａｎｋ中已

知核酸序列进行Ｂｌａｓｔ分析后，使用特异性引物ｋｈｅ对其进行
特异性检测和验证。

１．６　药敏试验
测序鉴定后，吸取适量菌液均匀地涂布于 ＬＢ培养基平

板上，用无菌镊子取待测药敏纸片（直径６ｍｍ），将其紧贴于
ＬＢ培养基表面，并将平板置于３７℃恒温培养箱中培养２４ｈ，
记录各药敏纸片的抑菌圈直径（ｍｍ）［１５］。
１．７　ＰＣＲ引物的设计与合成

１６ＳＲＮＡ细菌引物序列由中国农业科学院饲料研究所提
供，特异引物ｋｈｅ参照艾克特等的方法［１６］进行设计，均由擎

科生物技术有限公司合成。引物序列见表１。

表１　ＰＣＲ扩增用引物

名称 引物序列
产物长度

（ｂｐ）

２７Ｆ－１４９２Ｒ Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′ １４００
Ｒ：５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′

ｋｈｅ Ｆ：５′－ＴＧＡＴＴＧＣＡＴＴＣＧＣＣＡＣＴＧＧ－３′ ４７５
Ｒ：５′－ＧＧＴＣＡＡＣＣＣＡＡＣＧＡＴＣＣＴＧ－３′

２　结果与分析

２．１　黑斑蛙白内障病的主要症状
白内障病是目前黑斑蛙养殖过程中常见的流行病，病蛙

厌食懒动，应急能力差，身体失去平衡，游动时身体打转，最明

显的症状为眼球发白，头部歪曲。此外经解剖后，由图１可
知，病蛙出现肝花白或充血，肺肿大等病变。

２．２　１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定与系统发育分析结果

　　ＰＣＲ扩增分离细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因，得到的片段长度
约为１４００ｂｐ，与预期目标产物的大小一致，电泳结果见图２。
ＰＣＲ产物经武汉擎科生物公司测序后，用Ｂｌａｓｔ对分离细菌的
１６ＳｒＤＮＡ序列进行比对，结果表明，分离菌株与肺炎克雷伯
菌相似性为９９％。选取同源性较高的菌株，以维氏气单胞菌
（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ）作为外类群，构建系统发育树（图３）。这
些细菌聚为３组，１组是肺炎克雷伯菌，１组是产酸克雷伯菌
（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｏｘｙｔｏｃａ），１组是维氏气单胞菌。分离的菌株与肺
炎克雷伯菌处于同一分支上，亲缘关系最近，命名为９ＨｅｉＢａｎ
ＦｒｏｇＨｅａｒｔ。经１６ＳｒＲＮＡ测序与系统聚类鉴定表明，该病原
菌为肺炎克雷伯菌属，使用肺炎克雷伯菌特异引物 ｋｈｅ对其
进行特异性扩增，得到片段大小为４７５ｂｐ，与目标产物大小一
致，电泳结果见图４，进一步确定该菌株为肺炎克雷伯菌。

２．３　药敏试验结果
用１０种水产常用抗菌药物的药敏纸片做敏感性试验，表

２结果显示，肺炎克雷伯菌对诺氟沙星、头孢曲松、氧氟沙星、
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表２　药敏试验结果

抗菌药物
每片药量

（μｇ）
抑菌圈直径

（ｍｍ） 药物敏感性

诺氟沙星 １０ ２４ Ｓ
多黏菌素Ｂ ３００ＩＵ １３ Ｉ
头孢曲松 ３０ ２３ Ｓ
万古霉素 ３０ ０ Ｒ
复方新诺明 ２５ ０ Ｒ
氧氟沙星 ５ ２４ Ｓ
四环素 ３０ １４ Ｉ
多西环素 ３０ ８ Ｒ
环丙沙星 ５ １６ Ｓ
丁胺卡纳 ３０ ２０ Ｓ

　　注：抑菌圈直径 ｄ＞１５ｍｍ，敏感（Ｓ）；抑菌圈直径１０ｍｍ＜ｄ＜
１５ｍｍ，为中度敏感（Ｉ）；抑菌圈直径ｄ＜１０ｍｍ，为不敏感（Ｒ）。

环丙沙星及丁胺卡纳等５种药物敏感；对多黏菌素 Ｂ和四环
素等２种药物中度敏感；对万古霉素、复方新诺明及多西环素
３种药物耐药。

３　讨论与结论

３．１　黑斑蛙“白内障（歪头）”病的命名
黑斑蛙“白内障（歪头）”病是以患病黑斑蛙眼球发白、头

向一侧歪斜这一明显症状而命名的，如已报道的牛蛙“白内

障”病［１０］、棘胸蛙“白内障”病［１１］、虎纹蛙“白内障”病［１３］、牛

蛙“歪头”病［９］、牛蛙“腹水”病［１７］等均是细菌性疾病，同样，

在养殖鱼类中也存在“白内障”这一说法，但鱼类“白内障”病

却是由寄生引起的［１８］。虽然致病病原不一样，但均有某一明

显症状，研究者以该症状对其进行命名。故此，本研究也以同

样的方法将黑斑蛙所患疾病命名为“白内障（歪头）”病。

３．２　肺炎克雷伯菌对黑斑蛙的影响
肺炎克雷伯菌为革兰氏阴性菌，兼性厌氧，广泛存在于水

和土壤等微生态环境中，可感染全身各部［１９］。本研究从病蛙

多部位分离细菌经测序分析为同一种细菌———肺炎克雷伯

菌。根据患病黑斑蛙的外观症状及测序结果可知，肺炎克雷

伯菌对黑斑蛙的感染是多部位的，并非局部感染，产生的病症

也多样化。同时，该病菌对水生动物健康和实践生产的危害

也是巨大的。

３．３　病原菌的耐药性
目前，对于水产养殖动物疾病大多仍采用抗菌药物来控

制其发生和流行［２０］，由于肺炎克雷伯菌流行广泛，人们大量

使用抗生素造成肺炎克雷伯菌耐药性普遍存在［１］。本研究

以１０种常用抗菌药物对从患病黑斑蛙各组织分离培养出来
的细菌进行药物敏感性检测，结果表明，肺炎克雷伯菌对诺氟

沙星、头孢曲松、氧氟沙星、环丙沙星及丁胺卡纳等５种药物
敏感；对多黏菌素Ｂ和四环素等２种药物中度敏感；对万古霉
素、复方新诺明及多西环素３种药物耐药。该结果与周蓉等
的结果［２１－２２］差异较大。由于肺炎克雷伯菌临床分离的菌株

数量繁多，可能是由于分离的菌株之间存在差异而造成的，还

可能与细菌的来源和区域及感染对象的分布不同有关。因

此，用药时应在相应病原菌药敏测定后，有针对性地选择药物

用于黑斑蛙的养殖生产。
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