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黑斑蛙腐皮病病原分离、鉴定及致病性研究
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　　摘要：为了解黑斑蛙养殖场大规模暴发腐皮病的病原，从患病蛙肝脏中分离获得１株革兰氏阴性杆菌（编号：
ＱＷ），对其培养特性、生理生化特性、１６ＳｒＲＮＡ和ｇｙｒＢ基因检测、致病性及药物敏感性进行分析。结果表明，菌株ＱＷ
表型特征和理化特性与洛菲不动杆菌相似，１６ＳｒＲＮＡ和ｇｙｒＢ基因在系统发育树上与洛菲不动杆菌聚集为一族，最终
判定该菌为洛菲不动杆菌，是黑斑蛙上的一种新病原；致病性研究表明，该菌能够通过浸泡的方式感染黑斑蛙，具有较

强的致病性，发病症状主要表现为皮肤溃烂和内脏器官出血，与自然发病症状一致；药敏试验表明，洛菲不动杆菌仅对

四环素、氧氟沙星和氟苯尼考３种抗生素敏感。本研究鉴定出引起黑斑蛙腐皮病的病原为洛菲不动杆菌，并对其致病
性进行研究，同时检测了其药物敏感范围，为该病临床防治用药提供理论依据。
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　　黑斑蛙（Ｐｅｌｏｐｈｙｌａｘｎｉｇｒｏｍａｃｕｌａｔｕｓ）属无尾目蛙
科侧褶蛙属，在我国华北、华中、华南地区的平原和

丘陵分布较广泛，也是我国近年来养殖蛙类中的主

要品种之一。由于该品种是近年来扩大的养殖规

模［１］，相对于其他传统养殖蛙类如牛蛙、虎纹蛙、美

国青蛙的规模化养殖历程较短，疾病研究相对较

少，发病后只能参考其他蛙类疾病进行比较处理，

但水生动物不同种属间具有同病不同症、同症不同

病的特征。如牛蛙、虎纹蛙上常见的白内障、歪脖

子疾病，这此疾病已报道的病原有气单胞菌、脑膜

败血伊丽莎白菌、浅黄假单胞菌等［２－３］，而在黑斑蛙

上的相同症状，病原却出现了肺炎克雷伯菌［４］。因

此，应对不同品种、病原进一步区分研究。对于蛙

类的腐皮症，已报道的有牛蛙和棘胸蛙由奇异变形

杆菌感染引起［５－６］，但黑斑蛙的腐皮病未见相关报

道。２０１９年６月，四川省内江市某黑斑蛙养殖场出
现黑斑蛙大面积死亡，主要表现为头部、背部及四

肢出现不同程度的腐烂，剖解可见肝脏肿大、肾脏

及肺部出血。本研究对其病原进行分离，并通过病

原菌的形态特征、生理生化特性及 １６ＳｒＲＮＡ和
ｇｙｒＢ基因测序与系统发育分析进行鉴定，确定该病
原菌的种属地位；然后通过人工感染试验确定该病

原菌的致病性；最后通过药物敏感试验分析该病原
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菌的药物敏感范围，旨在为该病的临床防治用药提

供理论参考。

１　材料与方法

１．１　试验对象
四川省内江市某黑斑蛙养殖场的发病黑斑蛙

（２５～５０ｇ）头部、背部及四肢出现不同程度腐烂，剖
解可见肝脏肿大出血、肾脏及肺部出血。采集患病

典型的黑斑蛙进行实验室细菌接种；健康黑斑蛙采

集于另一黑斑蛙养殖场，实验室暂养１５ｄ确定健康
无病后用于人工感染试验。

１．２　主要试剂
牛脑心浸液培养基（ＢＨＩ，美国 ＢＤ公司），细菌

生化微量鉴定管（杭州天和微生物试剂有限公司），

ＰＣＲ所用试剂、特异性引物及细菌基因组ＤＮＡ提取
试剂盒（生工生物工程（上海）股份有限公司），药敏

试验纸片（杭州微生物试剂有限公司）。

１．３　病原菌的分离
无菌操作接种患病黑斑蛙的肝、脾、肾脏组织

划线于ＢＨＩ培养基上，于２８℃生化培养箱中培养
２４～４８ｈ后挑取颜色、大小、形态特征基本一致的
优势菌落进一步培养。纯化后再转接至斜面培养

基上，４℃保存备用。
１．４　分离菌株形态学与生理生化鉴定

将纯化后的细菌接种至 ＢＨＩ琼脂平板，于生化
培养箱中２８℃培养２４ｈ，观察菌落形态大小，同时
对菌体进行革兰氏染色，光学显微镜观察菌体形态

特征。挑取单个菌落接种于微量生化管中，２８℃下
培养２４～４８ｈ，参考《常见细菌系统鉴定手册》［７］和
《伯杰细菌鉴定手册》［８］进行生理生化特性鉴定。

１．５　１６ＳｒＲＮＡ和ｇｙｒＢ基因扩增及序列测定
按照细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒提取分离菌

株基因组ＤＮＡ作为ＰＣＲ模板。采用细菌通用引物
进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应条件为 ９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５４℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸
２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增产物纯化
后送生工生物工程（上海）股份有限公司进行序列

测定。

将分离菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列和ｇｙｒＢ基因
扩增序列与ＧｅｎＢａｎｋ中已知核酸序列进行 Ｂｌａｓｔ分
析，调出与该序列相关性较高的核酸序列，用ＭＥＧＡ
６．０软件包中的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统进化
树，重复抽样１０００次分析系统树各分枝的置信度。

１．６　人工感染试验
将复壮后的菌株接种到 ＢＨＩ肉汤培养基中，在

２８℃，１２０ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养２４ｈ后，革兰氏染色
检验纯度。采用生理盐水调整细菌浓度至 ３．０×
１０８、３．０×１０７、３．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ，将１Ｌ菌液加入
黑斑蛙养殖桶中浸泡，对照组加入等量的生理盐

水，每组２０只黑斑蛙。连续观察１４ｄ，记录黑斑蛙
发病情况和死亡情况，并分离病原进行鉴定。

１．７　药物敏感试验
采用药敏纸片法对分离菌株进行药敏试验，采

用氨苄西林、青霉素、庆大霉素、卡那霉素、链霉素、

新霉素、阿齐霉素、克拉霉素、四环素、多西环素、制

霉菌素、恩诺沙星、丁胺卡那、诺氟沙星、氧氟沙星、

多粘菌素Ｂ、氟苯尼考１７种药物进行药敏试验。

２　结果与分析

２．１　病原菌的分离及生理生化特性
从患病黑斑蛙的肝脏分离得到１株高纯度的优

势菌株（编号：ＱＷ），其菌落状态是灰白色、表面光
滑、圆形凸起、边缘整齐、透明、涂片染色镜检可见

革兰氏阴性短杆菌（图１），生化反应结果见表１。

表１　菌株ＱＷ部分生理生化特性

测定项目 结果 测定项目 结果

鸟氨酸脱羧酶 ＋ 蔗糖 －

过氧化氢酶 ＋ 麦芽糖 ＋

氧化酶 － 木糖 －

山梨醇 － 吲哚试验 －

肌醇 － Ｈ２Ｓ －

甘露醇 ＋ 尿素 －

葡萄糖 ＋ 硝酸盐还原 －

　　注：＋、－分别表示反应为阳性、阴性。

２．２　分离菌株的鉴定
以分离菌株ＱＷ的ＤＮＡ为模板，采用细菌１６Ｓ
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ｒＲＮＡ和ｇｙｒＢ基因通用引物进行 ＰＣＲ扩增，经电泳
检测和凝胶成像系统后，１６ＳｒＲＮＡ基因于１５００ｂｐ
左右得到目的条带（图２－ａ），ｇｙｒＢ基因于 １２００ｂｐ
左右得到目的条带（图 ２－ｂ）。经测序得到 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列１４０９ｂｐ（ｇｅｎｂａｎｋ登陆号：ＭＮ３９６２２９），
ｇｙｒＢ基因１１１３ｂｐ（ｇｅｎｂａｎｋ登陆号：ＭＮ５０４７８７）。

系统发育树结果显示，在１６ＳｒＲＮＡ序列、ｇｙｒＢ
基因序列上，菌株ＱＷ上都分别聚在洛菲不动杆菌
（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｌｗｏｆｆｉｉ）的分支上（图３、图４）。结合生
理生化结果，将菌株ＱＷ判定为洛菲不动杆菌。
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２．３　人工感染试验
人工浸泡感染连续观察１４ｄ，试验结果见表２，

随着浸泡菌液浓度的增大，黑斑蛙的死亡率随之升

高，同时病症周期加快，表现出背部、腿部表皮溃烂

（图５－ａ），肝脏肿大，肾脏、肺部出血（图 ５－ｂ），与
自然发病症状相似，推测洛菲不动杆菌是该病的主

要病原，且对黑斑蛙致病性较强。

表２　菌株ＱＷ感染试验

试验组
菌液浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
死亡率

（％）

１ ３．０×１０８ ６０（１２／２０）

２ ３．０×１０７ ３５（７／２０）

３ ３．０×１０６ ０

对照组 ０．８５％生理盐水 ０

２．４　药敏试验
采用纸片扩散法，对菌株ＱＷ进行１７种药物敏

感性试验。由表３可知，ＱＷ菌株仅对四环素、氧氟
沙星、氟苯尼考３种抗生素敏感；而对庆大霉素、链
霉素、阿齐霉素、丁胺卡那４种抗生素介于敏感与耐
药之间；其余的１０种均为耐药。

３　讨论

洛菲不动杆菌是一种可利用环境中多种营养

物质作为自身能量来源的需氧型革兰氏阴性菌，因

其适应性强，普遍存在于土壤、水及干燥环境中，且

是一种对多种抗生素具有抗性的细菌，一直以来是

医院感染常见的一种条件性致病菌［９］。洛菲不动

杆菌感染包括菌血症、继发性脑膜炎、尿路感染、手

术部位感染、胃炎和肺炎，特别是在重症监护室

中［１０］。在养殖业中，洛菲不动杆菌能广泛引起养殖

动物感染，感染包括奶牛子宫内膜炎［１１］、仔猪肺部

感染［１２］、禽类呼吸道感染［１３］等，水生动物感染相对

较少，感染鲤鱼［１４］、虹鳟［１５］、草鱼［１６］，主要表现为

败血症、胡子鲇“吊头病”［１７］等，两栖动物感染的美

表３　菌株ＱＷ药物敏感试验

抗生素
含药量

（μｇ／片）
抑菌环直径

（ｍｍ） 敏感性

氨苄西林 １００ ０ Ｒ

青霉素 １０ ０ Ｒ

庆大霉素 １０ ７ Ｉ

卡那霉素 ３０ ８ Ｒ

链霉素 １０ ７ Ｉ

新霉素 ３０ ０ Ｒ

阿齐霉素 １５ １５ Ｉ

克拉霉素 １５ １３ Ｒ

四环素 ３０ ２５ Ｓ

多西环素 ３０ ０ Ｒ

制霉菌素 １００ ０ Ｒ

恩诺沙星 １０ １３ Ｒ

丁胺卡那 ３０ １５ Ｉ

诺氟沙星 １０ ０ Ｒ

氧氟沙星 ５ ３０ Ｓ

多黏菌素Ｂ ３００ ０ Ｒ

氟苯尼考 ３０ ２１ Ｓ

　　注：敏感（Ｓ）；中间（Ｉ）；耐药（Ｒ）。
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国青蛙“抽搐症”［１８］、牛蛙腹水病［１９］。本试验表明，

洛菲不动杆菌感染黑斑蛙后，主要表现为腐皮和肝

脏肿大出血、肾脏出血、肺出血，这与洛菲不动杆菌

感染牛蛙症状相似［１９］，感染后黑斑蛙表皮轻微腐

烂、肝脏肿大充血，但未出现美国青蛙和牛蛙的腹

水、肝脏白色结节、腿部充出血斑，证明不同环境、

不同种属动物感染间存在一定差异。

水产动物中细菌性疾病的治疗最常用且有效

的方法为内服抗生素，而抗生素的准确使用需要以

药敏试验结果作为依据［２０］。相关研究表明，在人医

领域洛菲不动杆菌不同地域分离株的耐药性不同，

但大部分菌株对青霉素、头孢类、复方新诺明表现

出强耐药性，对阿米卡星、亚胺硫霉素、美罗培南敏

感［２１］，但除阿米卡星不能兽用且存在多重耐药、耐

药率上升较快外，洛菲不动杆菌已成为“超级耐药

菌的潜在菌群”［２２］。近几年，在水生动物上分离的

洛菲不动杆菌对广谱β－内酰胺类、碳青霉烯类、氨
基糖苷类和氟喹诺酮类等存在多重耐药性［１５］。本

研究分析了洛菲不动杆菌对１７种抗生素的敏感性，
结果显示，菌株仅对四环素、氧氟沙星、氟苯尼考３
种药物敏感，对庆大霉素、链霉素、阿齐霉素、丁胺

卡那４种抗生素介于敏感与耐药之间，其余的１０种
均为耐药，说明洛菲不动杆菌具有较强的耐药性，

因此建议临床治疗不能盲目使用抗生素。首先通

过改善养殖环境，提高动物自身免疫力，调节水环

境菌群结构等措施来预防该疾病，发病后需要科学

诊断，在药物敏感试验指导下科学用药。
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