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　　摘要：对腹泻死亡的兔肠道中分离得到的１株疑似病原菌进行鉴定及其耐药基因检测，并对分离菌进行了革兰氏
染色、生化鉴定、１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，确定分离菌株为奇异变形杆菌，将其命名为Ｔ２０１９。将分离菌株与ＮＣＢＩ中
１０株已登录的标准菌株进行同源性比对，并用ＭＥＧＡ软件构建系统进化树，证明 Ｔ２０１９与多种不同来源的奇异变形
杆菌亲源性较近。药敏试验结果以及ＰＣＲ体外扩增技术对相关耐药基因表型检测结果表明，Ｔ２０１９除对米诺环素和
氯霉素表现为敏感，对四环素和多西四环素表现为中介以外，对其他所试抗生素均表现为耐药。检出耐药基因 ｔｅｔＢ、
ａｎｔ（３″）－Ｉ、ｓｔｒＡ和ｓｕｌ２，其他所试耐药基因未检出。这为奇异变形杆菌引起兔疾病诊断及合理使用常规抗生素药物
提供科学依据。
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　　奇异变形杆菌（Ｐｒｏｔｅｕｓｍｉｒａｂｉｌｉｓ）是一种无荚
膜、无芽孢，性状多为短杆菌的革兰氏阴性菌，是一

种常见的人畜共患病原菌［１－２］。该菌广泛地分布于

自然界中，可引起食物中毒、腹泻、化脓性炎症以及

败血症等［３－４］。近年来，养殖业中被奇异变形杆菌

感染的报道激增，如鸡［５］、鹅［６］、孔雀［７］、牛［８］、水

貂［９］、山羊［１０］、狐狸［１１］、猪［２］等动物在感染该致病

菌后会表现出很多发病症状，最明显的有厌食、神

情低落、畏寒、腹泻、扎堆、流产，在短期内急速死

亡，对养殖业造成了严重的经济损失。近些年来，

养殖场抗生素类药物加剧使用以及不规范使用，甚

至滥用，导致致病菌对抗生素类药物的耐药性与日

俱增，生物体内致病菌通过异化而产生的耐药基因

也越来越多。添加抗生素类药物耐药基因，就会加

大致病菌对于不同抗生素的耐药概率，给养殖业动

物的饲养及临床治疗造成了巨大的挑战。

在２０１９年夏季，四川省峨眉山市某养殖场出现
大量幼兔发病，主要症状为精神萎靡、食欲不振、黄

色瓢性稀便，在１周内死亡。对该养殖场病死兔进

行解剖，病死兔经解剖多数可见肝脏及肾脏出血肿

大、肺部有出血点。取病变组织进行细菌分离鉴

定、生化试验，再通过测定１６ＳｒＲＮＡ基因序列并构
建系统进化树分析同源性，确定分离出１株奇异变
形杆菌，并对其进行药敏试验及耐药基因检测，以

期在分子水平上为奇异变形杆菌引起的兔病变死

亡的诊断及治疗提供案例分析和参考依据。

１　材料与方法

１．１　被检材料
本试验所用的病料来自峨眉山市某养殖兔场。

１．２　主要试剂
普通营养琼脂、营养肉汤培养基、血琼脂培养

基、麦康凯培养基、细菌生化鉴定管、药敏片等，均

购自杭州微生物试剂有限公司。ＰＣＲ相关试剂、细
菌ＤＮＡ提取试剂盒、ＤＮＡ凝胶回收试剂盒等，均购
自天根生化科技（北京）有限公司。

１．３　主要仪器
Ｍｏｔｉｃ光学显微镜（麦克奥迪实业集团有限公

司）；超净工作台、立式电热压力灭菌锅（青岛海尔

股份有限公司）；全温空气摇床、恒温培养箱（上海

龙跃仪器设备有限公司）；ＰＣＲ仪、电泳仪［美国
ＳｅｌｅｃｔＢｉｏＰｒｏｄｕｃｔｓ（ＳＢＰ）公司］；凝胶成像系统（德国
耶拿分析仪器股份有限公司）。

１．４　细菌分离与革兰氏染色
用接种环无菌挑取病变组织，接种于普通营养
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琼脂培养基上，３７℃培养２４ｈ，挑取疑似菌落进行
纯培养，再挑取优势单个菌落分别接种于普通营养

琼脂培养基、麦康凯培养基和血琼脂培养基上，观

察记录疑似菌在不同培养基上的生长情况。挑取

纯培养物涂片后，进行革兰氏染色，并在显微镜下

观察细菌的形态。

１．５　生化试验
将普通营养琼脂培养基上的纯培养物分别接

种于细菌微量生化管中，３７℃培养２４ｈ后，观察记
录结果。

１．６　药敏试验
将分离得到的菌株，采用国际通用的 Ｋ－Ｂ纸

片法［１２］，对每一种所试抗菌药物进行体外敏感药物

筛选试验。结果参照美国临床和实验室标准协会

（ＣｌｉｎｉｃａｌａｎｄＬａｂｏｒａｔｏｒｙＳｔａｎｄａｒｄｓＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，简称
ＣＬＳＩ）制定的抗菌药物敏感性试验执行标准进行
判定。

１．７　１６ＳｒＲＮＡ基因扩增及序列测定
挑取已纯化的菌落，接种于普通肉汤液体培养

基上进行扩大培养，直至肉眼可见试管中菌液浑浊

即增菌完成，收集菌液进行离心。使用细菌ＤＮＡ提

取试剂盒提取分离菌株基因组 ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增参
考通用引物序列：ｒｍｔｃ－Ｆ，５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴＧ
ＧＣＴＣＡＧ－３′；ｒｍｔｃ－Ｒ，５′－ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＧＣＣＡＧＣ
ＣＧＣＡ－３′。

ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ体系：２×ＴａｑＭｉｘ
１２．５μＬ，上、下游引物各 １μＬ，ＤＮＡ模板 １μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃ 预变性
１０ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
１ｍｉｎ，共３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

取５μＬＰＣＲ产物进行１．２％琼脂糖凝胶电泳
检测，用ＤＮＡｍａｒｋｅｒ作为参照。电泳成功后将胶体
放入凝胶成像系统中进行观察，切下目的条带做胶

回收试验，参照ＤＮＡ凝胶回收试剂盒说明书进行操
作，胶回收完成后将回收的目的条带送往北京擎科

生物科技有限公司成都分公司测序。

１．８　１６ＳｒＲＮＡ系统进化树的构建
将分离菌测序结果进行拼接编辑，再与 ＮＣＢＩ

数据库中公布的１０种不同来源的变形杆菌（表１）
进行ＢＬＡＳＴ（ｂａｓｉｃｌｏｃａｌａｌｉｇｎｍｅｎｔｓｅａｒｃｈｔｏｏｌ）比对，
用ＤＮＡＳｔａｒ软件进行同源性分析，应用 Ｍｅｇａ７．０软件
构建１６ＳｒＲＮＡ系统进化树，确定分离菌株的种属。

表１　变形杆菌参考菌株信息

物种 菌株 ＧｅｎＢａｎｋ登录号 分离年份 地区 来源

奇异变形杆菌 ＡＬＫ０４４ ＫＣ４５６５３９．１ ２０１３ 中国 动物粪便

ＷＷｉ８２ ＭＨ３９６７６５．１ ２０１８ 尼日利亚 制药废水

ＮＣＴＣ１１９３８ ＭＮ３２６６９２．１ ２０１９ 印度 懒熊粪便

ＢＭＢ－３ ＭＮ６８９８８０ ２０１９ 巴基斯坦 土壤

ＤＺ－０７ ＫＸ８７８９８４ ２０１６ 印度 患者尿液

ＰＭＳＤ１６Ｓ ＫＭ２２９５３０ ２０１４ 中国 水貂肝脏

ＡＡＫ３ ＬＣ５３５９７５ ２０２０ 伊拉克 鸡小肠

ＭＨ１３ ＭＫ９６８２８１．１ ２０１９ 伊拉克 人类尿液

ＮＡ９ ＭＫ７９１２７９．１ ２０１９ 巴基斯坦 人类尿液

彭氏变形杆菌（Ｐ．ｐｅｎｎｅｒｉ） ＦＩＴＭＪ－１３ ＭＮ２６２２１３．１ ２０１９ 孟加拉 养殖虾

１．９　耐药基因检测

１．９．１　引物设计　参照文献［１３－１７］，并自行依
据引物设计原则（引物长度为 １５～３０ｂｐ／１８～
２７ｂｐ，不得超过３８ｂｐ，且ＧＣ含量为４５％～５５％最
好）分别设计合成３种常见的广谱抗生素类药物引
物，所有耐药基因的引物序列、体外扩增产物长度

及退火温度见表２。
１．９．２　耐药基因 ＰＣＲ检测　以分离菌的基因组
ＤＮＡ为模板，用不同耐药基因的引物进行 ＰＣＲ扩
增。其反应体系和反应循环条件参照“１．６”节（不

同的引物具有不同的退火温度见表２）。ＰＣＲ反应
结束后进行琼脂糖凝胶电泳检测，凝胶成像系统观

察记录结果。

２　结果与分析

２．１　细菌分离与革兰氏染色
从病变组织中分离出了１株具有共性且具有鉴

定意义的菌株，将该分离菌株命名为 Ｔ２０１９。它在
普通营养琼脂培养基上呈圆形、灰白色，有腐败臭

味，中间稍微突起，有透明的单个菌落；在麦康凯培
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表２　耐药基因引物序列

耐药基因 ＰＣＲ引物序列（５′→３′）
产物长度

（ｂｐ）
退火温度

（℃）

ｔｅｔＡ Ｐ１：ＧＣＴＡＣＡＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＣＴＴＣ；Ｐ２：ＣＡＴＡＧＡＴＣＧＣＣＧＴＧＡＡＧＡＧＧ ２１０ ５７

ｔｅｔＢ Ｐ１：ＡＣＡＧＡＡＡＧＣＴＴＡＴＴＡＴＡＴＡＡＣ；Ｐ２：ＴＧＧＣＧＴＧＴＣＴＡＴＧＡＴＧＴＴＣＡＣ １８６ ５１

ｔｅｔＯ Ｐ１：ＧＡＴＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＣＡＣＡＧＡＣＣ；Ｐ２：ＧＣＣＣＡＡＣＣＴＴＴＴＧＣＴＴＣＡＣＴＡ ４１８ ５７

ｒｍｔＡ Ｐ１：ＣＴＡＧＣＧＴＣＣＡＴＣＣＴＴＴＣＣＴＣ；Ｐ２：ＴＴＴＧＣＴＴＣＣＡＴＧＣＣＣＴＴＧＣＣ ６３５ ５７

ａｎｔ（３″）－Ｉ Ｐ１：ＴＧＡＴＴＴＧＣＴＧＧＴＴＡＣＧＧＴＧＡＣ；Ｐ２：ＣＧＣＴＡＴＧＴＴＣＴＣＴＴＧＣＴＴＴＴＧ ２８４ ５３

ｓｔｒＡ Ｐ１：ＴＧＣＴＣＣＴＣＴＴＣＴＣＣＡＴＣＣ；Ｐ２：ＣＧＣＣＧＣＣＡＡＴＡＴＧＴＴＣＴＡ １９７ ５４

ｓｕｌ２ Ｐ１：ＣＧＧＣＡＴＣＧＴＣＡＡＣＡＴＡＡＣＣＴ；Ｐ２：ＴＧＴＧＣＧＧＡＴＧＡＡＧＴＣＡＧＣＴＣ ７２１ ５６

ｓｕｌ３ Ｐ１：ＡＧＡＴＧＴＧＡＴＴＧＴＴＴＧＧＧＡＧＣ；Ｐ２：ＴＡＧＴＴＧＴＴＴＣＴＧＧＡＴＴＡＧＡＧＣＣＴ ４４３ ５６

ｐｍｉ Ｐ１：ＴＧＣＣＴＴＧＡＧＡＣＡＧＧＧＴＡＡＧＣ；Ｐ２：ＧＣＣＴＴＡＡＣＡＡＧＴＣＣＣＡＴＴＣＧ ７３９ ５６

养基上呈圆形、扁平、半透明、表面光滑的菌落；在

血琼脂培养基上呈现无色菌落，无溶血现象。革兰

氏染色镜检可见分离菌株多数为中等大小，以短杆

状为主，大多单个存在，两端钝圆的革兰氏阴性细

菌。结合菌落和菌体特征，初步判定分离菌 Ｔ２０１９
疑似为奇异变形杆菌。

２．２　生化试验
生化试验结果见表３，根据《伯杰氏鉴定细菌学

手册》，分离菌 Ｔ２０１９的生化鉴定结果与奇异变形
杆菌基本一致。

表３　分离菌Ｔ２０１９的生化试验结果

生化指标 结果 生化指标 结果

葡萄糖 ＋ 苯丙氨酸脱氨酶 －

乳糖 － 氯化氢 －

麦芽糖 － 靛基质 ＋

蔗糖 － ＭＲ试验 ＋

阿拉伯糖 － ＶＰ试验 ＋

赖氨酸脱氨酶 ＋ 尿素酶 ＋

　　注：“＋”表示反应呈阳性；“－”表示反应呈阴性。

２．３　药敏试验
由表４可知，分离菌 Ｔ２０１９除对米诺环素和氯

霉素表现为敏感，对四环素和多西四环素表现为中

介以外，对其他所试抗生素均表现为耐药。

２．４　１６ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增
扩增结果见图 １，得到 １条清晰的、大小约为

１５００ｂｐ的条带，与可查证的奇异变形杆菌的特异
性条带大小接近，与预期结果相符。

２．５　１６ＳｒＲＮＡ同源性比对和遗传进化分析
结果（表５、图２）显示，分离菌株 Ｔ２０１９与发表

的菌株 ＮＣＴＣ１１９３８（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＭＮ３２６６９２．１）
同源性最接近，高达１００％，ＮＣＴＣ１１９３８菌株是从印

表４　分离菌Ｔ２０１９的药敏试验结果

抗菌药物 名称
抑制圈直径

（ｍｍ） 判断

四环素类 四环素 １６．０ Ｉ

多西四环素 １９．０ Ｉ

米诺环素 ２１．０ Ｓ

氨基糖苷类 庆大霉素 １３．０ Ｒ

卡那霉素 ６．５ Ｒ

新霉素 ９．５ Ｒ

磺胺类 复方新诺明 ６．０ Ｒ

氯霉素类 氯霉素 ２３．５ Ｓ

糖肽类 万古霉素 ６．０ Ｒ

林可酰胺类 克林霉素 ６．０ Ｒ

大环内酯类 麦迪霉素 ６．０ Ｒ

红霉素 ６．０ Ｒ

　　注：依据国际标准进行判定，抑菌圈直径≥２０ｍｍ为敏感 Ｓ；抑

菌圈直径１５～１９ｍｍ为中介Ｉ；抑菌圈直径≤１４ｍｍ为耐药Ｒ。

度的动物懒熊粪便中分离得来，鉴定为奇异变形杆

菌，由此从分子水平上可将分离株 Ｔ２０１９确定为奇
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异变形杆菌。

２．６　耐药基因的检测结果
耐药基因经 ＰＣＲ检测后，ａｎｔ（３″）－Ｉ、ｓｔｒＡ、ｓｕｌ２

和ｔｅｔＢ基因电泳检测结果片段大小与预期片段大小
一致；除此之外，其他所试耐药基因均未检出（图３
至图５）。

表５　变形杆菌１６ＳｒＲＮＡ基因序列源性比对

１６ＳｒＲＮＡ
基因序列

Ｔ２０１９ ＮＣＴＣ１１９３８ＡＬＫ０４４ ＷＷｉ８２ ＢＭＢ－３ ＤＺ－０７ ＰＭＳＤ ＡＡＫ３ ＭＨ１３ ＮＡ９ ＦＩＴＭＪ－１３

Ｔ２０１９ ９７．９ ９９．７ ９９．３ ９６．２ ８０．５ ９４．８ ８６．０ ８０．１ ９６．７ ８８．３

ＮＣＴＣ１１９３８ ２．２ ９７．９ ９８．１ ９６．０ ８１．６ ９４．８ ８７．１ ８１．１ ９６．６ ８９．４

ＡＬＫ０４４ ０．３ ２．１ ９９．５ ９６．３ ８０．７ ９４．９ ８６．３ ８０．２ ９６．７ ８８．５

ＷＷｉ８２ ０．７ ２．０ ０．５ ９６．２ ８１．１ ９５．０ ８５．９ ８０．０ ９６．８ ８８．９

ＢＭＢ－３ ３．９ ４．１ ３．８ ３．９ ７８．１ ９８．５ ８４．０ ７８．１ ９９．０ ８６．０

ＤＺ－０７ ２２．７ ２１．１ ２２．４ ２１．８ ２５．９ ７６．７ ９３．３ ８７．６ ７８．６ ９０．８

ＰＭＳＤ ５．４ ５．４ ５．３ ５．２ １．５ ２７．９ ８２．６ ７６．７ ９８．０ ８４．６

ＡＡＫ３ １５．４ １４．１ １５．２ １５．６ １８．０ ７．０ １９．８ ９３．８ ８４．５ ８６．３

ＭＨ１３ ２３．２ ２１．７ ２３．０ ２３．３ ２６．０ １３．５ ２８．０ ６．４ ７８．５ ８０．５

ＮＡ９ ３．４ ３．５ ３．３ ３．３ １．０ ２５．２ ２．０ １７．４ ２５．３ ８６．４

ＦＩＴＭＪ－１３ １２．７ １１．４ １２．５ １２．０ １５．６ ９．８ １７．３ １５．２ ２２．６ １５．０

　　注：左下角代表变异度，％；右上角代表同源性，％。

３　讨论与结论

奇异变形杆菌病是近些年在动物中多发的急

性细菌性传染病，发病率主要集中在猪、鸡、羊等家

禽中，兔感染奇异变形杆菌的报道较为少见。本研

究从腹泻死亡的幼兔肠道中分离得到１株疑似病原
菌进行鉴定，对分离菌进行了革兰氏染色、生化鉴

定、１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析，最终确定分离菌株为
奇异变形杆菌。奇异变形杆菌为多种动物易感的

致病菌，对于不同种群和不同习性的动物感染后的

临床表现有所差异，在哺乳动物中常见腹泻、肺炎
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等症状。近年有新研究发现，感染奇异变形杆菌可

导致动物流产，但目前仅见于少数动物，如狐狸［１８］。

奇异变形杆菌的主要毒力因子包括鞭毛、菌

毛、尿素酶等，该菌的鞭毛有利于其在普通细胞中

定植，在感染动物机体时，首先附着于机体防御较

弱的部位以及伤口处进行大量繁殖，通过分泌特定

蛋白来破坏细胞表面，进而进入细胞内部，开始分

泌大量致病因子，毒力因子与受染细胞结合使细胞

正常功能改变，最终侵害动物机体［１］。

近年来，由于抗生素的大量滥用，大量致病菌

都表现出对相应药物的耐药性，奇异变形杆菌也不

例外，其对多种抗生素表现出高度耐药性。在养殖

业中，商户大都偏爱在饲料中添加抗生素，但抗生

素的不规范添加会直接导致细菌变异产生耐药基

因，各类饲料添加剂也会对致病菌的耐药性产生影

响。在兽医临床中，抗生素的滥用导致原始剂量已

无法达到治疗效果，必须加大剂量投入才能显示药

效，这对养殖业大为不利，不仅增加了饲养成本，也

将动物病程延长，影响动物生产性能，且使用大量

的抗生素容易在动物体内积累，当动物排便或死亡

后，抗生素重新堆积于土壤和污水中，对环境造成

污染，且可能会有耐药基因二次传递的危险［１９］。所

以要想避免感染奇异变形杆菌对自身养殖业造成

损失，最重要的方法在于如何防止细菌感染和传

播，首先要确保养殖场的环境卫生，及时清理动物

粪便，不要过度密集地养殖，保持通风，每周进行

３～４次的全方位清洁并消毒，将动物放出棚外进行
户外运动，保持身心愉悦；其次，注意饲料中抗生素

的添加，按照相关说明规范合理地添加抗生素，切

勿秉持多种类多数量的观念；最后，若养殖场出现

患病动物，及时将其隔离，进行全面消毒，无害化处

理患病动物的排泄物，防止对环境造成污染，制造

疾病传播源。
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