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黑斑蛙普通变形杆菌的分离鉴定及药物敏感性分析
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摘要 为探明养殖场黑斑蛙大量死亡的原因，从患病黑斑蛙的脑、脊及肝肾中分离纯化一株致病菌 
B20200824，经过生理生化测定、16S rRNA 序列测序及进化树构建对该菌株进行鉴定，利用纸片扩散法和肉汤

微量稀释法分别测定该菌株的敏感性和最小抑菌浓度（minimal inhibitory concentrations，MICs） 。经鉴定，发现

该菌株为革兰氏阴性短杆菌，生化特征与普通变形杆菌一致，16S rRNA 序列分析和进化树研究发现该菌株与

普通变形杆菌有较高亲缘性，基因相似性达到 99%以上，因此将该病原菌鉴定为普通变形杆菌。药敏试验结果

显示，该菌株对诺氟沙星、阿莫西林和恩诺沙星等 6种药物耐药，对多西环素、红霉素2种药物中介，对阿奇霉素、

头孢噻肟和氟苯尼考等 5 种药物敏感；13 种药物的 MICs 试验结果显示，氟苯尼考最小抑菌质量浓度为 0.25 
μg/mL，亚胺培南、左氧氟沙星和阿奇霉素的最小抑菌质量浓度为 0.125 μg/mL，头孢噻肟的最小抑菌质量浓度

为 0.061 25 μg/mL，该测定结果与药敏试验结果基本一致。以上结果表明，普通变形杆菌可导致养殖黑斑蛙发

病和死亡，在生产中可使用氟苯尼考进行防控。
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黑斑蛙（Pelophylax nigromaculatus）又名青蛙、

田鸡，属蛙科、侧褶蛙属的两栖类动物，广泛分布于

中国、日本、韩国及俄罗斯，在我国主要分布于华北、

华中及华南（除海南、云南和台湾）部分地区的平原

和丘陵［1］。黑斑蛙具有较高的药用和食用价值，是重

要的两栖经济品种，其养殖规模不断扩大［2］。集约化

养殖模式的兴起增加了黑斑蛙的产量和经济收入，

但同时也带来了蛙类疾病，如脑膜炎、白内障、胀肚、

红腿病、腐皮病及水霉病等［3］。生产上，引起蛙类疾

病的病原较多，已报道的黑斑蛙病原菌有洛菲不动

杆菌（Acinetobacter lwoffi）［1］、肺炎克雷伯菌（Klebsi⁃
ella pneumoniae）［4］、脑膜炎脓毒性黄杆菌（Flavobac⁃
terium meringosepticum）［5］、米尔伊丽莎白菌（Eliza⁃
bethkingia miricola）［6］、脑膜炎败血伊丽莎白菌（Eliz⁃
abethkingia meningoseptica）［7］等，一旦感染可导致

20%~100%的死亡率。由此可见，大量的病原菌威

胁着黑斑蛙的健康养殖，不仅给养殖者带来巨大的经

济损失，还对蛙类产品的质量安全造成潜在的影响。

普通变形杆菌（Proteus vulgaris）是一种肠杆菌

科变形杆菌属的革兰氏阴性杆菌，是一种人畜共患

病原菌［8-9］。该菌存在于动物肠道［10-11］，不仅可引起

猪［12］、鸡［13］和大熊猫［14］等陆生动物发病，还可导致

罗非鱼（Oreochromis mossambicus）［15］、中华鳖（Tri⁃
onyx sinensis）［16］、对虾（Penaeus orientalis）［17］等水生

动物的细菌性传染病。此外，该菌是一种食源性病

原菌，通过导致食物腐败变质，引起人类食物中

毒［18-19］。普通变形杆菌分布极为广泛，对于该菌的

预防与治疗常常依赖抗生素，而抗生素的不合理使

用导致了耐药性菌株的出现［20］。

2020年 8月湖北省某养殖场的黑斑蛙出现大量

死亡，为了确定其死亡原因，对患病黑斑蛙进行剖解

及病原学检查、鉴定，并对其分离菌株进行常见抗生

素的敏感性测定，旨在为黑斑蛙普疾病的防控提供

理论依据。

1　材料与方法

1.1　试验材料

患病蛙样本采自荆州某养殖场；健康蛙购自市
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场；抗生素标准品多西环素、新霉素、头孢噻肟、阿莫

西林、红霉素、阿奇霉素、恩诺沙星、亚胺培南、诺氟

沙星、氟苯尼考、头孢拉定、左氟氧沙星、利福平由北

京索莱宝公司提供；药敏纸片由杭州微生物试剂有

限公司提供；其他试剂购自武汉毫升生物技术有限

公司。

1.2　细菌的分离纯化

取患病症状明显的黑斑蛙用无菌 PBS 缓冲液 
反复清洗蛙体表 4~5 次，于超净工作台剖取蛙的脑、

脊、肝脏和肾脏，生理盐水冲洗 3次后用无菌手术剪

刀各剪取一小块组织，在无菌匀浆器中研磨均匀，取

匀浆液用无菌PBS梯度稀释后接种于脑心浸液琼脂

（BHI）培养基培养16~18 h（28 ℃）。

1.3　人工感染试验

挑取单菌落于BHI固体培养基培养至对数生长

中期（28 ℃），用麦氏比浊管将菌液稀释至 5个不同的

浓度梯度（1.5×108~1.5×104 CFU/mL）。挑选健康

的黑斑蛙作为试验动物，每组 20 只，试验前预饲养

7 d，期间未出现疾病和死亡则用于后续感染试验。

健康黑斑蛙通过腹腔注射 200 μL 上述菌液建立感

染，对照组注射相同体积的生理盐水。试验期间保

持水温在 25~28 ℃，溶氧保持在 5.5~7.5 mg/L。感

染后每 24 h 观察各试验组蛙的发病和死亡情况，并

及时做好记录。采用 Bliss 法计算其半数致死浓度

（LC50），取濒死蛙的脑、脊、肝脏及肾脏进行病原菌

的分离及鉴定。

1.4　分离菌的生理生化鉴定

挑取单菌落革兰氏染色后于光学显微镜下观察

细菌的形态。同时用无菌生理盐水将试验菌株的单

菌落重悬，于 AP120E 生化鉴定试剂条中培养 24 h
（37 ℃），在 ATB32GN 细菌鉴定系统中进行生化

鉴定。

1.5　分离菌基因序列分析

使用DNA提取试剂盒提取分离菌株的DNA，以

此作为模板，用通用引物扩增目的基因片段［21-22］。

上 游 引 物 序 列 ：5′-AGAGTTTGATCCTGGCT⁃
CAG-3′，下 游 引 物 序 列 ：5′-GGTTACCTTGT⁃
TACGACTT-3′。扩增产物经测序后，将目的基因

序 列 通 过 BLAST 软 件 进 行 同 源 性 比 对 ，使 用

MEGA 6.0构建系统发育树。

1.6　分离菌的药敏试验

分离菌株对常见抗菌药物的敏感性通过纸片扩

散法（K-B）来测定［23］。挑取单菌落于 BHI液体培养

基 振 荡 培 养 至 对 数 生 长 期（28 ℃ ，180 r/min）。

12 000 r/min 离心 2 min 收集菌体，用无菌 PBS 缓冲

液 重 悬 洗 涤 2~3 次 后 将 菌 悬 液 调 至 1.5×
108  CFU/mL。取药敏纸片贴于菌液涂布均匀的培

养基（28 ℃）过夜培养后测定抑菌圈直径，根据纸片

说明书判定结果。

1.7　分离菌最小抑菌浓度测定

在 96 孔板中加入受试药物，倍比稀释后的药物

质量浓度分别为 32、16、8、4、2、1、0.5、0.25、0.125、
0.062 5 μg/mL。菌液按本文材料与方法“1.6”的描

述制备并稀释至 1×106 CFU/mL，然后加入 96孔板

中，使每孔菌液的终浓度为 5×105 CFU/mL。每种

药物进行 3次重复试验，同时设置阳性对照和阴性对

照组。于 28 ℃生化培养箱中培养 16~18 h，其中以

没有细菌生长的孔为最小抑菌浓度（minimal inhibi⁃
tory concentration，MIC）。

2　结果与分析

2.1　分离菌株的培养特性

采取濒死黑斑蛙的脑、脊、肝脏及肾脏进行细菌

分离，得到 1 株优势菌，命名为 B20200824，菌落在

BHI 平板上呈乳白色，钝圆，边缘不规则；光学显微

镜下观察到该菌为短杆状，排列无规则，革兰氏染色

显示为阴性。

2.2　分离菌株对健康黑斑蛙的毒力

健康的试验黑斑蛙腹腔注射 B20200824 菌液

后，7 d 内的发病死亡情况如表 1 所示。不同浓度菌

液感染后，黑斑蛙出现不同程度的死亡现象，高浓度

注射试验组的黑斑蛙在 2 d内全部死亡，随着浓度的

降低，死亡率也剂量依赖性下降。试验组黑斑蛙出

现不同程度的发病症状，如精神不振，行动缓慢，采

食量下降，歪头，眼睛浑浊，腹部膨胀等。对患病蛙

进行剖检，发现蛙腹部有大量的腹水，肝脏和肾脏有

膨大、发白等病变。同时从脑、脊、肝脏和肾脏分离

出来的细菌，经鉴定后与 B20200824 菌株一致。试

验期间，阴性对照组无明显的发病，未出现死亡。  
B20200824 菌 株 对 黑 斑 蛙 的 LC50 为 1.92×105 
CFU/mL。

2.3　生化鉴定结果

分离株的生化鉴定结果如表 2所示，将该结果输

入至ATB32GN细菌鉴定系统后发现，分离菌株的生

化特征与普通变形杆菌的生化特征相似度为100%。
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2.4　16S rRNA 序列分析

利用通用引物扩增得到了 B20200824 菌株 16s 
rRNA 的基因片段，将扩增产物纯化后进行测序，通

过序列比对发现该菌株与普通变形杆菌的同源性较

高。系统发育树结果（图 1）显示，该菌株与普通变形

杆菌 P3M 株（CP060211.1）聚为一支，同源性达到

99%。再结合该菌株的生理生化鉴定结果，可将该

菌判定为普通变形杆菌。

2.5　菌株的药敏试验结果

利用 K-B 法测定了该菌对 13 种抗生素的敏感

性，结果如表 3 所示。该菌对 6 种药物耐药，分别是

诺氟沙星、阿莫西林、新霉素、恩诺沙星、头孢拉定和

利福平，对多西环素和红霉素中度敏感，而对阿奇霉

素、头孢噻肟、氟苯尼考、亚胺培南和左氧氟沙星 5种

药物敏感。使用肉汤稀释法测定 13种药物的MICs，
结果见表 4，其中氟苯尼考、亚胺培南、左氧氟沙星、

阿奇霉素和头孢噻肟等 5种药物的抑菌效果较好，与

敏感性试验结果一致。

3　讨 论

普通变形杆菌是一种条件致病性的人畜共患病

原菌，近年来，该菌引起水产动物的细菌性疾病的报

道逐渐增多［15，24］。李槿年等［16］发现感染普通杆菌

的中华鳖皮肤溃烂或有穿孔症状。杨移斌等［25］发

现感染普通变形杆菌的斑点叉尾鮰体表溃烂，肛门

发炎，流出黏液，脾肾充血，肠道坏死。许兵等［17］观

察到感染普通变形杆菌的对虾腿部变红，肝肾发

白。普通变形杆菌感染的石斑鱼体表有溃疡，且腹

部膨胀［26］。本试验首次在患病黑斑蛙中分离到普

通变形杆菌，回归试验发现，感染普通变形杆菌的

黑斑蛙采食量下降，精神萎靡，眼睛浑浊，有运动障

碍，腹部胀大，解剖后可见，肝脏、脾脏肿大发白，肾

脏轻微出血，肠道内容物减少，腹部有大量的腹水

等主要症状。黄杰等［15］从罗非鱼内脏组织分离出

1 株普通变形杆菌，发现其半致死浓度为 1.3×
106～1.3×107 CFU/尾，高于本研究中病原菌的半致

死浓度，提示本研究所分离的菌株致病力较强。

表1　健康黑斑蛙感染分离菌株后的死亡情况

Table 1　Mortality of healthy Pelophylax nigromaculatus after infection with isolated strain

分组

Group

1
2
3
4
5
6

蛙数量

Number

20
20
20
20
20
20

感染浓度/（CFU/mL）
Concentration

1.5×108

1.5×107

1.5×106

1.5×105

1.5×104

生理盐水 Normal saline

感染后不同时间死亡数 Deaths after infection
1 d
15
11
9
5
0
0

2 d
5
3
3
3
2
0

3 d
0
2
2
2
1
0

4 d
0
1
1
0
0
0

5 d
0
0
0
0
0
0

6 d
0
0
0
0
0
0

7 d
0
0
1
0
0
0

死亡率/% 
Mortality

100
85
75
50
15
0

表2　分离菌株的生化鉴定结果

Table 2　Biochemical characterization of the isolate

测定项目

Tested
 parameters

鸟氨酸脱羧酶

Ornithine 
decarboxylase

色氨酸脱羧酶

Tryptophan 
decarboxylase

精氨酸双水

解酶

Arginine 
dihydrolse

β-半乳糖苷酶

β-Galactosidase

VP试验

VP test

肌醇

Inoitol

尿素酶

Urease

氧化酶

Oxidase

柠檬酸盐

Citrate

硫化氢

Hydragen 
sulfide

阿拉伯糖

Arabinose

NO3→NO2

NO3→N2

B2020
0824

-

+

-

-

-

-

+

-

-

+

-

+

-

普通变形

杆菌

Proteus 
vulgaris

-

+

-

-

-

-

+

-

-

+

-

+

-

测定项目

Tested 
parameters

赖氨酸脱

羧酶

Lysine
decarboxyl⁃

ase
葡萄糖

发酵

Glucose 
fermenta⁃

tion

苦杏仁苷

Amygdalin

麦康凯

MacConkey

甘露醇

Mannitol

山梨醇

Sorbitol

蔗糖

Sucrose

鼠李糖

Rhamnose

蜜二糖

Melibiose

葡萄糖

氧化

Glucose 
oxidation

明胶

Gelatin

运动性

Mobility

B20200824

-

+

-

+

-

-

+

-

-

+

+

+

普通变形

杆菌

Proteus 
vulgaris

-

+

-

+

-

-

+

-

-

+

+

+
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在水产养殖中滥用抗生素导致了越来越多的耐

药菌株的产生，研究发现不同的水产养殖动物对普

通变形杆菌具有不同的毒力耐受性，不同来源的菌

株对抗生素的敏感性及耐药性也不同。Rahim［27］在

临床上分离出的普通变形杆菌对红霉素等四种药物

耐药，对头孢噻肟高度敏感。牛金利等［13］在鸡源普

通变形杆菌的药敏试验中发现供试菌株对青霉素、

红霉素等药物耐药，对头孢噻肟、庆大霉素等药物高

度敏感。与本试验显示的红霉素为中度敏感有差

异，对头孢噻肟高度敏感，头孢拉定耐药一致，这可

图1 系统发育树

Fig.1 Phylogenetic tree
表4　抗菌药物对 B20200824 分离菌株的MICs
Table 4　The MICs of antibiotics to B20200824

药物名称

Antibiotics

多西环素

Doxycycline

诺氟沙星

Norfloxacin

阿莫西林

Amoxicillin

红霉素

Erythromycin

阿奇霉素

Azithromycin

头孢噻肟

Cefotaxime

恩诺沙星

Enrofloxacin

MIC/
（μg/mL）

8

32

>32

16

0.125

0.061 25

8

药物名称

Antibiotics

氟苯尼考

Flofenicol

新霉素

Neomycin

利福平

Rifampin

亚胺培南

Imipenem

左氟氧沙星

Levofloxacin

头孢拉定

Cefradine

MIC/
（μg/mL）

0.25

16

16

0.125

0.125

>32

注：表中数据为 3 次重复的平均值。Note： Data in the table are 
the mean of 3 replicates.

表3　B20200824 分离菌株对13种抗生素药物的敏感性

Table 3　Antibiotic susceptibility of B20200824 strain to 
13 kinds of antibiotics

药物名称

Antibiotics

多西环素

Doxycycline

诺氟沙星

Norfloxacin

阿莫西林

Amoxicillin

红霉素

Erythromycin

阿奇霉素

Azithromycin

头孢噻肟

Cefotaxime

恩诺沙星

Enrofloxacin

氟苯尼考

Flofenicol

新霉素

Neomycin

利福平

Rifampin

亚胺培南

Imipenem

左氟氧沙星

Levofloxacin

头孢拉定

Cefradine

含量/（μg/disc）
Content

30

30

20

15

15

30

10

30

30

15

10

30

30

抑菌圈直径/mm
Inhibition zone

10.48±2.96

0

0

15.28±2.71

21.23±2.22

30.47±2.18

10.18±2.74

20.48±1.66

0

15.93±1.87

20.52±2.2

25.98±0.12

0

敏感度

Susceptibility

I

R

R

I

S

S

R

S

R

R

S

S

R

注：S：敏感；I：中介；R：耐药。Note： S： Susceptible； I： Intermedi⁃
ate； R： Resistant.
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能与养殖场的用药方法不同相关，导致耐药性有差

异。该菌株对红霉素的耐药结果与侯忠余［28］的研

究一致，对氟苯尼考敏感与柯文杰等［29］的研究

一致。

在对 13 种抗菌药物的耐药性测试中，本试验分

离出的普通变形杆菌对 6种药物耐药，说明此菌株具

有多重耐药性。普通变形杆菌与奇异变形杆菌都有

一定的耐药性，给人类和动物健康造成严重的威胁，

促使我们寻找新型安全的抗菌剂。抗菌肽因其强大

的抗菌、抗生物膜、抗炎和抗氧化特性使其成为开发

新型肽类抗生素的理想药物，其中有 3种抗菌肽类似

物已在开展临床试验［30-31］。同时有研究证明，在体

外抗菌肽与抗生素联用具有显著的抗菌效果［32］。因

此，可以考虑联合用药来抑制细菌的感染。本研究

发现，所分离的普通变形杆菌对氟苯尼考敏感，可用

于该病的防控，但须按照药品说明书的剂量使用，并

严格执行休药期规定。
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Isolation， identification and susceptibility of a pathogenic Proteus 
vulgaris isolated from diseased Pelophylax nigromaculatus

ZHANG Yuze1,2,ZHANG Defu2,YANG Qiuhong1,ZHOU Shun1,AI Xiaohui1,DONG Jing1

1.Yangtze River Fisheries Research Institute， Chinese Academy of Fishery Sciences， Wuhan 430223， China；
2.College of Food Science and Engineering， Bohai University， Jinzhou 121013， China

Abstract To clarify the cause of mortality in Pelophylax nigromaculatus， a pathogenic bacterial 
strain designated B20200824 was isolated from the brain， spine， liver， and kidney of diseased P. nigromac⁃
ulatus. The strain was identified through physiological and biochemical assays， 16S rRNA sequencing， and 
phylogenetic analysis.. Subsequently， the susceptibility and minimal inhibitory concentrations （MICs） were 
determined using the Kirby-Bauer （K-B） and broth micro-dilution methods， respectively. After identifica⁃
tion， the strain was characterized as a Gram-negative short bacillus with biochemical properties consistent 
with those of Proteus vulgaris. Moreover， 16S rRNA sequencing and phylogenetic analysis revealed that 
the strain exhibited a close genetic relationship with P. vulgaris， which shared over 99% genetic homology. 
Consequently， strain B20200824 was identified as P. vulgaris. The results of the drug susceptibility test 
showed that the strain was resistant to norfloxacin， amoxicillin， enrofloxacin， and 3 other drugs； it showed 
intermediate resistance to doxycycline and erythromycin， and susceptible to azithromycin， cefotaxime， flor⁃
fenicol， and 2 other drugs. The MIC of florfenicol was 0.25 μg/mL， while the MICs for imipenem， levo⁃
floxacin， and azithromycin were 0.125 μg/mL， and for cefotaxime it was 0.061 25 μg/mL， respectively. 
These results were consistent with those obtained from the susceptibility assay. Taken together， these find⁃
ings demonstrate that P. vulgaris can cause disease in P. nigromaculatus， and florfenicol is recommended 
for controlling infections caused by P. vulgaris in clinical practice.

Keywords Pelophylax nigromaculatus； Proteus vulgaris； susceptibility test； antibiotic resistance
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