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［摘　 要］ 　 对患呼吸系统疾病的病羊进行病原的分离，并对分离菌进行形态观察、致病性试验、
１６ＳｒＤＮＡ 基因序列的测定及药敏试验。 结果显示，分离菌对健康 Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠具有较强的致病性，其
引发小鼠的病理变化与临床剖检患病山羊的病理变化相同，均为急性间质性肺炎。 １６ＳｒＤＮＡ 基因

序列测定结果表明其与杀鲑气单胞菌的 １６ＳｒＤＮＡ 基因序列一致性为 ９８％，该菌株仅对头孢噻肟、强
力霉素等药物敏感，对氧氟沙星、氟苯尼考、庆大霉素、环丙沙星、恩诺沙星、丁胺卡那霉素、大观霉

素、诺氟沙星、克林霉素、氨苄西林、阿莫西林等临床常用药物均呈不同程度的耐药性。
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　 　 杀鲑气单胞菌（Ａ． ｓａｌｍｏｎｉｄａ）是气单胞菌科气

单胞菌属的一员，呈全球性分布，广泛存在于淡水、
污水和土壤中，宿主范围较广。 该菌属条件性致病

菌，可经皮肤、鳃、口及血液等途径传染，多引起水

生动物包括鲑鳟鱼类和非鲑科鱼类发病［１－４］，给水

产养殖业带来了严重的经济损失。 １９８４ 年 Ｅｍｍｅｒｉｃｈ
和 Ｗｅｉｂｅｌ 首次从患病溪鳟中分离到该病原菌［５］，
近年来相关研究显示，其宿主范围正逐步扩大，除
导致水生生物发生疖疮病或溃疡病等［６］，还可引起

人畜食物中毒，同时，随着临床抗生素不合理使用

导致细菌产生耐药性及耐药菌株在不同种群间的

传播，给人畜健康和食品安全问题造成巨大威

胁［６－８］。 ２０１６ 年夏季吉林省某羊场饲养的山羊陆

续产生体温升高，呼吸困难等症状，最终相继死亡。
本研究对其送检的病羊肺脏组织进行病原微生物

的分离培养，结合分子生物学鉴定方法确定分离菌

株为多重耐药的杀鲑气单胞菌，并通过致病性实验

和药物敏感性检测确定其致病性及耐药性，以期为

临床疾病的防制提供科学的参考依据。
１　 材料与方法

１．１　 病料来源　 采自吉林省某羊场患有呼吸系统

疾病病羊的肺脏组织。
１．２　 试剂与培养基　 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶、１０×Ｂｕｆｆｅｒ、
ｄＮＴＰｓ、ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、ｐＭＤ１８－Ｔ 载体均购自

Ｔａｋａｒａ 公司；ＤＮＡ 抽提试剂盒、胶回收试剂盒、ＬＢ
培养基均购自生工生物工程（上海）股份有限公司；
ＢＨＩ 平板（脑心浸出液琼脂）和脑心浸出液肉汤购

自赛奥克生物公司；多黏菌素 Ｂ、强力霉素、链霉

素、环丙沙星、氟苯尼考、头孢噻肟等药品购自中国

兽医药品监察所和索莱宝生物科技有限公司。
１．３　 实验动物　 ２０ ～ ２５ ｇ Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠 ９０ 只，雌雄

各半，购自吉林大学实验动物中心。
１．４　 山羊肺脏的病理组织学检查　 对采集到的病

羊肺脏组织进行初步的病理学变化观察，并取病变

严重部位用 １０％的甲醛溶液固定，然后将固定好的

组织修整为大小 １ ｃｍ２ 的正方体块，经过对组织洗

涤、脱水、透明、浸蜡、包埋、切片、Ｈ．Ｅ 染色和封片

等一系列处理，在显微镜下进行病理组织学观察。
染色过程参考 Ｆｉｓｃｈｅｒ 等［９］的方法。

１．５　 细菌的分离培养 　 无菌操作下，取患病山羊

肺脏组织划线接种于 ＢＨＩ 平板上，３７ ℃恒温培养

２４ ｈ。 挑取形态大小不同的单一菌落反复划线纯

化培养，观察记录菌落的形态、颜色、大小等特征。
纯化后的菌液于 ４ ℃保存待用。
１．６　 小鼠致病性试验 　 菌液制备：将上述纯化后

分离菌分别接种于 ＢＨＩ 固体培养基，３７ ℃恒温培

养 ２４ ｈ，挑取单个菌落接种于 ５ ｍＬ ＬＢ 液体培养

基，置于恒温摇床中 ３７ ℃，１５０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养至菌液

浓度为 ０．５ 麦氏比浊度。 动物试验：Ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠，
随机分组，每组 １０ 只，实验组小鼠腹腔注射上述培

养菌液 ０．０２ ｍＬ ／ ｇ，对照组腹腔注射相同剂量的 ＬＢ
液体培养基，隔离饲养，随时观察小鼠的精神状态

并记录。 本实验经吉林农业大学伦理委员会批准。
１．７　 小鼠肺脏的病理组织学观察　 无菌采取试验

组死亡小鼠和对照组小鼠的肺脏组织进行 Ｈ．Ｅ 染

色切片制备及病理组织学检查。
１．８　 分离菌株 １６ＳｒＤＮＡ 特异性核酸片段的扩增　
使用生工生物工程有限公司的细菌基因组 ＤＮＡ 快

速抽提试剂盒提取分离致病菌基因组，以提取的基

因组作为模板，采用 １６ＳｒＤＮＡ 通用引物（上游引

物：５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′；下游引

物：５′－ＡＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣＣＡＧＣＣＧＣＡ－３′）对分离菌

株进行 １６ＳｒＤＮＡ 特异性核酸片段的 ＰＣＲ 扩增。 引

物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
ＰＣＲ 反应体系 ２５ μＬ：ＤＮＡ 模板 ４ μＬ，ｄＮＴＰ

２ μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ ２．５ μＬ，Ｅｘ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚含酶 ０．３ μＬ，
上下游引物各 ０．５ μＬ，ｄｄ Ｈ２Ｏ 补至 ２５ μＬ。 ＰＣＲ 扩

增条件：９５ ℃ － ５ ｍｉｎ；９５ ℃ － ４５ ｓ，５０ ℃ － ４５ ｓ，
７２ ℃－１ ｍｉｎ ４５ ｓ，３２ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。

ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测，对目的

条带进行回收纯化，纯化产物与 ｐＭＤ１８－Ｔ 克隆载

体连接，克隆至大肠杆菌 ＤＨ５α 感受态细胞中，提
取质粒进行 ＰＣＲ 鉴定。 阳性克隆质粒送至生工生

物工程（上海）股份有限公司进行基因序列测定。
１．９　 系统进化分析　 将分离致病菌 １６ＳｒＤＮＡ 基因

序列与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中的相关核酸序列进行

Ｂｌａｓｔ 比对分析，并应用 ＭＥＧＡ６．０ 软件构建系统进

化树。
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１．１０　 药物敏感性试验　 选取庆大霉素、丁胺卡那

霉素、氟苯尼考、头孢噻肟、环丙沙星、氧氟沙星等

１９ 种兽医临床常用的抗菌药物，采用平皿二倍稀释

法测定分离致病菌株对临床常用药物的体外敏感

性。 药敏试验结果参照美国临床实验室国家标准

化管理委员会（ＣＬＳＩ２０１５）标准判定敏感率、中介

率、耐药率。
２　 结果与分析

２．１　 病羊肺脏组织的病理学检查　 对患病山羊的

肺脏组织进行病理学观察，可见病变肺脏肺泡轮廓

界限不明显，肺间质增宽，细支气管壁脱落和肺水

肿的变化（图 １ Ａ），并且伴有巨噬细胞和嗜中性粒

细胞浸润的现象（图 １ Ｂ），而健康羊肺组织无病变

（图 １ Ｃ）。
２．２　 细菌的分离培养 　 在超净工作台中，取患病

山羊肺脏组织样品划线接种于 ＢＨＩ 平板上，３７ ℃
恒温培养后，可见圆形略微凸起、边缘整齐、光滑、

半透明、较湿润的中等大小微白色菌落。
２．３　 小鼠致病性试验结果　 实验组小白鼠在接种

菌液 ６ ｈ 后其中一组出现眼睑肿胀，眼分泌物增多

并伴有轻微出血的现象，精神萎靡，表现为对外界

刺激反应迟钝，不愿活动。 １２ ｈ 后 ４ 只小白鼠死

亡，３６ ｈ 后 １０ 只小白鼠全部死亡。 而对照组小白

鼠完全正常，无任何异状。 剖检实验组死亡小白鼠

可见明显的肺脏出血，且从病死小白鼠肺脏重新分

离得到上述致病菌。 对照组小白鼠继续饲养 ７ ｄ
后全部存活，剖检未见相关病变。
２．４　 小鼠肺脏组织的病理学检查结果　 对病死小

白鼠肺脏进行病理组织学检查，结果显示实验组死

亡小白鼠的肺脏组织出现了急性间质性肺炎（图 ２
Ａ）和肺水肿，肺泡膈充满水肿液（图 ２ Ｂ），而对照

组小白鼠的肺脏无病理学变化（图 ２ Ｃ）。 可见，该
分离菌引发小白鼠的病理变化与临床剖检患病羊

的病理变化相同，均为急性间质性肺炎。

Ａ：患病羊肺间质增宽；Ｂ：患病羊肺脏组织嗜中性粒细胞浸润；Ｃ：健康羊肺脏

Ａ： ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍｅ ａｒｅ ｗｉｄｅｎｅｄ； Ｂ： ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ； Ｃ： ｈｅａｌｔｈｙ ｇｏａｔ ｌｕｎｇｓ

图 １　 羊肺脏的 Ｈ．Ｅ 染色切片（１０×２０）

Ｆｉｇ １　 Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｓｌｉｃｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｏｆ ｇｏａｔ（１０×２０）

Ａ：死亡小鼠出现急性间质性肺炎；Ｂ：死亡小鼠肺泡膈充满水肿液；Ｃ：健康小鼠肺脏

Ａ： ａｃｕｔｅ ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ ｐｎｅｕｍｏｎｉａ ｉｎ ｄｅａｄ ｍｉｃｅ； Ｂ： ａｌｖｅｏｌａｒ ｓｅｐｔａ ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｅｄｅｍａ ｆｌｕｉｄ； Ｃ： ｈｅａｌｔｈｙ ｍｉｃｅ ｌｕｎｇｓ

图 ２　 小鼠肺脏的 Ｈ．Ｅ 染色切片（１０×２０）

Ｆｉｇ ２　 Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ ｓｔａｉｎｅｄ ｓｌｉｃｅ ｏｆ ｌｕｎｇ ｉｎ ｍｉｃｅ（１０×２０）

·３·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ４ 月第 ５２ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

２．５　 １６ＳｒＤＮＡ 特异性核酸片段的扩增结果　 以提

取的分离菌基因组 ＤＮＡ 为模板，进行 １６ＳｒＤＮＡ 特

异性核酸片段的 ＰＣＲ 扩增，其扩增产物进行 １％琼

脂糖凝胶电泳检测。 结果显示，ＰＣＲ 反应成功扩增

得到一条大小约为 １５００ ｂｐ 的条带（图 ３）。 对目的

片段进行序列测定，测定结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中

经 Ｂｌａｓｔ 对比分析，结果显示该分离菌 １６ＳｒＤＮＡ 序

列与杀鲑气单胞菌 １６ＳｒＤＮＡ 序列一致性为 ９８％，
将其命名为 Ａ．ｓａｌ－１。
２．６　 系统进化分析　 测序结果在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库

中进行 Ｂｌａｓｔ 比对分析， 并应用 ＭＥＧＡ７．０ 软件对分

离菌株与气单胞菌属不同种代表菌株进行系统进

化树构建，结果显示，分离菌 Ａ．ｓａｌ－１ 与 ＧｅｎｅＢａｎｋ 中

已登录的杀鲑气单胞菌处于不同分支（图 ４）。

Ｍ ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ；１：Ａ．ｓａｌ－１ １６Ｓ ｒＤＮＡ 的 ＰＣＲ 产物

Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ；

１：ＰＣＲ－ａｍｐｌｉｆｉｅｄ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ａ．ｓａｌ－１

图 ３　 分离菌 １６ＳｒＤＮＡ 基因的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ ３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ

图 ４　 Ａ．ｓａｌ－１ 与相关菌株的系统发育树

Ｆｉｇ ４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ａ．ｓａｌ－１ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

２．７　 药敏试验结果　 药敏试验结果显示（表 １），分

离菌株 Ａ．ｓａｌ－１ 对头孢噻肟和强力霉素等药物相对

敏感（ＭＩＣ≤２ μｇ ／ ｍＬ），对庆大霉素、氟苯尼考、氧

氟沙星等药物中度敏感（ＭＩＣ≤８ μｇ ／ ｍＬ），对丁胺

卡那霉素、链霉素、大观霉素等药物均有不同程度

的耐药（ＭＩＣ≥２５６ μｇ ／ ｍＬ）。

·４·
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表 １　 分离菌株 Ａ．ｓａｌ－１ 对 １９ 种抗菌药物的敏感性试验

Ｔａｂ １　 Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ Ａ．ｓａｌ－１ ｔｏ １９ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｅｓ

抗菌药物
最小抑菌浓度

／ （μｇ·ｍＬ－１）
判定标准 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

敏感 中介 耐药
敏感程度

丁胺卡那霉素 ＞５１２ ≤１６ ３２ ≥６４ Ｒ

链霉素 ２５６ ≤４ ８ ≥１６ Ｒ

庆大霉素 ８ ≤４ ８ ≥１６ Ｉ

大观霉素 ＞５１２ ≤１６ ３２ ≥６４ Ｒ

氟苯尼考 ４ ≤２ ４ ≥８ Ｉ

环丙沙星 ６４ ≤１ ２ ≥４ Ｒ

氧氟沙星 ４ ≤２ ４ ≥８ Ｉ

诺氟沙星 ＞５１２ ≤４ ８ ≥１６ Ｒ

恩诺沙星 ６４ ≤２ ４ ≥８ Ｒ

强力霉素 ２ ≤４ ８ ≥１６ Ｓ

克林霉素 ＞５１２ ≤０．５ ２ ≥４ Ｒ

头孢噻肟 ﹤ ２ ≤８ ３２ ≥６４ Ｓ

氨苄西林 ＞５１２ ≤１６ ６４ ≥１２８ Ｒ

阿莫西林 ＞５１２ ≤３２ ６４ ≥１２８ Ｒ

氯霉素 ６４ ≤８ １６ ≥３２ Ｒ

阿奇霉素 ＞５１２ ≤０．５ １～４ ≥８ Ｒ

复方新诺明 ＞５１２ ≤２５６ － ≥５１２ Ｒ

头孢曲松 ２ ≤８ １６～３２ ≥６４ Ｓ

多黏菌素 Ｂ １ ≤２ － ≥４ Ｓ

　 “Ｓ”表示高度敏感；“Ｉ”表示中度敏感；；“Ｒ”表示不敏感
　 Ｎｏｔｅ：＂ Ｓ＂ －Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；＂ Ｉ＂ －Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ；＂ Ｒ＂ －Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ

３　 讨论与小结

杀鲑气单胞菌宿主广泛，不仅能引发鲑鳟鱼类

的疖疮病， 还可导致其他多种水生动物发病，
Ｆｅｒｎｎｄｅｚ－Áｌｖａｒｅｚ Ｃ［１０］ 等首次从患病鲈鱼体内分

离到杀鲑气单胞菌，张晓君［１１］ 等的人工感染试验

显示该菌对牙鲆、鲤、鲫、泥鳅等都具有不同程度的

致病作用。 同时，该菌还可传播给人和动物，引起

人畜发生败血症等疾病，国内外均有报道显示，从
猪肉［１２］、人体血液中［１３］ 分离到了杀鲑气单胞菌。
本研究从患有呼吸系统疾病的病羊肺脏组织中分

离到 １ 株病原菌，其对健康小鼠具有较强的致病

性，且该分离菌引发小鼠的病理变化与临床剖检患

病羊的病理变化相同，均为急性间质性肺炎。 分子

生物学鉴定结果显示该菌为杀鲑气单胞菌。
目前，我国对于感染杀鲑气单胞菌的防治仍以

投放抗生素为主要手段，研究表明，在长期的药物

压力下杀鲑气单胞菌已对常用药物产生了耐药性。
王海娟［２］等 ２０１５ 年对鲤鱼杀鲑气单胞菌的耐药性

分析结果显示，其所分离到的杀鲑气单胞菌对氨苄

西林、氨苄西林 ／舒巴坦、甲氧卞胺嘧啶和磺胺异恶

唑等抗生素产生了耐药性。 本研究对分离菌

Ａ．ｓａｌ－１进行的药物敏感性试验结果显示，该菌对头

孢噻肟、强力霉素等药物相对敏感，与王海娟等［２］

的研究结果一致；对庆大霉素、氟苯尼考、氧氟沙星

等药物中度敏感；对环丙沙星、恩诺沙星、克林霉素

等多种药物产生了不同程度的耐药性，该结果与李

绍戊等［５］的研究结果相反。 药物敏感性实验为山

羊源杀鲑气单胞菌引发疾病的预防和治疗提供了

理论依据。 同时，也应积极进行杀鲑气单胞菌疫苗

的研发工作，逐渐减少临床抗生素的使用。

·５·
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随着杀鲑气单胞菌宿主范围的日益增加，不但

对国内外水产养殖业造成了较严重经济损失，也对

畜牧养殖业产生了一定的影响，病原菌通过水体、
食品等传递给人类，对人类健康及食品安全也造成

巨大威胁，尤其是耐药杀鲑气单胞菌的产生和流

行，更为该菌引发疾病的治疗增添了困难［１４］。 为

此，在兽医临床治疗过程中，应及时对该菌进行药

物敏感性检测，筛选出敏感药物，以最大程度的减

少因该菌耐药性产生而造成的抗感染失败。
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