
 

美国牛蛙蝌蚪约氏不动杆菌的分离、鉴定及耐药性分析
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摘要：为探明 2023年 3月初引起中国重庆市渝北区某牛蛙养殖场暴发疾病的原因，本实
验从患病美国牛蛙蝌蚪肝脏和肠道中分离优势菌，采用形态学观察、生理生化实验、16S
rDNA 和 rpoB 基因序列测定、系统发育学分析进行鉴定。为确定该菌株的致病机理，对该
菌株进行了人工感染实验、组织病理学观察、毒力基因检测、生长特性研究及药物敏感性
实验。结果显示，在患病濒死美国牛蛙蝌蚪的肝脏和肠道中分离得到的其中一株优势菌命
名为 LT202303，经鉴定为约氏不动杆菌。该菌株携带 OmpA、Omp34和 OmpTsx 等 3种毒
力基因，具有较强的耐盐性和在广泛的 pH范围内生存的能力，对美国牛蛙蝌蚪的半数致
死浓度为 6.8×106 CFU/mL，发病临床症状为肝脏红肿并伴有大量白色结节，肠道透明发黄。
组织病理学观察发现该菌株可引起美国牛蛙蝌蚪肝脏和肠道的明显炎症反应和病灶性坏死。
药敏实验结果显示，分离菌 LT202303是一种产 β-内酰胺酶的多重耐药细菌。本研究表明，
约氏不动杆菌对牛蛙蝌蚪具有高致病力，可引起肝脏和肠道等多器官组织的病理损伤最终
引发机体的损伤甚至死亡。本研究首次报道约氏不动杆菌感染引起的美国牛蛙蝌蚪传染病
的暴发，为该疾病的诊断和防控提供理论参考。
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约氏不动杆菌 (Acinetobacter  johnsonii)是奈

瑟氏菌科 (Neisseriaceae)的一种革兰氏阴性菌，

自 20世纪发现以来一直被认为是食品和环境中的

重要污染源，与禽类、肉类、乳制品以及水体和

土壤污染有关[1-3]。此外，约氏不动杆菌还是引发

人类社区和医院感染的重要致病菌，可导致皮肤

感染引起的菌血症、发热患者的血流感染以及小

儿脑膜炎等[4-6]。在水生动物中，已有报道约氏不

动杆菌感染虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)和鲤 (Cyp-
rinus carpio)，引起肝脏病变、腹水、肠道出血和

水肿等症状[7-8]。然而，两栖动物中尚未见到关于

约氏不动杆菌感染的报道。

美国牛蛙 (Rana  catesbeiana)隶属于两栖纲

(Amphibian)无尾目 (Anura)蛙科 (Ranidae)[9]，原产

于美国东部和加拿大东南部，自 1950年引入中国

以来，由于其肉质细嫩、生长速率快、易饲养等

特点，已成为重要的水生经济物种，其养殖规模

不断扩大。然而，高密度的集约化养殖、气候变

化以及致病微生物的传播导致美国牛蛙养殖过程

中病害频发，其中包括米尔伊丽莎白菌 (Elizabeth-
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kingia miricola)、弗氏柠檬酸杆菌 (Citrobacter fre-
undii)、牛分枝杆菌 (Mycobacterium bovis)、肺炎

克雷伯氏菌 (Klebsiella pneumoniae)和摩氏摩根氏

菌 (Morganella morganii)等[10-14]。细菌性疾病已成

为牛蛙养殖病害防控的重点。

2023年 3月中旬，中国重庆市渝北区的一家

牛蛙养殖场暴发了一种严重的传染病，主要危害

约 2月龄的美国牛蛙蝌蚪，导致累计死亡美国牛

蛙蝌蚪6 000余只，约占感染池塘总数的 24%。患

病美国牛蛙蝌蚪表现出肝脏充血肿大，白色结节

大量增生和肠道透明发黄等症状。为查明病因，

选取症状明显的濒死美国牛蛙蝌蚪进行研究，通

过分子生物学技术分离、鉴定病原菌，并进行病

原菌生理生化特性研究和毒力基因检测。同时开

展药敏实验和人工感染实验以及组织病理学分析，

以期为美国牛蛙的细菌性疾病防控提供参考。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

患病美国牛蛙蝌蚪取自中国重庆市渝北区某

牛蛙养殖场 (发病温度约为 25 °C)，体长 (8.53±
0.71) cm，体重 (3.18±0.35) g，约 2月龄。选择 20
只具有临床症状的患病美国牛蛙蝌蚪和 170只健

康美国牛蛙蝌蚪 (其中 20只用于病原鉴定，150
只用于人工感染)，在充氧条件下运送到本实验室

进行病原鉴定。健康美国牛蛙蝌蚪购自重庆市渝

北区的另一家牛蛙养殖场，体长 (4.52±0.23) cm，

体重 (2.02±0.43) g，经检查确认健康后用于人工感

染实验。

本研究获得了湖南农业大学实验动物管理和

使用伦理委员会批准 (审批号：201 903 297)，实验

过程中操作人员严格遵守湖南农业大学伦理委员

会伦理规范，并按照湖南农业大学伦理委员会制

定的规章制度执行。 

1.2    病原菌分离与纯化

选取濒死的美国牛蛙蝌蚪，用 75%乙醇擦拭

体表后进行无菌操作解剖。检查体表和体内是否

存在寄生虫感染，并记录临床症状。随后，取有

明显病变的肝脏和肠道组织，采用三区划线法接

种于脑心液培养基琼脂平板 (BHI，青岛海博生物

技术有限公司)上，在 25 °C条件下培养 18 h。筛

选形态和颜色相同的优势菌落进行至少 3次的纯

化，以获取纯培养。最后，获得的纯培养菌株命

名为 LT202303，并存储在含有 25%甘油的 BHI
液体培养基中−80 °C保存备用。 

1.3    分离株 LT202303的鉴定和形态学观察

分离菌株活化后，按照生产商的说明使用细

菌微量生化反应鉴定管 (青岛海博生物技术有限公

司 )进行鉴定。随后，分别使用鞭毛染色 (改良

Ryu染色法)试剂盒 (北京索莱宝科技有限公司)和
革兰氏染色试剂盒 (北京酷来搏科技有限公司)对
分离菌株进行染色观察，使用光镜 (×400)检查其

形态和染色特征。为了更清晰观察，将单个菌落

固定在戊二醛溶液中，经脱水干燥处理，然后使

用扫描电子显微镜 (日立)进行形态学鉴定。同时，

评估 pH值和盐度对分离菌生长的影响。按照 Lin
等 [13] 所述方法，调节 BHI肉汤的 pH值和盐度，

并接种分离菌株。25 °C，200 r/min培养 18 h，使

用紫外分光光度计测量 600 nm波长处吸光度，以

评估培养物的浓度并判断其生长状况。

将分离的菌株接种到 BHI液体培养基中，在

25 °C培养 18 h。随后使用基因组 DNA提取试剂

盒 (南京诺唯赞生物科技股份有限公司)从菌液中

提取 DNA。使用 Bi等[6] 的通用引物 (表 1)对 16S
rDNA 和 rpoB 序列进行 PCR扩增。PCR产物 (16S
rDNA 和 rpoB 基因)由生工生物工程 (上海)股份

有限公司测序，并通过 NCBI网站的 BLAST数据

库进行序列比对。最后利用 MEGA 11.0软件，采

用邻接法 (Neighbour Joining)基于序列构建系统进

化树。

此外，基于 16S rDNA 和系统进化树结果，

采用不动杆菌 3种外膜蛋白基因的引物 [6] 检测分

离菌株是否携带相关毒力基因 (表 1)，灭菌水作为

阴性对照。PCR产物在 2%琼脂糖凝胶 (含 GelRed)
和 1%三乙酸乙酯-EDTA缓冲液中电泳。在紫外

光下对凝胶进行观察和拍照。 

1.4    人工感染实验

健康美国牛蛙蝌蚪在实验室循环水养殖系统

中暂养，隔天换水。暂养适应后，随机将 150只

蝌蚪分成 5组，每组 3个水箱，进行回归感染实

验。其中 4组接受不同浓度梯度的感染剂量，而

第 5组为阴性对照。将纯化后的菌株接种于 BHI
肉汤，25 °C培养 24 h。4 000 r/min离心 20 min去

除上清液，经 3次无菌生理盐水漂洗后重悬。将暂养

10 d的美国牛蛙蝌蚪采用浸泡法进行人工感染实

验。每组蝌蚪浸泡在 2 L细菌悬液中，浓度分别
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为 1×108、1×107、1×106、1×105 CFU/mL，对照组

则浸泡在等量的生理盐水中。浸泡 20 min后，转

移到提前曝气的水缸中饲养，水温保持在  (25±
1) °C。每天观察和记录实验牛蛙蝌蚪的发病率、

症状和累积死亡率，对濒死牛蛙蝌蚪进行剖检和

病原菌分离鉴定。最后，使用 Graphpad prism 8.0
软件绘制累计死亡率曲线。 

1.5    组织病理学分析

从患病牛蛙蝌蚪采集症状明显的肝脏和肠道

组织，简单清洗后，用 4%多聚甲醛固定 24 h以

上。随后，用 1×磷酸盐缓冲溶液 (PBS)进行冲洗

并在分级乙醇中干燥。干燥后经二甲苯使其透明

化，并制成 3~5 mm的石蜡切片。切片经过苏木

精-伊红 (hematoxylin-eosin, H.E)染色后，在光镜

下观察。 

1.6    细菌耐药性实验

参照《不常分离细菌或苛氧菌的抗菌药稀释

和药盘药敏试验方法》选择了 15种抗生素，随后

使用 Kirby-Bauer (KB)法检测分离菌对 15种抗生

素的敏感性[15]。用于耐药性测试的抗生素包括羧

苄青霉素、四环素、哌拉西林、氨苄西林、庆大

霉素、阿米卡星、头孢曲松钠、头孢他啶、头孢

哌酮、头孢噻肟、亚胺培南、环丙沙星、氧氟沙

星、诺氟沙星及磺胺甲恶唑。平板再经 25 °C培

养 24 h，根据中华人民共和国卫生部 WS/T 125—
1999 抗生素药敏试验标准，将结果分为“高度敏

感”“中度敏感”和“耐药”。 

2    结果
 

2.1    自然感染的临床症状

经临床检查，健康美国牛蛙蝌蚪游动灵敏，

体内外检查未发现异常 (图 1-a)。而患病美国牛蛙

蝌蚪主要表现为腹部肿胀、游动不平衡以及反应

迟钝。解剖可见肝脏红肿并伴有大量白色结节，

肠道透明发黄，同时腹腔内存在少量淡黄色腹水

(图 1-b)。经过镜检，患病牛蛙蝌蚪的体表和体内

均未发现寄生虫或真菌感染。 

2.2    菌株 LT202303的形态学观察和特性分析
 

形态特征　　从患病美国牛蛙蝌蚪肝脏和肠

道共分离出 4株优势菌株，并对所有菌株的 16S
rDNA 基因序列进行扩增和测序，测序结果显示，

其相似度为 99.3%~99.9%。选取肝脏和肠道的共

有优势菌株，命名为 LT202303。菌株 LT202303
在 BHI平板上生长良好，菌落呈现乳白色、圆形

光滑、边缘略微凸起 (图版Ⅰ-1)。菌株 LT202303
革兰氏染色呈阴性 (图版Ⅰ-2)，镜检未观察到鞭

毛结构 (图版Ⅰ-3)。扫描电子显微镜显示菌体呈

短棒状，末端呈圆形，无鞭毛，长 0.9~1.2 mm，

宽 0.4~0.6 mm(图版Ⅰ-4)。 

LT202303的生长和生化特性　　LT202303
经限制性条件培养后，所测得的菌液吸光度反映

其在 pH值为 4~11时生长良好，在 pH值为 7~9
时生长最佳，吸光度在 1.10~1.14 (图 2-a)。同样，

LT202303在含 0.0%~3.5% NaCl的 BHI肉汤中生

长良好。然而，当盐度超过 4.0%时极大限制了

LT202303的正常生长，且盐度浓度越高，抑制作

用越强 (图 2-b)。采用细菌微量生化反应鉴定管进

行鉴定，结果显示，未观察到运动性，无硝酸盐

 

表 1    所使用的引物序列

Tab. 1    Primers used in the article

基因编号
gene symbols

引物名称
primes

序列 (5′-3′)
sequences (5′-3′)

16S rDNA 27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT

rpoB Ac696F TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG

Ac1093R CMACACCYTTGTTMCCRTGA

OmpA F ATGCGTGCATTAGTTA

R TTATTGTTTAGCATAAATG

Omp34 F ATGAAAAAACTTGGTTTAGC

R TTAGAAACGGAATTTAGCAT

OmpTsx F TTAGAAGTGGTATTTAACCA

R ATGCAATTAAAGCAACTTGC

 

(a) (b) 
图 1    牛蛙蝌蚪的临床症状

(a) 健康美国牛蛙蝌蚪；(b) 患病美国牛蛙蝌蚪的肠道透明发黄，

肝脏内有大量白色结节。

Fig. 1　Clinical signs in bullfrog tadpoles
(a) healthy bullfrog tadpoles; (b) diseased bullfrog tadpoles with yellow-
ish transparent gut and large white nodules in the liver.
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还原，氧化反应和 H2S产生，也不能利用 β-半乳

糖苷、葡萄糖，阿拉伯糖，纤维二糖，棉子糖、

七叶苷、甘露醇、脲酶、麦芽糖、甘露糖、木糖、

山梨糖、鼠李糖和乳糖，不能产生吲哚和水解精

氨酸，不能使明胶液化。菌株 LT202303与分离自

患病虹鳟的约氏不动杆菌菌株 Ajo2017L-10[6] 生化

特性基本一致 (表 2)，且符合《伯杰氏细菌手册》

中描述的“三阴”表型。
 

2.3    16S rDNA、rpoB基因序列和毒力分析

以 LT202303的 DNA为模板进行扩增，扩增

后的序列经过测序和 BLAST检索分析发现，

LT202303的 16S rDNA 和 rpoB 序列与约氏不动杆

菌的序列相似度最高，分别为 99.51% (JQ815206.1)
和 98.49%(LC102683.1)，将获得的序列提交至

GenBank (登录号：OR342050、OR343191)。根据

LT202303的测序结果构建系统进化树 (图 3)。在

以 16S rDNA 基因序列为基础构建的系统进化树上，

LT202303与不动杆菌属 (Acinetobacter spp.)聚为

一支；在根据 rpoB 基因序列构建的系统进化树上，

LT202303与约氏不动杆菌聚为一支。此外，凝胶

电泳结果显示，LT202303携带 3个外膜蛋白毒力

基因：OmpA、Omp34和 OmpTsx(图 4)。 

2.4    人工回归感染实验与半数致死浓度 (LD50)
测定

对健康美国牛蛙蝌蚪进行浸泡感染病原菌

LT202303，结果显示，受感染的牛蛙蝌蚪表现出

反应迟钝、游动歪斜，而经最高浓度的细菌悬液

处理后的牛蛙蝌蚪在感染后 6 d内全部死亡。当

浓度降低到 1×107 CFU/mL和 1×106 CFU/mL时，

牛蛙蝌蚪的异常症状直到处理 2~3 d后才出现，

累积死亡率分别降低到 60%和 40%。在浓度为

1×105 CFU/mL时，只有 10%的牛蛙蝌蚪死亡。根

据改良寇氏法计算分离菌株对牛蛙蝌蚪的 LD50

为 6.8×106 CFU/mL。相比之下，对照组牛蛙蝌蚪

没有出现死亡或异常表现 (图 5)。表观和体内检查

显示，受感染的牛蛙蝌蚪腹部肿大，部分呈灰白

色，颚部点状出血，肝脏充血肿大，肾脏发黑

 

1 2

3 410 μm 1 μm

10 μm

 
图版 Ⅰ    约氏不动杆菌 LT202303的形态特征

1.  BHI平 板 上 LT202303菌 株 的 形 态 ； 2. 革 兰 氏 染 色 显 示

LT202303为 革 兰 氏 阴 性 菌 ； 3. 改 良 Ryu染 色 法 染 色 显 示

LT202303无鞭；4. 扫描电子显微镜下 LT202303的形态。

Plate Ⅰ　The morphology of A. johnsonii LT202303
1. the morphology of LT202303 strain on BHI plate; 2. gram stain shows
LT202303  as  a  gram-negative bacterium;  3.  LT202303  without   flagel-
lum  visible  after  modified  Ryu  method  staining;  4.  morphology  of
LT202303 under scanning electron microscopy.
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图 2    不同生长条件对约氏不动杆菌 LT202303的影响

(a) pH对约氏不动杆菌 LT202303生长的影响; (b) 盐度对约氏不动杆菌 LT202303生长的影响。

Fig. 2　Effect of different growth conditions on A. johnsonii LT202303 growth
(a) effect of pH on A. johnsonii LT202303 growth; (b) effect of salinity on A. johnsonii LT202303 growth.
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(图 6)。重新分离自所有患病牛蛙蝌蚪的约氏不动

杆菌与 LT202303的同源性为 99.7%。 

2.5    组织病理学变化和分析

将健康与患病美国牛蛙蝌蚪进行组织病理学

分析，结果显示，健康牛蛙蝌蚪的组织无明显病

理变化(图版Ⅱ-1，3)。相反，所有患病牛蛙蝌蚪

的病理变化均表现出明显的炎症反应。在肝脏中，

肝细胞出现气球变性，血窦中可见成团的嗜酸性

粒细胞、淋巴细胞和浆细胞 (图版Ⅱ-2)。肠道黏

膜上皮增生并出现复层，部分上皮细胞透亮，呈现

颗粒性内含物，黏膜下层可见大量淋巴细胞浸润

(图版Ⅱ-4)。 

2.6    药物敏感性分析

抗生素药物敏感性结果显示，LT202303对羧

苄青霉素、阿米卡星、头孢哌酮、亚胺培南、氧氟

沙星、诺氟沙星、磺胺甲恶唑敏感；对头孢曲松

钠、头孢他啶、头孢噻肟、环丙沙星中度敏感；对

四环素、哌拉西林、氨苄西林、庆大霉素耐药 (表 3)。 

3    讨论

约氏不动杆菌广泛分布在人体皮肤、土壤和

水源中[16]，属于典型的条件致病菌。过去的研究

主要关注与其同属的其他不动杆菌，如鲍曼不动

杆菌、乙酸钙不动杆菌、溶血不动杆菌和鲁氏不

动杆菌。尽管约氏不动杆菌在自然环境中普遍存

在，但关于其在特定水生生物，如美国牛蛙幼体

中的感染和鉴定尚无报道。 

3.1    LT202303的鉴定和生物学特性

16S rDNA 基因序列在同一属和种的生物体中

高度保守 [17]，而 rpoB 参与 DNA转录，已被广泛

应用于细菌系统发育分析和鉴定，成为 16S rDNA
测序的补充 [18]，因此，通过 2种管家基因的测序

分析可以确保鉴定的准确性。许多水生细菌在

4.0%~4.5%的盐度下不能存活[19-20]，而对 LT202303
的生长特性分析表明，该菌株能够在较宽的盐度

和酸碱度范围内生长。Hubloher等[21] 发现，鲍曼

不动杆菌通过 Mrp反向转运蛋白适应不同盐度和

pH范围，这可能与 LT202303的耐不同盐度和

pH生长特性有关。 

3.2    LT202303的致病性

本研究通过浸泡感染方法对约氏不动杆菌

LT202303的毒力进行评估。感染 LT202303后美

国牛蛙蝌蚪呈现出不同程度的器官损伤，但是解

剖后并未发现肝脏有明显的白色结节，这可能与

感染环境和水温相关，也可能与感染样本自身的

生理状况有关。此外，外膜蛋白 (OMPs)是不动

杆菌的重要毒力因子之一[22]。LT202303携带 3种

外膜蛋白基因片段，尤其是 OmpA 基因，被认为

具有典型的毒力功能[23]，这或许能解释病原菌表

 

表 2    约氏不动杆菌 LT202303的生理生化特性

Tab. 2    Physiological and biochemical characteristics of A. johnsonii LT202303

生化检测
biochemical test

约氏不动杆菌
LT202303

约氏不动杆菌
A. johnsonii[6]

生化检测
biochemical test

约氏不动杆菌
LT202303

约氏不动杆菌
A. johnsonii[6]

硝酸盐还原　nitrate reduction — — 精氨酸水解　arginine dihydrolase — —

氧化-发酵　O/F — n.a β-半乳糖苷　β-galactosidase — —

吲哚产生　indole production — — 动力试验　motility test — n.a

甘露醇　mannitol — — 明胶液化　gelatinase — —

脲酶　urease — — 葡萄糖　glucose — —

麦芽糖　maltose — — 氧化酶　oxidase — n.a

甘露糖　mannose — — 阿拉伯糖　arabinose — —

木糖　xylose — — 纤维二糖　cellobiose — —

山梨糖　sorbose — — H2S 产生　H2S production — —

鼠李糖　rhamnose — — 棉子糖　raffinose — —

乳糖　lactose — — 七叶苷　aesculin utilization — —

注：“−”表示阴性反应，“n.a.”表示非适用。
Notes：“−” negative; “n.a.” not applicable.
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现出的强致病性。
 

3.3    LT202303的耐药性

LT202303表现出的多重耐药性的表型可能由

多种因素导致。革兰氏阴性细菌细胞包膜可作为

抗菌攻击的首道防御屏障[24]，并且约氏不动杆菌

在生物膜形成时，受抗生素胁迫诱发代谢变化，

会导致对四环素类药物的耐药性[25]。此外，不动

杆菌属产生的 β-内酰胺酶引起青霉素结合蛋白的

变化，并且还会改变成孔蛋白的结构和数量以及

外排泵的活性 [26]，从而导致对青霉素的耐药性。

氨基糖苷类修饰酶是不动杆菌属逃逸氨基糖苷类

抗生素的主要酶类[27]，但本研究中 LT202303对庆

大霉素表现出耐药性，而对阿米卡星敏感，这可

能是由于其只携带部分修饰酶的原因。
 

3.4    LT202303的推荐治疗方案

尽管药敏结果显示 LT202303对多种抗生

素敏感，但亚胺培南仍然是治疗多药耐药不动杆

菌的首选药物[28]。此外，阿米卡星也是有效的选

 

约氏不动杆菌 A. johnsonii strain YL-13 (OK147776.1)

约氏不动杆菌 A. johnsonii strain HBUAS69158 (OP009958.1)

约氏不动杆菌 A. johnsonii strain ZH8 (MN094379.1)

约氏不动杆菌 A. johnsonii strain ATCC 17909 (NR164627.1)

LT202303

约氏不动杆菌 A. johnsonii strain W1109-B23 (JQ815206.1)

溶血不动杆菌 A. haemolyticus strain ATCC 17906 (NR119359.1)

溶血不动杆菌 A. haemolyticus strain DSM 6962 (NR026207.1)

鲁氏不动杆菌 A. lwoffii strain JCM 6840 (NR113346.1)

鲁氏不动杆菌 A. lwoffii strain DSM 2403 (NR026209.1)

乙酸钙不动杆菌 A. calcoaceticus strain NCCB 22016 (NR042387.1)

乙酸钙不动杆菌 A. calcoaceticus strain ATCC 23055 (NR114958.1)

乙酸钙不动杆菌 A. calcoaceticus DSM 30006 (NR119113.1)

抗放射性不动杆菌 A. radioresistens strain FO-1 (NR026210.1)
抗放射性不动杆菌 A. radioresistens strain NBRC 102413 (NR114074.1)

琼氏不动杆菌 A. junii strain ATCC 17908 (NR117623.1)

琼氏不动杆菌 A. junii strain DSM 6964 (NR026208.1)
琼氏不动杆菌 A. junii strain Mannheim 2723/59 (NR119360.1)

鲍曼不动杆菌 A. baumannii strain ATCC 19606 (NR117620.1)

鲍曼不动杆菌 A. baumannii strain DSM 30007 (NR026206.1)
鲍曼不动杆菌 A. baumannii strain DSM 30007 (NR026206.1)

创伤弧菌 Vibrio vulnificus strain ATCC 33147 (JQ253967.1)

大肠杆菌 Escherichia coli strain ATCC 25922 (X80724.1)

迟缓爱德华氏菌 Edwardsiella tarda ATCC 15947 (JX866952.1)

0.01

(a)

LT202303

约氏不动杆菌 A. johnsonii rpoB gene for DNA-directed RNA polymerase subunit beta (LC102683.1)
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农杆菌属 A. genomosp. 23 strain NIPH 1041 RpoB (rpoB) gene (MG564159.1)

鲁氏不动杆菌 A. lwoffii strain NIPH 912 RpoB (rpoB) gene (MG564158.1)

 不动杆菌属 A. populi strain PBJ7 RpoB (rpoB) gene (KM518646.1)
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蛋白水解菌 A. proteolyticus strain CNM20060686 RpoB (rpoB) gene (KY126301.1)

创伤弧菌 V. vulnificus strain K0409 rpoB gene (EF064441.1)

嗜水气单胞菌 A. hydrophila strain BBAh1 rpoB gene (MH270524.1)
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图 3    基于 16S rDNA和 rpoB基因序列构建的系统进化树

(a) 基于约氏不动杆菌 LT202303的 16S rDNA 基因序列构建的系统进化树; (b) 基于约氏不动杆菌 LT202303的 rpoB 基因序列构建的系统进

化树。

Fig. 3　Phylogenetic trees constructed based on 16S rDNA and rpoB gene sequences
(a) phylogenetic tree constructed based on 16S rDNA gene sequences of A. johnsonii LT202303; (b) phylogenetic tree constructed based on rpoB gene
sequences of A. johnsonii LT202303.
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择[29]。然而长期单一使用某种抗生素可能导致约

氏不动杆菌产生耐药性，因此联合用药可能是降

低耐药性出现和改善疗效的潜在选择。多项体外

研究发现，黏菌素-碳青霉烯类的联合方案对于不

动杆菌感染的治疗具有协同作用 [30]。不仅如此，

抗生素敏感性还受到地理区域和用药习惯的影

响[31]，因此，在生产中对于药物敏感性实验结果

只能作为防治的参考，具体的用法和用量还要以

实际情况做修正。 

4    结论

本研究首次报道了在养殖美国牛蛙幼体中分

离得到的传染性约氏不动杆菌菌株 LT202303，其

具有耐高盐和广 pH范围内生长的特性，其对牛

蛙蝌蚪的半数致死浓度为 6.8×106 CFU/mL，可造

成肝脏、肾脏和肠道不同程度的病变，并携带

OmpA、Omp34和 OmpTsx 等 3种毒力基因片段。

通过药物敏感性实验，筛选出亚胺培南和阿米卡

星作为推荐治疗方案。研究结果为理解约氏不动
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图 4    约氏不动杆菌 LT202303的毒力因子检测

M.  marker;  a. OmpA (828  bp);  b. Omp34  (1  740  bp);  c. OmpTsx (443
bp); d~f. 阴性对照。

Fig. 4　Virulence factors examination for A. johnsonii
LT202303

M.  marker;  a. OmpA (828  bp);  b. Omp34  (1  740  bp);  c. OmpTsx (443
bp); d-f. negative control.
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图 5    约氏不动杆菌 LT202303感染美国牛蛙蝌蚪的

累计死亡率

Fig. 5　Cumulative mortality of bullfrog tadpoles with
A. johnsonii LT202303 immersion infection

 

(a) (b) (c) 
图 6    感染约氏不动杆菌 LT202303后的美国牛蛙蝌蚪

(a)、(b) 腹部肿胀 (箭头)，部分体表呈灰白色 (箭头); (c) 颚部点状

出血 (蓝色箭头)，肝脏充血 (黄色箭头)，肾脏发黑 (红色箭头)。

Fig. 6　Bullfrog tadpoles infected with A. johnsonii
LT202303

(a) and (b) swollen abdomen (arrow), part of body surface greyish white
(arrow);  (c)  punctate  haemorrhage  in  the  jaw  (blue  arrow),  congested
liver (yellow arrow), and blackened kidneys (red arrow).
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图版 Ⅱ    患病牛蛙蝌蚪的组织病理学观察

1. 健康肝脏；2. 肝脏中的肝细胞呈气球样变性 (红色箭头)，血窦

中可见成团的嗜酸性粒细胞 (绿色箭头)、淋巴细胞 (蓝色箭头)和
浆细胞 (黄色箭头)；3. 健康的肠道；4. 肠道黏膜上皮增生并出现

复层 (红色箭头)，部分上皮细胞透亮，出现颗粒性内含物 (蓝色箭

头)，黏膜下层可见大量淋巴细胞 (黄色箭头)浸润。

Plate Ⅱ　Histopathological observations on diseased
bullfrog tadpoles

1. healthy liver; 2. hepatocytes in the liver showed ballooning degenera-
tion (red arrow), and clusters of eosinophils (green arrow), lymphocytes
(blue  arrow),  and  plasma  cells  (yellow  arrow)  were  seen  in  the  blood
sinusoids; 3.  healthy  intestine;  4.  intestinal  mucosal  epithelial   hyper-
plasia is accompanied by stratification (red arrow), some epithelial cells
are translucent with granular inclusions (blue arrow), a large number of
lymphocytes (yellow arrow) infiltrate can be seen in the submucosa.
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杆菌在水生动物中的鉴定、致病性及耐药性提供

了新见解，同时也为联合用药策略的开发提供了

新思路。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Isolation, identification and drug resistance analysis of Acinetobacter johnsonii
from American bullfrog (Rana catesbeiana) tadpole

DING Geye ,     LI Chun ,     XU Yang ,     CHEN Xiaoying ,     ZHANG Qiushi ,     HU Liang ,    
DENG Xinlan ,     LIU Xiaoyan ,     FENG Xinglang *,     LI Junhua *

(College of Fisheries, Hunan Agricultural University, Changsha　41028, China)

Abstract: American  bullfrogs  (Rana  catesbeiana)  are  a  globally  distributed  invasive  anuran  species.  They  are
extensively farmed in aquaculture facilities, particularly in countries like China, where they are highly valued as a
protein-rich delicacy. In early March 2023, an outbreak of a serious infectious disease occurred in a bullfrog breed-
ing farm in Yubei District, Chongqing, China. To elucidate the cause of the disease and find treatment options, this
study isolated  predominant  bacteria  from the  liver  and  intestine  tissues  of  diseased  bullfrog  tadpole.  Morpholo-
gical observation, physiological and biochemical experiments, 16S rDNA and rpoB sequencing, and phylogenetic
analysis were  employed  to  identify  the  bacteria.  To  ascertain  the  pathogenic  mechanism of  these  dominant  bac-
teria, artificial  infection  experiments,  histopathological  observations,  virulence  gene  detection,  growth  character-
istic  studies,  and  drug  sensitivity  testing  were  conducted.  The  results  showed  that  a  predominant  strain  isolated
from the  liver  and  intestine  of  the  diseased  bullfrog  tadpoles,  LT202303,  was  identified  as A.  johnsonii. It   har-
bored a trio of virulence genes, OmpA, Omp34, and OmpTsx, exhibited strong salt tolerance and the ability to sur-
vive within a wide pH range, and had a half-lethal concentration of 6.8×106 CFU/mL. Clinical symptoms included
liver redness and swelling with large white nodules, and a transparent yellowing of the intestine. Histopathological
observations  indicated  significant  inflammation  and  focal  necrosis  in  bullfrog  tadpole  liver  and  intestine.  Drug
sensitivity  testing revealed that  the isolated strain LT202303 is  a  β-lactamase-producing multidrug-resistant bac-
terium. In summary, A. johnsonii has high pathogenicity to R. catesbeiana tadpoles, causing pathological damage
to multiple organ tissues including the liver and intestine, ultimately resulting in diseases or even death of bullfrog
tadpoles. This study reports, for the first time, an outbreak of R. catesbeiana tadpole infectious disease caused by
A. johnsonii infection and provides theoretical references for the diagnosis and prevention of this disease.
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