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摘  要 

本研究从患脑膜炎的棘胸蛙体内分离到QSM01、QSM02和QSM03三株菌，采用细菌形态学、生理生化特征

及分子生物学技术对其进行鉴定，并开展了药物筛选、快速诊断PCR诊断技术和免疫保护试验。结果显示：

QSM01为朱斯特金黄杆菌(Chryseobacterium joostei)，QSM02为脑膜炎败血伊丽莎白菌(Elizabethkingia 
meningoseptica)，QSM03为比目鱼金黄杆菌(Chryseobacterium scophthalmum)；药敏实验表明QSM01
对利福平等5种抗生素敏感，对氯霉素5种抗生素中度敏感；QSM02菌株对新生霉素、红霉素、利福平敏

感，对氯霉素、链霉素、万古霉素中度敏感；QSM03菌株对万古霉素等抗生素6种敏感，对四环素等5种
抗生素中度敏感。建立了双重PCR快速诊断方法，可特异性检测出致病性最高的QSM02菌株。采用注射、

浸泡和喷雾方式给蛙接种QSM02甲醛灭活疫苗，经攻毒后免疫保护率分别达到100%、87.5%和75%。

因此，采用浸泡和喷雾法接种疫苗方式在该蛙防治脑膜炎上是可行的。 
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Abstract 
This experiment made the identification of the morphological characteristics, physical and chem-
ical characteristics and the molecular biology to QSM01, QSM02, QSM03 which are isolated from a 
disease Quasipaa spinosa in meningitis and at the same time, made the drug screening, rapid PCR 
diagnostic techniques and immune prevention tests. The result showed QSM01 is Chryseobacte-
rium joostei; QSM02 is Elizabethkingia meningoseptica; QSM03 is Chryseobacterium scophthalmum. 
Drug sensitivity test showed that QSM01 was sensitive to 5 antibiotics such as rifampicin and mod-
erately sensitive to 5 chloramphenicol such as Chloramphenicol, QSM02 strain was sensitive to 
erythromycin, vancomycin and rifampicin, moderately sensitive to chloramphenicol, streptomycin 
and vancomycin, QSM03 strain was sensitive to 6 antibiotics such as vancomycin, moderately sen-
sitive to 5 antibiotics such as tetracycline. The duplex PCR can detect the heaviest pathogenic bac-
terial strain QSM02 specifically. The immune protection rate for Quasipaa spinosa after injection, 
soak and spray of QSM02 inactivated vaccine can reach 100%, 87.5%, 75%. Therefore, it’s feasible 
to control the disease by soaking and spraying the vaccine. 
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1. 引言 

脑膜炎是蛙类养殖中最常见且难以治疗的疾病之一，甚至被业内称为“不治之症”，给蛙类养殖业

造成的经济损失难以估量。该病典型症状包括头部倾斜、水中原地打转(“旋游症”)，同时可能伴随白内

障等病症的发生。脑膜炎难以防治的原因主要是抗生素难以进入血脑屏障发挥作用[1]，且目前水产养殖

允许使用的抗生素等药物对该病基本无效。根据现有的文献报道，导致蛙类脑膜炎的病原较多，包括脑

膜炎败血伊丽莎白菌(Elizabethkingia meningoseptica)、肺炎克雷伯菌(Klebsiella pneumoniae) [2]、嗜水气

单胞菌(Aeromonas hydrophila) [3]、弗氏柠檬酸杆菌(Citrobacter freundii) [4]，其中以脑膜炎败血伊丽莎白

菌[5]-[11]为主。 
棘胸蛙(Quasipaa spinosa)俗称“石蛙”，隶属于蛙科、棘蛙属，因雄蛙胸部具有棘刺而得名[12]。目

前棘胸蛙养殖已经成为浙江、江西、贵州等地山区带动农民致富的优质项目，但随着养殖规模的不断扩

大，病害问题日趋严重，尤其是脑膜炎病治疗难度极大，由于缺乏有效的治疗方法和快速的诊断技术可

能导致治疗时间的延误和引起抗生素滥用问题。本研究从浙江丽水地区养殖棘胸蛙脑组织内分离出的菌

株进行理化和分子鉴定和耐药性测试，建立了双重 PCR 快速鉴定技术，并对致病性最强的菌株进行了基

于不同疫苗接种方式的免疫效果评估，以期为棘胸蛙病害绿色防治提供实用的技术与方法，从而促进棘

胸蛙养殖产业的持续、健康发展。 
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2. 材料与方法 

2.1. 实验材料 

患脑膜炎病的和健康的棘胸蛙(40 ± 5 g)均来自浙江丽水某养殖场。健康棘胸蛙暂养于水族箱(70 cm × 
53 cm × 57 cm)内，驯化 7 d 后用于后续实验。 

2.2. 细菌的分离和纯化 

取症状典型、濒死的棘胸蛙，体表消毒后，在无菌条件下，取病蛙脑、眼等组织于 LB (Luria Bertani)
琼脂培养基平板上划线接种，28℃下培养 24 h 后挑取形态大小一致优势菌落连续划线 3 次进一步纯化，

接种纯化单菌落于 LB 培养基中，28℃摇床恒温培养 24 h，加 20%无菌甘油，−70℃保存备用。 

2.3. 人工感染试验 

将获得的 3 株优势纯化菌株接种于 LB 平板，28℃恒温培养 24 h，用 0.65%无菌生理盐水洗下，麦氏

比浊法将细菌浓度调整为 1.0 × 109 CFU/mL。将驯化 7 d 后的健康蛙随机分 4 组(10 只/组)，感染组每只以

1.0 × 109 CFU/mL 浓度的菌悬液肌肉注射 0.2 mL，对照组则注射相同剂量的 0.65%无菌生理盐水，注射

后每天观察记录发病症状和死亡情况，连续观察 15 d，并及时剖检濒临死亡的个体，对病原菌再次分离

纯化。 

2.4. 病原菌的鉴定 

2.4.1. 形态观察及理化特性鉴定 
将 3 种菌株接种于 LB 培养基上，28℃培养 24 h 后观察菌落形态特征，按常规方法进行革兰氏染色

和显微观察菌体形态特征；菌液接种于细菌理化特性反应管中进行理化特性鉴定。细菌微量生化鉴定管

购自杭州天和微生物试剂有限公司。细菌各项生理生化指标参考《伯杰氏系统细菌学鉴定手册》[13]。 

2.4.2. 病原菌分子生物学鉴定 
按细菌基因组 DNA 提取试剂盒(北京天根生化科技有限公司)所述方法提取 DNA 作为 PCR 模板

DNA，−20℃保存备用。16S rRNA 引物[14]为 F：5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'，M = A/C，R：
5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'。gyrB 引物[15]为 F：5'-GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAYGCNGGN 
GGNAARTTYGA-3'，R：5′-AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCCRTCNACRTCNGCRTCNGTCAT-3'。在

20 μL 反应体系中：2 × Es Taq MasterMix (Es Taq DNA Polymerase，2 × Es Taq PCR Buffer，3 mM MgCl2

和 400 μM dNTP mix) 10 μL，引物各 1 μL，Template DNA 1 μL，ddH2O 7 μL。PCR 反应程序为：94℃预

变性 4 min，94℃变性 1 min、56℃复性 45 s、72℃延伸 2 min、30 个循环，然后 72℃温育 10 min。PCR
扩增产物经 1.0%琼脂糖凝胶电泳分析，由上海生物工程技术公司进行测序。通过 NCBI 的 BLAST 检索

系统进行测序结果序列同源性分析，从 GenBank 数据库中获得同源性较高的序列，使用 MEGA5.1 软件，

采用邻接法(Neighbor-Joining, NJ) [16]构建 16S rRNA、gyrB 基因系统发育树，并通过 1000 次的自举分析

(Bootstrap)进行置信度检测。 

2.5. 药物敏感试验 

药敏试验参照 CLSI 抗微生物药物敏感性实验执行标准，采用 Kriby-Bauer 纸片扩散法进行 20 种常

用抗菌药物的敏感性测定[17]，抑菌圈直径小于 10 mm 为不敏感或低度敏感，10~15 mm 为中度敏感，大

于 15 mm 为高度敏感。抗生素药敏试纸购自杭州天和微生物试剂有限公司。 
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2.6. 双重 PCR 快速诊断 

根据 QSM02 的 gyrB 和 blaB 序列，设计扩增特异性片段的引物。blaB8F：5'-GTGCAGGAGGT 
TTGGAATA-3'，R：5'-CCATACCACTACATTGTCAG-3'、gyrB1F：5'-AATAGGAGACAGCGACA-3’，R：
5'-AGTTTTCCTGGTAGTCC-3'。对双重 PCR 反应中 Mg2+浓度、退火温度进行优化并对引物特异性进行

检验，以确定适宜引物和最佳反应条件[18]。 

2.7. 疫苗制备和免疫保护效果 

选择致病性最强的 QSM02 菌株用于制备浓度为 1.0 × 109 CFU/mL 的甲醛灭活疫苗，经平板涂布法和

肌肉注射攻毒来检测其安全性。试验分注射组、浸泡组、喷雾组和对照组(20 只/组)。注射组为每只肌肉

注射1.0 × 109 CFU/mL的疫苗0.2 mL；浸泡组为连续3 d每天用2.0%的1.0 × 109 CFU/mL疫苗浸泡30 min；
喷雾组为连续 3 d 每天喷 1.0 × 109 CFU/mL 的疫苗于蛙体 30 min；对照组为每只肌肉注射 0.2 mL 的 0.65%
无菌生理盐水。免疫后每 10 d 每组随机取 3 只蛙制备血清，用 96 孔 U 型板测定平均凝集抗体效价[19]，
抗原为 1.0 × 109 CFU/mL 的活菌，抗体为免疫血清。在 35℃条件下孵育 l h，再置于 4℃冰箱中过夜，翌

晨判定其结果。免疫第 30 d 后，以 1.0 × 109 CFU/mL 的活病原菌进行攻毒，连续观察 15 d 记录发病症状

及死亡情况。相对免疫保护率(Relative Percentage of Survival, RPS)：RPS(%) = (1 − 免疫组死亡率/对照组

死亡率) × 100%  

3. 结果 

3.1. 棘胸蛙脑膜炎病症 

患病棘胸蛙体表皮肤发黑，头部歪向一侧，食欲不振，行动迟缓，胃肠无食并伴有部分白内障、肝

病变的情况。 

3.2. 人工回归感染实验 

 
Figure 1. Artificial infection results of isolated bacteria to Quasipaa spinosa 
图 1. 分离菌对棘胸蛙的人工感染结果 
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肌注分离所得三株菌的病蛙均不同程度地表现出头颈歪斜、身体失衡或旋游等脑膜炎症状。在攻毒

24 h 后，实验组蛙出现行动迟缓。QSM02 组在 48 h 后出现死亡，感染 6 d 内全部死亡。QSM01 组和 QSM03
组在 36 h 后出现死亡，感染 15 d 内全部死亡，对照组全部存活。从人工感染发病死亡的棘胸蛙体内再次

分离细菌，其形态、理化特性与 16S rDNA 序列与接种菌株一致，说明这三株菌株均为致病菌，且 QSM02
菌致病性最强(图 1)。 

3.3. 病原菌鉴定 

3.3.1. 形态与生理生化特征 
从蛙眼和脑组织分离所得的三株菌，形态大小一致，革兰氏染色观察均为革兰氏阴性杆菌，在 28℃

恒温培养 24 h 上形成直径为 1~2 mm、圆形、边缘整齐、凸起的菌落，QSM02 和 QSM03 菌落颜色为灰

白色，QSM01 菌落为黄色，理化特性详见表 1。 
 

Table 1. Isolates physiological and biochemical reactions 
表 1. 分离株生理生化反应 

特性 character 
菌株 strain 

QSM01 QSM02 QSM03 

果糖 fructose − + + 

鼠李糖 rhamnose − − − 

乳糖 lactose − + + 

葡萄糖 glucose − + + 

甘露糖 mannose − + + 

麦芽糖 maltose + + + 

纤维二糖 cellobiose − − − 

阿拉伯糖 arabinose − + + 

蔗糖 sucromalt − + + 

淀粉 starch + + + 

明胶 gelatin + + + 

O-F 试验 O-F test + + + 

肌醇 inositol − − − 

硫化氢 H2S − + + 

甘露醇 mannitol − + + 

精氨酸脱羧酶 arginine decarboxylase + + + 

葡萄糖磷酸盐胨水 glucose phosphate peptone water − − − 

鸟氨酸 ornithine + + + 

赖氨酸 lysine + + + 

硝酸盐气体 gas from nitrate + − + 

Note: −, negative; +, positive. 
注：−，阴性；+，阳性。 
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3.3.2. 构建 16S rRNA、gyrB 基因系统发育树 
以分离纯化QSM01、QSM02和QSM03菌株的DNA通过 16S rDNA通用引物PCR分别得到1428 bp、

1417 bp、1427 bp 条带，测序后，将序列在 GenBank 进行 BLAST 分析，结果显示 QSM01 和 QSM03 与

金黄杆菌属 (Chryseobacterium)细菌的 16S rRNA 基因序列自然聚类，QSM01 菌株与在检索出的

Chryseobacterium joostei (登录号 HQ829938.1)相似性最近，为 93%。QSM03 菌株与在检索出的比目鱼金

黄杆菌(Chryseobacterium scophthalmum) (登录号 KC178594.1)相似性最近，为 97%。对于 QSM02 菌株同

时选取同源性较高的菌株以及金黄杆菌属(Chryseobacterium)作为外类群构建系统发育树。结果显示，

QSM02 菌株与脑膜炎败血伊丽莎白菌(登录号 HQ154560.1)同源性最高，达 100%。QSM02 系统进化树如

图 2。 
 

 
Figure 2. Phylogenetic tree of QSM02 and related strains based on 16S rDNA sequences 
图 2. 基于 16SrDNA 基因序列构建的分离菌 QSM02 与相关菌株的系统发育树 

 
分离株 QSM01、QSM02 和 QSM03 菌株所扩增的 gyrB 基因序列长度分别为 1231 bp、1212 bp、1219 

bp，将菌株所扩增的 gyrB 基因序列进行同源性分析，分离株 QSM01 与 Chryseobacterium joostei (登录号

HQ829938.1)相似度最近，为 93%。QSM03 与 Chryseobacterium scophthalmum (登录号 HQ829933.1)相似

度最近，为 90%。QSM02 与 Elizabethkingia meningoseptica (登录号 HQ829943.1)相似度最近，为 92%。

QSM02gyrB 基因序列系统进化树如图 3。 

https://doi.org/10.12677/bp.2023.131006


黄晓峰 等 
 

 

DOI: 10.12677/bp.2023.131006 45 生物过程 
 

 
Figure 3. Phylogenetic tree of QSM02 and related strains based on gyrB gene sequences 
图 3. gyrB 基因序列构建的分离菌 QSM02 与相关菌株的系统发育树 

3.4. 药敏试验结果 

选用了 20 种抗生素对致病菌的药敏试验(表 2)，QSM01 菌株对新生霉素、恩诺沙星等 5 种抗生素敏

感，对氯霉素、新霉素等 5 种抗生素中度敏感；QSM02 菌株对新生霉素、红霉素、利福平敏感，对氯霉

素、链霉素和万古霉素中度敏感；QSM03 菌株对新霉素、万古霉素等 6 种抗生素敏感，对头孢拉定、四

环素等 5 种抗生素中度敏感。 
 

Table 2. The results of the antibiotics sensitivity test 
表 2. 抗生素类药敏试验结果 

药物 
Drug 

含量 Content 
(μg/disc) 

QSM01 QSM02 QSM03 

抑菌直径 
Inhibition 
zone (mm) 

敏感性 
Sensitivity 

抑菌直径 
Inhibition 
zone (mm) 

敏感性 
Sensitivity 

抑菌直径 
Inhibition 
zone (mm) 

敏感性 
Sensitivity 

氯霉素
Chloramphenicol 5 10.78 ± 0.23 I 13.21 ± 0.45 I 0.00 R 

青霉素 
Penicillin 10 0.00 R 0.00 R 0.00 R 

头孢拉定 
Cefradine 30 0.00 R 0.00 R 11.74 ± 0.27 I 

链霉素
Streptomycin 10 0.00 R 13.12 ± 0.22 I 0.00 R 

庆大霉素
Gentamycin 10 0.00 R 0.00 R 0.00 R 

新霉素 
Neomycin 30 10.59 ± 0.31 I 8.65 ± 0.11 R 22.46 ± 0.42 S 

新生霉素
Novobiocin 30 27.14 ± 0.34 S 22.41 ± 0.29 S 0.00 R 

红霉素
Erythromycin 15 8.34 ± 0.19 R 25.30 ± 0.36 S 0.00 R 

万古霉素
Vancomycin 30 13.75 ± 0.17 I 13.09 ± 0.20 I 20.92 ± 0.57 S 
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Continued  

四环素 
Tetracycline 30 8.30 ± 0.55 R 11.17 ± 0.35 I 14.61 ± 0.24 I 

卡那霉素
Kanamycin 30 0.00 R 0.00 R 9.23 ± 0.18 R 

诺氟沙星
Norfloxacin 10 7.76 ± 0.42 R 0.00 R 13.11 ± 0.26 I 

恩诺沙星
Enrofloxacin 5 30.95 ± 0.77 S 12.18 ± 0.23 I 41.61 ± 0.57 S 

环丙沙星
Ciprofloxacin 5 23.45 ± 0.31 S 0.00 R 33.12 ± 0.46 S 

依诺沙星
Enoxacin 10 14.04 ± 0.20 I 0.00 R 0.00 R 

氟罗沙星
Fleroxacin 5 23.43 ± 0.23 S 0.00 R 14.31 ± 0.21 I 

呋喃妥因
Furadantin 300 0.00 R 0.00 R 20.29 ± 0.43 S 

呋喃唑酮
Furazolidone 300 7.58 ± 0.36 R 0.00 R 14.13 ± 0.28 I 

利福平
Rifampicin 5 31.84 ± 0.98 S 21.95 ± 0.33 S 24.22 ± 0.66 S 

头孢他啶
Ceftazidime 30 0.00 R 0.00 R 0.00 R 

Notes: R. resitance; I. intermediate; S. sensitive. 
注：R 耐药；I 中度敏感；S 敏感。 

3.5. 双重 PCR 快速诊断 

最佳的反应体系为：Taq Master Mix 10 μL，blaB8、gyrB1 的上下引物各 1 μL，8.07 ng/uL 的 DNA
模板 1 μL，5 μL 无菌水。最佳反应条件为：94℃预变性 5 min；94℃变性 1 min，56℃复性 1 min，72℃
延伸 45 s，共 35 个循环；7℃延伸 7 min，Mg2+浓度为 25 mg/L。QSM02 扩增出 789 bp 的 gyrB 基因和 200 
bp 的 blaB8 基因 2 条清晰的目的条带，阴性对照中的 QSM01、QSM03 只扩增出 200 bp 的 blaB8 基因条

带，温和气单胞菌和嗜水气单胞菌均未扩增出 blaB8 和 gyrB1 的特异性条带(图 4)。本次实验表明建立的

QS02 双重 PCR 检测方法具有较强的特异性。 

3.6. 免疫保护效果 

将疫苗涂布于 LB 平板培养 16~24 h 后，观察到培养基上均无细菌生长，表明疫苗没有细菌污染且

已彻底灭活，同时肌肉注射结果表明，所有注射疫苗和生理盐水的健康棘胸蛙在 15 d 内均活动正常，进

一步说明该疫苗对棘胸蛙是安全的。通过不同途径对棘胸蛙接种疫苗后，其血清凝集抗体效价相对于对

照组均逐渐上升。注射组中在第 20 d 时达到最高血清凝集抗体效价，注射组效价最高(1:64~128)，一直

延续到第 30 d。而浸泡组和喷雾组最高血清凝集抗体效价出现较晚(表 3)，使用浸泡免疫法和喷雾免疫法

需要更长的时间来发挥较好的免疫保护作用。 
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M：DM 2000；1：QSM02；2：QSM01；3：QSM03；
4：温和气单胞菌；5：嗜水气单胞菌。 

Figure 4. Specificity test result of duplex PCR  
图 4. 双重 PCR 特异性实验结果 

 
Table 3. Serum agglutinating antibody titers 
表 3. 血清凝集抗体效价 

组别 
groups 

凝集抗体效价 
Agglutinating antibody titers time of assaying after immunization/d 

0 d 10 d 20 d 30 d 

注射组 injection 1:2~2 
(2) 

1:16~64 
(32) 

1:64~128 
(101.6) 

1:64~128 
(101.6) 

浸泡组 soak 1:2~2 
(2) 

1:8~16 
(12.7) 

1:16~32 
(20.1) 

1:16~64 
(32) 

喷雾组 spray 1:2~2 
(2) 

1:4~8 
(2.6) 

1:8~16 
(12.7) 

1:16~32 
(20.1) 

对照组 control 1:2~2 
(2) 

1:2~2 
(2) 

1:2~2 
(2) 

1:2~2 
(2) 

 
Table 4. The relative percent survival of Quasipaa spinosa after challenged by E. meningoseptica 
表 4. 棘胸蛙活菌攻毒后免疫保护力 

组别 groups 
攻毒蛙数 

Number of frog  
challenged 

存活蛙数 
Number of frog  

survival 

存活率/%  
Survival/% 

免疫保护率/% 
relative percentage of 

survival/% 

注射组 injection 8 8 100 100 

浸泡组 soak 8 7 87.5 87.5 

喷雾组 spray 8 6 75 75 

对照组 control 8 0 0 - 
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在接种疫苗后的第 30 d 后进行攻毒，观察 15 d 后，对照组全部死亡，浸泡组死亡 1 只，喷雾组死亡

2 只，注射组全部存活。表明免疫组蛙体都具有一定的抗病力，注射免疫、浸泡免疫、喷雾免疫的免疫

保护率分别达 100%、87.5%、75%，其中注射组的免疫保护力最高(表 4)。 

4. 讨论 

4.1. 病原菌的鉴定 

根据现有报道，伊丽莎白菌属(Elizabethkingia sp.)是导致蛙类患脑膜炎的主要病原。如从患脑膜炎虎

纹蛙(Rana tigerina) [7]、黑斑蛙(Rana nigromaculata) [10]、牛蛙(Rana catesbeiana) [5]、美国青蛙(Rana 
grylio) [6]、非洲爪蟾(Xenopus laevis) [20]等体内分离出的致病菌均为脑膜炎败血伊丽莎白菌，又如从患

病黑斑蛙[21]、北美豹蛙(Lithobates pipiens) [22]、牛蛙[23]体内分离出的致病菌为米尔伊丽莎白菌

(Elizabethkingia miricola)。此外，发现肺炎克雷伯菌[2]、嗜水气单胞菌[3]也可能导致蛙类出现该疾病。

本研究从浙江丽水地区养殖场棘胸蛙脑组织中共分离出三个菌株，根据回归感染实验均三株菌均会导致

不同程度的脑膜炎症状，但三者对蛙的致死时间和致死率方面存在差异，如 QSM01 组和 QSM03 组大约

在 36 h 后出现死亡，感染 15 d 内全部死亡，而 QSM02 组在 48 h 后出现死亡，感染 6 d 内全部死亡(图
1)，说明这三株菌株均为致病菌，且 QS02 菌致病性最强。利用两种分子标记对三株菌进行了鉴定，其中

16S rRNA 基因是细菌鉴定、分类及系统发育分析研究中最常用的标记，由于 16S rRNA 自身的局限性，

很多情况下只能将细菌鉴定到属水平，而 gyrB 基因具有进化速率快、碱基替换频率高等优点，能够更好

地对细菌在种水平上的鉴定[24]。通过这两种分子标记的共同鉴定，最终确定 QSM01 菌为朱斯特金黄杆

菌(C. joostei)，QSM02 菌为脑膜炎败血伊丽莎白菌(E. meningoseptica)，QSM03 菌为比目鱼金黄杆菌(C. 
scophthalmum)。关于棘胸蛙歪头病、白内障等症状及病原鉴定已有相关报道。如雷雪平等[8]从四川雅安

场殖养暴发白内障、体表溃疡的棘胸蛙体内鉴定出了脑膜炎败血伊丽莎白菌，又如本实验室成员也从丽

水地区其他养殖场患歪头病棘胸蛙体内分离出的三株细菌，经鉴定也均为脑膜炎败血伊丽莎白菌[9]。由

此可见，虽然引起棘胸蛙脑膜炎的细菌菌种类是多样的，但脑膜炎败血伊丽莎白菌是最为广泛的致病菌，

而且感染此菌后棘胸蛙出现的病症也存在一定差异，这可能与病症或菌株差异有关。 

4.2. 双重 PCR 快速诊断 

双重 PCR 与常规单基因 PCR 相比，是在一个反应体系中添加两对不同的引物，扩增不同基因片段，

从而实现同时检测多种病原或进行病原的不同类型检测。当前，双重 PCR 被广泛用于病原学分类鉴定、

流行病学调查、早期诊断等方面，具有灵敏度高、特异性强、省时省力等优点[25]。本研究利用 QSM02
菌株的 gyrB 和 blaB 基因设计了特异性引物，通过多次对 PCR 体系反应条件进行优化，建立了双重 PCR
检测技术。QSM02 扩增出了 789 bp 的 gyrB 基因和 200 bp 的 blaB8 基因 2 条清晰的目的条带，QSM01、
QSM03 只扩增出 200 bp 的 blaB8 基因条带，温和气单胞菌和温和气单胞菌均未扩增出 blaB8 和 gyrB1 的

特异性条带，表明本研究建立的双重 PCR 具有高度特异性，显著提高了检测方法的真实可靠性。 

4.3. 耐药性分析 

本研究用 20 种常用抗菌药物对浙江丽水养殖场患脑膜炎棘胸蛙脑组织分离出的 QSM02 菌株进行药

敏试验，发现该菌株仅对新生霉素、红霉素、利福平三种药物敏感，对氯霉素、万古霉素、恩诺杀星等

5 种药物中度敏感，对新霉素、庆大霉素、诺氟沙星等药物有耐药性。本实验室成员[9]在 2016 年在同地

区患病棘胸蛙上分离的菌株对头孢哌酮、红霉素、庆大霉素和万古霉素敏感，本实验的菌株对万古霉素

和庆大霉素的敏感性降低甚至产生耐药性，这可能是在实际养殖中过量采用这类抗菌药物导致，使丽水
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地区养殖场中的病原菌对一些常用抗生素产生一定程度的耐药性。从其他地区如浙江温州患病棘胸蛙上

分离得到的脑膜败血伊丽莎白菌株 PY-SW1506 [11]对万古霉素、恩诺沙星、氧氟沙星、利福平等 7 种药

物敏感，对青霉素、头孢氨苄、诺氟沙星、庆大霉素、呋喃妥因等 15 种药物表现出耐药性。利福平、万

古霉素、恩诺沙星对同为浙江地区的 QSM02 菌株和 PY-SW1506 菌株有良好的抑菌作用，但四川雅安患

病棘胸蛙上分离得到的脑膜败血伊丽莎白菌株 CM160701 仅对氟苯尼考敏感，对阿莫西林、头孢唑林、

恩诺沙星、庆大霉素、红霉素等 15 药物表现出耐药性，这可能是同一物种的不同地域的分离株耐药性可

能不同。此外本实验分离所得同样能使棘胸蛙患脑膜炎的 QSM01 和 QSM03 菌株同为金黄杆菌属，对大

多数药物有耐药性，仅环丙沙星、恩诺沙星、利福平、万古霉素、新霉素 5 种药物对其均有较好的抑菌

作用。这与 Michel [26]从其他水产源获得的 67 株金黄杆菌中，多数菌株表现出多种抗生素耐药性结果相

同。因此在实际养殖中要有针对性、交替式地使用不同类别的抗生素或者采用专用疫苗等绿色防治手段。 

4.4. 疫苗免疫保护效果 

疫苗防治已成为国内外水产动物病害防治的重要方向。周冬仁等[27]从患病牛蛙上分离鉴定出的无乳

链球菌加弗氏佐剂制成甲醛灭活全菌疫苗，通过肌肉注射免疫对健康牛蛙的相对免疫保护率为 67%；宋

婷婷[28]将分离鉴定的鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii)制成甲醛灭活疫苗，通过注射免疫对棘胸蛙

烂皮病相对免疫保护率达到了 75%。周末等[29]利用分离出的嗜水气单胞菌采用热灭活的方式制备疫苗，

通过不同途径免疫对林蛙(Rana temporaria)红腿病的相对免疫保护率达到了 47%到 76%。胡成钰等[30]利
用嗜水气单胞菌和乙酸钙不动杆菌(Acinetobacter calcoaceticus)制备灭活疫苗，对牛蛙红腿病的相对免疫

保护率在 75%以上。周永灿等[1]用分离鉴定的脑膜炎败血伊丽莎白菌制成甲醛灭活疫苗，对虎纹蛙白内

障的相对免疫保护率达到了 95%。本研究针对棘胸蛙脑膜炎致病性最强的 QSM02 菌株制备甲醛灭活疫

苗，相对免疫保护率均达到 75%以上。疫苗免疫方式的不同在很大程度上影响了动物机体的免疫保护效

果以及疫苗的推广使用[31] [32]。本实验注射组的免疫效果最佳，凝集效价为 1:64~128，且可一直延续到

第 30 d，虽然见效快，但在规模化养殖中使用极为不便，并且不能对蝌蚪进行免疫保护。棘胸蛙的体表

皮肤上有许多粘液腺，具有吸收疫苗和辅助呼吸的能力，因此采用浸泡免疫法和喷雾免疫法在实际生产

中有更高的可行性。胡霭臻等[33]、周永灿等[1]研究表明喷雾免疫法较注射免疫法的最高凝集抗体效价

出现较晚，但都有较好的免疫保护效果。本实验中浸泡组和喷雾组均在第 30 d 出现最高凝集抗体效价，

且相对免疫保护率达到 87.5%和 75%，这种操作便捷，且对棘胸蛙无损伤的免疫更适合于实际应用。 
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