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摘　要：为查明河北某水貂养殖场水貂 死 亡 原 因，本 研 究 进 行 了 病 理 组 织 学 检 查、细 菌 分 离 培 养、细 菌 形 态 学 观

察、生化鉴定、１６ＳｒＤＮＡ鉴定、药敏试验、耐药基因和毒力基因检测、动物回归试验等。结果显示，共分离到３株铜

绿假单胞菌，１６ＳｒＤＮＡ序列与ＧｅｎＢａｎｋ中铜绿假单胞菌相应序列相似性达到１００％，且３株分离菌均能使大鼠死

亡。药敏结果表明，分离菌对左氧氟沙星、庆大霉素、阿米卡星、多黏菌素Ｂ敏感，对β－内酰胺类、氨基糖苷类、大环

内酯类、喹诺酮类、四环素类等抗生素耐药。分离菌携带３种超广谱β－内酰胺酶基因（ｂｌａＣＴＸ－Ｍ１、ｂｌａＯＸＡ－２、ｂｌａＯＸＡ－１０）、

３种碳青霉烯酶基因（ｂｌａＶＩＭ－１、ｂｌａＳＰＭ－１、ｂｌａＫＰＣ－１）及吸附相关基因、Ｔ１ＳＳ－Ｔ３ＳＳ分 泌 系 统、氧 化 应 激 相 关 基 因、群 体 行

为调控基因、磷脂酶相关的１７种毒力基因。本研究结果为水貂绿脓杆菌病的临床诊断和治疗提供了参考依据。
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　　 铜 绿 假 单 胞 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，

Ｐ．ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）又 称 绿 脓 杆 菌，是 一 种 革 兰 氏 阴 性

菌，属于假单胞菌属，广泛存在于自然界中。铜绿假单

胞菌是重要的条件致病菌，也是医院获得性感染的主

要病原菌之一，能够导致广泛感染如急性和慢性呼吸

道感染及血液感染［１－３］。研究发现，铜绿假单胞菌感

染能够对毛皮动物（貂、狐及貉）、家养动物（鸡、羊和

牛）、宠物（猫和犬）等造成严重伤害，如水貂和狐狸

出血性肺炎和鸡败血性绿脓杆菌病，发病急、死亡率

高、危害严重［４－８］。以往的研 究 表 明，铜 绿 假 单 胞 菌

可通过呼吸道飞沫和气溶胶在空中传播，也可通过

污染的水直接或间接传播。在养殖业中，污染的水、
笼舍、饲料槽等是铜绿假单胞菌的储藏库，是绿脓杆

菌病暴发 的 来 源［９－１０］。本 研 究 对２０２０年 河 北 省 某

水貂养殖场送检的３只疑似患有出血性肺炎的死亡

水貂进行了病理诊断和细菌分析鉴定，并对分离的

绿脓杆菌进行了药物敏感性、毒力基因和耐药基因、
致病性的分析，以期为水貂源绿脓杆菌的临床诊断、
致病性和耐药性调查和风险评估提供基础支撑。

１　材料与方法

１．１　材料

河北省某养殖场送检的３只患病死亡水貂。１０
周龄雌性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠购自 斯 贝 福（北 京）生 物 技 术

有限公司；抗生素药敏纸片购自北京天坛药物生物

技术开发公司；博检革兰氏阴性细菌鉴定系统购自

青岛高科园海博生物技术有限公司；脱纤维羊血购

自北京赛谱锐思科技有限公司；ＤＮＡ聚合酶购自江

苏康为世纪生物科技有限公司。

１．２　肺部ＨＥ染色及细菌分离培养

对３只死亡水貂进行病理剖检，采集肺部病变

组织保存于福尔马林中，对保存组织进行 ＨＥ染色。
同时无菌采集肺部组织，划线接种至普通琼脂培养

基，３７℃培养２４ｈ，挑取单个优势菌落进行纯化培

养。取新鲜细菌培养物进行革兰氏染色，镜检观察

菌落形态特征。

１．３　细菌生化及ＰＣＲ鉴定

取０．５麦氏比浊单位新鲜细菌培养物接种于微

量生化鉴定管，按照博检革兰氏阴性细菌鉴定系统

操作说明，３７℃培 养１８～２４ｈ后 观 察 结 果。采 用

高温裂解法（０．２５％ＳＤＳ于９５℃裂解１０ｍｉｎ）提取

细菌基 因 组ＤＮＡ。利 用 细 菌１６ＳｒＤＮＡ通 用 引 物

（２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′；１４９２Ｒ：

５′－ＴＡＣＧＧＹＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）和 铜 绿

假单胞菌特异 性 引 物（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ－Ｆ：５′－ＣＴＡＣＣ－
ＧＣＴＣＣＴＣＧＴＣＡＣＴＣＴＧ－３′；Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ－Ｒ：５′－
ＣＧＴＧＴＴＣＴＣＣＴＧＣＡＣＡＴＣＣＴＴ－３′）进 行ＰＣＲ鉴

定。ＰＣＲ 反 应 体 系 ５０μＬ：２×Ｔａｑ　ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
２５μＬ，上、下 游 引 物 各１μＬ，模 板 ＤＮＡ　２μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ　２１μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；

９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ（铜

绿假单胞菌 特 异 性 引 物 延 伸３０ｓ），共３５个 循 环；

７２℃延伸７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定

并回收后，送 至 华 大 基 因 进 行 测 序。将１６ＳｒＤＮＡ
测序结果与ＮＣＢＩ数据库中序列进行相似性比对分

析，并利用 ＭｅｇａＸ中的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系

统发育树，Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设置为１　０００。

１．４　药敏试验

参照Ｋ－Ｂ纸 片 扩 散 法 进 行 药 敏 试 验。将 已 纯

化的３株铜绿假单胞菌制成０．５麦氏比浊单位的细

菌悬液，取１００μＬ涂布于普通琼脂培养基上，将１７
种抗生素药敏 片 贴 于 培 养 基 上，３７℃培 养１６ｈ后

测量各个抗生素的抑菌圈直径。

１．５　耐药基因及毒力基因检测

参照文献［９－１１］设计合成绿脓杆菌常见的８种抗

生素耐药 基 因，包 括 超 广 谱β－内 酰 胺 酶（ｂｌａＣＴＸ－Ｍ１、

ｂｌａＯＸＡ－２、ｂｌａＯＸＡ－１０）和 碳 青 霉 烯 酶（ｂｌａＶＩＭ－１、ｂｌａＶＩＭ－２、

ｂｌａＳＰＭ－１、ｂｌａＮＤＭ－１、ｂｌａＫＰＣ－１）。参 照 文 献［９，１２－１４］设 计 合

成铜绿假单胞菌常见的２１种毒力基因，包括吸附相

关基因（ａｌｇＵ、ａｌｇＤ）、Ｔ１ＳＳ分泌系统（ａｐｒＡ）、Ｔ２ＳＳ
分泌系统（ｌａｓＡ、ｌａｓＢ、ｔｏｘＡ）、Ｔ３ＳＳ分泌系统（ｅｘｏＳ、

ｅｘｏＵ、ｅｘｏＴ、ｅｘｏＹ）、氧化应激相关基因（ｐｈｚⅠ、ｐｈｚⅡ、

ｐｈｚＭ、ｐｈｚＳ、ｐｈｚＨ）、群 体 行 为 调 控 基 因（ｌａｓⅠ、

ｌａｓＲ、ｒｈｌＬ、ｒｈｌＲ）、磷 脂 酶（ｐｌｃＨ、ｐｌｃＮ）。利 用 细 菌

基因组ＤＮＡ对上述耐药基因及毒力基因进行ＰＣＲ
检测，ＰＣＲ反应体系和程序同１．３，其中退火温度范
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围为５２～６０℃，延伸时间范围为３０～１２０ｓ。

１．６　动物回归试验

将试验大鼠分为对照组和试验组，每组３只，３
个试验组分别腹腔接种２００μＬ（１×１０

８　ＣＦＵ／ｍＬ）
细菌悬液，对照组注射等量生理盐水，观察动物的发

病及死亡情况，并通过粪便和肺部进行铜绿假单胞

菌分离检测，同时对大鼠肺脏组织进行 ＨＥ染色观

察病理结果。

２　结　果

２．１　病原菌的分离

对３只 死 亡 水 貂 进 行 剖 检，发 现 胸 腔 出 血、淤

血，肺部有严重出血坏死，心脏有出血，肝脏有边缘

坏死肿大出血、胆汁溢出，肝脏黄染，脾脏轻微肿大

颜色发黑，气管、胃壁、肠道轻微出血，肠道内无内容

物，肾脏无异常。初步判定为出血性肺炎。肺部细

菌培养结果发现，普通琼脂上有边缘不整齐绿色菌

落，具有芳香气味（图１Ａ）；血平板上具有不规则的

带溶血环的菌落（图１Ｂ），镜检可见两端钝圆的小杆

菌。同时对肺脏组织进行 ＨＥ染色，发现血管扩张、
出血，肺泡腔内见红细胞，肺泡隔增厚，可见红细胞

及含铁血黄素沉着，少量炎性细胞浸润（图２），怀疑

为出血性肺炎感染早期。

２．２　分离菌株的生化鉴定

对３株分离菌株进行生化鉴定，结果显示一致

的生化特性（表１）。３株 菌 都 能 够 分 解 葡 萄 糖、脲

酶、ＯＮＰＧ、精氨酸、赖氨酸、鸟氨酸 和 柠 檬 酸，氧 化

酶阳性，能 够 液 化 明 胶，不 产 生 硫 化 氢 和 吲 哚，ＶＰ
试验阴性，符合铜绿假单胞菌的生化鉴定特佂。

２．３　ＰＣＲ鉴定及序列分析

以３株分离菌株的ＤＮＡ为模板，通过１６ＳｒＤＮＡ
引 物 进 行 检 测，结 果 显 示，扩 增 片 段 大 小 均 为

１　５００ｂｐ（图３），与预期目的基因大小一致。３株菌

１６ＳｒＤＮＡ的测序结果相似性为１００％，经 ＮＣＢＩ中

ＢＬＡＳＴ比对发 现，分 离 菌 株 与 铜 绿 假 单 胞 菌 相 似

性为１００％。系统发育分析结果显示，３株分离菌株

与铜绿假单胞菌聚为一支（图４）。以上结果证实分

离菌为铜绿假单胞菌。

图１　普通琼脂培养板（Ａ）和血平板（Ｂ）分离菌株的菌落形态

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｌｏｎｙ　ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｏｎ　ｇｅｎｅｒａｌ　ｎｕｔｒｉｔｉｏｎ　ａｇａｒ　ｐｌａｔｅ（Ａ）ａｎｄ　ｂｌｏｏｄ　ｐｌａｔｅ（Ｂ）

图２　水貂肺脏组织显微结构（ＨＥ染色）

Ｆｉｇ．２　Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｌｕｎｇ　ｉｎ　ｍｉｎｋ（ＨＥ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）
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表１　分离菌株生化鉴定结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

项目Ｉｔｅｍｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ 项目Ｉｔｅｍｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔｓ

ＯＮＰＧ试验 ＯＮＰＧ　ｔｅｓｔ ＋ 明胶 Ｇｅｌａｔｉｎ ＋

精氨酸 Ａｒｇｉｎｉｎｅ ＋ 葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋

赖氨酸Ｌｙｓｉｎｅ ＋ 甘露醇 Ｍａｎｎｏｓｅ －

鸟氨酸 Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ ＋ 肌醇Ｉｎｏｓｉｔｏｌ －

柠檬酸Ｃｉｔｒａｔｅ ＋ 山梨醇Ｓｏｒｂｏｓｅ －

硫化氢 Ｈ２Ｓ － 鼠李糖 Ｒｈａｍｎｏｓｅ －

脲酶 Ｕｒｅａ ＋ 蔗糖Ｓａｃｃｈａｒｏｓｅ －

乳糖Ｌａｃｔｏｓｅ － 蜜二糖 Ｍｅｌｉｂｉｏｓｅ －

吲哚Ｉｎｄｏｌｅ － 阿拉伯糖 Ａｒａｂｉｎｏｓｅ －

ＶＰ试验 ＶＰ　ｔｅｓｔ － 氧化酶 Ｏｘｉｄａｓｅ ＋

＋，阳性；－，阴性

＋，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ；－，Ｎｅｇａｔｉｖｅ

Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～３，分离菌株 Ｈｂ１～Ｈｂ３
Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－３，Ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ　Ｈｂ１－Ｈｂ３
图３　分离菌株１６ＳｒＤＮＡ　ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．３　１６ＳｒＤＮＡ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ　ｂｙ　ＰＣＲ

图４　分离菌株１６ＳｒＤＮＡ基因序列系统发育树

Ｆｉｇ．４　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ　ｔｒｅｅ　ｂａｓｅｄ　ｏｎ　１６ＳｒＤＮＡ　ｇｅｎｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

２．４　药敏试验

采用１７种抗菌药物对分离株进行药敏试验，结
果显示，３株分 离 菌 株 对 左 氧 氟 沙 星、庆 大 霉 素、阿

米卡星、多黏 菌 素Ｂ敏 感；对 阿 莫 西 林／克 拉 维 酸、
氨苄西林、红霉素、呋喃妥因、青霉素、氯霉素、萘啶

酸、四 环 素、卡 那 霉 素、利 福 平 耐 药；菌 株 Ｈｂ１和
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Ｈｂ３对 链 霉 素 耐 药，而 Ｈｂ２对 其 中 度 敏 感；菌 株

Ｈｂ１对头孢曲松中度敏感，Ｈｂ２和 Ｈｂ３对其敏感；
菌株 Ｈｂ１和 Ｈｂ３对 头 孢 噻 肟 中 度 敏 感，Ｈｂ２对 其

敏感（表２）。

表２　分离菌株药敏试验结果

Ｔａｂｌｅ　２　Ｄｒｕｇ　ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ　ｔｅｓｔ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

药物

Ｄｒｕｇｓ

分离株Ｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｈｂ１ Ｈｂ２ Ｈｂ３

阿莫西林／克拉维酸 Ａｍｏｘｉｃｉｌｌｉｎ／Ｃｌａｖｕｌａｎａｔｅ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ
氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ
链霉素Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ　 Ｒ　 Ｉ　 Ｒ
左氧氟沙星Ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ　 Ｓ　 Ｓ　 Ｓ

红霉素 Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ
头孢曲松Ｃｅｆｔｒｉａｘｏｎｅ　ｓｏｄｉｕｍ　 Ｉ　 Ｓ　 Ｓ
呋喃妥因Ｆｕｒａｎｔｏｉｎ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ
青霉素Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ
头孢噻肟Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ　ｓｏｄｉｕｍ　 Ｉ　 Ｓ　 Ｉ
庆大霉素 Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ　 Ｓ　 Ｓ　 Ｓ
氯霉素Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ
萘啶酸 Ｎａｌｉｄｉｘｉｃ　ａｃｉｄ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ

四环素 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ
阿米卡星 Ａｍｉｋａｃｉｎ　 Ｓ　 Ｓ　 Ｓ
卡那霉素 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ
利福平 Ｒｉｆａｍｐｉｎ　 Ｒ　 Ｒ　 Ｒ
多黏菌素Ｂ　Ｐｏｌｙｍｙｘｉｎ　Ｂ　 Ｓ　 Ｓ　 Ｓ

Ｓ，敏感；Ｉ，中度敏感；Ｒ，耐药

Ｓ，Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；Ｉ，Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｒｙ；Ｒ，Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

２．５　耐药基因及毒力基因检测

采用铜绿假单胞菌２１种毒力基因特异性引物

进行ＰＣＲ扩增，结 果 显 示，除 了 Ｔ２ＳＳ分 泌 系 统 中

ｌａｓＡ和ｔｏｘＡ 基因、Ｔ３ＳＳ分泌系统中ｅｘｏＵ和ｅｘｏＴ
基因未携带以外，其余与吸附相关基因、Ｔ１ＳＳ分泌

系统、氧化应激相关基因、群体行为调控基因、磷脂

酶相关的１７种毒力基因皆为阳性。采用铜绿假单

胞菌８种超广谱β－内酰胺酶和碳青霉烯酶抗生素耐

药基因特异性引物进行ＰＣＲ扩增，结果 显 示，分 离

菌株携带所有检测的超广谱β－内酰胺酶基因和部分

碳青霉烯 酶 基 因（ｂｌａＶＩＭ－１、ｂｌａＳＰＭ－１、ｂｌａＫＰＣ－１），而 未 携

带碳青霉烯酶基因ｂｌａＶＩＭ－２和ｂｌａＮＤＭ－１（表３）。

表３　分离菌株耐药基因及毒力基因检测结果

Ｔａｂｌｅ　３　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｆｏｒ　ｄｒｕｇ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　ａｎｄ　ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ｇｅｎｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

分类

Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
基因

Ｇｅｎｅｓ

分离菌株Ｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｈｂ１ Ｈｂ２ Ｈｂ３

毒力相关基因 吸附 Ａｄｈｅｓｉｏｎ　 ａｌｇＵ ＋ ＋ ＋

Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｇｅｎｅｓ　 ａｌｇＤ ＋ ＋ ＋

Ｔ１ＳＳ分泌系统 ＴｙｐｅⅠｓｅｃｒｅｔｏｒｙ　ｓｙｓｔｅｍｓ　 ａｐｒＡ ＋ ＋ ＋

Ｔ２ＳＳ分泌系统 ＴｙｐｅⅡｓｅｃｒｅｔｏｒｙ　ｓｙｓｔｅｍｓ　 ｌａｓＡ － － －

ｌａｓＢ ＋ ＋ ＋

ｔｏｘＡ － ＋ ＋

Ｔ３ＳＳ分泌系统 ＴｙｐｅⅢｓｅｃｒｅｔｏｒｙ　ｓｙｓｔｅｍｓ　 ｅｘｏＳ ＋ ＋ ＋

ｅｘｏＵ － － －

ｅｘｏＴ － ＋ ＋

ｅｘｏＹ ＋ ＋ ＋
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续表

分类

Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ
功能

Ｆｕｎｃｔｉｏｎ
基因

Ｇｅｎｅｓ

分离菌株Ｉｓｏｌａｔｅｓ

Ｈｂ１ Ｈｂ２ Ｈｂ３

氧化应激 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅ　ｓｔｒｅｓｓ　 ｐｈｚⅠ ＋ ＋ ＋

ｐｈｚⅡ ＋ ＋ ＋

ｐｈｚＭ ＋ ＋ ＋

ｐｈｚＳ ＋ ＋ ＋

ｐｈｚＨ ＋ ＋ ＋
群体行为调控 Ｑｕｏｒｕｍ　ｓｅｎｓｉｎｇ　ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　 ｌａｓⅠ ＋ ＋ ＋

ｌａｓＲ ＋ ＋ ＋

ｒｈｌＬ ＋ ＋ ＋

ｒｈｌＲ ＋ ＋ ＋
磷脂酶Ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅ　 ｐｌｃＨ ＋ ＋ ＋

ｐｌｃＮ ＋ ＋ ＋
抗生素耐药基因 超广谱β－内酰胺酶 ｂｌａＣＴＸ－Ｍ１ ＋ ＋ ＋

Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｇｅｎｅｓ　Ｅｘｔｅｎｄｅｄ－ｓｐｅｃｔｒｕｍβ－ｌａｃｔａｍａｓｅｓ　 ｂｌａＯＸＡ－２ ＋ ＋ ＋

ｂｌａＯＸＡ－１０ ＋ ＋ ＋
碳青霉烯酶Ｃａｒｂａｐｅｎｅｍａｓｅｓ　 ｂｌａＶＩＭ－１ ＋ ＋ ＋

ｂｌａＶＩＭ－２ － － －

ｂｌａＳＰＭ－１ ＋ ＋ ＋

ｂｌａＮＤＭ－１ － － －

ｂｌａＫＰＣ－１ ＋ ＋ ＋

＋，阳性；－，阴性

＋，Ｐｏｓｉｔｉｖｅ；－，Ｎｅｇａｔｉｖｅ

２．６　致病性试验

动物回归试验结果显示，试验组大鼠出现食欲

减退、精神不振、鼻腔周围有红色泡沫样液体、腹泻

等症状，在４８ｈ全部死亡。对死亡大鼠进行剖检发

现具有出血性肺炎病变；ＨＥ染色显示，死亡大鼠肺

泡腔扩张，肺泡隔间大，出血，少量炎性细胞浸润（图

５）。无菌采集大鼠肺脏组织和粪便进行细菌培养，
经铜绿假单胞菌特异性引物检测为阳性（图６）。以

上结果证实，本次分离的３株铜绿假单胞菌具有较

强的致病性。

图５　大鼠肺脏组织显微结构（ＨＥ染色）

Ｆｉｇ．５　Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　ｏｆ　ｌｕｎｇ　ｉｎ　ｒａｔ（ＨＥ　ｓｔａｉｎｉｎｇ）

Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１～３，分 离 菌 株 Ｈｂ１～Ｈｂ３；

４，大鼠肺脏分离菌；５，大鼠粪便分离菌

Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡ　Ｍａｒｋｅｒ；１－３，Ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎｓ　Ｈｂ１－Ｈｂ３；

４，Ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎ　ｆｒｏｍ　ｌｕｎｇ　ｉｎ　ｒａｔ；５，Ｉｓｏｌａｔｅｄ　ｓｔｒａｉｎ　ｆｒｏｍ

ｆｅｃａｌ　ｉｎ　ｒａｔ
图６　分离菌株特异性引物ＰＣＲ扩增

Ｆｉｇ．６　ＰＣＲ　ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｐｒｉｍｅｒｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅｓ

３　讨　论
铜绿假单胞菌是引发水貂、狐狸、貉等毛皮动物

出血性肺炎的重要病原菌之一，给毛皮动物养殖业

造成重大的经济损失［４－５］。本研究从３只 具 有 出 血
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性肺炎症状的水貂肺脏组织中分离得到３株优势菌

株，通过组织病理学观察、形态学鉴定、生化鉴定及

分子生物学方法证实分离菌株为铜绿假单胞菌。动

物致病性试验结果显示，大鼠出现出血性肺炎症状，
且４８ｈ内全部死亡，确定铜绿假单胞菌是导致水貂

死亡的主 要 病 原 菌。同 时 分 离 菌 具 有 较 强 的 致 病

性，这可能与该菌株携带的毒力基因相关。铜绿假

单胞菌的致病性主要依赖于毒力相关基因及其调控

因子 的 表 达，包 括 黏 附 素、外 毒 素、蛋 白 酶 和 色 素

等［９，１５－１６］。本研究对３株分离菌所携带的毒力基因

进行了鉴定，结果发现，在所检测的２１种毒力基因

中有１７种呈阳性，表明分离菌株较强的致病性可能

与其携带多种毒力基因相关。

ａｌｇＵ和ａｌｇＤ是 褐 藻 胶 生 物 合 成 的 基 本 蛋 白，
是铜绿假单胞菌主要的黏附素，在水貂源及急性呼

吸道患者源铜绿假单胞菌分离株中具有最高的携带

率［９，１４］，而本研究中其携带率均为１００％。ａｐｒＡ是

Ｔ１ＳＳ分泌 系 统 分 泌 的 一 种 重 要 锌 离 子 金 属 蛋 白

酶，其 功 能 主 要 是 与 细 菌 的 侵 袭、免 疫 逃 避 及 与

Ｔ２ＳＳ系统分泌的弹性蛋白酶协同作用导致胶原蛋

白和纤维 蛋 白 原 降 解 有 关［１７］。本 研 究 中，ａｐｒＡ高

携带率与之前的研究相似［９，１４，１８］。ｔｏｘＡ通过Ｔ２ＳＳ
分泌系统分泌的重要外毒素，能够抑制宿主细胞蛋

白合 成［１９］，在 本 研 究 中 的３株 分 离 菌 中 占６７％
（２／３）。研究发现，所有的铜绿假单胞菌分离株都包

含至少一种Ｔ３ＳＳ系统分泌蛋白，主要与肺炎相关

的毒力因子［１４，２０］，而此次的水貂源绿脓杆菌分离株

中 携 带ｅｘｏＳ和ｅｘｏＹ，不 携 带ｅｘｏＵ 和ｅｘｏＴ。由

ｐｈｚⅠ、ｐｈｚⅡ、ｐｈｚＨ、ｐｈｚＭ和ｐｈｚＳ编码的吩嗪化合

物主要与氧 化 应 激、线 粒 体 失 活 相 关［２１］，研 究 发 现

铜绿假单胞菌具有较高的携带率。其他毒力因子如

群体行为调控和磷脂酶基因，在生物膜形成、应对环

境变化、免疫逃避、细胞损伤等方面发挥作用［２２－２３］，
本研究发现水貂源铜绿假单胞菌此类毒力基因携带

率较高。
近年来，铜绿假单胞菌中与超广谱β－内酰胺酶

和碳青霉烯酶等耐药相关的多重耐药及泛耐药菌株

的不断出现，已成为全球性的公共卫生安全问题，这
给铜绿假单胞菌的抗菌治疗带来了新的挑战［６，９，２４］。
超广谱β－内酰胺酶是一类可水解灭活β－内酰胺类抗

生素（如青霉素、头孢菌素、单内酰环类等）的β－内酰

胺酶，β－内酰胺酶活性是革兰氏阴性杆菌对β－内 酰

胺类抗生 素 表 现 出 耐 药 性 的 重 要 机 制。本 研 究 发

现，３株分离菌对β－内酰胺类如氨苄西林和阿莫 西

林、氨基糖苷类如卡那霉素、大环内酯类如红霉素、
喹诺酮类、四环素类等抗生素耐药，与动物源性分离

株及临床分 离 株 具 有 相 似 的 抗 生 素 耐 药 性［４－５，９，１４］。
同时发现，分离菌携带３种超广谱β－内酰胺酶基因

（ｂｌａＣＴＸ－Ｍ１、ｂｌａＯＸＡ－２、ｂｌａＯＸＡ－１０）和３种碳青霉烯酶基因

（ｂｌａＶＩＭ－１、ｂｌａＳＰＭ－１、ｂｌａＫＰＣ－１），对 铜 绿 假 单 胞 菌 临 床 分

离株的超广谱β－内酰胺酶和碳青霉烯酶基因分布的

研究有利于合理规范使用抗生素。

４　结　论

本研究分离得到３株铜绿假单胞菌，耐药性显

示该分离菌株对左氧氟沙星、庆大霉素、阿米卡星、
多黏菌素Ｂ等敏感，对β－内酰胺类、氨基糖苷类、大

环内酯类、喹诺酮类、四环素类等抗生素耐药，同时

分离菌株携带多种超广谱β－内酰胺酶、碳青霉烯酶

和毒力基因。
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