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摘  要：【背景】奇异变形杆菌(Proteus mirabilis)是重要的人畜共患病病原，可引起梅花鹿仔鹿腹

泻，给梅花鹿养殖业造成严重危害。【目的】鉴定引起吉林省某梅花鹿场仔鹿腹泻病的细菌性病原

种类及其生物学特性，并确定该病原造成的主要病理特征。【方法】收集腹泻病空肠内容物，通过

细菌分离培养、革兰氏染色、显微镜镜检、16S rRNA 基因及 atpD 基因测序和进化树分析等方法

鉴定细菌种类。采集腹泻鹿的空肠、肺、肝、脾、肾和心等组织样品制作病理切片。通过检测毒力

基因、生物膜形成能力、耐药性与耐药基因，以及部分菌株的小鼠致病性分析该菌的生物学特性。

【结果】共鉴定出 3 株奇异变形杆菌，分别命名为 SKPM1、SKPM2、SKPM3。3 株菌均携带 ureC、

zapA、atfC、atfA、rsbA、ucaA 和 pmfA 等 7 种毒力基因，具有生物膜形成能力；3 株菌对青霉素、

头孢氨苄、庆大霉素、四环素、多黏菌素 B 等抗生素表现出多重耐药性，并检测出 blaTEM、blaCTX-M、

tetB、ant(3″)-I、sul2 等耐药基因；致病性上菌株 SKPM2 的 LD50 为 3.98×107 CFU/mL。【结论】本

研究分离鉴定了 3 株梅花鹿源奇异变形杆菌，并研究了其生物学特性，为该菌引起的仔鹿腹泻病

的防治和深入研究提供了实验基础。 
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Abstract: [Background] Proteus mirabilis is a major zoonotic pathogen that can cause diarrhea 
of young sika deer (Cervus nippon), posing a serious threat to the sika deer farming industry. 
[Objective] To identify and characterize the bacterial pathogens and reveal the main 
pathological changes in the young sika deer suffering from diarrhea at a sika deer farm in Jilin. 
[Methods] We collected the jejunal contents of the young sika deer suffering from diarrhea, 
isolated the bacterial pathogens by the culture method, and identified the pathogens by Gram 
staining, microscopic examination, 16S rRNA and atpD sequencing, and phylogenetic analysis. 
In addition, we collected the jejunum, lung, liver, spleen, kidney, and heart samples from 
diarrheal sika deer to prepare pathological sections. The bacterial pathogens were characterized 
in terms of virulence genes, biofilm formation, antibiotic resistance, antibiotic resistance genes, 
and pathogenicity in mice. [Results] Three strains of P. mirabilis were identified and named 
SKPM1, SKPM2, and SKPM3, respectively. All of the three strains carried seven virulence 
genes (ureC, zapA, atfC, atfA, rsbA, ucaA, and pmfA) and could form biofilms. The three strains 
had resistance to multiple antibiotics including penicillin, cefalexin, gentamicin, tetracycline, 
and polymyxin B and carried resistance genes such as blaTEM, blaCTX-M, tetB, ant(3″)-I, and sul2. 
Strain SKPM2 showed the LD50 of 3.98×107 CFU/mL in mice. [Conclusion] We isolated and 
characterized three strains of P. mirabilis from sika deer. The findings provided an experimental 
basis for the prevention, treatment, and intensive research of the disease that caused by this 
bacterium in young deer. 
Keywords: sika deer (Cervus nippon); diarrhea of young deer; Proteus mirabilis; biological 
characteristics 
 
 

奇异变形杆菌(Proteus mirabilis)是一类革

兰氏染色阴性肠杆菌科、变形杆菌属的人畜共

患的条件性致病菌。它分布于多种环境中，包

括人和动物的肠道。当宿主免疫功能降低时，

容易引发呼吸道、尿道和消化道感染[1-2]。奇异

变形杆菌常导致人类泌尿系统感染，如膀胱炎

和肾炎[3]，该菌会导致尿路结石，并在结石内

存活，若结石未完全清除，细菌反复感染的风

险显著增加，治愈难度加大[4]。随着多重耐药

菌的出现，使得对 β-内酰胺类(如：青霉素类、

头孢菌素类等)、氨基糖苷类、四环素类和磺胺

类抗生素的抗性提高[5]，以及该菌产生的生物

膜对抗生素和炎症反应的抵御增强[6-7]，其引发

疾病的治疗难度不断增大，对养殖业和公共卫
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生安全危害逐渐上升[8]。 
有关动物研究中，发现该菌可从患肺炎或

腹泻的鸡、鸭等禽类[9-10]，猪、牛、羊等家畜[11-13]，

特种经济动物[14]中分离到。在细菌的生物学特

性研究中，奇异变形杆菌常携带多种毒力基因

(如 rsbA、ureC、zapA 等)，这些基因编码鞭毛、

菌毛、脲酶等蛋白，帮助其完成定殖和免疫逃

逸[15]；atpD 基因是变形杆菌属中保守的基因之

一，编码该菌 ATP 合成酶的 β 亚基，常用于该

菌的检测和遗传进化分析[16]。此外，该菌的多

重耐药性常与抗性质粒和抗性基因岛有关，如

该菌经常携带的广谱 β-内酰胺酶基因 (如：

blaTEM、blaCTX-M 等)是其抵抗 β-内酰胺类抗生素

的重要原因[17]。 
梅花鹿具有重要的经济价值，而梅花鹿繁

殖具有典型的季节性且一年仅一胎，一胎产一仔

偶尔产两仔[18]，造成新生仔鹿数量较低，因此

仔鹿的存活率影响着梅花鹿产业的发展。其中仔

鹿腹泻病是导致存活率低的主要原因之一，奇异

变形杆菌等细菌性病原可能是该病的关键诱

因 [19]。因此，为了解仔鹿腹泻病理变化特征，

确定病原种类及致病菌生物学特性，本研究采

用细菌分离培养和 PCR 鉴定法确定病原，随后

通过病理组织切片、毒力基因检测、耐药基因

分析、药敏试验、生物膜形成能力评估和致病

性试验，系统地分析该病原的生物学特性，以

期为科学防治由该病原引起的仔鹿腹泻病提供

实验基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

2024 年 5 月，吉林省辽源市某梅花鹿场出

现仔鹿血便并造成死亡的情况，剖检发现，主

要病变为空肠出血，肺、肝、脾和肾等组织出

现不同程度的出血点和肿胀。取其中两头病死

仔鹿，分别采集空肠 2 份，并从其中 1 头仔鹿

中采集肺、肝、脾、肾和心等组织各 1 份；并

于 6 月在吉林省长春市某梅花鹿场，购买 1 头

健康仔鹿，安乐死后采集空肠、肺、肝、脾、

肾和心等组织各 1 份。所有样品放入装有冰袋的

保温箱中送至中国农业科学院特产研究所实验

室进行后续分析。 
36 只 5 周龄 SPF 级 BALB/c 小鼠，体重约

18−20 g，长春生物制品研究所有限责任公司。 
动物实验获中国农业科学院特产研究所实

验动物管理及福利伦理委员会批准，编号为

ISAPSAEC-2024-030。 
1.2  培养基、主要试剂和仪器 

胰蛋白胨大豆肉汤 (tryptone soy broth, 
TSB)培养基、胰蛋白胨大豆琼脂(tryptone soy 
agar, TSA)培养基、沙门-志贺菌属(Salmonella- 
Shigella, SS)琼脂培养基，海博生物技术有限公

司。磷酸缓冲盐溶液(phosphate buffered saline, 
PBS)，武汉赛维尔生物科技有限公司。革兰氏

染色试剂盒，北京索莱宝科技有限公司；2×Taq 
PCR Mix，康为世纪生物科技股份有限公司；

DL2000 DNA marker，TaKaRa 公司；药敏纸片，

杭州微生物试剂有限公司。PCR 仪，应用生物

系统公司；电泳仪，北京六一生物科技有限公

司；凝胶成像仪，Bio-Rad 公司；恒温培养箱，

天津市莱玻特瑞仪器设备有限公司。 
1.3  细菌的分离培养 

将腹泻仔鹿空肠内容物划线接种于 SS 琼

脂培养基中，37 ℃培养 18 h。挑取中心黑色、

边缘透明的圆形单菌落接种于 1 mL TSB 培养

基中，37 ℃、140 r/min 振荡培养过夜。之后进

行革兰氏染色和显微镜观察，并接种至 TSA 和

SS 琼脂培养基中，37 ℃培养 18−24 h，观察分

离株在不同培养基上的生长特性。 
1.4  细菌 16S rRNA 基因和 atpD 基因

的鉴定 
以 1.3 中的菌液为模板，使用细菌 16S rRNA

基因的通用引物和奇异变形杆菌 atpD基因的特

异性引物(表 1)，分别进行 PCR 扩增。通过琼脂 
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表 1  引物信息 
Table 1  The introduction of primers 
基因名称 
Gene 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物大小 
Product 
size (bp) 

退火温度 
Annealing 
temperature 
(℃) 

功能 
Function 

参考文献 
Reference 

16S rRNA F: AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 1 542 60 细菌鉴定 
Bacterial identification 

[20] 
R: TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

atpD F: GTATCATGAACGTTCTGGGTAC 595 58 奇异变形杆菌鉴定 
Identification of  
Proteus mirabilis 

[6] 
R: TGAAGTGATACGCTCTTGCAG 

ureC F: GTTATTCGTGATGGGATGGG 292 56 脲酶相关基因 
Related gene of urease 

[21] 
R: ATAAAGGTGGTTACGCCAG 

mrpA F: ATTTCAGGAAACAAAAGATG 410 55 血凝素相关基因 
Related gene of 
hemagglutinin 

[21] 
R: TTCTTACTGATAAGACATTG 

zapA F: ACCGCAGGAAAACATATAGCCC 510 58 金属蛋白酶相关基因 
Related gene of 
metalloproteinase 

[21] 
R: GCGACTATCTTCCGCATAATCA 

atfC F: AGAAAGGGATCCTACAAATTAA 472 57 ATF 菌毛合成 
ATF pilus synthesis 

[21] 
R: TATAGCATGCATTTAAATTGCC 

atfA F: CATAATTTCTAGACCTGCCCTAGCA 331 56 ATF 菌毛结构亚单位 
Structural subunit of 
ATF pilus 

[21] 
R: CTGCTTGGATCCGTAATTTTTAACG 

pmfA F: GGATCATCTATAATGAAACTG 534 55 PMF 菌毛结构亚单位 
Structural subunit of 
PMF pilus 

[21] 
R: CTGATAATCAACTTGGAAGTT 

ucaA F: GTAAAGTTGTTGCGCAAAC 587 55 脲酶相关基因 
Related gene of urease 

[21] 
R: TTGAGCCACTGTGGATACA 

rsbA F: TCGATTTCAGTGTTTGGCCAT 2 297 58 迁徙相关基因 
Related gene of 
migration 

[21] 
R: CCGAGCTTCATCATGGCTG 

blaTEM F: ATCAGCAATAAACCAGC 516 54 青霉素类抗性基因 
Resistance gene of 
penicillin 

[6] 
R: CCCCGAAGAACGTTTTC 

blaCTX-M F: ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC 593 54 头孢菌素类抗性基因 
Resistance gene of 
cephalosporins 

[6] 
R: TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG 

tetA F: GCTACATCCTGCTTGCCTTC 210 57 四环素类抗性基因 
Resistance gene of 
tetracyclines 

[22] 
R: CATAGATCGCCGTGAAGAGG 

tetB F: ACAGAAAGCTTATTATATAAC 186 55 四环素类抗性基因 
Resistance gene of 
tetracyclines 

[22] 
R: TGGCGTGTCTATGATGTTCAC 

tetO F: GATGGCATACAGGCACAGACC 418 58 四环素类抗性基因 
Resistance gene of 
tetracyclines 

[22] 
R: GCCCAACCTTTTGCTTCACTA 

     (待续) 
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     (续表 1) 
基因名称 
Gene 

引物序列 
Primer sequence (5′→3′) 

产物大小 
Product 
size (bp) 

退火温度 
Annealing 
temperature 
(℃) 

功能 
Function 

参考文献 
Reference 

rmtA F: CTAGCGTCCATCCTTTCCTC 635 55 氨基糖苷类抗性基因 
Resistance gene of 
aminoglycosides 

[22] 
R: TTTGCTTCCATGCCCTTGCC 

ant(3″)-I F: TGATTTGCTGGTTACGGTGAC 284 58 氨基糖苷类抗性基因 
Resistance gene of 
aminoglycosides 

[22] 
R: CGCTATGTTCTCTTGCTTTTG 

strA F: TGCTCCTCTTCTCCATCC 197 56 氨基糖苷类抗性基因 
Resistance gene of 
aminoglycosides 

[22] 
R: CGCCGCCAATATGTTCTA 

sul2 F: CGGCATCGTCAACATAACCT 721 55 磺胺类抗性基因 
Resistance gene of 
sulfonamides 

[22] 
R: TGTGCGGATGAAGTCAGCTC 

sul3 F: AGATGTGATTGTTTGGGAGC 443 55 磺胺类抗性基因 
Resistance gene of 
sulfonamides 

[22] 
R: TAGTTGTTTCTGGATTAGAGCCT 

pmi F: TGCCTTGAGACAGGGTAAGC 739 57 磺胺类抗性基因 
Resistance gene of 
sulfonamides 

[22] 
R: GCCTTAACAAGTCCCATTCG 

 
糖凝胶电泳检测是否有预计大小的扩增产物，

符合条件的样品进行测序确定菌株的种类。

PCR 反应体系(25 μL)：模板 2 μL，2×Taq PCR 
Mix 13 μL，上、下游引物(10 μmol/L)各 1 μL，
ddH2O 8 μL。PCR 反应条件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 
30 s，退火 30 s (退火温度见表 1)，72 ℃ 1 min，
35 次循环；72 ℃ 5 min；4 ℃结束。琼脂糖凝

胶电泳步骤：将 4 μL PCR 产物加入已配好的

1%琼脂糖凝胶的加样孔中，电泳 25 min 后置于

紫外凝胶成像仪中观察。引物合成和目的片段

测序由吉林省库美生物科技有限公司完成。根

据 16S rRNA 基因和 atpD 基因测序结果，再与

NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov)中 BLASTn 
(v2.15.0)数据库进行同源性比较。 

1.5  基于 atpD 基因的遗传进化分析 
对分离菌的 atpD 基因测序后，结果与

NCBI 中 BLASTn 数据库(v2.15.0)同源性比较，

选择合适的序列并下载，使用 PhyloSuite 软件[23] 

(http://phylosuite.jushengwu.com, v1.2.2)，采用

贝叶斯法(MrBayes)以 SYM+G4 模型[24]，构建

奇异变形杆菌 atpD 基因的系统发育树。系统发

育树中各序列信息如表 2 所示。 

1.6  病理变化 
取健康和腹泻仔鹿空肠约 2 cm，肺、肝、

脾、肾和心等组织约 1 cm3，立刻浸泡于大于组

织块 10 倍体积的 4%多聚甲醛中固定。将样品

送至武汉赛维尔生物科技有限公司制作病理切

片，比较腹泻仔鹿不同脏器的主要病理变化。 

1.7  菌株毒力、耐药基因的检测 
以 1.3 中奇异变形杆菌的菌液为模板，按

照表 1 引物和 1.3 中 PCR 体系扩增奇异变形杆

菌的 8 种毒力基因(ureC, mrpA, zapA, atfC, atfA, 
pmfA, ucaA, rsbA)和 11 种耐药基因 (blaTEM, 
blaCTX-M, tetA, tetB, tetO, rmtA, ant(3″)-I, strA, 
sul2, sul3, pmi)，通过电泳分析不同菌株携带毒

力和耐药基因的情况。 

1.8  药敏试验 
参考美国临床和实验室标准协会(clinical 

and laboratory standards institute, CLSI)药敏试

验标准[25]，通过对携带相关耐药基因菌株的表 
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表 2  不同菌株序列信息 
Table 2  The introduction of different bacteria strains 
序号 
Number 

物种 
Species 

菌株 
Strain 

登录号 
Accession number 

版本号 
Version number 

地点 
Location 

1 奇异变形杆菌 
Proteus mirabilis 

ZA25 CP047352 CP047352.1 中国江苏 
Jiangsu, China 

2 PM22 CP137214 CP137214.1 中国浙江 
Zhejiang, China 

3 GN2 CP026581 CP026581.1 中国北京 
Beijing, China 

4 SNYG35 CP047589 CP047589.1 中国四川 
Sichuan, China 

5 JPM24 CP053894 CP053894.1 中国广东 
Guangdong, China 

6 1035 CP072779 CP072779.1 中国上海 
Shanghai, China  

7 PM11 CP137083 CP137083.1 中国浙江 
Zhejiang, China 

8 L90-1 CP045257 CP045257.1 中国浙江 
Zhejiang, China 

9 Yak2019 CP063440 CP063440.1 中国甘肃 
Gansu, China 

10 HK294 CP119297 CP119297.1 中国香港 
Hongkong, China 

11 W2 CP126338 CP126338.1 中国山东 
Shandong, China 

12 PM16 CP137335 CP137335.1 中国浙江 
Zhejiang, China 

13 PM32 CP137736 CP137736.1 中国浙江 
Zhejiang, China 

14 普通变形杆菌 
Proteus vulgaris 

TAF3 CP126335 CP126335.1 中国山东 
Shandong, China 

15 HJ90 CP150645 CP150645.1 中国黑龙江 
Heilongjiang, China 

16 ZN3 CP047344 CP047344.1 中国江苏 
Jiangsu, China 

17 FDAARGOS_556 CP033736 CP033736.1 美国 
America 

18 变形杆菌鸡油菌亚种 
Proteus terrae subsp. 
cibarius 

ZN2 CP047349 CP047349.1 中国江苏 
Jiangsu, China 

19 G32 CP053371 CP053371.1 中国浙江 
Zhejiang, China 

20 ZJ19PC CP085032 CP085032.1 中国浙江 
Zhejiang, China 

21 天鸽变形杆菌 
Proteus columbae 

T60 CP043925 CP043925.1 中国河南 
Henan, China 

22 豪氏变形杆菌 
Proteus hauseri 

15H5D-4a CP026364 CP026364.1 韩国 
Korea 
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型验证，采用 κ-B 纸片法，将多种抗生素纸片

贴到涂布菌液的 TSA 培养基上，37 ℃培养 12 h
后根据抑菌直径的大小分析菌株对 β-内酰胺

类、头孢菌素类、氨基糖苷类、磺胺类等 30 种

抗生素的敏感程度。 
1.9  生物膜形成能力的测定 

采用改良结晶紫染色法评估细菌生物膜的

形成能力[26-27]。将菌株在 TSB 培养基中，37 ℃、

140 r/min 振荡培养 12 h 以上，菌液浓度稀释至

OD600 为 0.1。在 96 孔板中每孔加入 200 μL 菌

液，以 TSB 培养基为阴性对照，每个样品设置

3 个重复，37 ℃静置培养 24 h。弃上清，每孔

用 200 μL 的 PBS 清洗 3 次。每孔加入 200 μL
的甲醛固定 15 min，弃去甲醛。晾干后每孔加

入 200 μL 的 0.1%结晶紫染液，室温染色 30 min。
用蒸馏水清洗 4 次，晾干后每孔加入 200 μL 的

无水乙醇，30 min 后在 590 nm (OD590)波长处测

定 OD 值。判定标准：以阴性对照平均 OD 值加

3 倍标准差为临界值(ODcut-off)，OD590≤ODcut-off 为

非生物膜形成(–)；ODcut-off<OD590≤2ODcut-off 为

弱生物膜形成(+)；2ODcut-off<OD590≤4ODcut-off 为

中等生物膜形成(++)；OD590>4ODcut-off 为强生物

膜形成(+++)。 
1.10  分离菌对小鼠的致病性试验 

根据菌株的毒力、耐药基因携带情况，选

择 SKPM2 菌株测试其对小鼠的致病性。将菌株

接种于 TSB 培养基中，37 ℃、140 r/min 振荡培

养过夜。通过平板计数法确定菌液中细菌浓度，

以 TSB 培养基为稀释液，按照 10 倍梯度稀释制

备5个不同浓度(1.5×109、1.5×108、1.5×107、1.5×106

和 1.5×105 CFU/mL)的攻毒液。试验小鼠随机分

为 6 组，每组 6 只，依次标记为 1−6 组，1−5 组

为实验组，分别腹腔注射不同稀释倍数的菌液，

每只 0.5 mL，第 6 组为阴性对照组，腹腔注射

TSB 培养基，每只 0.5 mL。记录小鼠一周内的

死亡情况，使用 GraphPad Prism 8.3.0计算 LD50。 

2  结果与分析 
2.1  细菌的分离培养结果 

将肠道内容物划线培养，挑取单菌落在 TSB
培养基培养后经革兰氏染色、显微镜观察，发现

革兰氏阴性小杆状或近似圆形的细菌，单个或链

状排列，大小(0.1−0.2) μm×(0.3−0.6) μm (图 1A)。
菌液再次接种鉴别培养基(TSA 培养基和 SS 培

养基)后，在 TSA 培养基中出现明显的迁移生长

现象(图 1B)，在 SS 琼脂培养基上形成中心黑色、

边缘透明的圆形菌落(图 1C)。 
2.2  16S rRNA 基因和 atpD 基因鉴定

结果 
通过菌液 PCR 和凝胶电泳，16S rRNA 基因

在 1 500 bp (图 2A)，atpD 基因在 590 bp (图 2B)
处出现预期大小片段。经 NCBI 中 BLASTn 数 

 

 
 
图 1  革兰氏染色及菌落形态   A：革兰氏染色结果；B：细菌在胰蛋白胨大豆琼脂培养基中迁移现

象；C：细菌在 SS 琼脂培养基中的菌落形态。 
Figure 1  Gram staining and colony morphology. A: The result of Gram staining; B: The phenomenon of 
bacterial migration in tryptone soy agar (TSA) medium; C: The morphology of bacteria colony in SS agar 
medium. 
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图 2  奇异变形杆菌 16S rRNA 基因和 atpD 基因鉴定结果   A：16S rRNA 基因 PCR 扩增结果；B：atpD
基因 PCR 扩增结果；M：DL2000 DNA marker；1：SKPM1 菌株；2：SKPM2 菌株；3：SKPM3 菌株；

NC：阴性对照。 
Figure 2  The identify results of P. mirabilis 16S rRNA gene and atpD gene. A: The PCR amplification 
results of 16S rRNA genes; B: The PCR amplification results of atpD genes; M: DL2000 DNA marker; 1: 
SKPM1 strain; 2: SKPM2 strain; 3: SKPM3 strain; NC: Negative control. 
 
据库比对分析，有 3 株菌与奇异变形杆菌的序

列高度相似。其中 16S rRNA 基因序列相似性分

别为 100%、99.93%和 99.93%，atpD 基因序列

相似性分别为 99.82%、100%和 100%。根据序

列比对结果，这 3 株菌初步确定为奇异变形杆

菌，分别命名为 SKPM1、SKPM2、SKPM3。 
2.3  遗传进化分析结果 

基于 atpD 基因序列构建变形杆菌属的系

统发育树(图 3)。经系统发育分析，3 株菌均与奇

异变形杆菌处于同一分支。其中，SKPM1 单独

处于一个进化分支中，与菌株 PM11、1035、
JPM24 等亲缘较近。菌株 SKPM2 和 SKPM3 共

处于一个进化分支，与同一分支中的菌株

PM16、W2、HK294 等亲缘较近。因此，结合

2.2 和 2.3 中的结果，进一步证实本实验分离的

菌株为奇异变形杆菌。 
2.4  病理分析结果 

通过对比健康仔鹿和腹泻仔鹿不同组织的

病理切片(图 4)，结果显示腹泻仔鹿肠组织中广

泛溃疡、黏膜脱落、肌层坏死、大量隐窝坏死，

伴有少量以淋巴细胞为主的炎性细胞浸润(图 4B

和 b)。肺中肺泡内出现大量炎性渗出物，可见

中性粒细胞、纤维素，肺泡壁毛细血管充血，

肺泡间隔增厚(图 4D 和 d)。肝细胞水肿，肝索

结构紊乱，肝索间隙存在纤维素性渗出物，少

量中性粒细胞浸润(图 4F 和 f)。脾脏内充血，

有纤维素样渗出物，脾白髓结构消失，脾索结

构不完整，脾窦扩张(图 4H 和 h)。肾小管上皮

细胞、肾小球细胞坏死，少量淋巴细胞和单核

细胞浸润，肾小球轻度萎缩(图 4J 和 j)。心脏无

明显病理变化(图 4L 和 l)。 
2.5  毒力和耐药基因检测结果 

通过菌液 PCR 检测，分析了 3 株菌的 8 种

毒力基因和 11 种耐药基因。结果显示，这 3 株

菌共检测出 7 种毒力基因和 5 种耐药基因。3 株

菌携带毒力基因的情况一致，均携带 ureC、

zapA、atfC、atfA、pmfA、ucaA 和 rsbA 这 7 种

毒力基因，均不携带 mrpA 毒力基因。耐药基

因分析发现，3 株菌均携带 blaTEM 和 blaCTX-M 这

2 种基因，菌株 SKPM2 携带耐药基因种类最多

共有 5 种，菌株 SKPM1 携带最少，仅 3 种。具

体携带毒力和耐药基因情况如表 3 所示，菌株 
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图 3  基于 atpD 基因序列构建的系统发育树   括号内序号为 GenBank 登录号；分支上的数字表示置

信度；图片左上角标尺表示进化距离单位。 
Figure 3  Phylogenetic tree constructed based on atpD gene sequence. The serial number is GenBank 
accession number; Branch number are bootstrap; Scale in the upper left corner of the picture is distance. 
 

 
 
图 4  仔鹿不同组织病理切片图 
Figure 4  The pathological section picture of different tissues of young deer. Bar: A−L, 200 μm, a−l,    
100 μm. 
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表 3  不同菌株毒力和耐药基因携带情况 
Table 3  The carrying status of virulence gene and 
drug-resistance gene of different bacteria strains 
基因类型 
Gene type 

基因 
Gene 

SKPM1 SKPM2 SKPM3 

毒力基因 
Virulence 
gene 

ureC + + + 
mrpA – – – 
zapA + + + 
atfC + + + 
atfA + + + 
pmfA + + + 
ucaA + + + 
rsbA + + + 

耐药基因 
Drug- 
resistance 
gene 

blaTEM + + + 
blaCTX-M + + + 
tetA – – – 
tetB – + – 
tetO – – – 
rmtA – – – 
ant(3″)-I + + + 
strA – – – 
sul2 – + + 
sul3 – – – 
pmi – – – 

+：携带该基因；–：不携带该基因。 
+: Carrying this gene; –: Not carrying this gene. 
 
SKPM2 是 3 株菌中携带毒力和耐药基因种类最

多的菌株。菌株 SKPM2 的毒力基因和耐药基因

检测结果如图 5 所示。 
2.6  药敏试验结果 

根据药敏试验结果(表 4)，本试验中，3 株

菌仅对头孢他啶敏感，菌株 SKPM1 和 SKPM3
对丁胺卡那中度敏感，菌株 SKPM2 对丁胺卡那

耐药，3 株菌对其余 28 种抗生素均耐药。 
2.7  生物膜形成能力测定结果 

通过改良结晶紫染色法分析 3 株菌的生物

膜形成能力，实验结果显示，本试验中 ODcut-off

为 0.12，3 株菌 SKPM1、SLPM2 和 SKPM3 的

OD590 分别为 0.94、0.93 和 1.10，均大于 4ODcut-off。

因此，3 株菌均为生物膜形成能力强的菌株。 
2.8  小鼠致病性试验结果 

选用菌株 SKPM2，通过平板计数法确定菌

液浓度为 1.5×109 CFU/mL，10 倍梯度稀释获

得 1.5×109 、 1.5×108 、 1.5×107 、 1.5×106 和

1.5×105 CFU/mL 的 5 个浓度梯度的菌液，依次

接种 1−5 组小鼠。接种后，第 1 组小鼠在 8 h
内全部死亡，第 2 组 24 h 内全部死亡，第 3 组

小鼠出现精神萎靡、被毛凌乱、活动减少、采

食减少、消瘦等症状，随后出现死亡。其余组

小鼠主要表现活动和食量减少等情况，但在 3 d
后逐渐恢复。剖检小鼠发现，肝脏出现白色坏

死点，脾脏肿大、坏死，肠道肿胀鼓气。对照

组小鼠无明显异常。通过 PCR 测序鉴定，从病

死小鼠组织中分离出的细菌为奇异变形杆菌。

证明该菌株可引起小鼠发病并死亡，小鼠死亡

率如图 6 所示，其中 LD50 为 3.98×107 CFU/mL。 

3  讨论 
奇异变形杆菌是一种重要的条件性致病

菌，常引起人类泌尿系统感染[28]。同时，在不

同动物中有着一定的发病率[11-12]。本研究中，

从便血仔鹿肠道中分离出奇异变形杆菌，确定

了本次引起仔鹿腹泻病的主要病原为奇异变形

杆菌。通过分析不同组织的主要病理变化，发

现除空肠黏膜层损伤严重并出现脱落和肌层细

胞坏死等病变外，其他主要脏器均出现一定程

度的病变，这表明奇异变形杆菌或其毒素可能

具有广泛的组织嗜性，可引起仔鹿严重的腹泻

和显著的病理损伤。目前，关于梅花鹿感染奇

异变形杆菌的研究较少。在其他物种中，刘妍

罕等[29]利用野猪源奇异变形杆菌建立小鼠感染

模型，发现小鼠被感染后会出现肠绒毛断裂、

脱落等病理变化。王佳宁等[30]分离的兔源奇异

变形杆菌也可以引起家兔空肠绒毛黏膜和上皮

细胞脱落，与本研究发现的仔鹿空肠中的病理

变化结果存在相似性。此外，Gong 等[31]分离的

人源奇异变形杆菌也可对小鼠不同肠段造成损

伤，并且发现由Ⅳ型分泌系统介导的通路是其

重要的致病机制。而该菌在梅花鹿肠道中的致

病机制还需要进一步研究。 
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图 5  菌株 SKPM2 的毒力基因和耐药基因检测结果    
Figure 5  Detection results of virulence and resistance genes of strain SKPM2. M: DL2000 DNA marker; 1: 
ureC gene; 2: mrpA gene; 3: zapA gene; 4: atfC gene; 5: atfA gene; 6: pmfA gene; 7: ucaA gene; 8: rsbA gene; 
9: blaTEM gene; 10: blaCTX-M gene; 11: tetA gene; 12: tetB gene; 13: tetO gene; 14: rmtA gene; 15: ant(3″)-I 
gene; 16: strA gene; 17: sul2 gene; 18: sul3 gene; 19: pmi gene. 
 

奇异变形杆菌是一种常见的多重耐药菌，

已有多项研究对此进行了报道[32-33]。本研究发

现，3 株菌均显示出显著的耐药性，在测试的

30 种抗生素中，1 株菌对 29 种抗生素耐药，另

2 株菌对 28 种抗生素耐药，与董贵等[12]、廖娟等[22]

报道的奇异变形杆菌相比耐药性更强，尤其是

本研究发现该菌对 β-内酰胺类(青霉素、氨苄西

林、头孢氨苄等)、氨基糖苷类(庆大霉素、卡那

霉素等)和四环素类(四环素、多西环素等)等临

床常用兽药表现出高度耐药性，说明该养殖场

在梅花鹿养殖中存在严重的抗生素滥用现象，从

而增加了动物临床治疗难度。另一方面，本研究

的分离株对部分非兽用抗生素(头孢唑啉、头孢

拉定等)的耐药性，提示该菌对公共卫生安全的

潜在威胁。此外，通过 PCR 方法检测了 β-内酰

胺类(blaTEM、blaCTX-M)、四环素类(tetB)、氨基

糖苷类[ant(3″)-I]和磺胺类(sul2)等耐药基因，表

明这些菌株可能长期稳定地保持对相关抗生素

的抵抗能力，并有可能通过水平传播方式将耐

药基因传递至其他菌株中[34]，从而对公众卫生

安全造成更大的威胁。 
在细菌毒力方面，本研究分离的 3 株奇异

变形杆菌均携带 ureC、zapA、atfC、atfA、rsbA、

ucaA 和 pmfA 等 7 种毒力基因，这些基因分别编

码细菌脲酶、菌毛等蛋白，调控细菌迁移等[35]，

并且 3 株菌均表现出强生物膜形成能力。在致

病性方面，3 株菌在毒力基因和生物膜形成方面

都具有相似的性质，而菌株 SKPM2 具有更强的

耐药性，因此选择菌株 SKPM2 为代表进行小鼠

致病性试验，结果表明菌株 SKPM2 对小鼠有一

定的致死性，其 LD50 为 3.98×107 CFU/mL，相

较于陈赫威等[13]分离的猪源奇异变形杆菌，半

数致死浓度更低，说明本次分离株具有更强的

致病性。其中生物膜可能是具有多重耐药性及

更强毒力的重要原因，Sun 等[36]的研究也发现

了这一现象。本研究通过对分离菌毒力特性的

研究，可以推测这些含有较多毒力基因的菌株

可能具有良好的免疫原性，适合作为疫苗候选

菌株进行更深入的研究。同时，研发抑制奇异

变形杆菌生物膜形成的相关产品，也可作为防

治该病的新策略。 

4  结论 
从腹泻仔鹿肠道成功分离出 3 株奇异变形

杆菌。毒力方面，这些细菌携带 ureC、zapA、atfC
等毒力基因，具有生物膜形成能力。其中菌株 
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表 4  不同菌株药敏试验结果 
Table 4  The antimicrobial susceptibility test results of different bacteria strains 
抗生素类型 
Type of antibiotic 

抗生素 
Antibiotic 

SKPM1 SKPM2 SKPM3 

β-内酰胺类 
β-lactams 

青霉素 Penicillin R R R 
苯唑西林 Oxacillin R R R 
氨苄西林 Ampicillin R R R 
羧苄西林 Carbenicillin R R R 
哌拉西林 Piperacillin R R R 
头孢氨苄 Cefalexin R R R 
头孢唑啉 Cefazolin R R R 
头孢拉定 Cefradine R R R 
头孢呋辛 Cefuroxime R R R 
头孢他啶 Ceftazidime S S S 
头孢曲松 Ceftriaxone R R R 
头孢哌酮 Cefoperazone R R R 

氨基糖苷类 
Aminoglycosides 

丁胺卡那 Amikacin I R I 
庆大霉素 Gentamicin R R R 
卡那霉素 Kanamycin R R R 
新霉素 Neomycin R R R 

四环素类 
Tetracyclines 

四环素 Tetracycline R R R 
多西环素 Doxycycline R R R 
米诺环素 Minocycline R R R 

大环内酯类 
Macrolides 

红霉素 Erythromycin R R R 
麦迪霉素 Midecamycin R R R 

喹诺酮类 
4-quinolones 

诺氟沙星 Norfloxacin R R R 
氧氟沙星 Ofloxacin R R R 
环丙沙星 Ciprofloxacin R R R 

多肽类 Polypeptides 万古霉素 Vancomycin R R R 
多黏菌素 B Polymyxin B R R R 

磺胺类 Sulfonamides 复方新诺明 Compound sulfamethoxazole R R R 
硝基呋喃类 Nitrofurans 呋喃唑酮 Furazolidone R R R 
氯霉素类 Chloramphenicol 氯霉素 Chloramphenicol R R R 
林可酰胺类 Lincosamides 克林霉素 Clindamycin R R R 
S：敏感；I：中度敏感；R：耐药。 
S: Sensitivity; I: Intermediary sensitivity; R: Resistance. 
 

 
 

图 6  小鼠致病性试验结果 
Figure 6  The test results of pathogenicity in 
mouse. 1: 1.5×109 CFU/mL; 2: 1.5×108 CFU/mL; 
3: 1.5×107 CFU/mL; 4: 1.5×106 CFU/mL; 5:  
1.5×105 CFU/mL; 6: TSB medium. 

SKPM2 菌液浓度为 1.5×109 CFU/mL 时，8 h 内致

小鼠死亡。耐药性方面，检测出 blaTEM、blaCTX-M、

tetB 等耐药基因，该菌对 β-内酰胺类、四环素类

和氨基糖苷类等抗生素具有多重耐药性。 
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