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龟嗜皮菌的快速鉴定及其在鳄蜥 
皮肤病原检测中的应用 
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摘要：龟嗜皮菌（Austwickia chelonae）感染爬行类、鸟类、哺乳类等，造成野生动物和家养动物患皮

肤病甚至死亡，近年来这种病原体在Ⅰ级保护动物鳄蜥（Shinisaurus crocodilurus）的救护种群中暴发。

传统的病原检测方法费时耗力。本文基于龟嗜皮菌全基因组序列开发了特异性高、方便快捷的龟嗜皮

菌检测方法，并应用于鳄蜥的皮肤病风险预测。本研究开发的 3 对检测龟嗜皮菌的特异引物中，AC3

引物的使用效果最好。 
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Rapid Identification of Austwickia chelonae and Its Application in 

Pathogenic Detection of Dermatosis in Crocodile Lizards 
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Abstract: Austwickia chelonae infects reptiles, birds, mammals, etc., causing skin diseases or deaths in the 

wild and domestic animals. In recent years, this pathogen outbroke in the rescue population of the first-class 

protected animal—Crocodile Lizards (Shinisaurus crocodilurus). Traditional methods for pathogen detection 

are labor-consuming and time-costing. Therefore, this study developed a highly specific and convenient 

method for the detection of Austwickia chelonae based on its whole genome sequence, and applied this 

method to the risk prediction of skin disease in crocodile lizards. Among the three pairs of specific primers for 

A. chelonae detection developed in this paper, primer set AC3 shows the best results. 
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嗜皮菌病宿主广泛，在哺乳类、鸟类、爬

行类以及人类中均有报道（Wellehan et al. 

2004，Burd et al. 2007，Amor et al. 2011，

Hellebuyck et al. 2012，Gebreyohannes 2013，

Nemeth et al. 2014，Aubin et al. 2016，Lunn et al. 

2016，Scaglione et al. 2016，Tamukai et al. 2016，

Caron et al. 2018，Shearnbochsler et al. 2018），

是人兽共患皮肤病，主要在动物中传播，曾导

致家养动物巨大经济损失（Shaibu et al. 2010，

Ndhlovu et al. 2016）。 

嗜皮菌病的病原体之一是龟嗜皮菌

（Austwickia chelonae），属嗜皮菌科放线菌，

是一种丝状的革兰氏阳性菌，在初始文献中被

命名为 Dermatophilus chelonae（Masters et al. 

1995），2010 年时被作为一个新属并将其学名

修订为 A. chelonae（Hamada et al. 2010）。龟

嗜皮菌导致的嗜皮菌病主要在爬行类中发现较

多，最初于一种澳大利亚鳄龟（Macroclemys 

temminckii）中发现（Masters et al. 1995），并在

王蛇（ Ophiophagus hannah ）中被分离到

（Wellehan et al. 2004）。有报道称，日本的鬃

狮蜥（Pogona vitticeps）曾暴发龟嗜皮菌和蛙

病毒合并感染（Tamukai et al. 2016）；在实验

中发现，中华石龙子（Plestiodon chinensis）亦

会被感染（Jiang et al. 2019）。除了爬行类，

龟、鸟类和哺乳类感染龟嗜皮菌的案例亦有被

报道，如冠小嘴乌鸦（Corvus orone ornix，

Scaglione et al. 2016）和牛（扬州大学 2013），

注射龟嗜皮菌也会导致绵羊（Ovis aries）、白

兔（Oryctolagus cuniculus）和豚鼠（Cavia 

porcellus）的嗜皮菌病（Masters et al. 1995）。 

我国Ⅰ级保护野生动物鳄蜥（Shinisaurus 

crocodilurus）素有“活化石”之称，全世界仅

一千余只野生个体。近年，它的人工救护种群

中暴发了严重的龟嗜皮菌感染，造成被感染鳄

蜥运动和取食困难，如未及时处理，待病原扩

散到体内后，会导致鳄蜥死亡（Jiang et al. 

2019）。 

根据对鳄蜥病原体的来源研究，鳄蜥感染

的龟嗜皮菌可能来源于它们生活的环境中。为

了及时发现病原体、切断病原传播、避免将病

原体传播到野生鳄蜥种群中，我们迫切需要能

够快速检测龟嗜皮菌的方法，尤其是早期鉴定

或者环境样本鉴定。 

本文在我们前期获得的龟嗜皮菌全基因组

序列的基础上（Jiang et al. 2018），开发了特

异性好、成本低的龟嗜皮菌鉴定方法，服务于

野生动物和家养动物的嗜皮菌病检测。并以鳄

蜥为应用实例，将本次开发的特异引物用于检

测无临床症状的鳄蜥皮肤微生物样品，预测鳄

蜥患嗜皮菌病的风险，探讨鳄蜥感染的龟嗜皮

菌是否来源于鳄蜥皮肤的正常菌群。 

1  材料与方法 

1.1  样品来源 

龟嗜皮菌LK16-18为本实验室前期从患嗜

皮菌病的鳄蜥中分离得到（Jiang et al. 2019）。

用于引物特异性检验的验证菌株（表 1）均为

不同时间段从患病的鳄蜥中分离得到。 

用于检测的鳄蜥皮肤微生物样品采自广东

罗坑鳄蜥国家级自然保护区救护饲养的鳄蜥。

拍摄鳄蜥尾纹用于个体标记，用无菌棉签擦拭

鳄蜥背部、腹部、前后肢、尾，让皮肤上的菌

群粘在棉签上作为鳄蜥样本的皮肤拭子，保存

于无水乙醇中，带回实验室提取 DNA。共采集

42 只鳄蜥的皮肤拭子，分别标记为 LKPF1 ~ 

LKPF42，其中，LKPF1 ~ LKPF7 采自该保护

区大竹园的生态模拟池，LKPF8 ~ LKPF42 采

自该保护区管理处的生态模拟池，采样时间均

为 2018 年 11 月 24 日。 

1.2  鉴定引物开发 

根据前期组装好的龟嗜皮菌LK16-18基因

组全序列（Jiang et al. 2018），用 Oligo7 软件在

全基因组范围内设计特异引物，使用普通 rTaq

酶进行 PCR 扩增，初始扩增条件为 95 ℃ 

3 min；35 个循环（95 ℃ 1 min，59 ℃ 1 min，

72 ℃ 2 min）；72 ℃ 8 min，利用梯度 PCR 探

索最佳退火温度，筛选出扩增条带单一的引物
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及其最佳退火温度。选择 14 株从鳄蜥病灶中分

离的归属不同门的革兰氏阴性或阳性的其他细

菌以及混合 DNA，进行引物的特异性验证，用

于验证的菌株见表 1。实验中使用的阳性对照

DNA 为龟嗜皮菌 LK16-18 的 DNA，混合 DNA

由龟嗜皮菌 LK16-18 和其他 14 株用于验证的

细菌的 DNA 配制而成。最后，将引物用于扩

增实验室前期获得的 8 个患嗜皮菌病的鳄蜥病

灶 DNA 样品（编号分别为 L.LK16、L.LK17

和 L.LK19 ~ L.LK22 以及 L.LK07、L.LK13）

（Jiang et al. 2019），验证引物的有效性。 

1.3  鳄蜥皮肤中龟嗜皮菌的检测 

将采集的鳄蜥皮肤拭子用 PowerFecal® 

DNA Isolation Kit 试剂盒（MOBIO，美国）提

取总 DNA，提取过程中加入 20 g/L 溶菌酶。 

用本文开发的龟嗜皮菌特异引物 AC1 和

AC3 进行 PCR 扩增，用 LK16-18 菌株的 DNA

作为阳性对照，用无菌超纯水作为阴性对照，

扩增程序为 95 ℃预变性 3 min，35 个循环

（95 ℃ 45 s，65 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min），终延

伸 8 min。 

2  结果 

2.1  龟嗜皮菌特异引物具有特异性与有效性 

经过 PCR 验证，有 3 对引物能扩增出龟嗜

皮菌的特异片段，分别将其命名为 AC1、AC2

和 AC3，目的片段大小分别为 912 bp、1 846 bp

和 1 853 bp。 

温度梯度 PCR 结果显示，AC1 引物在 55 ~ 

65 ℃退火条件下都能扩增出目的条带（图 1a）。

在 65 ℃退火的条件下，所有验证菌株均无非特

异扩增，成功从混合液中扩增出龟嗜皮菌的片

段，测序结果显示目的片段序列正确，在 750 bp

以下出现弱的非特异扩增，但不影响目的条带

的判断（图 2a）。退火温度较低时，如 57 ℃退

火的条件下，也能成功从混合液中扩增出条带

单一、序列正确的龟嗜皮菌片段，但是，在目

的片段大小的位置有 4 个验证菌株出现片段大

小相似的、弱的非特异扩增条带，分别是肠炎

沙门氏菌（Salmonella enterica LK18-19）、不动

杆菌（Acinetobacter sp. Exi5-53）、伊丽莎白菌

（Elizabethkingia sp. Exi2-17）和芽孢杆菌

（Bacillus sp. Exi3-7）。在 57 ℃退火条件下，将 

 
表 1  用于引物特异性验证的菌株 

Table 1  The bacterial strains used for primer specificity examination 

菌株 
Strain 

革兰氏阳性/阴性 
Gram positive/negative 

所属的门 
Phylum 

类芽孢杆菌 Paenibacillus sp. LK16-15 阳性 Gram positive 厚壁菌门 Firmicutes 

肠炎沙门氏菌 Salmonella enterica LK18-19 阴性 Gram negtive 变形菌门 Proteobacteria 

保护假单胞菌 Pseudomonas protegens Exi5-13 阴性 Gram negtive 变形菌门 Proteobacteria 

恶臭假单胞菌 Pseudomonas putida DG56-2 阴性 Gram negtive 变形菌门 Proteobacteria 

气单胞菌 Aeromonas sp. Exi4-46 阴性 Gram negtive 变形菌门 Proteobacteria 

摩氏摩根菌 Morganella morganii DG56-16 阴性 Gram negtive 变形菌门 Proteobacteria 

不动杆菌 Acinetobacter sp. Exi5-53 阴性 Gram negtive 变形菌门 Proteobacteria 

不动杆菌 Acinetobacter sp. LK16-25 阴性 Gram negtive 变形菌门 Proteobacteria 

谷氨酸杆菌 Glutamicibacter sp. Exi1-5 阳性 Gram positive 放线菌门 Actinobacteria 

白色杆菌 Leucobacter sp. Exi1-11 阳性 Gram positive 放线菌门 Actinobacteria 

类节杆菌 Paenarthrobacter sp. Exi3-13 阳性 Gram positive 放线菌门 Actinobacteria 

金黄杆菌 Chryseobacterium sp. Ex1-9 阴性 Gram negtive 拟杆菌门 Bacteroidetes 

伊丽莎白菌 Elizabethkingia sp. Exi2-17 阴性 Gram negtive 拟杆菌门 Bacteroidetes 

芽孢杆菌 Bacillus sp. Exi3-7 阳性 Gram positive 厚壁菌门 Firmicutes 
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AC1 引物用于患嗜皮菌病的鳄蜥病灶 DNA 的扩

增，目的条带片段大小正确，无非特异扩增（图

3a），测序结果显示序列正确。说明 AC1 引物可

用于病灶和混合样品中龟嗜皮菌的特异性检测。 

AC2 引物在 60 ~ 65 ℃退火条件下均能扩

增出条带单一的目的片段，66 ~ 67 ℃时出现一

条 1 000 bp 左右的非特异扩增条带，且在 67 ℃

时目的条带略变大，但是，测序结果显示序列

是正确的。AC2 引物的最佳退火温度为 64 ℃ 

和 65 ℃（图 1b）。在 65 ℃退火的条件下，所

有验证菌株均未产生非特异扩增，成功从混合

液中扩增出龟嗜皮菌的片段，测序显示目的片

段的序列正确，但是，在 1 000 bp 左右有一条

淡淡的非特异扩增条带（图 2b）。在 65 ℃退火

条件下，将 AC2 引物用于患嗜皮菌病鳄蜥病灶

DNA 的扩增，目的条带片段大小和序列均正

确，1 000 bp 处有一条弱的非特异扩增条带（图

3b）。因此，AC2 引物也可用于病灶和混合样

品中特异性检测龟嗜皮菌。 

AC3 引物在 55 ~ 69 ℃退火条件下均能扩

增出单一的目的条带，70 ~ 71 ℃时出现 1 000 

bp 左右的非特异扩增条带，且条带位置略变

大，但与目的条带分开，不影响目的条带的判

断。AC3 引物的最佳退火温度为 63 ~ 65 ℃（图

1c）。在 65 ℃退火的条件下，所有的验证菌株

均无非特异扩增，成功从混合 DNA 中扩增出

龟嗜皮菌的片段（图 2c），测序结果显示目的

片段序列正确。65 ℃退火的条件下，将 AC3

引物用于患嗜皮菌病的鳄蜥病灶 DNA 中龟嗜

皮菌的检测，目的条带片段大小正确、无非特

异扩增（图 3c），测序结果显示序列正确。说

明 AC3 引物也可用于病灶、混合样品中特异性

检测龟嗜皮菌，并且，AC3 引物的特异性优于

AC1 和 AC2 引物。 
 

 
 

图 1  龟嗜皮菌 AC1 引物（a）、AC2 引物（b）和 AC3 引物（c）的最佳退火温度摸索 

Fig. 1  Optimal annealing temperature investigation for AC1 (a), AC2 (b) and  

AC3 (c) primer sets in Austwickia chelonae 

M. DL2000 DNA 分子量标准；a. 1 ~ 11 退火温度 55 ~ 65 ℃，间隔 1 ℃，12 为无菌超纯水；b. 1 ~ 12 退火温度 60 ~ 71 ℃，间隔 1 ℃；c. 

1 ~ 17 退火温度 55 ~ 71 ℃，间隔 1 ℃。 

M. DL2000 Marker. a. 1﹣11 annealing temperature 55﹣65 ℃, interval of 1 ℃, 12. Sterile ultra-pure water. b. 1﹣12 annealing temperature 59﹣

71 ℃, interval of 1 ℃. c. 1﹣17 annealing temperature 55﹣71 ℃, interval of 1 ℃.  
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图 2  龟嗜皮菌 AC1 引物（a）、AC2 引物（b）和 AC3 引物（c）的特异性验证 

Fig. 2  Specificity of AC1 (a), AC2 (b) and AC3 (c) primer sets for Austwickia chelonae 

M. DL2000 DNA 分子量标准；1. 阳性对照（龟嗜皮菌 LK16-18）；2. 类芽孢杆菌 LK16-15；3. 肠炎沙门氏菌 LK18-19；4. 保护假单胞

菌 Exi5-13；5. 恶臭假单胞菌 DG56-2；6. 气单胞菌 Exi4-46；7. 摩氏摩根菌 DG56-16；8. 不动杆菌 Exi5-53；9. 不动杆菌 LK16-25；10. 

谷氨酸杆菌 Exi1-5；11. 白色杆菌 Exi1-11；12. 类节杆菌 Exi3-13；13. 金黄杆菌 Ex1-9；14. 伊丽莎白菌 Exi2-17；15. 芽孢杆菌 Exi3-7；

16. 混合 DNA；17. 阴性对照（无菌超纯水）。 

M. DL2000 Marker. 1. Positive control (Austwickia chelonae LK16-18). 2. Paenibacillus sp. LK16-15. 3. Salmonella enterica LK18-19. 4. 

Pseudomonas protegens Exi5-13. 5. Pseudomonas putida DG56-2. 6. Aeromonas sp. Exi4-46. 7. Morganella morganii DG56-16. 8. Acinetobacter 

sp. Exi5-53. 9. Acinetobacter sp. LK16-25. 10. Glutamicibacter sp. Exi1-5. 11. Leucobacter sp. Exi1-11. 12. Paenarthrobacter sp. Exi3-13. 13. 

Chryseobacterium sp. Ex1-9: 14. Elizabethkingia sp. Exi2-17. 15. Bacillus sp. Exi3-7. 16. Mixed DNA. 17. Negative control (Sterile ultra-pure 

water). 

 
 

 

2.2  鳄蜥皮肤中龟嗜皮菌的快速检测 

利用引物 AC3 检测 42 只鳄蜥皮肤样品中

龟嗜皮菌（图 4），共有 10 个样品扩增出龟嗜

皮菌，阳性率为 23.81%。按照 PCR 扩增条带

的明亮程度将它们分别记为强阳性、弱阳性和

阴性。有 4 个样品为强阳性，条带明亮，它们

分别是 LKPF8、LKPF17、LKPF21 和 LKPF30；

有 6 个样品为弱阳性，有微弱的扩增条带，它

们分别是 LKPF14、LKPF28、LKPF31、LKPF35、

LKPF40 和 LKPF41。用 AC1 引物验证也得到

相似的结果。测序显示，强阳性的样品序列与

LK16-18 菌株的序列相似度 100%。 

3  讨论 

龟嗜皮菌感染龟、蛇、蜥蜴、鸟、牛等动 

物（Masters et al. 1995，扬州大学  2013，

Wellehan et al. 2004，Scaglione et al. 2016，

Tamukai et al. 2016），龟嗜皮菌特异引物的开发

不仅为鳄蜥嗜皮菌病的快速诊断提供帮助，也

能辅助其他野生动物的疾病检测。 

传统的鉴定方法主要通过培养分离、病理

切片、显微观察菌丝等手段，耗时费力。有报

道利用 16S rRNA 基因序列设计定量 PCR 引

物，在扩增刚果嗜皮菌（D. congolensis）的同 
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图 3  龟嗜皮菌 AC1 引物（a）、AC2 引物（b）和 AC3 引物（c）的有效性检验 

Fig. 3  Effectiveness of AC1 (a), AC2 (b) and AC3 (c) primer sets for Austwickia chelonae 

M. DL2000 DNA 分子量标准；1. 阳性对照（龟嗜皮菌 LK16-18）；2. L.LK16；3. L.LK17；4. L.LK19；5. L.LK20；6. L.LK21；7. L.LK22；

8. L.LK07；9. L.LK13；10. 阴性对照（无菌超纯水）。 

M. DL2000 Marker. 1. Positive control (Austwickia chelonae LK16-18). 2. L.LK16. 3. L.LK17. 4. L.LK19. 5. L.LK20. 6. L.LK21. 7. L.LK22. 8. 

L.LK07. 9. L.LK13. 10. Negative control (Sterile ultra-pure water). 

 

 
 

图 4  鳄蜥皮肤中龟嗜皮菌的检测结果（AC3 引物） 

Fig. 4  Detection of Austwickia chelonae in the skin of crocodile lizards (AC3 primer set) 

M. DL2000 DNA 分子量标准；+. 阳性对照（龟嗜皮菌 LK16-18）；1 ~ 42. LKPF1 ~ LKPF42；-. 阴性对照（无菌超纯水）。 

M. DL2000 Marker. +. Positive control (Austwickia chelonae LK16-18). 1-42. LKPF1-LKPF42. -. Negative control (Sterile ultra-pure water). 
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时扩增出龟嗜皮菌，通过熔解温度对两者进行

区分，从而达到快速鉴定的目的（扬州大学 

2013）。16S rRNA 基因序列保守性高，常用于

细菌鉴定，但也正由于其保守性强，很容易同

时扩增出相近菌株的序列。另一方面，荧光定

量 PCR 试剂和仪器价格高，成本高。本研究基

于龟嗜皮菌的全基因组序列开发了 3 对特异引

物，扩增产物不在保守区序列，物种特异性高，

不易扩增出相近菌株。经验证，本研究开发的

3 对引物都有效，仅通过电泳检测即可初步判

断检测结果，其中，AC3 引物的特异性最好，

AC1 引物片段最小，用时最少，成功将它们应

用于病灶中龟嗜皮菌的检测。本文开发的龟嗜

皮菌的鉴定方法具有特异性和灵敏度高、成本

低、操作简单的特点。 

在最佳扩增温度摸索实验中发现，退火温

度增高可以提高引物的特异性，降低在其他验

证菌株中的非特异扩增。但是，当温度达到一

定程度后会出现比目的片段小的淡淡的非特异

条带，说明退火温度太高也会出现非特异性扩

增。在使用时，推荐的退火温度 AC1 引物为

58 ~ 62 ℃，AC2 引物为 64 ℃和 65 ℃，AC3

引物最好在 55 ~ 69 ℃，以 63 ~ 65 ℃为最佳。 

将开发的引物应用于鳄蜥皮肤微生物的检

测时发现，检出龟嗜皮菌阳性的 10 个鳄蜥皮肤

样品均来自广东罗坑鳄蜥国家级自然保护区管

理处的生态模拟池，说明此处的龟嗜皮菌未被

消除干净，其他鳄蜥有被传染的风险，需要继

续对生态模拟池进行定期消毒。 
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