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摘要:对引起红鳍东方鲀发病死亡的病原细菌进行了分离和主要生物学特性研究 , 包括病原性 、形态特征 、理化特

性 、16ＳｒＲＮＡ基因序列及其系统发育学分析 、胞外酶及溶血素活性 、Ｋ抗原及耐药性等。结果表明 , 引起红鳍东方

鲀发病死亡的病原细菌为弧菌属(ＶｉｂｒｉｏＰａｃｉｎｉ1854)的鱼肠道弧菌(Ｖ.ｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉＩｓｈｉｍａｒｕ, ｅｔａｌ.1996), 2株代表

菌株 16ＳｒＲＮＡ基因序列(ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为:ＥＦ611424和 ＥＦ635304)与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中鱼肠道弧菌的同源

性在 98%— 100%, 且在构建的ＭＰ系统发生树中与鱼肠道弧菌聚为一个分支。分离菌不具有淀粉酶 、蛋白酶 、脂

肪酶 、ＤＮＡ酶 、脲酶 、明胶酶和卵磷脂酶活性 ,且在含 7%家兔脱纤血液营养琼脂培养基上不溶血。不具有Ｋ抗原。

人工感染试验中分离菌对红鳍东方鲀表现出明显的致病性。药敏试验结果显示 , 4株分离菌对供试 37种抗菌药物

中的苯唑青霉素和杆菌肽 2种耐药。
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　　鱼肠道弧菌 (ＶｉｂｒｉｏｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉＩｓｈｉｍａｒｕ, ｅｔ

ａｌ.1996)是于 1996年由Ｉｓｈｉｍａｒｕ, ｅｔａｌ.首次报道 ,

并将其作为一个新种弧菌命名 。自 1971年以来 ,在

日本孵化场养殖的牙鲆发生肠不透明及肠坏死并伴

随高死亡率 ,Ｉｓｈｉｍａｒｕ, ｅｔａｌ.
[ 1]
经对分离自幼牙鲆的

7株分离菌的检验结果 ,表明其病原为一种新的病

原弧菌并命名为鱼肠道弧菌 。此后 , ＫｉｍＤＨ, ｅｔ

ａｌ.
[ 2]
与陈翠珍等

[ 3]
均报道过从患病牙鲆体内分离

到该菌 。

2005年 11月 ,作者对河北省昌黎一海水养殖

场养殖红鳍东方鲀(ＴａｋｉｆｕｇｕｒｕｂｒｉｐｓＬ.)发生的疾病

进行了检验 ,所检 5尾(其中濒死的 3尾和刚刚死亡

的 2尾)病死鱼表现为体表腹部充血 ,各鳍均有不

同程度的出血(尤以腹鳍和尾鳍明显),部分病鱼腹

鳍和尾鳍溃烂且部分断掉;剖检见肝脏不同程度肿

胀 、充血或有出血 ,肠壁出血 ,肠黏膜充血或有出血 。

以其鳍溃烂组织和肝脏组织为材料做细菌学检验 ,

结果检出了鱼肠道弧菌(Ｖｉｂｒｉｏｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉ)和杀对

虾弧菌(Ｖｉｂｒｉｏｐｅｎａｅｉｃｉｄａ)两种病原菌。本文报道了

所检 4株鱼肠道弧菌的病原性 、形态特征 、主要理化

性状及系统发育学 、胞外酶及溶血素活性 、Ｋ抗原及

血清同源性与药物敏感性等方面的研究结果 ,旨在

能为对该菌的有效检验及进一步研究等提供一定的

参考 。

1　材料与方法

1.1　细菌分离　以病死红鳍东方鲀的鳍溃烂组织

及肝组织为材料 ,先经抹片后革兰氏染色镜检细菌;

镜检到细菌后再取新鲜鳍溃烂组织及肝组织用普通

营养琼脂培养基做划线接种分离培养 (28℃培养

48ｈ检查)细菌 ,取分离菌移接于普通营养琼脂斜面

(28℃培养 24ｈ)做纯培养供检验用 , 其编号为:

ＨＣ051105-1(分离自鳍溃烂组织)、ＨＣ051105-3(分

离自肝组织)、ＨＣ051105-5(分离自鳍溃烂组织)、

ＨＣ051105-7(分离自肝组织),置 4℃普通冰箱中保

存供检验用。

1.2　致病性试验 　将供试代表菌株 ＨＣ051105-1

接种于普通营养琼脂斜面 28℃培养 20ｈ,以无菌生

理盐水洗下并调成 6 ×10
8
ＣＦＵ/ｍＬ菌液 ,经腹腔接

种健康红鳍东方鲀 ,每尾接种 0.2ｍＬ共 6尾;同时

设立同剂量 、同批无菌生理盐水接种的对照;均隔离

养殖于试验水族箱中 ,每天观察其感染后的发病与
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死亡情况 ,以复制出同自然病例一样的感染症 ,并能

重新分离回收到原感染菌作为相应病原菌的判定

指标。

1.3　形态与菌落特征检查　取纯培养菌移接于普

通营养琼脂斜面 ,置 28℃培养 20ｈ后制备成涂片

标本 ,经革兰氏染色镜检细菌形态;各菌株分别划

线接种于普通营养琼脂 、血液营养琼脂(含 7%家

兔脱纤血的普通营养琼脂)、庆大霉素琼脂 、硫代

硫酸钠柠檬酸钠胆酸钠蔗糖琼脂(ＴＣＢＳ)等不同

培养基平板 ,置 28℃及 37℃培养 24ｈ和 48ｈ,分别

检查生长情况及菌落特征 。同时 ,分别接种于普

通营养肉汤(管)中 ,置 28℃培养 24ｈ,检查液体培

养的生长表现 。

1.4　理化特性检查　取纯培养菌 ,分别接种于细

菌理化特性鉴定用培养基中 ,按常规进行氧化酶 、

接触酶 、糖(醇及苷)类代谢 、Ｈ2Ｓ、吲哚 、ＭＲ、Ｖ-Ｐ

试验 、硝酸盐还原 、ＯＦ试验 、枸橼酸盐利用(Ｓｉｍ-

ｍｏｎｓ)等较系统的理化特性测定 , 主要参照 《常见

细菌系统鉴定手册 》
[ 4]
及 《人及动物病原细菌

学 》
[ 5]
进行 。

1.5　16ＳｒＲＮＡ基因序列测定与系统发育学分析　

1.5.1　ＰＣＲ模板 ＤＮＡ的制备 　择代表菌株

ＨＣ051105-1及 ＨＣ051105-3接种于ＬＢ肉汤中 28℃

培养 16ｈ,按小量细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒(大

连宝生物工程有限公司产 ,批号ＤＶ810Ａ)所述方法

提取ＤＮＡ作为ＰＣＲ模板ＤＮＡ。

1.5.2　16ＳｒＲＮＡ基因序列的 ＰＣＲ扩增与测序

　16ＳｒＲＮＡ基因ＰＣＲ扩增的两个引物分别为 27Ｆ

(正向引物):5′-ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ(Ｃ/Ａ)ＴＧＧＣＴ-

ＣＡＧ-3′(对应于 Ｅ.ｃｏｌｉ16ＳｒＲＮＡ基因的第 8— 27

个碱基位置)、1492Ｒ(反向引物):5′-ＧＧＴＴＡＣＣＴＴ-

ＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ-3′(对应于Ｅ.ｃｏｌｉ16ＳｒＲＮＡ基因的

第 1492— 1510个碱基位置)
[ 6]
。在 20 μＬ反应体

系中含有:无菌蒸馏水 14.4 μＬ、1 ×ＰＣＲ缓冲液

2 μＬ、1.5ｍｍｏｌ/ＬＭｇＣｌ2 1.6 μＬ、4 ×ｄＮＴＰ混合物

0.4 μＬ、引物各 0.2 μＬ、2.5Ｕ/μＬ的 ＴａｑＤＮＡ聚

合酶 0.2 μＬ、模板 ＤＮＡ 1 μＬ。ＰＣＲ反应条件为:

95℃预变性 3ｍｉｎ、94℃变性 1ｍｉｎ、55℃复性 1ｍｉｎ、

72℃延伸 2ｍｉｎ, 30个循环后 72℃温育 6ｍｉｎ。ＰＣＲ

扩增产物经 ＤＮＡ纯化系统 (ＷｉｚａｒｄＰＣＲＰｒｅｐｓ,

Ｐｒｏｍｅｇａ)纯化后 ,由上海生物工程技术公司进行

基因序列测定 。

1.5.3　16ＳｒＲＮＡ基因序列系统发育树构建　对

供试菌株的 16ＳｒＲＮＡ基因序列通过 ＮＣＢＩ的 Ｂｌａｓｔ

检索系统(ｈｔｔｐ://ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ/Ｂｌａｓｔ/)进

行序列同源性分析 ,并使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ 1.83软件与从

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中获得的序列相似性较高的菌株的

序列进行多序列匹配排列(ＭｕｌｔｉｐｌｅＡｌｉｇｎｍｅｎｔｓ),使

用ＭＥＧＡ3(ＭｏｌｅｃｕｌａｒＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＧｅｎｅｔｉｃｓＡｎａｌｙｓｉｓ,

ＭＥＧＡ)及 ＰＡＵＰ4.0软件 ,采用最大简约法(Ｍａｘｉ-

ｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙ,ＭＰ)建树方法 , 构建 ＭＰ系统发生

树 ,并通过 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法(1000次重复)检验 。

1.6　菌种分类位置确定　根据细菌形态 、培养及理

化特性测定的结果 ,主要依据 《Ｂｅｒｇｅｙ'ｓＭａｎｕａｌｏｆ

ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｖｅＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ9ｔｈｅｄ》
[ 7]
、《Ｂｅｒｇｅｙ'ｓＭａｎ-

ｕａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ》
[ 8]
、 《ＢａｃｔｅｒｉａｌＦｉｓｈ

Ｐａｔｈｏｇｅｎｓ:ＤｉｓｅａｓｅｏｆＦａｒｍｅｄａｎｄＷｉｌｄＦｉｓｈ》
[ 9]
及有

关资料 ,并结合细菌发育学分析的结果 ,进行分离菌

的种属分类位置判定。

1.7　胞外酶活性及溶血活性检测　分离菌的胞

外蛋白酶活性 、卵磷脂酶活性 、脂酶活性 、淀粉酶

活性 、尿素酶活性和 ＤＮＡ酶活性采用平板检验方

法 ,明胶酶活性采用试管液化方法 。将处于对数

生长期的 4株供试菌分别点种于含有脱脂牛奶

(10%)、蛋黄液 (10%)、吐温 80(1.0%)、淀粉

(1%)、尿 素 (2.0%, 含酚红 指示剂 )和 ＤＮＡ

(0.5%)的平板中 , 将供试菌穿刺接种于含明胶

(8%)的培养基试管 ,于 28℃恒温培养适当时间

后观察 。含脱脂牛奶 、蛋黄液 、吐温 80及 ＤＮＡ的

平板可以直接观察水解圈;含尿素的平板观察菌

苔是否变红色;含淀粉的平板则在观察之前需要

分别加入显色剂碘液。透明的水解圈区域显示有

酶活。含明胶的培养基试管于 28℃恒温培养 24ｈ

后 ,置于 4℃冰箱中过夜后观察 。

分离菌的溶血活性采用将菌株接种至血液琼

脂(含 7%家兔脱纤血的营养琼脂)培养基平板的

方法 ,将接种后的血液琼脂培养基平板置恒温培

养箱中培养适当时间后观察菌株周围是否出现溶

血圈。若出现溶血圈则为阳性 ,表明该菌能分泌

溶血毒素 。

1.8　Ｋ抗原及血清同源性检测　选取代表菌株

ＨＣ051105-1接种于适宜发育的液体培养基中经培

养扩繁后 ,分别制备成福尔马林灭活的全菌(ＯＫ)

抗原及经热处理(121℃作用 1ｈ)的菌体(Ｏ)抗原 ,
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经分别强化免疫接种家兔制备相应抗血清 。

1.8.1　Ｋ抗原的检测　取分离菌分别移接于普通

营养琼脂斜面 28℃培养 18ｈ作为 ＯＫ玻板凝集原 ,

分别与代表菌株 ＨＣ051105-1所制备的 ＯＫ、Ｏ抗血

清做玻板凝集反应 (直接取菌少许与 1小滴约

0.025ｍＬ血清混匀),若与相应 ＯＫ、Ｏ抗血清均呈

基本一致凝集强度的明显凝集(++),则判定为无

明显Ｏ凝集抑制性Ｋ抗原的存在(混匀后即刻出现

明显凝集并于 2ｍｉｎ内判定结果);若仅与ＯＫ抗血

清明显凝集 、与 Ｏ抗血清不凝或仅轻微不明显凝

集 ,则判为存在 Ｏ凝集抑制性 Ｋ抗原(出现接近

于 +的现象说明存在Ｋ抗原但可能在有的菌体表

达不良);同时以无菌生理盐水代替抗血清作为对

照 ,需不出现凝集(菌株不自凝)。

1.8.2　血清同源性的检定　取上述 4株供试纯培

养菌 ,分别移接于普通营养肉汤管 (20ｍＬ/管)置

28℃振荡培养 18ｈ后 ,每个菌株等分 10ｍＬ/管的各

2份 ,其中 1份直接作为试管ＯＫ凝集原 ,另 1份经

121℃处理 1ｈ作为试管 Ｏ凝集原 , 分别与上述用

ＨＣ051105-1菌株制备的 ＯＫ及 Ｏ抗血清做相应及

交叉的试管凝集试验
[ 10]
。方法是将抗血清用含

0.5%石炭酸的无菌生理盐水做 1∶2倍(第 1管)至

1∶65536倍 (第 16管 )的倍比稀释 (即 1ｌｏｇ2至

16ｌｏｇ2)0.2ｍＬ/管 ,然后分别用前述ＯＫ、Ｏ凝集原

(等量加入并混匀其总量为 0.4ｍＬ/管)做相应及交

叉的试管凝集反应 ,同时设立以无血清的对照管 ,具

体为混匀后置室温下经 24ｈ左右判定结果 ,以仍能

呈现明显凝集(++)的抗血清最高稀释倍数作为

相应抗血清的凝集效价 ,并以各供试菌株与制备抗

血清用的代表菌株间进行比较后的凝集效价相同或

仅差 1个滴度的判为同血清型菌株(血清同源)。

1.9　药物敏感性测定　经鉴定后的菌株 ,用常规琼

脂扩散(Ｋ-Ｂ)法进行对常用抗菌类药物的敏感性测

定 ,以是否出现抑菌圈及抑菌圈直径大小作为敏感

与耐药的判定指标
[ 11]
。

2　结　果

2.1　病变组织中的细菌与细菌分离　

以所检 5尾红鳍东方鲀鳍溃烂组织 、肝组织为

材料 ,直接做抹片后经革兰氏染色镜检 ,结果均有不

同量但均较多 、形态特征一致的细菌 。具体为:革兰

氏染色阴性 ,杆状 (菌体稍弯曲),两端钝圆 ,散在

　　　　　　

(有的成双),无芽孢 , 大小多在(0.4— 0.7)μｍ ×

(1.2— 2.5)μｍ。

以鳍溃烂组织及肝组织进行细菌分离培养 ,结

果均分离到两种优势生长的细菌 ,菌落特征:其中一

种(记作Ａ菌)为圆形光滑 、边缘整齐 、稍隆起 、透明

至半透明 、浅灰白色 , 24ｈ检查直径多在 0.3— 0.4

ｍｍ左右 、48ｈ多在 1.2ｍｍ左右 ,生长良好;另一种

(记作Ｂ菌)为圆形光滑 、边缘整齐 、稍隆起 、半透明

至不透明 、灰白色 , 24ｈ检查直径多在 0.3— 0.5

ｍｍ、48ｈ多在 1.2ｍｍ,生长良好;在菌落分布上 ,Ａ

菌多于Ｂ菌 。从 2种分离菌(Ａ和 Ｂ菌)各取 4个

菌落(Ａ、Ｂ菌各 2个)做纯培养共 8株 ,其中 4株Ａ

菌即本次所报道的鱼肠道弧菌。

2.2　分离菌的致病性　

代表菌株ＨＣ051105-1腹腔注射感染健康红鳍

东方鲀后 ,感染后 3— 4ｄ陆续死亡并出现明显的肝

脏肿胀 、充血或有出血等病变。对照的红鳍东方鲀

在 14ｄ观察期内均正常 ,并且未分离到细菌;取感染

死亡鱼进行细菌学检验 ,结果均检验并分离到大量

纯一的原感染菌的菌落 。

2.3　形态特征与培养特性　

分离自红鳍东方鲀肝脏及鳍溃烂组织的 4株纯

培养菌(Ａ菌)的形态特征表现一致 ,均为革兰氏染

色阴性 、杆状(有的稍弯曲)、一端或两端钝圆(有的

一端或两端稍尖些 )、无芽孢 、散在 , 大小多在

(0.4— 0.6)μｍ×(1.0— 2.5)μｍ。

4株纯培养菌均在 28℃条件下生长 ,菌苔呈半

透明至不透明状的灰白色 ,生长中度 ,在 37℃不生

长。在所试培养基上的生长情况(28℃培养)表现

一致 。在普通营养琼脂培养基上 ,菌落特征与生长

情况与从病料中直接分离的相一致;在血液营养琼

脂(含 7%家兔脱纤血的营养琼脂)培养基上 ,菌落

圆形光滑 、边缘整齐 、稍隆起 、浅乳白色 、不溶血 、湿

润闪光 ,培养 24ｈ直径多在 0.5ｍｍ左右 、48ｈ多在

1.5ｍｍ左右 ,生长良好;在 ＴＣＢＳ、庆大霉素琼脂培

养基上 ,培养 48ｈ未见生长;在普通营养肉汤培养基

(管)中 , 4株供试菌生长表现一致 ,均为轻度均匀混

浊生长 ,管底形成圆点状菌体沉淀(摇动后呈线状

上升易消散)。

2.4　理化性状　

4株分离菌所测主要理化性状的反应结果一致

(表 1)。
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表 1　分离菌的理化特性

Ｔａｂ.1　Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

特性 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ 鱼肠道弧菌Ｖ.ｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉ 分离菌Ｉｓｏｌａｔｅｓ

37℃生长　Ｇｒｏｗｔｈａｔ37℃ - -

氧化酶　Ｏｘｉｄａｓｅ + +

接触酶　Ｃａｔａｌａｓｅ + +

产Ｈ
2
Ｓ　Ｈ

2
Ｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ - -

Ｏ-Ｆ试验　Ｏ-Ｆｔｅｓｔ Ｆ Ｆ

动力　Ｍｏｔｉｌｉｔｙ + +

枸橼酸盐利用Ｃｉｔｒａｔｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ - -

葡萄糖:产酸　Ｇｌｕｃｏｓｅ, ａｃｉｄｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ + +

葡萄糖:产气　Ｇｌｕｃｏｓｅ, ｇａｓｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ · -

山梨醇　Ｓｏｒｂｉｔｏｌ · -

蜜二糖　Ｍｅｌｉｂｉｏｓｅ - -

棉子糖　Ｒａｆｆｉｎｏｓｅ - -

菊糖　Ｉｎｕｌｉｎ - -

水杨苷　Ｓａｌｉｃｉｎ - -

吐温 80　Ｔｗｅｅｎ80 - -

硝酸盐还原　Ｎｉｔｒａｔｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎ + +

半乳糖　Ｇａｌａｃｔｏｓｅ - +

蔗糖　Ｓｕｃｒｏｓｅ + +

鼠李糖　Ｌ-Ｒｈａｍｎｏｓｅ - -

肌醇　Ｉｎｏｓｉｔｏｌ - -

甲基红　ＭＲｔｅｓｔ · +

Ｖ-Ｐ试验　Ｖ-Ｐｔｅｓｔ · -

阿拉伯糖　Ａｒａｂｉｎｏｓｅ - -

甘露醇　Ｍａｎｎｉｔｏｌ - -

吲哚　Ｉｎｄｏｌｅ - -

七叶苷利用　Ｅｓｃｕｌｉｎ · -

赤藓醇　Ｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ - -

海藻糖　Ｔｒｅｈａｌｏｓｅ + +

ＩＰＡ(ＳＩＭ) · -

阿拉伯醇　Ａｒａｂｉｔｏｌ · -

乙酰胺酶　Ａｃｅｔａｍｉｄａｓｅ · -

糊精　Ｏｅｘｔｒｉｎ + +

卫茅醇　Ｄｕｌｃｉｔｏｌ - -

甘油　Ｇｌｙｃｅｒｏｌ - -

麦芽糖　Ｍａｌｔｏｓｅ + +

丙二酸盐利用　Ｍａｌｏｎａｔｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ · +

醋酸盐利用　Ａｃｅｔａｔｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ · -

木糖　Ｘｙｌｏｓｅ - -

木糖醇　Ｘｙｌｉｔｏｌ · -

苦杏仁苷　Ａｍｙｇｄａｔｉｎ · -

松三糖　Ｍｅｌｅｚｉｔｏｓｅ · -
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续表

特性 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ 鱼肠道弧菌Ｖ.ｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉ 分离菌Ｉｓｏｌａｔｅｓ

山梨糖　Ｓｏｒｂｏｓｅ · -

侧金盏花醇　Ａｄｏｎｉｔｏｌ - -

酒石酸盐利用　Ｔａｒｔｒａｔｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ · -

黏液酸利用　Ｍｕｃａｔｅｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ · -

β-半乳糖苷酶　ＯＮＰＧ - +

α-甲基-Ｄ-葡糖苷　α-ｍｅｔｈｙｌ-Ｄ-ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ · -

乳糖　Ｌａｃｔｏｓｅ - -

果糖　Ｆｒｕｃｔｏｓｅ + -

甘露糖　Ｍａｎｎｏｓｅ + -

纤维二糖　Ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ - -

精氨酸双水解酶　Ａｒｇｉｎｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｌａｓｅ - -

苯丙氨酸脱氨酶　Ｐｈｅｎｙｌａｌａｎｉｎｅｄｅａｍｉｎａｓｅ · -

ＮａＣｌ中生长:　　0% - -

ＧｒｏｗｔｈａｔＮａＣｌ:　 1% + +

　　　　 　　　6% + +

Ｏ/129:　　　　 10μｇ Ｓ Ｓ

　　　　　 　150μｇ Ｓ Ｓ

　　注:+示阳性 , -示阴性 , ·示文中未记述 ,Ｆ示发酵型 , Ｓ示敏感;鱼肠道弧菌的结果来自《ＢａｃｔｅｒｉａｌＦｉｓｈＰａｔｈｏｇｅｎｓ:ＤｉｓｅａｓｅｏｆＦａｒｍｅｄａｎｄ

ＷｉｌｄＦｉｓｈ》 [ 9]

Ｎｏｔｅｓ:+, ｐｏｓｉｔｉｖｅ;-, ｎｅｇａｔｉｖｅ;· ,ｎｏｔｄｅｓｃｒｉｂｅ;Ｆ, ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｖｅ;Ｓ, ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ;ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＶ.ｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉｃｏｍｅｆｒｏｍ《ＢａｃｔｅｒｉａｌＦｉｓｈＰａｔｈｏｇｅｎｓ:

ＤｉｓｅａｓｅｏｆＦａｒｍｅｄａｎｄＷｉｌｄＦｉｓｈ》 [ 9]

2.5　16ＳｒＲＮＡ基因序列与系统发育学　

分离菌(ＨＣ051105-1及ＨＣ051105-3)所扩增的

16ＳｒＲＮＡ基因序列长度 (不包括引物结合区 ),

ＨＣ051105-1株为 1452ｂｐ(ＧｅｎＢａｎｋ登录号:ＥＦ611424)、

ＨＣ051105-3株为 1461ｂｐ(ＧｅｎＢａｎｋ登录号:ＥＦ635304);

将 2株菌的 16ＳｒＲＮＡ基因序列在 ＮＣＢＩ上通过

Ｂｌａｓｔ进行同源性检索 ,结果均与弧菌属细菌的 16Ｓ

ｒＲＮＡ基因序列自然聚类。在检索出的鱼肠道弧菌

序列中 ,ＨＣ051105-1及 ＨＣ051105-3株与它们的同

源性在 98%至 100%。选取了其中相似性较高的部

分菌株的 16ＳｒＲＮＡ基因序列 ,并以嗜水气单胞菌

(登录号ＡＦ468055)作为外围菌进行系统发育学分

析 ,构建了 ＭＰ系统发育树 (图 1), ＨＣ051105-1及

ＨＣ051105-3株均与鱼肠道弧菌聚为一个大分支 ,且

自举值为 99%。

2.6　菌种判定　

4株供试菌对所测形态及理化特性等的表型性

状的结果一致 ,属于同种细菌。根据表型特征及系

统发育学分析的结果 , 判定为弧菌属(ＶｉｂｒｉｏＰａｃｉｎｉ

1854)的鱼肠道弧菌 (ＶｉｂｒｉｏｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉＩｓｈｉｍｕｒａ

1996)。

图 1　ＨＣ051105-1及ＨＣ051105-3菌株 16ＳｒＲＮＡ基因序列ＭＰ系统发育树

(图中ＡＦ468055至ＡＪ874354为菌株在ＮＣＢＩ的登录号 , 数字为自举值)

Ｆｉｇ.1　Ｔｈｅｍａｘｉｍｕｍｐａｒｓｉｍｏｎｙｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｐａｒｔｉａｌ16Ｓ

ｒＲＮＡｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ(ＡＦ468055-ＡＪ874354ｗｅｒｅｄａｔａｂａｓｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍ

ｂｅｒｓｉｎＮＣＢＩ, ｎｕｍｂｅｒｓａｂｏｖｅｂｒａｎｃｈｅｓｉｎｔｒｅｅａｒｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓ)
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2.7　胞外酶活性及溶血活性　

酶活性实验结果表明 , 4株鱼肠道弧菌均无淀粉

酶 、蛋白酶 、脂肪酶 、ＤＮＡ酶和卵磷脂酶 、脲酶及明胶

酶活性;且 4株鱼肠道弧菌在含 7%家兔脱纤血液营

养琼脂培养基上均无溶血现象 。

2.8　菌株Ｋ抗原及血清同源性　

应用玻板凝集和试管凝集反应对供试 4株鱼肠

道弧菌所测Ｋ抗原及血清同源性结果见表 2。

表 2　四株分离菌凝集反应结果

Ｔａｂ.2　Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆ4ｉｓｏｌａｔｅｓ

抗血清(ＨＣ051105-1)Ａｎｔｉｓｅｒｕｍ 玻板凝集原Ｓｌｉｄｅａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎａｎｔｉｇｅｎ
试管凝集原Ｔｕｂｅａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎａｎｔｉｇｅｎ

ＯＫ Ｏ

ＯＫ-抗血清　ＯＫ-ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ++ 5ｌｏｇ2(1∶32Ｘ)＊＊ 9ｌｏｇ2(1∶512Ｘ)

Ｏ-抗血清　Ｏ-ａｎｔｉｓｅｒｕｍ ++ 5ｌｏｇ2(1∶32Ｘ) 6ｌｏｇ2(1∶64Ｘ)

生理盐水　Ｓａｌｉｎｅｗａｔｅｒ ― 0ｌｏｇ2(<1∶2Ｘ) 0ｌｏｇ2(<1∶2Ｘ)

　　注:++,明显凝集;― ,不凝集;＊＊,凝集效价

Ｎｏｔｅ:++, ｏｂｖｉｏｕｓａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ;― , ｎｏａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ;＊＊:ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｔｉｔｒｅ.

　　从表 2可以看出 4株鱼肠道弧菌的玻板凝集

原与ＨＣ051105-1株制备的 ＯＫ、Ｏ抗血清均明显

凝集(++)、与对照的生理盐水均不凝集(—)仍

呈均匀混浊态 ,初步表明该菌不存在 Ｏ凝集抑制

性 Ｋ抗原 。 4株纯培养菌制备的 ＯＫ及 Ｏ试管凝

集原与ＨＣ051105-1株制备的ＯＫ抗血清的凝集效

价在 ＯＫ凝集原的完全一致 , 均为 5ｌｏｇ2(1∶32

倍);Ｏ凝集原的完全一致 ,均在 9ｌｏｇ2(1∶512倍),

比相应ＯＫ凝集原的高 4个抗体滴度;ＯＫ、Ｏ凝集

原与ＨＣ051105-1株制备的 Ｏ抗血清的凝集效价 ,

在 Ｏ凝集原的完全一致 ,均为 6ｌｏｇ2(1∶64倍);ＯＫ

凝集原的完全一致 ,均在 5ｌｏｇ2(1∶32倍),比相应

Ｏ凝集原的低 1个抗体滴度 ,进一步表明了该菌不

存在Ｋ抗原 。使用全菌(ＯＫ)凝集原与 ＯＫ、Ｏ抗

血清的抗体效价与使用热处理 (Ｏ)凝集原与 ＯＫ、

Ｏ抗血清的抗体效价相比均表现的低 ,其原因可

能是经热处理(121℃作用 1ｈ)后的菌体更易于与

抗体结合之故 。

2.9　药物敏感性　

测定 4株分离菌对 37种抗菌类药物的敏感

性 ,结果均对供试的青霉素 Ｇ、头孢唑啉 、头孢拉

啶 、头孢噻肟 、头孢曲松 、头孢他啶 、头孢哌酮 、头

孢吡肟 、氨曲南 、庆大霉素 、妥布霉素 、丁胺卡那霉

素 、新霉素 、诺氟沙星 、氧氟沙星 、环丙沙星 、氯霉

素 、呋喃妥因 、呋喃唑酮 、恩诺沙星 、克林霉素 、万

古霉素 、新生霉素 、氨苄青霉素 、阿奇霉素 、链霉

素 、多黏菌素Ｂ、卡那霉素 、大观霉素 、四环素 、多西

霉素 、复方新诺明 、甲氧苄氨嘧啶 、利福平 、红霉素

等 35种药物高度敏感;对苯唑青霉素和杆菌肽 2

种耐药 。

3　讨　论

本次对发生在河北昌黎地区养殖红鳍东方鲀大

量死亡的病鱼进行病原研究 ,通过对病鱼溃烂组织

及肝组织抹片标本经染色后镜检发现细菌 ,有规律

地自病鱼溃烂组织及肝组织中分离到优势生长的细

菌 ,并经鉴定表明为同种细菌 ,对健康红鳍东方鲀进

行人工感染试验 ,能够引起健康红鳍东方鲀的发病

与死亡并能重新分离回收到原感染菌 ,表明所检出

并经鉴定的鱼肠道弧菌为本次被检病死红鳍东方鲀

的相应病原菌 。本文首次报道了鱼肠道弧菌对红鳍

东方鲀的感染 ,进一步表明了该菌在水产养殖动物

中的广泛致病作用。另一方面 ,通过本次对鱼肠道

弧菌较系统的鉴定 ,进一步丰富了该菌在形态与培

养特性 、理化特性及 16ＳｒＲＮＡ基因序列与系统发

育学方面的内容 ,为对该菌的有效检验提供了可参

考的资料 。

弧菌的致病性取决于弧菌与宿主细胞间的相互

作用 ,致病过程也包括黏附 、侵袭 、体内增殖及产生

毒素等 ,而这些又与弧菌产生的各种毒力因子有关。

目前已发现的弧菌毒力因子有外毒素(Ｅｘｏｔｏｘｉｎ)、蛋白

酶(Ｐｒｏｔｅａｓｅ)、荚膜(Ｃａｐｓｕｌｅ)、载铁体(Ｓｉｄｅｒｏｐｈｏｒｅ)及

外膜蛋白(Ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ,ＯＭＰ)等 ,如鳗弧菌

(Ｖｉｂｒｉｏａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ)
[ 12]
、溶藻胶弧菌(Ｖ.ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ)、

副溶 血弧 菌 (Ｖ.ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ)
[ 13]
、创 伤 弧菌

(Ｖ.ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ)
[ 14]
、哈维氏弧菌

[ 15]
等多种鱼 、虾类病原

弧菌均可产生具有强烈致病作用的胞外蛋白酶;溶血

素也是多数病原菌的重要致病因子之一 ,目前也已
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在鳗弧菌 、副溶血弧菌等病原弧菌的胞外产物中检

测到。而本次通过对分离鉴定的病原鱼肠道弧菌胞

外酶及溶血活性的检测 ,表明 4株供试菌均无淀粉

酶 、蛋白酶 、脂肪酶 、ＤＮＡ酶和卵磷脂酶 、脲酶及明

胶酶活性 ,且均在含 7%家兔脱纤血的营养琼脂培

养基上无溶血现象 ,提示该菌的致病机理可能与其

他毒力因子的分泌及该菌的生存能力 、侵袭能力以

及抗宿主的防御能力等诸方面相关。

细菌的Ｋ抗原成分在病原细菌的致病作用中

常发挥着重要作用 ,可构成病原细菌的重要毒力因

子 ,主要表现在抵抗机体免疫系统吞噬细胞的吞噬

作用 、对机体细胞的黏附发挥毒力作用 、利于细菌向

机体内部广为深入扩散的侵袭作用等方面 。本次经

用 4株供试菌制备的 ＯＫ、Ｏ凝集原与用代表菌株

ＨＣ051105-1所制备的 ＯＫ、Ｏ抗血清做对应及交叉

的凝集抗体效价测定 ,表明 4株供试菌均不存在不

耐热的Ｋ抗原 ,且为同种血清型(血清同源),这一

结果在对该菌进行血清型检定 、血清流行病学调查 、

免疫血清学检验及致病机理研究方面具有一定的指

导意义 。

本次经以 37种抗菌类药物对 4株鱼肠道弧菌

的药敏测定 ,尚未发现不同菌株间对某种抗菌药

物敏感或耐药的明显差异性 ,供试 4株菌均对苯

唑青霉素和杆菌肽 2种耐药(抑菌圈直径为 0),对

其他 35种药物均高度敏感 (抑菌圈直径在 20—

42ｍｍ),该结果与分离自牙鲆的病原鱼肠道弧菌

的药物敏感性方面的研究结果一致 ,初步显示该

菌所测菌株在对供试抗菌类药物中所表现出的一

致性 ,有益于在防治由该菌引起的水产动物疾病

的选择用药 。
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ｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ.Ｔｈｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓｔｒａｉｎ(ＨＣ051105-1)ｗａｓｕｓｅｄｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｏｆｓｅｌｅｃｔｅｄｐｕｆｆｅｒｆｉｓｈｔｏｃｏｎ-

ｆｉｒｍｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ.Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ, ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ, ｈｅｍｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｉｓｏｌａｔｅｓｗｅｒｅａｌｌｅｘａｍｉｎｅｄ,

ａｎｄｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｓｗｅｒｅｃｈｅｃｋｅｄｆｏｒｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＫ-ａｎｔｉｇｅｎｂｙｓｌｉｄｅａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎａｎｄｔｕｂｅａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｕｓｉｎｇｒａｂｂｉｔａｎｔｉ-

ｓｅｒｕｍ.

Ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｕｌｔｕｒｅｓｏｎｎｕｔｒｉｅｎｔａｇａｒａｎｄｂｌｏｏｄａｇａｒｆｒｏｍｔｈｅｌｉｖｅｒ, ｋｉｄｎｅｙａｎｄｓｐｌｅｅｎｏｆｍｏｒｉｂｕｎｄ(ｏｒｄｅａｄ)

ｐｕｆｆｅｒｆｉｓｈｙｉｅｌｄｅｄａｎａｐｐａｒｅｎｔｌｙｐｕｒｅｃｕｌｔｕｒｅ.Ｆｏｕｒｓｔｒａｉｎｓ(ＨＣ051105-1, ＨＣ051105-3, ＨＣ051105-5ａｎｄＨＣ051105-7)

ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｌｉｖｅｒａｎｄｋｉｄｎｅｙｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄａｎｄｅｘａｍｉｎｅｄａｎｄｆｏｕｎｄｑｕｉｔｅｓｉｍｉｌａｒｉｎｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ, ｂｅｉｎｇＧｒａｍ-

ｎｅｇａｔｉｖｅ, ｒｏｄ-ｓｈａｐｅｄ(ｓｏｍｅｓｌｉｇｈｔｌｙｃｕｒｖｅｄ), ｓｉｎｇｌｅｗｉｔｈｒｏｕｎｄｅｎｄｓ, ｎｏ-ｅｎｄｏｓｐｏｒｅｓ, ａｎｄ(0.4― 0.6)μｍ×(1.0―

2.5)μｍｉｎｓｉｚｅ.Ｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｄ16ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｒａｉｎｓＨＣ051105-1ａｎｄＨＣ051105-3 (ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｎｏ.ＥＦ611424ａｎｄＥＦ635304)ｗｅｒｅ1452ｂｐａｎｄ1461ｂｐｉｎｌｅｎｇｔｈｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ, ａｎｄｔｈｅｔｗｏｓｔｒａｉｎｓｓｈａｒｅｄｈｉｇｈｓｉｍｉｌａｒｉ-

ｔｙ(98%― 100%)ｗｉｔｈｔｈｅ16ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｏｆＶ.ｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉｆｒｏｍＧｅｎＢａｎｋｄａｔａｂａｓｅ.Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｉｄｅｎｔｉ-

ｆｉｅｄｓｔｒａｉｎｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏＶ.ｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉ(Ｉｓｈｉｍａｒｕ, ｅｔａｌ1996)ｉｎｔｅｒｍｓｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ, ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｕｐ

ｗｉｔｈｔｈｅｒｅｇａｒｄｉｎｇｃｒｉｔｅｒｉａ, ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ(16ＳｒＲＮＡｐａｒｔｉａｌｓｅｑｕｅｎｃｅ).Ｔｈｅｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｄｅｔｅｒ-

ｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｈｅｍｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｙｓｈｏｗｅｄｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｓｈａｖｅｎｏｔｄｉａｓｔａｓｅ, ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ, Ｌｉｐａｓｅ, ＤＮａｓｅ,

ｌｅｃｉｔｈｉｎａｓｅ, ｕｒｅａｓｅａｎｄｇｅｌａｔｉｎａｓｅ, ａｎｄｃｏｕｌｄｎｏｔｐｒｏｄｕｃｅｈａｅｍｏｌｙｓｉｎ.ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＫ-ａｎｔｉｇｅｎｒｅｖｅａｌｅｄｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｓｈａｖｅｎｏｔ

Ｋ-ａｎｔｉｇｅｎ.Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ, ａｎａｒｔｉｆｉｃｉａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｏｆｓｔｒａｉｎ(ＨＣ051105-1)ｒｅｖｅａｌｅｄｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｔｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆ

Ｖ.ｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉｔｏｐｕｆｆｅｒｆｉｓｈ.Ｔｈｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｉｓｏｌａｔｅｓｔｏ37ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｇｅｎｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ4ｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅａｌｌｒｅｓｉｓｔａｎｔ

ｔｏｏｘａｃｉｌｌｉｎａｎｄｂａｃｉｔｒａｃｉｎ.ＴｈｅｓｔｕｄｙｆｕｒｔｈｅｒｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＶ.ｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉａｓｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｂａｃｔｅｒｉａａｎｄ

ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｉｎｔｈｅｆｉｓｈｓｐｅｃｉｅｓ.

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｖｉｂｒｉｏｉｃｈｔｈｙｏｅｎｔｅｒｉ;Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ;Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ


