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摘要$ 为确定导致鳜"9#$#A%*3+ 3")+4&##细菌性感染死亡的病原! 从患病濒死的鳜肝中分离出一株优势

菌 ]#$! 经人工回感实验确定分离菌的致病性! 并利用 j-_?n@" 全自动微生物鉴定仪及 $(R 9LUM序列

分析对纯培养细菌进行鉴定& 此外! 对分离的菌株进行药敏实验& 研究结果表明! 菌株 ]#$ 对鳜鱼具

有致病性& 经 j-_?n@" 全自动微生物鉴定仪鉴定菌株 ]#$ 为荧光假单胞菌 "D&%)2(;($+&-,)(*%&3%$&#!

并在紫外光下可以产生荧光& 进一步的 $(R 9LUM基因序列和系统发育分析表明! 该菌与荧光假单胞

菌同源性达到了 &Ii以上& 药物敏感性实验结果显示! 该分离株对恩诺沙星(诺氟沙星(链霉素和四环

素等 ( 种药物高度敏感&
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!!鳜"9#$#A%*3+ 3")+4&##在广东(湖北(湖南等

地已形成产业化养殖模式! 但随着养殖规模和

集约化程度的扩大! 鳜疾病发病率也不断升

高! 严重影响了鳜鱼养殖业的健康发展"T88<

;>."##$! 王桂堂 "##)#& 关于鳜病原学研究
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多集中在病毒性疾病方面 "严家彬等 "##"#&
近年来! 鳜流行病学调查表明! 病原种类呈增
多趋势! 细菌性病原引发的鳜病频频发生! 对
鳜养殖业造成严重的经济损失&

"#$) 年! 上海某养殖场的鳜鱼发病大量死
亡& 患病鱼主要表现为进食减少! 失去平衡侧
翻! 体色发黑! 严重个体鳍基部充血& 解剖可
见! 腹腔少量积水! 肾有充血现象! 肝肿大且
严重充血& 从患病濒死鳜鱼肝分离到一株细
菌! 经人工回感实验证实该菌株对鳜有较强致
病性! 并与自然发病症状相似! 由此确定其致
病性& 经 j-_?n" 全自动微生物鉴定仪和分子
生物学鉴定! 确定该致病菌为荧光假单胞菌
"D&%)2(;($+&-,)(*%&3%$&#& 本实验对该菌生理
生化特性($(R 9LUM序列同源性(菌株致病性
以及药物敏感性进行研究! 为鳜细菌性疾病病
原学研究以及快速诊断和防控技术提供基础数
据与参考&

AB材料及方法

ADAB实验用鱼B养殖条件下患病和健康的鳜
鱼! 体长 $’ *"’ 2A! 均由上海市孙农养殖场
提供! 其中! 发病鳜鱼 ’ 尾! 健康鳜鱼 %# 尾&
ADCB主要试剂和仪器B_RM培养基 "北京陆
桥技术有限责任公司#! VU细菌鉴定卡" 生物
梅里埃中国有限公司#! 胶回收试剂盒! 药敏
试剂盒 "杭州天和微生物试剂有限公司#等&
j-_?n" 全自动细菌鉴定仪 " 生物梅里埃中国
有限公司 #! Y4L仪 "美国应用生物系统公
司#等&
ADEB病原菌分离与培养B取具有典型症状的
濒死鳜个体! 体表经消毒后! 在无菌条件下取
肝! 于 _RM琼脂平板划线接种! "/h培养 "% B
后! 挑取单菌落纯化培养一次! 获得的纯化菌
落编号为 ]#$& 将 ]#$ 菌落于 j-_?n" 全自动
细菌鉴定仪上进行自动鉴定& 将已鉴定的单菌
落再纯化一次! 于金氏培养基琼脂平板划线接
种! "/h培养 "% B! 在紫外光 )(# 6A处观察&
ADFB人工感染实验B将菌株 ]#$ 扩大培养!
制成浓度为 $ d$#$$ 2‘G0Q"2‘G 是单位体积中的

活菌个数#的菌悬液& 选择规格一致的健康鳜
随机分成 " 组! 每组 $’ 尾! 采用腹腔注射法进
行人工感染& 实验组每尾鱼注射 #O" A>浓度
为 $ d$#$$ 2‘G0Q菌悬液! 对照组注射 #O" A>灭
菌的生理盐水& 连续观察 $% H! 记录发病及死
亡情况& 再从濒死鳜肝中重新分离病原菌并进
行鉴定&
ADZBbL!1?C 全自动微生物鉴定仪的鉴定B
将菌株 ]#$ 接种到 _RM培养平板上! "/h培养
"% B 得到单菌落! 向专用试管中加入 ) A>灭菌
的 #O%’i生理盐水! 用无菌接种环取单菌落!
制备浓度 $O’ d$#$$ *$O&$ d$#$$ 2‘G0Q的菌悬
液! 然后采用 VU鉴定卡进行鉴定! ’ *$# B后
自动输出鉴定结果&
AD̂BA^,-O[=序列同源性分析及系统发育
树的构建B将 ]#$ 菌种接种于 _R]液体培养
基中! "/h 培 养 "% B 后 离 心 集 菌& 参 照
_;n;L;\=6=6]?R_ 6̂=:897;>V865A=2+UMn=<
j89.%O# 试剂盒方法提取 +UM! 作为 Y4L反应
的模板&

依据细菌 $(R 9LUM技术在细菌鉴定方面
应用! 合成通用扩增引物! 上游引物 "IX$’f@
MVMV___VM_44_VV4_4MV@)f! 下游引物
$%"&L$’f@VV__M44__V__M4VM4__@)f&
"’ ->反应体系$上(下游引物 "$# -A5>0Q#各
#O’ ->! $# dY4L ]G‘‘89"O’ ->! HU_Y\=K
"$# AA5>0Q# " ->! U+G+UM聚合酶"’ ^0->#
#O"’ ->! +UM模板 $ ->! HHT",补足 "’ ->&
反应程序$&’h预变性 ) A=6% &’h变性 )# 7!
’’h退火 %’ 7! I"h延伸 &# 7! 共 )# 个循环%
最后 I"h延伸 $# A=6& Y4L产物经 $i琼脂糖
凝胶电泳检测后! 采用 MKC86 +UM凝胶回收试
剂盒进行纯化后! 送上海生工生物有限公司
测序&

菌株 ]#$ 的 $(R 9LUM序列与 U4]-的基
因库中细菌 $(R 9LUM的序列进行对比分析&
采用 4>G7<;>W$O/ 软件进行多序列匹配排列!
用 \?VM%O# 软件的 U8=CBJ59@15=6=6C法" R;=<5G
8<;>.$&/I#构建菌株 ]#$ 的系统发育树! 并采
用 ]55<7<9;E $ ### 次进行检验&
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ADGB药敏实验B将已纯化的菌株 ]#$ 制成浓
度约为 $#$$ 2‘G0Q菌悬液! 参照纸片扩散法进
行药敏实验& 取 $## ->菌悬液涂布于 _RM固
体培养基上! 将药敏纸片贴在平皿上! "/h培
养 "% B 后测量各个药物抑菌圈直径&

CB结B果

CDAB致病菌的分离B从患病鳜的肝分离出一
株优势菌! 在 _RM固体培养基上 "/h培养
"% B! 菌落呈圆形! 不透明! 微隆起! 边缘整
齐! 黄色! 菌落直径 $ AA左右& 金氏培养基
琼脂平板上的菌落! 在波长为 )(# 6A的紫外
光下! 能够显示荧光"图 $#&
CDCB人工感染实验B以浓度为 $ d$#$$ 2‘G0Q
的菌悬液腹腔注射感染健康鳜个体 $’ 尾! 感
染组鱼从第 ) 天开始出现病症! 主要表现为体
色发黑! 游动迟缓! 身体失去平衡! 第 I 天开
始出现死亡! $% 天内累积死亡率达到了 /#i!
而对照组在实验期间均健康& 感染后濒临死亡
的鳜被解剖后! 有少量血色腹水! 胃部肿胀并
有未消化食物! 肝充血严重& 从人工感染鳜的
肝中再次分离出相同的致病菌&
CDEBbL!1?C 全自动微生物鉴定仪鉴定B从
患病鳜和人工感染的鳜肝组织中分离的细菌经

j-_?n" 全自动细菌鉴定仪鉴定为同一种细
菌& 该菌株为荧光假单胞菌! 可信度达 &Ii!
结果评价为 ?K28>>86<=H86<=‘=2;<=56 "极好的鉴
定#& 具体的生化反应结果见表 $&
CDFB序列分析与系统发育树的构建B菌株
]#$ 的 $(R 9LUM经过 Y4L扩增后目的片段大
约 $ ’## JE! 测序确定为 $ %I) JE& 测得序列在
U4]-中 ]>;7<比对发现! 此菌株与荧光假单胞
菌的同源性极高! 同源性大于 &Ii& 选择同源
性较高的菌株 $(R 9LUM序列构建系统发育
树! ]#$ 菌株与荧光假单胞菌 D&%)2(;($+&
-,)(*%&3%$&"+P#/%%(#O$#聚合为一支"图 "#&
CDZB药敏实验B对菌株 ]#$ 进行药物敏感性
实验! 该菌对恩诺沙星(诺氟沙星(磺胺异恶
唑(链霉素(复方新诺明及四环素药物敏感% 对
氟苯尼考(新霉素(利福平(庆大霉素药物中度
敏感% 对青霉素(甲氧苄氨嘧啶不敏感"表 "#&

EB讨B论

利用从自然患病鳜肝组织分离的致病菌株
采用腹腔注射对健康鳜进行人工感染实验! 得
到与自然发病鳜相似的症状! 并从感染发病的
鳜分离出与自然患病鳜相同的菌株& 由此表
明! 所分离的菌株 ]#$ 是引起鳜死亡的致病菌&

图 AB分离菌株的菌落
7)9DAB$%3%(+ %6*"#)5%3/*#0>/.*#-)/

;.菌株 ]#$ 在 _RM平板上形成的菌落% J.在紫外光下菌株 ]#$ 的荧光菌落&

;._B825>56b5‘7<9;=6 ]#$ 56 _RME>;<8% J.X>G598728628G6H89G><9;:=5>8<>=CB<.
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表 ABQHA 菌株的 bL!1?C 鉴定结果
!/>3#ABbL!1?C )0#(*)6)./*)%(%6QHA

!!) v*表示阳性%) e*表示阴性& ) v*+865<87E57=<=:=<b% ) e*+865<8768C;<=:=<b.

另外采用 j-_?n" 全自动微生物鉴定仪对菌株
进行鉴定! 并结合 $(R 9LUM基因序列的同源
性分析! 将此菌鉴定为荧光假单胞菌& 由于病
鱼的典型症状为肝充血! 故称此病为肝出血
病& 目前国内已有报道从患烂鳃病和细菌性败

血病的鳜中分离到柱状嗜纤维菌 "!04(A"+/+
3(,);$+*#&# "李海燕等 "####和嗜水气单胞菌
"7%*(;($+&"02*(A"#,+# "陈昌福等 $&&(#& 本
研究验证了荧光假单胞菌对鳜具有强致病性!

这对深入研究鳜细菌性疾病病原流行特征以及
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图 CB以 A^,-O[=基因序列构建的菌株 QHA 的系统发育树
7)9DCB4"+3%9#(#*).*-##%6<$+10’&’(%$F,1’*+$-+($>/5#0%(A^,-O[=9#(#5#\’#(.#%65*-/)(QHA

枝上数字为置信度%各个支末端为基因的登录号和种名%标尺代表进化距离%S#=*#(?),$#-#3)&I创伤弧菌% S#=*#(
A+*+"+%;(,04#3)&I副溶血弧菌%B2Y+*2&#%,,+I迟缓爱德华氏菌%7%*(;($+&"02*(A"#,+I嗜水气单胞菌%7%*(;($+&&(=*#+I温和
气单胞菌% D&%)2(;($+&A)4#2+I恶臭假单胞菌%D&%)2(;($+&;+*/#$+,#&I边缘假单胞菌%D&%)2(;($+&*"(2%&#+%I罗氏假单胞
菌% D&%)2(;($+&&0$5+$4"+ &4*+#$I丝状假单胞菌% D&%)2(;($+&-,)(*%&3%$&.荧光假单胞菌
_B86GAJ89;<8;2B J9;62B E5=6<7=7<B8E89286<;C87GEE59<8H JbJ55<7<9;E.UGAJ897=6 E;986<B878798E98786<<B878cG86287
;22877=56 6GAJ89=6 V86];6F.R2;>8=6H=2;<878:5>G<=56;9bH=7<;628.

表 CB药物敏感性实验
!/>3#CB=(*)>)%*).5’5.#:*)>)3)*+ *#5*

!!判定标准依据药物抑菌圈的大小$R.敏感% -.中度敏感% L.耐药% ) e*代表无效果&
_B829=<89=56 =7259987E56H=6CH9GCf7J;2<89=57<;7=77=38% R.T=CB>b7867=<=:8% -.\5H89;<8>b7867=<=:8% L.Q5a59657867=<=:=<b%

) e* H865<87=6:;>=H.
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寻找防治此类疾病的有效措施具有一定的
意义&

荧光假单胞菌是一种条件致病菌! 可引发
鲤鱼"!0A*#$)&3+*A#(#(鲫鱼 "6+&&#)&+);4)&#(
草 鱼 " !4%$(A"+*0$/(2($ #2%,,)&#( 青 鱼
"<0,(A"+*0$/2($ A#3%)&#等大多数淡水鱼类败
血病和赤皮病"张水波 "#$$#& 全年均可发病!
且死亡率较高! 尤其在捕捞运输过程或机械损
伤时更易感染发病! 给我国水产养殖业造成了
严重的经济损失& 关于荧光假单菌对水生动物
的 致 病 性 研 究! 有 报 道 从 大 鲵 " 7$2*#+&
2+?#2#+$)&#肝和肾中分离到此菌! 人工感染证
明此菌对大鲵有致病性"杜宗君等 "#$$#& 罗
非鱼"J*%(3"*(;#&&AA#内脏同样也分离一株荧
光假单胞菌! 导致罗非鱼内脏败血性坏死! 鳍
条充血并有糜烂等症状! 且感染组在 I H 内全
部死亡"邓显文等 "#$##& 对比本研究感染鳜
在 $% H 内的累积死亡率为 /#i! 可能是不同
寄主分离的菌株的致病性不同或是实验条件不
同而产生差异&

j-_?n" 全自动微生物鉴定仪! 其数据库
中微量的生化反应包括了传统的生理生化测定
分析! 简化了传统实验摸索过程! 避免人工操
作造成的误差! 已被多个国家的官方检疫机构
认可"U;F;75688<;>."##I#& 本实验对鳜鱼病
原菌的鉴定报告在 ’ *$# B 完成! 大大提高检
验效率! 且鉴定结果评价为极好的鉴定! 证实
鉴定结果准确& 同时构建的细菌 $(R 9LUM基
因序列系统发育树显示! 该菌与荧光假单胞菌
自然聚合为一支! 置信度高达 $##i& 对菌株
]#$ 的分子生物学的鉴定也进一步证实了
j-_?n" 全自动微生物鉴定仪的准确性& 微生
物自动鉴定和基因型同源性分析方法具有简
捷(高效(特异等优点! 已广泛应用于现代细菌
诊断领域"周勇等 "#$"#& 本研究采用 j-_?n"
全自动微生物鉴定仪和 $(R 9LUM鉴定细菌的
方法! 能够快速(准确地鉴定出病原菌! 适于
在渔业生产中推广应用&

药敏实验表明! 鳜荧光假单胞菌对恩诺沙

星(诺氟沙星(链霉素(复方新诺明(四环素等药
物敏感! 该结果可以为鳜养殖中针对此病的防
治提供依据& 鳜荧光假单胞菌与其他水生动物
的荧光假单胞菌的药物敏感性不尽相同! 可能
病原地域差异或是抗生素的长期滥用导致菌株
的抗药谱已发生改变"李圆圆等 "##/#& 因此!
建议水生动物细菌性疾病治疗! 要针对不同地
理位置! 不同生物来源选择性地进行药物治
疗! 以防细菌耐药性的发生&
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