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［摘　要］　对广东省佛山市某乌鳢养殖鱼场患病的乌鳢进行病原分离，将疑似分离菌Ｓ－１株进行

形态和培养特性、生化特性鉴定、ＰＣＲ鉴定、药敏试验和人工感染等试验。结果表明，该分离菌为舒

氏气单胞菌。药敏试验结果表明，本分离菌对壮观霉素、米诺环素、庆大霉素、氧氟沙星、诺氟沙星、

头孢类等多种药物敏感。本研究为舒氏气单胞菌病细菌学检测及治疗提供了科学依据。
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中国兽药杂志 ２０１６，５０（２）：１１～１４／齐冬梅，等　

　　乌鳢别名生鱼、黑鱼，是一种肉食性凶猛鱼类，
主要以鱼、虾等为食。近年来随着乌鳢人工养殖业

的发展，该鱼的多种疾病也随之出现［１］。２０１４年９
月佛山某乌鳢养殖鱼场出现的大量乌鳢发病和死

亡病例，病鱼表现为皮表溃烂，肝、肾和脾脏有不同

程度白色病灶。对病鱼和濒死鱼进行细菌病原分

离鉴定。成功分离到１株革兰氏阴性菌，并对该分
离菌进行了培养特性、ＰＣＲ鉴定、生化鉴定、药敏试
验和本动物回归试验，为研究舒氏气单胞菌的致病

机理及建立病原学和免疫学诊断技术提供科学依

据，并为临床治疗提供指导。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　病料　广东省佛山市某乌鳢养殖鱼场病鱼
和濒死鱼。

１．１．２　培养基及主要试剂　胰蛋白胨大豆肉汤
（ＴＳＢ）和胰蛋白胨大豆琼脂培养基（ＴＳＡ）、鲜血琼
脂平板、革兰氏染色液等购自广东环凯微生物科技

有限公司；生化试剂、药敏纸片购自杭州天和微生

物试剂有限公司；基因组ＤＮＡ提取试剂盒（离心柱
型）购自天根生化科技北京有限公司；１６ＳｒＲＮＡ通
用引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

１．１．３　健康乌鳢　购自佛山市南海镇九江区乌鳢
养殖基地。

１．２　方法
１．２．１　病原菌的分离培养　无菌取发病和濒死乌
鳢的肝脏和肾脏，分别划线接种于ＴＳＡ和鲜血琼脂
平板，２８℃培养２４ｈ后，观察菌落生长情况。挑选
典型菌落多次纯培养后进行革兰氏染色，显微镜下

观察细菌形态特征。

１．２．２　生化鉴定　根据分离菌的培养特性、染色特
性，选择葡萄糖、麦芽糖、果糖、木糖、乳糖、鼠李糖、

蔗糖、甘露醇、七叶苷、Ｈ２Ｓ、液化明胶、Ｈ２Ｏ２、氧化酶、
硝酸盐还原试验等按照常规方法进行生化鉴定［２］。

１．２．３　药敏试验　药敏试验采用 ＷＨＯ推荐的
Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｕｅｒ纸片扩散法，分离菌株对近２０种常用
抗菌药物的敏感性进行检测，将检测平板置２８℃
培养２４ｈ，测量抑菌圈直径，按美国临床实验室标
准化研究所（ＣＬＳＩ）的标准判定为敏感、中度敏感和
耐药［３］。

１．２．４　１６ＳｒＲＮＡ基因扩增　取菌液按基因组ＤＮＡ
提取试剂盒说明书提取基因组ＤＮＡ，以其为模板利

用１６ＳｒＲＮＡ通用引物进行基因扩增。上游引物Ｐ１：
５’－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＢ－３’；下游引物
Ｐ２：５’－ＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３’。
５０μＬ反应体系：ｄｄＨ２Ｏ３８．５μＬ、１０×Ｔａｑ

ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ ｐｌｕｓ） ５ μＬ、 ｄＮＴＰ
（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ、上下游引物各１μＬ、模板０．２５
μＬ、Ｔａｑ酶 ０．２５μＬ；扩增条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，共
３０循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物用 １％琼脂
糖凝胶进行电泳，观察结果。扩增产物纯化后与

ｐＭＤＴ－１９载体连接，提取质粒送生工生物工程
（上海）股份有限公司测序。

１．２．５　动物回归试验　将分离菌株接种 ＴＳＢ肉
汤，２８℃培养２４ｈ后，平板计数法测定菌液浓度。
用无菌生理盐水稀释并调整菌液浓度为：３．８×
１０９、７．６×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。１００～１５０ｇ健康乌鳢１５０
尾随机分成３组，每组５０尾。两个试验组分别腹
腔注射菌液 ０．１ｍＬ／尾，对照组注射 ＴＳＢ肉汤
０．１ｍＬ／尾。攻毒后观察和记录试验鱼的死亡情况，
并对死亡鱼进行剖解和病原菌的分离，分离菌进行

革兰氏染色及１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ鉴定。
２　结果与分析
２．１　分离菌的培养特性和形态观察结果　分离菌
经革兰氏染色镜检可见革兰氏阴性，两端钝圆小杆

菌，多单个散在，无芽胞和荚膜（图１）。普通营养
琼脂平板上菌落为光滑、灰白色、半透明、隆起、边

缘整齐、湿润、圆形的中等大小菌落。将分离株命

名为Ｓ－１。

图１　Ｓ－１株革兰氏染色镜检结果（１０００×）

２．２　生化鉴定结果　Ｓ－１株分离菌可发酵葡萄
糖、麦芽糖、果糖；不发酵木糖、乳糖、鼠李糖、蔗糖、
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甘露醇、七叶苷，Ｈ２Ｓ、液化明胶、Ｈ２Ｏ２、氧化酶均为
阴性反应；硝酸盐还原试验为阳性反应，与《伯杰氏

系统细菌学手册》［２］对此菌的描述相符，详细结果

见下表１所示。
表１　分离株Ｓ－１生化鉴定结果表

项目 结果 项目 结果

木糖 － 蔗糖 －

乳糖 － 甘露醇 －

鼠李糖 － Ｈ２Ｓ －

葡萄糖 ＋ 液化明胶 －

麦芽糖 ＋ 硝酸盐还原 ＋

果糖 ＋ Ｈ２Ｏ２ －

七叶苷 － 氧化酶 －

“＋”为阳性，“－”为阴性

２．３　药敏试验结果　选择近２０种抗菌药物做药
物敏感性试验，结果显示分离菌 Ｓ－１株对卡那霉
素、四环素、克拉霉素、红霉素、妥布霉素耐药，对其

他受试药物有着不同程度的敏感性，对多数受试药

物具有较高的敏感性，具体结果详见表２。
表２　分离株Ｓ－１药敏试验结果表

药物名称 含量（μｇ／片） 敏感程度

卡那霉素 ３０ Ｒ

链霉素 １０ Ｓ

四环素 ３０ Ｒ

氯霉素 ３０ Ｉ

壮观霉素 １００ Ｓ

红霉素 １５ Ｒ

新霉素 ３０ Ｉ

克拉霉素 １５ Ｒ

米诺环素 ３０ Ｓ

庆大霉素 １０ Ｓ

妥布霉素 １０ Ｒ

氨苄西林 １０ Ｓ

阿莫西林 １０ Ｓ

环丙沙星 ５ Ｓ

氧氟沙星 ５ Ｓ

诺氟沙星 １０ Ｓ

头孢吡肟 ３０ Ｓ

头孢噻肟 ３０ Ｓ

头孢呋辛 ３０ Ｓ

“Ｓ”为高敏；“Ｉ”为中度敏感；“Ｒ”为耐药

２．４　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析结果　以 Ｓ－１分离
株纯培养物ＤＮＡ为模板，以细菌１６ＳｒＲＮＡ通用引
物进行ＰＣＲ扩增，琼脂糖电泳检测到１６ＳｒＲＮＡ的

扩增片段约为１７００ｂｐ，与预期目的片段大小一致
（图２）。

图２　Ｓ－１株分离菌１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ扩增
结果（Ｍ：ｍａｒｋｅｒ２０００；１：空白对照；２：分离株Ｓ－１）

　　将１６ＳｒＲＮＡ基因测序结果与ＧｅｎＢａｎｋ中序列
进行ＢＬＡＳＴ分析比对，分离菌与舒氏气单胞菌的
同源性最高，达 ９９％ 以上 （ＧｅｎＢａｎｋ序列号
ＧＱ８４４３０２．１），由此确定该分离菌为舒氏气单
胞菌。

２．５　动物回归试验结果　试验鱼攻毒２４ｈ后，２
个攻毒剂量均开始出现死亡，死亡症状表现为：鳃

盖四周出血，内脏各脏器黑色，肠道透明出血。各

剂量组试验鱼死亡情况见表 ３。试验鱼观察至第
１４天，实验组仅存的１尾鱼进行解剖，可见脏器散
在小白点，这与最初分离的症状相符，对病鱼进行

病原菌进行分离纯化，革兰氏染色及１６ＳｒＲＮＡ鉴
定，结果均与分离株Ｓ－１相同。

表３　分离株Ｓ－１攻毒试验结果表
分组 攻毒菌液 试验鱼数 攻毒剂量／ＣＦＵ 死亡率／％

实验组
Ｓ－１ ５０ ３．８×１０８ １００（５０／５０）

Ｓ－１ ５０ ７．６×１０７ ９８（４９／５０）

对照组 ＴＳＢ ５０ — ０（０／５０）

３　讨论与小结
乌鳢常见主要细菌性疫病主要有由杀鲑气单

胞菌（ＡｅｒｏｍｏｎａｓＳａｌｍｏｎｉｃｉｄａ）［４］；嗜水气单胞菌
（Ａｅｒｏｍｏｕａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）；维氏气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｕａｓ
ｖｅｒｏｕｉｉ）；河弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｆｌｕｖｉａｌｉｓ）等引起的出血病、
由嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｕａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）引起的腐

·３１·
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皮病、由费氏枸橼酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｆｒｅｕｕｄｉｉ）等引
起的腹水病［５］、餷诺卡菌（Ｎｏｃａｒｄｉａｓｅｒｉｏｌｅａ）引起的
结节病［６］等。虽然乌鳢鱼的抗病能力较强，但由于

养殖密度和集约化程度提高，水环境差等多种原

因，乌鳢各种细菌性病害频繁发生，影响了乌鳢养

殖业的发展。本试验从皮表溃烂，肝、肾和脾脏有

不同程度白色病灶的濒死乌鳢肝脏和肾脏中分离

得到Ｓ－１株菌，经形态特性、培养特性、生化特性、
分子生物学鉴定试验、综合人工本动物回归试验确

定为确定为舒氏气单胞菌。舒氏气单胞菌是近年

来发现的一个新的气单胞菌新种［７］，是人 －畜 －鱼
共患病原菌［８－１０］。对于舒氏气单胞菌在水生动物

的相关报道和深入研究不多，ＪＹＬｉｕ［１１］、ＹＦ
Ｃｈｅｎ［１２］、罗霞［１３］也证实了舒氏气单胞菌是对乌鳢

危害严重的致病菌。余华等［１４］在温泉鱼体内分离

到致病的舒氏气单胞菌。

从药敏试验结果来看，该分离株对大多数的抗

菌药和杀菌药物都敏感，余华［１４］报道分离的舒氏

气单胞菌对头孢类抗生素（头孢曲松、头孢氨噻亏）

和壮观霉素等敏感。ＪＹＬｉｕ［１１］报道分离的舒氏气
单胞菌对头孢菌素Ｖ，氯霉素，环丙沙星，氟苯尼考
等敏感。ＹＦＣｈｅｎ［１２］头孢哌酮和头孢西丁、氯霉
素，但耐氨卞青霉素，青霉素，克林霉素，苯唑西林

等。在日常防治由该菌引起的鱼体发病时，除加强

日常饲养管理外，可选用该菌的敏感药物进行这类

疾病的防治。但防控该病时应该严格遵循国家制

定的相关渔药使用法规，不使用氯霉素等禁药，正

确合理使用药物，保障该产业的绿色健康发展，确

保人类的食品安全。

本研究中主要对发病乌鳢进行病原菌分离鉴

定和药物敏感性试验，分离菌的药物敏感性试验结

果可为有效药物的选择提供参考。本试验的结果

为疫苗的开发应用及本病的防治提供了理论基础。
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