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摘要:对从病死锦鲤 (Cypr inus carp io L. )肝组织中分离的 2株菌 (编号: HC050630D- 1、HC050630D- 2)进行了形

态特征、理化特性、药物敏感性及对健康鲤鱼的致病作用等方面的检验; 测定了 HC050630D- 1株菌的 16S rRNA

基因序列,构建了系统发育树。结果表明, 2株被检菌为琼氏不动杆菌 (A cinetobacter junii) ,对健康鲤鱼未呈现明

显致病作用;所测菌株的 16S rRNA基因序列长度 1 450 bp, 在 GenBank中登录号为 EF669479, 该菌株 16S rRNA

基因序列与 GenBank数据库中不动杆菌属细菌的 16S rRNA基因序列同源性为 99% ; 药敏试验结果显示对供试

的头孢拉啶等 21种药物呈现高度敏感或敏感, 对头孢他啶等 7种呈低度敏感,对青霉素 G等 9种耐药。
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  锦鲤 (Cyprinus carp io L. )在分类学上属鲤科,

为亚热带和温带地区的淡水鱼类。因其体表漂亮的

斑纹及优美的游姿很具观赏价值, 我国人民的传统

民俗赋予它吉祥、幸福的象征。锦鲤受到广大养鱼

爱好者的喜爱, 是我国高效益出口创汇鱼种之一。

由于其养殖方式多为水族箱或水池等, 常因环境因

素引起疾病,尤其是细菌传染病时有发生,造成较严

重的经济损失。

河北秦皇岛某宾馆水池养殖的观赏用锦鲤,于

2005年 6月发生病害并偶有病死鱼出现。病鱼主

要表现出鳞片脱落、体表出血等症状。经病原学检

验,认为是维氏气单胞菌 (A eromonas veronii )与弗氏

柠檬酸杆菌 ( C itrobacter f reundii )的混合感染所致;

同时还检出了可能作为参与者的吉氏库特氏菌

(K urthia g ibsonll)和琼氏不动杆菌 (Acinetobacter ju-

nii)。本文报告了对其中 2株琼氏不动杆菌的形态

特征、主要理化性状、系统发育学、病原学、药物敏感

性等方面的研究结果。

1 材料与方法

1. 1 细菌分离与纯培养

取 3尾病鱼和 2尾刚刚病死的鱼进行检验,均

表现在体侧、鳍、头部有不同程度出血, 其中 3尾的

肛门处有出血,鳞片较大面积脱落,剖检见有肠道臌

气,肝脏肿大、质脆并有出血,均有不等量血样腹水;

2尾的腹内有小的血块,腹壁内层肌肉出血。取刚

刚病死的 2尾鱼的肝组织为材料, 先做抹片经革兰

氏染色镜检细菌; 再做划线接种于普通营养琼脂培

养基, 28e 培养 24 h做细菌分离; 待分离细菌后, 将

不同菌落分别移接于普通营养琼脂培养基斜面,

28e 培养 24 h做成纯培养供鉴定用。

1. 2 细菌鉴定

取上述纯培养菌,分别移接于普通营养琼脂斜

面各 2管,分置于 28e 、37e 条件下培养 18 h后制

备成涂片标本,经革兰氏染色镜检细菌形态;分别划

线接种于普通营养琼脂、血液琼脂 (含 7%家兔脱纤

血营养琼脂 )检查菌落特征; 分别接种于普通营养

肉汤 (管 )中,置 28e 培养 24 h, 检查液体培养的生

长表现;分别移接于细菌鉴定的相应培养基进行氧

化酶、H2O2酶、糖 (醇和苷 )类代谢、吲哚、MR试验、

V - P反应、有机酸盐利用、H2 S产生、硝酸盐还原等

试验,较系统地测定其理化特性 (东秀珠和蔡妙英,

2001)。

1. 3 16S rRNA基因序列测定与系统发育学分析

取上述分离鉴定的 1个菌株接种于 LB肉汤中

37e 培养 16 h, 按大连宝生生物工程有限公司生产

的 /小量细菌基因组 DNA 抽提试剂盒 (批号:

DV810A ) 0所述方法提取 DNA作为 PCR模板 DNA。

16S rRNA基因 PCR扩增的 2个引物分别为

27F(正向引物 ): 5c- AGA GTT TGA TC( C /A ) TGG

CTC AG- 3c(对应于 E. coli 16S rRNA基因的第 8

~ 27个碱基位置 )和 1492R (反向引物 ): 5c- GGT

TAC CTT GTT ACG ACT T - 3c(对应于 E. coli 16S

rRNA基因的第 1 492~ 1 510个碱基位置 ) ( M artin



F Polz& Co llenM Cavanaugh, 1998)。在 20 LL反

应体系中含有:无菌蒸馏水 14. 4 LL, 10 @ PCR缓冲

液 2 LL, 1. 5 mmol /L M gC l2 1. 6 LL, 4 @ dNTP混合

物 0. 4 LL, 引物各 0. 2 LL, 2. 5U /LL 的 Taq DNA

聚合酶 0. 2 LL,模板 DNA 1 LL。 PCR反应条件为:

96e 预变性 3 m in、接 94e 变性 1 m in、55e 复性 1

m in、72e 延伸 2 m in, 30个循环后 72e 温育 6 m in。

PCR扩增产物经 DNA纯化系统 (W izard PCR Preps,

Promega公司生产 )纯化后,由上海博亚生物工程技

术公司进行基因序列测定。

将上述菌株的 16S rRNA基因序列通过美国国

立生物技术信息中心 ( NCB I)的 B last检索系统 ( h-t

tp: / /www. ncb.i n lm. n ih. gov /B last / )进行序列同源

性分析,使用 C lusta lX1. 83软件与从 G enB ank数据

库中获得的细菌 16S rRNA序列进行多序列匹配排

列 (M u lt iple A lignments),采用邻接法 ( Ne ighbo r jo in-

ing m ethod)构建系统发育树。

1. 4 菌种归类判定

根据对细菌形态、理化特性的检验结果,主要依

据 Ho lt J G等 ( 1994)、Austin B等 ( 1999)、K rieg N

R等 ( 1984)的文献资料, 并结合 16S rRNA基因序

列与系统发育学的结果,进行供试菌的种属判定。

1. 5 人工感染试验
取上述分离并经鉴定的代表菌株,移接于普通

营养肉汤管 37e 培养 18 h后,制备成 3 @ 108 CFU /

mL的菌悬液,经腹腔接种感染健康鲤鱼 6尾 (每尾

0. 3mL) ,同时设立接种无菌普通营养肉汤的对照

鲤鱼 4尾。接种后隔离饲养于水族箱中, 观察其发

病及死亡情况,对死亡鱼及时检查,同时进行细菌分

离和对分离菌做相应的形态及理化特性等复核性检

验。以被感染鱼发病或死亡并能重新分离回收到原

感染菌为供试菌株的病原性判定指标, 对照鱼应在

观察期内正常存活。

1. 6 药物敏感性测定

取经鉴定的纯培养菌株,采用常规琼脂扩散 ( K

- B)法进行对常用抗菌类药物的敏感性测定, 以抑

菌圈直径大小作为敏感与耐药的判定指标 (叶应妩

和王毓三, 1997)。

2 结果

2. 1 细菌分离与纯培养情况
在 2尾鱼的肝组织中,均见有较多量革兰氏染

色阴性杆菌,在其中 1尾中还偶见革兰氏染色阳性

杆菌。做细菌分离, 结果分离到 4种细菌的菌落

(分别记作 A、B、C、D)。其中 A菌从 2尾鱼中均分

离到且呈优势态,经鉴定为维氏气单胞菌; B菌从 2

尾鱼均分离到且较多, 经鉴定为弗氏柠檬酸杆菌; C

菌仅从其中 1尾分离到几个菌落, 经鉴定为吉氏库

特氏菌; D菌从 2尾均分离到, 但仅有很少菌落, 即

为本次所鉴定的琼氏不动杆菌。该菌在普通营养琼

脂平板上,菌落圆形光滑、边缘整齐、稍隆起、浅灰白

色、不透明,培养 24 h直径多在 1. 5mm左右。取每

尾鱼分离菌落各 1个做纯培养共 2株, 按分离地、日

期及株数编号为 HC050630D- 1、HC050630D- 2。

2. 2 分离菌的主要生物学性状及细菌种类
2. 2. 1 形态特征  28e 培养 18 h均为革兰氏染色

阴性、无芽孢、两端钝圆、散在 (个别成双 ) , 大小多

为 ( 0. 5~ 1. 0)Lm @ ( 0. 8~ 1. 4) Lm的杆状, 但多为

短杆状及球状细菌; 37e 培养 18 h的多数菌体的形

态特征与 28e 培养的基本一致, 但表现稍大些, 多

在 ( 0. 6~ 1. 0) Lm @ ( 1. 0~ 1. 8) Lm,同时出现有较

肥大个体、长丝状、蚯蚓状或粗细不均的长丝体、一

端较膨大的长丝体等异常形态的菌体。

2. 2. 2 菌落特征  2株纯培养菌在普通营养琼脂

上的菌落特征和生长情况, 与从病料中直接分离的

相一致,培养 48 h的菌落直径多在 1. 8mm左右;在

血液营养琼脂上的与在普通营养琼脂上的相同, 不

溶血。

2. 2. 3 普通营养肉汤中的生长情况  在普通营养
肉汤中, 2株菌生长表现一致, 呈均匀混浊生长, 有

点状菌体沉淀 (摇动呈线状上升易消散 ) , 形成轻度

菌膜 (摇动易消散 )。

2. 2. 4 理化特性  2株纯培养菌所测项目结果是

一致的,各项目结果如表 1所示。

2. 2. 5 16S rRNA 基因序列和系统发育学  用

HC050630D - 1菌株所扩增的 16S rRNA基因序列

长度 1450 bp, 在 GenBank中登录号为 EF669479。

将 HC050630D - 1株的 16S rRNA基因序列通过

NCBI的 B last检索系统进行序列同源性检索, 结果

其与不动杆菌属 (Acinetobacter )细菌的 16S rRNA基

因序列自然聚类, 在检索出的不动杆菌属细菌序列

中, 该菌株与它们的同源性在 99%。选取了其中 21

株细菌的 16S rRNA基因序列进行系统发育学分

析, 结果其与琼氏不动杆菌聚为一分支,系统发育树

如图 1所示。
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表 1 分离菌的理化特性

Tab. 1 Physiological and b iochem ical character istics of isolates

项目

Item

结果

resu lt

项目

Item

结果

resu lt

项目

Item

结果

resu lt

项目

Item

结果

resu lt

37e 生长 + 吐温 80 + 尿素酶 - 苦杏仁苷 -

氧化酶 - 硝酸盐还原 - IPA - 半乳糖 -

接触酶 + 甘油 - DNA酶 - 山梨糖 -

产 H 2 S - 蛋白酶 - 乙酰胺酶 - 侧金盏花醇 -

O - F试验 - 蔗糖 - 淀粉酶 - 海藻糖 -

动力 (半固体 ) - 鼠李糖 - 糊精 - 甘露糖 -

明胶液化 - 肌醇 - NaC l中生长: 0% + B-半乳糖苷酶 -

枸橼酸盐利用 ( S imm ons) + 甲基红 -       1% + A-甲基 - D -葡糖苷 -

葡萄糖: 产酸 - V- P试验 -       6% - 乳糖 -

    产气 - 阿拉伯糖 - 麦芽糖 - 卵磷脂酶 +

山梨糖 - 甘露醇 - 丙二酸盐利用 + 果糖 -

蜜二糖 - 吲哚 - 醋酸盐利用 + 卫茅醇 -

棉子糖 - 七叶苷利用 - 木糖 - O /129: 10 Lg R

菊糖 - 苯丙氨酸脱氨酶 - 纤维二糖 -    150 Lg R

水杨苷 -

  注: +示阳性, -示阴性, R示抗性。

  注:图中 AM 184289~ AM396494为菌株在 NCB I的 16S rRNA基

因登录号。

Notes: AM184289~ AM 396494 w ere database accession num bers of

16S rRNA gene in NCB I.

图 1 16S rRNA基因序列分析聚类

F ig. 1 Dendrogram of 16S rRNA gene sequences analysis

2. 2. 6 细菌种类  上述检验结果表明,所分离鉴定

的 2株菌为同种细菌。依据其形态与培养特性、理

化特性及系统发育学的结果, 判定为不动杆菌属的

琼氏不动杆菌。

2. 3 人工感染的致病作用

取上述鉴定的琼氏不动杆菌 HC050630D - 1

株,对健康鲤鱼进行感染试验,结果供试 6尾鱼感染

后 72 h死亡 1尾, 剖检未见明显病变, 从死亡鱼中

分离到少量同种菌落,经复核鉴定与所用感染菌相

一致。其余 5尾观察 14 d未见发病, 对照 4尾观察

14 d均正常存活。

2. 4 药物敏感性
取上述经鉴定的琼氏不动杆菌 HC050630D - 1

菌株,做对 37种抗菌类药物的敏感性测定。结果表

现对供试的头孢拉啶、头孢噻肟、头孢曲松、头孢哌

酮、头孢吡肟、氨曲南、阿奇霉素、链霉素、卡那霉素、

庆大霉素、妥布霉素、多西霉素、红霉素、丁胺卡那霉

素、新霉素、大观霉素、诺氟沙星、氧氟沙星、环丙沙

星、恩诺沙星、复方新诺明等 21种药物呈现高度敏

感或敏感 (抑菌圈直径大于 15 mm ), 对头孢他啶、

四环素、氯霉素、多黏菌素 B、新生霉素、利福平、呋

喃唑酮等 7种呈低度敏感 (抑菌圈直径在 8 ~ 15

mm);对青霉素 G、氨苄青霉素、苯唑青霉素、头孢唑

啉、克林霉素、万古霉素、甲氧苄啶、呋喃妥因、杆菌

肽等 9种耐药 (无抑菌圈形成 )。

3 讨论

在锦鲤的细菌性感染方面, 李焕荣等 ( 2002)报

道由嗜水气单胞菌引起的锦鲤发病, 病鱼主要表现

鳞片脱落、肛门红肿, 内脏色黄质脆、肠粘膜充血等
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症状; 莫介化等 ( 2002)报道由温和气单胞菌引起的

锦鲤出血症;陆小萏等 ( 2005)从患病锦鲤分离到摩

氏摩根氏菌; A sutin B等 ( 1993)报道曾从发病锦鲤

分离到米氏链球菌。不动杆菌属的某些种, 是比较

常见的医院感染病原菌之一,被称为不动杆菌感染

( acinetobacter infection) (李梦东, 1998); 对陆生动

物已有记述可致新生驹的败血症、牛乳腺炎及水牛

流产等 (陆承平, 2001) ; 作为水产养殖动物的病原

不动杆菌,已明确记述和报道的主要有乙酸钙不动

杆菌 (A. calcoaceticu )、鲍氏不动杆菌 (A. bauman-

nii)及鲁氏不动杆菌 (A. lw off ii )等 (顾天钊等,

1997;胡成钰和洪一江, 2001; 李桂峰等, 2001; 黄志

坚等, 1999) ,陈翠珍等 ( 2005)报道从石鲽 (K areius

bicoloratus L. )中检出作为继发感染的琼氏不动杆

菌新形态型菌株。

本次所检锦鲤病例,属于混合感染,从细菌分离

的种类优势和人工感染试验结果分析, 其中主要是

维氏气单胞菌,其次是弗氏柠檬酸杆菌;吉氏库特氏

菌和琼氏不动杆菌很可能是不很重要的参与菌,其

单独的病原学意义尚难于明确,很大可能是随其他

病原菌进入鱼体或在病鱼濒死或死后进入体内的,

其确切的病原学意义还有待进一步研究明确。另

外,尽管人工感染鲤鱼也有 1尾死亡,但其死亡原因

很可能是感染应激所造成; 通过人工感染试验来作

为分离菌病原学意义指标之一,锦鲤与鲤鱼在对该

菌的易感性上也可能存在差异。

经 37种抗菌类药物对分离菌的药敏测定, 其结

果为琼氏不动杆菌耐药谱等研究提供参考。

本文作者陈翠珍等 ( 2005)曾报道了分离于石

鲽的 1种病原不动杆菌, 由于其在 37e 的培养物出
现同前述的特征性异常形态,又经中国典型培养物

保藏中心 ( CCTCC)复核鉴定,暂定名为琼氏不动杆

菌新形态型 Ñ (A cinetobacter junii morphovarÑ ), 该

菌对石鲽具有病原学意义。本次从锦鲤分离鉴定的

琼氏不动杆菌,其形态特征和主要理化特性与从石

鲽分离的菌株表现一致, 且在系统发育学分析中与

从石鲽分离的菌株 (登录号为 AY787213)聚为一个

分支, 因此认为本次从锦鲤分离的菌株与从石鲽分

离的菌株在遗传学上是同源的,且该菌在水环境具

有较广泛的分布特征。至于该菌在各种鱼类及其他

水产养殖动物的病原学意义,尚有待进一步的研究。
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Isolation and Identification ofAcinetobacter junii from

Ornam ental carp (Cyprinus carp io L. )

CHEN Cu-i zhen, ZHANG X iao- jun, FANG H a,i JIN X iao-m in, GE M u-x iang , WANG X iu-yun

( Department o fAn imal Sc ience, H ebe iNorm alUn iversity of Sc ience

and Techno logy, Q inhuangdao 066600, China)

Abstract: Tw o stra ins ( HC050630D - 1 andHC050630D - 2) iso lated from the liver o f diseased ( o r dead) orna-

mental carp w ere exam ined, inc lud ing morpho log ica l characteristics, physio log ical and b iochem ica l characteristics,

pathogenic ity to hea lthy carp and an tib io tic sensit iv ity; in add ition, the 16S rRNA gene o fHC050630D- 1w ere se-

quenced, mo lecu lar phy logenetic treew as constructed. The results show ed tha t the tw o exam ined stra ins w ere iden-

t ified asAcinetobacter junii and have no pathogenic ity to healthy carp; the length of the 16S rRNA gene sequence o f

exam ined stra in is 1 450 bp, database accession numbers in NCBI is EF669479, and the sim ilarity of the 16S

rRNA gene sequence o f exam ined stra in w ith the 16S rRNA gene ofAcinetobacter from G enB ank database is 99%;

the ant ibiot ic sensit iv ity using 37 antim icrob ial agents show ed tha t isolates w ere sensitive high ly or sensitive to 21 a-

gents including cephrad ine, sensit ive slightly to 7 agents inc lud ing ceftazid ime, resistant to 9 agen ts includ ing pen-i

cillin G.

Key words: Ornamen tal carp ( Cyprinus carp io L. ) ; Acinetobacter junii; iden tification
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