
第 1卷 第 2期

2008年  11月

水生 态 学 杂 志

Journal o fH ydroecology

Vo .l 1, No. 2 
Nov. , 2008 

  收稿日期: 2007- 09- 04

基金项目:河北省自然科学基金项目 ( C 2005000498)。

作者简介: 秦国民, 1967年生, 男,河北卢龙人,讲师,主要从事

水产动物病害及病原微生物学研究。E - m ai:l zx j9307@ 163. com

鲤嗜水气单胞菌感染症及其病原生物学特性

秦国民
1
,张晓君

1
, 陈翠珍

2
,房  海 2

,阎斌论
1

( 1.淮海工学院海洋学院,江苏 连云港  222005; 2. 河北科技师范学院动物科学系, 河北 昌黎  066600)

摘要:对一起养殖鲤 (Cypr inus carp io )发生的病害进行了发病情况、临床特征、病理变化等方面的检验。以 3尾病

(死 )鲤进行病变组织中的细菌检查及细菌分离,对分离菌进行了形态特征、理化特性等较系统的表观分类学指

征鉴定;同时选择代表菌株进行了 16S rRNA基因的分子鉴定,测定了 16S rRNA基因序列、分析了相关细菌相应

序列的同源性、构建了系统发生树。结果表明,分离菌为气单胞菌属 (A eromonas K luyver and Van N iel 1936)的嗜

水气单胞菌 [A. hydrophila (Chester 1901) Stan ier 1943] ,代表菌株 ( HC060718- 1株 ) 16S rRNA基因序列长度 (不

包括引物结合区 )为 1 454 bp( GenBank登录号: EF669478)。择代表菌株做对健康鲤的人工感染试验, 表明了分

离鉴定的嗜水气单胞菌在被检鲤病例的相应原发病原学意义及较强的致病作用。药敏试验结果显示,对供试 37

种抗菌药物中的头孢噻肟等 23种药物高度敏感, 对氨苄青霉素等 5种药物敏感,对青霉素 G等 9种药物耐药。
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  鲤 ( Cyprinus carp io )是我国淡水养殖的主导品

种之一,随着其养殖规模及养殖密度的不断扩大,病

害问题日趋严重,尤其是由病原细菌引起的疾病已

成为制约其养殖发展的明显障碍。在国内有关鲤细

菌性病害已多有记载和报道,如气单胞菌可引起鲤

发生细菌性败血症、竖鳞病、暴发性传染病、体表出

血感染症等 (汪开毓等, 1994; 安利国等, 1998; 陈怀

青和陆承平, 1991;张满隆等, 1999;王振英等, 1993;

陈翠珍等, 1998)。

2006年 7月,我们对河北秦皇岛某淡水养殖场

发生的一起鲤病害进行了检验,表明为由嗜水气单

胞菌 (Aeromonas hydrophila )所引起的感染。本文报

告了对所检鲤嗜水气单胞菌感染发病情况及相应病

原主要生物学性状, 旨在为对该病的有效检验与防

治及对相应病原嗜水气单胞菌的进一步研究等提供

一定的参考。

1 材料与方法

1. 1 病例检验
对发病 (死 )鲤进行主要病理变化检验, 同时取

其病变材料做抹片后,以革兰氏染色镜检细菌,并在

此基础上进行细菌的分离与鉴定。

1. 2 细菌分离与纯培养

取被检病死鲤病变组织, 划线接种于普通营养

琼脂平板培养基, 28e 培养 48 h,做细菌分离; 待分

离细菌后,分别选取其纯一或优势生长的细菌菌落

移接于普通营养琼脂培养基斜面做纯培养 ( 28e 培

养 24 h), 供鉴定用。

1. 3 细菌鉴定
1. 3. 1 形态特征检查  取纯培养菌移接于普通营

养琼脂斜面, 置 28e 培养 20 h后,制备成涂片标本,

经革兰氏染色镜检细菌形态。

1. 3. 2 菌落特征检查  取纯培养菌划线接种于普

通营养琼脂、血液琼脂 (含 7%家兔脱纤血的营养琼

脂 )培养基平板, 置 28e 培养 24 h和 48 h,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 28e 培养 24 h, 检查液体培养的生

长表现。

1. 3. 3 主要理化性状测定  取上述纯培养菌,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、H2 S、吲哚、

MR、V - P试验、硝酸盐还原、OF试验、枸橼酸盐利

用 ( Simm ons)等较系统的理化特性测定, 试验主要

参照 5常见细菌系统鉴定手册6 (东秀珠和蔡妙英,

2001)及 5人及动物病原细菌学 6 (杨正时和房海,

2003)。

1. 3. 4 16S rRNA基因序列测定与系统发育学分析

1. 3. 4. 1 PCR模板 DNA的制备  选择代表菌株,

接种于 LB肉汤中 28e 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. 3. 4. 2 16S rRNA  基因序列的 PCR扩增与测序

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. co li 16S rRNA基因的第 8 ~ 27

个碱基位置 )、1492R (反向引物 ) : 5c- GGT TAC

CTT GTT ACG ACT T- 3c(对应于 E. co li 16S rRNA

基因的第 1492~ 1510个碱基位置 ) (M art in & Co-l

len, 1998)。在 20 LL反应体系中含有:无菌蒸馏水

14. 4LL, 1 @ PCR缓冲液 2LL, 1. 5 m m o l/L M gC l2

116 LL, 4 @ dNTP混合物 0. 4 LL, 引物各 012 LL,

215 U /LL 的 Taq DNA聚合酶 0. 2LL, 模板 DNA

1LL。PCR反应条件为: 95e 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, Prom ega)纯化后, 由上

海博亚生物工程技术公司使用 3730测序仪进行基

因序列测定。

1. 3. 4. 3 16S rRNA基因序列系统发育树构建  分
别对供试 3个菌株的 16S rRNA基因序列通过 NCBI

的 B last检索系统 ( http: / /www. ncb.i n lm. n ih. gov /

B last / )进行序列同源性分析, 并使用 C lusta lX 1. 8

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 (M u ltiple A-

lignm ents) ,采用邻接法 ( ne ighbor jo ining m e thod)获

得分支系统树,并通过 Bootstrap法 (重复 1 000次 )

检验。

1. 4 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

要参照 5B ergeycsM anua l of Determ inative Bacterio lo-

gy. 9 th ed6 (H olt et a,l 1994 )、5Bergey 's M anual of

System at ic Bacteriology6 ( Krieg & H o l,t 1984)、5Bac-

terial F ish Pathogens: D isease o f Farm ed and W ild

F ish6 ( Austin & Austin, 1999)及有关资料, 并结合

16S rRNA基因序列测定与系统发育分析的结果,对

供试菌进行菌种归类判定。

1. 5 人工感染试验
取分离菌对健康鲤做人工感染试验。将供试代

表菌株接种于普通营养肉汤 28e 培养 20 h作为供

试菌液 ( 3 @ 10
8
CFU /mL) ,经腹腔接种健康鲤, 每尾

接种 0. 3 mL, 共 6尾; 同时设立同剂量、同批无菌营

养肉汤接种的对照;均隔离养殖于试验水族箱中,每

天观察其感染后的发病与死亡情况, 以复制出同自

然病例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. 6 药物敏感性测定

采用琼脂扩散法 (K - B) ,进行分离菌对常用抗

菌类药物的敏感性测定, 以出现的抑菌圈直径作为

相应的敏感与耐药判定指标 (叶应妩和王毓三,

1997)。

2 结果

2. 1 发病情况与主要病变特征

河北秦皇岛某淡水养渔场所养鲤, 于 2006年 7

月中旬有明显发病并时有死亡鱼。对送检的 5尾鲤

(发病濒死的 3尾、刚刚死亡的 2尾 )进行检验, 3尾

病 (死 )鱼表现为体表有不同程度的出血和鳍出血;

剖检见 5尾鱼均有不同程度的肝脏肿胀,肠管出血,

2尾鱼腹腔内有淡红色腹水, 肾脏不同程度肿胀, 2

尾肠涨气 (肠内有较稀黏液 )。

2. 2 病变组织中的细菌

取上述剖检的 2尾病死鲤的肝脏和肾脏组织做

抹片后,经革兰氏染色镜检发现均有大量细菌,形态

特征为革兰氏染色阴性、杆状及短杆状, 两端钝圆,

散在 (个别的成双 ), 无芽孢, 大小多在 ( 0. 5~ 1. 0)

Lm @ ( 1. 0~ 2. 5) Lm。

2. 3 细菌分离
以上述剖检和镜检细菌的 2尾病死鲤肾脏组织

为材料分离细菌, 得到菌落数量较多且为同一种细

菌的菌落。菌落特征为圆形光滑、边缘整齐、较隆

起、不透明的浅灰黄白色。 24 h检查, 直径多在 1. 6

mm左右; 48h时,多在 1. 8 mm左右, 生长良好。随

机从每尾鱼分离菌各取 1个菌落做纯培养, 共 2株,

编号为: H C060718- 1和 HC060718- 2, 置 4e 冰箱
保存供鉴定用。

2. 4 分离菌的鉴定

2. 4. 1 形态特征  2株菌的形态一致, 均为革兰氏

染色阴性、两端钝圆、散在或个别成双排列、无芽孢、

大小多在 ( 0. 5~ 1. 0) Lm @ ( 1. 0~ 2. 0) Lm的杆菌。

2. 4. 2 培养特性  在普通营养琼脂上的菌落特征

和生长情况同从病料中直接分离的; 在血液营养琼

脂上,与在普通营养琼脂上的一致, 48 h菌落直径

多在 2. 0 mm, B型溶血。在普通营养肉汤的液体培

养基中,呈均匀混浊生长, 管底有圆点状沉淀菌体

(摇动后呈线状上升、易消散 ), 有轻度菌环 (摇动后

易消散 )。

2. 4. 3 理化性状  供试 2株纯培养菌对所测主要

理化性状的反应结果一致,具体见表 1。
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表 1 分离菌的理化特性

Tab. 1 Physiological and b iochem ical charac teristics

项目 结 果 项 目 结果

37e 生长 + A-甲基 - D-葡糖苷 -

氧化酶 + 乳糖 -

接触酶 + 海藻糖 +

产 H2 S (纸条法 ) + 甘露糖 -

O- F试验 F 果糖 +

动力 + 甘露醇 -

明胶液化 + 山梨糖 -

枸橼酸盐利用 + 糊精 +

葡萄糖产酸 + 卫茅醇 -

葡萄糖产气 + 甘油 +

山梨醇 - 麦芽糖 -

蜜二糖 - 尿素酶 -

棉子糖 - 苯丙氨酸脱氨酶 +

菊糖 - 卵磷脂酶 +

水杨苷 + 乙酰胺酶 +

侧金盏花醇 - 淀粉酶 +

纤维二糖 - 吲哚 +

半乳糖 + 甲基红 -

蛋白酶 + V - P试验 +

DNA酶 + 0% N aC l中生长 +

蔗糖 - 1% N aC l中生长 +

鼠李糖 - 6% N aC l中生长 +

肌醇 + 丙二酸盐利用 +

木糖 - 吐温 80 +

苦杏仁苷 - 硝酸盐还原 -

阿拉伯糖 -

  注: +示阳性, -示阴性, F示发酵型。

Notes: The tab le symbol / + 0 pos itive, / - 0 negative, / F0 ferm en t.

2. 4. 4  16S rRNA 基因序列与系统发育学  取

HC060718- 1株作为代表菌株进行 16S rRNA基因

序列与系统发育学分析, 其 16S rRNA基因序列长

度 (不包括引物结合区 )为 1 454bp( G enB ank登录

号: EF669478)。将 H C060718- 1株的 16S rRNA基

因序列在国际互联网上进行同源性检索, 结果均与

气单胞菌的 16S rRNA基因序列自然聚类。在检索

出的嗜水气单胞菌序列中, HL060811 - 1株与它们

的同源性分别在 98%至 100%。选取了其中部分菌

株的 16S rRNA基因序列进行系统发育学分析, 其

系统发育树如图 1所示。

根据 2株分离菌的形态特征及理化特性, 结合

16S rRNA序列测定与系统发育分析结果,判定其为

气单胞菌属的嗜水气单胞菌。

2. 5 人工感染试验

择 HC060718- 1株按 1. 5中所述进行的人工

感染试验, 感染后 1d(死亡 1尾 )、2d(死亡 2尾 ) , 3d

(死亡 1尾 )共死亡 4尾 (死亡率 66. 7% )。剖检可

见鱼体不同程度的肝脏肿胀、肾脏肿胀、肠管充血并

有出血,有 3尾存在不同量的腹水 (淡红色 )。取感

染死亡 2尾鱼的肝做细菌分离,均回收到了原感染

菌, 余 2尾和对照 4尾养殖观察 10d均正常存活。

2. 6 药物敏感性

取 H C060718- 1株菌, 测定对 37种抗菌类药

物的敏感性。结果均对供试的头孢噻肟、头孢曲松、

头孢他啶、头孢哌酮、头孢吡肟、氨曲南、红霉素、阿

奇霉素、链霉素、卡那霉素、庆大霉素、妥布霉素、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、四环素、氯霉素、复方新诺明、呋喃妥

因、恩诺沙星共 23种药物高度敏感 (抑菌圈直径在

22~ 40mm );对头孢唑啉、多西霉素、多黏菌素 B、利

福平、甲氧苄啶、呋喃唑酮共 6种药物敏感或低敏

(抑菌圈直径在 12~ 18mm );对青霉素 G、苯唑青霉

素、氨苄青霉素、头孢拉啶、克林霉素、万古霉素、新

生霉素、杆菌肽共 8种耐药 (无抑菌圈形成 )。

图 1 16S rRNA基因序列系统发育树

( AB034759~ AY987757为菌株在 NCB I的登录号 )

F ig. 1 Phylogene tic tree based on 16S rRNA gene

sequences (AB034759~ AY987757 w ere database

accession num bers in NCB I) .

3 结语与讨论

嗜水气单胞菌在有的资料中也记作亲水气单胞

菌, 为气单胞菌属细菌中较早的成员,是一种在水体

中广泛存在的细菌,可引起鱼类及其它水产养殖动

物的多种病害。该菌最早是由 Sanare lli在 1891年

从受感染的青蛙中分离到的, 并确认该菌能使青蛙
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发生红腿病 ( red leg disease), 但由于该菌在自然界

尤其是水体中广泛分布,一般为正常共栖菌,因此在

较长的一段时期对其致病性并未能引起高度重视。

随着水产养殖生产的发展, 经常从一些水产养殖动

物的暴发病例中检出该菌并确定了它的原发病原学

意义, 才使人们注意到了它对水产养殖的严重危害

性。

在我国, 近些年来也多有因嗜水气单胞菌引起

水产养殖动物暴发性病害的报道,可引起鲢、鳙、鲤、

鳊、鲮鱼、鳗鱼、银鲫、异育银鲫、团头鲂、麦穗鱼、黄

尾密鲴、吻鲴、金鱼、香鱼、黄鳝、泥鳅、草鱼等多种淡

水养殖鱼类发生相应的细菌性败血症, 且常表现为

发病急剧、高发病率和致死率; 同时, 也有记述该菌

可引起环节动物门的宽体金线蛭发生细菌性败血

症,可引起陆生动物如猪、鸭、家兔等感染发病 (张

晓君等, 2006; 邓绍基, 2000; 李克敏等, 1998; 韦强

等, 1990) ;另外,该菌也属于人的一种条件致病菌,

能引起人的食物中毒、介水传染病、感染性腹泻、继

发感染、败血症等 (杨守明和王民生, 2006)。因此,

目前已跃然成为引人注目的人及动物共患病的重要

病原 (聂青和, 2000)。

本次所检鲤病例表现为败血症感染病变。通过

对自然病死鱼肝和肾等病变组织做直接染色标本发

现细菌、有规律地分离到细菌并经鉴定表明为同种

细菌、对用健康鲤做人工感染试验复制出同自然病

例的发病与死亡并回收到原感染菌等方面的研究,

以及对分离菌进行了主要理化特性方面较系统的表

观分类学指征检验及系统发育学分析, 表明所检出

的细菌为嗜水气单胞菌且为被检鲤病例的相应病原

菌,证明了其原发病原学意义, 进一步表明了该菌在

水产养殖动物中的广泛致病作用。对分离菌株的药

物敏感性测定结果, 可作为在药物防治嗜水气单胞

菌感染时选择用药及对嗜水气单胞菌耐药规律研究

的参考。
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Infection and B iologicalCharacterization ofAeromonas hydrophila

from D iseased carp Cyprinus carp io L.

Q IN Guo-m in
1
, ZHANG X iao- jun

1
, CHEN Cu-i zhen

2
, FANG H a i

2
, YAN B in- lun
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( 1. C ollege o fO cean, H uaiha i Inst itute o fTechnology, L ianyungang 222005, Ch ina;

2. Departm en t o fAn im al Sc ience, H ebeiNorm alUn iversity of Sc ience and Technology, Chang li 066600, Ch ina)

Abstract: The bacterial septicaem ia o f carp Cyp rinus carp io w ere exam ined, inc lud ing developm ent o f infection,

clinical appearance, patho log ical changes and bio log ical characterist ics of pathogenic bacteria. The pathogenic bac-

teria from t issues o f three diseased ( or dead) carps w ere exam ined and iso lated, iden tification o f phenotypic infor-

m at ion of iso lates w as conducted extensive ly, inc lud ing the m orpholog ical character istics, physiolog ical and b io-

chem ical characteristics; in add it ion, the m o lecular ident ification of representative strain w as conducted, the 16S

rRNA genew as sequenced and compared w ith that of related strains, m o lecular phylogenetic tree w as constructed.

The resu lts show ed that the identified stra in be longed to A eromonas hydroph ila [ ( Chester 1901) Stan ier 1943] o f

A erom onas( K luyver and van N ie l1936), the sequenced 16S rRNA gene o f stra in HC060718- 1 (G enB ank acces-

sion N o. EF669478) is 1454bp in length. The art ific ia l infection experim ent of representative strain to healthy carp

w as conducted, the results show ed the correspond ing prim itive causa l agent of the disease and strong pathogenic ity

ofA. hydroph ila to exam ined carp. Antibiotic sensitiv ity using 37 antim icrobial agents show ed that iso lates w ere

high sensit ive to 23 agents including cefotax im e, w ere sensitive to 5 agents including am pic illin, w ere resistant to 9

agents inc lud ing pen icillin G.

Key words: Cyprinus carp io L. ; Aeromonas hydrophila; b iolog ical characterization
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