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摘 要：从网箱养殖的患体表溃烂症的大黄鱼心、肝、肾、脾等组织分离到 8 株细菌，大黄鱼人工感染试验表明

分离菌株 XS01 为致病菌。对该菌株进行形态、生理生化试验鉴定为费氏弧菌（!ibrio fischeri）。药敏试验结果

表明，该菌株对磺胺甲基异恶唑等 13 种药物敏感，对氨苄青霉素等 8 种药物不敏感。进行了该菌株对温度和

盐度的耐受性试验，认为该菌有较广的温度和盐度适应范围。
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Classification for one pathogen isolated
from skin-ulcer Pseudosciaena crocea
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Abstract：Eight strains were isolated from the skin-ulCer disease of Pseudosciaena crocea in 2000 in Xiangshan Area
of ZheJiang ProvinCe. Strain XS01 was Confirmed to be the pathogen of the disease by artifiCial infeCtion test .
ACCording to the results of morphologiCal features，physiologiCal and bioChemiCal CharaCteristiCs that were very
similar to those of !ibrio fischeri，the XS01 were identified as !ibrio fischeri（ ! . fischeri）. Meanwhile，its
sensitivity to 25 Chemotherapeutants was deteCted. The results showed that ampiCillinum（AMP）and other 7 kinds of
antibiotiC had no inhibitory aCtivity to strain XS01，and it was sentsitive to sulfamethoxazolum（SLZ）and other 12
kinds of antibiotiC . Finally，based on the results obtained，strain XS01 has broad expanse of toleranCe of salt and
temperature .
Key words：Pseudosciaena crocea；skin-ulCer；!ibrio fischeri

大黄鱼（Pseudosciaena crocea）肉味鲜美，是海产名贵优质鱼类。近年来，江苏、浙江、福建、广东等省

的养殖规模逐年上升，与此同时，相应的鱼病发生也日益频繁，以体表溃烂为典型症状的病害尤为严重，

已严重威胁到大黄鱼养殖业的持续发展。该病的主要症状为：体表溃疡。发病早期大黄鱼失去食欲，游

动缓慢，体色发黑，平衡失调，腹部朝天受惊后回旋狂游，中期上下颌、鳃盖、眼球、尾柄及各鳍基部充血，



鳃丝发白且有大量黏液，后期背鳍和尾鳍糜烂呈“扫帚”状，体表皮肤有淤点或淤斑，出现不规则的红斑

区，尤以腹部和尾柄最为明显。严重时，皮肤肌肉出血，腐烂形成出血性溃疡。肛门红肿，挤压腹部有黄

色粘液流出。解剖可见腹腔有大量腹水，肝脏土黄色或发白有出血斑点和血丝，脾肿大，暗红色，肠道充

血，肠内有黄色粘液。

关于大黄鱼细菌性疾病的研究，目前已有林克冰［1，2］、林星［3］、王军［4］、鄢庆枇［5］等报道由溶藻弧

菌、哈维氏弧菌、副溶血弧菌和腐败假单胞菌引起福建沿海地区养殖的大黄鱼疾病。本文报道从浙江象

山地区网箱养殖患体表溃烂病大黄鱼的组织中分离鉴定出的一株病原菌的研究结果。

1 材料与方法

1.1 试验鱼

病鱼：2000 年 7 - 9 月取自浙江象山网箱养殖患体表溃烂病大黄鱼。

健康鱼：取自浙江象山大黄鱼网箱养殖基地，暂养于泡沫箱（45Cm × 45Cm × 24. 5Cm）中，充气、加热，

水温控制在 28 士 0.5℃，隔一天更换一半涨潮后的新鲜海水，试验前暂养 7d。

1.2 病原菌的分离

无菌操作剪取症状典型病鱼的心、肝、肾、脾等组织在 2%NaCl 普通营养琼脂、TCBS 平板上划线分

离，28℃恒温培养 24 ~ 48h，挑单菌落，经纯化培养后保存于斜面，4℃保存备用。

1.3 人工感染试验

菌株 XS01 在 28℃恒温培养 24h，用 0 .85%无菌生理盐水洗下菌苔，稀释成 10- 1、10- 2、10- 3稀释度，

菌液浓度分别为 2 .3 × 109 CFU / mL、2 . 5 × 108 CFU / mL、2 . 0 × 107 CFU / mL、1 . 9 × 106CFU / mL（采用平板活

菌计数法），对体重 15 士 5g 的健康大黄鱼背部肌肉注射感染，每尾 0 . 3mL，对照组注射等量的无菌生理

盐水。每组 10 尾，对濒临死亡或刚死亡不久的鱼立即进行剖检，并做细菌分离培养。

1.4 病原菌的鉴定

1 .4 .1 形态学

将菌株分别接种于 2%NaCl 普通营养琼脂和 TCBS 平板，28℃恒温培养 24 ~ 48h，观察菌落形态。对

培养 16 ~ 18h 的幼龄菌进行革兰氏染色，油镜下观察菌体形态特征。对照菌株为大肠杆菌和金黄色葡

萄球菌。另取 XS01 菌株 18h 培养物，置于无菌水中自由扩散 2min，上载样铜网膜，染色后透射电镜下观

察菌体形态及鞭毛。对照菌株用中国水产科学研究院东海水产研究所郑国兴研究员赠送的创伤弧菌

（! . !ulnificus）和副溶血弧菌（! . parahaemolyticus）。

1 .4 .2 理化特性试验

按照《常见细菌系统鉴定手册》［6］及伯杰氏细菌鉴定手册（第九版）［7］的方法进行，运动性试验采用

半固体琼脂穿刺法。

1.5 药敏试验

将药敏纸片（上海市卫生防疫站）贴于培养基表面，28℃ 恒温培养 48h，测量抑菌圈直径。

1.6 病原菌对盐度和温度的耐受性试验

按照《常见细菌系统鉴定手册》［6］并参照战文斌等［8］的方法进行。不同 NaCl 浓度的试管分别在 4
℃、18℃、37℃ 恒温静置培养 24h，然后用 2000 型分光光度计（波长 540nm）测 0D 值。
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2 结果

2.1 分离结果

共获得 8 株菌株，编号为 XS01 ~ XS08。本文主要报道其中的一株菌株 XS01 的研究结果。

2.2 人工感染试验结果

菌株 XS01 对大黄鱼有很强的致病性，在 2 . 3 × 109 CFU / mL ~ 1. 9 × 106CFU / mL 的浓度下每尾鱼

0 .3mL肌肉注射，原液和 10 - 1、10 - 2、10- 3稀释度的死亡率分别为 100%、100%、90%、80%（表 1）。发病

大黄鱼均表现体表溃烂等典型症状。

表 1 "S01 株人工感染试验结果

Tab.1 The results of artificial infection of strain "S01

组别 试验尾数 菌液浓度
注射剂量

（mL）

感染后死亡数及死亡时间

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
死亡尾数

死亡率

（%）

试验 10 原液 0.3 7 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 100
10 10 - 1 0 .3 4 3 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 10 100
10 10 - 2 0 .3 3 1 1 0 2 0 0 0 0 1 0 1 0 0 9 90
10 10 - 3 0 .3 3 1 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 0 1 8 80

对照 10 生理盐水 0.3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 — 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

图 1 菌株 XS01 电镜照片（ × 10000）

Fig.1 The eleCtron miCrograph of strain XS01

2 .3 分离菌株的形态和生理生化特征

菌株 XS01 在 2%NaCl 普通营养琼脂培养基

48h 的 菌 落 呈 圆 形，表 面 光 滑，边 缘 整 齐，直 径

1 .5mm左右；在 TCBS 培养基上的菌落绿色，直径

约 2 .5 ~ 3 . 0mm。革兰氏染色阴性，短杆状，极生

鞭毛，能 运 动，菌 体 大 小 为 0 . 5 ~ 1 . 0 × 1 . 5 ~
2 .0!m（图 1）。精氨酸双水解、明胶酶、淀粉酶和

V-P 反应阴性。氧化酶、接触酶和脂酶阳性。发

酵乳 糖，蜜 二 糖 和 蔗 糖，与 费 氏 弧 菌（ !ibrio
fischeri）的生化指标基本相符（表 2）。

2.4 分离菌株的药敏试验结果

该菌株对磺胺甲基异恶唑（SLZ）、氧哌嗪青霉

素（PIP）、复 方 新 诺 明（ SMZ）、乙 基 西 羧 霉 素

（NET）、奥格门丁（A0A）、丁胺卡那霉素（AKM）、羧

苄青霉素（CAR）、多黏菌素 B（Polymyxin B）、氟嗪酸（0FL）等 13 种药物敏感；对阿莫西林（AmoxiCillin）、氨

苄青霉素（AMP）、头孢哌酮（CPF）、甲氧苄氨嘧啶（TMP）、苯唑青霉素（0XA）、0 / 129 等 8 种药物不敏感，

对其他 4 种药物中度敏感（表 3）。
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表 2 分离菌株的形态特性和生理生化特征鉴定结果

Tab.2 &orphologic and biochemical propertie

!!!

s of isolated strains

鉴定项目 XS01 费氏弧菌 鉴定项目 XS01!! 费氏弧菌

形态 杆状 杆状 精氨酸脱羧酶!! - /
革兰氏染色 - - 赖氨酸脱羧酶!! - /

芽孢染色 - - 鸟氨酸脱羧酶!! - /
鞭毛着生 + + 0 / 129!! 抑制

培养特征 10!!! g - /
0 / F 试验 F F 150!!! g - /
TCBS 生长 绿色 d 0NPG 反应!! - /

0%NaCl 生长 - - 脲酶!! - /
3%NaCl 生长 + + 脂酶!! + +
6%NaCl 生长 + + 柠檬酸盐利用!! + d
8%NaCl 生长 - - 水解淀粉!! - -
4℃生长 - - 产硫化氢!! - /
30℃生长 + + 葡萄糖产气!! - -
42℃生长 + + 葡萄糖产酸!! - -
56℃生长 - - 蔗糖!! - -
运动性 + + 乳糖!! - -

泳动现象 - - 阿拉伯糖!! - /
生理生化现象 鼠李糖!! - -

氧化酶 + + 蜜二糖!! - -
接触酶 + + 麦芽糖!! - /

硝酸盐还原 - d 棉子糖!! - /
明胶液化（20℃） - - 木糖!! - -

吲哚 - / 肌醇!! - -
甲基红 - / 山梨醇!! - -

V - P 反应 - - 卫矛醇!! - /
吲哚丙酮酸 - / 七叶树苷!! - /

精氨酸双水解酶 - - 水杨苷 - d

注：- 反应阴性；+ 反应阳性；d 反应不定；/文献中无记载

表 3 分离菌株的药物敏感性试验结果

Tab.3 Sensitivity of the isolated bacteria to the 25 chemotherapeutants

药品 药量（ug /片） 抑菌圈直径（mm） 药品 药量（ug /片） 抑菌圈直径（mm）

氨曲南 30 17 妥布霉素 10 17
甲氧苄氨嘧啶 5 0 头孢哌酮 75 0
丁胺卡那霉素 30 22 庆大霉素 10 17
乙基西羧霉素 30 27 苯唑青霉素 1 0

伏力欣 20 22 万古霉素 30 0
羧苄青霉素 100 18 多黏菌素 B 300 23

氧哌嗪青霉素 100 30 痢特灵 300 13
复方新诺明 25 30 新生霉素 30 12

奥格门丁 20 24 氯霉素 30 14
呋喃妥因 300 12 氟嗪酸 5 22

磺胺甲基异恶唑 300 42 0 / 129 10 0
阿莫西林 10 0 0 / 129 150 0

氨苄青霉素 10 0

注：0 ~ 5mm 无作用；6 ~ 15mm 弱作用；> 15mm 强抑制作用

2.5 对盐度和温度的耐受性试验

菌株 XS01 在 4℃时，1 .5 ~ 2 .0 盐度范围内生长速度最快，2 .0 ~ 3 .0 盐度范围内生长速度明显下降，

其他盐度范围内生长十分缓慢；18℃，在盐度为 5 .0 时生长最好，在盐度低于 3 .0 时，各温度下的生长差

异不明显，在 5 .0 ~ 7 .0 生长速度明显下降；在 37℃，0 .5 ~ 1 .0 盐度范围内生长速度加快，在 1 .0 ~ 1 .5 时

生长速度减慢，但在 0 .5 ~ 2 .0 生长均较好，盐度高于 2 . 5 时，生长略有影响，可见该菌对温度和盐度适

应范围较广（图 2）。
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图 2 菌株 XS01 的温度与盐度生长曲线

Fig.2 Growth Curve of salt and temperature of strain XS01

3 讨论

从浙江象山网箱养殖患体表溃烂症大黄鱼中分离到 XS01 菌，经动物试验证明对大黄鱼有很强的致

病性，是引起大黄鱼体表溃烂症的病原菌。该菌株形态特征及 35 项生理生化指标的测定结果，与《伯杰

氏细菌鉴定手册》（第九版）中费氏弧菌（!ibrio fischeri）的描述极为一致。除文献中没有的关于费氏弧菌

的生化反应外，该菌株仅 TCBS 培养基上的菌落特征、硝酸盐还原、柠檬酸盐利用、水杨苷四项指标与文

献不同（文献中这四项生化反应结果不定），其他指标完全相同。因此，可初步将 XS01 鉴定为费氏弧菌。

为了更加准确的对该菌的归属问题下一结论，正在对其进行 16SrRNA 方法鉴定。

同时分离的其它菌株也进行了同样的研究，人工感染试验结果表明：XS02 ~ XS08 菌株均有致病性，

从形态和生理生化试验结果可初步将 XS02、XS04 和 XS05 菌株定为溶藻弧菌；XS03 和 XS06 菌株定为哈

维氏弧菌；XS07 和 XS08 菌株定为副溶血弧菌，这几株病原菌之间相互作用情况的结果令人鼓舞（另文

报道）。近年来，由弧菌引起的大黄鱼疾病屡见不鲜，经济损失巨大［1 - 5］，引起大黄鱼疾病的弧菌已公开

报道的有溶藻弧菌、哈维氏弧菌和副溶血弧菌等，而由费氏弧菌引起的大黄鱼病害本文首次报道。再次

验证和丰富了大黄鱼细菌性疾病研究的内容，为大黄鱼网箱养殖的防病及治疗提供了理论依据。

众所周知，弧菌是海水环境中的正常菌群，广泛分布在自然海区中，一般情况下不会引起养殖动物

发病。但当养殖海域环境条件恶化，引起这些条件致病菌大量繁殖，而养殖动物免疫力低下时就会暴发

弧菌病［9，10］。这一结果再次说明，大黄鱼的弧菌病理应受到广大养殖者和水产科技人员的高度重视。

合理控制养殖密度，改善养殖水质环境，提高养殖动物免疫力等是控制大黄鱼弧菌病发生的关键所在。

黄艳平和邱军强硕士对本文的人工感染试验给予了很大帮助，在此深表谢意。
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