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摘　要：从6尾患肠道胀气的病鳗腹水和肝脏病灶中分离、筛选出一株致病菌 ＥＰ4�通过细菌形态学、生理生
化测定及ＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动细菌鉴定仪鉴定均符合肺炎克雷伯菌 （Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）特性。以细菌
16ＳｒＲＮＡ基因通用引物进行ＰＣＲ扩增�得到ＥＰ4的部分16ＳｒＲＮＡ基因序列�长约1502ｂｐ。将所测序列与
ＧｅｎＢａｎｋ中序列进行ＢＬＡＳＴ比对并构建系统进化树�结果表明其与肺炎克雷伯氏菌 ［ＤＱ444287］的同源性最
高 （98．9％ ）。人工感染证明该菌株具有较强的致病力 （致死率达70％ ）�30种药物筛选结果显示�ＥＰ4对菌
必治 （头孢三嗪 ）、先锋Ｖ、头孢克洛、氧氟沙星、氟罗沙星、依诺沙星、萘啶酸等高度敏感�而对苯唑青霉素、氨
苄青霉素、青霉素Ｇ、阿莫西林等不敏感。
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　　鳗 （Ｅｅｌ）是我国池塘养殖和出口创汇的重要经济鱼类之一。近年来�随着养殖业的发展和养殖密度
的提高�各种疾病时常发生�给现有养殖业造成了巨大的经济损失�如爱德华氏病、烂鳃病和赤鳍病等已
有大量报导 ［1－3］；而鳗肠道胀气病是本课题组新近发现的一种疾病�迄今为止在国内外尚未见报道。本



文在鳗病原体分离、鉴定及药物筛选方面进行了研究�旨在弄清该病发病原因�并为开发相应防治药物
提供了理论基础。
1　材料与方法
1．1　实验材料

病鳗取自广东省顺德一养殖场�平均体重 （0．3±0．05）ｋｇ�体色暗黑、腹部膨大、肝脏出血�肠道充
气并伴有腹水；供感染用健康鳗购自广东省清远市�平均体重 （0．3±0．04）ｋｇ。
1．2　细菌分离培养

从6尾病鳗的肝脏、腹水分离病原菌�营养琼脂培养基28℃恒温培养24～48ｈ�挑取优势菌落再次
纯化后�获得一株纯培养物�编号为ＥＰ4。用脱脂牛奶作保护剂冻干�－70℃低温保存。
1．3　感染实验
1．3．1　细菌感染

腹腔注射感染　　取经普通营养琼脂平皿培养18～24ｈ的细菌�用生理盐水稀释至约6×108
ＣＦＵ／ｍＬ（ＭｅＦ．2号比浊管 ）�腹腔注射10尾健康鳗 （0．2ｍＬ／尾 ）。对照组 （10尾 ）注射等量0．65％无菌
生理盐水。水温25～28℃。

浸泡感染　　以6×108ＣＦＵ／ｍＬ菌液浸泡健康草鱼10尾�对照组 （10尾 ）浸泡0．65％无菌生理盐
水。20ｍｉｎ后移至无菌水族箱 （25～28℃ ）�连续观察7ｄ�记录实验鱼症状及死亡情况。
1．3．2　组织过滤液感染

取病鱼肝、脾、肾组织按1∶10（质量体积比 ）比例加入生理盐水研磨�离心 （10000ｒ／ｍｉｎ�30ｍｉｎ）�
取上清经微孔滤膜过滤 （0．22μｍ）�注射10尾健康鳗 （0．2ｍＬ／尾 ）；对照组 （10尾 ）注射等量0．65％灭
菌生理盐水。水温25～28℃。
1．4　细菌分类鉴定
1．4．1　常规生化鉴定

纯化细菌28℃培养18～24ｈ�进行革兰氏染色和细菌形态观察；生理生化特性测定采用细菌生化
微量鉴定管和ＡＴＢＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ半自动细菌鉴定仪 （法国生物－梅里埃ｂｉｏｍｅｒｉｅｕｘ公司 ）进行。
1．4．2　16ＳｒＲＮＡ基因扩增与序列分析

表1　ＰＣＲ反应体系
Ｔａｂ．1　ＳｙｓｔｅｍｏｆＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎ

反应物 用量

10×ＰＣＲ缓冲液 （Ｍｇ2＋ ） 5μＬ
10ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ（ｅａｃｈｄＮＴＰ） 1μＬ
引物Ｆ1（20ｍｍｏｌ／Ｌ） 1μＬ
引物Ｒ1（20ｍｍｏｌ／Ｌ） 1μＬ
Ｔａｑ酶 0．5μＬ
模板 1μＬ
ｄｄＨ2Ｏ 40．5μＬ
总计 50μＬ

将菌株ＥＰ4在0．5％胰蛋白胨液体培养基中培
养24ｈ�离心 （5000ｒ／ｍｉｎ�20ｍｉｎ）收集菌体�按
ＢａｃｔｅｒｉａｌＤＮＡＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ说明书提取细菌总

ＤＮＡ。以细菌 16ＳｒＲＮＡ基因通用引物 Ｆ1：5′-
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＴＣＡＧＡＡＣＧＡＡＣＧＣＴ-3′� Ｒ1：
5′-ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣ-3′为 引
物�进行 ＰＣＲ扩增：94℃预变性3ｍｉｎ�随后94℃
30ｓ�50℃ 1ｍｉｎ�72℃ 90ｓ�30个循环；72℃延伸
10ｍｉｎ。反应体系 （50μＬ）如表1。

ＰＣＲ产物经纯化后�利用 ＡＢＩＰＲＩＳＭＴＭ377全
自动ＤＮＡ测序仪进行测序�并与ＧｅｎＢａｎｋ中序列进行ＢＬＡＳＴ比对�从中选取部分相关16ＳｒＲＮＡ序列�
用ＶｅｃｔｏｒＮＴＩｓｕｉｔｅ9．0软件分析序列同源性和构建系统进化树。
1．5　药物敏感性试验

药敏实验参照文献 ［4］进行�所用药物纸片购自北京天坛生物公司。
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2　结果

图1　细菌回归感染后鳗症状
Ｆｉｇ．1　Ｓｙｍｐｔｏｍｏｆｅｅｌａｆｔｅｒｒｅ-ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｂａｃｔｅｒｉａ

2．1　细菌感染试验
经细菌感染后�注射组和浸泡组实验鳗48ｈ内

均出现死亡�且腹部膨大。解剖发现�肠道充气并
伴有腹水�与自然发病鳗症状相似 （图1）�注射组和
浸泡组发病死亡率分别为70％和60％。从显症病
鳗中再次分离致病菌�进行回归感染�仍得到上述结
果。
2．2　组织除菌液感染试验

组织除菌液注射健康鳗后�连续观察10ｄ均未
出现发病症状�试验鱼全部健活。

图2　ＥＰ4电镜图片 （×11500）
Ｆｉｇ．2　Ｅｌｅｃｔｒｏｎ-ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃｐｉｃｔｕｒｅｏｆＥＰ4（×11500）

2．3　菌落和细菌形态特性
ＥＰ4菌株营养要求较低�在普通营养琼脂培养

基上生长良好�可长成较大灰白色粘液菌落�以接种
环挑之�易拉成丝；革兰氏染色呈阴性�电子显微镜
下观察为较粗短的杆菌�单独、成双或短链状�无芽
胞和鞭毛�有荚膜和菌毛 （图2）。
2．4　细菌分类鉴定
2．4．1　生理生化特性

ＥＰ4菌株生理生化鉴定结果见表2�赖氨酸脱羧
酶、脲酶、α-半乳糖甙酶、β-葡萄糖甙酶呈阳性；乌氨
酸脱羧酶、精氨酸双水解酶、Ｎ-乙酰-β-葡萄糖甙酶
等呈阴性。
2．4．2　16ＳｒＲＮＡ基因序列分析结果

以提取总ＤＮＡ为模板�以细菌16ＳｒＲＮＡ基因
通用引物Ｆ1、Ｒ1为引物�ＰＣＲ扩增得到约1500ｂｐ
的条带 （图3）�与预期目标大小一致。

ＥＰ4菌株16ＳｒＲＮＡ基因测序发现其长度1502
ｂｐ。将所测序列 （登录号为Ｂａｎｋｉｔ1153681）与ＧｅｎＢａｎｋ中序列进行ＢＬＡＳＴ分析�结果表明菌株 （ＥＰ4）
16ＳｒＲＮＡ基因序列与肺炎克雷伯菌Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ［ＤＱ444287］同源性最高�达98．9％。将所测
序列与ＧｅｎＢａｎｋ中已登录16ＳｒＲＮＡ基因序列进行匹配排列�构建系统进化树 （图4）。结果发现�菌株
ＥＰ4与肺炎克雷伯菌Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ［ＤＱ444287］�Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ［ＥＦ197996］聚为一支�综合分析结果
将其鉴定为肺炎克雷伯菌。
2．5　药敏试验

药敏实验结果显示�ＥＰ4菌株对菌必治 （头孢三嗪 ）、先锋Ｖ、头孢克洛、氧氟沙星、氟罗沙星、依诺沙
星、萘啶酸等高度敏感�对头孢噻吩、诺氟沙星、链霉素、庆大霉素中度敏感�而对苯唑青霉素、氨苄青霉
素、青霉素Ｇ、阿莫西林等不敏感 （表3）。
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表2　ＥＰ4菌株的生理生化特性测定
Ｔａｂ．2　ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎＥＰ4

鉴定项目 ＥＰ4 肺炎克雷伯菌 鉴定项目 ＥＰ4 肺炎克雷伯菌

鸟氨酸脱羧酶 － － 丙二酸 ＋ ＋
精氨酸双水解酶 － － Ｌ-天门冬素芳胺酶 － －
赖氨酸脱羧酶 ＋ ＋ 氧化酶 － －
脲酶 ＋ ＋ 甲基红 － －
Ｌ-阿拉伯糖醇 － － Ｖ-Ｐ ＋ ＋
半乳糖酸盐 ＋ ＋ Ｈ2Ｏ2酶 ＋ ＋
5-酮基-葡萄糖酸钠 － － 苯丙ＡＡ脱氨酶 － －
脂肪酶 － － 明胶水解 ＋ ＋
酚红 － － ＫＣＮ ＋ ＋
β-葡萄糖甙酶 ＋ ＋ 葡萄糖发酵 （ＯＦ） ＋ ＋
甘露醇 ＋ ＋ Ｄ-甘露糖 ＋ ＋
麦芽糖 ＋ ＋ 棉子糖 ＋ ＋
吲哚产生 － － 七叶苷水解 ＋ ＋
Ｎ-乙酰-β-葡萄糖甙酶 － － 西蒙氏柠檬酸盐 ＋ ＋
β-半乳糖甙酶 ＋ ＋ 蛋白胨水 － －
葡萄糖产气 ＋ ＋ ＤＮＡ酶 － －
蔗糖 ＋ ＋ 硝酸盐还原 ＋ ＋
Ｌ-阿拉伯糖 ＋ ＋ ＰＬＥ － －
Ｄ-阿拉伯糖醇 ＋ ＋ β-葡萄糖酸酶 － －
α-葡萄糖 － － 纤维二糖 － －
α-半乳糖甙酶 ＋ ＋ 山梨醇 － ＋
海藻糖 － ＋ α-麦芽糖甙酶 ＋ －
鼠李糖 ＋ ＋ 侧金盏花醇 ＋ ＋
肌醇 ＋ ＋

图3　ＥＰ416ＳｒＲＮＡ基因的ＰＣＲ扩增产物
Ｆｉｇ．3　Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｏｆ16ＳｒＲＮＡ

Ｍ：2000ｂｐＭａｒｋｅｒ；1：ＥＰ4

3　讨论
根据 《伯杰氏细菌鉴定手册》［5］及陆承平 《兽

医微生物学》［6］�肺炎克雷伯菌通常以乌氨酸脱羧
酶、精氨酸双水解酶、吲哚阴性�赖氨酸脱羧酶、脲
酶、葡萄糖产气、蔗糖、Ｌ-阿拉伯糖阳性为指标。本
实验所分离菌株均符合上述生化特性。

细菌16ＳｒＲＮＡ序列具有高度保守性�被细菌学
家及分类学家公认为细菌分类依据 ［ 7－8］。根据这
一特性�沈智华等 ［9］从患病红拟石首鱼 （Ｓｃｉａｅｎｏｐｓ
ｏｃｅｌｌａｔｕｓ）肾脏和肝脏中分离致病菌�并鉴定为海豚

图4　以16ＳｒＲＮＡ基因序列构建的进化树
Ｆｉｇ．4　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

ｏｆ16ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓ
［ ］内代表在Ｇｅｎｂａｎｋ中序列登录号

链球菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｉｎｉａｅ）；同样�甘西等 ［10］也对罗
非鱼海豚链球菌进行了16ｓｒＲＮＡ基因克隆及序列
分析。本实验菌株 （ＥＰ4） 16ＳｒＲＮＡ基因序列长
1502ｂｐ�与 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ［ＤＱ444287］ 16ＳｒＲＮＡ
基因高度同源�同源性达98．9％。系统进化树结果
也显示�菌株 ＥＰ4与 Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ［ＤＱ444287］、
Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ［ＥＦ197996］ 及 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ

［ＥＵ231611］聚为一支。综合上述生理生化指标�将
本实验分离到的鳗致病菌ＥＰ4鉴定为肠杆菌科�克
雷伯菌属的肺炎克雷伯菌。

196 上　海　海　洋　大　学　学　报　　　　　　　　　　　　　　　　　18卷



表3　ＥＰ4株菌的药敏试验结果
Ｔａｂ．3　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅＥＰ4ｓｔｒａｉｎｓｔｏａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｇｅｎｔｓ

抗菌药物 含药量 （μｇ／片 ） 抑菌圈 （ｍｍ） 抗菌药物 含药量 （μｇ／片 ） 抑菌圈 （ｍｍ）
苯唑青霉素 1 0 丁胺卡那霉素 15 15
头孢噻吩 30 19 罗美沙星 10 28
氨苄青霉素 10 0 诺氟沙星 10 13
青霉素Ｇ 10 0 恩诺沙星 5 11
哌拉西林 100 0 氧氟沙星 5 30
阿莫西林 10 0 依诺沙星 10 28
先锋Ｖ 30 30 氟罗沙星 10 30
先锋必 75 12 萘啶酸 30 30
链霉素 10 15 麦迪霉素 15 0
新霉素 10 27 乙酰螺旋霉素 30 0
庆大霉素 10 15 阿米卡星 30 22
妥布霉素 10 23 菌必治 30 28
壮观霉素 100 25 红霉素 15 10
四环素 30 14 杆菌肽 0．04 0
头孢克洛 30 28 头孢氨苄 30 20

　　肺炎克雷伯菌广泛存在于人和动物肠道、呼吸道以及水、土壤和谷物中�是陆生动物呼吸道和肠内
寄生性致病菌�常引起肺炎、泌尿系统疾病、创伤感染败血症等 ［11］�而引起水生动物染病的报导很少。
Ｓｉｎｇｈ等 ［12］于1992年在鱼、虾、蟹等水产类食品中检测到肺炎克雷伯菌�但未对其致病性展开研究。随
后�一些学者先后在患病石龟、中华鳖 （Ｔｒｉｏｎｙｘｓｉｎｅｎｓｉｓ）、鲢 （Ｈｙｐｏｐｈｔｈａｌｍｉｃｈｔｈｙｓｍｏｌｉｔｒｉｘ）中分离到该
菌 ［13－15］；而在鳗体内分离到肺炎克雷伯菌�并发现它具有较高的致病性尚属首次。

目前�肺炎克雷伯菌引起池塘鳗发病仅是个例�但水质分析显示�氨氮、亚硝酸盐和ｐＨ值等环境因
子均未超标�该菌如何导致鳗发病、是否喂食受污染的饲料及其致病机理等均待进一步研究。同时�揭
示肺炎克雷伯菌如何从感染陆生动物到感染水生动物的过程也是一个不容忽视的问题。另外�鳗肺炎
克雷伯菌对多种抗菌素不敏感�而对菌必治 （头孢三嗪 ）、头孢克洛、氧氟沙星、依诺沙星、氟罗沙星、萘
啶酸等沙星类高度敏感。鳗是我国出口创汇的重要种类之一�主要出口欧盟、日本�但这些国家对药物
使用有严格规定�上述敏感药物均属禁用范围。因此�选用药物控制时尚需慎重考虑�最好通过改善水
质�降低放养密度�加强饲料营养成份�提高鱼体免疫力�达到预防效果。
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