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摘　要：从草鱼体内分离到致病菌株Ｊｘｓｋｓ１，该菌株对草鱼的ＬＤ５０值为２．３×１０
３ＣＦＵ／ｇ鱼体质量，为强致病

菌；经生理生化、１６ＳｒＤＮＡ和ｇｙｒＢ基因序列测序鉴定为嗜水气单胞菌。ＥＲＩＣＰＣＲ分型结果表明，该菌株为
迄今未见报道的类型。选取丝氨酸蛋白酶ａｈｐ、热稳定性肠毒素ａｓｔ、气溶素ａｅｒＡ、热不稳定性肠毒素ａｌｔ、鞭毛
基因ｆｌａ、脂酶ｌｉｐ等６种毒力基因特异性引物对该菌株进行ＰＣＲ检测，结果表明其毒力基因型为ａｅｒＡ＋、ａｌｔ＋、
ａｓｔ＋、ａｈｐ＋、ｌｉｐ＋、ｆｌａ－。选取２８种抗生素进行药敏检测结果表明，该菌株对喹诺酮类、氨基糖苷类、四环素类、
氯霉素、第二代和第三代头孢类等药物敏感，对硝基呋喃类、大环内酯类、多肽类中度敏感，对第一代头孢类、

青霉素类、复方新诺明和洁霉素耐药。
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　　草鱼（Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎｉｄｌｌｕｓ）是我国常见的
淡水养殖鱼类，随着其养殖发展，细菌性病原的

危害日益加重［１］，其中，嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）是养殖草鱼最常见的细菌性病原之
一，国内外有大量关于草鱼感染嗜水气单胞菌并

造成严重损失的报道［２－３］。不过，嗜水气单胞菌

除感染草鱼外，也感染其他淡水养殖动物，甚至

感染人类，是一种危害较严重的人畜共患菌［４］。

国内外有关嗜水气单胞菌研究的报道较多，除病

原分离和鉴定外，还包括研究分析其致病性与耐

药性的关系［５－６］、毒力因子与基因分型的关

系［３］、毒力因子与耐药性关系等［７］。本研究从南

昌市某养殖场患暴发性出血病草鱼体内分离病

原，并 确 定 其 种 类、毒 力 基 因 类 型、ＥＲＩＣ
（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｌｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃｃｏｎｓｅｎｓｕｓ，肠
道细菌基因间重复序列）－ＰＣＲ分型以及对 ２８
种抗生素的敏感性，为草鱼暴发性出血病病原研

究及疾病防治提供参考。

１　材料与方法

１．１　实验材料
患病草鱼为南昌市昌东镇某患暴发性出血

病的池塘养殖草鱼，病鱼体质量５０～７０ｇ，体长
（１３±２）ｃｍ，其主要患病症状为体表充血，尾鳍
发白，腹腔有积液，肠道充血。健康草鱼由江西

省水产科学研究所育种室提供，体质量５０～７０ｇ，
无患病史。

实验所需引物由北京六合华大科技有限公

司合成；细菌 ＤＮＡ提取试剂盒购自大连宝生物
公司；细菌生化鉴定管、药敏纸片及相关试剂购

自杭州微生物有限公司。

１．２　病原菌分离
无菌操作取患病草鱼肝脏、脾脏、肾等组织，

分别接种于普通营养琼脂培养基，２８℃培养２４
ｈ。根据菌落形态、大小等特征分类，取优势菌株以
普通营养琼脂培养基纯化２次后，斜面保存备用。



３期 徐先栋，等：草鱼暴发性出血病病原分离、毒力基因检测与药敏分析

１．３　人工感染实验
健康草鱼暂养７ｄ后，分组放于１００ｃｍ×６０

ｃｍ ×６０ｃｍ（长 ×宽 ×高）的玻璃缸中，水深４０
ｃｍ，１０尾／缸，每组设置一个重复。每天上午投喂
草鱼人工配合饲料，每次投喂量为鱼体质量的

２％，日换水１／３，充气养殖。从患病草鱼分离的
优势菌株经扩大培养后，用无菌生理盐水配制

２．１×１０４、２．１×１０５、２．１×１０６、２．１×１０７、２．１×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，分别腹腔注射接种于健康
草鱼（０．２ｍＬ／尾），对照组腹腔注射等量无菌生
理盐水。记录感染后７ｄ内各组草鱼的发病及死
亡情况，并从感染患病个体肝脏等部位再次进行

细菌分离，根据柯赫法则确定病原菌，以２５％甘
油于－８０℃保存。用 ＢＬＩＳＳ法测定病原菌株对
健康草鱼的ＬＤ５０值

［８］。

１．４　病原菌鉴定
１．４．１　生理生化鉴定

病原菌经纯化后，参照东秀珠等［９］的方法进

行形态学和生理生化鉴定。

１．４．２　１６ＳｒＤＮＡ序列测定与分析
１６ＳｒＤＮＡ序列ＰＣＲ扩增和克隆转化参照徐

先栋等［１０］的方法进行，阳性克隆送北京六合华大

基因科技公司测序。采用ＭＥＧＡ６．０软件将测序
结果与从 ＧｅｎＢａｎｋ中获得的同源性最高的细菌
１６ＳｒＤＮＡ序列进行多序列匹配排列，构建Ｎｅｉｂｏｒ
Ｊｏｉｎｉｎｇ系统进化树，并进行１０００次Ｂｏｏｔｓｔｒａｐｓ重

复检验，初步鉴定病原菌种类。

１．４．３　ｇｙｒＢ基因序列测定与分析
根据１６ＳｒＤＮＡ分析结果，参照张旭杰等［３］

以ｇｙｒＢ３Ｆ（５′ＴＣＣＧＧＣＧＧＴＣＴＧＣＡＣＧＧＣＧＴ３′），
ｇｙｒＢ１４Ｒ（５′ＴＴＧＴＣＣＧＧＧＴＴＧＴＡＣＴＣＧＴＣ３′）扩增
病原菌株的 ｇｙｒＢ基因。ＰＣＲ反应体系为：１０×
ＥｘＴａｑＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ；ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２
μＬ；ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ；正、反向引物（１０
μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ；模板ＤＮＡ１μＬ；ＴａＫａＲａＥｘＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ；补加灭菌 ｄｄＨ２Ｏ
至２５μＬ。反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃
变性１ｍｉｎ、５５℃退火１ｍｉｎ、７２℃延伸９０ｓ，共
３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。将 ＰＣＲ产物
连接到 ｐＭＤ１９Ｔ载体（ＴａＫａＲａ）上进行克隆测
序。参照本文１．４．２的方法构建系统进化树。
１．５　毒力基因的检测

选取嗜水气单胞菌６个常见毒力基因，包括
丝氨酸蛋白酶 ａｈｐ、热稳定性肠毒素 ａｓｔ、气溶素
ａｅｒＡ、热不稳定性肠毒素 ａｌｔ、鞭毛基因 ｆｌａ和脂酶
ｌｉｐ，用特异性引物（表１）检测病原菌株中各毒力
基因的存在情况。ＰＣＲ反应条件参照 ＳＥＮ和
ＲＯＤＧＥＲＳ的方法［１１］，循环数略有调整，具体为：

９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性２５ｓ、５５℃退火３０
ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；最后于７２℃温
育５ｍｉｎ。

表１　嗜水气单胞菌６个常见毒力基因的特异性引物对序列
Ｔａｂ．１　Ｄｅｔａｉｌｓｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

毒力基因

ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ
引物对序列 （５′３′）
ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增片段长度／ｂｐ
ｌｅｎｇｔｈ

参考文献

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

丝氨酸蛋白酶ａｈｐ
Ｆ：ＡＣＡＣＧＧＴＣＡＡＧＧＡＧＡＴＣＡＡＣ
Ｒ：ＣＧＣＴＧＧＴＧＴＴＧＧＣＣＡＧＣＡＧＧ

５１３ ［１１］

热稳定性肠毒素ａｓｔ
Ｆ：ＴＣＴＣＣＡＴＧＣＴＴＣＣＣＴＴＣＣＡＣＴ
Ｒ：ＧＴＧＴＡＧＧＧＡＴＴＧＡＡＧＡＡＧＣＣＧ

３３１ ［１１］

气溶素 ａｅｒＡ
Ｆ：ＣＡＡＧＡＡＣＡＡＧＴＴＣＡＡＧＴＧＧＣＣＡ
Ｒ：ＡＣＧＡＡＧＧＴＧＴＧＧＴＴＣＣＡＧＴ

３０９ ［１２］

热不稳定性肠毒素ａｌｔ
Ｆ：ＴＧＡＣＣＣＡＧＴＣＣＴＧＧＣＡＣＧＧＣ
Ｒ：ＧＧＴＧＡＴＣＧＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣ

４４２ ［１１］

鞭毛基因 ｆｌａ
Ｆ：ＴＣＣＡＡＣＣＧＴＹＴＧＡＣＣＴＣ
Ｒ：ＧＭＹＴＧＧＴＴＧＣＧＲＡＴＧＧＴ

６０８ ［１１］

脂酶 ｌｉｐ
Ｆ：ＡＴＣＴＴＣＴＣＣＧＡＣＴＧＧＴＴＣＧＧ
Ｒ：ＣＣＧＴＧＣＣＡＧＧＡＣＴＧＧＧＴＣＴＴ

３８２ ［１１］

１．６　ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图谱
ＥＲＩＣＰＣＲ特异性引物序列［１３］为，ＥＲＩＣ正向

引物（Ｆ）：５′ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＧＡＴＴＣＡＣ３′；
ＥＲＩＣ反向引物（Ｒ）：５′ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧＧＴ

ＧＡＧＣＧ３′。ＥＲＩＣＰＣＲ反应体系为：１０×ＥｘＴａｑ
Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ；ｄＮＴＰｓ（各 ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ；
ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ，正、反向引物（１０
μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，ＤＮＡ模板２μＬ，ＴａＫａＲａＥｘＴａｑ

１５３
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ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ；补加灭菌 ｄｄＨ２Ｏ
至２５μＬ。反应条件为：９５℃ 预变性 ７ｍｉｎ；９０
℃ 变性３０ｓ、５２℃退火１ｍｉｎ、６５℃延伸８ｍｉｎ，
３５个循环；最后于６８℃温育１６ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增
产物以１．５％琼脂糖凝胶电泳，电泳槽正负极相
距３０ｃｍ，电压８０Ｖ，时间２ｈ。
１．７　药敏试验

选取１１类２８种抗生素药敏纸片，分别检测
抑菌圈直径，根据敏感性标准确定各种药物对病

原菌株的敏感性。

２　结果

２．１　病原分离及ＬＤ５０的测定

患病草鱼尾鳍及体表充血，大量死亡。从患

病草鱼肝、脾、肾等部位均分离到菌落形态一致

的优势菌，菌落呈淡黄色，边缘整齐、湿润、突起，

选取肝脏的优势菌经纯化后保存，命名为Ｊｘｓｋｓ１。
不同浓度 Ｊｘｓｋｓ１菌液对草鱼人工感染结果表明
（表２）：菌液浓度为２．１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，草鱼
感染数小时后就沉于缸底，活力减弱，１ｄ内出现
大量死亡，２ｄ内死亡率达 １００％；菌液浓度为
２．１×１０４ＣＦＵ／ｍＬ时，草鱼感染后７ｄ内未出现
死亡；其他各组感染７ｄ内的死亡率由高到低分
别为８０％、７０％、５０％，对照组的所有实验草鱼正
常，未出现死亡。经 ＢＬＩＳＳ方法［８］计算该致病菌

对草鱼的ＬＤ５０值为：２．３×１０
３ＣＦＵ／ｇ鱼体质量。

按ＭＩＴＴＡＬ等［１４］对嗜水气单胞菌毒力划定标准，

该菌对草鱼具有较强毒性，为一株强致病菌株。

表２　菌株Ｊｘｓｋｓ１对草鱼的人工感染结果
Ｔａｂ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙａｓｓａｙｓｔｏＣ．ｉｄｌｌｕｓｗｉｔｈｓｔｒａｉｎＪｘｓｋｓ１

菌液浓度

／（ＣＦＵ／ｍＬ）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
ｏｆｂａｃｔｅｒｉａｌ

感染剂量

／ｍＬ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｄｏｓｅ

感染浓度

／（ＣＦＵ／尾）
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

感染数量／尾
ｎｕｍｂｅｒｓ
ｏｆｓａｍｐｌｅｓ

不同时间死亡数量／尾
ｄｅａｔｈｎｕｍｂｅｒａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｙｓ

１ｄ ２ｄ ３～７ｄ

死亡率

／％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

２．１×１０８ ０．２ ４．２×１０７ １０×２ １７ ３ ０ １００
２．１×１０７ ０．２ ４．２×１０６ １０×２ １２ ３ １ ８０
２．１×１０６ ０．２ ４．２×１０５ １０×２ ４ ９ １ ７０
２．１×１０５ ０．２ ４．２×１０４ １０×２ ０ ４ ６ ５０
２．１×１０４ ０．２ ４．２×１０３ １０×２ ０ ０ ０ ０
对照ｃｏｎｔｒｏｌ ０．２ ０ １０×２ ０ ０ ０ ０

２．２　生理生化鉴定
选取１６种生理生化指标对病原菌株 Ｊｘｓｋｓ１

进行生理生化测定（表３），除 Ｈ２Ｓ为阴性外，其

他指标同《常见细菌系统鉴定手册》［９］中描述的

嗜水气单胞菌的特征一致，初步判断病原菌株为

嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）。

表３　病原菌株Ｊｘｓｋｓ１生理生化特征
Ｔａｂ．３　ＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎＪｘｓｋｓ１

项目ｉｔｅｍ 菌株Ｊｘｓｋｓ１
嗜水气单胞菌

Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ
革兰氏染色Ｇｒａｍｓｔａｉｎ － －

项目ｉｔｅｍ 菌株Ｊｘｓｋｓ１
嗜水气单胞菌

Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ
产氨Ａｍｍｏｎｉａｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ＋

接触酶Ｃａｔａｌａｓｅ － － 水解脲素Ｈｙｄｒｏｌｙｚｅｄｕｒｅａ － －
氧化酶Ｏｘｉｄａｓｅ ＋ ＋ 亚硝酸盐Ｎｉｔｒｉｔｅ － －
硫化氢Ｈ２Ｓ － ＋ 硝酸盐还原Ｎｉｔｒａｔｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ＋
吲哚Ｉｎｄｏｌｅ ＋ ＋ 明胶液化Ｇｅｌａｕｎｅｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ＋ ＋

甲基红Ｍｅｔｈｙｌｒｅｄ － － 葡萄糖发酵Ｇｌｕｃｏｓｅｆｅｒｍｅｎｔ ＋ ＋
ＶＰＶＰｔｅｓｔ ＋ ＋ 蔗糖Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ ＋

反硝化Ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ － － 甘露醇Ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ ＋
注：“＋”阳性；“－”阴性。
Ｎｏｔｅ：“＋”ｐｏｓｉｔｉｖｅ；“－”ｎｅｇａｔｉｖｅ．

２．３　１６ＳｒＤＮＡ基因同源性分析
病原菌Ｊｘｓｋｓ１所扩增的１６ＳｒＤＮＡ基因序列

长度约为１５００ｂｐ，对其测序并提交至 ＧｅｎＢａｎｋ

核酸序列数据库，登录号为 ＫＪ１５０７１０．１。以
ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔ检索系统对其进行序列同源性分
析，构建系统进化树，结果表明（图 １），该菌株与
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气单胞菌属细菌自然聚类，并与检索出的嗜水气

单胞菌聚为一支，与标准菌株（ＡＴＣＣ４９１４０）相似
性达９９％。

图１　基于ＮＪ法的气单胞菌属１６ＳｒＤＮＡ序列系统进化树
Ｆｉｇ．１　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍｇｅｎｕｓｏｆＡｅｒｏｍｏｎａｓ

数值为自举值，括号内为菌株的 ＧｅｎＢａｎｋ登录号，黑体为分离病原菌株。图２同此。

Ｎｕｍｂｅｒｓｂｅｓｉｄｅｔｒｅｅｂｒａｎｃｈｅｓａｒｅｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓ，ＮｕｍｂｅｒｓｉｎｂｒａｃｋｅｔｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆｓｔｒａｉｎｓｉｎＧｅｎＢａｎｋ．Ｔｈｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｓｔｒａｉｎｉｓｓｈｏｗｎｉｎｂｏｌｄｆａｃｅ．ＴｈｅｓａｍｅｉｎＦｉｇ．２．

２．４　ｇｙｒＢ基因序列同源性分析
病原菌Ｊｘｓｋｓ１所扩增的 ｇｙｒＢ基因序列长度

为１１２３ｂｐ，测序并提交至ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库，
登录号为 ＫＪ８０４２３２。将该序列以 ＮＣＢＩ的 Ｂｌａｓｔ
检索系统分析并构建系统发育树，结果表明（图

２），菌株Ｊｘｓｋｓ１的ｇｙｒＢ基因序列与气单胞菌属细
菌自然聚类，与嗜水气单胞菌（ＡＴＣＣ７９６６Ｔ）聚为
一大支，所选择的２９株细菌中有５株菌的 ｇｙｒＢ
序列与菌株 Ｊｘｓｋｓ１的序列相似性为 １００％（图
２）。综合病原菌株Ｊｘｓｋｓ１的表型特征、理化特性
及１６ＳｒＤＮＡ和ｇｙｒＢ基因序列分析结果，判定其

为气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）的嗜水气单胞菌。
２．５　毒力基因检测

采用６种毒力基因特异引物对病原菌Ｊｘｓｋｓ１
的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，结果表明（图３），气溶素
（ａｅｒＡ）、热不稳定性细胞兴奋性肠毒素（ａｌｔ）、热
稳定性细胞兴奋性肠毒素（ａｓｔ）、丝氨酸蛋白酶
（ａｈｐ）、脂酶（ｌｉｐ）基因 ＰＣＲ扩增均有条带，扩增
片段大小与预期结果吻合；而鞭毛基因（ｆｌａ）未见
目标条带。因此，病原菌 Ｊｘｓｋｓ１的毒力基因型为
ａｅｒＡ＋、ａｌｔ＋、ａｓｔ＋、ａｈｐ＋、ｌｉｐ＋、ｆｌａ－。
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图２　基于ＮＪ法的气单胞菌属ｇｙｒＢ基因序列系统进化树
Ｆｉｇ．２　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｇｙｒＢｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｂａｃｔｅｒｉａｆｒｏｍｇｅｎｕｓｏｆＡｅｒｏｍｏｎａｓ

图３　病原菌Ｊｘｓｋｓ１毒力基因ＰＣＲ检测结果
Ｆｉｇ．３　Ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆｔｈｅｖｉｒｕｌｅｎｃｅ

ｇｅｎｅｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＪｘｓｋｓ１
Ｍ．ＤＬ２０００Ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ）；１．丝氨酸蛋白酶ａｈｐ；２．热稳定

性细胞兴奋性肠毒素ａｓｔ；３．气溶素ａｅｒＡ；４．热不稳定性细胞

兴奋性肠毒素ａｌｔ；５．鞭毛基因ｆｌａ；６．脂酶ｌｉｐ。

２．６　ＥｒｉｃＰＣＲ指纹图谱分析
菌株Ｊｘｓｋｓ１分别经两次 ＥＲＩＣＰＣＲ扩增，获

得了一致的 ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图谱（图４），包括大
小约为２５００、１５００、１３００、７００、５００、４５０ｂｐ的共
６条带型。
２．７　药敏检测

药敏实验结果表明（表４），该病原菌株对除
哌拉西林外的其他４种青霉素类药物、复方新诺
明和洁霉素耐药；对大环内酯类的红霉素和麦迪

霉素、多肽类的万古霉素和多粘菌素以及呋喃唑

酮中介敏感；对全部实验氨基糖苷类、四环素类、

喹诺酮类及酰胺醇类抗生素敏感；对第一代头孢

类的先锋Ⅳ和先锋Ⅵ耐药，对第二代和第三代头
孢类的头孢呋肟、先锋必素、复达欣则敏感。
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表４　病原菌Ｊｘｓｋｓ１对２８种抗菌药物的敏感性
Ｔａｂ．４　ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＪｘｓｋｓ１ｔｏ２８ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｇｅｎｔｓ

药物类别

ｄｒｕｇ
ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

药物名称

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

抑菌圈直径／ｍｍ
ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｚｏｎｅ

敏感性

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

青霉素类

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎｓ

青霉素

Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ
０ Ｒ

苯唑青霉素

Ｐｒｏｓｔａｐｈｌｉｎ
ｓｏｄｉｕｍ

０ Ｒ

氨苄青霉素

Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ
０ Ｒ

羧苄西林

Ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎ
０ Ｒ

哌拉西林

Ｐｉｐｅｒａｃｉｌｌｉｎ
Ｓｏｄｉｕｍ

２３．０ Ｓ

氨基糖苷类

Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

丁胺卡那霉素

Ａｍｉｋａｃｉｎ
２４．０ Ｓ

卡那霉素

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
２０．５ Ｓ

庆大霉素

Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ
２５．４ Ｓ

新霉素

Ｎｅｏｍｙｃｉｎ
２０．０ Ｓ

四环素类

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ

四环素

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ
２３．０ Ｓ

强力霉素

Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ
２２．０ Ｓ

美满霉素

Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ
１９．７ Ｓ

硝基呋喃类

Ｎｉｔｒｏｆｕｒａｎｓ
呋喃唑酮

Ｆｕｒａｚｏｌｉｄｏｎｅ
１７．０ Ｉ

磺胺类

Ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ

复方新诺明

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ

０ Ｒ

药物类别

ｄｒｕｇ
ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

药物名称

ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

抑菌圈直径／ｍｍ
ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｚｏｎｅ

敏感性

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

头孢类

Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｓ

先锋Ⅳ１

Ｃｅｆａｌｅｘｉｎ
０ Ｒ

先锋Ⅵ１

Ｃｅｆｒａｄｉｎｅ
０ Ｒ

头孢呋肟２

Ｃｅｆｕｒｏｘｉｍｅ
２２．６ Ｓ

先锋必素３

Ｃｅｆｏｐｅｒａｚｏｎｅ
２８．９ Ｓ

复达欣３

Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ
２５．４ Ｓ

大环内酯类

Ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓ

红霉素

Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ
２１．０ Ｉ

麦迪霉素

Ｍｅｄｅｍｙｃｉｎ
１２．７ Ｉ

多肽类

Ｐｏｌｙｍｙｘｉｎｓ

万古霉素

Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ
１３．８ Ｉ

多粘菌素

Ｐｏｌｙｍｙｘｉｎ
１２．５ Ｉ

喹诺酮类

Ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ

环丙沙星

Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ
３５．５ Ｓ

奥复星

Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ
３２．５ Ｓ

氟哌酸

Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ
３３．０ Ｓ

酰胺醇类

Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌｓ
氯霉素

Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ
２７．８ Ｓ

林可酰胺类

Ｌｉｎｃｏｓａｍｉｄｅｓ
洁霉素

Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ
０ Ｒ

注：“Ｓ”敏感，“Ｉ”中度敏感，“Ｒ”耐药；上标１、２、３分别表示第一、第二、第三代头孢类抗生素。
Ｎｏｔｅ：“Ｓ”ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ，“Ｉ”ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ，“Ｒ”ｒｅｓｉｓｔａｎｔ；ｔｈｅｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔｎｕｍｂｅｒｓ１，２ａｎｄ３ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｆｉｒｓｔ，ｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｎｄｔｈｅｔｈｉｒｄ
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｎｓｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

３　讨论

嗜水气单胞菌为淡水养殖动物的常见病原

菌，可危害包括鱼类、甲壳类、爬行类等在内的几

乎所有淡水养殖品种［１５］。本文从暴发性出血病

草鱼体内分离的嗜水气单胞菌可在短时间内造

成草鱼的大量死亡，对草鱼的ＬＤ５０值为２．３×１０
３

ＣＦＵ／ｇ鱼体质量。按 ＭＩＴＴＡＬ等［１３］对嗜水气单

胞菌毒力程度的划定标准，ＬＤ５０为１０
４～１０５ＣＦＵ／

ｇ鱼体质量的菌株为强毒株，因此，本文分离菌株
Ｊｘｓｋｓ１为强毒株。

嗜水气单胞菌鉴定一般采用生理生化鉴定

和１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析，不过，由于１６ＳｒＤＮＡ

基因具有高度保守性，以该方法鉴定时，菌株

Ｊｘｓｋｓ１与维氏气单胞菌（Ａ．ｖｅｒｏｎｉｉ）、中间气单胞
菌（Ａ．ｍｅｄｉａ）以及嗜水气单胞菌标准株聚为一大
类，难以准确确定其种类。ｇｙｒＢ基因为促旋酶的
亚单位基因，是一种管家基因，能够在所有细胞

中表达，表达水平高于１６ＳｒＤＮＡ；并且，ｇｙｒＢ的平
均碱基替换率为每一百万年０．７％～０．８％，远高
于１６ＳｒＤＮＡ的每５０００万年１％，因此更适用于
相似率较高的属内近源种的鉴定［１６］。本文在生

理生化鉴定和 １６ＳｒＤＮＡ基因序列分析的基础
上，进一步使用ｇｙｒＢ基因聚类分析鉴定病原菌株
Ｊｘｓｋｓ１，结果表明与 Ｊｘｓｋｓ１聚为一大类的均为嗜
水气单胞菌，从而可更准确地判定 Ｊｘｓｋｓ１为嗜水
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气单胞菌。对不同嗜水气单胞菌 ｇｙｒＢ序列的比
较分析还表明，菌株Ｊｘｓｋｓ１的ｇｙｒＢ序列与已报道
的嗜水气单胞菌有毒株２ＪＢＮ３０１［３］、ＡＬ０９７１［１７］、
ＭＬ０９１１９和 ＭＬ０９７９［１８］完全匹配，而与分离自
鱼 类 肠 道 的 无 毒 株 （４ＬＮＣ２０９、４ＬＮＣ２１２、
４ＬＮＣ２０３）［３］及分离自养殖池水体的无毒株
（ＰＷ０１）［３］相似性较低，推测嗜水气单胞菌有毒
株和无毒株的 ｇｙｒＢ序列可能存在差异，为今后
鉴别嗜水气单胞菌有毒株和无毒株提供了良好

借鉴。

图４　菌株Ｊｘｓｋｓ１的ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图
Ｆｉｇ．４　ＥＲＩＣＰＣＲｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＪｘｓｋｓ１（ｌａｎｅ１）

泳道１为菌株 Ｊｘｓｋｓ１ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图条带；Ｍ１为 １００ｂｐ

ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ）；Ｍ２ 为 ＤＬ１００００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

（ＴａＫａＲａ）。

Ｌａｎｅ１，ｔｈｅＥＲＩＣＰＣＲｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｏｆＪｘｓｋｓ１；ｌａｎｅＭ１，１００ｂｐ

ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ）；ＬａｎｅＭ２，ＤＬ１００００ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ

（ＴａＫａＲａ）．

　　已有研究表明，嗜水气单胞菌有多种毒力因
子，研究较多的有气溶素（ａｅｒＡ）、溶血素（ｈｌｙＡ）、
热不稳定性细胞兴奋性肠毒素（ａｌｔ）、热稳定性细
胞兴奋性肠毒素（ａｓｔ）、丝氨酸蛋白酶（ａｈｐ）、脂酶
（ｌｉｐ）和鞭毛基因（ｆｌａ）等７个基因［３］，其中气溶

素、热不稳定性细胞兴奋性肠毒素及丝氨酸蛋白

酶３个基因为嗜水气单胞菌的主要毒力相关因
子［１９］。本文对菌株 Ｊｘｓｋｓ１中６种毒力因子的研

究结果表明，其毒力基因型为 ａｅｒＡ＋、ａｌｔ＋、ａｓｔ＋、
ａｈｐ＋ｌｉｐ＋、ｆｌａ－，虽然缺失 ｆｌａ基因，但含有嗜水气
单胞菌的３种主要毒力相关因子，其对草鱼的毒
力依然很强，为强毒株。

ＥＲＩＣＰＣＲ基因图谱分型技术具有操作简
便、分辨率高、重复性好等优点，其扩增的 ＤＮＡ
条带具有明显多态性，聚类分析结果客观可靠，

是一种良好的嗜水气单胞菌分型方法［２０］。对嗜

水气单胞菌病原菌进行分型比较，对该菌引起的

疾病的监测、传染源追踪、传播途径的调查有着

重要的意义。近年已陆续有以该技术对嗜水气

单胞菌进行分型的报道，如叶诗尧等［２１］分析了江

苏、河南、福建等地淡水养殖区分离的 １０５株嗜
水气单胞菌的 ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图谱，其条带大小
均在２ｋｂ以下；肖丹等［２２］报道了江西南昌和彭

泽分离的嗜水气单胞菌菌株含有３条大于３ｋｂ
的条带；张旭杰等［３］报道了从湖北鲫、鲢、鳙及团

头鲂中分离的菌株均含有３５００ｂｐ的片段。本
研究结果表明，菌株 Ｊｘｓｋｓ１的 ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图
谱与已报道的嗜水气单胞菌的ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图
谱均不相同，为不同于已有文献报道的新遗传型

菌株。不过，ＥＲＩＣＰＣＲ指纹图谱可能与菌株来
源地域及宿主有关，目前的 ＥＲＩＣＰＣＲ图谱还有
待丰富和标准化，相关工作需进一步加强。

对病原菌株Ｊｘｓｋｓ１的药敏研究结果表明，所
选的２８种药物中，敏感的药物１５种，占５３．６％；
中度敏感的药物５种，占１７．９％；耐药的药物 ８
种，占２８．５％。该研究结果与已有的相关研究相
似，如ＰＥＮＤＥＲＳ等［２３］和李爱华等［２４］研究均认为

嗜水气单胞菌对青霉素类、第一代头孢类具有较

强耐药性，且对青霉素类药物的耐药性是一种固

有性耐药；吴雅丽等［５］和朱芝秀等［２５］等的研究结

果也表明，嗜水气单胞菌对第二代和第三代头孢

类、喹诺酮类、氨基糖苷类等均敏感。不过，由于

不规范用药等多种因素影响，不同来源的嗜水气

单胞菌药敏性有时也存在较大差异，李爱华等［２４］

分析２６株不同来源的嗜水气单胞菌的药敏性结
果表明，嗜水气单胞菌对氨基糖苷类的总体耐药

水平为７０．１％、四环素类为５０％；陈婷婷等［６］检

测的８株湖北和江苏团头鲂源嗜水气单胞菌对
氨基糖苷类、氟喹诺酮类、磺胺类、四环素类等呈

现不同程度的敏感性。本研究分离嗜水气单胞

菌菌株的菌耐药率较低，可供选择的药物较多，

６５３



３期 徐先栋，等：草鱼暴发性出血病病原分离、毒力基因检测与药敏分析

但在用药时也应有针对性地合理选择，避免盲目

用药提高细菌抗药性和养殖产品的药物残留，影

响疾病防治效果和养殖产品质量。
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