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摘 要 :2006 年 7 月从上海奉贤某一养殖基地的发病金鱼中分离出一株细菌，对它的形态、生理生化特征及

165 rRNA 基因序列进行了研究。结果表明，该菌为革兰氏阴性杆菌，具极生单鞭毛，发酵葡萄糖产酸不产气，

氧化酶、接触酶阳性，VP 阳性，生长无需 NaCl ，在 TCB5 平板上生长缓慢，对 0/129 弧菌抑制剂不敏感。结合

165 rRNA 基因序列分析结果，该菌与温和气单胞菌的亲缘关系最近，因此将该菌鉴定为温和气单胞菌

(Aeromonas sobria) 。同时，用 20 种药物对该菌进行了药物纸片扩散法抑菌试验，其中，庆大霉素、氟派酸、氯

霉素、妥布霉素、卡拉霉素、壮观霉素、菌必治的抑菌效果最佳。
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Abstract: A pathogenic bacterium (3-1-3) was isolated from the diseased goldfish. Its morphological , 

physiological , biochemical characteristics and 16S rRNA sequence analysis were studied. The isolated strain is 

gram-negative , with polar single孔agella ， glucose fermented without gas production , oxidase-positive , catalase­

positive , unrequired sodium ions for growth , no pigment , non-luminescence; It grew slowly on TCBS-plate 

and insensitive to the vibriostratic agent 0/129. The sequence analysis of 16S rRNA gene of 3-1-3 isolation 

and comparison with that of other related aeromonas showed that 3-1-3 was very close to Aeromonαs sobriα. 

According to morphological , physiological , biochemical characteristics and phylogenetic analysis , the isolated 

strain (3 -1-3) is identified as A. sobriα. The testing results hy paper extension methods for drug sensitive show 

that , among 20 antihiotics , gentamicin , norf1oxacin , chloromycotin , tohramycin , kalamycin , spectinomycin 

and ceftriaxone have the most inhihitive effect on the strain. 
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温和气单胞菌(Aeromonas sobriα) ，又称威隆气单胞菌温和生物型 (A. veronii bv. sobria) ，是危害我国

淡水养殖业的重要病原菌之一，能引起鱼类、爬行类、两栖类等冷血动物的出血性败血症[l]O 同时，该

菌也是重要的人畜共患病的病原菌，能引发腹泻、伤口感染和败血症等症状。上海奉贤某一养殖基地的

观赏金鱼陆续发病，病鱼表现为行动迟缓，腹部膨大，鱼鳝基部充血，尤其下腹部明显，月工门红肿。剖检

可见肠系膜充血，腹腔内有大量血性腹水，肝肿大、充血，肠水肿，内有黄色带液样物质。本研究从发病

金鱼体内分离到一株致病性病原菌，采用测定生理生化特征以及 16S rRNA 序列分析构建系统发育树

等方法，对该菌进行了分类鉴定。同时采用纸片扩散法进行药敏试验，以进一步探讨该菌引发疾病的药

物防治方法。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌株来源和分离方法

发病金鱼( T.α时ho kohαku)采自奉贤某一养殖基地，体重 15 -25 g，健康金鱼购自上海市杨浦区本

溪路花鸟市场，体重 20 g 左右。

在无菌操作下取濒死病鱼鲤、腹水划线接种于普通营养琼脂平板、羊血营养琼脂平板置于 28 "c培

养 24 h ，挑取单个优势菌落在营养琼脂平板上再次划线，获得纯培养的菌株 3-1-3 ，转接营养琼脂斜面于

4 "C保存备用。

1.1. 2 主要试剂

普通营养琼脂平板和 TCBS 平板按常规方法自制;羊血营养琼脂平板、细菌生化微量鉴定管及抗生

素药敏纸片均购自杭州微生物试剂有限公司，批号分别为 20060715 ,20060905 ， 20060928;PCR 扩增试

剂盒购自上海生工生物工程技术服务有限公司，批号 :2491560179 。

1. 2 细菌形态观察和生理生化测定

将菌株 3-1-3 接种普通营养琼脂平板、羊血平板和 TCBS 平板， 28 "c培养 24 h 后观察菌落的大小、

形态，同时革兰氏染色光学显微镜和磷鸽酸染色电子显微镜观察细菌形态特征;各项生理生化指标的测

定参照文献[2J 的方法。

1. 3 人工感染试验

将上述分离到的菌株接种于营养琼脂斜面上，28 "c培养 16 - 18 h ，用无菌生理盐水洗下菌苔，制成

菌悬液。用血球计数法测得菌液的浓度为1. 2 X 108 CFU/mL，腹腔注射健康试验鱼，每试验组的鱼各 10

尾，注射剂量为每尾 0.1 mL，对照组鱼同时注射无菌生理盐水，注射剂量同试验组。各组试验鱼分置于

不同水族箱中，在 26 - 28 "c下饲养。接种后观察鱼的发病死亡情况，并对死亡鱼及时剖检和致病菌的

再次分离和鉴定。

1. 4 药敏试验

采用纸片扩散法，在元菌操作下，将药敏纸片分别置于接种了菌株 3-1-3 的营养琼脂平板上，每种

药 2 个重复，28 "c培养 16 - 18 h ，根据药敏试验判断标准书，确定病原菌对不同药物的敏感程度。

1. 5 16S rRNA 基因序列测定与系统发育分析

1. 5.1 PCR 模板 DNA 制备

按照文献[3J所示方法提取细菌 DNA。

1. 5. 2 16S rRNA 序列扩增与测序

扩增 16S rRNA 基因所用引物(通用引物)由上海生工生物工程技术服务有限公司合成，其上、下游

引物序列分别为: 5' -AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3'和 5' -TACGGTT ACCTTGTT ACGACπ-3'0 PCR 反应

体系(50μL):lxPCR 缓冲液 5μL ， 2 mmoVL d NTPs 4μL ， 5 U/L 的 Tαq DNA 聚合酶 1μL ， O.l mmoVL 
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的引物各 1μL，模板 DNA 1μL ， dd H2 0 37μLo PCR 反应条件 :94 "c 5 min ;94 "c 1 min ,55 "c 1 min , 72 

"c 2 min ， 36 个循环 ;72 "c 10 mino 取 5μL 反应液在含 0.5μglL EB 的 1%琼脂糖凝胶上电泳，紫外灯

下观察结果。 PCR 扩增产物交由上海生工生物工程技术服务有限公司进行序列测定。

1. 5. 3 序列分析及系统发育树的构建

将菌株 3-1-3 的 16S rRNA 基因序列与从 GenBa此中己知核酸序列进行Blast 分析，调出与该序列

相关性较高的核酸序列，在 cluster X 完成序列比对，之后使用 Modeltest 软件得到序列替代模型 TrN +1 + G , 

模型参数为:不变位点比例 1 =0. 692 8 ，形状参数 G =0. 5990 ，碱基频率为 A = o. 241 1 , C = O. 228 9 、

G =0. 3305 ，并构建系统发育树。

胡琳琳，等:金鱼温和气单胞菌的分离鉴定及药敏试验3 期

人工感染试验

将分离到的菌株 3↓3 接种健康金鱼，感染后

6 h试验鱼表现为游动迟缓，腹部膨大，鳝基充血，呼

吸缓慢，接种后 12 h 内死亡率为 90% ，对照组未见

异常。剖解发现腮上有白色坏死灶，泄殖腔红肿、充

血，腹腔内有血性腹水，肝脏充血，肠道水肿元内容

物，充满了黄色黠液样物质，发病症状同自然感染金

鱼基本相似。从感染死亡鱼肝、鲍和腹水中分离到

与 3-1-3 形态与生理生化一致的细菌，表明 3-1-3 是

金鱼发病的病原菌。

形态特征

菌株 3-1-3 为革兰氏阴性杆菌，菌体呈短杆状，

长 0.5 -1. 0 μm，两端钝圆，极生单鞭毛，无英膜，元

芽子包;在普通营养琼脂平板上于 28 "c培养 24 h ，菌落呈圆形，边缘整齐，表面光滑、温润，元水溶性色素;

在 TCBS 平板上生长缓慢，菌落小;在羊血平板上呈。型溶血。

生理生化特征

菌株 3-1-3 为发酵葡萄糖产酸不产气，具有运动性的 G-杆菌，元色素，不发光。其主要生理生化特

征见表 10

结果2 

2.1 

图 l 菌株 3-1-3 的电镜照片(14000 x) 

Fig. 1 Electron micrograph of strain 3-1-3 (14000 x ) 
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表 1 菌株 3-1-3 的生理生化特征

Biochemical and physiological characteristics of strain 3-1-3 

A sob旷 11 项目 菌株川
+ KCN 
+ 赖氨酸脱竣酶

+ 乌氨酸脱竣酶
d 苯丙氨酸脱氨酶

一 11 精氨酸双水解酶

果糖

水解腺素

乳糖
D-半乳糖

麦芽糖

硝酸盐还原

D-山梨醇

明胶液化

脂酶

I%NaCl 
对 0/129 敏感

+ 

+++ 

+++ 

+ 

+ 

项目

氧化酶
触酶

口~I跺
v-p 
葡萄糖产气
葡萄糖产酸

阿拉伯糖

甘露醇

煎糖

七叶灵

水杨背

纤维二糖

拘橡酸盐

肌醇

H2 S 产生
0% NaCl + + 

注+阳性阴性 d 种间不同反应;川引自参考文献[2J

+-,d+ 

d 

Tab.l 

菌株 3 田1-3

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
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2.4 药敏试验结果

用 20 种药物对菌株 3-1-3 进行药物抑菌试验，测量抑菌圈直径，计算平均值。将其对照"上海卫生

防疫站中国腹泻病控制上海试验研究中心"的药敏试验判断标准书，得到该菌株药敏试验结果见表 2 。

表 2 菌株 3-1-3 药敏试验结果

Tab.2 Drug sensitive test of strain 3-1-3 

药物 抑菌圈直径(mm) 敏感性 药物 抑菌圈直径(mm) 敏感性

庆大霉素 23 5 洛美沙星 15 M 

卡拉霉素 24 5 氧氟沙星 14 M 

妥布霉素 23 s 环丙沙星 18 M 

壮观霉素 26 5 青霉素 。 R 

氟派酸 27 5 四环素 8 R 

氯霉素 22 S 利福平 2 R 

菌必治 23 s 复方新诺明 。 R 

链霉素 12 M 杆菌肤 5 R 

新霉素 15 M 万古霉素 6 R 

红霉素 19 M 乙酷螺旋霉素 12 R 

注 :R 一耐药 M 一中间 s 一敏感

2.5 16S rRNA 基因序列和系统发育学分析

PCR 扩增出菌株 3-1-3 (表中为 EI0) 的 16S rRNA 片段长度约为 1 500 坤，测序结果表明该片段有

1 338 bp ，在 GenBa此中的登陆序号为 EU069415 0 3-1-3 与一气单胞菌属未命名物种 EF433549-

Aeromonas sp 及 AY987762-A. veronii bv. sobria 共享单倍型(序列相同) ，而且在系统发育分析中，3-1-3 嵌

套于以 A. veronii bv. sobria 为主形成的分支，该分支所包含的 DQ837028-A. jandaei ，极可能是序列提交中

物种识别的错误，因此可以推测我们本次扩增得到的病原菌最可能是温和气单胞菌 (A. veronii bv. 

sobria) 。

3 讨论

本研究从发病金鱼体内分离到一株 G-杆菌 3-1-3 ，通过人工接种试验证实为该病的病原菌。根据

该菌的形态学特征和生理生化特征初步鉴定为温和气单胞菌(Aeromonas sobriα) 0 结合该菌 16S rRNA 

基因序列在系统发育树中的位置并与 GenBank 数据库中温和气单胞菌的 16S rRNA 基因序列比较，两

者具最高的同源性(100%) ，从而在分子生物水平进一步鉴定该菌为温和气单胞菌。

温和气单胞菌广泛存在于淡水、土壤、污水和水生动物中，能引发罗非鱼、团头筋、斑点叉尾卸的出

血性败血症、日本鲤踊败血腹水病、异育银娜恪血性腹水病[4 -8J 。刘敏等[9J 报道了温和气单胞菌引起鲤

体表大面积的溃烂。叶雪平等[ω]报道了由温和气单胞菌引起的牛蛙体表出现点状溃殇斑等症状。该

菌在鳖类中能引起不同的病变，王永坤等川报道了温和气单胞菌引起的鳖红底板病、红脖子病。陈晓
风等[口]报道了鳖肝水肿病。孙佩芳等[13 J 报道了鳖腐皮病。此外，该菌亦可感染其他动物。刘金鹏

等[叫报道了黑天鹅感染温和气单胞菌发生急性败血症。潘秀文等[臼]从死亡野鸭中分离到温和气单胞

菌，毒力试验显示该菌对小白鼠毒力很强。从观赏金鱼体内分离到该致病菌尚属首次。

近年来，由该菌引起人类胃肠感染和肠道外感染的大量报道使得温和气单胞菌成为人类重要的病

原菌之一。除能引起感染性腹泻外，还可引起各种免疫力低下人群的肠道外感染，如创伤感染、胆管炎、

肺炎、脑膜炎、服毒性关节炎和败血症等[ 16J 。从腹泻病人肠道、术后感染及伤口中均有分离出该菌的报

道[17-19J 0 Yukio 等[却]报道一例由温和气单胞菌感染引发的人类致死事件，该菌导致患者体内各处血管

内产生大量气体。温和气单胞菌对人的致病机理研究国外有一些相关报道，主要是集中在腹泻方面。

该菌的主要致病因子是一种称为温和气单胞菌溶血素(A. sobria hemolysin , ASH) 的毒素。 DNA 序列分
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析( GenBank 登陆序号 AY157998 )显示 ASH 与另一种气单胞菌溶素(嗜水气单胞菌溶血素)同源。这

两种毒素在氨基酸水平上有 68.5% 的相似度 [21 J 。这类毒素对细胞的主要效应是形成孔洞，使质膜对

小离子如【，Cl-和 Ca2 + 的通透性增加，并引发一系列的细胞反应归2J 0 ASH 的主要靶细胞最有可能是

肠道上皮细胞，但是关于溶血素和上皮细胞相互作用的报道却很少。 Takahashi [23J 等报道 ASH 能活化

肠上皮细胞的 Ca2 + 依赖 Cl- 分泌途径，导致细胞内 Ca2 + 浓度上升，并打开 Ca2 + 依赖 Cl- 通道使 Cl 分泌

增加，引发腹泻。同时，Tanoue 等阳]亦报道了 ASH 在温和气单胞菌引发的腹泻中与肠上皮细胞 cAMP

依赖 Cl 分泌途径有关。目前该菌已引起人类医学的高度重视。

图 2 反映了目前气单胞菌属内主要气单胞菌种类系统发育关系，各种类均未形成单系分支，造成这

一模式的原因有以下几点: (1)暗示了气单胞菌分类还存在一定混乱，存在同物异名或者序列提交中错

误划分种类现象;(2) 第二种可能是单胞菌各种存在祖先多态性，在 16S rRNA 片段各个物种之间还存

在共享谱系; (3) 16S rRNA 片段在 mtDNA 基因中偏保守，导致该标记进化速率过慢，种间差异未得到体

现(除 A. shαrmanα 与其它种类差异超过 5%外，其余种类差异不到 3%) ，因此气单胞菌物种的鉴定，可

以进一步通过扩增其它进化速率更快的基因片段，提供更多系统发育信息来完成。
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Aeromonas sp EFl19840 
Aeromonas punctata. AY987760 
Aeromonas punctata. AY987759 

Aeromonas sp. AY987771 
Aeromonas sp. AY987767 

Aeromonas sp. AY987740 
Aeromonas hydrophil.AY987733 
Aeromonas sp. AY987738 
Aeromonas sp. AY987743 

Aeromonas punctata.AY987761 
Aeromonas punctata.X60409 
Aeromonas punctata.AM184293 

Aeromonas punctata.AY987776 
Aeromonas sp.AY837743 
Aeromonas enteropelog.X60415 
Aeromonas schuberti.AY987730 
Aeromonas enteropel.AY987726 

Aeromonas hydrophil.AY987739 
Aeromonas sp.GIST.W.EF428986 

Aeromonas sp.AY987752 
Aeromonas hydrophil.AY987735 
Aeromonas enteropel.AY987742 

Aeromonas punctata.AY987725 
Aeromonas punctata.X60408 
Aeromonas hydrophil.AY987736 

Aeromonas punctata.AY987723 
- Aeromonas sp.AY837741 

Aeromonas hydrophil.AY987741 
Aeromonas sp.AY837742 

Aeromonas sp.AY987769 
Aeromonas veronii.AY987746 
Aeromonas media.X60410 
Aeromonas sp.DQ837027 
Aeromonas media.AY987773 

Aeromonas hydrophil.AM184282 
Aeromonas hydrophil.AM184242 
Aeromonas hydrophila.X60404 
--- Aeromonas sp. AY987774 

Aeromonas hydrophil.AY686711 
Aeromonas sp.AY987770 

Aeromonas sp.AY987765 
Aeromonas media.AY987747 

AY987745 
Aeromonas jandaei.X60413 
Aeromonas veronii.AY987744 
Aeromonas sp.DQ837032 
-- Aeromonas sp. AY987775 
Aeromonas bestiarum.AY987749 

Aeromonas schubertii.X60416 
DQ817746 
Aeromonas sp.EF015473 

Aeromonas veronii.AY987778 
Aeromonas veronii.AY987724 

Aeromonas sp.DQ837031 
Aeromonas veronii.X60414 

Aeromonas jandaei.DQ837028 
-- Aeromonas veronii.AB211226 
E10 
Aeromonas veronii.AY987762 
Aeromonas sp.DQ837029 

Aeromonas veronii.EF428988 
Aeromonas allosacchar.S39232 

Aeromonas.X60417 
Aeromonas sobria.X60412 

Aeromonas salmonici.AM296506 
Aeromonas salmonici.AM296505 
Aeromonas bestiarum.AY987756 

Aeromonas bestiarum.X60406 
Aeromonas salmonici.AM296510 
Aeromonas bestiarum.AY987757 

Aeromonas molluscor.AY987772 
Aeromonas encheleia.A]458409 

Aeromonas eucrenophil.X60411 
Aeromonas eucrenophil.X74675 

Aeromonas eucrenoph.A]458411 
Aeromonas hydrophil.EF077527 

Aeromonas sp.A]458402 
Aeromonas encheleia.A]458408 

- Aeromonas popoffii.AY987777 
Aeromonas sp.665N.DQ504430 

Aeromonas sharma口a.DQ013306

图 2 气单胞菌属各种间 16S rRNA 序列似然 ML 树，模型 :TrN + 1 + G 
Fig.2 ML tree based on 16S rRNA sequence of Aeromonas , model: TrN + 1 + G 
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