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　　摘要：以市售鲫鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）为研究对象，从鳃中分离获得一株细菌，编号为 Ｅｔ－１，通过细菌形态学观
察、理化特征鉴定、１６ＳｒＤＮＡ克隆测序及系统发育进化树构建等方法进行系统鉴定，结果表明Ｅｔ－１菌株为革兰阴性
杆菌，进一步ＰＣＲ扩增Ｅｔ－１菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列为１５０８ｂｐ；系统进化树分析表明，Ｅｔ－１菌株与迟钝爱德华氏菌
（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ）亲缘关系最近，自然聚为一支，序列同源性达９８．７％～１００％，最终确定Ｅｔ－１为迟钝爱德华氏菌。
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　　鲫鱼（Ｃａｒａｓｓｉｕｓａｕｒａｔｕｓ）是一种杂食性鱼类，也是水产养
殖的优质鱼类。细菌性疾病是造成鲫鱼生产乃至水产业严重

损失的重要疾病之一［１］。爱德华氏菌属（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ）细菌
常引起鱼类的败血症，主要包括迟钝爱德华氏菌（Ｅ．ｔａｒｄａ）、
爱德华氏菌（Ｅ．ｉｃｔａｌｕｒｉ）和保科爱德华氏菌（Ｅ．ｈｏｓｈｉ

ｎａｅ）［２］。邓先余等从患红头病的黄颡鱼（Ｐｅｌｔｅｏｂａｇｒｕｓｆｕｌ
ｖｉｄｒａｃｏ）、患腹水病的牙鲆（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓｏｌｉｖａｃｅｕｓ）体内分离获
得了迟钝爱德华氏菌病原菌［３－４］。迟钝爱德华氏菌是爱德华

氏菌属的模式种，宿主十分广泛，是感染淡水鱼和海水鱼的主

要病原菌之一。此外，迟钝爱德华氏菌是爱德华菌属中唯一

的人畜共患病病原菌［５］。

近几年来，鱼类微生态学成为了国内外学者研究的热点

之一，尤其在鱼类肠道细菌研究方面取得了一定的进展［６－７］。

但是，目前关于鱼类鳃中细菌分布的研究还不够深入，国内外

文献鲜有报道［５，８］。最近，陈强等采用１６ＳｒＤＮＡ测序等方法
对欧洲鳗（Ａｎｇｕｉｌｌａａｎｇｕｉｌｌａ）迟钝爱德华氏菌进行了分子鉴
定，在ＧｅｎＢａｎｋ上经序列比对发现同源率达９９％［９］。本试验

对鱼类鳃中迟钝爱德华氏菌进行了形态特征观察、１６ＳｒＤＮＡ
测序等系统鉴定，不仅为鱼类鳃中细菌的组成与功能研究提

供了科学参考，而且为鱼病防治等奠定了基础。

１　材料与方法

１．１　材料
鲫鱼（０．２～０．３ｋｇ）购自徐州市某菜市场，迅速带回实验

室备用。ＬＢ培养基、ＳＳ琼脂培养基、细菌微量生化鉴定管及
三糖铁（ＴＳＩ）培养基等购自杭州微生物试剂有限公司。细菌
基因组提取试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒、ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ等购
自上海生工生物工程公司，ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ试剂盒购自
ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　细菌分离、形态观察与生化试验　参照胡秀彩等的方
法［７］进行，将纯化细菌分别接种于１９种微量发酵管中，２９℃
培养２４～４８ｈ，观察细菌的生理生化反应。
１．２．２　细菌总ＤＮＡ提取、１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增及系统发育树
分析　采用细菌基因组提取试剂盒提取细菌总ＤＮＡ，琼脂糖
凝胶电泳检测后保存于 －２０℃备用。ＰＣＲ扩增反应体系
（２５μＬ）：ＤＮＡ模版１μＬ，上游引物（２７Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴ
ＧＧＣＴＣＡ）１μＬ，下游引物（１４９２Ｒ：ＧＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧ
ＧＣＴＣＡＧ）１μＬ，ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，双蒸水９．５μＬ。ＰＣＲ循
环参数：９４℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，
７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。琼
脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ结果，ＰＣＲ产物切胶回收连接
ｐＭＤ１８－Ｔ载体，转化大肠埃希菌ＤＨ５α筛选阳性克隆，送上
海生工生物工程有限公司测序。将１６ＳｒＤＮＡ序列通过ＮＣＢＩ
的Ｂｌａｓｔ检索系统进行序列同源性分析，使用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进
行多序列比对，采用ＭＥＧＡ４软件邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构
建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　分离菌形态及培养特征
从鲫鱼鳃中分离纯化获得１株细菌，暂时编号为 Ｅｔ－１，
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革兰氏染色镜检为革兰阴性小杆菌，单个或成对排列；Ｅｔ－１
菌株接种于ＳＳ培养基平板２９℃培养２４ｈ，多数菌落中心呈
黑色且光滑、透明、湿润，为圆形，直径约有 １．５～２．０ｍｍ；
Ｅｔ－１菌株在ＴＳＩ培养基斜面呈红色，下部呈黑色。
２．２　主要理化特性

细菌生理生化试验结果表明，Ｅｔ－１菌株能利用葡萄糖
产酸产气，ＭＲ试验、半固体试验和硫化氢试验呈阳性，氧化
酶试验、ＶＰ试验、吲哚试验呈阴性，以上结果基本符合爱德华
氏菌属的特征，初步确定Ｅｔ－１菌株为爱德华氏菌属细菌。
２．３　１６ＳｒＤＮＡ克隆及测序结果

以细菌基因组ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增 Ｅｔ－１菌株的１６Ｓ
ｒＤＮＡ序列，电泳检测发现约在１５００ｂｐ处有明显目的条带
（图１）；进一步对１６ＳｒＤＮＡ测序，结果表明目的片段大小为
１５０８ｂｐ。

２．４　系统发育进化树分析
采用Ｂｌａｓｔ程序对Ｅｔ－１菌株１６ＳｒＤＮＡ序列进行同源性

检索，结果表明Ｅｔ－１菌株与迟钝爱德华氏菌１６ＳｒＤＮＡ序列
同源性在９８．７％ ～１００％之间，因此最终确定 Ｅｔ－１菌株为
Ｅ．ｔａｒｄａ。选取８个遗传距离较近的参比菌株，构建Ｅｔ－１的
系统发育进化树，结果显示 Ｅｔ－１与 Ｅ．ｔａｒｄａ（ＡＢ０５０８２９）参
比株的亲缘关系最近，自然聚为一支（图２）。

３　讨论

爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ）常能从冷血动物或者其他环
境特别是淡水中分离到，对鱼类有致病性，对人类是一种条件

致病菌［２，５］。最近，国内学者相继从患腹水病的牙鲆（Ｐ．ｏｌｉ
ｖａｃｅｕｓ）等体内分离到迟钝爱德华氏菌［３－４］。邓先余等从黄颡

鱼中分离到２株细菌，试验发现其生理生化特性与迟钝爱德
华氏菌（Ｅ．ｔａｒｄａ）非常相似，最后经１６ＳｒＤＮＡ测序，确定为
迟钝爱德华氏菌［３］。邓显文等从发病斑点叉尾 （Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ

Ｐｕｎｃｔａｔｕｓ）皮肤等组织中分离到４株细菌，其中１株为迟钝爱
德华氏菌（Ｅ．ｔａｒｄａ），３株为 爱德华氏菌（Ｅ．ｉｃｔａｌｕｒｉ）［１０］。
Ｌｉｎｇ等［１１］报道通过绿色荧光蛋白标记迟钝爱德华氏菌，发现

致病性迟钝爱德华氏菌存在于鳃、体表和胃肠道等部位，但非

致病性迟钝爱德华氏菌只在胃肠道中检测到，并且在一个周

期（即７ｄ）后组织中细菌数量将呈下降趋势，因此推测鳃和体
表是致病菌进入宿主体内的特有途径。本试验从市售鲫鱼鳃

中分离到细菌Ｅｔ－１，通过细菌形态学、生理生化试验和细菌
１６ＳｒＤＮＡ分子鉴定，最终确定Ｅｔ－１菌株为迟钝爱德华氏菌
（Ｅ．ｔａｒｄａ），但它能否通过鳃侵入引起健康鲫鱼临床发病，有
待深入研究。

鳃既是鱼类的呼吸器官，也是鱼类的重要排泄器官，表面

积大、细菌较易聚集，是良好的细菌繁殖基地。因此，研究鱼

鳃细菌菌群对了解其生理生态功能和鱼类健康有重要作用。

近年来，国内外相关报道主要集中在鱼类病原分离、病理诊断

及防治等方面，而有关鱼鳃中细菌生态学的研究报道较

少［５，８］。本试验从市售鲫鱼鳃中分离到迟钝爱德华氏菌，但

是并没有引起鲫鱼明显病变，说明该菌很可能为条件致病菌，

值得进一步研究。本研究对探讨鱼类水产品食用安全性及在

水产养殖过程中防治疾病等具有一定意义。
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