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　　摘要：广西壮族自治区柳州市某黄颡鱼养殖场２次出现暴发性疾病，分别从患病黄颡鱼的肝、肾、脾组织中单一分
离到２株革兰氏阴性杆菌。通过生化特性测定和１６ＳｒＤＮＡ序列分析可知，２株细菌均为类志贺邻单胞菌，但参照药
敏试验结果用药，病情未得到有效控制，人工感染试验也未见黄颡鱼发病。笔者认为非细菌性病原体可能会导致疾病

暴发，进而引起类志贺邻单胞菌继发感染。本研究首次报道了非致病性类志贺邻单胞菌感染患病黄颡鱼的现象，在黄

颡鱼的养殖过程中若出现此类病征，应及时按照非细菌性疾病处理，以免延误病情。
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　　黄颡鱼别称黄腊丁、黄嘎等，隶属于鲶形目
!

科黄颡鱼

属，以肉质鲜嫩、生长周期短、经济效益高、适温性广、营养价

值高等特点倍受养殖户青睐［１］。但随着养殖规模的扩大和

养殖密度的提高，黄颡鱼细菌性疾病和非细菌性疾病的暴发

也越来越频繁。细菌性疾病的主要致病菌为迟钝爱德华氏

菌［２］、嗜水气单胞菌［３］等，非细菌性疾病的病原体主要为病

毒、寄生虫等［４］。类志贺邻单胞菌（Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓ）
在水产养殖中会感染斑点叉尾 ［５］、温泉鱼［６］、异育银鲫［７］

等鱼类，但尚未发现其感染黄颡鱼的报道。２０１２年８月、１１
月，广西壮族自治区柳州市某黄颡鱼养殖场２次出现暴发性
疾病，笔者分别从患病黄颡鱼的肝、肾、脾组织中单一分离到

２株非致病性类志贺邻单胞菌。本研究首次报道了非致病性
类志贺邻单胞菌感染黄颡鱼的现象，黄颡鱼养殖生产中若出

现相同病征，应及时按照非细菌性疾病处理，以免延误病情。

１　材料与方法

１．１　试验材料
发病黄颡鱼样本分别于２０１２年８月、１１月采自柳州市

某黄颡鱼养殖场；血平板购自广东环凯微生物科技有限公司；

ＢＨＩ培养基、革兰氏阴性杆菌药敏试剂盒购自浙江杭州天和
微生物试剂有限公司；预混ＤＮＡ聚合酶购自北京康为世纪生
物科技有限公司；ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ购自宝生物工程有限公
司（ＴａＫａＲａ）；胶回收试剂盒和质粒提取试剂盒购自天根生化
（北京）有限公司。

１．２　病原菌的分离与培养
无菌采取患病黄颡鱼的肝、肾、脾组织，划线接种于血平

板上，３０℃恒温培养２４ｈ，取单菌落进行纯培养。２０１２年８
月、１１月采取到２株细菌，分别命名为ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９。
１．３　形态学观察

将菌株接种于血平板上，３０℃培养２４ｈ，观察溶血情况
及菌落形态。挑取菌体，经革兰氏染色后于显微镜下观察菌

体形态。

１．４　生化特性测定
参照文献［８］的方法进行相应的生理生化指标测定。

１．５　１６ＳｒＤＮＡ序列分析
以２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和１４９２Ｒ

（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）为引物［９］，采用 ３０℃
培养２４ｈ后的菌液作为ＰＣＲ模板，对分离菌的１６ＳｒＤＮＡ进
行扩增。反应体系（５０μＬ）：２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ２５μＬ，
１０μｍｏｌ／Ｌ引物各２μＬ，模板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１９μＬ。反应程序：
９４℃ 预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火３０ｓ，７２℃延伸
２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃稳定１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．０％琼脂
糖凝胶电泳后，采用胶回收试剂盒进行胶回收，回收产物通过

ｐＭＤ１８－ＴＶｅｃｔｏｒ进行 ＴＡ克隆后转化到 ＪＭ１０９大肠杆菌感
受态细胞中，之后涂布于含有５０μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ固
体培养基上，于３７℃下培养１２ｈ。所得阳性克隆采用质粒提
取试剂盒进行质粒提取后，送至上海英俊生物技术有限公司

进行测序。将测序结果提交至 ＧｅｎＢａｎｋ数据库进行 ＢＬＡＳＴ
分析，采用ＭＥＧＡ５软件构建系统发育树［１０］。

１．６　药物敏感试验
使用革兰氏阴性杆菌药敏试剂盒，按常规纸片法进行药

敏试验，并按照说明书给出的标准判定菌株对药物的敏感度。

１．７　人工感染试验
将２个分离菌株分别接种到 ＢＨＩ培养基中，３０℃培养

２４ｈ后按常规方法计数，并均稀释为 ４亿 ＣＦＵ／ｍＬ。选取
３０ｇ／尾的健康黄颡鱼４５尾，随机分为３组，每组１５尾。第１
组，腹腔注射ｈｓ０８２３ＢＨＩ培养物０．１ｍＬ／尾；第２组，腹腔注
射ｈｓ１１０９ＢＨＩ培养物０．１ｍＬ／尾；第３组，腹腔注射无菌 ＢＨＩ
培养基０．１ｍＬ／尾。水温２５℃隔离饲养，连续观察７ｄ。

—９９１—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第９期



２　结果与分析

２．１　发病黄颡鱼症状
发病黄颡鱼主要症状为：闭口不食、运动失调、头顶出血

（图１－Ａ）、肛门红肿（图１－Ｂ）、腹部肿大（图１－Ｃ）。

２．２　菌株形态
ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９形态特征一致，该菌株在血平板上生长，

呈γ溶血、圆润、灰白色、光滑、边缘整齐的菌落，培养２４ｈ后
直径２～３ｍｍ。革兰氏染色阴性，短杆菌，菌体两端钝圆，单
个或者成对排列。

２．３　生化特性测定
ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９的生理生化特性测定结果均与类志贺邻

单胞菌参考菌株［８］一致（表１），初步鉴定 ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９为
类志贺邻单胞菌。

２．４　１６ＳｒＤＮＡ序列分析
以２７Ｆ、１４９２Ｒ为引物，菌株 ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９的１６ＳｒＤＮＡ

序列ＰＣＲ扩增产物测序结果均为１４１７ｂｐ，已登陆ＧｅｎＢａｎｋ，
登录号分别为 ＫＣ６６３６４５和 ＫＣ６６３６４６。ＢＬＡＳＴ分析结果显
示，ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９的 １６ＳｒＤＮＡ序列与类志贺邻单胞菌的
１６ＳｒＤＮＡ序列同源性 ＞９９％。系统发育树表明，ｈｓ０８２３、
ｈｓ１１０９与肠杆菌科（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ）邻单胞菌属（Ｐｌｅｓｉ
ｏｍｏｎａｓ）类志贺邻单胞菌聚为一类（图２）。通过生化特性测
定和１６ＳｒＤＮＡ序列分析可知，ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９为类志贺邻单
胞菌。

表１　ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９和类志贺邻单胞菌参考菌株生理生化特性

测定项目
测定结果

ｈｓ０８２３ ｈｓ１１０９ 类志贺邻单胞菌

运动性 ＋ ＋ ＋
氧化酶 ＋ ＋ ＋
吲哚产生 ＋ ＋ ＋

赖氨酸脱羧酶 ＋ ＋ ＋
鸟氨酸脱羧酶 ＋ ＋ ＋
精氨酸双水解酶 ＋ ＋ ＋

葡萄糖 ＋ ＋ ＋
海藻糖 ＋ ＋ ＋
麦芽糖 ＋ ＋ ＋
乳糖 － － －

阿拉伯糖 － － －
甘露醇 － － －
尿素 － － －
七叶苷 － － －
ＶＰ试验 － － －

２．５　药物敏感试验
药物敏感试验结果（表２）显示，ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９对头孢类

药物表现出很强的敏感性，而对氨苄西林等药物表现出不同

程度的中介或耐药性。因此，头孢类药物是治疗该菌疾病的
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表２　ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９的药物敏感试验结果

药物名称
药物浓度

（μｇ／片）

ｈｓ０８２３ ｈｓ１１０９

抑菌直径

（ｍｍ） 敏感性
抑菌直径

（ｍｍ） 敏感性

头孢唑啉 ３０ １９ 敏感 ２５ 敏感

头孢噻吩 ３０ ２１ 敏感 ２６ 敏感

头孢呋辛 ３０ ２２ 敏感 ３０ 敏感

头孢哌酮 ７５ ２４ 敏感 ３０ 敏感

头孢噻亏 ３０ ２９ 敏感 ３３ 敏感

头孢曲松 ３０ ３１ 敏感 ３４ 敏感

头孢吡肟 ３０ ２５ 敏感 ２６ 敏感

头孢他啶 ３０ ２７ 敏感 ２６ 敏感

头孢西叮 ３０ ２５ 敏感 ２５ 敏感

氨曲南 ３０ ３０ 敏感 ３４ 敏感

氨苄西林 １０ １４ 中介 １１ 耐药

氧氟沙星 ５ １５ 中介 １３ 中介

链霉素 １０ １３ 中介 １０ 耐药

妥布霉素 １０ １４ 中介 １１ 耐药

卡那霉素 ３０ １３ 耐药 １２ 耐药

哌拉西啉 １００ ２０ 中介 ２０ 中介

麦迪霉素 ３０ １５ 中介 １７ 中介

首选。但使用头孢类药物后，病情并未得到有效控制。

２．６　人工感染试验
人工感染７ｄ后，各组黄颡鱼均未出现死亡现象，而且鱼

体无病征。将攻毒后未死黄颡鱼的肝、脾、肾组织划线接种于

血平板上，３０℃下恒温培养２４ｈ，无任何菌落检出。这与自
然条件下，ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９富集在患病黄颡鱼的肝、肾、脾组织
中不符。

３　结论与讨论

类志贺邻单胞菌为邻单胞菌属中的唯一种，曾在黄颡鱼

肠道内被检出［１１］，但尚未见感染黄颡鱼其他组织被检出的报

道。本研究在患病黄颡鱼的肝、肾、脾组织中单一分离到类志

贺邻单胞菌，首次报道了类志贺邻单胞菌感染黄颡鱼的现象。

朱越雄等曾报道，在患病的中华绒螯蟹组织中分离到非

致病性类志贺邻单胞菌，但其同时分离到３株嗜水气单胞菌，
并确认为致病菌株［１２］。而本研究是单一性地分离到类志贺

邻单胞菌，没有分离到其他细菌，因此没有其他致病菌共同感

染。参照药敏试验结果用药，病情并未得到有效控制。人工

感染试验也未见黄颡鱼发病，而且攻毒７ｄ后，肝、肾、脾组织
中没有类志贺邻单胞菌检出，与自然条件下 ｈｓ０８２３、ｈｓ１１０９
富集在患病黄颡鱼的肝、肾、脾组织中不符。由此推测，类志

贺邻单胞菌感染并不是引起黄颡鱼暴发性疾病的真正原因。

本研究中黄颡鱼的发病症状和近年来频发的黄颡鱼细菌

性“红头病”［２］和“腹水病”［３］以及非细菌性“裂头病”［４］的发

病症状相似。其中“红头病”典型病原菌是爱德华氏菌，而

“腹水病”典型病原菌是嗜水气单胞菌，在２次患病黄颡鱼病
原菌分离中，没有发现这２种致病菌，除类志贺邻单胞菌外也
没有分离出其他细菌。非细菌性“裂头病”的病原体为病毒、

支原体、衣原体等，能引起黄颡鱼头顶穿孔、腹部膨大、肛门充

血等症状。综合以上分析及试验结果推测，类志贺邻单胞菌

自身并不能感染黄颡鱼，本研究中暴发性疾病很可能是由非

细菌性病原体引起黄颡鱼暴发“裂头病”，鱼体患病后，抵抗

力降低，从而引起类志贺邻单胞菌的继发性感染。

非致病性类志贺邻单胞菌的检出对黄颡鱼疾病治疗方法

的选用很具有迷惑性。若针对该菌采用细菌性疾病的诊治方

法，不但不能有效控制疾病暴发，而且还会延误病情，给养殖

户带来更大的经济损失。因此，黄颡鱼养殖中若出现相同病

征，应及时采用非细菌性“裂头病”的治疗方法，合理有效地

控制病情。

虽然本研究中类志贺邻单胞菌不是黄颡鱼的致病菌，但

该菌是一种重要的人畜共患病病原菌，可引起人类急性感染

性腹泻［１３］。因此，在黄颡鱼养殖过程中应加强对该菌的防控

力度。若发现养殖鱼感染类志贺邻单胞菌，无论是否致病，都

应妥善处理，绝不可进入销售市场。
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