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　　摘要：２０１２年５月江苏连云港某育苗场日本对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）蚤状幼体发生群体死亡，自幼体中分离到优
势菌株ＸＳ－１。对菌株ＸＳ－１进行了形态特征、理化特性等表观生物学特性检验，并进行了１６ＳｒＲＮＡ基因的同源性
检索与系统发育学分析。结果表明菌株ＸＳ－１具有假交替单胞菌属的特征，在系统发育树中与 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｌｉ
ｐｏｌｙｔｉｃａ聚为一个分支，自举值达１００％。毒力试验表明，该菌对日本对虾蚤状幼体和仔虾的半数致死量（ＬＤ５０）分别为

１．３×１０６ＣＦＵ／ｍＬ和２．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。综合菌株ＸＳ－１的形态特征、理化特性及１６ＳｒＲＮＡ基因的同源性检索与系
统发育学分析，鉴定ＸＳ－１为Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ，且对日本对虾蚤状幼体及仔虾均具有毒力。药敏试验表明，该菌对阿奇霉
素、环丙氟哌酸、头孢曲松、复方新诺明等１１种药物敏感（Ｓ），对卡那霉素、苯唑青霉素、新生霉素耐药。
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　　假交替单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ）是 Ｇａｕｔｈｉｅｒ等根据
１６ＳｒＲＮＡ序列建立起来的有别于假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）
和交替单胞菌属（Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ）的新属［１］，已经鉴定到种的有

南极洲假交替单胞菌（Ｐ．ａｎｔａｒｃｔｉｃａ）、柠檬假交替单胞菌
（Ｐ．ｃｉｔｒｅａ）、杀鱼假交替单胞菌（Ｐ．ｐｉｓｃｉｃｉｄａ）和河豚毒素假交
替单胞菌（Ｐ．ｔｅｔｒａｏｄｏｎｉｓ）等３０多种，国外学者已分离鉴定出
了多株假交替单胞菌［２－６］。该菌广泛分布于海洋中，能产生

毒素、胞外多糖、胞外酶和病毒活性物质等与其致病性有关的

多种物质，是一类条件致病菌。假交替单胞菌可引发皱纹盘

鲍溃烂病、大黄鱼体表溃烂病、中华绒螯蟹颤抖病等［７］。王

印庚等报道，该菌可引起养殖刺参（Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）暴
发腐皮综合征［８］；孟国庆等报道，假交替单胞菌可引起养殖

刺参发生溃疡病［９］；张春云［１０］、谢建军［１１］、方波［１２］报道，假交

替单胞菌属细菌Ｐ．ｎｉｇｒｉｆａｃｉｅｎｓ可引发刺参腐皮综合征；孙素
凤报道，假交替单胞菌是刺参苗期幼体“烂胃病”３株主要致
病菌之一［１３］；乔迁等报道，假交替单胞菌可引起七带石斑

（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｓｅｐｔｅｍｆａｓｃｉａｔｕｓ）鳞片脱落、皮肤发黄溃烂，直至死
亡［１４］；闫咏等和陈丽等报道，假交替单胞菌可引起条斑紫菜

（Ｐｏｒｐｈｙｒａｅｙｅｚｏｅｎｓｉｓ）发生绿斑病［１５－１６］。２０１２年４—６月，江
苏省连云港市某对虾育苗场的日本对虾（Ｐ．ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）蚤状
幼体出现群体性死亡，幼体主要表现为行动迟缓、上浮、摄食

减少。从发病幼体养殖用水中分离到优势菌株（编号为ＸＳ－
１），该菌对日本对虾蚤状幼体及仔虾均具有毒力，通过形态
特征、理化特性及１６ＳｒＲＮＡ基因的同源性检索与系统发育
学分析，初步鉴定该菌为假交替单胞菌属的Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ。

１　材料与方法

１．１　发病幼体
患病日本对虾蚤状幼体取自江苏省连云港市某对虾育苗

场，症状为摄食减少、反应迟缓、部分上浮水面，部分幼体可见

体色发红或发白、刚毛断裂、附肢不健全。试验用健康日本对

虾蚤状幼体及仔虾均取自另一对虾育苗场。试验期间，每日

以人工饵料喂食１次，养殖用水为曝气３ｄ的海水，ｐＨ值为
７．２，水温（２２±２．５）℃。
１．２　病原菌的分离与纯化

将患病蚤状幼体养殖用水涂布于２２１６Ｅ、普通琼脂平板
培养基上，２８℃培养１８ｈ，挑取优势菌落划线接种于２２１６Ｅ、
普通琼脂平板上，２８℃培养２４ｈ，选取形态一致的菌落进行
纯化培养后，置于甘油管－４０℃保存备用。
１．３　病原菌人工感染试验

将纯化的优势菌（ＸＳ－１）２８℃培养２４ｈ，用０．８５％无菌
生理盐水调制成浓度为４×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液，并用１０倍
系列法稀释菌悬液至浓度为４×１０７、４×１０６、４×１０５、４×１０４

ＣＦＵ／ｍＬ。浸浴感染：选用暂养３ｄ的健康日本对虾蚤状幼体
及仔虾。每试验组分别放入来自同一养殖池的大小、日龄及

活力状况基本一致的蚤状幼体及仔虾各３０尾，同时设立无菌
营养肉汤作对照。每２ｈ观察并记录蚤状幼体及仔虾的死亡
情况，计算分离菌对蚤状幼体及仔虾的半数致死量

ＬＤ５０值
［１７］。

１．４　病原菌的鉴定
将分离纯化的细菌划线接种于 ２２１６Ｅ平板培养基上，

２８℃ 培养１８ｈ后观察菌落特征，同时进行革兰氏染色观察。
参照《常见细菌系统鉴定手册》［１８］和《ＢｅｒｇｅｙｓＭａｎｕａｌｏｆ
ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｖｅＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ》［１９］进行菌株的生理生化特征试验。
１．５　１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定与系统发育学分析

全基因组ＤＮＡ制备：将供试纯培养细菌接种于营养肉汤
中２８℃过夜培养。取２ｍＬ菌悬液按细菌基因组 ＤＮＡ提取
试剂盒（上海赛百盛生物工程有限公司）说明书规定的方法
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提取ＤＮＡ作为ＰＣＲ模板，－２０℃保存备用。１６ＳｒＲＮＡ基因
序列的ＰＣＲ扩增与测序：１６ＳｒＲＮＡ基因 ＰＣＲ扩增的２个引
物分别为 ２７Ｆ（正向引物）：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣ（Ｃ／Ａ）ＴＧ
ＧＣＴＣＡＧ－３′（对应于Ｅ．ｃｏｌｉ１６ＳｒＲＮＡ基因的第８～２７个碱
基位置）；１４９２Ｒ（反向引物）：５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ
－３′（对应于 Ｅ．ｃｏｌｉ１６ＳｒＲＮＡ基因的第１４９２～１５１０个碱基
位置）［２０］。２０μＬ反应体系中含有：无菌蒸馏水 １４．４μＬ，
１０×ＰＣＲ缓冲液２μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．６μＬ，１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ混合物 ０．４μＬ，１０μｍｏｌ／Ｌ引物各 ０．２μＬ，５Ｕ／μＬ
ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．２μＬ，模板 ＤＮＡ２μＬ。ＰＣＲ反应条件为：
９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延
伸２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃温育６ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖电
泳确定特异条带后，由上海生物工程技术公司进行基因序列

测定。

系统发育树的构建：对分离菌的１６ＳｒＲＮＡ基因序列通
过ＮＣＢＩ的 Ｂｌａｓｔ检索系统（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／
Ｂｌａｓｔ／）进行序列同源性分析，并使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０软件与从
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中获得的序列相似性较高的菌株的序列进行
多序列比对（ｍｕｌｔｉｐｌｅａｌｉｇｎｍｅｎｔｓ），并对 １６ＳｒＲＮＡ基因采用

ＭＥＧＡ４（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＥＧＡ）软件
构建系统发生树，采用邻接（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）建树方
法，并通过Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法（１０００次重复）检验。
１．６　病原菌药物敏感性测定

取供试分离菌，移接于普通营养肉汤管２８℃培养１８ｈ
后，分别以无菌棉拭子蘸取菌液均匀涂布接种于直径为

９０ｍｍ的２２１６Ｅ培养基平板，待自然干燥后平贴各药敏纸
片，每个平板均匀分布贴６张，２８℃下培养２４ｈ后观察并记
录结果，以抑菌圈直径大小作为敏感与耐药的判定指标［２１］。

２　结果与分析

２．１　病原菌的分离和人工感染试验
由表１可知，浸浴感染蚤状幼体及仔虾死亡前游动迟缓，

对外界刺激反应慢或无反应，外观见体色发暗，虾体较混浊。

高浓度组死亡率较高，死亡速度较快；低浓度组陆续发病死

亡；对照组蚤状幼体在４８ｈ、仔虾在７ｄ观察期内均正常。分
离菌对蚤状幼体及仔虾的半致死量分别为１．３×１０６ＣＦＵ／ｍＬ
和２．０×１０６ＣＦＵ／ｍＬ。证明分离菌对蚤状幼体及仔虾具有
毒性。

表１　分离菌（ＸＳ－１）的毒性

菌液浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
３０尾蚤状幼体死亡数（尾）

２ｈ ４ｈ ６ｈ １２ｈ １８ｈ ２４ｈ ４８ｈ 合计

死亡率

（％）

４×１０８ ５ ８ １３ ４ ０ ０ ０ ３０ １００
４×１０７ ３ ４ ８ ５ ６ ４ ０ ３０ １００
４×１０６ ０ ２ ３ ４ ６ ２ １ ２１ ７０
４×１０５ ０ ０ ０ １ ３ ２ ０ ９ ３０
４×１０４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

菌液浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
３０尾仔虾死亡数（尾）

２ｈ ４ｈ ６ｈ １２ｈ １８ｈ ２４ｈ ４８ｈ 合计

死亡率

（％）

４×１０８ ０ ２ １０ １２ ６ ０ ０ ３０ １００
４×１０７ ０ １ ６ １０ １２ １ ０ ３０ １００
４×１０６ ０ １ ４ ８ ４ ４ ０ １８ ６０
４×１０５ ０ ０ １ ４ ２ ２ ０ ６ ２０
４×１０４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
０（对照） ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

２．２　病原菌菌落形态特征及理化特性
病原菌在Ｚｏｂｅｌｌ２２１６Ｅ海水营养琼脂平板上表现为圆形

光滑、边缘整齐、中央隆起、不透明、灰白色、表面较湿，培养

２４ｈ观察直径多在１ｍｍ左右。革兰氏染色结果显示，被检
细菌为革兰氏阴性、杆状、散在或成双排列、细菌大小多在

（０．５～０．８）μｍ×（１．０～２．０）μｍ；在普通营养肉汤中２８℃

培养２４ｈ，病原菌呈均匀浑浊生长，有絮状菌体沉淀，有很轻
微的菌环，摇动后易脱落消散，生长需Ｎａ＋和Ｏ２，低于４℃或
高于４２℃不生长。分离菌ＸＳ－１对氧化酶、接触酶、酪蛋白
酶、ＤＡＮ酶、淀粉酶、明胶酶呈阳性；能够利用葡萄糖、麦芽
糖、谷氨酸盐、葡萄糖铵，还原硝酸盐，其理化特性与 Ｐ．ｌｉｐｏ
ｌｙｔｉｃａ最为接近（表２）。

表２　分离菌ＸＳ－１与假交替单胞菌属部分种的生理生化特征比较

特性 分离菌ＸＳ－１ Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ［２２］
假交替单胞菌Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．

Ｐ．ａｕｒａｎｔｉａ Ｐ．ｃｉｔｒｅａ Ｐ．ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓＰ．ｌｕｔｅｏｖｉｏｌａｃｅａ Ｐ．ｐｉｓｃｉｃｉｄａ Ｐ．ｐｒｙｄｚｅｎｓｉｓ
形态 杆状 杆状 杆状 杆状 杆状 杆状 杆状 杆状

革兰氏染色 － － － － － － － －
氧化酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
酪蛋白酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
Ｖ－Ｐ ＋ ＋ － － ＮＤ ＮＤ － －
动力 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
赖氨酸脱羧酶 － － － － ＮＤ ｄ ＮＤ ＮＤ
木糖 － － － － ＮＤ － － ＮＤ
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　续表１

特性
分离菌

ＸＳ－１ Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ［２２］
假交替单胞菌Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｓｐ．

Ｐ．ａｕｒａｎｔｉａ Ｐ．ｃｉｔｒｅａ Ｐ．ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓＰ．ｌｕｔｅｏｖｉｏｌａｃｅａ Ｐ．ｐｉｓｃｉｃｉｄａ Ｐ．ｐｒｙｄｚｅｎｓｉｓ
鸟氨酸脱酸酶 － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
氰化钾生长 － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
甘露糖 － － － ＮＤ ＮＤ － ＮＤ ＋
半乳糖 － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ －
甘露醇 － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ － － －
硝酸盐还原 ＋ ＋ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
丙二酸盐 － ＮＤ － ＮＤ ＮＤ － － ｄ
酒石酸盐 － ＮＤ － ＮＤ ＮＤ ｄ － ＮＤ
肌醇 － － － － ＮＤ － － ＮＤ
硫化氢 － ＮＤ － － ＮＤ － ｄ －
山梨糖 － － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ － ＮＤ
水杨素 ＋ ＋ － ｄ ＮＤ － － ＮＤ
侧金盏花醇 － ＮＤ － ＋ ＮＤ － － －
胆汁七叶苷 － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
纤维二糖 － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ｄ
黏液酸 － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
木糖醇 － － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ － ＮＤ
淀粉酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
阿拉伯醇 － ＮＤ － ＮＤ ＮＤ ＮＤ － －
葡萄糖铵 ＋ ＋ ＋ ＮＤ ＮＤ ＋ ＋ ＮＤ
尿素酶 － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ － ＮＤ ＮＤ
山梨糖 － － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ － ＮＤ
ＤＮＡａｓｅ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
谷氨酸盐 ＋ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＋ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
糊精 － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
枸橼酸盐 － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
乳糖 － － － － － － － －
松二糖 － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
丙酸盐 ＋ ＮＤ ＮＤ ＋ ＋ ＮＤ ＮＤ ＋
鼠李糖 － ＮＤ － ＋ ＮＤ － － －
苯丙氨酸 － ＮＤ － － ＮＤ ｄ ｄ －
赤藓糖 － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ － ＮＤ ＮＤ
苦杏仁苷 － ＮＤ － ＮＤ ＮＤ － － －
葡萄糖酸盐 － － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ － ＮＤ
卫茅醇 － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ － ＮＤ ＮＤ
棉子糖 － － － － ＮＤ － － －
精氨酸 － － ＋ ＋ ＋ ｄ ＋ ＮＤ
葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ｄ ＋ ｄ ＋ ＋
蜜二糖 － ＮＤ － ＮＤ ＮＤ － ＮＤ －
麦芽糖 ＋ ＋ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＋ ＋ ＋
α－甲基－Ｄ－葡萄苷 － ＮＤ － ＮＤ ＮＤ ＮＤ － ＮＤ
蔗糖 － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ － ＋ ＋
明胶酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
葡萄糖产酸 － － ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
葡萄糖产气 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＮａＣｌ０％ － － － － － － － －
ＮａＣｌ１％ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＮａＣｌ３％ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
ＮａＣｌ６％ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ －
４℃生长 － － － － ＋ － － ＋
２８℃生长 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
３７℃生长 ＋ ＋ － － － － ＋ －
４２℃生长 － － － － － － － －

　　注：“＋”表示阳性；“ｄ”表示２６％～７５％ 阳性；“－”表示阴性；“ＮＤ”表示无数据。
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２．３　１６ＳｒＲＮＡ基因序列及系统发育树构建
以全基因组ＤＮＡ为模板，经通用引物２７Ｆ和１４９２Ｒ扩

增到的１６ＳｒＲＮＡ基因序列条带约为１５００ｂｐ，测序所扩增的
１６ＳｒＲＮＡ基因序列长度为１４４７ｂｐ（不包括引物结合区），如
图１所示，在 ＧｅｎＢａｎｋ的登录号为：ＫＣ１６６１４７。将基因序列
在ＮＣＢＩ上通过Ｂｌａｓｔ进行同源性检索，结果表明，分离菌的
１６ＳｒＲＮＡ基因序列与假交替单胞菌属细菌的１６ＳｒＲＮＡ基因
序列自然聚类，且相似性均在９５％以上，从中选取２３个相关
菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列进行系统学分析。从图２可以看
出，菌株ＸＳ－１与 Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ聚为一分支，并具有１００％的
自举值。

综合该菌的形态、生理生化特性及１６ＳｒＲＮＡ基因序列
系统学分析，将病原菌 ＸＳ－１鉴定为假交替单胞属的
Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ。
２．４　病原菌药物敏感性试验

２８种抗生素对分离菌ＸＳ－１的平板抑菌试验结果见表
３。ＸＳ－１对奥复星、美满霉素、阿奇霉素、环丙氟哌酸、头孢
曲松、头孢哌酮、恩诺沙星、克拉霉素、复达欣、复方新诺明等

药物敏感（Ｓ），抑菌圈直径均超过２０ｍｍ；对呋喃唑酮、阿莫
西林、氯霉素、麦迪霉素等药物中度敏感（Ｉ）；对卡那霉素、苯
唑青霉素、新生霉素等药物表现耐药性（Ｒ）。

３　结论与讨论

假交替单胞菌属包括 Ｐ．ｈａｌｏｐｌａｎｋｔｉｓ、Ｐ．Ａｎｔａｒｃｔｉｃａ、
Ｐ．ａｔｌａｎｔｉｃａ、Ｐ．ａｕｒａｎｔｉａ、Ｐ．ｂａｃｔｅｒｉｏｌｙｔｉｃａ、Ｐ．ｃａｒｒａｇｅｅｎｏｖｏｒａ、
Ｐ．ｃｉｔｒｅａ、Ｐ．ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ、Ｐ．ｄｉｓｔｉｎｃｔ、Ｐ．ｅｌｙａｋｏｖｉｉ、Ｐ．ｅｓｐｅｊｉａｎａ、
Ｐ．ｌｕｔｅｏｖｉｏｌａｃｅａ、Ｐ．ｎｉｇｒｉｆａｃｉｅｎｓ、Ｐ．ｐｅｐｔｉｄｏｌｙｔｉｃａ、Ｐ．ｐｉｓｃｉｃｉｄａ、

Ｐ．ｐｒｙｄｚｅｎｓｉｓ、Ｐ．ｒｕｂｒａ、Ｐ．ｔｅｔｒａｏｄｏｎｉｓ、Ｐ．ｔｕｎｉｃａｔｅ、Ｐ．ｕｎｄｉｎａ
共２０种，近几年在《ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃａｎｄＥｖｏ
ｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ》等外文期刊上有效发表的还有 Ｐ．ｕｌ
ｖａｅ、Ｐ．ａｇａｒｉｖｏｒａｎｓ、Ｐ．ｐｈｅｎｏｌｉｃａ、Ｐ．ｉｓｓａｃｈｅｎｋｏｎｉｉ、Ｐ．ｍａｒｉｃａｌｏ
ｒｉｓ、Ｐ．ｐｈｅｎｏｌｉｃａ、Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ、Ｐ．ｇａｎｇｈｗｅｎｓｉｓ等 １５个种。
Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ是Ｘｕ等首次在长江入海口检出并于２０１０年在
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表３　菌株ＸＳ－１药敏试验

药物（药量）

（μｇ／片）
抑菌圈直径

（ｍｍ） 敏感性

奥复星（５） ２４．２５±０．６２ Ｓ
呋喃唑酮（３０） １５．０５±１．０２ Ｉ
苯唑青霉素（１） ０ Ｒ
麦迪霉素（３０） １２．５８±０．３２ Ｉ
阿莫西林（１０） １４．９５±０．４２ Ｉ
氯霉素（３０） １６．２４±０．８５ Ｉ
卡那霉素（３０） ８．７４±０．３５ Ｒ
红霉素（１５） １８．６５±１．０２ Ｉ
庆大霉素（１０） １５．３２±０．８４ Ｉ
头孢曲松（３０） ２６．８７±０．８１ Ｓ
呋喃妥因（３００） １５．７４±０．２４ Ｉ
恩诺沙星（５） ２１．０５±１．０５ Ｓ
诺氟沙星（１０） １８．０４±０．３５ Ｉ
丁胺卡那（３０） １４．３８±１．２１ Ｉ
环丙氟哌酸（５） ２２．９５±０．５４ Ｓ
氨苄西林（１０） １０．２７±０．８５ Ｉ
强力霉素（３０） １８．８４±０．６２ Ｉ
先锋霉素ＶＩ（３０） １１．６３±０．７５ Ｉ
克拉霉素（１５） ２０．７５±１．２０ Ｓ
阿奇霉素（１５） ２４．９６±０．８５ Ｓ
青霉素Ｇ（１０） １４．５１±１．０５ Ｉ
新生霉素（３０） ６．００±０．６５ Ｒ
美满霉素（３０） ２７．５２±０．９５ Ｓ
复达欣（３０） ２２．６４±０．６２ Ｓ
链霉素（１０） １６．８３±０．７４ Ｉ
四环素（３０） １５．７６±０．８６ Ｉ
复方新诺明（３０） ２０．００±０．７１ Ｓ
头孢哌酮（７５） ２３．２７±０．６４ Ｓ

　　注：抑菌圈直径０～９ｍｍ为耐药（Ｒ），１０～１９ｍｍ为中度敏感
（Ｉ），２０ｍｍ及以上为敏感（Ｓ）。

《ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏ
ｇｙ》上有效发表［２２］。笔者从患病日本对虾养殖水中分离到的

１株优势生长菌 ＸＳ－１，为革兰氏阴性杆菌、生长需要 Ｎａ＋、
严格需氧、接触酶阳性、有动力、低于４℃或高于４２℃不生
长、葡萄糖产气不产酸等理化特性符合《ＢｅｒｇｅｙｓＭａｎｕａｌｏｆ
ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｖｅＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ》对假交替单胞菌属的描述，所测项
目中分离菌 ＸＳ－１与 Ｘｕ等报道的 Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａＬＭＥＢ３９Ｔ菌
株的主要鉴定指标基本一致。根据生理生化表型特征，菌株

ＸＳ－１与假交替单胞菌属的Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ最接近，而与其他假
交替单胞菌差别较大。同时，菌株 ＸＳ－１的１６ＳｒＲＮＡ基因
序列在ＮＣＢＩ上通过ＢＬＡＳＴ同源性检索，基因序列与假交替
单胞菌具有较高的同源性，相似性均在 ９５％以上；从
１６ＳｒＲＮＡ基因系统发育树来看，菌株 ＸＳ－１与 Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａ
聚为１个分支，并具有１００％的自举值。综合菌株 ＸＳ－１的
人工感染试验结果、形态特征、理化特性及１６ＳｒＲＮＡ基因的
同源性检索与系统发育学分析，菌株ＸＳ－１鉴定为Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉ
ｃａｓ，且为引起此次日本对虾虾苗大量死亡的病原菌。

可以引发日本对虾感染发病的病原细菌主要有杀虾微杆

菌（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｈｒｉｍｐｃｉｄａｓｐ．）［２３］、杀对虾弧菌（Ｖ．ｐｅｎａｅｉ
ｃｉｄａ）［２４］、鳗弧菌（Ｖ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ）［２５］、哈氏弧菌（Ｖ．ｈａｒ

ｖｅｙｉ）［２６］、溶藻弧菌（Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ）［２７］、副溶血弧菌（Ｖ．
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、创伤弧菌（Ｖ．ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ）和美人鱼弧菌（Ｖ．
ｄａｍｓｅｌａ）［２８－３０］等。笔者从养殖日本对虾虾苗中分离到致病
性的Ｐ．ｌｉｐｏｌｙｔｉｃａｓ病原菌对奥复星、美满霉素、阿奇霉素、环
丙氟哌酸、头孢曲松、头孢哌酮、恩诺沙星、克拉霉素、复达欣、

复方新诺明等药物高度敏感，抑菌圈直径均超过２０ｍｍ；对呋
喃唑酮、阿莫西林、氯霉素、麦迪霉素等药物中度敏感；对卡那

霉素、苯唑青霉素、新生霉素等药物表现出耐药性，相对于其

他水产动物致病菌，本研究分离到的病原菌耐药性不强，这可

能与病原菌耐药基因的表达有关，有待于进一步研究。
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１株章鱼肠道黏细菌的筛选及发酵工艺优化
邓加聪，郑　虹，陈美链

（福建师范大学福清分校，福建福清３５０３００）

　　摘要：从章鱼肠道菌落中分离纯化得到１株海洋黏细菌，采用传统微生物纯培养技术，对其进行了细菌分类学鉴
定、摇瓶培养发酵等。结果表明：该海洋黏细菌的最佳发酵工艺条件为：葡萄糖１５ｇ／Ｌ，蛋白胨１．０ｇ／Ｌ，酵母膏１．５ｇ／Ｌ，
ＮａＣｌ溶液浓度４ｇ／Ｌ，ｐＨ值７．０，接种量７％，发酵时间４６ｈ。
　　关键词：章鱼肠道菌；筛选；培养基优化
　　中图分类号：Ｓ９１７．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１３）１０－０２１６－０３

收稿日期：２０１３－０４－０２
基金项目：福建师范大学福清分校校级重点学科建设基金（编号：

２０１１０３４６）；福建省教育厅Ａ类项目（编号：ＪＡ１２３５８）。
作者简介：邓加聪（１９８１—），男，福建安溪人，硕士，讲师，主要从事微
生物 菌 种 筛 选 分 离 纯 化 等 工 作。Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｅｎｇｊｉａｃｏｎｇ＠
ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ。

　　海洋表面积占地球表面积的近３／４，是地球生命的发源
地，海水具有高盐、高压、高辐射、低温、低营养等特点［１］。一

般认为，海洋微生物可产生不同于陆地微生物的新型生物活

性物质［２］，特别是海洋生物附生微生物，由于空间、营养、光

照等方面的竞争关系，能产生多种具有工业和药用价值的天

然产物［３－４］。章鱼别称石居、八爪鱼、坐蛸、石吸、望潮、死牛，

属于软体动物门、头足纲、八腕目（Ｏｃｔｏｐｏｄａ）。章鱼有８个腕
足，腕足上有许多吸盘；有时会喷出黑色墨汁，帮助其逃跑。

有些章鱼的大脑相当发达，可以分辨镜中的自己，也可以走出

研究者设计的迷宫［５－６］。目前对章鱼肠道中细菌的研究相对

较少。本研究对章鱼肠道细菌进行分离纯化以及发酵培养基

的优化，旨在为其活性研究开辟更广阔的研究领域。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试章鱼　供试章鱼购自福建省福清市东壁岛。
１．１．２　培养基　分离培养基：牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，ＮａＣｌ
５ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值７．０～７．２。试管斜面培养
基［７］：牛肉膏３ｇ，蛋白胨１０ｇ，葡萄糖１０ｇ，ＮａＣｌ５ｇ，琼脂２０
ｇ，蒸馏水１Ｌ，ｐＨ值７．０～７．２。种子培养基：同试管斜面培
养基，不加琼脂。发酵基础培养基［８］：葡萄糖 １５ｇ，蛋白胨
１ｇ，酵母膏１．５ｇ，蒸馏水１Ｌ。
１．１．３　仪器　ＴＨＺ－２５大容量恒温振荡器：江苏省太仓市华
美生化仪器厂；ＢＣＤ－２０１Ｂ／ＨＣ容声冰箱：海信容声（广东）
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