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　　摘要：从形态学、生化特性、分子生物学水平对２种海洋弧菌进行菌种鉴定，将这２株菌制作成混合菌液，对大黄
鱼进行攻毒试验。对２菌株１６ＳｒＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，产物长度分别为１３８９、１４７７ｂｐ。利用ＢＬＡＳＴ进行比对，结果
显示菌株０９０６２５的序列与哈维氏弧菌的同源性高达９９％；而菌株０７０９２５的序列与副溶血弧菌同源性高达９９％。攻
毒试验发现，大黄鱼体亲鱼表皮下出血和肝脏、脾脏等组织都出现了典型的弧菌感染病症，大黄鱼幼鱼则未出现感染

现象。菌株０９０６２５为哈维氏弧菌，菌株０７０９２５为副溶血弧菌。大黄鱼亲鱼比幼鱼更容易感染细菌。
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　　随着海水养殖业的蓬勃发展特别是高密度养殖模式的推
广，养殖生物的细菌性疾病发生频率和发病范围逐渐增大。

据调查，在细菌性疾病中，弧菌属细菌引起的疾病占很大比

例。弧菌属细菌广泛存在于沿岸海水［１］、沉积物、海洋动物

体中，被认为是海水鱼、虾、蟹类的一种常见致病菌［２－４］。大

黄鱼（Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａｃｒｏｃｅａ）隶属于鲈形目（Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）石首
鱼科（Ｓｃｉａｅｎｉｄａｅ），主要分布于中国、朝鲜沿海水域，为我国主
要海产经济鱼类之一［３］。随着大黄鱼亲鱼培育和人工育苗

等关键技术的突破，以及人工养殖技术的不断提高，大黄鱼养

殖产业得到迅猛发展。但由于养殖规模扩大等原因，各种病

害发生也日益频繁，尤其是细菌性疾病严重威胁着大黄鱼养

殖业的健康发展［５－７］。本研究从患病中华乌塘鳢（Ｂｏｓｔｒｙｃｈｕｓ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ）内分离出致病菌，对大黄鱼进行人工感染，观察病症
发生情况，旨在为大黄鱼临床诊断、致病机理研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　菌株来源　２种海洋弧菌从患病中华乌塘鳢中分离。
１．１．２　供试材料　健康大黄鱼（均质量０．５ｋｇ）购自福建省
宁德市养殖网箱；患病中华乌塘鳢（均质量０．５ｋｇ）由福建省
东山县鑫宇海水养殖场提供；健康褐菖

!

（Ｓｅｂａｓｔｉｓｃｕｓｍａｒｍｏ
ｒａｔｕｓ，平均质量０．５ｋｇ）购自福建省厦门市大学路水产市场。
１．１．３　试剂　蛋白胨（ｔｒｙｐｔｏｎｅ，ＬＰ００４２）、酵母提取物（ｙｅａｓｔ
ｅｘｔｒａｃｔ，ＬＰ００４２）、ＴＣＢＳ培养基均购自英国Ｏｘｏｉｄ公司；ＲＮＡ
ｌａｔｅｒ购自北京Ｂｉｏｔｅｋｅ公司；ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶购自宝生物
工程（大连）有限公司。其他试剂均为进口或国产分析纯。

１．１．４　仪器设备　自动微生物检测系统 （ＡＭＳ）ＶＩＴＥＫＪＲ
和自动微生物检测系统革兰氏阴性菌种鉴定卡为法国生物梅

里埃公司产品；９７００型ＰＣＲ仪为美国ＰＥ公司产品；水平电
泳槽为北京六一仪器厂产品；恒温培养箱为太仓市华美生化

仪器厂产品；ＨＶＥ－５０型全自动高压灭菌锅为日本 Ｈｉｒａｙａｍａ
公司产品；ＡＦＸ－１００２－Ｐ型艾科浦超纯水系统为台湾颐洋
企业发展有限公司产品；血小板计数器为浙江玉环县求精医

用仪器厂产品。

１．２　方法
１．２．１　菌株分离　用１．５％无菌生理盐水反复清洗患病中
华乌塘鳢体表。用７５％乙醇拭擦体表，对取样部位进行消
毒。用无菌接种环分别穿刺体表溃烂部位组织，取少量样品

在ＴＣＢＳ培养基上划线，３０℃培养 １ｄ。挑取优势菌落在
ＴＣＢＳ培养基平板划线分离数次，直至获得纯培养物菌株１、
菌株２。
１．２．２　回归感染　取１５尾健康褐菖

!

置于水箱中，２８℃海
水充气暂养 ２ｄ，每天换水 １／２。暂养无异常后用于回归感
染，将其中１０尾鱼分为Ａ、Ｂ２个试验组，另外５尾为对照组。
用血小板计数法对菌株１、菌株２进行计数；用无菌生理盐水
分别将菌株１、菌株２稀释，制成菌悬液１、菌悬液２，浓度均为
１×１０１０ＣＦＵ／ｍＬ。Ａ组：每尾鱼腹腔注射０．２ｍＬ菌悬液１；Ｂ
组：每尾鱼注射０２ｍＬ菌悬液２；对照组：每尾鱼注射０．２ｍＬ
灭菌生理盐水。观察、记录试验鱼发病及死亡情况。

１．２．３　菌株再次分离　取回归感染试验组中出现病灶的褐
菖

!

体表溃烂部位样品，在ＴＣＢＳ培养基和ＬＢ培养基平板上
划线分离数次，直至得到纯化菌株。

１．２．４　菌株鉴定
１．２．４．１　形态学观察　利用肉眼直接观察细菌菌落的外部
形态。

１．２．４．２　生化特性鉴定　从分离菌株中取单菌落，利用自动
微生物检测仪ＶＩＴＥＫＪＲ的 ＧＮＩ鉴定卡进行生理生化鉴定，
再分离菌株经自动微生物检测仪 ＧＮＩ鉴定卡，检测３０个生
化检测项目。

１．２．４．３　分子生物学方法鉴定　将单菌落用 ｄｄＨ２Ｏ溶解，
用作ＰＣＲ反应的模板。以１６ＳｒＲＮＡ的保守区设计引物，进
行ＰＣＲ扩增，其中正向引物为１６Ｓ－Ｆ（ＡＴＣＧＡＡＣＧＣＴＧＧＣＧ
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ＧＣＡＧＧＣ），反向引物为１６Ｓ－Ｒ（ＴＣＡＣＣＣＣＡＧＴＣＡＴＧＡＡＣ）。
ＰＣＲ扩增反应体系：１０×ｅｘＴａｑｂｕｆｆｅｒ５μＬ，ｅｘＴａｑＤＮＡ聚合
酶０．２５μＬ（１．２５Ｕ），ｄＮＴＰ４μＬ（各２．５ｍｍｏｌ），模板 ＤＮＡ
２μＬ（约０．５μｇ），引物１（１６Ｓ－Ｒ）１μＬ（１０μｍｏｌ），引物２
（１６Ｓ－Ｆ）１μＬ（１０μｍｏｌ），加灭菌去离子水补足体积至
２０μＬ。反应程序：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变性１ｍｉｎ，５５℃
退火４５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３０个循环；７２℃终延伸７ｍｉｎ。接着
进行电泳检测。将５μＬ样品和２μＬ６×上样缓冲液混合，加
入点样孔进行电泳。电压为１２０Ｖ，约３０ｍｉｎ。电泳结束后，将
琼脂糖胶放入紫外灯下观察。回收有目的条带的样品。配制

１％ ＴＡＥ琼脂糖胶进行产品回收。ＰＣＲ产物检测、测序。
１．２．５　攻毒材料的制备　将鉴定出的２种菌株涂布于 ＬＢ
培养基，３０℃培养１６ｈ。用１．５％生理盐水溶解菌株，２种菌
株在生理盐水中的最终浓度为１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。采用哈维氏
弧菌和副溶血弧菌的混合菌悬液为攻毒材料，比例为３∶１。
１．２．６　攻毒试验　将大黄鱼（均质量 ４００ｇ）分别置于约
２５℃ 的海水中暂养２ｄ。分为１个试验组、１个对照组，每组
４尾鱼。加入１～２滴丁香酚于水桶中麻醉试验用鱼。对试
验组注射混合菌液，注射剂量为１ｍＬ／ｋｇ；对照组注射同等剂
量的生理盐水。随时观察攻毒组和对照组鱼体的活动情况，

并及时进行记录和拍照。

２　结果与分析

２．１　病原菌的获取
采用无菌操作挑取样品、细菌分离培养等方法，从福建省

东山县鑫宇海水养殖场患病中华乌塘鳢皮肤溃烂的病灶部位

分离得到２种病原菌。２种菌株在 ＴＣＢＳ平板上的菌落基本
为黄色，圆形，隆起，边缘整齐，不透明，其中１种较为黏稠。
２．２　回归感染结果

回归感染３ｄ后，Ａ组褐菖
!

全部死亡，Ｂ组有３尾褐菖
!

死亡。死亡褐菖
!

肝脏和鳃的颜色发白，胆囊肿大，有的个

体尾鳍和臀鳍边缘出现轻微溃疡。未死亡的试验鱼对外界刺

激反应迟钝，鳍出血，体表病变的部位有暗红色瘀血，鳞片脱

落，皮肤出现溃烂，表现出典型的弧菌病病症。对照组褐菖
!

表现正常。从患病褐菖
!

重新分离纯化感染菌株，进行生化

和分子生物学鉴定。

２．３　病原菌鉴定
２．３．１　菌落外部形态鉴定　回归感染后再分离获得的菌株，
在ＴＣＢＳ平板上９８％ 以上的优势菌落基本为黄色，菌落均为
圆形、隆起、边缘整齐、不透明；其中菌株２较为黏稠。菌落直
径约１ｍｍ，另外在大量优势菌落中还夹杂少数绿色和菌落直
径约２ｍｍ的浅黄色菌落，均生长良好。回归感染后鉴定，将
菌株１命名为０９０６２５，菌株２命名为０７０９２５。
２．３．２　生理生化检测　再分离菌株经自动微生物检测仪
ＧＮＩ鉴定卡，结果见表１。其中，葡萄糖氧化、生长控制、蔗糖
发酵等都显阳性，具有典型的海洋弧菌生化特性。根据全自

动细菌鉴定仪检测结果，初步判断这２种菌株均为海洋弧菌。
２．３．３　分子生物学鉴定　以再分离菌株菌液为模板，利用
ＰＣＲ方法，扩增出２条大小为１０００～２０００ｂｐ的条带。经过
测序，得出２条长度分别为１３８９、１４７７ｂｐ的ＤＮＡ链（图１、
图２）。ＢＬＡＳＴ程序搜索ＮＣＢＩ基因库中所有已登录的同源

表１　２种菌株生化检测结果

检测项目
检测结果

菌株０９０６２５ 菌株０７０９２５
蛋白胨－３００（ＤＰ３） － －
葡萄糖氧化（ＯＦＧ） ＋ ＋
乙酰胺（ＡＣＥ） － －
七叶酸（ＥＳＣ） － －
尿兰母（ＰＬＩ） － －
尿素（ＵＲＥ） － －
枸缘酸（ＣＩＴ） － －
麦芽糖（ＭＡＬ） － －
色氨酸（ＴＤＡ） － －
多黏菌素（ＰＸＢ） － －
乳糖发酵（ＬＡＣ） － －
麦芽糖（ＭＬＴ） ＋ ＋
甘露醇发酵（ＭＡＮ） ＋ －
木糖（ＸＹＬ） － －
棉子糖发酵（ＲＡＦ） － －
山梨醇发酵（ＳＯＲ） － －
蔗糖发酵（ＳＵＣ） ＋ ＋
侧金盏花醇发酵（ＡＤＯ） － －
ＣＯＵ － －
硫化氢（Ｈ２Ｓ） － －
半乳糖苷酶（ＯＮＰ） － －
鼠李糖发酵（ＲＨＡ） － －
阿拉伯糖发酵（ＡＲＡ） － －
核糖（ＧＬＵ） ＋ －
精氨酸（ＡＲＧ） － －
赖氨酸（ＬＹＳ） ＋ ＋
鸟氨酸（ＯＲＮ） － －
氧化酶（ＯＸＩ） － －

　　注：“＋”表示阳性，“－”表示阴性。

序列，结果显示菌株０９０６２５的序列与哈维氏弧菌最为相似，
同源性高达９９％；而菌株０７０９２５的序列与副溶血弧菌最为
相似，同源性也高达９９％。据此确认菌株０９０６２５为哈维氏
弧菌，菌株０７０９２５为副溶血弧菌，并将二者的１６ＳｒＲＮＡ部分
序列上传ＧｅｎＢａｎｋ，登录号分别为ＧＱ３２７９５０、ＥＵ１７０４６９。
２．３．４　大黄鱼攻毒试验结果
２．３．４．１　体表病变情况分析　对大黄鱼亲鱼（已注射催产
素）和大黄鱼幼鱼同时进行攻毒试验。结果发现，攻毒后的

大黄鱼出现典型的海洋弧菌病灶。攻毒１８ｈ后，部分大黄鱼
亲鱼浮上水面，胸鳍、腹鳍、尾鳍、鳃盖等部位均有出血症状，

鳞片出现脱落（图３）。
２．３．４．２　大黄鱼体内各组织病变特征分析　通过解剖发现，
大黄鱼幼鱼头肾、肝脏等组织结构清晰，保持较为完整状态。

但患病亲鱼的头肾、肝脏等组织出现糜烂等症状（图４）。

３　结论与讨论

菌种鉴定是一项繁琐的工作。海洋细菌数量繁多、种类

复杂，特别是同一属菌株间性质相似度较高，更增加了鉴定工

作的难度。因此，通常须要同时采用多种仪器、生化指标、试

验手段，经综合测定分析后才能较准确鉴定细菌种类［８］。本

研究首先采用选择性培养基ＴＣＢＳ进行病原菌培养。ＴＣＢＳ
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培养基上形成的菌落基本为黄色，其中含有少量绿色菌株。

在ＴＣＢＳ培养基上，菌落呈圆形，隆起，边缘整齐，表现出海洋
弧菌在 ＴＣＢＳ培养基上生长的典型症状。培养过程中，发现
菌株０７０９２５较为黏稠，与副溶血弧菌的特性相符［９］。哈维氏

弧菌在过夜培养时，培养温度低于３０℃时可以正常生长，而
副溶血弧菌的培养温度必须维持在３０℃才能过夜培养，该结
果与副溶血弧菌对低温较为敏感的报道［１０－１２］一致。在生理

生化水平方面，采用自动微生物检测系统（ＡＭＳ）和鉴定卡
ＧＮＩ进行菌种鉴定，结果表明２种病原菌均为海洋弧菌。另
外，参照文献中葡萄糖氧化、生长控制、蔗糖发酵等生化特

征［１３］，初步判断这２种菌为海洋弧菌。最后根据１６ＳｒＤＮＡ
序列确定为哈维氏弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｈａｒｖｅｙｉ）和副溶血弧菌（Ｖ．
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）。

哈维氏弧菌和副溶血弧菌是条件性致病菌［１４］。随着养

殖水域生态环境的恶化，海洋弧菌已成为引起鱼类病害的主

要致病菌之一。本研究通过人工感染发现，哈维氏弧菌和副

溶血弧菌的混合菌液对大黄鱼具有较强的毒力，针对不同体

质的大黄鱼，其致病性有所不同。大黄鱼亲鱼更容易感染细

菌，同时显示出较明显的病症，而对于幼鱼而言，其致病性相

对较弱。

本研究对２种海洋弧菌进行了鉴定，同时对２种不同生
理状态的大黄鱼感染２种海洋弧菌的发病机制进行了初探，
这为大黄鱼人工繁育、亲鱼抗病力的研究提供了理论基础，也

为大黄鱼免疫机制的深入研究奠定了基础。
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表２　Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归模型结果

变量 系数 标准误 Ｗａｌｄ值 显著性 优势比
９５％置信区间

下限 上限

ｘ１ －１．３３１ ０．７６７ ３．０１１ ０．０８３ ０．２６４ ０．０５９ １．１８８
ｘ２ ０．９６４ ０．４８７ ３．９２３ ０．０４８ ２．６２３ １．０１０ ６．８１１
ｘ３ １．４７３ ０．５８７ ６．２９２ ０．０１２ ４．３６２ １．３８０ １３．７９１
ｘ４ －１．０２９ ０．５３８ ３．６５５ ０．０５６ ０．３５７ ０．１２５ １．０２６
ｘ５ ２．８２２ １．２８２ ４．８４４ ０．０２８ １６．８０７ １．３６２ ２０７．３８９
ｘ６ ０．６６７ ０．３４５ ３．７３５ ０．０５３ １．９４９ ０．９９１ ３．８３５
常量 －４．０７１ ３．１６５ １．６５５ ０．１９８ ０．０１７

居住提供了比较好的经济基础，自然会不拘于农业生产，更希

望通过宅基地使用权入市让“死产”转换，投入于其他经营

活动。

（４）农户对政策的认知度对农户宅基地使用权入市意愿
具有正向作用。在农户对宅基地政策不了解的情况下，农户

担心在宅基地使用权入市交易过程中无法保障自身利益，而

选择不愿意参与宅基地使用权入市交易。只有农户充分了解

宅基地政策，才能保证农户在宅基地使用权入市交易中没有

压力。

（５）农业依赖度对农户宅基地使用权入市意愿具有反向
作用，这与假设相符。一般情况下，农户的农业依赖度越高，

意味着家庭农业收入比重越大，家庭对种植土地和宅基地的

依赖性越强，在城镇工作和定居的可能性较小，对宅基地使用

权入市的意愿越低；随着非农收入的提高，农户对土地的依赖

性逐渐减弱，农户参与宅基地使用权入市意愿变强。

（６）族别对农户宅基地使用权入市意愿具有反向作用。
汉族农户比少数民族农户更愿意宅基地使用权入市；少数民

族由于生活习惯、宗教信仰与汉族有很大区别，少数民族农户

生活主要依靠农业生产，对宅基地和农村土地的依恋度较高。

５　政策建议

５．１　增加农户家庭年均总收入，提高农户生活水平
农户家庭年均纯收入越高，其宅基地使用权入市的积极

性越高。经济收入是硬指标，经济收入越高，农户的心里越踏

实，追求更好生活环境的意识越强，也越能引导农户参与到宅

基地使用权入市中来。建议政府以提高农户家庭年均纯收入

水平为基本目的，多渠道、多方式进行扶农、支农、富农，只有

提高经济收入，才能增强农户对政府的信任程度，加大农户对

政府新农村建设和旧村改造的支持度。

５．２　制定宅基地入市法律政策，加大法律政策宣传力度

农户对宅基地政策认知度越高，宅基地使用权入市的意

愿越强，完善立法与宣传政策是推行新制度的重要手段。首

先，废除目前法律中有关限制宅基地自由流转的条款，明确集

体建设用地使用权是土地使用者的合法财产；其次，在相应的

法律中要确定宅基地入市的对象、条件、范围、方式等，为宅基

地使用权入市提供法律依据。

５．３　进行宅基地确权登记，为宅基地入市做基础
调查中有部分农户拥有不止１处宅基地。应进一步推进

农村宅基地确权登记发证工作，将宅基地确权政策落到实处，

明晰宅基地产权归属，细化宅基地产权结构，增强农户对宅基

地使用权稳定性预期，为流转市场的建立打好基础，也为下一

步建立城乡统一的土地市场做好准备。
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