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　　摘要：从草鱼肠道中分离获得１株细菌，编号为ＣＡＸ１，进行细菌形态学观察、理化特征、１６ＳｒＤＮＡ序列分析及药
敏试验等研究。结果表明ＣＡＸ１菌株为革兰氏阴性短杆菌，进一步采用ＰＣＲ方法扩增其１６ＳｒＤＮＡ，测序显示其大小
为 １５３１ｂｐ，序列比对表明ＣＡＸ１分离株与厦门不动杆菌新种（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｘｉａｍｅｎｅｎｓｉｓ）１６ＳｒＤＮＡ同源性达９７．１％，
系统进化树分析显示ＣＡＸ１菌株与不动杆菌亲缘关系最近，自然聚类为１支；药敏试验结果显示ＣＡＸ１菌株对庆大霉
素、阿莫西林、氨苄西林、头孢哌酮等药物敏感。
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　　不动杆菌属（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ）菌株在自然界广泛存在，主要
分布在水体和土壤中，易在潮湿环境中生存，目前确定的不动

杆菌属至少有 １０多个种［１－３］，包括鲍曼不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏ
ｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｉｉ）、鲁菲不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｌｗｏｆｆｉ）、溶血不
动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｈａｅｍｏｌｙｔｉｕｓ）、琼氏不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔ
ｅｒｊｕｎｉｉ）、约翰逊不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｊｏｈｎｓｏｎｉｉ）、醋酸钙不
动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓ），以及新发现的厦门不动杆
菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｘｉａｍｅｎｅｎｓｉｓ）、不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｇｕｉｌ
ｌｏｕｉａｅ）等。近年来，一般认为不动杆菌多为条件致病菌，其中
鲍曼不动杆菌引起医院内感染频发，耐药菌株不断增多，因此

该属细菌被广泛关注［４］。最近，国内学者从异育银鲫、锦鲤

等鱼类体内分离到致病性鲍曼不动杆菌、琼氏不动杆菌

等［５－６］。但是，目前尚未见鱼源厦门不动杆菌分离鉴定相关

研究。本研究以草鱼为研究对象，从其肠道中分离获得１株
不动杆菌，并进行细菌形态学、生理生化以及１６ＳｒＤＮＡ测序
等分析鉴定为厦门不动杆菌，这为草鱼不动杆菌的分离鉴定

以及肠道微生态研究积累了科学资料。

１　材料与方法

１．１　材料
草鱼购自徐州市某市场。ＬＢ培养基、细菌生化微量鉴定

和药敏试纸均购自杭州微生物制剂有限公司。细菌基因组

ＤＮＡ提取试剂盒、ＤＮＡ胶回收试剂盒、ｐＭＤ１８－Ｔ、ＭａｓｔｅｒＭｉｘ
均购自ＴａＫａＲａ公司。
１．２　方法
１．２．１　细菌分离、鉴定、理化性质及药敏试验　参照沈晓静
等的方法［７］进行细菌分离纯化、革兰氏染色及生化鉴定，将

纯化培养后的细菌分别接种于 ２１种生化管中，２８℃培养
２４～２８ｈ，观察分离细菌的生理生化反应。无菌环境下将药
敏纸片分别置于涂有均匀菌液的 ＬＢ固体培养基表面，２８℃
培养１６～１８ｈ后测量抑菌圈直径，计算平均值，确定该菌对
不同药物的敏感程度。

１．２．２　细菌总ＤＮＡ提取、１６ＳｒＤＮＡ基因ＰＣＲ扩增　采用细
菌基因组提取试剂盒提取细菌总 ＤＮＡ，ＰＣＲ扩增反应体系
（２５μＬ）：ＤＮＡ模板 １μＬ，细菌通用引物（２７Ｆ：ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡ，１４９２Ｒ：ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ）各
１μＬ，ＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。ＰＣＲ反应条件：
９４℃ 预变性２ｍｉｎ；９４℃变性４０ｓ，５３℃复性４０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。琼胶糖凝胶电泳进一步
检测ＰＣＲ结果，ＰＣＲ产物切胶回收，连接ｐＭＤ１８－Ｔ载体，转
化后筛选阳性克隆，送生工生物工程（上海）股份有限公司

测序。

１．２．３　系统发育树分析　将 １６ＳｒＤＮＡ序列通过 ＮＣＢＩ的
Ｂｌａｓｔ检索系统进行序列同源性分析，使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８１软件
进行多序列比对，采用 ＭＥＧＡ４．１软件邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎ
ｉｎｇ）构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　细菌分离
从市售草鱼肠道内分离纯化获得 １株细菌，编号为

ＣＡＸ１，革兰氏染色观察为阴性小杆菌，多为单个分散分布。
ＣＡＸ１菌株接种于ＬＢ培养基２８℃培养２４ｈ后，为光滑、透
明、表面湿润、边缘整齐的圆形菌落（图１）。
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２．２　理化特征及药敏试验结果
对分离菌进行生化特性检测，结果（表１）表明，ＣＡＸ１菌

株为葡萄糖、阿拉伯糖、甘露糖检测试验呈阳性，精氨酸双水

解、赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶、葡萄糖酸盐、肌醇、麦芽糖、

甘露醇、乳糖、蜜二糖、鼠李糖、硫化氢、山梨醇、木糖醇、木糖

检测试验呈阴性。药敏试验结果显示 ＣＡＸ１菌株对庆大霉
素、阿莫西林、头孢哌酮、复方新诺明等９种抗生素敏感，对诺
氟沙星、头孢孟多、头孢噻吩、先锋霉素Ⅳ、氯霉素、四环素等
抗生素不敏感。

２．３　１６ＳｒＤＮＡ基因测序及系统发育树分析
以ＣＡＸ１细菌基因组 ＤＮＡ为模板，采用 ＰＣＲ方法扩增

ＣＡＸ１菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列，电泳检测发现约在１５００ｂｐ处
有明显目的条带；进一步对１６ＳｒＤＮＡ测序表明目的片段大
小为１５３１ｂｐ。将１６ＳｒＤＮＡ通过Ｂｌａｓｔ检索系统进行序列比
对分析，结果表明ＣＡＸ１菌株与厦门不动杆菌新种序列同源
性为９７．１％。系统进化树分析结果显示 ＣＡＸ１菌株与不动
杆菌的亲缘关系最近，自然聚类为１支（图２）。

３　讨论

不动杆菌属是一类非发酵革兰氏阴性杆菌，在水体和土

壤中分布广泛。研究表明不动杆菌是一种条件致病菌，一般

认为毒力较低，在机体抵抗力下降或免疫功能受损时易出现

表１　ＣＡＸ１菌株药敏试验结果

抗生素
抑菌圈直径

（ｍｍ）
判定标准（ｍｍ）

耐药Ｒ 中敏Ｉ 敏感Ｓ
敏感程度

头孢孟多 １１ ≤１４ １５～１７ ≥１８ Ｒ
头孢哌酮 ２２ ≤１５ １６～２０ ≥２１ Ｓ
头孢噻肟 ２１ ≤１４ １５～２２ ≥２３ Ｉ
头孢噻吩 ０ ≤１４ １５～１７ ≥１８ Ｒ
先锋霉素Ⅳ １４ ≤１４ １５～１７ ≥１８ Ｒ
阿莫西林 ２２ ≤１３ １４～１７ ≥１８ Ｓ
哌拉西林 ２３ ≤１７ １８～２０ ≥２１ Ｓ
氨苄西林 １９ ≤１１ １２～１４ ≥１５ Ｓ
庆大霉素 ２０ ≤１２ １３～１４ ≥１５ Ｓ
卡那霉素 ２１ ≤１３ １４～１７ ≥１８ Ｓ
红霉素 ０ ≤１３ １４～２２ ≥２３ Ｒ
阿奇霉素 ０ ≤１３ １４～１７ ≥１８ Ｒ
万古霉素 ０ ≤９ １０～１１ ≥１２ Ｒ
克林霉素 ０ ≤１４ １５～２０ ≥２１ Ｒ
羧苄青霉素 ２１ ≤１３ １４～１６ ≥１７ Ｓ
氯霉素 ０ ≤１２ １３～１７ ≥１８ Ｒ
诺氟沙星 ９ ≤１２ １３～１６ ≥１７ Ｒ
替考拉宁 ０ ≤１０ １１～１３ ≥１４ Ｒ
四环素 １２ ≤１４ １５～１８ ≥１９ Ｒ
复方新诺明 １９ ≤１０ １１～１５ ≥１６ Ｓ
磺胺异恶唑 ２５ ≤１２ １３～１６ ≥１７ Ｓ

机会感染［６－８］。鲍曼不动杆菌是医院感染的重要病原菌之

一。刘子骥等认为洛菲不动杆菌与呼吸道感染有关［３］。明

德松等研究报道鲁氏不动杆菌对 β－内酰胺类药物普遍耐
药，对氨基糖苷类、氟喹诺酮类、磺胺类、四环素类等敏感［２］。

黄林等研究发现不动杆菌能引起肉质腐败，主要利用氨基酸，

致腐能力较低［９］。在鱼类中，目前对不动杆菌研究报道主要

有鲍曼不动杆菌、琼氏不动杆菌和洛菲不动杆菌［１０－１１］。陈翠

珍等从锦鲤体内分离出琼氏不动杆菌［５］。毛芝娟等分离获

得琼氏不动杆菌，引起患病史氏鲟症状为体表褪色、肛门红

肿、腹腔肿大伴有大量血性腹水［１０］。陆文浩等从异育银鲫分

离鉴定出鲍曼不动杆菌，患病症状为腹腔积水、咽腔组织充血

和鳃组织发炎等［６］。张涵等研究表明三角帆蚌、银鲫、青鱼、

鳙等肠道优势菌群均有不动杆菌属，推测不动杆菌为淡水鱼

类肠道优势菌［１１］。目前尚无研究表明厦门不动杆菌对鱼类

具有致病性［１２］。本研究从草鱼肠道分离获得 ＣＡＸ１菌株，采
用细菌形态学观察、理化特征、１６ＳｒＤＮＡ序列以及系统发育
树分析等方法，最终鉴定为厦门不动杆菌，在鱼类肠道中尚属

首次报道，有待于进一步深入研究。药敏试验结果表明，

ＣＡＸ１菌株对庆大霉素、阿莫西林、氨苄西林、头孢哌酮、复方
新诺明等抗生素敏感，以上研究为鱼类不动杆菌的分离鉴定

以及肠道微生态研究提供科学参考。
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保存温度对黄颡鱼肝组织总 ＲＮＡ质量的影响
杨秀荣，王庆容，刘惠茹

（遵义师范学院生命科学学院，贵州遵义５６３００２）

　　摘要：以黄颡鱼肝脏为试验材料，用ＴＲＩｚｏｌ法提取肝脏组织总ＲＮＡ，将试验样品置于不同温度下保存，在１％琼脂
糖凝胶中电泳检测ＲＮＡ的质量。结果显示：在低温没有密封储存的情况下，ＲＮＡ保存较长时间，完整性好；－７０℃下
ＲＮＡ可以保存８个月，－２０℃下ＲＮＡ可以保存４个月；在其他温度条件下，若密封保存，４℃下可保存２周，１０℃下
可保存４ｄ以上，２０℃下保存３ｄ时条带清晰，保存４ｄ时条带模糊，３０℃下保存２．５ｄ时条带变得模糊，到３ｄ时全部
降解，４０℃下保存１ｄ条带清晰，保存２ｄ条带变得模糊，保存２．５ｄ时完全降解。此外应注意的是，ＲＮＡ如果暴露于
空气中，５ｈ内所有试验组的ＲＮＡ大多数降解。
　　关键词：黄颡鱼；肝脏总ＲＮＡ；保存温度；ＲＮＡ完整性
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分子生物学教学与科研以及养殖动物疾病的中草药防治工作。
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　　近年来，分子生物学各项技术无论在医学方面还是生物
学方面的各个领域均得到广泛应用，高质量的ＲＮＡ则是其他
后续试验的基础。如 Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｏｌｔ及杂交分析、寡聚（ｄＴ）纤
维素选择分离ｍＲＮＡ、ｃＤＮＡ文库的构建、逆转录酶聚合酶链
式反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ－ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，简称
ＲＴ－ＰＣＲ）、ＲＮＡ原位杂交、转基因材料鉴定、基因克隆及其
表达等试验的成败，在很大程度上取决于 ＲＮＡ的质量［１］，对

于ＲＮＡ的质量评价，完整性和均一性是其关键因素［２］。ＲＮＡ
特殊的单链结构导致其自身结构极不稳定，加上周围环境中

广泛分布ＲＮＡ酶（ＲＮａｓｅ）并且难以灭活，导致 ＲＮＡ很容易
降解。有些试验过程中使用ＲＮＡ的时间跨越度较大，因此确
定ＲＮＡ在不同温度下能保存的最长时间就尤其重要。关于

不同温度对ＲＮＡ质量的影响及不同保存温度下ＲＮＡ能够保
存的最长时间方面的研究，目前相关报道较少。本试验以黄

颡鱼肝组织ＲＮＡ为试验材料，研究不同保存温度对 ＲＮＡ质
量的影响，以期为分子生物学研究者日后如何保存ＲＮＡ提供
可行性参考。

１　材料与方法

１．１　试剂配制
０．５×ＴＢＥ的配制。将１０．８ｇＴｒｉｓ、５．５ｇ硼酸、０．７４４ｇ

ＥＤＴＡ－Ｎａ２溶解于经高温灭菌的２０００ｍＬ蒸馏水中，充分摇
匀，调节ｐＨ值至８．０。

琼脂糖凝胶的制备。取０．７ｇ琼脂糖溶解于盛有７０ｍＬ
０．５×ＴＢＥ溶液的蓝盖瓶中，将其放入微波炉中反复加热３～
４次，直至琼脂糖完全溶解；待胶液冷却至６０℃，向其中加入
７μＬＧｏｌｄＶｉｅｗⅠ型核酸染色剂（其中琼脂糖的比例为１％，核
酸染料的比例为０．０１％），将胶液倒入事先已清洗干净、晾干
且插入制胶梳子的胶槽之中，等到胶块冷却凝固后，即可将梳

子拔出，完成用于电泳的琼脂糖胶块制作。

１．２　ＲＮＡ的提取与检测
１．２．１　ＴＲＩｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ［３］　取健康黄颡鱼，用剪刀钝
处猛击其头部使其昏厥，立即由泻殖孔剪至鳃盖后缘，迅速取

肝脏组织（５０ｍｇ），将所取组织块放入１．５ｍＬＥＰ管内并迅速
置于液氮中速冻。
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