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　　摘要：从江苏、上海不同发病水生动物中分离细菌，经细菌形态特征、生化反应、毒力因子检测及回归感染试验鉴
定，结果与标准菌株一致，获得４株致病性嗜水气单胞菌。药敏试验表明，标准菌株及４个分离菌株对阿米卡星、左氧
氟沙星和氟苯尼考均表现出高度敏感性，对氨苄西林、阿莫西林、红霉素和四环素耐药，对阿奇霉素、链霉素、庆大霉

素、多西环素、诺氟沙星、环丙沙星、复方新诺明的敏感性表现不尽相同，对链霉素、庆大霉素总体表现敏感，对阿奇霉

素、多西环素、诺氟沙星、环丙沙星、复方新诺明存在一定的耐药性。
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　　嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）是广泛存在于水体
中的一种正常共栖菌，有致病菌和非致病菌之分。致病性嗜

水气单胞菌是水生动物细菌性疾病的主要病原之一，可引起

鱼、蛙、鳖等水生动物出血性败血症［１］。近年来，该病在我国

各地广泛流行，大规模暴发，死亡率高，给水产养殖业造成巨

大经济损失。使用抗菌药是目前防治水生动物细菌性疾病的

主要手段。然而，大量研究证明，嗜水气单胞菌已对多种药物

产生耐药性［２－３］，给水生动物疾病防治带来困难。

本试验从江苏、上海等不同地区疑似嗜水气单胞菌病的

水生动物采集病料，进行细菌分离，以嗜水气单胞菌标准株为

参照，经鉴定获得４个不同来源的嗜水气单胞菌，进行药敏试
验并作比较分析，为有效防治嗜水气单胞菌病、监控嗜水气单

胞菌的耐药性提供参考。

１　材料与方法

１．１　试剂
细菌生化反应微量、营养琼脂培养基、肉汤培养基、ＡＨＭ

鉴别培养基、５％兔血平板、１％脱脂奶蔗糖胰蛋白胨、药敏纸
片均购自杭州微生物试剂有限公司。

１．２　试验用动物
异育银鲫，约１００ｇ／尾，购自江苏省泰州市某水产养殖

场，购回后在实验室训养、观察１周无异常情况，备用。
１．３　病原菌的分离与纯培养

无菌操作取疑似出血病的鱼病灶组织（血液、肺、肝胰

腺、肾脏等），分别接种于普通琼脂培养基，２８℃培养２４ｈ，分
别挑取可疑菌落，涂片进行革兰氏染色镜检。

挑取革兰氏镜检为阴性短杆菌的疑似菌落在普通琼脂培

养基上多次划线纯化，直至得到形态一致、特征稳定的菌落。

选取单个菌落转接到琼脂斜面２８℃培养１８ｈ，置４℃冰箱保
存、编号备用。

１．４　革兰氏染色及生理生化特性试验
分离菌株及标准株分别连续单传３代纯培养后挑取单个

菌落，进行革兰氏染色镜检，穿刺接种 ＡＨＭ培养基及接种微
量生化管，按常规方法进行ＡＨＭ鉴别培养、氧化酶试验及吲
哚、甲基红、鸟氨酸脱羧酶、葡萄糖、蔗糖、阿拉伯糖、七叶苷、

水杨苷等生化鉴定。

１．５　菌株的致病性鉴别
１．５．１　溶血试验和溶蛋白试验　取纯培后的单个菌落分别
划线接种于５％无菌兔血平板和１％脱脂奶蔗糖胰蛋白胨平
板，置２８℃培养２４ｈ后观察溶血情况和溶蛋白情况。兔血
平板上若在菌落周围形成不透明的草绿色溶血环，认定为 α
溶血；若在菌落周围形成清晰、完全透明的溶血环，则认定为

β溶血；若菌落周围无溶血现象，则认定为 γ溶血。１％脱脂
奶蔗糖胰蛋白胨平板若菌落周围出现清晰、透明的溶蛋白圈，

则认定为阳性，否则为阴性。

１．５．２　毒力因子提取与检测　（１）Ａｅｒ毒素的提取与检测。
各菌株接种到肉汤培养基后２８℃培养４８～６０ｈ，４５００ｒ／ｍｉｎ
离心，取上清。参照文献［４］的方法，先用２０％饱和度硫酸铵
在４℃ 沉淀４ｈ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心后取上清，再用６０％饱和
度硫酸铵沉淀，４℃过夜，５０００ｒ／ｍｉｎ离心，沉淀用５０ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值为７．８～８．０）溶解后透析２ｄ，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，上清进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。

（２）胞外蛋白酶（ＥＣＰａｓｅ）的提取与检测。各菌株分别用
肉汤培养基于２８℃培养４８～６０ｈ，４５００ｒ／ｍｉｎ离心，取上清，
参照文献［５］的方法，用７０％饱和度硫酸铵沉淀，４℃过夜，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心，沉淀用５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ值７．８～
８．０）溶解并透析 ２ｄ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，上清进行
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ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳。
１．５．３　回归感染试验　嗜水气单胞菌接种于琼脂平板，于
２８℃培养１８～２０ｈ，挑取单个菌落接种于琼脂平板扩大培养
１８～２４ｈ。无菌条件下向培养皿中加入少量无菌生理盐水，
用玻璃刮仔细刮下菌苔。离心，取沉淀用生理盐水洗涤２次。
用１ｍＬ生理盐水悬浮，分光光度法测菌液浓度后，用无菌肉
汤培养基分别调整菌浓度至１×１０８ＣＦＵ／ｍＬ。将２种浓度的
菌液肌肉注射进行攻菌，剂量为１ｍＬ／尾［６］，同时用无菌肉汤

培养基作阴性对照。１０尾鱼／组，每天换水１／３，每３～４ｈ观
察并记录死亡情况，对死亡鱼进行解剖和病原再分离，以确定

是否由攻毒活菌引起死亡。

１．６　药敏试验
按Ｋ－Ｂ药敏纸片扩散法［７］进行操作，取单个菌落接种

于肉汤培养基中，３７℃培养１６ｈ，调整菌浓度相当于０．５麦
氏单位。用无菌棉拭子蘸取调整好的菌液于管壁挤去多余液

体，均匀涂布于营养琼脂平板，待培养基表面干燥后放置药敏

纸片使其紧贴培养基表面，各纸片的中心距离不小于２４ｍｍ，
纸片距培养皿边缘的距离不小于１５ｍｍ。于２８℃培养２４ｈ
后，用游标卡尺量取抑菌圈直径，根据杭州微生物试剂有限公

司提供的标准判断分离菌株对药物敏感性。

２　结果

２．１　细菌形态观察及ＡＨＭ鉴别反应
标准株及４株分离菌在普通琼脂培养基上于２８℃培养

２４ｈ后生长良好，标准株及４个菌株菌落特征均为圆形、表面

光滑、中央凸起、边缘整齐、白色、不透明、大小约２ｍｍ。在肉
汤培养基中培养２４ｈ后培养基明显变浑浊，试管底部有乳白
色沉淀，轻摇后乳白色沉淀均匀悬浮。取琼脂培养基上的单

个菌落分别进行革兰氏染色后镜检均可见红色、两端钝圆的

短杆菌，判定为革兰氏阴性杆菌。４株分离菌在ＡＨＭ鉴定培
养基上沿穿刺线呈刷状生长（运动力为阳性），培养基顶部显

紫色，底部为淡黄色，与嗜水气单胞菌标准株特性一致。标准

株及４株分离菌编号及来源见表１。

表１　５株分离菌的编号及来源

序号 细菌编号 来源 分布地区

１ Ｆ１ 标准株 中国科学院北京微生物研究所

２ Ｆ２ 牛蛙　 扬州

３ Ｆ５ 小黄鱼 泰州

４ Ｆ８ 鲢鱼　 南通

５ Ｆ１１ 中华鳖 上海

２．２　分离菌株生理生化特性
筛选出的４株分离菌吲哚、氧化酶试验均呈阳性。葡萄

糖、麦芽糖、蔗糖、甘露糖、阿拉伯糖、七叶苷、水杨苷等糖发酵

试验均呈阳性，不能利用乳糖和鸟氨酸，与标准株反应一致，

符合致病性嗜水气单胞菌特性［８］。生理生化特性试验结果

见表２。
２．３　分离菌株致病性及毒力因子检测结果

４个分离菌株与标准株溶血试验均表现为 β溶血，溶蛋
白试验均可见明显的溶蛋白圈，表明分离菌及标准株均具致

病性（表３）。

表２　生化试验结果

菌株 吲哚 氧化酶 ＭＲ Ｖ．Ｐ 葡萄糖 麦芽糖 乳糖 蔗糖 甘露醇 阿拉伯糖 七叶苷 水杨苷 鸟氨酸

Ｆ１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
Ｆ２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
Ｆ５ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
Ｆ８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
Ｆ１１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －

　　注：“＋”表示阳性反应，“－”表示阴性反应。

表３　５株分离菌的毒性试验结果

菌株 溶血试验 溶蛋白试验 Ａｅｒ毒素 胞外蛋白酶（ＥＣＰａｓｅ）
Ｆ１ β ＋ ＋ ＋
Ｆ２ － ＋ ＋ ＋
Ｆ５ β ＋ ＋ ＋
Ｆ８ β ＋ ＋ ＋
Ｆ１１ β ＋ ＋ ＋

　　提取毒力因子 Ａｅｒ毒素和 ＥＣＰａｓｅ，进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电
泳后均可找到相应条带，各菌株的 Ａｅｒ毒素约为４５ｋｕ，杂带
少；各菌株的ＥＣＰａｓｅ约为３５ｋｕ，杂带相对较多。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳结果见图１、图２。
２．４　回归试验结果

试验组鲫鱼在接种感染后１２ｈ表现出游动变缓、摄食减
少或拒食现象，此后相继出现体平衡能力减弱、废食等现象，

在接种后３～５ｄ开始出现明显死亡，到７ｄ时死亡率均达
６０％以上，阴性对照组在试验期内正常存活，未出现死亡（表
４）。对感染死亡的鱼进行分离培养、镜检、生化鉴定，结果与
嗜水气单胞菌特征一致。

２．５　药敏试验结果
４个菌株及标准株对１４种抗菌药物敏感性结果见表５。

由表５可知，包括标准菌株在内的５个菌株对阿米卡星、左氧
氟沙星和氟苯尼考均表现出高度敏感性；对氨苄西林、阿莫西

林、红霉素和四环素基本不敏感；５个菌株对阿奇霉素、链霉
素、庆大霉素、多西环素、诺氟沙星、环丙沙星、复方新诺明的
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表４　分离菌株对健康鲫鱼的感染试验结果

菌株

编号

试验鱼

总数

（尾）

接菌后鱼死亡数（尾）

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ

死亡

率

（％）

Ｆ１ １０ ０ ０ １ ３ ２ １ ０ ７０
Ｆ２ １０ ０ ０ ０ ２ ２ １ ０ ５０
Ｆ５ １０ ０ ０ １ ３ ２ １ ０ ７０
Ｆ８ １０ ０ ０ ０ １ ３ ２ １ ７０
Ｆ１１ １０ ０ １ ２ ３ ０ ０ ０ ６０

阴性对照组 １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

敏感性表现不尽相同，对链霉素、庆大霉素总体表现敏感，对

阿奇霉素、多西环素、诺氟沙星、环丙沙星、复方新诺明均表现

出一定的耐药性。

表５　嗜水气单胞菌对１４种抗菌药物的敏感性试验结果

药敏纸片
纸片含药量

（μｇ／片）

判定标准：抑菌圈直径（ｍｍ） 试验结果

耐药

（Ｒ）
中敏范

围（Ｉ）
高敏范

围（Ｓ）

Ｆ１ Ｆ２ Ｆ５ Ｆ８ Ｆ１１

抑菌圈直

径（ｃｍ）
敏感

性

抑菌圈直

径（ｃｍ）
敏感

性

抑菌圈直

径（ｃｍ）
敏感

性

抑菌圈直

径（ｃｍ）
敏感

性

抑菌圈直

径（ｃｍ）
敏感

性

氨苄西林 １０．００ ≤１２ １３～１６ ≥１７ １１ Ｒ ９ Ｒ １１ Ｒ ７ Ｒ １０ Ｒ
阿莫西林 ３０．００ ≤１３ １４～１７ ≥１８ １２ Ｒ １４ Ｉ １２ Ｒ ８ Ｒ １１ Ｒ
阿奇霉素 １５．００ ≤１３ １４～１７ ≥１８ １６ Ｉ １６ Ｉ １７ Ｉ １６ Ｉ １３ Ｒ
红霉素 １５．００ ≤１３ １４～２２ ≥２３ １３ Ｒ １２ Ｒ １３ Ｒ １３ Ｒ １４ Ｉ
链霉素 １０．００ ≤１１ １２～１４ ≥１５ １４ Ｉ １８ Ｓ １５ Ｓ １４ Ｉ １５ Ｉ
庆大霉素 １０．００ ≤１２ １３～１４ ≥１５ １５ Ｓ １４ Ｉ １７ Ｓ １６ Ｓ １３ Ｉ
阿米卡星 ３０．００ ≤１４ １５～１６ ≥１７ ２０ Ｓ ２４ Ｓ ２５ Ｓ ２３ Ｓ ２２ Ｓ
四环素 ３０．００ ≤１４ １５～１８ ≥１９ １２ Ｒ １１ Ｒ １２ Ｒ １４ Ｒ １２ Ｒ
多西环素 ３０．００ ≤１２ １３～１５ ≥１６ １５ Ｉ １２ Ｒ １４ Ｉ １５ Ｉ １１ Ｒ
诺氟沙星 １０．００ ≤１２ １３～１６ ≥１７ １３ Ｉ ９ Ｒ １２ Ｒ １５ Ｉ １４ Ｉ
环丙沙星 １０．００ ≤１５ １６～２０ ≥２１ １６ Ｉ １７ Ｉ ２１ Ｓ １７ Ｉ １４ Ｒ
左氧沙星 １０．００ ≤１３ １４～１６ ≥１７ １９ Ｓ ２４ Ｓ ２５ Ｓ ２３ Ｓ １８ Ｓ
复方新诺明 ２３．７５／１．２５ ≤１０ １１～１５ ≥１６ １１ Ｉ ７ Ｒ ９ Ｒ １３ Ｉ １１ Ｉ
氟苯尼考 ３０．００ ≤１２ １３～１７ ≥１８ ２３ Ｓ ２２ Ｓ ２３ Ｓ １９ Ｓ ２５ Ｓ

３　分析与讨论

嗜水气单胞菌有致病菌和非致病菌之分，致病菌可引起

多种水生动物流行性传染病的暴发，其致病性与毒力因子有

关，目前已知的毒力因子主要有以Ａｅｒ毒素为主的外毒素、胞
外蛋白酶、结构蛋白和信号相关蛋白。Ａｅｒ毒素是嗜水气单
胞菌引起变温动物溶血和出血的主要毒力因子，常在胞外蛋

白酶的协同下发挥致病作用［９］。因此，Ａｅｒ毒素和 ＥＣＰａｓｅ成
为鉴别致病性嗜水气单胞菌的重要依据。本试验通过提取５
个菌株Ａｅｒ毒素和 ＥＣＰａｓｅ并进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，均可得
到相应蛋白条带。其中，４５ｋｕ是弱致病株Ａｅｒ毒素的特征条
带，３５ｋｕ蛋白是胞外蛋白酶被 ２－巯基乙醇裂解后的产
物［１０］，为具有典型肠毒素性状的细菌外毒素。这进一步证实

４个分离菌株及标准株均为致病性嗜水气单胞菌。
嗜水气单胞菌引发的鱼类出血病给水产养殖造成了巨大

经济损失。目前，使用抗菌药物是防治鱼类出血病的常用手

段。药敏试验表明，嗜水气单胞菌对阿米卡星、左氧氟沙星和

氟苯尼考普遍敏感，在防治水生动物嗜水气单胞菌感染疾病

时可优先选用；对链霉素和庆大霉素总体表现敏感，可作为备

选药物。对阿奇霉素、多西环素、环丙沙星、诺氟沙星、复方新

诺明部分菌株表现中度敏感，部分存在耐药性，生产中应合理

控制、科学使用。试验中发现不同来源的嗜水气单胞菌对氨

苄西林、阿莫西林、红霉素和四环素均产生耐药性，与以往报

道［１１－１２］基本一致，生产中应避免使用上述药物。４个分离菌
株及标准株对阿奇霉素、链霉素、庆大霉素、多西环素、环丙沙

星、诺氟沙星、复方新诺明的敏感性结果存在差异，可能因养

殖水域、养殖品种、用药方法和用药种类不同，导致嗜水气单

胞菌产生耐药性的药物种类也不同。防治嗜水气单胞等引起

的细菌性疾病时，应选用高度敏感的药物，有效控制疾病，减

少经济损失。同时，严格按规定剂量用药，注意交替用药或轮

换用药，避免连续使用同一药物或同类药物，从而避免细菌产

生耐药性。此外，使用特异性卵黄抗体、中草药对嗜水气单胞

菌感染也有一定防治效果［１３－１４］。

嗜水气单胞菌是一种条件致病菌，一旦感染引发疾病则

较难控制，因此重在预防。养殖前期应做好鱼塘和鱼种的消

毒工作，养殖过程中应注意控制养殖密度，保持良好的水质，

保证科学合理的饵料营养供给，发现病鱼及时隔离和诊断。

此外，使用高效的新型疫苗也是预防嗜水气单胞菌感染的重

要手段。然而，因水生动物给药的特殊性及病原菌血清型的

多样化［１５］，目前使用的菌苗不能获得理想效果。因此，以细
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菌毒力因子为基础开发可口服的亚单位疫苗是未来防治嗜水

气单胞菌感染的重要方向。
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苯并芘对鲤鱼肾脏 ＳＯＤ和 ＣＡＴ的影响
赵莎莎，袁华根

（江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００）

　　摘要：以鲤鱼为研究对象，研究水环境中的苯并芘浓度对鲤鱼肾脏ＳＯＤ、ＣＡＴ的影响。试验共设３个处理组，１个
对照组。暴露的方式采用静态水质接触染毒法。在３０ｄ后测定超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和过氧化物酶（ＣＡＴ）的活性。
结果显示，在不同浓度的苯并芘（０、０．１、０．５、１．０μｇ／Ｌ）暴露３０ｄ后，与对照组比较，ＳＯＤ在低浓度苯并芘（０．１μｇ／Ｌ）
作用下活性高于对照组；在浓度为（０．５μｇ／Ｌ）的苯并芘作用下，与对照组差异不明显；在浓度为１．０μｇ／Ｌ苯并芘作用
下，ＳＯＤ活性明显下降。ＣＡＴ在浓度为０．１μｇ／Ｌ的苯并芘作用下，高于对照组，在浓度为１．０μｇ／Ｌ苯并芘作用下与
对照组相比，显著下降。结果表明，苯并芘能对鲤鱼肾脏中的抗氧化性酶产生一定的影响。因此可以通过研究探索有

机污染物鱼类的生活现象，进一步为水环境污染提供理论依据。
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　　多环芳烃（ＰＡＨｓ）是一类的常见污染物，主要来源于煤、
石油等燃烧产生的烟气、尾气以及焦化炼油等工业废水中，具

有致癌、致畸和致突变型特性。在水环境中通过重点监测，

ＰＡＨｓ在体内代谢时通过自身或中间代谢物氧化产生大量活
性氧自由基［１］，进而产生ＤＮＡ断裂、脂质过氧化、酶失活等毒
性反应［２］。苯并芘由于其性质稳定、致癌性性强所以是

ＰＡＨｓ的典型代表［３］。一些研究表明，苯并芘是高活性致癌

剂，而并不是直接的致癌物，必须与细胞微粒体中的混合功能

氧化酶相互作用才具有致癌性。随着苯并芘浓度的增加，癌

症的发生率也会明显提高，且肿瘤的潜伏期也会明显缩短，苯

并芘不仅会引发动物产生癌症而且还会导致子代发生肿瘤癌

变，不但会造成动物免疫功能下降，而且也会造成胚胎畸形甚

至死亡［４－９］。

鱼类体内抗氧化酶主要包括超氧化物歧化酶（ＳＯＤ），过
氧化氢酶（ＣＡＴ）。其中 ＳＯＤ是机体内天然存在的超氧自由
基清除因子，它通过上述反应可以把有害的超氧自由基转化

为过氧化氢［１０］。ＣＡＴ则是催化体内废物过氧化氢，将其分解
为完全无害的水，减少对机体的损害［１１］。肾脏是机体的重要

器官，承担机体排泄功能，可排除蛋白质代谢的最终产物和对

机体有害的毒物和废物，以调节体液平衡和调节电解质酸碱

平衡；分泌生物活性物质，同时可以通过重吸收功能保留水分
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