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　　摘要：２０１５年江苏淮安地区养殖黄颡鱼暴发出血性肠炎。从濒死鱼肠组织和腹水中分离纯化出２株细菌，通过
１６ＳｒＲＮＡ进化树分析显示，这２株菌与气单胞菌属的嗜水气单胞菌亲缘关系较近。致病性试验显示，２株菌对健康黄
颡鱼具有较强的致病性，病原菌浓度达到５×１０４ＣＦＵ／ｍＬ时，死亡率在４０％～５０％，病原菌浓度达到５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ
时，死亡率在９０％～１００％。药敏试验显示，分离到的２株菌都对依诺沙星、头孢曲松、舒巴坦、恩诺沙星敏感。确定了
淮安地区暴发的黄颡鱼出血性肠炎病原为嗜水气单胞菌，对黄颡鱼健康养殖和疾病防控具有重要意义。
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　　黄颡鱼（ＰｅｓｕｄｏｂａｇｒｕｓｆｕｌｖｉｄｒａｃｏＲｉｃｈａｒｄｓｏｎ），别称黄腊
丁、黄骨鱼，在鱼类分类学中属鲇形目（Ｓｉｌｕｒｉｆｏｒｍｅｓ）

!

科

（Ｂａｇｒｉｄａｅ），主要分布在东亚国家。黄颡鱼在我国分布广泛，
在各大水系均有分布，特别在长江中下游的湖北、安徽、江苏

更为集中［１］，是一种营养价值和药用价值都较高的优质淡水

鱼类，也是出口创汇的优良品种。随着市场需求的增大，黄颡

鱼的人工养殖在全国各地兴起。过去的几十年中，以繁育技

术、养殖工艺以及饲料营养等为主的养殖技术也迅速发展。

养殖技术的发展降低了养殖成本，创造了更多的经济效益。

但是由于养殖密度的增加、养殖环境恶化，加之对于传染

性疾病防控的重视度不够，黄颡鱼出现了各种疾病，如病毒

病、细菌病和寄生虫病，导致产生严重的经济损失。目前，许

多中国学者对黄颡鱼的红头病［２－４］、腹水病［５－６］、败血症病以

及水霉病［７－８］等进行了报道。除此之外，肠道出血病也是困

扰黄颡鱼养殖业的一大问题，但是目前对于黄颡鱼肠道出血

病病原的报道较少。

２０１５年６月江苏淮安某黄颡鱼养殖场的黄颡鱼出现大
量死亡，病鱼主要症状为腹部肿大，肠道充血，并且部分濒死

鱼腹腔内有淡黄色黏稠积液。为查明该病病因，经细菌性病

原的分离和鉴定，取患病鱼的肠道和积液分离优势菌，最终确

定病原为气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）。气单胞菌属普遍存在于
自然环境中，经常从人体、鱼体、两栖类以及人的食物中分离

到。气单胞菌属为条件性致病菌，在密度过大、水体污染以及

缺氧等恶劣环境下，能导致多种鱼类发病和死亡。国内外学

者报道了嗜水气单胞菌（Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）、豚鼠气单胞菌（Ａ．
ｃａｖｉａｅ）、温和气单胞菌（Ａ．ｓｏｂｒｉａ）以及维氏气单胞菌属（Ａ．

ｖｅｒｏｎｉｉ）等菌属引起鱼类产生严重疾病［９－１７］。本研究从患病

养殖黄颡鱼肠道和腹水中分离出２株优势致病菌（ＪＳＨＡ－０１
与ＪＳＨＡ－０２），采用１６ＳｒＤＮＡ序列测定和系统发育分析的方
法对２株菌进行分类鉴定。嗜水气单胞菌自２０世纪８０年代
以来在多种淡水鱼类上分离到，造成了巨大的经济损失。通

过对病鱼的病理切片观察以及病原菌的回感试验，可分析该

病原菌对黄颡鱼致病的病理特征。在此基础上，进行药物敏

感性试验，为养殖生产中有效防治该病提供依据。

１　材料与方法

１．１　病料样品、试验鱼及主要试剂
病黄颡鱼样品取自江苏淮安某养殖场；回感试验在中国

水产科学研究院淡水渔业研究中心进行，健康黄颡鱼购自江

苏无锡某养殖场，体长１５～２０ｃｍ，体质量（６０±５）ｇ，暂养于实
验室玻璃水缸中。药敏纸片，购自杭州天和微生物试剂有限公

司；细菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒、琼脂糖凝胶纯化试剂盒，购
自生工生物工程（上海）股份有限公司（简称上海生工）。

１．２　细菌的分离纯化
患病黄颡鱼用灭菌生理盐水冲洗２～３次，用经过７０％

乙醇灭菌消毒的解剖工具解剖，取新鲜病灶组织（肠组织以

及肠道液），滴加少许灭菌生理盐水，在经过灭菌的研磨器中

进行组织匀浆，平板划线法接种于ＬＢ平板培养基上，３７℃培
养１８ｈ后，选取单个、优势菌落划线纯化培养。
１．３　细菌１６ＳｒＲＮＡ分子鉴定

用上海生工的细菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒抽提上述２
株菌基因组ＤＮＡ。在气单胞菌属１６ＳｒＲＮＡ保守区域设计引
物扩增１６ＳｒＤＮＡ序列。

正向引物：５′－ＧＡＧＧＴＡＡＴＧＧＣＴＣＡＣＣＡＡＧＧＣ－３′；反向
引物：５′－ＣＧＣＴＣＧＴＴＧＣＧＧＧＡＣＴＴＡ－３′。ＰＣＲ反应条件：
９４℃ ２ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，５４℃ ３０ｓ，６８℃ １ｍｉｎ，３０个循环；
６８℃ １０ｍｉｎ。扩增产物进行胶回收，并将其克隆到全式金
ｐＥＡＳＹ－ＢｌｕｎｔＳｉｍｐｌｅ克隆载体上，然后送至上海生工测序，用
ＭＥＧＡ５软件采用邻接法构建系统发育树进行同源性分析。
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１．４　人工感染试验
将分离得到的ＪＳＨＡ－０１接种于ＬＢ液体培养基中，３７℃

培养 １６ｈ，离心菌体然后用灭菌生理盐水分别稀释至
５×１０８、５×１０６、５×１０４ＣＦＵ／ｍＬ。将暂养１周的健康黄颡鱼
随机分组，每个梯度的菌悬液接种 １０尾鱼，每尾接种
０．２ｍＬ；对照组黄颡鱼注射等量灭菌生理盐水，记录发病与
死亡情况，同时对接种后的发病鱼的肠道及腹腔积液进行细

菌再分离纯化培养。对刚刚死亡病鱼进行解剖观察，并固定

肠道组织用于病理切片。

１．５　药物敏感试验
按照常规纸片法对经过鉴定的菌株进行１６种常用抗生

素耐药性检测。将ＪＳＨＡ－０１接种于ＬＢ液体培养基中，３７℃
培养１６ｈ，离心菌体，然后用灭菌生理盐水重悬，制成浓度约
为１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液。取０．１ｍＬ菌悬液涂布于平板培

养基上，将药敏纸片贴于该平板上，３７℃培养２４ｈ，测量抗生
素抑菌圈直径。

２　结果与分析

２．１　病原菌分离
从肠组织和腹水中１共分离到５株优势菌，笔者选取其

中２株进行后续试验。其菌落直径为０．５ｍｍ左右、边缘整
齐、圆形，表面光滑、中央凸起、灰白色、不透明。同时用３０％
甘油保存至－８０℃冰箱。
２．２　１６ＳｒＲＮＡ基因同源性分析

ＪＳＨＡ－０１与ＪＳＨＡ－０２的１６ＳｒＲＮＡ基因序列长度分别
为１４５０、１４５２ｂｐ，通过 ＮＣＢＩ检索系统（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．
ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）进行序列同源性分析。图 １结果显
示，这２株菌属于嗜水气单胞菌。

２．３　分离菌的致病性
由表１可知，健康黄颡鱼在接种不同梯度的病原菌菌液

后死亡情况不一，病原菌浓度达到５×１０４ＣＦＵ／ｍＬ时，死亡
率在４０％～５０％，病原菌浓度达到５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，死亡
率在９０％～１００％，而对照组在试验观察期内未见死亡。死
亡黄颡鱼体表正常，解剖发现肠道充血发红，腹腔内有少量黄

色积液，与最初分离病原的病鱼症状类似。取肠道组织及腹

腔积液进行细菌分离，经鉴定分离到的病原菌为原菌株。该

病原主要引起黄颡鱼肠组织病变，观察肠组织切片（图２）可
知，感染鱼肠绒毛变短变少，肠绒毛顶端开始出现“溶解”，有

的开始出现脱落。

表１　ＪＳＨＡ－０１和ＪＳＨＡ－０２对健康黄颡鱼的感染试验

组别
病原菌浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
数量

（尾）

ＪＳＨＡ－０１死亡数（尾）
１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

ＪＳＨＡ－０１
死亡率（％）

ＪＳＨＡ－０２死亡数（尾）
１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ

ＪＳＨＡ－０２
死亡率（％）

处理组 ５×１０８ １０ ２ ５ ３ ０ ０ １００ １ ４ ３ １ ０ ９０
处理组 ５×１０６ １０ １ ２ ３ １ ０ ７０ １ ３ ２ ２ ０ ８０
处理组 ５×１０４ １０ ２ １ ０ １ ０ ４０ ０ ２ １ ２ ０ ５０
对照组 ０ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
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２．４　药敏试验
采用１６种常用抗生素对致病菌进行耐药性试验，由表２

可知，分离菌ＪＳＨＡ－０１对供试的复方新诺明、氯霉素、依诺
沙星等６种抗生素敏感，对红霉素、新霉素、氨苄西林等７种
抗生素敏感中介，对新生霉素、青霉素、链霉素等３种药物耐
药；分离菌ＪＳＨＡ－０２对供试的头孢曲松、依诺沙星、恩诺沙
星等６种药物敏感，对红霉素、诺氟沙星、头孢他啶等７种药
物中介，对复方新诺明、青霉素、链霉素等３种药物耐药。

表２　ＪＳＨＡ－０１和ＪＳＨＡ－０２的药物敏感试验结果

药物名称
药物浓度

（μｇ／片）
敏感性

ＪＳＨＡ－０１ ＪＳＨＡ－０２
依诺沙星 １０ 敏感 敏感

头孢曲松 ３０ 敏感 敏感

氯霉素 ３０ 敏感 中介

头孢唑啉 ３０ 中介 敏感

氨苄西林 １０ 中介 中介

青霉素 １０ 耐药 耐药

舒巴坦 ７５ 敏感 敏感

恩诺沙星 ５ 敏感 敏感

诺氟沙星 １０ 中介 中介

庆大霉素 １０ 中介 中介

新霉素 ３０ 中介 敏感

复方新诺明 ２５ 敏感 耐药

头孢他啶 ３０ 中介 中介

链霉素 １０ 耐药 耐药

红霉素 １５ 中介 中介

新生霉素 ３０ 耐药 中介

３　讨论

近年来，由于繁殖技术、养殖工艺以及营养饲料等方面的

技术不断提升，黄颡鱼养殖规模不断增加。但是疾病频频暴

发的问题也随之而来，这给黄颡鱼养殖产业带来了巨大的损

失。到目前为止，对于黄颡鱼疾病的防控主要集中在细菌性

病原。目前，已经成功分离出细菌性黄颡鱼红头病［２－４］、腹水

病［５－６］、败血症病［７］等疾病病原，并在此基础上对病原生物特

性以及防控措施进行了研究。但是近年来，国内很多养殖场

暴发黄颡鱼肠道出血病，主要症状为病鱼摄食减少，活力下

降，体表偶尔有出血，肠黏膜出血严重，腹腔及肠道内有黄色

积液。该病死亡率较高，成为困扰黄颡鱼养殖业的一大问题，

但到目前为止，对于黄颡鱼肠道出血病病原的报道较少。笔

者从江苏淮安某发病养殖场病鱼肠组织和腹水中分离到了２
株嗜水气单胞菌，证实了该菌为这一疾病的病原。病原菌浓

度达到５×１０４ＣＦＵ／ｍＬ时，死亡率在４０％ ～５０％，病原菌浓
度达到５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ时，死亡率在９０％ ～１００％。梁正生
等从广西患有腹水症黄颡鱼上分离到嗜水气单胞菌，引起的

病症主要表现为体表、鳍条和鳍基发红，肛门红肿，体表多处

溃烂［６、１３］。蒋自立等从患有败血症的黄颡鱼肝脏组织中分离

到了嗜水气单胞菌，认为其能引起黄颡鱼败血症，其主要症状

为腹部充血膨大，腹腔大量积水，肝略显黄褐色，肠黏膜充

血［７］。上述２个案例症状均与本试验观察到的症状有所不
同。嗜水气单胞菌引起不同鱼病的原因在于以下几个方面：

（１）目前对于黄颡鱼乃至很多鱼的疾病名称都是根据观察到

的症状进行命名，不同的研究者命名有所不同。笔者认为，目

前国内报道的部分腹水症、败血症的病例应属同一种病。

（２）不同的嗜水气单胞菌菌株基因组结构有差异。细菌的致
病性与其所携带的毒力因子密切相关，感染不同宿主的嗜水

气单胞菌所携带的毒力因子有所不同，强毒株与弱毒株之间

也存在差异，从而表现出的症状也不同。有学者发现感染鲢、

鱼的嗜水气单胞菌能交叉感染［１５，１７－１９］，因此在养殖过程中

应该引起重视。药敏试验显示，本试验分离到的２株菌都对
依诺沙星、头孢曲松、舒巴坦、恩诺沙星敏感，但是对抗生素药

敏性不完全一致，类似现象在其他病原菌上也有报道［６，２０］。

这可能是由这２株菌的毒力基因差异性、养殖环境以及用药
习惯等多方面因素造成的。

嗜水气单胞菌属普遍存在于自然环境中，经常从人体、鱼

体、两栖类以及人的食物中分离到。气单胞菌属是一种条件

性致病菌，存在于黄颡鱼以及其他鱼类肠道与水体

中［１１，２１－２２］。鱼肠道中微生物是一把双刃剑，当宿主利用各种

防御机制将细菌的种类和数量控制在一定水平时，肠道微生

物与宿主相互作用，但是当这一平衡被打破时，往往能导致宿

主疾病暴发。养殖环境恶化以及养殖生物自身免疫系统紊乱

时，嗜水气单胞菌大量繁殖，从而导致微生态的不平衡，这是

细菌性疾病暴发的根源。徐伯亥等的研究证实气单胞菌大量

繁殖与肠机能的紊乱有关，从而导致疾病发生［２３－２４］。因而从

生产上建议，养殖者应该适当严格做好清塘工作、控制放养密

度，保持良好水质，提升黄颡鱼养殖的生态环境。
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凡纳滨对虾 Ｐ５３亲水肽段原核表达及抗体制备
刘　欢，黄明珠，陈晓燕，房春娟，姜雯雯，朱芳芳，熊志伟

（江西科技学院护理学院，江西南昌３３００９８）

　　摘要：在哺乳动物细胞中，肿瘤抑制基因Ｐ５３是目前研究最为广泛和系统的抑癌基因之一。Ｐ５３参与了 ＤＮＡ损
伤修复、细胞周期调控、细胞凋亡及抑制血管生成等过程，在甲壳动物中研究较少。对ＬｖＰ５３的蛋白质全序列进行抗
原性分析，将编码亲水肽段ＤＮＡ连接到Ｐｅｔ３２ａ表达载体上，转化原核表达菌株ＢＬ２１，利用异丙基－β－Ｄ－硫代半乳
糖苷（ｉｓｏｐｒｏｐｙｌβ－Ｄ－ｔｈｉｏｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ，简称ＩＰＴＧ）诱导融合蛋白质表达，经蛋白电泳分析表明，融合蛋白主要以包涵体
形式存在。利用Ｎｉ柱亲和纯化发酵产物，得到较单一的蛋白，以制备多克隆抗体。
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　　凡纳滨对虾（别称南美白对虾）是当今世界水产养殖业
产量最高的三大虾类之一。随着养殖规模的扩大，对虾病害

已经成为制约该产业发展的重要障碍。凡纳滨对虾为较低等

的水生节肢动物，其生理特征表现为对病害的易感性。生长、

发育的生命周期较短，各器官和系统形成迅速、构造简单，较

高的新陈代谢水平和较低等的器官结构使得凡纳滨对虾对病

原体抵抗能力较弱。凡纳滨对虾的鳃直接与水体接触，在进

行呼吸和排泄时，各种外界恶劣的环境条件直接接触鳃结构，

因此病原体较易感染或通过鳃部而影响全身。凡纳滨对虾的

生命周期中有蜕壳的生理特点，蜕壳前凡纳滨对虾停止进食，

蜕壳之后虾体又非常脆弱，在此期间虾体的防御能力减弱，对

病原体和敌害的抵抗力极差，因而极易被病原体感染［１］。随

着养殖水域受到严重污染，水质的富营养化，水体的酸碱化，

重金属污染等都是目前非常严重的问题［２］，养殖强度的扩大

和养殖环境恶化将给对虾病害的控制带来更大的挑战。

机体在对抗病害、重金属、环境等因素胁迫时，会导致负

氧离子等活性氧（ＲＯＳ）的产生［３－４］，高浓度的氧化自由基会

导致细胞损伤甚至细胞死亡［５］。Ｐ５３与 ＤＮＡ的完整性、细胞
周期、呼吸暴发都有密切联系［６－７］。亚硝酸盐应激诱导对虾

血细胞产生了过量的ＮＯ和ＲＯＳ，造成氧化胁迫作用，诱导凋
亡Ｐ５３基因的表达［８］。在重金属和低 ｐＨ值环境的应激下，
凡纳滨对虾Ｐ５３基因表达与ＬｖＭｎＳＯＤ和 ＬｖＧＰｘ有着密切的
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