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　　摘要：近年来，在沙塘鳢养殖过程中出现大量暴发的烂鳃症，病鱼症状主要表现为行动迟缓，脾脏肿大，头部皮肤
和鳃部溃烂较为严重，肠道出血；采集江苏省沙塘鳢主要养殖基地病料，分离病原菌，通过显微镜观察，运用生理生化

指标鉴定及１６ＳｒＤＮＡ同源性分析等方法，对从肠道及鳃部分离的病原菌进行了鉴定：其形态特征及生理生化指标符
合嗜水气单胞菌的特点，ＧｅｎＢａｎｋ中同源系列检索结果显示，该菌与嗜水气单胞菌的１６ＳｒＤＮＡ序列同源性高达９９％；
药物敏感性试验显示该菌对诺氟沙星的敏感性最高，人工感染选择诺氟沙星进行治疗，治疗效果较好。
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　　沙塘鳢属（Ｏｄｏｎｔｏｂｕｔｉｓ）别称沙乌鳢、蒲鱼、土布鱼、沙鳢、
虎头 鱼 等，隶 属 于 鲈 形 目 （Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ） 虎 鱼 亚 目

（Ｇｏｂｉｏｉｄｅｉ）塘鳢科（Ｅｌｅｏｔｒｉｄａｅ），主要分布于长江中下游、钱
塘江、闽江等水系［１］；沙塘鳢多生活于湖泊、河沟的静水区或

近岸浅水区，是一类小型底栖肉食性鱼类［２］。该鱼因味道鲜

美、营养丰富、肉质细腻又少刺而广受人们喜爱。近年来，随

着市场需求的不断增长，沙塘鳢的人工养殖规模不断扩大，并

且已经在多个省市的养殖区开展了混养和套养；然而养殖规

模的增大远不及市场需求的增长，在生产该鱼苗种过程中，生

产单位不注重该鱼种质资源管理，导致养殖成鱼发生生长速

度变慢、病害增加等种质退化现象［３］。沙塘鳢种质的退化以

及养殖水质的恶化导致了沙塘鳢抗病力的下降，尤其是细菌

性疾病的大量暴发，２０１６年７月在江苏南京和扬中沙塘鳢养
殖基地沙塘鳢暴发烂鳃症，死亡率高达８０％，给养殖户造成
了极大的损失。

笔者所在课题组多次赶赴发生病害的南京和扬中养殖基

地采集病料，从采集回的病鱼的鳃部和肠道等多处组织中分

离细菌经培养获得２株形态高度一致的病原菌，并对其进行
了传统生理生化指标检测以及１６ＳｒＤＮＡ同源性分析，结果
表明２株病原菌均为嗜水气单胞菌。

１　材料与方法

１．１　材料采集
患病沙塘鳢采集于南京及扬中等地的养殖基地，采集时

间为２０１６年７—８月，体长为６～９ｃｍ，体质量为６～１２ｇ；健
康的沙塘鳢采集自江苏省淡水水产研究所沙塘鳢繁育基地，

平均体长为７ｃｍ，平均体质量为８ｇ。

１．２　病鱼症状及解剖观察
选取症状明显的患病沙塘鳢，观察并记录病鱼可见的体

表特征，用消毒乙醇进行体表消毒，严格按照实验室无菌操作

方法，剪开其腹部，观察其腹腔内肝脏和肠道情况。

１．３　病原菌分离及显微镜镜检
选取典型症状病鱼的鳃部及肠道进行划线接种，接种于

普通琼脂平板培养基，２８℃恒温培养４８ｈ，挑取形态特征一
致的病原菌进行划线分离纯培养３次，随后将分离到的病原
菌接种于肉汤培养基４℃保存。将上述纯培养后的细菌挑取
单个菌落，进行细菌涂片，干燥固定后用革兰氏染色法进行镜

检，观察细菌形态及染色特性。

１．４　溶血性试验
将分离到的细菌培养的上清液加入到微量血凝板上，然

后分别加入等量不同动物的１％红细胞，于３７℃恒温培养箱
放置１ｈ，观察结果。
１．５　生理生化指标检测

将分离纯化后得到的病原菌接种于各种生化试剂，具体

操作参照文献［４］进行，以微量发酵管法进行葡萄糖产气、
Ｖ－Ｐ、甘露醇、水杨苷、七叶苷、硫化氢、阿拉伯糖、肌醇、蔗糖
的生化试验；常规法分别进行运动性、鸟氨酸脱羧酶试验。氧

化酶测定用试纸法，变红者判为阳性。

１．６　序列同源性分析
１．６．１　ＤＮＡ模板的制备　挑取典型的单个菌落，稀释至
５０μＬ的去离子水中，沸水浴５ｍｉｎ，然后４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，上清即为模板ＤＮＡ。
１．６．２　ＰＣＲ扩增　按照广谱细菌１６ＳｒＤＮＡ扩增引物进行
ＰＣＲ扩增，扩增引物为正向 ２７Ｆ：５′－ＡＧＴＴＴＧＡＴＣＭＴ
ＧＧＣＴＣＡＧ－３′，反向１４９２Ｒ：５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－
３′进行扩增。ＰＣＲ反应体系（２５μＬ）含：２．５μＬ１０×ＰＣＲ缓
冲液（含Ｍｇ２＋），１μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ４×ｄＮＴＰ，１０μｍｏｌ／Ｌ正向和
反向引物各０．５μＬ，０．２μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ），０．５μＬ
模板，加入去离子水至２５．０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变
性４ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物由上海生工生物工
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程技术有限公司进行纯化和测序。

１．６．３　序列分析　测序后在 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中分别输入２
株病原菌测得的１６ＳｒＤＮＡ序列并进行Ｂｌａｓｔ比对。
１．７　人工感染试验

将健康的沙塘鳢置于水族箱暂养 ７ｄ，水族箱规格为
１１００ｃｍ×５００ｃｍ×７００ｃｍ，水温控制在２８℃，日换水量为
４０％，按时投喂鲜活虾苗并及时清理水族箱，设置４个试验组
和１个对照组，每组６尾鱼，通过试验“１．３”节至“１．５”节发
现所得菌株各项指标均一致，因而挑选其中１株 Ｙ－Ｓ０１（从
鳃部分离获得）为代表菌株进行试验，将肉汤培养细菌原液

倒入水族箱中，用灭菌枪头将沙塘鳢体表皮肤划伤后，放入水

族箱中，保证划伤部位接触到病原菌，每次换水后补加细菌１
次；对照组沙塘鳢则采用同样的方法将皮肤划伤后，放入等量

体积的无菌肉汤培养基，正常饲养。通过连续１４ｄ观察试验
组和对照组，记录沙塘鳢症状及发病时间，取发病沙塘鳢鳃部

和肠道等部位进行病原菌的分离及鉴定。

１．８　药敏试验及最适药物筛选
选取水产上常用抗生素，按照常规纸片进行试验，培养温

度为２８℃，参照文献［５］的标准进行结果判定。依据药敏试
验结果，挑选出药敏性较高的药物对试验组发病鱼进行分组

治疗。

２　结果与分析

２．１　病鱼症状及解剖情况
病鱼表现出摄食量减少、游动迟缓、常静止不动漂浮于水

面上，体表和肠道都出现不同程度的出血，鳃部和头部溃烂，

肝脏呈现土黄色，发病后死亡率极高。

２．２　病原菌分离及显微镜镜检
从病鱼鳃部及肠道采集分离得到２株细菌，分别编号为：

Ｙ－Ｓ０１和Ｙ－Ｃ０１，２株细菌经普通琼脂培养后得到形态、大
小及颜色高度一致的菌落，在普通琼脂培养基上菌落呈现肉

色或灰白色，形态为圆形，边缘光滑，中央凸起。２株病原菌
经革兰氏染色后，均呈现红色，形态一致，病原菌均呈现两端

钝圆的短杆状，单个或呈对排列，显微镜下拍照（图１）。

２．３　溶血性试验
分别选取等量的人 Ｏ型、绵羊、小鼠、鸡、鸭以及鲫鱼红

细胞，２株细菌均能造成血细胞溶血，溶血程度见表１。
表１　溶血试验结果

菌株 人Ｏ型 绵羊 小鼠 鸡 鸭 鲫鱼

Ｙ－Ｓ０１ ＋＋ ＋ ＋＋ ＋ ＋ ＋＋
Ｙ－Ｃ０１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋＋

　　注：“＋”表示溶血程度。

２．４　生化指标检测
分别将２株病原菌进行生化试验，试验结果见表２。根

据生理生化反应结果，可以初步判定分离得到的２株细菌为
嗜水气单胞菌。

表２　生化试验结果

项目
结果

Ｙ－Ｓ０１ Ｙ－Ｃ０１
葡萄糖 （＋） （＋）
甘露醇 ＋ ＋
水杨苷 ＋ ＋
七叶苷 ＋ ＋
硫化氢 － －
阿拉伯糖 ＋ ＋
肌醇 － －
蔗糖 ＋ ＋
运动性 ＋ ＋
鸟氨酸脱羧酶 － －
氧化酶 ＋ ＋
Ｖ－Ｐ ＋ ＋

　　注：“＋”表示产酸，“－”表示不发酵，“（＋）”表示产酸产气。

２．５　１６ＳｒＤＮＡ序列同源性分析
从患病沙塘鳢的肠道和鳃部分离的菌株 ＰＣＲ结果见图

２。ＧｅｎＢａｎｋ中同源序列检索结果显示，２株细菌与嗜水气单
胞菌属的１６ＳｒＤＮＡ序列自然聚类，与２株分离菌相似度最高
的８个结果均同属于嗜水气单胞菌属；另根据病原菌的显微
镜镜检以及生化试验结果，最终确定分离到的２株菌均为嗜
水气单胞菌。

２．６　人工感染
人工感染后，沙塘鳢于试验６ｄ首次出现死亡，死亡高峰

期为感染的９ｄ和１０ｄ，至１４ｄ试验结束时，试验组死亡率分
别为７０％、８０％、７５％、７５％，症状与采集病鱼相似，对照组沙
塘鳢生长正常（表３），在病鱼鳃部和肠道等处再次分离病原
菌，通过柯赫氏法则验证。

２．７　药敏试验及最适药物筛选
选取青霉素、卡那霉素、链霉素、诺氟沙星、庆大霉素、氯

霉素等一共６种药敏试验片，分别采购自上海医学化验所及
北京天坛药物生物技术开发中心，药敏结果见表４。结果表
明，抑菌效果最好的为诺氟沙星，选取诺氟沙星对人工感染发
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表３　沙塘鳢人工感染结果

组别
感染鱼尾数

（尾）

死亡尾数

（尾）
症状

死亡率

（％）

试验组１ ２０ １４ 游动迟缓，头部及鳃部溃烂，腹部肿胀，肠道出血 ７０
试验组２ ２０ １６ 游动迟缓，头部及鳃部溃烂，腹部肿胀，肠道出血 ８０
试验组３ ２０ １５ 游动迟缓，头部及鳃部溃烂，腹部肿胀，肠道出血 ７５
试验组４ ２０ １５ 游动迟缓，头部及鳃部溃烂，腹部肿胀，肠道出血 ７５
对照组　 ２０ ０ 无明显症状 ０

表４　药敏试验判定标准与结果 ｍｍ　

抗生素
判定标准（抑菌圈直径） 结果判定

耐药（Ｒ） 中度敏感（Ｍ） 敏感（Ｓ） Ｙ－Ｓ０１ Ｙ－Ｃ０１
青霉素　 ≤１０ １１～１５ ≥１６ １２（Ｍ） １４（Ｍ）
卡那霉素 ≤１０ １１～１５ ≥１６ １５（Ｍ） １６（Ｍ）
链霉素　 ≤１０ １１～１５ ≥１６ １２（Ｍ） １４（Ｍ）
诺氟沙星 ≤１２ １３～１６ ≥１７ ２２（Ｓ） ２４（Ｓ）
庆大霉素 ≤１０ １１～１５ ≥１６ １３（Ｍ） １１（Ｍ）
氯霉素　 ≤１０ １１～１５ ≥１６ １１（Ｍ） １１（Ｍ）

病且未死亡的病鱼进行治疗，治疗方法按照药物使用说明书

进行，４个试验组发病的沙塘鳢投药３ｄ后病鱼精神转好，７ｄ
体表症状消失，进食较活跃，可以判定诺氟沙星对此次沙塘鳢

的发病有较好的治疗效果。

３　讨论

嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）广泛分布于池水、
淤泥等自然环境中［６］，可以感染鱼、鳖、鳗、牛蛙及蚌等水生

动物，也可以感染人造成败血症，感染水生动物主要引起暴发

性出血，局部感染导致烂鳃、赤皮等症状；嗜水气单胞菌感染

能够引起水产动物大量死亡，给水产养殖业造成经济损失。

目前，尽管已有针对嗜水气单胞菌的疫苗［７］，但由于该菌存

在不同血清型［８］，致使免疫保护效果差或不稳定，因此，目前

防治嗜水气单胞菌主要采用抗菌药物治疗的方法为主。

传统的细菌鉴定方法是根据细菌的生理生化特性，按照

细菌鉴定手册进行判断；但是传统的生理生化试验操作繁琐、

耗时长且受主观因素影响较大［９］。目前，最常用的鉴定方法

是通过分子生物学的手段进行鉴定［１０－１１］，但是目前尚有多种

细菌的完整１６ＳｒＤＮＡ序列未被测定，给鉴定结果的准确性
带来一定的影响，需要生化鉴定结果作为佐证［１２］，同时同属

不同种间的１６ＳｒＲＮＡ基因通常具有很高的同源性，因此适
用于属及属以上分类单位的亲缘关系鉴定，对于亲缘关系较

近的细菌常因分辨率不够而较难区分［１３］。

本次试验结合传统的生理生化以及现代的分子生物学手

段的方法来鉴定细菌，获得了较为准确的试验结果。对分离

的细菌进行了药敏试验，选择出具有较好抗菌效果的抗菌

药－诺氟沙星，并在实验室条件下给药，有着良好的治疗效
果，对实际生产有着很高的参考价值。提高养殖沙塘鳢的产

量，不仅仅要注重细菌病的防治，还要注重养殖模式的改变，

虾、蟹池中混养沙塘鳢的生态养殖模式是当前水产养殖中发

展养殖生产、规避养殖风险、提高养殖效益的一条必由之

路［１４］，通过虾、蟹和沙塘鳢混养，达到抗病、高产的目的。同

时在沙塘鳢的养殖过程中，应及时做好嗜水气单胞菌病的防

治工作，一旦发现应及时隔离并对养殖塘口进行消毒，从源头

上阻止该菌的传播。
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