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　　摘要：从发病鲇鱼体内分离出１株革兰氏阴性细菌ＳＪ－２，通过细菌形态学观察、理化特性、１６ＳｒＤＮＡ测序以及构
建系统发育进化树分析，表明ＳＪ－２菌株葡萄糖产气、氧化酶、硝酸盐还原为阳性，鸟氨酸脱羧酶、硫化氢为阴性等；进
一步采用ＰＣＲ方法扩增１６ＳｒＤＮＡ序列，测序获得片段大小为１４０１ｂｐ，与Ａｅｒｏｍｏｎａｓａｌｌｏｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌａ模式菌株ＡＴＣＣ
５１２０８序列相似性达９９．６４％；构建系统发育树分析显示分离菌与Ａｅｒｏｍｏｎａｓａｌｌｏｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌａ自然聚为一支，最终判定
ＳＪ－２菌株为异嗜糖气单胞菌（Ａ．ａｌｌｏｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌａ）。人工腹腔注射斑马鱼死亡率达１００％，病鱼呈现体色变白、腹水
等症状。药敏试验结果显示对头孢克肟、头孢哌酮、头孢噻肟、诺氟沙星、左氟沙星、氟苯尼考等药物敏感，对阿莫西

林、氨苄西林、磺胺异 唑、复方新诺明等耐药。首次报道鲇源异嗜糖气单胞菌的分子鉴定与药敏特性，旨在为该病防

治提供参考。
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　　气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）细菌广泛分布于淡水、海水等水
生环境，正常条件下在养殖水体及水产动物体内均存在，多为

条件致病菌［１－２］。气单胞菌组成与分类较为复杂，目前在水

产动物中发现杀鲑气单胞菌（Ａ．ｓａｌｍｏｎｉｃｉｄａ）、嗜水气单胞菌
（Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）、豚鼠气单胞菌（Ａ．ｃａｖｉａｅ）、温和气单胞菌（Ａ．
ｓｏｂｒｉａ）、维氏气单胞菌（Ａ．ｖｅｒｏｎｉｉ）和异嗜糖气单胞菌（Ａ．
ａｌｌｏｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌａ）等多个种［３］。近年来，国内外有关异嗜糖气

单胞菌的研究主要集中在人类和哺乳动物方面［４－５］。Ｌｅｅ等
最早从美国腹泻患者体内分离获得异嗜糖气单胞菌，即

ＡＴＣＣ３５９４２模式菌株［４］。Ｓａａｖｅｄｒａ等分离到猪源气单胞菌菌
株，经ｇｙｒＢ和１６ＳｒＲＮＡ基因鉴定为异嗜糖气单胞菌［５］。最

近，李欣悦等对气单胞菌分类研究发现ｇｙｒＡ基因在异嗜糖气
单胞菌鉴定中更加准确［６］。

关于鱼源异嗜糖气单胞菌的分离鉴定，目前鲜有报

道［３，７－８］。刘双凤等从史氏鲟（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｓｃｈｒｅｎｃｋｉ）体内分离到
１株致病菌，经 １６ＳｒＲＮＡ序列分析鉴定为异嗜糖气单胞
菌［７］。Ｍａｒｔｉｎｅｚｍｕｒｃｉａ等对欧洲鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａａｎｇｕｉｌｌａ）
ＣＥＣＴ４１９９菌株进行理化特性、１６ＳｒＲＮＡ分子鉴定研究，确定
为异嗜糖气单胞菌［３］。杨求华等从发病鳗鲡（Ａ．ｊａｐｏｎｉｃａ）脏
器中分离到异嗜糖气单胞菌，动物感染试验证实该菌对鳗鲡

具有致病性［８］。本研究首次从自然发病鲇鱼（Ｓｉｌｕｒｕｓｓｐ．）腹
水等组织中分离出１株细菌，病鱼主要表现为体表出血、肛门
红肿突出、腹部膨大等临床症状，采用理化特性结合 １６Ｓ
ｒＤＮＡ用基因序列分子鉴定及其药物敏感性，这不仅为异嗜
糖气单胞菌的致病机理奠定基础，而且为该病的预防治疗提

供科学参考。
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１　材料与方法

１．１　材料
患病鲇（Ｓｉｌｕｒｕｓｓｐ．）来自天津某养殖场；２×ＴａｑＰＣＲ

ＭｉｘＰＣＲ预混体系、ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００、ＬＢ琼脂以及药敏纸
片，均购自上海捷瑞生物工程；细菌总基因组提取试剂盒

（ＤＮＡ）、胶回收试剂盒（离心柱型），均购自上海生工生物工
程有限公司；肠杆菌科细菌生化编码鉴定管 ＧＹＺ－１１ｅ，购自
环凯微生物公司。

１．２　方法
１．２．１　细菌的分离纯化　参照胡秀彩等的方法［９］进行，无

菌操作取患病鲇腹水等组织，接种于ＬＢ平板上，２８℃恒温培
养１８～２４ｈ。挑取优势单菌落接种纯化，经过２～３次传代纯
化后得到纯菌种，置于４℃保存备用。菌液按照１∶１的比
例，取０．５ｍＬ菌液于１．５ｍＬ离心管，加入０．５ｍＬ４０％甘油，
封口膜封口，保存于－２０℃冰箱。
１．２．２　细菌形态特征及理化特性检查　将分离菌株接种于
新配制的ＬＢ固体培养基上，置于２８℃培养１８ｈ，肉眼观察菌
落形态记录，并进行革兰氏染色镜检。无菌操作接种供试菌

株于细菌生化编码鉴定管中，按照常规方法进行硝酸盐还原、

糖（醇、苷）类代谢等１９种理化特性测定，参照文献［２］进行。
１．２．３　动物感染试验　健康鲇体质量约４０．０ｇ，购自天津某
养殖场；斑马鱼体质量约０．５ｇ，购自天津某水产市场。参照
黎?等的方法［１０］，将分离到的菌株用０．６５％的生理盐水制成
２．０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ的菌悬液。选取健康鲇和斑马鱼作为试验
对象，采取腹腔注射的方法进行试验。每组１０尾鱼，试验组
鲇鱼每尾注射０．１５ｍＬ菌悬液，斑马鱼每尾注射１０μＬ菌悬
液；对照组鲇鱼、斑马鱼等量注射０．６５％无菌生理盐水。试
验鱼感染后连续观察７ｄ，统计鲇和斑马鱼发病死亡情况。
１．２．４　细菌基因组ＤＮＡ提取　将分离菌株接种于 ＬＢ液体
培养基中，２８℃、１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养至对数期后期至菌液浑
浊。取２ｍＬ菌液于２ｍＬ离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，
弃去上清液，向离心管中加入５００μＬ无菌双蒸水，涡旋３０ｓ，
置于９５℃水浴５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，以上清液作为
模板。

１．２．５　细菌１６ＳｒＤＮＡ基因序列的扩增及测序　细菌１６Ｓ
ｒＤＮＡ采用通用引物２７Ｆ：５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣＡＧ－
３′，１４９２Ｒ：５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′，引物来自上海
生工生物工程有限公司。ＰＣＲ扩增反应体系（２０μＬ）：２×
ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，上下游引物各 １μＬ，ＤＮＡ模板
１μＬ，无菌双蒸水７μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ；
９５℃变性４０ｓ，５６℃ 退火４０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；
７２℃再延伸１０ｍｉｎ。采用１％琼脂糖凝胶电泳检测目的基
因，并将ＰＣＲ扩增产物送金唯智生物科技有限公司进行基因
测序。将１６ＳｒＤＮＡ序列通过ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔ检索序列同源性
分析，采用ＭＥＧＡ５．０５软件邻接法构建系统发育树。
１．２．６　药敏试验　药敏试验采用 Ｋ－Ｂ纸片法对分离菌株
进行３０种常用抗生素药物的敏感性检测，将分离菌株均匀涂
布于ＬＢ平板上，依次贴上药敏纸片，２８℃培养３６ｈ后，测量
抑菌圈直径３次，取平均值，以抑菌圈直径大小作为判定细菌
对药物敏感性的标准。

２　结果与分析

２．１　分离菌株ＳＪ－２菌体及理化特性
从病鲇腹水中分离纯化获得１株细菌，编号为 ＳＪ－２，该

菌株在ＬＢ固体培养基上形成圆形、透明、表面湿润、边缘整
齐的小菌落，为革兰氏染色阴性短杆状，两端钝圆（图１）。细
菌生理生化试验结果表明，ＳＪ－２菌株为发酵型细菌，葡萄糖
产气、氧化酶、硝酸盐还原、吲哚产生、Ｖ－Ｐ、枸橼酸盐、尿素、
动力、葡萄糖酸盐、赖氨酸脱羧酶为阳性，鸟氨酸脱羧酶、苯丙

氨酸脱氨酶、硫化氢、Ｍ．Ｒ、棉子糖、山梨醇、侧金盏花醇、木糖
为阴性等，该菌株的菌体形态和生理生化特性基本符合气单

胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）特征。

２．２　分离菌的１６ＳｒＤＮＡ序列及系统发育分析
以分离菌ＳＪ－２基因组ＤＮＡ为模板，采用ＰＣＲ方法扩增

１６ＳｒＤＮＡ序列，通过琼脂糖凝胶电泳检测大小约为１５００ｂｐ
的目的条带（图 ２），１６ＳｒＤＮＡ测序获得基因片段长为
１４０１ｂｐ；通过Ｂｌａｓｔ检索系统进行基因序列同源性比对，表
明菌 株 ＳＪ－２的 １６ＳｒＤＮＡ 基 因 序 列 与 Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ａｌｌｏｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌａ模 式 菌 株 ＡＴＣＣ５１２０８（＝ ＣＥＣＴ４１９９，
＝ＤＳＭ１１５７６）的１６ＳｒＤＮＡ序列相似性达９９．６４％；构建系统
发育树分析显示分离菌 ＳＪ－２与 Ａｅｒｏｍｏｎａｓａｌｌｏｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌａ
亲缘关系最近、自然聚为一支（图３），进一步确定ＳＪ－２为异
嗜糖气单胞菌（Ａ．ａｌｌｏｓａｃｃｈａｒｏｐｈｉｌａ）。

２．３　动物感染试验结果
人工腹腔注射斑马鱼（Ｄ．ｒｅｒｉｏ）感染１２ｈ后出现肛门红

肿、腹部膨大等症状，４８ｈ死亡率达 １００％；人工回感染鲇
（Ｓｉｌｕｒｕｓｓｐ．）出现皮肤变白、局部出血、腹部膨大，解剖有大
量腹水等症状，７２ｈ累积死亡率达２０％，并且从发病鱼肝脏、
腹水等组织中再次分离到与ＳＪ－２菌株特征一致的细菌。生
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理盐水对照组鱼无发病死亡现象。

２．４　药敏试验结果
药敏试验结果显示ＳＪ－２菌株对头孢克肟、头孢哌酮、头

孢噻肟、诺氟沙星、左氟沙星、氟苯尼考等药物敏感，对阿莫西

林、氨苄西林、磺胺异 唑、甲氧嘧啶、复方新诺明等耐药（表

１），其中氯霉素、呋喃妥因、利福平、诺氟沙星、恩诺沙星药敏
谱见图４。

表１　菌株ＳＪ－２的药敏试验结果

抗菌素名称

抑菌圈直径（ｍｍ）
判定标准

耐药（Ｒ） 中敏（Ｉ） 敏感（Ｓ）
结果判定

阿莫西林 ≤１３ １４～１７ ≥１８ ７／Ｒ
氨苄西林 ≤１１ １２～１４ ≥１５ ７／Ｒ
头孢克肟 ≤１５ １６～１８ ≥１９ ２７／Ｓ
头孢哌酮 ≤１５ １６～２０ ≥２１ ２７／Ｓ
头孢噻肟 ≤１４ １５～２２ ≥２３ ３０／Ｓ
头孢氨苄 ≤１４ １５～１７ ≥１８ ９／Ｒ
美罗培南 ≤１３ １４～１５ ≥１６ １３／Ｒ
亚胺培南 ≤１３ １４～１５ ≥１６ １２／Ｒ
万古霉素 ≤９ １０～１１ ≥１２ １１／Ｉ
阿米卡星 ≤１４ １５～１６ ≥１７ １７／Ｉ
庆大霉素 ≤１２ １３～１４ ≥１５ １８／Ｓ
卡那霉素 ≤１３ １４～１７ ≥１８ １９／Ｓ
链霉素 ≤１１ １２～１４ ≥１５ １８／Ｓ
新霉素 ≤１２ １３～１６ ≥１７ １９／Ｓ
阿齐霉素 ≤１３ １４～１７ ≥１８ １２／Ｒ
克林霉素 ≤１４ １５～２０ ≥２１ １５／Ｒ
红霉素 ≤１３ １４～２２ ≥２３ ７／Ｒ
四环素 ≤１４ １５～１８ ≥１９ ７／Ｒ
萘啶酸 ≤１３ １４～１８ ≥１９ ２４／Ｓ
诺氟沙星 ≤１２ １３～１６ ≥１７ １８／Ｓ
左氟沙星 ≤１３ １４～１６ ≥１７ ２４／Ｓ
恩诺沙星 ≤１５ １６～２０ ≥２１ ２０／Ｉ
依诺沙星 ≤１４ １５～１７ ≥１８ １２／Ｒ
氯霉素 ≤１２ １３～１７ ≥１８ ３３／Ｓ
呋喃妥因 ≤１４ １５～１６ ≥１７ １１／Ｒ
利福平 ≤１６ １７～１９ ≥２０ １５／Ｒ
氟苯尼考 ≤１２ １３～１７ ≥１８ ３４／Ｓ
磺胺异 唑 ≤１２ １３～１６ ≥１７ ７／Ｒ
甲氧嘧啶 ≤１０ １１～１５ ≥１６ ７／Ｒ
复方新诺明 ≤１０ １１～１５ ≥１６ ７／Ｒ

３　讨论

气单胞菌是一类重要的水产养殖动物病原菌，能导致多

种鱼类感染患病，一旦暴发往往造成巨大的经济损失［１１］。目

前，已有报道显示气单胞菌可引起鱼类、爬行类、两栖类、无脊

椎动物和哺乳动物患病，鱼类感染后可引起出血性败血症和

流行性溃疡综合征（ＥＵＳ）等症状［１２－１３］。气单胞菌组成与分

类较为复杂，国外学者最早发现２株异嗜糖气单胞菌菌株，１
株来自鳗鲡（Ａ．ａｎｇｕｉｌｌａ），另１株来自腹泻患者［３，５］，而且该

菌与异嗜糖气单胞菌 ＤＮＡ杂交分类结果一致［１４］。Ｓａａｖｅｄｒａ
等从一个患肠胃炎病例分离到 １株菌株，经 ｇｙｒＢ和 １６Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列分析鉴定为异嗜糖气单胞菌［５］。Ｈｕｙｓ等研究
表明异嗜糖气单胞菌表型和基因型特征与维氏气单胞菌密切

相关［１５］。Ｎｈｕｎｇ等通过细菌基因组 ＤＮＡ杂交结合进化树分
析，认为异嗜糖气单胞菌与维氏气单胞菌亲缘关系较近［１６］。

本研究首次从病鲇（Ｓｉｌｕｒｕｓｓｐ．）腹水等组织中分离出 １株
ＳＪ－２致病菌，采用理化特性结合１６ＳｒＤＮＡ用基因序列分子
鉴定为异嗜糖气单胞菌，并且构建进化树分析显示与维氏气

单胞菌（Ａ．ｖｅｒｏｎｉｉ）亲缘关系较近，这与国外学者研究结
果［１５－１６］一致。

研究表明，异嗜糖气单胞菌做为气单胞菌属中新发现鉴

定的一个新种，可以感染鲟（Ａ．ｓｃｈｒｅｎｃｋｉ）、鳗（Ａ．ｊａｐｏｎｉｃａ）等
鱼类发病［７－８］。Ｙａｎｅｚ等从湖水中分离获得 Ａ３４菌株，根据
ｇｙｒＢ基因序列鉴定为异嗜糖气单胞菌，结果表明该菌是一种
鱼类病原菌［１７］。最近，国内学者从病鱼体内被分离到异嗜糖
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气单胞菌，而在鲇鱼尚未见文献报道。刘双凤等报道异嗜糖

气单胞菌感染史氏鲟（Ａ．ｓｃｈｒｅｎｃｋｉ），发病初期病鱼主要表现
为食欲减退、行动迟缓，病重时体表颜色深浅不一，病鱼口部

四周充血、肿胀，肛门红肿，剖检时发现肝脏质地变脆发白，肠

道内没有食物等症状［４］。杨求华等从发病鳗鲡（Ａ．ｊａｐｏｎｉｃａ）
脏器中分离到异嗜糖气单胞菌，进行动物感染鳗鲡表现为注

射部位溃烂、肿大，腹腔肿大，肛门红肿外突，死亡率均超过

８０％，证实异嗜糖气单胞菌对鳗鲡具有致病性［８］。本研究首

次报道异嗜糖气单胞菌感染鲇，临床主要表现为反应迟钝、不

摄食、体表出血、肛门红肿突出、腹部膨大，解剖发现腹腔中有

大量血性腹水，肠道无内容物、肝脏坏死等症状。人工腹腔注

射斑马鱼、鲇鱼呈现体色变白、腹水等症状，这与国内学者等

报道该菌感染鲟、鳗等鱼类临床症状［７－８］基本一致。但是，异

嗜糖气单胞菌ＳＪ－２菌株感染鲇（Ｓｉｌｕｒｕｓｓｐ．）死亡率较低，仅
为２０％，可能由于异嗜糖气单胞菌为条件致病菌［１１］，也与鲇

鱼抗病力强有关［２０］。以上研究结果为鱼源异嗜糖气单胞菌

的致病机理研究奠定基础。

近些年，水产病原菌耐药性问题备受关注，针对异嗜糖气

单胞菌药敏性研究较少［７－８］。Ｙａｎｅｚ等进行药敏试验显示湖
水中异嗜糖气单胞菌Ａ３４菌株对喹诺酮类、氟喹诺酮类药物
敏感性较低，而对阿莫西林、替卡西林、卡那霉素、妥布霉素、

磺胺类药物高度敏感［１７］。Ｐｉｃｏ等报道水源异嗜糖气单胞菌
Ｑｎｒ基因介导质粒菌株对喹诺酮类药物耐药，并且不同水生
环境中气单胞菌通过 Ｑｎｒ基因遗传获得类似的耐药性［１８］。

Ｇｉｒｌｉｃｈ等从河水样品中分离到异嗜糖气单胞菌进行多重耐药
性菌株筛选研究，结果表明该菌形成一种新的广谱内酰胺酶，

认为异嗜糖气单胞菌 ＰＥＲ－６（Ｐｅｒｉｏｄ１）、中间气单胞菌的
ＰＥＲ－１基因在水环境中遗传蔓延与该菌多重耐药性有
关［１９］。刘双凤等采用纸片扩散法检测鲟源异嗜糖气单胞菌

对２３种抗生素敏感性，结果表明对氯霉素、环丙沙星、左氟沙
星、头孢唑啉、四环素、新霉素、阿奇霉素、庆大霉素等多种药

物敏感，对链霉素、妥布霉素、红霉素等耐药［４］。杨求华等对

鳗鲡致病性异嗜糖气单胞菌对哌拉西林、美洛西林、氯霉素、

四环素、复方新诺明、氧氟沙星和环丙沙星等敏感［８］。本研

究首次对鲇源异嗜糖气单胞菌分离株 ＳＪ－２进行３０种抗生
素敏感性测试，结果显示对头孢克肟、头孢哌酮、头孢噻肟、诺

氟沙星、左氟沙星、氟苯尼考等药物敏感，对阿莫西林、氨苄西

林、磺胺异 唑、复方新诺明等耐药，这与国内外报道异嗜糖

气单胞菌在喹诺酮类、四环素、复方新诺明药敏谱［７，１８］存在差

异，这可能与细菌来源不同、环境条件、临床用药等因素有关。

本研究搞清异嗜糖气单胞菌分离株 ＳＪ－２的药敏特性，旨在
为鱼类异嗜糖气单胞菌疾病防治提供科学参考。
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