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　 　 【摘要】 　 目的　 分离鉴定诸氏鲻虾虎鱼(Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ)出血病病原ꎬ并探讨其传播途径ꎬ为虾虎鱼微生

物质量控制提供技术依据ꎮ 方法　 从患出血病虾虎鱼肝脏取样分离病原菌ꎬ经菌落形态、生化特性和分子特征鉴

定细菌ꎬ回归感染确定其致病性ꎬ并采用双重 ＰＣＲ 方法对虾虎鱼、轮虫、卤虫、水进行嗜水气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ)检测ꎮ 结果　 分离到 １ 株优势菌 ＰＹＭｃ１５－１ꎬ该菌株 ＡＰＩ 生化反应结果与嗜水气单胞菌一致ꎬｇｒｙＢ 序列

与 ＧｅｎＢａｎｋ 上的嗜水气单胞菌相应基因序列同源性最高ꎻ根据已知序列构建 ｇｒｙＢ 分子系统进化树ꎬ分离株

ＰＹＭｃ１５－１ 与嗜水气单胞菌聚类ꎻ分离株 ＰＹＭｃ１５－１ 溶血素基因(ｈｌｙＡ)和气溶素基因(ａｅｒＡ)检测结果阳性ꎬ对虾

虎鱼半致死剂量(ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅꎬＬＤ５０)为每尾 １ ２×１０４ｃｆｕꎮ 野生虾虎鱼、卤虫和野生轮虫致病性嗜水气单胞菌

检测出现阳性结果ꎬ虾虎鱼封闭群、室内培育的轮虫以及海水样品致病性嗜水气单胞菌检测均为阴性ꎮ 结论　 嗜

水气单胞菌可自然感染虾虎鱼ꎻ野生虾虎鱼和生物饵料是其潜在传播媒介ꎬ引进虾虎鱼和生物饵料时应检测该

病原ꎮ
【关键词】 　 诸氏鲻虾虎鱼ꎻ嗜水气单胞菌ꎻ生物饵料ꎻ传播途径
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　 　 诸氏鲻虾虎鱼(Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ ｃｈｕｌａｅ)属于鲈形

目(Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ)、虾虎鱼亚目(Ｇｏｂｉｏｉｄｅｉ)、虾虎鱼科

(Ｇｏｂｉｉｄａｅ)、鲻虾虎鱼属(Ｍｕｇｉｌｏｇｏｂｉｕｓ)ꎬ在我国南

海、东海等西太平洋近海海域广泛分布ꎬ是我国实

验动物化水平最高的本土海洋实验鱼类ꎬ具有体形

小、胚胎透明、繁殖量大、繁殖周期短等特点[１]ꎮ 虾

虎鱼已在海洋环境重金属[２]、多环芳烃[３] 等多种污

染物的毒性评价和疾病模型研究[４] 中广泛应用ꎬ显
示出良好的应用前景ꎮ

广东省实验动物监测所先后开展虾虎鱼全人

工繁殖、封闭群和近交系培育ꎬ以及种质、遗传、微
生物和寄生虫、饲料及环境设施等质量控制标准体

系研究[１]ꎬ其中病原项目是虾虎鱼质量控制的重要

内容ꎮ 目前ꎬ已有迟缓爱德华菌[５]、创伤弧菌[６] 感

染引起虾虎鱼“溃烂病”和“败血症”的研究报道ꎬ而
对虾虎鱼“出血病”的病原研究尚未见报道ꎮ 石斑

鱼、对虾等多种水生经济动物研究表明ꎬ外来动物

个体、生物饵料、水源是水生动物病原传播的主要

途径[７－８]ꎮ 相对经济鱼类而言ꎬ实验鱼的养殖条件

相对封闭和可控ꎬ病原传播途径和风险也可能有所

不同ꎬ但相关研究鲜有报道ꎮ 本文对野外采样的患

出血病虾虎鱼进行病原分析ꎬ并对不同来源的海

水、生物饵料、鱼体等样品进行了病原检测ꎬ探讨实

验鱼病原传播途径ꎬ为虾虎鱼微生物质量控制及病

原防控策略提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 实验鱼

患病诸氏鲻虾虎鱼体长 ２ ５ ~ ３ ５ ｃｍꎬ取自深

圳大鹏湾野生群ꎮ 回归感染实验用诸氏鲻虾虎鱼

为本实验室封闭群子 １４ 代ꎬ４ ~ ５ 月龄ꎬ体长 ２ ５ ~
３ ０ ｃｍꎬ循环水养殖ꎬ盐度 ２０ ~ ２２ꎬ温度 ２５ ~ ２７℃ꎬ
光照:黑暗时间为 １４ ｈ:１０ ｈꎮ

１ １ ２　 试剂与仪器

脑心浸液培养基(Ｂｒｉａｎ Ｈｅａｒｔ Ｉｎｆｕｓｉｏｎ Ｍｅｄｉｕｍꎬ
ＢＨＩ)(广州环凯公司ꎬ中国)ꎻ细菌基因组试剂盒

(天根公司ꎬ中国)ꎻＴａｑ 酶(ＴａＫａＲａꎬ日本)ꎮ
生物显微镜(Ｎｉｋｏｎ Ｃｉ￣Ｓꎬ日本)ꎻ电子天平(常

熟双杰测试仪器厂ꎬ中国)ꎻＡＴＢ 全自动细菌鉴定仪

(梅里埃公司ꎬ法国)ꎻＰＣＲ 扩增仪(Ｔｅｃｈｎｅ Ｐｒｉｍｅꎬ英
国)ꎻ凝胶电泳仪和成像系统(Ｂｉｏ￣Ｒａｄꎬ美国)ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 病原菌的分离、纯化

挑选腹部红肿的个体ꎬ无菌操作解剖病鱼ꎬ并
从肝脏部位取样划线接种于 ＢＨＩ 平板ꎬ２８℃恒温培

养 ２４ ｈ 后ꎬ挑取优势菌落在同样条件下进行纯化培

养ꎬ用于细菌鉴定ꎮ
１ ２ ２　 细菌鉴定

(１)生化鉴定:观察分离纯化的菌落形态ꎬ并通

过革兰氏染色、氧化酶试验以及 ＡＰＩ ＩＤ３２Ｅ 试剂条

进行鉴定ꎮ
(２)分子生物学鉴定:按细菌基因组试剂盒说

明书提取新鲜培养菌液的 ＤＮＡꎬ按 Ｚｈａｎｇ 等[９] 的方

法对嗜水气单胞菌 ｇｒｙＢ 基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ参照

饶静静等[１０] 的方法对嗜水气单胞菌溶血素基因

(ｈｌｙＡ)和气溶素基因( ｅａｒＡ) 进行双重 ＰＣＲ 扩增

(引物浓度 １ ∶３)ꎬ引物序列见表 １ꎮ ｇｒｙＢ 基因 ＰＣＲ
反应条件为:９５℃ ４ ｍｉｎꎬ９４℃ ３０ ｓꎬ５５℃ ３０ ｓꎬ７２℃
６０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ａｅｒＡ 和 ｈｌｙＡ 基

因双重 ＰＣＲ 反应条件为:９５℃ ４ ｍｉｎꎬ９４℃ ３０ ｓꎬ
６０℃ ３０ ｓꎬ７２℃ ６０ ｓꎬ３０ 个循环ꎬ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ
ｇｒｙＢ 基因 ＰＣＲ 产物纯化后送上海生工进行序列测

定ꎬ测序结果在 ＮＣＢＩ 进行 Ｂｌａｓｔ 分析ꎬ选取相似序

列 ＭＥＧＡ ４ 软件构建系统发育树ꎮ
１ ２ ３　 回归感染

挑取优势菌纯化后的单菌落接种于 ＢＨＩ 液体

０３
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表 １　 试验所用引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

引物序列(５’－３’)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５’－３’)

扩增产物(ｂｐ)
Ｓｉｚｅ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔｓ(ｂｐ)

ｇｙｒＢ ＧＣＣＧＡＧＣＣＣＧＡＣＣＡＴＣＴＴＣＡＧ
ＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＧＴＣＧＡＡＡＣＧＧＧＣ ８７５

ｈｌｙＡ ＡＣＣＴＣＡＡＣＧＴＣＡＡＣＣＧＣＡＡＧＡＴ
ＧＴＣＴＧＣＧＣＴＴＧＴＣＧＧＴＡＴＣＣＴＣ ８７６

ａｅｒＡ ＧＣＡＧＡＧＣＣＣＧＴＣＴＡＴＣＣＡＧＡ
ＣＴＣＣＡＧＣＣＴＣＡＧＧＣＣＴＴＧＡＣ １３３２

培养基ꎬ２８℃、１８０ ｒ / ｍｉｎ 震荡培养 ２４ ｈꎬ新鲜培养的

菌液 ６０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ 后ꎬ弃上清ꎬ无菌生理盐

水重悬ꎬ用 ＡＴＢ 比浊仪将菌液等比稀释至 １ ８ × １０８

~ １ ８ × １０４ ｃｆｕ / ｍＬꎮ 选取健康诸氏鲻虾虎鱼封闭

群个体ꎬ每组 １０ 尾ꎬ腹腔注射ꎬ每尾注射 ０ ０２ ｍＬ 菌

液ꎬ同时设置生理盐水对照组ꎮ 人工感染期间不投

喂ꎬ静水养殖ꎬ水温 ２５ ~ ２６℃ꎬ盐度 ２０ ~ ２２ꎬ每天

记录死亡数量并及时捞出死鱼ꎬ连续观察 １０ ｄꎮ 按

周一平[１１]的方法计算半致死量(ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅꎬ
ＬＤ５０)ꎮ 从感染后症状明显的个体肝脏组织再次进

行细菌分离和回归感染ꎮ
１ ２ ４　 病原传播途径分析

(１)样品采集

２０１６ 年 ３ 月 ~ ６ 月ꎬ先后从深圳大鹏湾、番禺

南沙以及惠州大亚湾采集野生虾虎鱼(共 ３ 批次)ꎬ
３、５、８ 月分别取本实验室培育的虾虎鱼封闭群(４ ~
５ 月龄ꎬ体长 ２ ５ ~ ３ ０ ｃｍꎬ共 ３ 批次)ꎻ从海南琼

海、福建漳州、惠州大亚湾购买野生轮虫(各 ２ 批

次)ꎬ３、５、８ 月分别取本室内培育轮虫(共 ３ 批次)ꎻ
从广州芳村花鸟鱼虫市场购买市售 ６ 个商品化的卤

虫卵ꎻ３、５、８ 月分别取购买的天然海水和封闭群养

殖水样品(各 ３ 批次)ꎮ 各批次样品取样方法如下:
鱼:随机取 ３ 尾虾虎鱼的肝、脾组织混合为一个

样品ꎻ卤虫:卤虫卵在实验条件下[漂白水消毒处理

的洁净海水盐度 ２８ ± ２ꎬ水温(２８ ± １)℃ꎬ光照 ２０００
Ｌｕｘ]孵化 ２４ ｈ 后ꎬ新孵出的卤虫无节幼体经洁净海

水清洗 ３ 次ꎬ取 ０ １ ｍｇ(鲜重)卤虫无节幼体作为一

个样品ꎻ轮虫:轮虫用 ３００ 目纱绢网收集ꎬ并用洁净

海水清洗 ３ 次ꎬ取 ０ １ ｍｇ(鲜重)轮虫作为为一个样

品ꎻ水:随机取新购天然海水和虾虎鱼封闭群养殖

水各 １０ ｍＬ 为一个样品ꎮ
(２)样品处理

无菌条件下ꎬ将鱼的肝脾组织、卤虫、轮虫匀浆

后ꎬ按体积比 １ ∶９加入灭菌碱性蛋白胨水ꎻ水样 ８０００
ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎ 后ꎬ弃上清ꎬ用 １０ ｍＬ 灭菌碱性蛋

白胨水重悬ꎻ２８℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ 增菌培养 １２ ｈ 后ꎬ取 ２
ｍＬ 增菌液 １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心收集细菌ꎬ采用细菌基

因组试剂盒提取总 ＤＮＡꎮ
(３)样品检测

按 １ ２ ２(２)的方法对嗜水气单胞菌毒力基因

ｈｌｙＡ 和 ｅａｒＡ 进行双重 ＰＣＲ 扩增ꎬ检测致病性嗜水

气单胞菌ꎮ

２　 结果

２ １　 诸氏鲻虾虎鱼出血病症状

患病虾虎鱼身体发黑ꎬ聚群沉底ꎬ活力下降ꎬ反
应迟钝ꎻ腹部(尤其是肛门处)红肿充血ꎻ下颌及胸

鳍、腹鳍基部出血ꎬ鳍条缺损ꎻ剖检可见腹腔有积

水ꎬ肠系膜有出血点ꎬ并附着淡红色粘液ꎮ
２ ２　 分离株形态与生化特性

从临床症状典型个体的肝脏部位分离获得优

势菌(编号 ＰＹＭｃ１５－１)ꎬＢＨＩ 平板 ２８℃ 培养 ２４ ｈ
后ꎬＰＹＭｃ１５－１ 菌落呈圆形凸起、淡黄色、半透明、表
面光滑、直径约 １ ０ ~ １ ５ ｍｍꎬ有特殊气味ꎮ 革兰

氏染色显示为阴性、杆菌ꎬ氧化酶反应为阳性ꎮ ＡＴＢ
全自动细菌鉴定仪鉴定为嗜水气单胞菌ꎬ鉴定结果

ＩＤ:９９ ９％ꎬＴ 值:０ ７２ꎬ详细生化结果见表 ２ꎮ 回归

感染后二次分离的优势菌 ＰＹＭｃ１５－１’生化特性与

ＰＹＭｃ１５－１ 一致ꎮ
２ ３　 ｇｒｙＢ 基因序列分析

菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 经嗜水气单胞菌 ｇｒｙＢ 基因引

物 ＰＣＲ 扩增获得 ８００ ｂｐ 左右目的片段ꎬ ｈｌｙＡ 和

ａｅｒＡ 基因双重 ＰＣＲ 扩增获得 ８００ ｂｐ 和 １３００ ｂｐ 左

右目的片段(图 １)ꎮ ｇｒｙＢ 产物序列 Ｂｌａｓｔ 分析结果

显示ꎬ菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 与 ＧｅｎＢａｎｋ 上登陆的嗜水气

单胞菌(登录号 ＫＸ８２２７４１)同源性最高(９８ ５％)ꎮ
菌株 ＰＹＭｃ１５－１ ｇｒｙＢ 序列聚类分析显示ꎬＰＹＭｃ１５－
１ 与嗜水气单胞菌自然聚类(图 ２)ꎮ 上述结果表

明ꎬ菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 为嗜水气单胞菌ꎬ并具有潜在

的致病性ꎮ
２ ４　 人工感染

人工感染健康虾虎鱼后第 ２ 天开始出现死亡ꎬ
第 ３ 天、第 ４ 天为高峰ꎬ死亡个体腹部和肛门红肿充

血ꎬ腹腔有大量积水ꎮ 从第 ４ 天死亡个体肝脏部位

分离细菌ꎬ获得优势菌 ＰＹＭｃ１５－１ꎬ再次回归感染健

康虾虎鱼ꎬ出现相似症状ꎬ表明本次试验分离的优

势菌 ＰＹＭｃ１５－１ 为虾虎鱼出血病病原ꎮ

１３
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表 ２　 菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 生化鉴定结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＰＹＭｃ１５－１
生化指标

Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ
结果
Ｒｅｓｕｌｔ

生化指标
Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

柠檬酸盐利用 Ｃｉｔｒａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ Ｌ￣阿拉伯糖 Ｌ￣Ａｒａｂｉｎｏｓｅ ＋
衣康酸盐同化 Ｉｔａｃｏｎａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ － 肌醇 Ｉｎｏｓｉｔｏｌ －

２－酮基－葡萄糖 ２￣Ｋｅｔｏ￣Ｇｌｕｃｏｎａｔｅ ｇｌｕｃｏｓｅ － ５－酮基－葡萄糖 ５￣Ｋｅｔｏ￣Ｇｌｕｃｏｎａｔｅ －
组氨酸同化 Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 糖原 Ｇｌｙｃｏｇｅｎ ＋

麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ ＋ Ｌ￣岩藻糖 Ｌ￣Ｆｕｃｏｓｅ －
甘露醇 ｄ￣Ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ 葵酸盐 Ｋｅｌｌｙ ＋

丙氨酸同化 Ａｌａｎｉｎｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 乙酸盐 Ａｃｅｔａｔｅ ＋
３－羟基－丁酸盐 ３￣Ｈｙｄｒｏｘｙ￣Ｂｕｔｙｒａｔｅ － ｄ－葡萄糖 Ｄ￣Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋

ＤＬ￣乳酸盐同化 ＤＬ￣Ｌａｃｔａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 辛二酸盐同化 Ｓｕｂｅｒａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ －
鼠李糖 Ｒａｈｍｎｏｓｅ － 山梨醇 Ｓｏｒｂｉｔｏｌ －

丙酸盐同化 Ｐｒｏｐｉｏｎａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 丝氨酸同化 Ｓｅｒｉｎｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋
水杨素 Ｓａｌｉｃｉｎ ＋ 蔗糖 Ｓａｃｃｈａｒｏｓｅ ＋

戊酸盐同化 Ｖａｌｅｒａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ ＋ 脯氨酸 Ｐｒｏｌｉｎｅ ＋
４－羟基－苯甲酸盐同化 ４￣Ｈｙｄｒｏｘｙ￣Ｂｅｎｚｏａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ － Ｎ－乙酰葡萄糖胺 Ｎ￣Ａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ＋

丙二酸 Ｍａｌｏｎｉｃ ａｃｉｄ － ｄ－核糖 Ｄ￣ｒｉｂｏｓｅ ＋
ｄ－蜜二糖 Ｄ￣Ｈｏｎｅｙ ｄｉｓａｃｃｈａｒｉｄｅ － ３－羟基－苯甲酸盐同化 ３￣Ｈｙｄｒｏｘｙ￣Ｂｅｎｚｏａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ －

注:“＋”阳性ꎻ“－”阴性ꎮ
Ｎｏｔｅ. “＋” ｉｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎻ “－” ｉｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ.

注:Ｍ 为 ＤＬ２０００ ｂｐ Ｍａｒｋｅｒꎻ １ 为 ｇｒｙＢ 基因 ＰＣＲ 产物ꎻ２ 为 ａｅｒＡ 基

因和 ｈｌｙＡ 基因双重 ＰＣＲ 产物ꎮ

图 １　 菌株 ＰＹＭｃ１５－１ ｇｒｙＢ 基因、ａｅｒＡ 基因和 ｈｌｙＡ
基因 ＰＣＲ 检测电泳图

Ｎｏｔｅ. Ｍꎬ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ＤＬ ２０００ １ꎬ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｏｆ ｇｒｙＢ ｇｅｎｅ. ２ꎬ
ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ａｅｒＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｈｌｙＡ ｇｅｎｅ.

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＰＹＭｃ１５－１ ｇｒｙＢ ｇｅｎｅꎬ
ａｅｒＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ ｈｌｙＡ ｇｅｎｅ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＣＲ

　 　 不同浓度的 ＰＹＭｃ１５－１ 菌液人工感染试验结

果显示ꎬ２ １×１０８ ｃｆｕ / ｍＬ 浓度组实验鱼全部死亡ꎬ生
理盐水对照组实验鱼无死亡ꎬ菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 对虾

虎鱼的 ＬＤ５０为每尾 １ ２×１０４ ｃｆｕ(表 ３)ꎮ
２ ５　 虾虎鱼、生物饵料及水的致病性嗜水气单胞菌

检测

ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ野生虾虎鱼(１ / ３)、卤虫无

节幼体(１ / ６)和野生轮虫(２ / ６)分别检出致病性嗜

水气单胞菌ꎬ室内培育的轮虫以及天然海水、虾虎

鱼封闭群养殖水均未检出致病性嗜水气单胞菌ꎮ

３　 讨论

本研究从患病虾虎鱼肝脏分离到优势菌株

ＰＹＭｃ１５－１ꎬ经生物学特性、生化鉴定和 ｇｒｙＢ 基因

序列同源性分析ꎬ鉴定为嗜水气单胞菌ꎬ并通过回

归感染确定为虾虎鱼出血病病原ꎬ对虾虎鱼具有

较强的致病性(ＬＤ５０为每尾 １ ２×１０４ ｃｆｕ)ꎬ为我国

海水实验鱼———虾虎鱼感染嗜水气单胞菌的首次

报道ꎮ 嗜水气单胞菌属弧菌科、气单胞菌属ꎬ广泛

存在于水体、淤泥等环境中ꎬ具有广泛的致病性ꎬ
可引起多种海、淡水水生动物爆发性出血病ꎬ常造

成水产养殖重大的经济损失[１２－１３] ꎮ 嗜水气单胞菌

也是我国农业部«一、二、三类动物疫病病种名录»
(２００８ 年)规定的二类疫病病原ꎬ需要采取严格控

制、扑灭等措施ꎬ防止扩散的病原[１４] ꎮ 同时ꎬ我国

淡水实验鱼斑马鱼和剑尾鱼已有嗜水气单胞菌感

染导致细菌性败血症的报道[１５－１６] ꎻ国内 １９ 家斑马

鱼实验室调研结果发现ꎬ斑马鱼竖鳞、腹水是常见

病害症状ꎬ虽然其病原尚未研究证实ꎬ但由于该症

状与嗜水气单胞菌感染鱼类引起的临床症状类

似[１７－１８] ꎬ因此斑马鱼“竖鳞病”、“腹水病”很可能

与嗜水气单胞菌感染有关ꎮ 上述结果表明ꎬ嗜水

气单胞菌对虾虎鱼、斑马鱼等海、淡水实验鱼均具

有严重危害ꎬ在实验鱼生产和实验过程中应引起

足够的重视并加以控制ꎮ

２３
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注: 节点处数值为自展重复 １０００ 次的置信值ꎮ

图 ２　 基于气单胞菌属 ｇｒｙＢ 基因序列的系统发育树

Ｎｏｔｅ. Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ａｎａｌｙｓｉｓ (１０００ ｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎｓ) .

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｒｙＢ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ

表 ３　 菌株 ＰＹＭｃ１５－１ 对虾虎鱼攻毒试验结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｆ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｔｅｓｔ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＰＹＭｃ１５－１ ｉｎ Ｍ. ｃｈｕｌａｅ
菌液浓度(ｃｆｕ / ｍＬ)

Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ(ｃｆｕ / ｍＬ)
试验鱼数(尾)

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｅｓｔ ｆｉｓｈ
死亡数(尾)

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈｓ
半致死浓度(ｃｆｕ / ｆｉｓｈ)

ＬＤ５０(ｃｆｕ / ｆｉｓｈ)

２ １ × １０８ １０ １０
２ １ × １０７ １０ ７
２ １ × １０６ １０ ５
２ １ × １０５ １０ ４
２ １ × １０４ １０ ３

生理盐水 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｌｉｎｅ １０ ０

１ ２ × １０４

　 　 ｇｙｒＢ 是普遍存在于细菌中编码 ＤＮＡ 促旋酶亚

基 Ｂ 蛋白的单拷贝基因ꎬ每 １００ 万年的平均碱基替

换率为 ０ ７％ ~ ０ ８％ꎬ其进化速率较 １６Ｓ ｒＲＮＡ 快ꎬ
且不发生水平转移ꎬ特别适用于气单胞菌、芽孢杆

菌等近缘种的区别和鉴定[１９－２０]ꎮ 气单胞菌属中常

见的鱼类病原菌多达 ２０ 余种ꎬ其中多个菌种亲缘关

系接近ꎬ通过 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析无法有效区

分[２１]ꎮ 本研究对生化鉴定为嗜水气单胞菌的分离

株 ＰＹＭｃ１５－１ 进行 ｇｙｒＢ 基因测序分析ꎬ其序列与已

知的嗜水气单胞菌(登录号 ＫＸ８２２７４１)同源性达

９８ ５％ꎬ与同属不同种的温和气单胞菌(ＨＱ４４２６９８)
同源性则低于 ９１ ７％ꎬ显示出较高的分辨率ꎬ可判

定分离株 ＰＹＭｃ１５－１ 为嗜水气单胞菌ꎮ 值得注意

的是ꎬ嗜水气单胞菌有致病性菌株和非致病性菌株

之分ꎬ朱大玲等[２２]、王远微等[２３] 研究发现ꎬ只有致

病性嗜水气单胞菌 ａｅｒＡ 基因呈阳性扩增ꎻ饶静静

等[１０]在致病性嗜水气单胞菌中至少扩增到 ａｅｒＡ 或

ｈｌｙＡ 基因的一种ꎬ可见 ａｅｒＡ 基因和 ｈｌｙＡ 基因是致

病性嗜水气单胞菌最为关键的毒力基因ꎮ 本实验

对分离株 ＰＹＭｃ１５－１ ａｅｒＡ 基因和 ｈｌｙＡ 基因进行检

测ꎬ结果显示为阳性ꎻ回归感染试验也表明该菌株

对虾虎鱼具有致病性ꎬ表明分离株 ＰＹＭｃ１５－１ 为致

病性嗜水气单胞菌ꎮ
ＰＣＲ 检测方法已成为国外大型实验动物机构

在实施实验动物质量监测和病原体诊断中的重要

手段ꎬ在我国啮齿类实验动物病原检测中已有较多

应用[２４－２５]ꎮ 病原的传播主要有水平传播和垂直传

播两种途径ꎬ大多数水生动物病原的传播以水平传

播为主[２６]ꎮ 本研究采用嗜水气单胞菌 ｈｌｙＡ 基因和

ａｅｒＡ 基因特异性引物对虾虎鱼养殖过程相关的鱼、

３３
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生物饵料、水等样品进行致病性嗜水气单胞菌检

测ꎬ结果发现ꎬ野生虾虎鱼、卤虫和野生轮虫部分样

品检出阳性ꎬ表明野生鱼体、卤虫和野生轮虫是嗜

水气单胞菌潜在的传播媒介ꎬ这与 Ｙａｎ 等[２７]、Ｚｈａｎｇ
等[２８]、宋晓玲等[２９] 研究结果一致ꎮ 本实验中虾虎

鱼封闭群及其养殖水、室内净化培育的轮虫均未检

出致病性嗜水气单胞菌ꎬ说明通过鱼体隔离净化、
水体消毒以及轮虫净化培育能有效控制病原的传

播ꎮ 不同来源、不同批次的 ６ 个卤虫样品检测中ꎬ有
１ 个样品检出致病性嗜水气单胞菌ꎬ表明通过病原

检测筛选合格的卤虫是必要的ꎮ 鉴于生物饵料可

能携带病原的情况ꎬ建议使用生物饵料时应采用净

化培育、消毒等处理措施ꎬ并对各批次生物进行病

原检测ꎬ以控制其病原微生物质量ꎮ
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