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　 　 【摘要】 　 目的　 分离及鉴定感染实验用鰕虎鱼的病原菌。 方法　 将病料分离培养，纯化培养后，用 １６ｓ ｒＲＮＡ
及生理生化方法鉴定病原菌。 结果　 分离到了革兰阴性弧菌，命名为：ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株，显微镜下观察为逗点样形

态，电镜下可看到菌的一端钝圆，一端长杆弯曲的鞭毛，生理生化鉴定结果与弧菌一致，１６ｓ ｒＲＮＡ 测序结果与创伤

弧菌标准菌株（ＡＴＣＣ２７５６２Ｔ）等聚为一类菌，回归实验证实该菌对裸项栉鰕虎鱼有一定的致病性。 结论　 裸项栉

鰕虎鱼感染创伤弧菌初报。
【关键词】 　 裸项栉鰕虎鱼；弧菌；致病性
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　 　 由于鱼类的流动性，鱼体中生理生化指标的变

化或鱼体内污染物含量的变化是鱼体对游动沿途海

区污染状况“空间匀和”后的结果，即反映沿途海区

污染的平均状况，因此，很多鱼类（特别是游泳能力
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很强的鱼类）可用作环境污染的指示生物。 鰕虎鱼

为底栖穴居性鱼类，个体小、易繁殖、分布广，多数栖

息在热带海水中，在海洋环境毒理学研究方面具有

明显的优势［１］。
裸项栉鰕虎鱼个体小，性成熟早，繁殖周期短，

繁殖力强，便于实验室内饲养管理，其存活率，生存

状态能够直接反应海水质量，具有较高的实验动物

开发价值。 广东省实验动物监测所联合相关单位已

逐步开展了裸项栉鰕虎鱼的人工饲养、生长繁殖特

性、胚胎、组织学特性等方面的研究［２ － ４］。 就其毒

理、病理学方面的研究，国内外尚无报道。 本文针对

某试验中心裸项栉鰕虎鱼突然发病、死亡率近

１００％的突发事件，对其病鱼进行病原分析的部分实

验结果进行报道。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

选用清洁级裸项栉鰕虎鱼 ２５ 尾，尾重 ４ ～ ５ ｇ，
３０ ～ ３５ 日龄。 由广东省实验动物监测所提供并饲

养。 饲养期间给予标准饲料（由广东省实验动物监

测所提供），１２ ｈ 循环灯光，标准海水，饲养水温为

（２８ ± ０􀆰 ５）℃。 裸项栉鰕虎鱼饲养及组织取材均于

广东省实验动物监测所实验设备内 【 ＳＹＸＫ（粤）
２０１２ － ０１２２】。 本实验所有操作均符合中华人民共

和国《实验动物管理条例》。
１􀆰 １􀆰 ２　 培养基与试剂

各种培养基（５％绵羊血平板等）（北京陆桥，中
国），生化鉴定管（北京陆桥，中国），哥伦比亚血琼

脂培养基（广州迪景微，中国），１６ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ 用聚

合酶 ｅｘＴａｑ（ＴａＫａＲａ，中国），西班牙琼脂糖购自（鼎
国生物，中国），２２１６ 改良培养基（由蛋白胨 ５ ｇ、酵
母提取物 １ ｇ、硫酸铁 ０􀆰 １ ｇ、１５ ｇ 琼脂、天然海水

０􀆰 ２２ μｍ 过滤 １０００ μＬ 配制），不同浓度 ＮａＣｌ 溶液

按常规方法配制。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细菌分离、鉴定

病料来源于广东省惠州市大亚湾地区浅水海

域。 直接将海水、病死裸项栉鰕虎鱼体表抹片革兰

染色镜检。 将病死裸项栉鰕虎鱼无菌下剖检，组织

器官病料接种哥伦比亚血琼脂培养基，３７℃培养；组
织器官病料同时抹片染色镜检。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细菌纯化培养

将哥伦比亚血琼脂培养基上单菌落接种在

２２１６ 改良培养基上，２８℃培养。
１􀆰 ２􀆰 ３　 细菌生理生化特性检测

按常规方法进行。
１􀆰 ２􀆰 ４　 １６ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ

合成引物 Ｐ１：５’⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃
３’； Ｐ２：５’⁃ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ⁃３’。 挑取单

菌落溶入 ｅｘＴａｑ 酶 ５０ μＬ 的 ＰＣＲ 反应体系中，进行

ＰＣＲ 扩增，ＰＣＲ 反应体系及程序按 ｅｘＴａｑ 酶说明书

进行（其中 Ｔｍ 为 ５０℃）。 扩增产物电泳鉴定有预

期带后，送交华大基因公司进行测序分析。
表 １　 用于 １６ｓ ｒＲＮＡ 基因序列分析的菌株
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Ｖ． ｓｃｏｐｈｔｈａｌｍｉ Ｖ． ｓｃｏｐｈ ＣＥＣＴ ４６３８；Ａ０８９ Ｕ４６５７９
Ｖ． ｐｏｍｅｒｏｙｉ Ｖ． ｐｏｍｅｒ ＬＭＧ２０５３７Ｔ ＡＪ４９１２９０
ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ ＨＭ ３６２４３４
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１􀆰 ３　 人工接种试验

将分离鉴定的菌进行扩增培养、离心后，用灭菌

的 ＰＢＳ 按 １０ 倍比稀释至 １０７、１０６、１０５、１０４ ｆｆｕ ／ ｍＬ，按
每尾 ５０ μＬ 的剂量腹腔接种裸项栉鰕虎鱼（试验前

１ ｄ 停止喂食，试验当天不喂食，试验次日再开始喂

食）。 每天观察鱼临床症状及死亡率，连续观察 ７
ｄ，对症状明显的濒死病鱼进行解剖和接种，对再分

离菌株进行上述同样的分离鉴定、纯化和人工感染。

２　 结果与分析

为便于描述，分离菌命名为 ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株。
２􀆰 １　 ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株的培养特性

在 ５％绵羊血平板中，菌落为 α 溶血、土褐色大

菌落，革兰染色呈红色，短杆状、逗点状、锤状菌。 在

２２１６ 改良培养基中，２８℃培养 １８ ｈ，菌落呈土黄色

大菌落。 革兰染色呈短杆状、逗点状菌（如图 １ 所

示）。 培养 ２４ ｈ 的菌在电镜下观察，有较长的单鞭

毛（如图 ２ 所示）。

图 １　 分离菌革兰染色结果

Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

２􀆰 ２　 ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株的生化鉴定结果

ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株的生化鉴定结果显示：生化项

目的氧化酶、动力、β⁃半乳糖苷、细胞色素氧化酶、赖
氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶、赖氨酸脱羧酶、１％
ＮａＣｌ 蛋白胨水、３％ ＮａＣｌ 蛋白胨水、５％ ＮａＣｌ 蛋白

胨水、８％ ＮａＣｌ 蛋白胨水、甘露醇、肌醇均为阳性；
生化项目的精氨酸双水解酶、靛基质、明胶、Ｖ⁃Ｐ 试

验、乳糖、蔗糖、纤维二糖均为阴性。
２􀆰 ３　 ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０株的 １６ｓ ｒＲＮＡ ＰＣＲ鉴定结果

ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株与 Ｏｌｉｖａｒｅｓ⁃Ｆｕｓｔｅｒ 等在 ２００７ 年

分离报道的创伤弧菌 Ｖｖ３４ 株的 １６ｓ ｒＲＮＡ 最为接

近，与创伤弧菌 ＡＴＣＣ ２７５６２Ｔ、Ｃ７１８４ 株 １６ｓ ｒＲＮＡ

聚为一群（如图 ３ 所示）。

图 ２　 分离菌电镜下特征

Ｆｉｇ． ２　 Ｕｌｔｒａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ３　 ４ 株弧菌 １６ｓ ｒＲＮＡ 序列聚类

Ｆｉｇ． ３　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ １６ Ｓ ｒＲＮＡ ｏｆ ｔｈｅ ４ ｓｔｒａｉｎｓ

２􀆰 ４　 ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株人工接种试验结果

ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株被人工接种裸项栉鰕虎鱼后，７
ｄ 内裸项栉鰕虎鱼死亡情况为：感染组 １（１ × １０４ 稀

释）死亡数是 ５ ／ ５；感染组 ２（１ × １０５ 稀释）死亡数是

４ ／ ５；感染组 ３（１ × １０６ 稀释）死亡数是 １ ／ ５；感染组 ４
（１ × １０７ 稀释）死亡数是 １ ／ ５；空白对照组（ＰＢＳ）死
亡数是 ０ ／ ５。

３　 讨论

３􀆰 １　 关于 ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株鉴定

本试验从人工养殖的裸项栉虾虎鱼脑、尾分离

出一株革兰阴性菌（ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０），通过人工接种

试验证实其为该病的病原菌。 根据该菌的形态学特

征和生理生化特性初步确定为弧菌，但其生理生化

特性与文献报道的诸多弧菌菌株的生理生化特性存

在一定的差异［６］，而不能进行确切的鉴定。 １６ｓ
ｒＲＮＡ 是核糖体 ＲＮＡ 的一种，其分子在结构上的保

７２２
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守区能反映生物物种的亲缘关系，可变区具有能揭

示生物物种的特征核酸序列等特点，被认为是最适

细菌系统发育和分类鉴定的指标，被称为是细菌的

“分子化石”，目前已广泛用于病原菌的鉴定［７］。 因

此，根据弧菌 １６ｓ ｒＲＮＡ 特征［５］，采用一对 １６ｓ ｒＲＮＡ
通用引物，从细菌基因组扩增出约 １􀆰 ５ ｋｂ 的 ＤＮＡ
片段，将获得的片段送交华大基因公司测序，序列经

Ｂｌａｓｔ 分析，与创伤弧菌株 Ｖ． ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ Ｖｖ３４ 的 １６ｓ
ｒＲＮＡ 序列（ＧｅｎＢａｎｋ 收录号 ＥＦ５４６２９１）最为接近，
与创伤弧菌标准菌株 ＡＴＣＣ２７５６２Ｔ 等聚为一类，从
分子生物学鉴定方法进一步推断，ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株

疑为创伤弧菌株。
３􀆰 ２　 裸项栉虾虎鱼人工感染 ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 株的

临床症状

弧菌广泛分布于近海及河口的海洋环境，已经

证明有许多种弧菌是鱼类的重要条件性致病菌。 其

中尤以霍乱弧菌、副溶血性弧菌、创伤弧菌、哈维氏

弧菌、拟态弧菌、费氏弧菌、溶藻弧菌、鳗弧菌等最为

重要。 弧菌病是世界各国水产养殖动物中普遍流

行、危害最大的细菌性疾病之一。 其中创伤弧菌有

２ 个生物型，分别为生物 Ｉ 型和生物 ＩＩ 型。 生物 Ｉ 型
主要是人类的致病菌，也能感染养殖鱼类，澳大利亚

养殖的尖吻鲈发生过由创伤弧菌生物 Ｉ 型引起的弧

菌病，死亡率高达 ８０％ 。 刨伤弧菌生物 ＩＩ 型是海水

养殖动物的致病菌，也是人类的条件致病菌，感染鱼

发病症状相似，均表现为行动迟缓，经常游出水面，
发病初期鳍末端充血、发炎；鱼体两侧有出血点；腹
部、肛门红肿、出血；肝脏表面有出血点，肿大，颜色

淡；肾脏水肿发黑有淤血现象；肠有炎症和积水，积
水呈黄绿色；病鱼沉底死亡。 本次人工感染实验结

果表明：分离菌株 ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 人工感染裸项栉鰕

虎鱼后较短时间内翻身游动，身体失去平衡，鱼鳃、
鱼尾充血，随之死亡，死亡鱼身体变黑、肾脏肿大糜

烂。 这些症状与马爱敏［５］、王志刚［８］、 Ｍａｔｓｕｍｏｔｏ
等［９］报道的感染弧菌结果有部分相似之处，由此可

推断，所分离的菌株 ＧＤＬＡＭＩ⁃１２１０ 为一种创伤弧

菌。
３􀆰 ３　 裸项栉鰕虎鱼的微生物质量控制

裸项栉鰕虎鱼是一种具有较高应用价值的实验

鱼类。 分离培养创伤弧菌和回归实验，对于裸项栉

鰕虎鱼标准化研究，特别是裸项栉鰕虎鱼的微生物

质量控制具有重要的意义。 海水中微生物的存在及

裸项栉虎鱼对海水微生物的敏感性试验尚待开展。
本试验是裸项栉鰕虎鱼感染创伤弧菌的首次报道，
该菌的生物学特性（具体的分类鉴定）、致病性，裸
项栉鰕虎鱼感染该菌的条件、病理变化特征，以及药

物治疗或预防等方面的实验工作有待进一步的研究

和报道。
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