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养殖牡蛎体内检出坎氏弧菌的鉴定

沈晓盛 蔡友琼" 房文红 顾润润 高丹枫
（中国水产科学研究院东海水产研究所 上海 #$$$D$）

摘 要：#$$B 年 D 月从福建近海养殖太平洋牡蛎（!"#$$%$&"’# ()(#$）体内分离出 ! 株细菌，对它们形态、生理生化特

征、盐度、温度和 *J 生长条件以及 /0K +L-) 基因序列进行了研究。结果表明，! 株细菌均为革兰氏阴性杆菌，具极

生单鞭毛，发酵葡萄糖产酸不产气，氧化酶阳性，生长需 -5M’，无色素，不发光，在 1MNK 平板上形成中等大小圆形绿

色菌落，对弧菌抑制剂 O3/#D 敏感，具有弧菌属的典型特征。结合 /0K +L-) 基因序列分析结果，该菌（编号 KPK/）与

坎氏弧菌的亲缘关系最为接近，其同源性达 DDC$Q，因此将该菌鉴定为坎氏弧菌。对该菌在环境中的分布与水产

养殖动物疾病的关系进行了讨论。
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坎氏弧菌（ *)+")% ,#-.+’//))）是海洋环境及水产

品中常见菌［/ S !］，该菌虽然不是人源的致病性弧菌，

但在腹泻病人粪便中有检出［"］。坎氏弧菌也是水产

养殖动物的致病菌之一［0 S 7］，可引起鱼、虾和贝的大

量死亡，对水产养殖业造成一定的经济损失，因而日

益引起人们的关注。

近年来，该菌在鱼虾病害中常分离到，在法国沿

岸岛屿大量死亡中的螺类和新西兰岛屿大量病害的

目鱼苗体内均分离得到该菌［D S /$］，进一步证实了该

菌在水产动物中的致病性。作者于 #$$B 年 D 月从

福建近海养殖太平洋牡蛎体内检出四株细菌，经形

态、生理生化、生长条件及 /0K +L-) 基因序列的测

定及系统发育树分析，鉴定为坎氏弧菌。目前在养

殖牡蛎体内分离到该菌在国内外尚属首次。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 菌株来源和分离方法：试验菌株于 #$$B 年 D
月从福建近海养殖太平洋牡蛎（!"#$$%$&"’# ()(#$）体

内分离到，试验菌株的来源见表 /。

表 ! 分离菌株的来源

15T’2 / K&=+;2 &F ,H&’5I2G HI+5,?H

-=:T2+ &F
HI+5,?H

-=:T2+ &F
H5:*’2

-5:2 &F
H5:*’2

U2,@VI &F
H5:*’23@

K5:*’2
G5I2 K5:*’2 *&H,I,&? K5:*’2 HI5I,&?H

KPK/ !!B !"#$$%$&"’# ()(#$ #$ W " #$$BCDC" X=&<=5? I&Y? &F 4=Z,5? *+&[,?;2 \B（- #0]##^!!._，9 //D]!!^"$._）

KPK# !!" !"#$$%$&"’# ()(#$ #$ W " #$$BCDC" X=&<=5? I&Y? &F 4=Z,5? *+&[,?;2 \B（- #0]##^!!._，9 //D]!!^"$._）

KPKB !!0 !"#$$%$&"’# ()(#$ #$ W " #$$BCDC" X=&<=5? I&Y? &F 4=Z,5? *+&[,?;2 \B（- #0]##^!!._，9 //D]!!^"$._）

KPK! !!. !"#$$%$&"’# ()(#$ #$ W " #$$BCDC" X=&<=5? I&Y? &F 4=Z,5? *+&[,?;2 \B（- #0]##^!!._，9 //D]!!^"$._）

将鲜活牡蛎用自来水冲洗干净，再用 .$Q的酒

精棉球对牡蛎体表反复擦拭消毒，无菌刀开启，取出

牡蛎肉于无菌匀浆罐中匀浆，取 #"@ 样品于 ##":X
BQ的无菌盐水中稀释，再用接种环于 1MNK 平板划

线接种，B$‘培养 #!V 后，选取可疑菌落进行重复划

线分纯，纯培养物于 !‘冰箱中保存备用。

!"!"# 主要试剂和仪器：副溶血性弧菌增菌液、氯

化钠蔗糖琼脂、BC"Q氯化钠三糖铁琼脂、选择性琼

脂平板、1MNK 琼脂平板以及其它所有生化试剂均购

于上 海 市 疾 病 预 防 控 制 中 心，纯 度 均 为 分 析 纯。



!"# 扩增试剂盒购于上海生工生物工程技术服务有

限公司。电子天平（$%&’((’ 上海精密天平），手提

式压力蒸汽灭菌器（)*+, -./&0’1( 上海华线医用

核子仪器有限公司），隔水式电热恒温培养箱（!)*2
34- 上海跃进医疗器械厂），!"# 扩增仪（.565 ")2
"75#89 :;<2#%3）。

!"# 细菌形态观察和生理生化测定

细菌形态，生理生化测定按文献［&&，&’］进行，

采用微量发酵管。

!"$ 细菌生长条件的测定

细菌生长与 6="> 含量关系的测定采用 &?的蛋

白胨水（@4A0’），配制成不同 6="> 含量，细菌生长与

@4 关系的测定采用 &?蛋白胨水（含 B?6=">），配

制成不同的 @4 值；接种后均于 B(C静止培养 /1D，

用 A’& 分光光度计（波长 /E(FG）测定细菌生长的混

浊度。细菌生长与温度关系的测定采用 &?蛋白胨

水（含 B?6="> @4A0’），接种后，分别放在不同温度

下静置培养 /1D，用 A’& 分光光度计（波长 /E(FG）测

定细菌生长的混浊度。

!"% !&’ ()*+ 基因序列分析

!"%"! !"# 模板 36% 的制备：将细菌接种在 8":-
平板上，B(C培养过夜。用接种环从一单菌落挑取

少许 菌 苔 于 &((!7 无 菌 生 理 盐 水 中，水 浴 煮 沸

&(GHF，冷却离心（A(((I）&(GHF，取上清作为模板。

!"%"# &E- J#6% 扩增与测序：扩增 &E- J#6% 基因

所用引物（采用弧菌通用引物）由上海生工生物工程

技术服务公司合成，正向引物为：KL2%.%.888.%8"
（"M%）8%""88.88%".%"882BL，反向引物：KL28%"..
（ "M8）8%""88.88%".%"882BL。 !"# 反 应 体 系

（K(!7）：& N !"# 缓冲液 K!7，’KGGO>M7 9I">’ /!7，

’GGO>M7 P68!Q /!7，KRM!7 的 !"# 36% 聚合酶 &!7，

(0EGGO>M7 的 引 物 各 &!7，模 板 36% ’!7，PP4’<
B’!7。!"# 反 应 条 件：S/C KGHF；S/C &GHF，K’C
&0KGHF，A’C &0KGHF，BB 个循环；A’C &(GHF。取 1!7
反应液在含 (0K!IM7 5: 的 &?琼脂糖凝胶上电泳，

紫外灯下观察结果。!"# 扩增产物交由上海生工生

物工程技术服务公司进行序列测定。

!", 序列分析及系统发育树的构建

将菌株 -*-& 的 &E- J#6% 基因序列与从 .TF2
:=FU 数据库中获得的弧菌属细菌的 &E- J#6% 基因

序列，采用 ">VQW=>X&01 软件进行 多 序 列 匹 配 排 列

（9V>WH@>T =>HIFGTFWQ），并经人工仔细核查。采用 @=V@
/0(Y&(（-ZO[[OJP，&SS1）6E 软件包构建系统发育树。

# 结果

#"! 形态特征

从牡蛎体内分离到的 / 株菌均为革兰氏阴性杆

菌，大小为 (0’K!G \ (0K!G N &0(!G \ B0K!G，具极

生单鞭毛（图 &），在 8":- 平板上于 B(C下培养 ’/D，

菌落呈圆形绿色，直径 (0KGG \ ’0(GG。

图 ! 菌株 ’-’! 的电镜照片（.#// 0 ）

]HI,& 5>T^WJOF GH^JOIJ=@D O[ QWJ=HF QXQ&（A’(( N ）

#"# 生理生化特征

/ 菌株均能发酵葡萄糖产酸不产气，氧化酶和

过氧化氢酶阳性，无色素，不发光。_2! 反应阴性，

9# 反应阳性，生长需 6=">，精氨酸和鸟氨酸脱羧酶

阴性，赖氨酸脱羧酶阳性，对弧菌抑制剂 <M&’S 敏

感，可溶血，能利用柠檬酸盐和还原硝酸盐，不能产

生 4’ -，产生吲哚；精氨酸双水解酶阴性；苯丙氨酸

脱羧酶阳性；<6!. 阴性；不发酵阿拉伯糖、肌醇、蔗

糖、甘露醇、绵子糖、鼠李糖，发酵甘露糖。利用纤维

二糖、蔗糖、32葡萄糖酸盐、72瓜氨酸作为唯一碳源

生长，不利用 32木糖、甘露醇、乙醇、72亮氨酸。产

生脂酶（吐温 1(）、淀粉酶、卵磷脂酶，不产生藻胶

酶、几丁质酶、酪蛋白酶。

#"$ 生长条件

-*-& 菌株在 (0K? \ S? 6="> 范围均可生长，

最适生长浓度为 &0(? \ E0(?；@4 生长范围为 K \
&(，最适生长 @4 范围为 E \ S；在 KC和 /(C中不长，

最适生长温度范围为 &K \ BKC。

#"% !&’ ()*+ 基因序列和系统发育学分析

/ 菌株形态特征及生理生化测定完全一致，因

此只取 -*-& 菌株作 &E- J#6% 基因序列的测定，基

因序列长度为 &//AY@，在 .TF:=FU 库中的登录注册

号为 %)K//S1K，用 :>=QW 软件对测序结果进行同源

性分析，发 现 与 坎 氏 弧 菌 最 为 接 近，其 同 源 值 达

SS0(?，与 其 它 弧 菌 的 同 源 关 系 见 系 统 发 育 树

（图 ’）。
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图 ! 根据 "#$% &’( 序列同源性构建的系统发育树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 012+3 *, 456 /789 2+:;+,.+ *< ’*=*)*#(

8;=0+/2 ", >1/+,-’+2+2 /+>/+2+,- -’+ 2+:;+,.+2’1..+22"*, ,;=0+/ ",

?+,@1,A $ B’+ ,;=0+/ 1- +1.’ 0/1,.’ >*",-2 "2 -’+ >+/.+,-1#+ 2;>>*/-+3

0( 0**-2-/1>$ @1/，4C 2+:;+,.+ 3"D+/#+,.+$

) 讨论

从养殖太平洋牡蛎体内检出的 E 株细菌均为革

兰氏阴性杆菌，具极生单鞭毛，发酵葡萄糖产酸不产

气，氧化酶阳性，生长需 81F)，无色素，不发光，在

BF@6 平板上形成中等大小圆形绿色菌落，对弧菌抑

制剂 GH4%I 敏感，具有弧菌属的典型特征。根据测

定的主要生理生化特性，与《伯杰氏细菌鉴定手册》

（第九版）［4J］以及 F*)K+)) 有关环境中弧菌资料的比

较［4］，结合该菌 456 /789 基因序列在系统发育树中

的位置并与 ?+,@1,A 中坎氏弧菌的 456 /789 基因

序列比较，两者具有很高的同源性（IILMC），因此将

其鉴定为坎氏弧菌。

坎氏弧菌是海洋环境中的常见菌，广泛分布于

沿海水域，河口及水产品中。在人源致病性弧菌的

诊断中也常检测到，如周明岛等［N］在调查海口市致

病性弧菌分布时，从腹泻病人粪便中检出弧菌 %%4
株，其中有 %N 株为坎氏弧菌，占 44LJC，仅次于副溶

血性弧菌。陈梅等［J］对山东近海主要养殖动物弧菌

种类与分布的调查中，在鲈鱼和黑鲷体内检出多株

坎氏弧菌。王祥红等［E］在研究中国对虾肠道微生物

区系 时 发 现 中 国 对 虾 肠 道 弧 菌 属 中 坎 氏 弧 菌 占

%MC。作者从福建沿岸养殖太平洋牡蛎体内分离到

E 株坎氏弧菌，进一步说明坎氏弧菌在海洋水域及

海水养殖动物中分布是广泛的。

坎氏弧菌是水产养殖动物的条件致病弧菌之

一，许 兵等［O］报道了坎氏弧菌可引起养殖中国对

虾（!"#$"#% &’(#"#%(%）红腿病，病菌可侵入循环系统

导致败血症，是养殖对虾的一种常见病，危害较为严

重。马键民等［5］报道坎氏弧菌是皱纹盘鲍（)$*(+,(%
-(%&.% ’$##$(）脓毒败血症病原菌，病鲍腹足肌肉上

可见大小不等的脓疮，血淋巴液和脓汁中充满大量

杆菌，死亡率极高，是北方沿海养鲍业最主要的流行

病。作者从福建沿海养殖太平洋牡蛎体内检出 E 株

坎氏弧菌，但未发现养殖牡蛎患病，国内也未见坎氏

弧菌引起牡蛎患病的报导。一般认为，弧菌是一种

条件致病菌，是水产养殖动物体内外和养殖环境中

的正常菌群，当环境条件异常，导致弧菌大量繁殖时

或养殖动物因种种原因，体质下降时，往往会引起弧

菌病的暴发流行。作者分离到的 E 株坎氏弧菌均有

溶血现象，说明它们能产生某种细胞外毒素，具有一

定的毒性，坎氏弧菌可感染皱纹盘鲍患病，感染同属

贝类的牡蛎患病的可能性很大，对牡蛎养殖业具有

潜在的危险，应引起足够重视。
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李季伦院士八十寿辰庆典在北京中国农业大学举行

J 月 O> 日中午，中国科学院院士李季伦先生八十寿辰庆祝会在中国农业大学西区学苑餐厅三层隆重举行。庆祝会由中

国农大生物学院微生物系主办，中国科学院院长路甬祥发来了贺辞。农大的校领导、生物学院的领导、李先生的亲朋好友、学

长、同事以及专程从外地赶来的学生弟子和各届来宾共 >?? 余人出席了庆祝会。

李季伦先生 O@>[ 年出生于河北省乐亭县，O@^Z 年毕业于南京中央大学生物系。大学毕业后，一直从事教学科研工作，培

养了大量专业人才，不仅在基础科学研究有重大建树，在应用研究领域也取得了重大突破。研究工作涉及生物固氮、真菌毒

素以及与农业生产有关的微生物发酵产品的研制。在固氮酶催化机制研究方面，李先生首次提出双位点放 "> 途径模式；在

研究固氮螺菌固氮基因表达调控的基础上，构建了抗铵固氮的基因工程菌；在真菌毒素研究方面，他发现了串珠镰刀菌素是

克山病的主要致病因子；在微生物发酵产品方面，他先后研制开发了玉米赤霉醇、莫能菌素、马杜霉素等。研制和开发的农牧

用微生物制剂在农业生产中取得了巨大的经济效益和社会效益。O@Z[ 年李先生担任《微生物学报》第四届编委会副主编，O@ZZ
年至今任主编，>? 多来年为了学报的发展，李先生认真负责地为学报做了许许多多的事情。

李季伦院士是我国著名的农业微生物专家，他学风严谨、为人正直、平易近人，深受众人的爱戴和敬重。“莫道桑榆晚，为

霞尚满天”。衷心祝愿李季伦先生健康长寿。

《微生物学报》编辑部
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