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斑点叉尾!一株致病菌的分离鉴定及系统发育分析

耿 毅，汪开毓"，陈德芳，黄小丽
（四川农业大学动物科技学院 雅安 "#($5!）

摘 要：从发生急性流行性传染病的斑点叉尾$肝、肾分离到一高致病性的菌株（GG6$$$#!），经人工感染实验证实
其为该病的病原菌。对该菌的形态、生理生化及 5"H IJK)序列分析结果表明，其为非发酵型，严格需氧，革兰氏阴
性杆菌，极生多鞭毛，对除麦芽糖和甘露糖以外的多种糖类不能利用产酸，氧化酶阴性，JK)酶、蛋白酶、脲酶、赖氨
酸脱羧酶阳性，LM阴性。在以该菌 5"H IJK)序列（N3?O7?<登录号 )0&D$%#"）和 N3?O7?<及 MJP数据库内同源性
较高的细菌 5"H IJK) 序列构建的系统发育树中，分离菌 GG6$$$#! 与嗜麦芽寡养单胞菌（ !"#$%"&%’(%)%$*+
)*,"%’(-,-*）聚在一簇，特别是与 ! B )*,"%’(-,-* L(15的同源性最高，其序列相似性达 &&Q"R，结合形态和生理生化特
点将其鉴定为嗜麦芽寡养单胞菌（!"#$%"&%’(%)%$*+ )*,"%’(-,-*）。
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斑点叉尾$（ ./"*,0$#+ ’0$/"*"0+）亦称沟鲶，是世界公认的
最适宜深加工的优质淡水鱼类，我国于 5&%!年引进该品种，
并于 5&%D年人工繁殖成功［5］。目前，已推广到 .$多个省市
进行养殖，特别是在广东、湖南、湖北、江苏、四川、重庆和云

南等省市形成了较大的养殖规模。但近几年来在四川、重庆

等地发生了一种斑点叉尾$急性流行性传染病［#］，以病鱼体
表出现圆形或椭圆形的褪色斑，腹水、肠炎和后肠的肠套叠

为病变特征。该病具有发病突然，死亡率高，传染快等特点，

已给当地的斑点叉尾$养殖带来严重的经济损失。本研究
从发病鱼体内分离到一株高致病性的病原菌，并采用的细菌

表型特征以及 5"H IJK)序列分析构建系统发育树等方法，
对该菌进行了分类鉴定。

! 材料和方法

!"! 材料
!"! "! 样品：病鱼采自四川成都龙泉湖斑点叉尾$养殖场；
健康斑点叉尾$来自四川省斑点叉尾$繁育基地，体重 5!$
S 5$QD+。
!"! "# 主要试剂：普通营养琼脂、2H)、2HO和兔血营养琼脂
按常规方法自制；细菌生化微量鉴定管购自杭州天和生物试

剂有限公司，批号：#$$!$D5&；1*2 JK) 聚合酶购自大连
27T7M7公司。
!"# 病原菌分离
从病鱼肝、肾取样划线接种于普通营养琼脂平板和兔血

营养琼脂平板置于 #%U培养 #!V，挑取单个优势菌落在 2H)
平板上再次划线，获得纯培养的 GG6$$$#!菌株，转接到 2H)
斜面培养基于 !U保存备用。

!"$ 人工感染实验
将分离菌株 GG6$$$#!接种 2H)，#%U培养 5%V后，用无

菌生理盐水洗下，参照麦氏比浊管调整细菌浓度为 5Q( W
5$% G6XY:Z。健康斑点叉尾$ "$尾平均分成 .组，其中 #组
作为实验组，每尾鱼腹腔接种 $Q(:Z菌液；另外 5组作为对
照组每尾鱼注射 $Q(:Z无菌生理盐水。接种后观察鱼的发
病死亡情况，并对死亡鱼及时剖检和致病菌的再次分离。

!"% 病原菌形态与理化特性检测
将菌株 GG6$$$#!接种 2)O和兔血平板，#%U培养 #!V后

观察菌落的大小，形态，同时革兰氏染色光学显微镜和磷钨

酸染色电子显微镜观察细菌形态特征；各项生理生化指标的

测定参照有关文献进行［.］。

!"& !’( )*+,基因序列测定与系统发育分析
!"& "! PGM模板 JK)的制备：将细菌接种在 2HO中，#%U震
荡培养 5%V，取菌液 5:Z !$$$IY:;?离心 (:;?，去上清，加入双
蒸水 5$$!Z，于 5$$U水浴中煮沸 %:;?，5#$$$IY:;?离心 (:;?，
取上清作为 PGM模板 JK)。
!"& " # 5"H IJK)序列扩增与测序：采用 5 对扩增细菌 5"H
IJK)的通用引物［!，(］，其上、下游引物的序列分别为：([1
)N)N222N)2GG2NNG2G)N1.[ 和 ([12)GNNG2)GG22N22)GN
)G1.[。PGM 反应条件为：&!U (:;?；&!U 5:;?，(!U 5:;?，
D#U #:;?，.$个循环；D#U 5$:;?。PGM产物经 JK)纯化系
统纯化后，上海博亚生物生物有限公司进行序列测定。

!"& "$ 系统发育树的构建：将菌株 GG6$$$#!的 5"H IJK)序
列与 N3?O7?<中已知核酸序列进行 O47,-分析，调出与该序列
相关性较高的核酸序列，参照远方等［"］的方法，采用 JK),-7I
软件的 L*4-;\43 H3]*3?A3 )4;+:3?-程序选用 G4*,-74 ^法进行



多序列比对，然后采用近邻法构建系统发育树。

! 结果

!"# 人工感染试验
试验组斑点叉尾$在接种感染后 !"，斑点叉尾$表现为

游动无力，呼吸缓慢，并逐步出现头向上，尾向下悬垂于水体

中的特殊姿势，#$"后开始发生死亡，在接种后 %&"内死亡率
达 #’’(，而对照组未见任何异常。死亡的斑点叉尾$表现
为口腔周围、下颌、腹部等充血、出血，腹部膨大，肛门红肿，

剖解可见腹腔内有淡黄色或带血的腹水，胃内内充满大量浓

稠的粘液，胃粘膜充血，出血；肠壁变薄，肠腔内充有大量淡

黄色或含血的液体，肠粘膜充血、出血，并于中后肠出现 # ) $
个肠套叠，与自然发病斑点叉尾$症状和病变相似［$］。并从
感染死亡鱼肝、肾分离到与 **+’’’$,形态与生理生化一致
的细菌，表明 **+’’’$, 是斑点叉尾$急性流行性传染病的
病原菌。

!"! 形态特征
**+’’’$,为 -.杆菌，无荚膜，无芽孢，极生端鞭毛，鞭毛

数!$（图 #）。菌株 **+’’’$, 在普通营养琼脂菌落呈灰白
色，圆形，表面光滑，边沿整齐的半透明菌落；在 /01平板上
形成圆形，表面光滑，边缘整齐，直径 ’2!33 ) #2$33的透明
的无色菌落；在兔血平板上出现明显的!溶血环，且溶血环
呈草绿色。

图 # 菌株 $$%&&&!’的电镜照片（#(&&& )）
+456# /"7 7879:;<= 349;<5;>?" <@ A:;>4= **+’’’$,（#B’’’ C）2

!"* 生理生化特征
**+’’’$,为非发酵型严格的需氧，具有运动能力的 -.

杆菌，生长温度范围为 #D ) ,#E，最适生长温度为 $D ) %’E，
在含盐量 D(以下的培养基上能生长，生长的 ?F范围为 D2’
) G2’最适 ?F为 &2’ ) B2’，其他的生理生化特征见表 #。

表 # $$%&&&!’菌株的生理生化特征
/>H87 # I4<9"7349>8 >=J ?"KA4<8<549>8 9">;>9"" :7;4A:49A <@ **+’’’$,

/7A: 4:73A **+’’’$, ! 6 "#$%&’()$)### /7A: 4:73A **+’’’$, ! 6 "#$%&’()$)#""

##

LM4J>:4<=N+7;37=:>:4O7 P N. P N. Q.5R89<A7 ?;"" <JR97 5>A . .

""LM4J>A7 . . 194J ?;<JR9:4<=

""*>:>8>A7 P P Q.5R89<A7 S P

""QT1>A7 P P U>9:<A7 . P

""U4?>A7 /S77= !’ P P V>8:<A7 P P

""W;<:7>A7 P P V>==<A7 P P

""X;7>A7 P Y 0R9;<A7 Y P

""W"7 J7>34=>A7 Y Y Z">3=<A7 Y Y

""UKA J79>;H<MK8>A7 P P 1;>H4:<8 Y Y

""1;5 J4"KJ;<8>A7 Y Y Z>@@4=<A7 Y Y

""L;= J79>;H<MK8>A7 Y Y *788<H4<A7 Y P

""T4:;>:7 ;7JR9:4<= P P [K8<A7 Y P

""*;4:>:7 P Y +;R9:<A7 S P

""V>8<=>:7 P Y /;7">8<A7 Y Y

""V7:"K8 ;7J Y Y V>==4:<8 Y Y

""\=J<8 Y Y 0>8494= Y Y
F$0 FRJ;<57= AR8@4J7

""Y Y \=<A4:<8 Y Y

""-78>:4=7 "KJ;<8KA4A P P 0<;H4:<8 Y Y

V48] 9>:>H<84^7 P P _A9R84= P P
P 6 W<A4:4O7；Y 6 T75>:4O7；‘6 ‘7>] ;7>9:4<=6##Q>:> @;<3 ;7@7=97A B >=J !2

!"’ #+, -./0的 1$2扩增结果与系统发育分析
W*Z扩增出 **+’’’$,菌株的 #&0 ;QT1片段约 #D’’H?，

测序结果表明该片段有 #,$BH?，在 -7=I>=]中的登陆序号为
1aGB’!$&。将获得的序列在 ZQW数据库进行在线 *8>AA4@7;，
结果表明该菌属于嗜麦芽寡养单胞菌属的细菌，再将获得的

序列与 ZQW和 -7=I>=]数据中已报道的 #&0 ;QT1序列进行
I8>A:分析，调出相关性最高的序列和嗜麦芽寡养单胞菌属

内相关菌株的 #&0 ;QT1序列用 QT1A:>;软件进行多序列比
对分析和构建系统发育树（图 $），结果表明 **+’’’$,菌在系
统发育数上与 ! 6 "#$%&’()$)# 聚为一簇，其同源性在 GG2, )
GG2&(之间，其中 **+’’’$,菌与 ! 6 "#$%&’()$)# VD.#的同源
性最高，达 GG2&(，两者在系统发育树上聚为一支，结合形态
学和理化特征鉴定其为嗜麦芽寡养单胞菌（! 6 "#$%&’()$)#）。

’D& -_T- a4 *% #$ 6 N+,%# -),.&/)&$&0),# !)1),#（$’’&）,&（,）



图 ! ""#$$$!%与相关菌株的系统发育树
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& 讨论

斑点叉尾$急性流行性传染病是近年来发生在四川、重
庆等地危害很大的一种新型传染病［%］。该病以体表出现圆

形或椭圆形的褪色斑，腹水、肠炎和后肠的肠套叠为病变特

征，尤其是后肠的肠套叠的病变在目前所报道的斑点叉尾$
疾病中是极其罕见的。目前该病在这些区域已造成了严重

的经济损失，并有进一步蔓延的趋势。本研究从病鱼的体内

分离到一株 EH短杆菌（33!444%5），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

初步确定为嗜麦芽寡养单胞菌（!"#$%"&%’(%)%$*+ )*-"%’(.-.*），
但由于其在糖的利用产酸、脲酶、枸橼酸盐和丙二酸盐等利

用上与嗜麦芽寡养单胞菌模式株存在一定的差异（表 ?），而
不能进行确切的鉴定。?@A /I<>是核糖体 I<>的一种，具
有分子量适中，所含的遗传信息丰富，在结构上分为保守区

（3*,1+/7+6 6*C2",）和可变区（J2/"2;)+ 6*C2",），保守区能反映
生物物种的亲缘关系，可变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［K］。目前，?@A /I<>或 ?@A /=<>序列分析已广泛用于水
产动物病原菌的鉴定［?4 L ?%］。为此我们采用一对通用引物扩

增出了该菌的 ?@A /=<>片段，并进行了序列分析（E+,F2,G
登录号 >MKN4O%@），将所获得 ?@A /=<> 序列与 I=& 和

E+,F2,G数据库中已知的微生物 ?@A /=<>序列进行同源性
比对和系统发育分析，结果表明该菌的 ?@A /=<>序列与嗜
麦芽寡养单胞菌 ?@A /=<>的同源性最高，且在系统发育树
上与其他的嗜麦芽寡养单胞菌菌株聚在一簇，从而在分子生

物学水平确切鉴定该菌为嗜麦芽寡养单胞菌。

嗜麦芽寡养单胞菌是由 P:#’等于 ?K@4年发现，并命名
为嗜麦芽假单胞菌（/#+#01%)%$*+ )*-"%’(.-.*），?KOQ 年 A9",#1
等将其归为黄单胞菌属（,*$"(%)%$*+），并命名为嗜麦芽黄单
胞菌（, $ )*-"%’(.-.*），?KKQ年，&2))+/*,"等根据该菌的基因及

理化特征有别于其他黄单胞菌而将其从黄单胞菌属划出另

建一新属，为寡养单胞菌属（ !"#$%"&%’(%)%$*+）［N］。嗜麦芽寡
养单胞菌属于非发酵型，专性需氧不形成芽孢的革兰氏阴性

菌，广泛分布于各种水源、土壤和植物根系等，是人类重要的

条件致病菌和院内感染菌，可引起败血症、心内膜炎、肺炎、

结膜炎、脑炎、尿道、消化道感染和伤口感染等［?Q］，目前该菌

已引起人类医学的高度重视。嗜麦芽寡养单胞菌除了对人

类致病外，也有对山羊［?5］和猪［?R］等陆生动物以及一些水生

动物感染而致病的报道，F+,等（%44%）报道嗜麦芽寡养单胞
菌是欧洲和美国金枪鱼的一种严重的病原菌，可感染致病引

起死亡，且该菌可在其产品中较长时间存活，是人类感染该

菌的一感染源［?@］；同时该菌还可感染鳄鱼［?N］、黄缘闭壳

龟［?O］、卵型鲳%［?K］和中华绒毛蟹［%4］等水产养殖动物而致病。
目前，国内外都还未见该菌感染斑点叉尾$致病的报道，而
本研究从发生“急性流行性传染病”的斑点叉尾$体内分离
到了该菌，并通过人工感染试验发现该菌对斑点叉尾$具有
高度的致病性，可引起 ?44S的死亡率，并表现出与自然感染
相似的临床症状与病理变化，由此可见该菌是斑点叉尾$
“急性流行性传染病”的病原菌，且是斑点叉尾$的一种新的
致病菌，但目当前对该病原菌的病原学特性和致病机理等问

题都不清楚，为了在养殖生产中更有效地控制该病的发生与

流行对这些问题需进一步深入研究，以制定出科学、合理的

防治措施。
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