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摘要：【目的】本研究旨在寻找引起养殖西伯利亚鲟鱼（ !"&./-0/’ )$/’&&）病害的致病因子。【方法】从北京地区

自然患病的西伯利亚鲟鱼体内分离到致病菌株 MF#F$2"$"，采用生理生化鉴定结合 #20 .N1O 基因序列的系

统发育学分析确定该菌株 的 系 统 发 育 地 位。同 时 采 用 琼 脂 扩 散 法 对 抗 菌 类 药 物 的 敏 感 性 进 行 测 定。【结

果】菌株 MF#F$2"$" 与 !/’(1(-$0 2/’(-&& OD33 C42%!D 的 #20 .N1O 基因序列相似性达 "" P2Q；结合形态特征与

生理生化测定结果，革兰氏阴性杆菌，具极生单鞭毛。发酵葡萄糖产酸，甲基红试验和 乙酰甲基甲醇试验阳

性，精氨酸双水解阴性，CQ 氯化钠生长，明胶水解阳性、七叶灵水解阳性等。在 %# 种抗菌类药物对该菌的

抑菌试验中，其中，头孢羟氨苄、新霉素等 ## 种药物的抑菌效果较好。【结论】确定该菌株在分类上属于维氏

气单胞菌（ !/’(1(-$0 2/’(-&&）。为进一步防治鲟鱼养殖病害提供依据。

关键词：鲟鱼；维氏气单胞菌；生理生化；分离鉴定；#20 .N1O 基因序列分析；药敏试验
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鲟 形 目 鱼 类（O)@8-;>-.@K+.A->）是 目 前 地 球 最 古

老和最原始的软骨硬鳞鱼类，在鱼类进化史上占有

重要的地位，有活化石之称［#］。是一种 兼 有 重 要 科

研价 值 和 经 济 价 值 的 生 物 类 群［%］。 西 伯 利 亚 鲟

（!"&./-0/’ )$/’&& ）隶 属 于 鲟 科（ !"&./-0/’3$/ ）鲟 属

（!"&.$-0/’），是 现 存 %2 种 鲟 类 中 的 一 种，主 要 分 布

于俄罗斯西部的颚毕河至东部的科雷马河之间的西

伯利亚 各 河 流 之 中［C］。西 伯 利 亚 鲟 具 有 生 长 速 度

快、适 应 性 强、肉 质 好、鱼 籽 酱 品 质 高 等 优 点，自

#""2 年首次被中国引进后，目前其养殖量居中国鲟

鱼养殖产量的第 % 位［!］。随着鲟鱼养殖集约化程度

越来越高，水质环境越来越差等诸多原因，北京、河

北等地先后出现了西伯利亚鲟鱼和与其杂交的杂交

鲟鱼的暴发性鱼病，该病主要发生在 2 R " 月份，病

鱼主要表现为行动迟缓，少食至不食，鳃发白，体表

局部出现红点，有的皮肤脱落。剖检内脏发生不同

程度的病变。肝脏呈浅黄色或花肝；心脏肿大，外表

呈不规则的凹凸瘤状，动脉球红紫色；肠道外壁无明

显症状，肠道弹性差，有的形成结节。患病鲟鱼大量

死亡，死亡率高达 24Q以上，且死亡速度较快。%$$2
年 2 月，作者从北京房山区一个鲟鱼养殖场自然发

病的西伯利亚鲟体上分离一株致病性病原菌，采用

测定生理生化特征、#20 .N1O 序列分析构建系统发

育树等方法，对该菌进行了分类鉴定。同时通过药

敏实验对该致病菌的敏感药物进行了筛选，为该病

的确诊与防治提供依据和参考。

! 材料和方法

! "! 材料

! "! "! 材料来源：病鱼采自于北京市房山区某一鲟

鱼养殖场养殖的西伯利亚鲟鱼，体重 !$$ R G$$ J，体

长 %& R 24 )A 左右。



! "! "# 主要试剂和仪器：!" 营养固体培养基、药敏

纸片购自于北京天坛药物生物技术开发公司。细菌

生理生化 试 验 药 品 购 于 北 京 康 博 顺 达 生 物 科 技 中

心。#$%&’( 购 自 北 京 美 莱 博 医 学 科 技 有 限 公 司。

)*+ 仪（,--,./012 3,14$.5），凝 胶 成 像 系 统（"’0+67
!$801$901’,: ;,<1$9, =9$>5），电 泳 仪（"’0+67 ? @ ; @ 6 ），

电子天平（#0A50 B$-$.），显微镜（C>54-D:），高压灭菌

锅（上海博迅实业有限公司医疗设备厂），生化培养

箱（哈尔滨市东联电子技术开发有限公司）。

! "# 致病菌的分离和菌落形态观察

取自然发病的典型症状的西伯利亚鲟，在无菌

操作下挑取鳃、皮肤及肝组织，接种于营养琼脂平板

表面，划线分离，EFG培养 EH I，待平 板 上 出 现 形 态

一致的优势菌落时，选取单菌落反复划线纯化，纯化

菌株于 HG保存。

菌落形态 选择胰胨大豆琼脂（#;6）培 养 基，制

成培 养 皿 平 板。划 线 接 种 菌 株，EFG 培 养 EH I 后，

观察菌落形态。

! "$ 致病菌的人工回归感染试验

将菌株接种于营养琼脂斜面上，EFG培养 JK L
JF I，用无菌生理盐水洗下菌苔，制成菌悬液。用平

板菌落计数法测定菌液的浓度。

! "$ "! 注 射 感 染：用 无 菌 生 理 盐 水 将 菌 液 稀 释 成

H MF N JOK *P?Q4! 菌悬液，对健康的西伯利亚鲟鱼进

行背 鳍 基 部 注 射 攻 毒，每 尾（JRO L EOO <）注 射 剂 量

为 O ME 4!，空白对照组注射 O ME 4! 无菌生理盐水。

实验 组 和 对 照 组 均 设 S 个 重 复。每 个 重 复 放 F 尾

鱼。攻毒后饲养在 ESG L ERG的水族箱中。

! "$ "# 浸泡感染：将鱼体（JRO L EOO <）体 表 划 伤 后

放入含 菌 量 为 H MF N JOK *P?Q4! 的 水 族 箱 中，另 设

空白对照组，实验组和对照组均设 S 个重复。每个

重复放 R 尾鱼。水温保持在 ESG L ERG。

两种感染连续观察 JO 天并记录 其 发 病 及 死 亡

情况，同时对人工回归感染发病濒死的实验鱼进行

病原菌再分离，观察再分离菌株与原菌株在形态和

理化特性等方面是否一致。

! "% !&’ ()*+ 基因序列分析

! "% "! JK; 1+T6 基 因 序 列 的 )*+ 扩 增 与 测 序：采

用菌 落 )*+ 进 行 JK; 1+T6 基 因 序 列 的 扩 增，在

U--,./012 管中加入 HOO!! 无菌水，挑取一接种环菌

苔至管中，振荡均匀，沸水浴中加热 R 4’. 使菌体细

胞裂解，冰浴冷却，以此细胞裂解液为模板，采用细

菌通 用 引 物 对：正 向 引 物 27J：RVW6363###36#**W
#33*#*63WSV；反 向 引 物 1-E：RVW6*33*#6**##3#W

#6*36*##WSV，进行 JK; 1+T6 基因 )*+ 扩 增。)*+
扩增反应体系（SO!!）：模板 S!!；引 物 27JQ 1-E 各

J MR!!（ 引 物 浓 度 均 为 EO !40>Q!）；双 蒸 水 X !!；

E!-Y1 !"#&’(JR !!。 扩 增 条 件：最 初 变 性 XRG
R 4’.；变 性 XRG SO :，复 性 RRG J 4’.，延 伸 ZEG
E 4’.，SO 个循环；最后延伸 ZEG JO 4’.。

JK; 1+T6 基因 )*+ 扩增产物经 J[琼脂糖电泳

检测正确，送交上海生工生物工程技术服务有限公

司进行测序，测序结果提交 3,."$.A。

! "% "# JK; 1+T6 基因序列系统发育树构建：获得菌

株 JK; 1+T6 基 因 序 列，用 T*"= \ "!6;# 软 件 将 测

序结果在 3,."$.A 数据库中进行同源性检索。根据

返回的结果，从 3,."$.A 数 据 中 调 出 与 该 序 列 相 关

性较高的核酸序列，在 *>$:9$>]（J MFS）软件包中进行

多重序列匹配排列（4D>9’->, $>’<.4,.9:）和聚类分析，

最后形 成 一 个 多 重 序 列 匹 配 排 列 阵。 之 后 使 用

&,<$H @O 软件，采用邻 接 法（T,’<I801 B0’.’.< &,9I0/）

构建系统发 育 树。并 通 过 自 举 分 析（8009:91$-）进 行

置信度检测，自举数据集为 JOOO 次。

! ", 主要生理生化性状测定

参照文献［R \ Z］的相关属、种鉴定内容和方法，对

供试菌株 的 水 解 活 性、糖 发 酵、酶 类 产 生 等 进 行 研

究。将分离菌株鉴定到种。

! "& 药物敏感性测定

取 ]WJWOKXOX 菌株，采用 ^W" 琼脂扩散法［F］进行

分离菌对 EJ 种抗菌类药物的敏感性测定，以出现的

抑菌圈直径作为相应的敏感与耐药判定指标。

# 结果

# "! 细菌分离结果及菌落形态

剖检的 JS 尾鲟鱼的鳃、肝、肾 组 织 均 有 大 量 细

菌，经分离 纯 化 后 获 得 一 株 细 菌 菌 株，编 号 为 ]WJW
OKXOX。该菌株革兰氏染色阴性，形态特征为杆状及

短杆状，两端钝圆，散在或成双，无芽孢。该菌株在

普通营养琼脂平板上菌落圆形、边缘整齐、灰白色较

不透明，培养 EH I 直径多在 J MS 44 左右。

# "# 人工感染试验

将分离 的 菌 株 ]WJWOKXOX 接 种 到 健 康 鲟 鱼，注

射组实验鱼感染 EO I 后表现为游动迟缓，鳃 发 白，

EH I 后开始死亡。R / 内死亡率达 FZ MR[ L JOO[。

浸泡组实验鱼感染 H / 后鳃发白，游动迟缓，体表有

腐烂，之 后 开 始 出 现 陆 续 地 死 亡，JO / 内 死 亡 率 达

FO[ L JOO[。对照组未见异常（见表 J）。剖解发现

鳃上有白色坏死灶，肝脏发白或花肝，有的中后肠出

OXEJ _I’I0.< &$ ,9 $> @ Q $%&" ’(%)*+(*,*-(%" .(/(%"（EOOX）HX（JO）



血。发病症状同自然发病症状基本一致。从感染死

亡鱼的肝脏中分离到与 !"#"$%&$& 形态和生理生化

特性 一 致 的 细 菌，表 明 !"#"$%&$& 是 西 伯 利 亚 鲟 的

致病菌。

表 ! 人工回归感染结果

’()*+ # ,+-.*/- 01 (2/31343(* 351+4/305 /+-/ 01 -/2(35 !"#"$%&$&

!"#$ %&’()
6054+5/2(/305
（6789:*）

;.:)+2
<+(/= 5.:)+2

# > ? > @ > A > B > % > C > D > & > #$ >
E02/(*3/F
（G）

A HD I #$% D @ # ? ? #$$

J5K+4/305
L20.M-

A HD I #$% D ? # ? # # DC HB

A HD I #$% D # A # # # #$$

$ HCBG;(6* D $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

/=+ 405/20* $ HCBG;(6* D $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

$ HCBG;(6* D $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

A HD I #$% B # ? # D$

J::+2-305
N20.M-

A HD I #$% B # ? # D$

A HD I #$% B ? # # # #$$

$ HCBG;(6* B $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

/=+ 405/20* $ HCBG;(6* B $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

$ HCBG;(6* B $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

" #$ !%& ’()* 基因序列分析结果

如图所示，!"#"$%&$& 为我们要鉴定的菌株。!"
#"$%&$&"*3O+2 和 !"&"P"$C 是 经 过 攻 毒 实 验 后 从 具 有

相同症状的发病鱼体上取得的优势菌。从电泳图谱

可以看出，该三株菌扩增出的 #%Q 2,;R 基因片断条

带单一，大小约为 # HB S)（图 #）。经测序得到长度为

#AA& )M 的 #%Q 2,;R 基因序列（L+5T(5S 中的序列注

册号：7U%B@%?$）。将此序列用 TPRQ’ 软件和 EVLR
软件处理，并与 L+5T(5S 中已发表的 #%Q 2,;R 基因

序列 进 行 同 源 性 比 较，选 取 同 源 性 最 高 菌 株 的

图 ! 菌株 +,!,-%.-. !%& ’()* 基因 /0( 扩增产物

73N W # X6, (:M*3134(/305 01 #%Q 2,;R N+5+ 35 -/2(35 !"#"$%&$& H

# H !"#"$%&$&；? H !"#"$%&$&；@ H !"#"$%&$&"*3O+2；A H !"#"$%&$&"*3O+2；

B H !"&"P"$C；% H !"&"P"$C；EH<P?$$$ M*.- <;R E(2S+2 H

图 " 菌株 +,!,-%.-. 的 !%& ’()* 基因全序列系统发育树图

73N W? X=F*0N+5+/34 /2++ 01 -/2(35 !"#"$%&$& 405-/2.4/+> 120: 40:M*+/+ -+Y.+54+- 01 #%Q 2,;R N+5+H ;.:)+2- 35

M(2+5/=+-+- 2+M2+-+5/ /=+ -+Y.+54+- (44+--305 5.:)+2 35 L+5T(5SH ’=+ 5.:)+2 (/ +(4= )2(54= M035/- 3- /=+ M+24+5/(N+

-.MM02/+> )F )00/-/2(M W T(2，$ H?G -+Y.+54+ >3O+2N+54+ W

#&?#马志宏等：西伯利亚鲟（ *+,)"-#"& ./"&,,）致病性维氏气单胞菌的分离鉴定 W 9微生物学报（?$$&）A&（#$）



!"# $%&’ 基因序列，采用 ()*+,*)-（! ./0）软件包进行

多重序列比 对 分 析，并 使 用 123*4 .5 软 件 构 建 系 统

发育树（图 6）。从 系 统 发 育 树 中 可 以 看 出，致 病 菌

菌株 -7!75"858 与已报道的维氏气单胞菌的模式菌

株 ’9(( 0:"649（ !"#$%$&’( )"#$&** ’9(( 0:"649）亲源

关系最近，有 88 .";的相似性。

! "# 生理生化特征

病原 菌 -7!75"858 的 1.% 和 <. = 试 验 反 应 阳

性，柠檬酸盐利用试验阳性，精氨酸双水解阴性，发

酵葡萄糖 产 酸，0; &*() 生 长，明 胶 水 解、七 叶 灵 水

解阳性（表 6）。上述生理生化特征与维氏气单胞菌

的描述一致。

综上所述，根据菌株 -7!75"858 的 !"# $%&’ 基

因序列与 !"#$%$&’( )"#$&** ’9(( 0:"649 的序列同源

性达 88 .";；结合形态特征与生理生化测定结果与

维氏气单胞 菌 的 描 述 一 致，确 定 菌 株 -7!75"858 在

分类上属 于 气 单 胞 菌 属（ !"#$%$&’(）的 维 氏 气 单 胞

菌（ !"#$%$&’( )"#$&**）。

表 ! 菌株 $%&%’()’) 与维氏气单胞菌生理生化特性比较

9*>)2 6 =?@+AB)B3AC*) *DE >AB)B3AC*) C?*$*C,2$A+,AC+ BF -7!75"858 +,$*AD G+

,?B+2 BF ’2$BHBD*+ G2$BDAA

(?*$*C,2$A+,AC+ -7!75"858 +,$*AD ! . )"#$&**
17% ,2+, I I
CA,$*,2 I I
*$3ADAD2 EA?@E$B)*+2 — —

3)JCB+2 F2$H2D, ! !
+*)ACAD — —

3$BK BD 0; +BEAJH C?)B$AE2 I I
2+CJ)AD ?@E$B)@+A+ I I
<7= ,2+, I I
32)*,AD ?@E$B)@+A+ I I
L+,2$*+2 — —

“—”$2*C,ABD D23*,AG2；“ I ”$2*C,ABD MB+A,AG2；“!”M$BEJCAD3 *CAE.

! "* 药物敏感性试验

用 6! 种药物对菌株 -7!75"858 进行药物抑菌试

验，测量抑菌圈直径，计算平均值。将其对照“北京

天坛药物生物技术开发公司”的药敏试验判断标准

书，得到该菌株药敏试验结果见表 0。

+ 讨论

目前在细菌分类鉴定方法上，包括表型鉴定和

分子遗传学鉴定两大类［8］。细菌常规鉴定法是细菌

形态和生理生化水平及蛋白质水平的鉴定，前者是

最经典、最常用的分类鉴定指标，也是现代化分类鉴

定的依据。结果准确，但鉴定时间长。近几十年来，

分子生物学发展迅速，细菌的分类鉴定开始进入分

子水 平，各 种 基 因 型 分 类 方 法 也 应 运 而 生，如

表 + 菌株 $%&%’()’) 药敏试验结果

9*>)2 0 N$J3 +2D+A,AG2 ,2+, BF +,$*AD -7!75"858

*D,A>AB,AC+ EA*H2,2$OHH +2D+A,AGA,@

(2F*E$BPA) !/ #
&2BH@CAD 66 #
92,$*C@C)AD2 !6 %
9$AH2,?BM$AH7 #J)F*H2,?BP*QB)2 5 %
(2M?*)B,?AD 6R .: #
=AM2$*CA))AD / %
S2GBF)BP*CAD 68 .: #
T)BP*CAD !8 #
%AF*HMACAD !: U
V2D,*HACAD 66 W : #
’HAX*CAD 6! #
=AM2$*CA))ADO9*QB>*C,*H 5 %
NBP@C@C)AD2 !: .: U
=2F)BP*CAD 6! U
SBH2F)BP*CAD 68 #
T)2$BP*CAD 68 #
=B)@H@PAD Y !0 %
9B>$*H@CAD 66 .: #
&*)AEAPAC ’CAE 5 %
TB+FBH@CAD 0! #
&BGB>ABCAD 5 %

%：E2DB,2+ )BK B$ DB +2D+A,AGA,@；U：E2DB,2+ HBE2$*,2 +2D+A,AGA,@；#：E2DB,2+

?A3? +2D+A,AGA,@ .

（V I (）HB);、N&’ 杂交、$N&’ 指纹图、质粒图谱和

!"# $N&’ 序列分析等等。其中，!"# $N&’ 序列分析

已经成 为 细 菌 种 属 鉴 定 和 分 类 的 标 准 方 法，大 约

6:55 个种的 !"# $N&’ 全序列已经被报道［!5］。根据

它们的序列同源性，已经构建了各种属的系统发育

树。但由于 !"# $N&’ 序列在原核生物中的高度保

守性，对于相近种或同一种内的不同菌株之间的鉴

别分辨力较差。为了解决这些问题，本次实验我们

采用了 !"# $%&’ 序列分析和细菌形态和生理生化

鉴定两种方法相结合的技术路线。

本研究首先从自然发病西伯利亚鲟鱼体内分离

到一株 V7 杆菌 -7!75"858，通过人工接种试验证实为

该病的病原菌。根据该菌 !"# $%&’ 基因序列在系

统发育树中的位置并与 V2DY*DX 数据库中维氏气单

胞菌的 !"# $%&’ 基因序列比较，两者具较高的同源

性（88 .";）。在分子生物水平上初步鉴定为维氏气

单胞菌（ !"#$%$&’( )"#$&**）。再结合该菌的形态学特

征和 生 理 生 化 特 征 进 一 步 鉴 定 该 菌 为 维 氏 气 单

胞菌。

维 氏 气 单 胞 菌（ ! W )"#$&** ）隶 属 于 弧 菌 科

（+*,#*$&’-"’" +"#$&，!8":），气 单 胞 菌 属（ !"#$%$&’(，

Z)J@G2$ *DE G*D &A2)，!80"），是一类革兰氏阴性杆菌。

该菌普遍存在于淡水、污水、淤泥及土壤中。近年来

686! [?A?BD3 1* 2, *) W O !-.’ /*-#$,*$0$1*-’ 2*&*-’（6558）48（!5）



也陆续报道了对维氏气单胞菌（ !"#$%$&’( )"#$&**）及

其所致的水产动物病害。如由维氏气单胞菌引起的

丁 溃疡病、中华鳖的穿孔病、腐皮病、口咽腔溃烂

综合症、彩虹鲷急性死亡、中华绒螯蟹细菌感染等疾

病［!! " !#］。但维氏 气 单 胞 菌 对 鲟 鱼 的 致 病 作 用 还 未

见报道。从西伯利亚鲟鱼体内分离到该致病菌尚属

首次。本次从所检西伯利亚鲟鱼病鱼体上分离到维

氏气单胞菌，经人工感染试验显示出较强的致病作

用，可单独引起感染鲟鱼的发病和死亡，进一步提示

了该菌在水产养殖动物中的病原学意义。对其它鲟

鱼品种和其它鱼类是否也有较强的致病性，尚待今

后进一步研究。

经以 $! 种抗菌类药物对菌株 %&!&’()’) 的药敏

测定，结果表明，此种维氏气单胞菌对头孢羟氨苄、新

霉素、头孢噻吩、左氧氟沙星、氟哌酸、庆大霉素、丁胺

卡那霉素、洛美沙星、氟罗沙星、妥布霉素、磷霉素 !!
种药物敏感。对今后筛选出预防鲟鱼细菌性病的有

效药物提供了可靠的技术参考。此外，本实验选取的

药物并非均可用于生产，这提示养殖技术和生产人员

在鲟鱼养殖过程中要慎重使用渔用药物。

本次西伯利亚鲟鱼维氏气单胞菌病发病率和死

亡率都很高，对水产养殖业造成了较大损失。因此，

该病的早期检测技术和防治研究应该引起相关学者

的重视，应加大研究开发的力度。
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)HWV 年创刊以来所有文章全文上网

-CCE 年 ) 月中旬，《微生物学报》自 )HWV 年创刊以来的文章全文上网啦！欢迎广大读者登陆本刊主页（"<<K：b b 5$+8%(07 M #? M
(: M :%b(:<(?#:8$:%）浏览、查询、免费下载全文！

建立全文数据库的工作是从 -CCI 年初开始的，经 过 多 方 人 员 的 共 同 努 力，历 经 半 年 多 时 间 成 功 完 成。由 于《微 生 物 学

报》历史久远，其间经历了刊期的变化，变化情况统计如下，以供读者查阅参考。
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