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摘 要：从四川鲶科鱼类养殖场濒死的大口鲇（!"#$%$& ’(%")"*+,#"& H:);）体内分离到 E 株优势菌，人工感染试验表明

菌株 3I0E 致病性最强。通过形态学观察、生理生化测定，结合 J0K 的 1L H7G4M、#’N +J0K 序列同源性和系统发

育分析，确定 3I0E 为普通变形杆菌（-%*.($& /$#0,%"&）。再根据生理生化特性，可进一步确定 3I0E 属于普通变形杆

菌（-%*.($& /$#0,%"&）中的 - > /$#0,%"&O1E。该菌株不溶血；对庆大霉素等 ! 种药物敏感；对小鼠有较强的致病性。生

长特性研究表明，该菌最适生长温度 E"P、最适 QR’F%、E"P时盐度 #F/M生长最适。普通变形杆菌致病性广泛，但

作为养殖大口鲇的致病菌国内外未见报道。另外，对该菌的分类学研究、生长特性、感染途径及防治进行了讨论。
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大口鲇（!"#$%$& ’(%")"*+,#"& H:);）又名南方鲇或

南方大口鲶，属鲇科鲇属，主要分布于长江、珠江及

闽江流域，是我国特有的经济鱼类。大口鲇个体大、

生长快、抗病力强、易起捕、肉质好、无细刺，$% 世纪

5% 年代被人工驯养以来，已成为我国名特优养殖对

象。

大口鲇抗病性强，在成鱼的养殖阶段很少患病，

因此有关大口鲇成鱼的致病菌研究，国内外报道较

少。大口 鲇 的 细 菌 性 病 原 一 般 为 嗜 水 气 单 胞 菌

（1(%*’*+,& 23)%*42"#,）、柱 状 屈 挠 杆 菌（ 5#(6"7,8.(%
8*#$’+,%"&）、荧光假单胞菌（-&($)*’*+,& 9#$*%(&8(+&）、

白皮假单胞菌（ -&($)*’*+,& )(%’*,#7,）［#］。$%%/ 年

#% 月，四川鲶科鱼类养殖场大口鲇成鱼大规模死

亡，本文从濒死大口鲇成鱼组织中分离出 # 株新的

致病菌，对该菌株进行了形态学观察和分类学鉴定，

同时进行了溶血试验、药敏试验、感染试验及其生长

特性方面的研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 患病大口鲇：$%%/ 年 #% 月，取自四川鲶科鱼

类养殖场，病鱼体表无明显溃烂，胃肠浆膜水肿充

血，肠道甚至糜烂状坏死，肝脏有斑点状坏死。

!"!"# 健康鱼：回归感染试验所用大口鲇取自通威

水产科技有限公司无公害鱼养殖基地，平均体长

//@7，平均体重 $F5T<。人工感染试验所用鲫鱼来

源同上，平均体长 #E@7，平均体重 $/<。
!"!"$ 试验小鼠：人工致病试验所用 UV 小鼠 $%
只，清洁级，雌雄各半，体重 $% W #<，购于成都中医

药大学动物实验中心。

!"!"% 主要试剂和仪器：胰蛋白胨（3+.QXG;)）、酵母

粉（Y)-?X )9X+-@X）、琼脂糖（K<-+G?)）为英国 Z98GA 公司

产品；细菌微量生化反应管购自杭州天和微生物试

剂公司；药敏纸片购自北京天坛药物生物技术公司；

[H\ 反应试剂均购自大连 3-U-\- 公司；琼脂糖凝胶

J0K 回 收 试 剂 盒 购 自 北 京 三 博 远 志 生 物 公 司。

]\R2#/% 生化培养箱（上海齐欣科学仪器公司）；3^2
#5%% 紫外可见分光光度计（北京普析通用仪器公

司）；J^" 5%% 紫外分光光度计（O)@T7-; HG,4X)+ 公

司）；RO[_$$%[H\ 扩增仪（3:)+7G R.*-8A 公司）。

!"# 病原菌的分离

方法参照文献［$］。经过多次纯化，将得到的 E
株菌斜面培养后保存于 !P冰箱备用。

!"$ 回归感染试验

所获得的 E 株菌，E%P普通营养琼脂斜面培养

$!:，用 %F5/M的无菌生理盐水洗下制成菌悬液，对



!" 尾健康鲫鱼进行腹腔注射，记录发病和死亡情

况，从中筛选出致病力最强菌株 #$%&。

配制成浓度 ’ ( !)*+,-./0 的 #$%& 菌株悬液，

腹腔注射健康大口鲇，无菌生理盐水作对照，每组 1
尾，每尾 )2"/0。对刚病死的大口鲇，无菌操作，立

即剖检，并做病原菌的分离培养。

!"# 病原菌的鉴定

!"#"! 形态学观察：普通营养琼脂平板，&)3恒温

培养，观察菌落特征。光镜下观察菌体形态特征，方

法参照文献［&］。运动性观察采用半固体琼脂穿刺

法。参照文献［1］，456478!)))9 扫描电镜下观察

#$%& 的形态和大小。

!"#"$ 生理生化特性试验：参照文献［1］所述方法。

!"% 生长特性的测定

按文献［:］方法进行温度和 ;< 对 #$%& 生长影

响试验；参照文献［&］，测定生长曲线；参照文献［=，

>］进行不同温度条件下盐度的耐受性试验。以上试

验，均取 )2!/0 菌悬液（&>3培养 "1?）加入到 :/0
对应的 09 液态培养基中，恒温静止培养 "1?，测

!":=)值。

!"& 溶血试验

将 #$%& 菌株分别划线、穿刺接种到 1@兔鲜

血琼脂平板上，&>3培养 "1 A 1*?，观察有无溶血现

象。

!"’ () 小鼠致病和鲫鱼人工感染试验

将回归试验所得到的 #$%& 菌悬液，依次稀释，

配制 成 *2! ( !)>+,-./0、>2= ( !)=+,-./0、=2& (
!):+,-./0 的菌悬液，分别腹腔注射 B5 小鼠，每组

1只，每只 )2&/0，无菌生理盐水作对照。观察一

周，并对死亡小鼠进行病原菌分离。

选取健康鲫鱼，: 尾 ! 组，按以下操作进行感染

试验，观察一周。

（!）注射感染：腹腔注射 *2! ( !)>+,-./0 的菌

悬液，每尾 ) C"/0，注射等量无菌生理盐水作对照。

（"）浸浴感染：将健康鲫鱼腹部去鳞 & A 1 片，置

于约为 &2= ( !)1+,-./0 的菌液中浸浴 1? 后，换水

暂养，无菌水浸泡作对照。

!"* 药敏试验

采用琼脂扩散纸片法（B89）和牛津杯定量扩散

法，&)3恒温培养 1*? 观察抑菌圈的有无及大小。

!"+ 病原菌 ,-./0.1 的 23 4 含量测定

方法参照文献［1］，# C $%&’B!" 作对照。

!"!5 病原菌 ,-./ 的 !&6 70.1 测定和系统发育

学分析

!"!5"! D%4 模 板 的 制 备：常 规 酚 氯 仿 法 提 取

#$%& 菌株的基因组 D%4。

!"!5"$ E+6 扩增和测序：用于 !=F GD%4 的 E+6 反

应的 引 物 为 通 用 引 物。正 向 引 物 为 9F,*.")：:H8
4I4I###I4#++#II+#+4I8&H（ 对 应 于 # C $%&’ 的

!=F GD%4序列的第 * A "> 碱基位置）；反向引物为

9F6!:1!.")：:H844II4II#I4#++4I++I+48&H（对应

于 # C $%&’ 的 !=F GD%4 序列的第 !:"" A !:1! 碱基位

置）。E+6 反应条件：’:3 1/JK；’13 1:L，:=3 1:L，
>"3 "/JK，共 &) 个循环；>"3 */JK。琼脂糖凝胶电

泳检测 E+6 产物，回收后与 ;5D!*8# MNOPQG 连接，转

化大肠杆菌 R5!)’ 进行培养，筛选阳性克隆，提取转

化子质粒，酶切验证后，49S&>&) 自动 D%4 测序仪测

序，由上海英骏生物技术有限公司完成。

!"!5"/ 系统发育学分析：将所得到的 #$%& 菌株

!=F GD%4序列在 INK9TKU 数据库中 9VTLP 分析，获得

相 似 性! ’*@ 的 !=F GD%4 序 列，利 用 +VWLPTVX
（!2*&）软 件 进 行 比 对，通 过 5NYT&2! 软 件 选 用

BJ/WGT"8;TGT/NPNG 距 离 模 型，采 用 最 小 进 化 法

（5JKJ/W/ Z[QVWPJQK）构 建 系 统 树，通 过 自 举 分 析

（9QQPLPGT;）进行 置 信 度 检 测，自 举 数 据 集 为 ")))
次。

$ 结果

$"! 病原菌分离及回归感染试验

从濒死大口鲇的胃、肠、肝、脾、肾中获得 & 株优

势菌，分别编号为 #$%!、#$%"、#$%&，其中 #$%&
在肾脏优势度达 ’)@以上。通过健康鲫鱼感染试

验，#$%& 菌株感染率最高（表 !），死亡鲫鱼病症与

大口鲇相似。

表 ! ,-.!、,-.$、,-./ 菌株对鲫鱼感染试验结果

#T\VN ! 6NLWVPL Q] GNL;NOPJ[N JK]NOPJQK PNLP QK OGWOJTK OTG;L ^JP? LPGTJK #$%!，#$%" TK_ #$%&

IGQW; FPGTJK _NKLJP‘
.（+,-./0）

SKaNOPJQK _QLN
./0

DNTP? KW/\NG Q] NTO? _T‘
!_ "_ &_ 1_ :_ =_ >_

DNTP?
KW/\NG

DNTP? GTPN
.@

#$%! ’2" ( !)* )2" ) ) ) ) ! ) ) ! ":
#$%" !2! ( !)’ )2" ) ) ! ) ) ! ) " :)
#$%& ’2) ( !)* )2" 1 ) ) ) ) ) ) 1 !))
OQKPGQV )2*:@%T+V )2" ) ) ) ) ) ) ) ) )

" +4b <TJ8aWK () *& C .+$)* ,’$-%.’%&%/’$* 0’1’$*（"))>）1>（!）



通过回归感染试验，同样表明 !"#$ 菌株对大

口鲇有较高的感染率（表 %），病症与自然情况下相

同。选取病死的大口鲇对应组织进行病原菌分离，

结果显示 !"#$ 在胃、肠、肝、脾、肾中优势度大致

为：&&’、&&’、(&’、)&’、*&’。

表 ! "#$% 菌株回归感染大口鲇试验结果

!+,-. % /.01-20 34 5.6155.72 874.62837 2.02 37 !"#$%$& ’(%")"*+,#"& 9:.7 ;82: 025+87 !"#$

<531= >25+87 ?.7082@
A（9BCADE）

F7G.62837
?30.ADE

H.+2: 71D,.5 34 .+6: ?+@
I? %? $? J? &? )? (?

H.+2:
71D,.5

H.+2: 5+2.
A’

!"#$ *KL M ILN LK% I I % L L L L J ILL
637253- LKN&’#+9- LK% L L L L L L L L L

!&! "#$% 菌株的形态学特征及运动性观察

!"#$ 菌株在 $LO条件下，培养大约 IL: 出现

菌落。直径约 IDD，表面光滑湿润，半透明，灰白

色，有时略带蓝光。IJ P %J: 呈迁徙扩散生长，以中

间菌落为圆心，同心环状扩散，$): 可弥漫整个平

板。革兰氏染色阴性，大多直杆状，有时呈长丝状，

菌体大小为 LKJ P LKN!D M IKL P $KL!D（图 I）。具运

动性，无荚膜，周生鞭毛，不产芽孢。在 EQ 和牛肉

膏蛋白胨培养基中均产生强烈腐败气味。

图 ’ 菌株 "#$% 电镜照片（())) * ）

B8RSI T-.62537 D8653R5+=:（JLLL M ）34 025+87 !"#$S

!&% "#$% 菌株的生理生化特征

U/ 试验阳性，VW 反应阴性；能液化明胶，产硫

化氢和吲哚；葡萄糖发酵产酸产气；葡萄糖、蔗糖、麦

芽糖、HX木糖氧化产酸产气；甘油氧化产酸；不能利

用水杨苷、HX甘露醇、肌醇、卫矛醇、HX甘露糖、乳糖、

EX鼠李糖、棉子糖、松三糖、山梨糖产酸；接触酶、苯

丙氨酸脱氨酶、脂酶、脲酶阳性；H#Y 酶、淀粉酶阴

性；氧化酶、赖氨酸脱羧酶、精氨酸双水解酶、鸟氨酸

脱羧酶阴性；Z#W< 反应阴性，不水解七叶灵、[9#
不生长、还原硝酸盐。以上特征与《伯杰氏系统细菌

学手册》［N］所述基本一致。

!&( "#$% 菌株的生长特性

该菌株 ILO以下几乎不生长，$(O以上生长速

度急剧下降，J$O以上不生长；生长最适温度范围为

%& P $*O；生长最适温度 $(O。

=\ 值低于 J 不生长，=\J P &K& 生长缓慢，高于

IL 时生长速度急剧下降，=\II 时不生长。生长最

适 =\ 范围 )KL P ILKL，最适生长 =\)KL。

由生长曲线可知，生长延迟期 L P IK&:，对数生

长期 IK& P J:，稳定期 J P I&:，I&: 后为衰亡期。

由图 % 可知：随温度增加，最适生长盐度范围扩

大；在 $K&’ P I%’ 盐度范围内，生长都呈下降趋

势；不同温度条件下，随盐度增高，生长变化总趋势

一致。$(O、盐度 IK&’生长最适。

图 ! 菌株 "#$% 的温度与盐度正交生长曲线

B8RS% <53;2: 615]. 34 0+-8782@ +7? 2.D=.5+215. 34 025+87 !"#$S

!&+ 溶血试验结果

J’兔鲜血琼脂平板划线和穿刺接种均不溶血。

穿刺接种兔鲜血琼脂平板，菌落迁徙扩散现象很明

显。

!&, -. 小鼠的致病性和鲫鱼人工感染结果

腹腔注射 [U 小鼠，结果见表 $。刚死亡小鼠的

尾部仍呈红色，可推断未出现溶血现象。立即剖检，

小鼠小肠病症最为明显，胀气，大多化脓性坏死；大

肠和胃有出血现象；肝脏斑点状坏死。从死亡的

[U 小鼠肠、肝、胃、肾中分离到 !"#$ 菌株。

对健康鲫鱼进行腹腔注射和浸浴感染，结果见

表 $。浸浴感染致死的鲫鱼皮肤无明显溃烂，死亡

鲫鱼表现症状与试验 IK$ 相同。

$曹海军等：大口鲇致病菌的分离鉴定、系统发育分析及相关特性的研究 S A微生物学报（%LL(）J(（I）



表 ! "#小鼠的致病试验和鲫鱼人工感染结果

!"#$% & !’% (%)*$+) ,- ."+’,/%0121+3 +%)+ 10 45 612% "07 "(+1-121"$ 10-%2+1,0 +%)+ ,0 2(*21"0 2"(.) 81+’ )+("10 !9:&

;*#<%2+ 9"3 ,- 10-%2+1,0 =016"$
0*6#%(

;+("10 7%0)1+3
>（?@A>6B）

C%"+’ 0*6#%( ,- %"2’ 7"3
D7 E7 &7 F7 G7 H7 I7

C%"+’ ("+%
>J

F KLM N DMO & D M M M M M DMM

10<%2+1,0 F OLD N DMI M D D M M E M DMM
45 612% F ILH N DMH M M M D M D D IG

F HL& N DMG M M M M D M M EG
2,0+(,$ F MLOGJ:"?$ M M M M M M M M
10<%2+1,0 G OLD N DMI E & M M M M M DMM
2,0+(,$ G MLOGJ:"?$ M M M M D M M EM

?(*21"0 2"(.) ),"P10/ G &LH N DMF M M M M D M M EM
2,0+(,$ G )+%(1$% 8"+%( M M M M M M M M

Q"2’ 45 6,*)% 10<%2+%7 81+’ " 7,)% ,- ML&6B )*).%0)1,0；%"2’ 2(*21"0 2"(. 10<%2+%7 81+’ " 7,)% ,- MLE6B )*).%0)1,0R

$%& 药敏试验结果

在所试的 DO 种药物中，该菌株对庆大霉素、卡

那霉素、痢特灵、诺氟沙星 F 种药物敏感；红霉素、氨

苄青霉素、复合磺胺、万古霉素等药物不敏感；其他

几种中度敏感（表 F）。

表 ’ 药敏试验结果

!
!!!

!"#$% F S%)*$+) ,- +’% 7(*/ )%0)1+1T1+3 +%)+

C(*/ C,)%
>（!/>71)2）

C1"6%+%( ,- "0+1#"2+%(1"$
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$%( )*+! 菌株 ,+- 中 ./ 0 含量

!9:& 菌株 C:= 的 U ^ ?6,$J为 &KLDJ，与《伯

杰氏系统细菌学手册》［O］所述相符。

$%1 234 5,+- 的 607 扩增及系统发育的分析

$%1%2 DH; (C:= 的 获 得：V?S 扩 增 产 物（即 DH;
(C:= 基因）片段大小 DGMM#. 左右，大小与引物设计

区域相同。

$%1%$ DH; (C:= 测序和系统发育分析：经 DH; (C:=
序列测定，序列长度为为 DG&G#.，:?_W 的序列登录

号 为：C‘FKKH&H。U%0#"0P 中 _B=;! 比 对，菌 株

!9:& 与普通变形杆菌（! R "#$%&’()）同源性最高，最

高相似性为 KK R GEJ。?$*)+"$a（DLO&）多重同源序列

分析后 5%/"&LD 软件构建进化树（图 &），可以看出，

菌株 !9:& 与 ! R "#$%&’() 位于同一分支。参照《伯

杰氏系统细菌学手册》［O］，结合菌株 !9:& 生化特

性，进一步确定该菌株属于 ! R "#$%&’()_U&。

! 讨论

!%2 关于普通变形杆菌及其分类研究

由普通变形杆菌引发的人类疾病［K，DM］国内有较

多报道。此类菌对虾［DD］、鳖［DE，D&］、赤点石斑鱼［DF］、鳄

鱼［DG］均具感染性甚至致死，本文从大口鲇成鱼体内

分离出一株普通变形杆菌 !9:& 病原。目前，普通

变形杆菌导致淡水鱼类大口鲇大量死亡的报道国内

外尚属首次。同时说明，普通变形杆菌致病广泛，宿

主从无脊椎动物到脊椎动物直至人类，是人畜共患

致病菌之一。

近几年，普通变形杆菌分类研究有新的发展，

DKK& 年，?,)+") 等［DH］把普通变形菌进 一 步 化 分 为

#1,/(,*. E，&" 和 &#，DKKF 年，]b\"(" 等［DI］还认为以往

所确定的普通变形杆菌没有典型的遗传学特征。

EMMM 年，]b\"(" 等［DO］通 过 研 究，认 为 ! R "#$%&’()
#1,/(,*. & 又可划分为 !’*+,#) /%0,6,).%21%) &，F，G

F ?=] \"1c<*0 ,+ &$ R >-.+& /(.’*0(*$*%(.& 1(2(.&（EMMI）FI（D）



图 ! 根据 "#$ %&’( 序列同源性构建的 )*’! 与相关菌株系统进化树

!"#$% &’()*#+,+-". -/++ 01*2- 345% 0,6 "-7 /+)0-+6 7-/0",7，107+6 *, 89: /;5< 7+=2+,.+ *> ’*?*)*#($ 3’+ ,2?1+/ 0- +0.’ 1/0,.’ @*",-7 "7 -’+

@+/.+,-0#+ 72@@*/-+6 1( 1**-7-/0@ A"-’ BCCC /+@+-"-"*,7$ D0/，CE8F 7+=2+,.+ 6"G+/#+,.+$ :+=2+,.+7 0..+77"*, ,2?1+/7 ", H+,D0,I 0/+ ", 1/0.I+-7$

和 9 四种类群，并建议 !"#$%&’ #+,*?*7@+."+7 % 更名

为 !"#$%&’ ()&’%"*，!"#$%&’ #+,*?*7@+."+7 J，K 和 9 保

持未命名状态。本文根据《常见细菌系统鉴定手

册》［J］和《伯杰氏系统细菌学手册》［L］进行分类鉴定，

可确定 345% 菌株为 ! $ +&,-)"*’ 1"*#/*2@ %，但 MN5
生长试验与所述不一致。参照 OPQ0/0 等［8L］生化实

验，进 一 步 深 入，如 确 定 345% 为 !"#$%&’
#+,*?*7@+."+7 9，则甘油产酸试验不符。将来研究很

可能在 ! $ +&,-)"*’ 1"*#/*2@ % 中鉴定出新的种［L］，所

以，普 通 变 形 杆 菌 的 分 类 学 研 究 急 需 深 入 完 善。

345% 菌株更确切更深入的分类地位，须共同探讨。

!+, 关于细菌鉴定

目前，关于细菌鉴定方法已有较多讨论［B，9］，作

者认为，由于 5NDR 收录的 89: /;5< 序列数量和种

类有限，部份来源菌株分类地位不明，以及所使用分

析软件和方法的不同，都会影响系统进化的分析结

果；对 于 在 分 类 学 上 需 要 进 一 步 要 探 讨 的 属 种，

89: /;5<系统分析的局限性则会更大。因此进行菌

种鉴定时，传统生理生化实验仍很重要。

!+! 关于普通变形杆 )*’! 的特性和病理学

345% 菌株最适生长温度范围为 BK S %TU，与

养殖水体温度和哺乳类动物及人体温度基本一致，

这为其宿主的广泛性提供了前提。该菌株对 @Q 选

择范围较广、盐的耐受度很强、盐的耐受范围在不同

温度条件下差异不明显，使其生长环境很广泛。此

外，在 8CU以下该菌几乎不生长，但在适宜的条件

下生长速度很快，可以预测，由其引发的水产养殖类

疾病有一定季节性和爆发性。

在分离过程中，同时获得 3458 和 345B 优势

菌，三者是否协同致病，尚待研究。回归感染实验中

分离的 345% 菌株，肾脏中优势度最高，但肾脏没有

表观病变症状；感染试验表明，345% 对哺乳动物小

鼠致病性较强，病症与鱼类一致；同时通过腹腔注射

感染大口鲇，345% 所导致的发病及死亡时间均比

嗜水气单胞菌对照组提前，表明此菌株致病力很强。

以上现象和有关致病机理需进一步研究。

!+- 关于普通变形杆 )*’! 的感染途径及防治

大口鲇抗病性强，通过对健康大口鲇皮肤分泌

液蛋白组分进行初步分析，后来经实验证实，大口鲇

分泌液蛋白对 345% 具抗菌活性。此外，死亡和濒

死的大口鲇皮肤均无明显溃疡，这与文献［88，8B，

8J］所报道的不同。再结合鲫鱼感染试验，作者认为

345% 通过消化系统感染大口鲇。

目前，水产养殖中抗生素频繁使用，抗生素残留

等引发的毒副危害日益突出，鉴于 345% 菌株对许

多抗生素不敏感及不同的普通变形杆菌菌株对抗菌

药物敏感性差异较大［8T］，结合文献［BC］的研究，作

者认为此类菌引发的鱼病用蛭弧菌微生物制剂进行

防治很具可行性。
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