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摘要:【目的】分离鉴定引起草鱼 ( Ctenopharyngodon idellus) 肌肉糜烂的类志贺邻单胞菌 ( Plesiomonas
shigeloide)菌株 JX-09。【方法】从患病草鱼分离致病菌，经形态学观察、人工感染试验、生理生化特性测定和
16S rRNA 基因序列分析对其进行分类鉴定和致病性检验;同时对分离到的菌株做药物敏感性试验。【结
果】从回归感染后的草鱼体内再次分离到菌株 JX-09，表明该菌株为致病菌;菌株 JX-09 对草鱼的半致死量
为 6. 4 × 104 cfu / g。通过生化特征和分子系统学分析，将菌株 JX-09 鉴定为类志贺邻单胞菌。药敏试验表明
该菌株对氨曲南、头孢唑林、头孢噻吩、头孢曲松等头孢类药物敏感，对卡那霉素、麦迪霉素、万古霉素和哌拉
西林等耐药。【结论】类志贺邻单胞菌是草鱼肌肉糜烂病的致病菌，这是首次报道了该菌对草鱼有致病性。
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草鱼 (Ctenopharyngodon idellus)属鲤形目鲤科
雅罗鱼亚科草鱼属，是我国淡水养殖的主要养殖对
象之一。养殖草鱼因具有饲料价格相对较低而经济
效益明显的特点，深受众多养殖户的喜爱。然而，随
着近年来集约化养殖程度的提高，草鱼的各种病害
频繁发生，如草鱼“老三病”、草鱼出血病、草鱼细菌
性败血症和寄生虫病等，是困扰草鱼养殖业的主要
问题之一［1 － 2］。2012 年 8 月，我们在对江西省草鱼
细菌性疾病进行流行病学调查时，从濒死鱼体内分
离到 1 株菌株 JX-09，回归感染试验确定其为致病
菌。病鱼主要症状为:鱼眼球突出，鳃丝发白;体表
浮肿、肌肉糜烂;肝脏有出血点;胆囊肿大;脾脏肿
大，呈紫红色;肠道有乌黑色内容物;肛门红肿。经

形态观察、生化特性测定、16S rRNA 基因序列分析
将该 菌 鉴 定 为 类 志 贺 邻 单 胞 菌 ( Plesiomonas
shigelloide)。菌株 JX-09 对健康草鱼的人工感染试
验，可复制出与自然发病草鱼相同的症状，并从濒死
草鱼体内再次分离到该菌，确定其是致病菌。并进
一步研究了该菌株的药敏特性，以期丰富草鱼细菌
性病害的病原资料并为该病的防治提供科学依据。

1 材料和方法

1. 1 试验材料和仪器
病样采自江西省某养殖场，具有明显的临床症

状，规格为 10 － 20 cm． 健康草鱼购于广东某养殖
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场，暂养在水族箱中供人工感染试验。
脑心浸出液琼脂培养基(北京陆桥有限责任公

司)，血琼脂平板(广东微生物科技有限公司);药敏
实验所用抗生素药物(浙江杭州天和微生物试剂有
限公司);PCR 反应体系( TaKaRa 公司)，Labcycler
梯度 PCR 仪(德国 SENSO 公司);ATB 细菌鉴定系
统及生化鉴定试剂条 ID32E (法国 Biomerieux 公
司);细菌 DNA 试剂盒(OMEGA Bio-Tek 公司)。
1. 2 病原分离和纯化

选取具有典型发病症状的濒死草鱼，无菌水冲
洗体表后，用 75% 酒精棉球擦拭体表，在无菌条件
下，用接种环取具有典型症状的病鱼的肝、脾、肾和
肌肉样品，划线接种脑心浸出液琼脂培养基(BHI)
和血琼脂平板，在 28℃恒温培养 24 h;同时取糜烂
肌肉涂片、染色后于光学显微镜下观察。挑取优势
菌落，经 2 次纯化培养后，得到菌株 JX-09．
1. 3 病原形态观察

将纯化后的细菌 JX-09 分别划线接种于脑心浸
出液琼脂培养基和血琼脂平板上，28℃ 恒温培养
24 h后观察菌落形态。显微镜观察:取琼脂平板上
培养 24 h 的菌体，经涂片、固定和革兰氏染色后，显
微镜下观察。
1. 4 人工感染试验
1. 4. 1 回归感染试验:回归感染试验分 1 个试验组
和 1 个对照组，用相应细菌纯化培养液并稀释，菌液
浓度为 4. 0 × 108 cfu /mL，对照组注射生理盐水。回
归感染试验开始前，暂养草鱼停食 48 h，然后随机向
2 个组分取草鱼各 15 尾。菌液注射剂量为 0. 2 mL /
尾，生理盐水 0. 2 mL /尾。试验期间水温 28 － 31℃，
连续 7 d 观察并记录各组鱼的发病和死亡情况。并
对濒死草鱼及时进行解剖和病原菌的再次分离。
1. 4. 2 半致死浓度:根据文献［3 － 4］中测定方法，
用背鳍基部注射感染健康草鱼的方法来测定 JX-09
的半致死浓度( LD50 )。随机挑取暂养 10 d 的草鱼
105 尾，规格 10 － 15cm，平均体重 50g。随机分为 7
个组，6 个试验组，1 个对照组，每组 15 尾。暂养期
间每天投喂一次，试验开始前停食 48h。

将细菌纯化培养物经 0. 65% 的无菌生理盐水
洗涤并配制成细菌悬液，稀释成所需菌液浓度进行
人工背鳍基部注射感染试验。菌液浓度为:1 ×
103 cfu /mL、1 × 104 cfu /mL、1 × 105 cfu /mL、1 ×
106 cfu /mL、1 × 107 cfu /mL、1 × 108 cfu /mL，每尾注射

剂量 0. 2 mL; 对照组草鱼注射 无菌生 理盐 水
0. 2 mL /尾。试验期间水温 28℃ － 31℃，连续 7 d 观
察并记录各组鱼的发病和死亡情况。
1. 5 病原菌鉴定
1. 5. 1 生理生化鉴定:首先对病原菌进行革兰氏染
色;根据染色结果选取相应的生化鉴定试剂条
ID32E，按其说明操作，并放入湿盒内 28℃ 下培养
24 h，用 ATB Expression 细菌鉴定系统进行生化鉴
定。
1. 5. 2 16S rRNA 序列同源性分析:将纯化后的细
菌 JX-09 接种于 BHI 液体培养基，28℃摇床过夜培
养，使用细菌基因组 DNA 提取试剂盒，按照其方法
提取 DNA 作为 PCR 反应模板。用于扩增 16S rRNA
基 因 的 通 用 引 物: 上 游 引 物 PSF: 5'-
AGAGTTTGATCATGGCTCAG-3'，下游引物 PSR:5'-
CTACGGTTACCTTGTTACGAC-3'，预 期 扩 增 长 度
1500 bp，由上海博尚生物科技有限公司合成。以细
菌组 DNA 为模板，进行 PCR 扩增，反应条件为:
95℃ 5 min;94℃ 40 s，53℃ 45 s，72℃ 90 s，30 个循
环;72℃ 8 min。PCR 反应结束后，产物经 1%琼脂
糖凝胶电泳检测并用胶回收试剂盒回收纯化
(OMEGA 公司)。回收产物连接到 pMD18-T 载体
中(TaKaRa 公司)，转化大肠杆菌(Escherichia coli)
感受态细胞，PCR 鉴定挑选阳性克隆，送上海英骏
生物技术有限公司进行测序。通过已测得的序列与
GenBank 中邻近种属的 16S rRNA 序列进行相似性
比较，确定其物种。
1. 5. 3 序列分析与系统发育树的构建: 采用
GenBank 数据库中 Blast 软件对测得序列进行相似
性比较。根据比对结果，从 GenBank 数据库选取与
所分析的细菌基因序列同源性较高的已知相关序
列，采用 MEGA 4. 0 软件进行多重序列匹配分析，用
邻接法(Neighbor-Joining，NJ)构建系统发育树，并通
过自举分析进行置信度检测，自举数集 1 000。
1. 6 药物敏感试验

药敏试验采用 K-B 琼脂法进行。将该菌 24 h
纯化培养物用无菌生理盐水洗下并制成 2. 0 ×
108 cfu /mL的菌悬液。用灭菌棉签蘸取菌悬液均匀
涂布于营养琼脂平板上，然后用无菌镊子将抗生素
纸片紧贴在琼脂表面，于 28℃下恒温培养 24 h。记
录各药敏纸片抑菌圈的直径，根据药敏纸片生产厂
家推荐的抑菌范围解释标准判断实验结果。
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2 结果

2. 1 病原菌菌落及细胞形态特征
菌株在脑心浸出液培养基中，培养液均匀混浊，

表面无菌膜生长;在脑心浸出液琼脂培养基上菌落
呈圆形、米黄色不透明，表面湿润、光滑、微隆起、边
缘整齐，菌落较小，直径为 1 － 2 mm。在血琼脂平板
上呈灰白色，不溶血。经革兰氏染色，镜检可见红色
直杆菌，两端钝圆，多单个散在。
2. 2 回归感染实验和半致死浓度

在草鱼背鳍基部注射 JX-09 感染后，分离菌株
对健康草鱼有较强的致病性，人工感染草鱼的死亡
率为 100%，对照组无死亡。攻毒草鱼均表现出与

养殖场发病草鱼相同的症状，并从被感染草鱼的肝
脏、脾脏、肾脏和糜烂肌肉中再次分离到相同的病原
菌。说明菌株 JX-09 即为该病的病原菌。

当菌株 JX-09 的感染浓度为 4. 0 × 108 cfu /mL
时，能引起草鱼 100% 发病死亡，当感染浓度为
3. 0 × 103 cfu /mL 时，不会引起草鱼死亡(表 1)。根
据表中鱼的死亡结果，运用 SPSS 13. 0 软件计算 JX-
09 的 LD50 = 2. 56 × 104 cfu / g。
2. 3 生化鉴定结果

分离菌株 JX-09 经革兰氏染色确定为革兰氏阴
性菌 ( G － )。经 ATB Expression 生化 鉴定 仪和
ID32E 生化试剂条鉴定，JX-09 为类志贺邻单胞菌
(鉴定率 99. 9%，T 值 0. 95，鉴定结果极好)。具体
结果如表 2 所示。

表 1． JX-09 对健康草鱼人工感染试验结果
Table 1． Results of artificial infection of JX-09 in grass carp

concentration /

( cfu /mL)

number of

tested fish

No． of death at different time
1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d

mortality

4. 0 × 108 15 15 0 0 0 0 0 0 15

4. 0 × 107 15 0 10 1 2 1 0 0 14

4. 0 × 106 15 0 5 2 2 2 0 0 11

4. 0 × 105 15 0 0 3 2 2 0 0 7

4. 0 × 104 15 0 0 0 2 1 1 0 4

4. 0 × 103 15 0 0 0 0 0 0 0 0

表 2． 分离菌株 JX-09 的生理生化特征
Table 2． Biochemical and physiological characteristics of the isolated strain JX-09

reaction item result reaction item result

D-glucose + 5-keto-D-gluconate －

lipase － lysine decarboxylase +

L-arabitol － L-arabinose －

D-mannitol － inositol +

malonate － D-galacturonate assimilation －

D- arabito － D-cellobiose －

L-aspartate arylamidase － adonitol －

arginine dihydrolase + indole +

D-trehalose + β -glucuronidase －

β-glucosidase － α-galactosidase +

α-maltose － α-glucosidase －

D-maltose + urease －

β-N-acetyl-glucosaminidase － D-sorbitol －

saccharose － phenolsulfonphthalein +

L-rhamnose － palatinose －

ornithine decarboxylase + α-galactosidase +

“ +”Positive reaction; “ －”Negative reaction．
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2. 4 基于 16S rRNA 基因序列同源性确定菌株
JX-09 的系统发育地位

用通用引物扩增 JX-09 菌株的 16S rRNA，获得
长度为 1502bp 的片段(图 1)。将测定的菌株序列
递交到 GenBank 中进行 Blast 同源性分析，结果表
明，所测基因序列(登录号:KC825332)与已登陆的
类志贺邻单胞菌 16S rRNA 相应基因序列的同源性
为 98% － 99%，从中选择同源性较高的类志贺邻单
胞菌以及弧菌科其它菌属细菌的 16S rRNA 基因序
列，并以柱状黄杆菌(Flavobacterium columnare)为外
群，用 MEGA 4 软件通过邻接法进行系统发育分析，
发现 JX-09 与类志贺邻单胞菌聚为一簇(图 2)。

图 1． 菌株 JX-09 16S rRNA 的 PCR 结果
Figure 1． PCR amplified products of 16S rRNA． M，DL2000 DNA

Marke; lane 1，JX-09．

图 2． 菌株 JX-09 16S rRNA 基因序列构建的系统发育树
Figure 2． Phylogenetic tree of Plesiomonas shigelloides based on 16S rRNA gene sequence of strain JX-09． JX-09 refers to the

stain isolated． Numbers in parentheses represent the sequences accession number in GenBank． The number at each branch

points is the percentage supported by bootstrap． Bar，1% sequence divergence．

2. 5 药敏试验结果
用 35 种常用药物对菌株 JX-09 做药物敏感性

试验，结果显示:该菌株对氨曲南等 26 种药物敏感，

对氨苄西林等 5 种药物中介，对麦迪霉素等 4 种药
物耐药(表 3)。
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表 3．药物敏感性试验
Table 3． Antibiotic susceptibility test

antibiotics sensitivity antibiotics sensitivity antibiotics sensitivity
aztreonam S tobramycin S sulfamethoxazole S
cefazolin S gentamicin S nitrofurantoin S
cefalotin S oxacillin S ampicillin I
cefuroxim S spectinomycin S kanamycin I
cefoperazone S chloramphenicol S erythromycin I
cefotaxime S amikacin S clarithromycin I
ceftriaxone S tetracycline S piperacillin I
cefepime S minocycline S midecamycine R
ceftazidime S norfloxacin S penicillin G R
cefoxitin S ciprofloxacin S vancomycin R
ofloxacin S levofloxacin S clindamycin R
streptomycin S polymyxin S

S:Sensitive; I:Intermediate; R:Resistant．

3 讨论

类志贺邻单胞菌(Plesiomonas shigelloides) 是一
种革兰氏阴性、能运动、兼性厌氧、氧化酶阳性的细
菌，曾与对人类致病的弧菌属和气单胞菌属一起归
属于弧菌科，后研究发现其在分子水平跟邻单胞菌
和变形杆菌属更为接近，在第二版《系统细菌学伯
杰氏手册》中，类志贺邻单胞菌划归到肠杆菌科，邻
单胞菌属［5］。类志贺邻单胞菌广泛分布于自然界
中，尤其在水生态环境和动物体内更为常见，是一种
世界性分布的细菌，可引起多种疾病的发生［6 － 7］。

类志贺邻单胞菌是人类肠胃炎的主要病因之
一，也可引起人类菌血症、蜂窝组织炎、脑膜炎等肠
外感染［8 － 9］。该菌也可感染赤麻鸭、犬，引起肠道疾

病，导致死亡［10 － 11］。鱼类是类志贺邻单胞菌常见的
宿主［12］，该菌对许多种类水生动物有致病性，例如，

亚洲龙鱼、革胡子鲇、鳗鲡、斑点叉尾鮰和虹鳟
等［13 － 17］国内的报道仅见于黄颡鱼、罗氏沼虾、斑点
叉尾鮰、淡红墨头鱼、达氏鳇、异育银鲫和牛蛙等动
物感染死亡的研究报道［18 － 24］。本研究首次在患病
草鱼体内分离到致病性菌株 JX-09。根据 API 生化
鉴定结果和 16S rRNA 基因序列分析，可以确定该
菌株为类志贺邻单胞菌。由类志贺邻单胞菌引起的
草鱼病害尚属首次报道。这些研究表明，类志贺邻
单胞菌是一种人-兽-鱼共患病原菌。因此，在草鱼
的集约化养殖中，不仅要注重草鱼的健康养殖，还要
注意水体中微生物对人类健康的影响。

我们调查中发现，该菌引起的疾病主要发生在

夏秋高温季节和水质较差的池塘，并且如果养殖水
体受到该类病原的污染，通过水流的传播，容易造成
该类疾病的流行。因此，在草鱼的集约化养殖过程
中要加强管理，选择优质饲料、注意池塘底质的生态
养护，做好水体消毒工作。一旦发现病情，就应该立
即治疗，发病池塘的水也不能乱排放，以免传染。这
些措施不仅能减少因鱼类死亡给渔民所造成的损
失，还能从一定程度上阻断人类感染类志贺邻单胞
菌的途径。

日益严重的药物残留、环境污染和细菌耐药现
象已经成为一个世界关注的兽医公共卫生问题。对
分离到的该致病菌株耐药性分析发现，JX-09 对氨
曲南、头孢唑啉等药物敏感，对氨苄西林、红霉素等
中介，对克林霉素、万古霉素耐药。这些结果与陆文
浩等［23］和陈林等［20］的试验结果不同:陆文浩等分
离的菌株对头孢唑林、头孢呋辛和四环素均中介;陈
林等分离的菌株对复方新诺明耐药，对四环素、阿米
卡星和庆大霉素等中介。这些菌株间的耐药性差异
可能由于分离自不同地方、不同环境或者不同宿主，

菌株因接触不同的药物环境影响而产生的耐药性变
异，这可能是抗生素滥用的结果，也为治疗带来很大
的困难。
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Isolation and identification of a pathogenic Plesiomonas
shigelloides from diseased grass carp
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Lihui Liu1，3，Shuqin Wu1，3*
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Abstract:［Objective］ The aim of this study is to identify strain JX-09 and confirmed that the strain is the pathogen of
diseased grass carp (Ctenopharyngodon idellus) ． ［Methods］ A pathogenic strain JX-09 was isolated from the diseased
grass carp． The strain was identified based on physiological and biochemical characteristics，and the sequence analysis of
16S rRNA． Virulence of strain JX-09 to healthy grass carp was also tested． Furthermore，drug sensitivity was detected
with Kirby-Bauer’s agar diffusion method． ［Results］ Strain JX-09 was identified as Plesiomonas shigelloides by
biochemical analysis and molecular biology． The P． shigelloides strain was re-isolated from the artificial infected grass
carp，and the LD50 was about 6. 4 × 104 cfu / g． Drug sensitive tests showed that strain JX-09 was susceptible to aztreonam，
cefazolin， cephalothin and ceftriaxone， and resistant to kanamycin， medicamycin， vancomycin and piperacillin．
［Conclusion］ Strain JX-09 was the pathogen of grass carp with muscle erosive disease． To the best of our knowledge，this
is the first report that P． shigelloides as the pathogenic strain of grass carp．
Keywords: Plesiomonas shigeloides，Ctenopharyngodon idellus，appraise，antibiotic sensitivity analysis
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