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杂交鲟海豚链球菌的分离、鉴定及药物敏感性
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摘要:【目的】2012 年 7 月，北京市怀柔区一家养殖场的杂交鲟爆发疾病，陆续死鱼。为确定病原，【方法】从
具有典型症状的患病鱼的肝、肾和脾中分离获得 3 株分离菌，编号 HRS12718L、HRS12718K 和 HRS12718S。
采用形态特征、理化特性、16S rDNA 和海豚链球菌特异性基因逐步鉴定病原菌的种类。取 HRS12718K 分离
株进行人工感染实验，确认病原菌的致病性。开展药物敏感性实验筛选分离株的敏感药物。【结果】结果显
示 3 株分离菌的形态特征和理化特性与从中国其它鱼类分离的海豚链球菌一致。采用 16S rDNA 序列构建
的进化树与海豚链球菌聚为一支，与海豚链球菌的同源性在 99. 1%以上。HRS12718K 分离株对杂交鲟的半
致死量 LD50为 4. 42 × 105 CFU /mL，试验感染鱼出现与自然发病鱼相似临床症状。分离株对诺氟沙星、嗯诺
沙星、硫酸新霉素、盐酸多西环素和盐酸四环素敏感，尤其对嗯诺沙星敏感。【结论】最终确认引起该养殖场
杂交鲟发病的病原为海豚链球菌，建议使用嗯诺沙星进行治疗。
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鲟鱼肉味鲜美，营养丰富，是一种经济价值很高
的大型鱼类。中国养殖的鲟鱼主要种类有西伯利亚
鲟(Acipenser baerii)、施氏鲟( Acipenser schrencki)、杂
交鲟(Huso dauricus ♀ × Acipenser schrencki♂)、俄罗
斯鲟 ( Acipenser gueldenstaedti) 和匙吻鲟 ( Polyodon
spathula)等。其中，杂交鲟具有生长快、抗病力强、
怀卵量大等优点，已成为仅次西伯利亚鲟和施氏鲟
的主要养殖品种［1］。近年来，中国的鲟鱼养殖规模
不断扩大，养殖产量逐年增加。随之而来的是养殖
鲟鱼的疾病爆发更加频繁，严重制约鲟鱼养殖业的
健康发展。目前，已报道的鲟鱼致病菌有嗜水气单
胞菌 ( Aeromonas hydrophila )［2 － 5］、豚鼠气单胞菌

(Aeromonas carvia)和类志贺邻单胞菌( Plesiomonas
shigelloides )［6 － 7］、停 乳 链 球 菌 ( Streptococcus
dysgalactiae)［8］。

2012 年 7 月初，北京市怀柔区梭草的养殖场养
殖的杂交鲟出现陆续死亡，持续约 10 d，累计死亡率
达 30%。发病鱼体长 35 － 40 cm，发病池水温在
20 － 26℃，养殖水体含大量悬浮物。本研究从发生
传染性疾病的病鲟分离病原，采用生理生化特性及
16S rDNA 基因序列鉴定病原菌，开展感染试验确认
分离株的致病性，筛选病原菌的敏感性药物。旨在
为鲟鱼的细菌性疾病防控提供依据。
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1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 实验鱼:病鱼取自北京市怀柔区梭草的一家
养殖场。病鱼的主要特征为部分鱼眼珠浑浊发白，
口周围、腹部有出血点或出血斑，体表、鳍条基部有
果冻样突起，肛门红肿。解剖后发现肝脏大面积出
血，脾脏肿大，肾脏糜烂，性腺表面有出血点，肠道内
无食物、后肠肠壁充血。制作鳃的水滴片于显微镜
下观察，未发现寄生虫和真菌。

人工感染试验所用杂交鲟购于北京市密云县北
庄养殖场。试验鲟鱼体色正常、体表无损伤、活力较
好，平均体长(15. 4 ± 2. 2) cm，体重(26. 61 ± 3. 62)
g。暂养 10 d，使其恢复体能、适应环境。
1. 1. 2 主要试剂:脑心浸液琼脂培养基(BHIA)购
于北京陆桥生物技术有限公司。革兰氏染色试剂盒
和荚膜染色试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司。
哥伦比亚血琼脂培养基(BA)和 API 20 STREP 鉴定
试剂条购于北京威泰科生物技术有限公司。UNIQ-
10 柱式细菌基因组抽提试剂盒购于上海生物工程
有限公司。抗菌药物购于美国 Sigma 公司。
1. 2 病原菌分离、纯化

随机取具典型症状的患病鲟鱼两尾，无菌操作
从肝、脾和肾划线分离于 BHIA 平板，于 28℃恒温培
养箱培养 48 h，各个平板均获得大量形态一致的小
菌落。挑取单菌落于 BA 再次划线分离，获得纯化
菌株。共获得 3 株分离菌，编号 HRS12718L(肝)、
HRS12718K(肾)和 HRS12718S(脾)。纯化菌株于
脑心浸液肉汤培养基(BHI)28℃培养 24 h，分装后
加 30%甘油于 － 80℃保存。
1. 3 分离株的形态观察和生理生化特征

单菌落划线分离于 BHIA，28℃培养 48 h 观察
菌落形态，进行氧化酶和触酶实验;划线分离于
BHIA 平板上，28℃培养 5 d 观察菌落形态和溶血
性。单菌落接种于含有 10% 灭活胎牛血清的 BHI
肉汤中，36℃孵育 4 h，5000 × g 离心 2 min，去上清，
适量 1%的生理盐水重悬，涂片，采用革兰氏染色试
剂盒和荚膜染色试剂盒染色，油镜下观察。单菌落
接于 BHI 培养基，分别置于 10℃和 45℃培养 5 d 观
察生长情况。配制盐度为 1%、3%和 6. 5% BHI 培
养基，接种后置于 28℃培养 3 d，观察生长情况。采

用 API 20 STREP 细菌鉴定试剂条鉴定生化特征。
1. 4 分离株的 PCR 鉴定、16S rDNA 基因序列测
定与系统发育分析

病原菌的 DNA 模板制备采用 UNIQ-10 柱式细
菌基因组抽提试剂盒提取，置于 － 20℃保存备用。
细菌 16S rDNA 序 列 扩 增 通 用 引 物［9］ For: 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3'，Rev: 5'-TACGGCT
ACCTTGTTACGCTT-3'(55℃ 退火)，海豚链球菌特
异性基因 Sin1 的引物［10］ For: 5'-CTAGAGTACAC
ATGTACTNAAG-3'，Rev: 5'-GGATTTTCCACTCCCA
TTAC-3'(52℃退火)，引物均由上海生物工程有限
公司合成。PCR 反应体系 50 μL，包括 10 × PCR 缓
冲液 5 μL，25 mmol /L 氯化镁 5 μL，5 U /μL Taq 酶
0. 25 μL，10 mmol /L dNTP 1 μL，模板 DNA 2 μL，
20 pmol /μL上下游引物各 2 μL，DEPC 水补至 50
μL。PCR 反应条件为 94℃预变性 5 min，94℃变性
1 min，退火 1 min，72℃ 延伸 1 min，32 个循环后
72℃延伸 10 min，4℃保存。PCR 扩增产物纯化后，
由上海生工生物工程技术公司进行基因序列测定。

将分离菌的 16S rDNA 基因序列通过 NCBI 的
Blast 检索系统进行序列同源性分析，从中选取与所
获序列同源性较高的同种菌株的 16S rDNA 基因序
列，并从 GenBank 数据库中获得同属相关种的
16S rDNA序列，利用 MEGA 4. 0 采用邻位连接法
(Neighbor-Joining，NJ)构建系统发育树，通过自举分
析进行置信度检测，自举数集 1000 次。
1. 5 分离株的人工感染试验

取肾脏的分离株(编号 HRS12718K)进行人工
感染试验。将菌株接种到 BHIA 斜面，28℃ 培养
24 h，用 PBS (0. 02 mol /L，pH 7. 2 )洗脱获得菌悬
液，以 McFarland 比浊法设定细菌浓度，分别制成浓
度 5. 9 × 108、5. 9 × 107、5. 9 × 106、5. 9 × 105、5. 9 ×
104 CFU /mL 的菌悬液，备用。

取健康鲟鱼分为 6 组，每箱盛 80 L 消毒、暴气
3 天的地下水，放鱼 8 尾。其中 5 箱注射相应浓度
的菌悬液进行感染，1 箱为试验对照，注射 PBS。
采取腹腔注射，注射剂量均为每尾 0. 2 mL。试验
周期为两周，水温控制在 25℃，期间充氧、不投食、
不换水，自注射后第 2 天记录各组的死亡数量。
死亡鱼解剖，记录症状和每箱随机选取 2 尾进行
病原菌分离、鉴定。采用改良寇氏法计算半致死
剂量［11］。
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1. 6 分离株的药物敏感性
试验方法采用 CLSI 抗微生物药物敏感性试验

执行标准中的浓度梯度稀释法，培养温度设置为
28℃。试验设立空白对照。结果记录最小抑菌浓度
(MIC)，依据 CLSI 标准判断敏感和耐药，标准内没
有的药物依同类药物判断。

2 结果

2. 1 分离株的形态特征与生化特征
分离菌在 BHIA 平板上 28℃培养 72 h 的菌落

特征为:白色、圆形、边缘齐整、扁平、直径约 0. 5 －
1. 0 mm。在 BA 平板上 28℃ 培养 48 h，菌落为圆
形，中心白色，周边半透明，形成 β 溶血环。氧化酶
阴性，触酶阴性，革兰氏染色阳性，卵圆形，呈链状或
双排链状(图 1)。荚膜染色显示有荚膜(图 2)。可
以在 1%、3% 盐度的培养基中生长。10℃ 生长，
45℃不生长。

采用 API 20 STREP 系统鉴定编号 HRS12718L
和 HRS12718K 分 离 株 的 生 化 特 征 编 码 值 为
4563117，编号为 HRS12718S 分离株的编码值为
4562117，均 在 鉴 定 编 码 手 册 无 法 查 询。编 号
HRS12718L 和 HRS12718K 分 离 株 与 编 号
HRS12718S 分离株仅精氨酸双水解酶生化特征不
一致。3 株分离菌与 Buller 等［12］报道的国外分离株
的生化特征在 β-葡萄糖醛酸酶、核糖和甘露醇项不
同，而与 Zhou 等［13］报道的中国分离株的生化特征
完全一致。具体见表 1。

图 1．杂交鲟肾脏分离株 HRS12718K 的革兰氏染

色形态(1000 × )
Figure 1． Micrograph of strain HRS12718K isolated from the

kidney of hybrid sturgeon(1000 × ) ．

表 1． 3 株分离菌的生理生化试验结果
Table 1． Results of biochemical characteristics of strain

HRS12718K，HRS12718L and HRS12718S．

items
HRS

12718L

HRS

12718K

HRS

12718S

S．

iniae［12］

S．

iniae［13］

10℃ + + + + +
45℃ － － － － －
1% NaCl + + + － ND
3% NaCl + + + + ND
6. 5% NaCl － － － － －
oxidase － － － － －
catalase － － － － －
hemolysis β β β β β
V-P － － － － －
hippurate － － － － －
esculin + + + + +
pyrrlidonyl arylamidase + + + + +

α-galactosidase － － － － －

β-glucuronidase + + + － +

β- galactosidase － － － － －
alkaline phosphatase + + + + +
leucine aminopeptidase + + + + +
arginine + + + + +
ribose + + + － +
arabinose － － － － －
mannitol + + + － +
sorbitol － － － － －
lactose － － － － －
trehalose + + + + +
inulin － － － － －
raffinose － － － － －
amidon + + + + +
glycogen + + + + +

“ +”positive，“ －”negative，“ND”No done．

图 2． 杂交鲟肾脏分离株 HRS12718K 的荚膜染色形

态(1000 × )
Figure 2． Capsule strain HRS12718K isolated from the kidney of

hybrid sturgeon ( 1000 × ) ． Note: The bacteria were blue，

capsule marked red，as a baby blue background．
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2. 2 16S rDNA 基因序列分析及系统发育树构建
PCR 扩增分离株 HRS12718K 的 16S rDNA 基

因片段约 1500 bp，海豚链球菌特异性基因阳性，大
小为 300 bp(图 3)。16S rDNA 克隆测序获得 1513
bp 的 片 段，提 交 GenBank 后 获 取 的 检 索 号 为
KF264475。经 Blast 同源性检索，发现其与海豚链
球菌的同源性最高，在 99. 1% 以上;与副乳房链球
菌的同源性为 97. 6%，与停乳链球菌的同源性为
97. 2%，与无乳链球菌的同源性为 97. 0%。构建系
统发育树，显示其与海豚链球菌聚为一支，与日本从
锦鲤上获得的分离株亲缘关系最近(图 4)。
2. 3 人工感染实验结果

人工感染实验表明:各实验组杂交鲟在注射菌
悬液 2 天后开始死亡，第 3 天出现死亡高峰，每组
3 － 4 尾，第 4 － 5 天死亡 1 － 2 尾，后期至实验结束
不再死亡。死亡鱼的主要症状为口周围和颊部有出
血斑，肛门红肿，腹腔有少量腹水，肝脏肿大，有出血
点，脾肾肿大。感染死亡鱼未出现眼球突出、发白、
浑浊症状。对照组实验期间未出现死亡，也未出现
病理症状。随机从人工感染的濒死鱼肾脏进行病原
菌分离，得到大量形态高度一致的菌落，其菌落形

态、大小与首次分离到的菌落相同，API 系统鉴定的
生化特征与 HRS12718K 分离株一致。结果表明海
豚链球菌是杂交鲟的致病菌。依据人工感染实验结
果(见表 2)，计算出分离株 HRS12718K 对杂交鲟的
LD50为 4. 42 × 105CFU /mL。

图 3． 杂交鲟分离株 HRS12718K 的 16S rDNA 基因

和海豚链球菌特异性基因 PCR 扩增结果
Figure 3． PCR amplification of 16S rDNA gene and Sin1 gene of

strain HRS12718K isolated from hybrid sturgeon． M: DNA

marker DL2000; KB: blank control; lane 1: 16S rDNA of strain

HRS12718K; lane 2: Sin1 gene of strain HRS12718K．

图 4． 菌株 HRS12718K 的 16s DNA 系统发育树
Figure 4． Phylogenetic tree based on 16S rDNA gene partial sequence of stain HRS12718K． Numbers in parentheses represent the sequences accession

number in GenBank． The number at each branch points is the percentage supported by bootstrap． The scale bar represents 0. 005 nucleotide changes

per position．

表 2． 菌株 HRS12718K 的人工感染杂交鲟试验结果
Table 2． Results of experimental infection of hybrid sturgeon with stain HRS12718K．

group c( bacteria) /(CFU /mL) injected volume / mL number of trials number of deaths mortality / %
1 5. 9 × 108 0. 2 8 8 100
2 5. 9 × 107 0. 2 8 7 87. 5
3 5. 9 × 106 0. 2 8 7 87. 5
4 5. 9 × 105 0. 2 8 4 50. 0
5 5. 9 × 104 0. 2 8 3 37. 5
control PBS 0. 2 8 0 0
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2. 4 药物敏感性试验
药敏结果显示:分离株对诺氟沙星、嗯诺沙

星、硫酸新霉素、盐酸多西环素和盐酸四环素敏

感。而对土霉素、氟苯尼考和甲砜霉素不敏感。
其中，分离株对嗯诺沙星最为敏感，敏感浓度小于
0. 25 μg /mL，见表 3。

表 3． 病鲟鱼不同器官来源分离株的药敏试验(MIC)结果
Table 3． The drug sensitivity test (MIC) of strains sourced from different organs of ill sturgeon

category c( drugs) /(μg /mL) HRS12718L HRS12718K HRS12718S
fluoroquinolones norfloxacin 1( S) 2( S) 1( S)

enrofloxacin 0. 25( S) ≤0. 25( S) ≤0. 25( S)
aminoglycosides neomycin sulfate 1( S) 2( S) 0. 5( S)
tetracyclines doxycycline hyclate 2( S) 2( S) 0. 5( S)

oxytetracycline 16(R) 32(R) 8( S)
tetracycline hydrochloride 1( S) 1( S) 1( S)

chloramphenicol florfenicol 8(R) 8(R) 8(R)
thiamphenicol 16(R) 16(R) 8( S)

R． resistance; S． sensitive．

3 讨论

通过对具有典型临床症状的发病杂交鲟进行病
原菌初次分离，获得大量形态一致的菌落。纯化菌
株的生化特征与从中国其它鱼类分离的海豚链球菌
一致，具有海豚链球菌的特异性基因 Sin1(300 bp)，

其 16S rDNA 基因序列与海豚链球菌的同源性在
99. 1%以上，综合确定分离株为海豚链球菌。人工
感染杂交鲟，出现与自然发病基本一致的临床症状，

并可再次分离到此菌，显示该菌为引起杂交鲟的致
病菌，属首次报道。

海豚链球菌自 1976 年从亚马逊河豚 ( Inia
geoffrensis)皮肤脓肿处分离［14］，目前在全世界范围
内流行，可感染海水、半咸水和淡水的二十多种养殖
或野生鱼类［15］。曾经认为链球菌在自然条件下不
感染鲟鱼。1993 年，Kitao 等暗示鲟鱼也是链球菌
感染的敏感对象［16］。2006 年，Roy 和 Ruth 发现链
球菌感染鲟鱼病例［17］，证实了 Kitao 等的预测。
2009 年，潘厚军等［8］和杨五名等［18］证实感染鲟鱼
的链球菌种类为停乳链球菌。本文确认海豚链球菌
亦可感染鲟鱼发病。

链球菌在水体中普遍存在［19］，当养殖密度大，

水质环境差，水温 25℃时可引起养殖对象发生慢性
疾病，水温 28 － 32℃时多会导致急性感染［20］。北京
地区每年 7 － 8 月份养殖池塘水温可在 25℃以上，

刚好是链球菌病的适宜发病水温。暗示我们降温可
能是预防链球菌病的一个措施。同时，本文的分离

株 HRS12718K 与 Yuya 等［21］从日本锦鲤的肠道中
分离到海豚链球菌(编号 45-2)的 16S rDNA 序列亲
缘关系最近，可能暗示链球菌可随养殖品种传播，并
在适宜条件下导致鱼类发病。
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Isolation， identification and drug sensitivity of
Streptococcus iniae from hybrid sturgeons (Huso dauricus
female × Acipenser schrencki male)

Xiaoliang Wang，Lipu Xu* ，Jingbo Wang，Shu Wang，Huan Cao
Beijing Aquatic Product Technology Promotion Department，Beijing 100021，China

Abstract:［Objective］ Sturgeons were the important economic species in Beijing． In July 2012，continuous mortality of
cultured hybrid sturgeons was occurred on a farm in Huairou． ［Methods］We isolated three pathogens from liver，kidney
and spleen of the dying sturgeons with clinical symptoms， marked HRS12718L， HRS12718K and HRS12718S
respectively． Then we analyzed theirs morphological，physiological and biochemical characteristics，and drug sensitivity．
We also cloned and partially sequenced the 16S rDNA of strain HRS12718K． Moreover，we identified the pathogenic
characteristic of strain HRS12718K by artificial infection． ［Results］ The morphological，physiological and biochemical
characteristics of three strains were consistent with that of Streptococcus iniae isolated from other fishes in China，and 16S
rDNA sequence of the strain HRS12718K was more than 99. 1% homology with that of Streptococcus iniae． The LD50 of the

pathogen to hybrid sturgeon was 4. 42 × 105 CFU /mL，and challenged sturgeons presented the similar signs as the natural
infected sturgeons． In addition，the bacterium was sensitive to norfloxacin，enrofloxacin，neomycin sulfate，doxycyline
hyclate and tetracycline hydrochloride，and was highly sensitive to enrofloxacin． ［Conclusion］Streptococcus iniae was the
pathogen to cultured hybrid sturgeons in Beijing area，and enrofloxacin can be used against the disease．
Keywords: hybrid sturgeon，Streptococcus iniae，bacterial identification，drug sensitivity
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