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尼罗罗非鱼致病性类志贺邻单胞菌(Plesiomonas shigelloides)
的分离鉴定及其病理学观察
刘志刚，可小丽，卢迈新 * ，高风英，曹建萌，朱华平，王淼
中国水产科学研究院珠江水产研究所，农业部热带亚热带水产资源利用与养殖重点实验室，广东 广州 510380

摘要:【目的】2013 年 5 月广东番禺某养殖场罗非鱼出现大量死亡现象，临床症状表现为鱼体体色发黑、体
表出血、鳞片脱落、鳍条溃烂等，解剖发现腹腔有大量腹水、胆囊肿大、肝呈黄色、脾脏呈暗红色。为确定病
原，【方法】从具以上临床症状的病鱼组织中分离获得可疑菌株 1 株，编号 PYS1。采用形态特征、生长特性、
理化特征、16S rＲNA 基因序列分析等理化及分子生物学技术鉴定该菌株种类。通过人工回归感染及组织病
理学研究确定该菌株的致病性，并开展药物敏感性试验筛选其敏感药物。【结果】结果表明 PYS1 菌株为类
志贺邻单胞菌(Plesiomonas shigelloides)，在 16S rＲNA 基因序列构建的分子进化树中与其他鱼源类志贺邻单
胞菌聚为一支。药敏试验结果表明该菌株已呈现多重耐药性，仅对少数检测抗生素(头孢曲松、头孢洛克和
头孢唑啉等)敏感。人工回归感染结果显示 PYS1 菌株可使尼罗罗非鱼出现与自然发病鱼相似症状，其对尼
罗罗非鱼半致死量为 1. 425 × 108CFU /尾，石蜡切片显示其对感染鱼的肠、肝、脾、肾和心脏等组织均可造成
损伤。【结论】证明类志贺邻单胞菌为上述养殖场尼罗罗非鱼发病的病原，且为首次报道该菌对尼罗罗非鱼
的致病性。
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罗非鱼 ( Tilapia)隶属鲈形目、丽鱼科、罗非鱼
属，原产于非洲。由于其具有食性杂、生长快、繁殖
力强等优点，被誉为未来动物性蛋白质的主要来源
之一，已被多个国家和地区引种养殖［1 － 2］。中国是
世界最大的罗非鱼生产国和出口国，近十年来我国
罗非鱼总产量不断增加，2012 年达 136. 8 万吨，出
口量达 36 万吨［3］。近年来，随着养殖规模的扩大，
养殖环境严重恶化，养殖模式和病害防控措施相对
滞后等弊端日益突出，导致罗非鱼各类病害频繁爆

发，给罗非鱼养殖业造成了巨大损失。其中细菌性
病原对罗非鱼的危害最为严重，主要包括无乳链球
菌(Streptococcus agalactiae)、海豚链球菌(S． iniae)、
嗜水气单胞菌( Aeromonas hydrophila)、爱德华氏菌
(Edwardsiellosis )、水点状假单胞菌 ( Pseudomonas
punctata f． ascitae )、荧光假单胞菌 ( Pseudomonas
fluorescens ) 和 柱 状 黄 杆 菌 ( Flavobacterium
columnare)等［4］。近年研究发现罗非鱼病原菌种类
有 增 加 的 趋 势，如 维 氏 气 单 胞 菌 ( Aeromonas
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veronii)［5］、绿色气球菌( Aerococcus viridans)［6］及蜡
状芽孢杆菌(Bacillus cereus)［7］等。

类志贺邻单胞菌(Plesiomonas shigelloides)是一
种革兰氏阴性、氧化酶阳性的运动性杆菌，隶属肠杆
菌科，邻单胞菌属［8］，是人类重要的肠炎性病原，可
引起急性肠胃炎、腹泻等症状，同时也可以引起败血
症、脑膜炎、化脓性关节炎、骨髓炎、腹膜炎、蜂窝组
织炎和肺炎等肠外感染症状［9 － 11］。类志贺邻单胞
菌广泛分布于自然界，除了感染人类外，对水生动物
也 具 有 一 定 的 致 病 力，如 中 华 鳖 ( Trionyx
sinensis)［12］、暗纹东方鲀 ( Takifagu obscurus)［13］、草
鱼(Ctenopharygodon idellus)［14］、黄颡鱼(Pelteobagrus
fulvidraco)［15］、杂 交 鲟 ( Huso husoa ♀ × Acipenser
ruthenus♂)［16］等都有被其感染而引起死亡的报道。
2013 年 5 月，广东番禺某罗非鱼养殖场出现罗非鱼
大量死亡的现象，患病鱼体主要临床症状为体色发
黑、体表出血、鳞片脱落、鳍条溃烂等，解剖发现腹腔
有大量腹水、肝呈黄色、胆囊肿大。镜检未发现寄生
虫，从组织中分离到可疑菌株 PYS1。本实验通过形
态特征观察、生理生化和分子生物学方法对分离菌
株进行鉴定，并对其培养特性、药敏、致病性及鱼体
病理变化进行了初步研究，这为该病原菌的预防和
治疗奠定了理论基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
1. 1. 1 菌株:菌株 PYS1 为本实验室 2013 年从广东
番禺养殖场发病尼罗罗非鱼组织中分离得到。
1. 1. 2 主要试剂和仪器:革兰氏快速染色液(珠海
贝索生物有限公司)、API 20E 试剂盒(Biomerieux)、
药敏纸片 (杭州天和微生物试剂有限公司)、细菌
DNA 提 取 试 剂 盒 ( Omega )、Taq 酶 ( TaKaＲa )、
pMD19-T 载体 ( TaKaＲa )、大肠杆菌 ( Escherichia
coli)DH5α 感受态细胞 ( TaKaＲa)、BHI 培养基(广
州威佳生物有限公司);光学显微镜 ( ZEISS)、PCＲ
仪器(SensoQuest)、恒温摇床(华利达实验设备有限
公司)和生物组织石蜡包埋机(湖北安立信医疗实
业有限公司)等。
1. 2 形态学观察

将 PYS1 菌株划线接种于血琼脂平板上，置于
28℃恒温培养箱中培养 24 h。观察菌落形态及溶血

情况。挑选单菌落用革兰氏快速染色液进行革兰氏
染色后，置于显微镜下观察细菌形态。
1. 3 生理生化鉴定

PYS1 菌株的生理生化指标采用 API 20E 试剂
盒进行检测，操作方法详见该试剂盒说明书，通过
apiwebTM鉴定软件判读实验结果，并参照伯杰氏细
菌鉴定手册［8］中细菌生理生化指标进行确认。
1. 4 分子鉴定

用细菌 DNA 提取试剂盒(Omega)抽提细菌基
因组 DNA，步骤参照说明书。以基因组 DNA 为模
板，用通用引物 27F: 5’-AGAGTTTGATCCTGGCT
CAG-3’ 和 1492Ｒ: 5’-TACGGCTACCTTGTTACG
ACTT-3’扩增细菌的 16S rＲNA 基因片段。PCＲ 反
应条件为:94℃ 3 min;94℃ 30 s，56℃ 30 s，72℃
90 s，30 个循环;72℃ 10 min。1. 0 %琼脂糖凝胶电
泳进行检测，胶回收目的片段，连接至 pMD19-T 载
体，转化大肠杆菌(Escherichia coli) DH5α 感受态细
胞，挑取阳性克隆送至上海英潍捷基贸易有限公司
进行测序。通过 GenBank 中的 BLAST 程序(http: / /
blast． ncbi． nlm． nih． gov / blast)进行序列同源性分
析，并下载相关细菌 16S rＲNA 基因序列，通过
Clustal x 软件进行多重比对，用 MEGA 4 软件中邻
接法(neighbor joining，NJ)构建分子系统进化树。
1. 5 最适生长条件测定

将 PYS1 菌株接种于 BHI 液体培养基中，于
28℃、200 r /min 下振荡培养 24 h 后，用新鲜 BHI 培
养基稀释至 1 × 108CFU /mL，备用。研究 PYS1 菌株
最适生长温度时按 1 ∶ 50(V /V)的比例将备用菌液
接种于新鲜的 BHI 培养基中，分别置于 25℃、28℃、
31℃、34℃、37℃ 和 40℃ 恒温摇床中，以 200 r /min
的转速进行振荡培养，每个温度设置 3 个重复。研
究 PYS1 菌株最适生长 pH 时，按 1 ∶ 50 (V /V)的比
例将上述备用菌液接种于 pH 值分别为 4、5、6、7、8、
9 的新鲜 BHI 培养基中，置于 37℃恒温摇床中，以
200 r /min 的转速进行振荡培养，每个 pH 设置 3 个
重复。研究 PYS1 菌株最适生长盐度时，按 1 ∶ 50
(V /V)的比例将上述备用菌液接种于盐度分别为
0、1 ‰、3 ‰、5 ‰、7 ‰、9 ‰、11 ‰ 的新鲜的营养肉
汤培养基中( pH = 8. 0)，置于 37℃恒温摇床中，以
200r /min 的转速进行振荡培养，每个盐度设置 3 个
重复。监测 0 － 14 h 内各组菌液的吸光值(OD600 )，
每隔 2 h 检测 1 次，绘制生长曲线。
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1. 6 药物敏感试验
利用 K-B 法检测其药物敏感性。首先将 PYS1

菌株接种于 BHI 液体培养基，37℃ 振荡培养 24 h

后，用 0. 85 % 无菌生理盐水稀释至 0. 5 个麦氏浓
度，取 150 μL 菌液涂布于血琼脂平板上，待菌液被
吸收后，贴药敏纸片 (购于杭州天和微生物试剂有
限公司)，置于 37℃恒温培养箱中倒置培养 24 h，测
量抑菌圈直径，按美国临床试验标准研究所 CLSI /
NCCLS 2012 年颁布的药敏试验标准和规定进行敏
感性结果判定。
1. 7 人工回归感染试验

试验用尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus，GIFT
strain)由广东罗非鱼良种场提供，体重为 50 － 60 g，

试验前在室内养殖条件下驯养 2 周。选用健康(实
验前抽样检测，实验鱼不携带病原菌、寄生虫等病
原)、个体大小一致的尼罗罗非鱼用于试验。驯养
和试验期隔天换水约 1 /3，溶氧保持在 7. 0 mg /L 以
上，pH 7. 0 － 8. 0，水温 28 ± 2℃，每天投喂饲料 2

次，每次约为鱼体重的 1. 5 %。

将分离纯化的 PYS1 菌株接种于 BHI 液体培养
基中 37℃振荡培养 24 h 后，4000 × g 离心 10 min

沉淀菌体，去上清后用 0. 85 %无菌生理盐水稀释成
不同浓度的菌液(1 × 109 CFU /mL、1 × 108 CFU /mL、
1 × 107 CFU /mL、1 × 106 CFU /mL、1 × 105 CFU /mL)。

将罗非鱼随机分为 6 组(5 个感染组和 1 个空白对
照组)，每组 15 尾。分别用不同浓度的菌液对 5 个
感染组罗非鱼进行腹腔注射感染，每尾 200 μL 菌
液，对照组注射等量的生理盐水，观察各组的死亡情
况，统计 7 d 内各组的总死亡率。将从上述人工回
归感染出现明显症状的病鱼中分离细菌进行鉴定和
再次感染实验，方法同上。
1. 8 组织病理学观察

PYS1 菌株感染尼罗罗非鱼后取感染组濒死鱼
和对照组健康鱼样本，无菌解剖，剪取大小约 0. 5
cm × 0. 5 cm × 0. 2 cm 的鳃、肌肉、肝脏、脾脏、肠、

胃、肾脏和脑 8 种组织，置于中性福尔马林固定液
中固定 48 h 后，进行脱水、透明、透蜡、包埋、切片和
贴片处理，再进行 HE 染色，用中性树胶封片后在显
微镜下进行观察。

2 结果

2. 1 形态特征
PYS1 菌株在血琼脂平板上 28℃培养 24 h 后，

可形成圆形、微隆起的灰白色菌落、表面光滑、湿润、

边缘整齐，直径为 1 mm － 2 mm，不形成溶血环(图
1-A)。革兰氏染色结果表明，该菌为革兰氏阴性杆
菌，细菌大小为 1. 80 μm × 0. 49 μm，两端钝圆，单
个或两个相连(图 1-B)。

图 1． PYS1 菌株菌落形态及革兰氏染色结果
Figure 1． The colony morphology and gram staining of PYS1 strain． A:

The colony morphology of PYS1 strain growth on sheep blood ager plate;

B: The bacterial form of PYS1 strain (1000 × ) ．

2. 2 生理生化特性
PYS1 菌株的 β-半乳糖苷酶、精氨酸双水解酶、

赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶、细胞色素氧化酶试验
和吲哚试验为阳性，能利用葡萄糖、肌醇、密二糖，脲
酶、色氨酸脱氢酶、明胶酶、柠檬酸钠、产 H2S 试验、
VP 试验为阴性，不能分解鼠李糖、蔗糖、阿拉伯糖、

甘露醇、山梨醇、苦杏仁苷。apiwebTM鉴定软件判读
结果表明 PYS1 菌株为类志贺邻单胞菌(Plesiomonas
shigelloides)，置信度为 99. 9 %，T 值为 1. 0。
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2. 3 16S rＲNA 基因序列分析
通过 PCＲ 扩增和克隆测序获得 PYS1 菌株的

16S rＲNA 基因片段 1506 bp。将获得的序列用
GenBank 中的 BLAST 程序 ( http: / / blast． ncbi． nlm．
nih． gov / blast)进行序列同源性分析，结果表明序列
与已报道的类志贺邻单胞菌 16S rＲNA 基因序列
(登录号: Q359962. 1; KC825322. 1 ) 相似性高达
99 %。下载 GenBank 中相关细菌 16S rＲNA 基因序
列，通过 Clustal x 软件进行多重比对，用 MEGA 4 软
件中邻接法( neighbor joining，NJ)构建分子系统进

化树(图 2)，结果显示，PYS1 菌株与其它类志贺邻
单胞菌聚为一支(支持率达 100 % )，且与从黄颡鱼
肠道粘液中分离的类志贺邻单胞菌 ( Plesiomonas
shigelloides，GQ359962. 1)亲缘关系最近(支持率达
99 % )，PYS1 菌株与肠杆菌科的迟钝爱德华氏菌
(Edwardsiella tarda，KC763831. 1 ) 和弗氏志贺菌
(Shigella flexneri，KC887964. 1)的亲缘关系比其与
弧菌科的霍乱弧菌(Vibrio cholerae，AY513501. 1)和
嗜水气单胞菌( Aeromonas hydrophila，JN561162. 1)
的亲缘关系要近。

图 2． 基于 16S rＲNA 基因序列的 NJ 系统进化树
Figure 2． NJ phylogenetic tree based on 16S rＲNA gene sequences． PYS1 indicates the 16S rＲNA sequence of isolated strain．

Numbers in parentheses represent the sequences  accession number in GenBank． The number at each branch point is the

percentage supported by bootstrap． The scale bar represents 0. 01 sequence divergence．

2. 4 最适生长条件
PYS1 菌株在不同温度下的生长情况表明，该菌

株在 25℃ － 37℃范围内都能较好的生长，在 37℃条
件下最早达到稳定期，且到达稳定期时与各组菌液
的吸光值之间无显著差异;40℃时该菌生长受到一
定的抑制，稳定期时的菌液吸光值要显著低于其他
温度下的吸光值(图 3-A)。PYS1 菌株在不同 pH 下
的生长情况表明，在 pH 为 4 时，其生长受到严重抑
制;pH 5 － 8 范围内的生长速率随 pH 的增加而加
快，pH 值为 8 时生长速率最快，pH 值升至 9 时菌株
生长速率下降 (图 3-B)。PYS1 菌株在不同盐度

(0 － 11 ‰)中生长情况表明，它在 0 － 11 ‰盐度下
都能较好生长，其中 5 ‰盐度时生长速率最快，稳定
期 OD600值最大(图 3-C)。
2. 5 药敏试验

本试验检测了 PYS1 菌株对 31 种抗生素(包括
大环内酯类、β-内酰胺类、环素类、喹诺酮类、氨基糖
苷类、糖肽类和林可霉素类)的敏感性(表 1)。结果
表明，该菌株对多数抗生素表现为耐药，仅对头孢曲
松、头孢克洛、头孢唑啉、头孢噻吩、米诺四环素、强
力霉素和氧氟沙星敏感，对头孢哌酮、头孢氨苄、氟
罗沙星和链霉素中度敏感。
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图 3． 菌株 PYS1 在不同培养温度(A)、不同 pH(B)和

不同盐度(C)条件下的生长曲线
Figure 3． The growth curves of PYS1 strain in different temperatures

(A)，pH (B) and salinity (C) ．

2. 6 人工回归感染试验
不同浓度 PYS1 菌株人工腹腔注射感染尼罗罗

非鱼后，部分罗非鱼出现与自然发病相似症状，表现
为鱼体体色发黑、鳞片脱落、鳍条溃烂、眼球凹陷，解
剖发现腹腔有大量腹水、肝呈黄色、脾脏成暗红色、
胆囊肿大(图 4)。攻毒后 7 d 内各组罗非鱼的死亡

情况见表 2，高浓度组(1 × 109 CFU /mL)的死亡率达
到 60 %，低浓度组(1 × 105 CFU /mL)和对照组均无
鱼体死亡，用 SPSS 17. 0 中回归分析方法计算得到
PYS1 菌株对实验尼罗罗非鱼的半致死浓度为
1. 425 × 108 CFU /尾。解剖发病鱼体，重新接种细
菌，可分离到与 PYS1 菌株形态相同的细菌，生理生
化和分子鉴定结果为类志贺邻单胞菌。用该分离菌
株进行再次感染，尼罗罗非鱼会出现相同临床症状
并死亡。

表 1． 分离菌株 PYS1 的药物敏感性实验结果
Table 1． Ｒesults of antibiotic sensitivity test of PYS1 strain
Classes of

antibiotics
Antibiotics

Contents /

(μg / piece)

Antibiotic

sensitivity
Macrolides group Acetylspiramycin 30 Ｒ

Midecamycin 30 Ｒ

Ｒoxithromycin 15 Ｒ

β-lactam group Ceftriaxone 30 S

Cefaclor 30 S

Cefazolin 30 S

Cefoperazone 75 I

Cephalothin 30 S

Cefalexin 30 I

Amoxicillin 10 Ｒ

Oxacillin 1 Ｒ

Penicillin 1 Ｒ

Ampicillin 10 Ｒ

Tetracyclines group Minocycline 30 S

Tetracycline 30 Ｒ

Doxycycline 30 S

Quinolone group Norfloxacin 10 Ｒ

Ofloxacin 5 S

Enrofloxacin 5 Ｒ

Nalidixic acid 30 Ｒ

Lomefloxacin 10 Ｒ

Enoxacin 10 Ｒ

Fleroxacin 5 I

Aminoglycosides group Spectinomycin 100 Ｒ

Streptomycin 10 I

Amikacin 30 Ｒ

Neomycin 30 Ｒ

Tobramycin 10 Ｒ

Gentamicin 10 Ｒ

Glycopeptides Vancomycin 30 Ｒ

Lincomycin Lincolmensin 2 Ｒ

S: Sensitive; I: Intermediate; Ｒ: Ｒesistant．
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图 4． 罗非鱼腹腔注射感染 PYS1 菌株后的症状
Figure 4． The symptom of tilapia peritoneal injected with PYS1 strain． A and B represent the symptom of diseased fish． A: Scales

shed，fin rot ( as shown by arrow) ; B: Enophthalmos，yellow liver，dark red spleen，enlarged gallbladder and ascitic fluid in the

abdominal cavity ( as shown by arrow) ． C and D indicate the characterization of healthy fish．

表 2． 罗非鱼腹腔注射感染 PYS1 菌株后的死亡情况
Table 2． The cumulative mortality rate of tilapia intraperitoneally injected with PYS1 strain

c( bacterium) /

(CFU /mL)

Number of fish

( n)

The time ( d) and deaths ( n) after infection
1 2 3 4 5 6 7

Number of

death ( n)

Mortality

rate /%

1 × 109

1 × 108

1 × 107

1 × 106

1 × 105

0

15

15

15

15

15

15

3

0

0

1

0

0

5

4

3

0

0

0

0

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

1

0

0

0

0

0

9

7

4

1

0

0

60. 0

46. 7

26. 7

7. 7

0

0

Median lethal dose

(CFU / fish)
1. 425 × 108

2. 7 组织病理学
PYS1 菌株感染尼罗罗非鱼后，对尼罗罗非鱼的

损伤主要表现在肠、肝、脾、肾和心脏组织。石蜡切
片结果表明，发病鱼肠组织中肠绒毛膜上皮细胞脱
落，局部淋巴细胞浸润，粘膜上皮中杯状细胞肿胀，
数量增多(图 5-A);发病鱼肝组织中部分肝细胞坏

死，细胞核溶解，大量肝细胞出现空泡化(图 5-B);
发病鱼脾脏组织中淋巴细胞增多，多点出血(图 5-
C);发病鱼肾脏组织中肾小管管壁细胞裂解，肾小
管结构被破坏(图 5-D);发病鱼心脏组织中心肌细
胞体积变大，细胞核增大，染色深(图 5-E)。
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图 5． PYS1 菌株感染罗非鱼后各组织病理变化图谱
Figure 5． Pathological changes of tilapia tissues after infected with PYS1 strain． A-E: Pathological changes in different tissues of infected
fish． A: Intestine of diseased fish (HE，400 ×，similarly hereinafter)，intestinal villus cell fell off，partial lymphocytic infiltrates，goblet
cells swelling and increased; B: Liver of diseased fish，part of liver cells death，cell nucleus cracked，vacuolation of a large number of liver
cells; C: Spleen of diseased fish，lymphocytes increased，multiple points bled; D: Kidney of diseased fish，wall cells of renal tubular
cracked，structure of renal tubular was damaged; E: Heart tissue of diseased fish，size of myocardial cell and its nucleus increased，nucleus
deep dyed． a-e: Normal tissues ( a: intestine; b: liver; c: spleen; d: kidney; e: heart) of healthy fish．
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3 讨论

3. 1 菌株鉴定
本研究通过细菌形态学和 API 20E 生理生化等

结果初 步 鉴 定 PYS1 菌株为类志 贺 邻 单 胞 菌
(Plesiomonas shigelloides)。其生理生化检测结果与
异育银鲫(Carassius auratus gibelio )［17］中分离的类
志贺邻单胞菌之间存在差异，密二糖发酵试验结果
不同，这可能是由于不同宿主菌株差异所造成。进
一步克隆测序 PYS1 菌株的 16S rＲNA 基因序列，测
得序列与已报道的类志贺邻单胞菌 16S rＲNA 基因
序列 (GeneBank 登录号:Q359962. 1;KC825322. 1)
相似性高达 99 %。同时，构建的 NJ 分子系统进化
树也表明，PYS1 菌株与其它类志贺邻单胞菌聚为一
支，且与从黄颡鱼肠道粘液中分离的类志贺邻单胞
菌(GeneBank 登录号:GQ359962. 1)亲缘关系最近，
因此可判定 PYS1 菌株为类志贺邻单胞菌。PYS1
菌株与肠杆菌科细菌的亲缘关系比其与弧菌科细菌
的亲缘关系要近，这与类志贺邻单胞菌现在归属于
肠杆菌科、邻单胞菌属的分类位置相吻合，而在以往
的研究中曾因为该菌与宋内氏痢疾杆菌有共同抗
原，与气单胞菌关系邻近而把其归类为弧菌科、邻单
胞菌属［8，18］。
3. 2 菌株培养特性及耐药性

研究表明，类志贺邻单胞菌可在 8℃ － 45℃温
度范围内生长，但大多数菌株在 35℃ － 38℃温度范
围内生长最佳，它可在 pH 值为 4. 0 － 9. 0 条件下生
长，可耐受 20 ‰ － 30 ‰的盐度，对营养要求较
低［19］。本试验结果表明 PYS1 菌株的最佳生长温度
为 37℃，最适 pH 值为 8，盐度为 5 ‰。这与斑点叉
尾鮰中分离的类志贺邻单胞菌的培养特性类似，其
生长盐度为 0 － 25 ‰，pH 值为 5 － 10，最适生长温
度为 37℃［20］。该菌对温度、盐度、pH 和营养的适应
范围较广，使其在各种水体和不同季节都能存活，且
在水温较高时更容易流行。药敏实验结果表明，该
菌株对多数抗生素均呈现耐药，仅对头孢曲松、头孢
克洛和头孢唑啉等 7 种抗生素敏感。这可能是由于
养殖过程中大量抗生素的不科学使用，导致该病原
菌已产生多重耐药。本文药敏试验结果与其它文
献［12，17］报道的类志贺邻单胞菌分离菌株的耐药性
存在较大差异，这可能主要与菌株来源、亚种类别、

各地抗生素药物使用史不同等原因有关。药敏试验
结果充分说明，在该病害的防治过程中，应该参照分
离菌株的药敏试验结果，科学合理地使用抗生素，才
能达到科学有效治疗的目的。
3. 3 菌株致病性

PYS1 菌株人工感染尼罗罗非鱼后，其临床症状
与自然发病症状相似，且高浓度菌液注射组(1 × 109

CFU /mL)7 d 内的死亡率达到 60 %，表明 PYS1 菌
株为致病菌，可单独引起尼罗罗非鱼发病。类志贺
邻单胞菌是水生环境中广泛传播的新兴病原，温带
和热带地区的淡水生态环境(例如，湖泊、河流和水
体表层)和河海口是其主要栖息地，在寒带气候的
淡水中也有报道［21 － 22］。类志贺邻单胞菌在水体中
呈单细胞生存，可侵染部分水生动物，如鱼类、蟹、
虾、贻贝和牡蛎等［23 － 24］。国外较早就有非致病性
罗非鱼源类志贺邻单胞菌分离的报道［25 － 26］，但近
年来国内有多例类志贺邻单胞菌感染养殖鱼类的报
道，如暗纹东方鲀、草鱼、黄颡鱼、鲟鱼及鲫鱼等，导
致鱼类发病死亡，且发病期多集中于水温较高的季
节 ［13 － 17］。本文是首次报道类志贺邻单胞菌可感染
尼罗罗非鱼并引起患病，从其较高的半致死量
(1. 425 × 108CFU /尾)可推测，目前其对罗非鱼的致
病力并不强，但其潜在危险性仍不容忽视。

关于致病性类志贺邻单胞菌感染鱼体后组织病
理变化的研究报道较少。王小亮等［16］发现杂交鲟
人工感染致病性类志贺邻单胞菌后，可引起肝、肾和
脾组织病变，肝细胞肿胀，胞浆内充满空泡，脾脏充
血，脾实质细胞坏死，肾小管上皮细胞坏死，肾小球
细胞核浓缩，出现空泡。本试验中组织病理变化观
察结果表明，致病性类志贺邻单胞菌( PYS1 菌株)
对尼罗罗非鱼的损伤主要表现在肠、肝、脾、肾和心
脏组织，肠绒毛膜上皮细胞脱落，局部淋巴细胞浸
润，粘膜上皮中杯状细胞肿胀，数量增多;肝组织中
部分肝细胞死亡，细胞核裂解，大量肝细胞出现空泡
化，脾脏中淋巴细胞增多，多点出血，肾小管管壁细
胞裂解，肾小管结构被破坏，心肌细胞增大等。本试
验结果与鲟鱼中的组织病理变化相类似，但也有不
同之处，这可能是由于鱼种及菌株差异所造成。研
究表明，类志贺邻单胞菌能够产生热稳定性和热不
稳定性两种肠毒素、类霍乱毒素、溶血素和细胞毒
素，还能产生细胞粘附和侵袭相关的致病因子，它可
入侵 结 肠 腺 癌 细 胞 ( Caco-2 ) 导 致 该 细 胞 凋
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亡［27 － 28］。由此推测类志贺邻单胞菌主要通过分泌
外毒素及细菌被裂解后释放内毒素对鱼体造成损
伤。

致病性类志贺邻单胞菌对水产动物的危害日益
严重，且有研究表明它可能是一种潜在的人畜共患
病原［29］。这警示我们需要密切关注该病原菌在鱼
类中的流行病学传播途径，并对该病原的分子分型、
致病机理和防控方法进行深入研究。
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Identification and pathological observation of a pathogenic
Plesiomonas shigelloides strain isolated from cultured
tilapia(Oreochromis niloticus)

Zhigang Liu，Xiaoli Ke，Maixin Lu* ，Fengying Gao，Jianmeng Cao，Huaping Zhu，
Miao Wang
Pearl Ｒiver Fisheries Ｒesearch Institute，Chinese Academy of Fisheries Science，Key Laboratory of Tropical ＆ Subtropical
Fishery Ｒesource Application ＆ Cultivation，Ministry of Agriculture，Guangzhou 510380，Guangdong Province，China

Abstract:［Objective］ A mass mortality of tilapia broke out in an aquaculture farm in Panyu，Guangdong Province in
May，2013． Affected fish showed blackening of body color，haemorrhageing on surface，scales shedding，fin rotting，and
the presence of yellow liver，dark red spleen，enlarged gallbladder and ascitic fluid in the abdominal cavity． The purpose
of this research was isolating and identifying the pathogen． ［Methods］We isolated a suspicious bacteria strain PYS1 from
diseased fish with significant pathological signs． The homology of 16S rＲNA gene sequence of strain PYS1 and its
morphological，cultural，and physical and chemical characteristics were studied for its identification． Its pathogenicity was
investigated by recursive infection experiment and histopathological study． Its effective medicines was screened by
antibiotic sensitive test． ［Ｒesults］ The results showed that strain PYS1 was Plesiomonas shigelloides clustered with P．
shigelloides strains isolated from other fishes in the molecular phylogenetic tree of 16S rＲNA gene sequences． Strain PYS1
was multiple drug resistant and only sensitive to a small part of 31 tested antibiotics ( e． g．，ceftriaxone，cefaclor，
cefazolin，etc． ) ． The symptoms of tilapia (O． niloticus) artificially infected with strain PYS1 were similar with natural
infected fish． The half lethal dose ( LD50 ) of strain PYS1 to tilapia was 1. 425 × 108 CFU per fish． Paraffin sections
showed intestine， liver， spleen， kidney and heart tissue injury caused by the strain． ［Conclusion］ Our study
demonstrated that P． shigelloides was the pathogen of cultured tilapia in the aquaculture farm and first reported its bacterial
pathogenicity on Nile tilapia．
Keywords: Oreochromis niloticus，Plesiomonas shigelloides，pathogenicity，histopathologic changes
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