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摘　要：从患烂尾白浊症的条石鲷肾脏和肝脏等病变组织分离出致病力较强的菌株 ＴＰ0701�人工感染实验证
实该菌株为条石鲷的病原菌。对该细菌进行了形态、生理生化特性测定和 16ＳｒＲＮＡ分子鉴定�测定 16Ｓ
ｒＲＮＡ基因序列�分析相关细菌相应序列的同源性�构建了系统进化树。结果表明菌株 ＴＰ0701与恶臭假单胞
菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ）的亲缘关系最近�具有98．1％的同源性。结合该菌株的生理生化特性�可鉴定菌株
ＴＰ0701为恶臭假单胞菌。
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　　条石鲷 （Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓｆａｓｃｉａｔｕｓ）隶属于硬骨鱼
纲 （Ｏｓｔｅｉｃｈｔｈｙｅｓ）鲈形目 （Ｐｅｒｃｉｆｏｒｍｅｓ）石鲷科
（Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｉｄａｅ）石鲷属 （Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓ）�为温热带
近海鱼类�主要分布于我国的黄海、东海�日本北
海道以南等海域 ［1－2］。条石鲷体态优美、色泽艳
丽、肉质细嫩、营养价值高�是一种具有较高经济
价值和观赏价值的海产鱼类�具有良好的养殖前
景。目前�国内正开展条石鲷亲鱼培育和繁殖技
术研究�并取得了育苗成功�人工养殖正处于推
广阶段。然而养殖过程中已经发生细菌、病毒、
寄生虫性疾病�以烂尾白浊病和刺激隐核虫最为
严重 ［2－4］。2007年 7月�乐清湾网箱试养条石
鲷�出现烂尾白浊病�死亡率达50％以上。本研
究利用从患病鱼分离到的1株优势菌对条石鲷
进行人工回归感染�确定其致病性�并在生理生
化鉴定的基础上�采用16ＳｒＲＮＡ基因序列分析
的方法进行鉴定�同时�进行了药物敏感实验和
药物防治治疗。旨在探讨条石鲷烂尾白浊病的
病原�为条石鲷疾病的防治提供理论基础。
1　材料与方法
1．1　材料

病鱼采自乐清湾网箱养殖条石鲷�体重80～
150ｇ。

健康条石鲷为浙江省海洋水产养殖研究所

清江试验场自繁条石鲷�体重为 （80±6．2）ｇ。
Ｚｏｂｅｌｌ2216Ｅ海水培养基：蛋白胨5．0ｇ�酵

母浸出膏1．0ｇ�Ｆｅ2（ＰＯ4）30．01ｇ�用陈海水定
容至1000ｍＬ�ｐＨ7．6～7．8。琼脂1．6％�ＴＣＢＳ
琼脂粉购自杭州天和微生物试剂有限公司。
1．2　病原菌的分离

取腹水症状典型的濒死病鱼�无菌条件下在
肝、肾等部位分离细菌�划线接种于2216Ｅ平板
上�25℃培养24ｈ�挑取形态一致的优势菌落进
行纯化培养�直至获得纯培养菌 （编号为
ＴＰ0701）。
1．3　人工感染实验

细菌接种 Ｚｏｂｅｌｌ2216Ｅ�28℃培养24ｈ后�
用无菌生理盐水洗下�调整细菌浓度为1．5×106

ｃｅｌｌｓ／ｍＬ�1．5×107ｃｅｌｌｓ／ｍＬ�1．5×108ｃｅｌｌｓ／ｍＬ�
1．5×109ｃｅｌｌｓ／ｍＬ进行人工感染试验�各实验组
每尾鱼注射0．2ｍＬ菌液�对照组注射0．2ｍＬ生
理盐水�每组实验鱼10尾�实验时温度为25℃左
右。注射后观察鱼的发病死亡情况�连续观察14
ｄ�并对死亡鱼及时剖检和致病菌的再次分离。
1．4　病原菌形态与理化特性检测

参照《伯杰氏细菌鉴定手册》［5］及《常见细菌
系统鉴定手册》［6］。首先对菌株 ＴＰ0701作革兰
氏染色�在光学显微镜和磷钨酸染色电子显微镜
下观察细菌形态�然后进行生理生化特性测定�
对病原茵初步鉴定和常规分类。所用试剂均购
自杭州天和微生物试剂有限公司及广州环凯微

生物科技公司。
1．5　16ＳｒＤＮＡ序列测定与分析
1．5．1　ＰＣＲ模板ＤＮＡ的制备

细菌接种于Ｚｏｂｅｌｌ2216Ｅ液体培养基�28℃
摇床震荡培养24ｈ。取3ｍＬ菌液�12000ｒ／ｍｉｎ
离心5ｍｉｎ�弃上清。按照上海生工生物工程公
司基因组 ＤＮＡ提取试剂盒的操作手册�提取细
菌基因组ＤＮＡ。
1．5．2　16ＳｒＤＮＡ的扩增及纯化

细菌16ＳｒＤＮＡ通用引物如下�正向引物为
27Ｆ：5’-ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ-3’（对应于
Ｅ．Ｃｏｌｉ16ＳｒＤＮＡ的第8－27个碱基位置 ）�反向
引物为1492Ｒ：5’-ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ-
3’（对应于Ｅ．Ｃｏｌｉ16ＳｒＤＮＡ的第1492－1510个
碱基位置 ） ［7］。引物由上海生工生物工程公司合
成。采用ＥｘＴａｑ聚合酶 ＰＣＲ反应试剂盒进行
ＰＣＲ扩增�ＰＣＲ反应条件为：96℃预变 6ｍｉｎ�
94℃变性 1ｍｉｎ�55℃退火 1ｍｉｎ�72℃延伸
2ｍｉｎ�完成30个循环后于72℃延伸6ｍｉｎ�整个
反应完成后�通过1．0％的琼脂糖凝胶电泳对
ＰＣＲ扩增产物进行鉴定�并切下目的条带�用柱
式ＤＮＡ胶回收试剂盒 （按照说明书操作 ）回收
ＰＣＲ产物。产物送至上海生工生物工程公司进
行序列测定。
1．5．3　序列分析与数据处理

通过Ｂｌａｓｔ从国际互联网ＧｅｎＢａｎｋ数据库中

检索与其同源性较高的细菌基因序列�将菌株
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ＴＰ0701的16ＳｒＤＮＡ序列与从 ＧｅｎＢａｎｋ数据库
中获得的假单胞菌16ＳｒＤＮＡ序列�采用ＣｌｕｓｔａｌＸ
2．0软件进行多序列匹配排列�采用 ＭｅｇＡｌｉｇｎ
4．0软件进行系统进化树的建立。
1．6　药物敏感实验

用比浊法和稀释涂布平板法测定菌浓度�使
菌液浓度为107ＣＦＵ／ｍＬ～108ＣＦＵ／ｍＬ�具体操
作参照纸片法抗菌药物敏感试验操作标准 ［8］。
药物敏感判定标准参照ＣＬＳＩ抗菌药物敏感性标

准Ｍ02-Ａ10和Ｍ07-Ａ8。药敏纸片购自杭州天和
微生物试剂有限公司�共19种抗菌药物。
2　结果
2．1　症状

2007年7月�乐清湾网箱养殖条石鲷�出现
烂尾白浊病的现象�且死亡率达50％以上�水温
25℃左右�主要表现为：病鱼游动缓慢�散布在网
箱周围�烂尾、烂鳍�烂处白浊、发光�眼球浑浊、

有的瞎掉�甚至眼球脱落�肠道内无内容物�肝脏
肿胀、严重者有出血点�肾脏肿大 （图1）。

图1　患烂尾白浊病条石鲷
Ｆｉｇ．1　Ｏｐｌｅｇｎａｔｈｕｓｆａｓｃｉａｔｕｓｄｉｓｅａｓｅｄｔａｉｌｒｏｔａｎｄｗｈｉｔｉｓｈ

2．2　人工感染实验
感染实验结果见表 1。人工感染后摄食减

少�开始出现烂尾、烂鳍现象�烂尾、烂鳍边缘发
白；1．5×109ｃｅｌｌｓ／ｍＬ浓度组感染后2ｄ即开始
死亡�第5ｄ全部死亡；1．5×106ｃｅｌｌｓ／ｍＬ浓度组
14ｄ内无死亡；对照组不表现任何症状。

表1　人工感染实验结果
Ｔａｂ．1Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｒｔｉｆｉｃｉａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

组别
菌液浓度
（ｃｅｌｌｓ／ｍＬ） 感染方式

剂量
（ｍＬ） 实验尾数 死亡尾数 死亡率 （％ ）

实验组

1．5×109 胸腔注射 0．2 10 10 100
1．5×108 胸腔注射 0．2 10 9 90
1．5×107 胸腔注射 0．2 10 4 40
1．5×106 胸腔注射 0．2 10 0 0

对照组 生理盐水 胸腔注射 0．2 10 0 0

　　

2．3　菌株的形态特征
菌株ＴＰ0701在Ｚｏｂｅｌｌ2216Ｅ培养基培养24

ｈ的菌落呈圆形、半透明�表面光滑、边缘整齐�直
径约3～5ｍｍ；在ＴＣＢＳ培养基上菌落呈绿色�直
径约2～3ｍｍ；革兰氏染色阴性 （图2）�短杆状�
可运动。
2．4　生理生化特性

病原菌ＴＰ0701为非发酵型短杆菌�不产芽
孢�氧化酶和接触酶均为阳性�对Ｏ／129不敏感�
4℃生长�42℃不生长�生长需要 Ｎａ＋�甲基红、
ＶＰ试验均为阴性�不能产生靛基质�不能利用肌
醇、乳糖、蔗糖、阿拉伯糖、甘露糖、纤维二糖、水
杨素�能还原硝酸盐�不能液化明胶�精氨酸双水
解酶阳性�赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶和精氨

酸脱羧酶阴性�不产硫化氢�枸橼酸盐阳性。其
生理生化性状见表2。

图2　菌株ＴＰ0701革兰氏染色
Ｆｉｇ．2　ＧｒａｍｓｔａｉｎｏｆｓｔｒａｉｎＴＰ0701
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表2　ＴＰ0701菌株的生理生化特征
Ｔａｂ．2　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌａｎｄｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｔｒａｉｎＴＰ0701

项目 菌株
恶臭假
单胞菌

项目 菌株
恶臭假
单胞菌

革兰氏染色 Ｇ- Ｇ- 果糖 ＋ ＋
氧化发酵 不发酵 不发酵 纤维二糖 － －
氧化酶 ＋ ＋ 甘露醇 － －
接触酶 ＋ ＋ 山梨醇 － －
Ｏ／129（10μｇ） Ｒ Ｒ 肌醇 － －
Ｏ／129（150μｇ） Ｒ Ｒ 明胶液化 － －
4℃ ＋ ＋ 枸橼酸盐 ＋ ＋
10℃ ＋ ＋ 葡萄糖 （产气 ） － －
30℃ ＋ ＋ 葡萄糖 （产酸 ） － －
42℃ － － 硝酸盐 （还原 ） ＋ ＋
无盐胨水 － － 硝酸盐 （产气 ） － －
1％Ｎａｃｌ胨水 ＋ ＋ ＶＰ试验 － －
3％Ｎａｃｌ胨水 ＋ ＋ ＭＲ试验 － －
6％Ｎａｃｌ胨水 ＋ ＋ 吲哚产生 － －
8％Ｎａｃｌ胨水 － － 硫化氢 － －
10％Ｎａｃｌ胨水 － － 精氨酸双水解酶 ＋ ＋
阿拉伯糖 － － 赖氨酸脱羧酶 － －
蔗糖 － － 精氨酸脱羧酶 － －
乳糖 － － 鸟氨酸脱羧酶 － －
甘露糖 － － 水杨素 － －
麦芽糖 － － ＯＮＰＧ ＋ ＋

2．5　细菌16ＳｒＲＮＡ基因序列分析
ＰＣＲ扩增出菌株 ＴＰ0701的16ＳｒＲＮＡ基因

片段约为1．4ｋｂ（图3所示 ）�对此片段进行纯化
回收、克隆、测序�结果表明菌株 ＴＰ0701的16Ｓ
ｒＲＮＡ基因片段大小为1455ｂｐ。将序列和ＧｅｎＢａｎｋ

中已报道的16ＳｒＲＮＡ基因序列进行Ｂｌａｓｔ分析�
并利用ＤＮＡＳｔａｒ软件与 ＧｅｎＢａｎｋ中相似序列进

行系统学分析�构建系统发育树�结果显示菌株
与已登陆的恶臭假单胞菌 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｐｕｔｉｄａ

（ＥＵ661866）同源性最高 （图 4和图 5）�达
98．1％�遗传距离为0．2�二者在系统发育树上聚
为一支�结合形态学和生理生化特性�将其鉴定
为恶臭假单胞菌�登陆号为：ＧＶ073466。

图3　菌株ＴＰ0701的ＰＣＲ产物电泳结果
Ｆｉｇ．3　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

ｏｆｉｓｏｌａｔｅｄｓｔｒａｉｎＴＰ0701
Ｍ．ＭａｒｋｅｒＤＬ2000；1、2．菌株ＴＰ0701的ＰＣＲ产物。

图4　各菌株16ＳｒＤＮＡ序列相似性 （右上部 ）与遗传距离 （左下部 ）
Ｆｉｇ．4　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ（ｕｐｐｅｒｒｉｇｈｔ）ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（ｂｏｔｔｏｍｌｅｆｔ）ｏｆ16ＳｒＤＮＡ
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图5　以16ＳｒＲＮＡ基因构建的系统进化树
Ｆｉｇ．5　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎ16ＳｒＲＮＡｇｅｎｅｓ

2．6　药物敏感试验
对菌株ＴＰ0701进行药敏试验 （表3）�结果表

明�菌株ＴＰ0701对青霉素Ｇ、链霉素、氯霉素、庆

大霉素、红霉素、先锋必、氟哌酸、复方新诺明、利
福平敏感�对新霉素、氨苄青霉素、菌必治中度敏
感�对四环素、卡那霉素、头孢氨苄、头孢噻吩、头
孢拉丁、呋喃妥因、阿米卡星有抗药性。

表3　菌株ＴＰ0701对不同抗菌药物的敏感性
Ｔａｂ．3　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｓｔｒａｉｎＴＰ0701ｔｏａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌａｇｅｎｔｓ

药物名称 纸片含量 （μｇ） 判断标准：抑菌圈直径 （ｍｍ）
Ｓ Ｉ Ｒ

实际抑菌圈直径 （ｍｍ） 敏感性

四环素 30 ≦14 15～18 ≧19 0 Ｒ

新霉素 30 ≦16 17～23 ≧24 18 Ｉ

卡那霉素 30 ≦13 14～17 ≧18 12 Ｒ

氨苄青霉素 100 ≦13 14～16 ≧17 22 Ｉ

链霉素 10 ≦11 12～14 ≧15 20 Ｓ

氯霉素 30 ≦12 13～17 ≧18 36 Ｓ

庆大霉素 10 ≦12 13～14 ≧15 18 Ｓ

红霉素 15 ≦13 14～22 ≧23 34 Ｓ

头孢氨苄 30 ≦14 15～17 ≧18 0 Ｒ

头孢噻吩 30 ≦14 15～17 ≧18 0 Ｒ

头孢拉啶 30 ≦14 15～17 ≧18 0 Ｒ

呋喃妥因 30 ≦14 15～16 ≧17 0 Ｒ

菌必治 30 ≦13 14～20 ≧21 19 Ｉ

先锋必 75 ≦15 16～20 ≧21 22 Ｓ

阿米卡星 30 ≦14 15～16 ≧17 12 Ｒ

氟哌酸 10 ≦12 13～16 ≧17 21 Ｓ

复方新诺明 23．5／1．25 ≦10 11～15 ≧16 24 Ｓ

利福平 5 ≦16 17～19 ≧20 21 Ｓ

　　注：Ｒ为耐药；Ｓ为敏感；Ｉ为中度。
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1期 闫茂仓�等：条石鲷烂尾白浊症病原菌的分离鉴定及系统发育分析

3　讨论
本研究在国内首次对条石鲷病害研究进行

了报道�填补了条石鲷病害防治研究的空白。从
患烂尾白浊症的条石鲷肾脏、肝脏等病变组织分
离到的菌株 ＴＰ07011�经人工感染实验证实对条
石鲷有较强致病和致死作用�而且感染病鱼的症
状与自然发病鱼的症状相同�因此证实该菌为其
病原菌。

传统的细菌学鉴定方法发现菌株ＴＰ0701为
革兰氏阴性杆菌�具有运动性�非发酵细菌�氧化
酶和接触酶阳性�对弧菌抑制剂 Ｏ／129不敏感�
符合假单胞菌的特征。随着分子生物学的发展�
现代细菌分类鉴定从传统的表型分类进入基因

型分类水平�16ＳｒＲＮＡ分析已成为研究生命系统
进化及细菌分类的常用工具。从16ＳｒＲＮＡ基因
序列系统发育树上看�该菌株与恶臭假单胞菌
Ｐ．ｐｕｔｉｄａ（ＥＵ661866．1）聚合在一起。证实菌株
ＴＰ0701为恶臭假单胞菌。

恶臭假单胞菌能够引起多种水产动物疾病�
如三疣梭子蟹 （Ｐｏｒｔｕｎｕｓｔｒｉｔｕｂｅｒｃｕｌａｒｕｓ）、欧洲鳗
鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａａｎｇｕｉｌｌａ）和大黄鱼 （Ｐｓｅｕｄｏｓｃｉａｅｎａ
ｃｒｏｃｅａ）等 ［9－11］。药敏实验显示�菌株 ＴＰ0701对
青霉素Ｇ、链霉素、氯霉素、庆大霉素、红霉素、先
锋必、氟哌酸、复方新诺明、利福平敏感�可为实

际生产的用药提供参考。然而随着抗生素的大
量使用�会产生更多的抗性�达不到预期的效果�
所以在今后的研究中�应向免疫防治方面转变�
以期为生产带来更多的服务。
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