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摘　要:从广西某黄喉拟水龟 (MauremysmuticaCantor)养殖场发病的黄喉拟水龟的肝 、肺分离到一致病性的

菌株 (HX081027),经人工感染实验证实其为该病的病原菌。对该菌的形态 、生理生化进行分析, 试验结果与

报道的摩氏摩根菌一致,表现为革兰氏阴性 、两端钝圆的短杆菌, 无荚膜及芽孢, 葡萄糖产酸产气, 接触酶 、脲

酶 、苯丙氨酸脱氨酶和鸟氨酸脱羧酶阳性,氧化酶 、脂酶 、DNA酶和赖氨酸脱羧酶阴性, 甲基红阳性, VP反应

阴性, MR阳性等特征。采用扩增细菌 16SrDNA的通用引物对该菌的 16SrDNA基因进行 PCR扩增 、克隆测

序,得到 1条长度为 1 506 bp的核苷酸序列 (GenBank登录号为 FJ858185) 。以该菌 16SrDNA序列和

GenBank数据库内同源性较高的细菌 16SrDNA序列进行同源性比对分析和构建系统发育树,结果显示分离

菌 HX081027与摩氏摩根菌属内相关菌株的同源性在 98.8% ～ 99.6%, 且在系统发育树上与来源于鱼类的

M.morganiiJCM1672聚为一支, 结合形态及生理生化特点将其确定为摩氏摩根菌 (Morganellamorganii) 。
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Abstract:Apathogenicbacterium ( HX081027 ) wasisolatedfromtheliverandlungofthediseased

MauremysmuticaCantor, andthebacteriumwasprovedtobethepathogenofthediseasethroughartificial

infection.Itsmorphological, physiologicalandbiochemicalcharacteristicswerestudied, andtheycompletely

matchedtoallofthereferenceMorganellamorganii(M.morganii) strainwhichhasbeenreported.The

bacteriaaregram negative, rods, non-capsuleandspore;Glucose-positive, catalase-positive, urease-

positive, phenylalaninedeaminase-positive, orinithinedecarboxylase-positive, oxidase-negative, lipase-

negative, DNAase-negative, lysinedecarboxylase-negative, methyl-red-positive, VP-negative, MR-positive.

The16SrDNAgenewasamplifiedbyusingtheuniversalprimers, andthePCRproductwasclonedand

sequenced.Asequenceof1 506basepair(bp) wasobtainedfromthebacteria(GenBankaccessionnumber

FJ858185).Aphylogenetictreewasconstructedbycomparingthe16SrDNAsequenceoftheisolatedstrain
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withotherrelativebacteriastrainsderivedfromGenBankdatabases.Thesimilaritiesvaluebetweenstrain

HX081027 andthose11strainsMorganellamorganiiare98.8% ～ 99.6%, andHX081027andM.morganii

JCM1672 isolatedfromfishconstituteabranchinthephylogenetictree.Accordingtomorphological,

physiological, biochemicalcharacteristicsandphylogeneticanalysis, theisolatedstrain ( HX081027 ) is

identifiedasMorganellamorganii.

Keywords:MauremysmuticaCantor;Morganellamorganii;isolationandidentification;phylogenetic

analysis

　　黄喉拟水龟 (MauremysmuticaCantor) ,俗名

石龟 、香乌龟, 分类上属爬行纲 (Reptilia) 、龟鳖目

( Testudines) 、龟 科 ( Emydidae) 、拟 水 龟 属

(Mauremys)
[ 1]
。黄喉拟水龟具有较高的食用 、药

用及观赏价值,但资源量有限。近年来随着黄喉

拟水龟市场需求旺盛, 其价格不断攀升, 促进了

人工养殖生产的发展,养殖规模和养殖密度也随

之不断扩大,导致养殖环境恶化和各类病害的发

生频繁,给黄喉拟水龟养殖业带来了严重的经济

损失 。 2008年 10月份, 广西横县某养殖场养殖

的黄喉拟水龟慢性发病, 发病率约 65%, 一个月

内陆续死亡, 死亡率达 30%, 给养殖户造成了巨

大的经济损失。病龟表现为食欲减少 、流鼻涕 、

嘴有渗出物 、口腔溃疡 、眼睛有分泌物, 有的甚至

失明,直至死亡;剖检主要是肝脏充血肿胀, 有不

同程度坏死,严重病例肝脏肿大呈土黄色, 周边

有针尖状出血点, 肾脏上也可见针尖状弥漫性出

血点,心尖充血,肠内无食物。曾用利福平 、阿米

卡星 、氨苄青霉素 、庆大霉素 、土霉素等多种抗生

素进行治疗,效果均不明显 。后经本实验室进行

细菌分离 、培养 、药敏试验后,初步证实该病为细

菌性疾病,并据此指导养殖户用药, 随后病龟病

情好转,并逐渐康复。为了确定该病的病原及病

因,本研究采用细菌表型特征 、生化试验以及 16S

rDNA序列分析构建系统发育树等方法, 对分离

到的细菌进行了分类鉴定, 为及时诊断由该菌引

起的疾病提供参考和依据, 对有效防治该病具有

重要的指导意义。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　试验动物及相关试剂

发病黄喉拟水龟来源于广西横县马氏养龟

场,病龟主要表现为流鼻涕, 口腔溃疡, 眼有渗出

物,有的甚至失明;血液琼脂平板购自郑州安图

绿科生物工程有限公司;健康黄喉拟水龟由广西

马氏养龟场惠赠;昆明种小白鼠购自广西医科大

学实验动物中心, 每只体重约 20 g;细菌生化微

量鉴定管及试验条均购自杭州天和微生物试剂

有限公司;营养肉汤培养基购自北京陆桥技术有

限责任公司。

1.1.2　基因克隆试剂

PCR反应试剂 2×TaqPCRMasterMix、DNA

抽提试剂盒购自天根生化科技公司;受体菌

DH5α由本室保存;pMD18 -T克隆载体购自大

连宝生物工程有限公司;LB培养基购自上海生工

生物工程技术有限公司;氨苄青霉素购自

Promega公司;琼脂糖凝胶回收试剂盒购自广州

东盛生物科技有限公司。 16SrDNA的 PCR引物

是 William等
[ 2]
报道的通用引物对 fD1 /rP2, 该引

物能扩增大多数真细菌几乎全长 16SrDNA基

因, 预期扩增大小约 1 500 bp,由大连宝生物工程

有限 公 司 合 成。 引 物 序 列 为:fD1:5′-

AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′; rP2: 5′-ACG-

GCTACCTTGTTACGACTT-3′。

1.2　方法

1.2.1　病原菌分离与纯化

将患病黄喉拟水龟体表用 75%酒精消毒,无

菌条件下从肝 、肺取样划线接种于血液营养琼脂

平板,置 30 ℃恒温培养 24 h,挑取单个优势菌落

在血液营养琼脂平板上再次划线, 获得纯培养的

HX081027菌株 。

1.2.2　细菌的保种与复苏

挑取已纯化的单个菌落转接到营养肉汤培

养基,于 30 ℃恒温培养 24 h,加 20%甘油于 -80

℃保种。复苏时将保存的菌种置于冰上 15 min,

用接种环挑取冻存管内的少量菌液在血液营养

琼脂平板培养基上划线培养 24 h。

1.2.3　分离菌致病性试验

将分离菌株 HX081027接种于营养肉汤, 30
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℃培养 18 h后,取 1mL作倍比稀释, 用倾注平板

法测定每毫升细菌数, 其余于 4 ℃保存,次日用

无菌营养肉汤将 4 ℃保存的菌液稀释成 2.0 ×

10
8
cfu/mL的细菌悬液用于致病性试验。取 9只

20 ～ 40g的健康黄喉拟水龟作回归试验, 试验前

先观察一周,无病后再分成甲组 6只,乙组 3只 。

甲组每只黄喉拟水龟从后腿凹陷处腹腔接种 0.1

mL菌液;乙组注射无菌肉汤作对照, 接种后两组

均置于水温 29 ℃、pH值 7.2的环境下饲养 。同

时取健康小白鼠 9只平均分成 3组, 其中 2组作

为实验组, 1组的每只小白鼠腹腔接种 0.05 mL

菌液,另 1组的接种 0.1 mL菌液;另外 1组作为

对照组, 每只小白鼠注射 0.1 mL无菌肉汤 。试

验中观察 、记录黄喉拟水龟和小白鼠发病情况及

死亡时间,并对濒死的黄喉拟水龟或试验鼠进行

细菌分离 、培养和鉴定。

1.2.4　病原菌形态学观察与理化特性检测

将菌株 HX081027接种血液营养琼脂平板,

30 ℃培养 24h后观察菌落的大小 、形态, 同时革

兰氏染色,光学显微镜观察细菌形态特征;各项

生理生化指标的测定参照有关文献进行
[ 3-4]

。

1.2.5　16SrDNA基因的 PCR扩增及克隆 、测序

取 1mL培养好的菌液,用 TIANGENDNA抽

提试剂盒按说明书提取总 DNA。在 PCR反应管

中分别加入 2×TaqPCRMasterMix25 μL, 上 、下

游引物 fD1、rP2各 1 μL( 50 μmol/L) , 模板 DNA

2μL,加 ddH2O至 50 μL, 置于 PCR仪中进行扩

增。首先 95 ℃预变性 5min;然后 94 ℃ 60 s, 55

℃ 60 s, 72 ℃ 90s进行 35个循环;再于 72 ℃延

伸 10 min;4 ℃结束反应。 PCR产物于 15 g/L琼

脂糖凝胶电泳,用凝胶回收试剂盒纯化回收 。取

纯化回收的 PCR产物与 pMD18-T于 4 ℃连接过

夜,次日连接产物全部转化为 0.2mLDH5α感受

态细胞,然后加于 0.8 mL不含氨苄青霉素的 LB

液体培养液中, 置于 37 ℃ 80 r/min的恒温摇床

45min;最后涂布于含有氨苄青霉素的 LB琼脂平

板, 37℃培养过夜 。挑取在含氨苄青霉素的选择

培养基上长出的白色菌落,于含氨苄青霉素的 LB

培养液中培养过夜, 次日取 1.5 mL培养物用于

质粒抽提,进行 PCR鉴定。挑选 3个 PCR鉴定

为阳性的克隆菌扩大培养后送大连宝生物工程

有限公司进行 DNA双向测序。

1.2.6　系统发育分析

将菌株 HX081027的 16SrDNA序列与

GenBank中已知核酸序列进行 Blast分析,调出与

该序列相关性较高的核酸序列,采用 DNAStar软

件进行序列同源性分析和系统发育进化树的构

建。

2　结果

2.1　病原菌分离纯化

从病龟肝 、肺组织接种血平板, 30 ℃培养 24

h后均能分离到细菌, 菌落均为圆形 、边缘整齐,

表面光滑 、湿润 、凸起, 呈乳白色半透明状, 无光

泽, 有特殊气味, 并产生 β溶血。接种营养肉汤

培养基经 18 h振荡培养, 可见试管变乳白色浑

浊, 轻微振荡可见云雾状的细菌悬浮。细菌在血

平板初代和传代生长均很好, 并产生溶血现象 。

含 20%甘油的菌液于 -80℃保存 3个月后可在

血平板上复苏 。

2.2　致病性试验

黄喉拟水龟感染组 36 h后开始发病,表现为

食欲废绝,流鼻涕 、口腔溃疡 、眼睛有分泌物, 96 h

后开始发生死亡, 在接种后 120 h内 100%死亡;

对照组未见任何异常。死亡龟剖检病变主要是

肝脏充血肿胀,呈土黄色,周边有针尖状出血点,

肾脏上也可见弥漫性出血点, 心尖充血, 胆囊充

盈, 肠内无食物, 与自然发病龟病变相似。从腹

腔注射 0.05 mL和 0.1 mL菌液的小白鼠都全部

发病,且在 18h内全部死亡, 对照组小白鼠正常

饲养 48h无发病。从发病龟和小鼠的心血和肝

脏均能分离到与 HX081027形态和生理生化一致

的细菌, 表明 HX081027是患病黄喉拟水龟的病

原菌,且具有较高的致病性。

2.3　形态特征

经革兰氏染色 (图 1) , 发现细菌为革兰氏阴

性短杆菌,两端钝圆, 大小为 ( 0.6 ～ 0.7) μm×

( 1.3 ～ 1.6) μm,无芽胞, 无荚膜。

2.4　生理生化特性

细菌生化反应微量鉴定管结合试验条测试,

共进行了 48项生理生化指标测定 (表 1) 。该菌

的主要生化特性为:氧化酶阴性, 接触酶阳性,对

葡萄糖产酸产气,有运动性, 甲基红阳性, VP反应
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图 1　菌株 HX081027呈 Gˉ的显微形态
Fig.1　MicrographofstrainHX081027 in

Gˉstate( ×1 000)

阴性, Simmon' s柠檬酸盐阴性, 赖氨酸脱羧酶

阴性,精氨酸双水解酶阴性, 鸟氨酸脱羧酶阳性,

苯丙氨酸脱氢酶阳性, 脲酶阳性, 不产 H2S,能还

原硝酸盐,易于在普通培养基中生长, 能在氰化

钾 (KCN)中生长。

2.5　菌株 16SrDNA基因扩增及测序

以提取 HX081027菌株的基因组为模板, fD1

和 rP2为引物, 能扩增到 1条约为 1.5kb的目的

片段, 结果如图 2。目的片段连接入 pMD18-T

载体,成功转化为 DH5α, 经 PCR筛选到阳性克

隆, 结果如图 2。挑选阳性克隆经 DNA双向测

序, 结果得到 1条长度为 1 506 bp的近乎全长的

16SrDNA基 因片段 。所得 序列已 登录到

GenBank,登录号为 FJ858185。

表 1　HX081027菌株的生理生化特征

Tab.1　BiochemicalandphysiologicalcharacteristicsofHX081027

试验项目 M.morganii HX081027

氧化酶 - -

接触酶 + +
葡萄糖产酸 + +

葡萄糖产气 + +

鸟氨酸脱羧酶 + +
苯丙氨酸脱氨酶 + +

天门冬素芳胺酶 - -
脂酶 - -
H2S - -

丙二酸盐 - -
半乳糖产酸 + +

半乳糖产气 + +
菊糖 - -

鼠李糖 - -

伯胶糖 - -
麦芽糖 - -

密二糖 - -
肌醇 - -

甘露醇 - -

阿东醇 - -
甲基红 + +

KCN + +

七叶苷水解 - -
粘菌素 + +

试验项目 M.morganii HX081027

VP反应 - -

硝酸盐还原 + +
Simmon' s柠檬酸盐 - -

赖氨酸脱羧酶 - -

精氨酸双水解酶 - -
脲酶 + +

DNA酶 - -
吲哚 + +

枸橼酸盐 - -

果糖产酸 + +
果糖产气 + +

蔗糖 - -
棉子糖 - -

木糖 - -

蕈糖 - -
乳糖 - -

甘露糖 + +
山梨醇 - -

甜醇 - -

明胶液化 - -
水杨素 - -

ONPG - -

M-R + +
运动性 + +

注:1.标准菌株数据取自文献 [ 3-4] ;2.“ +”表示阳性;“ -”表示阴性。

2.6　分离菌株系统发育进化分析

通过 NCBI互联 网, 将 获 得的 序 列在

GenBank数据库中进行 Blast相似性搜索,发现与

摩氏摩根菌属的 16SrDNA基因序列聚类, 最相

近的 4 条序列均为摩氏摩根菌 ( Morganella

morganii),表明该菌属于摩氏摩根菌属的细菌 。

调出相关性最高的序列和遗传距离较近的摩氏

摩根菌属内相关菌株的 16SrDNA序列用

DNAStar软件进行多序列同源性比对分析和构建

系统发育树 (图 3) , 各参比菌株数据列入表 2。

结果表明:HX081027菌与摩氏摩根菌属内相关

菌株的同源性在 98.8% ～ 99.6%之间,且在系统

发育树上与来源于鱼类 M.morganiiJCM1672聚

为一支, 结合形态学和理化特征鉴定其为摩氏摩

根菌 (M.morganii)。

3　讨论

摩氏摩根菌 (Morganellamorganii),为肠杆菌
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图 2　HX081027菌株 16SrDNA基因 PCR扩增及

重组质粒 pMD18-T-16SrDNA的 PCR鉴定结果

Fig.2　ThePCRproductsofthe16SrDNAgeneof

theHX081027 strainandpMD18-T-16SrDNA

1.16SrDNA基因PCR扩增产物;2.pMD18-T-16SrDNA重

组质粒 PCR鉴定;M.DNA分子标记。

科摩根菌属,由 Morgan于 1906年发现, 是一种腐

生菌,广泛分布于各种水源 、土壤及人和其他动

物的粪便,特别是动物蛋白腐烂的地方 。摩氏摩

根菌是一种条件性致病菌, 可感染多种养殖动物

而致病,引起感染动物肺淤血 、脓肿 、肾出血等内

脏器官的病变及体表皮肤 、肌肉的溃烂等症状;

我国已从多种患病动物分离到该菌, 如中华鳖 、

袋鼠 、海狸鼠 、锦鲤 、蛇等
[ 5-9]

。此外, 摩氏摩根菌

亦可对人类致病, 引起败血症 、肺炎 、结膜炎 、关

节炎和呼吸道 、尿道 、伤口感染 、中枢神经症状

等
[ 10-12]

,甚至引起人的大范围溶血而导致急性

死亡
[ 13]

,是重要的医院继发性感染致病菌,因此

对该菌的研究具有重要意义 。

本研究从患病黄喉拟水龟的体内分离到一

株革兰氏阴性短杆菌 (HX081027) , 经人工接种

试验证实其为该病的病原菌;根据该菌的形态学

特征和生理生化特性初步鉴定为摩氏摩根菌 。

通过 16SrDNA序列测定并进行同源性比对和系

统发育分析, 表明该菌的 16SrDNA序列与摩氏

摩根菌属内相关菌株的 16SrDNA序列具有高度

同源性 ( 98.8% ～ 99.6%) ,且在系统发育树上与

摩氏摩根菌自然类聚,从而在分子水平上进一步

鉴定该菌为摩氏摩根菌 。唐电明等
[ 14]
于 1998年

曾报道从发病黄喉拟水龟分离到摩氏摩根菌,但

国内尚未见有对该菌进行系统发育分析研究的

报道 。故本研究应用分离菌株 HX081027的 16S

rDNA序列与来源于水源 、土壤 、鱼 、水产品及人

粪等的摩氏摩根菌属内相关菌株的 16SrDNA序

列进行了遗传进化树分析, 从分子水平上对该菌

进行分类学地位研究, 将其鉴定到种, 对今后在

黄喉拟水龟养殖生产和人类公共卫生中更有效

地控制由该菌引起的疾病的发生与流行具有重

要的指导意义 。

图 3　HX081027与相关菌株的系统发育树

Fig.3　PhylogenetictreeofstrainHX081027anditsrelatives

　　黄喉拟水龟虽具有较强的抗病能力, 但大多

数养殖户多以追求产量和短期经济效益为目标,

养殖密度过高,加上保护养殖环境及防病意识淡

薄,导致养殖病害呈逐年增加及加重之势, 给黄

喉拟水龟养殖生产造成了重大的经济损失。目

前, 黄喉拟水龟疾病的病原体多以细菌为主, 并

以条件性细菌较为常见,如肺炎克雷伯氏菌
[ 15]
、

梅氏弧菌
[ 16]
、链球菌

[ 17]
、绿脓杆菌

[ 18]
、脑膜炎脓

毒性黄杆菌
[ 19]
等。摩氏摩根菌亦为条件性致病

菌 , 多由投喂变质饲料或环境突然变化引起 , 并
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表 2　系统发育分析的代表菌株和 16SrDNA基因样品信息表

Tab.2　Theinformationof16SrDNAgenefromrelatedorganismsusedinhomologyanalysis

菌株 分离 来源 GenBank登录号 编号

HX081027 China MauremysmuticaCantor FJ858185 M.morganii-1

CPD30 USA AgriculturalSetting AY464464 M.morganii-2

VAR-06-2076 Belgium Domesticatedrabbit DQ513315 M.morganii-3

PW2 USA Medicinalleech DQ355171 M.morganii-4

SSCT63 Japan Sewagesludgecompost AB210972 M.morganii-5

Sam123-6 China Riverwater FJ418576 M.morganii-6

JCM1672 Japan Fish AB089243 M.morganii-7

87411 Japan Fish AB089245 M.morganii-8

25a32 Denmark Seafoods DQ358126 M.morganii-9

LMG7874 Denmark Seafoods DQ358131 M.morganii-10

U6 /1 Denmark Seafoods DQ358140 M.morganii-11

M567 Birmingham Stoolofachildwithdysentery AF461011 M.morganii-12

且相关报道较少, 因此容易在养殖中被忽视, 从

而造成较大的损失 。此外,摩氏摩根菌极易产生

耐药性
[ 20-21]

,养殖户在发病初期救龟心切, 大量

滥用各种抗生素, 更促使该菌多重耐药性的产

生,使治疗效果多不理想。因此一旦发生本病,

应及早诊断并根据药敏试验结果合理选择用药,

既提高了治疗效果,又避免药物滥用造成的药物

残留超标和环境污染等问题;同时, 在生产上要

特别注意保护养殖环境, 推广无公害养殖技术,

从源头上预防疾病的发生。
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