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摘　要：浙江新昌某养殖场的光唇鱼 （Ａｅｒｏｓｓｏｃｈｅｉｌｕｓｆａｓｃｉａｔｕｓ）爆发赤皮病�发生大量死亡�从患病鱼肝脏中分
离到菌株ＧＣＬ100301�通过人工感染试验�确定该菌株为病原。通过生理生化和分子生物学鉴定�该菌株
ＧＣＬ100301被鉴定为荧光假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）。通过对该菌株的药物敏感试验�发现其对环丙
沙星、新霉素敏感�对青霉素、复方新诺明、先锋Ｖ、新生霉素、痢特灵和头孢噻吩完全耐药。研究结果为光唇
鱼病害防治提供了理论依据。
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　　光唇鱼 （Ａｅｒｏｓｓｏｃｈｅｉｌｕｓｆａｓｃｉａｔｕｓ）俗称淡水石
斑鱼、罗丝鱼等�隶属鲤形目、鲤科、鲃亚科、光唇
鱼属�是一类在山涧溪流和江河中上游等急流环
境中栖息的小型淡水鱼类�成鱼体长可达15～20
ｃｍ�其体侧具有6条垂直条纹�体色鲜艳�具有较
高经济价值 ［1］�且肉质细嫩�颇受消费者的青睐�
是目前正在推广养殖的小型淡水鱼类�未见有疾

病的报道。
自2008年以来�在绍兴养殖的光唇鱼出现了

较大规模的赤皮病。主要病症表现为活力降低、
吃食减少、表皮常出现赤皮、微出血。发病高峰
为3－5月�发病率70％�死亡率52％。该病给光
唇鱼养殖业造成严重的经济损失。本文对患病
光唇鱼赤皮病的病原菌进行了分析鉴定�并进行
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了药物敏感性实验�为开展光唇鱼赤皮病的药物
防治提供基础资料。
1　材料与方法
1．1　材料

病鱼取自浙江省新昌某光唇鱼养殖场�鱼重
25～30ｇ�健康鱼取自新昌沃洲鱼类开发研究所
苗种基地�水池暂养备用。
1．2　病原菌分离

患病光唇鱼症状为表皮赤皮、微出血。取发
病症状典型的濒死鱼�用70％的酒精棉球反复擦
拭消毒体表�用无菌剪刀打开腹腔�无菌操作取
肝脏、脾脏和肾脏等组织�划线接种于胰蛋白胨
大豆琼脂 （ＴＳＡ）培养基平板上�20℃培养24ｈ
后�挑取形态特征一致的优势菌落进行纯培养�
转接斜面保存备用。
1．3　病原菌的人工感染试验

在60ｃｍ×50ｃｍ×40ｃｍ水体的玻璃缸中�
每缸放养体重20～25ｇ的健康光唇鱼10尾�共
计90尾�连续充气�暂养5ｄ后进行腹腔注射感
染试验。感染浓度为 4×108、4×107、4×106
ＣＦＵ／ｍＬ�剂量为0．1ｍＬ�对照组注射同量无菌生
理盐水。连续7ｄ观察并记录试验光唇鱼死亡
数�同时对人工回归感染发病濒死的试验光唇鱼
进行病原菌再分离�观察再分离的菌株与原分离
菌株在形态与理化特性等方面是否一致。

另采集自然发病、症状典型病光唇鱼的肝胰
腺�按1∶10添加灭菌生理盐水进行冻融研磨�
10000ｒ／ｍｉｎ离心�上清过0．22μｍ滤膜�滤液对
健康光唇鱼 （10尾 ）进行攻毒。
1．4　病原菌鉴定
1．4．1　菌株生理生化特性测定

纯培养的细菌经20℃培养48～72ｈ后�依
据 《常见细菌系统鉴定手册》［2］和 《Ｂｅｒｇｅｙ’ｓ

ＭａｎｕａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ》［3］对菌株进行
生理生化特性测定和鉴定。
1．4．2　ｇｙｒＢ基因鉴定

分子生物学操作参照文献 ［4］进行�引物采
用ｇｙｒＢ基因通用引物 ［5］�ｇｙｒＢＦ：5′-ＡＣＡＡＣＴＣＣＴ
ＡＣＡＡＧＧＴＣＴＣＣＧ-3′和 ｇｒｙＢＲ：5′-ＴＣＡＧＣＡＧＣＡ
ＧＧＧＴＡＣＧＧＡＴＧＴ-3′。ＰＣＲ扩增产物用1．0％琼
脂糖凝胶电泳并进行回收纯化�引物合成和测序
由上海英骏生物技术有限公司完成。
1．5　序列分析

待鉴菌株ｇｙｒＢ基因序列通过ＮＣＢＩ的Ｂｌａｓｔｎ

检索系统进行序列同源性比对。
1．6　药敏试验

以涂布法接种病原菌于ＴＳＡ培养基平板上�
贴上药敏纸片 （直径6ｍｍ）�20℃培养48ｈ后测
抑菌圈直径。所用药敏纸片购自杭州天和微生
物试剂有限公司。
2　结果
2．1　病原菌的分离与致病性试验

从自然发病的光唇鱼肝脏中分离到1株菌
株�命名为ＧＣＬ100301�其ｇｙｒＢ序列ＧｅｎＢａｎｋ登
录号为：ＨＭ193858�同源性分析结果显示与荧光
假单胞菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）有90％的同源
性。

经人工回归感染试验�7ｄ内�4×108ＣＦＵ／
ｍＬ浓度细菌对光唇鱼的致死性极强�死亡率高
达100％；经4×107ＣＦＵ／ｍＬ浓度细菌感染后�光
唇鱼的死亡率达75％ （表1）。试验病鱼也表现
出了部分临床症状�而且从人工回归感染濒死的
病虾体内也可分离到与菌株 ＧＣＬ100301形态特
征及理化特性一致的菌株。组织滤液对健康光
唇鱼进行攻毒�20ｄ内未发现死亡。说明该病的
主要病原为荧光假单胞菌。

表1　人工回归感染结果
Ｔａｂ．1　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆａｒｔｉｆｉｃｉａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｓｔｒａｉｎＧＣＬ100301

菌株
注射浓度
（ＣＦＵ／ｍＬ） 鱼尾数

累计死亡尾数 （尾 ）
1ｄ 2ｄ 3ｄ 4ｄ 5ｄ 6ｄ 7ｄ

死亡率
（％ ）

ＧＣＬ100301
4×108 20 0 8 16 20 20 20 20 100
4×107 20 0 6 14 15 15 15 15 75
4×106 20 0 0 0 0 0 0 0 0

ＰＢＳ － 20 0 0 0 0 0 0 0 0
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2．2　病原菌的鉴定
2．2．1　病原菌生理生化特征测定

ＧＣＬ100301菌株在ＴＳＡ平板上呈灰白色�表
面湿润光滑�微隆起�边缘整齐�革兰氏染色阴

性。根据生理生化特性�该菌株与荧光假单胞菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）的生理生化特性相符�
初步鉴定为荧光假单胞菌 （表2）。

表2　生理生化特性
Ｔａｂ．2　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

项目
菌株

ＧＣＬ100301 Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ
氧化酶ＯＸ ＋ ＋
半乳糖苷酶ＯＮＰＧ － －
精氨酸双水解酶ＡＤＨ ＋ ＋
赖氨酸脱羧酶ＬＤＣ － －
鸟氨酸脱羧酶ＯＤＣ － －
柠檬酸盐ＣＩＴ ＋ ＋
Ｈ2Ｓ － －
脲酶ＵＲＥ － －
色氨酸脱氨酶ＴＤＡ － －
吲哚ＩＮＤ － －
ＶＰ ＋ ＋／－
生长温度

4℃ ＋ ＋
41℃ － －

项目
菌株

ＧＣＬ100301 Ｐ．ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ
革兰氏染色ＧＯＦ Ｇ－Ｏ Ｇ－Ｏ
明胶酶ＧＥＬ － ＋／－
葡萄糖ＧＬＵ － ＋／－
甘露糖ＭＡＮ － －
肌醇ＩＮＯ － －
山梨醇ＳＯＲ － －
鼠李糖ＲＨＡ － －
蔗糖ＳＵＣ － －
密二糖ＭＥＬ ＋ ＋／－
苦杏仁苷ＡＭＹ － －
阿拉伯糖ＡＲＡ － ＋／－
运动性 ＋ ＋
荧光色素 ＋ ＋

2．2．2　病原菌ｇｙｒＢ基因鉴定及序列分析
通过以ｇｙｒＢ基因的通用引物�ＧＣＬ100301基

因组为模板扩增获得长度约1200ｂｐ左右的片
段 （图1）�测序结果得到1114ｂｐ的ＤＮＡ片段�
ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＨＭ193858。通过 ＮＣＢＩ的
Ｂｌａｓｔｎ检索系统进行基因序列同源性检索�发现
同源性排前 3位的菌株都属于假单胞菌属
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐｐ．）。 与 荧 光 假 单 胞 菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ） 、草 莓 假 单 胞 菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｆｒａｇｉ）和恶臭假单胞菌的同源性分
别为98％、91％、90％。结合生理生化结果�菌株
ＧＣＬ100301与 荧 光 假 单 胞 菌 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｓ）具有高度相似性�初步鉴定为荧光假
单胞菌。
2．3　药敏结果

通过菌株ＧＣＬ100301对12种药物的敏感性
试验�结果表明菌株 ＧＣＬ100301对环丙沙星、新
霉素敏感�对青霉素、复方新诺明、先锋Ｖ、新生霉
素、痢特灵和头孢噻吩完全耐药�其余药物中度
敏感。具体结果见表3。
3　讨论

光唇鱼是我国一种较新的养殖品种�自开始

图1　ＧＣＬ100301菌株ｇｙｒＢ基因扩增产物电泳图
Ｆｉｇ．1　ＴｈｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｏｆＰＣＲ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｙｒＢｇｅｎｅｆｒｏｍｓｔｒａｉｎＧＣＬ100301

人工养殖以来�疾病病原未有报道。本研究对光
唇鱼赤皮病的病原进行了分离鉴定�人工感染试
验证实�菌株的毒力很强�导致光唇鱼患病死亡。
因此认为荧光假单胞菌为该病的病原。对于鱼
类来说�荧光假单胞菌是常见的条件致病菌�能
够引发赤皮病。当鱼体因捕捞、运输、放养等人
工操作或机械损伤、冻伤或被寄生虫寄生而受伤
时病菌就会乘虚而入从而引发赤皮病。

荧光假单胞菌能引起食物 （如牛奶 ）的污染�
还能引起人类疾病�如皮肤病、假性菌血症、骨髓
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表3　菌株ＧＣＬ100301的药物敏感性
Ｔａｂ．3　ＴｈｅａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｓｔｒａｉｎＧＣＬ100301

药物
纸片含量
（μｇ／片 ）

抑菌圈
（ｍｍ）

青霉素Ｇ 10 －
多粘菌素Ｂ 30 13
复方新诺明 23．75 －
庆大霉素 10 15
先锋Ｖ 30 －
新生霉素 30 －

药物
纸片含量
（μｇ／片 ）

抑菌圈
（ｍｍ）

痢特灵 300 －
新霉素 30 18
头孢噻吩 5 －
链霉素 10 13
氟哌酸 10 15
环丙沙星 5 18

炎和呼吸道感染等疾病 ［6－12］。荧光假单胞菌还
能感染海水鱼类和淡水鱼类 ［13－14］。目前水产品
养殖中由荧光假单胞菌引起的病害有皱纹盘鲍

溃烂病、烂鳍病、罗非鱼假单胞菌病、草鱼赤皮
病 ［15］、斑点叉尾 套肠症 ［16］、草鱼细菌性并发症
和虾育苗 “发光 ”病 （虾荧光病 ）等。舒新华等发
现荧光假单胞菌能感染牛蛙 ［17］；王高学等发现荧
光假单胞菌能感染大鲵 ［18］。印度的 Ｓｗａｉｎ报道
荧光假单胞菌是印度鲤的常见病原菌 ［19］。在克
罗地亚荧光假单胞菌被认为是大马哈鱼的常见

病原菌 ［20］。
作为淡水养殖中常见致病菌荧光假单胞菌�

在实际养殖中的防治方法比较局限�常靠通过环
境改良有益微生物使用间接抑制荧光假单胞菌

的繁殖�或使用化学药物进行治疗。本研究分离
的荧光假单胞菌对多种药物产生了耐药�仅对环
丙沙星和痢特灵具有一定的敏感性�说明了化学
药物疗法的潜在危险性。因此对荧光假单胞菌
的有效和无公害防治将成为该病防治的重点。
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