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新疆部分地区夏季患病白斑狗鱼维氏气单胞菌和温和
气单胞菌的分离鉴定及抗生素敏感性研究
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摘要： 为探明新疆白斑狗鱼 （Ｅｓｏｘ ｌｕｃｉｕｓ） 发生细菌性败血症的原因， 本研究调查了新疆呼图壁、 乌鲁木齐米东区 ５ 个养殖鱼塘白斑狗鱼发病情

况。 通过对病鱼的临床症状与病理变化观察、 高通量测序分析， 以及病原的分离鉴定、 毒力基因检测和回归感染试验， 明确病原的种类及致病特

点； 采用 Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｕｅｒ 纸片扩散法分析病原菌对 １６ 种抗生素的敏感性， 检测养殖场常用的氟苯尼考、 恩诺沙星和多西环素最小抑菌浓度和最小杀

菌浓度。 结果： 在患病白斑狗鱼的脏器中分离出 ４ 个优势菌株， 分别是 ３ 株维氏气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｖｅｒｏｎｉｉ） 和 １ 株温和气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ
ｓｏｂｒｉａ）， 携带黏附素 （ａｈａｌ）、 细胞毒性肠毒素 （ａｃｔ）、 丝氨酸蛋白酶 （ａｈｐ） ３ 种毒力基因。 人工回归感染后， ２ 种病原菌混合感染对鱼的致病

性损伤更严重， 半数致死量 （ＬＤ５０） 为 １􀆰 ５×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 维氏气单胞菌对麦迪霉素、 头孢噻吩以及喹诺酮类、 氯霉素类、 四环素类等 １２ 种抗生

素敏感， 对复方新诺明、 万古霉素、 青霉素和新霉素 ４ 种抗生素耐药； 温和气单胞菌对万古霉素以及喹诺酮类、 氯霉素类、 四环素类等 １３ 种抗

生素敏感， 对头孢噻吩、 青霉素和新霉素 ３ 种耐药。 恩诺沙星、 多西环素和氟苯尼考对维氏气单胞菌菌株抑菌效果最好， 多西环素对温和气单胞

菌菌株抑菌效果最好。 综上， 本研究首次报道了维氏气单胞菌和温和气单胞菌在新疆地区白斑狗鱼中的致病性及对不同抗生素的敏感性， 为新疆

地区白斑狗鱼细菌性败血症的诊断与防控提供了重要参考。
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　 　 白斑狗鱼 （Ｅｓｏｘ ｌｕｃｉｕｓ） 隶属鲑形目 （ Ｓａｌｍｏｎｉ⁃
ｆｏｒｍｅｓ）、 狗鱼科 （Ｅｓｏｃｉｄａｅ）、 狗鱼属 （Ｅｓｏｘ）， 是世

界上著名的亚冷水性、 肉食性淡水鱼类， 抗寒能力较

强， 最适宜生长温度为 １８ ～ ２０ ℃ ［１］， 分布于亚洲的

中国， 欧洲的俄罗斯、 波兰、 意大利， 北美洲的加拿

大、 美国等湖泊河流中［２］。 白斑狗鱼在我国仅分布

于新疆额尔齐斯河上游［３］， 是新疆特有土著经济鱼

类， 俗称 “乔尔泰”， 在新疆乌鲁木齐、 昌吉、 石河

子等地区进行大量人工养殖。 在夏季平均气温 ２８ ～
３５ ℃的高温时节， 白斑狗鱼容易发生细菌性败血症，
患病鱼体表有不同程度溃烂充血， 内脏器官肿大伴有

出血点， 死亡率较高， 对白斑狗鱼养殖业危害较严

重。 目前白斑狗鱼细菌性败血症的病原菌已报道的有

嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） ［４］、 杀鲑气单

胞菌史氏亚种 （Ａ． ｓａｌｍｏｎｉｄａ ｓｕｂｓｐ． Ｓｍｉｔｈ） ［５］， 对于

其他病原菌还未见报道。
气单胞菌能产生多种毒力因子， 如丝氨酸蛋白酶

（ａｈｐ）、 溶血素 （ ｈｌｙ）、 热不稳定性肠毒素 （ ａｌｔ）、
细胞毒性肠毒素 （ ａｃｔ）、 气溶素 （ ａｅｒ）、 黏附素

（ａｈａｌ） 等， 导致细菌性败血症的发生［６－７］。 其中维

氏气单胞菌 （Ａ． ｖｅｒｏｎｉｉ） 可感染黄颡鱼［８］、 黄鳝［９］、
大口黑鲈鱼［１０］、 草鱼［１１］ 等淡水鱼类， 引起内脏器官

充血肿大、 腹水、 体表溃烂等症状［１２］； 温和气单胞

菌 （Ａ． ｓｏｂｒｉａ） 可感染长丝裂腹鱼、 大口黑鲈鱼、 细

鳞鱼等淡水鱼类［１３－１５］， 引起体表溃烂、 口腔内充血

红肿， 肠道内出现渗血点等症状［１６－１７］。 一直以来，
水产养殖细菌性疾病的防治多依赖于抗生素药物， 但

其超量、 违规使用药物的现象较普遍， 造成耐药性及

药物残留严重超标等问题［１８］， 因此针对病原菌进行

药物敏感性检测， 筛选出更敏感的抗菌药物， 可有效

减少水产养殖业经济损失。 课题组前期对养殖鱼塘的

白斑狗鱼细菌性败血症流行病学调查发现， 该病是由

多种病原菌混合感染导致。 本研究首先从患病白斑狗

鱼脏器中分离出优势病原菌， 对分离菌株进行理化特

性分析及分子鉴定， 最后通过致病性研究及药物敏感

性检测， 明确白斑狗鱼细菌性败血症的病原种类及特

性， 以期为该病的早期预测预警和有效防控提供理论

依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病料来源

２０２３ 年 ８ 月， 采集自新疆呼图壁、 乌鲁木齐米

东区 ５ 个养殖鱼塘体表部分充血红肿的患病濒死白斑

狗鱼 １９ 尾， 体长 （ ２９􀆰 ５ ± ７􀆰 ５） ｃｍ， 体重 （ ４０１ ±
３２４） ｇ。
１􀆰 ２　 试验动物

健康白斑狗鱼 １６０ 尾购自新疆五家渠某大型养殖

场， 平均体重 （１００ ±２􀆰 ６） ｇ， 于 １９ ℃ 水箱中饲养

１４ ｄ 待用。
１􀆰 ３　 主要试剂

脑心浸液 （ＢＨＩ） 琼脂及肉汤培养基、 ＲＳ 培养

基、 ＡＨＭ 鉴定培养基、 革兰染色剂购自青岛海博生

物技术有限公司； 细菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、
Ｄ２０００ Ｍａｒｋｅｒ 购自北京天根生化科技有限公司； 生化

微量鉴定管、 药敏纸片购自杭州滨和微生物试剂有限

公司。 用于菌种鉴定的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物 Ａ１［１９］、
Ａ２［２０］ 以 及 毒 力 基 因 ａｈｐ［２１］、 ｈｌｙ［２１］、 ａｅｒ［２２］、
ａｈａｌ［２３］、 ａｃｔ［２４］的引物， 由上海生工生物工程股份有

限公司合成 （见表 １）。
１􀆰 ４　 高通量测序检测病原菌

选取患病未死及死亡 １～２ ｈ 的白斑狗鱼 ７ 尾， 分

别编号为①～⑦， 取其部分肝、 脾、 肾共计 ９ 个病料

样本， 液氮速冻送至南京奥青生物技术有限公司进行

高通量测序。 按照不同病料分组为肝脏组 （Ｎ１ 组）、
脾脏组 （Ｎ２ 组） 和肾脏组 （Ｎ３ 组） （表 ２）， 采用

ＱＩＩＭＥ２ 和 Ｒ 软件 （ｖ４􀆰 ０􀆰 ５） 对病料中的细菌进行属

水平分析。 根据各病料测序结果， 对病原菌进行初步

的预测和分离培养。
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表 １　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 及毒力基因引物序列信息

引物名称 　 　 引物序列 （５′→３′） 目的片段长度 ／ ｂｐ

１６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物 Ａ１
Ｆ： ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
Ｒ： ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ

１ ５００

１６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物 Ａ２
Ｆ： ＡＧＡＧＴＴＴＡＧＴＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
Ｒ： ＴＡＣＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ

１ ４３１

ａｈｐ
Ｆ： ＧＴＴＡＧＣＧＴＴＧＧＣＡＡＴＣＴＣＧ
Ｒ： ＣＧＣＴＧＧＡＧＴＡＧＧＡＧＧＡＡＣＧ

８７４

ｈｌｙ
Ｆ： ＴＧＡＣＡＧＧＣＡＡＧＴＡＧＡＡＴＡＡＣＧＣ
Ｒ： ＴＧＴＣＣＧＣＣＴＴＣＣＡＣＴＣＣＣ

１ ８１５

ａｅｒ
Ｆ： ＣＡＡＧＡＡＣＡＡＧＴＴＣＡＡＧＴＧＧＣＣＡ
Ｒ： ＡＣＧＡＡＧＧＴＧＴＧＧＴＴＣＣＡＧＴ

３０９

ａｈａｌ
Ｆ： ＣＴＡＴＧＡＡＡＡＡＧＡＣＡＡＴＴＣＴＧＧＣＴ
Ｒ： ＡＧＧＣＴＡＧＡＴＴＡＧＡＡＧＴＴＧＴＡＴＴＧ

１ １３２

ａｃｔ
Ｆ： ＡＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＣＡ
Ｒ： ＡＡＣＴＧＡＣＡＴＣＧＧＣＣＴＴＧＡＡＣＴＣ

２３２

表 ２　 ７ 条患病白斑狗鱼病料高通量测序分组

组别 肝脏 脾脏 肾脏

Ｎ１ ①②③④⑦ － －

Ｎ２ － ④ ⑤ －

Ｎ３ － － ④ ⑥

　 　 注： ①～⑦为 ７ 条患病白斑狗鱼编号。

１􀆰 ５　 病原菌分离纯化及形态学观察

基于高通量测序结果， 无菌取病鱼和健康鱼的部

分内脏， 分别划线接种于 ＢＨＩ 琼脂培养基， ２８ ℃ 培

养 ２４ ｈ， 挑取优势单菌落纯化培养， 将优势单菌落接

种于 ＲＳ 鉴定培养基、 血琼脂培养基、 ＡＨＭ 半固体鉴

定培养基， ２８ ℃ 培养 １８ ～ ２４ ｈ， 并且对纯化的优势

单菌落进行革兰染色， 在光学显微镜下观察细菌形态

特征及染色特性。
１􀆰 ６　 病原菌生理生化鉴定

将纯化优势单菌落分别接种于杭州滨和微生物试

剂有限公司的细菌微量生化反应管， ３０ ℃培养 ２４ ～
４８ ｈ， 观察颜色和状态变化， 根据菌株产生的酶类和

水解活性， 参考 《常见细菌系统鉴定手册》 初步判

定病原菌的种类。
１􀆰 ７　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 分子鉴定与毒力基因检测

根据细菌基因 ＤＮＡ 提取试剂盒说明书提取病原

菌 ＤＮＡ 作为模板， 进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物 Ａ１、 Ａ２
和 ａｈｐ、 ｈｌｙ、 ａｅｒ、 ａｃｔ、 ａｈａｌ ５ 种毒力基因序列扩增。
ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬ： ２×Ｔａｑ ｐｌｕｓ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ

１２􀆰 ５ μＬ， 上下游引物各 １ μＬ， 模板 ＤＮＡ １ μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ 补足。 扩增条件见表 ３。 阴性对照以 ｄｄＨ２Ｏ 为

ＤＮＡ 模板。 采用 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳检测 ＰＣＲ 产

物， 将 １６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物 Ａ１、 Ａ２ 扩增产物送至生

工生物工程 （上海） 股份有限公司进行测序。 通过

ＮＣＢＩ 网站的 ＢＬＡＳＴ 进行序列同源性比对（ ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｂｌａｓｔ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ ／ Ｂｌａｓｔ．ｃｇｉ）， 利用 ＭＥＧＡ １１􀆰 ０ 软

件， 使用最大似然法 （Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ） 构建系

统发育树。
１􀆰 ８　 人工回归感染试验

将纯化维氏气单胞菌和温和气单胞菌接种于 ＢＨＩ
液体培养基， ３０ ℃、 ２２０ ｒ ／ ｍｉｎ 过夜培养后， ４ ℃、
４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心５ ｍｉｎ， 经无菌生理盐水洗涤后再次

离心， 重复 ３ 次得到菌悬液， 同时取维氏气单胞菌和

温和气单胞菌的菌悬液 １ ∶ １ 制备为混合菌 （ ＪＺＭ）
进行人工感染试验。 将维氏气单胞菌、 温和气单胞菌

和混合菌悬液分别用麦氏比浊管和生理盐水稀释至

１×１０８、 １× １０７、 １ × １０６、 １ × １０５、 １ × １０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ共 ５
个浓度。 对 ３ 种菌悬液按照稀释浓度进行试验分组，
每组健康白斑狗鱼 １０ 尾， 每尾腹腔注射 １ ｍＬ 细菌悬

液， 对照组每尾腹腔注射 １ ｍＬ 无菌生理盐水， 连续

观察 ５ ｄ， 记录试验组和对照组的发病鱼数、 死亡鱼

数及临床症状， 根据寇氏法［２９］ 计算出病原菌的半数

致死量 （ＬＤ５０）， 并选取濒死个体进行剖检及病原菌

分离鉴定。
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表 ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 及毒力基因扩增及反应体系

引物名称 扩增条件

１６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物 Ａ１ ９４ ℃预变性 １０ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ５７ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ９０ ｓ， ３２ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ

１６Ｓ ｒＤＮＡ 通用引物 Ａ２ ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ １ ｍｉｎ， ５５ ℃ １ ｍｉｎ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， ３６ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ

ａｈｐ ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ５３ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ ３０ ｓ， ３５ 个循环； ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ

ｈｌｙ
ａｅｒ

９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎ

ａｈａｌ
ａｃｔ

９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ； ９４ ℃ ３０ ｓ， ６５ ℃ ３０ ｓ， ７２ ℃ １ ｍｉｎ， ３０ 个循环； ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ

１􀆰 ９　 病原菌药物敏感性分析及抑菌浓度测定

采用标准 Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｕｅｒ 纸片扩散法， 对分离菌株

用无菌生理盐水稀释至 １×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ， 均匀涂布于

ＢＨＩ 琼脂培养基上， 将 １６ 种抗生素药敏纸片均匀贴

在培养基表面， ３０ ℃培养 ２４ ｈ， 测量并记录抑菌圈

直径， 判定分离菌株对抗生素的耐药性。 针对养殖中

常用的氟苯尼考、 恩诺沙星和多西环素进行抑菌浓度

测定。 配制 １×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 病原菌悬液， 通过倍比稀

释进行最小抑菌浓 度 （ ＭＩＣ ） 和 最 小 杀 菌 浓 度

（ＭＢＣ） 的测定， 药物浓度梯度为 ２５６、 １２８、 ６４、
３２、 １６、 ８、 ４、 ２、 １、 ０􀆰 ５、 ０􀆰 ２５、 ０􀆰 １２５、 ０ μｇ ／ ｍＬ。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 患病白斑狗鱼临床症状及病理变化

在患病初期， 鱼离群游动缓慢， 在出水口周围徘

徊， 疾病高峰期死亡率较高， 呈急性死亡趋势。 患病

鱼体表腹部、 下颌和肌肉组织充血， 鳃边缘、 腹部和

鳍基部充血较严重， 剖检观察到含有少量腹水， 肝脏

肿大呈土黄色、 脾脏黑紫色 （见图 １）。

１􀆰 鱼体、 腹部部分充血； ２􀆰 肝脏肿大呈土黄色、 脾脏呈黑紫色；
３􀆰 肾脏充血易碎。

图 １　 患病白斑狗鱼临床症状及病理变化

２􀆰 ２　 患病白斑狗鱼内脏病原菌高通量测序分析

病料菌群组成结果分析中， 气单胞菌属的相对丰

度以 Ｎ３ 组最高， 其次为 Ｎ１ 组， 最后为 Ｎ２ 组， 表明

气单胞菌在肾脏丰度最高， 其次为肝脏， 最后为脾脏

（见图 ２）。 在 Ｎ１ 组的①号和②号鱼肝脏， Ｎ２ 组的④
号和⑤号鱼脾脏， Ｎ３ 组的⑥号鱼肾脏均检测出气单

胞菌 （见图 ３）。 根据测序结果分别选取以上患病鱼

的肾脏、 肝脏和脾脏进行病原菌的分离鉴定。
２􀆰 ３　 病原菌形态学观察

根据高通量测序结果， 在患病白斑狗鱼的肝脏、
脾脏和肾脏组织中分离 ４ 株优势菌， 在 ＢＨＩ 琼脂培

养基上呈圆形湿润光滑、 中央隆起、 灰白色半透明菌

落。 镜检见末端钝圆的革兰阴性杆菌， 与气单胞菌的

形态特征一致。 分离菌株在 ＲＳ 培养基上呈圆形光

滑、 中央隆起、 黄色且不透明菌落； 在绵羊血琼脂上

生长良好， 菌落呈灰白色， 为典型的 β 溶血。 初步

鉴定 ４ 个分离菌株为气单胞菌， 分别命名为 ＪＺ１ ～
ＪＺ４。 　

图 ２　 患鱼不同脏器高通量测序分析病原菌的

属水平相对丰度
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图 ３　 患病鱼不同个体高通量测序分析病原菌的属水平相对丰度

２􀆰 ４　 病原菌生理生化特性

分离菌株 ＪＺ２ 能利用七叶素， 不能利用 Ｈ２Ｓ， 与

温和气单胞菌生理生化特性一致； 分离菌株 ＪＺ３ 能利

用苯丙氨酸， ＪＺ１ 和 ＪＺ４ 能利用鸟氨酸和苯丙氨酸，

不能利用 Ｈ２Ｓ， 与维氏气单胞菌生理生化特性一致

（见表 ４）。 基于生理生化鉴定结果， 初步判定分离菌

株 ＪＺ２ 为温和气单胞菌， ＪＺ１、 ＪＺ３ 和 ＪＺ４ 为维氏气单

胞菌。

表 ４　 分离菌株生理生化特征鉴定结果

生化项目
维氏气

单胞菌［２５］

温和气

单胞菌［２５］

分离菌株

ＪＺ１ ＪＺ２ ＪＺ３ ＪＺ４
生化项目

维氏气

单胞菌［２５］

温和气

单胞菌［２５］

分离菌株

ＪＺ１ ＪＺ２ ＪＺ３ ＪＺ４

鸟氨酸 ＋ － ＋ － － ＋

精氨酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

赖氨酸 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

蔗糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

尿素 － － ＋ ＋ ＋ ＋

七叶苷 ＋ － ＋ － ＋ ＋

葡萄糖 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｈ２Ｓ － － － － ＋ －

ＯＮＰＧ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

甘露醇 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

麦芽糖 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

木糖 － － － － － －

侧金盏花醇 － － － － － －

靛基质 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

硝酸盐还原 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

苯丙氨酸 ＋ － ＋ － ＋ ＋

氧化酶 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

精氨酸双水解 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

乳糖 － － － － － －

ＶＰ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　 　 注： “＋” 表示阳性， “－” 表示阴性。 下同。

２􀆰 ５　 分子鉴定及系统发育树分析

利用通用引物 Ａ１ 和 Ａ２ 进行 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增， 结

果显示， 分离菌株 ＪＺ１ ～ ＪＺ４ 在 １ ５００ ｂｐ 处有单一条

带与预期大小一致 （见图 ４）； 测序后序列与维氏气

单胞菌、 温和气单胞菌参考株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列的同源

性均在 ９９􀆰 ６３％以上。 构建的系统发育树显示， 分离

菌株 ＪＺ１、 ＪＺ３ 和 ＪＺ４ 与维氏气单胞菌 （ＯＲ６８７２１９􀆰 １、
ＫＹ７６７５０７􀆰 １、 ＭＦ７１６７０７􀆰 １） 序列亲缘关系较近， 聚
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类形成一个分支； 分离菌株 ＪＺ２ 与温和气单胞菌

（ＫＣ２１０７９８􀆰 １、 ＭＦ２１６２８４􀆰 １、 ＭＦ１８５２２５􀆰 １） 序列亲

缘关系较近， 聚类形成一个分支； 分离菌株均与嗜水

气 单 胞 菌 （ ＭＧ９８４６２４􀆰 １ ）、 荧 光 假 单 胞 菌

（ＦＪ９７２５３６􀆰 １）、 舒伯特气单胞菌 （ＬＮ８４９８０７􀆰 １）、 铜

绿假单胞菌 （ＡＭ４１９１５３􀆰 ２） 亲缘关系较远， 聚类形

成不同分支。 判定分离菌株 ＪＺ１、 ＪＺ３、 ＪＺ４ 为维氏气

单胞菌， ＪＺ２ 为温和气单胞菌 （见图 ５）。
２􀆰 ６　 病原菌毒力基因检测

对 ４ 个菌株进行气单胞菌属的常见毒力基因检

测， 维氏气单胞菌 ＪＺ１、 ＪＺ４ 均携带 ａｈａｌ、 ａｃｔ 基因；
温和气单胞菌 ＪＺ２、 维氏气单胞菌 ＪＺ３ 携带 ａｈａｌ、
ａｃｔ、 ａｈｐ 基因， ４ 个菌株均不具有 ａｅｒ、 ｈｌｙ 基因 （见
图 ６）。 因此， 维氏气单胞菌 ＪＺ１、 ＪＺ４ 的毒力基因型

为 ａｈａｌ＋ ａｃｔ＋， 维氏气单胞菌 ＪＺ３ 的毒力基因型为

ａｈａｌ＋ａｃｔ＋ ａｈｐ＋； 温和气单胞菌 ＪＺ２ 的毒力基因型为

ａｈａｌ＋ａｃｔ＋ａｈｐ＋。

Ｍ． Ｄ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～４􀆰 利用通用引物 Ａ１ 检测 ＪＺ１～ ＪＺ４； ５～８􀆰 利

用通用引物 Ａ２ 检测 ＪＺ１～ ＪＺ４； ９􀆰 阴性对照。

图 ４　 分离菌株 ＪＺ１～ ＪＺ４ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因 ＰＣＲ 扩增产物

注： ●为本试验分离株。

图 ５　 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列构建的系统进化树

２􀆰 ７　 人工回归感染试验

人工感染后的白斑狗鱼在体表腹部、 下颌部均出

现大面积充血， 有腹水， 肝脏均肿大呈土黄色， 肾脏

充血易碎， 其中混合菌 ＪＺＭ 携带 ３ 种毒力基因 ａｈｐ＋

ａｈａｌ＋ａｃｔ＋， 致病性最强， 平均致死率为 ６６％， ＬＤ５０为

１􀆰 ５×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ； 维氏气单胞菌菌株 ＪＺ１ 只携带 ２
种毒力基因 ａｈａｌ＋ ａｃｔ＋， 平均致死率为 ６２％， ＬＤ５０ 为

２􀆰 ５×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ； 温和气单胞菌菌株 ＪＺ２ 携带 ３ 种

毒力基因 ａｈｐ＋ａｈａｌ＋ａｃｔ＋， 平均致死率为 ６４％， ＬＤ５０为

１􀆰 ９×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ （见表 ５）。 从发病鱼体内分离出的

菌株， 其形态、 生化及分子鉴定结果与攻毒菌株

一致。
２􀆰 ８　 病原菌药物敏感性及抑菌浓度测定

根据抑菌圈直径大小判定维氏气单胞菌 ＪＺ１、
ＪＺ３ 和 ＪＺ４ 对复方新诺明、 万古霉素、 青霉素和新霉

素耐药， 对麦迪霉素、 头孢噻吩以及喹诺酮类、 氯霉

素类、 四环素类药物敏感； 温和气单胞菌 ＪＺ２ 对头孢

噻吩、 青霉素和新霉素耐药， 对万古霉素以及喹诺酮
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类、 氯霉素类、 四环素类药物敏感 （见表 ６）。 针对

养殖场常用的氟苯尼考、 恩诺沙星、 多西环素对 ＪＺ１
的 ＭＩＣ 分别为 ８、 ４、 ８ μｇ ／ ｍＬ， ＭＢＣ 分别为 １２８、
６４、 １２８ μｇ ／ ｍＬ； 对 ＪＺ２ 的 ＭＩＣ 分 别 为 ８、 ８、 ４
μｇ ／ ｍＬ， ＭＢＣ 分别为 １２８、 １２８、 ６４ μｇ ／ ｍＬ； 对 ＪＺ３

的 ＭＩＣ 分 别 为 ８、 ８、 ４ μｇ ／ ｍＬ， ＭＢＣ 均 为 １２８
μｇ ／ ｍＬ； 对 ＪＺ４ 的 ＭＩＣ 分别为 ４、 ８、 ８ μｇ ／ ｍＬ； ＭＢＣ
分别为 ６４、 １２８、 １２８ μｇ ／ ｍＬ， 表明恩诺沙星对 ＪＺ１
抑菌效果最好， 多西环素对 ＪＺ２、 ＪＺ３ 抑菌效果最好，
氟苯尼考对 ＪＺ４ 抑菌效果最好 （见表 ７、 表 ８）。

Ｍ． Ｄ２０００ Ｍａｒｋｅｒ； １～４􀆰 ＪＺ１～ ＪＺ４ ＰＣＲ 扩增 ａｈａｌ； ６～９􀆰 ＪＺ１～ ＪＺ４ ＰＣＲ 扩增 ａｃｔ； １１ ～ １４􀆰 ＪＺ１ ～ ＪＺ４ ＰＣＲ 扩增 ｈｌｙ； １６ ～ １９􀆰 ＪＺ１ ～ ＪＺ４ ＰＣＲ 扩增

ａｅｒ； ２１～２４􀆰 ＪＺ１～ ＪＺ４ ＰＣＲ 扩增 ａｈｐ； ５、 １０、 １５、 ２０、 ２５􀆰 阴性对照 。

图 ６　 菌株 ＪＺ１～ ＪＺ４ ＰＣＲ 扩增 ａｈａｌ、 ａｃｔ、 ｈｌｙ、 ａｅｒ、 ａｈｐ 毒力基因产物

表 ５　 菌株毒力基因及其致病力的相关性

菌株 细菌种类
毒力基因

ａｅｒ ｈｌｙ ａｈｐ ａｈａｌ ａｃｔ
平均致死率 ／ ％ ＬＤ５０ ／ （ＣＦＵ·ｍＬ－１）

ＪＺ１ 维氏气单胞菌 － － － ＋ ＋ ６２ ２􀆰 ５×１０５

ＪＺ２ 温和气单胞菌 － － ＋ ＋ ＋ ６４ １􀆰 ９×１０５

ＪＺＭ 维氏气单胞菌＋温和气单胞菌 － － ＋ ＋ ＋ ６６ １􀆰 ５×１０５

表 ６　 ４ 株分离菌株的抗生素敏感性检测结果

抗生素
ＪＺ１ 株 ＪＺ２ 株 ＪＺ３ 株 ＪＺ４ 株

抑菌圈直径 ／ ｍｍ 敏感度 抑菌圈直径 ／ ｍｍ 敏感度 抑菌圈直径 ／ ｍｍ 敏感度 抑菌圈直径 ／ ｍｍ 敏感度

氟苯尼考 ３４ Ｓ ３０ Ｓ ３５ Ｓ ３１ Ｓ

环丙沙星 ３０ Ｓ ４０ Ｓ ３０ Ｓ ３０ Ｓ

强力霉素 ２７ Ｓ ２６􀆰 ５ Ｓ ２５􀆰 ５ Ｓ ２７ Ｓ

米诺环素 ２５􀆰 ５ Ｓ ２４ Ｓ ２５􀆰 ５ Ｓ ２６ Ｓ

青霉素 ６ Ｒ ６ Ｒ ６ Ｒ ６ Ｒ

新霉素 １５ Ｒ １５ Ｒ １７ Ｒ １５ Ｒ

恩诺沙星 ３０ Ｓ ４０ Ｓ ３０ Ｓ ２７ Ｓ

卡那霉素 ２０ Ｓ ２２􀆰 ５ Ｓ １９ Ｓ １７ Ｉ

四环素 ３１ Ｓ ３２􀆰 ５ Ｓ ２７ Ｓ ２８ Ｓ

左氟沙星 ３５ Ｓ ４０ Ｓ ３１ Ｓ ２８ Ｓ

庆大霉素 ２０ Ｓ ２３􀆰 ５ Ｓ １７ Ｓ １７ Ｓ

麦迪霉素 １８􀆰 ５ Ｓ １５ Ｉ １９􀆰 ５ Ｓ １９ Ｓ

复方新诺明 ２２ Ｒ ２４ Ｉ ２１ Ｒ ２１ Ｒ

氯霉素 ３５􀆰 ５ Ｓ ３４ Ｓ ３２ Ｓ ３４ Ｓ

头孢噻吩 ２７􀆰 ５ Ｓ １０ Ｒ ２６􀆰 ５ Ｓ ２３ Ｓ

万古霉素 ９ Ｒ １３ Ｓ ６ Ｒ ９ Ｒ

　 　 注： Ｒ 表示耐药， Ｉ 表示中介， 表示 Ｓ 敏感。
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表 ７　 ３ 种抗生素对 ４ 株分离菌株的 ＭＩＣ

菌株 抗生素
药液浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

２５６ １２８ ６４ ３２ １６ ８ ４ ２ １ ０􀆰 ５ ０􀆰 ２５ ０􀆰 １２５

ＪＺ１

氟苯尼考 － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

恩诺沙星 － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

多西环素 － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＪＺ２

氟苯尼考 － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

恩诺沙星 － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

多西环素 － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＪＺ３

氟苯尼考 － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

恩诺沙星 － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

多西环素 － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＪＺ４

氟苯尼考 － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

恩诺沙星 － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

多西环素 － － － － － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

　 　 注： “－” 表示无肉眼可见的细菌生长， “＋” 表示有肉眼可见的细菌生长。 下同。

表 ８　 ３ 种抗生素对 ４ 株分离菌株的 ＭＢＣ

菌株 抗生素
药液浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

２５６ １２８ ６４ ３２ １６ ８ ４ ２ １ ０􀆰 ５ ０􀆰 ２５ ０􀆰 １２５

ＪＺ１

氟苯尼考 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

恩诺沙星 － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

多西环素 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＪＺ２

氟苯尼考 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

恩诺沙星 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

多西环素 － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＪＺ３

氟苯尼考 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

恩诺沙星 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

多西环素 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

ＪＺ４

氟苯尼考 － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

恩诺沙星 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

多西环素 － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

３　 讨论

本研究对患病鱼内脏器官进行高通量测序， 发现

除了未确定菌群和其他菌群外， 气单胞菌、 假单胞

菌、 梭菌、 变形杆菌和消化球菌属的相对丰度占比较

大。 这些菌群包含条件致病菌和致病菌， 其中梭状芽

胞杆菌、 消化球菌、 变形杆菌等属于鱼类肠道中的正

常优势菌群［２６－２７］， 假单胞菌多为鱼类的特定腐败

菌［２８］， 可能是在分离内脏器官的操作中污染所致。
气单胞菌属于鱼类条件致病菌， 在水质、 环境及鱼类

自身免疫低下时可以导致鱼类感染发病。 目前， 已有

报道白斑狗鱼细菌性败血症中气单胞菌的感染， 但均

为单独感染， 如嗜水气单胞菌［４， ２９］、 杀鲑气单胞菌

史氏亚种［５］， 但本研究检测出患鱼存在维氏气单胞

菌和温和气单胞菌两种细菌混合感染， 与上述报道不

同。 细菌性败血症病原菌有单种感染也有混合感染，
在其他养殖鱼中发现由多个病原菌混合感染的情况较

多， 如印度鲤暴发的细菌性败血症由嗜水气单胞菌、
铜绿假单胞菌混合感染引起［３０］； 广东肇庆地区鲮鱼

败血症由嗜水气单胞菌和温和气单胞菌混合感染引

起［３１］。 细菌性败血症病原菌的复杂性可能取决于养

殖环境、 鱼类自身和细菌内在因素相互作用。
病原菌的致病性是多种毒力基因共同作用的结

果， 本研究检测了维氏气单胞菌和温和气单胞菌的 ５
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种相关毒力基因 （ａｈｐ、 ｈｌｙ、 ａｅｒ、 ａｃｔ、 ａｈａｌ）， 其中

ａｈｐ 具有间接或直接致病性， ａｈａｌ 具有黏附作用， 均

可在致病过程中直接破坏宿主组织或增强细菌对宿主

的侵袭和扩散能力； ａｃｔ、 ａｅｒ、 ｈｌｙ 具有溶血活性、 肠

毒性， 可以裂解细胞并损坏组织， 其产生的毒素能参

与重要的发病机制［３２］。 本研究中检测出的毒力基因

与引起的病症相符合， 如发病鱼均有体表及内脏器官

出血红肿现象。 本研究 ４ 株分离菌株具有 ａｃｔ、 ａｈｐ 和

ａｈａｌ 等 ３ 种毒力基因， 与相关报道的结果相似［３３－３５］，
但与庞月［３６］、 田浪等［３７］报道的锦鲤和斑点叉尾鮰的

致病性维氏气单胞菌具有 ａｅｒ 的结果不一致。 本研究

试验鱼体表和内脏病变程度与检测的分离菌株所表达

的毒力基因种类相对应， 以含有 ３ 种毒力基因混合菌

株感染的试验鱼症状最严重， 平均死亡率和 ＬＤ５０均

较高， 而仅含有 ２ 种毒力基因的菌株试验鱼的平均死

亡率和 ＬＤ５０的值相对较低， 由此可见， 混合菌株感

染对白斑狗鱼的致病性相较于单种细菌感染更强， 并

且 ４ 株分离菌株均含有 ａｃｔ， 可能是导致患病白斑狗

鱼出现体表、 内脏充血的主要毒力基因， 菌株毒力的

强弱与致病性的差异还需要进一步研究。
细菌性败血症的防治主要使用抗生素［３８］、 噬菌

体［３９］、 疫苗［４０］等。 抗生素在水产养殖的多种细菌性

疾病防治中广泛运用［４１］， 为避免耐药性， 常采用

Ｋｉｒｂｙ－Ｂａｕｅｒ 纸片扩散法检测药物敏感性。 本研究选

择 １６ 种抗生素检测 ４ 株分离菌的药物敏感性， 结果

发现两种气单胞菌对氟苯尼考、 环丙沙星、 强力霉素

等 １０ 种抗生素敏感， 与已报道过的维氏气单胞菌与

温和气单胞菌的药敏结果相似［４２－４４］， 表明水产养殖

中对于维氏气单胞菌和温和气单胞菌的防治多以氯霉

素类、 喹诺酮类和四环素类为主。 两种气单胞菌对新

霉素耐药， 与雷宁等［４５］ 报道的大口黑鲈感染的维氏

气单胞菌对新霉素敏感性不同， 表明本研究分离的菌

株已对新霉素产生抗药性。 针对养殖场使用的氟苯尼

考、 恩诺沙星和多西环素进行抑菌浓度检测， 发现上

述 ３ 种药物对 ３ 株维氏气单胞菌有不同的抑菌效果，
恩诺沙星、 氟苯尼考对温和气单胞菌菌株的抑菌效果

不如多西环素。 由此可见， 水产养殖用药应通过药敏

试验科学选择药物， 规避误用滥用药物， 通过联合用

药、 交替用药来减少耐药风险并且影响菌株毒力作

用， 提高鱼类品质， 降低对养殖环境破坏， 为实现精

准防控提供用药参考。
综上， 本研究从患病白斑狗鱼脏器中分离鉴定出

维氏气单胞菌 ３ 株、 温和气单胞菌 １ 株， 具有毒力基

因 ａｈａｌ、 ａｃｔ、 ａｈｐ， ２ 种病原菌混合感染对白斑狗鱼

的致病性损伤更严重。 通过药敏试验检测出分离菌株

对氟苯尼考、 环丙沙星、 强力霉素等敏感。 本研究报

道了新疆地区白斑狗鱼的维氏气单胞菌和温和气单胞

菌混合感染及其致病特性和耐药特性， 为养殖白斑狗

鱼细菌性败血症的有效防控提供理论依据。
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