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鲟致病性类志贺邻单胞菌的鉴定及药物敏感性

王小亮ꎬ徐立蒲∗ꎬ曹欢ꎬ王静波ꎬ王姝
北京市水产技术推广站ꎬ北京　 １０００２１

摘要:【目的】２０１２ 年夏季北京地区多地养殖的鲟鱼发病ꎬ主要临床症状为肛门红肿、伴有黄色分泌物ꎬ腹腔

内有大量腹水ꎬ腹腔内壁有出血点ꎬ肝脏点状出血ꎬ脾脏肿大等ꎬ累计死亡率达 ６０％ ꎮ 本文目的为研究其病

原ꎮ 【方法】从具有临床症状的濒死鱼中分离病原菌ꎬ分析病原菌的形态特征、理化特性、分类地位及药物敏

感性等特性ꎬ经过人工感染及引起的组织病理确认致病性ꎮ 【结果】结果显示病原菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列构建

的进化树ꎬ与类志贺邻单胞菌同源性最高ꎬ在 ９９％ 以上ꎻ结合其生理生化特征和 ＡＰＩ 细菌鉴定系统的结果ꎬ
确认为类志贺邻单胞菌ꎮ 该菌对鲟鱼的半致死量 ＬＤ５０为 １ ０ × １０５ ８ ＣＦＵ / ｍＬꎬ引起肝、肾和脾组织病变ꎮ 胞

外产物不具有淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶和明胶酶活性ꎬ也无溶血性ꎬ推测其毒性可能来源于内毒素ꎮ 该菌对恩

诺沙星、盐酸多西环素、氟苯尼考和甲枫霉素敏感ꎬ药物敏感浓度均小于 ２μｇ / ｍＬꎻ而对试验的其它抗菌药物

不敏感ꎮ 【结论】确认类志贺邻单胞菌是引起北京地区鲟鱼发生上述临床症状疾病的主要致病菌ꎬ可优选盐

酸多西环素、氟苯尼考和恩诺沙星进行防治ꎮ
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　 　 鲟鱼隶属于硬骨鱼纲(Ｏｓｔｅｉｃｈｔｈｙｅｓ)、辐鳍亚纲

(Ａｃｔｉｎｏｐｔｅｒｙｇｉｉ)、软骨硬鳞总目(Ｃｈｏｎｄｒｏｓｔｅｉ)、鲟形

目(Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｉｏｒｍｅｓ)ꎬ全世界共有 ２ 科 ６ 属 ２６ 种ꎬ我
国分布有 ８ 种ꎮ 鲟鱼作为一种经济价值较高的大型

鱼类ꎬ已在全国除西藏以外的地区广泛养殖ꎬ养殖规

模不断壮大ꎬ养殖产量逐年增加[１]ꎮ 但近年来ꎬ养
殖的鲟鱼不断爆发各种疾病ꎬ大量死亡的现象频发ꎬ
严重制约着鲟鱼养殖业的健康发展ꎮ 已报道的引起

鲟鱼发病的病毒有 ４ 种[２]ꎬ确诊到病原的细菌性疾

病很少[３ － ５]ꎮ
２０１２ 年夏季北京地区多个养殖场的鲟鱼出现

死亡ꎬ累计死亡高达 ６０％ 左右ꎬ病鱼普遍症状为肝

脏和腹腔内壁肌肉有出血点、肛门红肿、腹水、脾脏

肿大等ꎮ 本文对发病严重的怀柔梭草渔场的发病鲟

鱼进行了病原分离、鉴定ꎬ并就病原菌的生物学特

性、致病性、引起的组织病理特征及药物敏感性等进

行了研究ꎬ旨在探索诱发该病的主要病原及其生物

学特性ꎬ为该病的有效防治提供依据ꎮ

１　 材料和方法

１ １　 材料

１ １ １　 试验材料:病鱼为杂交鲟(Ｈｕｓｏ ｈｕｓｏａ♀ ×
Ａｃｉｐｅｎｓｅｒ ｒｕｔｈｅｎｕｓ♂)ꎬ取自北京市怀柔区梭草渔场ꎮ
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人工感染试验所用杂交鲟购于北京市密云县北庄养

殖场ꎬ试验用鲟鱼体色正常、体表无损伤、活力较好ꎬ
平均体长(１６ ８ ± １ ０)ｃｍ、体重(２８ ５０ ± ４ ４３)ｇꎬ暂
养 １０ ｄ 后用于试验ꎮ
１ １ ２　 主要试剂和仪器:培养基(干粉)、生理生化

鉴定管购于北京陆桥生物技术有限公司ꎬＡＰＩ ２０ 系

统鉴定试剂条购于北京威泰科生物技术有限公司ꎬ
细菌基因组抽提试剂盒购于上海生物工程有限公

司ꎬ药敏纸片购自杭州微生物试剂有限公司ꎮ
１ ２　 病原菌分离

取具典型症状的患病鲟鱼鳃、体表粘液在显微

镜下进行寄生虫和真菌排查ꎮ 同时ꎬ无菌操作从患

病鲟鱼肝脏、脾脏、肾脏和腹水划线分离于脑心浸液

琼脂(ＢＨＩＡ)平板ꎬ于 ２８℃恒温培养箱培养 ２４ ｈꎬ均
出现大量形态一致的菌落ꎮ 分别纯化ꎬ共获得菌株

４ 株ꎬ编号 ＨＲＳ１２８１６Ｌ(肝脏)、ＨＲＳ１２８１６Ｋ(肾脏)、
ＨＲＳ１２８１６Ｓ(脾脏)和 ＨＲＳ１２８１６Ａ(腹水)ꎮ 纯化菌

株于营养肉汤 ２８℃培养 １６ ｈ 后ꎬ分装后加 ２０％ 甘

油在 － ８０℃保存备用ꎮ
１ ３　 病原菌形态观察和生理生化鉴定

取纯培养菌株接种于 ＢＨＩＡ 平板上ꎬ２８℃ 培养

１６ － ２４ ｈꎬ观察菌落大小和形态ꎮ 然后进行革兰氏

染色ꎬ在光学显微镜下观察细菌形态特征ꎮ 采用

ＡＰＩ ２０ＮＥ 细菌鉴定试剂条和传统方法测定病原菌

的理化特性ꎬ参照伯杰氏细菌鉴定手册进行分

类[６]ꎮ
１ ４　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列测定与系统发育分析

病原菌的 ＤＮＡ 模板制备采用 ＵＮＩＱ￣１０ 柱式细

菌基因组抽提试剂盒提取ꎬ置于 － ２０℃ 保存备用ꎮ
应用 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基 因 引 物[７] ２７Ｆ: ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧＧ￣３′ꎻ １４７９Ｒ: ５′￣ＡＣＧＧＣＡＡＣ
ＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＧＴＴ￣３′进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 反应体

系:采用 ５０ μＬꎬ１０ × ＰＣＲ 缓冲液 ５ μＬꎬ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ
氯化镁 ５ μＬꎬ５ Ｕ / μＬ Ｔａｑ 酶 ０ ２５ μＬꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ｄＮＴＰ １ μＬꎬ模板 ＤＮＡ ２ μＬꎬ２０ ｐｍｏｌ / μＬ 上下游引

物各 ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ３２ ７５μＬꎮ ＰＣＲ 反应条件:９４℃ ５
ｍｉｎꎻ９４℃ １ ｍｉｎꎬ５５℃ １ ｍｉｎꎬ７２℃ １ ｍｉｎꎬ３２ 个循环ꎻ
７２℃ １０ ｍｉｎꎬ４℃保存ꎮ ＰＣＲ 扩增产物纯化后ꎬ由上

海生工生物工程技术公司进行基因序列测定ꎮ
将分离菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列通过 ＮＣＢＩ 的

Ｂｌａｓｔ 检索系统进行序列同源性分析ꎬ从中选取与所

获序列同源性较高的同种菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序

列ꎬ并从 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中获得相关属的 １６Ｓ ｒＤＮＡ
序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ ４ ０ 采用邻位连接法(Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣
ＪｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建系统发育树ꎬ通过自举分析进行置

信度检测ꎬ自举数集 １０００ 次ꎮ
１ ５　 人工感染试验

从肝脏首次分离到的菌落数量最多ꎬ因此ꎬ选用

肝脏分离的病原菌进行人工感染试验ꎮ 将编号

ＨＲＳ１２８１６Ｌ 的菌株接种 ＢＨＩＡ 斜面ꎬ２８℃培养 １６ｈꎬ
用 ＰＢＳ(０ ０２ｍｏｌ / Ｌꎬ ｐＨ ７ ２) 洗脱获得菌悬液ꎬ以
ＭｃＦａｒｌａｎｄ 比浊法设定细菌浓度ꎬ分别制成浓度

１ ０ × １０８、１ ０ × １０７、１ ０ × １０６、１ ０ × １０５、１ ０ × １０４

ＣＦＵ / ｍＬ 的菌悬液ꎬ备用ꎮ
取健康鲟鱼分为 ６ 组ꎬ每组设立 ２ 个试验箱ꎬ每

箱盛 ８０Ｌ 消毒、暴气 ３ 天的地下水ꎬ放鱼 ６ 尾ꎮ 其中

５ 组采用腹腔注射相应浓度的菌悬液进行感染ꎬ１ 组

为试验对照ꎬ注射 ＰＢＳꎬ注射剂量均为每尾 ０ ２ｍＬꎮ
试验周期为两周ꎬ水温控制在 ２５℃ꎬ期间充氧、不投

食、不换水ꎬ自注射后第 ２ 天记录各组的死亡数量ꎮ
死亡鱼解剖ꎬ记录症状和每组随机选取 ２ 尾进行病

原菌分离、鉴定ꎮ 按照 Ｒｅｅｄ 阐述的方法计算半致死

浓度[８]ꎮ
１ ６　 病理组织切片制备

取人工感染濒死病鱼的肝脏、脾脏、肾脏、心脏

和脑ꎬ立即浸泡于 １０ 倍体积的 １０％ 甲醛溶液固定ꎬ
石蜡包埋切片ꎬ采用 ＨＥ 染色ꎬ光镜下观察其组织学

变化ꎮ
１ ７　 胞外产物酶活性及溶血活性检测

按文献[９]对菌株 ＨＲＳ１２８１６Ｌ 进行胞外产物

的提取及胞外产物酶(淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶和明

胶酶酶)活性的检测ꎬ溶血性检测采用 ５％羊血琼脂

平板ꎮ
１ ８　 病原菌药物敏感性分析

试验方法采用 ＣＬＳＩ 抗微生物药物敏感性试验

执行标准中的浓度梯度稀释法ꎬ培养温度设置为

２８℃ꎮ 试验设立重复和空白对照ꎮ 结果记录最小抑

菌浓度(ＭＩＣ)ꎬ依据 ＣＬＳＩ 标准判断敏感和耐药ꎬ标
准内没有的药物依同类药物判断ꎮ

２　 结果

２ １　 病鱼检查结果

患病鲟鱼池水温 ２３℃ꎬ病鲟主要表现为头部发

４２７
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黑ꎬ腹部有出血点ꎬ腹侧有白斑ꎬ肛门红肿ꎬ伴有黄色

分泌物ꎮ 解剖发现腹腔内有大量腹水(图 １)ꎬ腹腔

内壁有出血点(图 ２)ꎬ肝脏上有出血点ꎬ脾脏肿大ꎬ
肾脏溃烂、出血ꎬ肠道红肿ꎮ 通过水浸片显微镜下观

察ꎬ未发现寄生虫和真菌ꎮ

图 １. 病鲟鱼腹腔内有大量腹水

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ａｓｃｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｃａｖｉｔｙ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｓｔｕｒｇｅｏｎ.

图 ２. 病鲟鱼腹腔内壁有出血点、脾肿大

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｐｅｔｅｃｈｉａｌ ｈａｅｍｏｒｒｈａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｍｕｓｃｌｅ
ｗａｌｌ ａｎｄ ｓｗｏｌｌｅｎ ｓｐｌｅｅｎ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｓｔｕｒｇｅｏｎ.

２ ２　 病原菌形态特征与生理生化特征

菌落特征为:圆形ꎬ边缘齐整ꎬ中央微凸ꎬ表面光

滑、湿润ꎬ呈淡黄色ꎬ不透明ꎬ直径 １ ｍｍ －２ ｍｍꎮ 在血

琼脂培养基上 ２８℃培养 ２４ ｈꎬ菌落颜色为灰白色ꎬ其
它特征同 ＢＨＩＡꎮ 革兰氏染色结果显示ꎬ被检细菌为

革兰氏阴性、杆状、末端圆形ꎬ菌体大小为(０ ８ － １ ０)
μｍ × (２ １ －３ ７)μｍꎬ长宽比平均为 ２ ６３ꎮ

采用 ＡＰＩ２０ＮＥ 系 统 鉴 定 编 号 ＨＲＳ１２８１６Ｌ、
ＨＲＳ１２８１６Ｋ、ＨＲＳ１２８１６Ｓ 和 ＨＲＳ１２８１６Ａ 的分离株ꎬ
菌株的生化特征数值编码均为 ７１６０７４４ꎬ鉴定率

９９ ９％ ꎬＴ 值为 ０ ９１ꎬ结果均为类志贺邻单胞菌

(Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓ)ꎮ 采用传统方法测定编号

ＨＲＳ１２８１６Ｌ 菌株的常规生理生化特性ꎬ主要为氧化

酶阳性ꎬ 赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶、精氨酸脱氢

酶、肌醇、吲哚阳性ꎬ发酵葡萄糖产酸不产气ꎬ甘露

醇、蔗糖、明胶液化等指标为阴性ꎬ有些生化指标菌

株间存在差异ꎬ具体见表 １ꎮ

表 １. 菌株 ＨＲＳ１２８１６Ｌ 的生化试验结果

Ｔａｂｌｅ １. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ
Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓ ｓｔｒａｉｎ ＨＲＳ１２８１６Ｌ

Ｉｔｅｍｓ ＨＲＳ１２８１６Ｌ Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓ∗

Ｏｘｉｄａｓｅ ＋ ＋
０％ＮａＣｌ ＋ ＋
１％ＮａＣｌ ＋ ＋
３％ＮａＣｌ ＋ ＮＤ
６％ＮａＣｌ － －
１０％ＮａＣｌ － ＮＤ
Ｌｙｓｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ＋ ＋
Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ ＋ ＋
Ａｒｇｉｎｉｎｅ ｄｉｈｙｄｒｏｌａｓｅ ＋ ＋
Ｖｏｇｅｓ Ｐｒｏｓｋａｕｅｒ － －
Ｉｎｄｏｌ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ＋
ＯＮＰＧ ＋ ＋
ＰＮＰＧ ＋ Ｄ
Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ＋ ＋
Ｈ２Ｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ － －
Ｕｒｅａｓｅ － －
Ｇｅｌａｔｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ － －
Ｍｏｔｉｌｉｔｙ ＋ ＋
Ｃｉｔｒａｔｅ － －
Ｉｎｏｓｉｔｏｌ ＋ ＋
Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ＋
Ｍａｌｔｏｓｅ ＋ ＋
Ｓｕｃｒｏｓｅ － －
Ｍａｎｎｏｓｅ － Ｄ
Ｍａｎｎｉｔｏｌ － －
Ｅｓｃｕｌｉｎ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ － －
Ｓｏｒｂｉｔｏｌ － －
Ｒｈａｍｎｏｓｅ － －
Ｍｅｌｉｂｉｏｓｅ － －
Ｓａｌｉｃｉｎ － －
Ｄｕｌｃｉｔｏｌ － －
Ｄ￣ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ － －
Ａｍｙ￣ｇｄａｌｉｎ － －
Ｌａｃｔｏｓｅ － Ｄ
Ａｒａｂｉｎｏｓｅ － －
Ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ － －
Ａｄｉｐｉｃ ａｃｉｄ － －
Ｍａｌｉｃ ａｃｉｄ ＋ ＋
Ｎ￣ａｃｅｔｈｌ￣ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ＋ Ｄ
Ｐｏｓｔａｓｓｉｕｍ ｇｌｕｃｏｎａｔｅ ＋ －
Ｃａｐｒｉｃ ａｃｉｄ － Ｄ
Ｏ / １２９ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ Ｒ Ｄ

Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓ∗: Ｄｅｓｉｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｂｅｒｇｅｙ ’ ｓ ｍａｎｕａｌ ｏｆ
ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ｂａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ ( ９ｔｈ )ꎻ ＮＤ: Ｎｏ Ｄｏｎｅꎻ Ｒ: Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ Ｄ:

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｓｔｒａｉｎｓ.
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２ ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列分析及系统发育树构建

测定了菌株 ＨＲＳ１２８１６Ｌ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序

列ꎬ经 Ｂｌａｓｔ 同源性检索ꎬ发现其与类志贺邻单胞菌

同源性最高ꎬ相似性均在 ９９％ 以上ꎮ 系统发育树也

显示其与类志贺邻单胞菌聚为一支ꎬ并提示其与大

肠杆菌的亲缘关系比与弧菌科细菌(弧菌、气单胞

菌)的亲缘关系近(图 ３)ꎮ

图 ３. 菌株 ＨＲＳ１２８１６Ｌ 的 １６ｓ ＤＮＡ 系统发育树

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｓｔａｉｎ ＨＲＳ１２８１６Ｌ. Ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ
ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ａｔ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｐｏｉｎｔｓ ｉｓ ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ. Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ０ ０１ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｐｅｒ ｐｏｓｉｔｉｏｎ.

２ ４　 人工感染试验结果

人工感染试验表明鲟鱼在注射菌悬液 ７ｄ 后开

始出现死亡ꎬ随后各试验组每天死亡 １ － ２ 尾ꎬ后期

不再死亡ꎮ 人工感染的试验鱼出现活力减弱ꎬ肛门

发红ꎬ腹部发黄症状ꎬ解剖后出现除腹腔内壁无出血

点外的其它临床症状ꎬ而对照组未出现病理症状ꎮ

随机从人工感染的濒死鱼肝脏进行病原菌分离ꎬ得
到大量形态高度一致的菌落ꎬ其菌落形态、大小与首

次分离到的菌落相同ꎬ经 ＡＰＩ 系统鉴定ꎬ同样为类志

贺邻单胞菌ꎮ 表明类志贺邻单胞菌是鲟鱼的致病

菌ꎮ 依据人工感染试验结果 (见表 ２ )ꎬ计算出

ＨＲＳ１２８１６Ｌ 菌对鲟鱼的 ＬＤ５０为 １ ０ × １０５ ８ＣＦＵ / ｍＬꎮ

表 ２. 菌株 ＨＲＳ１２８１６Ｌ 的人工感染试验结果

Ｔａｂｌｅ ２. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｕｒｇｅｏｎｓ ｗｉｔｈ ｓｔａｉｎ ＨＲＳ１２８１６Ｌ
Ｇｒｏｕｐ ｃ(ｂａｃｔｅｒｉａ) / (ＣＦＵ / ｍＬ) Ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｖｏｌｕｍｅ / ｍＬ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｒｉａｌｓ Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈｓ Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ / ％

１ ０ × １０８ ０ ２ １２ ９ ７５ ００
１ ０ × １０７ ０ ２ １２ ８ ６６ ６７

ＨＲＳ１２８１６Ｌ １ ０ × １０６ ０ ２ １２ ７ ５８ ３３
１ ０ × １０５ ０ ２ １２ ２ １６ ６７
１ ０ × １０４ ０ ２ １２ ０ ０

Ｃｏｎｔｒｏｌ ＰＢＳ ０ ２ １２ ０ ０

２ ５　 病理组织特征

肝脏病变为肝细胞肿胀ꎬ体积增大ꎬ胞浆内充满

大小不等的空泡ꎬ细胞完整结构解体ꎬ有的细胞核变

性、崩解ꎮ 脾脏病理变化为组织内充血、出血明显ꎬ
脾实质细胞坏死、崩解ꎬ基膜下结缔组织出现明显空

泡ꎮ 肾脏的病理变化为部分肾小管上皮细胞坏死、

溶解或消失ꎻ肾小球细胞核浓缩ꎬ细胞质解体ꎬ出现

空泡ꎮ 见图 ４ꎮ
２ ６　 胞外产物酶活性及溶血性结果

试验表明菌株 ＨＲＳ１２８１６Ｌ 的胞外产物不具有

淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶和明胶酶活性ꎬ在 ５％ 羊血

琼脂平板上不产生溶血特性ꎮ
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图 ４. 类志贺邻单胞菌感染鲟鱼的病理组织学观察

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｐａｔｈｏｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｕｒｇｅｏｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅ. Ａ:Ｌｉｖｅｒ(ＨＥꎬ１０００ × )ꎻＢ:Ｓｐｌｅｅｎ(ＨＥꎬ１０００ × )ꎻ
Ｃ:Ｋｉｎｄｅｙ(ＨＥꎬ４００ × ).

２ ７　 药敏试验

药敏试验结果显示:不同器官来源的 ４ 株分离

株抗菌药物的敏感性一致ꎬ对恩诺沙星、盐酸多西环

素、氟苯尼考和甲枫霉素敏感ꎬ药物敏感浓度均小于

２ μｇ / ｍＬꎻ而对其它抗菌药物不敏感(表 ３)ꎮ

表 ３. 病鲟鱼不同器官来源分离株的最小抑菌浓度(ＭＩＣ)结果

Ｔａｂｌｅ ３. Ｔｈｅ ｍｉｎｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＩＣ) ｏｆ Ｐｌｅ. ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｓｔｕｒｇｅｏｎｓ
Ｃａｔｅｇｏｒｙ Ｄｒｕｇｓ ＨＲＳ１２８１６Ｌ ＨＲＳ１２８１６Ｋ ＨＲＳ１２８１６Ｓ ＨＲＳ１２８１６Ａ

Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ(μｇ / ｍＬ) ≥１０２４(Ｒ) ≥１０２４(Ｒ) ≥１０２４(Ｒ) ≥１０２４(Ｒ)
Ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ Ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ(μｇ / ｍＬ) ≥１０２４(Ｒ) ≥１０２４(Ｒ) ≥１０２４(Ｒ) ≥１０２４(Ｒ)

Ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ(μｇ / ｍＬ) ≥１０２４(Ｒ) ≥１０２４(Ｒ) ≥１０２４(Ｒ) ≥１０２４(Ｒ)

Ｆｌｕｏｒｏｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ
Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ(μｇ / ｍＬ) ８(Ｉ) ８(Ｉ) ８(Ｉ) ４(Ｓ)
Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ(μｇ / ｍＬ) ２(Ｓ) ２(Ｓ) ２(Ｓ) ２(Ｓ)

Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ Ｎｅｏｍｙｃｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ(μｇ / ｍＬ) ８(Ｒ) １６(Ｒ) １６(Ｒ) ８(Ｒ)
Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｈｙｃｌａｔｅ(μｇ / ｍＬ) １(Ｓ) １(Ｓ) １(Ｓ) ２(Ｓ)

Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ(μｇ / ｍＬ) １２８(Ｒ) ３２(Ｒ) ３２(Ｒ) ３２(Ｒ)
Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ(μｇ / ｍＬ) ８(Ｉ) ８(Ｉ) ８(Ｉ) ８(Ｉ)

Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ
Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ(μｇ / ｍＬ) ２(Ｓ) １(Ｓ) １(Ｓ) ０ ５(Ｓ)
Ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ(μｇ / ｍＬ) ２(Ｓ) ２(Ｓ) ２(Ｓ) ２(Ｓ)

Ｒ. ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎻ Ｉ. Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅꎻ Ｓ. ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ.

３　 讨论

对具有典型临床症状的发病鲟鱼进行病原菌初

次分离ꎬ获得大量菌落形态一致的菌落ꎮ 纯化后经

鉴定ꎬ判定为类志贺邻单胞菌ꎮ 人工感染鲟鱼ꎬ出现

除腹腔内壁无出血点外ꎬ与自然发病一致的症状ꎬ再
次分离得到此菌ꎬ结合感染鲟鱼的肝脏、肾脏和脾脏

的病理组织切片特征ꎬ揭示该菌为引起鲟鱼高温季

节死亡的致病菌ꎬ可单独引起的鲟鱼发病ꎮ
类志贺邻单胞菌广泛存在于自然界ꎬ可引起人

的急性腹泻和食物中毒等疾病ꎮ Ｖａｎ Ｄａｍｍｅ 等指

出淡水鱼是其天然贮存宿主[１０]ꎮ ２０００ 年ꎬ国内学

者朱越雄等[１１] 从发病的中华绒螯蟹 ( Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ)中分离到此菌ꎬ推测其为非致病菌ꎮ 近年

来ꎬ该菌作为水生动物细菌混合感染的病原菌之一

在 中 华 鳖 ( Ｔｒｉｏｎｙｘ ｓｉｎｅｎｓｉｓ ) [１２]、 暗 纹 东 方 魨

( Ｔａｋｉｆａｇｕ ｏｂｓｃｕｒｕｓ) [１３]、罗氏沼虾 (Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ
ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ) [１４]、鲟鱼[５]、墨头鱼(Ｇａｒｒａ ｒｕｆａ) [１５] 等上

报道ꎮ 同时ꎬ该菌可单独引起异育银鲫(Ｃａｒａｓｓｉｕｓ
ａｕｒａｔｕｓ ｇｉｂｅｌｉｏ♀ × Ｃｙｐｒｉｎｕｓ ｃａｒｐｉｏ♂) [１６]、斑点叉尾

鮰 ( Ｉｃｔａｌｕｒｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ ) [１７] 和 虹 鳟 ( Ｏｍｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ
ｍｙｋｉｓｓ) [１８]发病ꎮ 本试验发现类志贺邻单胞菌引起

的鲟鱼发病症状与引起的达氏鳇[５]和虹鳟[１８]相似ꎬ
与引起的异育银鲫[１６] 和斑点叉尾鮰[１７] 发病症状不

同ꎮ 鲟鱼和虹鳟都是冷水性鱼类ꎬ是否类志贺邻单

胞菌引起的冷水性鱼类发病出现相同症状有待进一

步证实ꎮ
本试验未从类志贺邻单胞菌的胞外产物检测到

淀粉酶、蛋白酶、脂肪酶和明胶酶活性ꎬ也无溶血性ꎬ
其 ＬＤ５０为 １ ０ × １０５ ８ ＣＦＵ / ｍＬꎬ毒性较强ꎮ 虽已证实
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多种水生动物病原菌的胞外产物在鱼类的感染致病

中发挥着重要作用[９]ꎬ但该菌可能不具有胞外产物

毒性ꎮ Ｃｉｚｎａｒ 等通过检测不同来源的类志贺邻单胞

菌ꎬ确定该菌只产生低水平的蛋白酶ꎬ并指出此菌的

毒力因子涉及菌的表面结构、鞭毛、弹性蛋白离解

酶、三酰基脂肪酶和溶血性[１９]ꎬ陈林等也在该菌中

检测到具有细胞毒性的外膜蛋白(ＣＯＭＰ)基因[１７]ꎬ
推测本分离株的致病机理可能是由于弱毒性的内毒

素ꎮ 此外ꎬ在进行类志贺邻单胞菌的药物敏感性试

验时ꎬ学者多选用人用的抗菌药物ꎬ并采用纸片扩散

法试验ꎮ 这是定性的判断病原菌对抗菌药物是否有

效的方法ꎬ可能没有浓度梯度稀释法定量检测的最

小抑菌浓度更有实际指导意义ꎮ 类志贺邻单胞菌引

起的水产动物发病更加频繁ꎬ有必要进一步开展其

致病机理方面的研究ꎮ
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ｄｙｉｎｇ ｓｔｕｒｇｅｏｎｓ ｗｉｔｈ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｉｇｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｎ ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｔｓ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌꎬ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｓｔａｔｕｓꎬ ａｎｄ ｄｒｕｇ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ. Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｐｒｅｓｕｍｐｔｉｖｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ
ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｔｈｅ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｗａｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ９９％ ｈｏｍｏｌｏｇｙ
ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｆ Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｗａｓ Ｐ. ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ａｌｓｏ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｔｅｓｔｓ. Ｔｈｅ ＬＤ５０ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｔｏ ｓｔｕｒｇｅｏｎ ｗａｓ １ ０ × １０５ ８ ＣＦＵ / ｍＬꎬ ａｎｄ ｉｔ ａｌｓｏ ｃａｎ ｃａｕｓｅ ｌｉｖｅｒꎬ
ｋｉｄｅｙ ａｎｄ ｓｐｌｅｅｎ ｔｏ ｌｅｓｉｏｎｓ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ａｍｙｌａｓｅꎬ ｃａｓｅｉｎａｓｅꎬ ｌｉｐａｓｅꎬ ｇｅｌａｔｉｎａｓｅ ａｎｄ ｈａｅｍｏｌｙｓｉｓ ｏｆ
ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｐ. ｓｈｉｇｅｌｌｏｉｄｅｓꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｆｒｏｍ ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｗａｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｔｏ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎꎬ ｄｏｘｙｃｙｌｉｎｅ ｈｙｃｌａｔｅꎬ ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ａｎｄ ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ｗｉｔｈ ＭＩＣ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２μｇ / ｍＬ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ]
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