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摘  要: 本文从江苏吕泗文蛤养殖区发病文蛤和养殖水体中分离到 5 株优势菌(病蛤中分离到 3 株

优势菌, 养殖水体中分离到 2 株优势菌), 人工感染实验结果显示, 菌株 WG1702 能引起供试文蛤

发病, 死亡率为 100%, 且发病症状与原发病症状相同, 提示该菌是引起文蛤大面积死亡的主要致

病菌, 对其形态、生理生化特征、分类地位及致病性进行了初步研究, 菌株 WG1702 为革兰氏阴

性菌, 直杆状, 生理生化指标为：赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶、硝酸盐还原、甘露糖、氧化酶、

甲基红阳性, 精氨酸脱羧酶、精氨酸双水解酶、水杨素、V.P 阴性。为确定该致病菌的分类学地

位, 进行了 16S rRNA 分子鉴定, PCR 扩增获得了大小约 1.5 kb 的 16S rRNA 部分基因片段, 对其

序列进行了测定, 并进行同源性分析和系统进化树构建。结果表明, 该菌株与哈氏弧菌(DQ146937)
同源性最高 , 为 97.4%, 结合形态、生理生化鉴定结果 , 最后鉴定菌株 WG1702 为哈氏弧菌

(Vibrio.harveyi)。 
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Abstract: Five kinds of bacteria were isolated from disease Meretrix meretrix and culture water (two iso-
lated from the M. meretrix, three from the culture water) in Lvsi harbor, Jiangsu province. The results of in-
fection showed that strain WG1702 can cause disease with the mortality rate 100 percent and the same 
symptoms as original. It was cued that strain WG1702 was the pathogenic bacteria and caused the death in 
large scare, a preliminary research was done on the bacteria including morphological, physiological, bio-
chemical characteristics, phylogenetic position and pathogenic. Strain WG1702 was a straight-rod gram 
negative bacterium, the physiological and biochemical indicators were lysine decarboxylase, ornithine de-
carboxylase, reduction of NO3

− to NO2
−, mannitose, oxidase and methylred reaction positive, arginine de-

carboxylase, arginine dihydrolase, salicin and voges-proskauer negative. In order to identify the bacteria 
phylogenetic position and a 16S rRNA molecular identification was done, PCR amplification got a size of 
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about 1.5 kb gene fragment, The whole 16S rRNA sequences were determined, analyzed the homology of 
sequences and built the phylogenetic tree. Sequences analysis revealed that strain WG1702 exhibited the 
highest level of 97.4% similarity to Vibrio harveyi(DQ146937), combining morphological, physiological 
and biochemical identification results, the isolated strain WG1702 was identified as Vibrio harveyi. 

Keywords: Meretrix meretrix, Vibrio Harveyi, 16S rRNA, Phylogenetic analysis

文蛤(Meretrix meretrix Linnaeus)是我国沿海常
见的一种重要经济贝类, 因其肉质细嫩、营养丰富, 
深受国内外消费者欢迎, 是出口创汇的重要水产品
之一。文蛤养殖在我国已有多年的历史, 随着国际
市场对文蛤需求量的不断增长, 我国的文蛤养殖业
得到了迅速发展, 据不完全统计, 全国文蛤养殖面
积已达到 1.4×105 hm2, 年产量约 6.0×l05 t, 出口量达
2.0×l05 t[1]。但是近十几年来, 随着文蛤养殖规模的
逐年扩大, 养殖环境恶化导致微生物疾病的流行而
引发的养殖文蛤的大规模死亡屡屡发生, 已造成巨
大的经济损失, 全国养殖贝类因微生物疾病导致死
亡而造成的经济损失保守估计每年达到 20~30 亿 
元[2]。而弧菌(Vibrio)是导致文蛤发病的主要致病菌, 
发病的文蛤表现为不能潜入沙中 , 双壳不能紧闭 , 
壳边缘有许多粘液 , 消化道内细菌大量繁殖 [3], 国
内外的报道有副溶血弧菌 (Vibrio parahaemolyti-
cus)[4−7]和弗氏弧菌(Vibrio furnissii)[8], 郑国兴等 [9]

发现导致江苏沿岸文蛤大规模死亡的病原菌为溶藻

弧菌(Vibrio alginolyticus), 而哈氏弧菌作为文蛤病
原菌的研究还未见报道。本研究对发病文蛤和养殖

水体中交叉优势菌株进行分离、鉴定, 并进行人工
感染试验和药物敏感性分析, 探讨分析导致江苏吕
泗文蛤大规模死亡的病原, 旨在为文蛤疾病研究提
供理论依据, 为文蛤健康养殖提供一些参考资料。 

1  材料与方法 

1.1  发病文蛤症状 
于 2007年 9月份江苏吕泗文蛤发病高峰期, 采

集病状特征明显、濒临死亡的文蛤。患病文蛤(壳长
2 cm左右)花色暗淡无光泽, 表皮部分脱落、表面粘
液较少, 解剖发现外套膜萎缩, 闭壳肌松弛、开合无
力, 有些发烂发白, 软体部消瘦, 颜色淡红, 血管无
色, 部分病蛤腮黏液明显增多。 

1.2  分离方法 
无菌盐水洗净, 用 70%的酒精棉球对体表擦拭

消毒, 无菌手术刀开启, 取肝胰脏等部位无菌匀浆

器中匀浆处理, zobell 2216E平板和 TCBS平板划线
接种, 28°C培养 24 h后, 选取优势菌落进行重复划
线纯化, 纯培养物于 4°C冰箱中保存。 

1.3  人工感染试验 
人工感染试验在 20 L水族箱中进行, 条件为温

度 28°C, 盐度 26.4, pH 8.2, 连续充气, 每组放 16只
2 cm大小的文蛤。每天换水 1次, 试验组调节水体
中细菌浓度为 108 CFU/mL, 每日投单胞藻 1次; 对
照组不加入菌体, 按上述方法饲养; 连续观察 12 d, 
纪录死亡状况, 并进行解剖和病原的再分离以确定
是否死于攻毒活菌引起的感染。 

1.4  细菌鉴定 
1.4.1  传统的细菌生理生化方法鉴定： 按一般细菌
常用鉴定方法[10]进行分离菌的生物学性状测定, 包
括革兰氏染色、形态观察、生理生化特性测定(所用
试剂购自杭州天和微生物试剂有限公司)。 
1.4.2  分子生物学方法鉴定：将培养 24 h的菌种用
无菌盐水稀释至浓度为 108 CFU/mL, 取 1 mL菌液, 
10000 r/min离心 1 min, 弃上清。按照上海生物工程
公司基因组DNA提取试剂盒的操作手册, 提取细菌
基因组DNA; 16S rRNA的扩增：16S rRNA基因 PCR
扩增引物为：正向引物 27F： 5′-AGAGTTTGAT 
CCTGGCTCAG-3′, 对应于 E. coli 16S rRNA 的第
8-27 个碱基位置, 反向引物 1492R：5′-TACGGCTA 
CCTTGTTACGACTT-3′, 对应于 E. coli 16S rRNA
基因序列的第 1492-1510个碱基位置。 

PCR反应体系(20 μL):Sterilized ddH2O 13.6 μL, 
10×PCR Buffer 2 μL, 2 mmol/L dNTPs 0.3 μL, 引物 
各 0.4 μL, 5 U/50 μL Taq DNA 聚合酶 0.1 μL,  
25 mmol/L MgCl2 1.2 μL, 模板 DNA 2 μL。 

PCR反应条件为：96°C预变性 6 min; 94°C变
性 1 min, 55°C退火 1 min, 72°C延伸 2 min, 30个循
环; 72°C延伸 6 min。整个反应完成后, 1.0%的琼脂
糖凝胶电泳对 PCR扩增产物进行鉴定。由上海生工
生物工程技术服务有限公司测序。 
1.4.3  序列分析与数据处理：将分离菌株的 16S 
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rRNA所测序列通过 Blast与 GenBank中的序列进行
比对, 采用Clustal V方法和DNA Star软件进行序列
同源性比对和系统发育树的建立。 

1.5  药敏试验 
采用纸片琼脂扩散法, 在 zobell 2216E 培养基

上培养 24 h, 测量抑菌圈直径。药敏纸片(杭州天和

微生物试剂有限公司), 共 19种抗菌药物。 

2  结果与分析 

2.1  细菌分离及其形态特征 
经分离纯化后, 从发病区水体中获得 2 株优势

菌 WS1501 和 WS1502。从病蛤中分离到 3 株优势 

菌 WG1701、WG1501和 WG1702, 分离到的菌株均
为革兰氏阴性直杆菌 , 菌体直或稍弯 , 无荚膜 , 靠
鞭毛运动。在 TCBS(硫代硫酸钠-柠檬酸盐-胆盐)琼
脂平板上培养 18 h后, 菌株 WG1702形成黄色扁平
的大菌落, 再培养 18 h 左右菌落最终变成绿色, 菌
落直径为 3 mm~7 mm; 菌株WS1502和WG1501形
成绿色平整的菌落, 菌落直径为 1 mm~4 mm; 菌株
WS1501 和 WG1701 则为金黄色突起状菌落, 菌落
直径为 3 mm~5 mm; 5株病原菌在 zobell 2216E平板
上生长的菌落均无色素。 
2.2  人工感染试验 

表 2 显示, 5 株弧菌均可使文蛤感染病死, 以菌 
 

表 1  人工感染试验结果 
Table 1  Results of infection 

死亡时间和死亡数量 The time and the number of death 
组别 

Group 
试验数 

Numbers 
1 d~6 d 7 d 8 d 9 d 10 d 11 d 12 d 

死亡率 
Mortality 

WS1501 16 0 0 2 2 3 1 0 50 

WS1502 16 0 0 0 0 1 1 0 12.5 

WG1702 16 0 2 6 8 0 0 0 100 

WG1701 16 0 0 0 2 1 2 2 43.75 

WG1501 16 0 0 2 4 3 0 2 68.75 

对照组 
Contral items 

16 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

表 2  菌株 WG1702 药敏试验结果 
Table 2  Results of the strain WG1702 antibiotics experiments 

药物 Chemical 抑菌圈直径 Diameter(mm) 敏感度 Sensitivity 

阿米卡星(AN) 17.86 S 

氟哌酸(NOR) 14.17 M 
复方新诺明(SXT) 22.63 S 
利福平(RIF) 18.10 M 
头孢噻吩(CEF) 15.18 M 

头孢拉定(CED) 19.22 S 

菌必治(CRO) 27.11 S 

先锋必(CFP) 23.70 S 

链霉素(STR) 22.12 S 

庆大霉素(GEN) 22.97 S 

头孢氨苄(CEX) 17.76 M 

青霉素 G(PCN) － R 

四环素(TE) 9.21 R 

新霉素(NEO) 20.27 S 

卡那霉素(KAN) 18.58 S 

氨苄青霉素(AMP) 18.48 M 

注：S: 高度敏感; M: 中度敏感; R: 抑制; −: 无抑菌圈. 

Note：S: Highly sensitive; M: Middlely sensitive; R: Restrain; −: No-inhibitory zone. 
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表 3  分离菌株的生理生化特性 
Table 3  Physiologlcal and biochemical characteristics 

of bacteria isolated 

反应项目 Test items WG1702 哈氏弧菌
[11] 

(V. harveyi)

革兰氏染色 Gram stain − V 

TCBS生长 Test items 黄/绿 黄/绿 

色素 Prgment − − 

O/F试验 Oxidation/Fermentation F F 

O/129(10 μg)O/129 Sensitivity R S 

O/129(150 μg)O/129 Sensitivity S S 

4°C生长 Growth at 4°C − − 

10°C生长 Growth at 10°C ＋ ＋ 

30°C生长 Growth at 30°C ＋ ＋ 

40°C生长 Growth at 40°C ＋ D 

0%NaCl生长 Growth in 0% NaCl − − 

1%NaCl生长 Growth in 1% NaCl ＋ ＋ 

6%NaCl生长 Growth in 6% NaCl ＋ ＋ 

8%NaCl生长 Growth in 8% NaCl − D 

10%NaCl生长 Growth in 10% NaCl − D 

水杨素 Salicin − D 

氧化酶 Oxidase ＋ ＋ 

接触酶 Catalase ＋ ＋ 

精氨酸脱羧酶 Arginine Decarboxylase − − 

精氨酸双水解酶 Arginine Dihydrolase − − 

赖氨酸脱羧酶 Iysine Decarboxylase ＋ ＋ 

鸟氨酸脱羧酶 Ornithine Decarboxylase ＋ ＋ 

葡萄糖产气 Gas from Glucose − − 

阿拉伯糖 Arabinose − D 

纤维二糖 Cellobiose ＋ ＋ 

蔗糖 Sucrose ＋ D 

乳糖 Lactose − − 

甘露糖 Mannose ＋ ＋ 

肌醇 Inositol − − 

氰化钾 KCN − − 

D-甘露醇 D-Manicol ＋ ＋ 

硝酸盐还原 Nitrate Reduction ＋ ＋ 

明胶液化 Gelatine Liquefication D ＋ 

吲哚产生 Indole Production ＋ ＋ 

甲基红 Methyl Red ＋ ＋ 

V.P Voges-Proskauer − − 

注：+: 阳性; −: 阴性; R: 抗性; S: 敏感; F: 发酵型; D: 可变化. 

Note: +: Positive; −: Negative; R: Resistant; S: Sensitive; F: Fer-
ment; D: Some strains are positive and some negative. 

株WG1702感染病死率最高, 为 100%, 菌株WS1502
病死率最低, 为 12.50%; 人工感染菌株WG1702 7 d
后, 文蛤开始出现死亡, 9 d后全部死亡。于是初步
判定 2007年 9月江苏吕泗港文蛤大批死亡主要是以
菌株 WG1702为主要病原体的传染病所造成。 

2.3 药物敏感性试验 
 利用纸片法测定 16 种抗菌药物对致病菌的抑
制作用, 由结果可知, 菌株WG1702对阿米卡星等 9
种药物高度敏感, 对氟哌酸等 5 种药物中度敏感, 
对青霉素产生耐药性。 

2.4 分离菌株生化特性 
菌株 WG1702 在 40°C以上和 4°C以下不生长, 

无盐不生长, 在含 8%以上 NaCl 胨水中不生长, 葡
萄糖不产气、精氨酸脱羧酶、精氨酸双水解酶、肌

醇、水杨素、V.P 阴性, 赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱  
羧酶、硝酸盐还原、甘露糖、氧化酶、甲基红阳性,
对弧菌抑制剂 O/129(150 μg)敏感, 这些特性相关文
献对哈氏弧菌的描述基本一致 , 认为分离菌株
WG1702为哈氏弧菌(V. harveyi)。 

2.5  PCR 扩增 16S rRNA 图谱 
分离菌株基因组扩增后的 PCR 产物经 1.0%琼

脂糖凝胶电泳, 从图 1中可观察到在 1.5 kb 左右处
有一明亮的特征条带。 

 

 
 

图 1  PCR 扩增菌株 WG1702 16S rRNA 序列 
Fig. 1  PCR amplification of strain WG1702 16S rRNA 
sequences 

 
2.6  测序结果及同源性分析 

经过与 GenBank中已知的相关微生物序列进行
相似性搜索表明, 测定序列与搜索到其他弧菌序列
的同源性在 89.2%以上, 遗传距离在 5.7%以上。菌
株WG1702和哈氏弧菌DQ146937 16S rRNA基因序
列相似性最高, 同源性达 97.4%, 其次是需钠弧菌
AJ874352, 同源性为 96.0%, 核苷酸序列同源性和
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与遗传距离分析结果见图 2。 海洋类细菌、不可培养的细菌和未鉴定细菌。图 3
是根据分离菌株 WG1702的 16S rRNA序列与相关
弧菌种 16S rRNA 序列构建的系统发育树, 从图中
可以看出 WG1702 与哈氏弧菌 DQ146937 自然聚为 

2.7  系统发育分析 
在 GenBank 中进行同源性检索, 结果发现在所 

得的 100 个检索结果中, 弧菌种数占 86%, 其余为 

 
 

图 2  菌株 WG1702 核苷酸序列同源性和遗传距离分析结果 
Fig. 2  Homology and Genetic Relationship results of the strain WG1702 nucleotide sequences 

 

 
 

图 3  16S rRNA 序列的系统发育树 
Fig. 3  Phylogenetic tree of 16S rRNA sequences 

http://dict.iciba.com/sequence/
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一支, 经过同源性比较 16S rRNA 序列的同源性高
达 97.4%, 这也就意味着分离菌株 WG1702 在分 
类学地位上是归属于弧菌属 ,  可将其鉴定为哈氏 
弧菌。 

3  讨论 

本实验采用传统的生理生化和 16S rRNA 系统

发育学分析技术, 对从患病文蛤和养殖水体中分离

的菌株 WG1702进行了综合鉴定。通过生理生化实

验可知, 菌株 WG1702 与哈氏弧菌标准菌株[11]基本

相同, 初步鉴定菌株 WG1702 为哈氏弧菌(Vibrio 

harveyi), 这与邓欢[12]、石亚素[13]、王斌[14]等学者在

扇贝、大黄鱼、红鳍东方鲍体内分离到的哈氏弧菌

鉴定结果相一致; 将测定的 16S rRNA 全序列递交

NCBI 进行 Blast 同源序列比对, 通过 16S rRNA 序

列构建的系统发育树来看, 菌株 WG1702 与哈氏弧

菌 DQ146937亲缘关系最近, 同源性高达 97.4%, 最

终可以确认菌株 WG1702 为哈氏弧菌(V. harveyi)。

值得注意的是菌株 WG1702除了与哈氏弧菌参考菌

株 16S rRNA 序列具有很高同源性和遗传距离外,  

与需钠弧菌AJ874352(V. natriegens)的同源性和遗传

距离也很高, 但需钠弧菌不能利用甘露糖, TCBS上

菌落为黄色; 而哈氏弧菌能利用甘露糖, TCBS上菌

落一开始为黄色, 24 h左右菌落最终变成绿色, 最终

可以确认分离菌株为哈氏弧菌, 对于亲缘关系较近

的细菌, 通过表型分析很难区分开, 鉴定时容易产

生错误, 用分子方法鉴定能很好的解决这个问题[15], 

如果 GenBank中同属细菌的 16S rRNA序列多一些, 

比较就会更准确, 再将生化特征和分子指标结合起

来综合分析以保证鉴定结果的准确性。 

哈氏弧菌感染海水养殖动物的报道比较多[16−20], 

但导致贝类病害发生的报道却未见到, 其感染发病

的水温大多是高水温期, 与 2007年 9月江苏吕泗病

害水温一致, 表明哈氏弧菌是容易高温环境下生长

并导致海水养殖动物的弧菌病, 通过人工感染实验

可知, 感染后的实验文蛤出现明显的病症：花色暗

淡无光泽, 表皮部分脱落、表面粘液较少, 解剖发现

外套膜萎缩, 闭壳肌松弛、开合无力, 有些发烂发白, 

软体部消瘦 , 颜色淡红 , 血管无色 , 部分病蛤腮黏

液明显增多, 这与邓欢[12]对扇贝的人工感染实验结

果极为相似, 死亡率高达 100%, 从浸泡感染方式发

病文蛤处分离到与自然发病相同的细菌, 因此可以

确定菌株 WG1702 是文蛤发病的病原体, 为文蛤暴

发性疾病的预防和控制赢得了宝贵的时间。 

从药敏试验结果来看, 哈氏弧菌 WG1702 对阿

米卡星、复方新诺明、卡那霉素、菌必治、先锋必、

链霉素、庆大霉素、新霉素和头孢拉定 9 种药物高

度敏感, 对氟哌酸、利福平、头孢噻吩、头孢氨苄

和氨苄青霉素 5 种药物中度敏感, 对四环素和青霉

素 G 低度敏感, 因此在疾病发生时可以适量投放一

些抗菌性药物, 但值得注意的是目前在养殖过程中

误用、滥用抗生素和消毒剂等, 影响了水体中微生

态环境的平衡 , 可能导致了一些耐药菌株的出现 , 

但是合理选择和使用有效的抗生素仍是目前和近期

内控制疾病主要方法。为了更好的预防病害发生 , 

塘养或池养文蛤(滩涂除外)可以适量投放微生态制

剂, 如：芽孢杆菌和光合细菌, 以达到生态防治的 

目的。 
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