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台湾泥鳅源维氏气单胞菌 Zy01 株的分离鉴定及药敏特性研究 
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摘  要：【目的】从患病台湾泥鳅体内分离到一株优势菌 Zy01，通过鉴定并筛选敏感药物，

为台湾泥鳅维氏气单胞菌病的防控提供参考。【方法】从患病台湾泥鳅肌肉溃烂处分离细菌，

经理化特性及 16S rRNA 基因序列分析对其进行鉴定，通过人工感染试验确定病原，并利用 K-B

法进行药敏分析。【结果】菌株 Zy01 为 2015 年 11 月引发台湾泥鳅疾病的病原菌，其对台湾

泥鳅的 LC50 为 2.0×106 CFU/mL。菌株 Zy01 理化特性与维氏气单胞菌(Aeromonas veronii)基本

一致，16S rRNA 基因序列与维氏气单胞菌相似性为 99%，综合判断该病原菌为维氏气单胞菌。

菌株 Zy01 对环丙沙星、头孢拉定、诺氟沙星、阿奇霉素及庆大霉素等 10 种抗生素高度敏感；

对苯唑西林、青霉素、阿莫西林等 9 种抗生素不敏感。【结论】分离菌株 Zy01 对台湾泥鳅有

致病性，养殖时可选用庆大霉素及新霉素等药物进行防控。 
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Isolation and identification of Aeromonas veronii strain Zy01 from 
Taiwan Loach and its antibiotic sensitivity 
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Abstract: [Objective] To determine the cause of death for Taiwan Loach and screen sensitive drugs, 
a dominant bacteria strain Zy01 was isolated from of sick Taiwan Loach. This study will provide 
reference for further prevention and treatment of Aeromomas veronii in Taiwan Loach. [Methods] 
The pathogenic bacteria were isolated and purified from ulcerated muscle of Taiwan Loach. And the 
identification of phenotypic information of the strain Zy01 was conducted, including the biochemical 
identification and 16S rRNA gene sequence determination. The tests of artificial infection by using 
strain Zy01 to infect Taiwan Loach. Antimicrobial susceptibility test was conducted by K-B methods. 
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[Results] Strain Zy01 was the pathogens of Taiwan Loach, the LC50 of the isolated was counted to 
2.0×106 CFU/mL. According to morphological and biochemical characteristics as well as the result 
of 16S rRNA gene sequence analysis, the isolated strain Zy01 was A. veronii. Strain Zy01 was 
susceptible to ciprofloxacin, norfloxacin, azithromycin and gentamicin and other 10 kinds of 
antibiotics. Meanwhile, it showed resistance to oxacillin, penicillin, amoxicillin and other 9 kinds of 
antibiotics. [Conclusion] The isolated bacterial strain Zy01 was pathogenic to Taiwan Loach, and 
prevented by administering drugs such as gentamicin and neomycin in fisheries farming. 

Keywords: Aeromonas veronii, Taiwan Loach, Identification, Antibiotic sensitivity 

台湾泥鳅又名台湾龙鳅、台湾鳗鳅、台湾大黄

鳅等[1]，是中国台湾改良的泥鳅养殖新品种，分类

地位不明确。2012 年，台湾泥鳅开始被内地少数

养殖单位养殖，因个体大、雌雄生长无差异、产量

高而引起业界轰动，养殖发展势头迅猛[2]。台湾泥

鳅养殖适宜水温为 15−30 °C，食物来源广泛，几

乎可以摄食各种天然饵料，同时也喜食各种性状的

人工配合饵料，是一种比较理想的养殖新品种。随

着台湾泥鳅在内地养殖的发展，病害也日渐增多，

对养殖生产效益产生了一定的影响[3]。 

维氏气单胞菌(Aeromonas veronii)在养殖水体

中普遍存在，属条件致病菌[4]。目前关于维氏气单胞

菌引发水产养殖动物疾病的报道日益增多，给水产

养殖业带来了较大的经济损失。鱼类感染维氏气单

胞菌后主要出现皮下点状溃烂、皮肤隆起等症状[5]。 

2015年 11月辽宁某台湾泥鳅养殖场出现死亡

病例，发病较快，死亡率较高。笔者现场取样后分

离得到一株优势菌，通过回归感染、生理生化特征

测定、16S rRNA基因序列分析对该病原进行确诊

和鉴定，并研究了其药敏特性，以期为台湾泥鳅维

氏气单胞菌病的防控提供参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  试验用鱼：10 尾发病的台湾泥鳅购自辽宁

某养殖场，具备该病的典型症状；健康台湾泥鳅

(15±5 g)购自武汉某水产市场，体格健壮，无伤病，

暂养 7 d无异常后用于试验。 

1.1.2  主要试剂和仪器：普通营养琼脂、水解酪

蛋白琼脂(MH)、脑心浸出液肉汤(BHI)、革兰氏染

色液及药敏纸片、细菌微量生化鉴定管购自杭州滨

和微生物试剂有限公司；细菌基因组 DNA提取试

剂盒、PCR扩增细菌 16S rRNA基因试剂盒均购自

生工生物工程(上海)股份有限公司。无菌操作台、

摇床及高压灭菌锅购自上海博讯实业有限公司；离

心机及恒温培养箱购自上海恒一科学仪器有限公

司；PCR仪购自赛飞(中国)有限公司。 

1.2  方法 

1.2.1  病害临床诊断：对养殖场台湾泥鳅发病死

亡情况进行评估，实地查看养殖水环境，了解发病

台湾泥鳅规格大小。对多个死亡病例进行观察以确

定该疾病的典型特征，并取具有典型症状的样品进

行病原的分离与纯化。 

1.2.2  细菌分离纯化：取具有典型皮下肌肉溃烂

症状的濒死的台湾泥鳅 10尾，用 70%的酒精进行

体表消毒，在无菌环境下取其肝、肾脏、溃烂肌肉

及血水用于细菌分离，划线接种于普通营养琼脂平

板上，置于 28 °C培养 24 h后挑取形态、大小、

颜色等特征基本一致的优势菌落进一步纯化，纯化

后的菌株用含 25%甘油的脑心浸出液培养基保存

于–80 °C备用。 

1.2.3  回归感染：将分离纯化后的细菌接种于普

通营养琼脂平板上 28 °C培养 24 h，用无菌生理盐

水洗下菌苔，参照麦氏比浊法调整菌悬液浓度为

4.0×107 CFU/mL[6]。 

选取健康台湾泥鳅用于回归感染试验，分为攻

毒组和对照组，每组鱼的数量均为 10尾，攻毒组

和对照组均设 2个重复。试验期间，水体溶氧保持



854 微生物学通报 Microbiol. China 2017, Vol.44, No.4 

  

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

在 6.0−7.5 mg/L，水温 25−28 °C，保持水质良好，

不投喂饵料。攻毒组每尾台湾泥鳅在其胸鳍基部注

射浓度 4.0×107 CFU/mL 菌悬液，注射量为     

0.1 mL/尾，对照组在相同部位注射同等剂量的无

菌生理盐水。每隔 12 h观察台湾泥鳅的发病情况，

记录死亡尾数，并对濒死的台湾泥鳅进行解剖，观

察器官病理变化，同时进行细菌的再分离。 

1.2.4  细菌 LC50 测定：将细菌悬液分别稀释至以

下 5个浓度：4.2×104、4.2×105、4.2×106、4.2×107、

4.2×108 CFU/mL，然后分别从胸鳍基部注射到健康

的台湾泥鳅体内进行感染，每尾注射剂量为    

0.1 mL。对照组的台湾泥鳅注射等量的无菌生理盐

水，攻毒组及对照组均设置 2个重复。水温保持在

25−28 °C，试验周期为 15 d，连续观察台湾泥鳅表

现，并记录试验鱼的死亡数，并用概率单位图解  

法[7]计算半数致死浓度(LC50)。 

1.2.5  细菌生理生化特征测定：将分离菌接种于

普通营养琼脂平板上，28 °C培养 24 h后观察菌落

的大小、形态及颜色，同时进行革兰氏染色，采用

光学显微镜观察细菌形态，其他各项生理生化指标

的测定参照文献[8]，采用细菌微量生化鉴定管进

行测定。 

1.2.6  细菌 16S rRNA 基因序列分析：按照细菌

DNA提取试剂盒说明书提取分离菌的 DNA。细菌

16S rRNA 基因扩增通用引物由生工生物工程(上

海)股份有限公司合成，引物序列为：正向 27F：

5′-AGAGTTTGATC(C/A)TGGCTCAG-3′ ； 反 向

1492R： 5′-GGTTACCTTGTTACGACTT-3′。 PCR

反应体系(50 μL)：无菌蒸馏水 36.5 μL，10×PCR

缓冲液(含 Mg2+) 5 μL，10 mmol/L dNTPs 1 μL，  

10 μmol/L正向和反向引物各 1 μL，rTaq DNA聚

合酶(5 U/μL) 0.5 μL，菌液 5 μL。PCR反应条件：

95 °C 3 min；94 °C 35 s，55 °C 35 s，72 °C 1 min，

35个循环；72 °C 10 min。PCR扩增后的产物经

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测目的条带，后将 PCR产

物送生工生物工程(上海)股份有限公司进行纯化

和序列测定。 

将得到的 16S rRNA基因序列通过 NCBI进行

BLAST，根据比对结果检索出同源性较高的序列

采用 ClustalX软件进行多序列匹配分析，用MEGA 

5.0 软件包中的 Neighbor-Joining 法构建系统进化

树，通过 1 000次 Bootstrap检验置信度。 

1.2.7  药物敏感性测定：采用纸片扩散法(K-B法)，

将分离菌接种于营养肉汤，28 °C、200 r/min培养

18 h后，稀释菌液浓度至 107 CFU/mL，取 200 μL

均匀涂布于MH琼脂平板上，贴上不同的药敏纸片，

置于 28 °C 培养箱中培养 24 h 后测量抑菌圈直   

径(mm)，根据杭州滨和微生物试剂有限公司药敏纸

片抑菌圈标准确定该菌株对药物的敏感程度。 

2  结果与分析 

2.1  临床主要症状 

发病台湾泥鳅的养殖场水质较差，水色发黑，

氨氮偏高，最高达到 0.4 mg/L。发病率在 40%左右，

死亡率 70%左右，规格主要集中在可以上市的商

品台湾泥鳅(100 g左右)。发病的典型症状表现为体

表两侧呈隆起状，皮肤下面有溃烂点，肌肉溃烂成

脓状物，溃烂处有脓状物流出；解剖后发现其肝脏

及胰脏发黑，肾脏充血，心脏肿大，腹腔内有腹水。 

2.2  细菌的分离 

从自然发病的台湾泥鳅肌肉溃烂处分离到   

一株优势菌，命名为 Zy01，经过人工回归感染试

验，Zy01 对台湾泥鳅具有致病性，死亡率达到

80%，感染后发病的台湾泥鳅也出现与自然发病的

鱼相似的症状，并从感染后濒死的鱼体内又分离到

与菌株 Zy01形态特征及理化特性一致的菌株。根

据试验鱼死亡率 (%) (表 1)与菌液浓度对数     

[lg(CFU/mL)]建立的关系曲线：y=0.25x−1.075 (图 1)，

分离菌株 Zy01 对台湾泥鳅的半数致死浓度

LC50=2.0×106 CFU/mL，根据 Devesa对鱼类致病菌

毒力的划分标准[9]，可判定菌株 Zy01 对台湾泥鳅

具有很强的毒力。 
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表 1  分离菌对健康台湾泥鳅 LC50试验结果 
Table 1  Results of LC50 of isolation strain in Taiwan Loach

组别 

Group 

数量 

Amount 

细菌浓度 

Bacteria 
concentration 

(CFU/mL) 

细菌浓度 

对数 

Logarithm of 
bacteria 

concentration 
lg(CFU/mL) 

死亡量

Amount 
of death

死亡率

Mortality 
(%) 

A 10 4.2×104 4.62 0 0 
B 10 4.2×105 5.62 4 40 
C 10 4.2×106 6.62 6 60 
D 10 4.2×107 7.62 9 90 
E 10 4.2×108 8.62 10 100 

 

 
 

图 1  台湾泥鳅死亡率与菌液浓度对数的关系曲线 
Figure 1  The relation curve of Taiwan loach mortality 
with logarithm of bacterial concentration 
 

2.3  细菌的鉴定 

菌株 Zy01为革兰氏阴性杆菌，具有运动性。

如表 2所示，菌株 Zy01生理生化特征与维氏气单

胞菌(Aeromonas veronii)基本一致。分离菌株 16S 

rRNA基因序列与已知基因序列比对，发现与菌株

Zy01 的 16S rRNA 基因序列同源性高的菌株均属

于气单胞菌属，构建的系统发育树(图 2)显示菌株

Zy01与维氏气单胞菌聚为一支，相似性达到 99%，

综合生理生化特征测定结果，菌株 Zy01可判定为

维氏气单胞菌。 

2.4  细菌的药敏特性 

如表 3所示，菌株 Zy01对环丙沙星、头孢拉

定、诺氟沙星、阿奇霉素、头孢噻肟、新霉素、左

氧氟沙星、妥布霉素、庆大霉素及丁胺卡那霉素高

度敏感；对头孢唑林、痢特灵、红霉素、卡那霉素

及链霉素中度敏感；对苯唑西林、青霉素、阿莫西 

表 2  病原菌生理生化特征 
Table 2  Physiological and biochemical characteristics 

of the pathogenic bacteria strains 
测定项目 
Test item 

Zy01 A. veronii

革兰氏染色 
Gram stain 

− − 

运动性 
Mobility 

+ + 

氧化酶 
Oxidase

+ + 

V-P反应 
V-P reaction 

+ + 

产生吲哚 
Indole 

+ + 

鸟氨酸脱羧酶 
Ornithine decarboxylase

− − 

苯丙氨酸脱氨酶 
Phenylalanine deaminase 

+ + 

赖氨酸脱羧酶 
Lysine decarboxylase 

+ + 

精氨酸双水解酶 
Arginine dihydrolase

− − 

麦芽糖 
Maltose 

+ + 

木糖 
Xylose 

− − 

柠檬酸盐 
Citrate

+ + 

D-甘露醇 
D-mannitol 

+ + 

D-甘露糖 
D-mannose 

+ + 

硫化氢 
H2S

− − 

丙二酸盐 
Malonate 

− − 

七叶灵水解 
Esculine hydrolysis 

+ + 

棉子糖 
Raffinose

− − 

鼠李糖 
Rhamnose 

− − 

海藻糖 
Trehalose 

+ + 

尿素 
Urea

− − 

山梨醇 
Sorbitol 

− − 

阿拉伯糖 
Arabinose 

− − 

纤维二糖 
Cellobiose

+ + 

明胶液化 
Gelatin liquefaction 

+ + 

D-葡萄糖产酸 
D-glucose to produce acid 

− − 

D-葡萄糖产气 
D-glucose gas

− − 

蜜二糖 
Melibiose 

+ + 

注：+：阳性；−：阴性. 
Note: +: Positive; −: Negative. 
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图 2  基于菌株 Zy01 的 16S rRNA 基因序列同源性构建的系统发育树 
Figure 2  Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence homolog of strain Zy01 

注：括号内的数字为 GenBank序列号；节点处的数字为 Bootstrap值. 

Note: Numbers in parenthesis represented GenBank accession number; Numbers at the branch points indicated the Bootstrap values. 
 

噁林、磺胺异 唑、氯霉素、氟苯尼考、克林霉素、

利福平及多西环素不敏感。 

3  讨论 

3.1  维氏气单胞菌对水产养殖业的危害 

本研究从发病台湾泥鳅体内分离到的菌株

Zy01 被鉴定为维氏气单胞菌，该菌又名维罗纳气

单胞菌、凡隆气单胞菌和维隆气单胞菌。根据新的

分类，维氏气单胞菌隶属于气单胞菌科[10]，是近

些年来发现的一个新种。据报道该菌对水产动物具 

有很强的毒性，常对水产养殖造成较大的经济损

失。如沈文英等[11]报道维氏气单胞菌引起中华鳖

(Trionyx sinensis)病四肢、颈部和裙边等处均有溃

烂等症状；黄文明等[12]报道了胭脂鱼(Myxocyprinus 

asiaticus)感染维氏气单胞菌引起出血死亡的病例；

马英等[13]报道了维氏气单胞菌是鳗鲡病害的病原

菌；黎炯等[14]报道了维氏气单胞菌可感染罗非鱼

(Oreochromis niloticus)，导致罗非鱼肠道肿大、有

积液、肌肉轻微出血并且大量死亡；马志宏等[15]

和杨移斌等[5]也先后报道关于维氏气单胞菌对鲟

(Acipenser baerii Brandt)的致病性。然而关于维氏 
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表 3  Zy01 药敏试验结果 
Table 3  Antibiotic sensitivity test of strain Zy01 

药物 

Drug 

抑菌圈直径判断标准 

The judgment standard of inhibition zone 
diameter (mm) 

药物含量 

Dose  
(μg/disc) 

抑菌圈直径

Inhibition zone 
diameter  

(mm) 

敏感性

Sensitivity 
耐药 

Resistant 

中度敏感

Medium 
sensitivity 

高度敏感 

Highly 
sensitive 

环丙沙星 Ciflox ≤15 16−20 ≥21 5 23±0.21 S 

苯唑西林 Oxacillin ≤10 11−12 ≥13 1 0 R 

头孢唑林 Cefazolin ≤14 15−17 ≥18 30 15±0.11 I 

青霉素 Penicillin ≤19 20−27 ≥28 10 0 R 

头孢拉定 Cefadroxil ≤14 15−17 ≥18 30 19±0.12 S 

阿莫西林 Amoxicillin ≤13 14−17 ≥18 20 0 R 

痢特灵 Furazolidone ≤14 15−16 ≥17 300 16±0.12 I 

磺胺异噁唑 Sulfisoxazole ≤12 13−16 ≥17 300 0 R 

氯霉素 Chloramphenicol ≤12 13−17 ≥18 300 10±0.13 R 

氟苯尼考 Florfenicol ≤12 13−17 ≥18 75 0 R 

克林霉素 Clindamycin ≤14 15−20 ≥21 2 0 R 

利福平 Rifampicin ≤16 17−19 ≥20 5 12±0.22 R 

诺氟沙星 Norfloxacin ≤12 13−16 ≥17 10 20±0.23 S 

阿奇霉素 Azithromycin ≤13 14−17 ≥18 15 21±0.14 S 

头孢噻肟 Cefotaxime ≤14 15−22 ≥23 30 30±0.25 S 

红霉素 Erythrocin ≤13 14−22 ≥23 15 14±0.02 I 

新霉素 Neomycin ≤12 13−16 ≥17 30 23±0.09 S 

卡那霉素 Kanamycin ≤13 14−17 ≥18 30 14±0.04 I 

多西环素 Doxycycline ≤12 13−15 ≥16 30 10±0.08 R 

左氧氟沙星 Levofloxacin ≤13 14−16 ≥17 5 24±0.08 S 

链霉素 Streptomycin ≤11 12−14 ≥15 10 13±0.02 I 

妥布霉素 Tobramycin ≤12 13−14 ≥15 10 17±0.07 S 

庆大霉素 Gentamicin ≤12 13−14 ≥15 10 16±0.09 S 

丁胺卡那霉素 Amikacin ≤14 15−16 ≥17 30 18±0.02 S 

注：S：高度敏感；I：中度敏感；R：耐药. 

Note: S: Highly sensitive; I: Medium sensitivity; R: Resistant. 

 

气单胞菌感染台湾泥鳅的病例尚未有报道。本研究

不仅证实台湾泥鳅是该菌的一种新的宿主，还测定

了菌株 Zy01对台湾泥鳅的半致死浓度，显示对台

湾泥鳅具有很强的致病性。也可由此得出，维氏气

单胞菌危害的水产养殖品种日益增多，需加强其防

控技术研究，为养殖生产提供必要的技术支持，减

少经济损失。 

3.2  台湾泥鳅维氏气单胞菌病的药物防治 

本研究发现，菌株 Zy01对环丙沙星、头孢拉

定、诺氟沙星及阿奇霉素等 10种抗生素高度敏感；

对头孢唑林、痢特灵及红霉素等 5种抗生素中度敏

感；对苯唑西林、青霉素及阿莫西林等 9种抗生素

不敏感。本结果与以往研究结果不尽相同[12,14-15]，

如维氏气单胞菌对相同的抗生素敏感情况不尽相

同，出现这样结果的可能原因在于养殖环境、养殖

模式及药物使用等的差异，病原菌产生了不同程度

的耐药性。本结果与其他研究最大不同在于一些水

产常用药物出现了耐药，如氟苯尼考及多西环素

等，可能原因是养殖户在台湾泥鳅养殖过程中高剂

量多次使用这两种抗生素导致的。为此在防控细菌
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性病害时应当进行药物敏感试验，筛选出有效药

物，准确用量进行防控。本研究分离菌株 Zy01对

庆大霉素等多种抗生素高度敏感，为防控台湾泥鳅

发生该病提供了充足依据，在实际防控中做到选择

高度敏感抗生素轮换使用，按照说明书提示准确把

握用量，用足疗程，使之发挥最大疗效。本文研究

了分离菌株对环丙沙星、氯霉素、红霉素及诺氟沙

星等数种禁药的敏感性，在此仅是用作研究菌株耐

药性，生产上不能选择这些药物用于病害防控。 
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