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摘  要：【背景】舒伯特气单胞菌(Aeromonas schubertii)广泛分布于淡、海水水体和底泥中，致病

株已在我国养殖鳢科鱼类中流行，也感染其他经济鱼类，导致暴发性死亡。【目的】对病鳜

(Siniperca chuatsi)的病原进行鉴定，确定分离菌的致病性及药物敏感性，为该病临床治疗提供参

考。【方法】采集病鳜脾肾组织进行 PCR 或 RT-PCR 扩增其常见病毒，采集病鳜肝脏和腹水分离

培养细菌，PCR 扩增代表菌株的 gyrB、16S rRNA 和毒力基因，鉴定其生理生化特征，并进行药

物敏感性试验和人工感染试验。【结果】病鳜的传染性脾肾坏死病毒、鳜蛙病毒、鳜弹状病毒检

测结果为阴性，肝脏和腹水均存在大量细菌；代表菌株 Gui210820 被鉴定为舒伯特气单胞菌，携

带溶血素、气溶素、弹性蛋白酶和磷脂酶毒力基因，腹腔注射感染鳜的半数致死浓度(LD50)为
3.16×105 CFU/mL；菌株 Gui210820 对四环素、卡那霉素、复方新诺明等 6 种抗菌药物耐药，对

强力霉素中介，对恩诺沙星、新霉素、氟苯尼考等 11 种抗菌药物敏感。【结论】本试验从病鳜组

织分离到致病性舒伯特气单胞菌，水产准许用药物恩诺沙星、新霉素、氟苯尼考可以用于本次疾

病的临床治疗。 

关键词：鳜；舒伯特气单胞菌；毒力基因；致病性；药物敏感性  
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Abstract: [Background] Aeromonas schubertii is ubiquitous in fresh water, seawater, and 
sediment. The pathogenic strains have been prevalent in cultured Channidae fish in China and 
infected other economic fishes, leading to death outbreak. [Objective] The pathogen was 
isolated and identified from the diseased Siniperca chuatsi. The pathogenicity and drug 
sensitivity of the isolate were determined, thereby providing references for the clinical treatment 
of this disease. [Methods] The spleen and kidney tissues of the diseased S. chuatsi were 
collected for polymerase chain reaction (PCR) or real-time PCR (RT-PCR) amplification of 
common viruses. The liver and ascites of the diseased S. chuatsi were pooled for the bacterial 
isolation and cultivation. The gyrB, 16S rRNA and virulence genes of the representative strain 
were amplified by PCR, and their physiological and biochemical characteristics were identified. 
The susceptibility test and the artificial infection test were carried out. [Results] The detection 
results of infection spleen and kidney necrosis virus, Siniperca chuatsi ranairidovirus and 
Siniperca chuatsi rhabdovirus in the diseased S. chuatsi were negative, but large amount 
bacteria were observed from the liver and ascites. The representative strain Gui210820 was 
confirmed as A. schubertii, and carried the virulence genes of hemolysin, aerolysin, elastase and 
lipase. The median lethal concentration (LD50) of S. chuatsi infected by peritoneal injection was 
3.16×105 CFU/mL. The Gui210820 strain was resistant to 6 kinds of antibiotics such as 
tetracycline, kanamycin, and cotrimoxazole, and sensitive to 11 kinds of antibiotics, including 
doxycycline, enrofloxacin, neomycin, and florfenicol. [Conclusion] In this study, pathogenic  
A. schubertii has been isolated from the tissues of the diseased S. chuatsi. Aquatic approved 
drugs enrofloxacin, neomycin, and florfenicol can be used for the clinical treatment of this 
bacterial disease. 
Keywords: Siniperca chuatsi; Aeromonas schubertii; virulence genes; pathogenicity; drug 
susceptibility 
 
 
 

鳜(Siniperca chuatsi)又名翘嘴鳜、桂花鱼，

外形与石斑相似，隶属鲈形目(Perciformes)鮨科

(Serranidae)鳜属(Siniperca)，湖北、安徽、江

苏、浙江等省份为主产区 [1]。鳜肉质细嫩，无

肌间刺，营养丰富，臭鳜鱼深受国内外消费者

青睐，市场对鳜需求不断增加。近年来，鳜饲

料投喂养殖技术逐渐成熟，养殖产业快速发

展。2016 年以来，我国养殖鳜产量均在 30 万 t
以上[1]。同时细菌性、病毒性疾病和寄生虫病

不断发生，其中，细菌性疾病对鳜的危害不断

被报道。嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)
引起鳜败血症 [2]。柱状黄杆菌(Flavobacterium 
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columnare) 引 起 鳜 烂鳃 [3-4] 。 鲍氏 不 动 杆菌

(Acinetobacter baumannii) 、 荧 光 假 单 胞 菌

(Pseudomonas fluorescens) 、 维 氏 气 单 胞 菌    
(A. veronii)、迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)
均能引发鳜出现暴发性疾病[5-9]。病毒性疾病也给

鳜产业带来严重危害，传染性脾肾坏死病毒

(infection spleen and kidney necrosis virus, ISKNV)
和鳜蛙病毒(Siniperca chuatsi ranairidovirus, SCRIV)
在鳜中引发的疾病流行最广、危害最大[10-12]。

鳜弹状病毒(Siniperca chuatsi rhabdovirus, SCRV)
等也给鳜产业发展带来危害[13]。 

2021 年安徽省池州市养殖的鳜出现暴发性

死亡，患病鳜表现败血症症状：口腔周围、鳃

盖、鳍条基部出血，肝脏肿大，颜色变淡，部

分鱼有出血点，少量腹水，胃、肠道无食物。

本团队从现场取回患病鳜进行病原鉴定，旨在

找出引发此次鳜暴发性疾病的病原，为该病的

科学防治提供依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

患病鳜取自安徽省池州市某养殖场，体重

约(50±10) g。人工感染的健康鳜购于安徽省滁

州市养殖场，体重约(50±5) g。 
Mueller-Hinton (MH)琼脂、脑心浸液肉汤

(BHI)琼脂，杭州百思生物技术有限公司；微量

生化管、革兰氏染色液、芽孢染色液、药敏纸

片，杭州天和微生物试剂有限公司；5%绵羊

血平板，广东环凯微生物科技有限公司；

SteadyPure 病毒 DNA/RNA 提取试剂盒和 Evo 
M-MLV 一步法 RT-PCR 试剂盒，广州瑞真生物

技术有限公司；细菌基因组 DNA 抽提试剂盒，

天根生化科技(北京)有限公司；PCR 引物由生

工生物工程(上海)股份有限公司合成；PCR 相

关试剂，TaKaRa 公司。 

梯度 PCR 仪，耶拿分析仪器股份有限公司；

全自动凝胶成像仪，上海培清科技有限公司；

双层恒温振荡器，常州金坛精达仪器制造有限

公司；生物安全柜，益世科(上海)企业发展有

限公司；浊度仪，上海博取仪器有限公司；恒

温低温培养箱，普和希健康医疗器械(上海)有
限公司。 

1.2  样本采集 
取活病鳜 10 尾，无菌取肝、脾和肾，每尾

鳜的肝、脾、肾和腹水各装进一个 1.5 mL 离心管。 

1.3  细菌分离纯化 
取 10 尾病鳜适量肝组织混合为一个样本，

匀浆，用 BHI 培养液 10 倍系列稀释，每个稀

释度涂布 3 个 BHI 琼脂平板，将腹水涂布 5 个

BHI 琼脂平板，28 ℃培养，在肝组织和腹水涂

布平板各随机挑取 5 个单菌落进一步鉴定。 

1.4  病毒鉴定 
取 10 尾病鳜的脾、肾组织分别进行研磨，

用 SteadyPure 病毒 DNA/RNA 提取试剂盒提取

核酸作为 PCR、RT-PCR 扩增模板。ISKNV、

SCRIV、SCRV 的 PCR 引物及反应体系和条件

参照梁红茹等[14]的方法进行，SCRV 使用 Evo 
M-MLV 一步法 RT-PCR 试剂盒进行扩增。用

1.2%琼脂糖凝胶电泳进行检测。 

1.5  细菌感染试验 
取 10 mL 28 ℃、125 r/min 培养过夜的鳜源

Gui210820 菌液，10 000 r/min 离心 1 min，用

0.65%无菌生理盐水制成菌悬液，使用浊度仪将

菌液浓度调至 108 CFU/mL，10 倍倍比系列稀释

至 105 CFU/mL。取健康鳜暂养 2 周，随机分为   
5 组(10 尾/组)，1–4 组每尾鳜胸腔注射稀释菌悬

液 0.1 mL；第 5 组每尾鳜注射 0.1 mL 生理盐水。

各组试验鳜养在 95 cm×50 cm×50 cm 玻璃缸中，

试验期间水温为(27±2) ℃。感染后连续观察 14 d，
记录鳜发病和死亡情况，按照 Reed-Muench 法
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计算其半数致死浓度(LD50)[15]。从濒死鳜肝分离

10 株细菌，测定其 16S rRNA 基因序列，将获

得序列与菌株 Gui210820 的 16S rRNA 基因序

列进行比对。 

1.6  细菌生理生化鉴定 
参照文献[16-17]进行菌株 Gui210820 的革

兰氏染色、芽孢染色和其他生理生化特征鉴定。

生理生化鉴定在微量生化管里进行。将菌株

Gui210820 接种于 5%绵羊血平板上，28 ℃培

养，出现溶血圈则判断为具有溶血性。 

1.7  细菌 16S rRNA 和 gyrB 基因序列测定

和系统发育学分析 
用 BHI 肉汤培养基于 28 ℃、125 r/min 振荡

培养 1.3 的 10 株分离菌过夜，取培养液 1 mL，
10 000 r/min 离心 1 min，去上清，沉淀用细菌

基因组 DNA 抽提试剂盒提取核酸作为 PCR 模

板。16S rRNA 和 gyrB 基因 PCR 的扩增引物和

扩增程序参考陈红莲等[18]的方法进行，用 1.2%
琼脂糖凝胶对扩增产物进行电泳。10 株分离菌

16S rRNA 基因和代表菌株 Gui210820 的 gyrB 基

因阳性 PCR 产物直接送生工生物工程(上海)股份

有限公司测序。 
通过 NCBI 的 BLAST 检索系统进行菌株

Gui210820 的 16S rRNA 和 gyrB 基因序列同源性

比对。从 NCBI 上获取嗜水气单胞菌、舒伯特气

单胞菌(A. schubertii)、豚鼠气单胞菌(A. caviae)、
脆 弱 气 单 胞 菌 (A. trota) 、 简 达 气 单 胞 菌       
(A. jandaei)、中间气单胞菌(A. media)、嗜矿泉

气单胞菌 (A. eucrenophila) 、动物气单胞菌    
(A. bestiarum)、波波夫气单胞菌(A. popoffii)、
鳗鱼气单胞菌 (A. encheleia)、杀鲑气单胞菌   
(A. salmonicida) 、 异 常 嗜 糖 气 单 胞 菌        
(A. allosaccharophila)、维氏气单胞菌、温和气

单 胞 菌 (A. sobria) 参 考 株 和 鳗 弧 菌 (Vibrio 
anguillarim) (作为外群)的 16S rRNA 和 gyrB 基

因序列[18]，使用 Clustal X2 软件对 16S rRNA 和

gyrB 基因分别进行多序列匹配排列，使用

MEGA 6 软件采用邻接法 (neighbor joining 
method)构建系统发育树，并通过 1 000 次的自

举分析(bootstrap)进行置信度检测。 

1.8  细菌毒力基因扩增 
溶血素基因 hlyA、气溶素基因 aer、弹性蛋

白酶基因 ela 和磷脂酶基因 lip 的扩增引物和扩

增程序参考何山等[19]的方法进行，用 1.2%琼脂

糖凝胶对扩增产物进行电泳。阳性 PCR 产物送

生工生物工程(上海)股份有限公司测序。 

1.9  细菌药敏试验 
参考Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI)的 M100 S30 文件标准中纸片扩散法进

行操作及结果判断[20]。制备菌株 Gui210820 的

108 CFU/mL 菌悬液，用无菌棉签蘸取适量菌

液，均匀涂布于 MH 琼脂平板，将 18 种抗菌药

敏纸片贴于培养基表面，每平板 4 个，28 ℃培

养 24 h，记录抑菌圈的直径(含药敏片)。 

2  结果与分析 
2.1  细菌分离结果 

肝组织和腹水涂布的 BHI 琼脂平板上生长

了大量菌落，菌落的大小、形态和色泽一致。

菌落圆形、边缘整齐、灰白色、中间隆起，大

小为 1–2 mm。 

2.2  病毒鉴定结果 
病鳜脾肾组织 ISKNV、SCRIV 的 PCR 和

SCRV 的 RT-PCR 检测结果均为阴性。 

2.3  16S rRNA 和 gyrB 基因序列测定和系

统发育学分析结果 
将 10 株分离菌的 16S rRNA 基因序列进行

比对分析，发现序列一致。代表菌株 Gui210820
的 16S rRNA 和 gyrB 基因序列被切除引物后，

获得长度分别为 1 467 bp 和 1 167 bp，在 NCBI
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上的登录号分别为 OP328816 和 OP328817。在

NCBI 上进行同源性搜索发现，该菌 16S rRNA
和 gyrB基因序列与气单胞菌属成员相应序列相

似性高，其中 16S rRNA 基因序列与多株舒伯

特气单胞菌(LF1708、WL1483、CDC-2446-81)

相应序列相似性达 100%，gyrB 基因序列与舒

伯特气单胞菌 WL1483 株相应序列相似性达

100%。16S rRNA 和 gyrB 基因系统发育树均显

示菌株 Gui210820 与舒伯特气单胞菌聚集，置

信度均达 100% (图 1)。 
 

 
 

图 1  菌株 Gui210820 与相关菌株基于 16S rRNA (A)和 gyrB (B)基因序列的系统发育树   括号内数值

为菌株在 GenBank 中登录号；分支点上数字为重复 1 000 次自展值；标尺为核苷酸替换率 
Figure 1  Phylogenetic tree of strain Gui210820 and related strains based on 16S rRNA (A) and gyrB (B) 
gene sequence. Numbers in parentheses are GenBank accession numbers; Numbers at the nodes indicate the 
level of bootstrap values based on 1 000 replications; The scale bar substitutions per nucleotide position. 
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2.4  回归感染试验结果 
菌株 Gui210820 注射感染鳜后，108、107、

106 CFU/mL 组鳜第 1 天开始死亡，第 6 天达到

最高累计死亡率，分别为 100%、90%、70%，

105 CFU/mL 组鳜第 2 天开始死亡，第 7 天达到

最高累计死亡率 30% (图 2)。菌株 Gui210820
对鳜的 LD50 为 3.16×105 CFU/mL。对照组未发

生死亡。人工感染鳜的疾病症状与自然患病鳜

的症状相似，鳃盖、鳍条基部出血(图 3A)，肝

脏肿大，出血，少量腹水(图 3B)。从濒死鳜肝

分离细菌的 16S rRNA 基因与原分离菌的相应

序列一致。 

2.5  生理生化鉴定结果 
菌株 Gui210820 被鉴定为革兰氏阴性菌，

细菌短杆状，两端钝圆，无芽孢。菌株 Gui210820
的 28 个生理生化特征与舒伯特气单胞菌的相

应特征相符(表 1)。主要特征包括鸟氨酸脱羧

酶、吲哚阴性，不发酵葡萄糖，不分解甘露醇、

蔗糖、七叶苷、阿拉伯糖，发生溶血。 
 

 
 
图 2  菌株 Gui210820 对鳜的感染试验   CK：

生理盐水 
Figure 2  Infection test of strain Gui210820 to 
Siniperca chuatsi. CK: Normal saline. 

 
 
图 3  感染菌株 Gui210820 患病鳜的体表(A)和体

内(B)症状 
Figure 3  The surface (A) and internal (B) symptoms 
of the diseased Siniperca chuatsi infected strain 
Gui210820. 
 
2.6  毒力基因扩增结果 

PCR 扩增 Gui210820 菌株 hlyA、aer、ela
和 lip 毒力基因均为阳性，电泳结果见图 4，切

除引物后获得序列长度分别为 333、391、495 和

207 bp，在 NCBI 上的登录号分别为 OP328818、
OP328819、OP328820 和 OP328821。在 NCBI
上同源性搜索发现，4 个毒力基因序列与气单

胞菌属成员相应序列相似性高，与舒伯特气单

胞菌 WL1483 株相应序列相似性达 100%。 

2.7  药物敏感试验结果 
菌株 Gui210820 对 18 种抗菌药物中环丙沙

星、恩诺沙星、萘啶酸、新霉素、妥布霉素、

庆大霉素、氟苯尼考、链霉素、头孢噻肟、氨

曲南、多黏菌素 B 敏感；对强力霉素中度敏感；

对四环素、卡那霉素、复方新诺明、利福平、

头孢噻吩、甲氧苄啶耐药(表 2)。 
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表 1  菌株 Gui210820 生理生化特征 
Table 1  Physiological and biochemical characteristics 
of strain Gui210820 
特性 
Character 

Gui210820 舒伯特气单胞菌* 
Aeromonas 
schubertii* 

氧化酶 Oxidase + + 
接触酶 Catalase + + 
O-F 实验 O-F test F F 
运动性 Motility + + 
棉籽糖 Raffinose – – 
肌醇 Inositol – – 
麦芽糖 Maltose + + 
木糖 Xylose – – 
阿拉伯醇 Arabitol – – 
丙二酸盐 Malonate – – 
鼠李糖 Rhamnose – – 
硝酸盐还原 
Nitrate reduction 

+ + 

葡萄糖：产气 
Glucose: gas production 

– – 

尿素 Urea – – 
甘露醇 Mannitol – – 
吲哚 Indole – – 
蔗糖 Sucrose – – 
七叶苷 Esculin hydrolysis – – 
阿拉伯糖 Arabinose – – 
溶血 Hemolysis + + 
H2S 产生 H2S production – – 
KCN 生长 KCN growth – – 
纤维二糖 Cellobiose – – 
水杨苷 Salicin – – 
O/129 (R) + + 
赖氨酸脱羧酶 
Lysine decarboxylase 

+ d 

精氨酸双水解酶 
Arginine dihydrolase 

+ + 

鸟氨酸脱羧酶 
Ornithine decarboxylase 

– – 

+：阳性；–：阴性；d：不同株有不同反应；*：指菌株

生理生化特征来自文献[17] 
+: Positive; –: Negative; d: Different reaction in different 
strains; *: Physiological and biochemical characteristics of 
A. schubertii are taken from the reference [17]. 

 
 
图 4  菌株 Gui210820 毒力基因 PCR 扩增产物电

泳图 
Figure 4  Electrophoresis map of PCR amplified- 
virulence genes products of strain Gui210820. M: 
DL2000 DNA Marker; 1: hlyA; 2: aer; 3: ela; 4: lip. 
 

3  讨论与结论 
本研究中病鳜的 ISKNV、SCRIV、SCRV 检

测结果为阴性，但从病鳜肝脏和腹水中分离到大

量细菌，10 株分离菌获得的 16S rRNA 基因序列

一致，代表菌株 Gui210820 的 28 个生理生化特征

与舒伯特气单胞菌的相应特征相符[17]，16S rRNA
和 gyrB 基因序列与舒伯特气单胞菌 WL1483 株

相应序列完全一致，进化树分析与舒伯特气单

胞菌参考株 ATCC43700 聚集，鉴定该菌为舒伯

特气单胞菌。菌株 Gui210820 对鳜的半数致死

浓度为 3.16×105 CFU/mL，确定本次从病鳜中

分离的细菌为致病性舒伯特气单胞菌。 
舒伯特气单胞菌又称舒氏气单胞菌隶属

气单胞菌科(Aeromonadaceae)气单胞菌属[17]。

1981 年该菌首次在受伤病人脓肿中发现[21]，逐渐

形成一种人、兽和鱼共患病病原[22]。舒伯特气单

胞菌广泛分布于淡、海水的水体和底泥中[23-24]。

2009 年以来，致病性舒伯特气单胞菌主要在我 
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表 2  菌株 Gui210820 药物敏感试验结果 
Table 2  Drug sensitivity test results of strain Gui210820 
药物种类 
Category of antibiotics 

抗菌药物 
Antibiotics 

抑菌圈直径 
Diameter of inhibition (mm) 

敏感性 
Sensitivity 

喹诺酮类 
Quinolones 

环丙沙星 Ciprofloxacin 31.61±0.51 S 
恩诺沙星 Enrofloxacin 31.28±0.67 S 
萘啶酸 Nalidixic acid 34.06±0.56 S 

四环素类 
Tetracyclines  

四环素 Tetracycline 9.19±0.82 R 
强力霉素 Doxycycline 14.75±0.31 I 

氨基糖苷类 
Minoglycosides  

新霉素 Neomycin 21.62±0.42 S 
妥布霉素 Tobramycin 31.36±0.63 S 
卡那霉素 Kanamycin 6.00 R 
庆大霉素 Gentamicin 32.86±0.51 S 
链霉素 Streptomycin 20.50±0.32 S 

磺胺类 
Sulfonamides 

复方新诺明 Ttrimethoprim sulfamethoxazole 6.00 R 
甲氧苄啶 Trimethoprim 6.00 R 

利福平类 Rifampicin 利福平 Rifampicin 14.84±0.46 R 
氯霉素类 Chloramphenicols 氟苯尼考 Florfenicol 18.67±0.55 S 
β-内酰胺类 
β-lactams 

头孢噻吩 Cephalothin 6.00 R 
头孢噻肟 Cefotaxime 34.09±0.59 S 
氨曲南 Aztreonam 45.16±0.50 S 

多肽类 Polypeptides 多黏菌素 B Polymyxin B 20.89±0.43 S 
S：高度敏感；I：中度敏感；R：耐药 
S: Sensitive; I: Intermediate; R: Resistance. 

 
国养殖鳢科鱼类中流行，感染乌鳢、斑鳢、杂

交鳢和罗非鱼后，肝、脾和肾组织出现类结节

症状[3,25-30]。该菌也引发其他经济鱼类发病，感

染鳖、淡红墨头鱼和虹鳟出现败血症和体表溃

烂症状[31-33]。本研究中舒伯特气单胞菌自然感

染鳜和人工感染鳜症状相似，均只出现了败血

症症状。 
菌株 Gui210820 携带 hlyA、aer、ela 和 lip

毒力基因，4 个基因序列与 2014 年从乌鳢中分

离的强致病性舒伯特气单胞菌 WL1483 株相应

序列完全一致[34]。气单胞菌的致病力被认为是

多个毒力基因协同作用的结果[35-36]。hlyA 编码

的溶血素形成共聚体以管道形式插入细胞膜

上，导致溶血[37]。aer 编码的蛋白是维氏气单胞

菌入侵肠道的一个关键毒力因子，敲除 aer 基

因的维氏气单胞菌感染斑马鱼(Danio rerio)，死

亡率比野生株明显下降[38]。张旭杰等[35]对 6 个

发病鱼塘中分离的 30 株嗜水气单胞菌进行毒

力基因分析，发现强毒株均同时携带 hlyA 和 aer
基因。同时携带 hlyA 和 aer 基因对嗜水气单胞

菌毒力起倍增的作用[39]。弹性蛋白酶也被认为

是嗜水气单胞菌的关键毒力因子，敲除 ela 基因

的嗜水气单胞菌感染虹鳟，死亡率显著下降[40]。

刘永杰等[41]通过腹腔注射纯化的弹性蛋白酶，

发现能致死小鼠。气单胞菌 lip 编码的脂酶被证

实对动物和细胞没有毒性，不是气单胞菌关键

毒力因子[42]，但促进宿主细胞膜病变，能增加

感染的严重性[43]。 
本文鳜源舒伯特气单胞菌对四环素、卡那

霉素、复方新诺明、甲氧苄胺嘧啶、利福平、
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头孢噻吩耐药。这个结果与 2014 年以来鳢源舒

伯特气单胞菌对四环素、卡那霉素耐药的结  
果[29-30]一致，与部分鳢源舒伯特气单胞菌对磺

胺类和头孢噻吩耐药的结果 [19,30,44]一致。本文

鳜源舒伯特气单胞菌对 11 种抗菌药物敏感，

包括鳢源菌株普遍反映耐药的妥布霉素和链

霉素 [29-30,45]。本研究对鳜源致病性舒伯特气单

胞菌进行分离鉴定和毒力基因及耐药性检验，

发现代表菌株携带多个毒力基因，水产准许使

用药物恩诺沙星、新霉素和氟苯尼考可以用于

本次鳜疾病治疗。 
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