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摘要 对从 1尾病死的观 赏用龙胆石斑鱼 Epinephelus lanceolatus L．中分离到的细菌，进行 了形 

态特征 、理化特性 和对抗 茵类 药物 的敏感性等较 系统的表观 生物学性状鉴定。同时，测 定 了 16S 

rRNA基因序列、分析 了相关细菌相应序列的同源性、构建 了系统发生树。结果表 明，供试两株 纯培 

养茵(编号：HQ061227—1、HQ061227—2)为发光杆菌属 Photobacterium(Beijerinck 1889)的美人鱼 

发光杆 菌美人 鱼亚种 P．damselae subsp．damselae(Love et a1． 1982；Smith et a1． 1991)，用 

HQ061227—1株作为代表菌株的 16S rRNA基因序列长度(不包括引物结合区)为 1 469bp(GenBank 

登录号：EF635307)，与 GenBank数据库 中关人鱼发光杆菌美人鱼亚种的同源性在 99 。药敏试验 

结果显示，对供试 37种抗菌药物中的青霉素G等 4种耐药，对头孢唑啉等 32种敏感，对氨苄青霉 

素低敏 。 
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ABSTRACT The biological characteristics and phylogenetic analysis of bacteria isolated from 

Epinephelus lanceolatus L．were studied，including morphological characteristics，physiological 

and biochemical characteristics．In addition，the 1 6 S rRNA gene were partially sequenced and 

compared with sequences registered in databases；and molecular phylogenetic trees were con— 

structed．The results showed that the two 

P．damselae subsp．damselae(Love et a1． 

pure strains(HQ061227—1、HQ061227—2)belonged to 

1982；Smith et a1．1991)of Photobacterium (Beijer- 
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inck 1889)，the sequenced 16S rRNA gene of strain HQ061227—1(accession No．EF635307) 

is 1 469bp in length，and exhibited high similarity(99 )with the 16S rRNA gene of P．dam— 

selae from GenBank database． Antibiotic sensitivity using 3 7 antimicrobial agents showed that 

the isolates were sensitive to 3 2 agents including cefazolin，resistant to 4 agents including peni— 

cillin G，and slightly sensitive to ampicillin． 

KEY W ORDS Epinephelus lanceolatus L． Photobacterium damselae subsp．damselae 

Biologica1 characterization Phylogenetic analysis 

美人鱼发光杆菌 Photobacterium damselae包括美人鱼发光杆菌美人鱼亚种 即原来 的美人鱼弧菌和美人 

鱼发光杆菌杀鱼亚种 Photobacterium damselae subsp．piscicida两个亚种。美人鱼弧菌是于 1981年由 Love 

等首次从患皮肤溃疡病的少女鱼 Damselfish病灶处分离到的，并作为一种新的弧菌被命名 ，在有的资料 中也 

将该菌称为海鱼弧菌、雀鲷弧菌及少女鱼弧菌等，美国CDC曾将其称为EF一5群弧菌。该菌广泛存在于海水及 

寄生于海产动物中，主要感染变温动物尤其是养殖鱼类 ，除感染雀鲷科鱼 Chromis punctipinis类外 ，还感染鲨 

鱼 Bottlenose dolphins，Tursiops truncates、大菱鲆 Turbot，Scophthalmus maximus和五条鲫 Yellowtail，Se— 

riola q“ q“Pr口 n 口等(Fujioka et a1． 1998；Fouz et a1． 1991；Sakata et a1． 1989)。由该菌所引起的鱼 

类疾病主要表现为特征性皮肤损伤即形成溃疡，在胸鳍和尾柄处尤为严重，这些溃疡直径在 5～20mm，并伴随 

肌肉液化，组织病理学检验表明，存在肉芽肿性溃疡皮炎(Austin et a1． 1999)。在我国，刘 明等(1998)报 

道该菌可引起热带海水鱼——蝴蝶鱼的感染发病 ，病鱼表现为出血症 ；黄志坚等(1999)报道从养殖鳜鱼的细菌 

性病害分离到该菌并证实其具有一定致病力 ；叶巧真等(2000)报道 ，从患白底板病和红底板病的病鳖中分离到 

美人鱼发光杆菌，并对中华鳖具有一定的致病性。此外，该菌也是人的致病菌，在养殖鱼类的刺及牙齿上常可 

分离到，因此在养殖过程中要特别注意鱼受该菌感染。 

2006年 12月 ，作者对河北秦皇岛山海关海洋公园养殖的 1条病死 的观赏用龙胆石斑鱼 Epinephelus lan— 

ceolatus L．进行 了检验。以其肝脏和肾脏组织为材料做细菌学检验 。结果表明，为发光杆菌属(Photobacteri一 

“ Beijerinck 1889)的美人鱼发光杆菌美人鱼亚种 P．damselae subsp．damselae(Love et a1．1982；Smith et 

a1． 1991)，该菌即为原归于弧菌属(Vibrio Pacini 1854)的美人鱼弧菌 V．damsela(Love et a1． 1982)。为 

丰富该菌在生物学性状和分子生物学等方面的内容 ，作者对其进行 了形态特征与培养特性 、理化特性 、对抗菌 

类药物的敏感性及 16S rRNA基因序列测定与系统发育学分析，旨在能为对该菌的有效检验及进一步研究等 

提供一定的参考 。 

1 材料与方法 

1．1 病鱼临床剖检 

对病死龙胆石斑鱼进行主要病理变化检验，同时以病变肝 、肾组织为材料，先经抹片后革兰氏染色镜检细 

菌；再用普通营养琼脂培养基做划线接种分离培养细菌(28℃培养 24h和 48h检查)，取分离菌移接于普通营养 

琼脂斜面(28℃培养 24h)做纯培养供检验用。 

1．2 形态与茵落特征检查 

取纯培养菌分别移接于普通营养琼脂斜面置 28℃培养 20h，制备涂片标本进行革兰氏染色做形态特征检 

查；各菌株分别划线接种于普通营养琼脂、血液营养琼脂(含 7 家兔脱纤血的普通营养琼脂)、庆大霉素琼脂 

和硫代硫酸钠柠檬酸钠胆酸钠蔗糖琼脂(TCBS)等不同培养基平板，置 28。C培养 24h和 48h，分别检查生长情 

况及菌落特征。同时，分别接种于普通营养肉汤(管)中，置 28℃培养 24h，检查液体培养的生长表现。 
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1．3 理化特性检查 

取纯培养菌，分别接种于细菌理化特性鉴定用培养基中，按常规进行氧化酶、接触酶、糖(醇及苷)类代谢、 

H S、吲哚、MR、V—P试验、硝酸盐还原和 OF试验和枸橼酸盐利用(Simmons)等较系统的理化特性测定 ，主要 

参照《常见细菌系统鉴定手册》(东秀珠等 2001)及《人及动物病原细菌学》(杨正时等 2003)进行。 

1．4 16S rRNA基因序列测定与系统发育学分析 

1．4．1 PCR 模 板 DNA 的制备 

择代表菌株接种于 LB肉汤中 28℃培养 16h，按小量细菌基因组 DNA抽提试剂盒(大连宝生物工程有限 

公司产 ，批号 DV810A)所述方法提取 DNA作为 PCR模板 DNA。 

1．4．2 16S rRNA基 因序列的 PCR扩增与测序 

16S rRNA基因 PCR扩增的两个引物分别为 27F(正 向引物)：5，_AGA GTT TGA TC(c／A)TGG CTC 

A 3 (对应于 E．coli 16S rRNA基因的第 8～27个碱基位置)、1492R(反向引物)：5'-GGT TAC CTT GTT 

ACG ACT T一3 (对应于 E．coli 16S rRNA基因的第 1 492～1 510个 碱基位置)(Martin et a1． 1998)。在 

20／,1反应体系中含有：无菌蒸馏水 14．4#1，1×PCR缓冲液 2 l，1．5m mol／I MgC1z 1．6ul，4×dNTP混合物 

0．4td，引物各 0．2tLl，2．5U／ul的 Taq DNA聚合 酶 0．2 l，模板 DNA 1 l。PCR反应 条件 为：95℃预变性 

3min、接 94℃变性 lmin、55℃复性 lmin和 72℃延伸 2min，30个循环后 72。C温育 6min。PCR扩增产物经 

DNA纯化系统(Wizard PCR Preps，Promega)纯化后 ，由上海生物工程技术公司进行基因序列测定。 

1．4．3 16S rRNA基 因序列系统发育树构建 

对供试菌株 的 16S rRNA 基 因序列 通过 NCBI的 Blast检 索 系统 (http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／ 

Blast／)进行序列 同源性分析 ，并使用 ClustalX 1．83软件与从 GenBank数据库 中获得的序列相似性较高的菌 

株的序列进行多序列匹配排列(Multiple Alignments)，采用邻接法(Neighbor joining method)获得分支系统 

树 ，并通过 Bootstrap法(1 000次重复)检验 。 

1．5 菌种分类位置确定 

根据细菌形态、培养及理化特性测定 的结果 ，主要依据 Holt等(1994)、Krieg等 (1984)Austin等 (1999) 

及有关资料，并结合细菌发育学分析的结果，进行分离菌的种属分类位置判定 。 

1．6 药物敏感性测定 

经鉴定后的菌株 ，用常规琼脂扩散(K—B)法进行对常用抗菌类药物的敏感性测定 ，以是否出现抑菌圈及抑 

菌圈直径大小作为敏感与耐药的判定指标(叶应妩等 1997)。 

2 结果 

2．1 临床症状 

所检石斑鱼体长 1．2m，体重 50kg；体表黏液明显增多(甚至形成了一层白色的膜状物)，鳞片脱落较严重， 

口腔充血和出血，眼球表面有一层灰白色伪膜，鳃盖下缘有充血现象，鳃丝充血严重且灰白色黏液增多，各鳍均 

有不同程度的充血和出血(尤其以尾鳍严重)；剖检见腹腔积液明显(不很混浊)，肝脏肿胀充血 ，胆囊稍肿大且 

有胆汁外渗现象，肠道有充血现象。 

2．2 病变组织中的细菌 

在被检龙胆石斑鱼的肝、。肾组织中，均存在多量革兰氏阴性、散在(个别菌体成双排列)、两端钝圆(个别菌 

体一端或两端稍尖)、大小多在(o．6～1．0) m×(1．2～2．2)ptm的杆菌，有的菌体呈球杆状或近似球状。 



第 3期 张晓君等：龙胆石斑鱼源美人鱼发光杆菌的生物学特性与系统发育学分析 41 

2．3 细菌分离与纯培养菌株 

从被检龙胆石斑鱼 的肝 、肾组织中，均分离到了多量 同种细菌 ，肾脏中明显多于肝脏 中的。菌落特征为圆 

形光滑 、边缘整齐 、透明至半透 明、较 隆起 、浅灰 白色和 闪光 ，2h检查菌 落直径多在 0．5ram 左右 ，48h多在 

1．2ram左右。从肾脏、肝脏分离菌各取 1个菌落做纯培养 1株共两株，记作 HQo61227—1(分离于肾脏)、 

HQO61227—2(分离于肝脏)，置 4℃普通冰箱 中保存供检验用 。 

表 1 分离菌 的理化特性 

2．4 纯培养菌的生物学性状 T bl。1 Phy i。1。gica1 a d bioch mi 1。haracteristics。f isolates 

2．4．1 形态特征 

两株供试纯培养菌的形态 

特征为革兰氏染色 阴性 、散 在 

(个别菌体成双排列)、两端钝 

圆 (个 别 菌 体 一 端 或 两 端 稍 

尖)，大小 多在 (0．6～ 1．0)tim 

x(1．0～2．0)tim 的杆 菌 (极 

个别菌体稍有弯曲现象)，有半 

数以上菌体呈球杆状或近似球 

状 。 

2．4．2 培养特性 

两株供试纯培养菌在普通 

营养琼脂上的菌落特征，与从 

病料 中直接分 离的相一致 ，生 

长良好；在血液 营养琼脂上 的 

生长情况 和菌 落特征，均与在 

普通营养琼脂 上的相 一致，呈 

l3型溶血 ，培养 48h菌 落直径 

多在 1．5mm 左 右 ；在 TCBS 

上菌落圆形光滑 、边缘整齐、较 

隆起 、绿色 ，培养 24h检查菌落 

直径多在 1．2ram左右、48h多 

在 1．8mm左右 ，生长较丰盛 ； 

在庆大霉素琼 脂上 ，培养 24h 

检查仅在划线接种的起始部有 

菌苔和很 小 的菌落 生长 ，48h 

检查菌落直径 多在 1．Omm 左 

右，菌苔(落)呈灰色或灰褐色。 

在普通营养 肉汤培养基 (管) 

中，上部分培养液仍是透明的， 

下部分 有絮 膜状 悬浮 的沉 淀 

特性 

Character 

分离菌 (两株) 美人鱼发光杆菌美人鱼亚种a 

Isolates P．damselae subsp．damselae 

物 ，摇动后散开成小颗粒状的中度混浊。 

2．4．3 理 化 性 状 

供试两株纯培养菌，对所测主要理化性状的反应结果一致(见表 1)。 



42 渔 业 科 学 进 展 第 3O卷 

2．4．4 16S rRNA 基 因序 列 

与系统发育学 

取 HQo61227—1株作为代 

表菌株进行 16S rRNA基因序 

列与系统发育学分析，结果该 

菌株 16S rRNA基因序列长度 

(不 包 括 引 物 结 合 区 )为 

1 469bp(GenBank 登 录 号 ： 

EF635307)；将 HQO61227—1 

株的 16S rRNA基因序列在国 

际互联 网上进行同源性检索 ， 

结果均与发光杆菌属和弧菌属 

细菌的 16S rRNA基因序列 自 

然聚类。在检索出的美人鱼发 

光 杆 菌 序 列 中，HQ061227—1 

株 与它 们 的 同源 性在 99％。 

选取 了其 中部分 菌 株 的 16s 

rRNA基因序列进行系统发育 

学分析 ，其 系统发育 树如图 1 

所示。 

2．4．5 细菌种类 

根据表型特征及系统发育 

学分析的结果 ，判定分离菌为 

发光杆菌属的美人鱼发光杆菌 

美人鱼亚种 ，该 菌即为原归于 

弧菌属的美人鱼弧菌 。 

(续表 1】 

特性 

character 

分离菌(两株) 美人鱼发光杆菌美人夤亚种 

Isolates P．damselae subsp．damse~e 

2．5 药物敏感性
． 

’注 ‘ 阳性；“一”示阴 性；“ 发 酵 “‘

o

”

g

示在

y．

原 文

ed

中无

))199Bergey's Manual of Determinative Bacteriology 9th ed))l99 4 

表中数据取自 

‘ 《 中的美人鱼弧菌 

用 HQ061227—1菌株进行 

的药敏测定，结果对供试 37种抗菌类药物的敏感性为：均对头孢唑啉、头孢拉啶、头孢噻肟、头孢曲松、头孢他 

啶、头孢哌酮、头孢吡肟、氨曲南、红霉素、阿奇霉素、链霉素、卡那霉素、庆大霉素、妥布霉素、丁胺卡那霉素、新 

霉素、大观霉素、诺氟沙星 、氧氟沙星、环丙沙星 、四环素、多西霉素、氯霉素、克林霉素 、多黏菌素 B、利福平 、复 

方新诺明、甲氧苄啶、呋喃妥因、呋喃唑酮 、新生霉素和恩诺沙星等 32种药物高度敏感 (抑菌圈直径在 16～4O 

mm)；对氨苄青霉素低敏(抑菌圈直径为 12 ram)；对青霉素G、苯唑青霉素、万古霉素和杆菌肽等 4种耐药(无 

抑菌圈形成)。 

3 讨论 

美人鱼发光杆菌广泛存在于海水及海产动物中，主要感染变温动物尤其是养殖鱼类，也属于人及鱼类共染 

的一种病原菌。本次所检病死龙胆石斑鱼表现为败血症感染病变，通过对病死鱼肝和肾等病变组织做直接染 

色标本发现细菌 、有规律地分离到细菌并经鉴定表明为同种细菌 ，以及对分离菌进行了主要理化特性方面较系 

统的表观分类学指征检验并结合 16S rRNA基因序列测定与系统发育学分析，表明所检出的细菌为发光杆菌 

属的美人鱼发光杆菌且为被检龙胆石斑鱼的相应病原菌，进一步证明了美人鱼发光杆菌广泛的致病作用。 

本次对美人鱼发光杆菌美人鱼亚种的菌种判定，是通过比较系统的表观生物学分类指征检验并结合 16S 
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rRNA基因序列测定与系统发育学分析进行的。 

就个别生化性状指标来讲，分离菌与记载的存在 
一 些差异，但其系统发育是与美人鱼发光杆菌美 

人鱼亚种相聚类 的，这些指示在对细菌鉴定时不 

能仅仅依赖于生化指标的完全一致性，区域性的 

地方分离菌株间可能是会存在个别生化指标差异 

的。另一方面 ，本次对分离菌株较系统的理化特 

性检验 ，也相对丰富了该菌 的一些生物学性状 内 

容，将可能有益于对该菌的分离与鉴定。 

药敏测定结果显示，分离菌均对供试的头孢 

唑啉等 32种药物敏感 、对氨苄青霉素等 5种药物 

耐药或低敏，该结果有益于选择用药防治 由美人 

鱼发光杆菌引起 的感染症 。考虑到细菌耐药变异 

的频繁性 ，提议有效用药还是对分离菌株 在进行 

了药敏测定后选择敏感药物为宜。 
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