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条石鲷(Oplegnathus fasciatus)源美人鱼发光 

杆菌杀鱼亚种(Photobacterium damselae 
 subsp. piscicida)的分离鉴定* 

王庚申 1,2  许文军 1  谢建军 1  汪  玮 1  施  慧 1① 
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摘要    2013 年浙江省舟山市某网箱养殖条石鲷(Oplegnathus fasciatus)暴发了一种严重的疾病，病

鱼主要症状为脾、肾出现 1–2 mm 的白色类结节。从患病鱼内脏处分离得到 1 株优势菌 OF-1，经

人工感染实验证实为此次引起条石鲷死亡的致病菌，半数致死量为 5.93×104 CFU/g。形态学观察结

果显示，菌株 OF-1 为革兰氏阴性、短杆状，在 TCBS 培养基上不生长。API 20E 细菌鉴定系统、

16S rRNA 系统发育树分析结果证实，该菌株为美人鱼发光杆菌杀鱼亚种(Photobacterium damselae 

subsp. piscicida)。该菌对庆大霉素、青霉素、氟哌酸、氧氟沙星、氨苄青霉素等药物高度敏感，对

红霉素、链霉素、卡那霉素、苯唑青霉素等药物具有抗性。 
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条石鲷(Oplegnathus fasciatus)俗称日本鹦鹉鱼，

主要分布在我国的黄海、东海、台湾沿海以及日本北

海道以南等海域，系温热带近海岩礁鱼类(朱元鼎等, 

1963)。条石鲷体态优美，色泽鲜艳，肉质细致，营

养丰富，具有较高的经济价值和观赏价值(武云飞等, 

1999)。我国于 2004 年首次完成条石鲷规模化人工育

苗，目前，条石鲷已成为我国海水网箱养殖和人工增

殖放流的优良品种之一(牛化欣等, 2008)。近年来，

国外关于条石鲷营养需求(Shan et al, 2008; Lim et al, 

2009)、免疫(Kim et al, 2007; Kim et al, 2009; Zoysa  

et al, 2012)及病害(畑井喜司雄等, 2007; Jung et al, 

2000)等方面的研究取得了一些进展；国内也有一些

条石鲷人工繁育(倪梦麟等, 2007)、早期发育(柳学周

等, 2008)、生理(柳敏海等, 2009; 孙鹏等, 2010)及组

织学(王健鑫等, 2006; 何滔等, 2013)等方面的报道，

但有关条石鲷病害方面的研究还鲜见报道。 

美人鱼发光杆菌杀鱼亚种(Photobacterium damselae 

subsp. piscicida)即原来的杀鱼巴斯德氏菌(Pasteurella 

piscicida) ，最早从美国的野生美洲狼鲈 (Morone 

americana)和条纹狼鲈(Morone saxatilis)分离得到(张

飞等, 2012)，随后由该菌引起的鱼类感染相继在日本

和美国发生，造成了鱼类大量死亡。美人鱼发光杆菌

杀鱼亚种对宿主无专一性，可感染多种养殖鱼类，通

常在 18–20℃时发病(Magarinos et al, 1992)。 

2013 年 8 月，浙江省舟山市某网箱养殖条石鲷

暴发了一种严重的疾病，死亡率达到 20%以上。患病
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鱼主要症状为体色加深，离群独游，反应迟钝，食欲

减退，体表无明显发病症状；解剖可见脾脏、肾脏表

面出现许多 1–2 mm 左右白色类结节，严重者肝脏、

肠道也会出现相同的白点(图 1)。本研究从患病条石

鲷的内脏分离得到优势菌，对细菌进行人工感染确定

其致病性，并运用形态学观察、生理生化测定及 16S 

rRNA 基因序列分析对病原菌进行鉴定，最后进行了

药物敏感实验，本研究结果将为条石鲷健康养殖和疾

病防治提供理论依据。 
 

 
 

图 1  患病条石鲷 

Fig.1  Diseased O. fasciatus  
 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

患病条石鲷取自浙江省舟山市某养殖网箱，体长为

10–12 cm。人工感染实验所用条石鲷为浙江省海洋水

产研究所西轩岛试验场放流的健康条石鲷，体长为

8–10 cm，暂养 7 d 后用于感染实验。 

细菌分离所用的 TSA 培养基购自北京陆桥技术

有限责任公司；TCBS 培养基购自杭州微生物试剂有

限公司；法国 API 20E 细菌鉴定系统试剂条购自生物

梅里埃中国有限公司；细菌生化鉴定管购自杭州微生

物试剂有限公司；切胶回收试剂盒和引物由生工生物

工程(上海)股份有限公司提供；Taq DNA 聚合酶、

10×PCR 缓冲液、dNTP 等购自宝生物工程(大连)公司。 

1.2  病原菌的分离培养 

无菌条件下解剖病鱼，观察体表和各器官的病变

情况。取体表黏液、鳃丝、肝脏、肾脏、脾脏等处组

织，制作成水浸片，在显微镜下进行检查，以初步观

察和确认可疑致病原。 

取有典型症状的濒死条石鲷，用 75%的酒精棉球

反复擦拭病鱼体表，无菌解剖后，用接种环在脾脏、

肾脏及肝脏处取样，平板划线接种于 TSA 和 TCBS

培养基，28℃恒温培养 48 h，挑取形态一致的优势菌

落进行纯化培养，获得纯培养菌株后，–80℃保存备用。 

1.3  人工感染实验 

健康条石鲷暂养 7 d 后，选择规格均一、活力好

的个体用于感染实验。实验在 80 L 水族箱中进行，

每 8 尾条石鲷为 1 组，每个细菌浓度设 3 个平行，并

设 3 个对照组。 

将分离到的优势菌经 TSA 培养基培养 48 h，用

1.5%灭菌生理盐水洗下细菌，分光光度法结合平板计

数法制成浓度为 2×109、2×108、2×107、2×106、2×105、

2×104 CFU/ml 的菌悬液。采用腹腔注射法对条石鲷进

行人工感染，每尾鱼注射 0.2 ml 菌悬液，对照组注射

等量的 1.5%灭菌生理盐水。连续观察 14 d，随时记

录发病症状和死亡情况。实验期间水温为 26–28℃，

盐度为 30–32，充气，不投喂，每天换水量为 50%。

采用 Reed-Muench 法(安德森, 1984)计算半数致死量

LD50。 

1.4  病原菌的鉴定 

1.4.1  形态学观察    将纯化菌株接种于 TSA 培养

基，28℃培养 24 h，观察菌落形态并挑取纯培养物进

行革兰氏染色和负染，观察细菌形态及大小。 

1.4.2  生理生化鉴定    按照产品说明所述方法以

法国 API 20E 细菌鉴定系统的生化实验及细菌生化

鉴定管测定细菌的生理生化指标。  

1.4.3    16S rRNA 基因序列分析及系统发育树的构

建    模板 DNA 的制备：挑取单菌落置于 100 μl 灭菌

蒸馏水中，煮沸 10 min，冰浴 5 min，12000 g 离心 5 min，

取上清液作为模板 DNA。16S rRNA 基因扩增采用通用

引物 27F (5-AGAGTTTGATC(C/A)TGGCTCAG-3)和
1492R(5-TACGG(C/T)TAC CTTGTTACGACTT-3)。
25 μl PCR 反应体系：10×PCR 缓冲液 2.5 μl、dNTP

混合物 2 μl、上下游引物各 0.5 μl、Taq DNA 聚合酶

(5 U/μl) 0.5 μl、模板 DNA 5 μl，灭菌双蒸水补足反应

体系。PCR 扩增程序：95℃ 5 min；95℃ 30 s，52℃    

45 s，72℃ 45 s，进行 30 个循环；72℃ 7 min。PCR

产物由生工生物工程(上海)股份有限公司进行测序，

测序结果经 Blast 后用 ClustalX 软件进行多序列匹配

排列，然后用 MEGA 软件构建系统发育树。 

1.5  药物敏感实验 

用灭菌生理盐水从培养 48 h 的 TSA 培养基上洗

下待测菌株，通过分光光度法结合平板计数法调整其

菌液浓度为 109 CFU/ml。取 0.1 ml 菌悬液涂布于 TSA

培养基，然后贴上药敏纸片(购自杭州微生物试剂有

限公司)，28℃培养 24 h 后，测量抑菌圈的直径。 
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2  结果 

2.1  病原菌的分离培养 

水浸片观察结果显示，肝脏、脾脏及肾脏等处有

许多活动的杆状细菌。从多条患病条石鲷肝脏、脾脏

及肾脏处分离得到同一种优势菌(记为 OF-1)。该菌在

TSA 培养基上 28℃培养 24 h 后，菌落呈圆形、半透

明、中央隆起、边缘规则、表面光滑湿润、乳黄色，

直径为 0.3–0.5 mm，48 h 后直径为 1.0–1.6 mm；在

TCBS 培养基上不生长。 

2.2  人工感染实验 

实验鱼从第 2 天开始出现死亡(表 1)，第 3 天各

实验组的死亡个体脾脏、肾脏开始出现白点，对照组

在实验期间无症状、无死亡。人工感染实验发病鱼与

自然发病鱼的症状相同，脾脏、肾脏处可见白色结节，

从感染鱼分离得到的致病菌与 OF-1 的菌落形态、生

理生化特征一致，证实菌株 OF-1 为此次条石鲷内脏

白点病的致病菌。经计算，菌株 OF-1 的半数致死量

LD50 为 5.93×104 CFU/g。 

2.3  病原菌的鉴定 

菌株 OF-1 为革兰氏阴性菌，短杆状，两端着色

加深；细菌单个存在，或两个、多个连接成长杆状  

(图 2)。生理生化结果显示(表 2)，氧化酶、V-P 实验、

精氨酸双水解酶、发酵葡萄糖及甘露糖等为阳性；β-

半乳糖苷酶、赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶、柠檬酸

盐利用、H2S 产生、脲酶、色氨酸脱氨酶、产生吲哚、

明胶酶以及发酵甘露醇、肌醇、山梨醇、鼠李糖、蔗

糖、蜜二糖、苦杏仁苷、阿拉伯糖等为阴性，在 API 

20E 细菌鉴定系统编号为 2005004，与美人鱼发光杆

菌杀鱼亚种生理生化特征一致。 
 

表 1  条石鲷腹腔注射感染实验结果 
Tab.1  The mortality of O. fasciatus infected by intraperitoneal injection 

实验分组 
Group 

细菌浓度 Bacteria 
concentration(CFU/ml) 

尾数 
Number 

注射剂量 
Injection dosage(ml)

死亡时间 
Time to death (d)

死亡数 
Number of death 

死亡率 
Mortality (%)

2×109 24 0.2 24 24 100 

2×108 24 0.2 35 24 100 

2×107 24 0.2 38 20 83.3 

2×106 24 0.2 46 4 16.7 

2×105 24 0.2  0 0 

OF-1 

2×104 24 0.2  0 0 

对照 
Control 

生理盐水 
1.5% saline 

24 0.2  0 0 

 

 
 

图 2  分离菌株的电镜照片 

Fig.2  The electronic microphotograph of the isolated strain 
 

2.4  16S rRNA 基因序列分析及系统发育树构建 

测序得到的 16S rRNA 基因序列长度为 1454 bp 

(GenBank 登录号为：KF956381)，在 GenBank 数 

据库中进行 Blast 比对，与美人鱼发光杆菌同源性最

高，均达到 99%以上。选取同源性较高的菌株 16S 

rRNA 序列，用 MEGA 5.0 软件构建系统发育树，结

果显示，菌株 OF-1 与美人鱼发光杆菌 2 个亚种聚为

一簇，说明菌株 OF-1 与美人鱼发光杆菌亲缘关系最近。 

2.5  药物敏感实验 

菌株 OF-1对 25种抗菌药物的敏感性实验结果见

表 3。结果显示，该菌对呋喃妥因、庆大霉素、青霉素、

先锋必、氟哌酸、氧氟沙星、氨苄青霉素、先锋Ⅵ、

氯霉素、环丙沙星、四环素敏感；对先锋噻肟、利福

平、头孢肤肟中度敏感；对红霉素、万古霉素、菌必

治、链霉素、卡那霉素、苯唑青霉素等药物具有抗性。 

3  讨论 

美人鱼发光杆菌杀鱼亚种感染不同鱼种所呈现 
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表 2  菌株 OF-1 生理生化指标 
Tab.2  Physiological and biochemical characteristics of the bacterial strain OF-1 

检测项目 
Test items 

OF-1 
P.damselae subsp.

 Piscicida 
(Zorrilla et al, 1999)

检测项目 
Test items 

OF-1 
P.damselae subsp.

 Piscicida 
(Zorrilla et al, 1999)

革兰氏染色 Gram stain   柠檬酸盐利用 Citrate utilization   

运动性 Motility   淀粉酶 Amylase   

氧化酶 Oxidase + ± 脂酶 Lipase + ± 

O/129 (10 μg)   明胶酶 Gelatinase   

O/129 (150 μg)   脲酶 Urease   

TCBS 生长 Growth on TCBS   Β-半乳糖苷酶 β-galactosidase   

0% NaCl生长 Growth in 0% NaCl   
鸟氨酸脱酸酶 

Ornithine decarboxylase 
  

3% NaCl生长 Growth in 3% NaCl + + 
精氨酸双水解酶 

Arginine digydrolase 
+ ± 

6% NaCl生长 Growth in 3% NaCl   
赖氨酸脱羧酶 

Lysine decarboxylase 
  

8% NaCl生长 Growth in 8% NaCl   
色氨酸脱氨酶 

Tryptophan deaminase 
  

4℃生长 Growth at 4 ℃   葡萄糖 Glucose  + + 

10℃生长 Growth at 10℃ + + 甘露醇 Mannitol   

20℃生长 Growth at 20℃ + + 甘露糖 Mannose + + 

30℃生长 Growth at 30℃ + + 麦芽糖 Maltose   

37℃生长 Growth at 37℃   蔗糖 Sucrose   

葡萄糖产气 Gas from glucose   蜜二糖 Melibiose   

O-F 实验 O-F Test F F 鼠李糖 Rhamnose   

硝酸盐还原 Nitrate reduction   肌醇 Inositol   

吲哚产生 Indole production   D-山梨醇 D-sorbitol   

V-P 实验 V-P test + ± 苦杏仁苷 Amygdalin   

H2S 产生 H2S production   阿拉伯糖 Arabinose   

注: +表示阳性; 表示阴性; ±表示弱阳性; F 表示发酵 

Note: +: Positive; : Negative; ±: Weak positive; F: Fermentative 
 

 
 

图 3  菌株 OF-1 16S rRNA基因序列聚类分析结果 

Fig.3  Cluster analysis based on the 16S rRNA sequence of strain OF-1 
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表 3  菌株 OF-1 药敏实验结果 
Tab.3  Sensitivity of strain OF-1 to antibiotics 

药物名称 
Name of antibiotics 

药物含量 
Contents (μg/Tablet) 

抑菌圈直径 
Sterilizing diameter (mm) 

敏感度 
Sensitivity 

先锋噻肟 Cefotaxime 30 19 I 

红霉素 Erythromycinum 15 12 R 

呋喃妥因 Nitrofurantoin 300 17 S 

利福平 Rifampicine 5 18 I 

庆大霉素 Gentamicinum 10 18 S 

万古霉素 Vancomycin 30 8 R 

青霉素 Penicillin G 10 16 S 

先锋必 Cefoperazone 75 24 S 

菌必治 Ceftriaxone 30 0 R 

氟哌酸 Norfloxacin 10 26 S 

链霉素 Streptomycin 10 0 R 

卡那霉素 Kanamycinum 30 0 R 

复达欣 Ceftazidime 30 11 R 

苯唑青霉素 Proctaphlin 1 0 R 

阿米卡星 Amikaxing 30 14 R 

氧氟沙星 Ofloxacin 5 27 S 

氨苄青霉素 Ampicillin 10 20 S 

妥布霉素 Tobramycin 10 0 R 

先锋  CefamezinⅤ  30 0 R 

先锋  Ⅵ Cefalexin 30 20 S 

复方新诺明 Sulfamethoxazolum 23.7/1.25 0 R 

氯霉素 Chloromycetin 30 24 S 

环丙沙星 Ciprofloxacin 5 30 S 

氧哌嗪青霉素 Piperacillin 100 0 R 

四环素 Tetracycline 30 35 S 

头孢肤肟 Cefuroxime sodium 30 15 I 

注: S 表示敏感; I 表示中度敏感; R 表示耐药 
Note: S: Sensitive; I: Intermediate sensitive; R: Resistant 

 

的症状有明显差异，此次条石鲷感染死亡症状主要表

现为脾脏、肾脏出现灰白色的结节，最终发生死亡，

与其他多数受感染的鱼类，如军曹鱼(Rachycentron 

canadum)、黄尾 (Seriola quinqueradiata)、金头鲷

(Sparus aurata)、卵形鲳鲹(Trachinotus ovatus)、五条

(Seriola quinqueradiata)等死亡症状相似(王瑞旋等, 

2010;任燕等 , 2012)；但与半滑舌鳎 (Cynoglossus 

semilaevis)感染此菌的主要症状为体表溃烂、鳍基部

出血、胆囊发黑和肾脏发黄等症状明显不同(Wang et al, 

2007)。目前，关于美人鱼发光杆菌杀鱼亚种引起条

石鲷感染死亡的报道尚属首次。人工感染实验证实菌

株 OF-1 为此次引起条石鲷死亡的致病菌，半数致死

量为 5.93×104 CFU/g，与王瑞旋等(2010)从卵形鲳鲹

所分离菌半数致死量(1.1×106 CFU/g)相比较低，但明

显高于 Wang 等(2007)报道美人鱼发光杆菌杀鱼亚种

对半滑舌鳎的 LD50 (5.5×103 CFU/g)，这可能与不同

菌株的毒力及不同养殖品种的抵抗力有关。 

OHara 等(2003)采用 6 种常用的细菌鉴定系统对

美人鱼发光杆菌进行鉴定，结果发现，API 20E 对美

人鱼发光杆菌的鉴定准确率为 100%。但是，Thyssen

等(2000)通过实验发现，只有 76%的美人鱼发光杆菌

杀鱼亚种在 API 20E 测定时系统编号为 2005004，而

且必须结合杀鱼亚种对温度和盐度的严格需求进行

鉴定。本研究中，菌株 OF-1 的 API 20E 系统编号为

2005004，在 6%NaCl 胨水以及在 4℃、37℃不生长，

与美人鱼发光杆菌杀鱼亚种生理生化特征一致。目

前，16S rRNA 是细菌鉴定和系统发育地位研究最常

用的工具，普遍认为 16S rRNA 同源性大于 97.5%的
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细菌可视为同种(赛文婴等, 2000)。利用 16S rRNA 通

用引物扩增了菌株 OF-1 的 16S rRNA 基因片段，测

序并构建系统发育树，显示菌株 OF-1 与美人鱼发光

杆菌聚为一簇，亲缘关系最近，综合细菌形态学特征、

生理生化及分子鉴定结果，将菌株 OF-1 鉴定为美人

鱼发光杆菌杀鱼亚种。 

在对抗菌药物敏感性研究方面，Thyssen 等(2001)

对采自不同地区的 145 株美人鱼发光杆菌杀鱼亚种

进行了抗菌药物敏感性研究，结果显示，93%的菌株

对红霉素具有抗性；几乎所有的欧洲菌株对卡那霉素

敏感，而来自日本的菌株 49%对卡那霉素具有抗性。

本研究中，菌株 OF-1 对红霉素、卡那霉素均有抗性。

王瑞旋等(2010)报道，美人鱼发光杆菌杀鱼亚种对受

试的 20 种抗菌药物有抗性，仅对诺氟沙星、环丙沙

星、复方新诺明、红霉素、庆大霉素、氯霉素、四环

素、新霉素、链霉素等药物中度敏感；在 28 种受试

中草药中对番石榴和苍术高度敏感。而本研究中，菌

株 OF-1 对环丙沙星、氯霉素、四环素、庆大霉素高

度敏感，对复方新诺明、红霉素、链霉素具有抗性。

由于氯霉素、红霉素、环丙沙星等为水产禁药，故本

结果仅为其他同类药物使用提供参考。 
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Isolation and Identification of Photobacterium damselae subsp. piscicida  
from Diseased Rock Bream (Oplegnathus fasciatus) 

WANG Gengshen1,2, XU Wenjun1, XIE Jianjun1, WANG Wei1, SHI Hui1①
 

(1. Marine Fisheries Research Institute of Zhejiang, Zhoushan  316021; 
2. Key Laboratory of Marine Culture and Enhancement of Zhejiang Province, Zhoushan  316021) 

Abstract    Rock bream (Oplegnathus fasciatus) is an important economic fish cultured in China. In 
recent years, rock bream aquaculture has developed rapidly along the coast of China. In August 2013, an 
epizootic occurred among cultured rock bream in a cage culture farm in Zhoushan of Zhejiang Province, 
China, which caused a cumulative mortality up to 20%. The diseased fish had no obvious symptoms on 
body surface; the main symptom was characterized by many white nodules (1–2 mm) in the spleen and 
kidney. The aim of this research was to isolate and identify the bacterial isolate, then to determine the 
pathogenicity and test drug sensitivity of bacteria pathogen found in diseased rock bream. A dominant 
bacterium strain OF-1 was isolated from the liver, spleen and kidney. Artificial infection test with 
intraperitoneal injection method proved that the LD50 value of bacterium strain OF-1 was 5.93×104 CFU/g. 
It was identified based on the morphology, the biochemical characteristics, and the 16S rRNA sequencing. 
The results of morphological tests indicated that strain OF-1 was gram-negative, rod bacteria and did not 
grow in the TCBS plate. OF-1 exhibited an API 20E index profile of 2005004, which was identical with 
the profile exhibited by Photobacterium damselae subsp. piscicida. The sequence analysis of 16S rRNA 
gene, the morphological, physiological and biochemical characteristics indicated that the bacterium strain 
OF-1 could be identified as P. damselae subsp. piscicida. The strain was highly sensitive to gentamicinum, 
penicillin G, norfloxacin, ofloxacin and ampicillin, but was resistant to erythromycinum, vancomycin, 
rocephin, streptomycin, kanamycinum and proctaphlin. This paper reported for the first time that P. 
damselae subsp. Piscicida caused the disease of rock bream in China, which will provide reference in fish 
health management and disease control. 

Key words    Oplegnathus fasciatus; Photobacterium damselae subsp. piscicida; Bacterial identification 
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