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摘要    裸盖鱼(Anoplopoma fimbria)是一种名贵的冷水经济鱼类，已在我国北方地区开展小规模的

工厂化繁育和养成。目前，我国关于裸盖鱼的病害研究仍是空白。本研究对山东烟台一养殖场自然

发生疥疮病的裸盖鱼进行了病原分析，从发病鱼体内分离得到形态一致的优势菌株，命名为 AF-1，

并对其进行了致病性检测、菌种鉴定及药物敏感性研究。人工感染实验证明，AF-1 对裸盖鱼有致

病性，呈现症状与自然发病状态一致；结合形态观察、革兰氏染色、生理生化特征、16S rRNA 和

gyrB 基因序列进化树分析，将 AF-1 鉴定为杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)；药物敏感性实验

结果显示，AF-1 对青霉素、阿莫西林、头孢噻吩等 13 种抗生素具有耐药性，对氟苯尼考、氟甲喹

等 16 种抗生素敏感。综上所述，本研究首次报道了我国养殖裸盖鱼感染杀鲑气单胞菌病例，为裸

盖鱼养殖过程中的疾病防控和疫苗开发提供了参考。 
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裸盖鱼 (Anoplopoma fimbria)隶属于辐鳍鱼纲

(Actinopterygii)、鲉形目 (Scorpaeniformes)、黑鲉科

(Anoplopomatidae)、裸盖鱼属(Anoplopoma)，分布于

北太平洋沿岸，包括自墨西哥北部至白令海的北美洲

沿海和自勘察加半岛至日本东北部的亚洲沿海地区。

裸盖鱼属于偏杂食的肉食性鱼类(刘春胜等, 2015)，年

均增重 2000 g 左右，最适生长温度为 10–13℃，即使在

夏季高温季节，裸盖鱼增重速度仍与适温条件下的半滑

舌鳎 (Cynoglossus semilaevis)和大菱鲆 (Scophthalmus 

maximus)相同(陈昭廷等, 2015)。裸盖鱼肌肉富含多种

营养物质，如不饱和脂肪酸(刘长琳等, 2015)，具有

极高的养殖价值。 

裸盖鱼早期仅在加拿大地区有小规模的工厂化

养殖(Hannah et al, 2013)，作为一种适合于黄海冷水

团养殖的名贵鱼种，2013 年裸盖鱼被引入我国，并

在山东烟台试养成功。2015 年，裸盖鱼国内养殖和
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繁育技术获得突破，并在山东烟台地区开展工厂化繁

殖和养成，但目前国内和国际上裸盖鱼养殖病害的研

究报道相对匮乏，早期从海捕野生裸盖鱼个体中分别

检测到杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)和鲑肾杆

菌 (Renibacterium salmoninarum)感染的病例 (Evelyn, 

1971; Bell et al, 1990)；Kent 等(1998)对大西洋鲑

(Salmo salar)网箱附近野生裸盖鱼调查发现，养殖大

西洋鲑的微孢子虫(Loma spp.)等病原具有侵染裸盖

鱼的能力。关于养殖裸盖鱼，目前只有加拿大不列颠

哥伦比亚大学的评估报告对病害情况进行了简短的

总结(Sumaila et al, 2005)。 

2015 年 11 月，烟台一养殖场繁育养殖的裸盖鱼

出现疥疮病症状，自组织中分离得到一株优势菌，并

进行了人工感染实验、生理生化鉴定、抗生素敏感检

测及 16S rRNA 和 gyrB 基因序列分析，确定了病原菌

的致病性、分类地位和耐药性，为我国人工繁育和养

成裸盖鱼的细菌病防治提供了参考。 

1  材料与方法 

1.1  病鱼来源 

发病裸盖鱼采集自山东烟台某一个养殖场，本地

繁育和养成，8 月龄，鱼体重 400–600 g，工厂化流

水养殖，养殖水温约为 15℃。 

1.2  病原菌分离 

从发病裸盖鱼的溃烂部位、脓肿部位、肝脏、脾

脏和肾脏取样，划线 TSA 和 2216e 平板培养基，20℃

培养 48–72 h，将获得的优势菌落进行纯化培养，分离

纯化后的菌落采用 20%的甘油保存于–80℃冰箱备用。 

1.3  病原菌的人工感染 

通过肌肉注射方式对裸盖鱼进行人工感染。将分

离菌株接种于 TSB 液体培养基，20℃摇床培养 36 h。

离心收集菌体，用生理盐水重悬细菌，调节细菌浓度

至 OD600 nm=0.5，此时细菌浓度约为 1×108 CFU/ml。

用生理盐水将菌液稀释至 1×107 CFU/ml。选择 400 g

左右裸盖鱼，通过背部肌肉注射方式进行感染，每尾

鱼注射 0.2 ml 1×107 CFU/ml 菌液，共注射 6 尾；对

照组注射等体积的灭菌生理盐水。每天正常饲喂、换

水，记录发病和死亡情况，对死亡的鱼及时解剖，并

对病原进行分离。 

1.4  病原菌的生理生化特征和药物敏感性分析 

采用革兰氏染色法对细菌进行染色镜检；采用微

生物鉴定系统API-ID32E生理生化检测试剂盒(梅里埃

公司, 法国)，参照产品使用说明书进行生理生化特征

测定；采用药敏检测试剂盒 ATB-VET(梅里埃公司, 

法国)，对菌株进行药物敏感性检测；选择氟苯尼考

药敏纸片(杭州微生物试剂有限公司)测定菌株对氟苯

尼考的敏感性。 

1.5  病原菌 16S rRNA 和 gyrB 基因序列测定 

利用 16S rRNA 通用引物 27 F(5-AGAGTTTG-

ATCCTGGCTCAG-3，对应大肠杆菌 8–27 bp)和 1492 

R(5-RGGTTACCTTGTTACGACTT-3，对应大肠杆菌

1492–1510 bp)，PCR 扩增 AF-1 16S rRNA 序列；按

照已有文献报道的条件，扩增菌株的 gyrB 基因

(Küpfer et al, 2006)。将扩增得到的 PCR 产物送至上

海桑尼生物科技有限公司进行测序，获得的序列信息

在GenBank中用Blast(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)进行

同源性比较，利用 MEGA 5.05 软件，采用邻位相连

法(Neighbor-Joining)构建系统进化树(Bootstrap=1000)。 

2  结果 

2.1  病鱼症状、病原分离及人工感染 

发病裸盖鱼体表有少量出血点和溃烂，腹鳍出

血，嘴角溃烂，严重者体表有脓肿；病鱼肝脏、肠壁

充血(图 1)。 

从病鱼的溃烂部位、疥疮、肝脏、脾脏和肾脏都

得到菌落形态一致的优势菌，细菌在 TSA 平板上生长

呈浅黄色不透明圆形菌落，在 2216e 琼脂平板上生长呈

针尖状菌落。其中，脾脏、肾脏和疥疮部位含菌量较高。

所有分离到菌株的菌落形态一致，16S rRNA 序列测定

结果相似度大于 99%，确定为同一菌株，命名为 AF-1。 

人工感染结果显示，注射感染菌株 AF-1 的裸盖

鱼 28 d 内全部死亡，出现症状与自然发病一致，前

21 d 死亡 5 尾，主要表现为鱼鳍出血，体表有溃烂和

出血点，22–28 d 死亡 1 尾，在注射部位出现脓肿；

死亡裸盖鱼解剖可见肝脏和肠壁充血。从人工感染发

病的裸盖鱼体内重新分离到菌株，其菌落形态、生理

生化特征和 16S rRNA 序列与 AF-1 一致，证明该菌

株为此次裸盖鱼疥疮病的病原菌。 

2.2  病原菌生理生化特征和药物敏感性 

革兰氏染色后光学显微镜观察显示，所有菌株均

呈革兰氏阴性短杆菌；采用 API ID32E 系统鉴定菌株

AF-1，反应结果见表 1。ATB 系统数据库鉴定结果显

示，菌株 AF-1 属于气单胞菌属，评语为“非常好的

鉴定在属水平”；ATB-VET 药物敏感性检测结果见表

2，AF-1 对青霉素、阿莫西林、头孢噻吩等 13 种抗 
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图 1  发病裸盖鱼症状 
Fig.1  The clinical symptoms of diseased sablefish 

A：腹部和腹鳍出血；B：体表溃烂；C：肝脏充血；D：尾部脓肿；E：脓肿内部溃烂；F：嘴角溃烂 
A: Subcutaneous hemorrhage in the abdomen and the fin; B: Ulcer on the body; C: Liver congestion;  

D: Abscess in the tail; E: Ulcer inside of abscess; F: Ulcer in the mouth 
 

表 1  AF-1 API ID32E 生理生化特征 
Tab.1  Biochemical reactions of AF-1 strain by API ID32E 

项目 Items 结果 Results 项目 Items 结果 Results 

脂酶 Lipase + 鸟氨酸脱羧酶 Ornithine decarboxylase – 

N-乙酰葡萄糖胺 N-acetylglucosamine + 吲哚 Indole + 

D-麦芽糖 D-maltose + D-甘露醇 D-mannitol – 

D-葡萄糖 D-glucose + 酚红 Phenol red – 

蔗糖 Sucrose + 5-酮基葡萄糖酸盐 5-keto-gluconate – 

D-半乳糖酸盐 D-galactonate – L-阿拉伯醇 L-arabitol – 

尿素水解 Urea hydrolysis – 赖氨酸脱羧酶 Lysine decarboxylase – 

精氨酸双水解酶 Arginine dihydrolase – β-葡萄糖苷酶 β-glucosidase – 

肌醇 Inositol – 丙二酸盐 Malonate – 

α-麦芽糖 α-maltose + D-山梨醇 D-sorbitol – 

D-纤维二糖 D-cellobiose + β-葡萄糖醛酸酶 β-glucuronidase – 

β-半乳糖苷酶 β-galactosidase + 侧金盏花醇 Adonitol – 

L-天冬氨酸芳胺酶 L-aspartic arylaminase – L-鼠李糖 L-rhamnose – 

D-海藻糖 D-trehalose + α-半乳糖苷酶 α-galactose – 

α-葡萄糖苷酶 α-glucosidase + D-阿拉伯醇 D-arabitol – 

L-阿拉伯糖 L-arabinose + 古老糖 Palatinose – 

注：“+”表示阳性；“–”表示阴性 
Note: “+”. Positive reaction; “–”. Negative reaction 
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表 2  AF-1 的药敏检测结果 
Tab.2  Antibiotics sensitivity of AF-1 

抗生素 Antibiotics 敏感性 Sensitivity 抗生素 Antibiotics 敏感性 Sensitivity 

青霉素 Penicillin R 红霉素 Erythromycin R 

阿莫西林 Amoxicillin R 林可霉素 Lincomycin R 

复方阿莫西林 Amoxicillin clavulanic acid R 磺胺甲恶唑 Sulfamethoxazole R 

本唑西林 Oxacillin R 泰洛星 Tylosin R 

头孢噻吩 Cefalotin R 多粘霉素 Ecolistin S 

头孢哌酮 Cefoperazone S 复方新诺明 Cotrimoxazole S 

链霉素 Streptomycin R 普纳霉素 Pristinamycin R 

大观霉素 Spectinomycin S 氟甲喹 Fumequine S 

卡那霉素 Kanamycin S 奥索利酸 Oxolinic acid S 

庆大霉素 Gentamicin S 伊氟沙星 Enrofloxacin S 

安普霉素 Apramycin S 呋喃妥因 Nitrofurantoin S 

氯霉素 Chloromycetin S 夫西地酸 Fusidic acid R 

四环素 Tetracycline S 利福平 Rrifampicin S 

多四环素 Doxycycline S 甲硝唑 Metronidazole R 

注：S 表示敏感，R 表示不敏感 
Note: “S”. Sensitive; “R”. Resistant 

 

生素均具有耐药性，对氟甲喹等 15 种药物敏感；氟

苯尼考药敏纸片测定结果显示，纸片抑菌圈大于 9 

cm，AF-1 对氟苯尼考高度敏感，进一步指导养殖场

采用氟苯尼考拌料投喂的方式进行治疗，对疾病起到

了有效控制。 

2.3  系统发育学分析 

利用 PCR 方法扩增裸盖鱼病原菌 AF-1 的 16S 

rRNA 和 gyrB 基因，得到 16S rRNA(1430 bp)和 gyrB 

(1042 bp)的基因序列，在 GenBank 的序列登录号分

别为 KU359246 和 KU362567。测序结果经过 Blast

比对分析显示，菌株 AF-1 基因序列在 GenBank 中同

源性最高的几株菌为杀鲑气单胞菌。从 NCBI 数据库

中选择多株气单胞菌属标准菌株的 16S rRNA 和 gyrB

基因序列，利用 Mega 5.05 软件构建系统进化树。16S 

rRNA 进化树结果显示，AF-1 与杀鲑气单胞菌和鱼蛭气

单胞菌(Aeromonas piscicola)聚为一簇(图 2)；gyrB 进

化树结果显示，AF-1 与杀鲑气单胞菌的亲缘关系更

高(图 3)，综合生理生化和系统发育进化树结果，引起

此次裸盖鱼疥疮病病原菌 AF-1 应为杀鲑气单胞菌。 
 

 
 

图 2  基于 16S rRNA 序列构建的系统发育进化树 

Fig.2  Phylogenetic tree constructed by neighbor joining method based on sequences of 16S rRNA 
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图 3  基于 gyrB 序列构建的系统发育进化树 
Fig.3  Phylogenetic tree constructed by neighbor joining method based on sequences of gyrB 

 
3  讨论 

本研究从患疥疮病的养殖裸盖鱼中分离得到一

株优势菌 AF-1，人工感染实验表明，菌株 AF-1 可以

感染正常裸盖鱼并引起体表出血、溃烂和脓肿等症

状，与自然条件下发病症状一致。从人工感染患病裸

盖鱼组织中重新分离到的细菌生理生化特征和 16S 

rRNA 基因序列与 AF-1 完全一致，证明 AF-1 菌株为

此次裸盖鱼疥疮病的病原菌。 

为鉴定病原菌 AF-1 的种类，本研究利用 API 

ID32E 试剂条对裸盖鱼病原菌进行生理生化鉴定，鉴

定结果显示 AF-1 属于气单胞菌属。进一步选择了病

原菌的 2 个管家基因(16S rRNA 和 gyrB)进行序列分

析。16S rRNA 基因在细菌进化中保守性高，在细菌

分类鉴定和系统发育分析中应用广泛(陈文新, 1998)，

但由于鱼蛭气单胞菌(A.piscicola)与杀鲑气单胞菌相

似度较高，通过 16S rRNA 无法完全区分(Beaz-Hidalgo 

et al, 2009)，利用 gyrB 基因区分气单胞菌属的近缘种

已有报道(Küpfer et al, 2007)，因此，本研究同时选择

了 gyrB 基因用于进化树分析，分析结果显示，菌株

AF-1 与杀鲑气单胞菌聚为一簇，属于杀鲑气单胞菌。

杀鲑气单胞菌分为 5 个亚种，包括杀鲑亚种、杀日本

鲑亚种、无色亚种、史氏亚种和溶果胶亚种(Holt et al, 

1994; Pavan et al, 2000; Nash et al, 2006)。本研究分离

得到的菌株 AF-1 尚无法确定所属亚种，下一步研究将

选取更多的管家基因进行多位点序列分型(Multilocus 

sequence typing)研究，以确定 AF-1 所属亚种。 

杀鲑气单胞菌是养殖鱼类的主要致病菌，可以引

起鱼类皮肤脓肿、溃烂等疥疮病症状(McCarthy et al, 

1977)，在我国多种养殖鱼类中均有杀鲑气单胞菌感

染的报道(李绍戊等, 2015; 王海娟等, 2015; 史秀杰

等, 2007; 张晓君等, 2005)。近年来，在山东地区的养

殖大菱鲆、大西洋鲑等冷水性鱼类中先后发现杀鲑气

单胞菌感染的病例(吕俊超等, 2009; 衣萌萌等, 2015)，

本实验室也曾在烟台的发病大菱鲆中分离到杀鲑气

单胞菌，这表明在我国的冷水性海水鱼养殖过程中，

杀鲑气单胞菌是不可忽视的一类重要病原。 

裸盖鱼属于冷水性养殖鱼类，加拿大裸盖鱼养殖

评估报告指出，杀鲑气单胞菌可能是裸盖鱼养殖过程

中的一个重要病原(Sumaila et al, 2005)。本研究首次

报道了国内养殖裸盖鱼感染杀鲑气单胞菌的病例，并

通过药物敏感性分析研究防治方法，采用氟苯尼考进

行治疗并取得较好效果，为我国养殖裸盖鱼病害防治

提供了技术措施。在今后的研究中，将针对裸盖鱼的

杀鲑气单胞菌病原进行疫苗开发，为裸盖鱼的绿色健

康养殖提供保障。 
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Isolation and Identification of Aeromonas salmonicida Associated with 
Furunculosis in Cultured Sablefish (Anoplopoma fimbria) 

WANG Xiaoran1,2, CHEN Siqing2,3, MO Zhaolan2,3, LI Guiyang2,3,  
LIU Changlin2,3, WANG Youting4, LI Jie2,3①

, HUANG Jie2,3 
(1. College of Marine Life Sciences, Ocean University of China, Qingdao  266003; 2. Key Laboratory of Maricultural Organism 

Disease Control, Ministry of Agriculture, Yellow Sea Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  
266071; 3. Laboratory for Marine Fisheries Science and Food Production Processes, Qingdao National Laboratory  

for Marine Science and Technology, Qingdao  266071; 4. Yantai Haiyi Seeds Co., Ltd, Yantai  265619) 

Abstract    Sablefish (Anoplopoma fimbria), also known as black cod, is a sleek, black-skinned and 

valuable cold water benthic fish species that lives in the north Pacific Ocean. They possess high content of 

unsaturated fatty acids. Sablefish have been cultured in British Columbia of Canada, and in recent years, 

they were introduced into the aquaculture industry in Shandong Province in north China. In this study, we 

reported the observation of furunculosis found in cultured sablefish in China. AF-1, a strain of bacterial 

pathogen was isolated from the diseased sablefish. Sablefish infected with this bacterium showed typical 

symptoms of furunculosis such as subcutaneous hemorrhage in the abdomen and the fin, abscess, ulcer 

and liver congestion. AF-1 was confirmed to be the pathogen of sablefish furunculosis through the 

artificial injection experiment, in which the injected fish showed the same symptoms. A series of methods 

including biochemical and biophysical tests and phylogenetic analysis of 16S rRNA and gyrB genes were 

used to identify the pathogen. The API ID32E results showed that AF-1 belonged to Aeromonas sp. The 

16S rRNA and gyrB genes were amplified and sequenced, and the submission numbers were KU359246 

and KU362567. Phylogenetic analysis of gene sequences showed that AF-1 was Aeromonas salmonicida. 

The chemotherapeutant sensitivity test showed that AF-1 was resistant to 13 antibiotics such as penicillin, 

amoxicillin and cephalothin, but was sensitive to another 16 antibiotics such as fumequine and florfenicol. 

According to the antibiotics sensitivity test result, florfenicol was added into diets to control furunculosis 

in sablefish. Our study indicated that A. salmonicida could infect cultured sablefish in our country, and 

provided information on the disease control in cultured sablefish. 

Key words    Sablefish (Anoplopoma fimbria); Furunculosis; Aeromonas salmonicida 
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