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摘要 从两尾病死的观赏用长鳍真鲨0ceanic whitetip shark，Cnrf 。r “5 Z0，2g m彻Ms I ．中分离 

到的细菌，进行 了形态特征、理化特性和对抗 菌类药物的敏 感性等生物 学性状检验 。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，构建了系统发育树。结果表明，8株供试纯 

培养茵(编号：HQO5O226—1至 HQ05O226—4、HQO5O227—1至 HQ050227—4)为弧 茵属 (Ⅵ6ri0 Pacini 

1854)的哈 氏弧茵(Ⅵ6 。 口，- Pv Johnson and Shunk 1936)。所扩增的 16S rRNA基 因序 列长度 

(不包括 引物结合 区)，HQ05O226—1株 为 1463bp(GenBank登录号 ：EF635305)、HQO5O227—1株 为 

1464bp(GenBank登 录号：EF6353O6)，与 GenBank数据库中哈 氏弧菌的 同源性在 98 及 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 33种敏感。 
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ABSTRACT The biological characteristics of bacteria isolated fr0m oceanic whitetip shark 

C以rf̂以r̂ Z0，2g 7 以 s L． were examined，including morphologicaI characteristics，physio— 

logical and biochemical characteristics and antibiotic sensitivity。 In addition，the l 6S rRNA gene 

were partially sequenced and compared with sequences listed in databases； m0lecular phyloge— 

netic trees were constructed． The results showed that the eight pure strains(HQ05O226—1 to 

HQO50226—4 and HQ050227—1 to HQ050227—4)be1onged toⅥ6 o ( ． 以n )．The sequenced 

16S rRNA gene of strain HQO5O226—1(GenBank accession No．EF6353O5)was 1463bp in length， 

the sequenced 16S rRNA gene of strain HQ050227—1(GenBank accession No． EF635306)was 

1464bp in length，and exhibited high simila ty(98 and 99 )to the 16S rRNA gene of ． nr 

from Gen nk database． Antibiotic sensiti、，ity using 3 7 antimicrobial agents showed that isolates were 
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resistant to 4 agents including penicillin G，but were sensitive to 33 agems including cefazolin． 

KEY WoRDS Oceanic whitetip shark (C口rf 以r s Z0 g 7 n，z“s L．) 

Ⅵ 6r 0 口r Biological Characterization 

长鳍真鲨 Oceanic whitetip shark(Cn，．c 口r̂ “s z0 g m＆ “s L．)分类于真鲨 目Carcharhiniformes、真鲨科 

Carcharhinidae、真鲨属 C口rc n ，2 5，广布于世界热带和暖温带海域 ，目前 已成为海洋世界里的主要观赏鱼类 

之一。随着鲨鱼从 自然海区转养至室内水族馆养殖 ，由细菌引起的疾病早已有记述 。Grimes等(1984)报道 ， 

在美 国曾由鲨鱼弧菌 Ⅵ6r 0 c口rc矗口r 口P引起水族馆养殖的沙洲鲨 Sandbar shark(C口r n s Z 6P s L．) 

和柠檬鲨 Lemon shark(NPgrn声 0 6rP r0s￡r s L．)发生“血管炎(Vasculitis)”，病鱼表现为 昏睡，不摄食 ，定 

向障碍 ，形成皮下囊 肿；剖检 可见脑部发炎 ，脑膜发炎 ，肾脏坏死 ，血管炎 ，无典型特征 的肝脏和脾脏 损伤 

(Grimes e 岔Z． 1984a；Colwel1 口Z． 1984)。 

2O05年 2月，作者对河北秦皇岛某海洋公园养殖的相继死亡两尾观赏用长鳍真鲨进行了检验 。分别以两 

尾长鳍真鲨的病变组织为材料做细菌学检验 。结果表 明，分离菌株为弧菌属(Ⅵ6r o Pacini l854)的哈氏弧菌 

(Ⅵ6r o n̂r P )。为丰富该菌在生物学性状 、分子生物学等方面的内容 ，作者对其进行 了形态特征及理化特 

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 临床剖检与细菌分离 

对发病(死)长鳍真鲨进行主要病理变化检验，同时以两尾病死长鳍真鲨的血液 、肝脏 、脾脏 、肾脏和性腺为 

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(28℃培养 48h检查)细 

菌，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 形态与菌落特征检查 

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、 

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℃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中，置 28℃培养 24h，检查液体培养的生长表现。 

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、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 2OO1)及《人及动物病原细菌学》(杨正时等 2O03)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 

取纯培养菌分别接种于 LB肉汤中 28℃培养 l6h，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 DV81OA)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 一AGA GTT TGA TC(C／A)TGG CTC 

AG一3 (对应于 E．f0z 16S rRNA基因的第 8～27个碱基位置)、1492R(反向引物)：5 一GGT TAC CTT GTT 

ACG ACT T一3 (对应于 E．f0z 16S rRNA基 因的第 1 492～1 510个碱基位置)(Martin P￡nZ． 1998)。在 
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2O l反应体系中含有 ：无菌蒸馏水 14．4 l，l0×PCR缓 冲液 2 1，1．5mmol／L MgCl2 1．6 1，4×dNTP混合物 

O．4 1，引物各 O．2 l，2．5U／ 1的 Taq DNA聚合酶 O．2 1，模板 DNA 1 l。PCR反应条件为 ：95℃预变性 

3min、接 94℃变性 1min、55℃复性 1min、72℃延伸 2min，3O个循环后 72℃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 l6S rRNA 基 因序 列通 过 NCBI的 Blast检索 系统 (http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／ 

B1ast／)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 O0O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《Bergey s Manual of Determinative Bacteriology． 

9th ed》(Holt f口Z． 1994)、《Bergey’s M anual of Systematic Bacteriology》(Krieg 口Z． 1984)、《Bacterial 

Fish Pathogens：Disease of Farmed and wi1d Fish》(Austin以。z． 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 临床症状鱼主要病理变化 

所检两尾长鳍真鲨其中 1尾体长 1．5m，体重 20kg；鳍基部溃烂出血，鳞片脱落 ，脱鳞处表面暴露肌肉呈红 

色 ，但质地正常(未腐烂)；剖检见肝脏肿胀 ，质地糜烂 ，多处存在大量灰黄色、圆形或椭圆形，直径在 2～8mm 

或 2mm×4mm或 4mm×8mm大小不等的病灶(内部质地泥状)；脾脏肿胀 ，存在大量同肝脏上的坏死灶(呈直 

径 1～2mm 的圆形或 1mm×2mm大小的椭圆形)；生殖腺肿胀且严重出血，有少量同肝脏上的病灶(直径 2mm 

左右的圆形或 2mm×3mm大小的椭圆形)；胸腔有血样积液 ，胃内无食物 ，小肠 内黏膜出血呈鲜红色，肾脏变 

化不明显。另 1尾体长 1．5m，体重 13kg；尾鳍基部溃烂、出血、有裂 口(长 2～6cm)，尾鳍基部向头部处(长度 

25cm左右)有大面积鳞片脱落(接近整个周围)并有溃烂出血现象 ，臀鳍基部溃烂并有长 10～12cm 的裂口；剖 

检见肝脏肿胀 ，土黄色，无明显病灶，脾脏肿胀，有直径 1～2mm 的灰黄色病灶 ，性腺严重出血、肿胀 ，胸腔积水 

(淡黄色透明液并有少量絮状物)，胃内有少量食物 。 

2．2 病变组织中的细菌 

在两尾被检长鳍真鲨的血液、肝脏、脾脏 、肾脏和性腺组织中，均存在大量革兰氏阴性、散在(个别的成双排 

列 )、两端钝圆(极个别菌体一端或两端稍尖)、大小多在 O．8～1．1 m×1．2～2．5 m 的杆菌 (个别菌体稍弯 

曲)，有的菌体近似球杆状。 

2．3 细菌分离与纯培养菌株 

以两尾被检长鳍真鲨的肝脏和性腺组织为材料 ，均分离到了大量 同种细菌 。培养 24h检查其菌落特征为 

圆形光滑、透明、稍隆起 、无色、边缘整齐 、闪光、直径多在 1mm左右，48h的菌落直径多在 1．6mm左右、呈很浅 

灰橘黄色、半透明或较透明，生长 良好。从每尾鱼分离菌各取 4个菌落做纯培养 4株 ，共 8株，其编号为 ：第 1 

尾长鳍真鲨的为 HQOsO226—1和 HQ05O226—2(分离于肝脏)、HQO50226—3和 HQ05O226—4(分离于性腺)，第 2 
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尾长鳍真鲨的为 HQ05O227—1和 HQO50227—2(分离于肝脏 )、HQO5O227—3和 HQO5O227—4(分离 于性腺)；置 

4℃普通冰箱中保存供检验用。 

2．4 纯培养菌的生物学性状 

2．4．1 形态特征 

8株供试纯培养菌的形态特征一致 ，均为革兰氏染色阴性 、两端钝 圆(极个别菌体一端或两端稍尖)、散在 

(个别的成双排列)、大小多在 O．6～1．0 m×1．2～2．O m的杆菌(个别菌体稍弯曲)，有的菌体呈球杆状或近 

似球状。 

2．4．2 培养特性 

8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 ，24 h直径多在 1．2 mm左右 、48h多在 1．6～ 

2．O mm，有狭窄 8型溶血现象 ，生长 良好 ；在 TCBS上菌落圆形光滑、稍隆起、边缘整齐、闪光 、绿色 ，培养 24h 

检查直径多在 1．2 mm左右 、48h多在 1．8 mm左右 ，生长 良好 ；在庆大霉素琼脂上生长不 良，仅在划线接种的 

起始部生长些菌苔或有很少的菌落(24 h直径多在 0．5 mm左右、48 h多在 1．0 mm左右)，菌苔(落)无色 。在 

普通营养肉汤培养基中，28℃培养 24 h检查呈轻度均匀混浊生长 ，管底有点状菌体沉淀(摇动后易消散)。 

2．4．3 理 化 性 状 

供试 8株纯培养菌，对所测主要理化性状的反应结果一致 (见表 1)。 

表 1 分离菌的理化特性 

Table 1 Physiological and biochemical characteristics of the isolate 
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棉子糖 Ramnose 

}=叶苷 Aesculin 

IPA(SIM ) 

菊糖 Inulm 

水杨苷 Sa1icin 

半乳糖 Galactose 

海藻糖 Trehal0se 

糊精 Dextrin 

卫茅醇 DuIcit01 

甘油 Glycer0l 

纤维二糖 Cellobiose 

a 甲基 葡糖苷 a—methyl glucoside 

乳糖 Lactose 

甘露糖 Mann0se 

果糖 Fructose 

甲基红 MR test 

V—P试验 V—P test 

吲哚 Ind0le 

硝酸盐还原 Nitrate reducti0n 

拘橼酸盐利用 Citrate utmzati。n(simmons) 

丙二酸盐利用 Malonate utilization 

醋酸盐利用 Acetate utilizati0n 

尿素酶 Urease 

酒石酸盐利用 Tartrate utilization 

黏液酸盐利用 Mucate utilizati0n 

乙酰胺酶 Acetamidase 

淀粉酶 Diastase 

8半乳糖苷酶 口一galactosidase 

卵磷脂酶 I ecithinase 

蛋 白酶 Proteinase 

DNA酶 DNase 

苯丙氨酸脱氨酶 PhenylaIanine deaminase 

脂酶 (吐温 80)Upase(tween 8O) 

NaCI中生长 Growth at NaCl：O％ 

1 

6％ 

()／129敏感性 SensitiVity：lO“g 

l5O g 

+弱 

+ 

+ 

+ 

J一 

+弱 

+ 

+ 

+ 

注：“+”示 阳性 ，“一”示阴性 ．“F”示发酵型， S”示敏感 ，“·”示在 原文 中无记载。上角标 a指表中数据取 自《Berge s Manual 0f Determina 

tive Bact盯iology．9th ed》(1994) 

． ． ． ． d d + ． ． ． + ． 一 十 ． ． 一 ． + + ． ． ． ． ． ． + ． ． ． ． ． + ． ． ． S S 

一 + 一 一 一 一 一 一 一 一 十 + 十 + + 一 十 一 + + S S 
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2．4．4 16S rRNA 基 因序 列与 系统 发 

育学 

对 HQ05O226—1株、HQO50227—1株 

所扩增的 16S rRNA基因序列长度(不包 

括 引 物 结 合 区 )，HQ05O226—1株 为 

1463bp(GenBank登 录 号 ：EF6353O5)、 

HQO5O227—1株为 1464bp(GenBank登录 

号：EF6353O6)；将 HQO50226—1株 和 

HQO5O227—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 

弧菌属细菌的 16S rRNA基因序列 自然 

聚类。在 检 索 出 的哈 氏 弧菌 序 列 中， 

HQO50226—1株和 HQ050227—1株与它们 

的同源性在 98 及 99 。选取了其中部 

分菌株的 l6S 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。 

根据表型特征及系统发育学分析的 

结果 ，判定分离菌为弧菌属的哈氏弧菌。 

2．5 药物敏感性 

HQ050226—1株 和 HQ050227—1株 

两株菌对供试 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 

卡那霉索、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、万古霉素 、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 

33种药物高度敏感或敏感 (抑菌圈直径 

pⅡ 口矗0 Ⅲ0，1， c“ (DQ1648O2) 

d ，(DQ l46935) 
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]  l ：a培 D r c (DQ2692 l1) 

广～  ： ，口̂ d o ，删 (AY562 1 92) 

L———一 r 口rd̂口P卅0 fc“ (DQ026024) 

一 F：Pd， d册m ，c“ (AY9 ll39 1) 

cnⅢp6P，，，(x74692) 
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— —  
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： 。 
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‘ 口 ，P P聆 (AJ874352) 

— — I Hdfr，昭 (AJ874353) 

一  d国f 0fv c“s(DQ9955 l9) 

广一  订 W(AY9l1396) 

一

f ̂nn’ ，(DQ146936) 
。  6r，0 sp(AJ3 l6l87) 

c口 ，， (AY738l29) 

r— I：̂n n， (DQl46938) 
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(图中 DQ1648O2至 AYO35896为菌株在 NCBI的登 录号) 

(DQ1 648O2～ AYO35896 were database accession numbers in NCBI) 

图 l HQO50226一l株 和 HQO5O227—1株 16S rRNA基 因序列 系统发育树 

Fig．1 Phylogenetic tree based on HQO5O226—1 and HQO5O227—1 

16S rRNA gene sequences 

在 16～40mm)；对青霉素 G、苯唑青霉素、氨苄青霉素和杆菌肽等 4种耐药(无抑菌圈形成)。 

3 讨论 

哈氏弧菌又称哈维氏弧菌 ，也有的将其记作夏威夷弧菌；以前曾由 Johnson等(1936)将其命名为哈氏贝内 

克氏菌(B鲫Pc是Pa 。r i)，1981年 Baumann等将其 正式归于弧 菌属并命 名为哈 氏弧菌 Ⅵ6r 0 口r P 

(Johnson P￡az． 1936；Baumann Pf nz． 1981)。该菌是一种具有发光特性的弧菌 ，是海水微生物区系的正常 

成员 ，也是海水中一种常见的致病菌 ，主要引起虾及鱼类的感染发病 。 

哈氏弧菌对水产养殖动物尤其是对虾的危害严重 ，有记述(Pizzutto P￡口Z． 1995，Jiravanichpaisal e nZ． 

1994，Liu e nz． 1996)该菌曾引起澳大利亚、印度 、印度尼西亚、泰 国、菲律宾及台湾对虾育苗场斑节对虾 

幼体的大量死亡。在我国，李 军等(1998)报道在山东丰城地区部分对虾育苗场发生 由该菌引起 的大规模暴 

发性传染病 ；吴后波等(1997)报道，该菌引起海水网箱养殖高体蛳的严重感染发病 ；王保坤等(20O2)报道在 山 
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东青岛胶南小口子网箱养鱼场养殖的花鲈幼鱼因该菌感染引起大量死亡 ；陈献稿等(2004)报道 ，该菌引起广东 

省阳江市东平镇海水养殖斜带石斑鱼 E PZ“s∞ 0 gs L．发生溃疡病。 

哈氏弧菌作为海水养殖鱼虾类病原菌早已被确认 ，本次又从病死长鳍真鲨病变血液、肝脏、脾脏、肾脏和性 

腺组织中检出，进一步表明了其在鱼、虾类的广泛致病作用。同时 ，本次对分离菌株进行了较系统的理化特性 

检验及系统发育学分析 ，也相对丰富了该菌的生物学性状 内容，将有益于对该菌的分类鉴定与进一步研究。药 

敏结果显示 ，两株分离菌间无明显差异，这有助于对 由该菌引起的感染症治疗时的选择用药及耐药规律的研 

究 。 
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