
第29卷 第4期

2010年 8月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.29 No.4

Aug.2010,489~493

收稿日期:2008-12-29;修回日期:2009-08-31
*农业部水生动物遗传育种和养殖生物学重点开放实验室开放基金(BZ2007-03)、农业部疫情监测项目(2130108)、科技部国家科技支撑计

划项目(2006BAD03B0507)和农业公益性行业科研专项经费项目(200803013)资助

顾泽茂,男,1976年生,博士,副教授.研究方向:水产动物疾病学与免疫学.E-mail:guzemao@mail.hzau.edu.cn

鲍曼不动杆菌斑点叉尾鮰株的分离与鉴定 *
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摘要 从湖北省宜昌市清江水库网箱养殖发病的斑点叉尾鮰肝脏分离到1株细菌CH016,该菌可在淡水琼

脂平板上生长,单菌落圆形白色,表面圆滑,边缘整齐。经腹腔注射回归感染试验,复制出与自然发病相同的病

症,且从人工感染病鱼体内再次分离到与自然发病相同的细菌,表明该菌对斑点叉尾鮰具有致病性。经生理生

化鉴定、16SrRNA基因序列及其系统发育分析,结果均显示该菌为鲍曼不动杆菌。
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  鲍曼不动杆菌(Acinetobacterbaumannii)是一

种革兰阴性球杆菌、短棒状,稳定期呈球状,属于奈

瑟氏球菌科(Neisseriaceae)不动杆菌属(Acineto-
bacter)。它广泛分布于自然界和医院环境,通常情

况下被认为是条件致病菌[1],常引起严重医源性感

染,如伤口感染、尿路感染、脑膜炎、败血症等,易在

重症监护病房流行[2]。近年来,随着广谱抗生素在

临床上的广泛和大量使用,多重耐药的鲍曼不动杆

菌逐渐增多,严重威胁着人类健康[3]。鲍曼不动杆

菌在临床上的研究受到国内外的广泛关注,但作为

鱼类的病原体,鲜有发现和报道,仅顾天钊等[4]报道

了1株致鳜死亡的鲍曼不动杆菌,然而该文作者仅

做了生理生化相关指标鉴定,鉴定手段不够完善。
分子生物学中的核酸杂交和序列分析可作为不动杆

菌种鉴定的重要依据之一[5]。随着养殖规模的不断

扩大,疾病造成的危害也日益严重,特别是近年来,
斑点叉尾鮰的细菌性疾病猖獗,且呈暴发流行之势。

2007年8月,湖北省宜昌市清江水库网箱养殖的斑

点叉尾鮰发病,解剖后,肝脏为白色,其他器官没有

明显病变。从肝脏分离细菌,经培养、生理生化测

定、分子生物学检测及回归感染试验,认为鲍曼不动

杆菌为该病的病原菌。

1 材料与方法

1.1 细菌的分离和培养

2007年4~8月,选择湖北省宜昌市清江水库

网箱养殖发病斑点叉尾鮰,取样3批共60尾,鱼体

长7~10cm。首先用显微镜检查体表和鳃部是否

存在寄生虫和细菌,随后以70%酒精消毒鱼的体

表,无菌操作取肝脏、肾脏、脾脏,接种于淡水琼脂平

板(freshwateragar,FWA),置28℃培养,24h后挑

取单个菌落在同样条件下作纯培养。分离的纯培养

菌株编号为CH016。
1.2 生理生化检测

CH016纯 化 的 单 菌 落 采 用 API20E(Bi-
omerieux,Marcyl’Etoile,France)自动卡按其说明

方法进行鉴定,并附加氧化酶试验,其它生理生化检

测参考东秀珠等[6]的方法。
1.3 人工感染试验

健康斑点叉尾鮰由武汉市汤逊湖渔场赠送,3
月龄,体长10~12cm,饲养在华中农业大学水产学

院实验基地的2个圆柱形玻璃箱(直径80cm,水体

积400L)中,每天投喂斑点叉尾鮰的商业饲料(湖
北海大饲料有限公司产品)2次。饲养用水为曝气



  华 中 农 业 大 学 学 报 第29卷 

过滤的循环水,平均水温22℃。
用淡水琼脂固体培养基(FWA)活化CH016,

0.65%的生理盐水洗脱菌苔,重复洗涤3次后,按李

爱华[7]所述用分光光度计精确调配,使终浓度为

1.0×107cfu/mL。为验证鲍曼不动杆菌的科赫法

则,将上述养殖的斑点叉尾鮰分为试验组和对照组,
每组50尾。试验组每尾腹腔注射CH016细菌悬液

0.3mL,对照组每尾腹腔注射0.65%的生理盐水

0.3mL,观察30d,统计死亡率。将出现症状濒临

死亡的斑点叉尾鮰带回实验室,同上操作取肝脏、肾
脏、脾脏组织进行细菌分离培养和鉴定。
1.4 16S rDNA 序列的扩增和测定

用牙签挑取单菌落置于 FWA 肉汤培养基,

28℃下震动培养12h,离心收集菌体,按照细菌基

因组DNA提取试剂盒说明书提取细菌总DNA。用

于16SrDNA序列PCR扩增的引物为细菌通用引

物,引物序列为:U8f:5′-AGAGTTTGATCMTG-
GCTCAG-3′,U1492r:5′-TACGGYTACCTTGT-
TACGACTT-3′。50μL 反 应 体 系 中 包 括 PCR
Buffer(10×)5μL,dNTP (2.5mmol/L)4μL,

Primers(F/R,10μmol/L)各1μL,ExTaqpoly-
merase1.25U(大连宝生物有限公司),DNA模板

为1μL。PCR扩增程序为:首次95℃变性4min,
接着30个循环:95℃变性1min,56℃退火1min,

72℃延伸2min,最后72℃延伸10min。PCR产物

用PCR纯化试剂盒(赛百盛,上海)回收后克隆进

PMD18-T载体(TaKaRa大连宝生物)中,转化E.
coli(DH5α),阳性单克隆采用 ABIPRISM®3730
DNA分析测序仪(AppliedBiosystem,USA)测序。
1.5 系统发育分析

将测序获得的16SrDNA 序列提交到 Gen-
Bank,获得登录号为:FJ009590,并做Blast搜索。
系统发育分析来源有约翰逊不动杆菌A.johnsoni:

AF188300、AB099655、X81663、Z93440;溶血不动

杆菌A.haemolyticus:X81662、Z93437;沃氏不动杆

菌A.lwoffii:AY176770、X81665、U10875;鲍曼不

动杆菌:AB109775、NC009085、X81667、X81660;琼
氏不动杆菌A.junii:AB101444、X81664、X81658;
醋 酸 钙 不 动 杆 菌 A.calcoaceticus:AY277552、

AF159045。外群为莫拉氏菌 Moraxellalacunata:

AF005165、D64049、AF005171。所 有 序 列 采 用

ClustalX(1.83)[8]进行全部对位排列,比对中采用

默认设置,比对结果再用软件SeaView进行手工调

整。系统发育分析中不包括假定的空缺(gap)和不

明确的比对区域。应用软件 MEGA3.0[9]构建邻接

树。

2 结果与分析

2.1 发病鱼症状

病鱼游动缓慢,死鱼体表无出血症状,镜检鳃部

和体表无寄生虫,眼球突出,剖检的显著特点是肝脏

发白,胃空(无食物)。
2.2 细菌的分离培养

病鱼的肝脏接种淡水琼脂平板,28℃培养24h
后,可见一种较小的圆形白色单菌落,菌落表面圆

滑,边缘整齐,3批患病鱼用上述方法均分离到相同

的细菌,且未发现菌株外形的差异。
2.3 细菌的生理生化鉴定

该分离菌氧化酶阴性,接触酶阳性,发酵葡萄糖

产酸产气,能发酵乳糖和木糖,对尿素酶,β-半乳糖

苷酶的利用亦为阴性。详细结果见表1。
2.4 回归感染试验

在驯养期没有鱼体死亡。经纯培养的分离菌悬

液腹腔注射斑点叉尾鮰后,试验组在接种后第3天

出现鱼体死亡现象,累计死亡率为35%。发生死亡

的斑点叉尾鮰症状与自然病例相同,全身无明显出

血症状。对照组在整个试验期间都没有鱼体死亡。
从人工感染发病的鱼体肝脏中,均再次分离到与自

然发病分离菌相同的细菌。
2.5 分子生物学鉴定

通过PCR扩增获得CH016菌株16SrRNA基

因片段约1500bp,对此片段进行回收、克隆、测序,
获得长度为1502bp的序列。该序列平均G+C含

量为53.1%。与 鲍 曼 不 动 杆 菌 标 准 株(ATCC:

GenBank的序列号为 NC-009085)的16SrDNA序

列存在7个位点的碱基差异,序列相似性为99.5%。
用 MEGA和PAUP2种方法构建的系统发育树具

有一致的拓扑结构。图1是基于16SrDNA序列构

建的邻接树(NJ),系统发育分析显示所有的不动杆

菌聚成1枝,内分5个群。CH016菌株处于鲍曼不

动杆菌群内,与其他鲍曼不动杆菌株形成姊妹群,且
具有较高的bootstrap值。
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表1 CH016的表型特征及与其已报道鲍曼不动杆菌种类的比较1)

Table1 ComparisonofphenotypiccharacteristicsofCH016inthepresentstudywiththepublisheddescriptionofA.baumannii

生化检测Biochemicaltest CH016 A.baumannii(ATCC) A.baumannii[4]

细胞色素氧化酶Cytochromeoxidase - - -
过氧化氢酶Catalase + n.a +
丙酸盐利用Sodiummalonateutilization - n.a -
乙酰胺利用 Acetamideutilization - n.a -
去氨基苯基丙氨酸Phenylalaninedeamination - n.a -

β-牛乳糖β-Galactosidase - - -
盐酸精氨酸脱水酶 Argininedihydrolase - - -
赖氨酸脱羧酶Lysinedecarboxylase - - -
鸟氨酸脱羧酶 Ornithinedecarboxylase - - -
柠檬酸盐利用Citrateutilization - - -
产 H2SH2Sproduction - - n.a
尿素酶 Urease - - -
色氨酸脱氨酶 Tryptophanedeaminase - - n.a
吲哚试验Indoleproduction - - n.a
丙酮试验 Acetoinproduction - - n.a
明胶液化 Gelatinase - - n.a
氧化发酵酶Fermentation/Oxidation
葡萄糖 Glucose + + +
麦芽糖 Maltose - n.a -
葡萄糖苷酶 Glucosidase - n.a -
棉子糖 Raffinose - n.a -
乳糖Lactose + n.a +
木糖 Xylose + n.a +
甘露糖 Mannitol - - -
纤维糖Inositol - - -
山梨糖Sorbitol - - -
鼠李糖 Rhamnose - - -
蔗糖Saccharose - - -
蜜二糖 Melibiose + + n.a
杏苷 Amygdalin - - n.a
树胶醛糖 Arabinose + + +
 1)“+”表示阳性,“-”表示阴性,“n.a”表示没有相关数据 “+”positive;“-”negative;“n.a”notapplicable,thistestwasnot

doneforreferencestrain.

3 讨 论

本研究采用 API20E生化试剂条对该菌的常

规生理生化指标进行了测定,并参考东秀珠等[6]的

方法进行了其他生理生化指标的补充测定,发现该

菌具有氧化酶阴性、接触酶阳性、发酵葡萄糖产酸产

气、不能使苯丙氨酸脱氨等特点,这与顾天钊等[4]、

Xia等[10]报道的鲍曼不动杆菌生理生化指标基本一

致。检索第9版伯杰氏细菌鉴定手册,我们发现斑

点叉尾鮰分离菌的生理生化指标与鲍曼不动杆菌标

准株的非常接近。因此表型鉴定此菌株为鲍曼不动

杆菌。
基于16SrDNA序列进行了不动杆菌属的系统

发育分析。在本研究中,不动杆菌属是单系发育,内
分5个亚群,斑点叉尾鮰分离菌落于鲍曼不动杆菌

亚群,处于亚群的最底部,与其他鲍曼不动杆菌形成

姊妹群,且具有较高的支持率(98%),这表明该菌株

可能是鲍曼不动杆菌,而且斑点叉尾鮰分离菌与鲍

曼不动杆菌 ATCC菌株的16SrDNA序列之间仅

有7个位点的差异,相似性非常高(99.5%)。因此,
从基因水平鉴定此菌株为鲍曼不动杆菌。但遗憾的

是,顾天钊等[4]从鳜鱼分离的鲍曼不动杆菌没有获

得16SrDNA序列,无法从分子水平比较二者之间

的异同。
不动杆菌广泛存在于自然界,通常认为它们毒

力很低,很少致病[11],但最近的研究表明不动杆菌

引起人类医院内感染的病例不断增加,而且该菌对

大多数抗生素具有抗药性,给治疗带来了一定的困

难。近年来从患病的水生动物体内也分离到了不动

杆菌[4,12],除顾天钊等[4]进行了科赫法则的验证外,
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黑体表示鲍曼不动杆菌斑点叉尾鮰株(CH016)在不动杆菌属中的系统发育位置

Phylogeneticpositionof16SrDNAsequenceofA.baumannii(CH016)isolatedfromchannelcatfishin

relationtoothersequencedspecies.

图1 基于16SrDNA序列构建的不动杆菌属邻接树

Fig.1 Neighbour-joiningtreebasedon16SrDNAsequences

大部分没有进行确切的动物致病性研究。在本研究

中,我们进行了动物回归感染试验,复制出与自然发

病相同的病症,并分离到相同细菌,这表明该菌分离

株对斑点叉尾鮰具有致病性。同时,在回归感染试

验中,受感染的鱼出现了较高的死亡率(35%),因
此,笔者认为这株鲍曼不动杆菌是具有毒力的菌株。
另外,无论自然发病还是动物回归感染试验,病鱼的

鳃、肾脏和脾脏都没有明显的病变特征,主要病症集

中在肝脏,因此,笔者推测斑点叉尾鮰的肝脏可能是

鲍曼不动杆菌主要的靶器官。
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IsolationandIdentificationofAcinetobacterBaumannii
fromtheDiseasedChannelCatfish

GUZe-mao1,2 LIUYang2 CHENChang-fu2 ZHUJian1 XIEJun1 XUPao1

1.KeyLaboratoryforGeneticBreedingofAquaticAnimalsandAquacultureBiology
oftheMinistryofAgriculture/ChineseAcademyofFisherySciencesFreshwater

FisheriesResearchCenter,Wuxi214081,China;

2.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract WhereasitiswelldocumentedthatAcinetobacterbaumanniiisassociatedwithhuman
clinicalinfections,therearefewstudiestodatethatreportsitasapathogenforaquaticanimal.Inthe
presentstudy,onebacterialstrainwasisolatedfromdiseasedchannelcatfish(Ictaluruspunctatus)from
Qingjiangreservoir,Yichang,HubeiProvince,ChinaandnamedasCH016,whichcouldbecultivatedon
freshwateragarandformedtheround,white,smoothandmargin-trimclone.Inoculatingthestrainsto
channelcatfishforlethalityindicatedthegermhadpathogenicityandthesamebacteriumcouldbeisola-
tedfromtheseanimals.Thebiochemicaltests,thesequenceanalysisresultsof16SrDNAsequenceand
phylogeneticanalysisdemonstratedthatthemicroorganismisolatedfromchannelcatfishwasA.bau-
mannii.

Keywords channelcatfish(Ictaluruspunctatus);Acinetobacterbaumannii;biochemicaltest;16S
rDNA
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