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摘要 对从福建省不同鳗鲡养殖场发病鳗鲡肝脏中分离并经感染证实的35株致病菌的16SrRNA基因进

行序列测定和系统进化分析。用CTAB法提取各菌株DNA,以细菌16SrDNA通用引物进行PCR扩增,用限

制性片段长度多态性分析、16SrDNA序列分析和系统进化分析对其进行分子鉴定,构建系统进化树。结果表

明:35株致病菌分别属于γ-变形菌纲和厚壁菌门2大类群的6个属和1个科,主要种类是气单胞菌属的嗜水气

单胞菌、维氏气单胞菌、简氏气单胞菌和豚鼠气单胞菌等,占63%;其次是芽孢杆菌属细菌;少量为鲁氏耶尔森

菌、弗氏柠檬酸杆菌、克雷伯氏菌属、假交替单胞菌属细菌和肠杆菌科细菌。
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  我国是世界上最大的鳗鲡生产国,鳗鲡产业是

我国出口创汇的重要产业之一。但鳗鲡细菌性疾病

周年发生,对鳗鲡养殖业造成了严重危害[1]。目前

已报道的鳗鲡致病菌有十几种,包括气单胞菌属细

菌、肠杆菌科细菌、弧菌科细菌、假单胞菌属细菌

等[2]。准确鉴定这些病原菌将为采取不同针对性治

疗措施奠定基础。
传统的细菌鉴定方法主要依据细胞的表型特

征。近年来,随着分子生物学的发展,细菌的分类鉴

定开始进入分子水平。16SrRNA基因是研究细菌

进化和亲缘关系的重要指标[3]。目前,大量已知细

菌的16SrDNA序列已被测定并输入GenBank库,
成为对微生物鉴定分类非常有用的参照系统。16S
rRNA基因序列分析已成为细菌种属鉴定和分类的

最重要方法之一,对传统的细菌鉴定方法起到很好

的补充和确证作用[4-5]。
笔者所在实验室研究人员从福建省十余个鳗鲡

养殖场发病鳗鲡脏器中分离培养了数百株细菌,本
文选取其中经人工感染证实并具有较强致病力的鳗

鲡病原菌35株,通过PCR扩增、RFLP分析、序列

测定等,对这些病原菌的16SrRNA基因序列进行

系统进化分析,以期为准确鉴定这些病原、建立鳗鲡

病原菌种库,进而进行鳗鲡细菌性病原菌的快速诊

断和防治等奠定基础。

1 材料与方法

1.1 菌种来源

样品是从福建省不同鳗鲡养殖场发病鳗鲡的脏

器中分离培养的、经人工感染证实的病原菌,以甘油

菌的形式保存在-80℃冰箱中。
1.2 细菌 DNA 制备和 16S rDNA PCR 扩增

保存在超低温冰箱中的细菌取出后接种于普通

肉汤培养基中,37℃培养过夜。取1.5mL饱和菌

液用CTAB法提取各菌株DNA,DNA提取和纯化

方法参照文献[6]。用细菌16SrRNA基因通用引

物27F(5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′)和

1492R(5′-TACCTTGTTACGACTT-3′)进行PCR
扩增。扩增反应体系 DNA(约50ng/μL)1μL,

10×PCR Buffer 2 μL,dNTP (10 mmol/L)

0.4μL,引物27F和引物1492R(100mmol/L)各
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2μL,Taq酶(50U/L)0.2μL,补无菌水至20μL。
反应条件:94℃预变性5min;接以94℃1min,

56℃1min,72℃2min,30个循环;最后72℃延伸

10min。
1.3 RFLP 分析

分别用限制性内切酶 HhaⅠ、AfaⅠ和 MspⅠ
对PCR产物进行单酶切。各反应体系为15μL,其
中含8μLPCR产物,5U内切酶及相应的缓冲液,

37℃酶切4h。酶切片段经2.5%的琼脂糖凝胶电

泳分离,凝胶图像分析系统(Bio-RadGelDoe2000)
记录结果。
1.4 测序、序列分析、系统进化树的构建和细菌

鉴定

  根据RFLP分析结果,各带型分别选取1~3株

细菌,菌株的PCR扩增产物经切胶回收(宝生物公

司)纯化,由Invitrogen公司用ABI377DNA测序

仪测序,测序引物为27F。所有序列递交到 Gen-
Bank库,序 列 号 FJ494884-FJ494907、FJ628392-
FJ628394。所 得 序 列 用 BLASTN 程 序 在 Gene-
Bank中进行同源性检索,找出最相似的序列。根据

目前普遍采用的标准[7],即:相似性80%~90%之

间,视为同门水平;相似性90%~95%之间,视为同

科水平;相似性95%~97%之间,视为同属水平;相
似性97%以上,视为同种水平,对试验菌株初步分

类。利用 MEGA3软件,用NeighbourJoining方法

构建系统发育树,结合系统发育进化分析结果,对受

试菌株进行鉴定。

2 结果与分析

2.1 16S rDNA 的 PCR 扩增 RFLP 分析

  分别用3种限制性内切酶对试验菌株扩增产

物,16SrDNA酶切的RFLP图谱表明:35个菌株共

分为16种酶切带型,其中有1种带型出现了7次

(带型1),占试验菌株的20%。有2种带型各出现

了5次(2和3),另外4种带型各出现了2~3次

(5、12、13和14),其余9种带型分别只出现1次

(表1)。
2.2 序列比对和系统进化分析

BLAST结果表明,除2株细菌(B24和B28)
外,其他细菌的16SrDNA序列与GenBank库中的

序列均有较高的相似性(95%~100%)(表1)。结

合系统进化分析结果,所得的27条有效序列被分为

2大类群,分别是γ-变形菌纲 (γ-Proterbacteria)和
厚壁菌门(Firmicutes)细菌。其中γ-变形菌纲的气

单胞菌属 (Aeromonas)细菌占试验菌株的63%,
厚壁菌门的芽孢杆菌属细菌占试验菌株的20%
(表1,图1)。

根据BLAST相似性,结合系统进化树分析,结
果表明:菌株B11、B15、B27和B33及其所代表的菌

株鉴定为嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila);
菌株B001、B002、B003、B004、B005、B006、B06、B09
鉴定为维氏气单胞菌(Aeromonasveronii);B21、

B14、B04和B25分别鉴定为简氏气单胞菌(Aero-
monasjandaei)、豚鼠气单胞菌(Aeromonaspunc-
tata)、鲁氏耶尔森菌(Yersiniaruckeri)和弗氏柠檬

酸杆菌(Citrobacterfreundii)。菌株B12属于克雷

伯氏菌属细菌(Klebsiellasp.),B10属于假交替单

胞菌属细菌。
除了菌株B24需要进一步鉴定外,鉴定为厚壁

菌门的细菌均是芽孢杆菌属(Bacillus)细菌。其中

菌株B02、B08和B17鉴定为蜡质芽孢杆菌组[8]细

菌(蜡质芽孢杆菌或苏云金芽孢杆菌,表1和图1)。
其他菌株由于GenBank库中与它们最相似的参比

菌均未鉴定到种,因此这些菌的种类需要用其他方

法进一步鉴定。

3 讨 论

3.1 细菌16S rDNA 序列分析作为种类鉴定的可

行性

  16SrDNA序列分析法具有简单、快速等优点,
在GenBank中有相似序列的情况下,对未知细菌至

少可以鉴定属的水平,一般可以鉴定到种的水平。
将本研究结果与笔者所在实验室所做的部分试验菌

株生化鉴定结果进行比较发现,2种方法的鉴定结

果在属的水平上高度一致(数据未发表)。但因为

16SrDNA序列保守性较强,在相近种的水平上区

分细菌存在一定困难。例如2种同属但不同种细

菌———蜡质芽孢杆菌(Bacilluscereus)和苏云金芽

孢杆菌(Bacillusthuringiensis),在DNA水平上具

有较高的同源性,只有个别碱基有差异[9],有些研究

者将它们归为蜡质芽孢杆菌组,许多细菌分类学家

甚至认为Bt与Bc应为同一个种[8,10]。本研究中

B02、B08和B17号样品的16SrDNA序列与蜡质芽

孢杆菌和苏云金芽孢杆菌的16SrDNA序列相似性
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 图中Bn代表分离培养的菌株,其中n表示菌株编号,括号中数字是GenBank序列号,参比序列均来自GeneBank库。每个节点

上显示自举值(100次重复),标尺代表核酸置换率。IsolatesfromthisstudyarenamedBn,inwhichnrepresentsthenumberof

strains.Accessionnumbersareshowninparentheses.AllthereferencesequencesarefromGenBankdatabase.Bootstrapvalues
(100iterations)areshownateachnode.Scalebarrepresentsthenucleotidesubstitutionpercentage.

图1 从发病鳗鲡脏器中分离培养的细菌系统发育进化树

Fig.1 Neighborjoiningphylogenetictreegeneratedfromanalignmentof16SrDNA
sequencesfromliversofdiseasedeels

均达到97%以上(表1),难以确定其具体种类。在

进行BLAST比对时还发现,气单胞菌属某些病原

菌分别与不同种类气单胞菌的16SrDNA序列最相

似,这也给气单胞菌属病原菌的种类鉴定带来困难。

此外,GenBank数据库中16SrRNA基因序列数量

有限,也在一定程度上限制了分子鉴定方法的应用。

16S-23SrDNA间隔区或功能基因序列一般比16S
rDNA序列变异大,后续研究可以用间隔区或功能
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基因做细菌分类的分子标记。如针对气单胞菌属细

菌,可以用变异更大的gyrB(DNA解旋酶B亚基)
基因[11-12]、rpoD 基因(编码sigma70因子)[12]等做

分类标记,结合传统细菌鉴定技术,可望得到更准确

的分类结果。
3.2 养殖鳗鲡病原菌的主要种类

本试验中,35个试验菌株共分为16种酶切带

型,且其中9种带型分别只出现1次,说明鳗鲡病原

菌的遗传多样性比较丰富。但有1种带型出现频数

高达7次,占试验菌株的20%(表1),鉴定结果显示

这种细菌属于气单胞菌属,说明养殖鳗鲡主要病原

菌中,气单胞菌属病原菌数量较多。系统进化分析

也支持这一结果(图1)。
已报道的鳗鲡致病菌有十几种,包括气单胞菌

属的嗜水气单胞菌、温和气单胞菌、豚鼠气单胞菌;
肠杆菌科的迟顿爱德华氏菌和鲁氏不动杆菌;弧菌

科的致伤弧菌、鳗弧菌和非01群霍乱弧菌;假单胞

菌属的柱状屈挠杆菌和鳗败血性假单胞菌等[2]。本

研究鉴定的鳗鲡病原菌除了已报道的嗜水气单胞菌

和豚鼠气单胞菌外,还有维氏气单胞菌、简氏气单胞

菌。也发现一些芽孢杆菌种类及鲁氏耶尔森菌、弗
氏柠檬酸杆菌、克雷伯氏菌属、假交替单胞菌属和肠

杆菌科的细菌。这些结果充分说明养殖鳗鲡的致病

菌种类繁多。

GenBank库提供的信息和相关文献资料研究

表明,与本研究中细菌最相似的气单胞菌属细菌多

来自发病的养鱼池或发病的水产生物(鲤、淡水螯虾

等),说明气单胞菌属细菌是水产养殖生物细菌性病

害中最常见的病原菌之一。
本研究中鉴定的鲁氏耶尔森菌(Yersiniaruck-

eri)、克雷伯氏菌属细菌(Klebsiellasp.)和弗氏柠

檬酸杆菌(Citrobacterfreundii)等一般也是水产生

物致病的病原菌[13-14]。与本研究中细菌最相似的芽

孢杆菌多存在于土壤或沉积物中,工业废水中也有

发现(表1),说明这类细菌分布范围较广,适应能力

较强。
尽管由于样本采集地区不同,采集时间不同,分

离所用培养基不同等原因,不同研究中分离到的细

菌多样性可能会有一定的差异。本研究中分离出的

35株细菌是从福建省10个鳗鲡养殖场数百株细菌

中筛选出来的、具有较强致病力的鳗鲡病原菌,在福

建省鳗鲡病原菌中有一定的代表性。
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SequencingandPhylogeneticAnalysisof16SrRNAGenes
ofPathogenicBacteriaIsolatedfromCultivatedEels

MAYing GUANRui-zhang GUOSong-lin DENGDe-bo ZHANGJun-rong
FisheriesCollege,JimeiUniversity/FujianKeyLaboratoryofScienceandTechnology

forAquacultureandFoodSafety,Xiamen361021,China

Abstract Thirtyfivepathogenicbacteriaverifiedbyartificialinfectionfromtheliversofdiseased
eelsweresubjectedtosequencingandphylogeneticanalysis.DNAwasextractedbyCTABmethodfrom
eachisolate,the16SrRNAgeneswereamplifiedusinguniversalbacterialprimers,andthenthe35iso-
lateswereidentifiedbyrestrictionfragmentlengthpolymorphism (RFLP)analysis,sequencesanalysis
andphylogeneticanalysisofthe16SrRNAgenes.Thephylogenetictreewasconstructed.Theresultsin-
dicatedthatthesepathogenicbacteriabelongtosixgeneraandonefamilyoftwomajorgroups(γ-Pro-
teobacteriaandFirmicutes).TheAeromonasgenusispredominant(occupied63%),includingAero-
monashydrophila,Aeromonasveronii,Aeromonasjandaei,andAeromonaspunctata.TheBacillusge-
nusisseconddominant.TherestareYersiniaruckeri,Citrobacterfreundii,andspeciesofklebsiellage-
uns,PseudoalteromonasgenusandEnterobacteriaceaefamily.

Keywords cultivatedeel;pathogenicbacteria;16SrRNAgene;restrictionfragmentlengthpoly-
morphism(RFLP);phylogenetictree
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《华中农业大学学报》获第三届中国高校精品科技期刊奖

2010年11月6日,教育部科技司主办的第三届“中国高校精品·优秀·特色科技期

刊”颁奖大会在重庆隆重举行,《华中农业大学学报》获得第三届“中国高校精品科技期刊”
奖。该奖项每两年评选一次,这次共评出中国高校精品科技期刊70种,优秀科技期刊120
种,特色科技期刊59种。《华中农业大学学报》已连续三届获得中国高校精品科技期刊

奖,全国仅有40种科技期刊连续三届获得该殊荣。
据悉,新闻出版总署人事司司长余昌祥、中宣部出版局副局长刘建生、教育部科技司

副司长陈盈晖、教育部科技司综合处处长高润生等领导出席了颁奖大会。目前,全国高校

主办近1500种科技期刊,为持续培育一批精品、特色科技期刊,扩大我国高校科技期刊在

国内外的影响,提升学术影响力和竞争力,进一步推动高校科技事业的发展,教育部科技

司主办了这次评奖活动。
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