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摘要 为探明养殖豹纹鳃棘鲈体表溃疡症的病因,从患病豹纹鳃棘鲈血液及内脏、体表溃疡处分离到2株

优势菌,其中编号为1031的菌株经人工感染证实能够引起被感染鱼的死亡,为引起该豹纹鳃棘鲈溃疡病的病原

菌。采用形态学、生理生化特性鉴定,结果表明菌株1031与弧菌属的基本特征相符,分别基于16SrDNA序列

及热激蛋白60基因(hsp60)序列构建的系统发育树将菌株1031与哈维氏弧菌聚为一支,置信度均为97%,以

1031为模板特异性扩增哈维氏弧菌toxR基因,也得到了预期382bp的核酸片段。综合以上结果,最终确定此

次豹纹鳃棘鲈体表溃疡症的病原为哈维氏弧菌(Vibrioharveyi)。药敏结果显示,该菌株仅对氟苯尼考、庆大霉

素(120μg)、菌必治敏感,对诺氟沙星、恩诺沙星、阿奇霉素、强力霉素等均不敏感。
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  豹纹鳃棘鲈(Plectropomusleopardus)又名花

斑刺鳃鮨、七星斑、东星斑等,属鲈形目、鮨科、石斑

鱼亚科、鳃棘鲈属,主要分布于印度洋、太平洋的热

带海域,在海南东岸和南部海域也有少量分布。该

鱼肉质鲜美,营养丰富,含有20余种人体所需微量

元素及维生素,具很高的营养价值,且价格昂贵,市
场空间广阔。豹纹鳃棘鲈主要栖息于珊瑚礁区,过
去多依赖于从国外进口海洋捕捞的商品鱼,2009年

海南水产研究所及中国水产科学院南海水产研究所

先后成功繁育出豹纹鳃棘鲈鱼苗,成为我国海水养

殖新品种。目前,该鱼主要在台湾、香港、海南、广
东、福建及山东沿海地区养殖,2012年豹纹鳃棘鲈

在天津试养成功,正逐渐成为天津工厂化海水养殖

的又一优良鱼种。
豹纹鳃棘鲈的人工育苗虽已成功,但还未能满

足大规模养殖的需要。目前,对豹纹鳃棘鲈的研究

多集中于苗种人工繁育技术的完善、生殖调控技术

及生态因子如温度、盐度、光照等对其孵化、仔鱼成

活和生长的影响[1-2]。本研究针对天津市某工厂化

养殖园区豹纹鳃棘鲈出现腹水、体表皮肤溃疡进而

大批量死亡的具体情况,取患病鱼体进行病原分离、

鉴定,筛选病原的敏感药物,以揭示诱发该病的病

原,并为该病的有效防治提供依据。

1 材料与方法

1.1 试验鱼来源

患病豹纹鳃棘鲈取自天津盛亿水产养殖有限公

司,病鱼体长10~15cm,体质量20~30g,养殖水

温20℃。感染试验用健康豹纹鳃棘鲈购自天津海

发海珍品股份有限公司,体长(13±3)cm,体质量

(29±3)g,于60L水族箱中暂养1周后用于试验。
饲养期间充气泵增氧,日投饵2次,每日吸污,换水

1/2,保持水温20℃,盐度1.5%。
1.2 病鱼检查及细菌分离培养

取濒死病鱼与正常鱼同时对其体表及内部解剖

病理进行观察比较,确定该病的典型症状。取症状

明显的患病豹纹鳃棘鲈鳃、体表粘液及患病组织在

显微镜下排查寄生虫和真菌。抽取病鱼血液制作血

涂片染色观察,同时在无菌条件下从病鱼的血液、腹
水、脾、肾、体表上分离细菌,划线接种于 TCBS平

板、2216E平板及血平板上,于28℃恒温培养24h,
挑取形态一致的优势菌落再次划线分离,纯化获得
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纯培养的菌株,转接到TSB培养基中培养过夜,加

20%甘油冻存于-80℃保存备用。
1.3 人工感染试验

将分离纯化的2株优势菌接种于新鲜的 TSB
培养基,28℃培养20h,用无菌0.01mol/L磷酸盐

缓冲液(PBS)调整菌悬液浓度分别为9×108、9×
107、9×106、9×105、9×104cfu/mL,用 于 感 染

试验。
感染试验采用腹腔注射的方式进行,取健康豹

纹鳃棘鲈60尾,分2个试验组,进行上述2株菌的

感染试验。每一试验组分6个单元,各5尾鱼,其中

5个单元的试验鱼用于腹腔注射不同浓度的菌悬

液,注射剂量为每尾100μL,另1个单元的试验鱼

注射同等剂量无菌PBS作为对照。
注射后连续观察14d,期间每天正常饲养并换

水,记录豹纹鳃棘鲈的发病症状和死亡情况,按照改

良的寇氏法计算半数致死量,并从人工感染的濒死

鱼中,取症状典型的鱼再次进行细菌分离、纯化及

鉴定。
1.4 病原菌的鉴定

1)形态、菌落特征及生理生化鉴定。培养菌接

种于TCBS和2216E平板上,观察其形态和菌落

特征,并制备菌悬液滴片后进行革兰氏染色镜检;
生化特性参照文献[3-4]所列的相应属、种鉴定的

各项生理生化指标,用生化鉴定管(购自杭州天和

微生物有限公司)测定菌株的胞外蛋白酶活性、硝
酸盐还原酶活性、水解酶活性、单一碳源生长等生

理生化特性,并参照《伯杰氏细菌学鉴定手册》进
行分类。

2)16SrDNA 基因序列的PCR扩增和序列测

定。挑取纯化后的菌株单菌落于DEPC水中,煮沸

后瞬时离心取上清作为PCR反应的模板。采用通

用引物B27F:5′-AGAGTTTGATCATGGCTCAG-
3′和1492R:5′-CTACGGTTACCTTGTTACGAC-
3′扩增分离菌株1031的16SrDNA序列。反应体

系为50μL,反应条件为94℃预变性4min;94℃变

性30s,55℃退火30s,72℃ 延伸80s,35个循环;

72℃延伸10min。PCR产物回收后,pMD-19T载

体连接后转化至感受态细胞DH-5α,挑取阳性克隆

送至天津华大基因科技有限公司进行测序。

3)热激蛋白hsp60基因序列的PCR扩增和序

列测定。hsp60基因序列的扩增参照李宁求等[5]的

方法进行,PCR产物回收后直接送至天津华大基因

科技有限公司进行测序。

4)分离菌株的PCR鉴定。分离菌株的PCR鉴

定采用特异性引物扩增哈维氏弧菌toxR 基因[6],扩
增结束后取5μLPCR产物进行琼脂糖电泳,观察

结果。

5)16SrDNA和hsp60基因序列分析与系统发

育树的构建。将测序所得分离菌的16SrDNA和

hsp60基因序列提交至数据库中进行Blast分析,从
中选取与所得菌株同源性较高的菌株的基因序列,
采用ClustalX 软件比对后,分别以16SrDNA和

hsp60为遗传标记,用系统发育分析软件Mega5.1基

于邻接法(Neighbor-joining,NJ法)构建系统发育树,

Bootstraps重复检验1000次。
1.5 药物敏感性试验

药敏试验采用药敏纸片法,以无菌棉签蘸取

1.5×108cfu/mL菌液均匀涂布于平板,将药敏纸

片(购自杭州天和微生物试剂有限公司)均匀贴在平

板上,培养24h后观察,记录各药敏纸片的抑菌圈

直径,并按照药敏纸片抑菌范围解释标准判断试验

结果。

2 结果与分析

2.1 病鱼临床症状

患病豹纹鳃棘鲈不食,游泳无力,反应迟缓,体
表多处掉鳞形成大小不一的白点,围绕鳞片缺损处

体表发生溃烂,鳍条溃烂缺损,尾鳍症状尤其明显。
有的病鱼腹部膨大,解剖腹腔内有积水,脾脏坏死硬

化,肝脏微黄色。血液涂片染色发现病鱼血液中白

细胞增多,有的红细胞形态改变,出现尖头,多数红

细胞细胞膜上有细小缺损,严重者似锯齿状(图1)。
通过水浸片显微镜下观察鳃、体表粘液及病变组织,
未发现真菌及寄生虫。
2.2 病原菌的分离及其形态特征

从患病豹纹鳃棘鲈血液、体表分离到优势菌2
株,经后续的人工感染试验证实菌株1031为引起该

病的病原菌。菌株1031在2216E上形成圆形、边
缘光滑整齐的白色菌落,在TCBS培养基上形成边

缘光滑整齐的黄色菌落(图2),革兰氏染色呈阴性

杆状,菌体长约0.5~2.0μm,无荚膜或芽胞。
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 A:病鱼体表出现白点 Whitespotonthebodysurfaceofdiseasedfish;B:病鱼体表溃烂 Ulcerationonthebodysurfaceofdiseased

fish;C:显微镜下病鱼血细胞形态改变 Deformabilityofhemocytes.

图1 病鱼症状

Fig.1 Symptomsofthediseasedfish

 A:菌株1031在TCBS培养基上形成边缘光滑整齐的黄色菌落 OnTCBSmediumof1031,brightyellowcolonies;B:菌株1031的菌

体形态 Thecellmorphousof1031.

图2 菌株1031的菌落和菌体形态

Fig.2 Colonyandcellmorphologyofthestrain1031
2.3 人工感染试验结果

以分离到的菌株1031感染豹纹鳃棘鲈,在感染

4d后鱼开始出现死亡,感染后的试验鱼不食,活力

减弱,感染7d后试验鱼皮肤开始有白点,溃烂、出
血,有的有腹水,抽取濒死病鱼的血液涂片染色,血
细胞严重变形,12d后注射浓度为9×108cfu/mL
的试验鱼全部死亡,而对照组及另一试验组不表现

出任何症状,无一死亡(表1)。从感染发病的鱼体

血液及体表溃烂处分离细菌,均可分离到大量菌落

形态高度一致的细菌,其菌落形态、大小以及生理生

化特征均与菌株1031相同,再次感染豹纹鳃棘鲈,也
导致其死亡,表明所分离菌株1031对豹纹鳃棘鲈具

有致病性。根据试验鱼的死亡结果,按改进寇氏法[7]

计算菌株1031对豹纹鳃棘鲈(29g)的半数致死量为

7.15×105cfu/尾。根据Santos等[8]对鱼类致病菌毒

力的划分标准,可判定菌株1031具有较强的毒力。
表1 菌株1031人工感染试验结果

Table1 Resultsofartificialinfectionofstrain1031

分组

Group
试验鱼尾数

TestNo.
菌液浓度/(cfu/mL)
Bacterialconcentration

注射剂量/mL
Dose

死亡鱼尾数

DeathNo.
死亡率/%
Mortality

1031

5
5
5
5
5

9×108

9×107

9×106

9×105

9×104

0.1
0.1
0.1
0.1
0.1

5
4
4
3
2

100
80
80
60
40

对照组Control 5 无菌PBS 0.1 0 0

2.4 生理生化特征

常规生理生化指标鉴定结果显示,菌株1031不

溶血,氧化酶、接触酶均阳性;不水解七叶灵、精氨

酸、淀粉;VP试验阴性,赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧

酶、脲酶阳性,β-半乳糖苷酶阴性,对 O/129(150

μg)敏感,发酵葡萄糖、麦芽糖、蔗糖、甘露糖、甘露

醇、纤维二糖等,不发酵阿拉伯糖、山梨糖、蜜二糖、
乳糖等,无盐胨水中不生长(表2)。根据生化特性,
初步判 定 菌 株1031为 哈 维 氏 弧 菌(Vibriohar-
veyi)。
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表2 菌株1031和哈维氏弧菌的生理生化特征的比较1)

Table2 Comparisonofphysiologicalandchemicalcharacteristicsofstrain1031andV.harveyi

鉴定项目Items 1031
哈维氏弧菌[4,9]

V.harveyi
鉴定项目Items 1031

哈维氏弧菌[4,9]

V.harveyi
运动性 Motility
氧化酶反应Oxidase

+
+

+
+

鸟氨酸脱羧酶

Ornithinedecarboxylase
+ v

过氧化氢酶Catalase
甲基红 Methylredtest

+
+

+
+

精氨酸双水解酶

Argininedihydrolase
- -

氧化发酵实验 O/FTest F F 产酸Acidfrom:

V.P.反应 Voges-Proskauer - - 蔗糖Sucrose + v
柠檬酸盐Citrate + v 葡萄糖 Glucose + d
硝酸盐还原 Nitratereduction + + 麦芽糖 Maltose + +
七叶灵Esculin - ND 甘露糖 Mannose + v
明胶酶 Gelatinase - + 甘露醇 Mannitol + +
吲哚产生Indoleproduction + + 阿拉伯糖 Arabinose - -
脲酶 Urease + v 半乳糖 Galactose + d
O/129(150μg)敏感

O/129(150μg)Sensitivity
+ + 纤维二糖Cellobise + +

淀粉酶 Amylase - ND 核糖 D-Ribose + +
无盐胨水生长

Growat0% NaCl
- - 乳糖Lactose - -

3%氯化钠生长

Growat3% NaCl
+ + 肌醇Inositol - ND

6%氯化钠生长

Growat6% NaCl
+ + 蜜二糖 Melibiose - -

7%氯化钠生长

Growat7% NaCl
- + 山梨糖Sorbose - -

β-半乳糖苷酶

β-Galactosidase
- - 果糖Fructose + ND

赖氨酸脱羧酶

Lysinedecarboxylase
+ + 水杨素Salicin + v

 1)+:阳性反应Positive;-:阴性反应 Negative;F:发酵型 Fermentation;d:11%~89%菌株为阳性11%~89%ofthestrainsare
positive;ND,没有可提供的数据 Nodata;v:菌株间不稳定的反应 Variablefor26%-74%ofthetest.

2.5 16S rDNA 和 hsp60 基因序列分析及系统发

育树构建

  对菌株1031进行了16SrDNA 和hsp60基因

序列的测定及toxR 基因的特异性扩增,PCR扩增

产物电泳结果如图3所示。菌株1031的16SrD-
NA基因序列经通用引物扩增后得到长度为1500
bp的核酸序列,Blast同源性检索发现其与哈维氏

弧菌(V.harveyiATCC14126T)同源性较高,相似

性为99.8%,从中选取亲缘关系相近序列进行系统

发育学分析,结果表明菌株1031与哈维氏弧菌聚为

一支(图4),置信度为97%;将菌株1031的hsp60
基因序列(约为530bp)翻译成氨基酸序列提交至

NCBI数据库进行Blast分析,发现该序列与哈维氏

弧菌仅有1个碱基的差异,基于hsp60基因构建的

系统发育树(图5)显示,菌株1031与哈维氏弧菌聚

为一支,置信度为97%;采用特异性引物扩增菌株

1031的toxR 基因,得到了预期的382bp的核酸片

段(图3)。综合菌株1031的形态、生化特征和16S

rDNA、hsp60基因序列分析及toxR 基因扩增结果,
判定菌株1031为哈维氏弧菌。

图3 菌株103116SrDNA、hsp60及

toxR 基因PCR产物琼脂糖电泳图

Fig.3 Agaroseelectrophoresisof16SrDNA,

hsp60andtoxRPCRproducts

2.6 药敏试验结果

在所试验的23种抗生素中,菌株1031对氟苯

尼考、庆大霉素(120μg)、菌必治3种抗生素敏感,
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图4 以16SrDNA基因构建的哈维氏弧菌系统发育树

Fig.4 PhylogenetictreeofV.harveyibasedon16SrDNAgenes

图5 以hsp60基因构建的哈维氏弧菌系统发育树

Fig.5 PhylogenetictreeofV.harveyibasedonhsp60genes

表3 菌株1031对抗菌药物的敏感性1)

Table3 Sensitivityofstrain1031toantimicrobialagent

抗菌药物

Drug
每片剂量/μg
Dosage

敏感性

Sensitivity
抗菌药物

Drug
每片剂量/μg
Dosage

敏感性

Sensitivity
罗红霉素 Roxithromycin 15 R 链霉素Streptomycin 300 R
强力霉素 Doxycycline 30 R 左氟沙星Levofloxacin 5 R
恩诺沙星Enrofloxacin 5 R 阿奇霉素 Azithromycin 15 R
磺胺异恶唑Sulfafurazole 300 R 诺氟沙星 Norfloxacin 10 R
利福平 Rifampicine 5 R 四环素 Tetracycline 30 R
呋喃唑酮Furazolidone 100 R 庆大霉素 Gentamicinum 120 S
氟苯尼考Florfenicol 75 S 痢特灵Furazolidone 300 R
杆菌肽Bacitracin 0.04U R 丁胺卡那霉素 Amikacin 30 R
先锋ⅣCefalexinⅣ 30 I 菌必治 Rocephin 30 S
O/129 150 S 复方新诺明SMZ+TMP 75 R
万古霉素 Vancomycin 30 R 哌拉西林Piperacillin 100 R
1)S表示敏感Sensitive;R表示抗性 Resistant;I表示中度敏感Intermediate.
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对先锋IV中度敏感,对四环素、诺氟沙星、恩诺沙

星、磺胺异噁唑,甚至一些广谱抗生素如阿奇霉素、
强力霉素等均不敏感 (表3)。

3 讨 论

哈维氏弧菌是海水养殖鱼类比较常见的致病菌

之一,由其引起的病害时有发生,流行于多个国家和

地区,给水产养殖业造成了极大的损失。现已发现

哈维氏弧菌能够感染大菱鲆(Scophthalmusmaxi-
musL.)、牙鲆(Paralichthysolivaceus)、斜带石斑

鱼(Epinepheluscoioides)、半滑舌鳎(Cynoglossus
semilaevis)、花鲈(Lateolabraxjaponicus)等[10-14]

多个海水养殖品种,引起被感染鱼类体表肌肉不同

程度的充血溃烂、脾肾肿大或胃肠炎。但从患病豹

纹鳃棘鲈血液及内脏中分离到病原菌,经生化鉴定

和分子生物学鉴定判定其为哈维氏弧菌,并经感染

试验证实,所分离到的菌株具有致病性,且属强毒

株。本研究丰富了哈维氏弧菌的研究资料,也为豹

纹鳃棘鲈疾病的防治提供参考。

16SrDNA序列分析是目前细菌鉴定和系统发

育分子遗传分析最常用的方法,但一般认为,16S
rDNA基因的水平转移及同一基因在不同进化分支

中进化速度不同,比较适合属以上分类阶元的亲缘

关系研究,而对属以下的分类单位,分辨率不足[14]。

hsp60基因在系统进化中相对保守,且同时在不同

种间具有足够的多态性,已广泛应用到细菌的分类

鉴定领域[15]。本研究中菌株1031基于16SrDNA
序列和hsp60基因序列的系统发育分析结果一致,
均将1031与哈维氏弧菌聚为一支,置信度均为

97%。还有一些学者基于哈维氏弧菌的toxR 基因

序列和vhh 溶血素基因序列,发展了快速检测哈维

氏弧菌的PCR方法[16-18]。本研究中采用Pang等[6]

建立的基于toxR 基因的PCR快速检测技术,得到

预期大小的目的片段,进一步证实菌株1031为哈维

氏弧菌。
相对于鳗弧菌或溶藻胶弧菌,各国学者对哈维

氏弧菌致病性的认识较晚,对哈维氏弧菌病的防治

报道较少,多以抗生素辅助免疫增强剂、改善养殖环

境降低应激以及应用疫苗[19]等措施来应对该病。
生产中实际应用的主流方法还是使用抗生素,但长

期使用某种抗生素会使病原菌产生对该抗生素的抗

性,不同时期、不同地理株的哈维氏弧菌药物敏感性

不尽相同,因此,准确的对症施治还需要建立在分离

菌株的药敏试验结果的基础上。本研究所分离菌株

仅对氟苯尼考、庆大霉素(120μg)、菌必治敏感,对
水产常用的抗生素恩诺沙星、诺氟沙星等并不敏感,
甚至对一些广谱抗生素如阿奇霉素、强力霉素均不

敏感。然而调查中发现,该鱼养殖过程中并未使用

过此类抗生素,可能因为抗生素大量使用污染水体

环境,从而导致该现象的发生。这种抗生素抗性的

不同也在一定程度上反映了在我国抗生素仍是水产

养殖病害的主要防治措施。因此,开发应用疫苗、通
过有益菌改善养殖环境、使用免疫增强剂等对环境

友好的疾病控制方式,尤为重要,势在必行。
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IdentificationandphylogeneticanalysesofVibrio
harveyiislatedfromPlectropomusleopardus

XUXiao-li SHAOPeng LIHao RENHan-wei ZHANGQin

TianjinFisheryTechnicalExtensionStation,Tianjin300221,China

Abstract Theaimofthisstudywastoisolatethepathogensofulcerationonthebodysurfacein
Plectropomusleopardus.Twostrainswereisolatedfromtheskin,blood,kidneyandspleenofmortalP.
leopardus.Onestraincoded1031couldcausethemortalityofhealthyP.leopardusindependentlyinar-
tificiallyinfectedexperimentandwereprovedtobepathogentoulcerationofP.leopardus.Basedonthe
resultsofmorphologicalobservation,physiologicalandbiochemicalcharacteristicanalysis,strain1031
wasidentifiedasVibrio.16SrDNAgenesequencefurtherprovedthatstrain1031belongedtoV.har-
veyi.Phylogeneticanalysisbasedon16SrDNAgeneandhsp60geneindicatedthatstrain1031showed
thehighestlevelofsimilaritytoV.harveyiwithbootstrapsof97%.Theexpected382bp-nucleicacid
fragmentofV.harveyitoxRgenewasamplifiedusingstain1031asatemplate.Theseresultsindicated
thatthepathogenofulcerationonthebodysurfaceinP.leoparduswasV.harveyi.Theantibioticsensi-
tivityanalysisshowedthatstrain1031wassusceptibletoflorfenicol,gentamicinum (120μg)androce-
phin,buthighresistanttonorfloxacin,enrofloxacin,azithromycin,doxycycline,etc.

Keywords Vibrioharveyi;Plectropomusleopardus;16SrDNA;hsp60;toxR
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