虹鳟源嗜冷黄杆菌的分离鉴定及致病性研究
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摘要：嗜冷黄杆菌（Flavobacterium psychrophilum）主要感染鲑科鱼类引发细菌性冷水病（BCWD），该病通常在低温条件下流行发生，死亡率较高，严重制约我国鲑鳟鱼养殖业的健康发展。本研究从患病虹鳟（Oncorhynchus mykiss）溃烂肌肉处分离到两株致病菌（CH06和CH07），并对其进行了理化特性、分子特征、基因型、血清型、致病性和耐药性分析。CH06和CH07株在TYES琼脂平板上呈煎蛋状外观，产黄色素，氧化酶和过氧化氢酶阳性，能水解明胶和酪蛋白，不能水解淀粉，不能利用果糖、半乳糖和七叶苷等。16S rRNA基因比对结果显示，CH06和CH07株与嗜冷黄杆菌模式株NBRC 15942的同源性分别为99.35%和99.42%。综合菌株理化和分子特性，确定CH06和CH07菌株为嗜冷黄杆菌。利用多重PCR方法鉴定CH06和CH07株的血清型均为1型（Fd型）；多位点序列分型（MLST）分析表明，CH06和CH07株的基因型分别为ST-12和ST-78型，且均属于CC-ST10克隆型。人工感染结果表明，CH06和CH07株对虹鳟幼鱼具有较高致病性，其半致死浓度LD50分别为7.1×105和1.1×105 CFU/mL，攻毒剂量与临床病症出现时间呈反比，从人工感染实验鱼的肌肉、脾脏等组织中可重新分离到嗜冷黄杆菌。组织病理变化表明，病鱼肝细胞肿胀，空泡变性，部分肝细胞溶解坏死，细胞核溶解消失；脾脏充血、出血，淋巴细胞减少，红细胞和含铁血黄素增多；肌纤维间隙增宽、断裂、弯曲不齐，部分肌细胞肌浆溶解呈蜂窝状。CH06和CH07株对10种抗菌药物的耐药谱略有不同，均对氨苄西林和甲氧苄啶-磺胺甲恶唑敏感；CH06株对恩诺沙星、氟苯尼考等耐药，而CH07株对恩诺沙星和氟苯尼考中度敏感。本研究首次报道了我国虹鳟源嗜冷黄杆菌的分离鉴定及生物学特性，以期为虹鳟细菌性冷水病的防控提供科学依据。
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虹鳟（Oncorhynchus mykiss）属鲑科（Salmonidae）、大麻哈鱼属（Oncorhynchus），其味道鲜美，刺少肉多，营养价值丰富，是我国重要的特色淡水养殖鱼类品种之一[1]。自1985年来，虹鳟养殖业在我国逐渐推广普及，现已遍布青海、甘肃、四川、云南、新疆、黑龙江、吉林、辽宁、河北等20多个省市地区，市场需求量逐年提高。然而，规模化和集约化养殖过程中的病害问题严重制约着该产业的健康发展[2]。细菌性冷水病（Bacterial cold water disease，BCWD）是虹鳟养殖过程中常见细菌病之一，患病鱼通常表现尾柄部溃烂、皮肤溃疡、鳃苍白、脾肿大、腹水和螺旋式游泳行为[3]。该病病原为嗜冷黄杆菌（Flavobacterium psychrophilum），属黄杆菌科（Flavobacteriaceae）、黄杆菌属（Flavobacterium），是一种好氧革兰氏阴性菌，其最适生长温度为15~18℃[4, 5]。嗜冷黄杆菌呈全球性地理分布，宿主范围广泛，除鲑科鱼类以外，还可感染鲤（Cyprinus carpio）、鲫（Carassius carassius）、丁鱥（Tinca tinca）、香鱼（Plecoglossus altivelis）、鳗（Anguilla anguilla）和虾虎鱼（Chaenogobius urotaenia）等[6]。由于BCWD与鲑鳟疖疮病（Furunculosis）的临床症状类似，且嗜冷黄杆菌的分离培养条件相对苛刻，目前国内尚无相关研究报道。
2017年，甘肃和辽宁某养殖场的虹鳟幼鱼在低温条件下连续多日死亡，累计死亡率达30%以上，其主要临床症状为肌肉严重溃烂，体色发黑，鳍条溃烂；剖检可见脾脏肿大、肠炎、伴有腹水等症状，结合季节、水温及环境因素，初步判断为细菌性冷水病。为明确该病病因，本实验从患病虹鳟溃烂肌肉处分离到两株细菌，并对菌株进行了理化特性、分类地位、致病性和耐药性研究，以期为该病的防控提供参考。
1. 材料与方法
1.1 实验材料
患病虹鳟采自甘肃（网箱养殖）和辽宁（流水养殖）某养殖场，体质量10~20 g左右，养殖水温在6~10℃。患病鱼体色发黑，游动缓慢，尾柄部皮肤和肌肉严重溃烂；剖检可见鳃苍白、肝脏苍白伴有出血点、脾脏肿大，伴有肠炎和腹水。健康虹鳟购自辽宁本溪艾格莫林有限公司，平均体质量8±2 g。

实验用胰蛋白胨和酵母提取物购自OXOID公司，细菌基因组DNA提取试剂盒购自天根生化科技有限公司，2×Taq PCR Master Mix购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司，GoTaq DNA聚合酶购自普洛麦格（北京）生物技术有限公司，生化鉴定管购自青岛海博生物技术有限公司，抗菌药物购自上海麦克林生化科技有限公司，引物合成及测序委托吉林省库美生物科技有限公司。

1.2 病原菌分离纯化及理化特性鉴定
无菌条件下从患病鱼肌肉溃烂处取样划线接种于胰蛋白酵母提取物（tryptone yeast extract salts，TYES）琼脂平板上，15℃倒置培养72~96 h，挑取单个优势菌落在TYES平板上纯化培养获得CH06和CH07菌株。肉眼观察菌落形态、大小、颜色、隆起度等，光学显微镜观察革兰氏染色的细菌形态特征，进而利用透射电镜（Hitachi-7650）、扫描电镜（Hitachi-SU8010）观察细菌的形态、大小。菌株各项生化指标的测定参照相关文献进行[3,6,7]。

1.3 人工感染试验
将健康虹鳟（平均体质量8±2 g）置于室内水族箱中暂养一周，试验期间水温为14±1℃，放养密度为30 尾/m3。人工感染前对实验鱼进行细菌学检测以确保其不携带特定病原。取冻存的CH06和CH07株划线接种于TYES琼脂平板上，15℃倒置培养72~96 h复苏。挑取单菌落分别接种于TYES肉汤培养基中，15℃，150 rpm震摇72 h，离心收集菌体并重悬于生理盐水中，采用系列稀释法测定菌液浓度并逐级稀释制备菌悬液[8]。利用MS222麻醉实验鱼并在尾柄部按照0.1 mL/尾的剂量进行注射：CH06株分别以4.5×108、4.5×107、4.5×106、4.5×105、4.5×104 CFU/mL菌悬液浓度肌肉注射；CH07株分别以9×107、9×106、9×105、9×104、9×103 CFU/mL菌悬液浓度肌肉注射；空白对照组按每尾0.1 mL注射生理盐水。每个浓度组实验鱼10尾，肌注后每日两次投喂，投饵量按体质量的1.5%，连续三周记录临床症状和死亡情况，取濒死或死亡的实验鱼病灶及内脏器官进行细菌再分离和鉴定。菌株半致死浓度（LD50）按改良的寇氏法计算[9]。

1.4 16S rRNA基因序列测定及系统发育分析
将CH06和CH07株接种于TYES肉汤培养基中，15 ℃，150 rpm震摇72~96 h后离心收集菌体，按照试剂盒说明书提取细菌基因组DNA作为PCR模板。利用细菌通用引物27F：5′-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3′和1492R：5′-GRTACCTTGTTACGACTT-3′扩增菌株的16S rRNA基因片段。50 μL PCR反应体系：模板1 μL，引物27F/1492R（10 μmol/L）各2 μL，2×Taq PCR Master Mix 25 μL，dd H2O 20 μL。PCR扩增条件：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性60 s，55 ℃退火60 s，72 ℃延伸90 s，35个循环；72 ℃延伸10 min。PCR产物经纯化后委托吉林省库美生物科技有限公司进行测序分析。将菌株16S rRNA基因序列通过EzBio Cloud数据库进行序列同源性分析，比对后将其提交到GenBank进行序列号注册。同时，采用Clustal W软件进行多序列匹配排列（Multiple Alignments），利用MEGA 7.0软件进行系统发育分析，在Kimura-2-parameter模型的基础上，用Neighbor-joining法构建分子系统树，自举分析（Bootstrap）1000次重复检测分子系统树的置信度。

1.5 基因型和血清型分析
以步骤1.4中提取的细菌基因组DNA为模板进行多位点序列分型（multilocus sequence typing, MLST）分析。参考文献选择7个管家基因（trpB、gyrB、dnaK、fumC、murG、tuf、atpA）作为MLST的靶标基因[10]，并合成相应的引物，选取的靶标基因、引物、序列及扩增长度如表1所示。50 μL PCR反应体系：模板1 μL，7对上下游引物（10 μmol/L）各2μL，5×Taq buffer 10 μL，GoTaq DNA聚合酶（5 U/μL）0.5 μL，dNTPs（2.5 mmol/L）4 μL，dd H2O 30.5 μL。PCR扩增条件：94 ℃预变性5 min；94 ℃变性30 s，55 ℃退火30 s（每循环-0.4 °C），72 ℃延伸1 min（每循环+2 s），24个循环；94 ℃变性30 s，45 ℃退火30 s，72 ℃延伸2 min（每循环+3 s），12个循环；72 ℃延伸10 min。PCR产物经纯化后委托吉林省库美生物科技有限公司进行双向测序分析，结果提交MLST数据库（http://www.mlst.net/），获得等位基因的序列型（STs）。

表1  MLST分析所用引物信息

Tab.1 The information of primers used in MLST analysis
	管家基因

Housekeeping　gene
	引物序列（5'- 3'）
Primer sequence
	扩增长度/ bp

Length

	trpB
	F: CAGGAAACAGCTATGACCAAGATT ATGTAGGCCGCCC

R: TGTAAAACGACGGCCAGTTGATAG ATTGATGACTACAATATC
	789

	gyrB
	F: CAGGAAACAGCTATGACCGTTGTA ATGACTAAAATTGGTG

R: TGTAAAACGACGGCCAGTCAATAT CGGCATCACACAT
	1077

	dnaK
	F: CAGGAAACAGCTATGACCAAGGT GGAGAAATTAAAGTAGG

R: TGTAAAACGACGGCCAGTCCACCC ATAGTTTCGATACC
	873

	fumC
	F: CAGGAAACAGCTATGACCCCAGC AAACAAATACTGGGG

R: TGTAAAACGACGGCCAGTGGTTTA CTTTTCCTGGCATGAT
	750

	murG
	F: CAGGAAACAGCTATGACCTGGCG GTACAGGAGGACATAT

R: TGTAAAACGACGGCCAGTGCATTC TTGGTTTGATGGTCTTC
	681

	tuf
	F: CAGGAAACAGCTATGACCGAAGA AAAAGAAAGAGGTATTAC

R: TGTAAAACGACGGCCAGTCACCTT CACGGATAGCGAA
	795

	atpA
	F: CAGGAAACAGCTATGACCCTTGAA GAAGATAATGTGGG

R: TGTAAAACGACGGCCAGTTGTTCC AGCTACTTTTTTCAT
	834


参考Rochat et al.报道的方法，选取4对引物利用多重PCR技术鉴定菌株血清型（表2）[11]。50 μL PCR反应体系：模板1 μL，每条引物（10 μmol/L）各1 μL，2×Taq PCR Master Mix 25 μL，dd H2O 16 μL。PCR扩增条件：95 ℃预变性5 min；95 ℃变性30 s，52 ℃退火30 s，72 ℃延伸1 min，30个循环；72 ℃延伸10 min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测后于凝胶成像系统下观察条带数量及长度。嗜冷黄杆菌血清型0型、1型、2型和3型分别对应的扩增条带为188 bp、188 bp+549 bp、188 bp+841 bp和188 bp+361 bp。
表2  mPCR所用引物信息

Tab. 2 The information of primers used in mPCR detection
	引物名称

Primer name
	引物序列（5'- 3'）

Primer sequence
	扩增长度/ bp

Length

	ctrol_fw
	AGCAAATTTGGCTCTTTTGG
	188 

	ctrol_rev
	TTGTAACAACGCCACCAGTT
	

	Type-1_fw
	ACCAACCTTCAAGATTATCGT
	549 

	Type-1_rev
	GGGGAGTGGTTAGAACTGA
	

	Type-2_fw
	TTGAACGAAACTTATATGGATAGA
	841 

	Type-2_rev
	TTACCAAAGAGCCCTTTAGTG
	

	Type-3_fw
	CGCCATGCAAGAAATTAGTT
	361 

	Type-3_rev
	CCTGCGATCTCAACATATCA
	


1.6 药敏试验
采用微量肉汤稀释法进行药敏实验，所用10种抗菌药物为土霉素、氟苯尼考、奥美普林-磺胺二甲氧嘧啶、甲氧苄啶-磺胺甲恶唑、红霉素、恶喹酸、氟甲喹、恩诺沙星、庆大霉素、氨苄西林，母液浓度均为10240 μg/mL。用无菌生理盐水将培养好的菌液浓度调至0.5麦氏标准（1.5×108 CFU/mL）并用1:7稀释的MH肉汤稀释150倍（1×106 CFU/mL）备用。首先在96孔板第2~12列中加入1:7稀释的MH肉汤，每孔100 μL；将配制好的药物母液用1:7稀释的MH肉汤稀释至合适浓度，分别加入到96孔板第1列中，每孔200 μL，每种药物从96孔板第1列2倍倍比稀释，直至第10列，并设置第11列为不加抗菌药物只加菌液的阳性对照，第12列为只加1:7稀释的MH肉汤的阴性对照；然后在第1~11列每孔分别加入100 μL菌悬液。将96孔板置于15℃孵育44~48 h后肉眼观察，读取并记录最小抑菌浓度（MIC）。药敏试验方法及判定标准均参考Vliet等[8]报道。

1.7 组织病理观察
选取CH06株人工感染的虹鳟进行组织病理观察。分别取健康和患病虹鳟的肝脏、脾脏和肌肉组织，用4%多聚甲醛固定48 h（中间换液），样品经包埋切片、切片脱蜡至水、苏木素染色、盐酸酒精分化、自来水返蓝、伊红染色、脱水、透明、封片步骤处理后，利用尼康EclipseCi-L显微镜观察和拍照。
2. 结果
2.1 自然发病虹鳟临床症状
自然发病虹鳟精神不振，游动缓慢或浮于水面，基本停止摄食，体色发黑，尾柄部肌肉严重溃烂（图1-2），甚至尾鳍腐烂（图1-1）；剖检可见脾脏肿大，伴有肠炎和腹水（图1-3）。
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图1 自然发病虹鳟的临床病症

Fig. 1 The clinical signs of naturally diseased rainbow trout
1-1. 尾鳍溃烂；1-2. 体色发黑且尾柄部肌肉溃烂；1-3. 脾脏肿大、肠炎、腹水

1-1. Ulcerated caudal fin; 1-2. Blackened body and ulcerated muscle in peduncle; 1-3. Splenomegaly, enteritis and ascites

2.2 病原分离鉴定
从患病虹鳟肌肉溃烂处分离获得2株形态、大小一致的优势菌，分别命名为CH06和CH07。分离菌株在TYES琼脂平板上生长的浅黄色菌落呈煎蛋状，中心略微凸起，有轻微的蔓延，边缘不规则（图2-1）；革兰氏染色鉴定为两端钝圆、细长杆状的革兰氏阴性菌（图2-2）；扫描电镜（图2-3）和透射电镜（图2-4）下观察可见细菌呈长杆状，无鞭毛或菌毛，平均直径和长度分别约0.25 μm和1.5~3 μm。
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图2 分离菌株CH06和CH07的形态观察
Fig. 2 Morphology observation of CH06 and CH07 isolates

2-1. 肉眼观察；2-2. 革兰氏染色观察；2-3. 扫描电镜观察；2-4. 透射电镜观察
2-1. Visual inspection; 2-2. Gram staining inspection; 2-3. Scanning electron micrography inspection; 2-4. Transmission electron micrography inspection
2.3 人工感染试验
将分离株CH06和CH07肌肉注射感染健康虹鳟，注射3天后实验鱼开始表现出食欲减退、螺旋式游动、肌肉注射处脓肿等症状，并开始陆续死亡。CH06株最高浓度注射组在感染第5天死亡率达到100%；CH07株最高浓度注射组从感染第4天开始死亡，到感染第9天死亡率达到最高为90%（图3）。感染期间，实验鱼表现出与自然发病一致的症状，体色发黑，尾柄肌注部位皮肤和肌肉严重溃烂；剖检可见鳃苍白、肝脏苍白伴有出血点、脾脏肿大，伴有肠炎，对照组无异常症状。采用改良的寇氏法计算菌株的半致死浓度LD50，CH06和CH07株对虹鳟幼鱼的LD50分别为7.1×105和1.1×105 CFU/mL。从人工感染后濒死鱼的肌肉溃疡处、肾脏、肝脏和脾脏均成功分离到嗜冷黄杆菌，其理化性质和分子特征与CH06、CH07株一致，而对照组中未检出该菌。结果表明，菌株CH06和CH07为此次虹鳟细菌性疾病的病原菌。
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图3 人工感染试验结果

Fig. 3 Results of the artificial infection experiment

3-1. CH06株人工感染试验结果；3-2. CH07株人工感染试验结果

3-1. Result of the artificial infection experiment of CH06 isolate; 3-2. Result of the artificial infection experiment of CH07 isolate
2.4 理化特性分析
CH06和CH07株呈氧化酶和过氧化氢酶阳性，能水解明胶和酪蛋白，产生黄色素，能滑动运动，不能利用葡萄糖、果糖、半乳糖和七叶苷，不能水解淀粉，不能还原硝酸盐，不能产生硫化氢，M.R试验、V-P试验、吲哚实验、ONPG试验呈阴性（表3）。生长条件测定显示，分离株的生长温度范围为5~25℃，最适生长温度为15℃，在含盐量0~1%之间的TYES培养基上能生长，最适pH值为6.0~6.5。

表3 CH06和CH07株的生理生化特性

Tab. 3 Physiological and biochemical characteristics of CH06 and CH07 isolates
	鉴定项目

Characteristic
	菌株CH06

CH06 isolate
	菌株CH07

CH07 isolate
	嗜冷黄杆菌[3,6,7]
F. psychrophilum

	氧化酶 Oxidase
	+
	+
	+

	过氧化氢酶 Catalase
	+
	+
	+

	明胶水解 Gelatin hydrolysis
	+
	+
	+

	酪蛋白水解 Casein hydrolysis
	+
	+
	+

	淀粉水解 Starch hydrolysis
	–
	–
	–

	黄色素 Flexirubin-like pigments
	+
	+
	+

	滑动运动 Gliding motility
	+
	+
	+

	葡萄糖 Gluzyme
	–
	–
	–

	果糖 Fructose
	–
	–
	–

	半乳糖 Galactose
	–
	–
	–

	葡萄糖氧化发酵 O/F
	–
	–
	–

	七叶苷水解 Esculin hydrolysis
	–
	–
	–

	硝酸盐还原 Nitrate reduction
	–
	–
	–

	硫化氢产生 H2S production
	–
	–
	–

	M.R试验 M.R test
	–
	–
	–

	V-P试验 V-P test
	–
	–
	–

	β-半乳糖苷酶 ONPG
	–
	–
	–

	吲哚 Indole
	–
	–
	–


注：“+”表示阳性；“–”表示阴性

Note: “+” means positive reaction; “–” means negative reaction
2.5 16S rRNA基因序列分析
PCR扩增CH06和CH07株的16S rRNA基因片段约1380 bp（GenBank登录号：MN653382和MN653383）。与EZBio Cloud数据库中细菌16S rRNA基因序列进行比对发现，菌株CH06和CH07与嗜冷黄杆菌模式株NBRC 15942的同源性分别达到99.35%和99.42%。选择GenBank数据库中黄杆菌属及其他种属的细菌16S rRNA基因序列进行同源性比对，利用MEGA 7.0软件采用邻接法构建系统发育树。如图4所示，菌株CH06和CH07均与嗜冷黄杆菌聚为一支，且与黄杆菌属的约氏黄杆菌（Flavobacterium johnsoniae）、柱状黄杆菌（Flavobacterium columnare）遗传距离较近；而与链球菌属、假单胞菌属、爱德华菌属、耶尔森菌属和气单胞菌属等的细菌遗传距离较远。综合理化特征和分子特征分析结果，确定CH06和CH07株为嗜冷黄杆菌。

[image: image4]
图4 基于16S rRNA 序列构建的系统发育树

Fig. 4 Phylogenetic tree analysis based on 16S rRNA sequences
2.6 基因型和血清型分析
MLST分析结果表明，嗜冷黄杆菌CH06和CH07株的基因型分别为ST-12和ST-78，均属于CC-ST10克隆型（表4）。

表4 CH06和CH07株的MLST分型分析

Tab.4 MLST analysis of CH06 and CH07 isolates
	菌株

Isolate
	等位基因型（Allele type）
	基因型

Genotype
	克隆型

Clonal

complex

	
	trpB
	gyrB
	dnaK
	fumC
	murG
	tuf
	atpA
	
	

	CH06
	2
	8
	2
	2
	2
	7
	2
	ST-12
	CC-ST10

	CH07
	2
	8
	2
	2
	2
	41
	2
	ST-78
	CC-ST10


利用mPCR技术对CH06和CH07株的血清型进行鉴定。结果表明，两株菌均扩增出188 bp和549 bp的条带（图5），血清型为1型（Fd型）。
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图5 mPCR分析CH06和CH07株的血清型

Fig.5 Serotype analysis of CH06 and CH07 isolates by mPCR amplification
M. DNA Marker 2000；1. CH06株；2. CH07株

M. DNA marker 2000; 1. CH06 isolate; 2. CH07 isolate
2.7 药敏试验
药敏试验结果表明，CH06株对氨苄西林、甲氧苄啶-磺胺甲恶唑敏感，对红霉素、庆大霉素、奥美普林-磺胺二甲氧嘧啶、土霉素中度敏感，对恩诺沙星、氟苯尼考、氟甲喹、恶喹酸耐药；CH07株对氨苄西林、红霉素、甲氧苄啶-磺胺甲恶唑敏感，对恩诺沙星、氟苯尼考、庆大霉素、奥美普林-磺胺二甲氧嘧啶、土霉素中度敏感，对氟甲喹、恶喹酸耐药（表5）。

表5 CH06和CH07株对10种抗菌药物的耐药性分析

Tab. 5 Antimicrobial susceptibility of CH06 and CH07 isolates to 10 kinds of antibiotics
	抗菌药物

Antibiotics
	最小抑菌浓度/

（μg/mL）

MIC[8]
	敏感性

Susceptibility

	
	
	CH06
	CH07

	土霉素 Oxytetracycline
	0.03~>8
	4(M)
	4(M)

	氟苯尼考 Florfenicol
	0.25~1
	8(R)
	0.5(M)

	奥美普林-磺胺二甲氧嘧啶Ormetoprim-sulphadimethoxine
	0.008/0.15~

0.5/9.5
	0.0526(M)
	0.0526(M)

	甲氧苄啶-磺胺甲恶唑Trimethoprim-sulphamethoxazole
	<0.015/0.3

~0.12/2.38
	0.0526(S)
	0.0016(S)

	红霉素 Erythromycin
	0.5~4
	0.5(M)
	0.125(S)

	恶喹酸 Oxolinicacid
	0.06~0.25
	2(R)
	4(R)

	氟甲喹 Flumequine
	0.25~1
	4(R)
	4(R)

	恩诺沙星 Enrofloxacin
	<0.002~0.03
	0.5(R)
	0.03(M)

	庆大霉素 Gentamicin
	<0.06~2
	0.625(M)
	0.5(M)

	氨苄西林 Ampicillin
	<0.03~0.06
	<0.001(S)
	<0.001(S)


注：“S”表示高度敏感；“M”表示中度敏感；“R”表示耐药

Note: S-highly susceptible; M-moderately susceptible; R-reduced susceptible
2.8 组织病理学
健康虹鳟肝细胞呈圆形且排列紧密，细胞边界明显（图6-1）。病鱼肝细胞肿胀，空泡变性，部分肝细胞溶解坏死，细胞核溶解消失（图6-2）。健康虹鳟脾脏内有大量红细胞、淋巴细胞以及结缔组织（图6-3）。病鱼脾脏充血、出血，淋巴细胞减少，红细胞大量增多，含铁血黄素增多（图6-4）。健康虹鳟肌纤维排列整齐紧密（图6-5）。病鱼肌纤维间隙增宽、断裂、弯曲不齐，部分肌细胞肌浆溶解呈蜂窝状，严重的溶解成空泡状，仅残存少量的基膜，中性粒细胞等炎症细胞浸润（图6-6）。
[image: image6.png]



图6 患病虹鳟的组织病理学观察（H.E 染色）

Fig. 6 Histopathological observation of diseased Oncorhynchus mykiss（H.E stain）

6-1.健康虹鳟肝组织（200×）；6-2.患病虹鳟肝组织（200×）；6-3.健康虹鳟脾组织（200×）；6-4.患病虹鳟脾组织（200×）；6-5.健康虹鳟肌肉组织（200×）；6-6.患病虹鳟肌肉组织（200×）

6-1. The liver of healthy rainbow trout（200×）; 6-2. The liver of diseased rainbow trout（200×）; 6-3. The spleen of healthy rainbow trout（200×）; 6-4. The spleen of diseased rainbow trout（200×）; 6-5. The muscle of healthy rainbow trout（200×）; 6-6. The muscle of diseased rainbow trout（200×）
3. 讨论

嗜冷黄杆菌是鲑科鱼类常见病原菌之一。自上世纪40年代首次在美国患病银鲑体内分离到该菌以来，其地理分布逐步扩大，最初认为仅在北美分布，目前在南美、欧洲、澳洲、亚洲等国家均有发现[6]。该菌宿主范围广泛，主要感染鲑科鱼类，虹鳟和银鲑最易感，也可感染非鲑科鱼类引发疾病，如鲤、鲫、香鱼、鳗和虾虎鱼等，成为对水产养殖业威胁严重的致病菌之一。嗜冷黄杆菌常出现在4~18℃水环境中，能够进行水平和垂直传播，其致死率较高[12, 13]。尽管国外对嗜冷黄杆菌的流行病学报道较多，目前在我国尚无相关研究。本实验从患病虹鳟肌肉溃烂处分离到两株病原菌，经形态特征、理化特性、分子特性分析鉴定为嗜冷黄杆菌，人工感染试验表明CH06和CH07分离株对虹鳟幼鱼具有较高致病性，由其感染导致的病鱼临床症状与自然发病相似，证实嗜冷黄杆菌是患病虹鳟的病原。通过实验进一步开展了分离株基因型、血清型、致病性和耐药性分析，这是我国首次关于养殖虹鳟嗜冷黄杆菌感染的报道，期望可以为虹鳟细菌性冷水病的预防和控制提供参考依据。

3.1 嗜冷黄杆菌生物学特性
本研究分离到的CH06、CH07株呈浅黄色、中间略微凸起，边缘不规则的煎蛋状外观，革兰氏染色为两端钝圆、细长杆状的红色细菌，这与前人观察结果一致。测得CH06、CH07株平均直径约0.25 μm，平均长度约1.5~3 μm，前人研究该菌直径约为0.7~1.5 μm，长度为1.5~10 μm，推测是培养时间、培养基不同和菌株间差异性导致。两株菌的理化特性亦与已知嗜冷黄杆菌的理化特性相符。16S rRNA基因在细菌进化中高度保守，被认为是最适合细菌系统发育和分类鉴定的指标[15]。本研究分离的CH06和CH07株的16S rRNA基因序列与嗜冷黄杆菌模式株NBRC 15942的同源性分别达到99.35%和99.42%，且基于该序列构建的系统发育树表明CH06和CH07株与嗜冷黄杆菌聚成一支。结合理化特征，进一步确认CH06和CH07株为嗜冷黄杆菌。
3.2 嗜冷黄杆菌基因型与血清型
MLST是一种常见的病原微生物分型方法，可精确反映细菌群体的变异进化，为流行病学调查研究提供了一种简便可行的方法[17]。本实验中，CH06株基因型为ST-12，CH07株基因型为ST-78，两者均属于CC-ST10克隆型。值得注意的是，ST-78型嗜冷黄杆菌目前仅在美国虹鳟源分离株中发现，未见世界其他国家和地区报道；ST-12型菌株在欧洲、美洲等多个地方均有报道[18-20]。考虑到我国虹鳟三倍体发眼卵的进口来源，推测ST-78型嗜冷黄杆菌菌株可能由美国传至国内。多重PCR 技术（multiple PCR, mPCR）是在某一反应体系之中加入两对或两对以上引物，从而产生更多的DNA 序列。Rochat等 [11]建立了一种嗜冷黄杆菌的mPCR血清型鉴定方法，发现嗜冷黄杆菌的血清型与宿主密切相关。其中，Fd和Th血清型的嗜冷黄杆菌主要分离自虹鳟，且在虹鳟攻毒实验中，这两个血清型分离株比FpT分离株的毒力要强。本实验从患病虹鳟分离到的两株嗜冷黄杆菌经mPCR鉴定均为1型即Fd型，且其致病性较强，这与前人报道结果相一致。
3.3 嗜冷黄杆菌致病性
通过肌肉注射方法评价了嗜冷黄杆菌CH06和CH07株的毒力强弱。结果显示，人工感染后患病鱼表现出典型的BCWD临床症状，CH06和CH07株对虹鳟幼鱼的LD50分别为7.1×105和1.1×105 CFU/mL。 Sundell等 [16]通过测定26株嗜冷黄杆菌的毒力强弱，将嗜冷黄杆菌的毒力分为3个等级，即高等毒力（LD50 < 105 CFU/mL）、中等毒力（LD50 = 105~106 CFU/mL）和低等毒力（LD50 > 106 CFU/mL）。按照该等级划分，CH06和CH07株属中等毒力菌株。鱼类人工感染细菌的方法包括浸浴、腹腔注射、肌肉注射等，从理论上讲，浸浴感染无疑是最接近自然感染途径的，不会绕过粘液、表皮、鳃和肠道的内在防御机制，但浸浴感染实验受各种因素影响较大，可重复性低。考虑到嗜冷黄杆菌可分泌胞外蛋白酶水解肌肉组织，且由其引起的BCWD主要病灶位于尾柄部，本实验选取肌肉注射方式评价CH06和CH07株的毒力。结果表明，由于两株菌毒力不同，实验鱼的死亡情况也不同。CH06株最高浓度注射组的虹鳟从第3天开始死亡，在感染第5天死亡率达到100%；最低浓度注射组的虹鳟从第6天开始死亡，在感染第11天后再无死亡；CH07株最高浓度注射组的虹鳟从感染第4天开始死亡，到感染第9天死亡率达到90%；最低浓度注射组的虹鳟从第6天开始死亡，在感染第17天后再无死亡。Starliper等 [6]的研究表明，患BCWD虹鳟的各组织广泛出现病变，包括脾、肝和肾的局灶性坏死，空泡变性增多，肾嗜酸性粒细胞增多，含铁血黄素增多；皮肤真皮和皮下外侧肌肉组织出现细胞固缩、坏死和淋巴细胞浸润等。本研究同样发现人工感染虹鳟的肝脏、脾脏和肌肉均出现明显的病理变化，这也与国外研究结果类似。
3.4 嗜冷黄杆菌耐药性
尽管免疫防控是最有效的防控措施，但是由于嗜冷黄杆菌的基因型和血清型多样性，使得疫苗研发和应用受到很大制约[21]。目前，国外对鲑鳟鱼细菌性冷水病的防治仍主要依赖于抗菌药物。研究表明，嗜冷黄杆菌智利分离株对阿莫西林、氟苯尼考敏感，对恶喹酸、氟甲喹、恩诺沙星和土霉素耐药[22]；美国密歇根州五大湖嗜冷黄杆菌分离株中24%的菌株对土霉素耐药，所有分离株对氟苯尼考、恶喹酸、氟甲喹、恩诺沙星、红霉素等敏感[8]；英国分离株对氟苯尼考、恶喹酸、土霉素、红霉素敏感，而对氟甲喹、恩诺沙星耐药[23]。而本实验中CH06株对恩诺沙星和氟苯尼考耐药，CH07株对氟苯尼考中度敏感。这可能是由于在分离这两株菌的养殖水域存在氟苯尼考和恩诺沙星滥用现象，导致嗜冷黄杆菌耐药性的产生。同时CH06株对红霉素中度敏感，CH07株对红霉素高度敏感，这意味着红霉素能对治疗细菌性冷水病起良好作用。Jarau等[24]发现与氟苯尼考治疗组或未治疗组相比，红霉素治疗组具有最高的存活率，红霉素和氟苯尼考一样，是具有治疗细菌性冷水病潜力的药物。由于国内对嗜冷黄杆菌报道近乎空白，单凭两株细菌的耐药结果不足以指导养殖生产用药，尚需开展大范围的流行病学调查，深入研究我国嗜冷黄杆菌流行株耐药变迁规律以便科学用药。

综上所述，本研究将为临床虹鳟细菌性冷水病的诊断、病原分离鉴定及疫病防控奠定基础。
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Isolation, identification and pathogenicity of Flavobacterium psychrophilum from Rainbow trout（Oncorhynchus mykiss）

CHAI Jingru1, 2, 3, WANG Di1, 2, CAO Yongsheng1, 2, LU Tongyan1, 2, LIU Hongbai1, 2, LI Shaowu1, 2*
（1. Heilongjiang River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Heilongjiang Harbin 150070; 2. Key Laboratory of Aquatic Animal Diseases and Immune Technology of Heilongjiang Province, Heilongjiang Harbin 150070; 3. College of Fisheries and Life Science, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306)
Abstract: Flavobacterium psychrophilum mainly infects salmonids and cause bacterial cold water disease (BCWD), which usually occurs under low water temperature and has a high mortality rate, seriously limiting the healthy development of the salmonid aquaculture industry in China. In this study, two pathogenic bacterial strains (CH06 and CH07) were isolated from the muscle lesions of diseased rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), and their biochemical characteristics, molecular characteristics, genotypes, serotypes, drug resistance and pathogenicity were analyzed. CH06 and CH07 isolates had an egg-like appearance on TYES agar, producing flexirubin-like pigments, and positive for oxidase and catalase. It can hydrolyze gelatin and casein, cannot hydrolyze starch or use fructose, galactose and esculin. The results of 16S rRNA gene alignment suggested that the homology of CH06 and CH07 isolates with the F. psychrophilum reference strain NBRC 15942 strain were 99.35% and 99.42%, respectively. Based on the biochemical and molecular characteristics results, CH06 and CH07 isolates were identified as F. psychrophilum. The multiplex PCR method was used to identify the serotypes of CH06 and CH07 isolates as type 1 (Fd type). MLST analysis indicated that the genotypes of CH06 and CH07 isolates were ST-12 and ST-78, respectively, both belonging to CC-ST10. The artificial infection results indicated that CH06 and CH07 isolates were highly pathogenic to juvenile rainbow trout with the LD50 values of 7.1 × 105 and 1.1 × 105 CFU/mL, respectively. The dosage of the challenge was inversely proportional to the time when the clinical signs appeared. F. psychrophilum was successfully re-isolated from muscle, spleen of artificial infected fish. Histopathological changes showed that the hepatocytes of the diseased fish were swollen and vacuoles degenerated. Some hepatocytes were lysed and necrotic and the nucleus was dissolved. The spleen was congested and hemorrhagic with reduced amounts of the lymphocytes and increased amounts of the red blood cells and the hemosiderin. The muscle fiber gap was widened and broken, uneven bending. Parts of the muscle cell sarcoplasmic dissolution was honeycomb-like. CH06 and CH07 isolates exhibited slightly different resistance profiles to 10 antibiotics. They were both highly susceptible to ampicillin and trimethoprim-sulfamethoxazole, while CH06 isolate was reduced susceptible to enrofloxacin and florfenicol and CH07 isolate was moderately susceptible to enrofloxacin and florfenicol. This was the first report of F. psychrophilum isolated from domestically cultured rainbow trout, and the study on the identification and biochemical characteristics of the isolates was expected to provide a scientific basis for the prevention and control of bacterial cold water disease in rainbow trout.
Key words: Oncorhynchus mykiss; Flavobacterium psychrophilum; genotype; serotype; antimicrobial susceptibility; pathogenicity
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