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摘要：为确定海南某鳗鲡养殖场患病美洲鳗鲡大量死亡的原因，从患病美洲鳗鲡肝脏和
脾脏中分离获得 1 株优势菌株 AB01，回归感染证实该菌株为导致此次美洲鳗鲡患病的
病原菌。经生理生化鉴定、16S rDNA 基因序列比对及系统发育分析，判定菌株 AB01 为
鲍曼不动杆菌。致病性分析结果显示，菌株 AB01 对美洲鳗鲡的半致死浓度为 4.63×106

CFU/mL。组织病理学观察显示，患病美洲鳗鲡的肝脏、脾脏均发生不同程度的病变，
其中，肝脏中部分肝索排列紊乱，细胞肿胀，胞核溶解，胞质疏松，结构模糊，有大量
大小不等的空泡；脾脏中胞质多处稀疏，伴有大面积损伤。药敏检测显示，鲍曼不动杆
菌 AB01 对头孢噻吩、头孢唑啉、阿奇霉素、丁胺卡那霉素、利福平、依诺沙星、环丙
沙星、氧氟沙星敏感，对氟苯尼考、氨苄西林等 9 种抗生素中度敏感，对氨曲南和四环
素等 20 种抗生素有多重耐药性。
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美 洲 鳗 鲡 (Anguilla  rostrata) 隶 属 鳗 鲡 目

(Anguilliformes)、 鳗 鲡 科 (Anguillidae)、 鳗 鲡 属

(Anguilla)，为热带和亚热带江海洄游鱼类，主要

分布于西大西洋，在我国主要分布于长江、闽

江、珠江、南渡江等江河湖泊中。美洲鳗鲡肉

质鲜美，营养丰富，深受消费者喜爱，是一种

珍贵水产资源，目前已成为我国的重要养殖品

种 [1]。随着美洲鳗鲡集约化养殖的发展，其病害

种类越来越多，危害日趋严重，其中尤以细菌

性疾病为甚。已报道的养殖鳗鲡病原菌包括创

伤弧菌 (Vibrio vulnificus)、鳗弧菌 (V. anguillarum)、
维氏气单胞菌 (Aeromonas veronii)、嗜水气单胞

菌 (A. hydrophila)、迟缓爱德华氏菌 (Edwardsiella
tarda)、柠檬酸杆菌 (Citrobacter Werkman and Gil-
len) 和鲁氏不动杆菌 (Acinetobacter lwoffii) 等[2-4]。

2019 年 7 月，海南海口某养殖场养殖的美

洲鳗鲡患暴发性疾病，死亡率达 80%。为了解其

发病原因，本实验从患病美洲鳗鲡的肝脏和脾

脏中进行细菌分离，通过人工感染实验、生理

生化鉴定、16S rDNA 序列比对及系统发育分析，

确定了病原菌及其种类，对病原菌进行药敏分

析，以期为该病防治提供理论依据。

1    材料与方法

1.1    实验材料

患病美洲鳗鲡来自海南海口某美洲鳗鲡养

殖场，体长 (18.3±5.6)  cm，体质量 (15.6±3.5)  g；
健康美洲鳗鲡购自海南琼海某美洲鳗鲡养殖场，

体长 (18.8±3.2) cm，体质量 (16.2±5.4) g，用于人

工回归感染实验及致病菌 LD50 测定。
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1.2    病原菌分离与纯化

取具典型症状的患病美洲鳗鲡，经无菌操

作分别取肝脏、脾脏、头肾和脑 4 种组织，经研

磨后以无菌 PBS 稀释并涂布于 LB 琼脂培养基，

30 °C 倒置培养 24 h，根据菌落形态挑取优势菌

株，经 3 次以上纯化培养后再接种于 LB 液体培

养基，于 30 °C 培养至菌液浓度接近 OD600 ≈ 0.8
时，将菌液和 25% 甘油等比例混和，−80 °C 保

存备用。

1.3    人工感染

健康美洲鳗鲡经 1 周暂养，随机取 3 尾，

取肝脏和脾脏组织研磨涂布于 LB 平板，确认其

无细菌感染后，将实验鱼随机分为实验组和对

照组，每组分 3 个平行，每个平行 10 尾。从患病

美洲鳗鲡中分离并保存的优势菌株经活化后，

以无菌 PBS 调整菌液浓度至 1×107 CFU/mL，对

实验组的美洲鳗鲡进行腹腔注射感染，感染量

0.1 mL/尾；对照组腹腔注射等量无菌 PBS。观察

并记录注射后 14 d 内各组鳗鲡的行为表现、外

观症状及死亡情况，死鱼及时捞出。取感染患

病的濒死实验鱼再次进行病原分离与鉴定。

1.4    组织病理观察

分别取患病和健康美洲鳗鲡的肝脏和脾脏

组织，以 Bouin 氏液固定 24 h，参考 Martoja 等 [5]

的方法制备组织切片并经 H. E 染色，显微镜

(Olympus CX-23，日本) 观察并拍照。

1.5    病原菌鉴定

菌落形态观察　　超低温保存的菌种经活

化后划线接种于 LB 琼脂培养基，30 °C 静置培

养 24 h，观察记录单菌落的形状、大小、边缘、

表面、隆起形状、透明度等表型特征。

染色形态观察　　超低温保存的菌种经活

化后接种于 LB 液体培养基，30 °C 振荡培养 18 h。
取 20 μL 菌液滴于无菌载玻片中央，经火焰固定

后进行革兰氏染色，显微观察确定革兰氏染色

结果。

生理生化特征分析　　参考顾泽茂等 [6] 的

方法，以梅里埃API 20E 生化鉴定系统 (Bi-omerieux,
Marcy I Etoile, France) 及附加氧化酶试验、其他

生理生化检测对病原菌株进行生理生化分析。

分子生物学鉴定　　参考熊静等[7] 的方法，

菌种经活化后转接于 LB 液体培养基，30 °C 振

荡培养 24 h，离心收集细菌，按细菌基因组 DNA
提取试剂盒 (Tiangen, Beijing) 说明书提取细菌基

因组 DNA，使用 10 μLTE buffer 溶解，4 °C 保存

备用。选取 16S rDNA 通用引物，上游引物 27 F:
5′-AGA GTT TGA TCC TGG CTCAG-3′; 下游引

物 1 492 R:  5 ′-GGT TAC CTT GTT ACG ACTT-
3′，扩增菌株基因组 DNA 的 16S rDNA 基因片段。

50 μL 反应体系：10×PCR Buffer 5 μL，dNTP Mix
4 μL，上下游引物 (25 μmol/L) 各 0.5 μL，ExTaq
DNA polymerase (5 U/μL) 0.5 μL, DNA 模板 2 μL，
加水补足至 50 μL。PCR 反应程序：首次  94 °C
预变性 5 min，接着 30 个循环：94 °C 变性 30 s，
56 °C 退火 1 min，72 °C 延伸 2 min，最后 72 °C
延伸 10 min。PCR 扩增产物经 1% 琼脂糖凝胶电

泳检测，预期目的片段大小为 1 500 bp 左右。将

符合预期大小的 PCR 产物送广州华大生物科技

有限公司测序。

序列分析　　将病原菌株的 16S rDNA 基因

序列提交至 GenBank，并通过 NCBI 的 BLAST 检

索系统进行同源性比对。在 NCBI 数据库中下载

鲍曼不动杆菌 (A. baumannii)、琼氏不动杆菌 (A.
junii)、乙酸钙不动杆菌 (A. calcoaceticus)、约氏

不动杆菌 (A. johnsonii)、溶血不动杆菌 (A. haemo-
lyticus)、鲁氏不动杆菌、抗辐射不动杆菌 (A.
radioresistens)、皮特不动杆菌 (A. pittii) 等 9 种常

见不动杆菌属常见种类，大肠杆菌 (Escherichia
coli) 以及创伤弧菌、迟缓爱德华氏菌这 2 种美洲

鳗鲡常见致病菌的 16S  rDNA 序列，以 DNA-
MAN 软件进行多序列同源性分析，利用 MEGA
6.0 软件以 Neighbor- Joining 法构建系统发育树，

设置 Bootstraps 为 1 000。

1.6    药物敏感分析

参考梅冰等 [8] 的 K-B 纸片法 , 将病原菌株接

种于LB 液体培养基，30 °C 振荡培养过夜。取100 μL
浓度为 1×108 CFU/mL 的菌悬液均匀涂布于 LB 琼

脂培养基表面，无菌操作将药敏纸片贴于培养

基表面，30 °C 培养 24 h 后测量抑菌圈直径，根

据药敏试验纸片法的抑菌范围解释标准确定病

原菌株对不同药物的敏感性。

1.7    病原菌对美洲鳗鲡的 LD50 值测定

取健康美洲鳗鲡 180 尾，暂养 1 周后进行人

工感染。菌株参考蒋魁等 [9] 的方法进行稀释。实

验分 6 组，即菌液浓度分别为 5×104、5 ×105、5×
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106、5×107 和 5×108 CFU/mL 的 5 个感染组和 1 个

PBS 对照组，每组 3 个平行，每个平行实验鱼

10 尾。实验组分别腹腔注射不同浓度的菌悬液

100 μL/尾，对照组腹腔注射 PBS 100 μL/尾。注

射后连续 14 d 观察和记录各组鳗鲡的发病和死

亡情况，以寇氏法计算该病原菌对美洲鳗鲡的

LD50 值。

lg LD 50 = X m ¡ i
³X

P ¡ 0:5
´

式中，Xm 为死亡率为 100% 组的剂量对数值， i
为相邻两组对数剂量之差，∑P 为各组死亡率

之和。

2    结果

2.1    患病美洲鳗鲡的临床病症

患病美洲鳗鲡在水中浮头，游动迟缓，体

表黏液增多，鳃部及腹部多处红肿溃烂 (图版 Ⅰ-4,
Ⅰ-7)。对病鱼解剖后发现，腹腔内有不同程度

的积液，肝脏呈土黄色 (图版  Ⅰ-5, Ⅰ-8)，脾脏

充血肿大等 (图版 Ⅰ-6, Ⅰ-9)。

2.2    细菌分离结果及优势菌株的形态特征

从患病美洲鳗鲡的肝脏及脾脏处分离得到

大量形态大小一致的优势菌落，命名为 AB01。

AB01 经纯化后在 LB 琼脂培养基上的菌落特征

为圆形，直径 1~1.5 mm，边缘及表面光滑，半

透明。革兰氏染色结果呈红色，为 G-菌。显微

观察与测量表明，该菌呈短杆状，大小为 (0.9~
1.5) μm ×(1.4~2 .4) μm。

2.3    主要组织器官的病理特征

组织病理学检测表明，健康美洲鳗鲡肝脏

的肝索排列整齐，肝细胞无水肿，未见炎性细

胞浸润 (图版Ⅱ-1)；而患病美洲鳗鲡的肝脏和脾

脏均出现不同程度病变，其中，患病美洲鳗鲡

肝脏的部分肝索排列紊乱，细胞肿胀，胞核溶

解，胞质疏松，结构模糊，有大量大小不等的

空泡，肝窦轻度扩张淤血且有轻度的炎性细胞

浸润 (图版Ⅱ-2)。健康美洲鳗鲡脾脏细胞排列整

齐、紧密，细胞间界限清晰 (图版Ⅱ-3)；患病美

洲鳗鲡脾脏的部分细胞无规律排列，脾脏中胞

质多处稀疏，伴有大面积损伤 (图版Ⅱ-4)。

2.4    病原菌种类鉴定

生理生化鉴定　　菌株 AB01 的氧化酶、

尿素酶、β-半乳糖苷酶为阴性，接触酶阳性，可

发酵葡萄糖、乳糖和木糖 (表 1)。其基本特征与

鲍曼不动杆菌相似，与鲍曼不动杆菌 CH016[6] 的
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图版 I    患病美洲鳗鲡主要临床症状

1. 健康美洲鳗鲡外观 (已解剖开)；2. 健康美洲鳗鲡肝脏；3. 健康美洲鳗鲡脾脏；4. 患病美洲鳗鲡鳃部及腹部多处红肿溃烂；5. 患病美

洲鳗鲡肝脏土黄色；6. 患病美洲鳗鲡脾脏充血肿大；7~9. 病灶部位局部放大

Plate I    Main clinical symptoms of diseased A. rostrata
1. the exterior appearance of healthy A. rostrata; 2. the liver of healthy A. rostrata; 3. the spleen of healthy A. rostrata; 4. the red and ulcerated abdomen
of diseased A. rostrata; 5. the wheat liver of diseased A. rostrata; 6. the hematose and swollen spleen of diseased A. rostrata; 7-9. partial enlarged images
of lesions of diseased A. rostrata
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生理生化特征完全相同。

分子生物学鉴定　　以菌株 AB01 基因组

DNA 为模板扩增 16S rDNA，得到大小为 1 438
bp 的片段，符合预期结果。基因序列提交 GenBank
数据库，获得登录号为 MT982220。将菌株 AB01
的 16S rDNA 序列提交至 NCBI 数据库进行 Blast
比对发现，其与不动杆菌属的同源性较高，并

与其中鲍曼不动杆菌 S-X9A (GenBank 登录号为

KJ806391.1) 同源性最高，相似度达 100%。利用

MEGA 6.0 软件采用邻接法构建系统发育树，结

果菌株 AB01 与鲍曼不动杆菌 S-X9A 聚为同一分

支，并与琼氏不动杆菌 (ATCC 17908、MTCC 1686)、
乙酸钙不动杆菌 (ATCC 23055、MTCC 127)、约

氏不动杆菌 (ZY86,  ATCC 17909、MTCC 9820)、
溶血不动杆菌 (ATCC 17906、DSM 6962)、鲁氏

不动杆菌 (ATCC 17925、MTCC 496)、抗辐射不

动 杆 菌 (A617、 MTCC  9821)、 皮 特 不 动 杆 菌

(ATCC 19004、W26) 的 16S rDNA 序列自然聚类；

与 大 肠 杆 菌 (ATCC  25922)、 创 伤 弧 菌 (ATCC
33147)、迟缓爱德华氏菌 (ATCC 15947) 明显分

为 2 个分支 (图 1)。
综合形态观察、生理生化特征检测、16S

rDNA 序列及系统发育分析结果，菌株 AB01 为

不动杆菌属的鲍曼不动杆菌。

2.5    人工回归感染及半致死浓度测定

以 1×107 CFU/mL 的菌株 AB01 人工回归感

染美洲鳗鲡后第 3 天开始死亡，14 d 内累计存活

率为 27% (图 2-a)。并且，人工感染患病美洲鳗

鲡与养殖场患病美洲鳗鲡存在类似的患病特征，

且从感染患病鱼肝脏和脾脏中分离得到菌株的

菌落特征和革兰氏染色结果均与菌株 AB01 相同，

生理生化鉴定及 16S rDNA 测序结果也与菌株 AB01
完全一致，表明美洲鳗鲡感染患病的病原菌与

养殖场暴发疾病的病原菌相同，且均有较强致

50 μm50 μm 50 μm50 μm
50 μm50 μm

50 μm50 μm

50 μm50 μm

50 μm50 μm

1 2

3 4

 
图版 Ⅱ    患病美洲鳗鲡的组织病理学观察

1. 健康美洲鳗鲡肝脏组织切片；2. 患病美洲鳗鲡肝脏组织切片：部分肝索排列紊乱，细胞肿胀，胞核溶解，胞质疏松，结构模糊，

出现大量大小不等的空泡，肝窦轻度扩张淤血，有轻度的炎性细胞浸润；3. 健康美洲鳗鲡脾脏组织切片；4. 患病美洲鳗鲡脾脏组织

切片：部分脾脏细胞无规律排列，脾脏中胞质多处稀疏，伴有大面积损伤

Plate Ⅱ    Pathohistological observation of diseased A. rostrata
1. pathohistological observation of liver from healthy A. rostrata; 2. pathohistological observation of liver from diseased A. rostrata. The arrangement of
some hepatic cords was disordered, and the cells were swollen together with dissolved nucleus, loose cytoplasm, and fuzzy structure. A lot of vacuoles of
different sizes were present and the sinus of liver with extravasated blood was dilated. Inflammatory cell infiltration was relatively slight. 3. pathohistolo-
gical observation of spleen from healthy A. rostrata; 4. pathohistological observation of spleen from diseased A. rostrata, showing irregularly arranged,
sparse cytoplasm, and extensive injury of splenic cells

1564 水    产    学    报 44 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


病性。实验过程中，对照组的美洲鳗鲡没有发

生死亡，存活率为 100%(图 2-a)。

对致病菌 AB01 对美洲鳗鲡的 LD50 进行测

定。以不同浓度菌液腹腔注射实验美洲鳗鲡后，

最高浓度组 (5×108 CFU/mL) 的美洲鳗鲡于第 1 天

出现病症并死亡，第 7 天全部死亡；最低浓度

表 1    菌株 AB01 与参照菌株的生理生化特征

Tab. 1    Physiological and biochemical characteristics of isolated strain AB01 and reference strain

检测指标

items
分离菌株AB01

isolated strain AB01

参考菌株

reference strains

A. baumannii (ATCC) A. baumannii CH016[6]

细胞色素氧化酶　cytochromeoxidase − − −

过氧化氢酶　catalase + ND +

丙酸盐利用　sodium malonate utilization − ND −

乙酰胺利用　acetamide utilization − ND −

去氨基苯基丙氨酸　phenylalanine deamination − ND −

β-半乳糖　β-Galactosidase − − −

盐酸精氨酸脱水酶　arginine dihydrolase − − −

赖氨酸脱羧酶　lysine decarboxylase − − −

鸟氨酸脱羧酶　ornithine decarboxylase − − −

柠檬酸盐利用　citrate utilization − − −

产 H2S　H2S production − − −

尿素酶　urease − − −

色氨酸脱氨酶　tryptophane deaminase − − −

吲哚试验　indole production − − −

丙酮试验　acetoin production − − −

明胶液化　gelatinase − − −

葡萄糖　glucose + + +

麦芽糖　maltose − ND −

葡萄糖苷酶　glucosidase − ND −

棉子糖　raffinose − ND −

乳糖　lactose + ND +

木糖　xylose + ND +

甘露糖　mannitol − − −

纤维糖　inositol − − −

山梨糖　sorbitol − − −

鼠李糖　rhamnose − − −

蔗糖　saccharose − − −

蜜二糖　melibiose + + +

杏苷　amygdalin − − −

树胶醛糖　arabinose + + +

注：“ +”表示阳性，“ −”表示阴性，“ ND”表示没有相关数据

Notes: “+”. positive; “−”. negative; “ND” means no determination
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组 (5×104 CFU/mL) 美洲鳗鲡于感染后第 3 天出现

病症并于第 5 天出现死亡；不同浓度组其死亡率

依次分别为 0、 16.7%、 46.7%、 90.0% 及 100%(
图 2-b)。采用寇氏法计算测定 AB01 菌株的 LD50

值为 4.63×106 CFU/mL。

2.6    药物敏感性分析

药敏试验结果显示，AB01 菌株对喹诺酮类

(依诺沙星、环丙沙星、氧氟沙星)，氨基糖苷类

(丁胺卡那)，利福霉素类 (利福平)，β-内酰胺类

(头孢噻吩、头孢唑啉) 均表现为敏感；对喹诺酮

类 (氯霉素、克林霉素、呋喃妥因、诺氟沙星、

氟苯尼考和呋喃唑酮)，β-内酰胺类 (氨苄西林)，
氨基糖苷类 (卡那霉素)，大环内酯类 (红霉素) 均
表现为中度敏感；对 β-内酰胺类 (头孢拉定、头

孢哌酮、头孢噻肟、头孢他啶、头孢氨苄、头

孢吡肟、苯唑西林、美洛西林、阿洛西林、氨

曲南)，氨基糖苷类 (妥布霉素、链霉素、庆大霉

素) 等 20 种药物表现为耐药 (表 2)。

3    讨论

不动杆菌属是一类非发酵革兰氏阴性杆菌，

广泛分布于水体和土壤中，一般毒力较低，不

易致病。但近年来，有研究发现不动杆菌在机

体抵抗力下降或免疫功能受损时容易诱发临床

脓毒症等危重疾病，已成为引起医院内感染的

常见病原之一[10]，并且，因其可诱发人类多种危

重疾病且易产生多重耐药性而备受关注 [11-12]。在

鱼类中，也有许多不动杆菌属种类为重要病原

菌的报道，如鲍曼不动杆菌可引起鳜 (Siniperca
chuatsi)[12]、异育银鲫 (Carassius auratus gibelio)[13]、

斑点叉尾鮰 (Ictalurus  punctatus)[5]、线鳢 (Channa
striata) [14]、露斯塔野鲮 ( Labeo rohita )[15] 等发生

疾病，琼氏不动杆菌对石鲽 (Kareius bicoloratus)[16]、

锦鲤 (Cyprinus carpio )[17] 均具有致病性。本研究

从海南海口患病美洲鳗鲡肝脏和脾脏中分离到

一株优势菌株 AB01，应用 16S rDNA 序列测定与

系统发育进化树的分析，结合形态观察、生理

生化特征，对菌株 AB01 的分类地位进行了综合

评价，鉴定菌株 AB01 为不动杆菌属的鲍曼不动

杆菌，是首次有关养殖美洲鳗鲡感染鲍曼不动

杆菌的报道。

鲍曼不动杆菌可引起不同鱼类的组织和器

官发生不同程度的病变。顾天钊等 [12] 发现鲍曼

不动杆菌可引起鳜肝脏严重变形，呈土黄色，

而其他器官无明显病变；顾泽茂等 [6] 也发现，感

AB01

KJ806391.1 Acinetobacter baumannii strain S-X9A

HE651915.1 Acinetobacter haemolyticus strain ATCC 17906

NR 026207.1 Acinetobacter haemolyticus strain DSM 6962

MK111627.1 Acinetobacter johnsonii strain ZY86

HE651920.1 Acinetobacter johnsonii strain ATCC 17909

AB859672.1 Acinetobacter johnsonii strain MTCC 9820

HE651916.1 Acinetobacter junii strain ATCC 17908

AB859669.1 Acinetobacter junii strain MTCC 1686

MK190282.1 Acinetobacter radioresistens strain A617

AB859674.1 Acinetobacter radioresistens strain MTCC 9821

HE651921.1 Acinetobacter lwoffii strain ATCC 17925

AB859068.1 Acinetobacter lwoffii strain MTCC 496

HE651903.1 Acinetobacter calcoaceticus strain ATCC 23055

AB859067.1 Acinetobacter calcoaceticus strain MTCC 127

HE651911.1 Acinetobacter pittii strain ATCC 19004

KY922994.1 Acinetobacter pittii strain W26

JQ253967.1 Vibrio vulnificus strain ATCC 33147

X80724.1 Escherichia coli ATCC 25922

JX866952.1 Edwardsiella tarda ATCC 1594798
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图 1    基于菌株 AB01 的 16S rDNA 基因序列的系统发育进化树

Fig. 1    Phylogenetic tree based on 16S rDNA sequence of the strain AB01

1566 水    产    学    报 44 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


染鲍曼不动杆菌的斑点叉尾鮰肝脏发白，其他

部位无明显变化；陆文浩等 [13] 的研究还发现，

鲍曼不动杆菌感染异育银鲫后，不仅肝组织呈

土黄色，腹腔内还存在不同程度的积液，且鳃

组织也出现发炎等症状。本研究表明，鲍曼不

动杆菌感染美洲鳗鲡出现的症状与其感染异育

银鲫相似：肝脏土黄色、腹腔积液、鳃部发炎

等。组织病理学研究结果表明，感染鲍曼不动

杆菌的美洲鳗鲡的肝脏出现部分肝索排列紊乱，

细胞肿胀，胞核溶解，胞质疏松，结构模糊，

有大量大小不等的空泡，肝窦轻度扩张淤血，

有轻度的炎性细胞浸润的病变；部分脾脏细胞

无规律排列，脾脏中胞质多处稀疏，伴有大面

积损伤。Behera 等 [15] 的报道显示，感染鲍曼不

动杆菌的露斯塔野鲮的肝脏出现退化，且空泡

化的肝细胞数量明显增多；肾脏呈现出肾小球

出血和萎缩。斑点叉尾鮰感染鲍曼不动杆菌后

的组织病理学结果显示，其肝脏空泡变性较多，

而鳃、肾脏和脾脏则无明显病变[18]。另外，鲍曼

不动杆菌对不同鱼类的致病性研究结果表明，

其对鳜和异育银鲫均有较强的致病性  ( LD50≤

6×106 CFU/mL)[12-13]。本研究结果显示鲍曼不动杆

菌菌株 AB01 对美洲鳗鲡也具有较强的致病性，

其 LD50 为 4.63×106 CFU/mL，可为后续研究鲍曼

不动杆菌对美洲鳗鲡的致病机理提供重要的依据。

目前，抗生素仍是治疗水生动物细菌性疾

病的常用方法之一，但药物残留和细菌耐药性

等负面影响，对水产养殖业和人类健康都构成

了严重的威胁。细菌耐药性目前已成为亟待解

决的世界级难题，而鲍曼不动杆菌也出现了多

重耐药菌株，导致治疗非常困难 [19-20]。另外，不

动杆菌携带多种耐药基因，形成多种耐药机制，

也是造成不动杆菌菌株耐药的主要原因[21]。了解

鲍曼不动杆菌的耐药性变化，对预防和治疗养

殖过程中该菌引起的疾病十分重要。熊薇等 [21]

在研究鲍曼不动杆菌的耐药性时发现，分别有

38.3%、 32.8% 和 26.1% 的鲍曼不动杆菌对 β-内
酰胺类药物头孢噻肟、头孢他啶和头孢吡肟产

生了耐药，30.9% 的鲍曼不动杆菌对氨基糖苷类

药物庆大霉素表现耐药。陆文浩等 [13] 在报道中

指出，鲍曼不动杆菌异育银鲫分离株 YCS07-04
对 β-内酰胺类药物 (头孢他啶、头孢噻肟、头孢

哌酮、头孢三嗪和氨曲南) 均产生耐药。有研究

表明，鲍曼不动杆菌对 β-内酰胺类抗生素的耐药

机制主要是产生 β-内酰胺酶，由于不动杆菌极易

经质粒结合方式获得耐药性，因此鲍曼不动杆

菌可能通过质粒介导的 β-内酰胺酶，或由染色体

介导 β-内酰胺酶而对 β-内酰胺类抗生素产生耐药

性[21]。除此之外，该菌对氨基糖苷类抗生素产生

耐药性的主要机制是修饰酶的产生[21]。本研究初

步分析了美洲鳗鲡源鲍曼不动杆菌的药物敏感

性。结果显示，菌株 AB01 对多种 β-内酰胺类药

物均产生了耐药性，如头孢噻肟、头孢吡肟、

头孢他啶等。此外，菌株 AB01 对 3 种氨基糖苷

类药物 (如庆大霉素 ) 也表现出耐药性，表明导

致此次美洲鳗鲡患病的鲍曼不动杆菌 AB01 存在

多重耐药性，且耐受药物的种类也与以往的报

道基本一致 [13, 21]。目前有关不动杆菌的耐药机制

仍然是一个非常复杂的问题，亟待进行深入研

究。本研究结果显示，鲍曼不动杆菌 AB01 菌株

对多种喹诺酮类药物敏感，对氯霉素、克林霉
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图 2    菌株 AB01 人工回归感染及 LD50 测定实验

(a) 菌株 AB01 人工感染结果；(b) 菌株 AB01 的 LD50 测定结果

Fig. 2    Artificial infection and LD50 of the strain AB01

(a) artificial infection of the strain AB01 to A. rostrata;  (b) LD50 of the
strain AB01 to A. rostrata
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表 2    病原菌 AB01 的药物敏感性实验结果

Tab. 2    Antibiotics susceptibility test of the strain AB01

抗菌药物

antibiotics
药量/(μL/片)

dose

标准抑菌圈直径/mm
standard diameter of inhibited zones 抑菌圈直径/mm

diameter of inhibited zone
敏感性

susceptibilityR I S

氨曲南　aztreonam   30 ≤15 16~21 ≥22 15 R 

依诺沙星　enoxacin   10 ≤14 15~18 ≥19 21 S 

阿莫西林　amoxicillin   20 ≤13 14~17 ≥18 10 R 

呋喃妥因　furantoin 300 ≤14 15~16 ≥17 16 I 

麦迪霉素　midecamycin   30 ≤13 14~17 ≥18   8 R 

氨苄西林　ampicillin   10 ≤13 14~16 ≥17 14 I 

多粘菌素B　polymyxin B 300 ≤8 8~11 ≥12   6 R 

头孢噻吩　cephalothin   30 ≤14 15~17 ≥18 22 S 

利福平　rifampicin     5 ≤16 17~19 ≥20 24 S 

妥布霉素　tobramycin   10 ≤12 13~14 ≥15 11 R 

卡那霉素　kanamycin   30 ≤13 14~17 ≥18 16 I 

氯霉素　chloramphenicol   30 ≤12 13~17 ≥18 17 I 

苯唑西林　oxacillin     1 ≤10 11-12 ≥13 / R 

头孢唑啉　cefalin   30 ≤14 15~17 ≥18 18 S 

头孢拉定　cefradine   30 ≤14 15~17 ≥18 / R 

头孢哌酮　cefoperazone sodium   75 ≤15 16~20 ≥21 12 R 

头孢噻肟　cefotaxime Sodium   30 ≤14 15~22 ≥23 13 R 

克林霉素　clindamycin     2 ≤14 15~20 ≥21 20 I 

美洛西林　mezlocillin   75 ≤17 18~20 ≥21 14 R 

万古霉素　vancomycin   30 ≤14 15~16 ≥17   8 R 

新生霉素　novobiocin   30 ≤12 13~16 ≥17 12 R 

四环素　tetracycline   30 ≤14 15~18 ≥19 / R 

诺氟沙星　norfloxacin   10 ≤12 13~16 ≥17 16 I 

头孢他啶　ceftazidime   30 ≤14 15~17 ≥18 14 R 

阿洛西林　azlocillin   75 ≤17 -- ≥18   7 R 

氧氟沙星　ofloxacin     5 ≤12 13~15 ≥16 23 S 

环丙沙星　ciprofloxacin     5 ≤15 16~20 ≥21 25 S 

头孢氨苄　cephalexin   30 ≤14 15~17 ≥18 / R 

红霉素　erythromycin   15 ≤13 14~22 ≥23 19 I 

新霉素　neomycin   30 ≤12 13~16 ≥17 / R 

头孢吡肟　cefepime   30 ≤14 15~17 ≥18 / R 

丁胺卡那　amikacin   30 ≤14 15~16 ≥17 20 S 

链霉素　streptomycin   10 ≤11 12~14 ≥15 / R 

庆大霉素　gentamycin   10 ≤12 13~14 ≥15 10 R 

氟苯尼考　florfenicol   30 ≤12 13~17 ≥18 16 I 

呋喃唑酮　furazolidone 300 ≤14 15~16 ≥17 15 I 

注: “/” 表示无抑菌圈，“R” 表示耐药，“I” 表示中度敏感，“S” 表示敏感，“--”表示无标准抑菌圈直径”
Notes: “/” represents no inhibition zone, “R” means antibiotics resistance, “I” means medium sensitivity to antibiotics, “S” means highly sensitive to
antibiotics, and “--” means no standard diameter of inhibited zones
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素、呋喃妥因、诺氟沙星、氟苯尼考和呋喃唑

酮中度敏感，结合我国批准的水产用兽药标准，

多数敏感药物属于水产禁药，因此本研究未对

AB01 菌株敏感药物，包括环丙沙星、氧氟沙星、

利福平、头孢噻吩、头孢唑啉、氯霉素、克林

霉素、呋喃妥因、诺氟沙星、呋喃唑酮、红霉

素等的最小抑菌浓度 (MIC) 和最小杀菌浓度

(MBC) 进行深入研究，养殖场则建议可使用

AB01 菌株中度敏感的氟苯尼考进行疾病的防治。

因此，开发新的药物以及探索其他绿色健康的

方法已迫在眉睫。

中草药具有良好的广谱抗菌活性 [22]。在鲍

曼不动杆菌的中草药防治方面，于小红等 [23] 发

现柴胡桂枝汤联合替加环素对鲍曼不动杆菌引

起的小鼠肺炎具有疗效。娄茜等[24]发现五倍子水

煎剂对鲍曼不动杆菌的生长及生物膜具有明显

的抑制作用。其他中草药，如黄芩、黄连、连

翘、红血藤、石榴皮、金钱草、穿心莲、大蒜

等都被证实对鲍曼不动杆菌的生长具有较好的

抑制作用[25]。除中草药外，疫苗也是预防鲍曼不

动杆菌暴发的重要手段。已有的研究，包括鲍

曼不动杆菌灭活全菌体疫苗、外膜囊泡、重组

蛋白亚单位疫苗、荚膜多糖候选疫苗、联合疫

苗等均能有效预防鲍曼不动杆菌的侵染 [26-29]。鲍

曼不动杆菌不仅感染哺乳动物，对水生动物也

具有较强的感染力，而且其大多数具有多重耐

药性，治疗困难，因此，提倡“预防为主，防治

结合”的绿色健康养殖模式。
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Isolation, identification, and pathogenicity analysis of
Acinetobacter baumannii in Anguilla rostrate
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(1. State Key Laboratory of Marine Resource Utilization in South China Sea, Hainan University, Haikou    570228, China;
2. Key Laboratory of Tropical Hydrobiology and Biotechnology, Hainan University, Haikou    570228, China)

Abstract:  In  order  to  determine  the  cause  of  the  large  number  of  deaths  of  the  sick  American  eel  (Anguilla
rostrate)  in  an  aquaculture  farm in  Haikou  (Hainan),  one  dominant  strain  (named  AB01)  was  isolated  from the
liver  and spleen of  the  diseased American eels.  The dominant  strain  AB01 was identified as Acinetobacter bau-
mannii based on the  results  from physiological  and biochemical  testing,  sequence alignment  of  16S rDNA gene
and phylogenetic analysis. The challenge test in healthy American eels by artificial reentry indicated that A. bau-
mannii was the pathogenic bacteria. Further analysis of pathogenicity showed that the semi-lethal concentration of
A.  baumannii (AB01)  was  4.63×106 CFU/mL.  Histopathological  observation  of  liver  from  diseased Anguilla
anguilla showed the arrangement of some hepatic cords was disordered, and the cells were swollen, together with
dissolved nucleus, loose cytoplasm, and fuzzy structure. Moreover, a lot of vacuoles of different sizes were present
in liver. In addition, spleen from diseased Anguilla rostrata presented sparse cytoplasm and extensive injury. The
results of antimicrobial susceptibility test showed that A. baumannii (AB01) was resistant to many antibiotics, but
was highly sensitive to cephalothin, cefazolin, azithromycin, amikacin, enoxacin, rifampicin, ciprofloxacin, ofloxa-
cin, and medium sensitivity to nine antibiotics, such as florfenicol and so on. Moreover, A. baumannii (AB01) was
resistant to twenty antibiotics, such as aztreonam and so on. Thus, this study provides scientific support for the pre-
vention and control of the disease of the American eel.

Key words: Anguilla rostrata; Acinetobacter baumannii; isolation and identification; 16S rDNA; antibiotic sensit-
ivity test
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