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摘要! 为了确定南京市某渔场发病鱼感染的病原!本研究采集患鱼脏器!采用平板培养$生化

实验和特异性 $0&Q基因扩增测序等方法进行细菌的分离鉴定'利用 ?-$技术检测分离株毒

力基因的分布!分析其生物学特性!并进一步通过动物实验确定菌株致病力% 结果分离到 4 株

水族箱气单胞菌!命名为 'D925% 该菌株携带 5 种主要毒力基因(气溶素"(>&#$细胞毒性肠毒

素"(*,#$细胞兴奋性肠毒素"(),#$温敏胞外蛋白酶">@&#和丝氨酸蛋白酶" (:@#!其溶血性和

溶蛋白能力较强!对斑马鱼的半数致死量为 4132 >43

/

-(#5尾!确定为强毒株% 进化树分析

表明!水族箱气单胞菌与嗜水气单胞菌达卡亚种亲缘关系较近% 本研究在国内首次报道发现

水族箱气单胞菌!为进一步预防该菌所引起的相关疾病的发生和传播提供理论基础%

关键词! 水族箱气单胞菌' 分离' 鉴定' 致病特性

中图分类号! *04;1466666666666 文献标志码(&

66气单胞菌属#?>&<.<'(#$在细菌分类学上属于

变 形 菌 门 # ?3/IB/H<8IB3=<$" 气 单 胞 菌 目

#&B3/;/G<J<0BC$"气单胞菌科#&B3/;/G<J<8B<B$"是

一种革兰氏阴性菌"广泛分布于水体环境中"能导致

鱼类的出血性败血症"是一类危害性极其严重的水

产动物病原菌
'4 72(

) 同时"气单胞菌还可引起人肠

道和肠道外感染"如败血症"以及伤口&眼&骨关节&

腹腔感染和其他感染
'/(

)

4093 年"气单胞菌属确定的成员只有 1 种!嗜

水气单胞菌 #?=:0+&<@:")($&豚鼠气单胞菌 #?=

*(R"(>$&温和气单胞菌#?=#</&"($以及杀鲑气单胞

菌#?=#().<'"*"+($) 以后根据基因型及表型的差

异"不断发现新种"目前至少确认 49 种) 2343 年"

又有 1 个新种被鉴定"即相异气单胞菌 #?=

+"R>&#($&河流气单胞菌#?=S)%R"()"#$&台湾气单胞

菌 #?=,("T('>'#"#$ 和萨纳雷利气单胞菌 #?=

#('(&>))""$

'1(

) 水族箱气单胞菌#?=(2%(&"<&%.$是

><3I=GBY等
'5(

于 2339 年在观赏鱼中分离到的一个

新种"随后 &3<TBG<等
'8(

发现该菌广泛存在于人腹

泻的临床病例中) 2342 年">/3=G<M<等
';(

更是首

次证实了该菌对人类细胞系具有细胞毒性"能侵袭

宿主细胞"引起感染"导致腹泻) 因此"国外学者建

议将水族箱气单胞菌列入人类致病菌中"且认为其

对人类的致病性与嗜水气单胞菌等同等重要
'9(

)

作为新发现的一个气单胞菌种"国内外对于水

族箱气单胞菌的研究并不多) 本实验更是首次在国

内报道发现该菌"并对该菌的生物学特性开展研究"

对于充分认识水族箱气单胞菌的特性与危害"从而

进一步做好该菌感染的防控工作具有重要意义)

46材料与方法

'(')样品采集与参考菌株

发病鲫 # 6(&(##"%#(%&(,%#$ # 45 <23 8;"

/53 M左右$采自南京市禄口某渔场"体表充血"鳞

片脱落"腹部肿胀) 参考菌株 %!9/5"菌种保藏号

为 -R>--%/19/40"为 2343 年于南京禄口分离

到的一株强毒株"经 48*3$%&和 $0&Q基因测序

鉴定为嗜水气单胞菌
'0(

)

'(,)主要试剂

?-$>=W 液"购自 .<YF;B公司%4%&提取试

剂盒&?-$产物回收试剂盒"购自大连宝生物公司%

绵羊脱纤维红细胞购自南京便诊生物科技有限公
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司%偶氮酪蛋白购自西格玛奥德里奇#上海$贸易

有限公司"其余试剂为进口或国产分析纯)

'(!)细菌的分离培养

剖开后"病鱼肝脏出血&溃烂"腹腔有积水) 无

菌采取肝&鳃&脾&肾等脏器"接种环火焰灭菌后蘸取

病料"划线接种于普通琼脂平板"29 K培养 21 X

'43(

)

'(M)细菌形态特征观察和生化特性检查

取纯培养菌进行革兰氏染色镜检%用接种环

挑取普通琼脂平板上单个菌落少许"涂于氧化酶

试纸片上"观察颜色变化%同时将待测菌株接种于

半固体培养基中"29 K培养 21 <19 X"观察结果%

挑取单菌落接种于 'P液体培养基中"29 K培养

9 X"用接种环接种于葡萄糖&蔗糖&阿拉伯糖&七

叶苷&鸟氨酸脱羧酶等多种微量生化反应管中"

29 K培养 49 <21 X"观察生化管颜色变化)

'(N)分离菌株的分子鉴定

按试剂盒说明书"提取细菌基因组 4%&"作

为扩增看家基因 $0&Q的 4%&模板) 采用 $0&Q

特异性引物
'44(

#表 4$"对分离菌株的 $0&Q基因

片段进行扩增)

表 ')HPQ反应引物及目的片段大小

-./(')-A1&84;1891?@12519.26&8%6@5394S19

目的基因

I<3MBIMBGBC

引物序列#5N9/N$

23=;B3CCBUQBG8B#5N9/N$

退火温度5K

<GGB<0=GM IB;2B3<IQ3B

目的片段大小5H2

23/JQ8IC=YBC

$0&Q

?4!@--RR-RR@-@R-&-RR-R@

?2!@@R@--RRR@@R@&-@-R@-

81 4 433

(>&

?4!&&--R&&-@-@--&@

?2!-R--@@R@--@@R@&

51 /34

(*,

?4!R&R&&RR@R&--&--&&R&&-&

?2!&&-@R&-&@-RR--@@R&&-@-

12 2/2

>@&

?4!-&--R-&@@RR&@@-R-@-

?2!@R&--&&-&R-RRRR&-&&

5; /23

(),

?4!@R&---&R@--@RR-&-RR-

?2!RR@R&@-R&@-&--&--&R-

83 112

(:@

?4!@&@&&-RR-R@R&@R&&-

?2!-R@&R&&-@@R@RRR&R&R

53 ;13

(#*I

?4!R@&&R-&R&@R&R@&@-R&@RR

?2!R&R&---RRR@R&-R&@&&@

19 //4

:*@

?4!&@@--R@-RR-&&-&@-@@-

?2!RR&@-&R@@RRR@R&&R@-&R&-

5; /03

66反应体系为 25

!

'"包括!>=W 4215

!

'"上下

游引物#43 2;/0$各 4

!

'"模板 4

!

'"用 JJ+

2

"

调整终体积至 25

!

') 反应参数为 01 K预变性 2

;=G%01 K变性 /3 C"81 K退火 83 C";2 K延伸

03 C"共进行 /3 个循环"最后 ;2 K延伸 43 ;=G)

取 2

!

'?-$产物做 412L琼脂糖凝胶电泳"

紫外灯下观察结果) 将 ?-$产物回收后送交上

海英骏有限公司进行测序) 测序后使用 P'&*@

软件进行同源性分析"并用 >,R&514 软件生成

邻接法进化树)

'(R)毒力基因检测

选取气单胞菌 5 个主要的胞外毒力因子"包括

气溶素#(>&$&细胞毒性肠毒素#(*,$&细胞兴奋性肠

毒素#(),$&温敏胞外蛋白酶#>@&$和丝氨酸蛋白酶

#(:@$"参考文献方法
'0(

合成引物) 此外"根据
-

型

分泌系统保守 (#*I基因#RBGP<GS!!E80390414$和

.

型分泌系统溶血素共调解蛋白#+82$基因#%-?

330/1914$序列自行设计并合成 2 对引物) ; 个检测

基因所用的引物序列&退火温度及片段大小如表 4

所示"反应体系与*分离菌株的分子鉴定+内容一致)

'(U)溶血活性

挑取 'P平板上生长的单菌落"于 29 K振荡

培养 42 X 后"4D433 扩大培养 21 X"取 4 ;'细菌培

养液经 43 333 35;=G 高速离心 43 ;=G 后取上清液"

用孔径 3122

!

;的滤膜过滤上清液"做溶血价测

定) 再将细菌沉淀用生理盐水清洗 2 遍"稀释 43

倍后测"4

833

"再根据"4

833

来定量调整上清液的浓

度) 调整浓度后取 433

!

'用生理盐水在 08 孔微

量反应板上作倍比稀释"再加入 433

!

'的 4L绵羊

脱纤维红细胞混合"同时以只加红细胞的灭菌生理

盐水作为空白对照"轻微振荡"置于 /; K温箱中

4 X"1 K过夜) 次日"阳性孔加入 433

!

' 4L

@3=I/G 来裂解红细胞"4 333 35;=G 离心 5 ;=G"取

433

!

'上清液于 513 G;处测定吸光度值) 溶血

单位以 ;'543

9

-(#或 ;'5"4单位上清液表示"

53L红细胞溶解的待测样品最高稀释倍数即为该

1;5
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样品的溶血价) 实验重复 / 次
'42(

)

'(V)蛋白酶活性

接种菌株于 'P液体培养基中"29 K振荡培养

21 X"分别取 2 ;'菌液"42 333 35;=G 离心43 ;=G"用

3122

!

;的滤器过滤上清液" 723 K保存备用)

用偶氮酪蛋白为底物的方法进行胞外蛋白酶

活性的测定
'4/(

) 将上清液 43

!

'加入 433

!

'5

;M5;'偶氮酪蛋白#用 53 ;;/05'2+913 @3=C9

+-0PQ77B3配制$"混匀后放入 /; K温箱作用 2

X"每个样做 / 个重复) 然后"加入 533

!

'43L

@-&终止反应"冰浴 /3 ;=G) 将混合液 42 333

35;=G离心 43 ;=G"取 533

!

'上清液加入 533

!

'

4 ;/05'%<"+"混匀后测 "4

112

) 以 "4值的

31334为 4 个酶活力单位)

'(B)斑马鱼致病性实验

93 日龄左右的 &P系斑马鱼#;('"< &>&"<$购

自南京夫子庙动物市场"体长 / <1 8;"体质量

/ M左右) 观察 4 周"确认斑马鱼健康后进行实

验) 实验期间"水温为 25 <29 K)

菌株于 'P液体培养基中 29 K过夜培养后"

4D433 稀释接种于新的 'P培养基中"培养 8 X"菌

液离心#5 333 35;=G"5 ;=G$"弃去上清液"用无菌

?P*#43 ;;/05'"2+;11$洗涤 / 次"并依次调整

菌体浓度至 5 >43

;

"5 >43

8

"5 >43

5

"5 >43

1

"5 >

43

/

和 5 >43

2

-(#5;') 每个浓度均腹腔注射斑

马鱼"每组 43 尾"每尾 3132 ;'"同时设等量生理

盐水为空白对照) 观察 4 周"记录结果
'41(

"按照

P0=CC法计算半数致死量#'4

53

$)

26结果

,(')细菌的分离与生化特性

在 'P固体培养基上"从发病鲫的肝脏中分

离获得一株细菌"命名为 'D925) 菌落呈圆形&中

央微凸&表面光滑&淡黄色) 革兰氏染色呈阴性)

镜检"菌体呈短杆状"无芽孢"无荚膜)

生化实验结果符合 PB<Y等
'45(

对于水族箱气

单胞菌的描述#表 2$"且大多数结果与参考菌株

嗜水气单胞菌 %!9/5 的检测结果一致)

表 ,)生化实验结果

-./(,)-A1/4%5A1;45.=5A.8.5318493459

菌株

CI3<=G

生化指标 H=/8XB;=8<0=GJ=8<I/3C

氧化酶

/W=J<CB

葡萄糖

M0Q8/CB

蔗糖

CQ83/CB

甘露醇

;<GG=I/0

阿拉伯糖

<3<H=G/CB

乳糖

0<8I/CB

枸橼酸纳

C/J=Q;8=I3<IB

水杨苷

C<0=8=G

肌醇

=G/C=I/0

鸟氨酸

/3G=IX=GB

'D925 B B B B . . B B . .

%!9/5 B B B B B . . B . B

注!. 表示阴性% B表示阳性

%/IBC!. ;B<GCGBM<I=TB3B<8I=/G% B;B<GC2/C=I=TB3B<8I=/G

,(,)细菌的分子鉴定

分离菌株的 ?-$扩增结果中"条带大小和预

期目的大小一致 #图 4$) $0&Q基因序列比对结

果表明"与目的基因序列同源性最高的菌株为水

族箱气单胞菌 >4-1;"为 00L)

进化树分析表明"水族箱气单胞菌'D925 与嗜

水气单胞菌达卡亚种#?=:0+&<@:")( +:(N>'#"#$亲

缘关系较近"最大相似度 08L#图 2$)

,(!)毒力基因的检测

; 种毒力基因的存在情况如图 / 所示) 除

(#*I和 (>&外"水族箱气单胞菌 'D925 存在其他

5 种毒力基因"说明该菌具有潜在的致病性)

,(M)细菌溶血价的测定

调整菌液浓度约为 413 >43

0

-(#5;'"测得

'D925 的溶血价为 4D9"而参考菌株 %!9/5 的溶血

价为 4D/2)

图 ')*<0=基因的 HPQ检测

>14%&分子质量标准% 41菌株 'D925% 21菌株 %!9/5% /1阴

性对照

C4D(')HPQ6131534%2%<*<0=

>1><3SB34'2333% 41'D925% 21%!9/5% /1GBM<I=TB8/GI3/0

5;5
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图 ,)气单胞菌属细菌的遗传演化分析

C4D(,)HA:=%D121345.2.=:949%<'201.1;"-9&15419

图 !)毒力基因的 HPQ检测

>14%&分子质量标准% 41(*,% 21(#*I% /1(:@% 11(>&% 51

>@&% 81:*@% ;1(),% 91阴性对照

C4D(!)HPQ6131534%2%<748@=1251D1219

>1><3SB34'2333% 41(*,% 21(#*I% /1(:@% 11(>&% 51>@&% 81

:*@% ;1(),% 91GBM<I=TB8/GI3/0

,(N)胞外蛋白酶活性

以酪蛋白为底物测出的 'D925 胞外蛋白酶

活性为 19 个活性单位"是参考菌株 %!9/5 的 /

倍"说明该菌株的胞外蛋白酶活性较强)

,(R)斑马鱼致病性实验

经计算"水族箱气单胞菌 'D925 对斑马鱼的

'4

53

为 4132 >43

/

-(#5尾 #表 /$) 根据濮俊毅

等
'48(

对细菌致病力的分类"'D925 株被归为强致

病力菌株)

/6讨论

近 /3 年来"气单胞菌属细菌的种类不断增

加) 生化实验是细菌鉴定的传统方法"但对于气

单胞菌"由于其菌株和表型差异"单纯用生化实验

结果来判断并不十分可靠) 水族箱气单胞菌在被

发现时并不利用乳糖"故 (=MQB3<C等
'4;(

将这个指

标作为与嗜水气单胞菌区分的依据) 然而 PB<Y

等
'45(

研究发现"44 株水族箱气单胞菌均能很好

地利用乳糖) &3<TBG<等
'8(

对 245 株气单胞菌进

行基因型特性分析"发现通过表型鉴定出来的

431 株嗜水气单胞菌中"有 /5 株通过基因型确定

为水族箱气单胞菌) 本实验中"'D925 的生化实

验结果与嗜水气单胞菌很相似"均不能分解乳糖

产生 乳酸 )为进一步确认 "经看家基因 $0&Q

8;5
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表 !)斑马鱼致病性实验

-./(!)-A1748@=1251.99.: 42S1/8.<49AF43A938.42$O#,N

剂量5#-(#5尾$

J/C<MB

数量5尾

GQ;HB3C

感染后动物死亡数5尾 JB<IX GQ;HB32/CI=G/8Q0<I=/G

4 J 2 J / J 1 J 5 J 8 J ; J

死亡率5L

;/3I<0=IF

4 >43

8

43 0 4 3 3 3 3 3 433

4 >43

5

43 ; / 3 3 3 3 3 433

4 >43

1

43 3 4 2 3 2 3 3 ;3

4 >43

/

43 3 4 4 4 / 3 3 83

4 >43

2
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测序"鉴定为水族箱气单胞菌) 但基因序列

P'&*@比对发现"与几株嗜水气单胞菌达卡亚种

具有较高的同源性) 2330 年"><3IeGBY等
'49(

基于

$0&Q和 &@<;构建的进化树分析认为"嗜水气单

胞菌达卡亚种应该归于水族箱气单胞菌%随后在

234/ 年" PB<Y等
'45(

运 用 多 位 点 序 列 分 析

#>'*@$技术"基于保守基因 $0&Q&&@<;&&>*?&

+'(V和 $0&?基因测序构建的进化树分析支持了

此观点) 本研究的实验结果再次说明这两种菌的

亲缘关系很近"容易混淆"需要进行分子生物学

鉴定)

气单胞菌的基因组编码多种致病因子"主要

包括气溶素&溶血素&肠毒素&胞外蛋白酶&

-

型和

.

型分泌系统等
'40 723(

) 毒力基因检测表明"'D9

25 具有细胞毒性肠毒素&细胞兴奋性肠毒素&温

敏胞外蛋白酶&丝氨酸蛋白酶以及
.

型分泌系统

效应蛋白 +82 等"同时具有溶血性和较高的溶蛋

白活性) 这些特点符合 >/3=G<M<等
';(

报道的水

族箱气单胞菌具有很高细胞毒性"能引起败血症

这一结论) 另外"本研究的斑马鱼致病性实验也

证实水族箱气单胞菌具有较强的致病性)

近年来"在人类医学临床上水族箱气单胞菌

感染的病例不断被报道
'24(

) *X=G 等
'9(

更是首次

在临床上报道了水族箱气单胞菌使肝硬化病人致

死的病例"因而受到越来越多的关注) 而在我国"

关于水族箱气单胞菌这个新种的研究尚未见报

道) 本研究是国内首次对该菌进行分离鉴定和相

关特性的分析"并证实该菌具有较强的致病力)
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