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摘要：在对养殖暗纹东方鲀病害调查中，从呈典型症状病鱼腹腔和肠道粘液中分离到 & 株（/ # ! 和 0 # +）菌株，

经生化特性和血清型鉴定为非 "! 群霍乱弧菌（12( # "! !"#$"% &’%()$*)）。注射、创伤和浸泡 + 种方式进行人工感

染试验表现出较强的致病性，出现症状与自然发病鱼相同。为进一步确认分离菌株的分类地位，使用 3!、3& 引

物，以非 "! 群霍乱弧菌 1*&""! 菌株和 "! 群霍乱弧菌 1!$*$! 菌株为对照，对分离菌株进行 345 扩增，得到

’%!67 的 819 片段。根据现有霍乱弧菌肠毒素 -:;9 基因序列设计引物 3+，3’，以 1!$*$! 菌株为阳性对照，345
扩增结果均得到大小为 ’"" 67 的 819 片段。在对 0 # + 菌株的扩增片段进行纯化、克隆和测序，得到 ’")67 序

列，该菌株与 1!$*$! 菌株中肠毒素 -:;9 基因序列的完全一致，证实该片段源于 -:;9 基因。进一步说明从暗纹

东方鲀体内分离到的 / # ! 和 0 # + 菌株具有霍乱肠毒素 -:;9，有一定的致病力。
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暗纹东方鲀（)*+* $,-"*’*- <+#）作为一种名贵

养殖鱼类，近年来因其特有的品质受到人们的重

视。在大规模养殖过程中，由于各种疾病不断出

现，特别是细菌性疾病暴发流行，给河鲀养殖业造

成了一定的经济损失。$!!$ # $!!% 年我们对江苏

省太仓、姜堰、海安等地暗纹东方鲀养殖场的发病

情况进行了调查，对病症为细菌性肠炎的河鲀进

行了病原菌的分离鉴定。从发病河鲀腹腔和肠道

粘液中分离到 $ 株（= # " 和 > # &）具有典型特症

的菌株，经生化特性和血清型鉴定为非 !" 群霍乱

弧菌（$2$ # !" !.,’.$ "#$%&’(&）。为进一步鉴定病

原菌及其致病性，笔者采用不同的感染方法对河

鲀进行人工感染试验，其主要发病症状为肠壁呈

水肿状，充血发炎，并产生淡黄色粘液。采用 ?@A
法扩增特异性基因片段进行检测，结果表明分离

菌株含有霍乱肠毒素基因 ,%;<。由此证实该菌株

对暗纹东方鲀具有一定的致病性。这对了解非 !"
群霍乱弧菌菌株的致病性并控制其传播和流行，

以及对养殖鱼类的致病菌检测、人畜共患疾病的

研究和控制都具有重要的意义。

" 材料与方法

) .) 材料

实验用鱼 患病暗纹东方鲀分别取自江

苏省太仓、姜堰、海安等地暗纹东方鲀养殖场；健

康暗纹东方鲀选自江苏省中洋水产集团公司，体

重（$" ’ &）8，将暗纹东方鲀置于水族箱中暂养。

水族箱大小为："!! ,6 ( )! ,6 ( *! ,6，水深：&!
,6；水温控制在（$* ’ $）B，CD + * 68·E # "，1>
, .! - . . !，用空气泵充气增氧。暂养时投喂复合

饵料，实验时不投饵料。

试剂和培养基 碱性蛋白胨水培养基、碱

性琼脂培养基、/@FG 琼脂培养基、营养琼脂培养

基、微量生化鉴定管，购自浙江省军区后勤部卫生

防疫检验所；诊断血清，购于江苏省疾病控制中

心；/(0 酶、蛋白酶 H、"I/?) 、CI< J(-K#-，为上

海申能博彩生物工程技术公司产品；胶回收试剂

盒、1@L64/，购自上海生物工程有限公司；/M 缓

冲液（1> . .!）、GCG 等实验试剂由实验室配制。

霍乱弧菌对照菌株 非 !" 群 霍 乱 弧 菌

I/$!!" 菌株，购自江苏省疾病控制中心；!" 群霍

乱弧菌肠 I")/)" 菌株染色体（美国马里兰大学），

由中国疾病预防控制中心传染病预防控制研究所

馈赠。

) .* 人工感染试验

将已鉴定的 $ 株（= # " 和 > # &）菌株进行 &*
B培养 $% 0，斜面培养物用无菌生理盐水洗下，

C#$)!6(% 浊度计比浊，稀释菌液浓度至 ! . * @NL·

6E # "备用。选择实验室暂养 " 周以上无病症的

健康暗纹东方鲀，随机分为 ) 组，每组 , 尾，同时

设平行组，分别进行注射感染、创伤感染和浸泡感

染，连续观察 "% "。

注射感染 在鱼体胸鳍基部注射 ! .* 6E、

浓度为 ! . * @NL·6E # "溶液；对照组注射 ! . * 6E
"!O无菌生理盐水。

创伤感染 将试验鱼体表刮伤，置菌液浓

度为 $ . ! ( "!* @NL·6E # "水体中；对照组为体表

受伤鱼置于曝气自来水中。

浸泡感染 将体表无损伤实验鱼置菌液

浓度为 $ . ! ( "!* @NL·6E # "水体中；将对照组实

验鱼置于曝气自来水中。

) .+ 细菌生化分离鉴定

现场采集具有典型病症的暗纹东方鲀，无菌

蒸馏水冲洗体表。灭菌吸管分别取肠道和腹腔粘

液于碱性蛋白胨水培养液中，&* B培养 ". 0；将培

养物分别接种于碱性琼脂和 /@FG 琼脂平皿，&*
B $% 0 培养后进行观察；选取优势单菌落培养物

接种于营养琼脂斜面，经 &* B $% 0 培养后，% B
保存备用。按照《一般细菌常用鉴定方法》［"］进行

生理生化试验。根据《伯杰氏细菌鉴定手册》［$］将

分离菌株鉴定到属。

) ., 分子生物学鉴定

细菌 CI< 抽提 选取生长良好的单菌落

接种营养肉汤培养基，置 &, B摇床振荡培养 $%
0，收获细菌；加 /M 缓冲液 %),!E、"!O GCG &!

!E、$! 68·6E # "蛋白酶 H &!E，** B温育 " 0；用
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等体积酚 ! 氯仿抽提，转移上层水相（重复 " 次）；

加 # ! #$ 体积醋酸钠，轻轻混匀；加 " 倍体积无水

乙醇，置 ! "$ "沉淀；使用前离心，%$# 乙醇洗涤

两次，&& "烘干；"$!$ %& 溶解；’ "保存备用。

引物设计、’() 扩增及序列分析 根据弧

菌 #(* +),- 序 列 设 计 引 物，’#：&. !
(/%--///((-%/-%/-(%%/- ! ).，’"：&. !
/---/(/%///%-/(---(-// ! ).，用以检 测

抽提的细菌 0,-。根据 $# 群霍乱弧菌 123- 基因

序列设 计 # 对 扩 增 123- 基 因 的 引 物，’)：&. !
-(%(-/-(///-%%%/%%-// ! ).（位于 ,#(*(#
的 )*+"42 ! )*("42 ）， ’’： &. !
/(-%/-%/--%((-(//(%(%% ! ). （ 位 于

,#(*(# 的 )&*% 42 ! )&%( 42），所有引物均由上海

申能博彩生物工程技术公司合成。

’() 反应体系总体积为 "&!$，内含 # , 反应

缓 冲 液，" 5 $ !678·$ ! # 9:(8"，" 5 $ !678·$ ! #

;,%’<，$ 5& =!"# 酶，引物各 $ 5’!678·6$ ! #，模板

#$$ 4: 0,-。’() 扩 增 条 件：*’ " 预 变 性 "
6>4，*’ " # 6>4，&& " # 6>4，%" " # 6>4 ，扩

增 )$ 个循环，%" "延伸 #$ 6>4，’ "保存。’()
产物于 " 5$#琼脂糖凝胶电泳检测。纯化以 ? ! )
菌株为模板，引物 @)、@’ 扩增的片段，用胶回收试

剂盒纯化，克隆到 @=(6 ! % 载体中，送上海申能

博彩生物工程技术公司测序。

序列分析及数据处理 利用 A8B<2 软件包

对克隆的序列在 /C4AB4D 进行序列相似性分析。

" 结果

! 5" 临床症状

养殖河鲀水温在 #+ "以上开始流行细菌性

肠炎，发病高峰水温为 "& - )$ "。主要病症为：

离群缓慢独游、食欲减退、对外界刺激反应迟纯。

解剖观察：肠壁局部水肿，充血发炎；肠道内无食，

只有淡黄色粘液；患病严重的鲀肛门红肿、外突；

腹腔内积有淡黄色腹水，整个肠壁呈水肿状，全肠

呈紫红色；肝胰腺部严重炎症。组织病理检查可

见肠粘膜坏死，有大量坏死脱落的上皮细胞和小

片的肠上皮组织；粘膜下层及肌层的毛细血管有

不同程度的扩张充血，大量炎症细胞浸润。

! 5! 致病性试验

注射感染组 ’+ E 后 ’ 尾鱼出现病症，%" E 对

外界刺激反应迟纯，*( E 死亡 & 尾，经解剖观察到

整个肠壁呈水肿状，充血发炎，有淡黄色粘液，肝

胰腺部严重炎症，* ; 后全部死亡。创伤感染组 )(
E 表现出游动无力，对外界刺激反应迟纯，% ; 后

逐渐开始死亡，#’ ; 后共死亡 ’ 尾。浸泡感染组 (
; 后对外界刺激反应迟纯，#$ ; 后开始出现病症，

#’ ; 后共死亡 ) 尾，解剖死亡鱼可见肠壁局部水

肿，腹腔内有少量淡黄色腹水，肠道充血发炎，肠

腔内有淡黄色粘液。对照组河鲀活动正常，#’ ;
后全部存活，经解剖和组织病理检查均未发现异

常症状表现。

! 5# 分离菌株生化特性鉴定

从患病暗纹东方鲀腹腔和肠道粘液中分离到

" 株菌（F ! # 和 ? ! )），其生物学性状与伯杰氏细

菌鉴定手册中霍乱弧菌描述基本一致［"］（表 #）。

主要表现为：革兰氏阴性，弧形，端生鞭毛，氧化酶

阳性，GH 试验为发酵型。碱性胨水培养基 )& "
培养 #+ E 在培养基表面形成菌膜；碱性琼脂 )&
"，"’ E 培养，形成直径 # 5 & - " 5 $ 66 圆形、边缘

整齐、表面光滑湿润的无色、半透明菌落；%(A* 琼

脂 )& " "’ E 培养形成表面光滑湿润的黄色菌落。

在无盐胨水中生长，( # ,B(8 胨水中生长缓慢，

+# ,B(8 胨水中不生长；还原硝酸盐；产酸不产

气；不产 ?"*；I’ 阴性；"! 半乳糖苷酶（G,’/）阳

性；分解葡萄糖、蔗糖、甘露糖、麦芽糖、甘露醇；不

分解阿拉伯糖、鼠李糖、乳糖、水杨苷、肌醇、山梨

醇；赖氨酸脱羧酶、鸟氨酸脱羧酶阳性；精氨酸脱

羧酶阴性；弧菌抑制剂 $ ! #"*（每片 #$!: 和 #&$

!:）呈阳性；血清学鉴定为非 $# 群霍乱弧菌。

! $% &’( 检测结果

为进一步确认分离菌株的分类地位，使 用

’#，’" 引物，以非 $# 群霍乱弧菌（,*"$$#）菌株和

$# 群霍乱弧菌（,#(*(#）菌株为对照，对 F ! # 和 ?
! ) 菌株进行 ’() 扩增，结果均能得到 ’&#J@ 的

0,- 片段（图 #）。由此可以得出分离菌株 F ! #
和 ? ! ) 与非 $# 群霍乱弧菌（,*"$$#）和 $# 群霍

乱弧菌（,#(*(#）菌株分类地位相近。

! $) 霍乱弧菌肠毒素 *+,- 基因

根据现有霍乱弧菌肠毒素 123- 基因序列设

计引物 ’)、’’，以 ,#(*(# 菌株为阳性对照，对分离

菌株 F ! #、? ! ) 进行 ’() 扩增，结果均得到大小

为 ’$$ J@ 的 0,- 片段（图 "）。对 ? ! ) 菌株的扩

增片段进行纯化、克隆和测序，得到 ’$% J@ 序列，

并对序列进行同源性分析后可见分离菌株 ? ! )
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与 !" 群霍乱弧菌 #!"#"! 菌株中肠毒素 $%&’ 基因

序列的同源性为 !$$(（图 %）。证实该片段源于

$%&’ 基因，进一步说明从患病暗纹东方鲀体内分

离到的 ) & ! 和 * & % 菌株含有霍乱肠毒素 $%&’，

具有一定的致病力。

表 ! 分离菌株的生物学特性

"#$%! &’#(#)*+(,-*,) ./ ,-.0#*+1 -*(#,2-

测定项目
+%,-

菌 株 .%/0+1.
) 2 " * 2 3 #45!!" 霍乱弧菌! ! " #$%&’()’

形态 $,66 .708, 弧形 弧形 弧菌 弧菌

革兰氏染色 9/0- .%0+1 2 2 2 2
鞭毛 :609,66;- 单鞭毛 单鞭毛 单鞭毛 单鞭毛

<=>? 黄 黄 黄 黄

氧化酶 @&+A0., B B B B
CD @&+A0%+@1 :,/-,1%0%+81 D D D D

动力 -@%+6+%E B B B B
斜面 .601% 2 2 2 2
高层 F;%% B B B B
气体 90. 2 2 2 2
*5? 2 2 2 2

! G "54（每片 "!!9）A+.H ? ? ? ?
! G "54（每片 "I!!*）A+.H ? ? ? ?

!(#0=6 B B B B
3(#0=6 B B B B
J(#0=6 （ B ） B B B
K(#0=6 2 2 2 2

硝酸盐还原 1+%/0%, /,$@L,/E B B B B
吲哚试验 +1A@6, 8/@A;$%+@1 B B B B

MN L@9,. 8/@.H0;,/ 2 2 2 A
赖氨酸脱羧酶 6E.+1, A,$0/F@&E60., B B B B

鸟氨酸脱羧酶 @/1+%7+1, ,$0/F@&E60., B B B B
精氨酸脱羧酶 0/9+1+1, 2 2 2 2

脲酶 ;/,0., （ B ） B （ B ） 2
葡萄糖 96;$@., B B B B

蔗糖 .;$/@., B B 2 B
阿拉伯糖 0/0F+1@., 2 2 2 2
鼠李糖 /70-1@., 2 2 2 2

乳糖 60$%@., 2 2 （ B ） 2
甘露糖 -011+%@6 B B B A
麦芽糖 -06%@., B B B B
水杨苷 .06+$+1 2 2 2 2

甘露醇 -011@., B B B B
肌醇 +1@.+%@6 2 2 2 2

山梨醇 .@/F+%@6 2 2 2 #O
C#NP 反应 C#NP %,.% B B B B

C" 群抗血清凝集
0996;%+10%,A FE $7@6,/0 !" 01%+.,/;- 2 2 2 A

!"34 诊断血清
!"34 F6@@A .,/;- A+091@.+. 2 2 2 2

注：“!”：伯杰氏细菌鉴定手册中对霍乱弧菌描述；“ B ”：阳性；“ 2 ”：阴性；“D”：发酵；“?”：抑菌；“（ B ）”：反应迟缓；“A”：多于 "!(菌

株阳性或阴性；“#O”：表示手册中没有记载

#@%,.：“!”：<7, A,.$/+8%+@1 @: M+F/+@ $7@6,/0, $@-,. :/@- >,/9,E’. -01;06 @: A,%,/-+10%+/, F0$%,/+@6@9E；”B ”：N@.+%+L,Q“ 2 ”：#,90%+L,；“D”：

D,/-,1%；“?”：?;88/,.. %7, F0$%,/+;-；“（ B ）”：R,60E,A /,.8@1.,；“A”：S@/, %701 "!( F0$%,/+;- .%/0+1. 0/, 8@.+%+L, @/ 1,90%+L,；“#O”：#@ -,1%+@1 +1

%7, -01;06
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图 ! !"# $%&’ ()% 结果

*+,-! ./0 $012341 56 !"# $%&’ 7893+6+:74+5;
<：=>!?@@ <7$A0$；!：B C ! 菌株；D：E C F 菌株；F：&GD@@! 菌株；

H：&!"G"! 菌株

<：=>!?@@ <7$A0$；!：B C ! 14$7+;；D：E C F 14$7+;；F：&GD@@!

14$7+;；H：&!"G"! 14$7+;

图 D :4I’ 基因 ()% 扩增结果

*+,-D ./0 $012341 56 :4I’ ,0;0 7893+6+:74+5;
<：=>!?@@ <7$A0$；!：B C ! 菌株 :4I’ 基因产物；D：E C F 菌株

:4I’ 基因产物；F：&!"G"! 菌株 :4I’ 基因产物

<：=>!?@@ <7$A0$；!：B C ! 14$7+; :2342$0J 56 :4I’ ,0;0 9$5J2:41；

D：E C F 14$7+; :2342$0J 56 :4I’ ,0;0 9$5J2:41；F：&!"G"! 14$7+;

:2342$0J 56 :4I’ ,0;0 9$5J2:41

图 F E C F 菌株 :4I’ 基因序列与 @! 群霍乱弧菌 &!"G"! 菌株 :4I’ 基因序列的比较

*+,-F ’3+,;85;4 56 :4I’ ,0;0 6$58 K+L$+5 :/530$70 E C F 14$7+; 7;J &!"G"! 14$7+;

!"#$ 期 杨鸢劼等：暗纹东方鲀非%&霍乱弧菌的鉴定及毒力基因检测



! 讨论

霍乱弧菌的主要致病因子之一是霍乱肠毒

素［!］，它由一个 " 亚单位基因和 # 个 $ 亚单位基

因组成的多聚体。" 亚单位为具有毒性的单位，

是毒素的活性部份，它能激活肠细胞的腺苷酸环

化酶；$ 亚单位为结合单位，是毒素的抗原部分，

它 将 毒 素 结 合 至 肠 上 皮 细 胞 的 受 体 神 经 苷 脂

%&’ 上［(］。当霍乱弧菌进入养殖动物消化道后，

粘附于肠粘膜表面迅速繁殖，并产生霍乱毒素，毒

素作用于肠粘膜促使肠液过量分泌，引起肠道发

炎等病症。研究表明能产生肠毒素的菌株与霍乱

弧菌的血清型无关［#］，无论是 )’ 群菌株还是非 )’
群菌株都可同时携带多种毒力因子，使其具有潜

在的致病性［*，+］。由于致病性总是与产毒的菌株

有关，因此，产毒素菌株的检测是诊断的重要步

骤。目前检测肠毒素的方法主要有兔肠袢结扎试

验、乳鼠灌胃法、细胞培养法和 ,-./" 等，操作繁

杂，费时耗力，直接影响研究的深入。本研究应用

012 扩增致病性非 )’ 霍乱弧菌的毒力基因，及时

检测分离菌株是否携带肠毒素 345" 基因，这对了

解菌株的致病力，评价检测菌株能否引起疾病流

行和控制其传播具有重要的临床意义，同时也为

流行病学的研究提供较为有力的证据。

利用微生物分子遗传特有的稳定性，从细菌

的基因水平入手，采用 012 法，快速扩增特异性

基因片段进行检测，不仅提高了病原微生物菌株

种属的鉴定和分型速度，而且可以从疑似带菌且

无症状的鱼体检测出病原，该方法具有较高的选

择性和特异性［6］。用常规方法和 012 法平行开

展病原菌、菌株分型和致病性检测，不仅可以提高

效率，减少各种污染机会，也降低了检测成本，且

具有特异、敏感、通用、简便、快速和经济的优点，

有一定的临床实验诊断应用价值。

细菌性疾病是水产养殖过程中的常见病和多

发病，在养殖的水产动物中，曾分离到致病性非

)’型霍乱弧菌［7，’)］。而在对外环境水体的检测

中，陈爱贞等［’’］、于兵等［’8］也曾报导具有潜在的

非 )’ 群霍乱弧菌的污染。陈学军等［’!］在检测国

内和进口水产品中霍乱弧菌的阳性率为 ) 9 )*:

和 ! 98:。非 )’ 型霍乱弧菌存在于水体中，主要

是通过污染的水源或食物经口传染。因此，研究

水体及水产品霍乱弧菌污染情况，在一定程度上

反映了环境生物污染的情况，这对水产品疫源监

测和判断具有重要的意义。

感谢中国疾病预防控制中心传染病预防控制所阚飙

教授为实验提供霍乱弧菌 ;’*7*’ 染色体！
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