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胡子鲶致病性气单胞菌的分离鉴定及其

致病力与毒力基因型相关性
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摘要：为探讨广西南宁市、浦北县和玉林市暴发性死亡胡子鲶的病原菌及其所携带6种
毒力基因对其致病力的影响，用常规方法从病鱼的心脏、肝脏等部位分离细菌，人工感
染实验确定病原菌的致病性，以API 20NE生化鉴定和16S rRNA分子鉴定相结合的方法对
病原菌进行鉴定，采用PCR扩增法检测病原菌的6种毒力基因携带情况。结果显示，从
患病鱼中共分离到5株病原菌，其中嗜水气单胞菌3株，温和气单胞菌2株。3株嗜水气单
胞菌与标准菌株Aeromonas hydrophila ATCC 7966(CP000462)的亲缘关系最近，相似性均
为99.8%，2株温和气单胞菌与标准菌株Aeromonas sobria NO.106(AB472903.1)的亲缘关系
最近，相似性均达99.9%。6种毒力基因在5株病原菌中的阳性检出率分别为Act和Aer基因
100%, ahal、hly和Alt基因均为80%, ahp基因仅20%；毒力基因型共3种，在5株气单胞菌中
分布情况为Act+ahal+hly+Alt+ahp -Aer+3株，占实验菌株的60%，为主要的毒力基因，
Act+ahal+hly+Alt+ahp+Aer+和Act+ahal-hly-Alt-ahp-Aer+各1株，各占20%。携带全部所检6种毒力
基因的菌株致病力最强，只携带Act和Aer 2种毒力基因的菌株致病力最弱。ahp基因在菌
株的致病力中起重要作用，病原菌的致病力是多种毒力基因协同作用的结果。
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胡子鲶(Clarias fuscus)是一种广泛分布在两

广地区的底栖杂食性小型鱼类，受到两广地区

广大消费者的喜爱。近年来，作为名特优水产

品种之一，胡子鲶在广西得到普遍推广养殖。

但在胡子鲶的养殖中各种疾病时有发生，一旦

发病常给养殖者带来严重的经济损失。国内已

报道的胡子鲶疾病主要有腹水病 [ 1 ]、败血症

病 [2]、腐皮病[3]、烂身病[4]、头甲溃烂症[5]、出血性

水肿病[6]等，其中，腹水病、败血症病、腐皮病

和头甲溃烂症是由细菌感染引起，病原菌均已

确定。另外，王玉娟等 [7]和黄钧等 [8]分别报道了

革胡子鲶(Clarias gariepinus)出血性败血症和暴发

性流行病病原菌的分离鉴定结果。有关水生动

物源气单胞菌的毒力基因，国内外学者已获得

了大量的研究成果 [9-24]，朱大玲等 [14]和刘杰等 [23]

也分别对鱼源和黄沙鳖(Trionyx sinensis)源嗜水气

单胞菌的致病力与毒力基因型相关性进行了研

究。但未见有关胡子鲶暴发性死亡症病原菌及

其致病力与毒力基因型相关性的研究报道。本

研究对广西南宁市、浦北县和玉林市共5个胡子

鲶养殖场患暴发性死亡症胡子鲶进行病原菌的

分离鉴定、致病力测定及所携带hly、Aer、Alt、
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Act、ahal和ahp 6种毒力基因情况进行检测，旨

在查明广西南宁市、浦北县和玉林市3地胡子鲶

暴发性死亡的病原菌及其6种毒力基因的携带情

况，了解病原菌的致病力与其所携带毒力基因

型的相关性，为有效防控胡子鲶暴发性死亡症

及相关基因疫苗的研发、气单胞菌病的快速诊

断等领域的深入研究提供参考。

1    材料与方法

1.1    实验材料

患病胡子鲶采自广西南宁市、浦北县和玉林

市共5个胡子鲶养殖场，病鱼体长16~20 cm。健

康胡子鲶从南宁市某养殖场购得，个体质量约

25 g，体长12 cm左右，购回后先进行15 d的检疫

暂养，实验前随机抽样剖检并进行细菌分离，

确认健康且无病原菌感染后供人工感染实验

用。

普通营养琼脂培养基和兔血琼脂培养基购自

北京陆桥有限公司，氧化酶试剂、API细菌鉴定

试剂条及相关配套试剂均购自法国梅里埃公

司。

PCR扩增引物由生工生物工程技术服务 (上
海)有限公司合成。10×PCR Buffer、10mmoL/L
dNTPs、Taq DNA酶、 25  mmol /L的MgCl 2、

ddH2O均购于宝生物工程(大连)有限公司。琼脂

糖购于美国Invitrogen公司。细菌基因组DNA提

取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司。

1.2    实验方法

病鱼症状观察及细菌分离        病鱼带回实验

室后，按常规方法剖检，肉眼观察病鱼的主要

症状。无菌条件下从病鱼的心脏、肝脏、脾

脏、肾脏等组织取样，分别在普通营养琼脂培

养基和兔血琼脂培养基上划线接种，36.8 °C培养

24 h，挑选形态一致的优势菌落，经纯化后转接

至斜面中4 °C保存备用。

无菌滤液的人工感染        参照黄钧等 [19]和黄

艳华等[20]的方法，在分离细菌的同时，取病鱼的

内脏器官匀浆，10 °C条件下10 000 r/min离心30
min后取上清液，经0.22 μm微孔滤器(Millipore,
美国)过滤获得无菌滤液。将无菌滤液涂布于普

通营养琼脂培养基上36.8 °C培养24 h；健康胡子

鲶分为实验组和对照组(30尾/组)，采用胸鳍基部

腹腔注射法向实验组注射无菌滤液，每尾注射

0.2 mL，对照组注射等量的无菌生理盐水，注射

后分养于不同水族箱内连续进行15 d的饲养观

察。

分离菌株的人工感染        人工感染实验分2次
进行，第1次在无菌条件下以无菌生理盐水洗

下经纯化的分离菌株新鲜培养物并配成菌悬

液，以细菌浊度仪将菌悬液的细菌浓度调至

108~109 cfu/mL。挑取大小规格基本一致的胡子

鲶，随机分成实验组和对照组，每组30尾，实验

组注射菌悬液，对照组注射无菌生理盐水，每

尾注射0.2 mL，胸鳍基部腹腔注射。注射后，在

相同环境下按组分别饲养管理，连续观察15 d，
每天记录受试鱼的发病和死亡等情况。从第1次
人工感染实验中发病濒死个体的心脏、肝脏、

脾脏、肾脏等部位取样，进行常规的细菌分离

和纯化，得到与原人工感染实验菌落、菌体形

态特征一致的菌株，再按第1次人工感染实验的

方法进行第2次人工感染实验。

2次实验期间的水温均在25~29 °C之间。

分离菌株的生化鉴定        按常规方法对分离

菌株的菌落大小、形状特征、溶血性和菌体的

染色特性等进行观察，并进行氧化酶实验。本

实验中分离菌株均为革兰氏阴性，氧化酶实验

阳性，选用API 20NE细菌鉴定系统对分离菌株进

行生化鉴定。

分离菌株的16S rRNA分子鉴定        将各分离

菌株在普通营养培养基上36.8 °C培养24 h后，无

菌条件下用移液枪收集到无菌离心管中配制成

细菌悬浊液。按黄钧等[19]方法收集菌体并提取细

菌基因组DNA，–20  °C保存备用；菌株的16S
rRNA基因以细菌通用引物进行PCR扩增，正向

引物 fD1：5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，反向

引物 rp2：5′-ACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′；反

应体系(25 μL)：10×PCR Buffer 2.5 μL，l0 mmol/L
dNTPs 0.5 μL，25 mmol/L MgC12 2.5 μL，10
μmol/L上下游引物各 1 μL，Taq DNA聚合酶

(5U)0.3 μL，DNA模板2 μL，用ddH2O补足至25
μL；94 °C预变性5 min；94 °C变性30 s，58 °C退

火45 s，72 °C延伸2 min，29个循环；最后72
°C延伸10 min。PCR反应结束后以1.0%琼脂糖凝

胶电泳方法(100 V电压下电泳30 min)进行鉴定，

用北京六一凝胶成像分析系统 (WD-9413B)观
察，根据出现的电泳条带确定并记录结果；

PCR产物送华大生物技术有限公司测序。
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以BLAST(ht tp : / /b las t .ncbi .n lm.nih .gov/
Blast.cgi)、ClustalX及DNAstar中的MegAlign软件

进行核苷酸序列的验证和相似性分析，用MEGA
5.0软件的邻接法(Neighbor-Joining, NJ)构建系统

发育树。

病原菌6种毒力基因的检测        根据已有研究

结果，6种毒力基因hly [11]、Aer [15]、Alt [9]、Act [10]、

ahal [13]、ahp [12]各选择相应的特异性引物进行

PCR扩增，实验中所用的各个毒力基因的正向、

反向引物和PCR的退火温度及目的片段大小(表
1)和反应体系均参照黄钧等 [19]的方法，其中反应

体系(25 μL)为10×PCR Buffer 2.5 μL， l0 mmol/L
dNTPs 0.5 μL，25 mmol/L MgC12 2.5 μL，10 μmol/L
上下游引物各1 μL, Taq DNA聚合酶(5U)0.3 μL,
DNA模板2 μL，用ddH2O补足至25 μL, PCR反应

程序为94 °C预变性5 min；94 °C变性30 s，退火

45 s，72 °C延伸2 min，30个循环；最后72 °C
延伸10 min。PCR结束后以1.5%琼脂糖凝胶电泳

方法(100 V电压下电泳35 min)进行鉴定，凝胶成

像系统进行观察，根据凝胶成像显示的电泳条

带确定并记录结果。

2    结果

2.1    病鱼症状观察及细菌分离

自然发病鱼的主要症状：体表局部溃烂，下

颌至腹部皮肤出现红点或弥散性发红，腹部肿

胀，肛门红肿；解剖发现病鱼体腔中有大量腹

水，肠胃充气，肠道发炎，有部分病鱼肝脏坏

死糜烂；镜检可见鳃丝末端有部分溶解。

从患病胡子鲶的心脏和肝脏等组织中共分离

到5株优势菌株，分别编号为HZN-98、HZN-
500、HZN-198、HZN-241和HZN-378，其中HZN-

98来自南宁市，HZN-500来自浦北县，HZN-
198、HZN-241和HZN-378来自玉林市。5株菌株

的菌落形态很相似，菌落均为圆形、表面光

滑、中央微凸、半透明、白色或乳白色，菌落

直径在1.0~2.3 mm不等。除HZN-378菌株不溶血

外，其余的4株菌株均为β溶血。革兰氏染色结

果，5株菌株均为革兰氏染色阴性短杆菌。

2.2    人工感染

无菌滤液的人工感染        将无菌滤液涂布于

普通营养琼脂培养基上36.8 °C培养24 h无肉眼可

见菌落，注射无菌滤液和无菌生理盐水的实验

胡子鲶经15 d的连续观察均未出现病症或死亡现

象，初步判定广西南宁市、浦北县和玉林市发病死

亡的胡子鲶由病毒感染引起的可能性不大。

分离菌株的人工感染         经15 d的实验观

察，注射菌悬液的实验结果表明，分离菌株对

实验鱼均有致病力，人工感染后分别出现与自

然发病鱼相似的症状。菌株HZN-500的致病力最

强，在2次感染实验中对受试鱼的致死率均为

100%, HZN-378的致病力最弱，2次人工感染实验

受试鱼的致死率为6.67%~20.00%，其余3株菌株

对受试鱼的致死率66.67%~86.67%(表2)。

2.3    细菌鉴定结果

API 生化鉴定        对5株病原菌的API 20NE生

化鉴定结果显示，3株分别来源于南宁市、玉林

市和浦北县的菌株HZN-98、HZN-198和HZN-
500均为嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila)，
2株来源于玉林市的HZN-241和HZN-378菌株为温

和气单胞菌(A. sobria)(表3)。
16S rRNA基因序列鉴定        5株菌株均可扩

增到大小约1.5 kb的16S rRNA基因片段(图1)。基

表 1    六种毒力基因的PCR引物、退火温度及目标片段大小

Tab. 1    Primer sequences, annealing temperatures and fragment sizes of six virulence genes in PCR assay

毒力基因

virulence genes
引物序列(5'-3')

primer sequences(5'-3')
退火温度/°C

annealing temperatures
片段大小/bp

fragment sizes

hly F: ggc cgg tgg ccc gaa gat acg gg  R: ggc ggc gcc gga cga gac ggg 62 597

Aer F: atg acc cag tcc tgg cac gg  R: gtc acc ttc tcg ctc cag gc 52 326

Alt F: atg acc cag tcc tgg cac gg  R: gcc gct cag ggc gga gcc gc 59 482

Act F: aga agg tga cca aga aca  R: aac tga cat cgg cct tga act c 55 232

ahal F: cta tga aaa aga caa ttc tgg ct  R: agg cta gat tag aag ttg tat tg 55 1132

ahp F: att gga tcc ctg cct atc gct tca ggt ca  R: gct aag ctt gca gtg ccg tat tcc 50 898
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因测序分析结果，HZN-98、HZN-198、HZN-
241、HZN-378、HZN-500的16S rRNA基因片段大

小分别为1444、1444、1409、1345和1405 bp(登
录号：KT364219~KT364223)。对HZN-98、HZN-
198、HZN-500、HZN-241、HZN-378的基因序列

进行BLAST，并与GenBank中报道的16S rRNA基

因序列进行同源性比较以及系统发育树的构建

结果显示，5株病原菌中，HZN-98、HZN-198、
HZN-500与嗜水气单胞菌标准株ATCC 7966的亲

缘关系最近，同源相似性99.8%(图2)；HZN-
241、HZN-378与温和气单胞菌No.106的亲缘关系

最近，同源相似性99.9%(图3)。

2.4    病原菌毒力基因携带情况及其与致病力

的相关性

对6种毒力基因的PCR扩增结果，5株病原菌株

均携带Act和Aer 2种毒力基因，HZN-378菌株缺失

ahal、hly、Alt和ahp 4种毒力基因，除HZN-500菌
株外，其余4株菌株均缺失ahp毒力基因(图4)。

在5株病原菌中，Act和Aer的阳性率为100%,
ahal、hly和Alt的阳性率均为80%，ahp的阳性率

仅为20%。毒力基因型共3种，在5株气单胞菌中

分布为Act+ahal+hly+Alt+ahp-Aer+ 3株，占实验菌株

的60%，是主要的毒力基因型；Act+ahal+hly+Alt+

ahp+ Aer+ 和Act+ahal-hly-Alt-ahp-Aer+ 各1株，各占实

验菌株的20%。其中3株嗜水气单胞菌HZN-98、
HZN-198、HZN-500中包含Act+ahal+hly+Alt+Aer+ahp+

和Act+ahal+hly+Alt+ahp-Aer+ 2种毒力基因型，2株温

和气单胞菌中包含Act+ahal+hly+Alt+ahp -Aer+和

Act+ahal-hly-Alt-ahp-Aer+ 2种毒力基因型。同时携

带所检6种毒力基因的HZN-500菌株致病力最

强，平均致死率100%；缺失ahp的3株菌株HZN-
98、HZN-198和HZN-241对实验鱼的平均致死率

为71.67%~83.33%；只携带Act和Aer 2种毒力基因

的HZN-378菌株致病力最低，对实验鱼的平均致

死率为13.33%(表4)。

3    讨论

3.1    胡子鲶的细菌性疾病及病原菌

有关胡子鲶细菌性疾病及其病原菌已有不少

研究报道。如由嗜水气单胞菌感染引起的胡子

鲶败血症病[2]、腐皮病[3]、头甲溃烂症[5]和革胡子

鲶的出血性水肿病 [7]，豚鼠气单胞菌(Aeromonas
caviae)感染引起的野生胡子鲶腹水病 [1]，细菌引

起的胡子鲶烂身病 [4]和出血性水肿病 [6]，温和气

单胞菌引起的革胡子鲶暴发性流行病 [8]。本研究

从南宁市、浦北县和玉林市患病胡子鲶的心

表 2    五株菌株的人工感染实验结果

Tab. 2    Artificial infection results of the five strains

实验

次数

test
times

实验菌株

test strains

实验鱼

数/尾
test fish
numbers

菌悬液浓度/
(cfu/mL)

suspension
concentration

注射量/
(mL/尾)
injection
quantity

死亡数

量/尾
death numbers

死亡

率/%
mortality8 h 1 d 2 d 3 d 4 d 5 d 6 d 7 d 8 d 9~15 d

第一次

the first
time

HZN-98 30 1.86×108 0.2 0 0 2 13 5 3 1 0 0 0 80.00

HZN-198 30 2.41×108 0.2 1 3 3 6 6 3 1 0 0 0 76.67

HZN-500 30 2.21×108 0.2 0 3 7 16 4 0 0 0 0 0 100

HZN-241 30 1.90×108 0.2 0 0 0 8 8 5 1 1 0 0 76.67

HZN-378 30 2.11×108 0.2 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 6.67

各对照组

control
30 0 0.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00

第二次

the
second
time

HZN-98 30 7.53×108 0.2 0 0 10 14 1 1 0 0 0 0 86.67

HZN-198 30 8.59×108 0.2 0 0 10 12 3 0 0 0 0 0 83.33

HZN-500 30 7.89×108 0.2 0 10 15 5 0 0 0 0 0 0 100

HZN-241 30 8.12×108 0.2 0 2 8 5 4 1 0 0 0 0 66.67

HZN-378 30 7.88×108 0.2 0 2 3 1 0 0 0 0 0 0 20.00

各对照组

control
30 0 0.2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0.00
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脏、肝脏等部位共分离到3株嗜水气单胞菌，所

分离到的病原菌与韦友传等 [2]、黄艳华等 [3] 、丁

燏等 [ 5 ]的结果一致，但与黄伟坚等 [ 1 ]的结果不

同。本研究5株病原菌的来源地分别为玉林市

3株，南宁市和浦北县各1株，首次从患病胡子鲶

中分离到2株温和气单胞菌；由5株病原菌感染引

起的病鱼主要症状十分相似，但病原菌却有嗜

水气单胞菌和温和气单胞菌2种。综合前人和本

研究结果，在胡子鲶细菌性疾病中，由同一种

病原菌引发多种症状的“一病多症”和由不同病原

菌引发类似病症的“一症多病”现象广泛存在，这

种现象在中华鳖(Trionyx sinensis)[25]和黄沙鳖 [19]中

也有出现。因此，在生产一线中仅凭经验进行

疾病的现场诊治效果往往存在很大偏差，必须

通过实验室确诊后方可有针对性地制定相应措

施对疾病进行防治。

3.2    胡子鲶源气单胞菌的毒力基因型及对致

病力的影响

研究已证实，菌株所携带的毒力基因对嗜水

气单胞菌和温和气单胞菌的致病力有直接影

响。带毒型嗜水气单胞菌的毒力基因型为hlyA+

aerA+，这种基因型在嗜水气单胞菌中最普遍[11]；不

携带Aer基因的嗜水气单胞菌菌株对鲫(Carassius

表 3    五株菌株的生化鉴定结果

Tab. 3    Biochemical identification results of the five strains

测定项目

detected items

实验菌株及生化谱

tested bacteria and biochemical spectra

HZN-98 HZN-198 HZN-500 HZN-241 HZN-378

硝酸钾 KNO3 + + + + +

色氨精 TRP + + + + +

葡萄糖 GLU + + + + +

精氨酸 ADH + + + + +

脲素 URE - - - - -

七叶灵 ESC + + + - -

明胶 GEL + + + + +

对硝基-β-D甲基半乳糖

PNG
+ + + + +

葡萄糖 GLU + + + + +

阿拉伯糖 ARA + + + - -

甘露糖 MNE + + + + +

甘露醇 MAN + + + + +

N-乙酰-葡萄糖胺园 NAG + + + + +

麦芽糖 MAL + - + + +

葡萄糖酸盐 GNT + + + + +

癸酸 CAP + + + + +

已二酸 ADI - - - - -

苹果酸 MLT + + + + +

柠檬酸 CIT - + + + +

苯乙酸 PAC - - - - -

四甲基-对一苯二胺 OX + + + + +

API阳性代码值API
positive code value

7577754 7577555 7577755 7176755 7176755

菌株来源地

strain source
南宁市

Nanning City
玉林市

Yulin City
浦北县

Pubei County
玉林市

Yulin City
玉林市

Yulin City
鉴定结果

identification results
嗜水气单胞菌

Aeromonas hydrophila
嗜水气单胞菌

A. hydrophila
嗜水气单胞菌

A. hydrophila
温和气单胞菌

A. sobria
温和气单胞菌

A. sobria
注：“+”表示阳性，表示产酸或生长；“-”表示阴性，表示不发酵或不生长

Notes: “+” denotes positive, which indicates acid production or growth; “-” denotes negative, which indicates no acid production or no growth
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auratus)为无毒株，毒力基因型为hly+、ahp+、

Aer+的菌株为强毒株 [14]；黄沙鳖红底板病病原嗜

水气单胞菌的毒力基因型有Act+ ahal+ hly+ Alt+

ahp+ Aer+、Act+ ahal+ hly+ Alt- ahp- Aer+和Act+ ahal-

hly+ Alt+ ahp+Aer+ 3种 [20]，分离自黄沙鳖白底板病

的嗜水气单胞菌毒力基因型为Act+ ahal+ hly+ Alt+

ahp+ Aer+和Act+ ahal- hly+ Alt+ ahp+Aer+ 2种，对黄

沙鳖的致死率均为100%[19]，Act+ ahal+ hly+ Alt+

ahp+ Aer+是主要的毒力基因型，Alt、ahp和ahal
基因缺失对菌株的致病力无影响；刘杰等[23]研究

发现，黄沙鳖源嗜水气单胞菌共包含9种毒力基

因型，主要为Act+ ahal+ hly+ Alt+ ahp+ Aer+，hly和

 
图 1    五株菌株的16S rRNA基因PCR扩增结果

Fig. 1    PCR amplification results of 16S rRNA genes of
the five strains

 
图 2    三株嗜水气单胞菌的16S rRNA基因序列系统发育树

基因登录号：X60409.1(豚鼠气单胞菌 )、X60415.2(易损气单胞菌 )、NR 119043.1(舒伯特气单胞菌 )、NR 119044.1(温和气单胞菌 )、
X74677.1(嗜水气单胞菌1)、NR 119041.1(中间气单胞菌)、NR 119045.1(维氏气单胞菌)、CP000462.1(嗜水气单胞菌)

Fig. 2    Phylogenetic tree based on the 16S rRNA sequences of the three Aeromonas hydrophila strains
GenBank accession number: X60409.1 (A. caviae), X60415.2 (A. trota), NR_119043.1 (A. schubertii), NR_119044.1 (A. sobria), X74677.1 (A.
hydrophila), NR_119041.1 (A. media), NR_119045.1 (A. veronii), CP000462.1 (A. hydrophila)

 
图 3    二株温和气单胞菌的16S rRNA基因序列系统发育树

基因登录号：AB472903.1(温和气单胞菌)、X60412.2(温和气单胞菌1)、NR 119044.1(温和气单胞菌2)、X60415.2(易损气单胞菌)、NR
119041.1(中间气单胞菌)、X74676.1(嗜水气单胞菌)、NR 118944.1(嗜水气单胞菌1)、X74677.1(嗜水气单胞菌2)

Fig. 3    Phylogenetic tree based on the 16S rRNA sequences of the two Aeromonas sobria strains
GenBank accession number: AB472903.1 (A. sobria), X60412.2 (A. sobria1), NR 119044.1 (A. sobria2), X60415.2 (A. trota), NR 119041.1 (A. media),
X74676.1 (A. hydrophila), NR 118944.1 (A. hydrophila1), X74677.1 (A. hydrophila2)
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Act是重要的毒力基因，所有携带hly基因的菌株

均为有毒株，ahp基因缺失对菌株的致病力无影

响，强毒株至少携带包含hly和Act基因在内的4种
毒力基因，弱毒株只携带包括hly在内的2或3种
毒力基因，只携带Alt和ahal 2种毒力基因的菌株

无致病力。毒力基因型hly+ Alt+ahal+aerA-的温和

气单胞菌为高毒力菌株 [21]；黄钧等 [19] 对4株黄沙

鳖源温和气单胞菌的研究结果表明，温和气单

胞菌的毒力基因型包含Act+ ahal+ hly+ Alt - ahp+

Aer+和hly-Aer+Alt+Act+ahal+ahp+ 2种，主要是Act+

ahal+ hly+ Alt - ahp+ Aer+，2种毒力基因型的菌株对

黄沙鳖的致死率均为100%，携带hly基因的菌株

致病力更强；农新闻等 [24] 的研究发现，10株黄

沙 鳖 源 温 和 气 单 胞 菌 的 毒 力 基 因 型 共 包 含

hly+Aer+Alt+Act+ahal+ahp+、hly+Aer+Alt+Act-ahal+ahp-

、hly+Aer+Alt+Act+ahal-ahp+和hly+Aer+Alt+Act+ahal-

ahp- 4种，主要为hly+Aer+Alt+Act+ahal+ahp+，占

70%，其余3种各占10%, 4种毒力基因型菌株对黄

沙鳖的致死率为95.0%~100.0%，对小鼠的致死率

87.5%~100%，同时缺失ahal和ahp或者Act和ahp
2种毒力基因的菌株对黄沙鳖的致死率下降至

95.0%，对小鼠的致死率下降至87.5%，只缺失

 
图 4    6种毒力基因在5株病原菌株中的扩增结果

(a) Act基因在5株病原菌株中的扩增结果； (b) ahal基因在5株病原菌株中的扩增结果； (c) hly基因在5株病原菌株中的扩增结果； (d)
Alt基因在5株病原菌株中的扩增结果；(e) ahp基因在5株病原菌株中的扩增结果；(f) Aer基因在5株病原菌株中的扩增结果；在(a)~(f)的
各图中，98为HZN-98菌株，198为HZN-198菌株，241为HZN-241菌株，378为HZN-378菌株，500为HZN-500菌株

Fig. 4    Amplification results of the six virulence genes of the five pathogenic strains
(a) amplification results of gene Act in the five pathogenic strains; (b) amplification results of gene ahal in the five pathogenic strains; (c) amplification
results of gene hly in the five pathogenic strains; (d) amplification results of gene Alt in the five pathogenic strains; (e) amplification results of gene ahp
in the five pathogenic strains; (f) amplification results of gene Aer in the five pathogenic strains. In the figures a~f, “98” denotes strain HZN-
98, “198” denotes strain HZN-198, “241” denotes strain HZN-241, “378” denotes strain HZN-378, “500” denotes strain HZN-500

表 4    5株病原菌的6种毒力基因检测结果及其与致病力的相关性

Tab. 4    Detection results of six virulence genes of the five pathogenic strains and their correlation with pathogenicity

菌株号

bacterial strain
细菌种类

bacterial species

毒力基因的携带情况

carrying case of virulence genes 致死率范围/%
lethal rate range

平均致死率/%
average death rateAct ahal hly Alt ahp Aer

HZN-98 嗜水气单胞菌

A. hydrophila
+ + + + - + 80.00~86.67 83.33

HZN-198 嗜水气单胞菌

A. hydrophila
+ + + + - + 76.67~83.33 80.00

HZN-500 嗜水气单胞菌

A. hydrophila
+ + + + + + 100~100 100

HZN-241 温和气单胞菌

A. sobria
+ + + + - + 66.67~76.67 71.67

HZN-378 温和气单胞菌

A. sobria
+ - - - - + 6.67~20.00 13.33

注：“+”为基因检测阳性，“-”为基因检测阴性

Notes: “+” denotes positive gene detection, “-” denotes negative gene detection in the table
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ahal基因的菌株对黄沙鳖和小鼠的致病力均无影

响。

本研究的5株气单胞菌共包含3种毒力基因型，

主要为Act+ahal+hly+Alt+ahp-Aer+，同时携带6种所检

毒力基因的菌株致病力最强，对胡子鲶的致死率为

100%，只携带Act和Aer 2种毒力基因的温和气单胞

菌致病力最低，对实验鱼的平均致死率仅13.33%，

当ahp基因缺失时，嗜水气单胞菌和温和气单胞菌

的致病力均有较大幅度下降，表明ahp基因在菌株

的致病力中起重要作用。本研究中胡子鲶源气单胞

菌的主要毒力基因型与黄沙鳖源嗜水气单胞菌和温

和气单胞菌[19-20, 23-24] 均不相同，ahp基因缺失对菌

株致病力的影响与黄艳华等 [20]和刘杰等 [23]的研究

结果也不同，这种差异是否与菌株生物源性有

关尚需更多研究数据证实，但毒力基因型为

Act+ahal+hly+Alt+ahp+Aer+的菌株致病力与黄沙鳖源

气单胞菌的研究结果一致 [19-20, 23]。根据本研究结

果，ahp基因缺失时嗜水气单胞菌对实验鱼的致

死率高于温和气单胞菌，但仅凭本实验的数据

量尚无法对同一毒力基因型的嗜水气单胞菌与

温和气单胞菌致病力有较大差距的现象进行合

理解释。在2株温和气单胞菌中，只缺失ahp毒力

基因的菌株对胡子鲶的平均致死率比缺失ahal、
hly、Alt、ahp 4种毒力基因的菌株高437.66%，进

一步证明病原菌的致病力是多种毒力基因协同

作用的结果。根据本研究结果，携带有ahp的胡

子鲶源嗜水气单胞菌的致病力更强。
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Isolation and identification of pathogenic Aeromonas in Clarias fuscus and
analysis of the correlation between its pathogenicity and virulence genotypes

LONG Su1, 2,    HAN Shuyu1, 3 *,    NIU Zhiwei1, 2,    LIANG Jingzhen1, 2,    HU Dasheng1, 3,
HUANG Jun1, 2 *,    LI Hongji1, 2,    LIU Qi1, 2,    SU Jianghua1, 2
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Abstract: This study investigated the pathogenic bacteria of Clarias fuscus with fulminant death in Nanning City,
Pubei County and Yulin City of Guangxi, and analysed the effect of the six virulence genes on its pathogenicity.
Pathogen was isolated from the heart, liver and some other parts of the diseased fish by using conventional method,
then an artificial infection test was measured on the pathogenicity of the isolated strains. Identification of the
isolates was confirmed by API 20NE analysis and 16S rRNA gene sequencing, including a PCR assay of detecting
six kinds of virulence genes of the isolates. Results showed that five pathogenic strains were isolated from the
diseased fish, including three strains of Aeromonas hydrophila and two strains of Aeromonas sobria. The three
strains of Aeromonas hydrophila shared the highest similarity (99.8%) with Aeromonas hydrophila standard strain
ATCC 7966 (CP000462). Meanwhile the two strains of Aeromonas sobria shared the highest similarity (99.9%)
with Aeromonas sobria standard strain NO.106 (AB472903.1). Among the five strains, detection rates of six
virulence genes were as follows. Hundred percent of the strains carried gene Act and Aer. Eighty percent carried
gene ahal, hly and Alt. Only twenty percent of the strains carried gene ahp. The five Aeromonas strains contained
three virulence genotypes in all, including the main genotype Act+ahal+hly+Alt+ahp-Aer+ of three strains (accounting
for 60% of all the strains), as well as the genotype Act+ahal+hly+Alt+ahp+Aer+ and Act+ahal-hly-Alt-ahp-Aer+ of one
strain (each accounting for 20% of all the strains). Strain which carried all the six detected virulence genes had the
highest pathogenicity, whereas the one carrying only Act and Aer had the minimal pathogenicity. Gene ahp played
an important role in pathogenicity of strains, and the pathogenicity of pathogenic bacteria resulted from the
synergistic reaction of multiple virulence genes.

Key words: Clarias fuscus; fulminating epidemic disease; Aeromonas hydrophila; Aeromonas sobria; virulence
gene
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