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从患病黑 分离病原菌 HV0811的鉴定及其系统发育分析 

孟  鹏, 战文斌, 绳秀珍 

(中国海洋大学 教育部海水养殖重点实验室, 山东 青岛 266003) 

摘要：从症状为溃疡瞎眼的养殖黑 (Sebastodes fuscescens)病灶处分离到 3 株优势菌 HV0811、PT0811

和 JH0811, 以肌肉注射人工感染实验证实菌株 HV0811 为致病菌, 其对黑 的半致死浓度为 7.15 ×105 

CFU/尾。通过对致病菌的形态学观察、生理生化分析表明: 菌株 HV0811 为革兰氏阴性菌, 极生单鞭

毛, 短杆状, 直径 1~3 mm, 需 Na+生长, 低于 4℃、高于 42℃不生长。基于 16S rRNA 和 HSP60 基因序

列构建的系统发育树表明: HV0811 分别与哈维氏弧菌(AY750578 和 AY332571)相类聚, 其中 16S rRNA

基因序列与哈维氏弧菌(AY750578)聚合置信度较低, 仅有 10%, 不能有效地确定该种; HSP60基因序列

与哈维氏弧菌(AY332571) 聚合为一个分支的置信度达 100%。综合该菌的形态、生理生化及 HSP60

基因序列比对结果, 表明分离到的病原菌 HV0811 为哈维氏弧菌。药敏试验结果显示病原哈维氏弧菌

(HV0811)对庆大霉素、新霉素、氟哌酸等较为敏感。  
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黑 (Sebastodes fuscescens)学名许氏平 , 又称
黑石鲈、黑寨, 隶属于 形目, 科, 平 属, 属喜
岩礁性底栖鱼种, 肉质鲜嫩, 脂肪少, 软硬适口, 具
有较高的经济价值。分布于北太平洋西部, 中国黄、
渤、东海都有, 北方沿海终年可见。黑 生长快, 适
应性好, 是网箱养殖的较好种类。黑 在北方尤其在

山东是重要的网箱养殖对象之一, 随着养殖规模的
不断增大,养殖密度的增加, 水体环境的恶化, 黑
病害也日益显著。 

已有报道哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)能引起海
水网箱养殖高体 [1]、尖吻鲈 [2]和鲈鱼 [3]的溃疡病 , 
但尚未见哈维氏弧菌引起黑 患溃疡、瞎眼症的报

道。2008 年 10 月, 山东威海网箱养殖黑 发病, 主
要症状为溃疡、瞎眼, 发病黑 体长 15~20 cm ,死亡
率约为 30%。为了深入了解该疾病从而采取有效防
治措施, 作者对患病黑 进行了病灶处致病菌的分

离 ,在常规生理生化鉴定的基础上 ,利用基因序列分
析的方法对其进行了分类鉴定,并进行了药物敏感试
验, 以期对该疾病的预防控制提供参考资料。 

1  材料与方法 

1.1  病原菌分离 
患病黑 取自山东威海网箱养殖的自然发病鱼

群, 体长 15~20 cm, 体质量 140~160 g, 症状为体表
溃烂充血, 尾部断裂出血, 眼球突出呈浊状, 游动缓
慢, 基本不摄食。  

取体表溃烂严重的濒死病鱼, 无菌条件下从体
表、眼睛等部位分离细菌, 划线接种于 2216E、BHI、
TSA平板培养基上, 28℃培养 18~24 h, 挑取形态一
致的优势菌落进行纯化培养后于–80℃保存备用。 

1.2  人工感染实验 
将纯化的 3 株优势菌 28℃培养 18~24 h 后用

0.85%无菌生理盐水洗脱得菌悬液, 用 McFarland 比
浊法配制成 9×108 CFU/mL。并以 10倍系列稀释菌悬
液至浓度为 9×107、9×106、9×105 和 9×104 CFU/mL。 

感染实验菌株按上述浓度各设 4 个感染组, 每
组 10 尾黑 , 并设一个重复。肌肉注射, 每尾共注
射 0.1 mL 菌悬液, 对照组注射同体积的 0.85%无菌
生理盐水。  

健康黑 购自青岛小港水产品市场 , 体长
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18~21 cm, 体质量 170~190 g。水温 25℃, 充气, 定
期投饵、换水, 定时观察、记录发病死亡情况。 

1.3  细菌鉴定 
将分离纯化的 HV0811 和人工感染后分离纯化

的 HV0811-1划线接种于 2216E和 TCBS平板培养基
上, 28℃培养 18 h后观察菌落特征, 同时进行革兰氏
染色和电镜观察。 

菌株 HV0811、HV0811-1 的生理生化特征实验
参照《常见细菌系统鉴定手册》[4]和《伯杰氏细菌学

鉴定手册》(第九版) [5]进行,快速鉴定采用法国生物
梅里埃公司 miniATB鉴定系统 ID32E鉴定条。       

1.4  16S rRNA 和 HSP60 基因序列的测定

和分析 
DNA 模板制备: 菌株 HV0811 于 2216E 平板培

养基 28℃培养 24 h。挑取单一菌落悬浮于无菌去离
子水中, 100℃水浴 5 min, 冷却后 4  12 000 ℃ r/ min
离心 10 min, 上清液作为 PCR扩增反应的模板。 

基因序列的 PCR 扩增与测序: 用于 16S rRNA
基因 PCR 扩增的引物为正向: 27F: 5′-AGAGTTT- 
GATC(C/A) TGGCTCAG-3′(对应于 E.coli 16S rRNA 
基因的第 8~27 个碱基位置), 反向 : 1 492R :5 ′- 
TACGG(C/T) TACCTTGTTACTT - 3′ (对应于 E. coli 
16S rRNA基因的第 1 492~1 510个碱基位置); 用于
HSP60基因 PCR扩增的引物为正向: P1: 5′-ACAAC- 
AGCAACGGTACTAGC-3′, 反向: P2: 5′-CAACTTT- 
CACGATGCCAC-3′[6]。在 50 μL PCR反应体系中含
有: 5 μL 10×PCR 缓冲液, 3 μL 25 mmol/ L MgCl2 ,  
1 μL 10 mmol/ L 4 × dNTP, 引物各 1 μL, Taq DNA聚 

合酶(5 U/μL) 1 μL, 模板 DNA 5 μL。16S rRNA和
HSP60基因 PCR反应条件分别为: 94 ℃预变性 4 min, 
接 94℃变性 30 s, 55℃复性 30 s, 72℃延伸 100 s, 30
个循环, 最后 72℃温育 6 min; 94℃预变性 2 min, 接
着 94  30 s, 50  45 s, 72  60 s, 35℃ ℃ ℃ 个循环, 72℃延
伸 7 min。PCR 产物经琼脂糖电泳确定特异条带后, 
由上海生物工程技术公司进行 PCR 产物的纯化和序
列测定。 

序列分析与系统发育树的构建: 菌株 HV0811
的 16S rRNA 和 HSP60 基因序列已经提交国际互联
网 Gen-Bank 核苷酸序列数据库 , 通过 Blast 与
GenBank 数据库中的序列进行比较, 从中选取与所
分析的基因序列同源性高的已知菌株 , 采用
ClustalX1.8 软件进行多序列匹配排列, 用 Mega2.1
采用邻位相连(Neighbor-joining method)获得系统发
育树, 通过自举分析(Bootstrap)进行置信度检测, 自
举数集 1 000次。 

1.5  药物敏感实验 
药敏纸片购自青岛爱普科生物有限公司, 共 30

种抗菌药物, 药敏试验参照纸片扩散法抗菌药物敏
感试验操作标准进行。 

2  结果 

2.1  病原菌的分离和人工感染实验 
分离到的优势菌株分别编号为 H V 0 8 11、

PT0811、JH0811, 人工感染 3~5 d后, 菌株 HV0811
较高浓度感染组的鱼活动减弱, 从注射部位到尾鳍
逐渐溃疡, 体表溃烂出血, 眼睛浑浊不透明, 尾鳍溃 

 

 
 

图 1  人工感染黑 的实验照片(箭头示病灶处) 
Fig. 1  Sebastodes fuscescens in the artificial infection experiment(arrows point to the lesions) 
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烂, 露出尾椎骨, 尾柄表皮充血, 肛门红肿, 伴有血
样物流出(图 1), 与自然发病症状相同。菌株 PT0811、
JH0811 组与对照组未出现任何症状。HV0811 高浓
度组死亡率较高 , 死亡速度较快 ; 低浓度组陆续发
病死亡。用感染发病鱼的溃烂处、眼球及断尾分离

到的细菌再次感染黑 , 得到相同的结果 , 证明
HV0811是黑 溃疡、瞎眼症的致病菌。按改进的寇

氏法[7]计算菌株 HV0811 的半致死量为 LD50 = 7.15 
×105 CFU/尾, 表明该菌株具有高致病力, 对黑 的

感染力较强, 结果见表 1。 
 
表 1  人工感染一周实验结果 
Tab. 1  Results of artificial infection experiment for a  

week 

分组 菌浓度 
(CFU/mL) 

剂量 
(mL) 

实验鱼数 
(尾) 

死亡鱼数

(尾) 
死亡率

(%) 

1 9×107 0.1 10 10 100 

2 9×106 0.1 10 9 90 

3 9×105 0.1 10 6 60 

4 9×104 0.1 10 1 10 

对照  0.85%NaCl 0.1 10 0 0 

 

2.2  细菌鉴定 
在 2216E 平板培养基上 28℃培养 24 h, 菌株

HV0811、HV0811-1 呈光滑、圆形、湿润、隆起、
灰白色的菌落, 直径 1~3 mm; 革兰氏染色为阴性, 
短杆菌, 多呈单个排列; 无芽孢, 无荚膜, 有运动性, 
不发光; 电镜观察发现菌体呈短杆状, 具有 1根端生
鞭毛(图 2)。在 TCBS 平板培养基上菌落绿色, 菌株
需 Na+生长, 低于 4℃和高于 42℃不生长。氧化酶、
接触酶、硝酸还原反应均为阳性, 具有赖氨酸脱羧酶, 
不具有鸟氨酸脱羧酶、精氨酸双水解酶、脲酶, 发酵
葡萄糖产酸不产气, 利用麦芽糖、甘露糖、海藻糖, 
不利用半乳糖、鼠李糖、阿拉伯糖。菌株 HV0811、
HV0811-1生理生化特性见表 2。 

2.3  16S rRNA 和 HSP60 基因序列分析及

系统发育树的构建 
以总 DNA为模板, 经通用引物 27F和 1492R扩

增到 HV0811的 16S rRNA基因序列条带约为 1 500 
bp, 经引物 P1 和 P2 扩增到 HSP60 基因序列条带约
为 100 bp和 500 bp (图 3), 分别选取 1 500 bp和 500 
bp 的条带测序。不包括引物结合区, 所扩增的 16S 

rRNA 、HSP60基因序列长度分别为 1 033 bp、521 
bp。基于 16S rRNA 和 HSP60 基因序列 , 采用
ClustalX1.8 以及 Mega2.1 软件构建的系统发育树表
明: 菌株 HV0811 分别与哈维氏弧菌(AY750578)和
(AY332571)相类聚, 其中 16S rRNA基因序列与哈维
氏弧菌(AY750578)聚合置信度较低, 仅有 10%(图 4), 
不能有效地确定该种; HSP60 基因序列与哈维氏弧
菌 (AY332571) 聚为一个分支的置信度达 100%(图
5)。综合该菌的形态、生理生化及 HSP60 基因序列
比对结果, 将病原菌 HV0811鉴定为哈维氏弧菌。 

 

 
 

图 2 菌株 HV0811的负染电镜照片 
Fig. 2  The electron micrograph of strain HV0811 with  

negative staining   
 

2.4  药物敏感试验 
作者对分离的病原菌 Vibrio harveyi 进行了 30

种常见抗菌药物的敏感性测定, 结果显示病原菌对
庆大霉素、新霉素、红霉素、美满霉素、氯霉素、     
先锋必素、氟哌酸、丙氟哌酸、菌必治、复达欣、     
奥复星、头孢呋肟及复方新诺明高度敏感, 对卡那霉
素、丁胺卡那霉素、麦迪霉素、四环素、万古霉素、

先锋霉素Ⅴ及呋喃唑酮中度敏感, 对氨苄青霉素、苯
唑青霉素、羧苄青霉素、氧哌嗪青霉素、青霉素、     
强力霉素、多黏菌素 B、氯洁霉素、先锋霉素Ⅳ及先

锋霉素Ⅵ耐药。实验结果见表 3。 

3  讨论 
哈维氏弧菌是海水鱼的常见致病菌, 能引起花

鲈[8]、斜带石斑鱼[9~11]、大黄鱼 [12]等鱼类不同程度

的体表溃疡, 充血症状。本文中患病黑 不仅具有溃

疡的症状同时具有瞎眼症, 角膜不透明、眼球突出, 
与 Saeed等[13]曾报道的患病的养殖遮目鱼症状相同。

作者认为哈维氏弧菌在导致黑 出现以溃疡为主的 
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表 2  菌株 HV0811、HV0811-1、哈维氏弧菌《伯杰氏手册》第九版的生理生化特征比较 
Tab. 2  Comparisons of physiological and biochemical characteristics of HV0811、HV0811-1 and Vibrio harveyi 

鉴定项目 HV0811 HV0811-1 哈维氏弧菌

4℃生长 4  ℃  − − − 

30 ℃生长 30  ℃  + + + 

35 ℃生长 35  ℃  + + + 

42 ℃生长 42  ℃  − − ND 

0%NaCl  − − − 

1%NaCl  + + + 

6% NaCl  + + + 

8% NaCl  − − − 

10% NaCl − − ND 

O/ 129 (150μg)敏感 O/ 129 (150μg) + + + 

TCBS琼脂培养基 G G ND 

黄色色素(25 )℃ (25 )℃  − − − 

运动  + + + 

氧化酶反应 + + + 

接触酶 + + ND 

硝酸盐还原 + + + 

V. P反应(Voges-Proskauer) − − − 

甲基红 + + + 

丙二酸 − − − 

吲哚产生 + + + 

尿素酶 − − − 

鸟氨酸脱羧酶 − − − 

赖氨酸脱羧酶 + + + 

精氨酸双水解酶 − − − 

脂肪酶 − − − 

淀粉酶 + + + 

利用:肌醇 − − − 

葡萄糖产酸 + + d 

葡萄糖产气 − − − 

麦芽糖 + + + 

蔗糖 − − d 

山梨醇 − − − 

半乳糖 − − d 

甘露糖 + + + 

甘露醇 + + + 

鼠李糖 − − − 

海藻糖 + + + 

阿拉伯胶糖 − − − 

水杨苷 − − d 

注: +表示阳性;  –表示阴性; d表示部分菌株阳性(11%~89%); ND表示未进行测定; G表示生长 
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图 3 菌株 HV0811的 16S rRNA和 HSP60基因的 PCR扩
增未纯化产物 

Fig. 3 PCR amplification products of 16S rRNA and HSP60  
genes of strain HV0811 

1.菌株 HV0811 的 16S rRNA 基因的 PCR 扩增产物; 2. Marker;   
3.菌株 HV0811的 HSP60基因的 PCR扩增产物 
1. 16S rRNA gene PCR product of strain HV0811; 2. Marker;     
3. HSP60 gene PCR product of strain HV0811 
 

病症之外 ,  还可引发患溃疡的黑 出现其他症状 , 
其致病机理与患病鱼的种类、身体状况及环境条件 

等密切相关, 但尚待进一步研究。 
本研究对溃烂严重的黑 病灶进行了病原菌的

分离, 经过多次筛选获得了 3 株优势菌 HV0811、
PT0811、JH0811, 通过验证表明菌株 HV0811为致病
菌, 而其他 2株属于腐生菌。由于腐生菌的出现, 干
扰了病原菌的分离 , 加大了研究工作量 , 所以病原
菌的分离工作应该在疾病的原发期进行, 原因在于
原发期的病原菌数量占主体地位, 疾病后期众多腐
生菌相继繁殖 , 与病原菌产生竞争 , 导致病原数量
减少, 从而增加了分离、筛选工作的困难。 

本实验分离的哈维氏弧菌HV0811在TCBS上生
长呈绿色与相关文献[9~10]报道的黄色结果不一致, 
原因在于 TCBS 的成分中包含蔗糖, 相关文献中报
道的哈维氏弧菌发酵蔗糖产酸, 而本实验分离的哈
维氏弧菌不发酵蔗糖, 若在 TCBS 培养基中加入葡
萄糖 , 生长结果则变为黄色 , 此差异的主要原因可
能是种类个体之间存在差异性。 

网箱养殖黑 患溃疡瞎眼症后死亡率很高, 本
实验分离到的哈维氏弧菌半致死浓度低, 仅有 7.15 
×105 CFU/尾, 说明分离菌株对黑 的致死力较强。

该病的发生与水体污染、养殖密度、投饵量以及药 
 

 
 

图 4 以 16S rRNA基因构建的弧菌系统发育树 
Fig. 4  Phylogenetic tree of Vibrio based on 16S rRNA gene 
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图 5 以 HSP60基因构建的弧菌系统发育树 
Fig. 5  Phylogenetic tree of Vibrio based on HSP60 gene 

 
表 3  菌株 HV0811 对不同抗菌药物的敏感性 
Tab. 3  Sensitivity of strain HV0811 to antibacterial agents 

抗菌药物 
纸片含量

(μg/片) 
抑菌圈直径 

(mm) 
敏感性 抗菌药物 

纸片含量

(μg/片) 
抑菌圈直径 

(mm) 
敏感性 

氨苄青霉素 10 – R 奥复星 5 31 S 
苯咪唑青霉素 1 – R 氟哌酸 10 32 S 
羧苄青霉素 100 – R 丙氟哌酸 5 32 S 
青霉素 10IU/片 – R 痢特灵 300 18 I 
氧哌嗪青霉素 100 – R 头孢呋肟 30 22 S 
庆大霉素 10 22 S 多黏菌素 B 300IU/片 − R 
卡那霉素 30 17 I 菌必治 30 34 S 
丁胺卡那霉素 30 19 I 美满霉素 30 20 S 
复方新诺明 23.75 34 S 强力霉素 30 − R 
复达欣 30 30 S 氯洁霉素 2 − R 
万古霉素 30 13 I 氯霉素 30 29 S 
新霉素 30 20 S 先锋霉素 75 26 S 
麦迪霉素 30 17 I 先锋霉素Ⅳ 30 − R 
四环素 30 15 I 先锋霉素Ⅴ 30 18 I 
红霉素 15 24 S 先锋霉素Ⅵ 30 − R 

注: – 表示无抑菌圈; S 表示敏感; I 表示中介; R 表示耐药 
 

物的使用密切相关。通过对 30种常见药物的敏感试
验表明哈维氏弧菌 HV0811对庆大霉素、新霉素、红
霉素、氟哌酸及头孢呋肟等抗生素高度敏感, 可以为
黑 的临床用药提供参考。本实验采用肌肉注射成

功感染黑 又进一步表明哈维氏弧菌作为一种条件

致病菌 [14], 极易感染鱼体受伤部位, 在养殖过程中
应将防止鱼体创伤作为减少疾病发生的关键措施。 

从 16S rRNA基因序列系统发育树上看, 节点的
置信度普遍很低, 其中菌株 HV0811 与哈维氏弧菌
(AY750578)聚合的置信度仅有 10%, 由于弧菌属 16S 
rRNA基因序列的种间差异不显著, 导致弧菌不具有
唯一的聚类特征[15]。以 HSP60 基因构建的系统树, 
置信度普遍明显高于 16S rRNA基因, 作者认为 16S 
rRNA 基因序列同源性分析不适宜用于亲缘关系较
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近的弧菌种之间的鉴别, 而 HSP60基因比 16S rRNA
基因携带更多的多态信息, 因此 HSP60 基因比 16S 
rRNA 基因更适合于海水养殖动物中弧菌的分类研
究, 这与吴淑勤等[10]观点相同。作者采用的 HSP60
基因序列分析和生理生化鉴定方法都证明分离的病

原菌 HV0811属于弧菌属的哈维氏弧菌。 
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Abstract: Bacterial strains HV0811、PT0811 and JH0811 were isolated from the Sebastodes fuscescens with skin 
ulceration and blind. Strain HV0811 was proved to be a pathogen by muscle injection, with the LD50 being 7.15 × 
105 CFU per fish. By morphological observation and physiological-biochemical analysis, HV0811 was identified as 
gram-negative with single polar flagellum, in a shape of short rod and a diameter of 1-3mm; it could grow between 
4  and 42 , but it could not grow without Na℃ ℃ +. Phylogenetic tree of Vibrio based on 16S rRNA and HSP60 gene 
indicated that strain HV0811 clustered together with V.harveyi (AY750578) and (AY332571) respectively. The boot 
strap of strain HV0811 clustered together with V.harveyi (AY750578) based on 16S rRNA gene was only 10%, 
which was too low to give identification of the strain effectively; But strain HV0811 clustered together with 
V .harveyi (AY332571) based on HSP60 gene had a high boot strap of 100%. So, all above results confirmed that 
strain HV0811 was V.harveyi, Additionally, drug sensitivity screen using 30 antibacterial agents showed that strain 
HV0811 was sensitive to several antibacterial agents including Gentamicin, neomycin and Norfloxacin. 
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