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提要   采用病原分离与鉴定、人工感染试验等方法, 在对养殖牙鲆病例进行发病情况、病理

变化特征检验的基础上, 进行病原学检验。结果表明, 此病例属于由弧菌属 ( Vibrio Pacin i

1854)细菌引起的败血感染症。经对 12株纯培养菌 ( HQ010712-1) HQ010712-12)进行形态

特征、理化特性等表观分类学指征的检验, 选择代表菌株 ( HQ010712-1株 )进行 16S rRNA基

因的测定与系统发育学分析等, 判定为弧菌属的一个新种。将 HQ010712-1株送中国典型培

养物保藏中心 ( CCTCC)进行了复核鉴定与分类定名, 依据分离地定名为秦皇岛弧菌 ( Vibrio

qinhuangdaora sp1nov1) ;参考菌株为 HQ010712-1。

关键词   牙鲆,细菌性败血症,病原细菌,系统发育学分析, 16S rRNA

中图分类号   S941

  已知弧菌属 ( Vibrio Pacin i 1854)细菌中的某

些种, 是危害水产养殖动物的重要病原菌, 常能

引起多种养殖鱼类、贝类及甲壳类等发生相应的

弧菌病 ( V ibriosis), 且常表现出高发病率和致死

率,对水产养殖生产危害严重。在弧菌病及病原

弧菌种类等方面, 国内外多有记载和研究报道,

除了常见的鳗弧菌 ( V1anguillarum )、副溶血弧菌

( V1parahaemoly ticus )、弗氏弧菌 ( V1furnissii )、创
伤弧菌 ( V1vu lnif icus)、灿烂弧菌 ( V1sp lendidus )、
河流弧菌 (V1f luvialis)、解藻朊酸弧菌 ( V1alg inoly tic-
us )、河 口 弧 菌 ( V1aestuarianus )、哈 氏 弧 菌
(V1harveyi)、非 O1群霍乱弧菌 ( non-O1 V1cholerae)、
奥氏弧菌 ( V1ordalii )、鲨鱼弧菌 ( V1carchariae )等
(A ustin et al, 1987, 1999;室贺清邦等, 1996;沈锦

玉等, 2000;王国良等, 2003; Anguianobltran et al,

1998;莫照兰等, 2002, 2003;常建波等, 2001;吴后

波等, 2001)外, 近些年也报道了一些新种, 如日

本竹荚鱼弧菌 ( V1trachuri) ( Iw amoto et al, 1995)、

鱼肠道弧菌 ( V1ichthyoenteri) (K mi et al, 2004)等。

几年来, 作者对养殖牙鲆、大菱鲆、中华绒

螯蟹等水产养殖动物的一些细菌性病害, 进行

了发病情况、主要病理变化及相应病原细菌方

面的研究, 相继检出了鳗弧菌、鱼肠道弧菌等病

原弧菌。2001年 7月, 在对一起呈败血症感染

的牙鲆病例检验中, 通过对病原菌的鉴定, 认为

是弧菌属细菌的一个新种 ( sp1nov1 ) , 现将所检
牙鲆病例及相应病原弧菌主要特性等的检验结

果报告如下。

1 材料与方法
111 病例检验

对发病牙鲆鱼群在进行临床及发病情况的

调查后,取濒死发病鱼及刚刚病死鱼剖检做病变

检查; 分别以其病变组织做抹片后经革兰氏染色

镜检细菌, 同时进行细菌的分离。

112 细菌分离与纯培养
分别取被检牙鲆病变组织, 无菌操作接种

于普通营养琼脂、含 7%兔血营养琼脂培养基平

板, 置 28e 培养 24) 48h做细菌分离。对所分
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离出的细菌, 在进行菌落的数量、分布及同一性

等方面的检查后, 从每尾鱼的分离菌落中各择

一定数量分别移接于普通营养琼脂斜面 ( 28e
培养 24h)做成纯培养后置 4e 冰箱保存供鉴

定用。

113 细菌鉴定
11311 形态及理化特性检查   取上述分离菌

株的纯培养物,分别移接于普通营养琼脂斜面置

28e 培养 18h, 制备涂片标本进行革兰氏染色做

形态特征检查; 分别移接于普通营养琼脂斜面,

每株各 2管, 分置于 37e 、28e 条件下培养 24h

检查生长发育情况; 分别移接于细菌鉴定的相应

培养基进行主要理化特性的鉴定 (东秀珠等,

2001) ;择代表菌株制备磷钨酸负染标本,置透射

电子显微镜下观察细菌形态特征与鞭毛形成

情况。

11312 16S rRNA基因序列测定与系统发育学

分析

1131211 PCR模板 DNA的制备   择代表菌

株 HQ010712-1接种于 LB肉汤中 28e 培养 16h,

取 1m l菌液离心 ( 10000r /m in)弃上清后悬浮于

100Ll无菌蒸馏水中, 经 100e 水浴 5m in后同样

离心, 取上清作为 PCR模板 DNA。

1131212 16S rRNA基因序列的 PCR扩增与测

序   16S rRNA基因 PCR扩增的两个引物分别

为 27F(正向引物 ) : 5p-AGA GTT TGA TC ( C /A )

TGG CTC AG-3p(对应于 E 1co il 16S rRNA基因的

第 8) 27个碱基位置 )和 1492R (反向引物 ): 5p-

GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3p(对应于 E1coli
16S rRNA基因的第 1492) 1510个碱基位置 )

(M artin et al, 1998 )。在 20Ll反应体系中含有:

无菌 蒸馏水 1414L,l 1 @ PCR 缓冲液 2L ,l

115mmo l/L M gC l2 116L,l 4 @ dNTP混合物 014L,l
引物各 012L,l 215U /Ll的 Taq DNA 聚合酶

012L,l模板 DNA 1Ll。 PCR反应条件为: 96e 预

变性 6m in, 接 95e 变性 1m in, 55e 复性 1m in,

72e 延伸 2m in, 30个循环后 72e 温育 6m in。

PCR扩增产物经 DNA纯化系统 ( W izard PCR

Preps, Promega)纯化后, 由上海博亚生物工程技

术公司使用 3730测序仪进行基因序列测定。

1131213  序列分析与数据处理   将上述代表
菌株的 16S rRNA基因序列通过 NCB I的 B last检

索系统 ( http: / /www1ncbi1n lm1n ih1gov /B last / )进

行序列同源性分析,并使用 C lusta lX118软件与从

GenBank核酸数据库中获得的序列相似性较高的

16S rRNA序列进行多序列匹配排列 (M u lt iple

A lignm ents) ,采用邻接法 ( N eighbor jo in ing m eth-

od)构建系统发育树。

11313 细菌种类判定   以其表型性状, 主要

参照 / BergeypsM anual of Determ ina tive B acterio lo-

gy0 (Ho lte et al, 1994)、/ Bergeyps M anua l o f Sys-

tematic Bacteriology0 ( K rieg et al, 1984)、/ Bacterial
F ish Pathogens: D isease of Farmed and W ild Fish0

( Austin et al, 1987, 1999)及有关资料, 同时结合

系统发育学分析结果, 进行对供试菌的种属判

定。在此基础上,选择其代表菌株送中国典型培

养物保藏中心 ( Ch ina Center for Type Cu lture C o-l

lect ion, CCTCC )予以复核鉴定及分类定名。

114 人工感染试验

择上述分离鉴定的代表菌株, 接种于普通营

养肉汤中 28e 培养 18h, 调制成 9 @ 10
8
CFU /m l

作为供试菌液, 分别经腹腔、背鳍基部肌肉注射

感染体长 20cm左右的健康牙鲆各 6尾 ( 013m l/

尾,感染接种前养殖观察 5d且健康供试 ) , 同时

设立仅用同剂量、同批无菌营养肉汤接种的对照

(每种途径各 3尾共 6尾 ) ,均隔离养殖于试验水

簇箱内,每天观察发病与死亡情况。对死亡鱼及

时进行病变检查,并取其病变材料制备如上所述

的同自然病例的抹片作革兰氏染色镜检细菌和

进行细菌的分离,对所分离回收的细菌再制备纯

培养后进行理化特性的复核鉴定, 以被感染鱼出

现同自然病例样的病变、从病死鱼重新分离回收

到原感染菌作为供试菌为相应致病菌的判定

指标。

2 结果
211 发病情况与主要病变

2001年 7月,对秦皇岛某海水鱼养殖场养殖

的 415月龄左右牙鲆所发生的病害进行了检验,

结果表明其为败血性感染症。该场共养牙鲆 4

万尾左右, 于 6月份水温升高时陆续发病、死亡

且日渐严重,到送检时 ( 7月 12日 )已发病 1万余

尾 (占 25%以上 )、死亡 7000余尾 (病死率 70%

以上 )。病鱼主要表现为食欲不振、游动缓慢、部

分上浮、部分有胀腹; 对当时送检的 17尾濒死及

刚刚病死牙鲆进行检验, 其中 13尾腹面及鳃盖

有不同程度的出血、6尾的头及背鳍肌肉出现腐

烂现象、3尾的肠管露出肛门外、5尾死鱼的躯体

弯曲; 剖检见有 9尾存在不同程度的腹水 (不很
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混浊但有 3尾存在血样腹水 ), 肝脏肿胀 ( 8尾肝

有出血 )、鳃多为色淡、肾和脾均有不同程度肿胀。

212 病变组织中的细菌
取剖检后 17尾鱼的肝组织、腹水 ( 9尾 ), 分

别做抹 (涂 )片后经革兰氏染色镜检细菌,发现均

有不同量但均较多 (尤以在腹水中更多 )的革兰

氏染色阴性,杆状 (个别菌体稍弯曲 )、短杆状、球

状,两端钝圆,散在, 有的成双排列, 无芽孢, 大小

多在 ( 016) 112) Lm @ ( 017) 215) Lm的细菌; 在

肝组织中的以杆状、短杆状菌体偏多, 在腹水中

的以短杆状、球状的菌体偏多。

213 细菌分离与纯培养情况
随机择上述 17尾被检牙鲆鱼中的 6尾, 分别

以其肝、肾、腹水为材料, 按 112中所述划线接种
于培养基平板做细菌培养,结果从每尾被检鱼的

各种被检组织中均分离到了数量不等但均较多

且为同一种细菌的菌落, 其菌落特征如表 1

所示。

表 1 分离菌的菌落特征

Tab11 The co lony characte ristics o f isolates

培养基 菌  落  特  征

普通营养琼脂  圆形光滑、边缘整齐、稍隆起、半透明、无色或近浅灰白色, 菌落直径为培养 24h多在 014mm左

右、48h多在 110mm左右, 生长中度

血液营养琼脂  圆形光滑、边缘整齐、稍隆起、B-溶血、无色或近浅灰白色,菌落直径为培养 24h多在 015mm左

右、48h多在 110mm左右, 生长中度

  从每尾鱼不同被检组织材料中随机取菌落

(选择每尾鱼两种被检材料的各 1个,共 2个 ),按

/ 1120中所述移接于普通营养琼脂斜面做纯培养

后供鉴定用;如此 6尾鱼共做纯培养菌 12株,各菌

株按顺序依次编号为 HQ010712-1) HQ010712-12。

214 分离菌的理化性状及菌种分类定名
21411 形态特征   12株纯培养菌的形态特征

一致, 并与在病变肝组织中的相同, 均为革兰氏

染色阴性,杆状但多为短杆状、球状,有的杆状菌

体稍弯曲, 两端钝圆, 散在, 有的成双或呈 3) 8

个的不规则短链状 (这种排列形式以似球状菌体

为多 )排列, 无芽孢, 大小多在 ( 015) 112) Lm @

( 015) 212) Lm的细菌。用代表菌株 HQ010712-

1所做的电镜标本形态检查, 发现菌体表面似呈

皱褶状,形成端生的单鞭毛。

21412 理化特性   供试的 12株纯培养菌, 均

仅在 28e 条件下的生长,菌苔呈较透明状的灰白

色,生长中度,在 37e 的无生长; 12株菌对所测理

化特性项目的反应一致 (表 2)。

21413 16S rRNA基因序列和系统发育学   用

HQ010712-1株所扩增的 16S rRNA基因序列长

度为 1431bp,在 GenBank登录号为 AY863432, 该

菌株与通过 NCB I的 B last检索系统检索出的弧

菌属细菌 16S rRNA基因序列自然聚类, 在系统

发生树中单独聚为一个分支。在检索出的弧菌

属细菌序列中, HQ010712-1株与它们的同源性均

在 95% ) 99%。选取了其中的 28株弧菌属细菌

的 16S rRNA基因序列进行系统学分析, 其系统

发育树如图 1所示。

21414 菌种分类定名   根据上述理化特性及
系统发育分析结果, 认为属于弧菌属细菌的新

种。经择代表菌株 HQ010712-1株, 送 CCTCC做

复核鉴定与分类定名, 同样鉴定为弧菌属新种并

依据《细菌命名国际法规》( ICNB ) , 将其定名为

秦皇岛弧菌 ( Vibrio q inhuangdaora sp1nov1) ,参考
菌株 ( Reference stra in)为 HQ010712-1。

215 致病性
择上述经鉴定后的秦皇岛弧菌代表菌株 )

HQ010712-1株, 按 114中所述感染的健康牙鲆
6尾 (每种途径 ) , 结果腹腔接种的 6尾于感染

后 3d、4d、5d各死亡 1尾、3尾、2尾, 发病及死

亡率 100% ( 6 /6) , 均表现有肝脏不同程度肿

胀, 5尾有腹水 (其中 3尾为血样腹水 ); 肌肉注

射的 6尾于感染后 5d、6d各死亡 2尾、4尾, 发

病及死亡率 100% ( 6 /6) , 均表现肝脏不同程度

肿胀及充血 (其中 4尾有不同程度坏死病变 ) , 5

尾存在肾脏肿胀, 3尾有腹水。对照 6尾鱼, 于

10d观察期内均正常存活。
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表 2 理化特性鉴定结果

Tab1 2 Resu lts o f physio log ica l and b iochem ical characte ristics

项目 结果 项目 结果 项目 结果

37e 生长试验 - 甘露醇 + 脂酶 (吐温 80) +

氧化酶 + 吲哚产生 - 糊精 +

接触酶 + 七叶苷利用 - 松二糖 -

克氏双糖铁琼脂:斜面 - 苯丙氨酸脱氨酶 - 硝酸盐还原 +

       柱层 + 尿素酶 - 水杨苷 -

       H2 S - IPA ( SIM ) - 卫茅醇 -

OF试验 (葡萄糖 ) F 麦芽糖 + 甘露糖 +

H2 S产生:纸条法 - 丙二酸盐利用 + 半乳糖 +

    琼脂法 - 醋酸盐利用 - 甘油 -

动力 (半固体 ) + 木糖 - 赤藓醇 -

明胶液化 - 木糖醇 - 海藻糖 +

枸橼酸盐利用 ( S imm ons) - 苦杏仁苷 - 纤维二糖 +

葡萄糖:产酸 + 侧金盏花醇 - 菊糖 -

   产气 - 松三糖 - 棉子糖 -

山梨醇 - 酒石酸盐利用 - 乙酰胺酶 -

蜜二糖 - 黏液酸利用 - 阿拉伯醇 -

蔗糖 + 卵磷脂酶 (蛋黄法 ) + 乳糖 -

鼠李糖 - 蛋白酶 ( 7%牛奶营养琼脂 ) - ONPG +

肌醇 - 淀粉酶 (碘液显示法 ) + A-甲基-D-葡糖苷 -

MR试验 - DNA酶 (盐酸覆盖法 ) + 精氨酸双水解 -

V-P反应 - NaCI肉汤中生长: 0% - O /129: 10Lg S

阿拉伯糖 - 1% +    150Lg S

山梨糖 - 6% + C+ Cm o%l ( H PLC) 641 1

果糖 +

  注: 表中符号的 +示阳性, -示阴性, S示敏感, F示发酵型, G+ Cm o%l 为由 CCTCC对 HQ010712-1株的测定结果

  取不同途径感染死亡牙鲆各 3尾的肝脏, 直

接做抹片经革兰氏染色镜检, 发现均有大量在形

态特征上表现同前述自然感染病例中的革兰氏

染色阴性细菌。同时, 用其以普通营养琼脂、含

7%兔血营养琼脂做细菌分离 ( 28e 培养 48h) ,结

果均分离到大量纯一的同前面所述的原感染菌的

菌落,取每尾鱼分离菌各 1个菌落做纯培养 (共 6

株 )进行复核鉴定,结果与原感染菌完全一致。
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图 1 16S rRNA基因序列系统发育树

F ig1 1 Phy logene tic tree o f the 16S rRNA gene sequences

图中 AF319768) AY245180为菌株在 NCBI的 16S rRNA

基因登录号

3 讨论与结论
311 从对本起牙鲆自然病例的检验结果分析,

认为所检出的新种弧菌 ) ) ) 秦皇岛弧菌是相应

的病原菌。感染病 (死 )鱼仅表现为败血症特征,

未见具有诊断意义的临床特征与病理变化。至

于该菌对不同生长阶段、不同营养环境条件的牙

鲆,是否能引起不同的感染类型, 对其他鱼类是

否具有病原学意义等, 尚有待于对自然病例广泛

的检验及人工感染试验的研究予以明确。

312 在 / BergeypsM anua l o fDeterm inative Bacter-i

ology0第九版 ( 1994)中,弧菌属内记载了 37个种

( species)及生物型 ( b iovar)。近些年来, 又有一

些新种病原弧菌的报道, 如日本竹荚鱼弧菌、鱼

肠道弧菌等。本次从发病 (死 )牙鲆中检出的病

原弧菌,根据所测理化特性及系统发育学分析的

结果暂定为新种弧菌, 依据《细菌命名国际法规

( ICNB)》,以其分离地 (秦皇岛 )进行了相应种的

定名即: 秦皇岛弧菌, 参考菌株为 HQ010712-1。

至于该菌更全面的生物学性状、生态分布等, 还

有待进一步的研究阐明,以便最准确地确定该菌

与其他弧菌的同源相关性。

313 弧菌属细菌的某些种对牙鲆鱼类的感染发

病在国内外已多有报道,其中主要包括鳗弧菌、

鲨鱼弧菌、灿烂弧菌、河流弧菌、解藻朊酸弧菌

(莫照兰等, 2002, 2003; 常建波等, 2001; Austin et

al, 1987, 1999;室贺清邦等, 1996; Angu ianobltran

et al, 1998)、鱼肠道弧菌 ( K im et al, 2004)等病原

弧菌。本次报道的从病 (死 )牙鲆所检出的弧菌

属中的一个新种 ) ) ) 秦皇岛弧菌, 在鱼类病原弧

菌中尚属首次检出, 从某种意义上讲, 增添了弧

菌属细菌的新内容, 在细菌分类、相应的毒力因

子及致病作用研究、有效的检验与防治等方面也

具有一定的意义; 同时, 也提示在对牙鲆弧菌病

的检验中, 需对该新种孤菌予以关注。
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INFECT ION AND CHARACTERIZATION OF VIBRIO QINHUANGDAORA

SP. NOV ISOLATED FROM FLOUNDER PARALICHTH YS OLIVACEUS L.

CHEN Cu-i Zhen, ZHANG X iao-Jun, FANG H a,i JIN X iao-M in, WANG X iu-Yun

(Departm ent of Animal Science, H ebeiN orm al University of S cience and T echnology, Qinhuangdao, 066600)

Abstract  Continuous h igh- leve lmortalities occurred in cu ltured f lounder o f a farm in Q inhuangdao, H ebei

Prov ince. Exam inat ion of naturally d iseased fish had indicated a range of symptom s including poor o r no appe-

t ite, slow ly sw imm ing, and often floa ting onto the w ater surface. Patho log ica l exam inat ions o f 17 moribund

and dead fish displayed haemo rrhages on the opercula, mouth and fins; rot o fmuscles from head to dorsa l f in,

and anus ex trusion. Internally, there w ere sw e lling of the liver, gallbladder, k idney and spleen, haemorrha-

ging in the liver, kidney and intestinalw a lls, asc itic flu id in the peritoneum. Themain objective o f this study

w as to exam ine in fect ion, isolate and identify the pathogen ic bacteria, and c larify the pathogenic ity, so as to

prov ide further in formation for exam inat ion and contro l infectious diseases of flounder.

Prelim inary identif ication based on mo rphologica,l physio log ica l and b iochem ica l character istics, and the

mo%l G+ C ratio o f theDNA for represen tative stra ins, show ed that the isolates belonged to spec ies ofVibrio.

In add ition, molecular identificat ion o f analysis of the nucleotide sequence of the 16S rRNA genew as conduc-

ted, molecular phy logenetic trees w ere constructed. Themorpho log ica l characteristics of 12 strains( numbered

asHQ010712-1 to HQ 010712-12) were consisten :t G ram-negative, rod shaped w ith rounded ends to cocco id,

slightly curved, ( 0. 5) 1. 2) Lm @ ( 0. 5) 2. 2) Lm in size, occur sing ly, in pairs or irregu larly short cha ins,

no-endospores; electronm icrog raphs revea led a sing le po lar flagellum. The 16S rRNA of representative stra in

(HQ010712-1) w ere sequenced, the leng th o f the 16S rRNA gene sequence is 1431bp, accession unmbers in

NCB I isAY863432.

Infection trials o f hea lthy flounder using selected representative stra ins, revealed tha t all infected groups

experienced morbidities andmorta lities regardless of the site of injection, and infected flounderman ifested a

septicaem ia and clin ical d isease as in the naturally infected f ish. In add ition, the representative stra in

(HQ010712-1) w as confirmed by China Cen ter for Type CultureC ollection ( CCTCC ), wh ich the results con-

sisten tw ith ours, and w ere regarded as new species of Vibrio, wh ich were designated as Vibrio q inhuangdaora

sp. nov based on its bio logical properties follow ing / Rules o f Internat ional Code o fNomenc lature of Bacteria0.
Key words  F lounderParalich thy s o livaceus L. , Bacterial septicaem ia, Pathogenic bacteria, Phylogenetic

analysis, 16S rRNA


