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摘要：从濒死圆口铜鱼的脾和肾病灶部位分离优势菌，进行纯化分离并开展生理生化鉴定、１６ＳｒＤＮＡ序列分析以
及常用抗生素药物的药敏性筛选，以期丰富圆口铜鱼病害防治的基础资料。分离出的１株优势菌在 ＢＨＩ固体培
养基上长出表面光滑的灰白色圆形菌落，边缘整齐、不透明、稍隆起；序列长度为１３９９ｂｐ，与维氏气单孢菌的同
源性为１００％，与维氏气单孢菌（ＫＴ９６４２９７．１；ＫＪ６５００８０．１；ＫＭ３６２７３１．１）聚为一支，置信度９９。结合菌落形态特
征和生理生化特征，鉴定菌株为维氏气单孢菌。该菌株对氟苯尼考等７种药物敏感，对利福平中度敏感，对新霉
素等９种药物耐药。
关键词：圆口铜鱼；维氏气单胞菌；生化鉴定；１６ＳｒＤＮＡ序列；药敏试验
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　　圆口铜鱼（Ｃｏｒｅｉｕｓｇｕｉｃｈｅｎｏｔｉ）属于鲤形目（Ｃｙｐ
ｒｉｎｉｆｏｒｍｅｓ）鲤科（Ｃｙｐｒｉｎｉｄａｅ）?亚科（Ｇｏｂｉｏｎｉｎａｅ）铜
鱼属（Ｃｏｒｅｉｕｓ），集中分布于长江上游的干流及支流
的急流中（Ｚｈａｎｇｅｔａｌ，２０１０），且又以金沙江中下游
和雅砻江下游为主要分布区域（刘乐和等，１９９０；唐
会元等，２０１２）。近年来，水利工程修建、过度捕捞
等人类活动干扰对圆口铜鱼生存繁殖造成了较大影

响，唐会元（２０１２）等２００６－２０１０年调查结果发现，
圆口铜鱼早期资源量在其主要分布区金沙江中段逐

年显著减少。圆口铜鱼物种保护问题日益受到关

注，有关单位相继开展了圆口铜鱼的人工驯养、繁

殖，２０１０年水工程生态研究所开展圆口铜鱼人工繁
殖技术研究工作首次获得突破，２０１４年三峡总公司
中华鲟研究所进行了圆口铜鱼人工驯养繁殖（李晓

东等，２０１４）。综合多年人工驯养的经验发现，鱼病
问题是圆口铜鱼人工驯养和繁殖中的难点之一。目

前针对圆口铜鱼的病害研究资料较少，寄生虫性疾

病方面已报道的仅有锚头鳋病（周剑等，２００８）、小
瓜虫病（刘强平等，２００５；张其中等，２００５）和寄生于
幼鱼肠道内的小吻虫病（冉江波等，２００５）；细菌性

疾病方面仅见赤皮病报道（吴春艳等，２０１０），但对
病原菌并没有准确鉴定，研究结果并不充分。

２０１５年７月，暂养于水利部中国科学院水工程
生态研究所鱼类驯养室内的圆口铜鱼暴发了不明病

原菌造成的细菌性疾病，短期内死亡数十尾，造成了

较大的损失。为了鉴定病原，探讨防治对策，从濒死

圆口铜鱼的脾和肾病灶部位分离到１株优势菌，进
行了纯化分离并开展了生理生化鉴定、１６ＳｒＤＮＡ序
列分析以及常用抗生素药物的药敏性筛选，以期丰

富圆口铜鱼病害防治的基础资料。

１　材料与方法

１．１　试验材料
患病圆口铜鱼取自水利部中国科学院水工程生

态研究所鱼类驯养室。患病初期表现为摄食减少，

游动缓慢且离群，随着病情的加重，病鱼不再摄食，

浮头进而出现死亡现象。对其进行外表观察和解剖

发现：体表和鳍条有明显溃疡，鳃呈轻微溃烂，肝脏

呈弥散状并伴随胆汁外渗，体肾有脱落现象，胃部存

有胆汁且外渗至腹腔（图１），胃肠内无食物；其他器
官和组织未见明显病症。

１．２　试验试剂和仪器
主要试剂：ＢＨＩ培养基（ＢＤ，ＢｅｃｔｏＴＭＢｒａｉｎＨｅａｒｔ

Ｉｎｆｕｓｉｏｎ）、细菌ＤＮＡ提取试剂盒（ＦＯＲＥＧＥＮＥＣｏ．，
ＬＴＤ）、药敏试剂盒（杭州微生物试剂有限公司）、生
化鉴定试剂盒（杭州微生物试剂有限公司）和快速

琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒（康为世纪生物科技



有限公司）等。

主要仪器：ＰＣＲ仪（Ｂｉｏｍｅｔｒａ，Ｔｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）、恒温培养振荡器（上海智城分析仪器制
造有限公司）、洁净工作台（北京东联哈尔仪器制造

有限公司）和化学发光成像与分析系统（ＢｉｏＲＡＤ，
ＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭＸＲＳ＋，ＵＳＡ）等。

　　ａ．鳃部轻微溃烂，ｂ．体表溃疡，ｃ．鳍条溃疡，ｄ．肝脏呈弥散状并

伴随胆汁外渗

图１　圆口铜鱼病症
ａ．ｇｉｌｌｆｅｓｔｅｒｂ．ｕｌｃｅｒｏｎｂｏｄｙｓｕｒｆａｃｅ，ｃ．ｕｌｃｅｒｏｎｆｉｎｒａｙ，ｄ．ｌｉｖｅｒ

ｄｉｓｐｅｒｓｉｏｎａｎｄｂｉｌｅｌｅａｋａｇｅ

Ｆｉｇ．１　ＤｉｓｅａｓｅｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆＡｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｉｎＣｏｒｅｉｕｓｇｕｉｃｈｅｎｏｔｉ

１．３　病原菌的分离和培养以及菌种保藏
濒死圆口铜鱼体表消毒，于脾、肾处取样，采用

平板划线法在 ＢＨＩ琼脂培养基上划线，２８℃培养
２４ｈ后，挑取单菌落，在同样的培养基上划线和培
养以获取菌株的纯培养。将菌株纯培养于 ＢＨＩ琼
脂培养基中经再次培养足量后分装加甘油（终浓度

５０％）于－８０℃ 下保藏备用。菌株编号为ＹＴ０１。
１．４　生化反应鉴定

取保藏菌种 ＹＴ０１，于血平板中平板划线法后
２８℃中培养２４ｈ，待菌落生长足够量后于洁净工作
台中挑取适量菌株接入生化反应管，于２８℃中培养
２４～４８ｈ后比对反应结果予以验证。
１．５　１６ＳｒＤＮＡ序列的扩增与测序

取保藏的ＹＴ０１菌株，解冻后接种于 ＢＨＩ液体
培养基中，２８℃培养２４ｈ后进行离心集菌，以２７Ｆ
（５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′）和 １４９２Ｒ（５′
ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）为引物（Ｂｌａｃｋｗｏｏｄｅｔ
ａｌ，２００３），参照 ＢａｃｔｅｒｉａＤＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ使用说明
书进行细菌总 ＤＮＡ的提取操作。ＰＣＲ反应体系为
５０μＬ：５μＬ １０ × ＰＣＲ Ｂｕｆｆｅｒ，１μＬ ｄＮＴＰ

（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），上、下游通用引物（Ｆ／Ｒ，１０μｍｏｌ／Ｌ）
各１μＬ，０．５μＬｒＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ），２μＬ
ＤＮＡ模板，ｄｄＨ２Ｏ补足至５０μＬ。ＰＣＲ反应条件为：
９５℃预变性５ｍｉｎ、９５℃变性１ｍｉｎ、５５℃退火１ｍｉｎ、
７２℃延伸２ｍｉｎ，共３０个循环后７２℃下延伸１０ｍｉｎ。
扩增产物用快速琼脂糖凝胶ＤＮＡ回收试剂盒回收，
送武汉奥科生物技术有限公司进行测序。

１．６　序列分析与系统发育树的构建
使用ＮＣＢＩ中的 ＢＬＡＳＴ软件将 ＹＴ０１测序得到

的１６ＳｒＤＮＡ的序列进行序列同源性分析，之后使
用ＣＬＵＳＴＡＬＸ２软件对同源序列进行序列比对。采
用ＣｌｕｓｔａｌＸ１．８３软件与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中检出的序
列进行多序列匹配排列，使用 ＭＥＧＡ６．０６软件采用
邻接法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）构建系统发育树，
并通过１０００次的自举分析（Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）进行置信度
检测。

１．７　药敏试验
药敏试验采用纸片扩散法（ＫＢ法）。用涂布

棒将３００μＬ恒温培养振荡器摇好的菌均匀涂布于
６个ＢＨＩ固体培养基上，将１７种药敏纸片均匀贴于
其上，３片／皿，培养 ２４ｈ后测量抑菌圈的直径
（ｍｍ），根据统计结果将其分为敏感、中度敏感、耐
药。

２　结果

２．１　菌落形态特征
自患病圆口铜鱼中最终分离出１株优势菌，在

ＢＨＩ固体培养基上经２８℃培养１３ｈ后，长出表面
光滑的灰白色圆形菌落，其边缘整齐、不透明、稍隆

起。

２．２　生理生化鉴定
利用３６种生化管对从患病圆口铜鱼中分离得

到的菌株ＹＴ０１进行生化反应鉴定，反应结果见表
１。
２．３　序列分析与系统发育树的构建

利用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物对菌株 ＹＴ０１的
基因片段进行扩增和测序，得到其序列长度为１３９９
ｂｐ，使用 ＮＣＢＩ中的 Ｂｌａｓｔ进行同源检索，发现所测
序列与维氏气单孢菌的同源性为 １００％。从 ＮＣＢＩ
下载气单胞菌属（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）中 ２３个细菌的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ序列（序列号见图２），经同源一致比对后（长
度１３２２位点），以迟钝爱德华氏菌的１６ＳｒＤＮＡ序
列（ＫＣ５７０９４２）为外群构建系统发育树，结果表明菌
株 ＹＴ０１ 与 维 氏 气 单 孢 菌 （ＫＴ９６４２９７．１；
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ＫＪ６５００８０．１；ＫＭ３６２７３１．１）聚为一支，置信度９９（见
图２）。再结合上述菌落形态特征和生理生化特征，
鉴定菌株ＹＴ０１为维氏气单孢菌。

表１　圆口铜鱼源分离菌株ＹＴ０１的生化反应特征
Ｔａｂ．１　ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｓｔｒａｉｎＹＴ０１，

ｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＣｏｒｅｉｕｓｇｕｉｃｈｅｎｏｔｉ

反应项目 结果 反应项目 结果

木糖 Ｎ 蔗糖 Ｐ
甘露糖 Ｐ 丙二酸盐 Ｎ
蕈糖 Ｐ 醋酸盐 Ｐ
鼠李糖 Ｎ 卫茅醇 Ｎ
麦芽糖 Ｐ 肌醇 Ｎ
乳糖 Ｎ 甘露醇 Ｐ
棉子糖 Ｎ 鸟氨酸脱羧酶 Ｎ
葡萄糖 Ｐ 七叶苷 Ｎ
蜜二糖 Ｐ 甘油 Ｎ

葡萄糖（产气） Ｐ 精氨酸双水解酶 Ｐ
ＭＲ Ｎ ＯＦ Ｆ

侧金盏花醇 Ｎ 水杨素 Ｎ
尿素 Ｎ 氰化钾生长试验 Ｎ

纤维二糖 Ｐ 硫化氢 Ｎ
β半乳糖苷（ＯＮＰＧ） Ｎ 苯丙氨酸 Ｎ

　　注：Ｐ－阳性，Ｎ－阴性，Ｆ－发酵型，Ｒ－抗性

Ｎｏｔｅ：ＰＰｏｓｉｔｉｖｅ，ＮＮｅｇａｔｉｖｅ，ＦＦｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ，ＲＲｅｓｉｓｔａｎｃｅ

２．４　药敏试验
用１７种常用药物对菌株 ＹＴ０１做药物敏感性

试验，结果（表２）显示：该分离菌株对氟苯尼考、诺
氟沙星等７种药物敏感，对利福平中度敏感，对新霉
素、痢特灵等９种药物耐药，其中对磺胺甲基异恶
唑、阿莫西林和青霉素３种药物为完全耐药。

３　讨论

３．１　维氏气单孢菌的分离鉴定
维氏气单孢菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｖｅｒｏｎｉｉ）为革兰氏阴

性杆菌，模式菌株为 ＡＴＣＣ３５６０４（ＣＤＣ１１６９８３）
（Ａｂｂｏｔｔｅｔａｌ，２００３）。作为一种条件致病菌，近年
在西伯利亚鲟（Ａｃｉｐｅｎｓｅｒｂａｅｒｉ）（马志宏等，２００９）、
框镜 鲤 （Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）（龚倩等，２０１０）和鲶
（Ｐａｒａｓｉｌｕｒｕｓａｓｏｔｕｓ）（Ｎａｗａｚｅｔａｌ，２０１０）等多种鱼以
及青虾 （Ｍａｃｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｎｉｐｐｏｎｅｎｓｅ）（潘晓艺等，
２００９）、中华鳖（Ｔｒｉｏｎｙｘｓｉｎｅｎｓｉｓ）（李本旺等，２０００）、
中华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）（房海等，２００８）等多
种水产动物中有报道，均造成了严重的经济损失。

因此，该致病菌引起了学者的广泛关注和研究。

图２　２５个细菌１６ＳｒＤＮＡ基因序列构建的ＮＪ系统发育树（１０００Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）
Ｆｉｇ．２　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆ２５Ａｅｒｏｍｏｎａｓｓｔｒａｉｎｓｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｇｅｎｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅｕｓｉｎｇｔｈｅＮＪｍｅｔｈｏｄ（１０００Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）
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表２　菌株ＹＴ０１的药物敏感性试验
Ｔａｂ．２　ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅＹＴ０１ｓｔｒａｉｎ

药物

名称

抑菌圈 ／

ｍｍ

敏感

性

药物

名称

抑菌圈 ／

ｍｍ〗

敏感

性

磺胺甲基异恶唑 ０ Ｒ 卡那霉素 ８ Ｒ
阿莫西林 ０ Ｒ 四环素 ２３ Ｓ
新霉素 ９ Ｒ 新生霉素 ６ Ｒ
痢特灵 １１ Ｒ 氟苯尼考 ２６ Ｓ
利福平 １６ Ｉ 诺氟沙星 ２５ Ｓ
奥复星 ２９ Ｓ 左氧沙星 ２６ Ｓ
青霉素 ０ Ｒ 环丙氟哌酸 ２５ Ｓ
链霉素 ９ Ｒ 恩诺沙星 ２７ Ｓ
庆大霉素 １０ Ｒ

　　注：Ｓ－敏感（ｄ＞２０ｍｍ）；Ｉ－中度敏感（１５ｍｍ＜ｄ≤２０ｍｍ）；Ｒ

－耐药（ｄ≤１５ｍｍ）。

Ｎｏｔｅ：Ｓｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ（ｄ＞２０ｍｍ）；Ｉｍｏｄｅｒａｔｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

（１５ｍｍｄ≤２０ｍｍ）；Ｒｌｏｗｏｒｎｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ（ｄ≤１５ｍｍ）．

本研究从１１尾患病濒死圆口铜鱼的脾、肾处均
只分离出了同一特征菌株，结合所有患病鱼具有相

同症状的现象，可以推断该分离菌株为致病菌病原，

将其命名为ＹＴ０１菌株。该菌的菌落生长特征与框
镜鲤（Ｃｙｐｒｉｎｕｓｃａｒｐｉｏ）（龚倩等，２０１０）、胭脂鱼（Ｍｙｘ
ｏｃｙｐｒｉｎｕｓａｓｉａｔｉｃｕｓ）（黄文明等，２０１３）和斑点叉尾

!

（Ｉｃｔａｌｕｒｕｓｐｕｎｃｔａｔｕｓ）（黄小丽等，２０１０）等检出的维
氏气单孢菌的菌落生长特征一致。综合各项生化反

应结果后查询《Ｂｅｒｇｙ＇ｓｍｎｕａｌｏｆｄｔｅｒｍｉｎａｔｉｖｅｂａｃｔｅｒｉ
ｏｌｏｇｙ》（Ｈｏｌｔｅｔａｌ，１９９４），发现与维氏气单孢菌的生
化反应特征最为相似，初步将其判断为维氏气单孢

菌。但生化反应结果中有少部分并不一致，这种情

况在其他细菌的检出中也同样存在，推测这或许与

试验条件、菌株自身等原因有关，有待进一步验证。

１６ＳｒＤＮＡ序列在维氏气单孢菌种属间有较高
的区分度（Ｙａｎｅｚｅｔａｌ，２００３；Ｆｉｇｕｅｒａｓｅｔａｌ，２０００），
本文借助细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物对 ＹＴ０１进行扩
增、测序后，将其与相似度较高的２４个气单胞菌属
序列建立分子进化树，并以迟缓爱德华氏菌为外群，

分离菌株 ＹＴ０１与维氏气单孢菌（ＫＴ９６４２９７．１；
ＫＪ６５００８０．１；ＫＭ３６２７３１．１）聚为一支。据此可推测
ＹＴ０１菌株为维氏气单孢菌。另外，维氏气单孢菌可
导致鱼溃疡（徐洋等，２０１５）、溃烂（张振国等，
２０１５），与濒死圆口铜鱼的溃疡症状一致。综合以
上菌落形态特征、生化反应结果、１６ＳｒＤＮＡ序列比
对结果，以及致病特征等，认为本文分离出的致病菌

ＹＴ０１为维氏气单孢菌株。目前维氏气单孢菌已成
为影响我国水产养殖产业的一个常见病原菌，是许

多经济鱼类的致病菌（苟小兰等，２０１３；康元环等，
２０１４）。本研究首次发现了该菌在圆口铜鱼的感染

病例，可为今后防治该细菌感染提供依据。

３．２　维氏气单孢菌的药敏分析
从药敏试验结果可以看出，本研究中圆口铜鱼

感染的维氏气单孢菌对磺胺甲基异恶唑、阿莫西林

和青霉素完全耐药；对卡那霉素、新霉素、新生霉素、

痢特灵、链霉素和庆大霉素也具有一定的耐药性；对

四环素、氟苯尼考、诺氟沙星、奥复星、左氧沙星、恩

诺沙星和环丙氟哌酸等药物敏感。而陈红莲

（２０１４）等对黄鳝源维氏气单胞菌的药敏结果则是
对卡那霉素、新霉素、链霉素、庆大霉素呈敏感，黄文

明（２０１３）等对胭脂鱼源维氏气单胞菌的药敏试验
发现，对庆大霉素高度敏感。

这些不同结果可能是由于保藏菌株的传代变

异、原生存环境、养殖过程中的用药和试验标准的不

同所造成的（夏飞等，２０１２）。参照该菌的药敏分析
结果，结合患病圆口铜鱼进食减少等症状，制定了针

对维氏气单孢菌的口服加药浴的治疗方法，病情很

快得到了控制，为今后该病的治疗提供了用药参考。
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