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草鱼肠道约氏不动杆菌的分离鉴定及药敏特性研究

胡秀彩１,吕爱军１,孙敬锋１,YEONGYiksung１,石洪玥１,宋亚娇１,２

(１．天津农学院水产学院,天津市水产生态及养殖重点实验室,天津　３００３８４;

２．河南师范大学水产学院,河南 新乡　４５３００７)

摘要:研究草鱼肠道不动杆菌,为鱼类肠道细菌的分离鉴定与微生态机制研究积累资料.从草鱼肠道中分离纯化

获得１株细菌,编号为SWＧ２,采用细菌形态观察、生理生化特性分析、１６SrDNA 克隆测序及系统发育树构建等

进行研究.结果表明SWＧ２菌株为革兰氏阴性短杆菌,对葡萄糖、甘露糖、木糖、枸椽酸盐利用等均为阴性;PCR
方法扩增SWＧ２菌株１６SrDNA并亚克隆至 pMD１８ＧT 载体,测序获得序列长度为１５０３bp,与约氏不动杆菌

(Acinetobacterjohnsonii)序列相似性最高为９９．７％;进一步构建系统发育树显示与A．johnsonii亲缘关系最近,

自然聚类为一支,从而确定为约氏不动杆菌(A．johnsonii);药敏试验结果显示SWＧ２菌株对庆大霉素、羧苄青霉

素、阿莫西林、氨苄西林、卡那霉素等药物敏感.人工回归感染草鱼７d后未出现发病死亡现象,但是否为条件致

病菌有待进一步研究.
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　　不动杆菌属(Acinetobacter)细菌广泛分布于

水、土壤环境中,主要包括醋酸钙不动杆菌(A．calＧ
coaceticus)、洛菲不动杆菌(A．lwoffi)、鲍曼不动

杆菌(A．baumanii)、琼氏不动杆菌(Ajunii)和约

氏不动杆菌(Ajohnsonii)等(Maliketal,２００３;

Fengetal,２０１６;刘金辉等,２０１６).研究表明,不
动杆菌(Acinetobacter)为条件致病菌,可引起人、
兽、鱼类感染发病 (Tianetal,２０１６;吴彩艳等,

２０１３).近几年,从鲟、鮰、鲫、草鱼等体内分离获得

琼氏不动杆菌(A．junnii)、鲍曼不动杆菌(A．bauＧ
man)、厦门不动杆菌(A．xiamenensis)(毛芝娟等,

２０１３;顾泽茂等,２０１０;胡秀彩等,２０１６).目前未见

鱼源约氏不动杆菌的报道.本研究对从草鱼肠道中

分离获得的１株不动杆菌进行细菌形态学、生理生

化以及１６SrDNA测序,鉴定种类,为鱼类肠道不动

杆菌的分离鉴定与微生态机制研究积累资料.

１　材料与方法

１．１　材料

草鱼(平均体重约５０g)购自江苏省徐州市某水

产市场,随机挑选健康活泼、无临床症状的草鱼.

LB培养基、肠杆菌科细菌生化编码鉴定管和药敏纸

片购自杭州滨和微生物试剂有限公司.PCR 反应

试剂、细菌基因组提取试剂盒、DNA 凝胶回收试剂

盒均购自大连宝生物工程有限公司.

１．２　方法

１．２．１　细菌的分离、纯化与生理生化鉴定　参照胡

秀彩等(２０１６)方法.无菌操作剪取草鱼肠道中后

段,刮取肠道内容物加适量无菌生理盐水后,低速离

心５min,吸取少量上清液涂布 LB平板,２８℃培养

过夜,挑取单菌落经传代纯化２~３次后,４℃冰箱保

存、备用.草鱼肠道细菌的生理生化试验,采用肠杆

菌科细菌生化编码鉴定管,包括糖、盐类、MR、VP、
吲哚试验等１１项生理生化指标测定.

１．２．２　１６SrDNA分子鉴定　采用细菌基因组试剂

盒 提 取 总 DNA,通 用 引 物 正 向 ２７F:５′Ｇ
AGAGTTTGATCCTGGCTCAGＧ３′,反 向 １４９２R:

５′ＧGGTTACCTTGTTACGACTTＧ３′,PCR 扩 增

１６SrDNA 基因.PCR 反应条件为:９５ ℃预变性

２min、９５℃ 变性 ４０s、５３℃ 复 性 ４０s、７２℃ 延 伸

１min３０s,循环３０次,７２℃延伸１０min.用 DNA
胶回收试剂盒纯化PCR产物,PCR产物与pMD１８Ｇ



T载体连接,转化至大肠杆菌 DH５α,筛选阳性克

隆,送至上海生工生物公司测序.

１．２．３　人工回归感染与药物敏感性测定　人工感

染试验参照胡秀彩等(２０１８)方法进行.随机选取健

康草鱼１２尾,在实验室饲养１周确认无病后用于感

染试验,通过平板菌落计数法测定菌悬液浓度为１．０
×１０９、１．０×１０１０、１．０×１０１１CFU/mL.每个浓度感

染３尾鱼,腹腔注射,０．２mL/尾;对照组３尾鱼注射

等量无菌生理盐水.连续观察７d,观察草鱼发病死

亡情况.药敏试验参照曹恒源等(２０１６)方法进行,
选用２１种抗生素采用 KＧB法进行药敏试验,２８℃
培养３６h后,测量药物的抑菌圈直径.

１．２．４　数据分析处理　用 Clustalx１．８３和BLAST
软件进行序列比对、同源性分析,采用 MEGA４．１软

件 NeighborＧjoining法构建系统发育树(胡秀彩等,

２０１６;曹恒源等,２０１６).

２　结果与分析

２．１　细菌形态及理化特征

从草鱼肠道中分离纯化得到１株细菌,编号为

SWＧ２.该分离菌在LB培养基上长势良好,菌落形

态特征为乳白色不透明、表面光滑、湿润、边缘整齐

(图１a),革兰氏染色显示为革兰氏阴性短杆菌(图

１b).采用肠杆菌科细菌生化编码鉴定管试验结果

表明菌株SWＧ２不发酵葡萄糖,葡萄糖酸盐、枸椽酸

盐、丙二酸盐,甘露糖、木糖、山梨糖、蜜二糖等利用

均为阴性,靛基质、MR、VP试验阴性.

a菌落形态 b革兰氏染色

图１　SWＧ２菌的形态及菌落特征

a．Colonialmorphologyb．GramＧstaining

Fig．１　Morphologicalandcolonycharacteristics
ofSWＧ２strain

２．２　１６SrDNA序列及系统发育树分析

以SWＧ２菌株基因组 DNA 为模板,采用 PCR
法将１６SrDNA 序列扩增,进行琼脂糖凝胶电泳显

示目的条带出现在１５００bp处左右(图２).将其亚

克隆于pMD１８ＧT载体中,进行阳性克隆１６SrDNA

基因 测 序 显 示 大 小 为 １５０３bp.进 一 步 采 用

BLAST程序对１６SrDNA 测序结果进行同源性检

索,SWＧ２ 菌 株 与 约 氏 不 动 杆 菌 (Acinetobacter
johnsonii)参考菌株(登录号:AB０９９６５５．１)序列相

似性最高达到９９．７％,最终确定SWＧ２菌为约氏不

动杆菌(A．johnsonii).选择１１个遗传距离较近的

不动杆菌(Acinetobacter)为参照菌株,构建 SWＧ２
的系统发育树,结果显示SWＧ２与A．johnsonii的

亲缘关系最近,自然聚类为一支(图３).

２．３　人工回归感染与药敏试验结果

人工感染试验结果表明,约氏不动杆菌 SWＧ２
菌株对草鱼无致病性,临床观察显示感染组与对照

组草鱼之间无明显差异,并且所有草鱼７d后均无

出现发病死亡现象.药敏试验结果显示,SWＧ２细

菌对庆大霉素、阿莫西林、氨苄西林、阿奇霉素、卡那

霉素和氯霉素等药物敏感;对哌拉西林、头孢哌酮、
头孢噻肟、头孢孟多、先锋霉素IV、克林霉素、万古

霉素、替考拉宁、四环素、头孢噻吩和羧苄青霉素等

耐药(表１).其中庆大霉素等６种抗生素药敏试验

结果见图４.

图２　SWＧ２菌株电泳

Fig．２　PCRproductionof１６SrDNAfromtheSWＧ２strain

３　讨论

近几年,研究报道的鱼源不动杆菌主要有鲍曼

不动杆菌(A．baumanii)、琼氏不动杆菌(A．junii)
和洛菲不动杆菌(A．lwoffi)(刘年峰等,２０１３;陈
翠珍等,２００９;张涵等,２０１３;王恒安等,２００４).HuＧ
ber等 (２００４)研 究 发 现 虹 鳟 肠 道 中 有 不 动 杆 菌

(Acinetobacter)、气单胞菌属(Aeromonas)等.张

涵等(２０１３)研究表明三角帆蚌、银鲫、青鱼、鳙等肠

道优势菌群均有不动杆菌属,推测不动杆菌为淡水

鱼类肠道优势菌.本研究通过对 草 鱼 肠 道 细 菌

SWＧ２菌 株 形 态 观察、生理生化特征的研究,结合
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图３　SWＧ２菌株１６SrDNA系统发育树分析

Fig．３　PhylogenetictreeofAcinetobacterstrains,includingtheSWＧ２strain,basedon１６SrDNAsequencess

　１．复方新诺明,２．阿奇霉素,３．庆大霉素,４．替考拉宁,５．头孢噻吩,

６．先锋霉素Ⅳ
图４　SWＧ２菌株药敏试验

１．SMZ/TMP,２．Azithromycin,３．Gentamicin,４．TeicoplaＧ
nin,５．Cephalothin,６．CephalothinsIV

Fig．４　AntibioticsensitivitytestoftheSWＧ２strain

１６SrDNA测序和 Blast比对法进行鉴定分析及系

统发育树分析,鉴定为约氏不动杆菌(Acinetobacter
johnsonii),其菌落形态特征与王恒安等(２００４)描述

约氏不动杆菌 STRB菌株特征基本一致.李明堂

等(２０１３)研究报道约氏不动杆菌对葡萄糖、蔗糖等

利用程度非常低.本试验结果表明草鱼约氏不动杆

菌SWＧ２菌株对葡萄糖、甘露糖、木糖、枸椽酸盐、葡
萄糖酸盐、丙二酸盐利用等显示为阴性,说明约氏不

动杆菌对糖类成分分解利用能力极低,但该菌在鱼

类肠道微生态及其生理功能仍不清楚.
研究表明,不动杆菌(Acinetobacter)为条件致

病菌,可引起多种鱼感染发病(毛芝娟等,２０１３;顾泽

茂等,２０１０;陈翠珍等,２００９).毛芝娟等(２０１３)分离

表１　从草鱼肠道分离的SWＧ２菌对药物敏感性

Tab．１　AntibioticsensitivityoftheSWＧ２strainisolated

fromtheintestinaltractofgrasscarp

抗生素 含药量/μg􀅰片 １ 抑菌圈直径/mm 敏感性

庆大霉素 １０ １９ S
阿莫西林 １０ １８ S
氨苄西林 １０ １５ S
哌拉西林 １００ １３ R
头孢哌酮 ７５ １０ R
头孢噻肟 ３０ １２ R

复方新诺明 ３０ １３ I
头孢孟多 ３０ ９ R

先锋霉素Ⅳ ３０ １０ R
红霉素 １５ １５ I

阿奇霉素 １５ ２３ S
诺氟沙星 １０ １４ I
克林霉素 ２ ０ R
卡那霉素 ３０ １９ S

磺胺异恶唑 ３００ １３ I
万古霉素 ３０ ０ R
替考拉宁 ３０ ０ R
四环素 ３０ １３ R

头孢噻吩 ３０ ０ R
羧苄青霉素 １００ １２ S

氯霉素 ３０ ２０ S

　　注:I 中等敏感;R 抗性;S 敏感

Note:I moderatelysensitive;R resistant;S sensitive

获得琼氏不动杆菌,患病史氏鲟的症状为体表褪色、
肛门红肿、腹腔肿大伴有大量血性腹水.陈翠珍等

(２００９)从病死锦鲤肝组织中分离鉴定２株琼氏不动
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杆菌(A．junii).陆文浩等(２００９)从异育银鲫分离

鉴定出鲍曼不动杆菌,患病症状为腹腔积水、咽腔组

织充血和鳃组织发炎等.本研究从健康草鱼肠道中

分离到约氏不动杆菌(A．johnsonii)SWＧ２菌株,人
工回归感染试验结果表明感染７d后草鱼未出现发

病死亡现象,但是否为条件致病菌有待进一步研究.
水产细菌耐药菌株尤其是多重耐药菌株逐渐增

多,因此不动杆菌抗生素敏感特性备受关注(毛芝娟

等,２０１３;胡秀彩等,２０１６).研究表明,鲟琼氏不动

杆菌(A．junnii)对青霉素类和第一、二代头孢类抗

生素耐药,而对第三代头孢菌素和碳青霉烯等敏感

(毛芝娟等,２０１３).锦鲤琼氏不动杆菌(A．junnii)
对头孢拉定、头孢噻肟、头孢哌酮、庆大霉素、卡那霉

素、诺氟沙星、氧氟沙星、环丙沙星、恩诺沙星、复方

新诺明等药物敏感,对青霉素 G、氨苄青霉素、克林

霉素、万古霉素等耐药(刘年峰等,２０１３).胡秀彩等

(２０１６)从草鱼肠道中分离获得厦门不动杆菌(A．
xiamenensis)CAX１菌株,药敏试验结果对庆大霉

素、阿莫西林、氨苄西林、头孢哌酮等药物敏感.本

研究药敏试验结果显示约氏不动杆菌(A．johnsoＧ
nii)SWＧ２菌株对庆大霉素、羧苄青霉素、阿莫西林、
氨苄西林、阿奇霉素、卡那霉素等药物敏感.由此可

见,水生动物源不动杆菌对头孢类、喹诺酮类等药物

敏感,对青霉素类等药物耐药(毛芝娟等,２０１３;刘年

峰等,２０１３;胡秀彩等,２０１６).本研究可为了解鱼类

不动杆菌的药敏特性以及肠道微生态研究提供科学

参考.
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Isolation,IdentificationandAntibioticSusceptibilityofAcinetobacter
johnsoniifromtheIntestineofGrassCarp

HUXiuＧcai１,LVAiＧjun１,SUNJingＧfeng１,YEONGYiksung１,SHIHongＧyue１,SONGYaＧjiao１,２

(１．TianjinKeyLabofAquaＧEcologyandAquaculture,CollegeofFisheries,

TianjinAgriculturalUniversity,Tianjin　３００３８４,P．R．China;

２．CollegeofFisheries,HenanNormalUniversity,Xinxiang　４５３００７,P．R．China)

Abstract:Acinetobacterbacteriaareopportunisticpathogens,widelydistributedinwaterandsoil,andcan
infecthumans,animalsandfish．ReportsintheliteraturehavedescribedtheisolationofseveralAcinetoＧ
bacterspeciesfromsturgeon,catfish,cruciancarpandgrasscarpincludingA．junnii,A．baumanandA．
xiamenensis．However,nostudyhasbeenreportedontheisolationandidentificationofAcinetobacter
johnsoniiinfish．Inthisstudy,abacterialstrainisolatedfromtheintestineofgrasscarpandlabeledSWＧ
２wasidentifiedthroughmorphologicalexamination,physiologicalandbiochemicalanalysis,andphylogeＧ
netictreeanalysisbasedon１６SrDNAsequencing．Simultaneously,anartificialinfectionstudywascarried
outonhealthygrasscarpbyinjectingdifferentconcentrationsofasuspensionoftheSWＧ２strain．AnantiＧ
bioticsusceptibilitytestwascarriedoutusing２１antibiotics．TheSWＧ２strainisgramＧnegative,rod
shaped,milkywhite,moistwithasmoothsurfaceandregularedges．Itcannotproduceacidfromglucose,

mannoseorxyloseandthetestforcitrateutilizationwasnegative．The１６SrDNAgenesequenceofthe
SWＧ２strainwasamplifiedandsubＧclonedwiththepMD１８ＧTvector．Thelengthofthe１６SrDNAsequence
was１５０３bp,９９􀆰７％homologoustothe１６SrDNAsequencesofA．johnsonii．Phylogenetictreeanalysis
showsthattheSWＧ２strainclusteredintoonegroupwithA．johnsonii．Combinedwiththemorphological
characteristicsandphysiologicalandbiochemicalcharacteristicsofthecolony,theSWＧ２strainwasconcluＧ
sivelyidentifiedasA．johnsonii．Antibioticsensitivityresultsshowedthattheisolatedstrainissensitiveto
gentamicin,penicillin,amoxicillin,ampicillinandkanamycin．Therewasnomortalityingrasscarpwithin
７daysofartificialinfection,butfurtherstudyshouldbecarriedouttodetermineifitisanopportunistic
pathogeninfish．ThisstudyprovidesascientificreferenceontheantibioticsensitivityandintestinalmicroＧ
bialecologyofAcinetobacterspp．infish．
Keywords:Acinetobacterjohnsonii;１６SrDNA;isolationandidentification;antibioticsensitivity;grass
carp
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