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［摘　 要］ 　 ２０１６ 年 ５ 月河北省秦皇岛市昌黎县某海水养殖基地半滑舌鳎突发大批死亡，为了确定

引起死亡的病原菌，无菌采集心血进行病原菌分离鉴定，１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列分析与 ＧｅｎＢａｎｋ 中公布

的美人鱼发光杆菌参考株序列同源性为 ９９．６％，被鉴定为美人鱼发光杆菌；进一步通过生化特性分

析，被确认为美人鱼发光杆菌美人鱼亚种。 动物回归试验结果表明，其对舌鳎鱼具有很强的致病

性，其 ＬＤ５０为 ３．１×１０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ，且对哺乳动物具有致病性。 药敏试验结果显示，分离菌对诺氟沙星、
恩诺沙星、环丙沙星，乙酰甲喹高度敏感；对多西环素、阿米卡星中敏感；对庆大霉素、头孢曲松、替
米考星等不敏感。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔｏｎｇｕｅ ｓｏｌｅ； Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｄａｍｓｅｌａｅ ｓｕｂｓｐ． ｄａｍｓｅｌａｅ； ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ； ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

　 　 美人鱼发光杆菌（Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｄａｍｓｅｌａｅ）又

称海弧菌，是海洋革兰氏阴性球杆菌，包括美人鱼

亚种（Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｄａｍｓｅｌａｅ ｓｕｂｓｐ． Ｄａｍｓｅｌａ；ＰＤＤ）

和 杀 鱼 亚 种 （ Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｄａｍｓｅｌａｅ ｓｕｂｓｐ．

Ｐｉｓｃｉｃｉｄａ；ＰＤＰ）两个亚种，在美国、日本、欧洲和我

国的海水养殖中为常见的病原菌［１－２］。 该菌是嗜盐

病原菌中的重要成员，是一种机会致病菌，广泛存

在于海水及寄生于海产动物中，没有明显的宿主特

异性，能够感染多种海洋经济鱼类，造成大批死亡；

比如雀鲷科鱼［３］、卵形鲳鲹［４］、斑节对虾［５］、鲱

鱼［６］等；也有报道称，该菌还能感染甲壳类、软体动

物、爬行动物［７］。 在海洋哺乳动物中，１９８８ 年首次

报道美人鱼发光杆菌美人鱼亚种从发病宽吻海豚

体内分离［６］。 患病鱼临床表现为败血症，体表溃

疡，腮部、鳍部出血，断尾；该菌发病迅速，死亡率

高，给养殖业的造成重大经济损失。 对人而言，

ＰＤＤ 是一种人鱼共患病病原菌，机会性感染暴露于

盐水或半咸水域和海洋活动过程中造成的伤口，可

能会演变为坏死性筋膜炎甚至致命［８］。

２０１６ 年 ５ 月，秦皇岛市昌黎县某海水养殖基

地，大批舌鳎突然死亡，死亡率高达 ２５％。 病鱼食

欲不振，不喜活动，脱离鱼群，体表溃疡，腮鳍部出

血，有的甚至断尾；剖检可见肠道充血，腹水严重，

肝脏肿胀充血，肾脏微黄。 研究从病鱼体内分离出

优势菌株，进行 ＰＣＲ 鉴定、生化特性鉴定，最终确

定分离菌是美人鱼发光杆菌美人鱼亚种。

１　 材　 料

１．１　 病料样品　 河北秦皇岛市昌黎县某海水养殖

基地病死舌鳎鱼，体重在 ４２０～７８０ ｇ 之间。

１．２　 实验材料 　 普通营养琼脂培养基，购自青岛

高科园海博生物技术有限公司；血琼脂平板（兔血）

购自郑州安图生物工程股份有限公司；药敏片，购

自杭州微生物试剂公司；２×Ｅｓ Ｔａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ，购自

康为世纪公司； １６Ｓ ｒＤＮＡ 所用引物，均由北京生工

生物工程有限公司合成；克隆菌株 ＤＨ５α 为实验室

保存；ＡＴＢ 全自动生化鉴定系统，由法国梅里埃公

司生产；ＩＤ３２Ｅ 鉴定试剂条购自北京威泰科生物技

术有限公司。

１．３　 实验动物　 试验用舌鳎鱼购自某水产养殖基

地，体重约 ２００ ｇ ／尾；清洁级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，购自中

国医学科学院实验动物研究所；实验动物试验前均

在实验室自由采食 １ 周，以适应环境。

２　 方　 法

２．１　 细菌分离与鉴定

２．１．１　 细菌的分离培养与镜检　 无菌采集心血接

种于营养琼脂上，３０ ℃培养 １２ ｈ，平板上长出均一

菌落，挑取单菌落于血液琼脂上进行菌落形态和溶

血性观察；对分离菌株进行革兰氏染色镜检，观察

细菌染色特性及形态；选取优势菌落接种于普通

ＬＢ 液体培养基中，划线于两个兔血琼脂平板上，分

别置于 ３０ ℃和 ３７ ℃培养 １２ ｈ，观察分离菌株是否

于 ３７ ℃生长。

２．１．２　 分离菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列分析　 抽提

分离菌株基因组并以其为模板进行 ＰＣＲ，引物为

２７Ｆ（５＇－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３＇）和 １４９２Ｒ

５＇－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３＇）。 ５０ μＬ ＰＣＲ 体

系：２×Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ ２５ μＬ，上游引物 １ μＬ，下游引

物 １ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ ２２ μＬ，模板 １ μＬ。 回收目的基因

片段，与 ｐＭＤ１８－Ｔ 连接后转入 ＤＨ５α 大肠杆菌感

受态细胞；挑单菌落 ＰＣＲ 检测，阳性菌株提取质粒

并送测序。

测序结果经过拼接后，在 ＮＣＢＩ 上 Ｂｌａｓｔ 工作区

上进行序列比对，下载同源性高的菌株序列以及相

关菌种的 １６ＳｒＲＮＡ 序列，进行同源性分析、构建系

统发育树。

２．１．３　 生化鉴定 　 采用 ＡＴＢ 自动生化鉴定系统：
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将分离菌株接种鲜血琼脂培养基，刮取菌落接种生

理盐水，调整菌液浓度至 ０．５ 个麦氏浊度， 将菌液

加入 ＩＤ３２Ｅ 生化鉴定试纸条样品孔中，４０ μＬ ／孔，

并在厌氧培养的孔中加入一滴矿物油，置于湿盒

中，３０ ℃培养 ２４ ｈ；次日在吲哚实验孔加入一滴

Ｊａｍｅｓ 染液，将试纸条置于 ＡＴＢ 自动鉴定系统中进

行鉴定。

２．２　 药敏试验 　 按照美国临床检验标准委员会

（ＮＣＣＬＳ）推荐的标准 Ｋ－Ｂ 纸片法进行试验操作和

结果判断。

２．３　 动物致病性试验及分离菌 ＬＤ５０检测

２．３．１　 动物致病性试验　 将纯培养分离菌接种于

ＬＢ 培养基 ３０ ℃培养 １０ ｈ，用生理盐水洗涤，调整

菌液为 １．０×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ。 选取 １２ 只健康舌鳎鱼，

随机分成 ３ 组，２ 个实验组，１ 个对照组，每组 ４ 尾。

实验组每尾腹腔注射 ０．２ ｍＬ 菌液，对照组注射 ０．２ ｍＬ

生理盐水，连续观察 ４ ｄ，记录试验舌鳎鱼发病死亡

情况，并对病死鱼进行细菌分离鉴定。

２．３．２　 分离菌对舌鳎鱼的 ＬＤ５０检测　 选取健康舌

鳎鱼 ６０ 尾，随机分成 ６ 组，５ 组为实验组，１ 组为对

照组，每组 １０ 尾。 用灭菌生理盐水稀释菌液至 １．０×

１０６、１．０×１０５、１．０×１０４、１．０×１０３、１．０× １０２ ＣＦＵ ／ ｍＬ

五个实验梯度，实验组每尾腹腔注射 ０．２ ｍＬ 菌液，

对照组每尾腹腔注射等体积的生理盐水。 攻毒后

７２ ｈ 观察患病及死亡情况，用寇氏改良法计算

ＬＤ５０，并对病死鱼进行剖检、细菌分离鉴定。

２．３．３　 分离菌对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的 ＬＤ５０检测　 选取

健康 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠 ６０ 只，分组处理同 ２．３．２。 用灭

菌生理盐水稀释菌液至 １．０×１０８、１．０×１０７、１．０×１０６、

１．０×１０５、１．０×１０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ 五个实验梯度，实验组小

鼠腹腔注射 ０．１ ｍＬ 菌液，对照组注射等体积生理

盐水；其余操作同 ２．３．２。

３　 结　 果

３．１　 细菌分离与鉴定

３．１．１　 细菌分离培养与镜检　 从半滑舌鳎中分离

出一株细菌，在兔血平板长出半透明，圆形光滑、中

间较隆起、边缘整齐中等大小菌落，呈现典型的 β

型溶血（图 １），为革兰氏染色阴性的球杆菌（图 ２）。

图 １　 分离菌血琼脂培养

Ｆｉｇ １　 Ｂｌｏｏｄ ａｇａｒ ｍｅｄｉｕｍ

图 ２　 分离菌革兰氏染色镜检结果

Ｆｉｇ ２　 Ｇｒａｍ ｓｔａｉｎｉｎｇ

３．１．２　 分离菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列分析　 以抽

提分离菌株基因组为模板，１６Ｓ ｒＤＮＡ 引物进行

ＰＣＲ 扩增，产物经琼脂糖凝胶电泳，于 １５００ ｂｐ（图 ３）
出现目的条带。 分离菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列与

ＧｅｎＢａｎｋ 上公布的美人鱼发光杆菌参考株高度同

源，证实其确为美人鱼发光杆菌。 利用 Ｌａｓｅｒｇｅｎｅ
软件上的 ＭｅｇＡｌｉｎ 分区对分离菌与美人鱼发光杆

菌标准株 ＡＴＣＣ３３５３９、ＣＥＣＴ５０６４ 等参考菌株进行

序列比对。 结果显示（图 ４、图 ５），分离菌株与美人

鱼发光杆菌处于同一分支，进一步说明分离菌株为

美人鱼发光杆菌。

·１２·
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Ｍ：ＤＮＡ 标准 ＤＬ２０００；１：从心血中分离菌的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增产物

Ｍ：ＤＬ２０００ Ｍａｒｋｅ；１：ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｂｌｏｏｄ

图 ３　 分离菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ 扩增产物

Ｆｉｇ ３　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ １６Ｓ ｒ ＤＮＡ ｇｅｎｅ ｆｒｏｍ Ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ

图 ４　 分离菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 同源性比较

Ｆｉｇ ４　 Ｈｏｍｏｌｏｇｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ １６ Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ

图 ５　 分离菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列的系统发育树

Ｆｉｇ ５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ １６ Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ

·２２·
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３．１．３　 分离菌生化鉴定结果　 对分离菌株进行生

化特性鉴定证实其为美人鱼发光杆菌，进一步检测

分离菌株七叶苷发酵阳性，３７℃生长良好，证实其

为美人鱼亚种。

表 １　 分离菌株主要生化指标

Ｔａｂ １　 Ｍａｉｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅ
生化项目 结果 生化项目 结果

ｄ－葡萄糖 ＧＬＵ ＋ ５ 酮基葡萄糖酸盐 ５ＫＧ －

脂酶 ＬＩＰ ＋ 赖氨酸脱羧酶 ＬＤＣ ＋

Ｌ－阿拉伯醇 ＬＡＲＬ － Ｌ－阿拉伯糖 ＬＡＲＡ －

ｄ－甘露醇 ＭＡＮ － 吲哚 ＩＮＤ －

丙二酸盐 ＭＮＴ － ｄ－半乳糖酸盐同化 ＧＡＴ －

Ｄ－阿拉伯醇 ＤＡＲＬ － ｄ－纤维二糖 ＣＥＬ －

Ｌ 天冬氨酸方胺酶 ＡｓｐＡ ＋ 侧金盏花醇 ＡＤＯ －

精氨酸双水解酶 ＡＤＨ ＋ 肌醇 ＩＮＯ －

ｄ－海藻糖 ＴＲＥ ＋ β－葡萄糖醛缩酶 β－ＧＡＬ －

β－葡萄糖苷酶 β ＧＬＵ ＋ β－半乳糖苷酶 β－ＧＡＬ ＋

α－麦芽糖 α ＭＡＬ － α－葡萄糖苷酶 α ＧＬＵ ＋

ｄ－麦芽糖 ＭＡＬ ＋ 尿素酶 ＵＲＥ －

β Ｎ 乙酰葡萄糖胺 β ＮＡＧ ＋ ｄ－山梨醇 ＳＯＲ －

蔗糖 ＳＡＣ － 酚红 ＲＰ ＋

α－半乳酸苷酶 αＧＡＬ － 古老糖 ＰＬＥ －

Ｌ－鼠李糖 － 鸟氨酸脱酸酶 ＯＤＣ －

七叶苷 ＋ ３７ ℃生长 ＋

　 “＋”表示阳性；“－”表示阴性。
　 ＂ ＋＂ ｐｏｓｉｔｉｖｅ；＂ －＂ ｎｅｇａｔｉｖｅ．

３．２　 药敏试验　 药敏试验共计使用 ２１ 种药物，结

果显示，分离菌对恩诺沙星、诺氟沙星、环丙沙星、

乙酰甲喹敏感；对头孢拉定、多西环素中敏；对大观

霉素、庆大霉素、林可霉素、二甲氧嘧啶、新诺明、替

米考星、间甲氧嘧啶、青霉素、链霉素、土霉素、氨苄

青霉素、新霉素、头孢曲松、卡那霉素、阿米卡星不

敏感。

３．３　 分离菌动物回归试验及 ＬＤ５０检测

３．３．１　 分离菌动物回归试验　 实验组舌鳎鱼在接

种分离菌 １２ ｈ 后出现死亡，３６ ｈ 全部死亡；对照组

无死亡。 实验组舌鳎鱼腮部有出血症状，剖检发现

肝脏肿胀，肠粘膜出血，这与最初分离菌的症状相

符。 从死亡舌鳎鱼内脏分离细菌培养，按照上述方

法镜检、ＰＣＲ 试验、生化鉴定，确定该病菌与养殖场

病死舌鳎鱼体内分离的细菌一致，均为美人鱼发光

杆菌。

３．３．２　 分离菌对舌鳎鱼的 ＬＤ５０检测　 ５ 个试验梯度

中，第 １ 组舌鳎鱼在攻毒 １６ ｈ 后出现死亡，第 １、２ 组

舌鳎鱼 ４８ ｈ 内全部死亡，连续观察一周，第 ５ 组和对

照组无死亡。 根据表 ２ 数据，利用寇氏改良法计算

出 ＰＤＤ 对舌鳎鱼的 ＬＤ５０ ＝３．１×１０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ。

３．３．３　 分离菌对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的 ＬＤ５０检测　 实验 １

组小鼠在接种病菌 ５ ｈ 后出现死亡，实验 １、２ 组小

鼠在 １６ ｈ 内全部死亡；对照组没有死亡，连续观察

一周。 根据表 ３ 数据，利用寇氏改良法计算出 ＰＤＤ

对 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠的 ＬＤ５０ ＝ ５．０×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ。

·３２·
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表 ２　 分离菌半数致死量检测结果

Ｔａｂ ２　 Ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ
组别
Ｇｒｏｕｐ

实验动物 ／ 尾
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ

浓度 ／ （ＣＦＵ·ｍＬ－１）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

剂量 ／ ｍＬ
ｄｏｓｅ

死亡数量 ／ 尾
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈ

死亡率 ／ ％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

１ １０ １×１０６ ０．２ １０ １００％

２ １０ １×１０５ ０．２ １０ １００％

３ １０ １×１０４ ０．２ ７ ７０％

４ １０ １×１０３ ０．２ ３ ３０％

５ １０ １×１０２ ０．２ ０ ０％

６ １０ ０ ０．２ ０ ０％

表 ３　 分离菌半数致死量检测结果

Ｔａｂ ３　 Ｍｅｄｉａｎ ｌｅｔｈａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａ
组别
Ｇｒｏｕｐ

实验动物 ／ 只
ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ａｎｉｍａｌｓ

浓度 ／ （ＣＦＵ·ｍＬ－１）
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

剂量 ／ ｍＬ
ｄｏｓｅ

死亡数量 ／ 只
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｔｈ

死亡率 ／ ％
ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

１ １０ １×１０８ ０．１ １０ １００％

２ １０ １×１０７ ０．１ １０ １００％

３ １０ １×１０６ ０．１ ８ ８０％

４ １０ １×１０５ ０．１ ２ ０％

５ １０ １×１０４ ０．１ ０ ０％

６ １０ ０ ０．１ ０ ０％

４　 讨论与小结

美人鱼发光杆菌包含美人鱼杀鱼亚种和美人

鱼亚种两个亚种，其中美人鱼亚种以前被称为美人

鱼弧菌，具有某些弧菌特性，研究发现美人鱼亚种

细菌条件致病，感染宿主范围广泛，能够感染多种

鱼类，亦可感染包括人在内的哺乳动物，具有一定

的公共卫生学意义。 ＰＤＤ 感染鱼类主要引起细菌

性败血症，死亡率较高。 研究 ＰＤＤ 分离自秦皇岛

某养殖基地病死舌鳎内脏，病鱼外观表现与病理变

化与 ＰＤＤ 感染相似。
美人鱼发光杆菌美人鱼亚种最早从患有皮肤

溃烂病的雀鲷鱼［３］ 中发现，此后陆续从大菱鲆、海
鲤、石斑鱼、鲨鱼以中分离得到［９］，但从半滑舌鳎鱼

种分离该菌尚属首次。 ＰＤＤ 感染致病的资料较少，
对于其致病的报道多集中于国外，但其造成危害较

大，尤其近年来该菌所致感染在我国呈上升趋势，
实验室已多次从冀东沿海地区分离出该菌，应重视

其潜在威胁。 除此之外，对美人鱼发光杆菌美人鱼

亚种进行研究的意义在于其具有的公共卫生学价

值，ＰＤＤ 能够感染人已被证实，食源性途径和伤口

是人类感染的主要方式［１０］。 研究中所分离的菌株

能够在 ３７ ℃生长良好，同时对舌鳎鱼和小鼠均具有

较强的致病性（半数致死量分别为 ３．１×１０４ ＣＦＵ ／ ｍＬ
和 ５．０×１０５ ＣＦＵ ／ ｍＬ），揭示了其对人类健康的潜在

威胁。
目前，对于水产细菌病原的防治多以抗生素和

化学药物为主，其能够对细菌性病原有一定的治疗

效果，但其所造成的抗生素残留、水体污染以及诱

导细菌多重耐药情况不容忽视。 对江苏沿海地区

水体细菌进行耐药情况调查结果表明，江苏省沿海

地区分离的部分水产养殖致病菌出现多重耐药，二
重、三重、四重、五重耐药率分别为 ２２．３％、１３．５％、
１０．９％、６．６％，某些菌株甚至达到十一重耐药［１１］；上
海地区分离菌株多重耐药率为 １００％，海南地区分

离菌株多重耐药率为 ７７．５％［１２］。 由此可见，海水弧

菌的多重耐药现象严重，各地区病原菌所耐药物并

·４２·
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不一致，存在地区差异。 在水产上耐药严重的病原

菌有嗜水气单胞菌、温和气单胞菌［１３］、爱德华氏菌

等［１４］，其多重耐药的情况已引起人们重视。 若抗

生素继续不科学、不合理使用，可能会使耐药菌演

变为超级细菌，给水产养殖业和人类健康构成巨大

威胁。 通过长期对冀东地区水产病原进行监测，所
分离的部分菌株亦呈现明显的多重耐药情况。 对

研究分离的美人鱼发光杆菌美人鱼亚种进行药敏

试验结果显示，分离菌株对多种抗生素不敏感，反
映出本地水产细菌耐药形势严峻，可进一步检测分

离菌株的耐药基因，为该病的防控提供参考。
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