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摘要 从患病黄颡鱼上分离出1株柱状黄杆菌(Pf1),对其进行分类鉴定和药物敏感试验。用Pf1感染黄

颡鱼和翘嘴鳜,发现Pf1对2种鱼均有致病性。Pf1可导致翘嘴鳜多个组织细胞坏死和炎症反应,严重损伤肝、

体肾和鳃。被感染翘嘴鳜肝细胞肿胀、空泡化坏死;肾小管广泛坏死和大量炎症细胞浸润;鳃小片毛细血管充

血,呼吸上皮细胞肿胀变性,鳃的呼吸功能衰退。鳃部病变导致感染鳜呼吸频率加快、游动缓慢,最后大量死亡。
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  柱状黄杆菌(Flavobacteriumcolumnare)属于

黄杆菌目、黄杆菌科、黄杆菌属,是柱形病的病原

体[1-2],其学名几经更改,曾用名包括柱状芽孢杆菌

(Bacilluscolumnaris)[3]、柱形粒球粘细菌(Chon-
drococcuscolumnaris)[4]、柱状噬纤维菌(Cytopha-
gacolumnaris)[5]和柱状曲桡杆菌(Flexibacterco-
lumnaris)[6]等。它是一种广泛分布的重要水生致

病菌,能够引发多种经济鱼类烂鳃、体表溃疡、出血,
并导致高死亡率,已分离鉴定出该病原的鱼类包括

翘嘴鳜[7]、斑点叉尾鮰[8]、草鱼[9]等。其感染力强、
发病迅速,导致药物治疗收效甚微,加之预防措施薄

弱,每年给水产养殖业造成巨大的经济损失[10-11]。
翘嘴鳜(Sinipercachuatsi)是我国特产的名贵

淡水鱼,已在多个省份开展了养殖[12]。随着翘嘴鳜

的人工养殖规模扩大,疾病问题也越来越严重,烂鳃

病是严重危害翘嘴鳜养殖的疾病之一,常引起翘嘴

鳜的大批量死亡,使得人工养殖风险加大[13-14]。陈

昌福等[7]应用细菌学方法对患病的翘嘴鳜病原菌进

行了分离与鉴定,初步证明了柱状嗜纤维菌是翘嘴

鳜烂鳃病的病原。

2014年5月笔者所在实验室部分黄颡鱼养殖

水池暴发细菌性疾病,笔者从患病黄颡鱼上分离鉴

定得到一株柱状黄杆菌,并对其进行了形态学、生理

生化特性、系统进化以及药物敏感性试验及致病性

研究。由于柱状黄杆菌引起的柱形病宿主广泛,症
状相似,本研究利用分离的病原菌感染另一种宿主

翘嘴鳜,通过观察其致死率和组织病理切片,反映该

病原的毒力与致病性,旨在为开展柱形病的防治提

供重要参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

黄颡鱼病鱼材料取自华中农业大学水产学院养

殖基地(体长15~18cm,体质量10~18g)。人工

感染用的黄颡鱼来自该养殖基地提供的健康鱼。人

工感染的翘嘴鳜购于武汉市江夏区鲁湖渔场。
柱状黄杆菌常规Shieh培养基配方参照文献

[15]配制,柱状黄杆菌选择性培养基配方在Shieh
培养基基础上,加入2μg/mL托普霉素、20U/mL
多粘菌素B。微生物生化管和药敏片由杭州微生物

试剂有限公司生产。
1.2 病原菌的分离纯化

选取具有典型病症如烂尾、烂鳍、体表溃烂的濒

死黄颡鱼,用接种环蘸取溃烂病灶部位于Shieh平

板上划线分离细菌。将平板倒置于28℃生化培养

箱培养,1~2d后平板长出菌落,即挑选优势细菌
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进一步在含有上述双抗的Shieh平板上多次纯化。
1.3 病原菌的鉴定与保种

1)菌落形态观察。将分离纯化后的细菌划线接

种于Shieh平板,于28℃生化培养箱培养1~2d至

长出较均匀菌落,观察其形态。

2)显微镜观察。将纯化后的细菌菌液做革兰氏

染色涂片,普通光学显微镜观察菌体形态及染色

特性。

3)菌种的分子生物学鉴定。活化细菌,提取细

菌基因组 DNA,用于16SrDNA 基因PCR扩增,

PCR产物送擎科生物有限公司进行测序。其中

PCR引物为细菌的通用引物27F(5′-AGAGTTT-
GATCCTGGCTCAG-3′)和 1492R(5′-TACGGC-
TACCTTGTTACGACTT-3′)。PCR反应体系(20

μL)为:细 菌 基 因 组 DNA1μL,27F:1μL(10

μmol/L),1492R:1μL(10μmol/L),2×Taq Mix
(康为世纪公司):10μL,ddH2O:7μL。PCR反应

程序为:预变性95℃5min;变性95℃30s,退火

55℃40s,延伸72℃2min,35个循环;终止延伸

72℃10min。将测序结果在 NCBI数据库中进行

比对(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),
确认细菌种类。

4)分离菌株的系统进化分析。将扩增得到的

16SrDNA序列于NCBI数据库GenBank中比对得

到相应的属种信息,并从GenBank中下载相应属部

分 种 类 的 16SrDNA 序 列 (表 1)。用 软 件

MEGA4.0基于邻接法(Neighbor-joining)构建系统

发育树,Bootstraps重复检验1000次。
表1 16SrDNA序列及其来源细菌

Table1 16SrDNAsequencesusedinthepresentstudy

细菌

Bacterium
菌株

Strain

登录号

GenBank
accessionnumber

柱状黄杆菌

Flavobacteriumcolumnare

IAM14301 AB010951
ATCC49512 AY635167
Ga-6-93 AY842901
LP8 AB015480
EK-28 AB016515
PH-97028 AB015481
AU-98-24 AY842899

约氏黄杆菌

Flavobacteriumjohnsoniae
IFO15970 AB078043
IFO14942 D12664

水生黄杆菌

Flavobacteriumhydati
DSM2063 AM230487
IAM12365 D12656

嗜冷黄杆菌

Flavobacteriumpsychrophilum
ATCC49418 AY662493
CSF259-93 AY662494

  5)生理生化鉴定。根据杭州百思生物技术有限

公司提供的微生物生化鉴定管说明书进行,包括以

下项目:葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、木糖、精氨酸水解、精
氨酸脱羧、赖氨酸脱羧、鸟氨酸脱羧、甘露醇、尿素、
硝酸盐还原、硫化氢、半固体琼脂、枸椽酸盐、七叶

苷、OPNG、靛基质、氧化酶。

6)药敏试验。按照美国临床和实验室标准协会

(NC-CL)发布的抗菌药物敏感性实验标准进行。
活化细菌调整浓度至5×107~5×108cfu/mL,取

200μL菌悬液,均匀涂于固体Shieh培养基平板。
用无菌镊子取待测药敏纸片紧贴于琼脂平板表面,
将平板倒置于28℃生化培养箱中培养24h,记录各

药敏片的抑菌圈直径(mm)。根据药敏纸片说明推

荐的抑菌范围判断试验结果。药敏片种类包括:四
环素、新霉素、妥布霉素、磺胺甲基异恶唑、复方新诺

明、多粘菌素B、诺氟沙星、环丙沙星、氟苯尼考。

7)保种。收集新鲜菌液保存于甘油中(甘油终

体积分数为15%),置于-80℃超低温冰箱保存。
1.4 人工回归感染黄颡鱼

健康黄颡鱼40尾(体长13~15cm)随机均分

为2组,暂养1周。感染组采用新鲜活化的菌液浸

泡感染,终浓度为5×106cfu/mL,阴性对照组添加

等量的Shieh培养基。观察发病和统计感染死亡情

况,对濒死的鱼进行解剖,取鳃、皮肤、头肾、体肾、肝
脏、脾脏等组织,加适量细菌稀释液,剪碎组织,划线

接种于常规Shieh平板上,检测各组织中细菌感染与

残留情况。28℃培养箱培养24h后观察生长情况,
根据科赫原则鉴定是否能再次分离到相同的细菌。
1.5 病原菌感染翘嘴鳜的组织病理观察

健康翘嘴鳜40尾(体长5~6cm)随机均分为

4组,暂养1周。对每组的鱼用小针头划伤后加新

鲜活化的细菌进行浸泡感染,终浓度分别为1×
105、1×106、1×107cfu/mL;阴性对照组添加等量

的Shieh培养基。感染期间不喂食不换水。观察感

染后鱼的活动情况,及时记录死亡鱼数量。随机选

取刚死亡的翘嘴鳜,解剖取鳃、头肾、肝、体肾、脾等

组织,检测各组织中细菌感染与残留情况。
选取感染和没有感染的鱼进行组织病理切片。

组织选取鳃、肝、头肾、体肾、脾、心脏、胃和肠,用

4%的多聚甲醛固定。石蜡切片的步骤如下:(1)材
料透明:将组织置于85%乙醇处理2h,之后置于

95%乙醇中过夜处理,再置于甲苯1中透明2h左

右,再将组织置于甲苯2中透明至组织透明;(2)石
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蜡包埋:将组织选择好切片方向后,置于高温液体石

蜡中,待石蜡固定后,修理石蜡;(3)切片:选择合适

的切片厚度切片;(4)染色:染色过程主要包括脱蜡

(梯度 乙 醇)—苏 木 精 染 色—伊 红—脱 水—烘 片;
(5)盖片:中性树胶封片,烘干后可以镜检。

2 结果与分析

2.1 自然发病鱼症状

发病黄颡鱼食欲下降,游泳异常,沿着壁上下游

动,反应迟钝,体表溃烂,主要在靠近尾鳍部分形成

不规则腐蚀斑块,表皮脱落(图1)。解剖可见腹腔

积水,肠系膜充血等症状。

图1 黄颡鱼感染柱状黄杆菌的症状

Fig.1 Thesymptomsofyellowcatfish
infectedwithF.columnare

2.2 病原形态

Shieh平板上28℃培养24h出现干燥的、平铺

在培养基表面上呈蔓延生长的菌落,菌落边缘不整

齐、呈假根状,中央较厚、呈颗粒状、大小不一,菌落

呈黄色,随着培养时间的延长黄色逐渐加深。显微

镜下观察到菌体形态细长呈直杆状或弯曲状,有时

弯成半圆形或 U形等,长短不一,无鞭毛。细菌革

兰氏染色后呈红色,属于革兰氏阴性菌,细菌形态单

一(图2)。
2.3 16S rDNA 序列分析

PCR扩增获得片段大小为1409bp的16SrD-
NA序列,GenBank数据库的登录号为KR013058。
在NCBI数据库中比对分析,结果表明,该菌株为

柱状黄杆菌,菌株命名为Pf1(Flavobacteriumco-
lumnarefromPelteobagrusfulvidraco)。将Pf1菌

株与GenBank中其他黄杆菌属的16SrDNA部分

序列比对,通过邻接法构建的系统发育树分析发

现,Pf1与柱状 黄 杆 菌 聚 在 一 起,并 与 菌 株 Fla-
vobacteriumcolumnare AB010951亲 缘 关 系 较 近

(图3)。

图2 分离菌株的革兰氏染色图(1000倍)

Fig.2 GramstainingofisolatedPf1(1000×)

图3 基于黄杆菌属的16SrDNA部分序列构建的系统树

Fig.3 Phylogenetictreebasedon16SrDNAsequencesofthespeciesinFlavobacterium
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2.4 生理生化特性

根据生化管说明书对培养细菌的生化管前后颜

色变化与是否产气等进行判断,得到的结果如表2
所示。Pf1菌株在尿素和硝酸盐还原反应中表现为

阳性,其他均为阴性。
表2 菌株Pf1生理生化鉴定结果

Table2 Physiologicalandbiochemical

identificationresultsofPf1strain

测试项目

Testitems
结果

Results
测试项目

Testitems
结果

Results
葡萄糖 Glucose - 甘露醇 Mannitol -
蔗糖Sucrose - 尿素 Urea +

麦芽糖 Maltose -
硝酸盐还原

Nitratereduction
+

木糖 Xylose -
硫化氢

Hydrogensulfide
-

精氨酸水解

Argininedigydrolase
-

半固体琼脂

Semi-solidagar
-

精氨酸脱羧

Argininedecarboxylase
- 枸椽酸盐Citrate -

赖氨酸脱羧

Lysinedecarboxylase
-

ONPG邻硝基酚半乳糖甙

Onitrophenyl-β-galactoside
-

鸟氨酸脱羧

Ornithinedecarboxylase
- 靛基质Indole -

七叶苷Esculin - 氧化酶 Oxidase -
 注:“+”表示阳性;“-”表示阴性。Note:“+”positive;“-”

negative.

2.5 药敏试验结果

分离的Pf1菌株药敏试验结果如表3所示,在
测定的9种抗生素中,菌株Pf1对其中的四环素、新
霉素、诺氟沙星、环丙沙星、氟苯尼考5种抗生素

敏感。

表3 菌株Pf1对常用抗生素的敏感性分析

Table3 ThesensitivityofstrainPf1tothecommonantibiotics

抗生素

Antibiotics
敏感性

Sensitivity
抗生素

Antibiotics
敏感性

Sensitivity
四环素

Tetracycline
S

多粘菌素B
PolymyxinB

R

新霉素

Neomycin
S

诺氟沙星

Norfloxacin
S

妥布霉素

Tobramycin
R

环丙沙星

Ciprofloxacin
S

磺胺甲基异恶唑

Sulfamethoxazole
R

氟苯尼考

Florfenicol
S

复方新诺明

SMZ-TMP
I

 注:R.耐药;I.中介;S.敏感。Note:R.Resistance;I.Media-
tion;S.Sensitivity.

2.6 回归感染黄颡鱼结果

黄颡鱼感染一段时间后,开始出现游泳异常、急
躁乱窜,12h内全部死亡,解剖濒死的鱼,鳃丝发

白、不整齐,腹腔有积水,而体表没有出现溃烂,可能

是由于感染时间太短,高浓度的细菌进入鱼体内组

织导致鱼迅速死亡。对照组的鱼均正常。感染组黄

颡鱼各个组织接种于Shieh平板24h后,均不同程

度地分离到柱状黄杆菌,其中以鳃中最多。
2.7 Pf1 对翘嘴鳜的致病性

高浓度感染组(107cfu/mL)表现为游泳异常、
急躁、呼吸困难等症状,并在6h内全部死亡,中浓

度组(106cfu/mL)和低浓度组(105cfu/mL)在后续

时间内陆续有出现上述状况并死亡的情况,经过4d
连续观察并记录死亡数,计算出翘嘴鳜感染Pf1的

存 活率曲线如图4所示。解剖刚死亡的翘嘴鳜,有

图4 翘嘴鳜感染Pf1后的存活率变化情况

Fig.4 SurvivalrateofmandarinfishafterPf1infection
鳃丝发白、破损,鳍条基部充血,内脏有严重腹水等

症状。划线接种各个组织器官于Shieh培养基,均
不同程度地分离到柱状黄杆菌,其中鳃和头肾中分

离出较多细菌。
2.8 翘嘴鳜感染 Pf1 的组织病理切片分析

在人工感染的翘嘴鳜发病鱼中,感染菌液浓度
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为1×106cfu/mL组发病的翘嘴鳜被感染的时程较

长,并有存活,因此用于组织器官病理切片制作,在
显微镜下观察并拍照记录,各组织病变情况总结

如下。
鳃:鳃丝充血,鳃小片水肿,呼吸上皮细胞肿胀增

生,与毛细血管分离,并伴有大量炎症细胞(图5A)。
肝:肝细胞肿胀、严重离散,肝索结构不清晰,肝

细胞空泡化变性,甚至发生溶解、坏死(图5B)。
头肾:头肾细胞空泡化严重,大量溶解,细胞离

散(图5C)。
体肾:肾小囊内有炎性细胞浸润,肾小管上皮细

胞出现空泡化变性,局部发生坏死,甚至肾小管结构

破坏,造血组织坏死,大量炎性细胞浸润(图5D)。
脾:脾出血,细胞离散,脾窦内充满大量红细胞,

 A:鳃 Gill;B:肝Liver;C:头肾 Headkidney;D:体肾 Trunkkidney;E:脾Spleen;F:心 Heart;G:肠Intestine;H:胃Stomach.

图5 翘嘴鳜感染Pf1后的组织病理切片

Fig.5 HistopathologicalsectionsofmandarinfishafterPf1infection
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脾髓内大量含铁血黄素沉积,脾脏淋巴细胞坏死,数
量减少(图5E)。

心脏:心肌纤维变性水肿,肌间隙内有炎症细胞

浸润(图5F)。
肠:肠黏膜上皮坏死脱落,黏膜下层固缩,固有

层脱离,肠壁变薄(图5G)。
胃:胃壁毛细血管淤血,胃粘膜分泌多量炎性渗

出物,胃腺上皮细胞肿胀(图5H)。

3 讨 论

柱状黄杆菌广泛存在于水环境中,是多种鱼类

的主要致病菌,可导致被感染鱼类出现烂鳃、体表溃

疡等症状,使集约化养殖鱼类大规模死亡。柱状黄

杆菌可以导致我国多种重要鱼类的疾病。但从细菌

性烂尾病黄颡鱼中分离出致病性柱状黄杆菌属于首

次报道。
本研究应用黄颡鱼源的柱状黄杆菌感染翘嘴

鳜,107cfu/mL感染组致死率100%,106cfu/mL感

染组在96h的死亡率也达到90%,各个组织器官均

能分离到柱状黄杆菌,说明其感染力和致死力都较

高,此菌株是一株强毒株,并且可以跨物种感染和

致病。
柱状黄杆菌的致病机制还不是很清楚。李海燕

等[16]通过电镜观察患有柱状屈挠杆菌引起的烂鳃

病翘嘴鳜的组织和细胞的亚显微结构病变情况,结
果表明,鳃、肝、肾组织和细胞均发生严重病变,其中

鳃组织细胞发生大面积坏死;肝、肾存在不同程度的

病变,细胞从肿胀、变性到坏死解体等。从组织病理

学变化的观察结果来看,翘嘴鳜感染柱状黄杆菌的

主要病理损伤是多器官细胞肿胀坏死、空泡化变性、
出血和炎症细胞浸润,特别是鳃、肝、头肾和体肾的

损伤较为严重。翘嘴鳜鳃充血,鳃小片毛细血管扩

张、充血明显,呼吸上皮细胞肿胀增生,鳃的呼吸功

能遭到严重破坏,翘嘴鳜开始表现出呼吸频率加快、
游动缓慢等症状,最后导致大量死亡。头肾细胞空

泡化严重,大量溶解;脾有变性、出血、大量含铁血黄

素沉积,脾脏淋巴细胞坏死等现象。头肾和脾等免

疫器官的病变,导致机体免疫功能下降,更易引发病

原菌的继发感染和交叉感染。肝细胞肿胀、空泡化

变性;肾小管广泛性的变性、坏死及肾间造血组织坏

死,肝肾的损伤,导致机体解毒能力降低,并引起体

内水、钠代谢平衡失调,病鱼产生大量腹水,出现腹

部膨大现象。与代谢有关的肠道器官损伤,肠黏膜

坏死,导致机体代谢失调。机体多器官的损伤,导致

免疫障碍、代谢紊乱,最终导致鱼体全身性中毒衰竭

而死亡。
我们用柱状黄杆菌感染翘嘴鳜后,对其转录组

进行了分析[17],结果显示感染组翘嘴鳜的铁调素升

高了126倍,血红蛋白beta-A下调了15倍。铁代

谢调节是宿主防御细菌感染的重要策略,我们推测,
翘嘴鳜在感染柱状黄杆菌的过程中,通过高水平表

达铁调素和低水平表达血红蛋白,从而降低机体的

铁水平,抑制细菌生长,达到抗感染目的。柱状黄杆

菌的感染机制与宿主的抗感染策略机制需要从病理

学、免疫学和分子生物学方面进行更深入的研究。
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CharacterizationandpathogenicityofastrainofFlavobacterium
columnareisolatedfromPelteobagrusfulvidraco

ZHANGYulei1 ZHAOLijuan2 ZHOU Weidong3 AITaoshan3 LINLi1

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.ShandongFreshwaterFisheriesResearchInstitute,Jinan250013,China;

3.WuhanFisheryResearchInstitute,Wuhan430207,China

Abstract Inthisreport,weisolatedandidentifiedastrainofFlavobacteriumcolumnare (named
Pf1strain)fromadiseasedyellowChinesecatfish,Pelteobagrusfulvidraco.Subsequently,thedrug
sensitivetestsandthepathogenicityofPf1onyellowChinesecatfishandmandarinfish (Siniperca
chuatsi)werecarriedoutandtheresultsshowedthatPf1waspathogenic.Pf1infectioncouldcausenec-
rosisandinflammationofseveraltissues,especiallytheliver,trunkkidneyandgillinmandarinfish.In
theinfectedmandarinfish,livercellswereswollen,vacuolarandnecrotic.Necrosisofrenaltubularand
extensiveinflammatorycellsinfiltrationwereobserved.Gilllamellaecapillarieswereswollenandhyper-
emic,andrespiratoryepitheliawereswollenanddegenerated.Thelesionedgillleadtothehigher
breathingrate,slowerswimming,andeventuallymassmortalityoftheinfectedmandarinfish.

Keywords Flavobacteriumcolumnare;Pelteobagrusfulvidraco;Sinipercachuatsi;pathogenicity;

histopathology
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