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摘要 对江西省南昌县某水产养殖场出现的以“体表局部出血、溃疡,肠系膜充血、出血,腹腔内有大量积

水”为主要症状的团头鲂细菌性败血症进行了研究。从病死及濒死团头鲂的病灶中分离到大量菌株,通过对其

进行形态观察、生理生化特性鉴定、回归感染试验和药敏试验,结果将这些菌株鉴定为嗜水气单胞菌(Aeromonas
hydrophila)和温和气单胞菌(Aeromonassobria);2种致病菌均能导致团头鲂死亡,并出现与自然条件下相似的

疾病症状;4个分离菌株对万古霉素、丁胺卡那、妥布霉素、卡那霉素、头孢拉定、头孢哌酮、先锋霉素 V、氧哌嗪

青霉素、氟哌酸等9种药物敏感;TTF-15菌株对先锋噻肟,TTF-004、TTF-013和TTF-015等3个菌株对头孢呋

肟,TTF-013菌株对四环素处于中介敏感;而4个分离菌株对庆大霉素、头孢氨噻三嗪、复达欣和复方新诺明等

4种药物显示耐药性。
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  团头鲂(Megalobramaamblycephala)是我国

重要的人工养殖淡水鱼类之一。该鱼具有肉质鲜

美、养殖成本比较低的特点,在我国不少地区已经得

到广泛养殖。然而,近年来随着集约化养殖程度的

提高,团头鲂受各种传染性疾病危害也越来越严重,

成为制约团头鲂集约化养殖的主要因素。团头鲂可

能遭受多种细菌性传染病的危害,因此,分离鉴定团

头鲂细菌性传染病病原、研究病原细菌致病能力、测

定致病菌株对药物的敏感性,对团头鲂细菌性疾病

的有效防控显得尤为重要。

2008年9月,江西省南昌县某水产养殖场的团

头鲂出现了以“体表出血、溃疡、肠道和肠系膜充血、

出血,肝脏发白,腹腔积水严重”为主要症状的传染

病。笔者从自然发病的团头鲂体内分离得到大量菌

株,经人工回归感染试验,证实几个分离菌株具有较

强致病力;对具有致病力的菌株完成了生理生化特

性鉴定和药物敏感性测定,以期丰富团头鲂细菌

性疾病的病原资料,并为该病的防控提供科学依

据。

1 材料与方法

1.1 病鱼来源及症状观察

2008年9月,江西省南昌县某水产养殖场的团

头鲂成鱼和鱼种出现大批死亡,取该渔场发病鱼塘

里濒死的团头鲂观察,记录其症状,并剖检典型病

鱼,记录其病理变化。
1.2 病原菌分离和纯化

选取具有典型症状的濒死病鱼,在无菌条件下

从濒死鱼的体表溃疡部、鳃丝、肝脏、脾脏、肾脏、腹
水中分离细菌,同时分别在BHI(Difco)琼脂平板上

划线分离细菌。将平板置于28℃培养,待长出菌落

后,挑选优势菌株进一步纯化。
1.3 病原菌形态观察

将分离纯化后的细菌培养物分别接种于BHI
(Difco)琼脂平板上,28℃培养箱中恒温培养48h
后观察菌落形态。将纯化后的细菌进行革兰氏染

色,于显微镜下(1000×)观察菌体形态及染色特

性。
1.4 菌株致病力测定

将纯化培养的15个菌株在BHI琼脂平板上培
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养48h后,用无菌生理盐水洗下菌苔,并调整菌液

浓度至1.0×107cfu/mL,即为测试菌株致病力的活

菌液。
选择无外伤、游动活泼,平均体质量55.0g左

右的团头鲂作为供试鱼,在每个56cm×45cm×42
cm水族箱中放养10尾,充气饲养。每天换水1次,
早、晚各投喂1次配合饲料。试鱼经过预备饲养7d
后,采用肌肉注射或浸泡的方式进行人工感染,注射

法按每尾0.3mL活菌液接种;浸泡法则是首先用

解剖刀刮去供试鱼身体两侧和尾柄部位的少量鳞片

后,以浓度为1.0×107cfu/mL活菌液充气浸泡30
min。试验共分为32个组,每组10尾,其中30组为

试验组,注射和浸泡法感染各为15组。注射接种的

对照组试验鱼经胸鳍基部注射0.3mL无菌生理盐

水,浸泡接种的对照组则用相同方法制造鱼体创伤

后,继续在未添加活菌的 水 族 箱 中 充 气 处 理30
min。试 验 期 间 不 再 投 喂 饲 料,控 制 水 温(26±
2)℃。人工感染结束后连续观察14d,记录试验鱼

的发病症状和死亡情况,并对死亡鱼体进行解剖和

致病菌的再分离,验证试验鱼的死亡是否由人工感

染菌株引起的。
1.5 生理生化试验

根据人工感染试验并结合革兰氏染色的结果,
选择致病力强的菌株,参照文献[1-3]中的方法进行

菌株的种类鉴定。
1.6 供试菌株的测定药物敏感性

药敏试验根据全国临床实验室标准委员会(Na-
tionalCommitteeforClinicalLaboratoryStandards,

NCCLS)推荐的 K-B琼脂法进行,即将菌液浓度调

整至4.7×107~4.7×108cfu/mL,在无菌条件下于

15min内用灭菌棉签蘸取菌悬液,均匀涂于待检菌

株相应的固体培养基平板。用无菌镊子取待测药敏

纸片(广州新源微生物试剂有限公司),将其紧贴于

琼脂表面,并将该平板置于28℃培养箱中培养

24h,记录各药敏纸片的抑菌圈直径(mm)。根据

药敏纸片生产厂家推荐的抑菌范围解释标准判断试

验结果。

2 结果与分析

2.1 病鱼症状

发病团头鲂成鱼体长大多在17~22cm,鱼种

体长9~12cm。外观可见病鱼均表现出无食欲、游
动缓慢、反应迟钝、呼吸困难、背部发黑、腹部膨大、
眼球突出、肛门红肿,体表部分呈现块状出血、溃疡,
解剖后可见肠道和肠系膜充血、出血,肝脏发白,腹
腔严重积水。
2.2 病原菌形态

取病鱼的病灶部位进行病原分离,并且在BHI
琼脂培养基上培养24~48h后,出现一些特征为光

滑、圆整、微凸、乳白色的菌落,还有一些菌落除具有

表面光滑、圆整、边缘整齐等相似特征外,菌落颜色

为淡黄色。
2.3 菌株的致病力

用所分离的15株菌对正常团头鲂进行人工感

染的试验结果如表1所示。由表1可以看出,对正

常团头鲂注射或者浸泡感染TTF-002、TTF-004、
表1 分离菌株不同感染方法对团头鲂的致病力

Table1 Virulenceofisolatesonbluntnoseblackbream(Megalobramaamblycephala)bydifferentinfectedmethod

菌株

Strains
浸泡Immersion

死亡率 Mortality 存活时间Survivingtime/h

注射Injection
死亡率 Mortality 存活时间Survivingtime/h

TTF001 5/10 77~156 10/10 72~334
TTF002 10/10 76~335 10/10 48~203
TTF003 0/10 - 1/10 65
TTF004 10/10 67~322 10/10 98~259
TTF005 3/10 96~223 8/10 72~209
TTF006 0/10 - 2/10 35~78
TTF007 0/10 - 1/10 46
TTF008 1/10 302 1/10 87
TTF009 2/10 69~245 3/10 46~219
TTF010 0/10 - 1/10 57
TTF011 3/10 65~157 9/10 27~168
TTF012 2/10 29~243 2/10 52~187
TTF013 10/10 125~306 10/10 48~221
TTF014 0/10 - 1/10 65
TTF015 10/10 212~243 10/10 78~210
对照CK 0/10 - 1/10 55
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表2 分离菌株TTF-002、TTF-004、TTF-013和TTF-015的形态、生理和生化特性1)

Table2 Morphological,physiologicalandbiochemicalcharacterizationoftheTTF-002,TTF-004,TTF-013andTTF-015strains

项目Items
菌株Strains

TTF-002 TTF-004 TTF-013 TTF-015 A.hydrophila2) A.sobria3)

革兰氏染色 Gramstain — — — — — —
吲哚产生Indoleproduction + + — — + —
MR试验 MRreaction + + — — + —
VP试验 Voges-Proskauer — — + + — +
柠檬酸盐Citrate(simmons) d d d d d d
硫化氢产生 H2Sproduction + + + + + +
脲素水解 Ureahydrolysis — — — — — —
苯丙氨酸酶Phenylalanine — — — — — —
赖氨酸脱羧酶Lysinedecarboxylase d d d d d d
精氨酸双水解酶 Argininedecarboxylase + + + + ++
鸟氨酸脱羧酶 Ornithinedecarboxylase — — — — — —
运动性 Motility + + + + + +
明胶液化 Gelatinhydrolysis + + + + + +
KCN生长 KCNgrowth + + + + + +
丙二酸盐利用 Malonteutilization — — — — — —
D-葡萄糖产酸 D-glucose(acid) + + + + + +
D-葡萄糖产气 D-glucose(gas) + + + + + +
侧金盏花糖醇产酸 Adonitol(acid) — — — — — —
L-阿拉伯糖L-arabinose(acid) + + - - + —
纤维二糖产酸Cellobiose(acid) — — — — — —
卫矛醇产酸 Dulctol(acid) — — — — — —
丁四醇产酸Erythritol(acid) — — — — — —
D-半乳糖 D-galactose(acid) + + + + + +
丙三醇产酸 Glycerol(acid) + + + + + +
乳糖产酸Lactose(acid) d d d d d d
麦芽糖产酸 Maltose(acid) + + + + + +
D-甘露醇产酸 D-mannitol(acid) + + + + + +
D-甘露糖产酸 D-mannose(acid) [+] [+] [+] [+] [+] [+]
蜜二糖产酸 Melibiose(acid) — — + + — +
鼠李糖产酸 Rhamnose(acid) — — — — — —
L-鼠李糖产酸L-rhamnose(acid) — — — — — —
水杨苷产酸Salicin(acid) + + — — + —

D-山梨醇产酸 D-sorbitol(acid) — — — — — —
蔗糖产酸Sucrose(acid) + + + + + +
茧蜜糖产酸 Trehalose(acid) + + + + + +
D-木糖产酸 D-xylose(acid) — — — — — —
七叶苷水解Esculinhydrolysis + + + + + +
粘多糖产酸 Mucate(acid) — — — — — —
醋酸盐利用 Acetateutilization d d d d d d
脂肪酶(玉米油)Lipase(cornoil) d d d d d d
氧化酶 Oxidase + + + + + +
ONPG + + + + + +
0%食盐生长0% NaClgrowth + + + + + +
1%食盐生长1% NaClgrowth + + + + + +
6%食盐生长6% NaClgrowth — — — — — —
0/129敏感性0/129sensitivity — — — — — —

 1)“—”:0%~10%的阳性0%~10% positive;“+”:90%~100%阳性90%~100% positive;“d”:26%~75%阳性26%~75%

positive;“[+]”:76%~89%阳性76%~89%positive;“ONPG”:O-硝基苯-β-D吡喃半乳糖甙酶 O-nitrophenyl-β-D-galactopyr-
anoside.2)、3)《伯杰氏系统细菌学手册》(第九版)数据 Dadafrom“Bergey’smanualofsystematicbacteriology”9th.

TTF-013和TTF-015等4个菌株,均可以导致供试

鱼100% 的 死 亡;而 利 用 TTF-001、TTF-011 和

TTF-005等3个菌株注射感染试验鱼,可以导致

80%~100%的供试鱼死亡。其它菌株无论是注射

还是浸泡接种,导致试验鱼的死亡率均比较低。浸

泡方式的对照组试验期间无鱼死亡,注射感染的对

照组也只有1尾鱼死亡。
对试验组死亡鱼体的病理检查结果表明,浸泡

法人工感染后试验鱼体表有皮肤溃疡,肌肉和尾鳍

基部充血,而内部器官则无明显病灶,从人工感染到

死亡的时间间隔比较长;注射法人工感染的试验鱼

在注射部位出现皮肤溃疡,露出肌肉,所有鳍条基部

343



  华 中 农 业 大 学 学 报 第29卷 

充血,部分鱼体的肠道、肝胰脏也出现点状充血现

象。无论是注射还是浸泡法人工感染后死亡的大多

数鱼体呈现出与自然条件下发病部分相同的症状。
2.4 生理生化特性

对 TTF-002、TTF-004、TTF-013和 TTF-015
等4个分离菌株的形态和生化特性的测定结果归纳

为表2。由表2中所示结果可以看出,TTF-002和

TTF-004菌株的生化特性与嗜水气单胞菌(Aero-
monashydrophila)的生化特性一致,而 TTF-013
和TTF-015菌株的生化特性与温和气单胞菌(A.
sobria)的生化特性一致。因此,TTF-002和 TTF-
004两个分离菌株应当归属于 A.hydrophila;而
TTF-013和TTF-015两个分离菌株应当归属于A.
sobria。

2.5 药敏试验结果

分 离 菌 株 TTF-002、TTF-004、TTF-013 和

TTF-015的药敏试验结果见表3。结果表明,在17
种供试抗生素中,4个分离菌株对万古霉素、丁胺卡

那、妥布霉素、卡那霉素、头孢拉定、头孢哌酮、先锋

霉素V 、氧哌嗪青霉素、氟哌酸等9种药物敏感;

TTF-15菌株对先锋噻肟,TTF-004、TTF-013和

TTF-015等3个菌株对头孢呋肟,TTF-013菌株对

四环素处于中介敏感;而4个分离菌株对庆大霉素、
头孢氨噻三嗪、复达欣和复方新诺明等4种药物显

示耐药性;TTF-002、TTF-004、TTF-013等3个菌

株对先锋噻肟,TTF-002菌株对头孢呋肟,TTF-
002、TTF-004和TTF-015等3个菌株对四环素均

显示出了耐药性。
表3 分离菌株TTF-002、TTF-004、TTF-013和TTF-015对常用抗生素的敏感性分析1)

Table3 ThesensitivityoffourisolatedstrainsTTF-002,TTF-004,TTF-013andTTF-015toantibiotics

抗生素 Antibiotic
菌株Strain

TTF-002 TTF-004 TTF-013 TTF-015
多肽类Peptides
 万古霉素 Vancomycin S S S S
氨基糖苷类 Aminoglycosides
 丁胺卡那 Amikacin S S S S
 庆大霉素 Gentamycin R R R R
 妥布霉素 Tobramycin S S S S
 卡那霉素 Kanamycin S S S S

β-内酰胺Beta-lactams
 头孢拉定Cefradine S S S S
 头孢哌酮Cefoperazone S S S S
 先锋霉素VCefazolinV S S S S
 氧哌嗪青霉素Piperacillin S S S S
 先锋噻肟Cefotaxime R R R I
 头孢氨噻三嗪Ceftriaxone R R R R
 苯唑青霉素 Oxacillin S S S S
 头孢呋肟Cefuroxime R I I I
 复达欣Ceftazidime R R R R
四环素类 Tetracyclines
 四环素 Tetracycline R R I R
喹诺酮类 Quinolones
 氟哌酸 Norfloxacin S S S S
磺胺类Sulfonamides
 复方新诺明Cotrimoxazole R R R R
 1)R:耐药 Resistant;S:敏感Sensitive;I:中介Intermediate.

3 讨 论

A.hydrophila和A.sobria均已经被证明能导

致水产养殖动物发生严重的疾病[4-6],由这2种致病

菌所引起的暴发性传染病,具有发病急、传播快、波
及范围广、感染鱼类种类多的特点,对我国水产养殖

鱼类造成的损失较大[7-10]。

本研究从团头鲂成鱼和鱼种体内同时分离到了

A.hydrophila和A.sobria,这2种致病菌均可引起

团头鲂鱼体出现以出血为特征的细菌性败血症。完

成的A.hydrophila和A.sobria对抗菌素类药物耐

药性分析发现,2种致病菌均对万古霉素、丁胺卡

那、妥布霉素、卡那霉素、头孢拉定、头孢哌酮、先锋

霉素V、氧哌嗪青霉素、氟哌酸等9种药物敏感;而
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对庆大霉素、头孢氨噻三嗪、复达欣和复方新诺明等

4种药物均显示耐药性,初步说明2种致病菌具有

相似的药物感受性。但是,TTF-15菌株对先锋噻

肟,TTF-004、TTF-013和TTF-015等3个菌株对

头孢呋肟,TTF-013菌株对四环素处于中介敏感;
而4个分离菌株对庆大霉素、头孢氨噻三嗪、复达欣

和复方新诺明等4种药物显示耐药性。除此之外,2
种致病菌的不同菌株还显示出对先锋噻肟、头孢呋

肟和四环素具有不同的耐药性。
本研究结果证明,A.hydrophila 和A.sobria

可能对团头鲂的鱼种与成鱼形成混合感染,但是,由
于这2种致病菌对抗菌素的耐药谱并不完全相同,
可能为该病的药物有效治疗带来一些困难,需要在

团头鲂细菌性疾病的药物治疗过程中,注意选择对

A.hydrophila和A.sobria均显示敏感的药物。
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IdentificationandPathogenicityofBacterialPathogensIsolatedinanOutbreak
ofBacterialDiseaseofBluntnoseBlackBream,Megalobramaamblycephala

TIANTian1 HUHuo-geng1,2 CHENChang-fu1

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.JiangxiAquacultureTechnologyPromotionStations,Nanchang330046,China

  Abstract Thispaperreportedthefulminanthaemorrhagicdiseaseofbluntnoseblackbream(Mega-
lobramaamblycephala)inJiangxi,China.Thetypicalsymptomsofthediseaseincluded:decayintheend
ofdorsalandcaudalfins;congestionandhemorrhageinskin;muscleandintestineswithascites.Two
kindsofbacteriawereisolatedfromthesickbluntnoseblackbream withtypicalsyndromeandwere
provedtobeitspathogenbyartificialchallenge.ThepathogenswereidentifiedasAeromonashydrophila
andAeromonassobriabymorphologicalobservationandbiochemicaltest.Theantibioticsensitivityanal-
ysisshowedthatvancomycin,amikacin,tobramycin,kanamycin,cefradine,cefoperazone,cefazolin,pip-
eracillinandnorfloxacinweresensitivetoAeromonashydrophilaandAeromonassobria;A.hydrophila
andA.sobriawereresistanttogentamycin,ceftriaxone,ceftazidimeandcotrimoxazole.

Keywords Megalobramaamblycephala;Aeromonashydrophila;Aeromonassobria;antibiotic
sensitivityanalysis

(责任编辑:边书京)

543


