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摘要　从患内脏结节病的四川眉山地区养殖乌鳢腹水和肝、脾、肾组织中分离并纯化培养、筛选出１株致病

菌,经形态结构、染色观察、生理生化实验、１６SrRNA基因和特异性序列的PCR检测进行菌株的鉴定,并进行分

离菌株的药物敏感性实验.结果发现,该分离株具有与诺卡氏菌 Nocardia 较一致的形态特征和相似的生化特

性.１６SrRNA基因的PCR扩增、测序和系统发育分析显示,该菌株与诺卡氏菌属的亲缘关系较近,同源性较

高,与诺卡氏菌 Nocardiaseriolae的１６SrRNA 基因序列相似性高达９９％以上;诺卡氏菌的特异性引物

N５F１/N５R１的PCR检测结果表明该菌为诺卡氏菌;药物敏感性结果显示,该菌对四环素、强力霉素、美满霉

素、阿奇霉素、磺胺异噁唑和利福平等药物敏感.

关键词　乌鳢;结节病;诺卡氏菌;１６SrRNA;特异性引物PCR;药敏实验

中图分类号　S９４１．４２　　文献标识码　A　　文章编号　１０００Ｇ２４２１(２０１５)０５Ｇ００９０Ｇ０９

　　乌鳢(Channaargus),又名北方蛇头鱼、黑鱼、
生鱼、乌鱼、蛇头鱼、文鱼和才鱼,属鲈形目、鳢科、鳢
属,是一种生性凶猛、胃口奇大的肉食性鱼类,在我

国分布范围广泛,具有生长快,繁殖力强,疾病少,产
量高,适应性强等特点.因其肉质细嫩,味道鲜美,
营养丰富,蛋白质含量高,又是外科伤愈食疗补品,
深受消费者喜爱,是中国人的“盘中佳肴”,具有较高

的营养、药用价值.此外,在东南亚各国,乌鳢的市

场需求量日益增加,作为我国外贸出口的重要淡水

经济鱼类之一,其经济价值较高.
随着乌鳢高密度集约化养殖的发展,其病害也

频见报端,危害程度日趋加剧[１Ｇ５].本次乌鳢内脏结

节病发生在四川眉山仁寿乌鳢养殖区,患病乌鳢腹

部膨大,眼球突出.剖检后腹腔充满腹水,以肝脏、
脾脏、肾脏出现白色或淡黄色结节为主要症状,并伴

有肿大、出 血,发 病 率 高 达 ８０％,平 均 死 亡 率 为

４５％,初步判断为诺卡氏菌感染.通过对患病的乌

鳢进行病原的分离培养、动物回归感染试验、生理生

化特性鉴定、１６SrRNA 分析、特异性引物 PCR 扩

增,鉴定该病原菌为诺卡氏菌(NocardiaseriＧ
olea).本研究旨在为乌鳢诺卡氏菌病的临床诊断

提供基础资料,为有效防治乌鳢诺卡氏菌病提供理

论依据.

1　材料与方法

1.1　病料样品、试验动物与主要试剂

患病乌鳢于２０１４年６月采自四川省眉山市仁

寿县乌鳢养殖场,体长１８~２５cm,体质量２００~
３００g.收集腹部膨大,内脏出现典型白点或结节症

状的患病乌鳢作为研究材料.健康乌鳢购自四川省

雅安市某养殖场,规格与自然发病乌鳢相近,经检查

确认健康后做回归感染试验使用.
试验所用培养基为改良诺卡氏菌培养基,参考

夏立群等[６]的方法进行制备.药敏纸片购自杭州微

生物试剂有限公司.细菌基因组 DNA 提取试剂盒

购自天根生化科技(北京)有限公司,试验所用引物

合成与基因测序于生工生物工程(上海)股份有限公

司完成.
1.2　病原菌的分离纯化

选取濒死的患病乌鳢,用７５％乙醇棉球对体表

进行擦拭消毒后,无菌操作剖检鱼体,用接种环从患

病乌鳢的腹水、肝脏、脾脏和肾脏等组织中取样划线



　第５期 王二龙 等:养殖乌鳢内脏结节病的病原分离、鉴定与药物敏感性分析 　

接种至固体培养基,２５℃恒温培养４~１０d分离纯

化细菌,分离菌株编号为 WELＧNS０１.
1.3　病原菌形态观察

无菌操作剖检鱼体后,分别取腹水和少许具有

明显白色结节的内脏组织在玻片上进行均匀涂片,
自然晾干后进行抗酸染色和革兰氏染色,观察细菌

形态和染色情况.
挑取平板上分离纯化后的单个菌落划线转接于

固体培养基上,２５℃恒温培养４~１０d,观察平板上

的菌落形态,并进行革兰氏染色镜检观察.同时接

种于液体培养基中,２５℃水浴摇床振荡培养４~
１０d,观察菌液浑浊情况以及是否有菌膜产生.
1.4　人工感染试验

试验前随机选取５尾购自四川省雅安市某养殖

场的健康乌鳢进行解剖,并取脑、肝脏、脾脏和肾脏

等组织涂板以确定其有无细菌感染.试验乌鳢分为

５组,每组１０尾,分为试验组,PBS对照组和自然

组.将分离菌株 WELＧNS０１接种液体培养基培养

后,参照麦氏比浊法用无菌PBS调整菌悬液浓度为

３．０×１０８、３．０×１０７、３．０×１０６cfu/mL,试验组每尾

乌鳢腹腔注射０．２mL,PBS对照组注射同等剂量的

无菌PBS,自然组不做任何处理,水温(２５±１)℃.
感染后,每天观察并记录试验鱼的发病和死亡情况,
连续观察７d,并对濒临死亡的鱼进行剖检和病原菌

分离鉴定.
1.5　病原菌分类鉴定

１)常规生理生化鉴定.按照«常用细菌系统鉴

定手册»[７]的方法,参照文献[８Ｇ９]提供的酶类产生、
水解活性、单一碳源利用以及生长温度等生理生化

指标,用生化鉴定管对分离的病原菌进行主要理化

特性检测.

２)１６SrRNA 序列扩增和分析.无菌操作,分
别挑取患病乌鳢不同组织器官分离纯化的菌株于液

体培养基中,２５℃振荡培养４~１０d.取菌液１~
２mL按照天根细菌基因组DNA提取试剂盒进行病

原菌基因组DNA提取.采用细菌１６SrRNA 通用

引物进行PCR扩增(上游引物２７F:５′ＧAGAGTTTＧ
GATC CTGGCTCAGＧ３′,下 游 引 物 １４９２R:５′Ｇ
TACGGCTACCTTGTTACGACＧ３′),反 应 在 ２５

μL体系中进行:PCRPremix１２．５μL,上游引物１．０

μL,下游引物１．０μL,模板DNA２．０μL,ddH２O８．５

μL.PCR循环参数:９４℃预变性４min;然后９４℃
１min,５５℃３０s,７２℃１．５min,循环扩增３０次;最

后７２℃延伸１０min,于４℃结束反应.预计扩增片

段约１５００bp.以１．０％的琼脂糖凝胶电泳PCR产

物,将预期大小的PCR产物送生工生物工程(上海)
股份有限公司进行测序.

所测得的序列提交 GenBank,并在 NCBI网站

中进行病原菌１６SrRNA 的 Blast在线比对,选取

与该序列相关性较高的核酸序列,采用ClustalX软

件进行多序列匹配排列分析,并用 MEGA５．０软件

包中的 NeighborＧJoining法构建系统进化树,确定

菌株进化位置.

３)诺卡氏菌特异性引物的 PCR 扩增和分析.
以提取的病原菌基因组 DNA 为模板,并以海豚链

球菌、鮰爱德华氏菌、鲁氏耶尔森氏菌的基因组

DNA为对照,参照 Labrie等[１０]设计的诺卡氏菌

特异 性 引 物 N５F１/N５R１(上 游 引 物 N５F１:５′Ｇ
TGAGCCT GAACTGCATGGTTCＧ３′;下 游 引 物

N５R１:５′ＧACGGTATCGCAGCCCTCTGTAＧ３′)进

行特异性PCR检测.反应在２５μL体系中进行,其
中:PCRPremix１２．５μL,上游引物１．０μL,下游引

物１．０μL,模板DNA２．０μL,ddH２O８．５μL.PCR
循环参数设置为:９４℃预变性４ min;然后９４℃
１min,５８℃３０s,７２℃１．５min,循环扩增３０次;最
后７２℃延伸１０min,于４℃结束反应.预计扩增片

段为１０６９bp.PCR产物进行１．０％的琼脂糖凝胶

电泳检测,观察是否与预期片段大小一致.
1.6　药物敏感实验

采用药敏纸片法,在无菌操作下,将病原菌接种

于液体培养基中培养,麦氏比浊法调整菌液浓度至

１．０×１０７cfu/mL,均匀涂布于固体培养基,贴上药

敏纸片.２５℃培养４~１０d后,测量抑菌圈直径并

进行结果判定.

2　结果与分析

2.1　病原菌形态观察

取患病乌鳢的腹水和肝脏、脾脏、肾脏等组织在

玻片上均匀涂片,抗酸染色观察,在腹水和肾脏的涂

片上观察到抗酸染色呈阴性(粉红色)的分枝状杆菌

(图１A,１B),革兰氏染色呈阳性(蓝紫色)的分枝状

杆菌(图１C).
分离得到的病原菌初代生长缓慢,在固体培养

基上２５℃培养４d后才有少许菌落长出,患病乌鳢

的腹水、肝脏、脾脏、肾脏等组织中均能分离到相似

菌落.其中在固体培养基上菌落呈乳白色或淡黄色

１９
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沙粒状,粗糙易碎,边缘不整齐,偶尔在表面形成皱

褶(图２A,２B);在液体培养基中菌落呈颗粒状沉在

试管底部,培养基呈透明状,且在液体培养基表面能

够明显观察到一层菌膜(图２C,２D),振荡试管,菌

落和表面菌膜在培养基中分散,有的贴在试管内壁,
不易洗下(图２E).通过进一步的染色镜检观察发

现,病原菌为抗酸染色呈阴性、革兰氏染色呈阳性的

分枝杆菌.

　A:腹水涂片的抗酸染色呈阴性(红色)TheacidＧfaststainingofascitessmearwasnegative(red);B:肾脏触片的抗酸染色呈阴性The

acidＧfaststainingofkidneysmearwasnegative(red);C:腹水涂片的革兰氏染色呈阳性(蓝紫色)Thegramstainingofascitessmear

waspositive(bule)．

图１　患病乌鳢内脏组织触片的抗酸染色和革兰氏染色(１０００×)

Fig．１　TheacidＧfaststainingandgramstainingresultsoftissuesmearofdiseasedsnakehead(１０００×)

　A~B:固体培养基上长出的乳白色或淡黄色沙粒状菌落 Thebacterialcolonywasgrittywithmilkwhiteorlightyellowonthesolid

medium;C~E:液体培养基中长出的菌落和表面菌膜 Thebacterialcolonyandsuperficialpellicleintheliquidmedium．

图２　病原菌在培养基上的生长情况

Fig．２　Thegrowingstatesofthepathogenontheculturemedium

２９
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2.2　病原菌人工感染试验

购自四川省雅安市某养殖场的乌鳢,经剖检取

组织涂片接菌后,未分离出细菌,说明乌鳢健康无感

染可用于本试验的病原菌回归感染试验.分离菌株

WELＧNS０１经人工感染对乌鳢有较强的致病力,结
果见表１.注射高浓度菌液(３．０×１０８、３．０×１０７

cfu/mL)的２个试验组乌鳢第２天开始死亡,表现

为眼球突出、体表出血、腹部膨大等症状.而 PBS
对照组和自然组无任何症状.剖检死亡的乌鳢,发
现其肝脏、脾脏和肾脏出血、肿大,表面可见典型的

白色或淡黄色小结节(图３),从肝脏、脾脏、肾脏等

组织中均能分离纯化得到一致的细菌,其菌落形态、
菌体形态及染色情况与从自然发病乌鳢体内分离的

菌株完全一致,说明分离菌株 WELＧNS０１即为引起

表１　分离菌株人工感染试验结果１)

Table１　Artificialinfectionresultsoftheisolatedstrains

注射菌株

Strain
菌液浓度/(cfu/mL)

Bacteriaconcentration
注射剂量/mL
Injectiondose

样本数

Number

死亡数/尾 Deathnumber

１d ２d ３d ４d ５d ６d ７d

死亡率/％
Mortality

WELＧNS０１

３×１０８ ０．２ １０ ０ １ ２ ２ ２ ３ ０ １００
３×１０７ ０．２ １０ ０ １ １ １ ２ ２ ０ ７０
３×１０６ ０．２ １０ ０ ０ １ １ １ １ １ ５０
PBS组PBSgroup ０．２ １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０
自然组 Naturalgroup － １０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

　１)“—”表示自然组未做处理.“—”notgivenanytreatmentinnaturalgroup．

　A:腹腔积满腹水(→)Abdominalcavityfilledwithasciticfluid(→);B:肝脏肿大、出血,表面有白色结节(→)Hepatomegaly,bleedＧ

ingwithwhitenodulesonthesurface(→);C:脾脏肿大,出血,表面有小结节(→)Splenomegaly,bleedingwithwhitetuberculeonthe

surface(→);D:肾脏出血,肿大,表面有小结节(→)Renalenlargement,bleedingwithtuberculeonthesurface(→)．

图３　感染病原菌的试验组乌鳢内脏器官病变情况

Fig．３　Thelesionsoftheinternalorganofexperimentalgroupsnakeheadinfectedwiththeisolatedbacteria

本次乌鳢内脏结节病的病原菌.
2.3　病原菌的分类鉴定

１)生理生化鉴定结果.分离菌株 WELＧNS０１的

主要生理生化特性见表２,该病原菌具备了诺卡菌属

的基本生理生化特征,且与参照菌株N．seriolae的特

性完全相同,初步判定为诺卡氏菌N．seriolae.

３９
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表２　病原菌 WELＧNS０１与参照菌株的生理生化特征１)

Table２　PhysiologicalandbiochemicalcharacteristicsofisolatedstrainWELＧNS０１andreferencestrain

检测项目

Items
病原菌 Pathogen

WELＧNS０１

参照菌株 Referencestrains
N．asteroidesATCC１９２４７ N．seriolaeJCM３３６０

革兰氏染色 Gramstaining ＋ ＋ ＋

抗酸染色 AcidＧfaststaining － － －

酶类产生 Enzymesactivity

　过氧化氢酶 Catalase ＋ ＋ ＋

　氧化酶 Oxidase － － －

　脲酶 Urease － ＋ －

　硝酸盐还原 Nitratereduction ＋ ＋ ＋

水解活性 Decompositionof
　七叶苷 Aesculin ＋ ＋ ＋
　明胶 Aesculin － － －
　淀粉 Starch － － －
　酪蛋白 Casein － － －
　黄嘌呤 Xanthine － － －
　酪氨酸 Tyrosine － － －

唯一碳源利用 Growthonsolecarbonsources
　甘露醇 Mannitol － ＋ －
　山梨醇 Sorbitol － － －
　柠檬酸盐 Citrate ＋ ＋ ＋
　４５℃下生长 Growth － － －
　１)“＋”阳性;“－”阴性;参照菌株星状诺卡氏菌NocardiaasteroidesATCC１９２４７、鰤鱼诺卡氏菌NocardiaseriolaeJCM３３６０引自参

考文献[８].“＋”positive;“－”negative．Referencestrains,i．e．N．asteroidesATCC１９２４７andN．seriolaeJCM３３６０quotefrom

reference[８]．

　　２)１６SrRNA序列分析.采用通用引物２７F和

１４９２R扩增病原菌的１６SrRNA 基因,PCR产物经

１％琼脂糖凝胶电泳检测得到预期约为１５００bp大

小的单一条带,测序发现所得序列共有１４２９bp,序
列提交 NCBI获得 GenBank登录号为 KM３８７２８４,
经Blastn比对与相关序列进行相似性分析,并通过

MEGA５．０软件包中 NeighborＧJoining法构建系统

发育进化树,结果表明,分离得到的病原菌与诺卡氏

菌属的菌株亲缘关系较近,同源性较高,相似性为

９６．９％~９９．９％,与诺卡氏菌属亚种 Nocardiasp．
MH１６６(GQ４９５６５８．１)的１６SrRNA 基因序列相似

性高达９９．９％,仅有１个碱基的差异(图４);系统发

育进化树分析显示,本次分离的病原菌与诺卡氏

菌Nocardiaseriolae W０６０６２２聚为一簇(图５).

图４　病原菌与１４株诺卡氏菌的１６SrRNA基因的同源性矩阵分析

Fig．４　Homologymatrixanalysisof１６SrRNAgenesequencesofstrainKM３８７２８４and１４Nocardiareferencestrains

４９
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图５　邻近法构建病原菌与１４株诺卡氏菌１６SrRNA基因的系统进化树

Fig．５　PhylogenetictreesoftheisolatedstrainKM３８７２８４and１４Nocardiastrainsbasedon
１６SrRNAgenesequencebyNeighborＧJoiningmethod

　　３)诺卡氏菌特异性引物PCR扩增分析.分离

自患病乌鳢腹水、肝脏、脾脏、肾脏的病原菌经诺

卡氏菌特异性引物 N５F１/N５R１的 PCR 扩增后均

在１０００bp条带处得到预期大小(１０６９bp)的单一

条带,而对照菌株海豚链球菌、鮰爱德华氏菌、鲁氏

耶尔森氏菌在１０００bp处均无条带产生(图６),表
明本试验分离病原菌 WELＧNS０１为诺卡氏菌,且
引物的特异性较强.

　M:DNAmarker２０００;０:阴性对照 Negativecontrol;１~４:分别为分离自患病乌鳢腹水、肝脏、脾脏、肾脏的病原菌 Bacteriaisolated

fromascites,liver,spleenandkidney,respectively;５~７:分别为鮰爱德华氏菌、鲁氏耶尔森氏菌和海豚链球菌 Edwardsiellaictaluri,

YersiniaruckeriandStrepstococcusiniae,respectively．

图６　分离自患病乌鳢的病原菌特异性引物PCR检测

Fig．６　SpecificdetectionoftheisolatedbacteriafromdiseasedsnakeheadbyPCR
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2.4　病原菌药物敏感性实验

药敏纸片法测定分离菌 WELＧNS０１对２２种抗

菌药物的药物敏感性结果见表３.表３结果表明:分

离菌株对四环素、强力霉素、美满霉素、阿奇霉素、磺
胺异噁唑、利福平等敏感,对红霉素、呋喃唑酮、复达

欣、妥布霉素中度敏感,对其他抗菌药物耐受(表３).
表３　致病菌的药物敏感试验结果１)

Table３　Thesensitivityofthepathogentoantibiotics

抗菌药物名称

Antibiotic
每片药敏纸片含量/μg

Concentration
结果判定/mm

Determineresults
抗菌药物名称

Antibiotic
每片药敏纸片含量/μg

Concentration
结果判定/mm

Determineresults
青霉素 Penicillin １０ ０(R) 克林霉素 Clindamycin ２ ０(R)

氨苄西林 Ampicillin １０ ０(R) 氟苯尼考 Florfenicol ３０ １２(R)

先锋霉素 VCephalexinV ３０ ０(R) 诺氟沙星 Norfloxacin １０ １１(R)

头孢噻肟 Cefotaxime ３０ ０(R) 恩诺沙星 Enrofloxacin ５ １５(R)

链霉素 Streptomycin １０ ０(R) 磺胺异噁唑 Sulfisoxazole ３００ １７(S)

卡那霉素 Kanamycin ３０ １２(R) 复方新诺明 Cotrimoxazole ３．７５ ０(R)

四环素 Tetracycline ３０ ２１(S) 甲氧苄啶 Trimethoprim ５ ０(R)

强力霉素 Doxycycline ３０ ２６(S) 呋喃唑酮 Furazolidone １００ １６(I)

美满霉素 Minocycline ３０ ２８(S) 利福平 Rifampicin ３０ ２０(S)

红霉素 Erythromycin ３０ １８(I) 复达欣 Ceftazidime ３０ １６(I)

阿奇霉素 Azithromycin ３０ ２２(S) 妥布霉素 Tobramycin １０ １４(I)

　１)R表示耐药;I表示中度敏感;S表示敏感 R:Resistance;I:Middlesensitive;S:Sensitivity．

3　讨　论

诺卡氏菌(Nocardiasp．)为革兰氏阳性菌,属
细菌界,放线菌门,放线菌纲(Actinobacteria),放线

菌目(Actinomycetales),诺卡氏菌科(NocardiaceＧ
ae),诺卡氏菌属(Nocardia)[１１].该菌以腐生为主,
广泛分布在空气、土壤、活性污泥、水、腐烂的植被、
动物的排泄物及人的组织中,可引发人、哺乳动物及

鱼类疾病[１２Ｇ１３].鱼类感染诺卡氏菌的首次报道可追

溯到１９６３年,从阿根廷的患病虹彩脂鱼分离出第一

例鱼类诺卡氏菌,并命名为星状诺卡氏菌(N．asＧ
teroides)[１４].１９６７年,日本报道了黄尾鰤首次暴发

感染放线菌,并于次年分离出该病原菌,通过形态学

及生理生化特性观察发现与星状诺卡氏菌很相似,
但某些生理生化特征又存在差异,于是认定它是新

菌种,并 命 名 为 卡 帕 其 诺 卡 氏 菌 (N．kampaＧ
chi)[１５],直到１９８８年,Kudo等[１６]结合分子分类的

方法真正确定了其分类地位,并将卡帕其诺卡氏菌

更正命名为鰤诺卡氏菌(N．seriolae).随后,又从

发病的大西洋牡蛎、红鲑鱼体内分离出诺卡氏菌,并
分别鉴定命名为粗形诺卡氏菌(N．crassostreae)和
杀鲑诺卡氏菌(N．salmonicida).

鰤诺卡氏菌 N．seriolae是从发病鱼中分离最

多的一种诺卡氏菌.鉴于诺卡氏菌感染的鱼类病情

严重时,鱼体外部和解剖症状都较明显,且该菌可用

选择性培养基分离培养,故可根据临床症状、组织病

理及病原菌形态特征等进行诺卡氏菌的初步诊

断[１７].本研究中从四川省眉山仁寿患病乌鳢腹水

和内脏组织分离出的病原菌经人工培养菌落特征,
个体形态学及革兰氏染色和抗酸染色观察,生理生

化特性检测,发现该病原菌符合诺卡氏菌的一般特

征,结合１６SrRNA 基因序列分析以及特异性引物

PCR扩增等分子生物学方法,鉴定为鰤诺卡氏菌引

起的发病,是四川省首次关于养殖乌鳢感染诺卡氏

菌的报道.
鱼类诺卡氏菌病(Nocardiosis)是由诺卡氏菌属

的细菌引起的慢性全身性疾病,症状包括皮肤的溃

疡灶和内脏器官肉芽肿病变[１８].诺卡氏菌曾是日

本水产养殖中最主要的病原菌之一[１７],随着养殖规

模的增加,该菌对我国水产养殖的健康发展产生了

较大影响,造成了巨大的经济损失,近年来相关学者

也加强了对诺卡氏菌对养殖鱼类致病的关注和研

究.王国良等先后于２００６年[１９]和２００９年[２]分别

报道了我国在养殖大黄鱼和养殖乌鳢发现以患病鱼

内脏表面出现大小不一的白色结节和肉芽肿病变为

主要特征的诺卡氏菌病.此后,蒋依依等[８]、王瑞旋

等[２０]、徐晓丽等[２１]分别从加州鲈、卵形鲳鲹、丝足

鲈体内分离鉴定出诺卡氏菌的感染.本研究中通

过对患病乌鳢剖检取样观察及分离菌株的回归感染

试验发现,发病乌鳢腹部膨大,腹腔积有腹水,肝脏、

６９



　第５期 王二龙 等:养殖乌鳢内脏结节病的病原分离、鉴定与药物敏感性分析 　

脾脏和肾脏等组织出现不同程度的肿大、出血,其表

面均可见白色或淡黄色的小结节,发病情况和内脏

器官病变特征与鱼类诺卡氏菌病的症状一致.
研究发现,诺卡氏菌由于菌体被包围在结节的

中心,常规的内脏穿刺接种较难分离出该菌[２２],且
该菌生长缓慢,给临床诺卡氏菌病的诊断及病原菌

的分离鉴定带来了极大困难.本研究通过采用改良

诺卡氏菌培养基进行病原菌的分离纯化培养,结果

发现病原菌初代培养生长缓慢,在固体培养基培养

５~７d时长出白色或淡黄色呈沙粒状的菌落,粗糙

易碎,在表面形成皱褶,这与王国良等[２]报道的固体

培养基生长的诺卡氏菌菌落形态特征一致.而在液

体培养基中培养,表面可形成一层薄薄的菌膜,菌体

沉积在试管底部,培养基澄清透明,这一特征在满其

蒙[１７]的研究中也有同样的报道.随着现代生物技

术的发展,越来越多的分子生物学技术应用在鱼类

诺卡氏菌病的诊断和检测中.夏洪丽等[５]成功建立

了鱼类致病性杀鲑诺卡氏菌(NocardiasalmoniciＧ
da)特异性 PCR 检测方法,Miyoshi等[２２]利用１６S
rRNA序列设计特异性引物检测诺卡氏菌,蒋依

依等[２３]选用具有较高保守性的１６S~２３SrRNA间

隔序列(ITS)检测了分离自大口黑鲈的诺卡氏

菌,建立了诺卡氏菌特异性PCR快速检测方法.王

国良 等[２４Ｇ２５]先 后 建 立 了 环 介 导 恒 温 扩 增 技 术

(LAMP)和荧光定量PCR等方法来检测大黄鱼、乌
鳢中的诺卡氏菌.本研究设计１６SrRNA通用引

物扩增病原菌的目的基因序列,通过测序比对和同

源性分析发现该菌属于诺卡氏菌属,进化树分析表

明该分离菌株与诺卡氏菌聚为一簇.此外,利用

诺卡氏菌特异性引物 N５F１/N５R１进行病原菌的

特异性PCR检测,获得了预期大小的特异性条带,
且参考菌株均为阴性.据此确定本次乌鳢结节病为

诺卡氏菌病,病原菌为诺卡氏菌.
为指导养殖中该病的防控,并合理进行临床上

该病的治疗,本研究采用纸片扩散法对分离菌株的

药物敏感性进行了初步研究.结果显示,２２种受试

药物中,仅对四环素、强力霉素、美满霉素、阿奇霉

素、磺胺异噁唑、利福平等６种药物敏感,对红霉素、
呋喃唑酮、复达欣、妥布霉素中度敏感,与已有报道

的诺卡氏菌药物敏感性基本一致[２１],可为临床上同

类药物的使用提供参考.值得注意的是,虽然病原

菌对一些抗生素敏感(如强力霉素等),但当疾病发

生后这些抗生素也很难达到治疗效果.因此,在疾

病高发季节不仅要适当使用药物进行预防,更要增

强养殖鱼类的体质,提高其抗病能力,同时改善养殖

环境.综上,本研究将为临床上乌鳢诺卡氏菌病的

诊断、病原菌分离鉴定、疾病治疗和防控奠定基础.
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Isolation,identificationanddrugsensitivitytestofcausativepathogen
offarmedsnakehead(Channaargus)withvisceralsarcoidosis

WANGErＧlong１　WANGKaiＧyu１,２　CHENDeＧfang３

WANGJun１　HEYang１　LIUTao１

１．CollegeofVeterinaryMedicine,SichuanAgriculturalUniversity,Ya’an６２５０１４,China;
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SichuanAgriculturalUniversity,Ya’an６２５０１４,China;

３．CollegeofAnimalScienceandTechnology,SichuanAgriculturalUniversity,Ya’an６２５０１４,China

Abstract　Apathogenicbacteriumwasisolatedfromtheascites,liver,spleenandkidneyofthedisＧ
easedsnakehead(Channaargus)withvisceralsarcoidosisfrom Meishan,SichuanProvince．Morphologic
structure,dyeingobservation,physiologicalandbiochemicaltests,PCRamplificationof１６SrRNAgene
andspecialsequenceoftheisolatewereappliedtodeterminethepathogen,andthendrugsensitivitytest
wasalsocarriedout．TheresultsshowedthattheisolatewassimilartoNocardiainmorphologicaland
biochemicalproperties．TheresultsofPCRamplification,sequencingandphylogeneticanalysisofthe１６S
rRNAgeneshowedthatthepathogenhadclosegeneticrelationshipandmaximumhomologieswithNoＧ
cardia,havingadistantsequencesimilaritymorethan９９％ withN．seriolea．Moreover,thebacterium
wasidentifiedasN．serioleabyPCRamplificationwithspecialprimersN５F１/N５R１．Besides,theresults
ofdrugsensitivetestindicatedthattheorganism wassensitivetoTetracycline,Doxycycline,MinocyＧ
cline,Azithromycin,SulfisoxazoleandRifampicin．

Keywords　Channaargus;Sarcoidosis;Nocardiaseriolea;１６SrRNA;PCRamplification;drug
sensitivetest
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