
!" 卷 # 期

"$$" 年 % 月
微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
&’()!"
*+,-

.’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"$$"

"国家重点基础研究专项资助项目（/0111$0"$$#）。

""通讯作者

作者简介：莫照兰（01%2 3 ），女，广西南宁市人，在中国科学院海洋研究所开放室工作，博士，主要从事海洋微生物

及水产动物病害研究。

收稿日期："$$04$%4$5，修回日期："$$040$4$5

一株牙鲆皮肤溃烂症病原菌的鉴定"

莫照兰0 茅云翔" 陈师勇0 张培军0""

（0 中国科学院海洋研究所 实验海洋生物学 开放实验室 青岛 "%%$20）

（" 青岛海洋大学 海洋生命学院 青岛 "%%$$#）

摘 要：从山东荣成养鱼场发病牙鲆分离到一株病原菌 6#，革兰氏阴性，杆状，能运动，菌落

半透明，用 789:9/ 细菌鉴定系统不能鉴定。通过 0%; <=.> 序列分析和同源性检索发现 6#
菌株与弧菌属的同源性较高，为 1!? @ 15?。系统发育学分析表明菌株 6# 与鳗弧菌关系最

近，相似性为 11A%?，其生化性状也和鳗弧菌的特征相似，故可把 6# 定为鳗弧菌（!"#$"% &’(
)*"++&$*,）。

关键词：牙鲆，鳗弧菌，0%; <=.>，系统发育学分析

中图分类号：B1#4##0 文献标识码：> 文章编号：$$$04%"$1（"$$"）$#4$"%#4$2

牙鲆（-&$&+"./0/12 %+"3&.4*2）是一种名贵的海水经济鱼类，在中国北方沿海地区已经形

成较大的工厂化生产规模。近年来由于养殖规模的扩大和养殖密度的提高，牙鲆出现了

各种疾病，如病毒病、细菌病和寄生虫病［0 @ #］，导致严重的经济损失。0111 年我们从患溃

烂症养殖牙鲆分离到一株细菌 6#，该菌对牙鲆具有致病性，主要症状为鳍条出血，体表溃

烂形成一深洞，消化道弥漫性出血［!］。对 6# 进行常规生化鉴定，发现它在美国 789:9/
细菌鉴定系统的生化反应能力较差，测定了其 0%; <=.> 序列，并做了系统学分析。结果

表明该菌株为鳗弧菌。

! 材料和方法

! "! 菌株及培养基

菌株 6# 来自山东荣成邱家养殖场发病牙鲆，分离自皮肤溃烂组织。C’D-(( ""0%E 海

水培养基：酵母粉 0A$F，蛋白胨 GA$F，H-I9! $ )0F，用陈海水定容至 0$$$J:，KL2A% @ 2A5，琼

脂 "A$?。MN7; 琼脂培养基：蛋白胨 0$A$F，酵母粉 GA$F，.ON( 0$A$F，胆盐 5A$F，蔗糖

"$A$F，柠檬酸铁 0A$F，.O";"9# 0$A$F，溴麝香草酚蓝 $A$!F，麝香草酚蓝 $A$!F，琼脂 0GA$F，
蒸馏水定容至 0$$$J:，KL5A%。

!#$ 形态观察及生理生化实验

光镜与电镜结合观察个体形态、大小和鞭毛。按 9(PQ-<［G］的方法对细菌进行常规分

类，同时用美国 789:9/ 公司［789:9/ 8,R)LOSTO<U，N>，V;>］的革兰氏阴性细菌鉴定系统



［!" #$%&’()*+,］进行 -. 种唯一碳源的生化反应测试，使用 /0121! #$%&’ 3+*+$’4 565+,7 89.:
软件分析。

!"# !$% &’() 序列测定和分析

!"#"! 细菌 ;"< 的制备：将细菌接种在平板上，=>?培养过夜。取单一菌落悬浮于 .:!2
无菌蒸馏水中，于 @::?水浴 .7$4，离心，取上清作为细菌 ;"< 原液。

!"#"* @A3 &;"< 序 列 的 BCD 扩 增 与 测 序：用 于 BCD 扩 增 的 正 向 引 物 为 =EF：.’G
<!<!HHH!<HC（CI<）H!!CHC<! G 8’（对应于 ! J "#$% @A3 &;"< 基因的第 > K =E 个碱基位

置），反向引物 @L-=D：.’G H<C!!（CIH）H<CCHH!HH<C!<CHH G 8’（对应于 ! J "#$% @A3 &;"<
基因的第 @L-= K @.@: 个碱基位置）［A］。在 @::!2 的 BCD 反应体系中含有：@ M BCD 缓冲

液，@9.77’)I2 #NC)=，L M O"HB 混合物各 =::!7’)I2，引物各 :9.!7’)I2，H*P ;"< 聚合酶

=9.Q，=!2 ;"< 原液。BCD 反应条件为：-A?预变性 A7$4；接 -L?变性 @7$4，.:?复性

@7$4，E=?延伸 =7$4，8: 个循环；最后 E=?温育 A7$4。BCD 扩增产物经 ;"< 纯化系统

（R$S*&O BCD B&,(5，B&’7,N*）纯化后，直接交由上海生物工程技术公司进行序列测定。测

序所用的仪器为 B,&T$4 U)7,& 公司的 </0 BD03#H# 8EE ;"< 3,PV,4%,& 测序仪。

!"#"# 序列分析及数据处理：将菌株 #8 的 @A3 &;"< 序列与从 !,4W*4T 数据库中获得的

弧菌属细菌的 @A3 &;"<，采用 C)V5+*)X @ J 8 软件进行多序列匹配排列，用 BYZ20B 软件包

（89.E8%）的 3U[/11H、;"<;03H、C1"3U"3U 分析，重复数 @::: 次，用 ",$W’&\]’$4 方法绘制

进化树。

!"#"+ 核酸序列存取号（<%%,55$’4 4V7W,&）：菌株 #8 的 @A3 &;"< 序列已存放在 !,4/*4T
核苷酸序列数据库中，存取号为 <Z:8.>-E。其它相关菌株的数据存取号如表 @。

图 ! 菌株 ,# 的电镜照片

（ - *. ...）

F$NJ@ H^, ,),%+&’4 7$%&’N&*(^ ’_ 5+&*$4 #8
（ M =: :::）

* 结果

*"! 形态特征

菌株在 ==@AU 培 养 基 =L^ 的 菌 落 呈 圆 形、半 透 明，表 面 光 滑、边 缘 整 齐，直 径 约

@9.77；在 HC/3 培养基的菌落呈黄色，直径约 877。革兰氏染色阴性，短杆状，可运动，有

一根很长的极生单鞭毛和周生菌毛，菌体大小为 :9> K
@9: M @9. K @9E!7（图 @）。

*"* 生长条件

菌株 #8 兼性厌氧，生长需要 "*C) 和微量 F,8 ‘ 。

在 @a K La盐浓度范围内生长良好，最适生长的 "*C)
为 8a，最适生长温度 =.?，最佳生长 (Y 值为 >9:。

*"# 生理生化特性

根据 /0121! 系统反应结果，#8 可利用的唯一碳

源有：糊精，"\乙酰\;\葡糖胺，果糖，半乳糖，龙胆二酸，

葡萄糖，肌糖，乳糖，麦芽糖，甘露醇，甘露糖，"\甲基\;\
葡糖苷，阿洛酮糖，山犁醇，蔗糖，松二糖，葡糖酸，;，2\
乳酸，琥珀酸，2\丙氨酰甘氨酸，天门冬素，天门冬氨酸，

谷氨酸，氨基乙酰\2\天门冬氨酸，肌苷，葡糖\@\磷酸盐，
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表 ! !"# $%&’序列来源和数据库存取号

!"#$% & &’( )*+, -./)0%- "12 "00%--3.1 1/4#%)

,##)%53"63.1 0.2% (6)"31 1/4#%) (03%163730 1"4% ,00%--3.1 1/4#%)

803109:;&<

84%6-&&&=>

84%6-’; ?&@!

80A.$&@9=&

80A.&@>99

8-B$%99&<:!

8-B$%(CDE

8.)2"99:>;

8.)2"99:>;!

8"1F/@99&9

8"1F/&<;’@!

8"1F/<&9>

8"1F/&&@9&

8.)3%99;9@!

8.)3%99;99

87/)19:>&’!

85/$<=:’<!

85/$=&E@

85/$<;9>=

87$/99E>;!

87$/&&9<=!

823"G99@’’!

823"G99@’’

8"%-H!>;>&

8"%-69:>@E!

I).7((;

I$%3.<::<&!

I$%3.<::<&

I2"4-<>:E

I2"4-99:9;

,!CC9:;&<!

+C!C&&&=>

CJI’;?&@!

,!CC&@9=&

,!CC&@>99

,!CC99&<:!

(CDE

,!CC99:>;

,!CC99:>;!

,!CC@99&9

,!CC&<;’@!

+CKD<&9>

,!CC&&@9&

,!CC99;9@6

,!CC99;99

,!CC9:>&’!

,!CC<=:’<!

,!CC=&E@

,!CC=@=<=

,!CC99E>;!

+C!C&&9<=!

,!CC99@’’!

,!CC99@’’

H!>;>&

,!CC9:>@E!

((;

,!CC<<:<&!

,!CC<<:<&

+CJKD<>:E

,!CC99:9;!

!"#$"% &"’&"’’()"*’+"+

! ? ,*)+&-’".%/""

! ? ,*)+&-’".%/""

! ? &-%0*$(*

! ? &-%0*$(*

! ? +10*’2"23+

! ? +10*’2"23+

! ? %$2(0""

! ? %$2(0""

! ? (’43"00($3,

! ? (’43"00($3,

! ? (’43"00($3,

! ? (’43"00($3,

! ? %$"*’)(0"+

! ? %$"*’)(0"+

! ? 53$’"++""

! ? /30’"5"&3+

! ? /30’"5"&3+

! ? /30’"5"&3+

! ? 503/"(0"+

! ? 503/"(0"+

! ? 2"(6%)$%1-"&3+

! ? 2"(6%)$%1-"&3+

! ? (*+)3($"(’3+

! ? (*+)3($"(’3+

7-%)%#(&)*$"3, 1$%53’23,

7 ? 0*"%4’()-"

7 ? 0*"%4’()-"

7 ? 2(,+*0(

7 ? 2(,+*0(

L=@’E;

L=@=>;

L=@=&&

L=@’;’

L=@’;@

L=@=<@

M9&’:=

L=>’@&

L=@=&E

L=&E&=

L&’E;:

L=&E&E

L=&E<&

L=&=&;

M<&=9&

L=@=>@

L=’=99

L:’:E<

L=@=<=

L=@=>9

L=’99:

L=@=>@

L:’:==

,N&=<E@>

L=@’E;

,D>>9&;&

*<:9>;

L=@’E’

L=E&>:

L=@=>>

葡糖O’O磷酸盐等 <; 种；不能利用的唯一碳源有：环糊精，+O乙酰O*O氨基半乳糖，侧金盏花

醇，树胶醛糖，阿拉伯糖醇，赤藻糖醇，密二糖，密三糖，鼠李糖，海藻糖，木糖醇，甲基丙酮

酸盐，甲基琥珀酸盐，乙酸，丙烯三羧酸，柠檬酸，蚁酸，半乳糖醛酸，氨基葡萄糖醛酸，葡萄

糖醛酸，!O羟基丁酸，"O羟基丁酸，#O羟基丁酸，$O羟基苯乙酸，衣康酸，!O酮基丁酸，!O酮基

戊二醛，!O酮基戊酸，丙二酸，丙酸，奎尼酸，萄糖二酸，葵二酸，丁二酸，丙酰胺，*O丙胺酸，

氨基乙酰谷氨酸，PO组胺，羟基OPO葡氨酸，亮氨酸，鸟氨酸，PO苯基丙氨酸，焦谷氨酸，*O丝
氨酸，PO苏氨酸，*，PO肉碱，#O氨基丁酸，嘧唑丙烯酸，尿苷，胸腺嘧啶，苯基丙氨酸，腐胺，<O
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氨基乙醇，!，"#丁二醇等 $% 种；对肝糖、吐温#%&、吐温#’&、纤维二糖、海藻糖、半乳糖、溴化

琥珀酸、琥珀酸盐、丙胺酸、葡氨酸、甘油、(，)#!#磷酸甘油等 *! 种唯一碳源的反应不确

定。软件分析结果表明 +" 与霍乱弧菌（!"#$"% &’%()$*)）具有最高相似率为 &,$-"（最大相

似率 *,&&&），因此不能作出鉴定。

菌株 +" 氧化酶反应阳性，对弧菌抑制剂 ./*!-（!，%#二氨基#0，1#二异丙基喋啶磷酸

盐，*$&"2/3)）敏感，发酵葡萄糖不产酸，不产色素。根据这些特征，+" 初步判定为弧菌科

弧菌属细菌，进一步进行了其它生化测试，其与弧菌属部分细菌的特征比较如表 !。根据

比较结果，菌株 +" 的生化特征与鳗弧菌 !"#$"% *+,-"((*$-. 较接近。为了确定菌株 +" 的

分类学位置，测定了 *04 5(67 序列，并与其它细菌的 *04 5(67 序列进行比较分析。

表 ! 菌株 "# 与弧菌属（$%&’%(）部分成员表型特征的比较

89:;< ! =>3?95@A>B >C ?D<B>EF?@G C<9H5<A >C +" 9BI A>3< 3<3:5<A >C 2<B<HA !"#$"%

+" ! J *+,-"((*$-. ! J &’%()$*) ! J /*$*’*).%(01"&-2 ! J 3-$+"22"" ! J &%21"&%(*

+>B>#?>;95 C;92<;;H3 K K K K I K
LBI>;< ?5>IHGE@>B M K K K M M
+<EDF; 5<I E<AE K I I I K M
N>2<A#O5>AP9H<5 5<9GE@>B M I I I M I
=@E59E< HE@;@Q9E@>B K M I K M M
&/*!- A<BA@E@R@EF K K K K M I
6>R>:@>G@B A<BA@E@R@EF K K K K K K
S<;9E@B DFI5>;FA@A K K K K K I
=9A<@B DFI5>;FA@A M K K K K M
8T<<B#’& DFI5>;FA@A K I K K K I
)<G@ED@B9A< K ⋯ K K ⋯ I
U!4 ?5>IHE@>B M M M M M M
7G@I ?5>IHGE@>B：

759:@B>A< M M M I M M
+9BB>A< K K I K K K
S;HG>A< K K K I I K
+9BB@E>; K K K K I I
LB>A@E>; M M M M M M
49;@G@B ⋯ M M M I M

4E95GD DFI5>;FA@A K K K K I M
69K 5<VH@5<I C>5 25>TED M K K M M M
1J$W 69=; 25>TED M I I K K K
*&W 69=; 25>TED M M M I M K
$X 25>TED M K M M K K
"1X 25>TED M I K K M I
%!X 25>TED M M I M M
8D>B<F’A 752@B@B< I@DFI5>;9A< K K M M M K
)FA@B< I<G95:>YF;9A< M M K K K M
.5B@ED@B< I<G95:>YF;9A< M M K K M M
U9<3>;FA@A（D>5A< :;>>I） K I I I M M
)H3@B<AG<BG< M M M M I M
O9ED>2<B@G@EF K K K K M M

K ：O>A@E@R<；M ：6<29E@R<；⋯：6> I<E<53@B<；I：Z 1&W ?>A@E@R< >5 B<29E@R<J
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!"# $%& ’()* 序列分析和系统发育

对获得的 !" #$% &’() 序列图谱进行分析处理，对相对方向的序列结果取其互补序

列，去掉重叠区域和引物区，连接三个引物的测序结果得到长度为 #*"+,- 的序列。图 .
列出了菌株 !" 的 #$% &’() 序列。

图 ! +, 菌株的 $%& ’()* 序列（-./.01/2 查询号码 *34,5678）

/012. 345 657859:5 ;< #$% &’() ;< 6=&>09 !"（?595@>9A >::5660;9 98B,5&：)CD"E+FG）

将 !" 菌株的 #$% &’() 序列在国际互连网上进行同源性检索，结果发现，在最相近的

#DD 个序列中，前 EE 个均为弧菌属细菌，!" 与它们的同源性为 F*H I F+H。其余的为发

光杆菌属（J4;=;,>:=5&0>8B）细菌和未鉴定的细菌，仅占 ##H。从 #DD 个序列中选取 "D 个菌

株的 #$% &’() 序 列 进 行 系 统 学 分 析，结 果 如 图 " 所 示。!" 与 鳗 弧 菌（K>91.#"D，

K>91#.F$*3，K>91*""#"）、病海鱼弧菌（K;&L""EDF，K;&L""EDF3）聚成一分支，与它们的遗传

距离 依 次 为 DMDD*，DMD##，DMD.*，DMD#.，DMDD+，相 似 性 依 次 为 FFM$H，FFMDH，FGMGH，

F+MGH和 FFM.H。从图 " 还可看到，!" 与鳗弧菌（(N!@.#"D）聚为一群，二者相似性最

高。而霍乱弧菌（N4;O#*G"#，N4;OO*D""）与发光杆菌聚成另一分支，!" 与它们的遗传距离

为 DMD$# I DMD$$，相似性为 F"MFH I F*M$H，由此可看到菌株 !" 与鳗弧菌的亲缘关系最

G$." 期 莫照兰等：一株牙鲆皮肤溃烂症病原菌的鉴定



近，而与霍乱弧菌的亲缘关系较远。

图 ! "#$ %&’( 序列分析聚类结果

!"#$% &’()*+#*,- +. /01 *&23 4’56’(7’ ,(,894"4

! 讨论

普通细菌学方法证明 :% 菌株为革兰氏阴性杆菌，氧化酶反应阳性，对弧菌抑制剂 ;<
/=> 敏感等，葡萄糖反应不产酸，不产色素等，具有弧菌科弧菌属的典型特征。使用能分

析 >? 种生化反应的美国 @A;B;C 公司的革兰氏阴性细菌鉴定系统 C2 :"7*+D8,E’ 进行研

究，发现 :% 菌株可利用其中的 => 种唯一碳源，但对其中的 /= 种唯一碳源的生化反应较

差。在实验中发现，菌株 :% 在 ==/0F 海水培养基的生长较在胰大豆蛋白胨（含 =G 2,H8
和 IJII/G!’K;L）的要好。一般地，海水细菌的生长需要多种离子，因此需要在基础培养

基中添加一些电解质［M］，这可能是菌株 :% 在 @A;B;C 系统生化反应较差的原因。虽然

:% 与霍乱弧菌具有最大相似性，但相似率仅为 ?>J%G，因此不能作出结果判定。表 = 列

出了菌株 :% 与弧菌属一些成员的形态及生理生化特征的比较，其与鳗弧菌在吲哚、柠檬

酸盐、水解酪素、生长需要 2,H8 以及在 ?N生长方面有所不同，而与霍乱弧菌在吲哚、水解

酪素、生长需要 2,H8、%MN生长、精氨酸双水解、赖氨酸脱羧、鸟氨酸脱羧方面有所不同，与

肋生弧菌和费氏弧菌的反应特征差别较大。因此，从生理生化特征来看，:% 与鳗弧菌较

接近。

从系统发育树上看，菌株 :% 与鳗弧菌 O,(#6=/%I 聚为一群，具有最高的相似性为

>>J0G，而与霍乱弧菌的遗传距离较远，相似性较低，为 >LJ/G。从系统发育树和 /01 *&P
23 序列相似性角度分析，菌株 :% 与与鳗弧菌非常接近。

综上所述，从形态、生理生化、系统发育学、/01 *&23 序列同源性等方面分析，菌株

:% 可鉴定为鳗弧菌。鳗弧菌是海水鱼的重要病原菌之一，常引起鱼类的败血症，可从病
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鱼、正常鱼和水环境中分离到［!］，目前国内还没有从养殖牙鲆分离的报道。
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