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摘　要：从患病欧洲鳗鲡内脏组织中分离获得１株菌ＦＺ０１，对该菌进行了形态学、药物敏感性试验、动物感染

试验和血清型分析，并进行了ＶＩＴＥＫ全自动微生物分析系统鉴定。结果显示：该菌为革兰氏阴性短杆菌，端

圆，散在，ＴＣＢＳ琼脂上呈细小黄色菌落。ＶＩＴＥＫ全自动微生物系统鉴定该分离株为致病性嗜水气单胞菌。动

物感染试验证明，对欧鳗和小白鼠具均有一定的致病性，２×１０７　ＣＦＵ攻毒健康欧洲鳗，４８ｈ内致死率达１００％；

药敏试验结果表明，该菌对复方恩诺沙星、环丙沙星、四环素敏感，但对复方新诺明、阿莫西林等多种药物不

敏感。血清学试验显示该菌与福建省主要血清型Ｏ∶Ａｈ１０５０１的菌体凝集价为１∶２７，属福建省主要流行株。
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　　嗜水气单胞菌Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ隶属孤
菌科Ｖｉｂｒｉｏｎａｃｅａｅ，气单孢菌属Ａｅｒｏｍｏｎａｓ，是气
单孢菌属的模式菌种，普遍存在于淡水、污水、淤
泥、土壤及人类、畜禽粪便中，对水产动物、畜禽
和人类均有致病性，是一种典型的人—兽—鱼共患
病病原菌［１－３］。２０世纪８０年代中后期，该菌引起
的鱼类疾病在我国大面积流行［４］。由其导致的细菌
性败血症或皮肤溃疡等局部感染，在水温高的夏季
可造成暴发流行，是我国养鱼史上危害鱼类种类最
多、流行地域最广、流行季节最长、造成损失最大
的一种急性传染病［５－６］。２００９年２月，福建某养
鳗场发生欧洲鳗鲡死亡，死亡欧鳗体表无明显的症
状，鳃部有轻微的出血，胆囊严重肿大，肝脏轻微
肿大；脾和肾无明显病变；肠无出血，剖开发现肠

内无食物残渣。本实验室从患病欧鳗组织中分离出
一株细菌，对其进行了形态特征、致病性试验、生
理生化鉴定、血清型分析以及药敏特性等研究，以
期为该病的治疗和预防提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
欧洲鳗鲡：患病欧鳗体长约２０ｃｍ，体表有大

量黏液，鳃部有轻微出血，试验组健康欧鳗取自福
清某鳗鲡养殖场。
小白鼠：６周龄左右，体重１８～２２ｇ，购自福

建省疫控中心。
试验材料：标准菌株和不同血清型嗜水气单胞

菌Ｏ抗血清由福建省农业科学院生物技术研究所
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惠赠。

１．２　试验方法

１．２．１　病原分离及形态鉴定　无菌条件下，用接
种环取病鳗肝、腹水、肾、心脏、鳃和肠样品，划
线普通琼脂平板。２７℃恒温培养２４ｈ［７］。挑取形态
特征一致的优势单菌落，划线平板进行纯培养２
次，并分别接种于ＴＣＢＳ和麦康凯选择培养基，培
养１２～１８ｈ。挑单菌落进行革兰氏染色，普通显
微镜下观察进行初检［８］。

１．２．２　药敏试验　采用常规药敏纸片法［９］。挑取
单菌落，接种营养肉汤，２８℃震荡培养２４ｈ，形
成均一浑浊状。用生理盐水将菌液浓度稀释至

ＯＤ６００≈０．５，涂布琼脂平板，贴上药敏片，２９℃培
养２４ｈ观察。测定抑菌圈直径，根据 《兽医化验
技术》［１０］判断分离菌株对药物的敏感程度［１１］。

１．２．３　动物感染试验　将分离菌划线营养琼脂，

２７℃恒温培养２４ｈ，取单菌落于营养肉汤恒温振
荡培养，离心去上清。

（１）分离菌对欧鳗的致病性。用新鲜营养肉汤
重悬菌体，将菌液稀释成４×１０７　ＣＦＵ·ｍＬ－１浓
度，取０．５ｍＬ腹腔注射４只３０ｇ左右健康欧洲
鳗，对照组注射无菌营养肉汤，连续观察４８ｈ［７］。

（２）分离菌对小白鼠的致病性。用新鲜营养肉
汤重悬菌体，将菌液稀释成３个浓度梯度 （３×
１０５、３×１０６、３×１０７　ＣＦＵ·ｍＬ－１）进行毒力测
定，每个浓度梯度取０．５ｍＬ，腹腔注射６只２０ｇ
左右的健康小白鼠，对照组注射无菌营养肉汤，连
续观察３６ｈ［７］。

１．２．４　生化鉴定　试验取纯化的菌悬液，稀释到
一定的浊度，根据革兰氏染色结果，采用 ＶＩＴＥＫ
３２微生物自动分析仪鉴定细菌类型。

１．２．５　血清凝集试验　０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１　ＰＢＳ （ｐＨ
７．４）垂悬分离菌，分光光度计测 ＯＤ６００＝１．００７。
取１０μＬ菌液与同体积倍比稀释的各种兔抗嗜水气
单胞菌Ｏ抗原血清混匀，３７℃水浴反应０．５ｈ，进
行微孔凝集试验。

２　结果与分析

２．１　分离菌培养及形态特性
分离纯化出的细菌在普通琼脂平板上生长良

好，形成表面光滑、湿润、中央凸起、肉色、直径
为１ｍｍ左右的菌落。在ＴＣＢＳ琼脂上长出了细小
黄色菌落，麦康凯培养基上为红色菌落。在营养肉
汤中浑浊生长。革兰氏染色镜检发现，该菌属革兰
氏阴性短杆菌，端圆，散在，无芽孢。将该菌命名

为ＦＺ０１。

２．２　药敏试验

ＦＺ０１对复方恩诺沙星、四环素、环丙沙星敏
感，而对青霉素、阿莫西林和复方新诺名等药物中
等敏感或不敏感。结果见表１。

表１　分离菌株药敏试验结果

Ｔａｂｌｅ　１　Ｔｈｅ　ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃ　ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅ

药物 敏感性 药物 敏感性

复方恩诺沙星 敏感 罗红霉素 不敏感

环丙沙星 敏感 痢特灵 中等敏感

四环素 敏感 丁胺卡那霉素 中等敏感

庆大霉素 中等敏感 恩诺沙星 中等敏感

氨苄青霉素 不敏感 阿莫西林 不敏感

青霉素 不敏感 复方新诺明 不敏感

２．３　动物感染试验

２．３．１　分离菌对欧鳗的致病性　欧洲鳗鲡在注射

２×１０７ＣＦＵ分离菌ＦＺ０１后３６ｈ，开始逐渐出现溃
疡、腹部膨胀、体表片状出血等现象。４８ｈ后，
试验组欧鳗全部死亡，对照组正常 （表２），证明
分离菌ＦＺ０１具有致病力。

２．３．２　分离菌对小白鼠的致病性　感染结果表明，
腹腔注射细菌悬液后，小白鼠表现为颤抖、毛竖、
厌食。其中，注射１．５×１０７　ＣＦＵ组小白鼠，在注
射１８ｈ后全部死亡，１．５×１０６　ＣＦＵ 和１．５×１０５

ＣＦＵ组也均在２４ｈ后死亡 （表３）。而空白对照组
小白鼠正常。急性死亡后解剖发现小白鼠肝脾红
肿、有腹水、肠壁增厚充血、胃肠道出血等症状。

表２　分离菌对欧鳗的致病性试验

Ｔａｂｌｅ　２　Ｖｉｒｕｌｅｎｔ　ｔｅｓｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅ　ｏｎ　ｈｅａｌｔｈｙ　Ａｎｇｕｉｌｌａ　ａｎｇｕｉｌｌａ

处理 注射菌数（ＣＦＵ） 死亡数／试验数

ＦＺ０１　 ２．０×１０７　 ４／４

空白对照 无菌营养肉汤０．５ｍＬ　 ０／４

表３　分离菌株对小白鼠致病性试验

Ｔａｂｌｅ　３　Ｖｉｒｕｌｅｎｔ　ｔｅｓｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅ　ｏｎ　ｈｅａｌｔｈｙ　ｍｏｕｓｅ

处理 注射菌数（ＣＦＵ） 死亡数／试验数

ＦＺ０１　 １．５×１０７　 ６／６

ＦＺ０１　 １．５×１０６　 ６／６

ＦＺ０１　 １．５×１０５　 ５／６

空白对照 无菌营养肉汤０．５ｍＬ　 ０／６
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２．４　生化鉴定
经ＶＩＴＥＫ　３２微生物自动分析仪鉴定，分离菌

ＦＺ０１为嗜水气单胞菌的可能性为９９％ （表４）。

２．５　菌体凝集

菌体凝集试验结果表明，分离菌ＦＺ０１只与福
建省嗜水气单胞菌主要流行血清型Ｏ∶Ａｈ１０５０１［８］

和Ｏ∶ＺＮ１兔抗血清产生菌体凝集反应，与其他
兔抗血清无凝集 （表５）。

表４　分离菌株生化鉴定结果

Ｔａｂｌｅ　４　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　ａｎｄ　ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅ

鉴定项目 反应结果 鉴定项目 反应结果 鉴定项目 反应结果

葡萄糖氧化（ＯＦＧ） ＋ 阳性生长控制（ＧＣ） ＋ ＤＰ３ ＋

醋硫胺（ＡＣＥ） － 七叶树素（ＥＳＣ） － ＰＬＩ ＋

尿素（ＵＲＥ） － ＣＩＴ － 丙二酸盐（ＭＡＬ） －

色氨酸（ＴＤＡ） － 多膝杆菌素（ＰＸＢ） － ＯＮＰ －

乳糖（ＬＡＣ） － 麦芽糖（ＭＬＴ） ＋ 甘露醇（ＭＡＮ） ＋

木糖（ＸＹＬ） － 棉子糖（ＲＡＦ） － 山梨醇（ＳＯＲ） －

蔗糖（ＳＵＣ） － ＩＮＯ － 福寿昔醇（ＡＤＯ） －

香豆酸（ＣＯＵ） － 硫化氢（Ｈ２Ｓ） － 鼠李糖（ＲＨＡ） －

阿拉伯糖（ＡＲＡ） ＋ 葡萄糖发酵（ＧＬＵ） ＋ 精氨酸（ＡＲＧ） ＋

赖氨酸（ＬＹＳ） － 鸟氨酸（ＯＲＮ） － 氧化酶（ＯＸＩ） ＋

表５　分离菌与嗜水气单胞菌不同Ｏ抗原血清型菌体凝集试验结果

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎ　ｔｅｓｔ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｉｓｏｌａｔｅ　ａｎｄ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　Ｏ－ｓｅｒｏｇｒｏｕｐｓ　ｏｆ　Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ

、Ｏ抗原血清型 ＦＭ－１ ＷＣ－１ Ａｈ１０５０１ ＹＴ－１ ＣＱ－１ ＣＨＳ－３ ＺＮ１

凝集效价 － － １∶２７ － － － １∶２６

３　讨　论

本实验室从某鳗鲡养殖池的病鱼中分离到１株
细菌，经ＴＣＢＳ和麦康凯选择培养基、生化鉴定、
动物感染以及血清凝集试验初步判定为嗜水气单胞

菌。动物感染试验表明，菌株ＦＺ０１是福建省的主
要流行株，该菌株除了对欧鳗外，对小白鼠也具有
较强的致病力，表明该株菌应属冷血、温血动物共
患病原菌，须引起足够重视。
从药敏试验结果分析，该菌对复方恩诺沙星、

环丙沙星、四环素敏感，但对其他抗生素药物敏感
性比较低或不敏感。经调查发现，该发病养殖场为
一养鳗老场，该分离菌对多种药物不敏感，提示可
能是养殖过程滥用药物从而导致该菌产生较强耐药

性［１２－１３］。因此，从长远出发，避免长期、大量使
用抗菌素，提倡健康养殖，开发针对病原菌的新型
疫苗和免疫制剂，是防治嗜水气单胞菌病最根本的
方法［１４］。
嗜水气单胞菌存在不同的血清型。已有的研究

表明，气单胞菌的暴发和流行总是表现为一定的优

势血清型［１５－１７］。而气单胞菌的优势血清型又与其

寄生的宿主、宿主周边的环境条件都有一定的关

系［１８］。本试验通过菌体凝集试验证实分离菌ＦＺ０１
与多种嗜水气单胞菌的 Ｏ抗血清不发生反应，而
仅与福建省嗜水气单胞菌主要血清型Ｏ∶Ａｈ１０５０１
和Ｏ∶ＺＮ１发生反应。提示在嗜水气单胞菌疾病
防治过程中，应该充分考虑血清型的特点，选择合
适的药物和免疫制剂。

嗜水气单胞菌的分离鉴定，常规方法是分离培
养细菌并进行生化试验鉴定。本试验采用目前使用
率较高的微生物自动分析仪，鉴定结果为嗜水气单
胞菌的可能性为９９％。因为各地菌株存在着差异，

因而采用的生化试验指标的结果也有一定的偏

差［１９］，今后将对该菌的１６ＳｒＤＮＡ 序列进行分

析［２０］，明确该菌与其他嗜水气单胞菌的同源性及

遗传进化关系，进一步对该菌的流行情况和致病机
理进行研究和探讨，以便更科学地防治该菌引发的
疾病。

７４５第４期 王　凡：一例引起欧洲鳗鲡死亡的嗜水气单胞菌分离与鉴定
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