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广西北部湾大宗海水养殖鱼类卵形鲳鲹感染溶藻弧菌
及其致病性研究*

Isolation,IdentificationandPathogenicityofVibrioalg灢
inolyticusfrom MarineCulturedTrachinotusovatusin
BeibuGulf,Guangxi
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searchCenter,GuangxiAcademyofSciences,Nanning,Guangxi,530007,China;2.Collegeof
MarineSciences,GuangxiUniversityforNationalities,Nanning,Guangxi,530007,China)

摘要:暰目的暱2016年广西钦州湾近海网箱养殖的卵形鲳鲹 (Trachinotusovatus)发生以体表皮肤溃烂、皮下出

血、内脏器官病变为典型症状的细菌性疾病,通过对患病卵形鲳鲹中病原菌进行分离、鉴定与保存,为后续开展

病原菌快速检测技术和防控技术等研究,以及控制相关病原菌在海水养殖中的暴发和流行奠定基础。暰方法暱利
用LB平板和 TCBS平板从患病卵形鲳鲹体表溃烂病灶、肾脏、肝脏组织中分离纯化疑似病原菌,并对其进行常

规形态特征和生理生化反应的生物学检验,通过16SrDNA 基因测序对疑似病原菌株进行分子生物学鉴定,在
细胞和鱼体水平开展病原菌的致病性研究,同时进行人工感染的回接试验。暰结果暱分离得到4株疑似病原菌

(TOQZ01,TOQZ02,TOQZ03,TOQZ04),基于其表型、分子生物学特征和进化关系,判定4株菌株均为弧菌属

的溶藻弧菌(Vibrioalginolyticus),且细胞毒性试验和回归试验证实,分离得到的溶藻弧菌为此次卵形鲳鲹发

病的病原菌。暰结论暱溶藻弧菌是引起广西沿海地区海水养殖鱼类发生细菌性鱼病的主要致病菌之一,未来将基

于本研究中分离得到的溶藻弧菌开展病害快速检测技术和防控技术等现代海水生态健康养殖关键技术研究,以
实现对广西海水养殖溶藻弧菌病的快速诊断、实时监控和有效预防。
关键词:卵形鲳鲹暋溶藻弧菌暋细胞毒性暋防控建议

中图分类号:S941.4暋暋文献标识码:A暋暋文章编号:1005飊9164(2018)01飊0068飊06
Abstract:暰Objective暱TheTrachinotusovatusculturedinoffshorecagesinQinzhouBayofGuan灢
gxiProvinceshowedtypicalsymptomsofbacterialdiseasesin2016,includingskinulceration,
subcutaneousbleedingandviscerallesions.Byisolating,identifyingandpreservingthepatho灢

genic bacteria in the diseased T.ovatus,it
establishedthefoundationforthefollow飊up
researchontherapiddetectiontechnologyand
preventionandcontroltechnologyofpathogenic
bacteria,aswellascontrollingtheoutbreakand
epidemicofrelatedpathogenicbacteriainthe
marineculture.暰Methods暱Foursuspectedpatho灢
genstrainswereisolatedfromtheulcerlesions,
kidneyandliverofdiseasedT.ovatusbyusing
LBandTCBSplates.Biologicaltestswerecon灢
ductedtochecktheconventionalmorphological
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characteristicsandphysiologicalandbiochemicalreactions.Molecularbiologyidentificationof
thesuspectedpathogenicstrainswasperformedby16SrDNAgenesequencing.Thepathoge灢
nicityofpathogenicbacteriawascarriedoutatthelevelofcellsandfish,andthere飊inoculation
ofartificialinfectionwascarriedoutsimultaneously.暰Results暱Fourstrainsofsuspectedpatho灢
gens(TOQZ01,TOQZ02,TOQZ03,TOQZ04)wereisolatedandthesefourstrainswereidenti灢
fiedasVibrioalginolyticusbasedontheirphenotypes,molecularbiologicalcharacteristicsand
evolutionaryrelationships.ThecytotoxicityandregressiontestsconfirmedthattheisolatedV.
alginolyticuswerethepathogen,whichcausedthebacterialdiseasesinT.ovatus.暰Conclusion暱
Vibrioalginolyticusisoneofthemainpathogenicbacteriathatcausebacterialfishdiseasein
marineculturefishinthecoastalareasofGuangxi.Inthefuture,Vibrioalginolyticusisolated
fromthisstudywillbeusedtocarryoutrapiddiseasedetectiontechnologyandpreventionand
controltechnologyandotherkeytechnologiesofmodernseawatereco飊healthfarminginorder
torealizetherapid diagnosis,real飊time monitoring and effective prevention ofVibrio
alginolyticusinmarinecultureofGuangxi.
Keywords:Trachinotusovatus,Vibrioalginolyticus,cytotoxicity,suggestionforprevention
andcontrol

0暋引言

暋暋暰研究意义暱卵形鲳鲹和石斑鱼肉质细腻,营养丰

富,作为名贵的海水养殖鱼类,在活海鲜市场中的经

济价值极高。目前国内石斑鱼养殖年产量已达10万

吨以上,卵形鲳鲹年产量则达到8万吨左右,产业直

接产值超过200亿元[1飊2]。近年来随着卵形鲳鲹和石

斑鱼需求量的不断增加,广西地区的卵形鲳鲹和石斑

鱼养殖进入了快速发展期,养殖效益极为显著,市场

潜力巨大,有望成为继罗非鱼和对虾养殖后广西的又

一大支柱性产业[3飊6]。然而在高密度、集约化网箱养

殖条件下,各种病害频繁暴发,造成巨大经济损失[7]。
暰前人研究进展暱作为包括广西在内的华南沿海地区

海水养殖鱼类发生细菌性鱼病的主要致病菌之一,溶
藻弧菌引起的鱼病具有发病迅速、死亡率高、流行面

广等特点,严重威胁华南地区水产养殖业的健康可持

续发展[8飊9]。弧菌病的防治一直是研究的重点。目前

治疗弧菌病主要是使用抗生素等化学药物,但药物抗

菌效果不持久,更严重的是抗生素的滥用不仅加剧了

耐药菌株的产生,还造成了水产品中有害药物残留等

重大食品安全问题,以及导致近海生态环境不断恶

化[10飊11]。暰本研究切入点暱2016年春夏交接时期,北
海、钦州、防城港等广西卵形鲳鲹主要养殖区暴雨不

断,河道暴涨携带大量泥沙进入海水,浑浊的海水不

仅造成网箱中卵形鲳鲹产生缺氧应激,更导致鱼病的

暴发流行。其中,广西钦州湾近海网箱养殖的卵形鲳

鲹发生以体表皮肤溃烂、皮下出血、内脏器官病变为

典型症状的细菌性疾病。暰拟解决的关键问题暱本研

究对患病卵形鲳鲹中疑似病原菌进行系统研究,包括

对疑似病原菌进行常规形态特征和生理生化反应的

生物学检验,通过16SrDNA基因测序对疑似病原菌

株进行分子生物学鉴定与系统发育分析,在细胞和鱼

体水平开展病原菌的细胞毒性和致病性研究,同时进

行人工感染的回接试验,最终证实此次卵形鲳鲹发病

的 病 原 菌 为 弧 菌 属 的 溶 藻 弧 菌 (Vibrio
alginolyticus)。

1暋材料与方法

1.1暋材料

暋暋卵形鲳鲹头肾组织细胞系(TOHKcellline)保
存于本实验室[12];0.22毺m 滤柱购自 Millipore;96
孔细胞培养板购自Corning;琼脂平板和细菌生化鉴

定管等购自广州环凯微生物有限公司;生化培养箱购

自上海博迅,超净工作台为 AIRTECH,观察细胞用

的倒置光学显微镜为 OlympusCX41。

1.2暋方法

1.2.1暋病鱼样品采集与疑似病原菌的分离纯化

暋暋发病的卵形鲳鲹从广西钦州湾近海养殖网箱中

采集获得,体长10~15cm;健康卵形鲳鲹购自钦州

的卵形鲳鲹养殖场,体长10~15cm。在无菌条件

下,从患病卵形鲳鲹的肝、脾、肾和体表溃烂组织处取

样划线接种于琼脂平板,置于37曟培养24h后,根据

优势菌落的形态大小、颜色特征等进一步纯化培养,
纯化后的菌株用30%甘油保存于-80曟超低温冰

箱中。

1.2.2暋病原菌的分子生物学鉴定与Blast比对

暋暋利用细菌基因组DNA 提取试剂盒,提取纯化后

细菌的基因组DNA,作为PCR反应中的模板 DNA。
利用16SrDNA 基因通用引物进行 PCR 扩增,16S
rDNA基因通用引物为27F:5曚飊GAGTTTGATCCT灢
GGCTCAG飊3曚,1492R:5曚飊CGGTTACCTTGT灢
TACGACTT飊3曚。PCR 反应程序为 98曟 预变性 5
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min,95曟 变性 1 min,55曟 退火 45s,72曟 延伸 1
min,30个循环后72曟延伸10min。取部分PCR产

物进行电泳检测,剩余部分交由上海生物工程服务有

限公司测序,并使用 NCBI的Blast功能对测序结果

进行比对分析。

1.2.3暋回归试验

暋暋试验前随机取5尾健康卵形鲳鲹的肝、脾、肾和

肌肉组织涂板确定其健康无细菌感染。试验组中,分
别将分离得到的疑似病原菌通过腹腔注射接入健康

卵形鲳鲹中。对照组1(Con1)中健康卵形鲳鲹腹腔

注射无菌PBS,对照组2(Con2)中健康卵形鲳鲹不作

任何处理,每组10尾鱼。将分离纯化的菌株在 LB
液体培养基中37曟培养24h,然后将菌液用PBS稀

释成菌悬液(浓度为1暳108CFU/mL),试验组的每

尾鱼腹腔注射0.2mL稀释的菌悬液,对照组1注射

0.2mL的PBS,对照组2不作任何处理。各组鱼在

28曟继续培养10d,记录各组鱼的死亡情况,统计10
d内的累计死亡率,同时用 LB平板对濒临死亡的卵

形鲳鲹肝脏、脾脏、肾脏和肌肉组织进行细菌分离。

1.2.4暋 细 菌 胞 外 产 物 (Extracellularproducts,

ECPs)对细胞的毒性分析

暋暋将分离纯化的菌株 TOQZ01在 LB液体培养基

中37曟培养36h,12000g4曟离心30min后收集上

清,使用0.22毺m 滤柱过滤上清液后,获得细菌胞外

产物(ECPs),并用BCA蛋白检测试剂盒(PierceBio灢
technology,Rockford,IL)测定上清液中细菌胞外

产物(ECPs)中的蛋白含量。取卵形鲳鲹头肾组织细

胞,按照4暳104细胞/孔的细胞量接入96孔细胞培

养板,28曟培养24h。该实验分为3组:试验组1
(Test1),每孔细胞接入10毺LECPs(300毺g/mL);
试验组2(Test2),每孔细胞接入20毺LECPs(300

毺g/mL);试验组3(Test3),每孔细胞接入30毺L
ECPs(300毺g/mL);对照组1(Con1),每孔细胞接入

10毺L无菌PBS;对照组2(Con2),细胞无处理。各

组细胞继续培养24h后在光学显微镜下观察。为了

检测ECPs的细胞毒性,即其对细胞活性的影响,各
孔中的细胞加入20毺L的 WST飊8溶液继续在28曟
培养4h,然后用酶标仪检测450nm 处的吸光度,实
验分别重复3次。

2暋结果与分析

2.1暋疑似病原菌的分离结果

暋暋在无菌操作条件下,从自然发病的卵形鲳鲹肝、
脾、肾和体表溃烂组织中分离纯化得到4株优势菌

株,标记为 TOQZ01,TOQZ02,TOQZ03,TOQZ04。

2.2暋疑似病原菌的形态观察与生理生化特征

暋暋分离纯化得到的4株菌株在 LB平板上37曟培

养24h,生长状况良好,菌落形状为圆形,表面光滑,
边缘整齐(图1a);4株菌株在 TCBS平板上37曟培

养24h后均长成黄色圆形大菌落,表面光滑,边缘整

齐(图1b)。对菌株进行革兰氏染色后镜检发现,该4
株菌株均为革兰氏阴性菌(图1c)。对4株菌株进行

生理生化检测,检测结果参照文献报道和常见细菌系

统鉴定手册[13飊14]发现,该4株菌株与溶藻弧菌(V.
alginolyticus)极为相似(表1)。

暋暋图1暋疑似病原菌在 LB平板(a)和 TCBS平板(b)上的

菌落形态及革兰氏染色结果(c)

暋暋Fig.1暋ThecolonymorphologyandGramstainingre灢
sults(c)ofsuspectedpathogenicbacteriaonLB (a)and
TCBS(b)plates

表1暋4株菌株的生理生化检测结果

Table1暋Physiologicalbiochemicaltestresultsof4strains

生理生化检测项目
Biochemicaltests

溶藻弧菌
V.alginolyticus TOQZ01 TOQZ02 TOQZ03 TOQZ04

1%NaCl葡萄糖产气
1%NaClGlucose - - - - -

1%NaCl葡萄糖磷酸盐胨水
1%NaClGlucosephosphatepeptonewater + + + + +

1%NaCl蛋白胨水
1%NaClPeptonewater d + - - +

1%NaCl蔗糖
1%NaClSucrose + + + + +

1%NaCl甘露糖
1%NaClMannose + + + + +
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续表1
Continuetable1

生理生化检测项目
Biochemicaltests

溶藻弧菌
V.alginolyticus TOQZ01 TOQZ02 TOQZ03 TOQZ04

1%NaCl阿拉伯糖
1%NaClArabiasugar - - - - -

1%NaCl肌醇
1%NaClInositol - - - - -

1%NaCl赖氨酸脱羧酶
1%NaClLysinedecarboxylase + + + + +

1%NaCl精氨酸双水解酶
1%NaClArgininedihydrolase - - - - -

无盐胨水
Saltfreepeptonewater - - - - -

3%NaCl胨水
3%NaClPeptonewater + + + + +

6% NaCl胨水
6%NaClPeptonewater + + + + +

8% NaCl胨水
8%NaClPeptonewater + + + - +

10% NaCl胨水
10%NaClPeptonewater + - + + -

注:“-暠表示阴性,“+暠表示阳性;“d暠表示结果不定

Notes:“-暠indicatesnegative,“+暠indicatespositive;“d暠indicatesindeterminateresults

2.3暋疑似病原菌的分子生物学鉴定

暋暋将4株菌株(TOQZ01,TOQZ02,TOQZ03,TO灢
QZ04)的16SrDNA经PCR扩增后的产物进行电泳

检测,得到预期大小的条带(图2a)。PCR产物的测

序结果显示,条带大小均为1466bp。对测序结果进

行Blast比对分析,结果显示4株菌株的16SrDNA
基因均与溶藻弧菌相似性最高,达到99%。系统进

化树结果显示 TOQZ01与 TOQZ02聚为一族(图

2b)。综合4株菌株的菌落形态特征、菌株生理生化

特征和分子生物学鉴定结果,证实这4株菌株均为溶

暋暋图2暋4株病原菌16SrDNAPCR扩增后的电泳图像(a)
和系统进化树(b)
暋暋Fig.2暋Electrophoreticimages(a)andphylogenetictree
(b)offourpathogenicbacteria16SrDNAafterPCRamplifi灢
cation

藻弧菌V.alginolyticus。
2.4暋回归试验与病原菌的确认

暋暋健康卵形鲳鲹在分别注射4株菌株的菌液后的

5~8d内全部死亡(图3),并出现与自然发病的卵形

鲳鲹相似的皮肤肌肉溃烂、腹鳍出血、内脏器官肿大

充血等症状,而两组对照组中,对照组2中的卵形鲳

鲹没有死亡或异常,对照组1中的卵形鲳鲹在第1天

死亡1尾(可能是由于注射不当致使卵形鲳鲹受伤而

死亡)。对病变死亡的卵形鲳鲹的肝、脾、肾和体表溃

烂组织处取样,进行细菌学的分离检测和分子生物学

鉴定,检出的菌株与4株菌株(TOQZ01,TOQZ02,
TOQZ03,TOQZ04)均具有相似的形态和生理生化

特征,且分子生物学鉴定也证明检出的菌株为溶藻弧

菌。由此证明,溶藻弧菌是此次广西钦州湾近海网箱

中卵形鲳鲹发病的病原菌。

图3暋4株菌株感染健康卵形鲳鲹的试验结果

暋暋Fig.3暋Experimentresultsoffourstrainsinfectedwith
healthyTrachinotusovatus
2.5暋病原菌的胞外产物(ECPs)对卵形鲳鲹细胞系

的毒性分析

暋暋菌株TOQZ01在LB液体培养基中37曟培养36
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h后,菌液浓度达到9暳108 CFU/mL。将获得细菌

胞外产物(ECPs)按浓度梯度分别加入各组的卵形鲳

鲹 TOHK细胞中,与对照组相比,实验组的细胞形

态发生变化,正常状态下长梭形的 TOHK 细胞变

圆、发生皱缩,并且从细胞培养板上脱落(图4)。细

胞活性检测结果显示,实验组中的细胞活性明显降低

(图5),即菌株 TOQZ01的细菌胞外产物(ECPs)对
卵形鲳鲹 TOHK细胞具有明显毒性。

暋暋图4暋光学显微镜观察 TOQZ01菌株的细菌胞外产物

(ECPs)对卵形鲳鲹 TOHK细胞的毒性作用

暋暋Fig.4暋Lightmicroscopeobservedthecytotoxicityof

bacterialextracellulerproductsofTOQZ01straintoTOHK

cellsinTrachinotusovatus

暋暋 *P <0.05,差异显著;**P <0.01,差异极显著

暋暋APvalue<0.05wasconsideredstatisticallysignificant
(*P <0.05,**P <0.01)

暋暋图5暋 细 胞 活 性 检 测 TOQZ01 菌 株 的 细 菌 胞 外 产 物

(ECPs)对卵形鲳鲹 TOHK细胞的毒性作用

暋暋Fig.5暋Cellactivitydetectedthecytotoxicityofbacterial

extracellulerproductesofTOQZ01straintoTOHKcellsin

Trachinotusovatus

3暋讨论

暋暋2016年广西钦州湾近海网箱养殖的卵形鲳鲹发

生以体表皮肤溃烂、皮下出血、内脏器官病变为典型

症状的细菌性疾病,通过对患病卵形鲳鲹中病原菌进

行分离、形态学观察、生理生化分析,分子生物学鉴

定,证实分离得到的4株菌株(TOQZ01,TOQZ02,

TOQZ03,TOQZ04)均为溶藻弧菌。进一步的回归

实验证实,这4株溶藻弧菌是此次卵形鲳鲹发病的病

原菌。在细胞水平上的检测结果证实,分离获得的溶

藻弧菌的细菌胞外产物(ECPs)对卵形鲳鲹 TOHK
细胞具有明显的细胞毒性,这与卵形鲳鲹和石斑鱼等

世界主要海水养殖鱼类受到溶藻弧菌感染后出现出

血性溃疡、内脏器官肿大病变的组织病理学结果相一

致,即溶藻弧菌在感染和增殖过程中向胞外释放的代

谢产物(细菌毒素),不仅干扰并破坏鱼体正常新陈代

谢,而且对鱼体造成严重的细胞和组织损伤[15飊16]。

暋暋目前对养殖鱼类细菌性疾病的诊断方法主要包

括基于细菌学和组织病理学的传统观察法,基于抗体

的免疫学检测方法,以及分子生物学技术等[17]。这

些方法各有优点,但同时也存在操作繁琐、耗时长、仪
器试剂昂贵或精确度不高等不足,无法达到现场快速

准确检测诊断的要求。因此应着力发展操作便捷、成
本低、耗时短、准确度高的水产致病菌快速检测技术,
同时研发新型高效、绿色环保的抗菌药物,这对于及

早发现、确定病原,进而有的放矢地制定治疗方案来

控制溶藻弧菌的扩散、降低损失至关重要[18]。未来

我们将基于本研究中分离得到的溶藻弧菌开展病害

快速检测技术和防控技术等现代海水生态健康养殖

关键技术研究,以实现对广西海水养殖溶藻弧菌病的

快速诊断、实时监控和有效预防。

4暋结论

暋暋从广西钦州湾网箱养殖的发病卵形鲳鲹中分离

得到的4株溶藻弧菌(TOQZ01,TOQZ02,TOQZ03,

TOQZ04),回归实验证实溶藻弧菌是此次卵形鲳鲹

发病的病原菌,溶藻弧菌 TOQZ01的细菌胞外产物

(ECPs)对卵形鲳鲹头肾组织细胞系具有明显细胞毒

性。未来将针对广西卵形鲳鲹中分离得到的溶藻弧

菌开展病害快速检测技术和防控技术的研究,以实现

对广西海水养殖溶藻弧菌病的快速诊断、实时监控和

有效预防。
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