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摘要! 231/ 年 :,0 月!四川雅安汉源湖养殖的西伯利亚鲟发生一种以体表溃疡'内脏出血和

心外膜囊肿为特征的传染病" 为明确其病因!本研究从自然发病鱼的肝'脾和肾进行了病原菌

的分离'人工感染'分离菌的表型特征和分子生物学特征的检测" 结果从患病鱼体内分离到一

株 H

<链状球菌 %&I1/3023&!人工感染实验证实了其病原性!生理生化特性与海豚链球菌

%&Q--2018:&基本一致#17*B4%&序列%H>3M23R 登录号$P!172//8&与 H>3M23R 中 3<%*%"2

17*B4%&序列同源性最高!在以 17*B4%&序列及其 H>3M23R 中同源性较高的相关序列构建

的系统发育树上!分离菌与海豚链球菌聚为一支#同时!在基于 3<%*%"2/+'E基因的特异性 6-$

检测中!从分离株基因组 4%&扩增出预期大小的 :83 IO 条带!进而鉴定分离菌 &I1/3023 为

3<%*%"2" 在对 +)$H'$%74'$".4')0%和 $+)M等 4 种 3<%*%"2毒力基因的多重 6-$检测中!分离

菌均扩增出相应大小的特异性片段!表明其为一毒力较强的菌株!与人工感染实验的高致病性

结果相佐证#药物敏感性检测发现其对阿莫西林'强力霉素'氟苯尼考等抗菌药物敏感!但对新

生霉素'利福平'氧氟沙星耐药"

关键词! 西伯利亚鲟# 海豚链球菌# 17*B4%&# /+'E基因# 毒力基因

中图分类号! *09119155555555555 文献标志码$&

55鲟产业作为我国新兴的冷水鱼产业"近 23 年

来取得了快速发展"形成了包括种业)繁殖)养殖)

加工和物流在内的产业技术体系和产业链"我国已

成为全球第一的鲟鱼养殖大国
&1'

"主要养殖种类有

施氏鲟 #4+%)2*$2#$+5#2*+I%%$)西伯利亚鲟 #4<

6"2#%%$)俄罗斯鲟#4<.&2/02*$'"20'%%$和杂交鲟等(

西伯利亚鲟"属鲟形目 #&@9O>3:>B9D/B8>:$"鲟科

#&@9O>3:>B9?2>$"鲟属#4+%)2*$2#$"1007 年首次引

入中国"因其具有生长速度快"适应性强"肉厚骨

软)营养丰富)味道鲜美和鱼籽酱品质高等优点"已

成为我国目前鲟鱼养殖的主导品种之一( 但随着

养殖规模和养殖密度扩大"养殖环境的不断恶化"

疾病对鲟产业发展的影响日趋严重"已有寄生虫

病)细菌性病)病毒性病与非生物性病的报道"尤以

细菌性病的危害较大( 目前报道的主要有嗜水气

单胞菌#42#,7,*"$5(0#,)5%/"$

&2'

)维氏气单胞菌

#4<82#,*%%$)豚鼠气单胞菌#4<+"#8%"$)类志贺邻

单胞菌 #1/2$%7,*"$$5%.2//,%02$$

&/'

)停乳链球菌

#3'#2)',+,++&$0($."/"+'%"2$

&9'

和海豚链球菌 # 3<

%*%"2$

&4'

等引起的相关疾病(

自 104: 年 +/:<932等
&7'

首次报道日本养殖

虹鳟#E*+,#(*+5&$7(I%$$$的链球菌病以来"链球

菌病已成为全球性的严重危害多种鱼类的疾病(

目前发现的鱼类主要致病性链球菌有海豚链球

菌)无乳链球菌 # 3<"."/"+'%"2$ 和停乳链球菌

等
&8'

( 其 中 海 豚 链 球 菌 隶 属 链 球 菌 科

#*GB>OG/@/@@2@>2>$"链球菌属 # 3'#2)',+,++&$$"是

水生动物的主要病原之一"主要引起鱼类的脑膜

脑炎及败血症等
&8'

( 自 1087 年从亚马逊淡水海

豚#M*%" .2,>>#2*$%$$皮下脓肿首次分离以来"海豚
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链球菌感染逐渐在世界范围流行"可感染多种淡

水和海水养殖鱼类以及野生鱼类"如罗非鱼"虹

鳟"斑点叉尾 #M+'"/&#&$)&*+'"'&$$"银大麻哈鱼

#E<I%$&'+5$"红鼓鱼 # 3+%"2*,)$,+2//"'&$$"尖吻

鲈 # B"'2$+"/+"#%>2#$ 和纹腹叉鼻 # 4#,'5#,*

5%$)%0&$'1$等
&:'

"给水产养殖业造成巨大的经济

损失( 在我国已有罗非鱼
&0'

"红鼓鱼
&13'

和斑点叉

尾 &11'等感染 3<%*%"2"并导致严重经济损失的

报道(

231/ 年 :*0 月"四川雅安汉源湖养殖的西

伯利亚鲟发生一种以体表溃疡)内脏出血和心外

膜上囊肿为特征的传染性疾病"累计死亡率达

93L以上"给养殖户造成严重的经济损失( 本研

究从自然发病鱼体内进行了病原菌的分离"并通

过表型特征测定)17*B4%&序列分析和乳酸氧化

酶基因#/+'E$特异性 6-$检测鉴定其为海豚链

球菌"首次报道了海豚链球菌对西伯利亚鲟的自

然感染致病%同时进行了病原菌药物敏感性及毒

力基因的检测"以期为该病的有效防治与致病机

制探讨提供参考(

15材料与方法

$%$&实验鱼

患病西伯利亚鲟"体质量 433 >1 333 T"由四川

雅安汉源湖某养殖场送检%健康西伯利亚鲟"体质量

#142 B718$T"购于四川峨眉某西伯利亚鲟养殖场(

$%'&主要试剂

脑心浸液培养基#M+)$"S+培养基%细菌生

化微量鉴定管购自杭州微生物试剂有限公司%细

菌基因组 4%&提取试剂盒购自宝生物工程 #大

连$有限公司%药敏纸片购自杭州天和微生物试

剂有限公司(

$%(&病原菌的分离与人工感染

无菌条件下"从病鱼肝)脾和肾取样划线接种

于脑心浸液琼脂平板 #M+)&$"2: Y培养 29 >

9: <"挑取形态大小一致的单个优势菌落在 M+)

平板上再次划线"获得纯培养的菌株( 将纯化菌

株转接到脑心斜面培养基于 9 Y保存备用(

将获得的优势纯培养菌株 &I1/3023 接种于

M+)平板"2: Y恒温培养 /7 <"用 31:L无菌生理

盐水洗下"麦氏比浊法调整细菌浓度为 114 A13

:

"

114 A13

8

"114 A13

7

和 114 A13

4

-(#58'( 健康

西伯利亚鲟经实验室暂养 8 ? 后"采用腹腔注射

的方式"分别注射各浓度菌液 312 8'"13 尾5组(

对照组注射等量生理盐水( 接种后观察鱼的症状

和发病死亡情况"对死亡鱼及时剖检和致病菌再

次分离"并参照 S2G2等
&12'

的方法"设计合成一对

特异性扩增 3<%*%"2/+'E基因的引物#上游引物!

4Z7&&HHHH&&&Q-H-&&HQH--7/Z"下游引物!

4Z7&Q&Q-QH&QQHHH--HQ7-Q&&7/Z$"进行特

异性 6-$检测#参照 117$(

$%)&分离菌的表型特征与药物敏感性检测

观察分离菌的菌落形态"革兰氏染色与磷钨

酸负染观察细菌形态( 同时挑取单个菌落接种于

微量生化反应管"2: Y培养 9: <"观察结果"根据

0伯杰氏系统细菌学手册1

&1/'

对菌株进行初步鉴

定( 药敏实验参照 %--'*抗微生物药物敏感性

实验执行标准
&19'

"采用纸片法进行( 分离菌接种

M+)液体培养基"2: Y震荡培养 29 <"麦氏比浊

法调整菌液浓度为 113 A13

:

-(#58'"将菌液均

匀涂布 S+平板"贴上药敏纸片"2: Y培养 29 <"

测量抑菌圈大小并判定结果(

$%N&$PO?M"#基因序列测定及系统发育分析

取对数生长期的新鲜菌液"离心收集菌体"用

细菌基因组 4%&抽提试剂盒提取细菌基因组

4%&( 采用一对扩增细菌 17*B$%&基因的通用

引物 # 上 游 引 物! 4Z7&H&HQQQH&Q--QHH-7

Q-&H7/Z%下游引物! 4Z7Q&-HH-Q&--QQHQQ7

&-H&-7/Z$

&14'

( 6-$反应体系!1214

#

'89N"

:14

#

'??+

2

""2

#

'OB98>B"2

#

'模板 4%&( 循

环条件!09 Y预变性 4 893%09 Y变性 1 893"

49 Y退火 1 893"82 Y延伸 1 893"共 /3 个循环%

最后"82 Y延伸 13 893( 1L的琼脂糖凝胶电泳

检测 6-$扩增产物的大小( 6-$产物经 4%&纯

化试剂盒纯化后"送生工生物工程#上海$有限公

司测序( 将分离菌株的 17*B$%&基因序列与

H>3M23R 中已知核酸序列进行 M02:G分析"调出与

该序列相关性较高的核酸序列"采用 4%&:G2B软

件的 S=0G9O0>*>W=>3@>&09T8>3G程序进行多序列

比对"用 S,H&413 构建系统发育树(

$%P&-5#)#0.,&%4基因的 L;M鉴定

参照 S2G2等
&12'

的方法"设计合成一对特异

性扩增 3<%*%"2/+'E基因的引物 #上游引物!4Z7

&&HHHH&&&Q-H-&&HQH--7/Z"下游引物!4Z7

&Q&Q-QH&QQHHH--HQ-Q&&7/Z$"对 3<%*%"2

/+'E基因进行检测"预期扩增片段大小为 :83 IO(

:21
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6-$反应体系!1214

#

'89N":14

#

'??+

2

""2

#

'

OB98>B"2

#

'模板 4%&( 循环条件!09 Y预变性 4

893%09 Y变性 /3 :"49 Y退火 /3 :"82 Y延伸 1

893"共 /3 个循环%82 Y延伸 4 893( 取 4

#

'扩增

产物"1L的琼脂糖凝胶"在恒压 133 .下电泳"置

于凝胶成像系统观察 6-$扩增结果(

$%V&-5#)#0.主要毒力基因多重 L;M检测

参照M2=8:等
&17'

的方法设计合成分别扩增 3<

%*%"24 个毒力基因 $+)M)$%74)+)$H)$".4和 )0%的

引物#表 1$"对分离株这些毒力基因进行多重 6-$

扩增( 6-$体系!24

#

'89N"$%74和 $".4(5$

OB98>B各 317

#

'"$+)M(5$OB98>B各 314

#

'"$".4

和 +)$H(5$OB98>B各 31/

#

'"2

#

'模板 4%&"

??+

2

"补足至 43

#

'( 循环条件!09 Y预变性 2

893%09 Y变性 1 893"4: Y退火 1 893"共 /3 个循环"

82 Y延伸 /3 893"1 个循环%最后 82 Y延伸 2 893(

取 13

#

'6-$扩增产物"1L的琼脂糖凝胶"在恒压

133 .下电泳"置于凝胶成像系统观察 6-$扩增

结果(

25结果

'%$&解剖及临床症状观察

病鱼表现为食欲减退或丧失"消瘦"体色发

黑"游动失去平衡"甚至出现间隙性旋转状游动%

腹部膨大"腹部皮肤发黄"点状出血"胸鳍基部出

血"部分病鱼体表出现溃疡"发病后 / >8 ? 发生

死亡"累积死亡率达 93L以上( 病死鱼解剖见腹

腔内有一定量的血样腹水%胰腺弥漫性出血 #图

172$%脾脏出血"呈暗紫色#图 17I$%肝脏发白"弥

散性点状出血"呈花斑状 #图 17@$%肾脏明显肿

大"出血"呈紫黑色%心包积液"心外膜上出现大量

米粒样大小"泡样囊状物#图 17?$%鳃和消化道未

见明显病变(

表 $&-5#)#0.相关毒力基因的引物序列

789%$&7=3@?->3?43TB31/3405?3<823A

G-?B<31/3.31305-5#)#0.

引物名称

OB98>B

引物序列#4Z7/Z$

:>W=>3@>

目标条带5IO

OB/?=@G:9V>

$+)MTL H-&&-HHHQQHQ-&&&&&Q-

$+)MTN H&H-&&&&HH&HQQH-QQHH

:22

$%74TL &&QQ-H-Q-&H-&HHQ-QQH

$%74TN &&--&Q&&--H-H&Q&H-&-

009

)0%TL QQQ-H&-H&-&H-&QH&QQH

)0%TN H-Q&H-&&HH--QQ-&QQQH

/:1

$".4TL &HH&HHQ&&H-HQQ&QHQQ&-

$".4TN &&H&&HQH&&QQ&-QQQHH

103

+)$HTL QHHQH&&HH&&&HQ-&&--&-

+)$HTN Q-Q--HQ&HH&&--HQ&&H-

4/9

图 $&病鱼的临床特征

#2$腹腔内血样腹水"胰腺弥漫性点状出血% # I$脾脏明显出血% #@$肝发白"弥散性点状出血% # ?$心外膜出现大量泡样的囊状物"

标尺 =9 88

,-.%$&;<-1-/8<4-.1405>0?-9B1A5-4=

#2$ I0//?F 2:@9G>:93 2I?/8>3" O>G>@<920<>8/BB<2T>93 O23@B>2% # I$ :O0>3/8>T2092E9G< @/3T>:G9/3 23? <>8/BB<2T>% #@$ O>G>@<920

<>8/BB<2T>93 O20>? 09C>B% # ?$ 3=8>B/=:TB293 :9V>3/?=0>:/3 >O9@2B?9=8%I2B=9 88

021
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'%'&病原菌分离与人工感染实验

从具有典型症状而未死亡的病鱼肝脏)脾脏

和肾脏分别取样于 M+)平板上划线"经 2: Y恒

温培养 29 < 获得单一优势菌株 &I1/3023( 分离

菌 &I1/3023 腹腔注射人工感染健康西伯利亚

鲟"攻毒后 7 <"实验鱼安静伏于缸底%攻毒后

17 <"部分西伯利亚鲟鳍条基部充血)出血"或在

水中无方向性窜游%攻毒后 29 <"高浓度组开始发

病死亡"其他组实验鱼也多在 / >8 ? 内发病死

亡( 发病鱼表现出与自然感染发病鱼相似的症状

与病变"而对照组鱼不表现任何症状#表 2$( 根

据各实验组的死亡率"采用寇氏法计算得分离菌

株 &I1/3023 对西伯利亚鲟的 '4

43

为 719 A13

4

-(#5尾"显示其对西伯利亚鲟有较强致病力( 从

人工感染发病死亡的鱼体内再次分离细菌"获得

与菌株 &I1/3023 形态特征一致"3<%*%"2/+'E基

因特异性 6-$检测为阳性的菌株(

表 '&菌株 #9$(KJ'K 的人工感染实验结果

789%'&#?2-5-/-8<-153/2-01?34B<24052=342?8-1#9$(KJ'K

组别

TB/=O

病原浓度5#-(#58'$

@/3@>3GB2G9/3

数量

3=8I>B

累积死亡数5尾 2@@=8=02G9C>?>2G< 3=8I>B

1 ? 2 ? / ? 9 ? 4 ? 7 ? 8 ?

死亡率5L

8/BG209GF

1

114 A13

4

13 3 3 3 1 1 1 1 13

2

114 A13

7

13 3 3 1 2 9 9 4 43

/

114 A13

8

13 3 1 / 9 8 : : :3

9

114 A13

:

13 3 2 4 : 13 13 13 133

对照 @/3GB/0 31:L%2-0 13 3 3 3 3 3 3 3 3

'%(&分离菌株表型特征与药物敏感性

分离菌在 M+)平板上形成淡黄色)表面光

滑)针尖大小)微隆起)边缘整齐)表面湿润的菌

落%普通平板上生长不良( 光学显微镜下观察分

离菌为 H

<

球菌"成链状或成对排列#图 2$%电镜

下菌株也呈链状排列#图 /$( 菌株 &I1/3023 的

生理生化特征与 3<%*%"2&Q--2018: 生理生化特

性基本一致#表 /$( 分离菌 &I1/3023 对
)

7内酰

胺类)头孢类)大环内酯和四环素类等抗生素敏

感"对新生霉素)利福平及氧氟沙星等耐药 #表

9$(

图 '&菌株 #9$(KJ'K 的革兰氏染色形态

"标尺 Y$K

"

>#

,-.%'&:-/?0.?8@=0542?8-1#9$(KJ'K -1

*?8> 428-1-1."98?Y$K

"

>#

图 (&菌株 #9$(KJ'K 负染电镜图%

"标尺 Y$

"

>#

,-.%(&"3.82-G3<6 428-13A3<3/2?01>-/?0.?8@=405

42?8-1#9$(KJ'K"98?Y$

"

>#

表 (&分离株 #9$(KJ'K 的生理生化特性

789%(&Z-0/=3>-/8<81A@=64-0<0.-/8</=8?8/23?-42-/405

-40<823A42?8-1#9$(KJ'K

项目

9G>8

菌株 :GB293

&I1/3023 3<%*%"2&Q--2018:

生长 TB/EG<

5O+017 6 6

5714L%2-0 6 6

5:13L%2-0 6 6

513 Y < <

594 Y 6 6
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续表 (

项目

9G>8

菌株 :GB293

&I1/3023 3<%*%"2&Q--2018:

水解 <F?B/0F:9: 6

5精氨酸 2BT9393> 6 6

5七叶苷 >:@=093 < <

5马尿酸 <9OO=B2G> 6 6

5氧化酶 /N9?2:> 6 6

5过氧化氢酶 @2G202:> 6 6

产酸 2@9? DB/8

5阿拉伯糖 2B2I93/:> 6 6

5菊糖 93=093 6 6

5乳糖 02@G/:> 6 6

5甘露醇 82339G/0 6 <

5棉籽糖 B2DD93/:> 6 6

5核糖 B9I/:> 6 6

5山梨醇 B/BI9G/0 6 6

.76实验 .76G>:G 6 6

注!+ <,为阳性"+ 6,为阴性

%/G>:!+ <,1O/:9G9C>% + 6,13>T2G9C>

'%)&$PO?M"#基因序列及系统发育分析

分离菌 &I1/3023 的 17*B$%&基因经 6-$

扩增后获得预期大小约 1 433 IO 的片段"纯化回

收的 6-$产物经生工生物工程#上海$有限公司

测序"H>3M23R 登录号为 P!172//8( 分离菌 17*

B4%&序列与 H>3M23R 中已知核酸序列进行

M02:G比对后 "结果显示分离菌与H>3M23R上 3<

%*%"2的 17*B$%&基因序列的同源性最高( 在以

分离菌 17*B4%&序列及 H>3M23R 中其他链球菌

属细菌 17*B4%&序列构建的系统发育树上#图

9$"分离菌与 3<%*%"2聚为一支"同源性达 0018L

以上(

表 )&分离株 #9$(KJ'K 的药物敏感性

789%)&#12-9-02-/44314-2-G-2-34052=3

-40<823A42?8-1#9$(KJ'K

药物

?B=T:

含药量5

#

#

T5片$

@/3G>3G:

抑菌圈直径588

?928>G>B/D

93<9I9G/BF V/3>

&I1/3023

阿莫西林 28/N9@90093 13 23 *

氨苄青霉 28O9@90093=8 13 /1 *

头孢噻肟 @02D/B23 /3 20 *

强力霉素 ?>/NF@F@093> /3 /: *

卡那霉素 R2328F@93 /3 21 *

新生霉素 3/C/I9/@93 /3 : $

克林霉素 @093?28F@93 2 22 *

阿奇霉素 2V9G<B/8F@93 13 /2 *

四环素 G>GB2@F@093> /3 /9 *

氧氟沙星 /D0/N2@93 4 0 $

诺氟沙星 3/BD0/N2@93 13 21 *

罗美沙星 0/8>D0/N2@93 1: 2/ *

恩诺沙星 >3/N2@93 13 24 *

氟苯尼考 D0/BD>39@/0 /3 /2 *

利福平 B9D28O9@93 /3 1/ $

复方新诺明 *SU 2/184 : $

注!+$,为耐药%+ *,为敏感

%/G>:!+$, =B>:9:G23G%+*, =:>3:9G9C>

图 )&菌株 #9$(KJ'K $PO?M"#基因序列与相关菌株的系统发育树

,-.%)&L=6<0.3132-/2?3305#9$(KJ'K$PO?M"#.31343TB31/381A-24?3<82-G34
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'%N&-5#)#0.,&%4基因的 L;M检测

将 3<%*%"2/+'E基因的 6-$扩增产物"经 1L

琼脂糖凝胶电泳 #图 4 $"发现分离株和 3<%*%"2

&Q--2018: 的基因组 4%&均特异性扩增出大小

约为 :83 IO 的条带"与预期大小一致( 结合形态

学和生理生化鉴定"17*B$%&基因序列分析及

3<%*%"2/+'E基因特异性检测结果"鉴定分离菌

&I1/3023 为 3<%*%"2(

图 N&分离菌 #9$(KJ'K 与 -5#)#0.#7;;

'J$VQ ,&%4基因的 L;M扩增产物电泳图

S14%&分子质量标准% 11阴性对照% 213<%*%"2阳性对照%

/1&I1/3023

,-.%N&7=33<3/2?0@=0?34-405,&%4 .313L;M

8>@<-5-/82-01052=3-40<823#9$(KJ'K 81A

-5#)#0.#7;;'J$VQ

S14' 2333 4%& S2BR>B% 113>T2G9C>@/3GB/0% 21O/:9G9C>

@/3GB/0% /1&I1/3023

'%P&-5#)#0.毒力基因的多重 L;M检测

对分离株 &I1/3023 的 $+)M)$%74)+)$H)$".4

和 )0%4 种毒力基因进行多重 6-$检测"均扩增

出了预期大小的片段#图 7$"表明分离株含有这

4 种主要的毒力基因"也进一步证实了该分离株

为 3<%*%"2"并从分子水平上确认其致病性"与人

工感染实验高致病性的结果相佐证(

/5讨论

目前"已报道的鲟细菌性疾病病原大多属于

革兰氏阴性菌"潘厚军等
&9'

证实 3<0($."/"+'%"2能

够感染西伯利亚鲟并致病"最近在我国养殖的杂

交鲟也有 3<%*%"2感染的报道
&4'

"预示着链球菌这

类革兰氏阳性菌也可能成为危害鲟健康养殖的重

要病原(本研究从自然感染患病的西伯利亚鲟体

图 P&分离株毒力基因的多重 L;M检测

S14%&分子质量标准% 11阴性对照% 21&I1/3023

,-.%P&7=33<3/2?0@=0?34-405>B<2-@<3S L;M50?

8<<5-G3G-?B<31/358/20?42342

S14'1333 4%&S2BR>B% 113>T2G9C>@/3GB/0% 21&I1/3023

内分离到病原菌"并通过表型与分子生物学特性

鉴定其为 3<%*%"2"表明 3<%*%"2可自然感染西伯

利亚鲟并引起严重的危害( 有研究表明"3<%*%"2

感染不同的宿主所引起的临床症状不尽相同"在

海豚主要表现为多灶性皮下脓肿
&8'

%在人类常引

起蜂窝织炎"关节炎等%在鱼类则可表现为全眼球

炎)脑膜炎和败血症等
&:'

( 本研究中发现 3<%*%"2

感染西伯利亚鲟主要表现为全身性多器官出血)

变性)坏死和脑炎为病变特征的败血症表现"与鱼

类 3<%*%"2感染基本一致
&:'

"但本次发病鲟心脏外

膜出现大量米粒样大小的泡状囊肿的特征性病

变"类似的现象在西伯利亚鲟停乳链球菌)维氏气

单胞菌感染及在营养缺乏的基础上发生细菌继发

感染中也有报道
&4"18 61:'

"而在其他种类的鲟未见

报道"究其发生的病理机制是否与西伯利亚鲟的

种属特异性有关还有待进一步的研究(

由于 3<%*%"2不同的地理株系在生理生化特

性上存在一定差异"如不同株在精氨酸双水解酶

活性)乳糖)水杨苷发酵能力上有不同"存在
(

和

)

2 种溶血类型等"3<%*%"2最初也被错误地鉴定

为 3<$5%/,%( 而且目前很多商品化生化鉴定系统

如 M9/S>B9>=N.9G>R"S9@B/:@23"&6)-+43 和 &QM

,NOB>::9/3 *F:G>8等并未将 3<%*%"2列入其中"因

此仅靠传统的细菌鉴定方法不能准确鉴定 3<

%*%"2( 随着分子生物学的不断发展"17*B4%&序

列分析已经成为研究细菌亲缘关系的常用方法之

一"但因 17*B4%&的保守性较高"且包含的信息

2/1
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量较少"对亲缘关系较近的细菌区分能力有限"有

时不能将鱼类的 3<%*%"2和 3<"."/"+'%"2分开
&11'

(

乳酸盐氧化酶基因#/+'E$是 3<%*%"2具有较高保

守性的一段序列"比 17*B4%&具有更强的特异

性
&11'

"为此"本研究在测定分离菌 &I1/3023 形态

学以及生理生化特性的基础上"同时开展了 17*

B4%&序列分析与 /+'E基因的特异性检测"从分

离菌的表型特征与分子生物学特性上鉴定其为

3<%*%"2"确定了此次引起西伯利亚鲟发病的病原

为 3<%*%"2(

与水生动物大多数条件致病菌如嗜水气单胞

菌和温和气单胞菌#4<$,6#%"$等不同"3<%*%"2为

非条件致病菌"侵袭力强"但也并非所有 3<%*%"2

都是致病株"存在不致病的共生菌株"因此分析其

毒力基因对于致病菌的鉴定与致病机制的探讨均

尤为重要( 据报道"+)$H)$%74)$".4))0%和 $+)M

是 3<%*%"2主要的毒力基因"其中 +)$H编码的荚

膜多糖是 3<%*%"2重要的致病因子"它能协助其逃

避宿主细胞的清除作用
&10'

%$".4编码的细胞溶

血素能够使宿主红细胞发生溶血"并破坏正常细

胞的细胞膜"导致多组织器官的损伤
&23'

%)0%编码

的脱乙酰基酶"可增强菌体对溶菌酶的抵抗力"逃

避血液免疫和增强菌体对上皮细胞的黏附和入

侵
&21'

%$%74编码的 S样蛋白不仅能够保护细菌

免受巨噬细胞的吞噬"还能占据免疫球蛋白的 (@

表位"使其失去免疫活性
&22'

( 总之"这些毒力基

因在细菌的侵入)体内移行)繁殖和免疫逃避中起

重要作用( 本研究中针对 3<%*%"2的这 4 种毒力

基因的多重 6-$检测中"均扩增出了相应大小的

条带"表明其同时具备这 4 种 3<%*%"2主要的毒力

基因"其为一毒力较强的致病菌株"与人工感染实

验对西伯利亚鲟高致病性的结果相佐证"同时也

进一步从分子水平证实分离菌 &I1/3023 为 3<

%*%"2(

药物 敏 感 性 检 测 发 现" 3<%*%"2分 离 株

&I1/3023 对
)

7内酰胺类)头孢类)大环内酯类和

四环素类等多数抗菌药物敏感"与人类和多种鱼

类中分离到的 3<%*%"2的药物敏感性基本一

致
&1/"2/'

"且在本次西伯利亚鲟 3<%*%"2感染中推

荐使用强力霉素与阿莫西林使疫情也得到了有效

控制( 但抗生素使用带来的诸如耐药性)环境污

染和药物残留等负面影响已受到人们的高度关

注"其在防控鱼类细菌性疾病上的应用必将受到

限制( 为此"疫苗在鱼类 3<%*%"2感染的防治中成

为重要的防治策略之一"国内外学者先后开展了

灭活菌苗)灭活 ,-6:苗和减毒活疫苗等的研

究
&1/'

%与此同时"营养素在增强鱼类抗 3<%*%"2感

染能力和降低环境因素对鱼类对 3<%*%"2易感性

的影响等方面的研究也逐渐受到人们的重

视
&29 624'

"开展了维生素 &)维生素 ,和硒对鱼类

抗 3<%*%"2感染能力"以及水体中氨氮)亚硝酸盐

和养殖密度等环境因子对鱼类 3<%*%"2易感性的

影响"相信随着这些研究的深入与研究成果的不

断应用"将会降低单一依赖抗菌药物防治鱼类 3<

%*%"2感染所带来的负面影响(
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