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半刺厚唇鱼源达卡气单胞菌的鉴定及其
毒力基因与耐药性分析

陈　 斌

(福建省淡水水产研究所ꎬ福建 福州 ３５０００２)

摘要: 【目的】查明半刺厚唇鱼腐皮病的发病原因ꎬ为该病的研究和防治提供参考ꎮ 【方法】对患病鱼进行病原菌的分离、鉴
定ꎬ开展病原回归感染试验、药敏试验ꎬ并对菌株毒力基因和耐药基因进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ 【结果】从患病鱼体内分离到一株优

势菌ꎬ命名为 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡꎬ通过菌株形态特征观察、生理生化特性测定及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ｇｙｒＢ 测序分析ꎬ将该菌鉴定为达卡

气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｄｈａｋｅｎｓｉｓ)ꎻ回归感染试验结果显示ꎬ该菌能引起健康半刺厚唇鱼发病ꎬ症状与自然发病相似ꎬ菌株半致

死浓度为 ６.１９×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎻ毒力基因扩增结果显示ꎬ该菌携带 ｈｌｙＡ、ａｅｒＡ、ａｌｔ、ａｃｔ、ａｈｐＡ、ｅｐｒ、Ｈｃｐ ７ 个毒力基因ꎬ不携带 ａｓｔ、
ｅｘｕ、ｌｉｐ、ａｓｃＶ ４ 个毒力基因ꎻ药敏试验结果显示ꎬ该菌对 ２４ 种药物中的氨基糖苷类、多粘菌素类、四环素类、喹诺酮类、氯霉素类

及 β￣内酰胺类的头孢噻肟均高度敏感ꎬ对 β￣内酰胺类的头孢他啶、大环内酯类的红霉素中度敏感ꎬ对 β￣内酰胺类的青霉素、氨
苄西林、羧苄西林、苯唑西林ꎬ大环内酯类的罗红霉素ꎬ糖肽类的万古霉素和磺胺类的复方新诺明均耐受ꎻ耐药基因扩增结果显

示ꎬ该菌只携带耐药基因 ｓｕｌ１ꎬ而不携带耐药基因 ｑｎｒＡ、ｑｎｒＳ、ｔｅｔＡ、ｔｅｔＣ、ａｎｔ３、ｓｔｒＡ、ｔｅｍ、ｃｔｘＭꎮ 【结论】首次从半刺厚唇鱼体内分
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　 　 半刺厚唇鱼(Ａｃｒｏｓｓｏｃｈｅｉｌｕｓ ｈｅｍｉｓｐｉｎｕｓ)隶属鲤

科(Ｃｙｐｒｉｎｄａｅ)鲃亚科(Ｂａｒｂｉｎａｅ)光唇鱼属(Ａｃｒｏｓｓｏ￣
ｃｈｅｉｌｕｓ)ꎬ在福建省和湖南省的各江河水系分布较

广[１]ꎮ 该鱼喜爱水流湍急、石砾底质的山区溪流ꎬ
常以石块上的苔藓和藻类、水生昆虫、底栖无脊椎

动物为食ꎮ 幼鱼体表有竖向条纹ꎬ６ 月龄后条纹逐

渐消失ꎬ成鱼体长 １０~２０ ｃｍꎻ肉质鲜美ꎬ深受闽、浙
地区民众喜爱ꎬ经济价值较高ꎬ是福建省推广养殖

的品种之一ꎮ 目前对半刺厚唇鱼的研究主要集中

在人工繁育[２－３]、养殖模式探索[４－５]、肌肉营养成分

分析[６]、饲料研发[７]、病害防治[８－１０]等方面ꎬ且病害

方面的研究只有小瓜虫病、嗜酸性卵甲藻病和扁弯

口吸虫病的药物筛选和治疗ꎻ关于半刺厚唇鱼感染

达卡气单胞菌(Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｄｈａｋｅｎｓｉ)的研究尚无报

道ꎮ 达卡气单胞菌是一种重要的动物和人类病原

体ꎬ近年来流行趋势逐渐增强ꎮ 目前已报道亚达伯

拉象龟(Ａｌｄａｂｒａｃｈｅｌｙｓ ｇｉｇａｎｔｅａ) [１１]、罗氏沼虾(Ｍａｃ￣
ｒｏｂｒａｃｈｉｕｍ ｒｏｓｅｎｂｅｒｇｉｉ) [１２]、越南条纹鲶 (Ｐａｎｇａｓｉｕｓ
ｈｙｐｏｈｔｈａｌｍｕｓ) [１３]、湾鳄(Ｃｒｏｃｏｄｙｌｕｓ ｐｏｒｏｓｕｓ) [１４]、非
洲蜗牛(Ｌｉｓｓａｃｈａｔｉｎａ ｆｕｌｉｃａ) [１５]、海狮(Ｚａｌｏｐｈｕｓ ｃａｌｉ￣
ｆｏｒｎｉａｎｕｓ) [１６]、乌鳢(Ｃｈａｎｎａ ａｒｇｕｓ) [１７]、海豚(Ｄｅｌ￣
ｐｈｉｎｉｄａｅ) [１８] 等均为达卡气单胞菌的感染宿主ꎻ该
菌还可以引起人类严重的败血症ꎬ甚至导致死

亡[１７]ꎻ该菌也曾在孟加拉国患腹泻的儿童体内被

分离到[１９]ꎻ研究还发现ꎬ达卡气单胞菌可以引起胆

道感染ꎬ且恶性肿瘤和肝硬化是达卡气单胞菌败血

症常见并发症[２０]ꎮ ２０１３—２０１８ 年浙江省温州市某

教学医院从菌血症患者体内分离出 ５８ 株气单胞

菌ꎬ其中ꎬ２６ 株被鉴定为达卡气单胞菌[２１]ꎬ可见ꎬ该
菌的致病率之高ꎬ危险性之强ꎮ 关于达卡气单胞菌

不同基因型和血清型的研究相对较少ꎬＬａｕ ｅｔ ａｌ[２２]

以管家基因(ｇｙｒＢ、ｇｒｏ１、ＧＬＴＡ、ｍｅｔＧ、ＰＰＳＡ 和 ｒｅｃＡ)
为基础ꎬ利用多位点序列分型将马来西亚 ４７ 株不

同来源的达卡气单胞菌分为 ３６ 个序列类型ꎮ
２０２１ 年福建某养殖厂的半刺厚唇鱼暴发了腐皮

病ꎬ严重影响了该鱼的商品价值ꎬ给该厂带来一定的

经济损失ꎮ 本研究对患病半刺厚唇鱼开展病原菌的

分离、鉴定、药敏试验ꎬ以及毒力基因和耐药基因分

析ꎬ旨在为该鱼细菌性疾病的研究和防治提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 试验鱼　 半刺厚唇鱼ꎬ活力较强ꎬ体长 １２ ~
１４ ｃｍꎬ体质量 ２５ ~ ３０ ｇꎬ购自福建省南平市顺昌县

兆兴鱼种养殖有限公司ꎮ
１.１.２　 试剂　 营养肉汤、营养琼脂、革兰氏染色液均

购自北京陆桥技术有限责任公司ꎻ海洋动物组织

ＤＮＡ 提取试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公

司ꎻ药敏纸片购于杭州微生物试剂有限公司ꎮ 引物合

成、基因测序均由北京擎科生物科技有限公司完成ꎮ
１.１.３　 仪器　 正置显微镜(ＢＸ４３)购于日本 Ｏｌｙｍ￣
ｐｕｓ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎꎻ超净工作台(ＳＷ￣ＣＪ￣２Ｆ)购于苏州

安泰空气技术有限公司ꎻ恒温摇床(ＴＳＱ￣２８０)购于

上海精宏实验设备有限公司ꎻＰＣＲ 仪(Ｃ１０００ ＴＯＵ￣
ＣＨ)购于伯乐生命医学产品有限公司ꎮ

１.２　 病原菌的分离

取患病半刺厚唇鱼ꎬ选择体表溃烂部位和内脏

器官进行病原菌分离ꎬ接种环蘸取组织ꎬ划线接种于

营养琼脂培养基上ꎬ２８ ℃培养 ２４ ｈꎬ重复纯化 ２ 次

后ꎬ接种于营养肉汤培养基上ꎬ２８ ℃、２００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１摇

床中培养 １２ ｈꎬ然后采用丙三醇法[２３] 将菌种保存

于－８０ ℃冰箱ꎮ

１.３　 回归感染试验

本试验已获得福建省淡水水产研究所实验动

物中心动物实验伦理的审批ꎬ获批日期为 ２０２１ 年 ７
月 １ 日ꎬ伦理审批编号为:闽淡水动 ２０２１－００１ꎮ

取健康半刺厚唇鱼暂养 ７ ｄꎮ 取－８０ ℃保存的菌

种ꎬ划线于营养琼脂培养基上ꎬ２８ ℃培养 １２ ｈꎬ刮取菌

苔于无菌生理盐水中ꎬ制成细菌悬液ꎬ并用 １０ 倍稀释

法稀释成 ５ 个浓度梯度ꎮ 试验鱼随机分 ５ 组ꎬ每组 １５
尾ꎬ背部肌肉注射 ０.２ ｍＬ 细菌悬液ꎬ空白对照组注射

生理盐水ꎬ每个试验组 ３ 次重复ꎮ 试验持续 １４ ｄꎬ保持

水温 ２５~２７ ℃ꎬ观察发病症状ꎬ记录死亡数ꎬ从濒死半

刺厚唇鱼体内再次进行病原菌的分离、鉴定ꎮ 采用改
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良寇氏法[２４] 计算菌株对半刺厚唇鱼的半致死浓度

(ＬＤ５０)ꎬ即 ｌｇ(ＬＤ５０)＝ Ｘｍ－ｉ ∑
５

ｊ＝１
Ｐ(ｊ)－０.５[ ] ꎬ其中:Ｘｍ 为

死亡率 １００％试验组的浓度对数值ꎻｉ 为相邻两组对数

剂量之差ꎻ∑
５

ｊ＝１
Ｐ(ｊ)为各组死亡率之和ꎮ

１.４　 菌株鉴定

１.４.１　 形态观察　 复苏菌株ꎬ将其接种于营养琼脂

培养基上ꎬ２８ ℃培养 １２ ｈꎬ观察菌落形态特征ꎬ并
制备革兰氏染色涂片ꎬ观察菌体形态特征ꎮ
１.４.２　 生理生化鉴定　 复苏菌株ꎬ将其接种于营养

琼脂培养基上ꎬ２８ ℃培养 １８ ~ ２４ ｈꎬ参考鉴定系统

说明书进行上样ꎬ通过ＶＩＴＥＫ ２ ＣＯＭＰＡＣＴ 全自动微

生物鉴定系统对分离菌的生理生化特性进行鉴定ꎮ
１.４.３　 分子生物学鉴定　 复苏菌株ꎬ提取其全基因

组 ＤＮＡꎬ以此为模板ꎬ参照文献[２５ － ２６] 对细菌

１６Ｓ ｒＤＮＡ和 ｇｙｒＢ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ引物序列见表 １ꎬ
ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ观察扩增条带大

小ꎬ送北京擎科生物科技有限公司测序ꎮ 在 ＮＣＢＩ
数据库中比对所测序列的同源性ꎬ利用 ＭＥＧＡ ７.０
软件构建系统发育树ꎮ

表 １　 气单胞菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ｇｙｒＢ 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｎｄ ｇｙｒＢ ｇｅｎｅ ｏｆ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ

基因 Ｇｅｎｅ 序列(５′－３′)Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

１６Ｓ ｒＤＮＡ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ １ ４６５ ５８ [２５]
ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣ

ｇｙｒＢ ＴＣＣＧＧＣＧＧＴＣＴＧＣＡＣＧＧＣＧＴ １ １２４ ５８ [２６]
ＴＴＧＴＣＣＧＧＧＴＴＧＴＡＣＴＣＧＴＣ

１.５　 毒力基因扩增

合成已报道的气单胞菌 １１ 个毒力基因引物ꎬ以
分离菌株基因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ引物序

列见表 ２ꎬ反应体系和反应条件参考文献[２７－３３]ꎬ
ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ阳性产物送北京

擎科生物科技有限公司测序ꎮ 毒力基因分别为:溶

血素基因(ｈｌｙＡ)、气溶素基因(ａｅｒＡ)、热稳定性肠毒

素基因(ａｓｔ)、热不稳定性肠毒素基因(ａｌｔ)、细胞毒

性肠毒素基因(ａｃｔ)、丝氨酸蛋白酶基因(ａｈｐＡ)、热
敏感胞外蛋白酶基因(ｅｐｒ)、核酸酶基因(ｅｘｕ)、磷脂

酶基因(ｌｉｐ)、Ⅲ型分泌系统保守基因(ａｓｃＶ)、Ⅳ型分

泌系统溶血素共调解蛋白基因(Ｈｃｐ)ꎮ

表 ２　 气单胞菌 １１ 个毒力基因引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ １１ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ

基因
Ｇｅｎｅ 序列(５′－３′)Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 退火温度 / ℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｈｌｙＡ ＧＧＣＧＴＧＡＴＴＣＧＡＣＡＡＧＧＡＧＡ ５８ １ ２０３ [２７]
ＡＣＡＴＣＣＡＧＡＴＴＣＧＧＣＡＣＧＡ

ａｅｒＡ ＣＣＴＡＴＧＧＣＣＴＧＡＧＣＧＡＧＡＡＧ ５８ ４３１ [２８]
ＣＣＡＧＴＴＣＣＡＧＴＣＣＣＡＣＣＡＣＴ

ａｓｔ ＡＴＣＧＴＣＡＧＣＧＡＣＡＧＣＴＴＣＴＴ ５８ ５０４ [２９]
ＣＴＣＡＴＣＣＣＴＴＧＧＣＴＴＧＴＴＧＴ

ａｌｔ ＴＧＡＣＣＣＡＧＴＣＣＴＧＧＣＡＣＧＧＣ ５８ ４４２ [３０]
ＧＧＴＧＡＴＣＧＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣ

ａｃｔ ＧＡＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡＣＡ ５８ ２３２ [３０]
ＡＡＣＴＧＡＣＡＴＣＧＧＣＣＴＴＧＡＡＣＴＣ

ａｈｐＡ ＴＧＣＣＣＡＴＣＧＣＴＴＣＡＧＴＴＣＡ ５８ ７１９ [２７]
ＧＴＧＣＧＧＣＴＧＡＡＣＡＴＧＴＡＧＴＣＡ

ｅｐｒ ＣＴＡＧＧＡＧＧＣＧＧＧＣＡ ５８ ４３２ [３１]
ＡＴＧＡＣＡＣＴＣＴＴＧＣＴＧＡＣＣＡＣＣＣ

ｅｘｕ ＧＧＡＣＡＴＧＣＡＣＡＡＣＣＴＣＴＴＣＣ ５８ ３２３ [２８]
ＧＡＴＴＧＧＴＡＴＴＧＣＣＴＴＧＣＡＡＧ

ｌｉｐ ＡＴＣＴＴＣＴＣＣＧＡＣＴＧＧＴＴＣＧＧ ６３ ３８２ [３２]
ＣＣＧＴＧＣＣＡＧＧＡＣＴＧＧＧＴＣＴＴ

ａｓｃＶ ＧＴＡＡＧＣＡＧＡＴＧＡＧＴＡＴＣＧＡＴＧＧ ４８ ３３１ [３３]
ＧＡＧＡＣＣＣＧＧＧＴＧＡＣＧＡＴＡＡＴ

Ｈｃｐ ＡＴＴＣＣＧＴＣＧＧＣＡＡＣＡＴＣＴＴＣ ５７ ３９０ [３３]
ＧＧＡＴＣＡＧＴＴＧＧＧＴＧＡＡＧＴＣＡＧＡＣ
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１.６　 耐药性分析

１.６.１　 药物敏感性试验　 复苏菌株ꎬ将其接种于营

养琼脂培养基上ꎬ２８ ℃培养 １２ ｈꎬ刮取菌苔于无菌

生理盐水中ꎬ制备浓度为 １.０×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１的细

菌悬液ꎬ取 １００ μＬ 细菌悬液ꎬ均匀涂布于营养琼脂

培养基上ꎬ贴药敏纸片ꎬ２８ ℃培养 ２４ ｈ 后ꎬ测量抑

菌圈直径ꎮ 参照杭州微生物试剂有限公司的«药敏

试验纸片法的抑菌范围解释标准»将药敏结果判定

为高度敏感(Ｓ)、中度敏感(Ｉ)或耐药(Ｒ)ꎮ

１.６.２　 耐药基因扩增　 合成已报道的 ９ 个耐药基

因引物ꎬ以分离菌株基因组 ＤＮＡ 为模板进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ引物序列见表 ３ꎬ反应体系和反应条件参考

文献[３４]ꎬＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ阳性

产物送北京擎科生物科技有限公司测序ꎮ 耐药基

因分别为:氨基糖苷类药物耐受基因 ａｎｔ３、ｓｔｒＡꎬβ￣
内酰胺类药物耐受基因 ｔｅｍ、ｃｔｘＭꎬ四环素类药物耐

受基因 ｔｅｔＡ、 ｔｅｔＣꎬ喹诺酮类药物耐受基因 ｑｎｒＡ、
ｑｎｒＳꎬ磺胺类药物耐受基因 ｓｕｌ１ꎮ

表 ３　 气单胞菌 ９ 个耐药基因引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ９ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ

基因
Ｇｅｎｅ 序列(５′－３′)Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 退火温度 / ℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

参考文献
Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｑｎｒＡ ＡＴＴＴＣＴＣＡＣＧＣＣＡＧＧＡＴＴＴＧ ４９.４ ５１９ [３４]
ＧＡＴＣＧＧＣＡＡＡＧＧＴＣＡＧＧＴＣＡ

ｑｎｒＳ ＡＣＧＡＣＡＴＴＣＧＴＣＡＡＣＴＧＣＡＡ ５１.０ ４１７ [３４]
ＴＡＡＡＴＴＧＧＣＡＣＣＣＴＧＴＡＧＧＣ

ｔｅｔＡ ＧＴＡＡＴＴＣＴＧＡＧＣＡＣＴＧＴＣＧＣ ５０.２ ９５６ [３４]
ＣＴＧＣＣＴＧＧＡＣＡＡＣＡＴＴＧＣＴＴ

ｔｅｔＣ ＴＣＴＡＡＣＡＡＴＧＣＧＣＴＣＡＴＣＧＴ ５０.５ ５８８ [３４]
ＧＧＴＴＧＡＡＧＧＣＴＣＴＣＡＡＧＧＧＣ

ａｎｔ３ ＧＴＧＧＡＴＧＧＣＧＧＣＣＴＧＡＡＧＣＣ ５８.７ ５２６ [３４]
ＡＴＴＧＣＣＣＡＧＴＣＧＧＣＡＧＣＧ

ｓｔｒＡ ＴＴＧＡＡＴＣＧＡＡＣＴＡＡＴＡＴ ４０.０ １ ６４０ [３４]
ＣＴＡＧＴＡＴＧＡＣＧＴＣＴＧＴＣＧ

ｓｕｌ１ ＣＧＧＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＣＴＧＡＡＣＧ ５９.１ ４３３ [３４]
ＧＣＣＧＡＴＣＧＣＧＴＧＡＡＧＴＴＣＣＧ

ｔｅｍ ＡＡＡＧＡＴＧＣＴＧＡＡＧＡＴＣＡ ４５.０ ４２５ [３４]
ＴＴＴＧＧＴＡＴＧＧＣＴＴＣＡＴＴＣ

ｃｔｘＭ ＧＴＧＣＡＧＴＡＣＣＡＧＴＡ ＡＡＧＴＴＡＴＧＧ ４９.４ ５３８ [３４]
ＣＧＣＡＡＴＡＴＣＡＴＴＧＧＴＧＧＴＧＣＣ

２　 结果与分析

２.１　 半刺厚唇鱼发病环境及临床症状

患病鱼养殖于土池中ꎬ发病时水面生长大量红

色裸藻ꎬ水温 ３０ ℃左右ꎬｐＨ 值 ８.８５ꎮ 患病鱼为 １
龄鱼ꎬ体质量 ３０ ｇ 左右ꎬ症状主要表现为活力差ꎬ上
浮水面ꎬ体表溃疡ꎬ溃疡周围有明显的出血圈(图
１)ꎬ病程长ꎬ死亡率约 ２０％ꎮ

２.２　 分离菌株的鉴定

２.２.１　 形态特征　 从患病鱼体表溃烂部位和内脏

器官上分离到一株优势菌ꎬ命名为 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡꎬ
菌株在营养琼脂培养基上生长速度快ꎬ菌落大ꎬ圆
形ꎬ中央微凸起ꎬ黄白色半透明ꎬ表面光滑湿润ꎬ边
缘整齐(图 ２Ａ)ꎮ 菌体呈短杆状ꎬ革兰氏染色呈阴

性ꎬ无芽孢ꎬ大小为(０.５ ~ ０.６) μｍ×(０.８ ~ １.０) μｍ
(图 ２Ｂ)ꎮ

图 １　 患病鱼临床症状

Ｆｉｇ.１　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅｄ ｆｉｓｈ

２.２.２ 　 生理生化特性 　 通过 ＶＩＴＥＫ ２ ＣＯＭＰＡＣＴ
全自动微生物鉴定系统对菌株 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 进行

生理生化鉴定(表 ４)ꎬ结合补充的 ＶＰ 试验和 Ｅｓｃｕ￣
ｌｉｎ 试验ꎬ将菌株鉴定为嗜水气单胞菌(Ａ.ｈｙｄｒｏｐｈｉ￣
ｌａ)ꎻ但查阅相关文献[３５－３６]发现ꎬ生理生化鉴定无法

准确区分嗜水气单胞菌和达卡气单胞菌ꎮ

􀅰５０５􀅰　 第 ４ 期 陈斌:半刺厚唇鱼源达卡气单胞菌的鉴定及其毒力基因与耐药性分析



图 ２　 菌株 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 菌落(Ａ)和菌体(Ｂ)特征

Ｆｉｇ.２　 Ｃｏｌｏｎｙ (Ａ) ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ (Ｂ) ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ

表 ４　 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 生理生化特性１)

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ

测定项目 Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｉｔｅｍ 结果
Ｒｅｓｕｌｔ 测定项目 Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ ｉｔｅｍ 结果

Ｒｅｓｕｌｔ
丙氨酸－苯丙氨酸－脯氨酸芳胺酶 Ａｌａ￣Ｐｈｅ￣Ｐｒｏ￣ａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ ＋ Ｄ￣葡萄糖 Ｄ￣ｇｌｕｃｏｓｅ ＋
Ｈ２Ｓ 产生 Ｈ２Ｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ＋ Ｄ￣甘露糖 Ｄ￣ｍａｎｎｏｓｅ ＋
β￣葡萄糖苷酶 β￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ － 酪氨酸芳胺酶 Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ ＋
Ｌ￣脯氨酸芳胺酶 Ｌ￣ｐｒｏｌｉｎｅ ａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ ＋ 柠檬酸盐 Ｃｉｔｒａｔｅ －
蔗糖 Ｓａｃｃｈａｒｏｓｅ ＋ Ｎ￣乙酰￣β￣半乳糖苷酶 β￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣ｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｉｄａｓ －
Ｌ￣乳酸产碱 Ｌ￣ｌａｃｔａｔｅ ａｌｋａｌｉｎｉｓａｔｉｏｎ ＋ 组氨酸同化 Ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ －
氨基乙酸芳胺酶 Ｇｌｙｃｉｎｅ ａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ － Ｅｌｌｍａｎ 试剂 Ｅｌｌｍａｎ ｒｅａｇｅｎｔ ＋
Ｏ / １２９ 耐受 Ｏ / １２９ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ － Ｄ￣纤维二糖 Ｄ￣ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ －
侧金盏花醇 Ａｄｏｎｉｔｏｌ － Ｙ￣谷氨酰转移酶 Ｙ￣ｇｌｕｔａｍｙｌ￣ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ －
β￣Ｎ￣乙酰葡萄糖苷酶 β￣Ｎ￣ａｃｅｔｙｌ￣ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄａｓｅ ＋ β￣木糖苷酶 β￣ｘｙｌｏｓｉｄａｓｅ －
Ｄ￣麦芽糖 Ｄ￣ｍａｌｔｏｓｅ ＋ 尿素酶 Ｕｒｅａｓｅ －
脂酶 Ｌｉｐａｓｅ ＋ 丙二酸盐 Ｍａｌｏｎａｔｅ －
Ｄ￣塔格糖 Ｄ￣ｔａｇａｔｏｓｅ － α￣半乳糖苷酶 α￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ －
α￣葡萄糖 α￣ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ － Ｃｏｕｒｍａｒａｔｅ 试剂 Ｃｏｕｒｍａｒａｔｅ ｒｅａｇｅｎｔ ＋
鸟氨酸脱羧酶 Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ － Ｌ￣乳酸盐同化 Ｌ￣ｌａｃｔａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ －
谷氨酸－甘氨酸－精氨酸芳胺酶 Ｇｌｕ￣Ｇｌｙ￣Ａｒｇ￣ａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ ＋ β￣半乳糖苷酶 β￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ＋
吡咯烷基 Ｐｙｒｒｏｌｙｄｏｎｙｌ－ａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ － 发酵 / 葡萄糖 Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ / ｇｌｕｃｏｓｅ ＋
谷酰芳胺酶 ｐＮＡ Ｇｌｕｔａｍｙｌ ａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ ｐＮＡ － β￣丙氨酸芳胺酶 ｐＮＡ β￣ａｌａｎｉｎｅ ａｒｙｌａｍｉｄａｓｅ ｐＮＡ －
Ｄ￣甘露醇 Ｄ￣ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ Ｄ￣山梨醇 Ｄ￣ｓｏｒｂｉｔｏｌ －
古老糖 Ｐａｌａｔｉｎｏｓｅ ＋ ５￣酮￣葡萄糖苷 ５￣ｋｅｔｏ￣Ｄ￣ｇｌｕｃｏｎａｔｅ －
Ｄ￣海藻糖 Ｄ￣ｔｒｅｈａｌｏｓｅ ＋ 磷酸酶 Ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ －
琥珀酸盐产碱 Ｓｕｃｃｉｎａｔｅ ａｌｋａｌｉｎｉｓａｔｉｏｎ ＋ β￣葡萄糖苷酸酶 β￣ｇｌｕｃｏｒｏｎｉｄａｓｅ －
赖氨酸脱羧酶 Ｌｙｓｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ － 乙酰甲基甲醇 Ａｃｅｔｙｌ ｍｅｔｈｙｌ ｃａｒｂｉｎｏｌ ＋
Ｌ￣苹果酸盐同化 Ｌ￣ｍａｌａｔｅ ａｓｓｉｍｉｌａｔｉｏｎ － 七叶苷 Ｅｓｃｕｌｉｎ ＋
Ｌ￣阿拉伯醇 Ｌ￣ａｒａｂｉｔｏｌ －

　 　 １) “＋”表示阳性ꎬ“－”表示阴性ꎻ测定项目的全称参考 ＶＩＴＥＫ ２ ＧＮ 鉴定卡成分目录ꎮ
" ＋" ｄｅｎｏｔｅｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅꎬ " －" ｄｅｎｏｔｅｓ ｎｅｇａｔｉｖｅꎻ ｔｈｅ ｆｕｌｌ ｎａｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｉｎｇ ｉｔｅｍｓ ａｒｅ ｒｅｆｅｒｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｃａｔａｌｏｇｕｅ ｆｒｏｍ ＶＩＴＥＫ ２ Ｇｒａｍ￣ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｄｅｎ￣
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｃａｒｄ.

２.２.３　 分子生物学鉴定　 ＰＣＲ 扩增菌株ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ
的 １６Ｓ ｒＤＮＡ、ｇｙｒＢ 序列ꎬ分别获得大小为１ ４６５、
１ １２４ ｂｐ 的预期片段(图 ３)ꎮ Ｂｌａｓｔ 同源性比对发

现:其 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列与 ＮＣＢＩ 数据库中的达卡气单胞

菌(Ａ.ｄｈａｋｅｎｓｉｓ)２０２１０８Ｃ２(登录号 ＯＱ２８３６７８.１)、嗜水

气单 胞 菌 ( Ａ. ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ ) Ａｈ２０１４１６ ( 登 录 号

ＫＲ００６２４８.１)、豚鼠气单胞菌(Ａ.ｃａｖｉａｅ)ＰａＫｕ１０(登
录号 ＭＫ８４１３３１.１)等的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列同源性

均为 １００％ꎬ说明该菌株为气单胞菌属ꎻ其 ｇｙｒＢ 序

列与数据库中的达卡气单胞菌 ＴＮ３ ( 登录号

ＬＲ９６３１１２.１)、ＴＮ４(登录号 ＬＲ９６３１２２.１)、ＴＮ５(登
录号 ＬＲ９６３１１７.１)等的同源性均为 ９９.９％ꎮ 利用

ＭＥＧＡ ７.０ 软件构建的系统发育树(图 ４)显示ꎬ该
菌株与达卡气单胞菌聚为一支ꎬ因此确定该菌为达

卡气单胞菌ꎮ
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２.３　 分离菌株的回归感染

ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 回归感染后发病鱼症状和自然

发病情况基本一致ꎬ鱼体注射菌液的部位出现溃

烂ꎬ伤口和鳍条根部出血明显ꎮ 由表 ５ 可知:当注

射菌液浓度≥３.１×１０８ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１时ꎬ２４ ｈ 内死亡

率可达 １００％ꎬ属急性死亡ꎬ无特殊症状ꎻ随着注射

菌液浓度的降低死亡率逐渐减小ꎬ当注射菌液浓度

≤３.１×１０５ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１时ꎬ半刺厚唇鱼未出现死亡ꎮ
经改良寇氏法计算ꎬ菌株 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 对半刺厚

唇鱼的 ＬＤ５０为 ６.１９×１０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎮ 再次从濒死

半刺厚唇鱼体内分离到优势菌株ꎬ其形态特征、生
理生 化 特 性ꎬ １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ｇｙｒＢ 测 序 结 果 与

ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 完全一致ꎬ说明 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 是半

刺厚唇鱼腐皮病的病原ꎮ

Ｍ.２ ０００ Ｍａｒｋｅｒꎻ １.１６Ｓ ｒＤＮＡꎻ ２.ｇｙｒＢꎻ Ｎ.阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎮ

图 ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 和 ｇｙｒＢ 核酸电泳图

Ｆｉｇ.３　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ａｎｄ ｇｙｒＢ ｇｅｎｅ

图 ４　 基于 ｇｙｒＢ 序列的系统进化树
Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｙｒＢ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

表 ５　 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 回归感染试验结果
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｕｒｒｅｎｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｏｆ ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ

组别
Ｇｒｏｕｐ

菌液浓度 / (ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)
Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

累计死亡率 / ％ Ｃｕｍｕｌａｔｉｖｅ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ

１ ｄ ２ ｄ ３ ｄ ４ ｄ ５~１４ ｄ

１ ３.１×１０９ １００ １００ １００ １００ １００
２ ３.１×１０８ １００ １００ １００ １００ １００
３ ３.１×１０７ ６０ ８０ ８０ ８０ ８０
４ ３.１×１０６ ４０ ４０ ４０ ４０ ４０
５ ３.１×１０５ ０ ０ ０ ０ ０
６ ０ ０ ０ ０ ０ ０
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２.４　 毒力基因分析

本试验共扩增了 １１ 个毒力基因ꎬ其中ꎬｈｌｙＡ、
ａｅｒＡ、ａｌｔ、ａｃｔ、ａｈｐＡ、ｅｐｒ、Ｈｃｐ ７ 个基因的扩增结果呈

阳性ꎬａｓｔ、ｅｘｕ、ｌｉｐ、ａｓｃＶ ４ 个基因的扩增结果呈阴性

(图 ５)ꎮ 阳性 ＰＣＲ 产物送北京擎科生物科技有限

公司测序ꎬ确认扩增条带为目标毒力基因ꎮ

２.５　 耐药性分析

药物敏感性试验结果表明ꎬ菌株 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ

对 ２４ 种药物中的氨基糖苷类、多粘菌素类、四环素

类、喹诺酮类、氯霉素类药物均高度敏感ꎻ对 β￣内酰

胺类的头孢噻肟高度敏感ꎬ头孢他啶中度敏感ꎬ其
他耐受ꎻ对大环内酯类的红霉素中度敏感ꎬ罗红霉

素耐受ꎻ对糖肽类的万古霉素和磺胺类的复方新诺

明均耐受(表 ６)ꎮ

Ｍ.２ ０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１.ｈｌｙＡꎻ２.ａｅｒＡꎻ３.ａｓｔꎻ４.ａｌｔꎻ５.ａｃｔꎻ６.ａｈｐＡꎻ７.ｅｐｒꎻ８.ｅｘｕꎻ９.ｌｉｐꎻ１０.ａｓｃＶꎻ１１.ＨｃｐꎻＮ.阴性对照(Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎮ
图 ５　 毒力基因核酸电泳图

Ｆｉｇ.５　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

表 ６　 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 药敏试验结果１)

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｄｒｕｇ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ

药物分类 Ｄｒｕｇ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ 药物名称 Ｄｒｕｇ ｎａｍｅ 抑菌圈直径 / ｍｍ
Ｄｉａｍｅｔｅｒ ｏｆ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃｉｒｃｌｅ 敏感性 Ｓｅｎｓｉｂｉｌｉｔｙ

β￣内酰胺类 β￣ｌａｃｔａｍ 青霉素 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ０ Ｒ
氨苄西林 Ａｍｐｉｃｉｌｌｉｎ ０ Ｒ
羧苄西林 Ｃａｒｂｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ０ Ｒ
苯唑西林 Ｏｘａｃｉｌｌｉｎ ０ Ｒ
头孢噻肟 Ｃｅｆｏｔａｘｉｍｅ ３３.８９ Ｓ
头孢他啶 Ｃｅｆｔａｚｉｄｉｍｅ １７.６６ Ｉ

氨基糖苷类 Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ 庆大霉素 Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ ２３.５７ Ｓ
妥布霉素 Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ ２３.２９ Ｓ
链霉素 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ ２６.７４ Ｓ
新霉素 Ｎｅｏｍｙｃｉｎ ２３.２０ Ｓ
卡那霉素 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ２４.５５ Ｓ

多粘菌素类 Ｐｏｌｙｍｙｘｉｎｓ 多粘菌素 Ｂ Ｐｏｌｙｍｙｘｉｎ Ｂ １５.１８ Ｓ
大环内酯类 Ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓ 红霉素 Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ １９.９１ Ｉ

罗红霉素 Ｒｏｘｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ １８.７２ Ｒ
四环素类 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ 四环素 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ １９.７５ Ｓ

多西环素 Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ２０.６２ Ｓ
喹诺酮类 Ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ 氧氟沙星 Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３１.５２ Ｓ

环丙沙星 Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３８.８１ Ｓ
诺氟沙星 Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ３７.０５ Ｓ
依诺沙星 Ｅｎｏｘａｃｉｎ ３５.０３ Ｓ
恩诺沙星 Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ３７.４３ Ｓ

氯霉素类 Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ 氟苯尼考 Ｆｌｕｆｅｎｉｃｏｌ ３２.１３ Ｓ
糖肽类 Ｇｌｙｃｏｐｅｐｔｉｄｅｓ 万古霉素 Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ １２.２７ Ｒ
磺胺类 Ｓｕｌｆｏｎａｍｉｄｅｓ 复方新诺明 Ｃｏｔｒｉｍｏｘａｚｏｌｅ ２０.８９ Ｒ

　 　 １) Ｓ.高度敏感ꎻＩ.中度敏感ꎻＲ.耐药ꎮ
Ｓ.Ｈｉｇｈｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅꎻＩ.Ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅꎻＲ.Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ.
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　 　 本试验共扩增了 ９ 个耐药基因ꎬ只有 ｓｕｌ１ 的扩

增结果呈阳性ꎬ其余 ８ 个耐药基因的扩增结果均呈

阴性(图 ６)ꎮ

Ｍ.ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１.ｑｎｒＡꎻ２.ｑｎｒＳꎻ３.ｔｅｔＡꎻ４.ｔｅｔＣꎻ５.ａｎｔ３ꎻ６.ｓｔｒＡꎻ７.ｓｕｌ１ꎻ８.ｔｅｍꎻ９.ｃｔｘＭꎻＮ.阴性对照 Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎮ
图 ６　 耐药基因核酸电泳图

Ｆｉｇ.６　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｏｆ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ

　 　

３　 讨论与结论
因生理生化特性相似、１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列差异较

小ꎬ气单胞菌属内种的准确鉴定曾经是一个难题ꎬ
目前比较可靠的方法是通过 ｇｙｒＢ、ｒｐｏＤ 等管家基

因进行鉴定ꎮ 本研究通过 ＶＩＴＥＫ ２ ＣＯＭＰＡＣＴ 全

自动微生物鉴定系统对菌株 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 进行生

理生化鉴定ꎬ结果显示该菌为嗜水气单胞菌ꎬ而通

过 ｇｙｒＢ 序列进行分子生物学鉴定ꎬ显示该菌为达

卡气单胞菌ꎮ 这与很多已有的研究结果一致:贺桃

凤等[３５]将生理生化表型鉴定为嗜水气单胞菌的菌

株重新通过管家基因进行鉴定ꎬ结果 ６７.２％的菌株

被鉴定为达卡气单胞菌ꎻＢｅｒｔｒａｎ ｅｔ ａｌ[３７]通过菌株核

心基因组比对将嗜水气单胞菌分离株重新鉴定为达

卡气单胞菌ꎻＨｕａｎｇ ｅｔ ａｌ[１７] 最初使用 ＶＩＴＥＫ￣２ 将一

株从人体分离的病原菌鉴定为嗜水气单胞菌ꎬ而之

后的全基因组测序结果显示该分离株是达卡气单胞

菌ꎻＫｉｔａｇａｗａ ｅｔ ａｌ[２０]发现ꎬ达卡气单胞菌在表型上常

被误认为是嗜水气单胞菌或温和气单胞菌(Ａ. ｓｏ￣
ｂｒｉａ)ꎬ通过 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ ＭＳ 系统鉴定时也常被错误

鉴定为豚鼠气单胞菌、嗜水气单胞菌或间氏气单胞

菌(Ａ.ｊａｎｄａｅｉ)ꎬ所以通过 ｒｐｏＤ 和 ｇｙｒＢ 测序重新分析

了 ２０１１ 年 １ 月至 ２０１７ 年 １２ 月广岛大学医院分离自

菌血症患者的 １９ 株气单胞菌ꎬ发现其中包含 ４ 株

(２１.１％)之前被错误鉴定的达卡气单胞菌ꎮ
气单胞菌致病性的强弱与其携带的毒力因子

多少有关ꎬ常见的毒力因子有侧鞭毛( ｌａｆ)、极性鞭

毛( ｆｌａ)、菌毛( ｆｉｍ)等ꎬ在病原的黏附和定殖过程中

发挥作用ꎬ而 ｈｌｙＡ、ａｅｒＡ、ａｌｔ 等能够编码多种毒素ꎬ
引起宿主溶血ꎬ改变细胞通透性ꎬ甚至裂解细胞ꎬ从
而加剧宿主的发病症状[３８－３９]ꎮ 本研究发现ꎬ菌株

ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ 只携带 ｈｌｙＡ、ａｅｒＡ、ａｌｔ、ａｃｔ、ａｈｐＡ、ｅｐｒ、
Ｈｃｐ ７ 个毒力基因ꎬ但不携带 ａｓｔ、ｅｘｕ、ｌｉｐ、ａｓｃＶ ４ 个

毒力基因ꎮ 渠凤甜等[４０] 通过基因比对分析发现ꎬ
５５ 株达卡气单胞菌普遍携带 ｆｌｉＮ、ａｓｔ、ａｌｔ、ｇｃａｔ、ｌｉｐ、
ａｅｒＡ、ｈｌｙＡ ７ 个毒力基因ꎻ韩语等[４１] 对海南地区患

病暹罗鳄(Ｃｒｏｃｏｄｙｌｕｓ ｓｉａｍｅｎｓｉｓ)体内分离的 ３ 株达

卡气单胞菌进行了毒力基因扩增ꎬ发现 ｆｌａ、ａｌｔ、ａｅｒ
等基因检出率较高ꎬ尤其 ｌｉｐ 和 ｅｌａ ２ 个毒力基因检

出率高达 １００％ꎻ潘纪汶等[４２]通过毒力基因扩增发

现ꎬ１ 株牛蛙(Ｒａｎａ ｃａｔｅｓｂｅｉａｎａ)源达卡气单胞菌携

带 ７ 个毒力基因 ａｓｃＶ、ａｅｒ、ａｃｔ、ａｓｔ、ｌｉｐ、ｅｌａ 和 ｆｌａꎮ 这

些研究与本研究结果基本一致ꎬ但以上 ３ 项研究中

达卡气单胞菌 ｌｉｐ 基因的检出率均为 １００％ꎬ而本研

究未检出 ｌｉｐ 基因ꎮ 张代琴[４３] 对 ３４ 株达卡气单胞

菌 ｌｉｐ 基因进行扩增ꎬ其中有 ３２ 株携带该基因ꎬ阳
性率 ９４.１２％ꎮ 可见ꎬ达卡气单胞菌存在不携带 ｌｉｐ
基因的可能ꎮ

药敏试验结果显示ꎬ分离菌株 ＡｈＬ２１０６２３ＮＡ
对磺胺类的复方新诺明耐受ꎬ且 ＰＣＲ 扩增出磺胺

类耐药基因 ｓｕｌ１ꎬ两项试验结果相符ꎻ分离菌株对

氨基糖苷类、四环素类、喹诺酮类药物均高度敏感ꎬ
且 ＰＣＲ 未扩增出喹诺酮类耐药基因 ｑｎｒＡ、ｑｎｒＳꎬ四
环素类耐药基因 ｔｅｔＡ、 ｔｅｔＣꎬ氨基糖苷类耐药基因

ａｎｔ３、ｓｔｒＡꎬ两项试验结果相符ꎻ分离菌株对 β￣内酰
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胺类的头孢噻肟高度敏感ꎬ对头孢他啶中度敏感ꎬ
同时 ＰＣＲ 未扩增出 β￣内酰胺类耐药基因 ｔｅｍ、
ｃｔｘＭꎬ两项试验结果亦相符ꎬ但是ꎬ分离菌株对其他

β￣内酰胺类药物耐受ꎬ因此推测该菌株对青霉素、
氨苄西林、羧苄西林、苯唑西林的耐药性与耐药基

因 ｔｅｍ、ｃｔｘＭ 无关ꎬ菌株可能还存在其他的 β￣内酰

胺类耐药基因ꎮ 细菌的耐药表型与耐药基因之间

关系复杂ꎬ两者不能完全对等ꎬ耐药基因的表达常

常受到外界环境的影响ꎬ以上结果表明分离菌株对

磺胺类、氨基糖苷类、四环素类、喹诺酮类的耐药表

型与耐药基因 １００％相符ꎬ但对 β￣内酰胺类的耐药

表型与耐药基因相关性较低ꎮ
综上所述ꎬ半刺厚唇鱼腐皮病的病原为达卡气

单胞菌ꎮ 该菌对半刺厚唇鱼的 ＬＤ５０低ꎬ可导致患病

鱼严重出血ꎬ且携带 ７ 个毒力基因ꎬ毒性相对较强ꎻ
但只携带 １ 个耐药基因ꎬ对常见抗生素耐药性较

弱ꎬ可选择的治疗药物较多ꎮ
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