
中国海洋大学学报
PERIODICAL OF OCEAN UNIVERSITY OF CHINA

第50卷第6期

2020年6月

50(6)：042〜049
June2020

半滑舌鳎源美人鱼发光杆菌的分离鉴定及致病性研究
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摘 要：探究引起半滑舌^.Cynoglossus semilee-vis Gunther)发病死亡的原因及其病原菌的药敏特性，为生产中有效防 

治该病提供理论依据。于2018年从天津市某养殖场患病半滑舌鳎中分离得到3株优势菌，回归感染实验证实菌株 

PSC0601对半滑舌鳎具有致病性。通过肉眼观察可见半滑舌鳎腹腔严重肿胀，腹部两侧肌肉出血，解剖后可见半滑舌鳎肠 

道、肝脏等组织器官亦有大量出血。经API鉴定系统和16S rDNA序列分析鉴定该菌株为美人鱼发光杆菌美人鱼亚种 

(Photobacterium damselee subsp. damselae) o该菌在绵羊血平板上呈现0型溶血，人工回归感染实验结果显示该菌对半 

滑舌鳎的半数致死量(LDQ为1.5X104CFU/g。对48种抗菌药物的药敏实验结果表明，菌株PSC0601对氟苯尼考、氯霉 

素、阿莫西林、阿奇霉素、壮观霉素、头抱哌酮等20种药物具有较高敏感性。研究结果表明，美人鱼发光杆菌美人鱼亚种对 

半滑舌鳎具有较强致病性，可导致肝脏、肠道等器官发生出血性坏死，引发鱼类死亡。本文通过对该菌的药物敏感性进行 

研究，以期对鱼类养殖过程中由该菌引起的爆发性疾病提供药物防治理论依据。
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美人鱼发光杆菌(Photobacterium damselee)又称 

为美人鱼弧菌(ibio damsela)，包括2个亚种美人鱼 

发光杆菌美人鱼亚种(Photobacterium damselae sub­
sp. damselae)和美人鱼发光杆菌杀鱼亚种(Photo­
bacterium damselae subsp. piscicida ),都是革兰氏阴 

性细菌性鱼类病原体，呈杆状或者球杆状，在海洋中广 

泛存在。美人鱼发光杆菌杀鱼亚种是巴斯德菌病的致 

病因子刀。美人鱼发光杆菌美人鱼亚种不仅是野生和 

养殖鱼类的病原体，也是海洋动物和人类的病原体，没 

有明显的宿主特异性，最初于1981年被分离为雀鯛 

(.Chromis punctipinnis)皮肤溃疡的致病因子囚。它是 

导致各种海洋物种溃疡和出血性败血症的主要病原 

体，如五条鰤(Seriola quinqueradiata ) *口 、卵形鲳鲹 

(Trachinotus oatus)* +、军曹鱼(Rachycentron cana- 
dum)、条石鯛(Oflegnathus fasciatus)* 1 等多种海 

洋经济鱼类。该菌使患病鱼临床表现为体表溃疡，败 

血症，鳍部出血，断尾。据报道，美人鱼发光杆菌美人 

鱼亚种引起人类伤口感染和致命性坏死性筋膜炎*91， 

并且还从患有菌血症或脑膜炎的患者中分离出来并可 

能导致致命的结果。

2018年6月，天津市滨海新区某海水工厂化养殖 

场半滑舌(Cynoglossus semileevis Gunther)一周内 

死亡率达到20%，对患病濒死的半滑舌鳎进行病原分 

离，得到3株优势菌，通过回归感染实验确定菌株 

PSC0601 对该鱼致病 通过细菌形态 生理生化和 

16S rDNA基因序列对致病菌进行鉴定，通过药敏实验 

和病理组织切片，以期为半滑舌鳎的健康养殖和病害 

的防治提供理论依据。

I 材料与方法

II 实验材料

濒死患病半滑舌鳎选自天津市滨海新区某海水养 

殖场 体长(21士2) cm 体质量(40士2) g 健康半滑舌 

鳎选自天津市滨海新区乾盛源半滑舌鳎养殖公司，体 

长(19 + 2) cm，体质量(36 + 3) g，暂养7 d后用于感染 

实验。

细菌分离所用的2216E和TCBS培养基购自青岛海 

博生物技术有限公司;脑心浸液培养基购自青岛海博生 
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物技术有限公司;法国API 20E细菌鉴定系统试剂条购 

自生物梅里埃中国有限公司；16S rDNA所用的引物购自 

生工生物工程（上海）股份有限公司合成;TE缓冲液购 

自上海百赛生物科技有限公司;药敏实验所用的药敏纸 

片购自温州市康泰生物科技有限公司。

1.2病原菌的分离培养

在无菌条件下解剖具有典型症状的濒死病鱼，取 

病鱼的心、肾脏、肝脏、脾脏、肠道等部位，加入灭菌的 

磷酸盐缓冲液（PBS）研磨，取研磨液划线接种于2216E 
平板上，置于25 '培养箱中培养24 h,在平板上挑取 

形态一致的优势菌落进行多次纯化培养，直到获得纯 

培养菌株后，放入一80 '冰箱保存备用。

1.3致病菌的鉴定

1.3.1致病菌的形态学观察 挑取纯培养菌株中的单 

菌落,分别在2216E琼脂平板和血琼脂平板上进行菌 

落形态和溶血性的观察,并且对分离后的菌株进行革 

兰氏染色,通过镜检观察其形态和大小。

1.3.2致病菌16S rDNA基因序列测定与系统发育学分 

析 制备模板DNA：挑取PSC0601菌株的单菌落置 

于已装好100 ,L超纯水的离心管中，煮沸10 min， 

12 000 g离心10 min,取上清液为模板DNA。PCR扩 

增所用的引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合 

成，上下游引物序列分别为27F （5Z-AGAGTTT- 
GATCCTGGCTCAG -3‘）和 1492R （5‘-CTACGGT_ 
TACCTTGTTAGGAC-3'）。50 ,L PCR 反应体系： 

Taq DNA聚合酶25 ,L、上下游引物各1. 5 ,L、灭菌 

双蒸水20 ,L、DNA模板2 ,L。PCR反应条件：95 ' 
预变性3 min； 98 '变性10 s；55 '复性15 s；72 '延 

伸10 s,30个循环;最后72 '温育5 min。产物经琼脂 

糖凝胶电泳。

对该菌株的测序结果经过拼接后，通过NCBI的 

blast检索系统进行同源性分析,下载同源性高的菌株 

序列和其他相关菌种的菌株序列。然后采用 

MEGA7. 0软件构建系统发育树。

1.3.3致病菌的生理生化鉴定 按照所购买的产品说 

明书所述以法国API 20E细菌鉴定系统的生化实验测 

定细菌的生理生化指标。

1.4人工回归感染实验

将PSC0601菌株接种于BHI（含2. 0% NaCl）液体 

培养基,30 '恒温摇菌24 h,麦氏比浊法调整细菌浓度 

为1.0X108 CFU/mL,无菌生理盐水稀释为1.0X1015、

1. 0 X 1（0、1. 0 X10。、1. 0 X103 和 1. 0X102 CFU/mL,共 5 
个稀释度。

选择规格均一、活力好的半滑舌鳎进行回归感染 

实验。实验在60 L定制水族缸中进行，随机分成6组， 

5组实验组,1组对照组，每组10条鱼，采用腹腔注射 

的方式，实验组每尾鱼腹腔注射菌液0. 2 mL,对照组 

鱼腹腔注射无菌生理盐水0.2 mL。注射后，7 d观察 

试验鱼的发病症状及死亡情况，死鱼立即解剖取样，并 

从死鱼的病灶进行细菌的分离鉴定。采用Bliss法测 

定 7 d 的 LD50。

1.5致病菌的药敏试验

药敏实验采用纸片扩散法（K-B法），挑取单菌落 

制成浓度约为1.0X 108 CFU/mL菌悬液，无菌棉签 

蘸取纯化的菌液（0.5个麦氏浊度），在培养基表面涂 

布均匀，培养基底下垫一张适用于药敏试验纸片粘贴 

标准的六方形白纸，将药敏纸片按照六方形白纸安放 

位置分别贴放到培养基表面,25 '培养24 h,测定药敏 

纸片抑菌圈直径，重复2次，取平均值,按照所购抗菌 

药物药敏纸片的产品使用说明，对结果进行判定。

1.6主要器官组织病理观察

用解剖工具分别取患病半滑舌鳎和正常半滑舌鳎的 

肝脏和肠。用Bouin氏液固定24 h,直接用70%乙醇洗 

数次,再用70%〜100%乙醇逐级脱水45〜60 min撚后 

二甲苯透明，石蜡包埋,用石蜡切片机切片,HE染色，中 

性树胶封片,在显微镜下观察并拍照保存。

2结果

2.1患病鱼临床症状检查结果

患病半滑舌鳎拒食，行动迟缓，受惊吓后,过度反应, 

体表鳍条、尾鳍无明显症状,腹部肿胀明显,解剖腹腔内 

有积水,内脏组织器官出血严重。通过水浸片显微镜下 

观察鳃、体表粘液及病变组织，未发现真菌及寄生虫。

2.2病原菌的分离及形态学观察

分别从患病半滑舌鳎肝脏和肠道分离得到3株优 

势菌，经过人工感染预试验证实其中优势菌PSC0601 
为致病菌，其他2株菌PSC0602、PSC0603均不致病。 

在2216E琼脂平板上25 '培养24 h后，PSC0601菌 

株的菌落为圆形，乳白色，表面光滑湿润，边缘光滑, 

菌落直径1〜2 mm。病原菌在绵羊血平板上呈现典型 

的0型溶血（见图1）,病原菌进行革兰氏染色,在镜下 

观察，呈球杆状革兰氏阴性菌（见图2箭头所示）。

图1 PSC0601菌株血琼脂培养

Fig01 PSC"6"1strainbloodagarculture
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图2 PSC0601菌株革兰氏染色

Fig2 PSC0601strainGramstain

2.3致病菌的鉴定

2.3.1致病菌16S rDNA基因序列测定与系统发育学分 

析 采用通用引物扩增所分离菌株的16S rDNA基 

因，测序结果经过去除载体序列和拼接后,PSC0601菌 

株16S rDNA基因的片段为1 454 bp,在NCBI数据库 

中进行Blast比对，结果显示PSC0601菌株与美人鱼发 

光杆菌的同源性最高，均都达到99%,所以不能以此直 

接区分PSC0601菌株为美人鱼亚种或杀鱼亚种，还要 

通过生理生化特性进行分析才能确定其为美人鱼亚种 

或杀鱼亚种。
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图3基于菌株PSC0601的16S rDNA序列所构建的系统发育树

Fig3 Phylogenetictreeconstructedbasedonthe16SrDNAsequenceofstrainPSC0601

在GenBank数据库中选取同源性较高的美人鱼杆 

菌菌株和不同亲缘关系的菌株的16S rDNA序列，利 

用MEGA7.0软件构建系统发育树（见图3）,进行系 

统进化分析，结果发现PSC0601菌株与美人鱼发光杆 

菌的2个亚种处为同一分支，进一步证明PSC0601菌 

株为美人鱼发光杆菌。

2.3.2生理生化反应结果 生理生化结果表明（见表

1），该PSC0601菌株在25和37°C均生长;在革兰氏染 

色、-半乳糖苷酶、赖氨酸脱羧酶、色氨酸脱氨酶、H?S 
产生、鸟氨酸脱酸酶、吲哚产生等生化项目结果显示为 

阴性;在氧化酶、精氨酸双水解酶、脲酶、V-P实验、葡 

萄糖、硝酸盐还原等生化项目结果显示为阳性;在OF 
实验结果显示能发酵;该PSC0601菌株在API 20E细 

菌鉴定系统编号为201500457,与美人鱼发光杆菌美人 

鱼亚种生理生化特征一致。

2.4人工回归感染实验

感染实验结果显示，注射菌株PSC0601的实验组 

半滑舌鳎在感染1 d拒食、受惊吓后，过度反应、腹腔肿 

大。在感染的2 d注射浓度为1X1015组最先开始死 

亡,感染至7d该组实验鱼全部死亡，人工感染实验发 

病鱼与自然发病鱼的症状相同,体表腹腔肿大,腹部两 

侧肌肉出血,体内组织器官出血严重。而对照组及另 

一实验组（1X102）不表现出任何症状,无一死亡（见表

2）。从人工感染后发病的濒死半滑舌鳎肝脏及肠道处 

分离细菌，均可分离到大量菌落形态高度一致的细菌， 

其菌落形态、大小以及生理生化特征均与原感染菌 

PSC0601相同，再次感染半滑舌鳎，也导致其死亡，说明 

所分离的菌株PSC0601对半滑舌鳎具有致病性。根据 

表2的实验结果，按照Bliss法，计算得到半数致死量 

LD。为1. 5X104CFU/g，菌株PSC0601有强的致病性。



6期 邵 蓬，等：半滑舌鳎源美人鱼发光杆菌的分离鉴定及致病性研究 45

表1菌株PSC0601的主要生理生化指标检测结果

Table1 TestresultsofmainphysiologicalandbiochemicalindexesofstrainPSC0601

生理生化指标"
菌株②

PSC0601
参考菌株③

(201500457) 生理生化指标"
菌株②

PSC0601®

参考菌株③
(201500457)

革兰氏染色 Gramstain — — 蔗糖 Sucrose — —

运动性Motility + + 鼠李糖Rhamnose — —

McC 生长 McCgrowth + + 葡萄糖Glucose + +

2 5 °C 生长 2 5 °C growth + + 蜜二糖 Melibiose — —

37°C生长 37°C growth + + 阿拉伯糖Arabinose — —

尿酶Urease + + 肌醇 Inositol — —

氧化酶Oxidase + + 甘露醇Mannitol — —

明胶酶 Gelatinase — — 山梨醇Sorbitol — —

色氨酸脱氨酶

Tryptophandeaminase
— — h2s产生

H2Sproduction
— —

赖氨酸脱羧酶

Lysinedecarboxylase
— — 吲噪产生

Indoleproduction
— —

鸟氨酸脱酸酶

Ornithinedecarboxylase
— — 硝酸盐还原 

Nitratereduction
+ +

0半乳糖苷酶
0-galactosidase

— — 柠檬酸盐利用 
Citrate utilization

— —

精氨酸双水解酶

Argininedigydrolase
+ + V-P 实验 V-P test + +

苦杏仁昔Amygdalin — — O-F 实验 O-F test F F

注：一表示阴性；+表示阳性；F表示发酵’
Note： ― ：means negative； + ：means positive； F : means fermentation.

"Physiological and biochemical indexes ；$Bacterial strain ；%Reference strains

表2半滑舌鳎人工回归感染实验结果

Table2 Half-smoothtonguesoleartificialregressioninfectionexperimentresults

Control

组别

Group

菌株浓度

Concentration
/CFU ・ mL-1

注射剂量

Dose/mL
1d

感染死亡鱼数

Numberofdeadfishinfected
死亡数

Numberof
deaths

死亡率
Mortality/%

2d 3d 4d 5d 6d 7d

1X106 02 0 3 2 1 2 1 1 10 100

实验组

Test

1X105 02 0 0 2 2 1 2 1 8 80
1X104 02 0 0 0 0 0 1 2 3 30
1X103 02 0 0 0 0 0 1 1 2 20

1X102 02 0 0 0 0 0 0 0 0 0

对照组 085%NaCl 02 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2.5药敏实验结果

通过对48种抗菌药物药敏实验结果显示(见表

3),PSC0601 菌株对氟苯尼考、氯霉素、阿莫西林、阿奇 

霉素、壮观霉素、头抱哌酮等20种药物高度敏感;对利 

福平、克拉霉素、罗红霉素、诺氟沙星、多黏菌素B、新霉 

素、咲喃唑酮7种药物中度敏感;对土霉素、四环素、红 

霉素、环丙沙星、庆大霉素、链霉素等21种药物不敏 

感。
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表3菌株PSC0601药敏实验结果

Table3 ResultsofantibioticsensitivitytestofstrainPSC"6"1

抗菌药物"
单片药物规 

格®/,g-片-1
抑菌圈直 
径%/mm

药物敏感 
度④

抗菌药物"
单片药物 

规格②/,g •片-1
抑菌圈直 
径 %/mm

药物敏感 
度④

头抱唑肟
Ceftizoxime 30 34 S 诺氟沙星

Norfloxacin 10 14 I

头抱毗肟

Cefepime 30 31 S 咲喃唑酮

Furazolidone 300 17 1

头抱哌酮
Cefoperazone 75 22 S 新霉素

Neomycin 30 14 1

头抱曲松

Ceftriaxone 30 27 S 四环素

Tetracycline 30 7 R

头抱噻肟

Cefotaxime 30 31 S 多西环素

Doxycycline 30 8 R

头抱噻吩

Cefotaxime 30 28 S 米诺环素

Minocycline 30 10 R

氨苄西林

Ampicilin 10 21 S 替加环素

Tigecycline 15 7 R

替卡西林
Ticarcilin 75 28 S 土霉素

Oxytocin 30 10 R

阿莫西林

Amoxicilin 10 21 S 红霉素 

Ergomycin 15 12 R

阿洛西林
Azlocilin 75 25 S 链霉素

Streptomycin 10 11 R

美洛西林
75 24 S 克林霉素 2 8 R

Mezlocilin Clindamycin
氯霉素

Chloramphenicol 30 29 S 林可霉素

Lincomycin
2 11 R

阿奇霉素

Azithromycin 15 18 S 庆大霉素

Gentamicin 10 12 R

壮观霉素

Spectamycin 100 28 S 卡那霉素

Kanamycin 30 12 R

亚胺培南

Imipenem 10 25 S 麦迪霉素

Medicamycin 30 12 R

美罗培南

Meropenem 10 28 S 万古霉素
Vancomycin 30 6 R

厄他培南
10 26 S 恩诺沙星 5 8 R

Ertapenem Enrofloxacin
磺胺甲恶唑

25 22 S 左氟沙星 5 12 R
Sulfamethoxazole Levofloxacin

甲氧苄啶 5 25 S 环丙沙星 5 12 R
Trimethoprim Ciprofloxacin
氟苯尼考

Florfenicol 30 29 S 氧氟沙星 

Ofloxacin
5 10 R

利福平

Rifampin
5 20 I 羧苄西林

Carbenicilin 100 17 R

克拉霉素

Clarithromycin 15 14 I 萘啶酸
Nalidixic acid 30 6 R

罗红霉素

Roxithromycin 15 14 I 替考拉宁
KoMlMrMnin 30 6 R

多黏菌素B
PolymyxinB 30 15 I 丁胺卡那

AmikMcin 30 13 R

注：敏感度判定标准:S为高度敏感$为中度敏感,R为不敏感’

Note： Sensitivity criteria： S： highly sensitive, I： moderately sensitive, R： not sensitive.

"Antibacterial drugs ；$Single tablet drug specifications ；%Diameter of inhibition circle ；&Drug sensitivity
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2.6患病半滑舌鳎肠及肝脏组织病理观察

采用HE染色法对患病鱼肝脏及肠道进行组织病 

理观察(见图4),肝脏病理切片显示，肝细胞肿胀，肝细 

胞索结构紊乱，肝血窦充血明显，肝细胞溶解性坏死。 

图中肝血窦扩张、充血明显，且这种类型的肝血窦在肝 

小叶中普遍存在。肠道病理切片显示，肠道中粘膜、粘 

膜下层、粘膜肌层均出现出血，肠道横纹边缘粘膜上皮 

结构紊乱、脱落、粘膜固有层出血且局灶性坏死。

(A肠道，对照组’B肠道，粘膜、粘膜下层、粘膜肌层出血(向左和向右箭头"C肠道，粘膜上皮结构紊乱，脱落(箭头FO"粘膜固有层出血(箭头BG" 

D肝脏，对照组’E肝脏，肝血窦充血(箭头HD"肝细胞溶解性坏死(箭头HL" F肝脏，肝血窦扩张充血(箭头HD"图片A、B、D和E的比例尺= 

50 图片 C 和 F 的比例尺=20 ,mo A intestinal，control group. B intestinal，mucosal，submucosal，mucosll muscle layer bleeding (left and right ar­

rows). C intestinal，mucosll epithelill structure disorder，shedding (arrow FO) ; mucosll lamina propria bleeding (arrow BG). D liver，control group. E 

liver，hepatic sinus congestion (arrow HD) ； hepatocyte lytic necrosis (arrow HL). F liver，hepatic sinusoidal dilatation and hyperemia (arrow HD).Scale 

bar of A、B、D and E=50 ,m，Scale bar of C and F=20 ,m.)

图4美人鱼发光杆菌感染半滑舌鳎的肠和肝组织病理学变化

Fig 4 Photobacterium damselae infects the intestinal and liver histopathological changes of half-smooth tongue sole

3讨论

美人鱼发光杆菌是公认的鱼类病原体，研究表明 

该菌对多种海洋经济鱼类致病，目前已陆续从养殖大 

菱鲆(Pseta maxima"))、军曹鱼(Rachycentron cana- 
dum ) 、五条鰤(Seriola quinqueradiata)^1、条石鯛

{Oplegnathus fasciatus)* 1体内分离到该菌并通过人 

工回归试验证美人鱼发光对以上宿主的致病性。本次 

研究从患病的半滑舌鳎肝脏、肠道中分离到大量形态 

均一的菌落，经形态学、生理生化分析及分子生物学鉴 

定所得的优势致病菌株为美人鱼杆菌美人鱼亚种。美 

人鱼发光杆菌美人鱼亚种〈Photobacterium damselee 
subsp.damse/ae)是美人鱼发光杆菌的一个亚种。据报 

道,美人鱼亚种已被公认为海洋动物和人类的新兴病 

原体口01。患病半滑舌鳎体表腹腔肿胀，腹部两侧肌肉 

出血。体内肝脏肠道等组织器官出血严重，其中肝脏 

表现最为严重，鳃轻微出血，脑部解剖出血也非常严 

重，说明该菌的致病性是很强的。组织病理分析可见 

肠和肝脏出血严重，进行该菌人工回归感染实验后，与 

病鱼症状基本一致，从回归感染实验中的患病半滑舌 

鳎再次进行细菌的分离鉴定，也证实该PSC0601菌株 

为此次患病半滑舌鳎主要的致病菌。目前国内外关于 

半滑舌鳎感染美人鱼发光杆菌美人鱼亚种的报道较 

少，本次研究中，患病半滑舌鳎为典型的出血性败血症 

与Nan等*21感染的半滑舌鳎相似，但体表却无明显的 

溃疡症状。该菌对半滑舌鳎的半数致死量(LDm)为 

1. 5X10" CFU/g，与Nan等*21从半滑舌鳎所分离菌的 

半数致死量(LD50)3. 1X104 CFU/g相比较低，可能是 

其不同菌株的毒力不同而导致的。

在细菌分类学研究中，16S rDNA基因序列是最常 

用的遗传标记，通常将16S rDNA基因同源性大于 

97. 5%的菌株为同种菌株*131。该研究中菌株PSC0601 
与美人鱼亚种和杀鱼亚种的16S rDNA的基因序列的 

同源性均达到99%以上。构建系统发育树，显示 

PSC0601菌株与美人鱼发光杆菌聚为一支，亲缘关系 

最近，但却不能直接鉴定其种。一些有关美人鱼杆菌 

的报道表明，API 20E是鉴定美人鱼发光杆菌的一种 

有效手段，其鉴定该菌株准确率为100%*81。本次研 

究中,PSC0601菌株在API 20E细菌鉴定系统编号为 
201500457$与美人鱼发光杆菌美人鱼亚种生理生化特 
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征一致，并且我们通过对该美人鱼发光杆菌不同种的 

耐受温度进行补充鉴定，杀鱼亚种在37 '下不生长而 

美人鱼亚种在37'下生长良好，并且API 20E细菌鉴 

定手册表明美人鱼亚种在25 '下生长良好。本研究 

结果显示,该菌在25和37'下生长良好，进一步证实 

了 PSC0601菌株为美人鱼发光杆菌美人鱼亚种。

目前对于鱼类细菌病的治疗，生产上通常采用抗 

生素治疗。因为巴斯德菌病是水产养殖中经济损失巨 

大的主要原因，因此美人鱼发光杆菌杀鱼亚种的抗生 

素敏感性比美人鱼发光杆菌美人鱼亚种更受关注。从 

不同国家分离的美人鱼发光杆菌杀鱼亚种菌株被发现 

对一些抗生素有抗性，如氨苄青霉素，羧苄青霉素，头 

抱噻吩，头抱唑咻,红霉素，卡那霉素和四环素：1417］，但 

对于美人鱼发光杆菌美人鱼亚种对多种抗生素抗性的 

相关报道也陆续增多，包括对四环素，环丙沙星，氟苯 

尼考，氨苄青霉素，磺胺甲恶唑/甲氧苄啶,氧嗪酸，土 

霉素，红霉素和青霉素G的抗性7 ,对此本研究也对该 

PSC0601菌株进行了 48种抗生素药物的药敏实验分 

析，该菌株对氟苯尼考、氯霉素、阿莫西林、阿奇霉素、 

壮观霉素、头抱哌酮等20种药物高度敏感，由于氯霉 

素等为水产禁用药物，故本结果可为同类药物使用提 

供参考依据。本研究结果发现该菌对大多数抗生素耐 

药，我国抗生素仍是水产养殖病害的主要防治措施，水 

产抗生素滥用不仅会污染水体环境，而且还会加速细 

菌对抗生素的耐药，因此，还应研究疾病发生的流行病 

学和病原菌的耐药机制，如开发疫苗、中草药防治*9+、 

益生菌调控等其他合理有效的方法预防疾病的发生， 

是实现健康养殖势在必行的重要手段。

4结语

研究显示引起天津市滨海新区某海水工厂化养殖 

场半滑舌鳎患病的病原菌为美人鱼发光杆菌美人鱼亚 

种。该菌能使半滑舌鳎的肝脏，肠道等器官发生明显 

的病理性变化并导致其死亡。该菌对氟本尼考、氯霉 

素等高度敏感，可以使用这些药物对患病的半滑舌鳎 

进行治疗。但由于美人鱼发光杆菌对抗生素会产生耐 

药性，所以为防止再次出现感染该菌导致养殖鱼大量 

死亡的情况，应加深对该病原体致病机理以及免疫原 

性的研究,以期达到用该菌的疫苗对其进行有效防治 

的目的。
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Isolation and Identification of Photobacterium damselae from 

Half-Smooth Tongue Sole and Evaluation of Its Pathogenicity

SHAO Peng】,WU Zun1, YONG Peng-Zheng】,ZHAO Chong-Yang1, 

XU Yuan-Fei1, TANG Qing-Ping1, WANG Xiao-Yu2
(1.Tianjin Key Laboratory of Aqua-Ecology and Aquaculture , College of Fisheries , Tianjin Agricultural University , Tianjin 
300384 China：20TianjinBOhaiSeaFisheriesResearchInstitute Tianjin300457 China)

Abstract： TOdeterminethecausesOfhalf-smOOthtOnguesOledeathandthedrugsensitivityOfthe 
pathogens thus providing a theoretical basis for effective prevention and treatment of the disease in pro­
duction ,three dominant bacteria were isolated from a diseased half-smooth tongue sole in a farm in 
Tianjin in 2018. Regression infection experiment confirmed that strain PSC0601 was pathogenic to half­
smooth tongue sole (Cynoglossus semilaevis Gunther). The abdominal cavity of the half-smooth tongue 
soleisseverelyswolen andQhemusclesonboQhsidesofQheabdomenarebleeding0AfQerdissecion 
Qhehalf-smooQhQonguesole QheinQesine QheliverandoQher issuesandorgansalsohavealarge 
amounQofbleeding0ThesQrain wasidenifiedas Photobacterium damselae subsp0damselae by API 
identification system and 16S rDNA sequence analysis. The strain showed 0-type hemolysis on the sheep 

bloodplate0ThereRultRofartificialregreRRioninfectionRhowedthatthemedianlethaldoRe (LD50) of 
the strain to the the half-smooth tongue sole was 1.5 X104 CFU/g. The susceptibility test results of 48 
anibacQerialdrugsshowedQhaQQhesQrainPSC0601hadhighersensiiviyQo20drugssuchasflorfenicol  
chloramphenicol amoxicilin azihromycin specinomycinandcefoperazone0ResearchindicaQedQhaQ  
P. damselae subsp. damselae is highly pathogenic to half-smooth tongue sole , causing fish hemorrhagic 
necrosis in liver , intestines and other organs , and leading to fish death. This drug sensitivity of these 

twobacteriashouldaidtoprovidingatheoreticalbasisfordrugpreventionandcontrolofexplosive  
diseasescausedbythebacteriainfishculture.
Key words： half-smooth tongue sole; Photobacterium damselae subsp. damselae % pathogenicity； drug 

sensitivitytest
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