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患暴发性败血症中华鳖体内细菌的分离与鉴定
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摘要：从患暴发性出血性败血症中华鳖（Trionyx sinensis）的肠、心、肝、胃等组织和腹腔液中分离培养得到8株细菌。通

过光镜与电镜观察和16S rDNA序列测定、比对，对所分离细菌进行鉴定。结果表明，它们分别为格氏乳球菌（Lactococcus 

garvieae）、假单胞菌（Pseudomonas sp.）、海氏肠球菌（Enterococcus hirae）、屎肠球菌（Enterococcus faecium）、人苍白杆菌

（Ochrobactrum anthropi）、惰性嗜血杆菌（Haemophilus segnis）、弗氏柠檬酸杆菌（Citrobacter freundii）和迟钝爱德华氏菌

（Edwardsiella tarda）。用含抗生素的20种药敏纸片对格氏乳球菌、弗氏柠檬酸杆菌和迟钝爱德华氏菌进行药敏试验发

现，格氏乳球菌对青霉素等4种药物敏感，对头孢唑啉等6种药物中度敏感，对阿米卡星等10种药物有耐药性。弗氏柠

檬酸杆菌对头孢唑啉等13种药物敏感，对青霉素等3种药物中度敏感，对万古霉素等4种药物有耐药性。迟钝爱德华氏

菌对新霉素等3种药物敏感，对阿米卡星等5种药物中度敏感，对青霉素等12种药物有耐药性。本研究旨在为中华鳖败

血症的防治技术提供科学支撑。[中国水产科学，2010，17（4）：859-868]
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随着中华鳖（Trionyx sinensis）养殖规模的不断

扩大，高密度、集约化养殖模式使养殖鳖的生态环境

受到破坏，导致其免疫机能衰退，病害日益严重。迄

今为止，养殖中华鳖已发生的疾病的种类繁多，发

病情况复杂。尽管病鳖发病症状相似，病原却不尽

相同。有关鳖败血症的报道较多，川崎义一等 [1]、张

奇亚等 [2] 针对该病进行了病原方面的研究，较多的

观点认为该病是由病毒感染破坏鳖免疫系统，细菌

并发或继发感染引起。细菌产生的外毒素能促使

鳖红肿、坏死、出血，引起鳖发病死亡 [3]。气单胞菌

属细菌（Aeromonas sp.）、弗氏柠檬酸杆菌（Citrobacter 

freundii）、迟 钝 爱 德 华 氏 菌（Edwardsiella tarda）对

鳖的致病性已有不少报道 [4-6]。随着养殖规模的迅

速扩大，新的鳖病害逐渐出现并于近期迅速发展。

2007年以来，浙江若干生态养殖场养殖的中华鳖出

现大规模暴发性死亡。该病发生在高温季节，主要

症状为出血性败血，常规药物进行治疗无效，给养殖

者造成严重损失。本课题组研究发现（另文发表），

其症状与以往报道的中华鳖病害有所差异，光镜与

电镜观察均显示出一种新病毒的严重感染。分别用

分离培养的病毒、病鳖组织匀浆过滤液、病毒与细菌

的混合液及PBS对健康中华鳖进行肌肉注射，前3

组鳖均出现感染死亡，病症与自然感染一致。病毒

与细菌的混合液攻毒组死亡率较单纯的病毒攻毒

组、病鳖组织匀浆过滤液攻毒组高5.6%、14.9%。因

此，病毒应为该暴发性出血性败血症的主要病原，细

菌加剧病情。本研究就患病中华鳖体内的病原菌分

离纯化、形态观察、16S rDNA序列分析鉴定及药敏

实验结果进行报告，旨在为该病的有效防治技术提

供科学支撑。
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1  材料与方法

1.1 实验材料

1.1.1　患病中华鳖 2008年9月，取自宁波中华鳖

生态养殖场，病鳖症状为：外观无明显异常，行动迟

钝，不摄食，严重时口鼻流血水。解剖可见：腹腔、

肠、胃内充满黄红色血水，解剖后长期不凝固；肠、胃

表面呈鲜红色，肝肿大呈土红色，伴有黑红色出血点；

胆大，脾肾红黑色，肌肉苍白无血色。从开始出现症

状到大规模暴发性死亡时间为3～ 4 d，7～ 9 d累积

死亡率在90%以上。

1.1.2　试剂 营 养 琼 脂 培 养 基：牛肉 膏3.0 g，蛋

白 胨10.0 g，NaCl 5.0 g，琼 脂15.0 g，H2O 1 000 mL，

pH 7.4。液体培养基按照上述配方配制，不加琼脂。

PCR扩增试剂、pMD18-T载体购自Takara 公司；

PCR引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。

1.2 方法

1.2.1　细菌分离 在无菌条件下，用酒精棉球擦

拭病鳖体表后解剖，从肝、肠、心、胃和腹水等取样，

分别在营养琼脂培养基平板（pH 7.4）上划线培养，

28℃恒温培养24 h，根据菌落特征的不同，挑取单菌

落划线分离，数次传代后将纯化的菌株转接到斜面

编号保藏备用。

1.2.2　细菌形态观察 将细菌接种于营养琼脂培养

基平板上，28 ℃培养24 h，观察菌落的形态特征；将

细菌接种至液体培养基，100 r/min 振荡培养18 h，取

菌悬液进行革兰氏染色，油镜下观察菌体形态特征；

菌稀释液和菌沉淀经无菌水洗涤后染色，分别于透

射电镜（日立H-7650）和扫描电镜（日立S-3400N）

下观察并拍照。

1.2.3　细菌DNA提取 挑单菌落置于含有25 µL 

灭菌超纯水的 PCR 管中，100 ℃水浴裂解10 min，

10 000 r/min离心3 min，取上清用于PCR扩增。

1.2.4　16S rDNA PCR扩增 采 用 细 菌 通 用 引

物：16sF2（5 ′ -AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 ′）和

16sR2 （5 ′ -CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3 ′），进 行

PCR扩 增。25 µL扩 增 反 应 体 系：10×buffer（Mg2+） 

2.5 µL，25 mmol/L MgCl2 2.5 µL，稀 释100倍 的 模 板

DNA 1 µL，2.5 mmol/L dNTPs 2 µL，10 µmol/L引物各

1 µL，1.0 U/ 反 应Taq DNAase，ddH2O补 足 至25 µL。

PCR扩增条件：95 ℃预变性4 min；94 ℃变性45 s，

55 ℃退火45 s，72 ℃延伸1 min，35 个循环后72 ℃延

伸10 min。扩增产物用1.3%的琼脂糖凝胶电泳检

测。经割胶回收、连接转化后，挑取阳性克隆子进行

序列测定。

1.2.5　克隆测序及系统发育树构建 克隆测序工作

由上海英骏生物技术有限公司完成。将所得到的菌

株16S rDNA序列在GenBank 数据库中用Blastn 软

件进行比对分析，运用MEGA 4.0软件中的N-J法 [7]

构建系统发育树。

1.2.6　药敏试验 药物敏感性试验按纸片扩散法 [8]

进行，测定抑菌圈直径，并参照NCCLS判断标准 [9] 进

行敏感性判定。检测的抗生素包括青霉素、头孢唑

啉、头孢西丁、复达欣、万古霉素、庆大霉素、链霉素、

卡那霉素、妥布霉素、新霉素、阿米卡星、强力霉素、

四环素、氯霉素、红霉素、复方新诺明、呋喃妥因、呋

喃唑酮、诺氟沙星和环丙沙星等20种。药敏纸片购

自杭州天和微生物试剂有限公司。

2  结果与分析

2.1 细菌的培养特性和形态特征 

从患病的中华鳖的腹腔液、肠、心、肝和胃中共

分离到8株细菌，分别编号为T1、T2、T3、T4、T5、

T6、T7和T8，固体营养琼脂培养基上观察到菌落的

具体培养特征、细菌革兰氏染色和光、电镜观察结果

（表1）显示，菌落的形态基本为圆形，表面湿润，边缘

整齐，呈不透明或者半透明，颜色为乳白或淡黄，除

T5、T6外大部分菌株生长旺盛。光、电镜观察结果

显示，细菌T1、T3和T4呈球状， T2、T5、T6、T7和T8

呈杆状，其中T2、T5、T7和T8具有鞭毛（图1、图2）。
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2.2 细菌16S rDNA鉴定 

对8株细菌的DNA进行PCR扩增，均获得了约

900 bp的目的条带（图3）。

Blastn 比 对 结 果 表 明，T1 与 格 氏 乳 球 菌

（Lactococcus garvieae）具 有 最 大 相 似 度（99%），T2

与 假 单 胞 菌 属（Pseudomonas sp.）细 菌 具 有 最 高

相 似 度（99%），T3、T4分 别 与 肠 球 菌 属的 海 氏 肠

球 菌（Enterococcus hirae）、屎 肠 球 菌（Enterococcus 

faecium）具 有 最 高 相 似 度（99%），T5与 人 苍 白 杆

菌（Ochrobactrum anthropi）具有最高相似度（99%），

T7与 弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌（Citrobacter freundii）具 有

最 高 相 似 度（99%），T6、T8分 别 与 惰 性 嗜 血 杆 菌

（Haemophilus segnis）、迟钝爱德华氏菌（Edwardsiella 

tarda）具有最高相似度（98%）。

从GenBank中选取最相似菌和标准菌株的16S 

rDNA 基因序列（表2），构建了细菌系统发育树（图

4）。由图4可知，T1 与格氏乳球菌同源，T2和假单

胞菌属细菌同源，T3和T4分别与肠球菌属的海氏肠

球菌和屎肠球菌同源，T5和人苍白杆菌同源，T6和

惰性嗜血杆菌同源，T7和弗氏柠檬酸杆菌同源，T8

和迟钝爱德华氏菌聚为一簇。各个细菌与其相似性

序列的同源性皆在98%以上，可认为是同一属的细

菌。本研究中经16S rDNA方法比对所得的同源性

最高的细菌形态特征与光、电镜观察结果相似。

图2　从患病中华鳖体内分离的部分菌株透射电镜图
A：菌株 T1；B：菌株 T7；C：菌株 T8. 箭头示鞭毛 .

Fig. 2　Transmission electron micrograph（TEM）of partial strains isolated from diseased Trionyx sinensis
A：strain T1；B：strain T7；C：strain T8. Arrows show flagellum.

   

图1　从患病中华鳖体内分离的 部分菌株扫描电镜图
 A：菌株T1；B：菌株T7；C：菌株T8

Fig. 1　Scanning electron micrograph（SEM）of partial strains isolated from diseased Trionyx sinensis
A：strain T1；B：strain T7；C：strain T8
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2.3 药敏试验

格氏乳球菌、弗氏柠檬酸杆菌和迟钝爱德华氏

菌为水产养殖常见致病菌，用20种抗生素药敏纸片

分别对其进行药敏试验，结果表明（表3），格氏乳球

菌对青霉素、万古霉素、呋喃妥因和呋喃唑酮敏感，

对头孢唑啉、头孢西丁、复达欣、四环素、强力霉素和

红霉素中度敏感；对阿米卡星、庆大霉素、卡那霉素、

链霉素、妥布霉素、新霉素、氯霉素、复方新诺明、环

丙沙星和诺氟沙星有耐药性。弗氏柠檬酸杆菌对头

孢唑啉、头孢西丁、复达欣、阿米卡星、庆大霉素、卡

那霉素、链霉素、妥布霉素、新霉素、氯霉素、诺氟沙

星、呋喃妥因和呋喃唑酮敏感；对青霉素、四环素和

环丙沙星中度敏感；对万古霉素、复方新诺明、强力

霉素和红霉素有耐药性。迟钝爱德华氏菌对新霉素、

表2　16S rDNA序列来源和数据库存取号
Tab. 2　16S rDNA sources and accession number

菌株名称
Strain

GenBank（NCBI 登录号）
GenBank accession number

Lactococcus garvieae An1-1 AB244437.1

L. garvieae NRIC 0612 AB267905.1

Pseudomonas sp. NJ 24 AM421976.1

P. fluorescens ATCC 13 FJ971870.1

Enterococcus faecium ATCC 19434 DQ411813.1

E. hirae NRIC 0109 AB362598.1

E. faecium AB326300.1

Ochrobactrum anthropi YZ-1 EU275247.1

O. anthropi ATCC 4918 CP000759.1

Haemophilus segnis AF224299.1

Pasteurella aerogenes ATCC 27883T U66491.1

Citrobacter freundii 7 DQ294285.1

C. freundii ATCC 8090 FJ971857.1

Enterococcus tarda NuF194 AB050828.1

E. tarda ATCC 15947 AB050827.1

图3 　8株细菌的16S rDNA PCR扩增产物电泳图谱
M： DNA marker （DL2000）；T1-T8：T1-T8的扩增产物；N：阴性对照，模板为ddH2O.

Fig. 3　Agarose gel electrophoresis of PCR-amplified 16S rDNA fragments of T1-T8 isolated from sick Trionyx sinensis
M：DNA marker （DL2000）；T1-T8：amplified 16S rDNA fragments from T1-T8；N：control，amplified product from ddH2O.
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呋喃妥因和呋喃唑酮敏感；对阿米卡星、庆大霉素、

链霉素、氯霉素和红霉素中度敏感，对青霉素、头孢

唑啉、头孢西丁、复达欣、万古霉素、卡那霉素、妥布

霉素、复方新诺明、强力霉素、四环素、环丙沙星和诺

氟沙星有耐药性。

3  讨论　

16S rDNA序列具有保守性、普遍性以及序列分

析重现性高等特点。应用16S rDNA方法可快速、微

量、准确、简便地对细菌进行分类鉴定，该方法已在

细菌鉴定方面发挥着越来越重要的作用，正广泛应

用于养殖环境微生物群落的分析和病原菌的鉴定之

中 [10-11]。本研究应用16S rDNA方法所鉴定的8株细

菌，无论球菌还是杆菌均与形态学观察结果一致。

在8株分离的细菌中，屎肠球菌、海氏肠球菌、

惰性嗜血杆菌、人苍白杆菌、假单胞菌在通常情况下

不是致病菌。屎肠球菌、海氏肠球菌、惰性嗜血杆菌

和人苍白杆菌在医院环境中广泛存在，也是人类和

动物肠道的正常菌群成员，一般不会引起动物患病，

大多是手术之后引发感染。周霞等 [12] 报道，肠球菌

具有严重的耐药性，引起的感染治疗困难。这些细

菌可能由于人类生活用水和粪便排放进入养殖水体

进而侵入中华鳖体内。假单胞菌是水体中的正常菌

群，为条件致病菌，当鱼体的生理状态及水环境的理

化条件恶化时，引起众多鱼类致病，如曾有报道假单

胞菌引起欧洲鳗鲡烂鳃病、大黄鱼死亡和中华鳖甲

图4　细菌 16S rDNA 基因序列分子系统发育树
Fig. 4　Phylogenetic tree of the bacteria based on 16S rDNA sequences
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表3　药敏试验结果
Tab. 3　Results of antibiotic sensitivity test

抗生素
Antibiotic

剂量 /（µg·片 -1）
Medicine dosage

抑菌圈直径 /mm （耐药性）
Sterilizing diameter（Drug resistance）

格氏乳球菌
L. garvieae

弗氏柠檬酸杆菌
C. freundii

迟钝爱德华氏菌
E. tarda

青霉素
Penicillin 10 u·片 -1 22（S） 11（I） 0（R）

头孢唑啉
Cefazolin 30 16（I） 23（S） 0（R）

头孢西丁
Cefoxitin 30 17（I） 20（S） 0（R）

复达欣
Fortum 30 16（I） 18（S） 11（R）

万古霉素
Vancomycin 30 u·片 -1 19（S） 0（R） 0（R）

庆大霉素
Gentamycin 10 0（R） 20（S） 14（I）

链霉素
Streptomycin 10 0（R） 19（S） 14（I）

卡那霉素
Kanamycin 30 12（R） 19（S） 12（R）

妥布霉素
Tobramycin 10  0（R） 19（S） 11（R）

新霉素
Neomycin 30 0（R） 18（S） 20（S）

阿米卡星
Amikacin 30 0 （R） 18（S） 16（I）

强力霉素
Doxycycline 30 15（I） 0（R） 0（R）

四环素
Acheomycin 30 17（I） 15（I） 0（R）

氯霉素
Chloramphenicol 30 0（R） 23（S） 17（I）

红霉素
Erythromycin 15 16（I） 11（R） 19（I）

复方新诺明
Sulfamethoxazole 1.25 0（R） 0（R） 0（R）

呋喃妥因
Nitrofurantoin 300 18（S） 18（S） 17（S）

呋喃唑酮
Furazdidene 300 17（S） 17（S） 19（S）

诺氟沙星
Norfloxacin 10 0（R） 20 （S） 9（R）

环丙沙星
Ciprofloxacin 5 11（R） 20 （I） 11（R）

注：S为敏感；I为中度敏感；R为耐药.
Note：S means sensitive；I means intermediate sensitive；R means resistant.
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溃疡和穿孔病等 [13-15]。另外假单胞菌在改善水产养

殖水体的水质方面也有一定的作用 [16]。

其他3株细菌包括格氏乳球菌、弗氏柠檬酸杆

菌及迟钝爱德华氏菌是水产养殖中常见的病原菌。

格氏乳球菌在水环境中广泛存在，能够引起牙鲆败

血感染死亡，且对鳖和虹鳟等具有一定的致病作

用 [17-19]。根据林启存等 [4]、陈翠珍等 [20]、沈锦玉等 [21]

和李华等 [22] 报道，弗氏柠檬酸杆菌曾引起中华鳖、

红螯螯虾和中华绒螯蟹致病，感染该菌的病鳖症状

也为出血、败血。迟钝爱德华氏菌在世界范围广泛

存在，该菌对水产养殖危害巨大，是引起鳗鲡、罗非

鱼、叉尾 和中华鳖等多种水产养殖动物疾病的病

原 [23]。迟钝爱德华氏菌不但能引起中华鳖脏器发生

变质性病变 [24]，还曾引发鳖白底板病 [25]。目前人们

对该病原菌十分重视，相关研究报道较多。Kursat K

等 [19] 的研究结果表明格氏乳球菌对氯霉素和环丙

沙星均敏感。而本实验中，从发病中华鳖分离的菌

株对氯霉素和环丙沙星均有抗性，弗氏柠檬酸杆菌

对复方新诺明有抗性，对呋喃唑酮敏感。与沈锦玉

等 [21] 从红螯螯虾分离的弗氏柠檬酸杆菌的药敏结

果相反，与李华等 [22] 的研究结果相反，本研究分离

的弗氏柠檬酸杆菌菌株对卡那霉素和链霉素都敏

感。沈锦玉等 [25] 对迟钝爱德华氏菌的药敏试验结

果表明，该菌株对头孢唑啉敏感，对新霉素和呋喃唑

酮有耐药性，而本研究结果中该菌对呋喃唑酮和新

霉素敏感，对头孢类和青霉素等大部分抗生素都有

耐药性（表4）。同一种菌对药物的敏感性有所差异，

原因可能是时间、地域及所处的生存环境不同，故有

必要结合水产养殖过程中所遇到的特定病原菌菌株

进行药敏试验，选择敏感药物进行疾病防治。弗氏

柠檬酸杆菌与迟钝爱德华氏菌是重要的人畜共患病

病原菌，药敏试验表明由中华鳖中分离的弗氏柠檬

酸杆菌对多种抗生素敏感。而迟钝爱德华氏菌耐药

率高，且存在多重耐药性。目前世界卫生组织已将

细菌耐药列为危害公共安全的人为因素之一，所以

应对其予以重视，对其耐药性和耐药机制加强监测

和研究。
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表4　本研究与其他药敏试验结果比较
Tab. 4　Comparison of antibiotic sensitivity test results of this study and others

抗生素
Antibiotics

迟钝爱德华氏菌
E. tarda

格氏乳球菌
L. garvieae

弗氏柠檬酸杆菌
C. freundii

鳖来源
Origin rom 
soft-shelled 

turtle

鳖来源 
[25]

Origin from 
soft-shelled 

turtle 
[25]

 

鳖来源
Origin from 
soft-shelled 

turtle

虹鳟来源 
[19]

Origin from rain-
bow trout [19]

鳖来源
Origin from 
soft-shelled 

turtle

螯虾来源 
[21]

Origin from 
Crayfish 

[21]

蟹来源 
[22]

Origin from 
crab 

[22]

蟹来源 
[20]

 
Origin from 

crab 
[20]

青霉素
Penicillin R R S S I R / R

头孢唑啉
Cefazolin R S* I / S I / /

头孢西丁
Cefoxitin R / I / S / / /

复达欣
Fortum R / I / S / / S

万古霉素
Vancomycin R / S S R / / R

庆大霉素
Gentamycin I I R R S S S S

链霉素
Streptomycin I R R / S I S S

卡那霉素
Kanamycin R I R / S / R* S

妥布霉素
Tobramycin R / R / S / / S

新霉素
Neomycin S R* R R S S / S

阿米卡星
Amikacin I S R / S S S S

强力霉素
Doxycycline R R I / R R / /

四环素
Acheomycin R R I / I R R I

氯霉素
Chloramphenicol I R R S* S S R* S

红霉素
Erythromycin I R I S R R / R

复方新诺明
Sulfamethoxazole R R R / R S* R S

呋喃妥因
Nitrofurantoin S / S / S / S I

呋喃唑酮
Furazolidone S R* S / S R* I S

诺氟沙星
Norfloxacin R R R / S S S S

环丙沙星
Ciprofloxacin R / R S* I / I S

注：S为敏感，I为中度敏感，R为耐药，“/”表示本实验使用的抗生素其他人未使用，“*”表示其他人与本试验结果相比，细菌对抗生素的敏

感性差异较大。

Note：S means sensitive，I means intermediate sensitive，R means resistant，“/” means antibiotics used in this study hadn’t been used in others，“*” 

means antibiotics sensitivity in this study was quite different from others.
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Isolation and identification of bacteria from soft-shelled turtle （Trionyx 
sinensis）associated with fulminant septicaemia
HU Guangzhou，LI Dengfeng，LI Taiwu，SU Xiurong，HE Jingjing，WANG Mengqian，LI Hui，LI Ye

 （Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology Certificated by Ministry of Education，Ningbo University，Ningbo 315211，Zhejiang，
China）

Abstract：Eight bacteria were isolated from sick soft-shelled turtles（Trionyx sinensis）associated with fulminant 

septicaemia. Morphology of the bacteria was characterized by LM，SEM and TEM. 16S rDNA of the bacteria were 

amplified and sequenced. Results showed that they were Lactococcus garvieae，Pseudomonas sp.，Enterococcus 
hirae，Enterococcus faecium，Ochrobactrum anthropii，Haemophilus segnis，Citrobacter freundii and Edwardsiella 
tarda. Antibiotic sensitivity patterns of L. garvieae，C. freundii and E. tarda were evaluated against 20 antibiotics. 

L. garvieae was sensitive to 4 antibiotics including Penicillin，and was moderately sensitive to 6 antibiotics including 

Cefazolin，but was resistant to 10 antibiotics including Amilkacin. C. freundii was sensitive to 13 antibiotics including 

Cefazolin，and was moderately sensitive to 3 antibiotics including Penicillin，but was resistant to 4 antibiotics 

including Vancomycin. E. tarda was sensitive to 3 antibiotics including Neomycin，and was moderately sensitive to 5 

antibiotics including Amilkacin，but was resistant to 12 antibiotics including Penicillin. [Journal of Fishery Sciences 

of China，2010，17（4）：859-868]
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