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摘要: 本研究分离了线纹海马(Hippocampus erectus)尾部溃烂症病原并对其理化、胞外酶和药敏特性进行了分析。

结果显示, 分离于患病海马肝脏的优势菌株 HM-10 为线纹海马尾部溃烂症病原菌, 其对海马的半致死浓度(LD50)

为 1.51×106 CFU/g 体重。API 20E 理化分析显示, 该菌精氨酸双水解酶阴性, 赖氨酸、鸟氨酸脱羧酶阳性, L-阿拉

伯糖、杏仁苷产酸。基于形态观察、理化指标对比, 以及 16S rRNA 和看家基因(gyrB、rpoD、recA)序列分析结果, 

确定菌株 HM-10 为轮虫弧菌(Vibrio rotiferianus)。采用平板玻璃纸覆盖法制备该菌胞外产物(ECP), 溶血及胞外酶

活性分析结果显示, 菌株 HM-10 的 ECP 对绵羊血有较强的溶血活性, 同时具有蛋白酶、明胶酶、淀粉酶、脲酶活

性, 但不具有脂肪酶和卵磷脂酶活性。药敏分析结果显示, 菌株 HM-10 对氨基糖苷类、青霉素类、头孢类、酰胺

醇类及多肽类等 17 种药物敏感。本研究确定了线纹海马尾部溃烂症的病原菌为轮虫弧菌, 结果对海马养殖中弧菌

病的防治提供了参考资料。 
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海 马 (Hippocampus spp.) 隶 属 于 海 龙 科

(Syngnathidae), 海马属 , 因其头部酷似马头而得

名[1], 具有很高的药用和观赏价值[2]。由于受到自

然栖息地破坏以及人为过度捕捞等因素的影响 , 

现今所有已知的海马均已被列入野生动植物濒危

物种国际贸易公约(CITES)名录[3]。海马的人工繁

育及养成已成为海马资源保护的重要手段, 在缓

解野生种群数量锐减压力上发挥着重要作用[4]。

大海马(H. kuda)、三斑海马(H. trimaculatus)以及

线纹海马(H. erectus)是目前国内最主要的 3 个养

殖品种[2,5−6], 然而, 疾病问题一直阻碍着海马养

殖业的发展[7], 肠胃炎[8−9]、体表溃疡症[10]、肾损

伤 [11]以及盾纤毛虫寄生 [12]等疾病均可造成养殖

海马的大量死亡 ; 溶藻弧菌 (Vibrio alginolyti-
cus)[10]、灿烂弧菌(V. splendidus)[10]、强壮弧菌(V. 

fortis)[9]、副溶血弧菌(V. parahaemolyticus)[8]、哈

维氏弧菌(V. harveyi)[13−14]等也已被报道为海马病

原菌。但轮虫弧菌作为养殖海马病原菌的研究还

未见报道。 

形态学及生理生化测定作为传统的分类方法

已被广泛应用于菌株鉴定[15−16], 弧菌属因其同属

不同种菌株之间生化指标的相似性, 往往需要通

过大量的指标来进行区分, 鉴定过程费时费力[17]; 

自动微生物鉴定系统具有快速鉴别菌种能力, 但

受制于数据库标准菌株数量及更新速度的影响 , 

鉴定结果也容易出现偏差[18]。基于 PCR 扩增技术

的分子鉴定手段应运而生, 16S rRNA、看家基因

序列分析等研究方法已被用作菌种系统发育分析

以及新种的鉴定[19−21]。 

2014 年 2 月至 2015 年 7 月间, 笔者对福建东 
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山养殖海马开展疾病调查, 发现线纹海马育苗期

尾部溃烂症是造成育苗成活率低下的主要疾病之

一, 其中育苗期内 5~8 cm 海马最易发生此病, 患

病海马离群独游, 活力差, 腹部凹陷, 尾部不能

正常弯曲、呈 L 形或后翘呈 C 形, 尾末端表皮脱

落、溃烂、露骨, 解剖后可见肝脏红肿或呈土黄

色, 肠道白浊, 一旦发病, 5 天内死亡率可达 20%

以上。本研究对患病的濒死线纹海马进行病原分

离、致病性、生理生化、分子鉴定和药敏分析, 以

期为线纹海马养殖过程中的疾病防治提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

患病和感染试验所用海马均取自福建东山某

海马养殖场。取具有典型病症个体用于病原分离

实验; 取体表无损伤、活力强的健康个体用于感

染实验。海马个体的平均体质量和标准体长分别

为(0.47±0.160) g 和(6.37±0.637) cm。 

1.2  病原菌的分离纯化 

参考文献[22]的方法 , 取典型症状的患病海

马, 用灭菌海水清洗体表, 以无菌操作取肝脏组

织, 制成悬浮液后用接种环接种于 TCBS 培养基

上, 28℃恒温培养 24 h, 观察菌落形态, 挑取典型

优势菌落纯化培养 2~3 次, 将纯化后的菌落接种

于 2216E 培养基上, 经纯化后的菌落转接到斜面

培养基上, 用 30%甘油生理盐水保存于‒80℃冰

箱, 备用。 

1.3  人工感染实验  

将待检菌株接种于 2216E 培养基, 28℃恒温

培养 24 h 后用无菌 PBS 配制成 1.194×109 CFU/mL

菌悬液 , 而后等比稀释成 1.194×108 CFU/mL、

1.194×107 CFU/mL、1.194×106 CFU/mL 和 1.194× 

105 CFU/mL 菌悬液。设计 5 个梯度(109、108、107、

106 和 105 菌浓度)实验组和 1 个对照组(每组 10 尾

海马), 每组设 2 个平行, 采用腹腔注射方式感染, 

注射量为 0.050 mL/ind, 对照组注射相同剂量的

无菌 PBS。试验期间不投饵, 连续充气, 日换水量

约为 60%, 感染后观察海马发病死亡情况, 同时

对濒死海马进行重分离实验。使用 Graphpad 

Prism 软件对海马成活率数据进行分析[23], 参考

改良的冠氏法 [24]计算菌株对海马的半致死浓度

(LD50)。 

1.4  病原菌的鉴定 

1.4.1  病原菌理化特性测定  病原菌的生理生化

鉴定按《伯杰氏鉴定细菌学手册》[15]和《常见细

菌系统鉴定手册》[16]方法进行, 同时采用 API 20E

半自动及 Biolog 自动微生物鉴定系统进行理化指

标分析[22]。病原菌个体形态采用透射电镜进行拍

照观察。 

1.4.2  病原菌 16S rRNA 及看家基因片段序列分析   

参考相关文献 [20−21, 25], 对病原菌 16S 

rRNA 基因及 gyrB、rpoD 和 recA 3 个看家基因片

段序列进行扩增。基因引物序列如下: 16S rRNA: 

27F (5ʹ−AGAGTTTGATCCTGGCTCAG−3ʹ), 1492R 
(5ʹ−ACGGCTACCTTGTTACGACTT−3ʹ)[25]; gyrB: 
3F (5ʹ−TCCGGCGGTCTGCACGGCGT−3ʹ), 14R (5ʹ− 
TTGTCCGGGTTGTACTCGTC−3ʹ)[20]; rpoD: 70Fs 
(5ʹ−ACGACTGACCCGGTACGCATGTA−3ʹ), 70Rs (5ʹ− 
ATAGAAATAACCAGACGTAAGTT−3ʹ)[20]; recA: 
63F (5ʹ−ATCGAGCGGTCGTTCGGCAAGGG−3ʹ), 
504R (5ʹ−CGRATCTGGTTGATGAAGA TCACCAT− 

3ʹ)[21]。PCR 扩增产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳检

验正确后送至 Invitrogen 公司测序。测序获得的

核酸序列提交至 GenBank 数据库, 采用 BLAST

在 GenBank 数据库中比对相似序列, 下载同源序

列, 采用 MEGA 4.0 软件 Neighbour-Joining 方法

对 4 个基因及其连接基因分别构建系统进化树

(bootstrap=1000)。 

1.5  病原菌胞外产物的制备及其特性分析 

1.5.1  病原菌胞外产物制备  参考相关文献[24], 

采用平板玻璃纸覆盖法制备病原菌的胞外产物

(ECP), 常规方法对病原菌的 ECP 进行 SDS- 

PAGE 电泳分析。其中分离胶 12%、浓缩胶 5%, 每

孔上样量为 20 μL; 起始电压 80 V, 待样品进入分

离胶后恒压 120 V, 电压完毕后, 采用考马斯亮蓝

R-250 染色, 而后扫描保存结果。 

1.5.2  病原菌胞外产物酶与溶血活性的测定  参

考文献[24]的方法, 测定病原菌胞外产物的淀粉

酶、蛋白酶、明胶酶、脂肪酶、卵磷脂酶和脲酶

活性及其溶血活性。 
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1.6  病原菌药物敏感性分析 

采用琼脂平板扩散法[26]对病原菌的药物敏感

性进行检测, 使用 Graphpad prism 软件对药敏结

果进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  病原菌的分离和致病性确定 

从患病海马(图 1a)肝组织中分离得到 1 株优

势菌株 HM-10, 人工感染实验结果显示, 该菌对

线纹海马具有明显的致病作用, 感染后患病海马

症状与自然发病症状相同, 表现为尾部溃烂, 不

能正常弯曲(图 1c), 其不同浓度对海马的致死率

如图 2 所示, 采用改良的冠氏法计算得到 HM-10

对线纹海马的半致死浓度 LD50 为 1.51×106 CFU/g

体重。从感染后发病的海马中重新分离得到一株

优势菌 HMCF-2, 其理化性质与注射菌株 HM-10

一致。 

2.2  病原菌的菌种鉴定 

2.2.1  病原菌菌落及菌株形态观察  经 28℃恒

温培养 24 h 后, 病原菌 HM-10 在 TCBS 培养基上

形成中央隆起, 边缘整齐, 表面湿润、光滑的圆形

黄色菌落, 菌落直径 1~2 mm(图 1b); 在 2216E 培

养基上形成白色、半透明, 直径 0.5~1 mm 菌落。

透射电镜结果显示, 菌株 HM-10 呈单个排布, 短

杆状、两端钝圆, 具单根极生鞭毛, 菌体大小约为

1.8×0.8 μm(图 1d)。 

2.2.2  病原菌理化特性分析  参考微生物鉴定手

册, 病原菌 HM-10 及重分离菌 HMCF-2 均为革兰 

 

 
 

图 1  线纹海马发病症状及菌株分离结果 

a, c. 海马自然及人工感染后发病症状(海马尾部不能正常弯曲, 呈 L 形或后翘呈 C 形, 尾末端溃烂);  

b. 海马肝脏分离菌 HM-10 的菌落形态(TCBS 培养基呈黄色菌落); d. 菌株 HM-10 透射电镜图(× 4000). 

Fig. 1  Symptoms of lined seahorse Hippocampus erectus and strain isolation results 
a, c. Symptoms of seahorse with natural and injured infection (tail festered, and could not normal bending with L-shaped or 

post-warped with C-shaped); b. colony morphology of strain HM-10 isolated from liver of sick seahorse (orange colonies in TCBS 
plates); d. transmission electron microscopy figure of HM-10 with 4000 multiples. 
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图 2  菌株 HM-10 对线纹海马人工感染实验结果(n=10, 2 组平行) 

Fig. 2  Results of artificial infection of Hippocampus erectus infected by strain HM-10 (n=10, two duplications for each trial) 

 
氏阴性, 具运动性, 葡萄糖发酵产气, 氧化酶阳

性, 触酶阳性; API 20E 鉴定系统测试结果显示, 

HM-10 和 HMCF-2 精氨酸双水解酶阴性, 赖氨酸

脱羧酶及鸟氨酸脱羧酶阳性; 参考文献资料, 将

这两株与其他轮虫弧菌(BV1 和 LMG 21460T)的

理化指标进行比对(表 1), 结果表明, 除了是否利

用密二糖、D-甘露糖及对多黏菌素 B 的敏感性不

同外, 菌株 HM-10 和 HMCF-2 与轮虫弧菌标准菌

株 LMG 21460T 的理化指标基本相同。采用 Biolog

自动微生物鉴定系统分析, 在培养后 4 h、8 h 和

18 h 进行测定 , 均未能得到菌株 HM-10 和

HMCF-2 鉴定结果。 

2.2.3  病原菌基因序列分析  PCR 扩增得到病原

菌 HM-10 的 16S rRNA、gyrB、rpoD 和 recA 基因

片段, 其长度分别为 1422 bp、1090 bp、826 bp、

804 bp; 上传序列至 NCBI 数据库获得序列登录 
 

表 1  病原菌 HM-10、重分离菌 HMCF-2 及参考菌株 BV1、LMG 21460T 生理生化特性对比 
Tab. 1  Comparison of physiological and biochemical characteristics between pathogen HM-10,  

HMCF-2 and reference strains BV1, LMG 21460T 

指标 index 1 2 3 4 指标 index 1 2 3 4 

利用 utilization of:      生长 growth in:      

L-阿拉伯糖 L-arabinose + + + + 0%氯化钠 1%NaCl ND ND ND  

D-甘露糖 D-mannose + + + + 1%氯化钠 1%NaCl + + + ND

密二糖 melibiose    + 4%氯化钠 4%NaCl + + + ND

α-乳糖 α-lactose     8%氯化钠 8%NaCl   +  

D-甘露醇 D-mannitol + + +  V-P 反应 voges-proskauer     

DL-乳酸 DL-lactic acid    W 酶活性 activity of:      

溴琥珀酸 bromosuccinic acid ND ND ND  α-糜蛋白酶 α-chymotrypsin ND ND ND + 

L-谷氨酸 L-glutamic acid   +  脲酶 urease + + ND + 

L-苏氨酸 L-threonine     产酸 acid form:      

柠檬酸盐 citrate   ND  L-阿拉伯糖 L-arabinose + + + + 

敏感性 susceptibility to:     杏仁苷 amygdalin + + ND + 

氨苄青霉素 ampicillin (30 μg) R R R R 精氨酸双水解酶 arginine-dihydrolase   ND  

多粘菌素 B polymyxin B (300 U) S S ND R 赖氨酸脱羧酶 lysine-decarboxylase + + ND + 

阿米卡星 Amikacin (30 μg) S S I I 鸟氨酸脱羧酶 ornithine-decarboxylase + + ND + 

注: 1. 菌株 HM-10; 2. 菌株 HMCF-2; 3. 轮虫弧菌 BV 1[27]; 4. 轮虫弧菌 LMG 21460T[28]. +: 阳性; : 阴性; ND: 无记录; W: 弱反应;  

R: 耐药; I: 中度敏感; S: 敏感. 

Note: 1: strain HM-10; 2: strain HMCF-2; 3: strain Vibrio rotiferianus BV 1[27]; 4: strain Vibrio rotiferianus LMG 21460T[28]. +: positive; : negative; 
ND: no data; W: weak reaction; R: resistant; I: inter-mediate; S: sensitive. 
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号分别为 KX962166、KX962168、KX981594 和

KX981595。经 BLAST 比对, 菌株隶属于弧菌属

(Vibrio), 与同属的轮虫弧菌(V. rotiferianus)的同

源关系最近。从 GenBank 数据库中下载同属其他

种的相关序列, 利用 MEGA 4.0软件采用 N-J法构

建系统发育进化树(图 3)。结果显示, 病原菌 HM- 

10 与同为弧菌属的轮虫弧菌聚为一支(图 3a~3d)。

将所有菌株的 16S rRNA、gyrB、rpoD 和 recA 4

个基因序列进行拼接, 获得同等序列长度的拼接

序列 16S rRNA-gyrB-rpoD-recA(总长度 4054 bp), 

同法构建系统发育进化树(图 3e)显示其与轮虫弧

菌也聚为一支, 二者同源性为 97.5%。 

2.3  病原菌胞外产物特性分析 

采用平板玻璃纸覆盖法制备的病原菌 HM-10

胞外产物 SDS-PAGE 电泳结果(图 4)显示, 菌株的

ECP 中含有 20 多条蛋白条带, 颜色深浅不一, 不

均匀地分布在 10~130 kD 区域内, 其中 25~55 kD

区域密集分布有 7 条颜色较深的条带。溶血性实

验及胞外酶活性实验结果显示, 菌株 HM-10 胞外

产物具有较强的溶血活性及蛋白酶、明胶酶、淀

粉酶和脲酶活性, 但不具有脂肪酶和卵磷脂酶活

性(表 2)。 

2.4  病原菌药物敏感性分析 

选择 12 大类共 33 种抗生素对病原菌 HM-10

的药物敏感性进行分析。结果显示, HM-10 对其

中的 17 种药物敏感, 12 种药物中度敏感, 4 种药物

耐药(图 5)。敏感性的药物主要分布在头孢类、氨

基糖苷类、青霉素类、硝基呋喃类、酰胺醇类和

多肽类, 具体包括头孢呋辛、头孢曲松、头孢噻

肟、头孢他啶、头孢噻吩、头孢吡肟、头孢西叮、

头孢哌酮、卡那霉素、壮观霉素、妥布霉素、哌

拉西林、氨苄西林、链霉素、呋喃妥因、氯霉素、

多粘菌素 B; 耐药性药物包括大环内酯类的克林

霉素、氟喹诺酮类的环丙沙星、青霉素类的青霉

素以及四环素类的四环素。 

3  讨论 

3.1  病原菌的分类鉴定 

柯霍氏法则(kochs postulate), 又称亨勒−柯

霍法则, 是一套建立疾病和微生物之间因果关系

的研究思维 , 现今被广泛应用于疾病病原学研 

究[29]。在本研究中, 笔者从患尾部溃烂症的线纹

海马体内分离得到一优势菌株 HM-10, 人工感染

试验后发现被感染海马出现与自然发病相同的症

状, 从感染后濒死海马的肝脏重新分离到与注射

菌株生化特性相同的菌株 HMCF-2, 根据柯霍氏

法则确定菌株 HM-10 为海马尾部溃烂症的病原

菌。基于病原菌 16S rRNA 及看家基因(gyrB、

rpoD、recA)序列分析, 并参考与标准菌株 LMG 

21460 的生理生化对比结果, 确定菌株 HM-10 为

轮虫弧菌(Vibrio rotiferianus)。 

轮虫弧菌是隶属于弧菌属的一个菌种, 最早

见于 Gomez-Gil 等[28]的报道。2003 年, Gomez-Gil

等从褶皱臂尾轮虫(Brachionus plicatilis)中分离得

到 5 株菌, 基于密二糖利用, L-阿拉伯糖、杏仁苷

产酸, 以及 DNA 杂交率等指标的差异, 将 5 株菌

从坎贝弧菌(V. campbellii)、哈维氏弧菌等其他弧

菌中区分出来, 作为一个新种并确定其标准菌株

为 LMG 21460T。2011 年, Chowdhury 等[30]报道了

一株可引起泥蟹幼虫患病的病原菌轮虫弧菌

DAT722; 2012 年, 陈政强等[27]在对患病半滑舌鳎

(Cynoglossus semilaevis)病原研究中分离得到一

株轮虫弧菌 BV1, 经确定该菌可引起半滑舌鳎皮

肤溃疡; 此后又相继出现轮虫弧菌引起凡纳滨对

虾[31−32]、海水鱼类[33]患病的报道。本研究发现轮

虫弧菌可引起线纹海马的尾部溃烂症。 

细菌的胞外产物(ECP)是指细菌在生长过程

中不断向外界分泌的代谢产物, 是决定病原菌毒

力的重要因素[34]。有报道指出, 细菌 ECP 的蛋白

酶和明胶酶能分解机体组织的胶原蛋白, 淀粉酶

能分解糖原, 而溶血因子则能使血细胞溶解, 从

而引起机体表皮、肌肉及结缔组织溶解、坏死并

形成溃疡[24]。在本研究中, 病原菌 HM-10 的 ECP

具有蛋白酶、明胶酶、淀粉酶、脲酶及溶血活性, 

由该菌引起的海马烂尾病可能与这些酶的活性密

切相关, 其致病机理有待于进一步研究。 

3.2  海马体表溃疡症的病原及病因分析 

体表溃疡症为海马的主要疾病之一, Balcázar

等[10]报道了由溶藻弧菌和灿烂弧菌感染引起的斑

状海马(H. guttulatus)、短鼻海马(H. hippocampus) 
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图 3  NJ 法构建病原菌 HM-10 16S rRNA、gyrB、rpoD、recA 基因系统发育进化树 

a. 16S rRNA; b. gyrB; c. rpoD; d. recA; e. 16S rRNA-gyrB-rpoD-recA 连接基因(总长度 4054 bp). 线段 0.01(a)、 

0.05(b, c, d, e)代表进化距离; 括号中为 GenBank 登录号. 

Fig. 3  NJ-phylogenetic trees based on individual analyses of the 16S rRNA, gyrB, rpoD and recA  
gene sequences of strain HM-10  

a. gene 16S rRNA; b. gene gyrB; c. gene rpoD; d. gene recA; e. concatenated 16S rRNA-gyrB-rpoD-recA gene sequences (total 4054 
bp). Bars, 0.01(a) nucleotide substitution per 100 nucleotides of 16S rRNA sequence, 0.05 (b, c, d, e) amino acid substitutions per site. 

GenBank accession numbers are in bracket. 
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表 2  病原菌 HM-10 的 ECP 酶活性和溶血性实验结果 
Tab. 2  The activities and hemolytic experiments of ECP of strain HM-10 

时间/h 

time 

可溶性淀粉 

soluble starch(0.2%) 

蛋黄 

yolk(2.5%) 

酪蛋白 

casein(0.4%)

明胶 

gelatin(0.4%)

吐温 80 

tween 80(1.0%) 

尿素 

urea(2.0%) 

脱纤维绵羊血 

sheep blood(5%)

24 +  + +  + + 

48 +  + +  + + 

 

 
 

图 4  病原菌 HM-10 的胞外产物 SDS-PAGE 电泳图谱 

1, 2: 两个平行蛋白条带; M: 蛋白分子量标准. 

Fig. 4  SDS-PAGE electrophoretic pattern of  
ECP of strain HM-10 

1, 2: two parallel protein bands; M: maker. 

 

 
 

图 5  病原菌 HM-10 药敏实验结果 

Lac: β-内酰胺类(n=1), Ami: 氨基糖苷类(n=3), Mac: 大环内

酯类(n=4), Flu: 氟喹诺酮类(n=4), Pen: 青霉素类(n=5), Sul: 

磺胺类(n=1), Tet: 四环素类(n=2), Cep: 头孢类(n=9), Nit: 硝

基呋喃类(n=1), Chl: 酰胺醇类(n=1), Gly: 糖肽类(n=1),  

Pol: 多肽类(n=1). 

Fig. 5  Results of antibiotic sensitivity test of strain HM-10 
Lac: Beta lactam (n=1), Ami: Aminoglycoside (n=3), Mac: 

Macrolides (n=4), Flu: Fluoroquinolones (n=4), Pen: Penicillins 
(n=5), Sul: Sulfanilamide grous (n=1), Tet: Tetracyclines (n=2), 

Cep: Cephalosporins (n=9), Nit: Nitrofuran (n=1), Chl: 
chloromycetin (n=1), Gly: glycopeptides (n=1),  

Pol: polypeptide (n=1). 

体表溃疡症, 患病海马表现为嗜睡、食欲下降、

体表出现小白点, 严重者出现尾部溃烂; Qin 等[11]

的研究也表明, 哈维氏弧菌感染后患病线纹海马

出现体表穿孔、烂尾等症状, 解剖后发现肾肿胀, 

呈苍白色, 其中肾损伤被认为是海马死亡的主要

病理学特征; 而在另一起由哈维氏弧菌引起水族

缸观赏海马患病的报道中, 患病海马表现为体表

出血、腹水、肠道中空以及肝出血等症状[13]。以

上研究表明, 弧菌可引起海马出现体表溃疡症状, 

本研究中也显示, 轮虫弧菌感染后引起线纹海马

出现尾部不能正常弯曲、呈 L形或后翘呈 C 形, 尾

末端溃烂症状。弧菌为条件致病菌, 广泛分布于

河口、大洋及海岸沉积物中, 研究表明, 不同的环

境因子下优势生长的弧菌种类各不相同, 水环境

温度、盐度、pH、有机物含量、化学耗氧量(COD)

以及原生生物种类等均与弧菌的生长密切相关
[14]。在不同的养殖生境条件下, 环境因子的差异

影响了优势弧菌的生长, 在本研究中, 线纹海马

养殖于福建省东山县的半工厂化室内水泥池, 其

环境因子有别于海马体表溃疡症的其他报道
[10−11], 因此引起该病的病原也不尽相同。此外 , 

在海马疾病的治疗方面, 有报道指出, 由于冰冻

饵料及未消毒活饵料的大量投喂已造成大海马肠

炎病的大量死亡, 饵料质量及养殖水体质量的控制

是预防海马肠炎病发生的关键因素[2, 35]。在其他疾

病的治疗上, Alcaide 等[13]使用氯霉素为患有体表

出血、腹水的海马进行治疗取得良好的实验效果, 

不过其治疗的海马为观赏性用途, 而在水产养殖

用药方面需严格遵守《无公害食品渔药使用准则》

的要求。本研究药敏实验结果显示 , 病原菌

HM-10 对头孢类的药物敏感性最高, 但其成本较

为昂贵, 并不适用于养殖生产, 氨基糖苷类和磺

胺类药物的药敏结果在准则允许范围内可被用于

生产中的参考。 
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Identification and characterization of pathogen Vibrio rotiferianus, a 
pathogen isolated from Hippocampus erectus with tail-rot disease 

YANG Qiuhua1, 2, ZHENG Leyun1, HUANG Zhongchi1, LIN Qi1, LU Zhen2, ZHOU Chen1 

1. Key Laboratory of Cultivation and High-value Utilization of Marine Organisms in Fujian; Fisheries Research Insti-
tute of Fujian Province, Xiamen 361013, China; 

2. College of Science, Shantou University, Shantou 515063, China 

Abstract: Seahorses (Hippocampus spp.) are an iconic and ecologically important species worldwide. Within the 
past decade, overfishing and habitat destruction has drastically reduced wild seahorse populations. Seahorse 
aquaculture was thus developed as an important strategy to alleviate pressure on wild stock; however, these farms 
have been severely afflicted with tail rot, a serious disease in seahorses. To identify the agent causing tail-rot dis-
ease in juvenile lined seahorses (Hippocampus erectus), this study characterized the pathogen’s physicochemical 
properties, extracellular product (ECP) activity, and drug susceptibility. One bacterial strain with superior growth 
(HM-10) was isolated from cultured liver samples of diseased juvenile lined seahorses. Healthy juvenile lined 
seahorses were then challenged with the strain through intraperitoneal injection. The results confirmed that HM-10 
was pathogenic, causing tail-rot symptoms in challenged seahorses. The median lethal dose (LD50) of HM-10 was 
1.51 × 106 cfu/g body weight. Results from the API 20E identification system showed that under L-arabinose and 
amygdalin-derived acid production, arginine dihydrolase, lysine decarboxylase, and ornithine decarboxylase ac-
tivity in HM-10 were negative, positive, and positive, respectively. Morphological observation, biochemical char-
acteristics, and genetic analysis identified HM-10 as Vibrio rotiferianus. The genetic analysis involved sequence 
detection of housekeeping gene 16S rRNA, including DNA gyrase subunit B gene (gyrB), RNA polymerase sigma 
factor gene (rpoD), DNA recombination protein gene (recA), and concatenated gene sequences (4054 bp) of 16S 
rRNA-gyrB-rpoD-recA. The ECPs of HM-10 were extracted and their properties analyzed. The results showed 
that the ECPs had clear hemolytic activity in response to sheep red blood cells, while also exhibiting protease, 
gelatinase, urease, amylase, and hemolytic activity, but not lipase or lecithin activity. Susceptibility experiments 
involving 33 drugs indicated that HM-10 was highly sensitive to 17: cefepime, ceftriaxone, cefotaxime, cef-
tazidime, cefepime, cefepime, cefoxitin, cefoperazone, kanamycin, spectinomycin, tobramycin, piperacillin, am-
picillin, streptomycin, nitrofurantoin, chloramphenicol, and polymyxin B. In conclusion, the HM-10 strain of V. 
rotiferianus was the bacterial pathogen causing tail rot in lined seahorses. Our results are useful as a reference for 
the prevention and control of vibriosis in cultured seahorses. 
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