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摘要: 2017 年 8 月, 天津市滨海新区某养殖场大菱鲆(Scophthalmus maximus)发生病害, 累计死亡率约为 25%, 患病

鱼体表无明显症状。通过肉眼和病理组织切片观察发现, 患病鱼肾脏、脾脏、肝脏和肠道存在大量圆形结节, 肾脏、

肝脏和脾脏组织病变明显, 肾小管坏死, 肝细胞脂肪变性, 脾脏中存在大量的坏死细胞。此外, 在脾脏和肾脏组织

中发现大量的抗酸杆菌。利用传统病原菌分离方法 , 从具有典型症状的濒死大菱鲆肾脏组织分离到优势菌株

myco-10, 利用该菌株注射攻毒能导致健康大菱鲆 66.7%的死亡率, 且表现出与自然发病鱼相同的症状。采用 16S 
rDNA、Hsp65、ropB 基因序列分析, 构建系统发育树并结合细菌形态特征、生理生化测试对菌株 myco-10 进行鉴

定, 结果显示, 菌株 myco-10 的 16S rDNA、Hsp65、ropB 基因序列与分枝杆菌属细菌(Mycobacterium spp.)相似度

最高, 且在系统发育树中与海分枝杆菌(Mycobacterium marinum)和溃疡分枝杆菌(Mycobacterium ulcerans)聚为一

簇, 生理生化反应与海分枝杆菌一致。综合生理生化特征和基因序列分析结果, 将菌株 myco-10 鉴定为海分枝杆

菌。这是中国首例分枝杆菌引起大菱鲆病害的报道, 可为大菱鲆内脏结节病的防治提供参考资料。 
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大菱鲆 (Scophthalmus maximus)隶属鲽形目

(Pleuronectiformes)、鲆科(Bothidae)、菱鲆属, 俗
称多宝鱼, 自然分布于欧洲沿岸各主要海区, 其
肉质鲜嫩、营养价值高, 在欧洲水产品市场广受

欢迎[1]。1992 年大菱鲆被引种到国内, 1998 年人

工繁殖取得突破后, 大菱鲆养殖迅速兴起, 逐渐

成为中国北方沿海地区海水工厂化养殖的主要品

种[2]。随着大菱鲆养殖规模的迅速扩大, 疾病发生

日趋频繁, 特别是在海水工厂化高密度养殖生产

中, 高温季节病害尤为严重。大菱鲆的细菌性疾

病、病毒性疾病和寄生虫病均有报道[3-11], 其中细

菌性病原包括迟缓爱德华氏菌 ( Edwardsiella 
tarda)[3]、鳗弧菌(Vibrio anguillarum)[4]、副乳房链

球菌 (Streptococcus parauberi)[5]、杀鲑气单胞菌

(Aeromonas salmonicida)[6]、海弧菌(Vibrio pela-
gius)[7]、哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)[8]、溶藻弧菌

(Vibrio alginolyticus)[9]等。 
2017 年 8 月, 天津市滨海新区某海水鱼养殖

场大菱鲆发生一种新型疾病, 日死亡率约为 0.5%, 
死亡持续 30 d 以上(期间养殖水温为 22~23℃)。
除少数患病鱼表现为反应迟钝, 离群独游, 体色

发黑外, 无其他明显发病症状, 分别用氟苯尼考、

盐酸土霉素和恩诺沙星以口服投喂的方式进行治

疗没有明显效果。为了分析病因, 本实验开展了

病原学和组织病理学研究, 初步证明了引起此次

大菱鲆疾病的病原为海分枝杆菌(Mycobacterium 
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marinum), 这是分枝杆菌引起大菱鲆疾病在国内

的首次报道, 可为大菱鲆疾病的防控和健康养殖

提供理论依据和参考。 

1  材料和方法 

1.1  实验对象 
患病大菱鲆采集于天津市滨海新区某海水鱼

养殖场, 体长为 10~14 cm, 濒死鱼装入氧气袋后

被快速送往实验室进行诊断和病原分离。体长

6~10 cm 的健康大菱鲆由天津市滨海新区立信水

产养殖有限公司提供。 
1.2  主要试剂  

脑心浸液培养基 (BHI)、Middlebrook 7H10 
(+OADC)培养基(7H10), Lowenstein-Jenen 培养基

(L-J)购于美国 BD 公司, DNA 提取试剂盒、2× 
Master PCR MIX 购于宝生物工程(大连)有限公司, 
细菌微量生化管购自杭州微生物试剂有限公司。 
1.3  病原菌的分离和寄生虫观察 

用 MS222 对患病鱼进行麻醉后, 用 70%酒精

棉球反复擦拭体表, 无菌条件下对病鱼进行解剖, 
用接种环分别从患病鱼的肾脏和脾脏组织取少量

样品划线接种于 BHI、7H10 和 L-J 培养基, 28℃

培育 4 周后进行观察, 选取优势菌落进行纯化后

保存。取患病鱼的鳍条、鳃、黏液、内脏结节等

样品在显微镜下进行寄生虫检查。  
1.4  病理组织切片   

将患病鱼的脾脏、肾脏、肝脏、肠道组织样

品切成约 0.5 cm 小块, 用中性福尔马林固定后, 
酒精梯度脱水, 石蜡包埋, 切成 5 µm 厚度, 然后

进行 hematoxylin-eosin staining 染色(HE)和 Ziehl- 
Neelsen 染色(ZN)。 
1.5  患病鱼的特定病原检测   

将患病鱼脾脏和肾脏样品进行混合匀浆, 利
用动物组织 DNA 提取试剂盒提取 DNA, 分别用

分枝杆菌属(Mycobacterium)通用引物 T39、T13
和 preT43、T531, 鲑肾杆菌 (Renibacterium sal-
moninarum)检测引物 BKDF、BKDR 和 BKDF2、
BKDR2, 立克次氏体(Rickettsia-like organism)检
测引物 PS-F、PS-R 进行 PCR 检测(表 1)[12-14]。对

PCR 产物进行回收、测序, 测序结果与 NCBI 数

据库中已登录 GenBank 的基因片段进行比对。 
1.6  分离菌株的分子生物学鉴定   

利用细菌 DNA 提取试剂盒提取分离菌株的

基因组, 并以此为模板, 利用分枝杆菌属通用引 
 

表 1  本实验中所用的引物 
Tab.1  PCR primers used in this study 

引物名称 primer 引物序列(53) sequence (53) 扩增片段长度/bp segment length 用途 application 

T39 GCGAACGGGTGAGTAACACG 

T13 TGCACACAGGCCACAAGGGA 

936 

preT43 AATGGGCGCAAGCCTGATG 

T531 ACCGCTACACCAGGAAT 

300–312 

套氏 PCR 检测分枝杆菌属细菌 
test Mycobacteria sp. by nested PCR

BKDF GACGGCAATGTCCGTTCCCGGTTT 

BKDR CAAGGTGAAGGGAATTCTTCCACT 

501 

BKDF2 CGCATTATCGTTACACCC 

BKDR2 TTCAACAGTACAAGGCTTCA 

314 

套氏 PCR 检测肾杆菌 
test Renibacterium salmoninarum by 
nested PCR 

PS-F CTAGGAGATGAGCCCGCGTTG 

PS-R ATTTCA CATCCAACTTAATCT 

390 PCR 检测立克次氏体 
test Piscirickettsia by PCR 

27F AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 

1492R TACGGYTACCTTGTTACGACTT 

1480–1494 扩增 16S rDNA 基因 
16S rDNA gene clone 

Myco-F GGCAAGGTCACCCCGAAGGG 

Myco-R AGCGGCTGCTGGGTGATCATC 

752–761 扩增 rpoB 基因 
rpoB gene clone 

Hsp-F ATCGCCAAGGAGATCGAGCT 

Hsp-R AAGGTGCCGCGGATCTTGTT 

644 扩增 hsp65 基因 
hsp65 gene clone 
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物进行套氏 PCR 检测。此外, 分别利用引物 27F
和 1492R [15], Myco-F 和 Myco-R [16], Hsp-F 和

Hsp-R[17]扩增分离菌株的 16S rRNA、rpoB、hsp65
基因序列(表 1), PCR 扩增产物切胶回收后, 与
PMD-18T 载体连接, 转 E. coil TOP10 感受态细胞, 
挑取阳性克隆进行测序, DNA 测序由生工生物工

程(上海)股份有限公司完成, 利用 NCBI 数据库

对测序结果进行同源性比较, 并利用 MEGA 4.1
软件采用邻位相连法(neighbor-joining)构建系统

发育树。  
1.7  分离菌株的形态学观察和生理生化特征  

参照东秀珠等[18]的方法对分离菌株进行生理

生化测试, 包括抗酸染色、硝酸盐还原、5%NaCl
生长、脲酶活性、接触酶活性、芳香硫酸酶活性

和吐温80 水解。 
分离菌株的透射电镜观察: 用 2.5%戊二醛对

菌落进行固定, 经 0.1 mol/L 的磷酸缓冲液清洗 3
次后, 再用 1%锇酸于 4℃下振荡固定 3 h; 然后用

缓冲液清洗 3 次, 乙醇梯度脱水, 环氧丙烷置换, 
Spurr 树脂浸透包埋; 切成 70 nm 厚度, 经醋酸双

氧铀和柠檬酸铅染色, 透射电子显微镜下观察并

拍照。 
分离菌株的扫描电镜观察: 用 2.5%戊二醛对

菌落进行固定后, 进行乙醇梯度脱水、中间液代

换、临界点干燥和样品粘贴, 离子溅射仪镀膜后

观察并拍照。 
1.8  人工感染实验   

69 尾健康大菱鲆在暂养 2 周后被用于实验。

随机选取 9 尾鱼用于特定病原检测, 分别取 9 尾

鱼的内脏混合样品, 按照套氏 PCR 方法进行分枝

杆菌属细菌检测, 实验结果显示 9 尾鱼均为阴性。

其余 60 尾大菱鲆被随机平均分为 2 组, 实验组腹

腔注射 0.1 mL 3×108 CFU/mL myco-10菌悬液, 对
照组注射 0.1 mL 0.85%的无菌生理盐水。实验鱼

在 22℃的循环水养殖系统中养殖 30 d, 每天观察

鱼的发病情况并及时捞走死鱼 , 统计死亡结果 , 
濒死鱼被用于病原的再次分离。 

2  结果与分析 

2.1  患病鱼主要症状和组织病理切片观察 
患病鱼除少数表现为体色发黑外体表无明显

症状, 利用显微镜进行寄生虫检测, 除体表黏液

中有少量纤毛虫外, 其他部位未检测到寄生虫。

对患病鱼进行解剖, 在脾脏、肾脏中发现大量白

色结节, 直径为 0.5~2.0 mm (图 1)。 
利用组织切片, 发现除脾脏(图 2A)和肾脏组

织(图 2C)中存在大量的圆形或椭圆形结节以外, 
在肝胰腺(图 2E)和肠道(图 2G)中也存在少量结节, 
直径为 20~500 µm。通过组织病理观察, 发现脾

脏中存在大量的坏死细胞, 以及血铁黄素的沉积

(图 2B)。肾脏组织中肾小管坏死, 部分肾小管被

纤维细胞包被(图 2D)。肝细胞脂肪变性, 部分肝

细胞细胞核消失(图 2F), 肠道中存在的结节使肠

绒毛发生融合(图 2G)。此外, 利用抗酸染色, 在
肾脏和脾脏组织中发现大量的杆状抗酸细菌(图
2H, 2I)。 

 

 
 

图 1  患内脏结节病大菱鲆的主要特征 
脾脏(A)和肾脏(B)中发现大量的白色结节(→所示). 

Fig. 1  Typical symptom of Scophthalmus maximus suffering granulomas in internal organs 
Abundant white granulomas were observed in the spleen (A) and kidneys (B) (arrows). 
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图 2  患病鱼的组织病变情况 
A、C、E、G: 脾脏、肾脏、肝脏、肠道中存在大量结节(☆所示)(HE 染色); B. 脾脏中血铁黄素沉积()  

(HE 染色); D. 肾小管上皮细胞变性, 坏死 () (HE 染色); F. 肝细胞脂肪变性() (HE 染色); 
 H、I. 肾脏和脾脏中存在大量的抗酸菌() (ZN 染色). 

Fig. 2  The pathological changes of the tissue of diseased fish 
A, C, E, G: abundant nodules in spleen, kindey, liver and intestinal tract (stars) (HE); B. Hemosiderin deposition  

in spleen (arrows) (HE); D. Degeneration and necrosis in the epithelial cells of tubules (arrows) (HE);  
F. Fatty degeneration of hepatocytes (arrows) (HE); H, I. lots of acid-fast bacilli in kindey and spleen (arrows) (ZN). 

 
2.2  患病鱼的特定病原检测 

利用套氏 PCR 方法, 对患病鱼内脏组织进行

分枝杆菌属细菌的检测, 结果显示能扩增出 936 bp
和 308 bp 的特异性核酸片段, 对 PCR 产物进行测

序、比对后发现, 核酸序列与海分枝杆菌相似性

为 99%。利用鲑肾杆菌和立克次氏体 PCR 检测引

物未能扩增出目的条带(图 3)。 

2.3  病原菌的分离纯化 
利用 7H10 培养基, 从患病鱼脾脏和肾脏可

以分离到大量形态一致的圆形、干燥、不透明菌

落。将优势菌株进行纯化, 将其命名为 myco-10。
黑暗条件下, 菌株 myco-10 在 7H10 和 L-J 培养基

中都生长为白色菌落, 光照 48 h 以后, 白色菌落

变成黄色(图 4)。在 BHI 平板中, 菌株 myco-10 生
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长速度极为缓慢, 划线接种 15 d 以后, 菌落如针

尖大小。 
 

 
 

图 3  患病鱼组织的病原检测和菌株 myc-10 的 
16S rDNA、rpoB、Hsp65 基因扩增 

M: DL2000 DNA marker; 1, 2: 对患病鱼进行分枝杆菌检测; 
3, 4: 对患病鱼进行鲑肾杆菌检测; 5: 对患病鱼进行立克次

氏体检测; 6, 7: 对菌株 myco-10 进行分枝杆菌检测; 8, 9, 10:  
菌株 myco-10 的 16Sr DNA、rpoB、Hsp65 基因的扩增. 

Fig. 3  Pathogens detection for disease fish by PCR and am-
plify 16S rDNA, rpoB, Hsp65 genes for isolate myco-10 
M: DL2000 DNA marker; 1, 2: test Mycobacterium sp. for 
disease fish; 3, 4: test Renibacterium salmoninarum for disease 
fish; 5: test Rickettsia-like organism for disease fish; 6, 7: test 
Mycobacterium sp. for isolated myco-10; 8, 9, 10: amplifying  

16S rDNA, rpoB, Hsp65 genes for isolate myco-10. 
 

2.4  分离菌株的鉴定 
生理生化测试结果表明, 菌株 myco-10 在脲

酶、Tween-80 水解、68℃下过氧化氢酶、芳香硫

酸酯酶等反应中显示阳性, 硝酸还原酶、5% NaCl
生长为阴性。 

对菌株 myco-10 进行 ZN 染色, 结果呈阳性

(图 5A)。通过扫描电镜发现, 菌株 myco-10 为稍

微弯曲的无鞭毛杆菌, 菌体大小为 2 µm×0.4 µm~  

3 µm×0.4 µm (图 5B)。通过透射电镜发现, 菌株

myco-10 的细胞壁较厚(图 5C)。 
PCR 扩增获得菌株 myco-10 的 16S rDNA、

rpoB、Hsp65 基因片段, 片段大小分别为 1492 bp、
761 bp和 644 bp (图 3), 利用 NCBI 数据库进行比

对分析, 发现该序列与分枝杆菌属相似度最高。

分别利用 GenBank 中已登录的分枝杆菌属的 16S 
rDNA、rpoB 和 Hsp65 基因序列进行匹配排列后构

建系统发育树, 结果表明, myco-10 的 16S rDNA
的基因序列与溃疡分枝杆菌 (Mycobacterium ul-
cerans)、海分枝杆菌、结核分枝杆菌(Mycobacterium 
tuberculosis)、牛分枝杆菌(Mycobacterium bovis)、
山羊分枝杆菌 (Mycobacterium caprae)共聚一枝

(图 6)。myco-10 的 rpoB 和 Hsp65 基因序列与溃

疡分枝杆菌、海分枝杆菌聚为一枝(图 7 和图 8)。 
据报道, 分枝杆菌的 ropB 和 Hsp65 基因较

16S rDNA 基因在种间具有更好的区分度[19], 利
用 这 两 个 基 因 序 列 构 建 系 统 发 育 树 , 发 现

myco-10 能与其他分枝杆菌分开, 但仍然与海分

枝杆菌和溃疡分枝杆菌聚为一枝(图 7, 图 8)。这

可能是由于海分枝杆菌和溃疡分枝杆菌的基因组

高度相似所造成(相似度高达 98.3%)[20]。生理生

化实验结果表明, 菌株 myco-10 的 Tween-80 水解

和芳香硫酸酯酶反应为阳性, 与海分枝杆菌一致, 
而与溃疡分枝杆菌不符[21]。因此, 根据分子生物

学和生理生化方法, 将菌株 myco-10 鉴定为海分

枝杆菌。 
 

 
 

图 4  菌株 myco-10 的菌落形态特征和光照产色性 
L-J 培养基(A)和 7H10 培养基(B), 菌株 myco-10 的菌株光照前(右边)和光照后(左边). 

Fig. 4  Morphology and photochromogenicity of isolated myco-10 
Lowenstein-Jensen slant tubes (A) and 7H10 agar medium (B). White colonies (right) of isolated myco-10  

turned yellow (left) when exposed to light directly. 
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图 5  菌株 myco-10 的形态特征 
A. 抗酸染色; B. 扫描电镜; C. 透射电镜. 

Fig. 5  Morphological characteristics of isolated myco-10 
A. Acid-Fast stain; B. Scanning electron micrograph; C. Transmission electron microscopy. 

 

 
 

图 6  基于 16S rDNA 基因利用邻接法构建进化树 
Fig. 6  Phylogenetic tree based on neighbor-joining analyses of the 16S rDNA gene sequences 

 

2.5  人工感染实验 
从人工感染后的第 20 天开始, 实验组大菱鲆

开始出现死亡, 至第 30 天累计死亡率为 66.7%, 
对照组没有死亡。死亡鱼的主要症状为腹部膨胀, 
脾脏和肾脏出现大量白色结节, 与自然发病鱼的

症状类似, 从结节处分离的菌株与 myco-10 具有

相同的生理生化特性和 16S rDNA 基因序列。 

3  讨论 

结节病是一种严重危害养殖鱼类的疾病, 该
病以形成局部性肉芽肿为主要病理特征。据报道, 
能引起鱼类结节病的病原主要有分枝杆菌[22]、诺

卡氏菌(Nocardia sp)[23]、立克次氏体[24]、美人鱼

发光杆菌(Photobacterium damselae) [25]、鲑肾杆菌[26]

和杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida) [27]。在

这些病原中, 分枝杆菌、立克次氏体和鲑肾杆菌

的分离和培养相对较为困难。因此, 本研究在进

行病原分离之前, 利用 PCR 的方法对患病鱼进行

这 3 种病原的检测, 以便快速确定疑似病原后, 
选择合适的方法对病原进行分离和培养, 提高成

功率。经 PCR 检测发现, 从患病鱼内脏组织中检

测到分枝杆菌阳性 , 鲑肾杆菌和立克次氏体阴

性。这暗示患病鱼可能被分枝杆菌感染。 
鱼类分枝杆菌病是一类由分枝杆菌属的非结 
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图 7  基于 rpoB 基因利用邻接法构建进化树 
Fig. 7  Phylogenetic tree based on neighbor-joining analyses of the rpoB gene sequences 

 

 
 

图 8  基于 Hsp65 基因利用邻接法构建进化树 
Fig. 8  Phylogenetic tree based on neighbor-joining analyses of the Hsp65 gene sequences 
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核分枝杆菌引起的长期性感染疾病, 是鱼类常见

的细菌性疾病。分枝杆菌宿主广泛, 条纹鲈(Morone 
saxatilis)[28]、红腹锯脂鲤 (Pygocentrus nattereri 
Kner)[29]、纹鳢(Channa striatus)[30]、中华鲟 (Acipenser 
sinensis)[19]、大西洋鲑(Salmo salar L)[31]等都能被

其感染。最近, 我们发现了由海分枝杆菌引起的

半滑舌鳎(Cynoglossus semilaevis Günther)分枝杆

菌病[22]。本实验又从患病大菱鲆中检测到海分枝

杆菌, 这说明海分枝杆菌可能已成为感染中国鲆

鲽鱼类的常见病原, 需要引起重视。 
尽管葡萄牙学者 dos Santos 等[32]于 2002 年首

次从患结节病的大菱鲆体内分离到海分枝杆菌。

但根据科赫法则, 对病原菌的确诊需要利用从患

病宿主中分离到的病原对同种生物进行感染, 且
被人工感染的动物应出现与自然发病动物类似的

症状。在 dos Santos 等[32]的研究中, 虽然分离了

疑似病原, 但未开展人工感染实验, 本研究通过

回感实验验证了 myco-10 菌株对大菱鲆的致病性, 
且实验动物出现与自然发病大菱鲆类似的症状 , 
从而确定了大菱鲆是海分枝杆菌的易感宿主。 

研究表明, 斑马鱼(Brachydanio rerio)的巨噬

细胞能吞噬海分枝杆菌, 这种机制可能限制海分

枝杆菌在斑马鱼体内的生长[33]。但进一步研究发

现, 海分枝杆菌能在斑马鱼巨噬细胞内生长繁殖, 
并随着巨噬细胞的运动而转移传播[34]。巨噬细胞

与病原菌在吞噬与抗吞噬的斗争过程中, 当细菌

的增殖速度和抗吞噬作用超过吞噬细胞的吞噬能

力时, 吞噬细胞开始发生变性、坏死, 细菌大量繁

殖, 这又导致了巨噬细胞和免疫细胞的聚集。最

初变性坏死的吞噬细胞, 以及大量繁殖的细菌与

随后重新聚集的巨噬细胞和免疫细胞共同形成结

节[25]。随着结节内细菌的不断繁殖, 细菌向外扩

散, 巨噬细胞重新开始聚集形成新的结节, 随着

几个结节相互融合, 逐渐形成较大的结节。本实

验中, 这种结节融合的现象在患病大菱鲆肝脏中

被观察到(图 2E)。脾脏、肾脏和肠道与鱼类的免

疫器官, 这些部位存在较多的巨噬细胞，因此易

形成结节，但本实验中在患病大菱鲆的肝脏中也

发现了结节的存在, 这是否与巨噬细胞的转移有

关还有待于进一步研究。 

由于药物难以渗透到结节内部, 从而导致利

用药物对鱼类分枝杆菌疾病进行治疗效果不明显, 
这也解释了为何此次疾病发生后利用抗菌类药物

进行治疗没有明显效果。鱼类在被分枝杆菌感染

后, 除及时清除和焚烧死鱼外, 目前尚无有效的

处理措施[35]。尽管有学者提出在尚未形成结节以

前, 杀菌抑菌是减少鱼类因感染分枝杆菌而死亡

的最有效措施[36], 但在养殖生产过程中, 由于鱼

类分枝杆菌病发病速度慢, 症状不明显, 在发病

早期不易被发现, 所以该方法在生产中很难被应

用。尽管具体的传播途径还不十分清楚, 但众多

研究表明分枝杆菌能通过养殖水体进行传播[37]。

因此, 对养殖水产进行严格消毒, 对苗种进行病

原检疫可能是目前预防鱼类分枝杆菌疾病最有效

的措施。此外, 由于海分枝感染能感染人类[38]。

因此 , 深入开展鱼类分枝杆菌疾病的防控研究 , 
对于水产养殖动物和养殖者的健康都具有重要的

意义。 
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Isolation and identification of the pathogen causing granulomas in in-
ternal organs of turbot Scophthalmus maximus 
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Abstract: Turbot (Scophthalmus maximus) is an economically important marine fish species cultured in China. 
However, disease is a major problem in the turbot aquaculture fishery, causing high mortality. In August 2017, a 
disease outbreak among turbot in a marine farm in Tianjin led to a cumulative mortality rate of 25%. The main 
symptom of the disease was abundant white granulomas in the internal organs of the turbot. To define the causa-
tive pathogens, bacteria were isolated from the spleen and kidneys of diseased fish using conventional methods. 
An artificial infection experiment was conducted to determine the pathogenicity of the isolated strain. The 16S 
rDNA, Hsp65, and ropB gene sequences, as well as morphological and biochemical characteristics of the strain, 
were examined. In addition, histopathological analysis was performed on the diseased turbot. Abundant white 
granulomas were observed in the spleen, kidneys, livers, and intestinal tracts of diseased fish. The hepatocytes in 
the livers of the diseased fish were damaged, and several irregular vacuolations were observed. Some of the spleen 
cells were enlarged and necrotic, and epithelial cells from the renal tubule showed vacuolar degeneration and ne-
crosis. Furthermore, in the center of the pregranulomas, as well as kidney and spleen macrophages contained sev-
eral phagocytized red, rod-shaped acid-fast bacteria. Strain myco-10 was isolated from spleens of diseased fish. 
Healthy turbot were subjected to bacterial challenge tests by intraperitoneal injection of 3×108 cfu/fish of the iso-
lated myco-10. The accumulative mortality rate was 66.7% within 30 days post-infection. Diseased turbot dis-
played symptoms similar to those observed in naturally infected individuals. Strain myco-10 showed positive 
pigmentation production after exposure to visible light, Tween-80 hydrolysis, urease, catalase at 68℃, and aryl-
sulfatase, and negative results in terms of nitrate reductase and growth on 5% NaCl. Phylogenetic trees were con-
structed by matching 16S rDNA, Hsp65, and ropB genes of Mycobacterium spp. registered in GenBank. The re-
sults showed that strain myco-10 clustered with Mycobacterium marinum and Mycobacterium ulcerans. Strain 
myco-10 was determined to be M. marinum based on bacterial morphology, analytical profile index identification, 
and 16S rDNA, Hsp65, and ropB genes sequences. The results of this study suggest that M. marinum is the causal 
agent of granulomas in the internal organs of turbot. To the best of our knowledge, this is the first report on My-
cobacterium spp. causing disease in turbot in China. Our findings will be useful as a reference for the prevention 
and control of mycobacteriosis in cultured turbot. 
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