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一株罗非鱼出血病致病菌的

分离与鉴定及组织病理观察

王忠敏，黄惠莉

（华侨大学 化工学院，福建 厦门３６１０２１）

摘要：　从患有出血病症状的罗非鱼病灶部位分离筛选出一株高致病性菌（编号为ＢＣ?２），结合对菌落形态观

察、生理生化实验及１６ＳｒＤＮＡ测序，确定该高致病菌为一种致罗非鱼死亡的蜡状芽孢杆菌．通过对健康鱼进

行不同浓度致病菌的感染试验及定性数据机率的分析，可知其半数致死量（ＬＤ５０）的对数值为７．５３４８、感染的

菌浓度为３．４×１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１、置信限为９５％．通过对患病鱼的不同组织器官的切片病理结构观察，可以发

现鳃和肠是病变最明显的部位．
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罗非鱼（Ｔｉｌａｐｉａ）属于热带鱼类，在广东、海南、福建等地都有大面积养殖，是我国一种主要经济鱼

类．导致罗非鱼死亡的主要原因，有溶氧量过低、有毒物质的侵害、温度过低及病原体的感染等．在病原

体中，细菌性疾病对罗非鱼的影响最为普遍，如嗜水气单胞菌导致的运动性气单胞菌病、链球菌引起的

链球菌病、爱德华氏菌引起的爱德华氏病，以及柱状屈杆菌引起的烂腮鳃病［１］等．近些年，我国科研工作

者从鱼体内分离出致病的气单胞菌［２］、嗜水气单胞菌［３］和无乳链球菌［４］；在国外，文献［５?７］分别报道

柱状黄杆菌（犉犾犪狏狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犮狅犾狌犿狀犪狉犲）、格氏乳球菌（犛狋狉犲狆狋狅犮狅犮犮狌狊犪犵犪犾犪犮狋犻犪犲）和弗朗西斯氏菌

（犉狉犪狀犮犻狊犲犾犾犪狊狆．）均可引起罗非鱼感染发病．蜡状芽孢杆菌是一种条件致病菌，其致病性受宿主和环境

的综合影响．随着水产养殖密度的增大，鱼体的栖息环境越来越恶劣，蜡状芽孢杆菌也很可能从机会致

病菌中成为常见病原体．有研究表明
［８］：蜡状芽孢杆菌也能通过食物中毒引起人体产生腹泻、呕吐症状

的一种食源性病原菌，其本身通常是弱毒性，但其分泌的毒素会引起暴发性的食物中毒．２０００年，冯斯

敏等［９］报道了蜡状芽孢杆菌能引起军曹鱼大量死亡．本文针对当地养殖中暴发过的一次大批量罗非鱼

死亡（以出血病为主）情况，从病灶的肌肉与肠部位分离筛选出致鱼出血病的高致病菌之一，并对该菌进

行生理生化实验，观察该菌感染健康鱼后不同组织器官的微观病理结构变化．

１　材料与方法

１．１　材料

罗非鱼，由福建厦门集美台商养殖场提供．无菌脱纤维羊血（购自上海源叶生物科技有限公司），苏

木素伊红法（ＨＥ）染色液（购自江苏南京建成生物工程研究所）．培养基，主要成分为氯化钠、蛋白胨、

酵母膏、琼脂、无菌脱纤维羊血．

１．２　菌种筛选、分离与纯化

用７５％酒精对病鱼表面进行消毒处理，从病灶部位（肌肉、肠）取少量组织进行研磨成糊，加入１０

ｍＬ，０．５％的无菌生理盐水混匀，在３０００ｒ·ｍｉｎ－１离心机上离心３～５ｍｉｎ；然后，取上清液０．５ｍＬ，加
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入到４．５ｍＬ，０．５％的无菌生理盐水中，依次制成１０－３，１０－４，１０－５，１０－６，１０－７，１０－８等稀释度备用．

取２００μＬ上述每个稀释度进行ＬＢ血琼脂平板
［１０］涂布培养，每个稀释度３个平行，于３５℃培养

２４ｈ．对初筛的各个单菌落在ＬＢ琼脂平板中进行纯化培养，直至为单菌落为止，并对每个单菌落进行

显微镜观察以确保无杂菌．最后，用ＬＢ血琼脂平板对每个菌落进行涂布以记录观察菌落形态．

１．３　供试鱼的准备

选取大小基本一致的罗非鱼，分为１３组，每组鱼５条．其中：未注射任何物质的编号ＢＣ?００，注射

生理盐水的编号ＢＣ?０，注射１１种浓度致病菌的分别编号ＢＣ?１至ＢＣ?１１．水温控制为２０～２５℃，水体

ｐＨ值为６．８～７．０．实验进行腹腔注射
［１１］．对所筛选菌分别扩大培养后制成２．４×１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１的菌

悬液，每条鱼注射剂量０．２ｍＬ．

１．４　健康鱼的感染实验

制备６．５６×１０９ｃｆｕ·ｍＬ－１的原菌液，进行不同浓度（１０－１，１０－２，１０－３，１０－４）稀释及腹腔注射０．２

ｍＬ，并对受感染鱼成活时间和死亡率进行统计．取感染致死鱼的肌肉、鳃、肠、肝约５ｍｍ×５ｍｍ×２

ｍｍ大小的组织，经中性缓福尔马林固定液固定２４ｈ，再经脱水、透明、透蜡、包埋、切片（切片的厚度为

１５μｍ）及贴片处理等；然后，根据ＨＥ染色试剂盒进行染色，并在油镜下进行观察．

１．５　生化实验及１６犛狉犇犖犃序列测定

供试菌的生理生化实验参考文献［１２］．经细菌液体培养、离心获得菌体、裂解细胞（破碎或溶菌酶）、

沉淀离心、溶解、ＰＣＲ扩增，最后把扩增的序列送北京三博远志公司和生工生物工程（上海）有限公司进

行１６ＳｒＤＮＡ测序测定．

２　结果与分析

２．１　致病菌的筛选

依据实验方法，从鱼的鳃、肠、肌肉等病灶部位筛选到１１种菌，其中５株优势菌的形态如表１所示．

ＢＣ?２菌落与菌株的电镜扫描形态，如图１所示．从图１可知：ＢＣ?２菌落呈灰色，菌落直径大小在４～８

ｍｍ，溶血圈较大，直径约１１ｍｍ，为β溶血型；电镜下的ＢＣ?２菌为杆菌，从表面上无法看出有无芽孢；

革兰氏染色ＢＣ?２菌的染色结果为蓝紫色，表明为Ｇ
＋；芽孢染色观察发现菌体成蓝色而芽孢成浅红色．

表１　所筛选菌的形态及溶血情况

Ｔａｂ．１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｈｅｍｏｌｙｓｉｓｏｎｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉａ

菌株编号 菌落直径／ｍｍ 颜色 溶血圈 溶血圈直径／ｍｍ 干湿 表面 边缘

ＢＣ?１ ３～７ 深灰色 大 ２４ 干燥 凸 平整

ＢＣ?２ ４～８ 灰色 较大 １１ 干燥 凸 平整

ＢＣ?３ １～２ 棕黄色 － － 微湿 凸 平整

ＢＣ?７ ２～３ 深黄色 小 ７ 干燥 凸 平整

ＢＣ?１１ ２～６ 浅灰色 较小 １０ 干燥 微凸 不规则

（ａ）菌落形态　　　　　　（ｂ）电镜扫描形态　　　　　（ｃ）革兰氏染色　　　　　　（ｄ）芽孢染色

图１　ＢＣ?２菌的形态观察结果

Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＢＣ?２ｂａｃｔｅｒｉｕｍ

２．２　犅犆?２菌株致病性的感染结果

依据实验方法正常充气喂养７ｄ后，对每天每组鱼的感染情况及死亡率进行统计，结果如表２所

示．表２中：犖Ｉ为感染鱼尾数；犖Ｄ 为不同时间死亡鱼的尾数；η为死亡率．

从表２可知：ＢＣ?２菌的死亡率最大达到８０％，且ＢＣ?２菌出现病症及死亡时间最快；空白组（ＢＣ?０

１６６第６期　　　　　　　　　王忠敏，等：一株罗非鱼出血病致病菌的分离与鉴定及组织病理观察



与ＢＣ?００两组的死亡率为０％）．从各种菌感染后，鱼体表现出的症状所出现的时间快慢、死亡率的高

低、症状的差异，表明ＢＣ?２菌感染罗非鱼的症状为出血病，且病变反应时间最快，死亡率也最高．此外，

ＢＣ?２菌的菌落溶血圈明显，说明这种菌是罗非鱼的致病菌，而且是高致病出血病的病原体之一．所以

选ＢＣ?２菌为目标菌．ＢＣ?２菌的感染症状，主要是鳞有血丝、脱鳞、鳞片间有血丝、腹腔肿胀、大量皮肤表

面鳞和皮肤的脱落，如图２所示．

表２　罗非鱼感染及死亡情况统计表

Ｔａｂ．２　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｔａｂｌｅｏｆｔｈｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｄｅａｔｈｏｆｔｈｅｔｉｌａｐｉａ

编号 犖Ｉ／尾
犖Ｄ／尾

１２ｈ ２２ｈ ３４ｈ ４４ｈ ５４ｈ ６４ｈ ７６ｈ ８６ｈ ９８ｈ １０８ｈ１２０ｈ１３０ｈ１４２ｈ
η／％

ＢＣ?１ ５ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４０

ＢＣ?２ ５ １ １ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ８０

ＢＣ?３ ５ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４０

ＢＣ?４ ５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ＢＣ?５ ５ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２０

ＢＣ?６ ５ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２０

ＢＣ?７ ５ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４０

ＢＣ?８ ５ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２０

ＢＣ?９ ５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ＢＣ?１０ ５ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２０

ＢＣ?１１ ５ ０ ０ １ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４０

ＢＣ?０ ５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

ＢＣ?００ ５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

（ａ）空白组　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＢＣ?２菌感染

图２　死亡罗非鱼的症状

Ｆｉｇ．２　Ｓｙｍｐｔｏｍｏｆｄｅａｄｔｉｌａｐｉａ

２．３　不同犅犆?２菌浓度感染及定性数据机率分析

选取不同菌浓度（犆）的ＢＣ?２菌，对６组健康鱼（每组１０条）进行感染，统计致病菌后７２ｈ罗非鱼的

表３　不同ＢＣ?２菌浓度感染

罗非鱼的死亡情况

Ｔａｂ．３　Ｄｅａｔｈｏｆｔｉｌａｐｉａｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙ

ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＢＣ?２

犆／ｃｆｕ·ｍＬ－１ 犖Ｉ／尾 犖Ｄ／尾

６．５６×１０９ １０ １０

６．５６×１０８ １０ ７

６．５６×１０７ １０ ６

６．５６×１０６ １０ ５

６．５６×１０５ １０ ４

空白 １０ ２

死亡情况，结果如表３所示．

根据英国学者Ｄ．Ｊ．Ｆｉｎｎｅｙ的ＰｒｏｂｉｔＡｎａｌｙｓｉｓ机率分析理

论［１３］，运用ＤＰＳ软件中的生物测定对其进行计数型数据机值分

析，并确定其半数致死量（ＬＤ５０）．即

狔＝０．８４３６＋０．５５１６狓．

　　拟合程度的卡方值χ
２＝１．９６８３＜７．８１５（自由度等于３时，

χ
２
０．０５＝７．８１５），表明所求的毒力回归曲线是合适的，即否定所求模

型的异质性的假设．

从计算结果中可以得出：ＬＤ５０的对数值为７．５３４８；感染的菌

浓度为３．４×１０７ｃｆｕ·ｍＬ－１，其置信限为９５％，菌的有效作用浓

度在９．２４×１０５～３．６×１０
８ｃｆｕ·ｍＬ－１范围内．
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２．４　感染致死鱼的病理组织观察

将在感染过程中感染致死的死鱼及时保存于４℃冰箱中，以备进行病理组织切片．经过组织切片观

察，观察结果如图３所示．图３中，未感染鱼组织做空白对照．

（ａ）未感染鱼鳃　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）感染鱼鳃

（ｃ）未感染鱼肠上皮　　　　　　　　　　　　　　（ｄ）感染鱼肠上皮

（ｅ）未感染鱼肌肉　　　　　　　　　　　　　　　（ｆ）感染鱼肌肉

（ｇ）未感染鱼肝　　　　　　　　　　　　　　　　（ｈ）感染鱼肝

图３　感染致死鱼不同组织的结构变化

Ｆｉｇ．３　Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｆｏｒｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄｔｉｌａｐｉａ

从图３可知：未感染鱼的鳃丝的横切片比较完整，而感染组的鱼鳃丝肿大；未感染鱼组的肠上皮细
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胞排列紧密，而感染组的鱼肠上皮细胞较为疏松，并有裂痕；未感染鱼组与感染组的肌肉结构区别不是

很明显，只是细胞略微变大；未感染鱼组与感染组的肝组织细胞变化不大，只是感染组的肝细胞变得修

长，且有一些零散的游离细胞．从图３可知：未感染鱼空白组与感染组的鳃与肠的结构有明显的变化，而

肌肉和肝的区别不是很明显，故从病理组织结构上进一步确定ＢＣ?２是罗非鱼的一种致病菌．所发现供

试菌对罗非鱼的病变明显部位在于鳃与肠，对肝的症状却不是很明显，这可能与分泌的肠毒素有一定的

关系，有待进一步的研究．

２．５　犅犆?２菌的生理生化及１６犛狉犇犖犃序列测定

经革兰氏染色镜检发现ＢＣ?２菌为Ｇ
＋杆菌（图１），其生理生化的鉴定结果如表４所示．

表４　供试菌生理生化实验

Ｔａｂ．４　Ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙａｎｄｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙｆｏｒｓｅｌｅｃｔｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍ

鉴定项目 鉴定结果 鉴定项目 鉴定结果 鉴定项目 鉴定结果 鉴定项目 鉴定结果

革兰氏染色 Ｇ＋ 丙二酸盐利用 ＋ Ｈ２Ｓ ＋ 精氨酸双水解酶 －

芽孢染色 ＋ 柠檬酸盐利用 ＋ Ｍ．Ｒ ＋ 鸟氨酸脱羧酶 －

氧化酶 ＋ 糖、醇类发酵 － Ｖ．Ｐ － 赖氨酸脱羧酶 ＋

吲哚 ＋ 葡萄糖氧化发酵 发酵型 接触酶 ＋ 精氨酸脱羧酶 ＋

硝酸盐还原 ＋ 苯丙氨基酸脱氨酶 － 脲酶 ＋ 色氨酸脱氨酶 －

　　由北京三博远志公司测定ＢＣ?２菌的１６ＳｒＤＮＡ的序列长度为１２４２ｂｐ，ＧｅｎＢａｎｋ公司经ＢａｎｋＩｔ

提交申请获得国际基因库接受的序列号为ＪＮ２３０７０２．经Ｂｌａｓｔ比对分析后显示与该基因序列同源性较

高的全部是芽孢杆菌，其中大部分为蜡状芽孢杆菌．

图４为系统发育树，其中括号内编号为ＧｅｎＢａｎｋ序列号，结点处数字为Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值．从图４可知：

该菌与编号为ＤＱ４２０１７６．１的同源性最高（达９７％），且聚为一分支．综合ＢＣ?２的形态、生理生化鉴定

与１６ＳｒＤＮＡ基因序列分析结果，将ＢＣ?２致病菌鉴定为蜡状芽孢杆菌（犅犪犮犻犾犾狌狊犮犲狉犲狌狊）．

图４　根据ＢＣ?２１６ＳｒＤＮＡ序列构建的系统进化树

Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｂａｓｅｄｏｎｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＢＣ?２１６ＳｒＤＮＡ

３　讨论

蜡状芽孢杆菌群包括蜡状芽孢杆菌、苏云金芽孢杆菌、蕈状芽孢杆菌、炭疽芽孢杆菌、韦氏芽孢杆

菌、假蕈状芽孢杆菌［１４］．蜡状芽孢杆菌是一种革兰氏阳性，需氧，特定条件下厌氧，运动型的，能产生内

生孢子并产生有毒物质的棒状杆菌．其内生孢子是一种高度物化的处于休眠状态的一类细胞，能抵抗

极端环境，如热、脱水及其他物理刺激．蜡状芽孢杆菌能在苛刻环境中幸存是由于其孢子，一旦生存环

境有利，则孢子会生长并大量繁殖［１５］．但也有人发现孢子形成的环境对孢子的特性有影响，如耐热性与

孢子形成的温度有关［３，１６］．

近年来，对蜡状芽孢杆菌的致病性的研究表明，蜡状芽孢杆菌能引起人体产生腹泻和呕吐［１７］、出血

病［１８］、角膜炎［１９］、急性眼内炎［２０２１］．Ｌｅｅ等
［２２］报导了有关革兰氏阳性芽孢杆菌引起的皮肤类白侯感染

症状．Ｘｉｎｇ等
［２３］发现在免疫缺陷病人中蜡状芽孢杆菌能引起肝脓肿和出血病．Ｃｈａｔｔｅｒｊｅｅ等

［２４］通过统

计发现４４０７只疟蚊幼体中有２．８％被蜡状芽孢杆菌所感染．Ａｎｄｒｅａ等
［２５］发现在肝病晚期病人中蜡状
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芽孢杆菌引起的噬肉病，并且认为蜡状芽孢杆菌应该被视为一种病原菌而不仅仅是污染．研究表明蜡状

芽孢杆菌是一种能引起人类产生食物中毒的病原菌［８］．本研究表明：蜡状芽孢杆菌也能致罗非鱼感染，

表现出出血病状并引起高致死率．其不仅对人类健康食品生产是一种威胁，而且对罗非鱼也具潜在危

害．因此，进行水产养殖中罗非鱼的致病菌之一———蜡状芽孢杆菌的研究，对于食品安全及水产养殖两

方面都具有积极的意义，就像Ａｎｄｒｅａ所呼吁的一样，蜡状芽孢杆菌应该被视为一种致病菌而非仅是一

种对食品的污染．

关于鱼的病理组织结构已经有不少科学工作者有过相关的研究．蔡完其等
［２６］研究罗非鱼溃烂病的

病理结构时发现其患病骨胳肿大、肝细胞和肾上皮细胞颗粒变性，并且乳酸脱氢酶、苹果酸脱氢酶等同

工酶活性减弱或消失．秦蕾等
［２７］对养殖中的大菱鲆的爱德华氏病进行了菌种分离，并经１６ＳｒＤＮＡ鉴

定为迟钝爱德华氏菌；而对患病的大菱鲆的组织切片发现的肾脏病变最为明显，用光镜与电镜发现该病

的要主特征是巨噬细胞增生以及肉芽肿的形成．汪开毓等
［２８］从斑点叉尾急性流行病分离到一株嗜麦

芽寡养单胞菌，并对其进行组织病理观察，发现病变主要表现为全身组织器官广泛性水肿，其骨骼肌、肝

等部位损伤较为严重，超微结构发现其线粒体与细胞核明显损伤．隗黎丽
［２９］研究了微囊藻毒素对鱼类

的组织结构的变化，发现肝和肾脏等组织有一定程度的受损．

这些相关文献的报道，发现病原菌对鱼的病变的主要部位在肝．文中从患出血病的罗非鱼病灶部位

筛选出致罗非鱼产生较大死亡率的病源菌，从病理组织切片发现其病变组织最明显的是鳃和肠，其中鳃

明显肿胀，而小肠则表现为上皮细胞松散、组织结构明显遭受破坏．这与之前相关研究人员报道的爱德

华氏菌导致的肝是主要的病变部位有区别［２６?２８，３０?３１］．

以该蜡状芽孢杆菌为出发菌株，开发对罗非鱼及水产养殖中对抗此种病的各种疫苗的研制，通过免

疫来增强鱼体自身免疫力、减少抗生素的使用营造一个健康、生态的食物链关系，具有一定的研究意义

和广泛的应用前景．
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