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摘 要 从 患病文蛤 Meretrix meretrix体 内分离出一优势菌株 wTO1，回归感染试验证 明是文蛤 

的致病菌。对该菌形态、生理生化特征、盐度 、温度和 pH值 生长条件 以及 16S rRNA基 因序列进行 

了研 究。结果表明，该茵为革兰氏 阴性 菌，发 酵葡萄糖 产酸不产气，氧化酶 阳性 ，生长需 NaC1，无 色 

素 ，不发光，在 TCBS平板上形成 圆形黄色菌落，对弧茵抑制剂 O／129敏感，具有弧菌属 的典型特征。 

16S rRNA基 因序列分析表 明，该 菌与需钠弧茵 Vibrio natriegen的亲缘关 系最为接近 ，其 同源性达 

99 9／6以上。因此，将该茵鉴定为需钠弧 菌。实验 显示其半数致死量为 5．5×10 CFU／g。19种抗 茵 

药物药敏试验结果表 明，该茵对氟哌酸、复方新诺明、菌必治、先锋 必、链霉素、氯霉素和庆大霉素等抗 

生素较 为敏感。并对其胞外产物的生物学特性进行 了分析。 
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ABSTRACT A pathogenic bacterium (W T0 1)was isolated from diseased clam M eretrix mere— 

trix Linnaeu，and was confirmed to be the pathogen of the epidemic by artificial infection experi— 

ment．The morphological，physiological and biochemical characteristics and 1 6 S rRNA sequence 

were analyzed for this bacterium ，and the relationship between reproduction of the bacterium and 

NaCl concentrations，P H and temperature were also determined．The results showed that the 

strain was gram—negative，glucose fermented without gas production，oxidase positive，requiring 

sodium ions for growth，no pigment，non—luminescence；It grew well on TCBS—plate as yellow 

colonies and was sensitive to Vibrio inhibitor O／1 2 9．Therefore，it was confirmed that the strain 
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belonged to the genus of Vibrio．The sequence analysis of 1 6S rRNA gene of W T01 and compar— 

ison with that of other related V／brios showed that W T0 1 was very close to V／brio natriegen． 

with a similarity of 99 ．In conclusion，strain W T01 belonged to Vibrio natriege，and the I D50 

of the bacterium to M．meretrix was 5．5×10 CFU／g(tested by Reed—Muench method)．The 

sensitive test showed that the pathogen was sensitive to drugs such as norfloxacin(NOR)，bact— 

rim(SXT)，ceftriaxone(CRO)，cefobid(CFP)，streptomycin(STR)，chloromyeetin(CMP)and ci— 

domycin(GEN)．Biochemical analysis was also done for its extracellular products． 

KEY W oRDS Meretrix meretri~ Vibrio natriegen l 6S rRNA gene 

Phylogenetic tree Biological characteristics 

文蛤 Meretrix meretrix Linnaeus是我 国沿海常见的一种重要经济贝类 ，是出口创汇 的重要水产品之一。 

近年来 ，随着文蛤养殖规模 的扩大，由于养殖水域水质环境恶化和各种疾病 的流行 ，引发的养殖文蛤 的大规模 

死亡已造成巨大的经济损失。因此 ，预防与控制养殖文蛤病害的发生 ，加强文蛤疾病的研究 ，已经成为保 障文 

蛤养殖业可持续发展的当务之急。 

弧菌类 ，大多是致病菌，是水产养殖动物体内外和养殖环境 中的正常菌群 ，当环境条件异常，导致弧菌大量 

繁殖或养殖动物体质下降时，往往会引起弧菌病的暴发流行(沈晓盛等 2005)。通常认 为文蛤死亡是由弧菌 

的流行性感染所致(Heshil et a1． 1998)，已从病文蛤体 内分离到并证 明其致病性 的病原弧菌有溶藻弧菌 

Vibrio alginolyticus、弗尼斯弧菌 Vibrio furnissii和副溶血弧菌 Vibrio parahaemolyticus(郑国兴等 1991； 

王广和等 1992；杨美桂 1978)，并对副溶血弧菌的致病性及其防治做了相关研究(刘军义等 1996；沈亚林 

等 1993)。2007年 9月浙江省温州市龙湾区养殖文蛤发生大面积死亡，死亡率高达 7O ，从具有明显发病症 

状的文蛤肝胰脏中检出 1株优势细菌 ，回归感染实验证明其为致病病原菌，经形态 、生理生化、生长条件及 16S 

rRNA基因序列的测定及系统发育树分析 ，鉴定为需钠弧菌 Vibrio natriegen，并对其一些生物学特性和敏感 

药物进行了测定 ，旨在为养殖生产实践中该病的诊断与防治 、健康养殖模式的建立提供理论依据和实践基础。 

1 材料与方法 

1．1 病原菌的分离 

患病文蛤取 自温州市龙湾区，壳径大小为 3～4 cm。用无菌操作的方法 自肝胰脏取样 ，接种于 2216E培养 

基斜面上，28℃培养 24 h后 ，从斜面上挑取优势菌落于 TCBS培养基平板反复划线分离 ，直至长出形态大小 

基本一致的菌落 ，标记为 WT01。挑取单菌落转接种于 2216E斜面保存备用。 

1．2 人工感染和半数致死量 LD 。的测定 

健康文蛤取 自浙江省海洋水产养殖研究所清江养殖场 ，分组饲养于 50L的塑料桶(盛砂滤海水 40 L)中， 

每组 1O个 。将细菌接种于 2216E培养基上 ，28℃培养 24 h，用无菌生理盐水(0．85 NaC1)洗下，制成悬浊 

液 ，倒入饲养用塑料桶内，通过 比浊器结合平板计数法调整菌液浓度分别 为：1．0×10。、1．0×10 、1．0×10 、 

1．0×10。和 1．0×10 CFU／ml。将文蛤浸浴于上述菌液中 ，对照组浸浴等量的正常海水。每天投喂金藻，部分 

换水(水体 pH8．0--8．2，温度 24～28℃，海水盐度 24～26)，充气 ，连续观察并记录 14 d内死亡文蛤数。应用 

Reed—Muench法(Reed et a1． 1983)计算 LD 

1．3 病原菌的再分离和生理生化特征鉴定 

取感染组中死亡的文蛤无菌操作 ，于肝胰脏重新分离细菌 ，接种于 2216E培养基，28℃培养 24 h，取优势 

菌落重复划线分离出菌株 WT02。细菌形态 、生理生化测定按照《常见细菌系统鉴定手册》(东秀珠等 2001) 
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进行 ，细菌鉴定微量发酵管，购 自杭州天和微生物试剂有限公司。 

1．4 细菌生长条件的测定 

配制不同盐度(O～120)和 pH(5．0～12．0)的 2216E液体培养基，接种细菌。参照杨嘉龙等(2007)方法， 

28℃培养 24 h，721分光光度计 600 nm测定 OD值。配制盐度 30、pH 值 7．6的 2216E液体培养基 ，接种细 

菌 ，于不同温度(0~45℃)恒温培养 24 h，721分光光度计 600 nm测定 OD值 。 

1．5 16S rRNA基 因序列分析 

1．5．1 PCR 模板 DNA 的制备 

将细菌接种到 2216E斜面培养基上 ，28℃培养过夜 。用无菌生理盐水 (0．85 NaC1)洗脱细菌 ，水浴煮 

沸 10 min，冷却离心(7 000 g)10 rain，取上清液作为模板 。 

1．5．2 16S rRNA扩增与测序 

扩增 16S rRNA基 因所 需引 物 由上海 生工生 物工程 技术 服务公 司合 成，正 向引物为 ：51_AGAGTTT— 

GATCCTGGCTCAG一3 ，反向引物为 ：5 r_GGCTACCTTGTTACGACTT一3 。PCR反应体系(50 1)：1×PCR 

缓冲液 5 l，25 mmol／L MgC12 3 ffl，2 mmol／L dNTPs 0．75 ffl，5U／t~l的 Taq DNA 聚合酶 0．25 tzl，0．6 

mmol／L的引物各 1 l，模板 DNA 5 l，ddH2O 34 1。PCR反应条件 ：94℃预变性 6 rain，94℃变性 1 rain，55 

℃退火 1 rain，72℃延伸 2 min，完成 30个循环后 于 72℃延伸 6 rain，取 5 1反应液在含 0．5 g／L EB的 1 

琼脂糖凝胶上电泳 ，紫外检测仪下观察结果 。PCR扩增产物交由上海生工生物技术服务公司进行序列测定 。 

1．6 序列分析及系统发育树的构建 

将菌株 WT01的 16S rRNA基因序列与从 GenBank数据库中获得的弧菌属细菌的 16S rRNA基 因序列 

进行 比对 ，采用 Clustal V Method方法和 DNA Star软件进行序列 同源性比对和系统发育树的建立 。 

1．7 溶血性、细胞毒性和酶活性 

1．7．1 胞外产物的提取 

接种细菌于 2216E斜面培养基上 ，28℃培养 24 h，无菌生理盐水洗脱制成菌悬液 ，12 000 g离心 15 rain， 

取上清，0．22 l微孔滤膜抽滤 ，滤液经平板涂布培养 ，证实无菌生长后 ，分装低温保存备用。 

1．7．2 溶血性 试验 

在每个无菌离心管中加入 100 1无菌生理盐水 ，加上清液 100 td，进行倍 比稀释 ，每管中加入小 鼠、人 O 

型血和鲫鱼等不同来源的 1 红细胞悬液 100 tL1于每管 中，37℃孵育 1 h，4℃过夜 ，以无菌生理盐水组为阴性 

对照 。 

1．7．3 细胞毒性试验 

将无菌处理 的上清液加入到长满单层草鱼吻端成纤维细胞(PSF)的 96孔细胞培养板中，每孑L 100 td，置 

于 37℃密闭培养 24 h，观察细胞的病变情况 ，以加 2 的小牛血清的 1640培养液为正常对照 。 

1．7．4 底物 酶活性 

分别用 PBS(pH 值 1．4)配 制含 明胶 (0．4 )、酪蛋 白 (0．4 )、淀 粉 (0．2 )、吐温 80(1．0 )和尿 素 

(2．0 ，加酚红指示剂)的 1 的琼脂平板 ，打孔，每孔加入 1O 1上清液 ，28℃湿盒恒温孵育 24 h，向明胶平板 

中加入酸性氯化汞溶液 ；向酪蛋白中加入 10％的三氯乙酸溶液 ；向淀粉平板 中加入鲁哥氏碘液。观察平板，以 

出现透明圈(明胶、酪蛋 白和淀粉平板)或不透明圈(吐温 8O平板)或出现红色(尿素平板)为阳性。 

1．8 药敏试验 

用纸片法在 2216E平板上测定待测菌株对药物的敏感性 。28℃培养 24 h，观测有无抑菌圈及其直径大 

小。根据抑菌圈直径判断标准(娄永新 1987)判断菌株 WT01对药物的敏感性 ，19种抗菌药物药敏纸片购 自 
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杭州天和微生物试剂有限公司。 

2 结果 

2．1 病原茵分离及人工感染 

从濒死文蛤肝胰脏中分离到 1个优势菌株 WT01(从 12株菌 中筛选出)。人工感染试验表明，该菌株对文 

蛤有明显的致病作用(表 1)。发病症状为：患病文蛤不能潜入沙中，外壳无光泽 ，有大量粘液 ，闭壳肌肿大 ，贝 

壳不能紧密闭合 ，对刺激反应迟钝，足呈酱红色至紫黑色，外套膜和鳃糜烂 ，其症状与自然发病文蛤相同。人工 

感染重新分离的菌株为 WT02，WT02菌株通过感染也可以发病 ，症状 同 WT01完全一样。按 Reed—Muench 

方法计算菌株 WT01对文蛤的 LD 。一5．5×10 CFU／g。 

表 1 WTO1的人工感染结果 

分组 Tr吲 ment ~ ( CFU／m1) 

1) mb 著 (i ．) mh 死of亡d数ead 个claBacter 1 ion(CFU／ N 1 d N f dea la m(i d．) 死亡率( )M 0rtaI tY 分组l tm。眦 la concent阳t m1) umber of tested c am(in．) umber nd．) 此亡：翠( ) 。rt I】t 

对照组 Control 正常海水 Regular seawater 

2．2 形态和生理生化特征 

形态学观察表明，WT01和 WT02菌均为革兰 氏阴性短杆菌，在 TCBS培养基上为 中等大小黄色圆形菌 

落 ，无色素 ，不发光 ；生长需 NaC1，在无盐胨水中不能生长 ，氧化酶呈阳性 ，能还原硝酸盐 ，发酵葡萄糖产酸不产 

气 ，可 以利用阿拉伯糖、蔗糖和甘露醇 ；对弧菌抑制剂 0／129(150 p-g)敏感(表 2)，具有弧菌属的典型特征。两 

菌株的各项生理生化特征与《常见细菌系统鉴定手册》(东秀珠等 2001)需钠弧菌的描述基本一致，可鉴定这 

两株细菌为需钠弧菌。 

2．3 生长条件 

病原菌能繁殖的温度范围是 10~40℃ ，最适生长温度是 26～36℃，在<4℃和>42℃不能生长。细菌对 

盐度的适应范围较广，能在高盐度下生长 ，生长的盐度范围是 5～100，最适生长的范围 30~60，在盐度为 4O和 

5O的 2216E培养基中生长最旺盛，但在无盐 2216E培养基 中不能生长。病原菌于 pH值 5～12范围内均能生 

长，最适 pH值是 7～9。 

2．4 16S rRNA基因序列和系统发育学分析 

经 16S rRNA基凶序列测定，基因序列长度约为 1．5 kb(图 1)，用 Blast软件对测序结果进行同源性分析 ， 

发现与 V．natriegen和 V．fischeri最为接近，其 同源性高达 99 以上 ，同时与 V．alginolyticus和 V．parahae— 

molyticus的同源性也很高，但 V．fischeri的阿拉伯糖和蔗糖反应为阴性 ， ．户口rn nPmoZ f“5在 TCBS上为 

绿色 ，V．alginolyticus可以利用鸟氨酸和赖氨酸，不可以利用 阿拉伯糖。由此，结合生理生化鉴定结果 ，确定 

该菌为 V．natriegen。菌株 WT01与其他弧菌的同源性关系见系统发育树(图 2)。 

∞ ∞ ∞ O 

O  O  O  0  0  

； l  1  

× × × × × 

O  O  O  O O 

i  1  1  
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形态 Cell Form 杆状 

革兰氏染色 Gram stain 一 

泳动现象 Swarming 

TCBS生长 Growth on TCBS Y 

发光 Luminescence 

色素产生 Pigment production — 

O／F试验 Oxidation／Fermentation F 

O／129敏感性 (10 g)O／129 Sensitivity(10 g) R 

O／129敏感 性(150 g)o／129 Sensitivity(150 g) S 

4℃生长 Growth at 4℃ + 

3O℃生长 Grrowth at 30℃ + 

42℃生长 Growth at 42℃ + 

0 NaC1胨水生长 Growth in 0 NaC1 — 

3％ NaC1胨水生长 Growth in 3 NaCI + 

6％ NaC1胨水生长Growth in 6 NaCI + 

8％ NaC1胨水生长 Growth in 8 NaC1 + 

10 NaC胨水生 长 Growth in 10 NaCI + 

氧化酶 0xidase + 

触酶 Catalase + 

吲哚实验 Indole production 一 

赖氨 酸脱羧酶 Iysine decarboxylase 一 

鸟氨酸脱羧酶 Ornithine decarhoxy1ase 

精氨 酸双水解酶 Arginine dihydrolase 一 

精氨酸脱羧酶 Arginine decarboxylase — 

H2S产生 HzS production — 

VP反应 Voges Proskauer 

甲基红实验 Methyl red test + 

柠檬 酸盐利用 Citrate utilization + 

甘露醇 Manicol + 

纤维二糖 Cellobiose 

硝酸盐还原 Nitrate reduction + 

尿素 Carbonylamines — 

葡萄糖 产气 D-Gas from glucose 一 

【)I葡萄糖产酸 D-Acid from glucose + 

淀粉酶 Amylase + 

明胶液化 Gelatin liquefaction + 

脂酶 Lipoidase + 

山梨醇 Sorbitol + 

几定质酶 Chitinase 一 

木糖 Beechwood sugar 

阿拉伯糖 Arabinose + 

乳糖 Lactose ． 一 

蔗糖 Sucrose + 

蜜二糖 Melibiose 一 

甘露糖 Mannose + 

海藻糖 Trehalose + 

水扬苷 Salicin + 

山梨醇 Sorbitol 

肌醇 Inositol + 

oNPG + 

乙醇 Ethanol + 

杆状 

Y 

F 

R 

S 

+ 

+ 

+ 

杆状 

Y 

F 

R 

S 

注 ：“+”表示阳性 ；“一”表示阴性 ；R抗性 ；S敏感 ；OF氧化发酵型 ；“d”表示可变化 ；⋯Y 表示黄色 

十 + d 十 一 一 + d d + + 一 一 + 一 + d d + + d d + 



1O8 渔 业 科 学 进 展 第 3o卷 

I 
M ：Marker DI 2000： 

1：菌株 WT01的 PCR产物 

M ：Marker DL2000； 

1：PCR products of isolated pathogen W T01 

图 l 菌株 WT01的 PCR产物 电泳结果 

Fig．1 Electrophoresis results of isolated 

pathogen W T01 PCR products 

2．5 溶血性 、细胞毒性和酶活性 

Nucleotide Substitutions(×100) 

O 

seq 

seq 

图2 根据 16S rRNA序列同源性构建的系统发育树 

Fig．2 Phylogenetie tree based oil 1 6S rRNA sequence of homology 

(Numbers in parentheses represent the sequence accession number in GenBank) 

实验结果表明，菌株 WT01对小 鼠的红细胞有较强 

的溶血性，对 0型人血的红细胞和鲫鱼血细胞的溶血价 

都较低 。该菌株可以引起草鱼吻端成纤维细胞(PSF)发 

生病变 ，表现为细胞间隙变大 ，聚合成葡萄状 ，有些细胞 

肿胀变圆，大部分细胞脱落，对照组正常草鱼吻端成纤维 

细胞呈纤维状，边缘清晰。酶活性实验结果表明，WT01 

的胞外产物具有淀粉酶、脂肪酶 、明胶酶和蛋 白酶 的活 

性，但不具有脲酶的活性 。 

2．6 药敏结果 

采用纸片法测定致病菌株对 19种抗菌药物的敏感 

性(表 3)，WT01、WT02的抗菌谱基本 相 同，都 对其 中 

12种敏感 ，对 7种有耐药性 。其 中氟哌酸、复方新诺明、 

菌必治、先锋必、链霉素、氯霉素和庆大霉素等抗生素对 

该病原菌有显著的抑制作 用。这两株菌抗菌谱 的相似 

性 ，也为进一步证明这两株菌属同 1个种提供了证据。 

3 讨论 

从患病文蛤肝胰脏 中分离 出优势菌株 WT01，回归 

感染试验证 明是文蛤 的致病菌 ，由 WT01的形态 学观 

察、传统生理生化特征结果可知 ，该菌与《常见细菌系统 

鉴定手册》中需钠弧菌的描述基本一致。16S rRNA检 

测技术因其灵敏度高、特异性强和检验快速等优点 ，目前 

已经广泛应用于贝类病原性海洋弧菌的检测中(刘广锋 

等 2006；沈晓盛等 2005；邓先余等 2007)。为了使 

鉴定结果更加可信，作者从细菌的 16S rRNA序列同源 

性的角度对 WT01菌进行 了系统发育学分析 。结果表 

表 3 不同抗菌药物对致病菌的抗菌活性 

Table 3 Antibacterial activities of different antimicrobial 

agents against the pathogen 

注：M 为 中度敏感 ；H 为高度敏感 ；R为抑制 ；“ ”表示无 抑菌 圈 

明，该菌株与需钠弧菌的 16S rRNA序列同源性高达 99 ，进一步证实了 WT01为需钠弧菌 。 

琵  

O  O 0 O O 0  ∞ "如 

Z l  



第 6期 李 国等：文蛤病原菌 一一需钠弧菌的鉴定和生物学特性分析 1O9 

WT01菌株的主要特征符合文献(东秀珠等 2001)对需钠弧菌的描述，但在 TCBS生长(黄色)、8 ～ 

10 9／6 NaC1胨水生长 、MR反应阳性 、利用纤维二糖 4项特征方面与张晓华等(1998)所描述的需钠弧菌(漂浮 

弧菌)有异。Alsina等(1994)认为需钠弧菌不能在 4℃生长，本试验所分离的菌株却能在 4℃生长，这可能与 

菌株来源的区域不 同有关 。需钠弧菌是 近岸海水 中的正常菌群 ，在生长 中可 广泛 利用多种碳源 (Farniss 

1978)，刘双江(2002)研究证实需钠弧菌可以利用葡萄糖 、果糖 以及糖蜜为碳源合成聚羟基丁酸[Poly(3HB)] 

应用于医学组织工程 。有报道认为 ，需钠弧菌对单胞藻 Pavlova lutheri的生长有抑制作用 ，但其致病性是否 

与它对藻类的抑制作用有关还有待进一步研究(Munro 1995)。王 斌等(1993)报道了需钠弧菌和哈氏弧菌 

Vibrio harveyi均可引起中国对虾 Penaeus chinensis的红腿病并导致其死亡 ，死亡率高达 90 以上 ，当虾池水 

中菌数达一定量时可通过体表或创伤部位侵入虾体引起发病。感染实验 中，该菌用量最低而引起发病 的时间 

最早 ，死亡率为 87．5 ～i00 9／5，显示出较强的毒力 。该菌还可导致海湾扇贝 Bay scallop肠道及 肾肿胀 、生殖 

腺及外套膜萎缩 、壳 内面变黑 ，并且 同其他弧菌一起引起海湾扇贝的“面盘解体”症(张晓华等 1998；邓 欢等 

2004)。本实验证实需钠弧菌可感染文蛤患病 ，同样也有感染其他 同属贝类发病 的潜在性 ，应引起足够重视 。 

应用抗菌药物仍然是 目前控制水产动物弧菌病的主要手段之一 (黄琪琰 1999)。对 19种抗生素抑菌作 

用的研究结果表明，所分离的文蛤病原菌对氟哌酸、复方新诺明、菌必治、先锋必、链霉素、氯霉素和庆大霉素等 

抗生素最为敏感 ，这 7种药物可以作为治疗该种文蛤病害的首选药物 。这为文蛤养殖临床合理用药 ，防止滥用 

药提供了依据。对本研究中的需钠弧菌胞外产物进行初步分析 ，表明具有溶血活性 、细胞毒性及蛋 白酶活性 ， 

其胞外产物是单一成分或多种成分，是否还具有其他生物学特性以及这些胞外产物在致病过程 中起的作用如 

何，还有待于进一步研究 。 
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