
广东中山地区气单胞菌环境株的分离、鉴定及系统发生关系!

杨五名!，" 李爱华!!! 刘金玉!，" 唐辉远!

（中国科学院水生生物研究所 淡水生态与生物技术国家重点实验室 武汉 #$%%&"）!

（中国科学院研究生院 北京 !%%%$’）"

摘要：从广东省中山市的池塘水样、底泥、健康鱼、肠道及稻田土样中用 !"#$%$&’( 的选择培养基分离到 !%株气单
胞菌。通过生理生化测试、!() *+,-序列测定、与气单胞菌典型菌株的 !() *+,-序列进行比对和聚类分析，对它们
进行了鉴定，并研究了它们之间的系统发生关系。结果显示该地区环境中气单胞菌的优势种除 ! . )*+#$,)-.’（/0!
组）外，还有 ! . /’0-’"（/0#组）、! . 1’&+’"-（/0’组）和 ! . 0"#$&--（/0!%组），其中后两种是国内新记录。这是国内
首次对环境中气单胞菌多样性进行研究。
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气单胞菌分类上属于变形菌门，!变形菌纲，气
单胞菌科，气单胞菌属［!］，主要特征为：革兰氏染色

阴性，具有圆端的直杆菌到细胞接近球状，直径

%[$"J \ ![%"J，单个、成对或短链排列。一端有鞭
毛，动力强。兼性厌氧，具有呼吸和发酵代谢类型。

能利用葡萄糖和其它糖类并产酸，常产气，还原硝

酸盐，氧化酶阳性，触酶阳性，抗弧菌抑制剂 "，#3二
氨基3(，&3异丙基喋啶（V]!"’）。这类细菌在环境中
分布极为广泛，在人和其它动物包括水生动物的肠

道中均有正常分布［"］。然而在某些情况下，这类细

菌能引发人和动物肠道内外的多种感染性疾病，严

重时甚至能引起多种水产养殖动物的暴发性死

亡［$］。气单胞菌当前的分类主要依据 +,-杂交和
!() *+,-相似度，目前国际认可的种类包括至少 !&
个杂交组（/OL*8K8T=C8D9 0*D6FB，/0B），模式种为嗜水
气单胞菌（!"#$%$&’( )*+#$,)-.’）。国内至今只报道
了 ! [ )*+#$,)-.’，! [ ($6#-’ 和 ! [ /’0-’"$个种，而且
主要是分离自罹病动物体内，对于环境中气单胞菌

的分布以及种类组成一直缺乏研究。我国广东省

中山地区气候非常适合气单胞菌的生存，引起该地

区的水产养殖，鱼类发病频繁，人感染气单胞菌的

病例也时有报道。我们在该地区采取池塘水样、池
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塘底泥、健康鱼肠道及稻田土壤样品，分离筛选气

单胞菌，以期能了解该环境中其种类组成，发现国

内已报道之外的其它种类，以及它们之间的系统发

生关系，这将有助于今后进一步研究气单胞菌相关

疾病的流行病学及其分子机理。

! 材料与方法

!"! 样品采集
采样时间为 !""# 年 $ 月，采样前连续多日天

晴，水温为 %"& ’ %(&。具体采样方法如下。水
样：采样前在同一水体中将采水器清洗数次后采取

水面下约 !")*深处的水样注入灭菌的玻璃瓶中保
存；鱼肠道内容物样品：现场用无菌剪刀解剖鱼，剪

开肠道，收集其内容物至灭菌的 +,管内；稻田土壤

样品：用灭菌铁铲将表层约 !)*的土层去掉后将土
铲入已灭菌的塑料袋中，带回实验室 -&保存。
!"# 菌株分离
对水样，取 !"*.用微孔滤膜富集并将滤膜投

于 #"*. /01中，于 !2&摇床上培养过夜后接种气
单胞菌选择性培养基（ !"#$%$&’( 3435 6378［#］）平板；
土壤和鱼肠内容物样品则直接接入 /01振摇过夜
后划平板。%种样品于 !2&培养过夜后挑取白色单
菌落接入 /01纯培养，次日将细菌离心收集，用 /+
（9:2;"）洗涤并悬浮，菌液作 ,<=模板，用气单胞菌
属特异性引物［>］扩增（以本实验室已鉴定气单胞菌

菌株 <!作阳性对照），收集阳性反应的菌株，用含
(#?甘油的 .1培养基保存于 @ !"&，用作随后的生
化分析和 (>0 5=AB基因克隆（具体资料见表 (）。

表 ! !$株菌的相关资料与部分常规生化实验结果
菌株 .C< DC< BC: E;,; (>0 5CAB序列登陆号 最终鉴定结果 菌株来源

CFB( @ @ G @ CH%(%-!% ! ; )’*+’" 坦洲镇池塘底泥

C,IJK G @ G @ CH2%$"%" ! ; *"#$&++ 坦洲镇罗非鱼小肠

C,LJK G @ G G CH2%$"%( ! ; *"#$&++ 坦洲镇池塘水样

C,LJ(" G @ G G CH2%$"%! ! ; ,’&-’"+ 坦洲镇池塘水样

M%"J% G @ G G CH%(%-!# ! ; ,’&-’"+ 阜沙镇稻田土样

9(":J- @ @ G @ CH%(%-!2 ! ; )’*+’" 横栏镇稻田土样

9(":J# @ @ G @ CH%(%-!K ! ; )’*+’" 横栏镇稻田土样

0I%J(- G @ G @ CH2%$"!2 ! ; *"#$&++ 南"镇草鱼小肠
0IB%J( G @ G G CH2%$"!K ! ; *"#$&++ 南"镇草鱼小肠
0LBJ% G @ G G CH%(%-%( ! ; *"#$&++ 南"镇池塘水样
注：所有菌株均分离自广东省中山市，其中 CFB(、C,IJK、C,LJK、C,LJ("分别分离自中山坦洲镇同一池塘的底泥，健康罗非鱼小肠和池塘水
样，9(":J-、9(":J#分离自横栏镇同一稻田土样，0I%J(-、0IB%J(、0LBJ%分离自南"镇同一池塘中同一健康草鱼小肠和水样。

!"% 细菌的鉴定
由于气单胞菌的生化反应特征非常复杂，要将

其鉴定到种水平，需要做大量的生化测定实验；为

快速进行鉴定，本研究采取如下简易策略：先按照

气单胞菌的定义（见前言部分）将各菌株鉴定到属

水平，再根据其 (>0 5CAB的分子特征以及部分重要
的生化反应，将其鉴定到种的水平。除特别注明

外，所有实验均以 N0K(J-J(［$］为参考菌株。
!"& ’()扩增
气单胞菌属特异性引物［>］：B7OPI：#Q</B<//J

//R<<RR<RBR<RR %Q；B7OP=：#Q/RB//<<<RBBRJ
R<B</<<< %Q；气单胞菌 (>0 5=AB引物［2］：(>0I：#Q
BRBR///RB/<B/RR</<BR %Q； (>0=： #Q
RR//B<<//R//B<RB<// %Q。反应体系：#"!. 体系
中包含 ,<= 1SMM85（(" T ）#!.，UA/,（!;#**VWX.
83)Y）-!.，,5Z*857（IX=，("!*VWX. 83)Y）各 (!.，/3[

9VWP*85378 (;!#\，模板为 (!.菌液。扩增程序：首次
变性 K-& !*Z]，接着 %" 个循环：K-& %"7，#-&或
#2& %"7，$!& K"7，最后 $!&延伸 ("*Z]。
!"* 基因克隆和测序
将用 (>0 5=AB引物扩增得到的产物用 ,<=纯

化试剂盒（赛百盛，上海）回收后克隆进 ,FC(2J/载
体（/3^3=3）中，转化 . ; )$/+ C:#"，所得阳性单克隆
送联合基因公司测序，得到相应菌株的 (>0 5CAB部
分或全序列，到 A<1_网站上做 1W37O搜索和比对。
!"+ 系统发生树的构建
通过 R8]13]‘搜索到每个 CAB 杂交组的代表

菌株（OP98 7O53Z]）的 (>0 5CAB序列，然后将它们与分
离到的 ("株气单胞菌用 <WS7O3W N（(;2）进行序列比
对，再用 F843（%;(）软件（Aa 法）构建系统发生树。
鉴 于 ! ; +)010+$(%+’， ! ; ’//$(’))0’#$20+/’ 和 ! ;
"&1"#$2"/$3"&"( 的最终分类地位尚未完全确定，可能
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分别是 ! ! "#$%&’’ 和 ! ! ($%() 的同物异名［"］，因此这 #
个种不参与构建系统发生树。

! 结果

由于 ! ! *+,$%-*’.) 在我国有大量的报道，而且
本研究中采集到约 $%&为 ! ! *+,$%-*’.)（结果未显
示），所以对其不再进行研究。除此之外，我们共分

离收集了 "%株气单胞菌。这 "%株细菌具有共同的
特征：革兰氏染色阴性，单个、成对排列，氧化酶及

触酶反应均呈阳性，具有运动性，对 ’(")* 不敏感，
能还原硝酸盐，’+,测定为发酵型。气单胞菌属特
异引物的 -./检测结果均为阳性，即与 .)一样，均
扩出近 "01的单一条带，证实它们均为气单胞菌属
细菌。通过基因克隆和测序，获得了这 "%株细菌的
部分或全长 "23 4567序列。
各菌株常规生化实验结果见表 "。根据这些结

果，结合 "23 4567序列，确定了各菌株的最终分类
地位。菌株 587"，9"%:+$，9"%:+;等 #株菌在系统
发生关系上，与 ! ! /)"’)# 和 ! ! ($%() 最接近，而且，
在 "23 4567序列中的第一个可变区（相当于 0 ! /%.’
"23 4567序列中的 ";$19 < "2=19）［*］和第二个可变
区（相当于 0 ! /%.’ "23 4567 序列中的 $;=19 <
$=219）序列完全一致，分别为：7>??>>777.>7.?
和 .7>?7>.?77?7?.?>.?>>；然而，这 # 株菌的
75:阳性，@5. 和 ’5. 为阴性，A!-B反应阴性，对
氨苄青霉素具有抗性，根据这些特点最终确定其为

! ! /)"’)#，而非 ! ! ($%()；菌株 5-,+*，5-C+*，3,#+"$，
3,7#+"及 3C7+# 等 ; 株菌与 ! ! "#$%&’’ 聚类到一
起，而且，@5.和 75:为阳性，’5.为阴性，蔗糖发
酵试验阳性，对氨苄青霉素具有抗性，这些正是这

种细菌的生化特征，而且，第一可变区序列为

! ! "#$%&’’ 特征性的 ?7.?>>777.>>?7；第二可变
区序列为 ! ! "#$%&’’ 特征性的 ?>>?7>.?77?77+
.?>..7>。因此，这 ;株菌被鉴定为 ! ! "#$%&’’。菌
株 D#%+#被鉴定为 ! B 1)&,)#’，因为它们聚合在一起，
而且 @5.、75:和 ’5. 等的生化反应特征也相吻
合，由于 D#%+# 的蔗糖发酵试验阴性，可以排除 ! B
"#$%&’’。第一个可变区序列与 ! ! "#$%&’’ 以及 ! B
1)&,)#’ 的完全相同，但第二可变区序列为 ! B 1)&,)#’
特征性的 .7>?7>.?77?7?.?>.?>>。同理，菌株
5-C+"%也被鉴定为 ! B 1)&,)#’。系统发生树见图 "。

图 " 气单胞菌系统发生关系图
图中各杂交组（:>）标准菌株的 >EFGHF0登陆号为："#$：I=$2==，
"#!：I2%$%2，"#%：I=$2J"，"#&：7K#$=2J%，"#’(：I=$2=*，"#)：
I=$2=;，"#*：I=$2J#，"#+：I=$2=J，"#$,：I=$2J$， "#$!：
I=$2J)，"#$%：LJJ22#，"#$&：I2%$";，"#$)：7M$;J$%J，"#$*：
7M))#"J%。

% 讨论

气单胞菌广泛存在于各种水体、土壤及多种动

物体内，而且其多样性与异质性比较突出。国内至

今只有 #种气单胞菌的记录，本研究中发现了气单
胞菌的至少 )个国内新记录。本文分离到的气单胞
菌株显示出其分布的广泛性：如池塘的底泥、水体、

罗非鱼和草鱼的小肠及稻田土壤中均分离到这类

细菌。另外，气单胞菌的生物多样性表现在同一水

体中存在着多种气单胞菌，如中山坦洲的同一池塘

中存在 ! B /)"’)# 和 ! B "#$%&’’ 及 ! B 1)&,)#’。气单胞
菌的异质性则表现在同一种细菌不同菌株之间在

表型上存在一定的差异。例如，菌株 5-,+*与 5-C+
*在 ’(")*和 A!-B等两种表型方面不一致；D#%+#与
3,#+"$在 A!-B表型方面也是如此。气单胞菌的这
种多样性与异质性不仅被我们的 "23 4/67和毒力
基因分析检测（资料未显示）所证实，也被前人的研

究论文所佐证［"%］。

从本研究结果看，该地区 !#$%2%&)3 的多样性
并不丰富，主要以 ! B *+,$%-*’.)，! B /)"’)#，! B "#$%&’’
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及 ! ! "#$%#&’ 为主。至于 ! ! (#)*+$’,’%# 未被分离
到，可能与当时的温度过高有关。

由于气单胞菌的表型比较复杂，有些种之间常

常难以区分，所以有学者将气单胞菌划分为 "个复
合组（ #$%&’()）［*］，包 括 ! ! -.%/+0-’)# ,+*0)&1，
! ! ,#2’#& ,+*0)&1 以 及 ! ! (+3/’# ,+*0)&1。其 中
! ! -.%/+0-’)# #$%&’()包括 ! ! -.%/+0-’)#，! ! 3&(4’#/5*
和 ! ! (#)*+$’,’%#；! ! ,#2’#& ,+*0)&1 主要包括 ! !
,#2’#&，! ! *&%’# 和 ! ! &5,/&$+0-’)#；! ! (+3/’# #$%&’()
主要包括 ! ! 2&/+$’’，! ! "#$%#&’，! ! (,53&/4’’ 以及 ! !
4/+4#。系统发生关系中 ! ! 2&/+$’’ 及 ! ! "#$%#&’ 之间
的亲缘关系比较接近，两者的 *+, -./0相似度高达
11234［**］，但仍可以通过 ./0杂交的方式将它们区
分开来。这两种细菌生化反应特征也极为相似，难

以分开，属于同一复合组。! ! 2&/+$’’ 56$78- (+3/’# 与
! ! "#$%#&’ 之间仅仅在能否使蔗糖是否产酸方面有
差别［*"］。根据对蔗糖是否分解产酸以及根据第二

可变区序列来加以鉴别是一种简便可行的区别鉴

定方法。我们的结果显示，*+, -9/0基因可变区序
列和蔗糖产酸试验在鉴别 ! ! 2&/+$’’ 及 ! ! "#$%#&’ 的
作用是完全一致的。

值得注意的是，菌株 .:;<*= 在系统发生中与
! ! "#$%#&’ 亲缘关系较近，它的第一个可变区序列也
与 ! ! 2&/+$’’ 和 ! ! "#$%#&’ 的相同，但第二个可变区
的序列为独特的 >>??>>@?00?0@@@00?@>。通过
搜索发现，这段序列在 9.:数据库中，只出现在从
蚯蚓 中 分 离 到 的 细 菌（ >(AB8AC 登 陆 号 为
,==="1DE"+和 ,==="1D3="）中的 *+, -./0第二个可
变区中，但它们第一个可变区的序列与! ! -.%/+0-’)#
及! ! ,#2’#& 等的相同，而与 ! ! 2&/+$’’ 和 ! ! "#$%#&’
的不同，鉴于其蔗糖发酵试验阳性，该株细菌很可

能是 ! ! 2&/+$’’；不过，最近有学者报道了蔗糖发酵
试验阳性的 ! ! "#$%#&’<’6C( 菌株［*F］，所以也很可能
是一个新种，这需要更详细的研究。

有关气单胞菌的生化鉴定已有大量的研究文

献，有些学者经过分析发现了用于区别各种气单胞

菌的特征性生化反应表型（如 G.@，H.@，0.I三个

指标［+］，J2:!试验以及对某些糖的产酸或产气等）
以及特征性的 *+, -./0结构。本研究中正是根据
这些特征以及气单胞菌的定义，快速正确地鉴定了

*=株气单胞菌。气单胞菌一般对氨苄青霉素具有
抗性，但 ! ! 4/+4# 是个例外，只有 +4的菌株具有这
个特性，其余约 1E4对氨苄青霉素敏感。所以，在
筛选气单胞菌的过程中，不能使用含有氨苄青霉素

的选择培养基，否则无法得到 ! ! 4/+4#。
本实验采用的气单胞菌属特异性 :@9引物具

有很好的特异性，:@9阳性反应菌株经生化测定和
*+, -./0测序证实，无一例外全部为气单胞菌，可
见该引物可以非常可靠地应用于气单胞菌的快速

鉴定。
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