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研究报告 

黄颡鱼暴发性出血病病原菌的分离鉴定及其生物膜形成特性 

杨文飞  熊展博  吴旭光  韩雨希  王红  徐中强  李槿年* 
安徽农业大学动物科技学院  安徽 合肥  230036 

摘  要：【背景】安徽省当涂县某池塘养殖黄颡鱼发生暴发性出血病，而当前对该病的病原存在争议。

【目的】确定引起黄颡鱼暴发性出血病的病原菌，并明确分离菌株的生物膜形成特性，为从抗生物膜形

成角度防治病原菌感染提供参考。【方法】取濒死期黄颡鱼病变脏器分别接种 EPC 细胞与培养基(TSB

琼脂平板和血琼脂平板)分离病原，并通过人工感染回归试验确定其致病性；采用表型鉴定与 16S rRNA

基因序列分析相结合的方法鉴定分离菌株，并对其生物膜形成最佳条件、成膜能力及携带的生物膜形

成相关基因进行研究。【结果】从病变脏器中分离纯化到一株优势菌株(HSY-2)，对黄颡鱼的半数致死

量为 1.05×106 CFU/mL。经形态学、生化特性和细菌 16S rRNA 基因测序等分析确定分离株 HSY-2 为

简达气单胞菌。其形成生物膜的最佳条件是将细菌接种 TSB 培养基于 30 °C 培养静置 96 h，可形成中

等强度的生物膜。同时，分离菌株携带气单胞菌甘油-3-磷酸脱氢酶 D 编码基因 glpD、S-核糖同型半

胱氨酸裂解酶基因 luxS 和 LuxI 家族蛋白同系物编码基因 ahyI 三种生物膜形成相关基因，但未检测到

甘露糖敏感型血凝素菌毛合成蛋白 Q 编码基因。【结论】本实验为进一步研究简达气单胞菌生物膜形成

的调控机制打下基础，并且从抗生物膜形成角度防治简达气单胞菌感染提供了参考。 

关键词：简达气单胞菌，分离，鉴定，生物膜形成能力，生物膜形成相关基因 

Isolation, identification and biofilm forming characteristics of 
pathogen causing fulminant hemorrhagic disease in yellow catfish 
(Pelteobagrus fulvidraco) 
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XU Zhong-Qiang  LI Jin-Nian* 
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Abstract: [Background] The disease, causing fulminant hemorrhagic of yellow catfish (Pelteobagrus 
fulvidraco), occurred in a pond in Dangtu County, Anhui Province, and the pathogen is controversial 
currently. [Objective] Investigate the pathogen causing outbreak hemorrhagic disease of yellow catfish 
(Pelteobagrus fulvidraco) and the biofilm formation characteristics of the isolated strain, to provide a 
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reference for the prevention and treatment of A. jandaei infection. [Methods] The organs with obvious 
pathological changes in dying yellow catfish were inoculated on the EPC cell and media (TSB agar plate and 
blood agar plate) to isolate the pathogen, and the pathogenicity of the isolate was detected by artificial 
infection test. The isolated strain was identified by phenotypic identification and 16S rRNA gene sequence 
analysis. Then, the optimal conditions for biofilm formation, biofilm forming ability of the isolated strain and 
biofilm-forming genes carried by the strain were detected. [Results] A dominant isolated strain named 
HSY-2 was recovered and purified from organs with obvious pathological changes. In the artificial infection 
trail, the bacterial isolate HSY-2 exhibited virulence to yellow catfish with an LD50 value of 1.05×106 CFU/mL. 
The bacterial isolate was identified as Aeromonas jandaei according to morphology, biochemical 
characteristics and phylogenetic analysis derived from 16S rRNA gene. The optimum condition for forming 
biofilm was to inoculated on the TSB medium for 96 h at 30 °C, at which the isolated strain might form a 
moderate intensity biofilm. Three biofilm formation related genes, including glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase D gene glpD, S-ribosylhomocysteine lyase gene luxS and LuxI family protein homolog gene 
ahyI were detected in the isolated strain, whereas the mannose-sensitive hemagglutinin pili biosynthesis 
protein Q gene was not detected. [Conclusion] This experiment provides a basis for further study on the 
regulation mechanism of A. jandaei biofilm formation and a reference for the prevention and treatment of A. 
jandaei infection from the perspective of anti-biofilm formation. 

Keywords: Aeromonas jandaei, Isolation, Identification, Biofilm formation ability, Biofilm formation 
related genes 

黄颡鱼(Peteobagrus fulvidraco)是我国名优淡

水养殖鱼类品种之一，因其肉嫩味美和营养丰富，

其市场需求量不断扩大。但是，随着养殖面积与密

度的不断提高，导致养殖环境逐渐恶化，黄颡鱼病

害，尤其是细菌性疾病日益增多，给黄颡鱼养殖业

造成严重的经济损失。目前报道的引起黄颡鱼细菌

性疾病的病原菌主要有嗜麦芽窄食单胞菌、拟态弧

菌、腐败希瓦氏菌、柱状黄杆菌、爱德华氏菌、小

肠结肠炎耶尔森氏菌和嗜水气单胞菌[1-7]。 

1991 年 Carnahan 等[8]首先确定了简达气单胞

菌(Aeromnas jandaei)的分类地位。随后，研究表明

该菌不仅可感染水生动物，也能感染人与家畜，是

一种人-畜-鱼共患病原菌[9-11]。同其他种气单胞菌一

样，简达气单胞菌感染水生动物后，通过产生的溶

血素、肠毒素、黏附素和生物膜等多种毒力因子的

协同作用，导致疾病发生[12]。细菌生物膜(Bacterial 

biofilm)是细菌为适应生存环境，黏附于有生命或无

生命物体表面后，被细菌自身产生的胞外多聚物基

质包裹的膜状细菌群体，具有极强的耐药性和较强

的毒力[13]。研究发现，自然界中 99%的细菌是以生

物膜形式存在，65%−80%的细菌感染是由细菌生物

膜所介导的[14-15]。因此，研究病原菌生物膜形成的

调控机制并最终发现适合的药物作用靶点，对防控

细菌性疾病具有重要意义。 

暴发性出血病是黄颡鱼养殖过程中流行地域

最广、流行季节最长、造成损失最大的一种急性传

染病，其病原多样[16]。2017 年 7 月，安徽省当涂县

某池塘养殖黄颡鱼突然暴发出血病。发病早期病鱼

离群独游、很少进食。随后，病鱼的眼部、鳍条和

尾部均有出血症状，很快漂浮水面死去。剖检死亡

鱼可见鳃、脾脏、生殖腺和胃出血明显。我们在发

病现场采集濒死期黄颡鱼后进行病原学检查，从病

变脏器中分离鉴定到一株简达气单胞菌，且经人工

感染回归试验证实其为病原菌。在此基础上，进一

步对分离菌株生物膜的形成条件、形成能力及其携

带的生物膜形成相关基因进行了研究，以期为从抗

生物膜形成角度防治简达气单胞菌感染提供参考

依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  细胞与实验鱼 

鲤 鱼 上 皮 瘤 细 胞 (Epithelioma papuLosum 
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cyprinid，EPC)购自上海海洋大学农业部渔业动植

物病原库。实验用黄颡鱼(体质量约为 150 g)购自

农贸市场。 

1.1.2  培养基、主要试剂与仪器 

试验中所用培养基(BHI、TSB 和 LB 培养基)

以及细菌微量生化反应管，北京陆桥技术股份有限

公司；基因组 DNA 提取试剂盒和 DNA 回收试剂盒，

宝生物工程(大连)有限公司；0.5%结晶紫溶液和冰

醋酸，上海源叶生物科技有限公司。 

医用低温保存箱，海尔特种电器有限公司；

紫外可见分光光度计，上海仪电分析仪器有限公

司；扫描电镜与透射电镜，日立公司。 

1.2  病原的分离培养与纯化 

取濒死期黄颡鱼病变脏器按参考文献[17]使用

EPC 细胞分离病原菌。同时，将肝脏四区划线接种含

10%兔血的血琼脂平板和 TSB 琼脂平板，30 °C 培养

24 h，挑取优势菌落转种 TSB 琼脂平板纯化细菌。 

1.3  分离菌株的人工回归感染试验 

将分离菌株接种 TSB 培养液，30 °C、180 r/min

振荡培养 24 h 后，采用平板倾注法测定细菌浓度，

并用无菌生理盐水将菌液稀释为 2×108、2×107、

2×106 和 2×105 CFU/mL 4 个浓度。实验用黄颡鱼随

机分成 5 组，每组 10 尾，前 4 组分别腹腔注射 0.2 mL 

4 个不同浓度的菌液，第 5 组腹腔注射等量生理盐水

作为对照。为了减少应激反应，实验鱼先经 30 mg/L

的 MS-222 麻醉后，再进行注射。人工感染后逐日

观察实验鱼的发病及死亡情况，及时剖检死亡鱼病

并再次分离细菌。14 d 后采用 Reed-Muench 法[18]

计算分离菌株对黄颡鱼的半数致死量(LD50)。 

1.4  分离菌株的鉴定 

1.4.1 形态学检查 

将分离菌株接种于TSB培养液，30 °C、180 r/min

培养 24 h 后，按曹际等[19]报道方法制备细菌形态

学检查样品，光镜和透射电镜下观察其形态、大

小、结构与染色特性。 

1.4.2  生化特性测定 

将分离菌株接种 TSB 琼脂平板，30 °C 培养 24 h

后，挑取单菌落接种细菌生化发酵管，30 °C 培养

24−48 h，观察其生化特性。  

1.4.3  16S rRNA 基因序列测定与分析 

以基因组 DNA 提取试剂盒提取的分离菌株基

因组 DNA 为模板，用文献[20]报道的细菌 16S 

rRNA 基因序列(X80722)设计的通用引物(上游引

物：5′-AGAGTTTGATCTGGCTCAG-3′；下游引物：

5′-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3′) PCR 扩增分

离菌株的 16S rRNA 基因。PCR 反应体系：10×PCR 

buffer 2.5 μL，MgCl2 (25 mmol/L) 1.5 μL，dNTPs 

(10 mmol/L) 0.5 μL，Taq 酶(5 U/μL) 0.3 μL，引物

(10 μmol/L)各 0.5 μL，模板 2.0 μL，ddH2O 17.2 μL。

PCR 反应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，52 °C 

50 s，72 °C 100 s，32 个循环；72 °C 10 min。1.0%

琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物，并委托上海生物

技术有限公司对其进行克隆与测序。测序结果经

过拼接后进行 BLAST 分析，选取 10 条相似性较高

的细菌 16S rRNA 基因的核苷酸序列，以 MEGA 

6.0 中邻接(Neighbour-Joining)法构建分离菌株 16S 

rRNA 基因的系统发育进化树，并通过 1 000 次

Bootstrap 检验置信度。 

1.5  分离菌株的生物膜形成能力检测 

1.5.1  分离菌株生物膜形成条件的优化 

选取培养基种类(BHI、TSB 和 LB)、培养温度

(25、30、35 °C)和培养时间(48、72、96 h) 3 个因素，

每一因素各取 3 个水平，按 L9(3
3)进行正交试验(表

1)，通过测定生物膜溶解液的 OD492 值确定最佳成

膜条件。微孔板结晶紫染色法[21]检测细菌生物膜的

主要步骤为：在不同培养条件下将分离菌株培养

至 OD600 值为 0.5，取菌液加至 96 孔细胞培养板，

200 μL/孔，按表 1 中设置温度与时间进行培养，共

做 3 个复孔，同时设置培养基做空白对照。培养结

束后依次进行 0.5%结晶紫染色、33%冰醋酸溶解结

晶紫、酶标仪测定溶解液的 OD492 值，分析各试验

组与空白对照组的平均 OD492，以确定分离菌株形

成生物膜的最佳条件。同时，参照 Watnick 等[22]方

法使用扫描电镜观察生物膜。 
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表 1  正交试验 L9(3
3)的因素和水平 

Table 1  Factors and levels of orthogonal experiment L9(3
3) 

水平 

Levels 

因素 Factors 

A 培养温度 

A Incubation 
temperature (°C) 

B 培养基种类 

B Medium 
types 

C 培养时间 

C Incubation 
time (h) 

1 25 LB 48 

2 30 BHI 72 

3 35 TSB 96 
 

1.5.2  分离菌株的生物膜形成能力检测 

在最佳条件下采用微孔板结晶紫染色法检测

分离株的生物膜形成能力。参考文献[23]将空白对照

组平均OD492值加上其3倍标准差(SD)作为细菌生物

膜形成的临界值(Cutoff value，ODC)，OD492 值≤ODC

判为无生物膜形成能力；ODC<OD492 值≤2 ODC 判为

生物膜形成能力较弱；2 ODC<OD492 值≤4 ODC 判为生

物膜形成能力中等；OD492 值>4 ODC 判为生物膜形

成能力强。 

1.6  分离菌株携带的生物膜形成相关基因检测 

根据 GenBank 中收录的气单胞菌 LuxI 家族蛋

白同系物(Homolog of LuxI-type protein family)编码

基因 ahyI、甘油-3-磷酸脱氢酶 D (Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase D)编码基因 glpD、S-核糖同型半胱

氨酸裂解酶(S-ribosylhomocysteine lyase)编码基因

luxS 以及甘露糖敏感型血凝素菌毛合成蛋白 Q 

(Mannose-sensitive hemagglutinin pili biogenesis 
protein Q)编码基因 mshQ 序列，设计合成 4 对特异

性引物(表 2)。PCR 检测分离菌株是否携带这 4 种

生物膜形成相关基因，PCR 反应体系同前述 16S 

rRNA 基因扩增体系；PCR 反应条件：94 °C 5 min；

94 °C 30 s，52−57 °C (不同基因退火温度见表 2) 

1 min，72 °C 1 min，30 个循环；72 °C 10 min。1.0%

琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 产物并拍照。 

2  结果与分析 

2.1  病原菌的分离及其致病性 

病变脏器的无菌滤液接种 EPC 细胞，经过

3 代盲传均未出现细胞病变，而接种培养基后分离

到几乎接近纯培养的菌落，经纯化后命名为分离

菌株 HSY-2。该分离菌株在 TSB 琼脂平板上长出

无色、表面光滑隆起、边缘整齐、半透明、直径

1.0 mm−1.2 mm 的圆形菌落；而在兔血琼脂平板上

长出直径 1.2 mm−1.5 mm 的乳白色圆形菌落，菌落

周围出现明显溶血环。 

经人工感染回归试验结果显示，发病实验鱼

的外观和剖检变化与自然感染病例一致(图 1)，并

从病死鱼多个脏器中再次分离到大量人工感染

菌，而对照组实验鱼无任何异常。由表 3 可见，分

离菌株 HSY-2 对黄颡鱼的半数致死量 LD50 为

1.05×106 CFU/mL。结果表明分离菌株 HSY-2 为此

次黄颡鱼暴发性出血病的病原菌。 

2.2  分离菌株的鉴定 

光学显微镜下观察到分离菌株 HSY-2 为 G−两端

钝圆的杆菌，长短不一，(0.4−0.5) μm×(1.0−2.0) μm，

偶可见有长丝状菌体，散在排列(图 2A)。透射电

镜下观察可见菌体呈杆状，两端钝圆且有鞭毛(图

2B)。分离菌株 HSY-2 的生化特性如表 4 所示，发酵

葡萄糖(产气)、D-蜜二糖和 D-甘露醇；吲哚试验、

硝酸盐还原试验、柠檬酸利用试验和 V-P 试验均阳

性；氧化酶、赖氨酸脱羧酶和精氨酸双水解酶均阳 
 

表 2  本研究中所用的引物 
Table 2  Primers used in this study 

基因 

Gene 

引物序列 

Primer sequence (5′→3′) 

大小 

Size (bp) 

退火温度 

Annealing temperature (°C) 
ahyI F: CCTCGGCTGGGATGTGGAAT 

R: CCCTGGCGAAGGCATAGACC 
308 57 

glpD F: TTCCGGTTGGTGAAAGAG 
R: TTGCGATAGGTGGTGAGC 

896 53 

luxS F: ATGCCGTTATTGGACAGTTTTAC 
R: TTAGAGGCTTTTGAGCTTCTCTT 

510 52 

mshQ F: CACCTCGGCGACTTTCCA 
R: CGCTGACGCTCTGTTCCAT 

1 670 53 
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图 1  人工感染后黄颡鱼的外观与剖检变化 
Figure 1  Appearance and anatomical changes of artificially infected yellow catfish  
注：A：胸鳍与眼出血；B：尾部出血；C：鳃出血；D：生殖腺与胃出血；E：脾脏出血. 
Notes: A: Pectoral fin and eye hemorrhage; B: Tail hemorrhage; C: Gill hemorrhage; D: Gonad and stomach hemorrhage; E: Splenic 
hemorrhage. 
 
表 3  分离菌株对实验黄颡鱼的半数致死量 
Table 3  The LD50 of the isolated strain to experimental yellow catfish 

组别 

Group 

剂量 

Dose (CFU/mL) 

注射尾数 

Numbers of 
injected fish 

死亡尾数

Numbers of 
dead fish 

存活尾数 

Numbers of 
alive fish 

累计结果 Cumulative results 

生 

Alive

死 

Dead

死亡比例 

Mortality ratio 

死亡率 

Mortality rate (%)

1 2×108 10 10 0 0 28 28/28 100 

2 2×107 10 10 0 0 18 18/18 100 

3 2×106 10 5 5 5 8 8/13 61.54 

4 2×105 10 3 7 12 3 3/15 20 

5 0.2 mL Physiological saline 10 0 10 10 0 0/10 0 

LD50=1.05×106 CFU/mL 

 

 
 

图 2  分离菌株 HSY-2 的光镜和透射电镜图 
Figure 2  Light and transmission electron microscopic pictures of the strain HSY-2 isolated from diseased yellow catfish 
注：A：光镜照片(1 000×)；B：透射电镜照片(6 000×，白色箭头示鞭毛). 
Notes: A: Light microscopic picture of strain HSY-2 (1 000×); B: Transmission electron microscopic picture of strain HSY-2 (6 000×), white 
arrows show flagella. 
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表 4  分离菌株 HSY-2 的生化特性 
Table 4   Biochemical characteristics of the isolated strain HSY-2 

测定项目 

Test items 

分离菌株 

HSY-2 Isolated 
strain HSY-2 

简达气单胞菌 

ATCC49568T A. jandaei
ATCC49568T 

测定项目 

Test items 

分离菌株 

HSY-2 Isolated 
strain HSY-2 

简达气单胞菌 

ATCC49568T A. jandaei
ATCC49568T 

葡萄糖产气 

Gas from Glucose 

+ + 硫化氢 

H2S 

− − 

苦杏仁苷 

Amygclalin 

− − 吲哚 

Indol 

+ + 

D-蜜二糖 

D-Melibiose 

+ + 尿素酶 

Urease 

− − 

D-甘露醇 

D-Mannitol 

+ + 水杨苷 

Salicin 

− − 

蔗糖 

Sucrose 

− − 硝酸盐还原 

Nitrate 

+ + 

D-山梨醇 

D-Sorbitol 

− − 柠檬酸盐利用 

Citrate 

+ + 

L-阿拉伯糖 

L-Arabinose 

− − V-P 试验 

V-P test 

+ + 

鼠李糖 

Rhamnose 

− − 氧化酶 

Oxidase 

+ + 

七叶苷 

Esculin 

− − 赖氨酸脱羧酶 

Lysine decarboxylase 

+ + 

纤维二糖 

Cellobiose 

− − 鸟氨酸脱羧酶 

Ornithine decarboxylase

− + 

肌醇 

Inositol 

− − 精氨酸双水解酶 

Arginine dihydrolase 

+ + 

注：+：阳性；−：阴性. 
Notes: +: Positive; –: Negative.   

 

性；不分解蔗糖、L-阿拉伯糖、鼠李糖、纤维二糖、

D-山梨醇、肌醇、苦杏仁苷、七叶苷和水杨苷，不

产生硫化氢，尿素酶试验和鸟氨酸脱羧酶试验均阴

性。参照文献[24]报道的简达气单胞菌表型特征，

初步认为分离菌株 HSY-2 为简达气单胞菌。进一步

检测与分析分离菌株的 16S rRNA 基因序列，结果

发 现 该 基 因 长 度 为 1 508 bp (MK743938) ， 与

GenBank 中收录的简达气单胞菌参考株(Aeromonas 

jandaei strain LC208)的相似性高达 99%，在构建的

系统进化树中两者也聚为一分支(图 3)。 
 

 
图 3  基于分离菌株 HSY-2 与相关参考株的 16S rRNA 基因序列构建的系统发育进化树 
Figure 3  Phylogenetic tree was constructed based on 16S rRNA gene of the bacterial isolate in this study (HYS-2) and their 
related reference strains 
注：括号中的序号表示代表菌株的 16S rRNA 基因 GenBank 登录号；分支点上的数字表示系统树 1 000 次计算，形成该节点的百分

比；标尺 0.000 5 代表 0.05%的 16S rRNA 基因序列的进化差异. 
Note: The number in the bracket means the GenBank accession number of the strain’s 16S rRNA gene; The number on branch means 
percentage bootstrap values were calculated from 1 000 replications; The scale bar 0.000 5 means 0.5% 16S rRNA gene sequence difference.  
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综合分离菌株HSY-2的表型特性及其16S rRNA

基因序列分析结果，可以确定其为简达气单胞菌。 

2.3  分离菌株的生物膜形成特性 

对正交试验结果(表 5)进行极差分析，通过比较

三因素的极差 R 值，发现影响分离菌株 HSY-2 生物

膜形成的的主次关系是培养温度(A)>培养时间(C)>

培养基种类(B)。各因素的组合以 A2B3C3 为最佳，

即分离菌株生物膜形成的最佳条件是将细菌接种

TSB 培养基，30 °C 静置培养 96 h。 

在最佳条件下同时应用结晶紫染色法和扫描

电镜检测分离菌株 HSY-2 的生物膜形成能力。结果

如图 4A、B 所示，接种分离菌株的 3 个复孔经培养、

结晶紫染色及清洗后，孔侧壁与底部均有紫色附

着，而空白对照孔无染液附着，呈透明色。空白对

照孔的 OD492 平均值为 0.067±0.002，临界值 ODC

为 0.073，试验孔 OD492 平均值为 0.247±0.009，

2ODC<试验孔 OD492≤4 ODC，说明分离菌株 HSY-2

形成生物膜能力中等。通过扫描电镜可以观察到分

离菌株 HSY-2 在盖玻片表面生长的形态较为均一，

有致密的膜样物形成。 

2.4  分离菌株携带的生物膜形成相关基因  

采用 PCR 方法检测简达气单胞菌分离株

HSY-2 携带 4 种生物膜形成相关基因情况，结果如

图 5 所示，在 308、510 和 896 bp 附近出现 3 条清

晰的 DNA 条带，分别与预期的 ahyI、glpD 和 luxS 基

因片段大小相符，而未扩增出 mshQ 基因片段。结 
 

表 5  正交试验结果 
Table 5  The result of orthogonal test 

实验组 

Experimental 
groups 

因素 

Factor 
OD492 值 

OD492 value
A B C 

1 1 1 1 0.099 

2 1 2 2 0.101 

3 1 3 3 0.133 

4 2 1 2 0.126 

5 2 2 3 0.214 

6 2 3 1 0.225 

7 3 1 3 0.101 

8 3 2 1 0.083 

9 3 3 2 0.081 

K1 0.111 0.109 0.135  

K2 0.188 0.133 0.103  

K3 0.088 0.146 0.149  

R 0.100 0.037 0.046  

注：K1、K2 和 K3 分别表示每一列“1”、“2”和“3”水平所对应的

试验指标平均值，R 表示极差(K1、K2、K3 中最大值减去最小值). 
Note: K1, K2 and K3 represent the average of the test index 
corresponding to “1”, “2” and “3” levels in each column, 
respectively. R means extreme difference (The maximum value in 
K1, K2 and K3 minus the minimum value). 

 

 
 

图 4  结晶紫染色法与扫描电镜检测菌株 HSY-2 的生物膜 
Figure 4  Detection of the strain HSY-2 biofilm by crystal violet dyeing and scanning electron microscope 
注：A：结晶紫染色的分离菌株生物膜；B：培养基空白对照；C：扫描电镜观察的分离菌株生物膜(8 000×).  
Note: A: Biofilm of the isolated strain stained with crystal violet; B: Blank control of culture medium; C: Biofilm of the isolated strain 
observed by scanning electron microscope (8 000×). 
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图 5  分离菌株 HSY-2 携带的生物膜形成相关基因的

PCR 检测 
Figure 5  PCR detection of the biofilm formation related 
genes carried by the strain HSY-2 
注：M：DNA 分子质量标准；1：阴性对照；2：未扩增出 mshQ

基因；3：ahyI 基因片段的 PCR 产物；4：glpD 基因片段的 PCR

产物；5：luxS 基因片段的 PCR 产物. 
Note: M: DNA Marker; 1: Negative control; 2: Unamplified mshQ 
gene; 3: PCR product of ahyI gene fragment; 4: PCR product of 
glpD gene fragment; 5: PCR product of luxS gene fragment. 

 
果表明该菌株同时携带了编码 LuxI 家族蛋白同系

物、甘油-3-磷酸脱氢酶 D 和 S-核糖同型半胱氨酸

裂解酶的 3 种生物膜形成相关基因，但未检测到甘

露糖敏感型血凝素菌毛合成蛋白 Q 编码基因。 

3  讨论与结论 

随着黄颡鱼养殖产业不断发展，养殖环境日益

恶化，各种病害频发。其中，暴发性出血病是一种

流行地域最广、流行季节最长、造成损失最大的急

性传染病，并且该病的病原报道不一致。如，柏爱

旭等[7]报道了由嗜水气单胞菌引起的黄颡鱼出血

病；韩继卫等[25]报道黄颡鱼出血病的病原为温和气

单胞菌；沈亚斌等[16]报道了一例由车轮虫引起的黄

颡鱼暴发性出血病。本研究从患出血病的黄颡鱼体

内分离得到一株优势菌株，通过回归感染试验证实

其为此次黄颡鱼暴发性疾病的病原菌。根据形态特

征、生化特性以及 16S rRNA 基因序列分析，确定

该病原菌为简达气单胞菌。这些结果表明尽管患病

黄颡鱼症状相似，但由于地域和养殖环境的差异，

其病原不尽相同，甚至是多种病原微生物的混合感染。 

近年来，已有文献陆续报道多种鱼源的简达气

单胞菌，但对其生物膜的研究尚未见有报道。本试

验首次研究简达气单胞菌的生物膜形成特性。由于

不同细菌在相同条件下，以及同种细菌在不同条件

下形成生物膜的能力各不相同，为了明确简达气单

胞菌分离菌株 HSY-2 形成生物膜的最佳条件及其

成膜能力，我们采用正交试验设计 L9(3
3)方案，通

过测定生物膜溶解液 OD492 值分析培养基种类、培

养温度和培养时间对生物膜形成的影响。结果发现

影响成膜因素的主次关系是培养温度>培养时间>

培养基种类，最终确定生物膜形成的最佳条件是将

分离菌株接种 TSB 培养基，30 °C 静置培养 96 h，

并且在该最佳条件下分离菌株表现为生物膜形成

能力中等。这些结果为探究简达气单胞菌的生物膜

形成机制和致病机理奠定了基础。 

细菌生物膜形成是一个动态的过程，包括黏

附、聚集及生长、成熟和脱落 4 个阶段。研究表

明调控细菌生物膜形成的基因涉及细菌的黏附

性、运动性、群体感应系统(Quorum sensing，QS)、

代谢调控、细胞壁生成以及应激反应等多个方

面 [26]。Qin 等 [27]报道甘露糖敏感型血凝素菌毛

合成蛋白 Q (Mannose-sensitive hemagglutinin pili 

biogenesis protein Q)的编码基因 mshQ 是嗜水气

单胞菌生物膜形成相关基因，该基因通过调控菌

毛合成而影响生物膜的形成能力。张海月[28]研究

发 现 甘 油-3-磷酸脱氢酶 D (Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase D)编码基因是维氏气单胞菌生物膜

形成相关基因。GlpD 是糖酵解途径中的关键酶，

不仅参与膜转运与膜融合，分布在细胞膜上的 GlpD

还具有促进细菌黏附进而形成生物膜的作用。QS

系统是指细菌细胞密度达到一定阈值后，能够感知

自身分泌的自诱导信号分子来进行细胞间交流，从

而控制细菌基因表达的相关机制。细菌形成生物膜

过程中，通过 QS 系统调节，细菌裂解释放大量游

离 DNA 构成细菌生物膜的骨架，维持生物膜的空

间构象。Kozlova 等[29]研究发现嗜水气单胞菌 QS
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系统 luxS 基因突变株产生的生物膜较野生株厚；

Lynch 等[30]利用电镜观察到嗜水气单胞菌 QS 系统

ahyI 基因(LuxI 家族蛋白同系物编码基因)缺失株不

能形成成熟形状的生物膜，说明 luxS 基因和 ahyI

基因均是嗜水气单胞菌生物膜形成相关基因。本研

究采用 PCR 方法检测了简达气单胞菌分离菌株

HSY-2 是否携带上述气单胞菌生物膜形成相关基

因，结果显示该分离菌株同时携带 glpD、luxS 和

ahyI 基因，但未检测到 mshQ 基因，这与透射电镜

下未见到分离菌株菌毛的结果一致。近来，Ganesh

等[31]研究发现红果榄仁果树(Terminalia bellerica)

的甲醇提取物具有抗 QS 作用，进而抑制细菌生物

膜形成。这一研究结果提示我们红果榄仁果树的甲

醇提取物经过纯化或加工修饰后可作为抗菌制剂。

此外，我们认为也可以通过研究上述 3 种生物膜形

成相关基因编码蛋白的分子结构，寻找与其具有相

似结构的竞争药物来进行竞争性抑制细菌生物膜

的形成，从而达到抗菌目的。 

综上所述，简达气单胞菌分离菌株 HSY-2 是引

起安徽省当涂县养殖黄颡鱼暴发性出血病的主要

病原菌，可形成中等强度的生物膜，且同时携带

glpD、luxS 和 ahyI 三种生物膜形成相关基因。 
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