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杂交鲟海豚链球菌分离鉴定及药物敏感性*
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重点实验室/广东省免疫技术重点实验室，广东 广州 510380；3. 景东盈利渔业有限公司，云南 景东 676200)

摘要: 【目的】确定导致云南省景东县鲟鱼养殖场杂交鲟 [ 西伯利亚鲟 (Acipenser baerii)(♀)×施氏鲟 (Acipenser
schrenckii)(♂)] 大量发病死亡的病原。【方法】从病鱼的内脏中分离获得病原菌，通过细菌的分离纯化、形态

及分子生物学鉴定分离菌；以人工感染试验及药物敏感性测试验证分离菌株的感染性并筛选出敏感药物。

【结果】分离菌为革兰氏阳性菌，16S rRNA 系统发育分析将该菌株鉴定为海豚链球菌 (Streptococcus iniae)。
人工感染杂交鲟能复制出类似症状，并能从感染鱼体内再次分离到该菌株，证实其病原性，且杂交鲟 2 周的

半数致死剂量 (LD50) 为 4.11×102 CFU/g。药敏结果显示：其对抗菌药物氟苯尼考和多西环素敏感，但对磺胺间

甲氧嘧啶和磺胺甲噁唑/甲氧苄啶等多种药物耐药。【结论】海豚链球菌为引起景东县鲟鱼养殖场杂交鲟大量

死亡的致病菌，为杂交鲟海豚链球菌病的控制和预防提供了理论依据，并揭示其在杂交鲟养殖过程中的潜在

危险。
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Abstract: ［Purpose］To determine the pathogen that caused the massive death of hybrid sturgeon
[Acipenser  baerii (♀)×Acipenser  schrenckii (♂)]  in  the  sturgeon  farm  in  Jingdong,  Yunnan
Province.［Method］The pathogen  was  isolated  from  the  internal  organs  of  diseased  hybrid  stur-
geons and was identified by morphological identification and molecular identification. Experimental
infection assay and antimicrobial susceptibility test were conducted to determine the pathogenicity of
isolate and to screen out the susceptible antimicrobial agents.［Result］A Gram-positive pathogenic
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bacterium was isolated and identified as Streptococcus iniae. Its pathogenicity was confirmed by ex-
perimental  infection  test  and  the  half  of  lethal  dose  (LD50)  to  hybrid  sturgeon  in  two  weeks  was
4.11×102 CFU/g. The results of antimicrobial  susceptibility test  showed that  the isolate was suscept-
ible to florfenicol and doxycycline, but resistant to sulfamonomethoxine, sulfamethoxazole and other
angents.［Conclusion］S. iniae was isolated from the infected hybrid sturgeon and was highly lethal
to hybrid sturgeon, indicating that it might be the main pathogen that caused the death of the hybrid
sturgeon in sturgeon farm. This study provides a theoretical basis for disease control and prevention
and reveals its potential risk in the process of hybrid sturgeon breeding.
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鲟鱼 (Sturgeon) 生长快，抗病能力强，经济

价值高，适宜规模化养殖，是冷水鱼的主要养殖

品种之一[1]。近年来，随着鲟鱼养殖规模及产量的

提升，各种疾病的暴发也越加频繁，极大程度地

制约了中国鲟鱼养殖业的发展[2]。目前，危害鲟

鱼养殖的疾病类型主要是细菌病，已报道的致病

菌主要有嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila)[3]、

类志贺邻单胞菌 (Plesiomonas shigelloides)[4]、豚

鼠气单胞菌 (Aeromonas carvia)[5]、停乳链球菌 (St-
reptococcus dysgalactiae)[6]和海豚链球菌 (Strepto-
coccus iniae)[7]等。

鱼类链球菌感染已呈全球性分布，其中海豚

链球菌宿主范围广，对淡水、半咸水和海水的多

种鱼类均具感染性，严重危害水产养殖业的发

展[2]。1976 年，海豚链球菌首次从患皮肤脓肿的

亚马逊淡水海豚 (Inia geoffrensis) 中分离得到 [8]，

随后国外有专家发现其能使红拟石首鱼 (Sciaen-
ops ocellatus)、虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)、斑点

叉尾鮰 (Ictalurus punctatus)、罗非鱼 (Oreochromis
spp.) 和银大麻哈鱼 (O. kisutch) 等多种鱼感染发

病 [9]。中国也有海豚链球菌感染红拟石首鱼 [10]、

斑点叉尾鮰[11-12]、罗非鱼[13]和鲟鱼[7, 14-15]等发病的

相关报道。

2019 年 5 月，云南省景东县一鲟鱼养殖场出

现杂交鲟 [ 西伯利亚鲟 (Acipenser baerii)(♀)×施氏

鲟 (Acipenser schrenckii)(♂)] 大量发病死亡，累计

死亡率高达 50% 以上，给养殖户造成了严重的经

济损失。本研究首先从自然发病杂交鲟的内脏中

分离并获得病原菌，再对分离菌进行形态学观察

及 16S rRNA 基因序列分析，最后对该菌进行动

物回归试验及药物敏感性测试，为该病的准确诊

断及防治提供参考依据。

1   材料与方法

1.1    试验鱼

患病杂交鲟来自云南省景东县鲟鱼养殖场，规

格为 20~30 cm，(64.3±2) g。健康杂交鲟来自云南

省会泽县鲟鱼养殖场，规格为 20~30 cm，(58±2) g。
1.2    病原菌分离、纯化

利用接种环无菌操作从自然发病且出现典型

症状的患病杂交鲟的血液、肝、脾和肠道分别取

样接种于绵羊血平板，28 ℃ 培养过夜，随后挑

取优势菌落于血平板上进行纯化。菌株编号为

YN2019。
1.3    分离菌形态

将纯化菌株接种于血平板上，28 ℃ 过夜培

养后观察平板上菌落的形态。经纯化培养后的分

离菌通过涂片、固定及革兰氏染色，利用显微镜

观察菌体的形态特征。

1.4    16S rRNA 基因序列分析

分离菌接种于脑心浸出液培养基，28 ℃ 培

养过夜，取新鲜菌液离心收集菌体，参照离心柱

型细菌基因组 DNA 提取试剂盒说明书提取细菌

基因组 DNA，然后用于 PCR 扩增。16S rRNA 基

因 PCR 扩增的引物为：F：5′-AGAGTTTGATCA-
TGGCTCAG-3′；R：5′-GGTTACCTTGTTACGA-
CTT-3′。PCR 扩增产物经纯化回收后，送广州艾

基生物技术有限公司进行测序。

对经测序后获得的扩增产物 16S rRNA 序列进

行聚类分析，利用 NCBI 的 BLAST 检索系统从

GenBank 数据库中选取同源性较高的同种菌株的

 16S rRNA 序列及同属相关种的 16S rRNA 序列[16]，

运用 MEGA 5.0 中的 Muscle 算法对序列进行比

对，比对完成且经人工调整后采用邻位连接法

(neighbor-joining,  NJ) 构建聚类树，聚类树采用
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Maximum Composite Likelihood 模型[17]。

1.5    药物敏感性测试

药物敏感性测试采用微量二倍稀释法，参照

美国国家临床实验室标准化 (Clinical and Laborat-
ory Standards Institute，CLSI) 标准 [18]判断受试菌

株的药物敏感性，并以大肠埃希菌 (Escherichia
coli ATCC25922) 作为质控菌株。受试的药物选

用中国水产批准的 10 种国标渔药，包括磺胺间

甲氧嘧啶、磺胺甲噁唑/甲氧苄啶、磺胺二甲嘧啶/
甲氧苄啶、恶喹酸、多西环素、氟甲喹、恩诺沙

星、新霉素、甲砜霉素和氟苯尼考。同时设无药

无菌的阴性对照和无药有菌的阳性对照。按照商

品化药敏板的使用说明，于药敏板每孔中加入用

脑心浸出液稀释到 1×106 CFU/mL 的菌液 100 μL。
置 28 ℃ 培养箱中静置培养 16~24 h，取出观察结

果。对照组细菌生长良好时，以肉眼观察到能够

抑制细菌生长的最低药物质量浓度作为该药物

对受试菌的最小抑菌质量浓度 (minimal inhibitory
concentration，MIC)。
1.6    人工感染试验与 LD50 的测定

分离菌株接种于脑心浸出液培养基，28 ℃
震荡培养过夜，用 0.85% 的无菌生理盐水将其制

备成菌悬液，稀释成 3×106、3×105、3×104、3×103、

3×102 CFU/mL 共 5 个梯度，分别经胸鳍基部注

射 5 组健康杂交鲟 (58±2) g，20 尾/组，注射剂量

根据预试验结果确定为 0.2 mL/尾，对照组注射

生理盐水。试验期间各组水池中连续充氧，水温

(20±1) ℃ 正常饲养。每隔 4 h 需观察各组杂交鲟

的发病死亡情况。根据各组试验杂交鲟的死亡情

况运用寇氏法计算 LD50，将感染后出现症状的杂

交鲟进行细菌再分离，并对再分离获得菌株与原

致病菌进行比较[19]。

2   结果与分析

2.1    临床症状

患病杂交鲟来自云南景东水库网箱养殖，水

温 (19±1) ℃，发病初期表现为离群溜边或无方向

性窜游，5~10 d 内死亡，主要临床症状为吻端嘴

部四周出血、肛门周围充血出血，解剖后发现肠

道充血 (图 1)。
2.2    分离菌株的形态特征

分离菌株 YN2019 于绵羊血琼脂平板上 28 ℃
培养过夜，形成白色圆形光滑的菌落，并出现

α 溶血现象 (图 2)。革兰氏染色鉴定结果显示：

分离菌株 YN2019 为革兰氏阳性球菌，成链条形

排列 (图 3)。
2.3    16S rRNA 基因序列分析及系统发育树构建

PCR 扩增分离菌株 YN2019 的 16S rRNA 基因

片段约 1 500 bp，将序列提交至 NCBI 获得 Gen-
Bank 登录号为 MT197290。BLAST 同源性比对

结果显示：YN2019 16S rRNA 序列与 GenBank 中

S. iniae 的同源性最高，相似性均在 99.2% 以上；

与同属中停乳链球菌、无乳链球菌和副乳房链球

菌的同源性分别为 95.4%、95.3% 和 96.4%。以

分离菌株 YN2019 16S rRNA 序列与 GenBank 中其

他链球菌属的细菌  16S rRNA 序列构建聚类树，

结果 (图 4) 显示：分离菌株 YN2019 与 S. iniae 聚

为一支。

2.4    药敏试验

药敏结果 (表 1) 显示：分离菌株 YN2019 对

多西环素、新霉素、甲砜霉素和氟苯尼考敏感，

对磺胺间甲氧嘧啶、磺胺甲噁唑/甲氧苄啶和恩诺

沙星等其他药物耐药。
 

a) b)

 

图 1    患病杂交鲟口、肛门周围充血出血 (a) 和肠道充血 (b)
Fig. 1    Bleeding around the mouth and anal (a) and intestinal congestion (b) of diseased hybrid sturgeons
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2.5    人工感染试验与 LD50 的测定

人工感染后的第 3 天，试验组杂交鲟开始出

现离群沿池边游动或无方向性窜游，嘴部及肛门

周围出现充血现象，第 5 天高密度试验组杂交鲟

开始出现死亡。试验杂交鲟发病症状同自然发病

症状基本相似，可见吻端嘴部四周、肛门充血出

血，剖检见其肠道远端充血，对照组杂交鲟健康

活泼，未出现发病症状。从感染后发病杂交鲟的

血液、肝和脾中再次分离出细菌，经形态及 16S
rRNA 鉴定，确定其与原感染菌一致，揭示该菌

为引起杂交鲟大量死亡的致病菌。根据人工感

染结果 (表 2)，运用寇氏法计算菌株 YN2019 对

杂交鲟 2 周的 LD50= 2.39×104 CFU/尾，即 LD50=
4.11×102 CFU/g。

3   讨论

鲟鱼海豚链球菌感染已呈全球性分布，国内

外均有报道海豚链球菌感染鲟鱼并造成严重危

害 [14, 20-22]。云南首次发现海豚链球菌感染杂交

鲟，其主要临床症状为吻端嘴部四周及肛门周围

充血出血、肠道充血，这与国内外报道的海豚链

球菌感染杂交鲟引起的主要临床症状 [14, 20]相吻

合，但云南患病杂交鲟并未出现明显的内脏器官

损伤，如：肝出血、脾肿大、肾糜烂等症状[2, 7-8, 20]，

 

 

图 2    血平板菌落形态

Fig. 2    Morphology of isolates

 

 

图 3    分离菌革兰氏染色形态

Fig. 3    Gram staining morphology of isolates
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图 4    菌株 YN2019 的 16S rRNA 系统发育树

Fig. 4    Phylogenetic tree of the 16S rRNA gene sequences of strain YN2019
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这是与分离菌株的毒力差异还是病程快慢有关还

需进一步研究。对国内已报道引起杂交鲟发病且

分离出的海豚链球菌 16S rRNA 基因序列进行分

析，发现云南景东分离株 YN2019 与四川雅安分

离株 Ab130920[7]的同源性为 98.87%、与北京怀

柔分离株 HRS12718K[14]的同源性为 98.30%、与

四川彭州分离株 ZLP160615[15]的同源性为 98.99%。

由此可知：国内不同地方分离菌株之间虽同源性

较高，但均有特异性，其中云南分离株 YN2019
与四川分离株的同源性较北京分离株高，说明病

原菌的生物学特性可能与地域和距离等因素有关。

云南景东县海豚链球菌感染杂交鲟的死亡率

高达 50% 以上，分离菌株 YN2019 对健康杂交鲟

的 LD50 为 2.39×104 CFU/尾。郑李平等[15]与邓梦

玲等[7]曾报道四川彭州和雅安海豚链球菌感染杂

交鲟的死亡率分别达 35% 和 40% 以上，各分离

菌株对健康杂交鲟的 LD50 分别为 6.3×105 CFU/尾
和 6.4×105 CFU/尾。由国内不同地方海豚链球菌

感染杂交鲟所造成的高死亡率证实海豚链球菌已

严重危害杂交鲟养殖业的发展。对比国内不同地

方分离菌株对杂交鲟的 LD50 可知：云南分离菌

株 YN2019 的细菌攻毒毒力较强，说明海豚链球

菌不同菌株间的致病能力有所差异，可能与各分

离菌的生物学特性有关，也可能与试验用健康杂

交鲟的品种或大小有关，本试验所用健康杂交鲟

较其他报道中的小，免疫力可能稍弱，导致细菌

攻毒毒力强。

药物敏感性测试发现：本研究分离的海豚链

球菌 YN2019 对氟苯尼考、多西环素、甲砜霉素

和新霉素等抗菌药物敏感，对磺胺间甲氧嘧啶、

磺胺甲噁唑/甲氧苄啶和恩诺沙星等耐药。这与已

报道的西伯利亚鲟源海豚链球菌对氟苯尼考高度

敏感[7, 15]、对新霉素高度不敏感[15]的结果有相同之

处又存在些许差异，说明药物敏感性不同的海豚

链球菌分离株之间存在一定的差异，可能与地域

环境或养殖条件的不同有关。根据药敏测试结

果，本次海豚链球菌感染杂交鲟使用氟苯尼考后

病情得到了有效控制，因此，在治疗鱼类海豚链

球菌病时应根据药敏结果科学、高效地用药。此

外，长期使用或滥用抗生素会带来一系列负面影

响，如耐药性、环境污染和药物残留等问题；因

此，如何安全有效且环保的进行鱼病防控还有待

进一步研究。

海豚链球菌是人鱼共患菌之一，对人或鱼类

都具有较强的致病力，不仅危害鱼类养殖业的发

展，而且威胁人类的健康[23]。目前，国内外已有

学者开展了针对海豚链球菌的灭活菌苗、减毒活

疫苗等研究[24-26]，防治鱼类海豚链球菌的中草药

制剂也在进一步开发[27]。这些研究及其成果正在

不断地深入与应用，会极大程度地降低鱼类海豚

链球菌感染只能依赖抗菌药物防治所引起的负面

影响，且能提高鱼类海豚链球菌病的免疫防控能

力，减少其对水产养殖的危害。

 

表 1   分离株的药物敏感性

Tab. 1    Susceptibilites of the isolated strain YN2019
 

药物名称

antimicrobial agent

药物稀释范围/
(μg·mL−1)

ranges of dilution

MIC/
(μg·mL−1)

敏感性判断

susceptibilities

磺胺间甲氧嘧啶

sulfamonomethoxine      16~512 >512 R

磺胺甲噁唑/
甲氧苄啶

sulfamethoxazole/
trimethoprim

9.5/0.5~76/4 >76/4 R

磺胺二甲嘧啶/
甲氧苄啶

sulfadimidine/
trimethoprim

2.5/0.5~20/4 >20/4 R

恶喹酸

oxolinic Acid 0.125~4    >4 R

多西环素

doxycycline     0.5~16  ≤0.5 S

新霉素

neomycin        1~32  4 S

甲砜霉素

thiamphenicol        2~64  ≤2 S

氟苯尼考

florfenicol        1~32  ≤1 S

氟甲喹

flumequine     0.5~32  >32 R

恩诺沙星

enrofloxacin 0.004~8    >8 R

注：R. 耐药；S. 敏感。

Note: R. resistant; S. susceptible.

 

表 2   菌株人工感染试验结果

Tab. 2    Artificial infection test of the isolated strain YN2019
 

组别

group

病原密度/
(CFU·mL−1)

concentration

注射剂量/
(CFU·尾−1)

injected dose

2周累计

死亡数

accumulative
death number

试验鱼

数量

fish
number

死亡率/%
mortality

1 3×106 6×105 17 20 85 

2 3×105 6×104 10 20 50 

3 3×104 6×103   8 20 40 

4 3×103 6×102   3 20 15 

5 3×102 6×10   0 20   0 

对照control 0.85% NaCl 0   0 20   0 
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4   结论

本研究对云南景东县养殖的自然感染发病且

出现典型临床症状的杂交鲟进行病原菌分离纯

化，获得分离菌株 YN2019，通过形态学鉴定与

16S rRNA 系统发育鉴定其为海豚链球菌。人工

感染健康杂交鲟，出现与自然发病一致的症状，

再次分离得到此菌，证实海豚链球菌为引起景东

县鲟鱼养殖场杂交鲟大量死亡的致病菌，为杂交

鲟海豚链球菌病的防控提供了理论依据，并揭示

其在鲟鱼养殖过程中的潜在危险。

致谢：感谢云南农业大学高宇博士在细菌培养分

离工作中的指导协助。
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