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美国红鱼肾肿大症的病原及其致病性研究 

张继挺, 朱文渊, 王国良* 
（宁波大学 应用海洋生物技术教育部重点实验室, 浙江 宁波 315211） 

摘要: 针对浙江省温州洞头海水网箱养殖美国红鱼发生的以肾脏显著肿大为主要病症的肾肿大

症疾病, 进行病原及其致病性研究. 从病鱼肾脏分离获得优势菌株 MH061205-2, 经人工感染试

验证实该菌具有致病性, 会引起美国红鱼肾肿大症状. 进一步对其进行形态学和生理生化特征

测定, 以及 16S rRNA 测序分析等多元鉴定表明: MH061205-2 菌株为海藻希瓦氏菌(Shewanella 

algae), 是美国红鱼肾肿大症的病原菌, 该菌体呈杆状, 革兰氏染色阴性, 极生单鞭毛, 氧化酶反

应阳性; 该菌对头孢噻肟、头孢他啶、哌拉西林、卡比西林和环丙沙星等 15种药物敏感.  
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美国红鱼(Sciaenops ocellatus), 又称红鼓鱼、

斑尾鲈等, 学名为眼斑拟石首鱼, 属鲈形目, 石首

鱼科, 拟石首鱼属. 原产于南大西洋和墨西哥湾沿

岸水域, 1991年引进我国, 具有生长快、产量高、

食性广以及对环境适应能力强等优点, 现已在浙

江、福建等省广泛养殖, 取得了可观的经济效益. 

随着养殖规模的扩大, 养殖密度的加大, 养殖海区

水质趋于恶化, 加上美国红鱼经多代人工繁殖造

成性状退化, 导致其机体抵抗力下降. 这些年来美

国红鱼病害频繁发生, 且危害加重, 并时有新的病

害出现, 造成了很大的经济损失, 已成为阻碍养殖

生产可持续发展的瓶颈[1-3]. 笔者在浙江省温州洞

头和宁波象山海水网箱养殖美国红鱼中发现一种

新病害, 鉴于该病表现特征为肾脏肿大, 故暂定名

为美国红鱼肾肿大症[4], 在国内外属首次报道.笔

者进一步对分离菌株进行了致病性、生理生化特

性、16S rRNA基因序列相似性及系统发育分析等

研究, 以期为该病的预防和控制提供科学依据.  

1 材料与方法 

1.1 样品来源及症状观察 

试验用病鱼于 2008年 11月和 2009年 11月采

自温州洞头海水养殖网箱, 平均体重 200~300 g. 

感染用的健康美国红鱼取自宁波市象山县黄避岙

海水网箱养殖鱼排, 平均体重 150~200 g. 取症状

典型的濒死美国红鱼, 观察其体表及各个内脏器

官的病变情况, 并与健康鱼进行比较, 以确定该病

主要病变情况及病变部位.  

1.2 病原菌的分离纯化 

选取病鱼, 无菌操作取少量肾、心、脾、肝组

织分别在 50%海水普通营养琼脂和 TCBS 琼脂培

养基平板上划线分离, 28℃恒温培养 24 h后, 挑取

形态特征一致的优势菌进行纯化培养, 将纯化菌

株转接至斜面培养基保存备用.  

1.3 人工回归感染 

分离菌株在 50%海水营养琼脂斜面上 28℃恒

温培养 24 h 后, 用 0.85%无菌生理盐水洗下菌苔, 

稀释成所需浓度菌悬液. 采用腹腔注射感染、口灌

感染和浸泡感染 3种感染方式. 试验水温 20℃, 盐

度 28‰. 观察感染发病鱼症状, 及时解剖检查内脏

器官病变情况, 同时作细菌分离.  

1.4 病原菌形态观察及生理生化特征测定 

将分离到菌株MH061205-2接种至50%海水普

通营养琼脂平板和斜面上, 培养 18 h后, 对幼龄菌
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分别进行油镜和 TECNAI 10型透射电子显微镜观

察. 生理生化特性参照 API 20E自动鉴定卡进行.  

1.5 病原菌的 16S rRNA基因序列分析 

1.5.1  PCR模板 DNA的制备  

分离菌株在 50%海水普通培养斜面中 28℃培

养 18 h后, 无菌水洗下菌苔, 按东秀珠的方法提取

基因组总 DNA[5].  

1.5.2  16S rRNA基因序列的 PCR扩增与测序 

采用 16S rRNA基因特异性扩增法进行, 通用

引物序列为 F5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’

和 R5’-TACGGCTACCTTGTTACGACTT-3’. 由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成 . 50 µL 

PCR 反应总体系中, 分别加入双蒸水 29 µL、10× 

PCR Buffer 5.0 µL、Mg2+ 3.0 µL、d NTP(2.5 µmol·L-1) 

4.0 µL、引物(25 µmol·L-1)各2.0 µL、Taq酶(5 U·µL-1) 

1.0 µL以及模板 DNA 4.0 µL; 反应条件为 94℃预

变性 4 min, 然后 94℃ 1 min、56℃ 1 min、72℃ 

2 min, 进行 30个循环, 最后 72℃延伸 5 min结束

反应. 取扩增产物 4 µL 在 1.2%的琼脂糖凝胶上进

行电泳检测.  

PCR 扩增产物的回收纯化采用上海生工科技

公司的DNA快速纯化回收试剂盒. 将 PCR扩增产

物直接由上海基康生物有限公司用 ABI 377 DNA

自动测序仪测序.  

1.6 系统发育树构建 

所测序列利用GenBank数据库中的BLAST进

行相似性比较. 根据返回结果, 从GenBank数据库

调用相近序列, 在 Clastalx(1.83)程序包中进行多重

序列匹配排列分析, 使用 MEGA 4.0 邻接法构建系

统进化树.  

1.7 药敏试验 

采用药敏纸片琼脂平板扩散法[6]. 所用药敏纸

片由杭州天和微生物试剂有限公司生产. 

2 结果 

2.1 病鱼症状 

患病初期, 病鱼上浮于水面游动, 体表并无明

显症状. 随着病情加重, 病鱼体表和鳍条出现溃疡. 

解剖观察, 内部脏器病变明显, 尤其是肾脏显著肿

大, 体积甚至达到正常肾脏的 10倍以上, 肝脏、脾

脏、胆囊等也有肿大现象, 心脏、肠及鳃等组织未

见明显的病变(图 1).  

 
图 1  患病美国红鱼肿大的肾脏 

2.2 病原菌特征 

从病鱼的肾脏、肝脏组织中均分离出菌落形状

相同的优势菌. 分离细菌在 50%海水普通营养琼

脂平板上 28℃恒温培养 24 h 后, 出现直径约为

1 mm的乳白色菌落, 在 TCBS 琼脂平板上可生长,

呈绿色菌落. 选取代表菌株MH061205-2进行细菌

鉴定、人工回归感染、药敏等实验. 病鱼组织经超

薄切片, 透射电镜观察未见病毒颗粒等其他原核

生物体(有关组织病理学研究另文发表).  

革兰氏染色结果显示菌体形态一致, 为革兰

氏阴性, 呈杆状, 直径约0.5 µm, 长1.0~3.0 µm. 氧

化酶反应阳性. 电镜观察显示菌体呈杆状, 极生 

单鞭毛(图 2). 经 API 20E 系统鉴定(表 1), 菌株

MH061205-2和海藻希瓦氏菌(Shewanella algae)为

同种菌.  

 

图 2  病原菌形态透射电镜观察(Bar=1.0 µm) 

2.3 人工回归感染实验 

感染试验结果表明, 菌株MH061205-2对美国

红鱼有很强的致病性, 与自然发病鱼症状基本一

致. 从病变组织肾、肝中均分离到纯度一致的细菌, 

分离菌经 16S rRNA基因 PCR扩增、测序, 鉴定结

果与自然发病鱼体分离的 MH061205-2 菌株完全

1 µm
60 kV×25000 
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一致. 注射组和口灌组死亡率为 100%, 创伤浸泡

组死亡率为 85%, 非创伤浸泡组死亡率为 60%, 对

照组没有死亡, 也无任何病症(表 2).  

2.4 病原菌 16S rRNA序列分析及系统发育树构建 

PCR扩增病原菌MH061205-2的 16S rRNA 基

因片段长度为 900 bp(图 3), GenBank登陆注册号为

FJ217206. 将该序列与 GenBank 中已报道的相关

性较高的 16S rRNA基因序列进行比对, 结果表明: 

该菌株与海藻希瓦氏菌(S. algae)(AF005249)的 16S 

rRNA 基因序列相似性达 99%以上. 从系统发育树

(图 4)上可以看出, 该菌株与海藻希瓦氏菌位于同

一个分支上. 据此鉴定美国红鱼肾肿大症病原菌

为海藻希瓦氏菌.  

M     1 

 
M: 分子量标准; 1: MH061205-2菌株的 PCR产物 

图 3  16S rRNA基因序列 PCR扩增电泳 

表 1  菌株MH061205-2和海藻希瓦氏菌 API 20E生化反应表 

鉴定项目 美国红鱼病原菌 参照菌株 鉴定项目 美国红鱼病原菌 参照菌株 

氧化酶 + + 明胶酶  + + 

V-P反应 －  －  葡萄糖  －  －  

H2S产生 + + 甘露醇 －  －  

吲哚产生 －  －  肌醇 －  －  

柠檬酸利用 －  －  山梨醇 －  －  

β-半乳糖苷酶 －  －  鼠李糖 －  －  

精氨酸双水解酶 －  －  蔗糖 －  －  

赖氨酸脱羧酶 －  －  密二糖 －  －  

鸟氨酸脱羧酶 + + 苦杏仁苷 －  －  

色氨酸脱氨酶 －  －  L-阿拉伯糖 －  －  

脲酶 －  －     

注: “+”代表结果阳性,“–”代表结果阴性. 

表 2  美国红鱼人工感染试验结果 

累计死亡数/尾 
组别 数量/尾 

菌液当量浓 

度/(CFU·mL-1) 
剂量/mL

1 d 2 d 3 d 4 d 6 d 8 d 11 d 14 d 
死亡率/%

注射 20 4.5×107 0.5 0 0 2 7 16 20 20 20 100 

口灌 20 4.5×107 1.0 0 0 0 0 5 17 20 20 100 

创伤浸泡 20 3.4×106 30* 0 0 0 0 4 12 17 17 85 

非创伤浸泡 20 3.4×106 30* 0 0 0 0 0 5 12 12 60 

注射对照 20 saline 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

口灌对照 20 saline 1.0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

创伤对照 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

健康对照 20 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

注 : *为浸泡 30 min. 

2 000 bp

1 000 bp
750 bp

500 bp

250 bp

100 bp
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2.5 药物敏感性试验 

从表 3可以看出, 病原菌对头孢噻肟、头孢他

啶、哌拉西林、卡比西林和环丙沙星等 15 种药物

敏感, 对链霉素、卡那霉素和阿米卡星 3种药物中

等敏感, 对头孢噻吩和四环素有抗性.  

3 讨论 

关于由细菌性病原引起鱼类肾脏疾病的报道

较少, Wiens 等 [7]报道鲑鱼肾杆菌(Renibacterium 

salmoninarum)能引发鱼类慢性系统疾病, 其症状

 
图 4  根据 16S rRNA基因序列同源性构建的MH061205-2与相关菌株的系统进化树 
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特点为肾脏呈淡灰色且肿胀坏死, 可垂直传播, 一

旦发病几乎无法治疗. 本文报道由海藻希瓦氏菌

感染引起的美国红鱼肾肿大症, 表现为特征性的

肾脏严重充血和显著肿大, 目前尚未见有相关文

献报道. 陈尝等[8]从美国红鱼溃疡病中分离鉴定的

病原菌也为海藻希瓦氏菌, 主要症状为体表溃疡, 

腹腔和肠道积水, 肝脾肿大, 肾毛细血管充血, 但

未显现肾脏肿大特征. 同样的病原菌却呈现不同

的病症特点和组织病理差别, 笔者认为美国红鱼

溃疡病的发病时间在 5~6 月份, 水温为 25~28℃, 

与本研究的肾肿大症在 11~12 月份发病, 水温

18~20℃有较大差异, 这可能与不同水温引起的急

性感染和慢性感染造成组织病变差异有关.  

希瓦氏菌属(Shewanella)的分类地位从 20世纪

30 年代至 80 年代经历了多次变更[9-11]. 直到 1985

年, MacDonell等[12]根据其 5S rDNA 序列数据, 最

终确定Shewanella为弧菌科的一个新属. 该属中有

腐败希瓦氏菌(S. putrefaciens)、海藻希瓦氏菌(S. 

algae)和波罗希瓦氏菌 (S. baltica) 3 个种 , S. 

putrefaciens和S. baltica对其研究主要集中在食品、

工业和环境保护等方面, 而 S. algae则与人类及动

物感染有关, 已被证明是人畜共患的病原菌[13-14]. 

Richards 等报道在多种海水养殖贝类中分离出海

藻希瓦氏菌, 但未进行更深入的研究[15]. 本研究鉴

定美国红鱼肾肿大症的病原菌为海藻希瓦氏菌, 

明确了其分类地位. 尽管海藻希瓦氏菌作为养殖

鱼类病害的病原菌的报道尚少, 但其能感染人体, 

因此应该引起重视, 特别注意不能摄食发病鱼和

死亡鱼, 避免人和动物的间接感染. 研究发现, 人

工创伤感染和非创伤感染均能使试验鱼体因感染

病原而发病, 除阐明鱼体感染的可能途径外, 也提

示人们在海滨浴场要注意可能遭受感染. Holt等[16]

的研究已报道夏季有较高比例人群感染海藻希瓦

氏菌.  

从药物敏感试验结果可知, 头孢噻肟、头孢他

啶、哌拉西林、卡比西林和环丙沙星等 15 种药物

对病原菌有较强的抑菌作用, 在生产上可酌情使

用其中部分低残留无公害的药物, 作为防控由海

藻希瓦氏菌引起的美国红鱼肾肿大症.  
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Pathogeny and Pathogenicity of Kidney Intumesce of Sciaenops ocellatus 

ZHANG Ji-ting, ZHU Wen-yuan, WANG Guo-liang* 
( Key Laboratory of Applied Marine Biotechnology of Ministry of Education, Ningbo University, Ningbo 315211, China ) 

Abstract: We isolated a bacterial strain identified for MH061205-2 from kidney in diseased Sciaenops ocellatus 
with kidney intumesce, and further studied pathogeny and pathogenicity of kidney intumesce of Sciaenops 
ocellatus. Through experimental infection, we confirm that the isolated bacterial is the pathogen responsible for 
the mortality. We also characterize the strain on the basis of its morphology, physiology, and sequence 
comparison of 16S rRNA. The results of those experiments show that the strain MH061205-2 is identified as 
Shewanella algae. The bacterial are gram-negative rod, and occur singly, being negative in oxidase and sensitive 
to 15 chemotherapeutants such as Cefotaxime, Ceftazidime, Piperacillin, Carbenicillin and Ciprofloxacinum. As 
the pathogen of the Sciaenops ocellatus with kidney intumesce, Shewanella algae are reported in this article. The 
study is expected to render some academic value on the prevention and control of fish diseases and enriching 
pathogen library data of marine fish. 
Key words: Sciaenops ocellatus; kidney intumesce; Shewanella algae  
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