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虹鳟细菌性疾病病原菌分离鉴定及药敏试验
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摘 要: 为快速鉴定虹鳟疑似细菌性疾病的致病菌，寻找敏感药物。对 2 尾患病鱼体内细菌进行分离纯化培
养，经生化鉴定明确病原菌，最后利用药物敏感纸片 Kirby－bauer 琼脂扩散法进行敏感药物筛选。在鳃、心
脏、脾、肝、肠组织中分离鉴定得到 2种细菌，分别为产气肠杆菌和付甲伤寒沙门氏菌。药物敏感试验结果
表明: 氯霉素、卡那霉素和米诺环素对两种菌株均有较强的抑制作用; 头孢他定和多粘菌素对两种菌株抑制
作用次之; 两种菌株对头孢曲松、氧氟沙星、环丙沙星以及克林霉素等有较强的耐药性。
关键词: 虹鳟; 细菌性疾病; 病原菌; 分离鉴定; 药敏试验

中图分类号: S917．1 文献标识码: A doi: 10．3969 / j．issn．1672－4305．2021．02．015

Isolation and identification of pathogenic bacteria of rainbow
trout bacterial diseases and drug susceptibility test
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( 1． College of Animal Science and Technology，Gansu Agricultural University，Lanzhou 730070，Chi-
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Abstract: In order to quickly identify bacterial disease of pathogens of rainbow trout and search sensi-
tive drugs for this disease． The bacteria in the two fishes were separated and purified，and the patho-
gens were identified by biochemical identification． Finally，the sensitive drugs were screened by Kirby
－bauer agar diffusion method． Two kinds of bacteria were isolated and identified in gill，heart，spleen，
liver and intestine tissues，namely enterobacter aerogenes and salmonella typhimurium． The drug sensi-
tivity test results showed that: chloramphenicol，kanamycin and minocycline have strong inhibitory
effects on the two strains; ceftazidime and polymyxin are the second inhibitory effects on the two
strains; the two strain is highly resistant to ceftriaxone，ofloxacin，ciprofloxacin and clindamycin．
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虹鳟( Oncorhynchus mykiss) ，属鲑形目、鲑科的
一种冷水性鱼类，原产于北美洲北部和太平洋西岸，

主要生活在低温淡水中，对养殖水域的水质要求较

高［1］。近年来，随着养殖规模的不断扩大、集约化
养殖程度的不断提高，虹鳟养殖中细菌性疾病频发，

严重阻碍了虹鳟养殖业的健康发展，造成了一定的

经济损失。对于水产动物而言，感染细菌性疾病的
病原菌种类很多，而不同细菌感染往往使患病鱼呈

现不同的症状，在生产中由于各种因素相互影响

( 鱼体自身抵抗力、水环境、饲养管理等) ，细菌性疾
病往往表现出一病多症［2－3］、一症多病等现象［4 －5］。
近年来，对水产动物细菌性疾病，常使用抗生素

进行治疗，但因同一细菌对不同的抗生素敏感性存

在很大差异，由于在生产实践中对于细菌性疾病未

进行病原菌分离鉴定及药敏试验，随意选择抗生素

进行治疗往往导致治疗效果很不理想，尤其近年来，



随着水产药物的广泛使用，细菌的耐药性不断增强，

耐药菌，尤其多重耐药菌的不断增加，给水产动物细

菌性疾病的治疗带来了极大困难［3 －5］。
本次研究通过细菌分离纯化培养、生化鉴定等

方法对 2尾疑似患细菌性疾病的虹鳟的主要患病皮
肤和内脏器官进行了初步诊断及病原菌的分离、染
色和生化鉴定以及药物敏感性实验。通过本次实
验，旨在建立虹鳟细菌性疾病快速分离鉴定方法，为

虹鳟养殖病害研究提供理论支撑。

1 实验材料与方法

1．1 实验对象及主要耗材

实验动物为甘肃省刘家峡水库网箱养殖患病濒

死虹鳟 2尾，病鱼患有轻微水霉，形体消瘦、肛门红
肿外突、鳃部及鳍基部充血等病症。实验鱼体长约
22～26 cm，体重约 500 ～ 750 g，用于临床剖检、病原
菌分离鉴定及药敏实验。
自配营养琼脂培养基用于病原菌分离纯化，革

兰氏染液、氧化酶试剂、肠杆菌科细菌生化编码鉴定
管( J2002，15 种) 及抗菌药物成套纸片 ( S1100，30
种) 均购自杭州微生物试剂有限公司。

1．2 采样及初步诊断

于 2019年 4月 28 日，在甘肃省刘家峡水库网
箱虹鳟养殖场进行现场采样，通过肉眼观察病鱼表

征，解剖检查腹腔内出血积水情况及内脏有无明显

病理变化，显微镜镜检有无寄生虫，初步诊断确定发

病原因［6］。

1．3 病原菌分离纯化

在无菌环境下，用棉球蘸取 75 %乙醇将病样体
表擦拭消毒，用无菌剪刀解剖后取鳃、肠道、心脏、脾
脏、肝脏组织，碾碎后用涂布棒涂抹于营养琼脂培养
基，置于恒温培养箱 28 ℃培养 24 h，选择形态较为一
致的单菌进行 3～4 次纯化培养，将纯化细菌用无菌
接种环接种于普通肉汤培养基，置于恒温摇床 28 ℃
培养 24 h，用于后期实验及传代培养，并将经纯化长
出菌落的琼脂平板置于冰箱备用［7－9］。将各个组织
分离纯化后的细菌进行暂时命名，以便后期实验记

录，本实验中，将 2 尾虹鳟鳃组织细菌分别命名为
GS1、GS2，肠道组织细菌分别命名为 IS1、IS2，心脏组
织细菌分别命名为 HS1、HS2，脾脏组织细菌分别命名
为 SS1、SS2，肝脏组织细菌分别命名为 LS1、LS2。

1．4 病原菌鉴定
1．4．1 革兰氏染色鉴定
对菌落形态进行观察，并选取单一菌落用革兰

氏染色后在显微镜下形态进行观察，革兰氏阴性菌

呈红色，革兰氏阳性菌呈紫色。以均匀分散开的细
菌的革兰氏染色反应为准。( 过于密集的细菌，常
常呈现假阳性) ［10－11］。
1．4．2 氧化酶实验
在洁净滤纸一角沾取少许被检菌落，滴加配制

好的氧化酶试液( 一支氧化酶干粉加 1 mL 无菌蒸
馏水) 一滴，十秒后观察结果，紫红色为阳性，无色

或黄色为阴性［12］。
1．4．3 肠杆菌科细菌生化编码鉴定管鉴定
经革兰氏染液鉴定为革兰氏阴性菌，氧化酶实

验鉴定为氧化酶阴性反应后，初步断定该菌为肠杆

菌科细菌，采用肠杆菌科细菌生化编码鉴定管进行

生化鉴定，根据肠杆菌科细菌生化鉴定编码册及伯

杰细菌鉴定手册进行判定［6］。

1．5 回归感染实验

选取分离鉴定所得菌落，用无菌生理盐水清洗

菌苔，得到菌悬液，采用活菌计数法将细菌稀释到浓

度为 1．0×108CFU /mL，随机选取 10尾暂养一周的健
康虹鳟，腹腔注射 0．2 mL 菌悬液为实验组，另选取
10尾健康虹鳟腹腔注射 0．2 mL 生理盐水做空白对
照组。将实验组和对照组分别置于不同孵化缸内，
在同等水质条件下饲养 15天，密切观察记录两组虹
鳟死亡情况。将死亡鱼再进行病原菌分离鉴定，判
断是否与注射菌一致，以确定致病菌。

1．6 药敏试验

采用 Kirby－bauer琼脂扩散法，将细菌接种到营养
琼脂平板上，28 ℃培养 16～18 h的菌苔用生理盐水调
成菌悬液后，均匀涂布于营养琼脂平板上，然后贴上药

物敏感试纸(直径 6 mm) ，恒温 28 ℃培养 24 h，观察并
记录结果，通过抑菌直径判定药物敏感性［12］。

2 实验结果与分析

2．1 初步诊断结果

通过对患病虹鳟体表、鳃、鳍、内脏初步检查，可
见病鱼体表粘液较多、鳃部及鳍部充血，剖检可见内
脏有明显充血、出血现象，显微镜下观察，未发现寄
生虫存在，可初步诊断为细菌性疾病致死。

2．2 病原菌鉴定结果与分析
2．2．1 革兰氏染色结果
各个组织所培养细菌均为革兰氏阴性菌，镜下

观察，为杆状菌，无鞭毛。
2．2．2 氧化酶实验结果
各个组织所培养菌株在氧化酶实验中无细胞色
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素氧化酶产生，所有细菌均为氧化酶阴性反应。
2．2．3 生理生化鉴定结果
通过革兰氏染色和镜检结果，以及氧化酶实验

结果，确诊该细菌为肠肝菌科细菌，通过肠杆菌科细

菌生化编码鉴定管进行生化鉴定。对细菌进行 15
项生化鉴定，结果如表 1 所示。依照细菌生化编码

鉴定手册，根据 15项鉴定结果阴阳性进行数字编码
得出单项数值，然后利用肠杆菌科细菌鉴定表对应

得出总值，得出结果如表 2所示。根据鉴定值，查阅
肠杆菌科细菌生化鉴定编码手册，确定各株细菌分

别为:产气肠杆菌、付甲伤寒沙门氏菌，如表 3所示。

表 1 生化鉴定结果

项目 GS1 GS2 IS1 IS2 HS1 HS2 SS1 SS2 LS1 LS2

硫化氢 － － － － － － － － － －

苯丙氨酸 － － － － － － － － － －

葡萄酸盐 + + － － － － + + － －

靛基质 － － － － － － － － － －

甲基红 － － + + + + － － + +

枸橼酸盐 + + － － － － + + － －

尿素 － － － － － － － － － －

动力 _ _ + + + + － － + +

产气 + + + + + + + + + +

赖氨酸 + + － － － － + + － －

鸟氨酸 + + － － － － + + － －

棉子糖 － － － － － － － － － －

山梨醇 + + － － － － + + － －

侧金醇 + + － － － － + + － －

木糖 + + － － － － + + － －

注: +为阳性，－为阴性。

表 2 肠杆菌科细菌鉴定表

生
化
试
验

硫
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氢

苯
丙
氨
酸

葡
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酸
盐

靛
基
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酸
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素
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力
产
气

赖
氨
酸

鸟
氨
酸

棉
子
糖

山
梨
醇

侧
金
醇

木
糖

GS1 － － + － － + － － + + + － + + +

单值 4 2 ① 4 2 ① 4 2 ① 4 ② ① ④ ② ①

总值 1 1 1 6 7

注: +为阳性，－为阴性。
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表 3 肠杆菌科细菌鉴定结果

细菌 鉴定值( 总值) 菌名( 编码) 鉴定值( %)

GS1 11167 产气肠杆菌 100

GS2 11167 产气肠杆菌 100

IS1 02300 付甲伤寒沙门氏菌 76．779

IS2 02300 付甲伤寒沙门氏菌 76．779

HS1 02300 付甲伤寒沙门氏菌 76．779

HS2 02300 付甲伤寒沙门氏菌 76．779

SS1 11167 产气肠杆菌 100

SS2 11167 产气肠杆菌 100

LS1 02300 付甲伤寒沙门氏菌 76．779

LS2 02300 付甲伤寒沙门氏菌 76．779

2．3 回归感染实验结果

将分离鉴定所得两株细菌进行回归感染，结果

显示:注射产气肠杆菌菌悬液后，10 尾虹鳟 6 天内
全部死亡，死亡率为 100 %，对死亡鱼进行病原菌分
离鉴定，体内优势菌为产气肠杆菌;注射付甲伤寒沙

门氏菌菌悬液后，10 尾虹鳟 15 天内死亡 7 尾，死亡
率为 70 %，对死亡鱼进行病原菌分离鉴定，体内优
势菌为付甲伤寒沙门氏菌。表 4为注射菌悬液和生
理盐水后 15天内不同时间虹鳟死亡情况。

表 4 回归感染实验结果

注射液
不同时间死亡情况

第 1 d 第 2 d 第 3 d 第 4 d 第 5 d 第 6 d 第 7 d
死亡率( %)

产气肠杆菌 0 1 2 2 4 3 0 100

付甲伤寒沙门氏菌 0 0 1 1 2 2 1 70

生理盐水( 对照组) 0 0 0 0 0 0 0 0

2．4 药敏试验结果

对分离纯化鉴定的两株细菌进行药物敏感试验

( 将产气肠杆菌命名为菌 A，将付甲伤寒沙门氏菌命
名为菌 B。) ，通过抑菌圈直径断定该细菌对药物敏
感程度，结果显示 ( 如表 5 所示) : 氯霉素、卡那霉

素、米诺环素对两种菌株均有较强的抑制作用;头孢
他定、多粘菌素对两种菌株抑制作用次之;两种菌株
均对头孢曲松、氧氟沙星、环丙沙星、克林霉素等有
较强的耐药性。

表 5 药敏试验结果

药敏纸片
菌 A 菌 B

抑菌直径( mm) 抑菌程度 抑菌直径( mm) 抑菌程度

氯霉素 28 S 30 S

卡那霉素 24 S 25 S

米诺环素 22 S 26 S
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接上表

丁胺卡那 20 S 21 S

羟苄西林 19 I 12 I

头孢他啶 12 I 14 I

多粘菌素 11 I 18 I

头孢曲松 0 Ｒ 3 Ｒ

氧氟沙星 0 Ｒ 0 Ｒ

环丙沙星 0 Ｒ 4 Ｒ

克林霉素 0 Ｒ 0 Ｒ

痢特灵 0 Ｒ 0 Ｒ

注: Ｒ，r＜5，表示耐药; I，5＜r＜20，表示中介; S，r＞20，表示敏感。

3 讨论

3．1 病原菌分离鉴定结果

现有研究报道中，虹鳟常见细菌性疾病病原菌

主要有鳗弧菌 ( Vibrio anguillarum) 、杀鲑气单胞菌
( Aeromonas salraonicida) 、嗜鳃黄杆菌 ( Flavobacte-
riumbranchiophila ) 、柱状黄杆菌 ( Flavobacterium co-
lumnaris) 、点状产气单胞菌和嗜水气单胞菌等［13］。
本次实验以病原微生物学为理论依据，对疑似患有

细菌性疾病的虹鳟进行细菌提取、分离、纯化培养、
鉴定，得到 2种优势菌落，分别为产气肠杆菌( Enter-
obacter aerogenes) 和付甲伤寒沙门氏菌 ( Salmonella
typhimurium) ，均为条件致病菌，通过回归感染实验
可知，两种菌均能使虹鳟患病致死，均为本次鱼病致

病菌。产气肠杆菌是一种有着高效产氢潜力的兼性
厌氧菌，可用于发酵法生产氢气，正常情况下存在于

人和动物肠道，无害，但在外界条件恶化、机体虚弱
等情况下导致机体抵抗力下降而致病，可引起呼吸

道感染等疾病，对于水产动物而言，当水质恶化、鱼
体受伤等造成的体虚、抵抗力下降时，该菌将会在
鳃、脾脏等部位迅速繁殖而造成呼吸受阻，严重时导
致死亡，有研究表明，产气肠杆菌对罗氏沼虾有严重

致病性，导致其大量死亡［14］。付甲伤寒沙门氏菌
为肠杆菌科、沙门氏菌属、付甲伤寒沙门氏菌种，据
报道，人类是伤寒沙门氏菌的唯一宿主，但有研究发

现付甲伤寒沙门氏菌在禽类中有所感染，导致禽类

肠炎等肠道疾病，此菌在体内繁殖，导致食物中毒现

象及肠炎等出血性症状［15］，暂未发现该菌在水产

动物中的感染报道。综上可知，此次鱼病是由于鱼

类越冬损耗，加之前期水霉影响，机体抵抗力下降，

进而引发的产气肠杆菌、付甲伤寒沙门氏菌感染，引
起的细菌性出血症，造成虹鳟大量死亡。

3．2 药敏试验结果及鱼病预防措施

因水产动物细菌性疾病病原菌较为复杂，加之

近年来在生产中对抗生素的滥用，导致病原菌耐药

性增加，故在鱼病治疗中，选择合理的抗生素是鱼病

防治的关键［2］。对于此次虹鳟鱼病问题，应根据药
敏试验结果，选取合适药物进行药浴或药饲料投喂

治疗以控制细菌性疾病，并利用消毒类药物进行水

体消毒。本次药敏试验只是筛选细菌最敏感类药
物，未确定最低药物浓度和最适药物浓度，欠缺全面

性和一定的科学性，但在生产实践中，此方法可对爆

发性细菌性疾病进行快速有效应对，最大可能挽回

经济损失，对虹鳟病害研究及预防治疗提供一定理

论支撑。
水产动物疾病预防治疗应遵循“以防为主、防重

于治”的方针，在养殖中应科学引用预防类药物，加强
中草药和有益菌在水产中的应用，而保持一个良好的

水体环境是鱼病防治的关键，据刘淑兰等研究表明，

芽孢杆菌能分泌一种具有抑菌活性的抑菌物质，将其

作为益生菌添加剂添加到饲料中用于动物生产，不仅

有较好防病效果还可提高动物生产性能［16］。据报
道，中草药在水产动物病害防治中的应用主要有:预

防病毒性疾病，在预防控制病毒性出血症中有显著成

效;预防治疗细菌性疾病，长期使用中草药对于细菌

性肠炎及细菌性败血症有着独特疗效;定期使用中草

药可有效控制寄生虫的滋生［17］。故在生产中使用中
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草药进行鱼病防治，并配合有益菌的合理应用调节养

殖水域营养结构显得尤为重要。

4 结语

针对虹鳟爆发性疾病，本次研究通过对患病鱼

病原菌分离鉴定、回归感染，可得出本次疾病是由于
鱼类越冬损耗，加之前期水霉影响，机体抵抗力下

降，进而引发的产气肠杆菌、付甲伤寒沙门氏菌感
染，引起的细菌性出血症，造成虹鳟大量死亡，由药

敏试验结果可知，利用氯霉素、卡那霉素和米诺环素
等抗生素，可有效抑制该致病菌繁殖，快速有效地治

疗本次虹鳟细菌性疾病。
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均具有增殖抑制的作用，且具有时间和浓度依赖性。
提示红参多糖可作为功能保健食产品和抗癌药物，

为红参多糖不同分级醇沉组分的活性研究和开发利

用奠定了一定基础。
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