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摘要：为探究中华鳖（Pelodiscus sinensis）循环水养殖过程中出现体表穿孔和溃疡的病因，对患病中华鳖的肝、脾、肺

和肾等部位取样并进行病原菌分离及革兰氏染色，利用16S rRNA测序和生化鉴定相结合进行细菌鉴定，通过毒力

基因PCR检测和人工回感试验评估细菌的致病性，以纸片扩散法评估几种抗生素的抑菌效果，利用琼脂打孔法评估

中药提取物的抑菌效果。结果显示，从病鳖的脏器中分离到一株优势菌AH0421，该菌为革兰氏阴性菌，菌体呈短杆

状；菌株 AH0421 与嗜水气单胞菌（Aeromonas hydrophila）模式菌株 ATCC 7966 的 16S rRNA 序列相似性高达

99.66%。菌株AH0421能利用葡萄糖、蔗糖和麦芽糖，具有O/129耐受性，其携带act、aerA、aha、ahh、ahp、ahpA、alt、

ast、hlyA、lip、ompA毒力基因。回感试验出现与自然发病相似病症，菌株AH0421半致死浓度(LC50)为1.7×106CFU/mL。中

药五味子提取物、诺氟沙星、多西环素、恩诺沙星、新霉素以及头孢克肟、头孢曲松等头孢类抗生素对该菌有较强的

抑制作用。研究表明，五味子和多数头孢类抗生素可作为治疗菌株AH0421感染的参考药物。
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中华鳖（Pelodiscus sinensis）是我国重要的淡水养

殖品种，随着集约化养殖的发展，养殖环境不断恶化，各

类疾病频频暴发，已严重阻碍中华鳖养殖业的健康发

展。嗜水气单胞菌（Aeromonas hydrophila）是对中华鳖

养殖危害最大的细菌性病原之一，可引发穿孔病、腐皮

病等，主要表现为背腹部穿孔、皮肤糜烂、肝脏充血等症

状，具有传染性强、死亡率高的特点（郑杰夫等，2016）；
嗜水气单胞菌的致病性与毒力因子有关，主要包括外毒

素、外膜蛋白、胞外蛋白酶、脂多糖等（Nhinh et al，
2021）。嗜水气单胞菌的外毒素普遍具有溶血性、细胞

毒性及肠毒性，会破坏水生动物呼吸和消化器官等组

织，造成机体抵抗力下降，从而导致肌体出现出血性败

血症等疾病，进而造成其死亡（殷海成，2007）。
在养殖过程中，中华鳖嗜水气单胞菌源疾病的

防控主要以施用抗生素和消毒剂为主。朱凝瑜等

（2017）对 10株分离自患病中华鳖的嗜水气单胞菌

进行了耐药性研究，发现新霉素、多西环素、诺氟沙

星等对嗜水气单胞菌均具有较强抑制作用。中草

药因其具有毒副作用小、残留少的特点，被广泛用

于增强水产动物免疫功能以及嗜水气单胞菌感染

等防治（曹丽萍等，2011）。He等（2020）研究发现，

在饲料中添加 100 mg/kg的栀子苷可显著增强鲫的

血清溶菌酶活性，并能提高其在嗜水气单胞菌感染

下的存活率；黄东宇（2019）将白藜芦醇、姜黄素和

黄芩多糖进行配伍，可显著提高嗜水气单胞菌感染

下异育银鲫的抗氧化能力和存活率。目前，中药主

要用在鱼病防治中，鲜有用于抗鳖源嗜水气单胞菌

的报道。

室内循环水养殖系统具有产量高、污染少等特

点，近年来在名优水产品养殖中的应用日趋广泛（李

红艳等，2020）。由于循环水养殖集约化程度高，养

殖病害问题也愈发突出。因此，建立针对该系统下

的病原鉴定技术和病害防控方法显得尤为重要。

2021年5月，浙江省湖州市某循环水养殖场的中华鳖

出现体表穿孔、溃烂等症状并伴随大规模死亡，随即

采集了病鳖样品进行病原菌分离、鉴定和毒力因子

检测，通过回感试验确定病原菌的致病性，最后筛选

出多种对病原有体外抑制作用的抗生素药物和中草

药，以期为该病的诊断与治疗提供参考依据。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

患病和健康中华鳖均取自浙江省湖州市某中华

鳖循环水养殖场。患病个体（约 250 g/只）具有体表

溃烂和背腹部穿孔等症状；健康个体（约200 g/只）活

力、摄食正常，经检测无腮腺炎病毒、黄病毒、虹彩病

毒等常见病毒感染，取内脏组织研磨后涂布未发现

细菌感染。

TSA、TSB培养基购自青岛海博生物技术有限公

司，革兰氏染色试剂盒购自北京索莱宝公司，细菌基

因组DNA提取试剂盒、DNA Marker购自天根生化科

技（北京）有限公司，PCR试剂盒购自New England
Biolab公司。试验涉及引物的合成及细菌16S rRNA
基因测序由苏州金唯智公司完成，药敏纸片购自杭

州微生物试剂有限公司，中草药购自杭州华东中药

饮片有限公司。

1.2 细菌分离与镜检

观察和记录患病中华鳖的体表症状。剖检病

鳖，观察内脏器官病变情况，包括肝脏、脾脏、肾脏、

肠道等，并拍照记录。在无菌条件下解剖患病中华

鳖，获取肝、脾、肺、肾等病灶组织。部分组织进行核

酸提取，用于腮腺炎病毒、黄病毒、虹彩病毒等常规

检测；另取部分组织分别研磨后，划线接种于TSA平

板，30 ℃培养 48 h。挑取优势细菌菌落划线接种于

TSA平板，进行菌种纯化培养，观察菌落形态。参照

张娴（2014）的方法对优势细菌菌落进行革兰氏染

色，在显微镜下放大1 000倍镜检。

1.3 细菌鉴定

1.3.1 16S rRNA 基因扩增与测序 用细菌基因组

DNA试剂盒提取分离细菌的DNA，通过NanoDrop
2000检测DNA浓度及纯度。采用细菌16S rRNA基

因通用引物对细菌DNA进行聚合酶链式反应（PCR）
扩增（表 1）。设置 25 μL的PCR反应体系，包括Taq
Master Mix（2×）12.5 μL，dd H2O 9.5 μL，正反向引

物各 1.0 μL，DNA 模板 1.0 μL。PCR 反应条件为

94 ℃预变性 5 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，
72 ℃延伸 1 min 40 s，35个循环；72 ℃延伸 10 min。
扩增产物送至苏州金唯智公司测序，下机序列输入

EZbiocloud数据库，进行序列比对以获得物种分类信

息；用 MEGA7.0 软件的邻接法（neighbor-joining,
NJ）构建系统发育树。

1.3.2 生理生化鉴定 取试验纯化后的分离菌，利用

梅里埃全自动鉴定仪VITEK进行生化反应，包括葡

萄糖发酵，麦芽糖、蔗糖、甘露醇和柠檬酸盐利用以及

O/129耐受等指标。鉴定依据参考《伯杰细菌鉴定手

册》和《常见细菌系统鉴定手册》（布坎南，1984；东秀

珠和蔡妙英，2001）。阳性菌株参考何亮银等（2022）
从大黄鱼所分离的嗜水气单胞菌菌株NDLc-P。
1.4 毒力基因检测

以细菌基因组DNA为模板，参照1.3.1中的PCR
反应体系与反应条件，稍作调整后，对分离菌的11种
毒力基因进行扩增（表1）。PCR产物经1%琼脂糖凝

胶电泳检测分析。

1.5 回感试验

试验设置4个不同浓度的细菌攻毒组以及1个未

攻毒对照组，每个养殖缸随机放入10只健康中华鳖。

将待测菌在30℃下培养12 h（浓度为6.8×109 CFU/mL），
5 000 r/min离心 5 min收集菌体，用无菌磷酸缓冲液

（PBS）洗涤 3次并重悬菌液，之后用 PBS 进行连续

10 倍梯度稀释，得到用于攻毒的 4 个菌悬液浓度

（6.8×107、6.8×106、6.8×105、6.8×104 CFU/mL）。攻毒

组每只鳖腹腔注射 0.2 mL相应浓度的菌悬液，对照

组注射等量的PBS。连续 2周观察中华鳖的体表症

状、活力等，记录死亡情况，用改良寇氏法（刁菁等，

2018）计算半致死浓度(LC50)。选择活力减弱、四肢

无力、浮于水面的濒死中华鳖进行解剖，观察内脏器

官的病变情况，并分离鉴定其优势细菌。

1.6 药敏试验

采用琼脂纸片扩散法测定各类抗生素药物的抗

菌活性，具体步骤如下：取 100 μL培养 12 h的菌液

（约 6×109 CFU/mL）均匀涂布于TSA培养基上，用无

菌镊子夹取14种常用药敏纸片贴在含有菌液的培养

基表面，30 ℃培养24 h，测定抑菌圈直径。

1.7 抑菌中草药筛选

1.7.1 中草药活性物提取 称取金银花、黄芩、连翘、

大黄、五味子粉末各 5 g，以 6:100加入 75%乙醇，

55 ℃水浴孵育过夜，4 000 r/min离心 10 min后取上

清液，用旋转蒸发仪蒸去乙醇后定容至 10 mL，即获

得浓度为500 mg/mL的中药提取物母液。

1.7.2 抑菌试验 参考向双云等（2016）的琼脂平板

打孔法，在无菌操作台中，将100 μL培养12 h的菌液

均匀涂布于TSA平板上，用7 mm直径打孔器在平板

上打孔，分别吸取等量的不同药物提取液加于孔内，

正置平板至药液完全吸收后倒置培养12 h，观察细菌

生长情况；同样，将有效药物按 2倍梯度稀释至不同

浓度（500、250、125、62.5、31.25 mg/mL）后加于孔内，

培养12 h后记录抑菌圈直径。
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2 结果与分析

2.1 自然患病的中华鳖症状

自然患病中华鳖个体背腹甲存在白斑和孔洞，

背部出现溃烂，腹腔内有血性腹水，内脏均有明显的

出血或充血，其中肝脏有明显的充血症状，充血点呈

花斑状，肠道粘膜充血无弹性（图 1）。

A：背甲，B：腹部，C-D：腹腔内脏，E：肝脏，F：肠道

图1 病鳖体表症状及脏器病变

A: carapace, B: plastron and abdomen, C & D: abdominal viscus,
E: liver; F: intestine
Fig.1 Symptoms displayed on skin and internal or⁃

gans of diseased P. sinensis

2.2 优势细菌形态特征

病毒检测显示，腮腺炎病毒、黄病毒、虹彩病毒在

病鳖组织中均为阴性，因此怀疑可能是细菌感染。从

肝、脾、肺、肾中分离到的优势细菌菌落形态一致，呈

圆形、米白色半透明状，表面光滑湿润，直径1~2 mm
（图 2-A）；进一步将优势菌进行革兰氏染色和镜检，

发现该菌为革兰氏阴性菌，呈两端钝圆的短杆状，大

多单个排列，少有双个排列（图 2-B），将该株菌命名

为AH0421。

A：AH0421株的菌落形态，B：AH0421株的革兰氏染色

图 2 优势细菌形态特征

A: Colony morphology of strain AH0421, B: Gram staining results of
strain AH0421

Fig.2 Morphological characteristics of the dominant
bacteria AH0421 strain

引物

16S-F

16S-R

act-F

act-R

aerA-F

aerA-R

aha-F

aha-R

ahh-F

ahh-R

ahp-F

ahp-R

ahpA-F

ahpA-R

alt-F

alt-R

ast-F

ast-R

hlyA-F

hlyA-R

lip-F

lip-R

ompA-F

ompA-R

序列（5’-3’）

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG

GGTTACCTTGTTACGACTT

AGAAGGTGACCACCAAGAACA

AACTGACATCGGCCTTGAACTC

TGACACTGAGTGGCTTCCTG

GGTACGACGCACCTTGCT

AGGGATGTTGACGGTGAG

CGTAGATGTGACGGGAGT

GCCGAGCGCCCAGAAGGTGAGTT

GAGCGGCTGGATGCGGTTGT

GACAATAGCATCGGCACCCT

GCCCAGCGCATAGATCCAGT

GGCAACGACCTCAACCTCTG

CGAGCCTGGACGCACATT

TGACCCAGTCCTGGCACGGC

GGTGATCGATCACCACCAGC

TCTCCATGCTTCCCTTCCACT

GTGTAGGGATTGAAGAAGCCG

TCCAGCAGCAGGTAGTCCG

CCTCAACGTCAACCGCAAG

ATCTTCTCCGACTGGTTCGG

CCGTGCCAGGACTGGGTCTT

TGGGCATCAGCGACACTA

CAGCCATACCTTTGCTTACC

产物大小/bp

1500

232

347

151

130

111

129

442

331

276

382

510

延伸时间/s

100

30

30

30

30

30

30

30

30

30

30

45

退火温度/℃

55

58

58

58

60

55

58

60

60

58

58

55
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表1 所用引物及其相应的PCR扩增条件

Tab.1 Primers and PCR amplification conditions
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2.3 细菌鉴定

2.3.1 16S rRNA基因 菌株AH0421的 16S rRNA基

因扩增产物大小约为1 500 bp，与EZbiocloud数据库

中的 Aeromonas hydrophila ATCC 7966（CP000462）
序列相似性最高，达到 99.66%；系统进化树显示，菌

株AH0421与Aeromonas hydrophila ATCC 7966聚为

同一分支（图 3）。

图 3 基于16S rRNA基因序列的neighbor-joining
系统进化树

Fig.3 Neighbor-joining phylogenetic tree of the
AH0421 strain based on 16S rRNA gene sequences

2.3.2 生理生化特征 生理生化鉴定结果显示，该

分离菌能利用葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、甘露糖、甘

露醇，可利用柠檬酸盐，并具有 O/129 耐受性，而

L-阿拉伯醇、H2S产生、α-葡萄糖苷酶、α-半乳糖

苷酶、鸟氨酸脱羧酶、赖氨酸脱羧酶等指标显示为

阴性（表 2）。AH0421的生理生化特征与大黄鱼源

嗜水气单胞菌参考菌株NDLc-P（何亮银等，2022）
基本一致。

2.4 毒力基因鉴定

毒力基因 PCR 扩增结果显示，act、aerA、aha、

ahh、ahp、ahpA、alt、ast、hlyA、lip和 ompA的毒力基因

扩增结果呈阳性，其中ompA扩增出的条带较弱（图 4）。

表2 分离菌生理试验生化鉴定结果

Tab.2 Physiological and biochemical identification
of isolated bacterial AH0421 strain

项目

D-甘露糖

D-海藻糖

D-麦芽糖

D-葡萄糖

D-塔格糖

D-纤维二糖

蔗糖

葡萄糖发酵

D-甘露醇

D-山梨醇

L-阿拉伯醇

α-半乳糖苷酶

α-葡萄糖苷酶

β-半乳糖苷酶

β-葡萄糖苷酶

AH0421

+

+

+

+

-

-

+

+

+

-

-

-

-

+

-

NDLc-P

+

+

+

+

-

-

+

+

+

-

-

-

-

+

+

项目

β-N-乙酰葡

萄糖胺酶

L-苹果酸盐

同化

L-乳酸盐

同化

L-组氨酸

同化

丙二酸盐

琥珀酸盐

产碱

柠檬酸盐

（钠）

乳酸盐产碱

5-酮-葡糖酸

盐

赖氨酸脱羧

酶

鸟氨酸脱羧

酶

磷酸酶

ELLMAN

O/129耐受

H2S产生

AH0421

+

-

-

-

-

+

+

+

-

-

-

-

+

+

-

NDLc-P

+

-

-

-

-

+

-

+

-

-

-

-

+

+

+

注：“+”表示阳性，“-”表示阴性；NDLc-P为大黄鱼源嗜水气单

胞菌阳性参考菌株（何亮银等，2022）。
Note: "+" means positive, "-" means negative. NDLc-P was a posi-

tive reference strain of Aeromonas hydrophila derived from Pseudosci-
aena crocea (He et al, 2022).

M: D2000 Marker; 1：act，2：aerA，3：aha，4：ahh，5：ahp，6：ahpA，
7：alt，8：ast，9：hlyA，10：lip，11：ompA

图4 嗜水气单胞菌11种毒力基因扩增结果

Fig.4 PCR amplifications of 11 virulence genes
of A. hydrophila

2.5 分离菌的致病性

人工感染发病的中华鳖活力减弱并出现死亡，

解剖后可见明显腹水，肝脏和肠道均存在充血，肠

道韧性较差，与自然发病的病症一致（结果未展

示）。从人工感染死亡的中华鳖脏器中再次分离到

优势菌，其菌落形态以及16S rRNA基因序列信息与

焦锦彪等，循环水养殖系统中高毒力嗜水气单胞菌的鉴定与药敏试验 139



2023 年 5 月水 生 态 学 杂 志第 44 卷第 3 期

AH0421一致。中华鳖的死亡率与细菌攻毒浓度呈

正相关，其中 6.8×107 CFU/mL浓度感染组的死亡率

为 100%，6.8×106、6.8×105和 6.8×104 CFU/mL浓度感

染组的死亡率分别为 70%、30%和 10%，对照组无死

亡(图 5)。基于改良寇氏法计算得出该菌对中华鳖

的半致死浓度(LC50)为1.7×106 CFU/mL。

图5 嗜水气单胞菌回归感染中华鳖的存活率

Fig.5 Survival rate of P. sinensis artificially
infected with A. hydrophila

2.6 药敏试验

菌株AH0421对头孢克肟、头孢曲松、拉氧头孢、

头孢哌酮和头孢西丁等头孢类抗生素以及诺氟沙

星、多西环素、恩诺沙星、新霉素等高度敏感，对氟苯

尼考中度敏感，对头孢氨苄、新生霉素、复方新诺明、

利福平表现出耐药性（表 3）。

表 3 嗜水气单胞菌AH0421的药物敏感性

Tab.3 Results of the antimicrobial susceptibility
test of A. hydrophila AH0421 strain

药物

头孢克肟

头孢曲松

拉氧头孢

头孢哌酮

头孢西丁

诺氟沙星

多西环素

敏感性

S

S

S

S

S

S

S

抑菌圈/mm

34.6±1.1

31.3±0.6

30.3±0.6

27.0±0.0

26.3±0.6

27.3±0.6

25.0±1.0

药物

恩诺沙星

新霉素

氟苯尼考

头孢氨苄

新生霉素

复方新诺明

利福平

敏感性

S

S

I

R

R

R

R

抑菌圈/mm

24.6±3.2

23.6±2.1

14.0±1.0

9.5±1.3

7.0±0.1

-

-

注：S代表高度敏感，I代表中度敏感，R代表具有耐药性。

Note: S represents highly sensitive, I represents moderately sensi-
tive, and R represents drug resistance. The inhibition zones were ex-
pressed as (Mean ± SD).

2.7 中草药抑菌效果

中草药提取物的体外抑菌试验显示，金银花、连

翘、大黄、黄芩4种中草药的提取物对该菌株AH0421
无明显抑制作用（图 6-A）；五味子提取物对菌株

AH0421具有明显抑制作用，其最小抑菌浓度（MIC）
为62.5 mg/mL（图 6-B）。

图6 5种中草药对嗜水气单胞菌AH0421的抑菌效果（A）
及五味子的最小抑菌浓度（B）

Fig.6 Antimicrobial effects of five Chinese herbal
medicines against A. hydrophila AH0421 strain (A),
and the minimum inhibitory concentration (MIC) of

Schisandra chinensis (B)

3 讨论

3.1 药敏与回感试验证实AH0421为嗜水气单胞菌

嗜水气单胞菌可通过消化道感染并引发人类

食物中毒、肠胃炎和感染性腹泻等病症（Yamauchi
et al，2021；Yuwono et al，2021），也能引发鱼类、蛙

类、鳖等多种水生动物出现细菌性败血症（王贵平

等，1999；Huys et al，2003）。本研究从患病中华鳖

中分离到一株优势菌 AH0421，经 16S rRNA 序列

比 对 ，发 现 该 菌 与 Aeromonas hydrophila ATCC
7966相似度最高，初步判定为嗜水气单胞菌。菌

株 AH0421可利用 D-葡萄糖、D-麦芽糖、D-甘露

糖、D-甘露醇和蔗糖，β-半乳糖苷酶和 ELLMAN
呈阳性，这与何亮银等（2022）分离的大黄鱼源嗜

水气单胞菌 NDLc-P 的生化特征基本一致，进一

步说明菌株 AH0421可能是嗜水气单胞菌。根据

以往的研究报道，嗜水气单胞菌感染中华鳖主要

表现为背腹部出现疮痂及孔洞、肝脏充血肿大

（杜爱芳和蔡渭明，2000）以及体表皮肤糜烂坏死

等症状（吴惠仙和杨志坚，2006）。这与本研究中

自然患病的中华鳖症状一致，同时回感试验也得

到了相似症状，这些结果表明此轮病害是由嗜水

气单胞菌所引起。

3.2 菌株AH0421对水生动物的毒力效应

在人工感染试验中，菌株AH0421对中华鳖的半

致死量为 1.7×106 CFU/kg，低于之前的多项报道（徐

先栋等，2016；左洋洋等，2019），说明菌株AH0421对
中华鳖的毒力较强。本研究中，嗜水气单胞菌

AH0421携带 act、aerA、aha、ahh、ahp、ahpA、alt、ast、
hlyA、lip、ompA毒力基因，多于以往鳖源嗜水气单胞
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菌所携带的毒力基因数量（黄钧等，2013）。aerA、ah⁃
pA、hlyA、act、alt等基因被认为是嗜水气单胞菌毒力

强的重要指标。朱大玲等（2006）发现对鲫致病力强

的嗜水气单胞菌菌株均表现为aerA、hlyA、ahpA基因

阳性；陈婷婷（2014）研究也表明，嗜水气单胞菌对团

头鲂的致病力与 aerA、ahpA和 hlyA等毒力基因存在

显著相关性；刘杰等（2015）研究认为包含hly和act 4
种以上毒力基因的嗜水气单胞菌为黄沙鳖的高致病

性菌株。据报道，气溶素aer可破坏宿主细胞的膜通

透性屏障，导致细胞死亡（Dong et al，2021）；溶血素

hly可通过插入细胞膜脂质双层并产生跨膜孔进而破

坏细胞膜（Bhakdi et al，1986）；act具有溶血功能，其

可在红细胞细胞膜上形成孔洞导致裂解（Tomás，
2012）。在本研究中，嗜水气单胞菌AH0421感染中

华鳖也出现了血性腹水、肝脏和肠道充血等症状，这

与aer、hly和act的致病作用相吻合，说明菌株携带的

这些毒力基因可能发挥了致病作用。

3.3 抗生素类可用于中华鳖嗜水气单胞菌病治疗

抗生素是中华鳖中最常用的病害防治药物，对

嗜水气单胞菌病具有良好的作用效果。在体外抑菌

试验中，冷闯等（2012）认为中华鳖肝脏中分离的嗜

水气单胞菌LCDJYC01对头孢曲松高度敏感，而对

利福平表现出耐药性；林锋等（2014）从中华鳖肺部

分离到的菌株对头孢西丁敏感，但对复方新诺明产

生耐药性；本研究发现头孢曲松和头孢西丁对嗜水

气单胞菌AH0421具有抑制性，而利福平和复方新诺

明则无抑制效果，与上述研究结果一致。本研究还

发现，嗜水气单胞菌AH0421也对恩诺沙星、多西环

素、头孢克肟、新霉素、诺氟沙星高度敏感，这与异育

银鲫（张荧荧等，2020）、鲫（高东民等，2017）中分离

的嗜水气单胞菌的药敏试验结果一致。在中华鳖的

体内药物试验方面，王高学和王英珍（1998）通过腹

腔注射硫酸庆大霉素、硫酸丁胺卡那霉素和复方诺

氟沙星，对嗜水气单胞菌引起的穿孔病起到良好的

治疗效果。这些研究进一步说明，抗生素药物可用

于中华鳖嗜水气单胞菌病的治疗。本研究药敏试验

中涉及到水产养殖禁用药，仅限用于试验室水平对

细菌的耐药性研究，在养殖生产中应严格依照法律

法规选择合适药物并科学用药。

3.4 五味子是治疗嗜水气单胞菌的绿色候选药物

由于抗生素药物存在药物残留、耐药性等问题，

寻求绿色安全的抗生素替代药物势在必行。中草药

作为一种天然来源的药物，具有毒副作用小、无抗药

性的特点，已被广泛用于水产病害的防治中（张平，

2020）。在体外试验中，喻运珍等（1999）研究认为鳖

源嗜水气单胞菌对五味子高度敏感；张文青等

（2012）也发现五味子对嗜水气单胞菌产生体外抑制

作用，并且与儿茶、五倍子、乌梅配伍的作用效果更

好。在体内试验中，Wang等（2016）研究认为饲喂五

味子多糖可显著提高鲫抵抗嗜水气单胞菌的能力。

与这些研究结果一致，本研究同样发现五味子的乙

醇提取物对嗜水气单胞菌具有明显的抑制效果；除

抗病功能外，五味子还能增强水产养殖动物的免疫

力，改善动物肠道菌群的平衡（徐良梅等，2008；路晶

晶等，2018）。这些研究均表明，五味子可作为水产

动物嗜水气单胞菌病治疗的绿色候选药物。
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Identification and Antibiotic Susceptibility Test of Hypervirulent Aeromonas
hydrophila in a Recirculating Aquaculture System
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Abstract：In May 2021, serious mortality of cultured Pelodiscus sinensis (Chinese softshell turtle)
occurred in a recirculating aquaculture farm in Huzhou, Zhejiang Province and the infected turtles pre⁃
sented symptoms of perforations and ulcers. To identify the pathogen infecting the turtles and find ef⁃
fective inspection and prevention strategies for the disease, the dominant pathogenic strain was isolated
from the liver, spleen, lung and kidney of diseased P. sinensis and labeled the AH0421 strain. Bacterial
identification of the AH0421 strain was accomplished through gram staining, 16S rRNA sequencing
and determination of the virulence factor, as well as morphological, physiological and biochemical
characteristics. The AH0421 strain is rod-shaped and gram-negative, and phylogenetic tree analysis,
based on 16S rRNA gene sequences, shows that the AH0421 strain clusters with a strain of Aeromonas
hydrophila ATCC 7966 with homology of 99.66%. The AH0421 strain can utilize glucose, sucrose,
and maltose and has O/129 tolerance. According to PCR amplification, the AH0421 strain possesses
11 virulence genes, including act, aerA, aha, ahh, ahp, ahpA, alt, ast, hlyA, lip, and ompA. Simulta⁃
neously, an artificial infection study was carried out on healthy P. sinensis by injecting different con⁃
centrations of a bacterial suspension of the AH0421 strain identified as A. hydrophila. P. sinensis
(body mass, ~200 g) were randomly assigned to four treatment groups (6.8×107, 6.8×106, 6.8×105 and
6.8×104 CFU/mL) and a control group, with 10 P. sinensis in each group. The symptoms of the artifi⁃
cially infected turtles were identical to those of naturally infected turtles, and the concentration of
strain AH0421 that was lethal for half of the test turtles (LC50) was 1.7×106 CFU/mL. Drug susceptibil⁃
ity of the AH0421 strain was tested by the paper extension and agar punch methods using antibiotics
and Chinese herbal medicines. The results show that the A. hydrophila strain is highly sensitive to the
antibiotics norfloxacin, doxycycline, enrofloxacin, neomycin, cephalosporin, cefixime and ceftriaxone,
and to the extract of Schisandra chinensis. In conclusion, A. hydrophila (AH0421) was the pathogen re⁃
sponsible for the mortality observed in the P. sinensis recirculating aquaculture system and cephalospo⁃
rin antibiotics can be considered as therapeutic agents for the treatment of P. sinensis infected with A.
hydrophila.
Key words：Aeromonas hydrophila; Pelodiscus sinensis; Chinese herbal medicine; antibiotic; recirculat⁃
ing aquaculture
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