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摘  要 

为明确宽体金线蛭水肿病病原、并筛选有效药物，为水肿病的防治提供参考。从天津市宝坻区某养殖场

发病水蛭中分离病原，通过生理生化分析、16S rRNA基因测序、比对进行细菌鉴定，采用微量稀释法测

定8种抗菌药物的对分离菌株的最低抑菌浓度。结果显示：维氏气单胞菌是宽体金线蛭水肿病的病原，该

菌株对恩诺沙星、氟苯尼考、盐酸多西环素、磺胺间甲氧嘧啶钠、甲氧苄啶/磺胺甲噁唑敏感。 
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Abstract 
To identify the pathogen of Whitmania pigra oedema, disease and screen for effective drugs, provid-
ing a reference for the prevention and treatment of the disease. Pathogens were isolated from dis-
eased leech in a farm in Baodi, Tianjin. The bacteria were identified by physiological and biochemical 
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analysis, 16S rRNA gene sequencing and comparison. The minimum inhibitory concentration (MIC) 
of eight antimicrobial agents against the isolated strain was determined using the microdilution 
method. The results showed that Aeromonas veronii was the pathogen of Whitmania pigra oedema, 
disease. This strain is sensitive to enrofloxacin, florfenicol, doxycycline hydrochloride, sulfamono- 
methoxine sodium, and trimethoprim/sulfamethoxazole. 
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1. 引言 

宽体金线蛭(Whitmania pigra)是黄蛭科、金线蛭属环节动物，背部有 5 条黄色黑色斑点组成的纵线，

体背面暗绿色，腹面淡黄色，在中国分布广泛，栖息于水田、河流、湖泊中[1]，以螺、蚬等软体动物为

食[2]。宽体金线蛭是中国中药典规定的传统药材[3]，其干品和鲜品均含有抗凝血活性物质，包括蛋白质、

微量元素和必需氨基酸，起着活血化瘀、通经活络、消积散结等功效，临床上主要用于防治心肌梗死、

脑血栓等心脑血管疾病，以及高血压、高脂血症等[4]。随着近年来水蛭养殖规模、养殖密度的不断扩大，

其病害也时有发生，一旦发病给养殖户造成严重的经济损失。水肿病是宽体金线蛭养殖过程中一种危害

严重的疾病，主要临床症状表现为活力低下、腹部水肿、最后死亡[5]。 
维氏气单胞菌(Aeromonas veronii)隶属弧菌科，气单胞菌属，是一种常见的革兰氏阴性杆菌，能够引

起陆生动物、鱼和人的多种不同程度的感染[6]。维氏气单胞菌可以感染青虾[7]、黄颡[8]、罗非[9]、斑点

叉尾鮰[10]、鲤[11]、鲫[12]等多种水产经济养殖动物，给水产养殖业造成巨大的经济损失。 
2024 年 8~9 月，天津市宝坻区部分养殖场养殖宽体金线蛭出现大量死亡，患病水蛭停止摄食、腹部

肿胀、触感软塌塌、反应迟缓、触摸不能蜷缩，最终死亡。本研究从患病水蛭病灶部位分离病原菌，进行

人工感染实验，通过对病原菌的形态观察、生化鉴定、分子生物学鉴定及药敏分析，确定水肿病的病原，

为宽体金线蛭水肿病的防治提供参考资料。 

2. 材料与方法 

2.1. 材料 

患病水蛭采自天津市宝坻区朝阳街道某养殖场，健康水蛭来自宝坻区德盛源牧业有限公司。脑心浸

液琼脂(BHI)、胰蛋白胨大豆肉汤培养基(TSB)购自英国 Oxoid 公司，营养琼脂、革兰氏染液试剂盒、氧

化酶试纸以及生化鉴定管均购自北京陆桥技术有限责任公司，梅里埃生化鉴定试剂卡 GN 及配套试剂购

自法国梅里埃公司，药敏预制板购自上海复星医药(集团)股份有限公司，DL2000 DNA marker、核酸染料、

琼脂糖购自 Takara，PCR 引物 27F：(5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3')、1492R：(5'-TACGACTTAACC 
CCAATCGC-3')苏州金唯智合成。 

2.2. 细菌分离与纯化 

用 75%酒精对宽体金线蛭进行体表消毒，在无菌环境下从患病宽体金线蛭的水肿部位分离细菌，接
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种于 BHI 培养基上 28℃静置培养 18~24 h，挑取优势菌落重复划线培养以获得纯化菌株，将纯化菌株加

入含有 25%甘油的 TSB 培养基中于−80℃保存备用。 

2.3. 分离菌株的鉴定 

细菌生化鉴定采用梅里埃 VITEK Compact2 进行，并补充革兰氏染色、氧化发酵试验、氧化酶试验、

硫化氢、葡萄糖产气、V-P 试验等。 
细菌 16S rRNA 分子生物学鉴定按照曹青[13]等的方法进行。 

2.4. 人工感染试验 

挑取单个分离菌株接种于营养琼脂培养基中培养 18~24 h，用无菌生理盐水冲洗菌苔并重悬，采用荧

光显微镜直接计数法[14]计数，用无菌生理盐水配制成浓度为 1.0 × 107、1.0 × 108、1.0 × 109、1.0 × 1010 
CFU/mL 菌悬液备用。受试群体预先抽样检测，在 BHI 平板上未见菌落生长，且暂养期间未出现发病和

死亡情况。选取体表无伤、无水肿症状、触摸能够迅速蜷缩的水蛭 100 尾，集中于一个容器中，然后随

机分为 5 组，每组 20 尾，背部注射不同浓度菌液 50 µL，对照组注射无菌生理盐水 50 µL。试验水蛭养

殖在 40 L 整理箱中，24 h 连续充气，水温保持在 20℃~25℃，每天更换 50% (体积)的水，不投喂。观察

并记录水蛭的死亡情况，移除死亡水蛭。对出现发病症状的水蛭按照 1.2 的方法进行细菌分离。 

2.5. 分离菌株的药敏分析 

细菌最小抑菌浓度测定采用微量稀释法进行，操作方案按照药敏预制板说明书进行，质控菌株使用

大肠杆菌(ATCC29522)，测定药物均为允许使用的国标渔药。结果判定参考美国临床实验室标准化协会

(CLSI)发布的药物敏感性及耐药标准判定。 

3. 结果 

3.1. 细菌鉴定结果 

分离菌株在营养琼脂上呈圆形、灰白色菌落，表面光滑、边缘整齐，革兰氏染色为阴性杆菌，生化

鉴定为维氏气单胞菌，将其编号为 BYK61，部分生化反应结果见表 1。 
 

Table 1. Biochemical characterization of isolated strain 
表 1. 分离菌株的生化特性 

生化项目 生化特性 生化项目 生化特性 生化项目 生化特性 

D-葡萄糖 + 吲哚试验 + 葡萄糖产气 + 

D-甘露醇 + 赖氨酸脱羧酶 + D-山梨醇 + 

D-甘露糖 + 鸟氨酸脱羧酶 − D-麦芽糖 + 

蔗糖 + L-阿拉伯糖 − 柠檬酸钠 + 

β-半乳糖苷酶 + 蔗糖 + 酯酶 + 

氧化酶 + 硫化氢 − 七叶苷 + 

V-P 试验 + 葡萄糖发酵 + 水杨苷 + 

注+，≥90%的菌株为阳性；−，≥90%的菌株为阴性。 

 
BYK61 经 16S rRNA 通用引物扩增、测序后得到长度为 1423 bp 的基因序列，将该序列与 NCBI 中
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的基因序列 BLAST 比对，确定该菌株为维氏气单胞菌。 

3.2. 人工感染试验结果 

健康水蛭经人工感染后，初期表现为焦躁不安、游动频繁，随后游动变缓慢、活力减弱，各浓度在

1~3 d 内开始出现死亡(表 2)，感染严重的个体躯干部出现水肿(图 1)，解剖发现体腔内有大量积液。取刚

刚死亡和濒死、症状明显的水蛭进行细菌分离，获得大量单一菌株，经鉴定与人工感染试验菌株相同。

根据柯赫氏法则判定，人工感染试验菌株 BYK61，是宽体金线蛭水肿病致病菌。 

3.3. 药敏试验结果 

药敏试验采用恩诺沙星、硫酸新霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、盐酸多西环素、氟甲喹、磺胺间甲氧嘧

啶钠、胺甲噁唑/甲氧苄啶 8 种国标渔药，结果见表 3。根据美国临床实验室标准化协会(CLSI)发布的 
 

Table 2. Experimental results of artificial infection 
表 2. 人工感染试验结果 

感染浓度 CFU/mL 
时间(d)和死亡数量(尾) 

1 2 3 4 5 6 7 

1.0 × 107 0 0 5 8 1 1 0 

1.0 × 108 0 18 1 0 0 0 0 

1.0 × 109 5 11 3 0 0 0 0 

1.0 × 1010 5 10 4 0 0 0 0 

对照 0 0 0 0 0 0 0 

 

 
Figure 1. Artificially infecting W. pigra with oedema symptoms 
图 1. 人工感染出现水肿症状的水蛭 

 
Table 3. Drug susceptibility assays for Aeromonas veronii 
表 3. 维氏气单胞菌药敏试验结果 

菌株 
最低抑菌浓度 MIC (mg/L) 

恩诺沙星 硫酸 
新霉素 甲砜霉素 氟苯尼考 盐酸 

多西环素 氟甲喹 磺胺间 
甲氧嘧啶钠 

甲氧苄啶/ 
磺胺甲噁唑 

BYK161 0.015 1 1 0.25 0.5 0.125 32 0.125/2.4 

ATCC25922 0.015 2 128 8 1 0.25 4 0.125/2.4 

质控范围 0.008~0.03 1~4 — 2~8 0.5~2 — — ≤0.5/9.5 
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药物敏感性及耐药标准判定 BYK161 对恩诺沙星、氟苯尼考、盐酸多西环素、磺胺间甲氧嘧啶钠、甲

氧苄啶/磺胺甲噁唑均敏感。硫酸新霉素、甲砜霉素、氟甲喹暂无判定标准，但其对 BYK161 的 MIC 相

对较低。 

4. 讨论 

维氏气单胞菌是一种在水产养殖中常见的条件致病菌，广泛分布于各种环境中，能够感染各种水生

动物，并能在人畜中进行传播。王楠楠[15]等从江苏省 310 个大宗淡水鱼发病样本中分离获得气单胞菌

775 株，其中维氏气单胞菌占了 418 株。郝成森[16]等从大鲵中分离 1 株维氏气单胞菌，该菌可致使大鲵

脏器充血、出血和炎性细胞浸润并可致死。汤环宇[17]等从江苏省泗洪县多家克氏原螯虾养殖场发病样品

中分离出维氏气单胞菌，能够引起克氏原螯虾肝胰腺与肠道组织出现严重的病理损伤。益准[18]等从病死

牦牛鼻拭子、肛拭子及肝脏分离获得 6 株维氏气单胞菌，该菌可以引起牦牛腹泻和肝脏肿大。 
水蛭水肿病的报道较少，其病原有多种。唐毅[19]等研究发现弗氏柠檬酸杆菌是引起宽体金线蛭水肿

病的病原。磨美兰[20]通过研究认为宽体金线蛭水肿病是由大肠杆菌、沙门氏菌和变形杆菌混合感染引起

的。董靖[5]等研究发现维氏气单胞菌是日本医蛭水肿病的病原。王海华[21]等、祝林[22]等研究发现维氏

气单胞菌是引起宽体金线蛭水肿病的病原，与本研究的结果一致。 
抗生素是治疗细菌性疾病的主要方式，8 种药物对本研究分离出的维氏气单胞菌 BYK61 的 MIC 均

比较低，因此在治疗水肿病时可以选择上述药物进行治疗。但宽体金线蛭主要以螺蛳[2]为食，在药物的

使用过程中无法进行拌料投喂，仅能进行小范围药浴治疗。因此在防治过程中可以考虑使用中草药进行

治疗。祝林[22]等研究发现，乌梅、五倍子、五味子和苏木对宽体金线蛭源维氏气单胞菌具有明显的抑制

效果。 
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