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1995 年 2 月到 1997 年 2 月 , 从病鳗的内脏中多次检出一种国际新的气单胞菌———海安气单胞菌 ,对其

生物学特性和病原性意义进行了较详细的研究 , 并且探讨了治疗该鳗病的有效药物与使用浓度。

1　材料与方法

1.1　材料

鳗鲡病料分别取自海安县三个养殖场的濒死鳗鲡。实验动物鳗鲡主要来自南通龙洋水产有限公司 ,每尾

体重为 10 ～ 15 g ,小白鼠购自南通医学院动物室 ,每只体重为 16 ～ 20 g。培养基 、分离用的血平板 、麦康凯平

板 、普通平板及气单胞菌液体培养基M1 、M2 均自配 ,生化鉴定管为浙江省军区后勤部卫生防疫所产品 , 1%红

血球取自海安人民医院血库 ,药敏纸片为浙江省军区后勤部卫生防疫所提供 , 治疗试验药物主要来自南通龙

洋水产有限公司 ,中草药购自海安中药店。

1.2　方法

细菌分离培养:从发病严重的鳗鲡中 ,无菌操作分别取肝 、肾 、血 、肠 、胃水病料划线接种于血平板、麦康凯平板 ,

置28℃有氧温箱和厌氧培养箱内培养 18～ 24h ,取单个菌落转种普通平板留种作为菌种鉴定和试验用。

细菌鉴定:按照 Krieg[ 1984]和何晓青和宋天钅是[ 1989]中气单胞菌属特性为依据 ,同时用嗜水气单胞菌标准株对

照。DNA中 G+Cmol%含量测定由中国科学院微生物研究所完成。

细菌致病性:细菌数测定 , 取血平板 95-72 菌株 18h 培养物接种于 10 mL 气单胞菌培养基M1 , 28℃培养

18h , 然后用M1 培养基作 10倍递增稀释 ,以倾注平板法测定每 mL 中的细菌数。

小白鼠 LD50测定:将上述 95-72 菌的 18h 培养物用 M1作 6 个 10 倍递增稀释 ,每个稀释度腹腔注射 6 只

小白鼠 ,每只 0.2mL ,另设 M1对照 , 观察一周 ,记录发病死亡情况 ,按 Reed-Muech 法计算 LD50。

鳗鲡 LD50测定:将上述 95-72 菌的 18h 培养物用 M1作 6个 10 倍递增稀释 ,每个稀释度腹腔注射健康鳗

鲡 6 尾 ,每尾 0.2mL ,分别放入 25℃水温盆内暂养 ,观察一周 , 按 Reed-Muech 法计算 LD50 。
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溶血价测定:将上述 95-72 菌接种于 M2 培养基 , 置 28℃ 180r/min 振荡培养 18h , 经 4 000r/min 离心

30min , 取上清液用 PBS 在 96 孔微量反应板上作倍比稀释 , 然后加入等量 1%人的“O”型红细胞 , 置 37℃温箱

作用 1h , 放入 4℃冰箱过夜 ,以 50%的红细胞溶解的最高稀释度为溶血价。

药敏试验:定性试验 , 运用 K-B纸片扩散法 ,按判断标准判结果。抗生素最小抑菌浓度测定 , 按韩文瑜等

[ 1992]的稀释法测定 ,选用水产常用药物测定对海安气单胞菌的 MIC。中草药最小抑菌浓度测定 , 将中草药

先用10 倍水浸泡3h ,然后文火火煮0.5h ,灭菌后作为原液 , 再用MH 作 2倍递增稀释 ,同时接种试验菌 , 以最高

稀释度管无混浊细菌生长为该药物的最小抑菌浓度。

2　结果

2.1　致病菌的分离

1995 年 2 月到 1997 年 2 月 ,从三个养鳗场的病鳗内脏器官中共检出 8 株菌(表 1)。

表 1　菌株来源

Tab.1　Sources of the bacterial strains

菌株编号 分离时间 地点 器官 鳗重(g) 池水温(℃)
海安 95-72 1995-02 A 场 胃水 510 25～ 28

海安 95-73 1995-02 A 场 肠液 510 25～ 28

海安 95-173 1995-12 B场 肝 125 24～ 26

海安 95-174 1995-12 B场 肾 125 24～ 26

海安 95-178 1995-12 B场 肠液 125 24～ 26

海安 96-109 1996-12 C场 肝 115 26～ 28

海安 96-110 1996-12 C场 肠液 115 26～ 28

海安 97-14 1997-02 B场 肝 210 25～ 28

2.2　细菌鉴定

所有 8 株细菌生化特性一致 ,均为 G
-
杆菌 ,单鞭毛 、无荚膜 、无芽胞 , 在血平板上呈 β 溶血 , 菌落圆形 , 湿

润 ,整齐 ,灰褐色 ,有光泽。在普通平板上很快产生棕红色色素 , 过 20 天后色素逐渐变为黑色 , 进一步生化鉴

定(表 2)。由表 2 可知 ,该菌为 G-杆菌 , 发酵葡萄糖产酸产气 , 37 ℃生长 , 有动力 , 氧化酶与触酶均阳性 ,

对0/ 129 抗性 ,能在无盐胨水中生长, 肌醇阴性 ,应归气单胞菌。但与其他的气单胞菌某些生化特性不同(表 3)。

表 2　海安气单胞菌的生化特性

Tab.2　Biochemical characters of the strain A.haian

项目 结果 项目 结果 项目 结果 项目 结果

氧化酶 + 触酶 + OF F 0/ 129 R

37℃生长 + 动力 + 葡萄糖  赖氨酸 +

精氨酸 + 鸟氨酸 - DNA - 精氨酸双水解酶 +
硝酸盐还原 + 明胶 + 阿拉伯糖 - 水扬素 -

七叶苷 + KCN - 靛基质 - H2S -

枸椽酸盐 + 尿素 - 蔗糖 + 甘露醇 +
甘露糖 + 肌醇 - 木糖 - 蕈糖 -

0%NaCl + 3%NaCl + 6%NaCl - 丙二酸盐 -
苯丙氨酸 - 粘液酸 - 酒石酸盐 - 乙酰胺 -

醋酸盐 - 纤维二糖 + 鼠李糖 - VP +
山梨醇 - 山梨糖 - 侧金盏花醇 - 赤鲜醇 -

密二糖 - 阿拉伯醇 - 棉子糖 - 松二糖 -

松三糖 - 乳糖 - 菊糖 - 缩苹果酸 -
葡萄糖铵 + 麦芽糖 + 卫矛醇 - ONPG -

甲基红 + 亚硝酸盐产气 - 苦杏仁苷 - G+Cmol% 55.88

　　注:+阳性 , -阴性 , F 发酵 , R 抗性 ,  产酸产气
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2.3　细菌的致病性

细菌数测定 , 95-72 菌株在气单胞菌M1 培养基经 28℃培养 18 h , 细菌数为9.5×108个/mL。用 95-72 菌

株测定小白鼠 LD50 ,结果为 3.9×106。用 95-72 菌株感健康鳗鲡 ,结果大多数鳗鲡发病死亡时间为 3 ～ 7 天 ,

症状与自然发病相似 ,且从肝 、肠病料中检出原攻击菌。对鳗鲡的 LD50为 1.2×105(表 4)。 95-72 菌株在气

单胞菌M2 培养基上 28℃振荡培养 18h 的离心上清液对人的“O”型红细胞的溶血价为 1∶32。

2.4　药敏试验

四株细菌对抗生素的敏感性结果见表 5。常用药物对海安气单胞菌的最小抑菌浓度(μg/mL)结果见表

6。几种中草药对海安气单胞的最小抑菌浓度结果见表 7。

表 3　海安气单胞菌与其他气单胞菌特性比较

Tab.3　Biochemical characters of A.haian compared with others

项目 嗜水 豚鼠 温和
杀鲑

亚种

无色

亚种

杀日本

鲑亚种
维隆 中间 舒伯特 简达 易损 嗜泉 海安

动力 + + + - - - + - + + + + +
水溶褐色素 - - - + - - - + - - - - +
赖氨酸 + - + d d d + - + + + + +

精氨酸双水解酶 + + + + + + - + + + + + +
鸟氨酸 - - - - - - + - - - - - -
甘露醇 + + + + - + + + - + + + +
肌醇 - - - - - - - - - - - - -

37℃生长 + + + - - - + + + + + + +
靛基质 + + + - + + + d - + + + +
七叶苷 + + - + - + + d - - - + (+)
阿拉伯糖 + + - + - + - + - - - + -
水扬素 + + - d d d + · - - - - -
蔗糖 + + + - + + + - - - - + +
VP + - d - - + + - - + - + +

葡萄糖产气 + - + + - + + · - + + + +

　　注:+阳性 , -阴性 , d不定 ,·无资料 ,(+)迟缓阳性

表 4　海安气单胞菌 95-72 鳗鲡半数致死量测定

Tab.4　Determination of LD50 of A.haian strain 95-72

稀释度 细菌数/尾 死亡数 生存数
累计总计

死亡 生存 死亡比例 死亡率%

10-1 9×107 6 0 16 0 16/ 16 100

10-2 9×106 6 0 10 0 10/ 10 100

10-4 9×105 3 3 4 3 4/ 7 57.1
10-5 9×104 1 5 1 8 1/ 9 11.1
10-6 9×103 0 6 0 14 0/ 14 0
　 9×102 0 6 0 20 0/ 20 0

M1 对照 0 0 6 0 6 0 0

3　讨论

　　气单胞菌广泛存在于污水 ,土壤 、鱼虾 、爬行动物中 ,过去总认为是爬行动物和两栖类的重要病原菌 , 主要

引起青蛙 、蛇等动物疾病。现已证明它是人 、兽 、鱼共患病的重要成员[ 陆承平 1992] 。 本次从病鳗的肝 、肾 、

肠 、胃水等内脏中多次检出海安气单胞菌 , 经同种动物复制 , 发病死亡情况和剖检变化与自然发病相似 ,本菌

能产生强烈溶血素 ,能使小白鼠很快死亡 , 对鳗鲡的半数致死量为 1.2×105 ,表明毒力较强。结合流行病调查
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表 5　几个菌株对抗生素的敏感性

　　　　　　　　Tab.5　Sensitivity of the strains to antibiotics　　　　　　　(抑菌圈 mm)

抗生素 海安 95-72海安 95-173海安 96-109海安 97-14 抗生素 海安 95-72海安 95-173海安 96-109海安 97-14
氟哌酸 22 24 21 20 环丙沙星 27 25 27 25

菌必治 40 40 36 35 青霉素 G 0 0 0 0
氯霉素 20 21 20 18 红霉素 9 9 18 12

卡那霉素 10 10 18 9 二甲胺四环素 13 15 14 11
痢特灵 15 16 15 13 链霉素 19 20 22 20

复方新诺明 0 0 0 0 萘啶酸 0 0 0 0
西力欣 35 36 35 30

表 6　几株菌对抗生素的最小抑菌浓度

　　　　　　　　　　Tab.6　MIC of the strains to antibiotics　　　　　　　　　(μg/mL)

药物 海安 95-72 海安 95-173 海安 96-109 海安 97-14 药物 海安 95-72 海安 95-173 海安 96-109 海安 97-14
氟哌酸 1.56 0.78 0.78 0.78 环丙沙星 0.78 0.78 0.39 0.78
痢特灵 6.25 6.25 6.25 12.5 氯霉素 3.13 3.13 3.13 6.25
庆大霉素 6.25 6.25 6.25 6.25 鳗鱼宁 50.0 50.0 50.0 50.0
先锋必 0.2 0.2 0.2 0.2 土霉素 200 200 100 200

表 7　几株菌对中草药的最小抑菌浓度

　　　　　　　　　　　　Tab.7　MIC of the strains to herbs　　　　　　　　　　(mg/mL)

中草药 海安 95-72 海安 95-173 海安 96-109 海安 97-14 中草药 海安 95-72 海安 95-173 海安 96-109 海安 97-14
大黄 12.5 12.5 12.5 12.5 五倍子 0.39 0.78 0.39 0.78

紫背天葵 200 200 200 200 野菊花 50 25 100 50
连翘 25 25 25 50 金银花 200 200 200 200

紫花地丁 200 200 200 200 车前草 50 100 50 50
马齿苋 50 25 50 25 穿心连 100 25 50 25

千里光 100 200 100 100

和主要症状分析 ,认为海安三个养鳗场的鳗鲡发病死亡是由海安气单胞菌引起的。近几年来 , 随着养鳗业的

迅速发展 ,鳗鲡细菌性疾病也日益加剧 , 常见的有嗜水气单胞菌引起的赤鳍病 , 腐败假单胞菌引起的赤点病 ,

迟缓爱得华氏菌引起的肝肾病 ,柱状噬胞菌引起的烂鳃病 ,温和气单胞菌引起的烂尾病等[黄琪琰 1993] 。暂

未见到由海安气单胞菌引起的鳗鲡传染病 ,这在国内外属首次发现。此病某些症状与肠炎病 、烂鳃病 、赤鳍病

相似 ,有的同时并发 , 如不弄清病源 ,容易造成错误诊断 ,应引起鱼病工作者的注意。

药物敏感试验表明 ,该菌对青霉素 、红霉素 、复方新诺明 、萘啶酸 、四环素等耐药 ,而常用的痢特灵效果也

不好。根据最小抑菌浓度测定 ,选用氟哌酸进行治疗试验 ,采取五倍子泼洒同时饵料中拌加氟哌酸投喂取得

了很好的效果 ,很快控制了本病的继续发生和发展。其使用药物浓度五倍子为 10-6 , 氟哌酸以每公斤饵料添

加 2～ 3g投喂为宜。

本工作得到江苏省淡水研究所郝淑英副研究员的支持与帮助, 菌种经中国科学院微生物研究所蔡妙英教授复核鉴定 ,

在此一并表示衷心感谢。
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