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养殖河蟹弧菌病病原菌
分离鉴定及其胞外产物的致病性

徐海圣‘
,

舒妙安‘
,

占秀安‘
,

王淑霞“

浙江大学动物科学学院
,

浙江 杭州

浙江大学生命科学学院
,

浙江 杭州

摘要 从杭州一养蟹场的病蟹体内分离到 株细菌
,

经形态学检查
、

生化性质测定
,

鉴定为副溶血弧菌
。

人工感

染健康蟹
,

内均发生死亡
,

死亡率
,

证实副溶血弧菌为河蟹的致病菌
。

药敏试验结果表明
,

此病原菌

对链霉素
、

利福平
、

卡那霉素
、

复方新诺明
、

环丙沙星
、

氟呱酸
、

四环素
、

氯霉素
、

氟嗦酸
、

复达欣
、

菌必治
、

蔡咙酸

等药物高度敏感
。

分离菌株培养物经理化方法处理获得的胞外产物蛋白具有明胶酶
、

几丁质酶
、

淀粉酶
、

酪蛋

白酶
、

脂酶
、

磷脂酶等多种酶活性及溶血活性
,

并对河蟹具有明显的致病作用
。
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河蟹
,

学名中华绒鳌蟹 、 ,

是我国名特水产养殖品种之一
。

近年来
,

随着养殖面积不
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断扩大
,

养殖水域 日趋恶化
,

其病害愈来愈严重
,

严重制约了养蟹业的正常发展
。 以又 年 月杭州某养

蟹场发生了严重的蟹病
,

病蟹体色正常
,

胸部与腹部连接处水肿
,

不能正常脱壳
,

活动能力减弱
,

行动迟

缓
,

葡旬于池边浅水处
,

摄食减少或不摄食
,

发病不久即死亡
,

给养蟹场造成了较大的损失
。

解剖病蟹
,

发现体内大量腹水
,

肠道内无食物
。

该病主要发生在夏季高温季节
,

死亡率可达 一 ,

经鉴定为

河蟹弧菌病
。

本文对濒死病蟹进行了病原的分离
、

鉴定
、

药物敏感性试验等
,

以期为养蟹生产中的疾病

防治提供技术指导
,

并对分离菌株胞外产物
,

简称 的酶活性和致病性进行了

分析
,

初步探讨了副溶血弧菌对河蟹的致病机理
。

材料与方法

材料来源

病蟹来源于浙江省杭州地区某养蟹场
,

体重为 左右 健康蟹购于杭州袁浦养蟹场
,

体重为
,

在水温 一 ℃的水族箱内饲养 周后备用 细菌生化反应微量鉴定管
、

成套药物敏感试纸等购自

杭州天和微生物试剂有限公司 原浙江省军区后勤部卫生防疫检验所
。

病原菌分离培养

取濒死病蟹
,

用无菌水冲洗干净
,

再用 酒精棉球反复擦洗病蟹体表及步足后
,

打开 甲壳
,

分别

取血淋巴
、

肝胰腺
、

腹水
、

肌肉等组织于普通营养琼脂平板上作划线分离
,

在 ℃培养
,

待平板

上长出形态一致的优势菌落后
,

挑选单个优势菌落再次划线分离
,

获得纯培养
、 、

菌株后

转接于营养琼脂斜面
,

备用
。

人工感染河蟹试验

将分离到的 个菌株接种于新鲜营养琼脂斜面
,

℃恒温培养 一 ,

用无菌生理盐水洗下菌苔
,

制成菌悬液 菌悬液浓度采用活菌平板计数法计数
。

取健康蟹 只
,

于第三步足基部注射菌悬液
,

剂

量均为 另取同样规格的健康蟹 只
,

分别注射生理盐水
,

作为对照组
。

将不同菌株感染

的河蟹及对照组分别置于不同水族箱中
,

于 一 ℃水温下饲养
,

不喂食
,

不换水
,

连续观察 周
。

、

病原菌的分类鉴定

病原菌菌落形态在营养琼脂平板上 ℃培养 后观察 细菌形态的观察是取固体斜面的新鲜培

养物
,

经革兰氏染色后
,

用光学显微镜观察和测量 细菌鞭毛经负染后用透射电镜观察 其它各项生理生

化试验按中国科学院微生物研究所细菌分类组〔
’〕进行

。

根据细菌的形态特征及生理生化反应
,

按中国

科学院微生物研究所细菌分类组川
、

和
、

东秀珠和蔡妙英〔’〕以及 等冈鉴定至种
。

药物敏感性试验

采用药物敏感试纸进行
,

将 ℃培养 一 的菌苔用生理盐水调成菌悬液后
,

均匀涂布于
一

琼脂平板上
,

然后贴上含药物试纸
,

恒温 ℃培养 后观察并记录结果
。

胞外产物的致病性试验

胞外产物的制备

将分离菌株接种营养肉汤
,

℃
, · 一 ‘振荡培养

,

离心
· “ ‘ ,

上清液用 饱

和 沉淀
,

获得粗提蛋白 经透析
、

浓缩及过滤除菌 拌 微孔滤膜 后获得 蛋白
,

用紫

外吸收法测定 中蛋白质含量后
,

保存于 一 ℃冰箱备用
。
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胞外产物的酶活性分析

采用杯碟法测定酶活性 〕
。

菌株的酶活性是用接种针取少量细菌分别点于含相应底物的琼脂平板

上来测定
。

胞外产物对河蟹的致病性

制备的 经适当浓缩后
,

注射感染河蟹
,

注射部位与方法同上
。

结果

人工感染河蟹试验

人工注射
、 、

菌株感染健康河蟹在 内全部死亡
,

死亡率
,

病蟹体表
、

体色正

常
,

活动能力减弱
,

腹腔内有腹水
,

胸部与腹部连接处水肿
,

同自然发病症状基本相同 对照组无症状
,

后仍无死亡
。

病原菌的分类鉴定

对从病蟹血淋 巴
、

肝胰腺
、

腹水
、

肌 肉中分 离到 的病 原 菌
、 、

三菌株进行分类鉴定
,

均属革兰氏阴性杆菌
,

菌

体直杆状
,

两端钝圆
,

单极生鞭毛
,

无荚膜
,

无芽胞
,

菌体大小为
一 “ 一 图

。

在 琼脂平板上

℃恒温培养
,

菌落直径约 一 ,

圆形
、

蓝绿色
、

湿润
、

表面

光滑
、

边缘整齐
,

有异味
。

分离菌株的形态
、

生理生化特性
、

糖发

酵试验详见表 和表
。

由表
、

表 可知
,

从病蟹体内分离到的 株病原菌形态特征

及生理生化反应完全一致
,

均属革兰 氏阴性杆菌
,

单极生鞭毛
,

运

动
,

兼性厌氧
,

发酵葡萄糖产酸不产气
,

氧化酶阳性
,

触酶阳性
,

能

还原硝酸盐等
,

对 。 拼
· 一 ‘ 敏感

,

除叫噪阴性
、

对 。

拼
· 一 ’ 敏感外

,

其形态特征及生理生化反应与副溶血弧

菌基本一致 “
一 〕,

故鉴定该 株病原菌均为副溶血弧菌
。

蕊巍繁 瓣

图 副溶血弧菌的电镜照片 ‘

切 。

药物敏感性试验

药敏试验结果表明
,

此病原菌对链霉素
、

利福平
、

卡那霉素
、

复方新诺明
、

环丙沙星
、

氟呱酸
、

四环素
、

氯霉素
、

氟嗓酸
、

复达欣
、

菌必治
、

蔡陡酸等药物高度敏感
,

对红

霉素
、

新霉素
、

乙酞螺旋霉素
、

先锋霉素
、

痢特灵
、

强力霉素
、

新生霉素
、

壮观霉素
、

头抱吠肪
、

吠喃妥

因
、

多粘菌素
、

头抱唆吩等药物中度敏感
,

对氨节青霉素
、

梭节青霉素
、

头抱氨芳
、

林可霉素等药物不敏

感
。

在养蟹生产过程中
,

可选用高度敏感药物来预防和治疗因副溶血弧菌引起的河蟹弧菌病
。

胞外产物的酶活性分析

分离菌株培养物经离心
、 , 沉淀

、

透析
、

浓缩及过滤除菌获得的 蛋白具有明胶酶
、

几丁

质酶
、

淀粉酶
、

酪蛋白酶
、

脂酶
、

磷脂酶等多种酶活性及溶血活性
,

其中明胶酶
、

几丁质酶
、

淀粉酶
、

酪蛋白

酶活性较优强
,

不具有脉酶活性
,

同分离菌株的酶活性相同 表
。
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表 株分离菌株特性与副溶血弧菌的比较

创肠 公甘 加 七昭 仙 衬比 喂
鉴定项 目
盯 州

副溶血弧菌
亡烈〕尔 公

鉴定项 目
币

明胶酶

水解
勿由。

硝酸盐还原

西蒙氏拘椽酸盐

酒石酸盐 切『汀以

丙二酸盐

副溶血弧菌
丙 尔 。

革兰氏

试验 沈

单极生鞭毛 。 十 十

杆菌

运动

色素产生

氧化酶
灿

七叶昔水解

十

卿脚
℃生长

葡萄糖产气

触酶 因
一 试验
一 试验 一

引噪

精氨酸双水解酶
勿

赖氨酸脱浚酶

精氨酸脱狡酶

鸟氨酸脱授酶
附 七。 哪
脂酶

淀粉酶

脉酶

℃生长

℃生长

℃生长

无盐膝水 一

十

拌
·

毗
一 ’

拜
· 一 ’

注 阳性 一 阴性 菌株间有差异 发酵 无记录 敏感 耐药 蓝绿色
。

表 三株分离菌株糖发酵产酸试验结果与副溶血弧菌的比较

。吐 奴活 止

加 哭 尸协用加用。妙公

鉴定项 目
叮

副溶血弧菌
人召砌 产

鉴定项 目

蔗糖

山梨醇

葡萄糖

甘露糖

半乳糖

麦芽糖

木糖

果糖

鼠李糖

副溶血弧菌
“舰 鲜 世

十 十

十

十

肌醇

甘露醇

水杨素 目

阿拉伯糖

乳糖

纤维二糖

草糖

棉子糖

卫矛醇

十 十

注 十 阳性 一 阴性 菌株间有差异 无记录
。

一
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表 分离菌株及其 的酶活性

城

鉴定项 目 明胶酶 酪蛋白酶 淀粉酶 几丁质酶
坛 习 肥

照酶 磷脂酶 脉酶 溶血活性

分离菌株

一

胞外产物对河蟹的致病性

用制备的 注射感染河蟹后发现
,

具有明显的致病性 表
,

而且病蟹表现出的症状与分

离菌株菌悬液感染病蟹相似
,

再对 感染致死的河蟹进行细菌性病原的分离
,

结果未发现有副溶血

弧菌
。

表 分离菌株菌悬液及 对河蟹致病性的比较

邵 邵川 城 衅耐叨
项 目类别

菌悬液

接种剂量 实验数

协 刀

死亡数 死亡率

卯

白,‘护
· 一 ‘

生理盐水

肛
· 一

肛
· 一

叨仁
· 一

· 一

讨论

实验中发现
,

病蟹体内存在大量的副溶血弧菌
,

能在 内使健康蟹全部致死
,

死亡率
,

并从感

染的病蟹中分离到在菌落形态
、

生理生化特性方面均与原菌株相同的菌株
,

从而证实副溶血弧菌为河蟹

弧菌病的病原菌
。

副溶血弧菌是一种海水中常见的条件致病菌
,

可引起海水养殖鱼类疾病
,

也是养殖贝

类和对虾等常见致病菌
,

能引起海鳃 “ 〕
、

文蛤 〔
,

“ 〕
、

对虾 斗」等海水养殖动物的大量死亡
。

经调查发现
,

河

蟹发病场位于杭州钱塘江 口附近
,

养殖用水的盐度为 左右
,

副溶血弧菌可以生长和繁殖
,

并且养殖

用户经常投喂一些海水小杂鱼等
。

近年来
,

由于河蟹养殖业的迅速发展
,

放养密度过大
,

养殖水域恶化
,

加上投喂的海水小杂鱼容易变质
,

河蟹摄食后体质下降
,

并且污染养殖水域
,

特别是在夏季高温季节
,

副

溶血弧菌大量繁殖并侵染河蟹
,

造成河蟹弧菌病的发生和流行
。

因此
,

预防河蟹弧菌病首先要适当降低

养殖密度
,

使用污染少的养殖用水
,

特别是减少或不投喂变质的小杂鱼等
。

同时在夏季高温季节应经常

观察河蟹的活动规律和摄食情况
,

如发现异常应及时检查
,

发病早期应用高度敏感药物拌饲投喂进行防

治
。

目前已发现嗜水气单胞菌回
、

杀鲜气单胞菌 ‘。
一 ’马

、

鳗弧菌〔’“
一 ‘ 〕

、

溶藻弧菌 ‘“
,

’ 〕
、

河流弧菌〔 等多

种鱼
、

虾类病原菌均可产生具有强烈致病作用的胞外蛋白酶
。

等仁’。
,

川将纯化的杀蛙气单胞菌的胞

外蛋白酶肌肉注射大西洋蛙
,

导致注射部位组织液化
,

而将整个胞外产物注入则引起更严重的病理反

应
。

等 ’“了利用鳗弧菌及其胞外产物对虹缚进行腹腔注射感染后表现出极为相似的症状
,

玩

等 ‘ 证实鳗弧菌的胞外产物可致多种鱼类死亡
,

认为胞外产物中的蛋白酶和外毒素是其主要致病因

子
。

许兵等曰
、

牟海津等〔’了用副溶血弧菌和溶藻弧菌的胞外产物肌肉注射感染中国对虾后
,

发现死亡

对虾的病状同自然发病虾基本一致
。

本实验发现从病蟹体内分离到的副溶血弧菌的胞外产物对河蟹具

有较强的致病性
,

是其重要的一种致病因子
,

结果同 等 ￡’“ ,
、

等〔’ 和许兵 等的结果类似
。

水产动物病原菌的胞外产物具有多种酶的活性
,

其中蛋白酶的活性对病原菌的致病性有重要作用
,

实验发现副溶血弧菌的胞外产物具有较强的明胶酶
、

几丁质酶
、

淀粉酶
、

酪蛋白酶和较低的脂酶
、

磷脂酶
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等蛋白酶活性
,

由于明胶酶
、

酪蛋白酶能分解胶原等蛋白成分
,

淀粉酶有分解糖原的作用
,

几丁质酶可破

坏河蟹外壳造成外表损伤
,

磷醋酶可分解包括卵磷醋在内的磷酷
,

破坏血细胞和体细胞等
。

因此
,

胞外

产物在副溶血弧菌侵染河蟹的过程中发挥了极为重要的作用
,

其详细致病机理还有待进一步研究
。
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