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方斑东风螺肿吻症病原菌的分离鉴定及药敏分析 

张新中, 文万侥, 冯永勤, 谢珍玉, 周永灿 

(海南大学 海洋学院, 海南 海口 570228) 

摘要: 从海南省文昌县某养殖场患病方斑东风螺(Babylonia areolata)的吻、肌肉和肝脏中分离到 2 株优

势菌。人工感染证实其中 1 株为致病菌, 经形态学检测和生化鉴定, 该病原菌为鳗弧菌生物变种Ⅰ( Vibrio 

anguillarum BiovarⅠ)。该病原菌对方斑东风螺的 LD50 值为 1.7×106 cfu/g。药敏试验表明派拉西林、

罗红霉素、红霉素、洁霉素、氟哌酸、先锋必、妥布霉素、菌必治、复方新诺明、利福平、复达欣、

呋喃妥因等 12 种抗生素类药物对该病原菌敏感。 
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方斑东风螺(Babylonia areolata)简称东风螺, 俗
称花螺、香螺, 隶属腹足纲(Gastropoda)、新腹足目
(Neogastropoda)、蛾螺科(Buccinidae)[1]。在中国主要

分布于福建、广东、广西和海南等热带或亚热带的

沿海省份, 是在中国分布的几种东风螺中个体较大、
适应栖息环境能力较强、生长速度较快的一种优质

品种 [2, 3]。近年来, 随方斑东风螺人工繁育的成功, 
其在中国南方沿海地区的养殖得到了快速的发展 , 
相关的病害也越来越多, 目前所报道的主要有水质
恶化时容易出现腹足肿大或腐烂、未知原因引起的

“脱壳病”以及在育苗过程经常出现的聚缩虫侵染

等[4]。2006年初以来, 在海南各地的方斑东风螺养殖
场先后大规模爆发了导致其吻部肿大的“肿吻症”, 
作者对其病原进行了分离鉴定, 并检测了该病原对
一些常见抗生素类药物的敏感性。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
患病方斑东风螺: 于 2006 年 8 月取自海南文昌

某方斑东风螺养殖场, 选择具有典型患病症状的濒
死个体, 以冰块降温后 5 h内干运至实验室并进行病
原分离。  

健康方斑东风螺: 取材于海南儋州排浦某方斑
东风螺养殖场, 选择活力好、无患病史、个体质量 8 ~ 
12 g的健康个体, 充氧运至实验室后, 在水温为 23 ℃  
的水族箱中暂养 7 d后用于各项实验。 

1.2  实验方法 
1.2.1  患病方斑东风螺的细菌分离 

取具有典型患病症状的濒死方斑东风螺, 于超
净工作台以无菌操作分别从病螺的肌肉、吻和肝脏

等部位取样, 直接于 2216 E 海水培养基划线分离,  
30 ℃培养 18 ~24 h后记录分离结果, 根据所分离细
菌的菌落形态挑取优势菌株, 再用 2216 E海水培养
基进一步纯化后用于各项实验。  

需要长期保存的菌株, 经分离纯化后接种于含 
2％NaCl的液体培养基中, 30 ℃培养 18~24 h, 再添
加 15 %的无菌甘油后保存于−80 ℃冰箱。 
1.2.2  病原菌的确定 

将 1.2.1分离获得的优势菌株以普通海水液体培
养基进行扩大培养, 经离心分离后用无菌生理盐水
制备细菌密度为 9.2×1012 cfu/mL的菌溶液, 将所制
备的菌液定量加入装有清洁海水(经砂滤)的水族箱
内, 使海水中的菌液的最终密度分别为 4.6×109、4.6
×108、4.6×107、4.6×106、4.6×105 cfu/mL, 对照
组不加入菌液。再选择健康无患病史的方斑东风螺, 
在其腹足边裙处用无菌刀片划一长为 0.5 cm, 深为
0.1 cm 的伤口, 并将人工创伤后的方斑东风螺分别
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置于上述不同密度菌液的海水中, 每组 20 只, 正常
投喂, 每 2天全量换水 1次, 换水后再将各水族箱中
菌液的密度调整为最初添加的密度。每组设一个重

复, 创伤浸泡感染后连续 15 d 观察记录各组实验方
斑东风螺的发病及死亡情况。 

选择感染患病的实验方斑东风螺, 从肌肉、吻和
肝脏等部位再次进行细菌分离, 根据感染后的患病
症状和感染患病个体的细菌分离结果等确定引起该

病的病原菌。 
1.2.3  病原菌对方斑东风螺半数致死量(LD50)的测定 

应用  Reed-Muench 法 [5]测定病原菌创伤感染

方斑东风螺的 LD50值。 
1.2.4  病原菌的菌种鉴定 

对病原菌进行常规形态学检查, 参照 Mercedes[6]

方法并结合《常见细菌系统鉴定手册》[7]进行分类鉴

定。鉴定指标包括: 革兰氏染色; 葡萄糖氧化发酵; 
氧化酶; L-精氨酸双水解酶; L-赖氨酸脱羧酶; L-鸟
氨酸脱羧酶; 0 %, 6 %, 8 %氯化钠; 4 , 35 , 40℃; 苦
杏苷; 柠檬酸盐; 葡萄糖胺; 明胶; 吲哚; 阿拉伯糖; 
甘露醇; NO2; O/129(10 μg); ONPG; 水杨素; 蔗糖; 
脲酶; V-P; 葡萄糖产气。加做另外 18项生化指标加
以验证。生化鉴定管及相关试剂购自杭州微生物有

限公司。 
1.2.5  药敏试验 

利用杭州微生物有限公司生产的药敏纸片对病

原菌进行药敏检测。所有检测重复 1次, 取 2次检测
结果的平均值。参照各种药物的敏感性标准确定不

同药物对该病原菌的敏感性。 

2  结果  
2.1  患病症状及危害情况 

健康方斑东风螺的吻细长 , 呈乳白色 , 可自由
伸缩, 反应灵敏; 腹足呈乳白色至沙黄色; 将其身体
翻转后能很快复原。而患病方斑东风螺的吻异常肿

大, 呈乳白色, 局部变红, 肿大的吻无法缩回吻鞘; 
其腹足变为灰色 , 且黏液增多 , 行动缓慢 , 反应迟
钝。患病严重的个体身体翻转后无法自身复原, 腹足
也无法缩入壳内(图 1)。患病个体还因吻部病变直接
造成无法摄食。该病发病时间短、传播速度快、死

亡率高, 从出现症状到死亡只要 2~3 d时间, 如果控
制不及时, 死亡率可高达 100 %。在海南, 该病全年
均可发生, 其中以气温和水温快速升高的 3~5 月份
发生最为频繁, 对海南各地方斑东风螺的养殖都造

成了严重的危害。 

 
 

图 1  患病方斑东风螺(A)和健康方斑东风螺(B) 
Fig. 1  Sick (A) and healthy (B) B. areolata 

 
2.2  细菌分离结果 

对患病方斑东风螺的肌肉、吻和肝脏部位进行

细菌分离的结果表明, 肌肉、吻和肝脏中分离到大量
细菌 , 根据菌落形态初步判断 , 所分离的细菌主要
有 2 种优势菌, 分别命名为 DFL-01 和 DFL-02。其
中 , 从肌肉内分的离菌株中 , DFL-01 约占 50 %, 
DFL-02约占 30 %, 其他菌株约占 20 %; 从肝脏内分
离的菌株中, DFL-01约占 60 %, DFL-02约占 30 %, 
其他菌株约占 10 %; 从吻部分离的菌株中, DFL-01
和DFL-02约各占 35 %, 其他菌株约占 30 %。在 2216 
E海水培养基 30 ℃培养 24 h后, 菌株 DFL-01直径
为 1.0~1.5 mm, 菌落湿润, 不透明, 呈乳白色, 边缘
不整齐; 菌株 DFL-02 呈圆形, 直径为 1.5~2.0 mm, 
湿润, 半透明, 中间凸起。 

2.3  病原菌的确定 

将从患病方斑东风螺中分离获得的主要菌株

DFL-01 和 DFL-02 以不同密度分别对健康方斑东风
螺进行创伤浸泡感染后, 连续 15 d 对感染东风螺的
观察结果表明(表 1), 菌株 DFL-01的密度达到 4.6×
106 cfu/mL 时开始有零星死亡 ; 密度达到 4.6×   
107 cfu/mL时死亡率达到 55 %, 并且, 15 d内未死亡
的个体也基本都出现程度不同的“肿吻症”患病症

状; 当菌度达到 4.6×108 cfu/mL后, 从第 3天方斑东
风螺开始出现异常, 第 5 天部分个体开始表现出典
型的“肿吻症”患病症状, 第 7 天开始死亡, 第 10
天内死亡率达到 100 %。对于菌株 DFL-02而言, 在
本实验的最高感染密度 4.6×109 cfu/mL 下, 实验方
斑东风螺的死亡率也只有 5 ％, 并且死亡个体也没
有吻肿大等典型的“肿吻症”症状。 
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对以菌株 DFL-01 感染患病的方斑东风螺再次

从肌肉和肝脏等部位进行细菌分离的结果表明, 在

肌肉和肝脏中分离出大量的细菌, 所分离细菌的菌

落形态一致, 且与从自然患病方斑东风螺中分离出

的菌株 DFL-01 的菌落形态相同, 说明 DFL-01 菌株

为东风螺的致病菌。 

2.4  病原菌感染方斑东风螺的 LD50 值 

病原菌 DFL-01 的细菌原液密度是 4.6×109 

cfu/mL, 经 10 倍密度梯度稀释后对健康方斑东风螺进
行创伤感染, 死亡率见表1。根据表1的数据计算LD50。 

 
表 1  DFL-01 和 DFL-02 对健康方斑东风螺创伤浸泡感染的结果 
Tab. 1  The survival rate of B. areolata infected by injured immersion with DFL-01 or DFL-02 

累积总数 
菌株 
编号 

稀释度 菌株密度
(cfu/mL)

组别 
数量 
(只) 

存活数

(只) 
死亡数

(只) 存活数(只) 死亡数(只) 
死亡比 

死亡率

(％) 

1 20 0 20 
100 4.6×109 

 2 20 0 20 
0 110 110/110 100 

1 20 0 20 
10−1 

4.6×108 
 2 20 0 20 

0 70 70/70 100 

1 20 7 13 
10−2 

4.6×107 
 2 20 9 11 

16 30 30/48 62.5 

1 20 18 2 
10−3 

4.6×106 
 2 20 16 4 

50 6 6/56 10.7 

1 20 20 0 

DFL-01 

10−4 
4.6×105 

 2 20 20 0 
90 0 0 0 

           

1 20 18 2 
100 4.6×109 

 2 20 20 0 
38 2 2/40 5 

1 20 20 0 
10−1 

4.6×108 
 2 20 20 0 

78 0 0 0 

1 20 20 0 
10−2 

4.6×107 
 2 20 20 0 

118 0 0 0 

1 20 20 0 
10−3 

4.6×106 
 2 20 20 0 

158 0 0 0 

1 20 20 0 

DFL-02 

10−4 
4.6×105 

 2 20 20 0 
198 0 0 0 

对照组 0 0 1 20 20 0 20 0 0 0 
 

50

62.5 50 0.241
62.5 10.7

−
= =

−

-

-

> 50%的百分率
距离比例=

> 50%的百分率 < 50%的百分率  

﹥半致死时病原菌稀释指数＝ 50％稀释度的对
数－距离比例×稀释系数的对数 

        ＝−2 − 0.241×lg10 
        ＝−2.241 
结果表明病原菌 DFL-01 菌液稀释度为 10−2.241

倍时就能使方斑东风螺半数致死 , 因此 , 病原菌
DFL-01对健康方斑东风螺的 LD50值为:  

LD50＝(4.6×109×10−2.241)／10 
    ＝1.7×106 cfu/g 

2.5  病原菌的菌种鉴定 
病原菌DFL-01在 TCBS琼脂培养基上呈黄色, 培

养 24 h后的菌落直径为 2 mm左右, 湿润, 呈圆形。其
主要生理生化特性(表 2)为: 革兰氏阴性、发酵葡萄糖、
氧化酶阳性、精氨酸双水解酶阳性、赖氨酸脱羧酶阴

性、鸟氨酸脱羧酶阴性、水杨素阴性、柠檬酸盐阳性、

甘露醇产酸、对 O/129(10, 150 μg)敏感、在含 0 %、6 %、
8% NaCl 的普通培养基上不生长, 在 4 ℃和 40 ℃培
养条件下不生长, 30 ℃和 35 ℃下生长良好。根据上述
检测结果, 按照Mercedes [6]的鉴定结果并参照《常见细

菌系统鉴定手册》[7], 确定病原菌 DFL-01为鳗弧菌生
物变种Ⅰ( Vibrio anguillarum BiovarⅠ)。 
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表 2  病原菌 DFL-01 的生理生化特征 
Tab. 2   Physiological and biochemical characteristics of pathogen DFL-01 

测定指标 病原菌 
DFL-01 

鳗弧菌 
生物变种Ⅰ 

测定指标 病原菌 
DFL-01 

鳗弧菌 
生物变种Ⅰ 

氧化酶 + + 山梨糖 − NR 
明胶 + + 黏液酸 + NR 
吲哚 − V 山梨醇 − (−) 
蔗糖 + + O/129(150 μg) S S 
覃糖 − NR O/129(10 μg) S S 
脲酶 − − 0%NaCl − − 
V-P + V 6%NaCl − − 
乳糖 − − 8%NaCl − − 
肌醇 − − 革兰氏染色 G- G- 
糊精 − NR 精氨酸双水解酶 + + 
卫茅醇 − NR 赖氨酸脱羧酶 − V 
棉子糖 − NR 鸟氨酸脱羧酶 − − 
4℃ − − 水杨素 − − 
30℃ + + 柠檬酸盐 + + 
35℃ + + 阿拉伯糖 − − 
40℃ − − 丙二酸盐 − − 
淀粉酶 + + 葡萄糖发酵 + + 
七叶苷 − − 硝酸盐还原 + + 
甘露醇 + + 乙酰胺 − NR 
葡萄糖胺 + + 醋酸盐 − NR 
鼠李糖 − − 酒石酸盐 + NR 

ONPG − + 苦杏仁苷 − NR 
蜜二糖 − − 葡萄糖产气 − − 
注: “+”表示阳性; “–”表示阴性; (−)表示弱阴性; G-表示革兰氏阴性; “S”表示敏感; “NR ”表示未记录; “V”表示可变 

 

2.6  药物敏感试验 
选择的 38 种抗菌药物对病原菌 DFL-01 的敏感

性检测结果表明(表 3), 该病原菌对派拉西林、罗红
霉素、红霉素、洁霉素、氟哌酸、先锋必/舒巴坦、
妥布霉素、菌必治、复方新诺明、利福平、复达欣

和呋喃妥因等 12种药物敏感; 对痢特灵、左氟沙星、
奥复星、丁胺卡那霉素等 4种药中度物敏; 对制霉菌
素、头孢孟多、恩诺沙星、新生霉素、万古霉素、

吡哌酸、乙酰螺旋霉素、美满霉素、先锋必素、 卡
那霉素、链霉素、新霉素、四环素、强力霉素、头

孢肤肟、先锋霉素Ⅴ、替卡西林、氨苄青/舒巴坦、
美洛西林、阿洛西林、苯唑青霉素、青霉素等 22种
药物耐药。 

3  讨论 

研究结果表明, 从患“肿吻症”的方斑东风螺中

主要分离到两类细菌: DFL-01和 DFL-02, 以所分离
的这两株细菌分别以 4.6×105 cfu/mL 至 4.6×    
109 cfu/mL的密度创伤浸泡感染后, 所有实验密度的
DFL-02都未引起感染方斑东风螺出现“肿吻症” 症
状或由此导致的死亡; 而 DFL-01 在密度达到 4.6×
106 cfu/mL时就出现死亡, 密度达到 4.6×108 cfu/mL
时死亡率达到 100 %, 并且, 感染患病个体都表现出
“肿吻症”的典型症状, 从患病个体的肌肉和肝脏内
也分离出大量与 DFL-01菌落形态相同的细菌。说明
DFL-01为引起海南养殖方斑东风螺发生“肿吻症” 
的病原菌。对该病原菌进行菌种鉴定的结果表明 , 
DFL-01为鳗弧菌生物变种Ⅰ。 

弧菌是海水环境中的正常菌群, 广泛分布在自
然海区中, 一般情况下不会引起养殖动物发生疾病, 
常常在高密度养殖中由于对水质控制不当等原因而

造成水体中有害物质增多、养殖环境恶化, 并因此导
水产养殖动物抗病力降低。水体中弧菌数量升高后, 
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表 3  不同抗菌药物对病原菌 DFL-01 的抗菌活性 
Tab. 3  Sensitivity of pathogen DFL-01 to different kinds of antimicrobial agents  

药物种类 
药物含量

(μg/片) 
抑菌圈直径

(mm) 
敏感度 药物种类 

药物含量 
(μg/片) 

抑菌圈直径
(mm) 

敏感度

呋喃妥因 300 29.5 S 氟哌酸 10 23.5 S 
痢特灵* 300 18.5 M 吡哌酸 30 9.0 R 
利福平 5 23.5 S 红霉素* 15 28.5 S 
制霉菌素 100 0 R 美满霉素 30 0 R 
左氟沙星 5 14.0 M 菌必治 30 33.0 S 
罗红霉素 15 25.0 S 先锋必素 75 0 R 
派拉西林 100 32.5 S 卡那霉素 30 0 R 
恩诺沙星 5 15.0 R 链霉素 10 0 R 
头孢孟多 30 11.0 R 妥布霉素 10 18.0 S 
复方新诺明 75 37.0 S 新霉素 30 8.5 R 
新生霉素 30 9.5 R 四环素 30 0 R 
万古霉素 30 0 R 强力霉素 30 0 R 
洁霉素 2 20.5 S 复达欣 30 37.0 S 
先锋霉素Ⅴ 30 9.5 R 头孢肤肟 30 0 R 
乙酰螺旋霉素 30 8.0 R 奥复星 5 13.5 M 
丁胺卡那霉素 30 17.5 M 替卡西林 75 0 R 
先锋必 75 27.5 S 美洛西林 75 0 R 
氨苄青霉素 10 0 R 阿洛西林 75 0 R 
苯唑青霉素 1 0 R 青霉素 10 0 R 

注: *为水产禁用药; S为敏感, M为中度敏感, R为耐药 

 
由弧菌引起的疾病就很容易暴发[8~10]。鳗弧菌( Vibrio 
anguillarum )是海水养殖中常见的病原菌 , 鳗鲡
(Anguilla japonica)、大菱鲆(Scophthatmus maximus)
和牙鲆(Paralichthys olivaceus)等许多水产动物都有
因感染鳗弧菌而患病的报道[11]。但不同鱼类感染鳗

弧菌后所表现的临床症状有所不同, 最常见的为全
身性出血的败血症[11]。不过, 由鳗弧菌生物变种Ⅰ引
起的水产养殖动物疾病在国内目前尚未见报道; 在
国外 , Azad 等 [12]报道了由其引起的尖吻鲈 (Lates 
calcarifer)爆发出血病, Vaseeharan 等[13]也报道了由

其引起的印度对虾(Penaeus indicus)和斑节对虾(P. 
monodon)疾病。 

目前, 确定贝类病原常用的人工感染方法主要
有投喂感染、连续浸泡感染、创伤后连续浸泡感染、

创伤后间歇浸泡感染以及注射感染等[14, 15], 本研究
采用创伤后连续浸泡感染的方法, 取得了比较理想
的感染效果。此外, 由于方斑东风螺具有同类相残的
习性, 经常可见健康的个体吃食体弱的个体或死亡
的个体 , 因此 , 在本研究过程中也尝试了投喂病螺
的办法传播该病的可能性(本文未报道), 结果发现, 

在养殖了健康方斑东风螺的水族箱内投喂患肿吻病

的方斑东风螺后, 从第 3 天开始整个水族箱内的方
斑东风螺陆续发生肿吻病并在 10 d 内全部死亡, 说
明该病可以经口传播 , 并且 , 这也很可能是在方斑
东风螺养殖中肿吻病发生后快速传播并造成毁灭性

死亡的主要原因之一。因此, 在方斑东风螺养殖中一
旦发现肿吻病 , 建议要尽快捞出患病个体 , 并尽可
能做好池与池之间的隔离措施, 避免该病的爆发与
蔓延。 

药敏试验表明, 38种抗生素中只有派拉西林、罗
红霉素、红霉素、洁霉素、氟哌酸、先锋必、妥布

霉素、菌必治、复方新诺明、利福平、复达欣、呋

喃妥因等 12 种药物对本病原菌敏感, 可见该病原菌
已具有较高的耐药性。因此, 对有效治疗药物的正确
选择是十分必要的, 无根据地滥用或过度使用抗菌
药物 , 不但不能起到防病治病的作用 , 反而造成养
殖环境微生物自然区系平衡的破坏, 以及环境中耐
药性菌株的增多。 
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Abstract: Two dominant bacterial strains were isolated from the proboscis, muscle and liver of sick Babylonia 
areolata from a farm at Wengchang, Hainan. One of the stains was confirmed to be a bacterial pathogen of B. areo-
lata by artificial infection and was determined to be Vibrio anguillarum BiovarⅠBased on morphological detection 
and biochemical tests. The LD50 of the pathogen to B. areolata was 1.7×106 cfu/g. Antibiotic sensitivity analysis 
indicated that the pathoge was sensitive to piperacillin, roxithromycin, cefobid, tobramycin, ceftriaxone, compound 
sulfamethoxazole,rifampicin, fortum and nitrofurantoin. 
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