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m 国家海洋 {yv计划资助项目 {t|2su2sy号 ∀

收稿日期 }usss2tt2ty~修回日期 }usss2tu2s{

随着牙鲆养殖业在我国的蓬勃发展 o牙鲆疾病日

趋严重 o成为养殖业的重大障碍 ≈u ∀据池上裕治 t||y

年报道 o在牙鲆最常发生的 v种细菌性疾病 o即爱德

华氏菌病 !链球菌病和弧菌病中 o迟缓爱德华氏菌病 o

又名腹水病 o是牙鲆养殖中造成经济损失最大的疾

病 o每年 z ∗ {月 o us ε 以上的高水温期为发病高峰

期 ∀夏季水温越高发病期越长 o秋 !冬季的危害也越

大 ∀若 ux ε 以上水温长期持续 o则发病危险性更大
≈w ∀一旦发病 o高密度饲养的小型鱼死亡率高 ∀改善养

殖环境可在一定程度上减轻这种病害 o但更积极的方

法是预防免疫 ∀马久地隆幸等 t||x年以及 �¤¶«¬§等

t||z年对牙鲆迟缓爱德华氏菌病原性实验已有报道 o

但都为慢性毒性实验 o并且由于环境温度 !剂量 !注射

方法和鱼体大小等不同 o结果也不尽相同 ∀本研究为

牙鲆对迟缓爱德华氏菌的急性感染实验 o目的就是建

立迟缓爱德华氏菌对牙鲆的致死模型 o为筛选对迟缓

爱德华氏菌具有保护性的疫苗做好前期准备 ∀

t 材料和方法

1 q1 菌种及试验用鱼

迟缓爱德华氏菌来自天津动植物检疫所 ∀将迟缓

爱德华氏菌纯化 o口腔灌注 o从发病鱼中分离出致病

力较高的病原菌 o在 ≥≥培养基上检验 o同时在 p us

ε 冷冻干燥保存 ∀实验用牙鲆幼鱼购自山东威海海珍

品养殖公司 o平均体长 xqs ¦°o平均体重 tqx ª∀每次

购得鱼苗都置于 | �水族箱里暂养 t周 o换水 o充氧

并用颗粒饵料饲喂 o水温 usqs ? tqs ε ∀实验期间鱼

停止进食 ∀

1 q2 试验方法

将菌株活化 !复壮 !分离 o转接淡水的 uuty∞斜面

ux ∗ uz ε ow{ «培养 o用无颗粒生理盐水洗下菌苔 o进

行 ts倍稀释 o制成 ts
pt ∗ ts

px
x个浓度梯度 ∀用平板

涂布法和荧光染色显微计数法 k��⁄≤法l 计数菌液

浓度 ∀

将牙鲆分组后 o分别用 w种方法对其进行人工感

染 o即口腔灌注法 !肌肉注射法 !腹腔注射法和腹腔加

肌肉注射法 ∀每种注射方法都根据需要设 v ∗ w个梯

度 o并对每一注射方法设定一组对照组 k注射同等量

的无菌生理盐水l o并保留不做注射的空白对照组 ∀每

尾鱼的注射量为 sqt °̄ ∀同时记录当天水温 ∀实验重

复 u ∗ v次 ∀口腔灌注法采用微量取液器取 sqt °̄ 通

过口腔和食道缓缓送入胃里 ~肌肉注射法是用灭过菌

的针在背鳍下方 !侧线上方注射 ~腹腔注射法是从腹

鳍之间插入腹腔 ~腹腔加肌肉注射法是将针头从泄殖

腔后进入 o顺腹壁向后插入肌肉 o注射 sqsx °̄ 后针头

推到腹腔再注射 sqsx °̄ ∀

牙鲆迟缓爱德华氏菌急性感染实验 }w种不同方法的比较 m

刘 云 t 刘允坤 u 杨 栋 t 姜国良 t

k
t青岛海洋大学海洋生命学院 uyyssvl

k
u国家海洋局第一海洋研究所 青岛 uyysytl

提要 为了检验疫苗对牙鲆免疫效果 o探讨有效的注射途径尤为重要 ∀本文通过采用迟缓

爱德华氏菌k Εδωαρδσιελλα ταρδα)对牙鲆( Παραλιχητηψσολιϖαχευσl进行感染实验 o对口腔 !肌肉 !腹

腔和腹腔加肌肉 w种注射方法进行了评价比较 ∀其半致死浓度k�⁄ xsl分别为口腔灌注法 ts
{ qv{

≤ƒ�r °̄ !肌肉注射法 ts
z qxw

≤ƒ�r °̄ !腹腔注射法 ts
y qzs

≤ƒ�r °̄ 和腹腔加肌肉注射法 ts
y qs|

≤ƒ�r°̄ ∀结果表明牙鲆对迟缓爱德华氏菌敏感 o在这 w种注射方法中 o以腹腔注射法这种人工

感染方式最佳 ∀

关键词 牙鲆 o迟缓爱德华氏菌 o感染实验 o半致死浓度k�⁄ xsl
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1 .3 半数致死量(Λ∆ 50)的测定

观察记录 v §内鱼的发病及死亡情况k对口腔灌

注法记录 w §内的发病情况l ∀同时取样 ! 分离病原

菌 o鉴定 ∀计算鱼的半数致死量k�⁄ xsl o计算方法参考

� ¤̈§p �∏̈ ±¦«法 ≈t ∀

u 结果

2 q1 主要症状
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据韩先朴等 t|{|年研究表明 o鱼病的

症状表现为两大类型 }一种是肾脏型 o另一

种是肝脏型 o实验中人工感染后造成牙鲆

发生病变 o经解剖有肝肾脓肿 !充血 o腹水

现象 o特别是腹水现象明显 ∀

2 q2 病原菌的特征

革兰氏阴性杆菌 o菌体直 !单个 ∀ux ∗

u{ ε 培养 uw « o菌体 ksqy ∗ sq{l Λ° ≅

ksq{ ∗ uqwl Λ°o多数为 ksqz ∗ sq{l Λ°≅

ktqt ∗ tqwl Λ°o 随培养时间延长菌体缩

短 ∀长时间培养菌体很多呈球形 ∀周鞭毛 o运动 o无荚

膜 o无芽孢 ∀在普通培养基上 ux ∗ u{ ε 培养 w{ «菌落

直径为 sqx °°左右 ∀正圆形灰白色透明隆起 o周缘光

滑 ∀能在 ≥≥培养基上生长 ∀

2 q3 感染实验

本实验通过 w种方法 o用迟缓爱德华氏菌对牙鲆

进行感染 ∀这 w种方法分别为 }口腔灌注法 !肌肉注射

法 !腹腔注射法和腹腔加肌肉注射法 ∀实验期间水温为

utqs ? tqs ε ∀通过感染得出 v §内k口腔灌注为 w §l

牙鲆的死亡情况 o 得到每种注射方法的半数致死浓

度 ∀通过半致死浓度对各种注射方法加以分析比较如

下 o见表 t∀

uqvqt 口腔灌注法 因口腔灌注反应较慢 o故观

察 w §内的死亡情况 o 得到的平均半致死浓度为ts

{ qv{
≤ƒ�r °̄ o通过两次实验的观察 o发现当浓度达到

w≅ ts
ts

≤ƒ�r °̄ 时有 |sh的死亡率 o但在此浓度下 w

§之内达不到 tssh的死亡率 ∀

uqvqu 肌肉注射法 平均半致死浓度为 ts
z qxw

≤ƒ�r °̄ o通过 v次实验 o得出当浓度达到 yqw ≅ ts
{

≤ƒ�r °̄ 时 o能达到 tssh的死亡率 o当浓度达到 wqs≅

ts
{
≤ƒ�r°̄ 时 o达到 zxh的死亡率 ∀

uqvqv 腹腔注射法 平均半致死浓度为 ts
y qzs

≤ƒ�r °̄ o当浓度为 yqw≅ ts
{
≤ƒ�r °̄ 时 o能达到 tssh

死亡率 o 浓度为 wqs ≅ ts
{
≤ƒ�r °̄ 时 o 死亡率为

{{q|h ∀

uqvqw 腹腔加肌肉注射法 平均半致死浓度为

ts
y qs|

≤ƒ�r °̄ o当浓度为 w≅ ts
z
≤ƒ�r °̄ 时 o v §内

tssh死亡 ∀

w种注射方法的半数致死浓度测定值见表 u∀

v 讨论

迟缓爱德华氏菌是侵染牙鲆的一种重要菌种 ∀

据马久地隆幸等 t||x年报道 o它的胞外产物及菌体

均含有毒素 o该菌分布于血液 !肠 !肝 !肾中 ∀通过 w

种方法用迟缓爱德华氏菌对牙鲆进行感染实验 o每

种方法都重复实验二到三次 o每次结果都有很高的

相近性 o除口腔灌注法外 o且每种方法都能在一定的

浓度内 !v §中达到 xsh的死亡率 ∀所以无论哪种方

法 o都具有死亡率高 o存活率低 o重现性高的特点 o都

可以作为人工感染的注射方法 ∀比较这 w种注射方

法 o 半致死浓度分别为腹腔加肌肉注射法 ts
y qs|

≤ƒ�r °̄ o腹腔注射法 ts y qzs
≤ƒ�r °̄ o肌肉注射法

ts
z qxw

≤ƒ�r°̄ 和口腔灌注法 ts
{ qv{

≤ƒ�r°̄ ∀腹腔加

肌肉注射法对牙鲆的致死效果最好 o其次为腹腔注

射 !肌肉注射和口腔灌注法 ∀这种顺序与 �¤¶«¬§等 ≈v 

的慢性毒性结果 o即腹腔法kw ∗ x §l !浸泡法kz ∗ ts

§l和口服法k| ∗ ts §l大体相同 o由于他未做半致死

浓度 o因而无法进行直接的比较 ∀综合来看 o腹腔加

肌肉注射法虽然致死效果最好 o但容易对牙鲆造成

较大的物理伤害 ~肌肉注射法的注射剂量不易过大 ~

口腔灌注对鱼体造成的物理伤害虽然最小而且是最

接近自然感染的人工感染方式 o但致死效果最差 ∀因

此 o对牙鲆的迟缓爱德华氏菌人工感染方式还是以

腹腔注射法最佳 ∀
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中国龙虾kΠανυλιρυσστιµπσονι)是我国海区特有而

重要的经济种类 ∀由于中国龙虾个体较大 !肉味鲜美 !

营养丰富 !市场广阔 o因此具有很高的经济价值 ∀随着

龙虾消费量的日益增加 o人们期望将其开发为近海增

养殖对象 ≈t ∀中国龙虾分布于我国东南海区 o自然条

件下栖息于 ws °深以内的沿岸水域 o隐匿于岩礁的

洞穴内 o昼伏夜出 o具有典型的隐匿行为 ∀迄今为止未

见有关于中国龙虾栖息习性的研究报道 o本文对中国

龙虾的栖息行为及其对隐蔽物的具体要求进行研究 o

中国龙虾栖息习性的观察 m

陈政强 陈昌生 吴仲庆 林楚城 贾锡伟

k集美大学水产生物技术研究所 厦门 vytsutl

提要 于 t|||年 x月在集美大学水产学院海水养殖试验场进行中国龙虾栖息习性的试验

观察 ∀结果表明 o正常温度 !盐度条件下 o中国龙虾有隐匿穴居 !昼伏夜出的栖息习性 o喜欢栖

息于紧身或身体易于找到依靠的水平洞穴中 o并有同穴共居现象 o低层洞穴的栖息率高于高

层洞穴 ~温度低于 tu ε 时 o中国龙虾夜间也很少离穴活动 o温度低于 {qy ε 或高于 vw ε o盐度

低于 twqt或高于 wwqy时 o中国龙虾都会逃离洞穴 ∀

关键词 中国龙虾 o栖息习性 o观察
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{ qv{
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