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由二种气单胞菌引起的中国对虾

败血病的研究
*

樊海平 孟庆显 俞开康
(青岛海洋大学水产学院

,

青岛 2 6 6 0 0 3 )

提 要 于 1 9 9 2 年 7 月一 1” 3年 3 月
,

用分离病原菌
、

注射感染
、

浸浴感染
、

创伤感染
、

投喂感染
、

重复分离病原菌
,

测定病原菌生理生化特性和对药物敏感性
,

观察病理变化研究气

单胞菌引起的中国对虾败血病
。

结果表明
,

病原菌为嗜水气单胞菌和豚鼠气单胞菌
,
它们的最

适生长温度
、

盐度
、 p H 分别为 30 ℃ 。

35 和 8 ,

两种菌对氯霉素
、

氟呱酸和复方新诺明均敏感
,

病虾主要病变为鳃
、

肢鳃和鳃盖内膜部分或全部坏死变黑
,
心脏和消化道粘膜下层血细胞浸润

聚积形成结节
,

肝胰腺坏死
。

关键词 气单胞菌 中国对虾 败血病

细菌性疾病是中国对虾养成期危害最为严重的疾病之一
。

引起对虾疾病的主要细菌

有弧菌 ( V i b ; 10 s p p
.

)
、

假单胞菌 (尸
s e u j o m o n a : 。p p

.

)
、

气单胞菌 ( A
e ; 口m o n a : s p p

.

) 和

丝状细菌 ( L
o u c o t h r i x s p p

.

) 等
。 L i g h t n e r

( 一9 7 7 ) 报 道了气单胞菌
、

弧菌
、

假单胞菌及

藻类综合作用引起的对虾疾病
,

但至今尚未由气单胞菌单独引起对虾疾病的报道
。

本文

报告由二种气单胞菌引起养成期中国对虾的败血病
。

材料与方法

病虾的来源与症状 病虾于 19 9 2 年 7 月上旬取自黄岛水产增殖站和青岛海洋 大

学太平角试验场的中国对虾 ( eP “ 。 “ : ` h i en o is )
。

病虾体长 8一 1c0 m ,

体色加深
,

部分肢

鳃和鳃盖 内膜发黑
,

鳃丝坏死变黑
,

有时甲壳伴有斑点状溃疡
。

显微镜观察发现鳃及体表

污物附着少
,

鳃丝水肿或顶端愈合
、

腐烂
,

严重者鳃丝全部坏死
,

血液凝固慢
,

血液及肝胰

脏内有活动细菌
。
消化道内含有少量食物

。

L Z 病原菌的分离与纯化 取病虾各 5 尾
,

行体表清洗
、

消毒后用无菌接种针进行心

脏穿刺
,

在 2 2 1 6 E 平板培养基上反复划线
,

于 2 5℃ 培养 48 h
,

选择优势菌落重复划线分

离
,

获得纯培养后转接到 22 1 6 E 斜面培养基
,

于 巧℃ 保存
,

备用
。

L 3 人工感染试验 取已暂养稳定的健康虾 ( 8一 10c m ) 于 .0 6耐 的玻璃缸中
,

每缸

放水 0
.

4澎
。
每缸为一组

,

放虾 6 尾
,

共 18 组
。

水温为 20 一 2 4℃ , p H 值 7
.

8一 8
.

, ,

连续

充气
,

每天换全部水一次
,

每天观察记录死亡虾数
,

连续观察 7 d
。

L l l 注射感染 将培养 2 h4 的病原菌
,

用无菌生理盐水洗下
,

制成不同浓度的菌悬

液
,

使 9 2 0 1和 9 2 1 1 菌的浓度梯度分别为 4
.

8 x 10日 , 斗
.

5 x 1 0 , , 4
.

8 x l o 6 c e l l /m l 和 3 2 x

*
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1 0, , 3
.

2 x 1 0 , , 3
.

2 X 1 0 c6 e n /m l
,

用无菌注射器从经过局部消毒的虾腹部进行肌肉注射
,

每尾注射 o
.

l m l
,

对照组注射等量的无菌生理盐水
。

L .3 2 创伤感染 用消毒剪剪去二组虾的一角尾扇
,

另二组剪去 l一 2 片鳃丝
。 9 2 01

菌浓度为 ,
,

6 x 10 , e e l l /m l , 9 2 1 1菌为 4
.

7 x 2 0 , e e l l /m l ,

感染组于菌液中浸浴 z z h 后

移到清洁海水饲养
,

对照组未经菌液浸浴
。

1
.

3
.

3 浸浴感染 9 2 0 1菌浓度为 5
.

6 x 10吕c e l l /m l
, 9 2 1 2菌为 4

.

7 火 一o , c e l l /m l
,

健康

虾浸浴 2 h4 后将虾移至清洁海水饲养
。
对照组未经菌液浸浴

。

L .3 4 投喂感染 每 l m l 菌液 (浓度约为 10 10
一 10 12 ce n /m l) 与 2 9 饵料混合均 匀

,

静

态吸附 10 m in 后投喂
,

每缸每夭投喂 2 次
,

每次每缸 19 ,

连续投喂 g d
,

对照组投喂未 混

合细菌的饵料
。

L 4 病原菌的重复分离与感染 按上述细菌分离纯化法从注射感染出现病症 的 虾 分

离细菌进行重复注射感染
,

菌液浓度 92 0 1 1 (由 9 2 01 菌注射感染虾分 离 ) 为 2
.

3 x 10
日 ,

2
.

3 X 10 7 , 2
.

3 x 10` e e l l /m l ; 9 2 1 1 1菌 (由 9 2 1 1菌注射感染虾分离 )为 2
.

7 x 10 8 , 2
.

7 x

1 0 7 , 2
.

7 x 1 0` e 。 11/m l
。

L S 病原菌的鉴定 病原菌鉴定按中国科学院微生物研究所细菌分类组 ( 1 9 7 8 ) 和 菲

利浦( 19 8 9 )进行
,

根据 K r ig e
( 19 8 4 ) 分类系统鉴定至种

。

1 .6 病原菌对温度
、

盐度和州 的耐受试验 于 2 2l l E 液体培养基 (每管 s m l) 中加 1

m l 培养 2 411 的菌悬液
,

(对照组另加一滴浓盐酸将细菌杀死 )
,

静止培养 2 h4 后
,

用 7 21 分

光光度计测定培养液的 o
.

D
.

值 (又~ 5 6 0 n m )
。

所设温度梯度为 3
.

5 , 8 , 1 0 ,

20
,

30
,

40
,

5 0℃ ; 盐度梯度为 0 , 5 , 一0 , 2 0 , 2 5
, 3 0 , 3 5 , 4 0 , 4 5 ,

5 0
, 7 5 , 1 0 0 ; p H 梯度为

, 2 , 3 , 4 ,
5

, 6 , 7 ,

8 , 9 , 1 0 , 1 1 , 12 0

1.7 药物敏感性 试验 所用每片含药物 10 陀 的 20 种药敏试纸从上海生物制 品 公 司

购得
,

其余为自制
,

每片含药物 50 陀
。

二氯异氰脉酸
、

鱼乐消毒剂
、

漂白粉用打洞法
,

每洞

(直径 , m m ) 放药物 50 陀
,

每个平板贴纸片 4 片或打洞 2 个
,

每种药物 2 个重复
,

采用密

划线法接种细菌
,

于 25 ℃ 培养 36 h
,

测量抑菌圈直径
。

1
.

8 药物治疗试验 取病虾饲养于玻璃缸
,

每缸 6 尾为一组
,

共 4 组
。

二组分别投喂

含氯霉素或氟呱酸均为 2痴 的药饵
,

另二组除投喂氯霉素药饵外
,

于水中连泼洒 d3 防消

散
,

浓度分别为 0
.

5 x 1 0一 `
m g / L 和 0

.

3 x 1 0一 `
m g / L

。

每天投饵换水一次
,

连续饲养 1 2 d
。

1
.

, 病理变化的观察 取自然病虾和人工感染病虾的各组织器官
,

分别用 B ou in 液和

F A A 液固定
,

常规石蜡切片法
,

H
.

E
.

染色后观察病理变化
,

并拍照
。

2 结果

.2 1 病原菌的分离与纯化结果 从所取病虾均能分离到细菌
,

形态与色泽一致的菌落

占绝对优势
,

选择的优势菌有 2 种形态
,

得 2个菌株
,

分别为 9 2 01 和 9 2 1 1。

.2 2 人工感染与重复分离
、

感染结果 注射感染
,

当两种菌浓度均为 10
8

ce n /m l 时
,

死

亡率均为 100 并 ;当菌液浓度为 10 7

ce l l/ m l 时
,

死亡率均为 83
.

3多 ;当菌液浓度为 10` ce l l/

m l 时
,

两种菌引起的死亡率有所差异
。

创伤感染 中尾扇创伤引起的死亡率比鳃创伤引

起的死亡率低
。

浸浴感染虽然两种菌液的浓度不同
,

但均能引起 16
.

7另 的死亡率
。

投喂

感染引起的死亡率均为 “
.

7界
。

重复分离细菌得到与感染菌株相同的菌株
,

重复感染结



3 0 4 海 洋 与 湖 沼 2 6卷

果进一步证实了所分离菌为病原菌
。

人工感染与重复感染结果列于表 1。

表 1 人工感染与重复感染结果

T a b
.

1 T h e r e s u lt s o f a r t i f i e a li n f e ct i o n a 一 l
d r e i n f e e t i o n t o P e ” a e u 了 ch i n 亡刀5 15

注射感染

菌株 组别 菌液浓度
( e e l/ lm l、

试验天数和对虾死亡数 死亡数 ( % )

1 2 3 4 弓 6 7 89

,、叮了

nU

:
八U凡、à̀UJ1.

只
ù
6n甘nUó”

9 2 0 1

4
.

8丫 1 0 8

4
.

8火 1 0 7

4
.

8 义 10
6

6
1 )

2 ’ )十 l

l 性 )

1 1 ) 1里 )

1 1 ) 1 1 )

0
.n曰,jo,10nl,nn八11

月
3

.

2义 10 8

3
.

2丫 10 7

3
.

2丫 10 6

4孟 )+ 1

2盈 )

1 1 )

1 ! )

1 1 ) l 王)

1 1 )

。
.

85 %生理盐水 1 6
。

7

创伤感染

ù“óù“ó

9 2 0 1
5

.

6火 1 0 8

5
.

6又 1 0 5

0 0

0 1
1 ) 1 1 ) ;:::

9 2 11
4

.

7又 1 0 ,

4
.

7父 1 0 9

0 l

1
里 ) 1

1 ) 1 1 ) ;:
`

’

对照 O
·

8 , %生理盐水 0 0

浸浴感染

月了月了nCU9 2 0 1

9 2 1 1

对照

5
.

6丫 1 0
8

4
。

7又 1 0 ,

清洁海水

:::

投喂感染

亏矛污了nUO9 2 0 1

9 2 1 1

对照

3且 ) 1 1 )

1 1 ) 2足 ) l 里 )

6 6
。

6 6
。

0 0 0

重复感染试验

9 2 0 1 1

2
.

3火 10 8

2
.

3丫 10 7

2
.

3义 1 0 6

0

1 1 )

0

;
”

I J )

1 0 0

5 0

3 3
。

3

)IJ11)041)ll))IJ

ǐUnó

011)11)
nUn9 2 1 11

2
.

7又 1 0 .

2
.

7火 1 0了

2
.

7又 10
6

3
」) + 1 1 1 )

I J ) 3
J )

1 1 ) 2 : )

l 盆 ) 1 00

8 3
。

3

6 6
.

7

对照 0
·

8 5%生理盐水 0 0 0 0 0 0

l) 鳃丝部分发黑
。

创伤感染结果中组别 1 为尾扇创伤 ;组别 2 为鳃创伤
。

.2 3 病原菌的鉴定结果 两种菌在 2 2 16 E 液体培养基上层形成菌膜
。 9 2 01 及 92 o n

菌在 2 2 1 6 E 平板培养基上形成边缘整齐
、

半透明圆形菌落
,

直径为 10 m m 左右
,

表面湿
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润
,

质地粘稠
,

稍有异味
。 9 2 1 1 及 9 2 1 1 1菌在 2 2 16 E 平板上除为乳 白色和粘稠不如 9 2 0 1

和 9 2 0 1 1菌外
,

其余特征与 9 2 0 1 菌一致
。 9 2 0 1和 9 2 0 1 1 菌大小为 ( 0

.

8一 1
.

2 )协m X ( 0
.

5一

0
.

8 )卜m ; 9 2 1 1 和 9 2 1 1 1 菌大小 为 ( 1
.

0一 1
.

6 )协m x ( 0
.

5一 0
.

7 )协m
。

病原菌的鉴定试验结

果见表 2 。

对照 K r i e g ( 1 9 8 4 ) 分类系统
, 9 2 0 1和 9 2 0 1 1定 为嗜水气单胞菌 ( A

.

h y j o -

o户h i l 。 ) ; 9 2 1 1 和 9 2 1 1一定为豚鼠气单胞菌 ( A
.

c a , i a 。
)
。

表 2 病原菌的生物学特征和生理生化特性

T a b
.

2 T h e b i o l o g i c a l
,

b i o c h e m i c a l a 一记 p h y s i o l o g i e a l e h a r a c t e r i s t i e s o f t h e b a c t e r i a

1s o l a t e d f r o m t h e d i s e a s e d p r a w n
( 尸

己 n a e u s c h i n e n s i 了)

项 目特征 9 2 0 1 9 2 1 1 项 目特征 92 0 1 9 2 1 1

密二糖

鼠李塘

荤糖

山梨搪

L
一

树胶醛塘

棉子塘

木塘

山梨糖

卫矛塘

① ①十十①+

+①++①十

①eOO

葡萄糖

蔗糖

乳搪

麦芽糖

果糖

淀粉

肌醇

甘露醇

半乳糖

0 / 12 9 敏感性

( 15 o u g )

0八2 9 敏 感性

( 1 0 u g )

革兰 氏染色

运动性

T sl 发酵蔗塘

碱

十+十十+十十+

+ ++十

十十++十十十十

十十

+十

水溶性色素

石蕊牛奶反应

N H +4 或葡萄塘唯

一碳源或氮源

致病性

过氧化氢酶

淀粉酶

服酶

旦日磷脂酶

明胶酶

氧化酶

月旨酶

几丁质酶

凝固酶

酩蛋白酶

苯丙氨酸脱氨

精氨酸双水解

精氨 酸脱梭

色氨酸脱氨

鸟氨酸脱狡

赖氨酸脱玫

++++十+++

+十

极生单鞭毛

无 N a C I 生长

T C B S 上生长

H
Z
S 产生

葡萄糖发酵

葡萄糖产气

V
一
P 反应

甲基红反应

写l嗓反应

柠檬酸盐利用

硝酸盐还原

水解纤维素

丙二酸盐利用

水解果胶

果聚搪产生

产氨试验

葡萄搪酸盐氧化

①表示产酸产气
。

.2 4 病原菌对温度
、

盐度和 p H 的耐受性 结果 两种病原菌对温度
、

盐度和 p H 的适

宜范围及最适度一致
。

适宜范围分别为 8一 40 ℃
,

0一 5 0 和 6一 1 1 ; 最适度分别为 30 ℃
,
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3 5和 8 0

.2 5 药物敏感性试验结果 结果见表 3。
两种病原菌均对氯霉素

、

氟呱酸和复方新诺

表 3 病原菌对药物的敏感性

T a b
.

3 T h e s e n s i t i v i t v o f t h e P a t h o g e n i e b a e t e r i a

t o d r u g s

只\\ \

;;
0

.

6

0
_

4
。

一荆
药物名称
( 1 0卜g )

抑菌效果 药物名称
( 5 0卜 g )

抑菌效果

//l卜l,ù众

36 5 )。 夕5 2 0 艺5 3 0 3 5 ; o ` 5 面
温度 (

己

C )

+

+

+

十

+ + 十

+ + 十十

+

+

+

十

十

十

O曰6

:
`UO

口
,

O

0
.

4

0
一

2

、 、 、

+

十

+

十

十+
++十

1 0 20 3 0 4 0 50 6 0

盐度 (S )

7

言篇 卯 10 0

++++

痢特灵

链霉素

庆大霉素

复方新诺明

新霉素

先锋霉素 H 号

柱晶霉素

四环素

苯哇青霉素

狡卡青霉素

红霉素

青霉素 G

洁霉素

氨卡青霉素

妥布霉素

丁胺卡那霉素

先锋霉 V 号

氯霉素

麦迪霉素

+

十

+

+

螺旋霉素

磺胺

土霉素

奎宁

漂粉精
。比啦酸

交沙霉素

多菌灵

鱼乐消毒剂

磺胺呛咤

氟啦酸

氯胺 T

防消散

二抓异佩服酸

哇乙醉

吠喃西林

+

-f-

十

十

【0 ] ] 12

+

十

十

十

图 1 病原菌的生长与温度 ( a)
、

盐

度 ( b )和 p H (
c

)的关系

F i g
.

1 R e la t i o n s五i P b e r w e e n r e p r o -

d u e t i o n o f t h e p a t h o g e n i c b a c t e r i a

a n d t he t e m p e r a t u r e
(

a
)

, s a l i n i t y ( b )
a n d p H (

e
)

2 2 16 E 液体培养基
, P H = 7

·

8 (
e
除外 ) ;

N
a C I ~ 3 5 ( b除外 ) ; T 一 2 5℃ (

a 除外 )
,

静态培养 24 h
。

— 嗜水气单胞菌 ; - - -

一
豚鼠气单胞菌

。

十十 十 +

+ + 敏感 ; 十 中度敏感 ; 一不敏感
。

明敏感
。

.2 6 药物治疗试验结果 用氯霉素和氟 呱 酸 药

饵投喂病虾 1 2 d
,

病虾的死亡率均为 20 外
,

蜕皮率

为 80 务 ; 1 2 d 后镜检存活虾的血淋巴
,

未发现细菌
。

氯霉素药饵和防消散水中泼洒合用
,

当防消散浓度

为 0
.

5 X 10一 `
m g /L 时

,

第 1天便导致病虾全部死亡 ; 而当防消散浓度为 0
.

3 X 1 0一 `
m g / L

时
, 1 2 d 内病虾全部存活

, 12 d 后镜检活虾的血淋巴
,

未发现细菌
。

.2 7 病理变化观察结果 病虾鳃丝肿大
,

有的鳃丝顶端愈合
,

鳃血管内有大量细菌
。

病情严重时
,

鳃丝顶部或整个鳃丝坏死发黑
。

肢鳃和鳃盖内膜
,

由于血细胞浸润沉积死亡

而形成黑色斑块
。

消化道粘膜层脱落
,

粘膜下层血细胞浸润
,

严重时形成结节
。

心脏表面

膜部分坏死
,

上皮组织与结缔组织间血细胞浸润
,

肌纤维坏死
,

形成结节
。

肝胰腺坏死
。

3 讨论与结论

嗜水气单胞菌和豚鼠气单胞菌在海水及养殖池底泥沙中普遍存在
,

当环境条件合适

时
,

它们迅速繁殖
。 1 9 9 2 年 6一 7 月

,

北方雨量偏少
,

养殖水体盐度
、

温度偏高
,

这与本试

验所得两种病原菌迅速生长所需条件相符
,

因而病原菌在养虾池内大量繁殖而暴发虾病
,



樊海平等 : 由二种气单胞菌引起的中国对虾败血病的研究

说明环境因子是诱发该败血病的主要原因
,

因此
,

对水质因子及病原菌数量检测能预报本

病的发生
。

试验结果表明
,

病原菌主要经口传播
,

其次亦能由皮肤创伤处人侵虾体
。

在发生本病

的养虾池内虾数量在短时期内迅速减少
。

而死虾尸体很难找见
,

说明死虾被健康虾摄食

后
,

细菌在虾体间迅速传播
,

这与陆承平 ( 1 9 9 2 )及 V e
nt 盯 a

等 ( 1 9 9 1 )报道嗜水气单胞菌

经口传播鱼病一致
。

嗜水气单胞菌主要存在于淡水中
,

引起多种淡水养殖动 物 的 疾 病 ( A us t in et a l
. ,

1 9 8 7 )
,

而本文所分离到的嗜水气单胞菌在高盐条件下仍能良好生长
,

并能引起对虾疾病
,

这在国内外还是首次报道
。

嗜水气单胞菌具 R 质粒
,

因而对磺胺
、

四环素
、

链霉素及氯霉

素产生抗药性 (陆承平
, 1 9 9 2 )

,

由此提示
,

在应用抗生素来控制嗜水气单胞菌引起的对虾

疾病
,

应注意菌株对药物产生抗性
,

这部分工作还待进一步研究
。

试验结果提示
,

根据体色加深
,

鳃丝水肿
、

腐烂坏死 发黑
,

鳃盖内膜发黑
,

血液凝固慢
,

血淋巴中具活动细菌
,

体表及鳃污浊生物附着量少可诊断本病
。

实验结果表明
,

以含氯消毒剂与抗生素药饵治疗该败血病时
,

应考虑到病虾鳃已受损

伤
,

而有机氯对虾鳃具一定损害作用
,

浓度较高的药量易加速病虾的死亡
,

应根据池塘水

质条件
,

应用低浓度的含氯消毒剂
。
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