
第 28 卷 第 l期
19 9 7 年 l 月

海 洋 与 湖 沼
O CE AN O LO G IA ET L IM N O L O G IA SIN 】CA

V o l
.

28
,

N o
.

l

Ja n
. ,

19 9 7

一种新的中国对虾弧菌病原菌

— 产气弧菌
’

战文斌 周 丽 俞开康

(青岛海洋大学水产学院
,

青岛

陈章群
2肠印3)

孟庆显

提要 于 199 3 年 8 月
,

从山东省昌邑县下营镇患败血病的中国对虾血淋 巴内分离到多

株细菌
,

其中 2 株人工感染证实为病原菌; 经 50 多项形态
、

生理
、

生化特性测试鉴定为产气

弧菌 Vi bri 口 g配堪朗劣
,

其主要特性为 : 革兰氏阴性
,

弧状
,

极生单鞭毛
,

产生红色素
,

氧

化酶呈阳性
,

精氨酸双水解酶
、

赖氨酸脱梭酶
、

鸟氨酸脱梭酶均为阴性
,

淀粉酶
、

明胶酶为阳

性
,

硝酸盐还原阴性
,

利用木糖
、

水杨昔
、

山梨醇发酵葡萄糖产气
,

利用柠檬酸盐为阳性
。

生长最适温度在 25 一 30 ℃
,

最适 N a CI 在 1
.

0% 一 2. 0% (w / V)
,

最适 pH 在 7. 5一 8. 5
。

对柱晶白霉素
、

先锋霉素 5 号
、

新生霉素
、

四环素
、

洁霉素
、

竣节青霉素
、

麦迪霉素等极为敏感
。

产气弧菌引起中国对虾败血病在国内外属首次报道
。

关健词 中国对虾 产气弧菌 败血病

已报道的对虾弧菌病原有非01 霍乱弧菌(励rio ch of era e n o n 一 01 ) 等 10 种(宋春华

等
,

19 9 1 ; 许兵等
,

1992 ; 孟庆显
,

199 1,
郑 国兴等

,

1986
,

1990 , U ght ne r e t a l
· ,

19 9 2
,

199 3)
。

本文报道的是一种新的中国对虾弧菌病原
,

产气弧菌(励吻 ga z o g en es)
。

1 材料和方法

1
.

1 病原菌的分离

在 19 93 年 7 一 8 月份的对虾暴发性流行病的发生期间
,

山东省昌邑县下营镇养殖公

司养殖的中国对虾(Pe
n
ae o ch 加e ns 司 发生了严重的细菌性败血病

。

取濒死中国对虾 6

尾
,

先用灭菌海水将病虾体表洗净
,

再用 70 % 的酒精棉球将头胸甲背后部与腹部的连

接处附近反复擦拭消毒
,

最后从关节处穿刺 自围心窦取血淋巴
,

划线接种于 221 6E
,

TS A

平板培养基上
,

于 25 ℃ 恒温培养 24h
,

挑取形态一致的优势菌落
,

进一步划线纯化
,

直至获得纯培养后
,

移人斜面保存
。

1
.

2 病原菌人工感染试验

取体长在 7 一 gc m 的健康虾
,

为人工感染用虾
,

分若干试验组和对照组
,

每组 ro

尾
,

养于 玻璃缸中
,

内盛海水 loo L
,

每 日换水一次
,

充气
,

投饵
,

采用肌肉注射
、

创伤

后菌浴和菌浴 3 种方法进行人工感染试验
。

试验水温在 26 一 27 ℃
,

p H 在 8. 0 一 8. 5
,

*

国家
“

八五
”
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,
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。
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,

男
,
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,
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连续观察 5一 8d
。

试验设 2 个重复
。

1
.

2
.

1

悬液
,

盐水
。

注射感染 将培养 24 h 的试验菌
,

用灭菌生理盐水制成 Z x l0
7

ce n /而 的菌

在中国对虾第三腹节处肌肉注射 0
.

1而 / 尾
,

对照组注射同量 0
.

85 % 的灭菌生理

1
.

2
.

2 创伤感染 将 试验 虾 剪掉 几片鳃 和 2 片侧 叶
,

放 养在 试验 菌浓 度为

2 x ro 玩川 ml 的海水中
,

对照组放养在不加菌的海水中
。

1
.

2
.

3 菌浴感染 将感染虾放在试验菌浓度为 Z x 1o , ee川耐 的海水中
,

对照组放养

在不加菌的海水中
。

1
.

3 病原菌的分类
、

鉴定

1
.

3
.

1 形态学观察 分别将菌种接种于 22 16E 固体平板
、

斜面及液体培养基上
,

于

25 ℃ 培养 24 一 48h 后
,

观察菌落及菌体形态
。

对培养 16 一 18 h 的幼龄菌进行革兰氏

染色
、

单染色
、

鞭毛染色
、

芽抱染色等
,

并将幼龄菌经 2% 磷钨酸磷酸缓冲液(p H = 6
.

5) 负

染
,

用 H 一 70( 刃型透射电子显微镜(T EM )观察菌体形态
。

1
.

3
.

2 生化特性测试 从自然患病虾中分离 2 株菌
,

人工感染虾中分离 3 株菌
,

共 5

株菌
。

按照《一般细菌常用鉴定方法尸 和厦门大学生物系微生物学教研室 (19 89) 制定方

法
,

并参考 W e st等(1984) 的方法进行
。

1
.

3
.

3 生理特性测试 分别配制不同 N aO 浓度和不同 p H 的 221 6E 液体培养基
,

等

量分装于试管中
,

灭菌后
,

每管加人等量的幼龄菌菌悬液(对照管加人菌悬液后
,

立即

加人浓盐酸将菌杀死 )
,

于 25 ℃ 培养 24h
,

用 721 型分光光度计 (波长 560 nln )测 O
.

D

值
。

另配制含 N aO 巧%
,

p H = 7. 6 的 221 6E 液体培养基
,

同上方法分装试验
、

灭菌及接

种
,

分别于 4
,

10
,

20
,

30
,

35
,

40
,

4 5 ℃ 静置培养 24 h 后测 O
.

D 值
。

1
.

3
.

4 药物敏感测试 本试验所用 26 种药敏纸片是由上海松江精益试剂仪器厂 生产

的
。

试验采用涂布法接种后
,

将药敏纸片(直径 6
~ )贴于培养基上

,

于 25 ℃ 培养 48h

后测抑声圈直径
。

2 结果
2

.

1 大工感染试验结果

结果(表 l) 表明
,

分离菌株是中国对虾的致病菌
。

感染虾表现出与自然患病虾相同

的症状 : 体色暗红
,

鳃区发黄
,

游泳足微红
,

体表有损伤
,

体表
、

鳃
、

附肢上粘有污物
,

胃内无食物
,

血淋巴中有细菌
,

血细胞数量明显减少
,

血液不凝固
,

肝胰腺萎缩
,

淋巴

器官肿大
。

2
.

2 病原菌的分类鉴定结果

对 5 个菌株进行 50 多项形态及生理生化的测定
,

结果见表 2
。

分离菌主要特性为

弧状
,

极生单鞭毛(图 l)
,

革兰氏阴性
,

无泳动现象
,

不发光
,

产生红色素
,

氧化酶显

阴性
,

精氨酸双水解酶
、

赖氨酸脱梭酶
、

鸟氨酸脱梭酶均为阴性
,

淀粉酶
、

明胶酶为阳

性
,

硝酸盐还原为阴性
,

利用木糖
、

水杨昔
、

山梨醇发酵葡萄糖产酸产气
,

柠檬酸盐利用

为阳性
。

分离菌株的生长最适温度范围为 25 一 30 ℃
,

最适 N aO 范围为 1
.

0 %一 2. 0 %
,

l) 中国科学院微生物研究所细菌分类组
,

198 7
,

一般细菌常用鉴定方法
。
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表 2 分离菌株的特性
T a b

.

2 C h 叮那te ri sti es isof at e d h‘ te ri a fr om se ptic 留而 c Z勿忿a

朗 动认例s七

鉴鉴定项目目 分离菌株特性性 产气弧菌特性””

} 鉴定项目目 分离菌株特性性 产气弧菌特性
””

形形态态 弧状状 弧状状

}
柠檬酸盐利用用 +++ +++

形形态态 2
.

7 x o兮兮 1
.

4一 2
.

6 x 0
.

5一 0 名名

} 硝酸盐还原原 +++ +++

大大小(声皿))) +++ +++

} 葡萄糖产气气 +++ N RRR

单单极毛毛 +++ +++

} 邸
产生生 +++ N RRR

革革兰氏染色色 +++ +++

}
’引噪反应应 十十 N RRR

芽芽抱染色色色色 } 蜂
红反应应 十十 (一 )))

运运动性性性性 }
”P

呼呼
+++ (+ )))

红红色素素素素 ]
” ‘, 2 9 ’

恤恤
十十 (+ )))

}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}
巧。鸿鸿 十十 +++培培养养 黄色色 N R Z)))

}
利用“ 木糖糖 +++ +++

111℃BS 生长长 十十 (一》》 } 阿拉伯糖糖 十十 +++

000叹到台CI陈水水 +++ (+ ))) }
营露糖糖 +++ +++

333伙到妮l膝水水 +++ (+ ))) } 半乳糖糖 十十 十十

666叹N以〕陈水水 +++ (一 ))) } 蔗糖糖 +++ NRRR

888叹刊州〕陈水水 +++ (一 ))) } 草糖糖 +++ +++

1110 叹卜创〕陈水水 +++ +++

} 纤维二糖糖 十十 N RRR

444 ℃ 生长长 +++ +++

}
密二糖糖 +++ +++

2220 ℃ 生长长 十十 十十

} 乳糖糖 +++ +++

333 0 ℃ 生长长长 +++

}
葡萄糖糖 +++ +++

333 5 ℃ 生长长长长 } 果糖糖 +++ N RRR

4440 ℃ 生长长长长 }
麦芽糖糖 +++ +++

444 5 ℃ 生长长长长 } 棉子糖糖 十十 +++

泳泳动现象象象象
·

}
鼠李糖糖 十十 +++

发发光现象象象象
}

水杨昔昔昔 N RRR

}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}}
山梨醇醇醇 N RRR

生生化化
...

N RRR

1 肌醇醇醇 NRRR

氧氧化酶酶 +++ 十十

1
乙醇醇醇醇

过过氧化氢醉醉 +++ 十十

】 丙氨酸酸酸酸

淀淀粉酶酶 +++ +++

1 谷氨酸酸酸酸

明明胶酶酶酶 ( 一 ))) } 亮氨酸酸酸酸

脂脂肪酶酶酶 (一 ))) } 半胧氨酸酸酸酸

藻藻胶酶酶酶酶 } 胧氨酸酸酸酸

几几丁质酶酶酶酶

⋯
天fl冬氨””””

精精氨酸双水解酶酶酶酶酶酶酶

赖赖氨酸脱赦醉醉醉醉醉醉醉

鸟鸟氨酸脱狡酶酶酶酶酶酶酶

手洲第 , 版)中没有记载
,

(l) 一(3) 均引自Ba uln an
n

攀 19 8 4 )和 w 七
st
氰 19 84) 对产气弧菌的描述

。

+ 为日胜 ; 一为份把三
。
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表 3 分离菌株的药物敏感试验结果

T ab
.

3 女 ns iti vi ty is o late d 加e te ria fr om se p tic ae mic
P日 盖

娜
s 汰加邵擂

to 26
c he m o the r

aP e u“口 ts

药药 品品 抑菌圈直径径径 药 品品 抑菌圈直径径

(((((m m ))))))) (m m )))

丁丁胺卡那霉素素 l66666 新霉素素 l777

庆庆大霉素素 l66666 浚节青霉素素 汤汤

链链霉素素 l55555 先锋霉素III 000

青青霉素GGG 00000 先锋霉素 4 号号 000

妥妥布霉素素 l22222 洁霉素素 2666

氯氯霉素素 加加加 先锋霉素 6 号号 l000

峡峡喃妥因因 00000 苯哇青霉素素 000

新新生霉素素 四四四 麦迪霉素素 2555

多多粘素 BBB l00000 氟呱酸酸 000

四四环素素 277777 氨茉青霉素素 000

SSSMLZ 十T M PPP 00000 卡那霉素素 l222

痢痢特灵灵 为为为 先锋霉素 5 号号 3444

红红霉素素 l55555 柱晶白霉素素 3555

及爬‘肋口 属附在 附rl’o 属内
,

在第 8版中弧菌属只记载了 5 种
,

而在第 9 版中(Ba um alm
et al

. ,

19 84 )记载了 20 种
,

产气弧菌在这 20 种弧菌中又具有特殊的特性
,

表现在 :

(l )产生红色素
,

(2) 葡萄糖产气
,

(3) 硝酸盐还原阴性
,

(4) 氧化酶阴性
,

(5) 利用木

糖
、

山梨醇
、

水杨昔
。

本研究从中国对虾病体上所分离鉴定的病菌与上述结果一致
,

即为

产气弧菌( V. ga
z
og en e

s)
。

从人工感染结果表明
,

产气弧菌系中国对虾败血病的致病

菌
。
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