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白暨豚腐皮病致病细菌的初步研究

徐 伯 亥 熊 木 林
�中国科学院水生生物研究所�

提 要

对白暨豚腐皮病致病细菌的分离
、

培养
、

毒力试验和详细的生理生化侧定
,

初步确定 � 型

荧光极毛杆菌为其病原菌
。
又对该细菌进行了药物抑菌试验

,

筛选出几种较为有效的药物
。

白暨豚 ��� 
口
�� � �� �� ��� ���� �

�� 是一种淡水豚类
,

它主要分布于长江中下游的干流

中
〔�� ,

为现存的一种稀珍动物
�

把 白暨豚从比较开阔的长江转移到水泥池中
,

进行人工饲

养
,

要能适应水温变化大
,

溶氧较低和无显著流速等生活环境
,

保证平安无事
,

是比较困难

的
。

由于这些生态环境发生了变化
,

破坏了长期以来它所适应的水体环境的平衡关系
,

便

对白暨豚的健康起着不利影响
。

在中国科学院水生生物研究所内水泥池中饲养的白暨豚
,

在人工饲养条件下
,

患有一种细菌性疾病
—

腐皮病
。

此病在每年的秋
、

冬两季
,

特别是

在水温较低的冬季
,

经常发病
。

发病时
,

患处皮肤腐烂
,

掺杂着斑点或块状病灶
,

大小不

一
,

形态各异
,

从头部吻端直至尾部
,

以及各鳍上都有发现
。

有关白暨豚腐皮病致病细菌的研究
,

至今尚未见过报道
。

作者曾在倪达书教授的指

导下
,

在水生所白暨豚研究组的同志大力协助下
,

于 �� �� 年 � 月 � 日和 �� � � 年 � 月 �

日
,

先后两次对白暨豚腐皮病的致病细菌进行了分离
、

培养
、

致病性和分类鉴定研究
,

初步

确定 � 型荧光极毛杆菌 ��
� � � �� � � � �  ��“ �

� � , �‘� � ��� ��� � �� 为其病原菌
。

材 料 与 方 法

�一 � 材料来源 两年来
,

我们用 � 种培养基
,

直接从白暨豚体表病灶处
,

进行了两次

细菌分离
,

共获得 �� 株细菌
。

毒力试验用的健康材料鱼
,

取自本所鱼池 � 小白鼠购自武汉

市职业病防治所
。

标准菌株 �
�

�� 和 �
�

郊 来自中国科学院微生物研究所 � 荧光极毛杆菌的

抗血清由美国东方鱼病研究室赠送
。

�二 � 分离方法 分离时使用的 � 种培养基
�

�
�

普通营养琼脂
�
成份中的蛋白陈为多月东�日本产� � 琼脂为琼脂粉

,
日本进 口分装

。

�
�

酪蛋白 ��� ��  �� 培养基
�
酪蛋 白 �� 克 �德国产�

,

多陈 � 克
,

�
�

�� � 克
,

琼脂粉 ��

克
,

蒸馏水 �
,

�� � 毫升
, �� �� �一�� �

,

蒸气灭菌 �� 磅 �� 分钟
。

�
�

粘细菌培养基
�
胰蛋 白陈 �� ��  ! ��

� ,

英国产�
,

酵母膏 �
�

� 克
,

牛肉膏 �
�

� 克
,

醋酸钠

�
�

� 克
,

琼脂粉 �� 克
,

蒸馏水 �
,

�� � 毫升
,

�� �
�

�一 �� 斗
,

高压蒸气灭菌 巧 磅 �� 分钟
。

� �  ! 年 � 月 � 日收到
。
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分离时
,

直接从病灶处取菌
,

在上述平板培养基上划线
,

置 �� ℃ �以下若无说明
,

一般

均采用此培养温度 �培养 �一 � 天
,

挑取单个菌落
,

分纯接种到斜面培养基上
,

经 �� 一�� 小

时培养后
,

吸人 �
�

�� 并无菌生理盐水
,

做成菌 悬液
,

保存于 斗℃ 冰箱中备用
。

或冷冻真空

干燥保存
,

做实验时再从冷冻管中取出
。

�三 � 毒力试验方法 由于这是一种体表病
,

所以采用的方法与《醚
、

鲍鱼打印病致病

细菌的研究》一文中所叙述的方法相同
〔� , 。

�四 � 试剂的制备和应用 除《鲍
、

缩鱼的打印病致病细菌的研究户
,
一文中所述及者

外
,

根据其致病菌的特性不同
,

尚有下列增补
�

�
�

糖类发酵试验�� �
采用软琼脂穿刺法

。

穿刺前仔细检查有无溶解于培养基中的空

气
,

或将琼脂煮溶后
,

待重新凝固后使用
。

用的是 � �� � � �� �� �� 培养基
。

�
�

蛋黄反应试验
〔�」� 无菌条件下取卵黄加等量的生理盐水

,

摇匀后
,

取 � 毫升上述悬

液加入到融化的
、

约 �� 一郊℃的 � �� 毫升肉汁陈琼脂中
,

混合均匀后倒人培养皿内
。

过夜

后
,

采用点种的方法接种
。

培养 �� 一�� 小时观察结果
。

�
�

精氨酸双水解酶试验 �
� � � �� �� � � ����

�� �� �� �
�
培养基为蛋 白 陈 �

�

�界
,

�
� � � �

,

� 务
,

�
�
� ��

� �
�

�� 并
,

琼脂 �
�

�克
,

�
�

�务酚红溶液 �
�

�� 毫升
, � 一精氨酸 � �� � 克�上海产�

,

蒸馏水

� � �毫升
, �� �

�

� 。 � � �� 培养观察至 � 天
。

�
�

脱氮作用试验 �� !
�
培养基为普通牛肉汁陈培养液 � �� 毫升

, � � �
。 � 克

。

接种后加

液体石蜡隔绝空气
,

同时以封蜡的不含 � � �
、

的培养基做对照
。

培养 �一夕天
,

观察含有

� � �
�

的培养基中有无生长和是否产生气泡
。

�
�

脓青素 �� �� ��
� � �� � 的测定方法

〔,‘�
培养基为 � � ��

�
·

� �
�� � 呢

,

� �� ��
� �

�

� � 多
,

�� ��
� ·

��
�� �� �� � �

,

甘油 �外
,

蛋白陈 � 务
,

蒸馏水 � �� 毫升
。

接种于 �� ℃培养
。

培养

�一� 天后
,

用三氯甲烷和 �� 硫酸侧定脓青素
。

�
�

果聚糖的产生 �� �� �� �� ��  ! ��曲�
�
培养基为营养琼脂加 �一� 多 蔗糖 �广州化学试

剂厂
,

分析纯�
。

在此培养基上
,

以粘液状菌落的出现为果聚糖产生阳性
。

�
�

弧菌抑制剂 ��八� � � 的敏感试验
�
弧菌抑制剂 由日本江草周三教授赠送

,

为吸人

� � � �� 的滤纸片
。

�
�

荧光色素的产生
� 用 �� �� 等人的 � 种培养基 �� 

,

其中的蛋白陈为多陈 �日本�
,

以

斜面培养基接种细菌
,

在 �� ℃ 培养 �� 一� � 小时
,

观察结果
。

�五 � 药物试验方法 细菌对抗菌素的敏感试验
。

抗菌素原液配制
� 青霉素为每毫

升含 ��� 单位 �链霉素
、

金霉素
、

氯霉素和土霉素的配制每毫升含 �
,

。�� 微克
。

原液置 �℃

冰箱中保存
,

一周内用完
,

超过一周则重新配制
。

二倍稀释抗菌素
,

每管加 �� 小时培养物

����
�

� � �
�

� 毫升
,

培养 �� 小时后
,

记录结果
。

步 骤 与 结 果

�一 � 毒力试验 经分纯后的细菌
,

接种到斜面培养基中
,

置 �� ℃ 培养 �� 小时后
,

用

�
�

�� 多无菌生理盐水洗下
,

稀释成 � 号 ����
�

� � 的浓度 �每毫升水中相当于 � 亿菌�
,

用

�
�

�一�
�

� 毫升从腹腔注人鱼体
,

进行初步筛选
。

表现有毒力的菌株则进一步进行浸泡和
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涂抹试验
。

经试验后
,

发现大部分菌株都有一定毒力
,

而 � � �一 � 菌株毒力较强
,

故对此

菌进一步进行了人工感染试验 �表 ��
。

从表 � 可以看到 �
被用作人工感染试验的草鱼

、

链

鱼
、

鲡鱼
、

罗汉鱼
、

鱼即鱼等均可获得感染
。

水温 �� 一 �� ℃ 时都可发病
,

所产生的症状在温

度较低时
,

比温度高时要明显 �在同样温度下
,

浸泡感染的症状要比涂抹感染的明显 � 水温

超过 �� ℃ 时
,

感染后症状很快消失
。

用同样方法对小白鼠的感染
,

均未获得阳性结果
。

可能是 因为这种细菌本身在 �� ℃

时生长就很微弱
,

而小白鼠的体温则为 ��
�

�一�� ℃
,

因此不易感染
。

�二 � 细菌形态
、

培养特性及生理生化测定 经人工 感染试验表明
,

有毒力的菌株
,

大

多为氧化葡萄糖的类型
,

其中产生荧光色素的占 卯 务 以上
。

在这里我们以 �� �� 年所分

离到的 � � �
一
�� 和 � � �� 年分离到的 � � �

一 �� 两株菌为代表
,

描述如下
�

细菌形态 �
短杆状

,

中轴直行
,

在指数生长期时其大小为 �
�

斗一 �
�

� 火 �
�

� 一�
�

� 微米
,

两侧弧形
,

两端圆形
、

单个或成对排列 �有运动力
,

极生 �一 , 根鞭毛 �图 �� � 无芽抱 � 菌体

染色均匀
,

革兰氏染色阴性
。

图 � � 匕�一 � � 菌的鞭毛�火 �� , � � � �
� !

∀
# ∃%& ∋()! &(() ∗∋ + ,(一 1 1

s t r a
i
n

(
只 16

,
夕DO )

琼脂平板菌落
: 圆形

,

直径 1一1
.
5 毫米左右

,

培养 48 小时后增至 3一4 毫米
,

表面光

滑
,

湿润
,

微 凸
,

边缘整齐
,

灰 白色
,

半透明
,

奶油状
,

易乳化
。

琼脂斜面培养
:
生长丰盛

,

线形
,

扁平高起
,

表面光滑
、

湿润
,

边缘整齐
,

灰白色
,

有时

可见黄绿色荧光色素
,

弥漫整个斜面
。

在 Ki ng 等的 B 种培养基上培养
,

24 小时即产生扩

散的黄绿色荧光色素
。

琼脂穿刺
:
生长中等

,

沿穿刺线生长到底
,

表面生长丰盛
。

明胶穿刺
: 层面形液化

。
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表 2 荧光极毛杆菌
、
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表 3 荧光极毛杆菌
、

铜绿极毛杆菌和 W 8 1
一

n 等菌之间性状比较

T ab
.
3 C o川p a r ison o f p ro p

or rie s b etw een p :e “d o 那on os fl
u o r e了c 。。 : ,

p 了。“
d
o 叨oo a‘

a e r “ 9 1
刀0 5 ‘ a n

d
W

8 1
一
1 1

s t r a
i n

特 性 荧光极毛杆菌 铜绿极毛杆菌 W sl
一
1 1

W
8 2

一
1 6

鞭毛

产绿脓素

4℃生长

牡℃生长

蛋黄反应

产生果聚糖

海藻糖

肌醇

+

十

+

十

十

十

+

十

+

十

+

十 重
+
十

十

十

+

十

肉汤培养
: 生长丰盛

,

均匀浑浊
,

有菌膜
,

摇之即散
,

管里有少许沉淀
,

有时产生色

素
。

葡萄糖的氧化发酵测定
: 弱氧化产酸

,

不产气
。

碳水化合物利用
: 从葡萄糖

、

半乳糖
、

鼠李糖
、

阿拉伯糖
、

木糖
、

乳糖
、

水杨昔
、

丙三 醇
、

肌醇
、

海藻糖
、

纤维二糖
、

左旋糖
、

麦芽糖
、

侧金盏花醇
、

山梨醇
、

蔗糖产酸不产气
。

其中乳

糖
、

蔗糖
、

侧金盏花醇利用微弱 ;不能利用棉子糖
、

赤鲜糖醇
、

阿糖醇
、

淀粉
、

糊精
、

卫矛醇
、

七叶灵
、

糖原
、

丙二醇和乙醇
。

氧化酶和细胞色素氧化酶试验
: 阳性 ; 过氧化氢酶试验

: 阳性; 精氨酸双水解酶测

定 : 阳性
,

产生果聚糖;脱氮作用试验
:
W 81

一
1 1 阳性 ;W 82

一
1 6

}钟性;蛋黄反应试验
: 阳

性;赖氨酸脱竣酶试验
: 阴性 ;柠檬酸盐试验

: 阳性;丙二酸盐试验
: 阳性;美红试脸

: 阴

性 ;乙酪基 甲基 甲醇试验
: 阴性 ;精氨酸

、

颧氨酸
、

丙氨酸
: 阳性 二靛基质试验

: 阴性 ;尿素

分解试验
: 阴性;葡萄糖酸盐试验

: 阳性;丙酸
: 阴性 ;丁酸

: 阴性
,

还原硝酸盐至亚硝酸

盐;甘氨酸
: 阳性 ;淀粉水解试验

: 阴性;蛋白陈水中产生氨 ;石蕊牛乳中产碱
,

蛋 白陈化
,

变清 ;淀粉水解试验
: 阴性

。

p H S 一10
·

5 中均能生长
,

p H 3 以下
、

n 以上均不生长
。

适宜温度 20 一25 ℃
,

4 ℃ 生长
,

41 ℃ 不生长
,

37 ℃ 生长微弱
。
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此菌与 St an ier 等〔, 月
所提出的荧光群中的 3 个成员

—
荧光极毛杆 菌 (尸

、。d0 0 0n
“;

f l
u o r 。: c e 二了

)

、

恶臭极毛杆菌 (p
;eod00 0na了 户u万d a ) 和铜绿极毛杆 菌 (p

, e u d 0 0 0 n a 了 a e r u
gi
: o : a

)

以及与 1
.
33 和 1

.
竹 等菌株的性状比较(表 2

,
3

)

,

w
s l

一

11 和 W 82
一

16 两菌株与荧光极毛

杆菌所记录的性状
,

以及与标准菌株 1
.
33 ,

1

.

55 两菌株的性状相一致
。

这种细菌与美国东方鱼病研究室的荧光极毛杆菌的抗血清
,

所进行的血清学反应为

阳性
,

产生凝集
。

根据以上特性
,

与 Bueh
an an 和 G ibbon

s〔‘,
的《B

ergey’s 细菌鉴定手册》(第八版) 中所描

述的
,

以及 Stanier汇, , 〕、
B

r e 时 等 旧
、

R h
od

e s 〔, ‘, ‘万, 、
P

a r
k
〔‘3 , 、

H

e n
d

r
i
e

和 Sh
ew an 〔8」等文献中所述比

较
,

相似于 I型荧光极毛杆菌 (p
, e “

do 叨
。。

了

f
l
“o r e 了二。 bio :ype l)

,

相当于 A 型 (S
:an王er e:

”
l

· ,

1 9 6 6
)

。

( 三) 药物筛选试验 考虑到白暨豚是一种稀珍动物
,

用抗菌素来治疗该病 较 为 合

适
。

因此在药物筛选上
,

均以抗菌素为对象
,

结果表明 (表 4)
: 四环素族的四环素

、

氯霉

素
、

土霉素和金霉素等广谱抗菌素
,

对此菌都有较强的抑制能力
。

其中以金霉素最佳
,

在

每毫升水中含有 0
.
05 微克的金霉素

,

就能抑制这种病菌生长
。

讨论 和 结 束 语

1.两年来 ,

从白暨豚腐皮病的病灶处所分离到的细菌
,

经生理
、

生化特性测定多半属

于荧光极毛杆菌
,

大多具有一定毒力
,

其中尤以 198 1 年所分离到的 w 8 1
一
11 和 19 82 年所

分离到的 w 82
一

16 两株毒力最强
,

性状相似
。

本文以它们为代表的特性描述
,

相当于 I 型

荧光极毛杆菌的特征
,

所以我们初步认为 I 型荧光极毛杆 菌是白暨豚腐皮病的一种病原

菌
。

2

.

荧光极毛杆菌是极毛杆菌属中具有代表性的鱼类致病菌
,

它广泛存在于海水和淡

水中
,

在一定条件下可使养殖鱼类和野生鱼类致病
〔,

八娜
‘
州

。

白暨豚在人工饲养状况下
,

体表感染的发生
,

可能是由于不适应生态环境条件所发生的变化 ;或是由于某些原 因使体

表受伤
: 如寄生虫咬伤

、

碰伤
、

擦伤
,

或太阳晒伤等
,

此时细菌便趁机而人
,

使其发病
。

用这种荧光极毛杆菌
,

对鱼体的人工感染试验表明
:
就鱼的种类来看

,

不论草鱼
、

鲤

鱼
、

缩鱼
、

鲤鱼
、

螂鱼
、

罗汉鱼等均可被感染;从感染方法来说
,

无论是浸泡
、

注射
、

涂抹
,

均

可使鱼发病
,

产生与白暨豚所产生的相似的症状
。

但对小白鼠的感染
,

不管是涂抹还是注

射
,

均不能感染
。

其原因可能是由于小白鼠体温为 37
.
5一38 ℃

,

而该菌本身在 37 ℃ 时生

长便很微弱
,

白暨豚虽是恒温动物
,

但由于长期生活水中
,

体表暴露于水
,

受水的影响较大

之故
。

3

.

荧光极毛杆菌所引起的白暨豚腐皮病
,

是一种体表疾病
。

对这种病的预防应与鱼

类体表病一样
: 网捕和搬运时要小心谨慎

,

切勿损伤体表
。

平时要保持池水清新
,

或每次

换人经预先处理的新鲜水
。

发病后
,

由于白暨豚个体较大
,

可采用金霉素
、

强力霉素以及

其他四环素族的抗菌素
,

用涂抹的方法进行治疗
。
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