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致病细菌的研究
’

徐伯亥 殷 战 吴玉深 蔡桃珍
�中国科学院水生生物研究所

,

武汉 � � �� ���

提 要

于 � �� �一� � � � 年的 �一�� 月间
,

从湖北
、

湖南
、

河南和广东 � 省的 � 种淡水养殖鱼类的发

病鱼脾
、

肝
、

肾中分离的 �� 株细菌为材料
,

经 �� � 多个表型特征和细菌 � � � 中 � � ��� ��遗

传型特性测定等研究结果
,

可归属为产气单胞菌属中的运动性嗜中温产气单胞菌和弧菌属中

的河弧菌
。

按照国际细菌命名法规优先律应为点状产气单胞菌〔�
�
�� � �� �� 户� 二�以

� ��� � � ��
�

� � � � ��
� �

�

�� �

」
�
而河弧菌与以前所描述的生物变种 �

、

兀型不同
�

在 � �℃ 能生长
�

发酵水杨昔

产酸
�
利用 �

一

葡糖酸钙
、

腐胺
�
不能利用戊二酸

,

�
一

葡糖醛酸 � 从 �
一

葡萄糖产气
� � � � 中的 � 十

� � � �� 为 � � �� � �
,

鉴定为河弧菌生物变种 皿 �新生物变种 � ��� �
�
刀
� � �� ��, � �� � � � 可

�

��� � � �

� � �
�

�
。

关被词 暴发性传染病
,

淡水养殖鱼类
,

产气单胞菌
,

弧菌

近年来
,

我国发生了席卷全国的淡水养殖鱼类暴发性传染病
,

其流行面之广
、

被感染

的鱼种类之多
、

死亡率之高和持续时间之长
,

在我国实为罕见
。

因为被感染和死亡的鱼主

要涉及历来少病易养
、

产量高著称的主要养殖对象维
、

墉鱼
,

所以其影响显得尤为突出
,

从

而引起了水产工作者的极大关注
�

病鱼征象
,

多以体侧呈点状或斑块状充血和鳃盖
、

头
、

眼

眶
、

嘴
、

鳍基
、

内脏充血发炎为主要特征
�
有的可见口腔

、

肌肉
、

鳃盖内外表皮也 充血
,

每条

病鱼的表现不尽相同
。

� � � � 年印度的帕尔 ��� �� 和特里帕施 �� �� �
� �� �� 

, 〕曾作过 白鳞红斑

病的报道
,

但未作病原的分离和鉴定
。

国内正在组织对该病的攻关
,

陆续有报道出现匡
�」

,

但因时间和地区的差异
,

其结果不尽相 同
。

本文系对湖北等 � 省
,

� 种淡水养殖鱼中所分离到的致病细菌的研究报告
�

作者希望

本研究结果能对该病 及其致病菌的探讨有所裨益
。

材料和方法

�
�

材料来源 链
、

缩等 � 种淡水养殖鱼类
,

系于 � � � �一� � � � 两年的 �一�� 月间采自

湖北
、

湖南
、

河南和广东 � 个省的 �� 个养殖场
,

用 � � � 培养基
,

选取具有典型征象的病鱼

进行分离
。

分离部位脾
、

肝和肾
。

国家 自然科学基金和
‘�

八五
”

攻关资助项 目
。

�� � � 年 � 月 � 日收到
。
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�
�

细胞形态和动力 在营养琼脂固体和液体培养基上
,

于 �� ℃培养 � �� 的培养物
,

进行动力测定
,

测量大小和电镜观察
。

�
�

生理
、

生化等表型特性测定 除另有说明外
,

所有菌株均培养于 �� ℃
。

发酵
、

氧化

试验在 � �� �
一
� �� 钻�� 培养基中

,
用 ��荀萄糖以澳庸香草酚蓝为指示剂

�
精氨酸双水解

酶试验用 � ��� �� �� 培养基 ,
‘

精
、

赖
、

鸟氨酸脱
、

狡德试验用 �� ���� 法进行
�
弹性蛋白酶

� �� � ��� � � �用 � � � � ��方法 �, 〕
,

其他方法见文献� , 一 , �〕
。

�
�

细菌 � �  中的玻墓成分测定 采用苯酚氯仿混合法提取 � � �
,

� � � 中碱基成

分测定和计算
,

采用热变性温度法 �按照 � � �� ��  ! ∀� � � � �在 ��  �� � � � 十� 一 ��
�

� 十

�
,

�� �� � 未知菌
一

� � 大肠杆菌 � 株�方法进行计算〔‘’〕
。

�
�

� � � � � 敏感性试验 �
,

� 二氨基
一

�
, � 二异丙基喋吮 �� � � � � 弧菌抑制剂 �购 自日本

�

含 � �拌� 和 �� 如� 的撼纸片购自中国药品生物制品检定所
,

用平板和试管法进行
。

‘ 血清学分析 � �� 王
一

�
一
� 和 � � ��

一

� �
一
� 两株菌的抗体从兔中获得

,

抗原的制备用

福尔马林灭活并离心
。

�
�

对鱼的致病性 采用 �� ℃培养 � �� 的培养物
。

接种细菌量按 �
� � 浊度管结合活

菌计数确定
,

以腹腔注射和鱼体擦伤与不擦伤同时浸泡感染方法
。

结 果

�
�

所有不同来源菌株的分类鉴定

来自 � 省各养殖场的 � �� 株细菌
,

经毒力试验
,

择其毒力强者用于分类鉴定研究
。

��

株细菌的研究结果见表 �
。

从表 � 中可看出
�

两年来的 �一�� 月整个高温 ��� 一�� ℃ �季

节
,
从摧病鱼体上所分离到的致病细菌

,

经分类鉴定后可归属为两个种—点状产气单胞

菌 �

�����
伽� � � � �� �� �� 和河弧菌 � ��� �。 刀� � �� ���

。

�
�

表型特征和 � � � 中 � � � � �� 纬

所有被鉴定为上述两种细菌的菌株
,

性状颇为一致
,

现将这两种菌以 �� ��
一� 一� 和

� � ��
一
� �

一 � 菌株为代表
,

分别描述于后
�

� �� �
一

�� �菌株
�

菌体直
,

短杆状
,

两端圆 �
�

� 一 �
�

� � �
�

� 一 �
�

�卜�
,

单个或成对相

日�
�

� � �� � � � � �

蔺珠 � �  �一 � 一 � 憋态电镜照斤 炙� � � , �� � �

加
� � � � � � � � � � ��� � � � �

一� 一 � � ��� �� �罗��
� �

�

� � �
, �� �



� 期 徐伯亥等
�

淡水养殖鱼类暴发性传染病致病细菌的研究

联
,

革兰 氏染色阴性
,

无荚膜和芽抱
,

以极端单鞭毛运动
。

�图 � �
。

衰 � 用于研究的细菌菌株

� ��
�

� �� � �  !‘ �� � ��� 加� ���� �

来来 源源 宿 主主 分离时间
、

细菌名称及代号�� 二 �� �� !
�� ��� �� 

� �� 块� ���

助助� �  !!! �璐���������������������������������������������������������������������������������������������������������������������

������� ��� ��一�� 月��� �� �� ��一 �� 月)))
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衰 2 分离, 株和点抉产气单饱,
、

膝峨产气单饱, 及沮和产气单饱, 之向主要性抉比较

Ta b
.
2 CO rn Pa

rison of eh云e f eh a m e te ri sties be tw ee n iso la t韶 an d A
.
P盆月以口ta ( A

.

勺心凡呐人ila )
、

A “二
eand Aj况云d

熏熏淤巡互互
分离株株 点状产气单胞菌菌 豚鼠产气单胞菌菌 温和产气单胞菌菌

lllllsolatesss A
.
户“侧2 ‘匆匆 A

。

‘口认“心心
A
.
5叹汗葱口口

((((((( A
.

勺以阳户h ila )))))))

333 7℃生长长 +++ 十十 +++ +++

运运动性性 +++ 十十 +++ +++

液液体培养基中产单鞭毛毛 十十 十十 十十 十十

液液休培养基中产丛鞭毛毛 +++ +++ +++ +++

单单或成对杆状状 +++ +++ 十十 +++

褐褐色水溶性色素素 +++ +++ +++ 十十

营营养肉汤 37 ℃ 生长长 +++ +++ 十十 +++

lll % 蛋白膝水中产叫噪噪 +++ +++ 十十 +++

七七叶灵水解解 十十 +++ 十十 +++

KKK C N 肉汤生长长 十十 +++ +++ ddd

LLL
一

组氮酸和 L
一

精氛酸利用用 +++ +++ 十十 +++

LLL
一

阿拉伯糖利用用 十十 十十 十十 十十

蔗蔗糖发酵酵 +++ +++ 十十 57一 6000

甘甘礴醉发酵酵 士士 +++ 6 1一6 22222

水水杨昔发酵酵 十十 +++++++

赖赖氨酸脱梭酶酶 +++ +++++++

肌肌醉分解解 十十 十十十十

VVV
一

P 反应应 60
.
5一 6 333 5 7 一 6 3333333

葡葡萄糖产气气气气气气

半半脆氨酸产 H 声声声声声声

MMM ol% G + CCCCCCCCCCC

在营养琼脂培养基上
,

菌落圆
,

表面光滑湿润
,

边缘整齐
,

质地软
,

奶白色
。

最适生长温

度 28 ℃一35 ℃
,

最高和最低生长温度分别为 43 ℃及 S C
。

细胞色素氧化酶和过氧化氢酶

试验阳性
;
葡萄糖氧化发酵测定为发酵型产酸产气

;还原硝酸盐为亚硝酸盐
;
美红试验阴

性 ;V
一

P

、

淀粉水解
、

俘半乳糖昔酶(O N PG )
、

七 叶灵水解等试验均为阳性
;
利用葡萄糖

、

麦

芽糖
、

蔗糖
、

水杨昔
、

甘露醇
、

果糖
、

海藻糖
、

甘油
、

淀粉
、

甘露糖
、

阿拉伯糖
、

肌醇
、

半乳糖
、

糊

精
、
a 一

甲基
一

狂葡萄糖昔
;
微利用山梨醇

;不利用木搪
、

鼠李糖
、

蜜二糖
、

纤维二糖
、

乙醇
、

赤

醉糖醉
、

菊糖
、

卫茅醇
、

侧金盏花醇
、

棉子糖
。

靛基质
、

硫化氢
、

苯丙氨酸脱氨酶
、

精氮酸脱梭

酶
、

精氨酸双水解酶
、

明胶液化试验为阳性
;尿素酶

、

赖氨酸脱梭酶
、

鸟氨酸脱按酶试验为

阴性 ;柠檬酸钠利用试验阳性
;
利用 L

一

丙氨酸
、

L

一

丝氨酸
、

L

一

亮氨酸
、

L

一

组氨酸
、

L

一

酪氨酸
、

L

一

苏氨酸
、

L

一

精氨酸
、

L

一

鸟氨酸
、

L

一

谷氨酸
、

L

一

天门冬氨酸
;不利用 L

一

甘氨酸
。

氨态氮和硝

态氮均可利用作唯一氮源
;吐温 80 水解

、

卵磷脂酶
、

酪蛋白水解试验阳性
;K CN 肉汤生长

试验阳性
;
对弧菌抑制剂不敏感

,

在 4 % 或以下的 N
aCI 中生长

;产生弹性蛋白酶
;T C BS

培养基中黄色
;D N A 中 G + c m ol % 为 62

.
8 。

其主要性状与各作者所列〔” ’‘〕的产气单胞

菌中的三个嗜中温产气单胞菌的比较列于表 2
。

显示它们相似于点状产气单胞菌
,

但此名

称 已被 1984年的《伯杰氏分类系统细菌学手册》第一卷中不合理地废弃
,

它和保留下来的
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多 嗜水产气单胞菌是同物异名
。

W
Y 9 1

一
2 4

一
3 菌株为革兰氏染色阴性

,

兼性厌气
,

菌体直或稍弯
,

籍助极端单鞭毛运动

》

Fig.2 Eleetron佃erograph of the W Y 91一 2 4

一
3 w i t h f l

a g e
l l

u
m

.

X 1 1
,

0 0 0

的短杆菌
,

大小为 0
.
4一 0

.
9火 1

.
2 一 1

.
gc (图 2)

。

在营养琼脂上
,

菌落呈圆形
,

表面光滑湿

润
,

微凸
,

边缘整齐
,

质地软
,

奶白色
。

在 4 % N
aCI 或以下中生长

,

6
% 不生长

;
43 ℃以上及

5℃以下不生长
,

最适生长温度 28 一32 ℃
;
对弧菌抑制剂无论是在液体培养基中还是滤纸

片
。

均是 10拌g 不敏感
;150 拌g 敏感

。

存在细胞色素氧化酶和过氧化氢酶
;
利用柠檬酸盐作

为唯一碳源
;
还原硝酸盐为亚硝酸盐

;
产生硫化氢和靛基质

;
存在 件半乳糖昔酶

、

明胶酶
、

脂酶 (吐温 80)
;
不存在脉酶

;
利用 D

一

果糖
、

D

一

半乳糖
、

D

一

葡萄糖
、

麦芽糖
、

蔗糖
、

L

一

阿拉伯

糖
、

水杨昔
、

甘露醇
、

海藻糖
、

丙三醇
、

淀粉
、

甘露糖
、

糊精
、
a
一

甲基
一
D

一

葡萄糖昔
;
微利用乳

糖
、

D

一

山梨醇
;不利用肌醇

、

D

一

木糖
、

L
一

鼠李糖
、

蜜二糖
、

纤维二糖
、

菊糖
、

卫茅醇
、

侧金盏花

醇
、

棉子糖
。

M

.

R 试验阴性 ;V
一
P 试验阳性 ;七叶灵水解试验阳性 ;精氨酸双水解酶试验阳

性
;
苯丙氨酸脱氨酶试验阳性

;
弹性蛋白酶试验阴性

;
淀粉酶水解试验阳性

;
酪蛋白水解试

验阳性
;
在 T CB S 培养基上黄色

;D N A 中 G + C m ol % 为 47
;
腐胺利用试验阳性

;D
一

葡萄糖

酸钙利用试验 阳性
;D 一

葡萄糖醛酸利用试验阴性
;
戊二酸利用试验阴性 ;发酵葡萄糖产

气
,

L

一

阿拉伯糖产酸
,

蔗糖产酸
。

根据以上特性
,

该菌的分类位置应属 弧菌属中的河弧菌
,

但与以前 已经描述〔’3〕的河

弧菌 I
、

l 生物型性状不同(表 3)
,

作者认为可以作为河弧菌生物变种 皿 (新生物变种)
。

3

.

血清学试验

X s9 1
一
4

一

1 和 W Y gl 召4
一

3 两菌株之间
,

不产生凝集
。

4

.

致病性试验

表 l所列举的从 4 省不同养殖场催病鱼体中所分离到该 93 株菌
,

均具有很强毒力
。

当水温 28 ℃一32 ℃时
,

M

c
F I 号管的 1/100 万 (活菌计数 100 一300 个菌)通过腹腔注射

,

可使试验鱼 1一2d 之 内全部死完
,

并症状明显
。

在同样剂量下接种鱼体
,

随水温下降而延

缓
。

20
℃以下虽死鱼但症状不明显

;15 ℃以下死鱼很少
,

甚至不发生死亡
。

将菌直接倒入

缸中
,

在鱼体损伤和不损伤的情况下
,

损伤鱼体感染率均为 100 %
;
而未损伤鱼体

,

其感染

率只有 2。一40%
,

这里还可能包含肉眼不易觉察的损伤
。
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衰 3 w Y gl
一

2 4
一

3 和河弧 , 之间性状比较

T ab
.
3 Co m Pa

risoo of eh云e f e h ara eteris tie s be t
~

n
W Y 9 1

一
2 4

一

3
a

耐 V
.
刀“

~
11
5

庶庶赢卜矍
吕吕

W Y g l
一
2 4

一

333 河弧菌 I型型 河弧菌 I型型

VVVVVVV
.
刀u砂ial 臼 III V

.
刀uv,a li: III

精精氦酸(T h
ornley ))) +++ +++ 十十

赖赖氨酸脱狡酶酶 十十 +++ +++

鸟鸟氮酸脱狡醉醉 十十 +++ +++

葡葡萄糖产气气 十十 +++ +++

LLL 一

阿拉伯糖产酸酸 十十 +++ +++

肌肌醉产酸酸 +++ ddd RRR

水水杨普产酸酸 十十 RRR SSS

蔗蔗糖产酸酸 十十 SSS ddd

VVV
一

P ( 2 4 h ))) RRR ddd 十十

OOO N IX 二水解(24h ))) SSS +++ +++

生生长于 43 CCC +++ 十十 ddd

000 / 1 2 9 10
u ggg 十十 ddd +++

1115 0 u ggg +++ ddd +++

NNN aC I 生长 0%%% +++ 十十 YYY

333 %%% +++ +++ +++

666 %%% YYY YYY 十十

888 %%% +++ ddd +++

七七叶灵水解解 +++ +++ 49一 5 111

氧氧化酶酶 4777 +++++

硝硝酸盐还原原原 49一 5 11111

在在 T C BS 上生长长长长长

腐腐胺胺胺胺胺

戊戊二酸酸酸酸酸

仆仆葡萄精醛酸酸酸酸酸

有有糖酸钙钙钙钙钙

mmmo l% G + CCCCCCCCC

讨 论

1. 由Popoft (1981)提出
,

并列入 1984 年《伯杰分类系统细菌学手册 》第一卷中有动

力的产气单胞菌有 3种
。

与前版(1974) 相 比
,

废弃了点状产气单胞菌
,

而保留同物异名嗜

水产气单胞菌
;又把原来是点状产气单胞菌的豚鼠亚种(A

.
pun ct

a ta su bsP. ca vi ae )上升

为种
。

早在 70 年代
,

美国一些学者便对《伯杰氏细菌鉴定手册 》第八版(1974) 中的产气单胞

菌属
,

有动力的两个种和 5 个亚种的分类持有不同意见
,

麦卡锡(M
cC ar th y

,

1 9 7
3) 采用 80

个以上试验结果
,

加上免疫扩散血清学分析和肠道同功酶型
,

用计算机研究了 90 个 已命

名的有动力产气单胞菌后
,

认为点状产气单胞菌〔A
.
户u n cta ta (Z i

mm

er m a n n ) S n ie szk o〕

是正确名称
。

而嗜水产气单胞菌[A
.
勺d
rOPhila (C hes ter ) St

ani er 〕是同物异名
。

在此前后
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孟 的 E ddy (1962)[
“〕和徐伯亥等(1980

,

1 9 8 7 )

,

也持同样观点
。

对于 198 4年的伯杰氏手册中

的有动力产气单胞菌列入的 3 个种
,

希克曼
一

布伦纳等 (Hi ck m
an 一

Br en ne

r
F

.

W

.

et al )

( 1 9 8 7 ) 仍持有不同意见
,

认为
“

豚 鼠产气单胞菌
”

的命名不合法
,

因同一模式株的
“

点状产

气单胞菌
”
要早出现 46 年

。

按照国际细菌命名法规优先律
,

作者建议恢复点状产气单胞菌

这一名称〔A
e
rom
on
as Punetata (ex Z im m erm ann 1890) nom

.rev·

〕
。

2

.

河弧菌自李氏等(L
ee etal

. ,

1 98 1) 报道以来
,

还没有看到该菌对鱼致病的报道
,

只

是伯阿斯科等(Bi
oseo et al

.
,

1 9 9 1 ) 通过菌细胞中铁结合配位体(Sid
eropheres)和胞外膜

蛋白(O
uter m em brane protein )测定[

‘5〕认为与其他致病弧菌等一样
,

对鱼有潜在致病的

能力
。

作者分离到的细菌与河弧菌相似
,

但又无法 归入已描述的 I
、

l 型生物变种中
,

因

此
,

作者认为把它作为同种异型河弧菌生物变种 l (新生物变种)V ib ro fl
uvi al is bi ov ar

l
·

b i

o v a r n o v

.

还是比较合适的
。
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