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摘要: 首次报道了弗氏柠檬酸杆菌对河蟹的病原性、并导致其病理变化, 药物对该菌的敏感

试验及生产中药物治疗效果。从垂死的病蟹肝胰脏中分离得到可疑病菌, 经人工感染试验证

实此菌导致健康蟹发病死亡。该菌可导致河蟹的肝胰腺、鳃等发生病理变化 ,最终引起败血

症而死亡。通过 16 种药物对该菌的敏感试验, 筛选出有效药物,应用于生产中取得了较好疗

效。
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近年来河蟹( Eriocheir sinensi s H. M ilne- Edw ards)养殖规模的不断扩大,集约化程

度的不断提高, 各种疾病日趋严重,给养殖生产带来了严重损失。关于河蟹幼体和仔蟹期

的疾病有文献报道
[ 1� 4]

,但成蟹疾病研究不多, 徐一枝等报道了成蟹寄生虫病,卢敬让对

镉中毒后的河蟹鳃组织病理变化进行了研究。任元先、刘维民在综述文章中对弧菌病、腐

壳病、黑鳃病、烂肢病、水肿病的症状和应急防治技术进行了描述[ 5 � 8]。关于成蟹细菌病

的病原确定,组织病理及防治方法等系统性研究未见报道。现将结果报道如下。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料来源 � 病蟹采集于盘锦市盘山县某养殖场,健康蟹购于兴隆台农贸市场, 体重

为 70 � 120g。健康蟹在室内暂养 7d,无异常反应备用。

1. 2 � 病原菌分离 � 无菌解剖濒死病蟹,取肝胰腺、心脏、肌肉直接在普通营养琼脂平板上

划线分离, 30 � 恒温箱中培养 24h。从优势菌落中分别选取单菌落,经纯化转移至营养琼

脂斜面,冷藏保存备用。肝胰腺分离的优势菌株编号为 9773, 肌肉分离菌为 9774。

1. 3 � 菌悬液的制备 � 将 9773、9774菌株分别接于新鲜营养琼脂斜面, 经 30 � 恒温培养
18 � 20h,用无菌生理盐水洗下菌苔,制成菌悬液浓度为 2�0 � 5�6 � 109 CFU/ mL 备用。

1. 4 � 试验组设计 � 采用肌肉注射和浸泡感染两种方法。注射组分 4个,注射量依次为:

0�5mL、0�3mL、0�1mL、0�05mL/只蟹,对照组注射等量无菌生理盐水。从人工感染病蟹
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体内分离出细菌,以此做感染源再进行感染试验, 如此重复两次。注射部位是第二或第三

步足基节与底节连接的薄膜处。浸泡组:把菌悬液倒入试验盆中, 使菌液浓度达到 1�6 �
10

6
CFU/ mL。健康蟹放入菌悬液中饲养 16h后,将蟹移至清水继续饲养并观察。

1. 5 � 试验条件 � 饲养用水为曝气后的自来水,水温波动于 15 � 21 � 之间。气泵充气,每

日定点投喂 3次。

1. 6 � 病原菌鉴定 � 按照文献[ 9]进行病原菌的培养特征观察和生理生化特征测定,参照

文献[ 10、11]方法鉴定至种。

1. 7 � 药敏试验 � 用纸片琼脂扩散法[ 12]进行。药敏纸片购自中国腹泻病控制上海试验研

究中心。

1. 8 � 组织切片制备 � 取自然发病蟹、感染病蟹、健康蟹的心脏、肝胰腺、鳃、胃、肠,经波恩

液固定,石腊包埋,常规切片, H. E染色, Olym pas显微镜观察并照相。

2 � 结果

2. 1 � 症状 � 病蟹不吃食,活动力较差, 病重者伏于池边或趴底不动, 对外界反应迟钝,最

终步足抽搐而死。打开背甲,肝胰腺、鳃、肌肉轻度水肿, 部分肝胰腺和鳃组织呈腐烂状。

人工感染河蟹死亡情况见表 1。

表 1 � 注射感染河蟹死亡情况

T ab. 1 � Mortalit y of crab af ter art if icial infect ion

菌株号

Number of

strain

水温

( � )

Tempereture

河蟹数

(只)

Amount of

crab

注射量

(mL )

Injection

dosage

不同时间蟹死亡数(只)

Amount of crab in dif ferent hour af tor test

5h 16h 24h 36h

死亡率

( % )

Mortalit y

4 0. 50 4 0 0 0 100

9774 4 0. 30 4 0 0 0 100

19 � 21 4 0. 10 0 0 0 0 0

4 0. 05 0 0 0 0 0

生理盐水 4 0. 30 0 0 0 0 0

4 0. 50 4 0 0 0 100

9773 4 0. 30 4 0 0 0 100

19 � 21 4 0. 10 4 0 0 0 100

4 0. 05 0 1 3 0 100

生理盐水 4 0. 05 0 0 0 0 0

9873

生理盐水
16 � 18

4

4

0. 05

0. 05

0

0

1

0

1

0

2

0

100

0

9973

生理盐水
15 � 17

3

4

0. 05

0. 05

0

0

0

0

2

0

1

0

100

0

� � 9774菌株注射 0�1mL 和0�05m L 组及对照组死亡率为零,而 9773菌株毒力很强,用

9773菌株感染健康蟹从其死蟹肝胰脏分离出 9873菌株,再感染健康蟹, 获得 9973菌株

低浓度组 20h时出现死亡高峰,各组死亡率均为 100%。浸泡感染组的蟹经 7d观察未感
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染发病。

2. 2 � 病原菌的鉴定 � 30 � 恒温培育 24h, 在营养琼脂平板上菌落为圆形, 直径 1mm 左

右,灰白色, 表面光滑、湿润、半透明。镜下观察菌体为短杆状, 运动, 大小为 0�6 � 0�7 �
1�5 � 2�0�m。电镜下观察菌体周生鞭毛。革兰氏染色阴性, 对葡萄糖 0/ F 测定为发酵

产酸产气, 接触酶阳性, 氧化酶阴性,可归肠杆菌科。该菌柠檬酸盐利用阳性,硫化氢阳

性,脲酶阳性, ONPG阳性。精氨酸双水解酶阴性,乌氨酸和赖氨酸脱羟酶阴性,苯丙氨酸

脱氨酶阴性,吲哚阴性, V - P 反应阴性,明胶阴性。对葡萄糖、甘露醇、肌醇、山梨醇、鼠

李糖、蔗糖、密二糖和阿拉伯糖产酸,但对苦杏仁苷不产酸。Api系列测定: 1614772(脲酶

70% ) , %id= 99�8, 定名为弗氏柠檬酸杆菌[ Citr obacter f reudii ( Braak ) Wer kman et

Gil len ] [ 10、11]。

2. 3 � 药敏实验 � 药敏实验结果见表 2。16种所试药物中该菌对庆大霉素、氟嗪酸、丁胺

卡那霉素、链霉素、氟哌酸、呋喃妥因等 6种药物敏感, 对环丙沙星、呋喃唑酮、土霉素等 3

种药物中度敏感,对 7种药物不敏感。

表 2 � 9773菌株药敏实验结果

T ab. 2 � The result of medicinal sensit ive test s

药名

Drugs

抑菌圈直径( mm)

Diameter of inhibitory bacterial rings

敏感度

Sensit ivity

环丙沙星 20 M

复方新诺明 0 R

庆大霉素 28 S

头孢呋新 0 R

氟哌酸 17 S

四环素 0 R

链霉素 18 S

氨苄青霉素 0 R

头孢拉定 0 R

呋喃唑酮 16 M

卡那霉素 12 R

土霉素 17 M

呋喃妥因 17 S

氯霉素 0 R

丁胺卡那霉素 18 S

氟嗪酸 26 S

2. 4 � 组织病理观察 � 对河蟹主要器官的病理观察结果表明,自然发病蟹与人工感染病蟹

的肝胰腺、鳃、心脏均发生不同程度的病变,且二种病蟹的病变相似。

肝胰腺:肝胰腺是病变最为严重的器官。病变主要发生在肝小管间结缔组织和肝小

管上皮细胞,前者病变重且早于后者。病变早期, 肝小管间结缔组织出现颗粒细胞浸润,

局部发生不同程度的解体而淡染(图版 I: 1)。此时, 只有个别肝小管的上皮细胞界限不

清,细胞核极性紊乱;病情严重时肝小管间结缔组织坏死、解体(图版 I: 2) , 其间还有许多
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鲜红滴状物(图版 I: 3) ,肝小管病变也加重,多数上皮细胞与基底膜分离,严重水变性,细

胞界限不清,继而细胞核发生固缩,碎裂,最终溶解,以致整个肝小管结构模糊、坏死(图版

I: 4)。

鳃:鳃组织病变也较重。病初, 鳃轴、鳃丝及边缘管轮廓清晰, 鳃丝壁稍有增厚(图版

I: 5) , 继而部分鳃丝炎性水肿(图版 I: 6) ; 病变严重时, 50 � 60%的鳃丝组织发生肿胀、坏

死,甚至解体(图版 I: 7)。随病情加重,鳃丝壁大量增厚, 中央腔变狭窄, 此时鳃轴内结缔

组织部分解体(图版 I: 8)。

心脏:心脏病变相对较轻。当病情较重时,心肌纤维排列疏松,横纹消失,少量纤维发

生断裂,局部结构被破坏(图版 I: 9)。

其他:病蟹的肠、胃组织结构基本正常,无明显病理变化。

3 � 讨论

3. 1 � 弗氏柠檬酸杆菌的病原性 � 弗氏柠檬酸杆菌为条件性致病菌, 广泛分布于自然界,

也可寄生于肠道。文献报道
[ 13 � 17]

,某些毒力很强的菌株可导致人类患肠炎、脑膜炎、脑

脓肿、败血症等。近年来临床上发现由该菌引起的感染常常较为严重。柠檬酸菌属中的

柯氏柠檬酸杆菌可侵袭成年梅花公鹿患以腹泻和肛门呲开为特征的传染病[ 18� 19]。弗氏

柠檬酸杆菌导致水产动物患病死亡的病例属首次报道。

经多次人工感染试验证实, 9773菌株的毒力很强, 尤其将注射剂量降低到 0�05mL/

只蟹时,感染蟹全部发病死亡,死亡率 100%,症状与自然发病蟹相同, 用病蟹体内分离出

的该病菌再感染健康蟹, 也导致河蟹患病死亡; 组织病理结果显示,自然发病蟹与感染病

蟹的肝胰腺和鳃组织广泛变性和坏死, 其病理变化相似。因此, 可以确认弗氏柠檬酸杆菌

是该病的病原。

浸泡感染试验不能使体表完整的成蟹发病。这表明只有当环境条件恶化, 水中病原

菌大量繁生,蟹体表受伤时,病原菌可能通过伤口感染,而且河蟹属底栖觅食种类,当底质

有大量病菌存在时, 河蟹可能通过摄食经口而入。因此, 做好养殖水域的水质、底质消毒

是切断其感染途径的重要措施。

3. 2 � 中华绒螯蟹弗氏柠檬酸杆菌病的组织病理学特征 � 河蟹的肝胰腺同其他十足目种

类相似,是由中肠突出的一对消化盲囊演变而成, 能分泌各种不同的酶,是糖原、脂肪及钙

的吸收与贮存的场所,是全身代谢最旺盛的器官[ 20]。以往研究表明[ 21、22] , 无论是细菌还

是病毒,均可使对虾肝胰腺的肝小管上皮细胞及肝小管间的结缔组织发生不同程度的变

性,坏死乃至解体。作者认为,当成蟹感染柠檬酸杆菌后,肝小管间大量颗粒细胞浸润,继

而大片坏死,溶解,肝小管上皮细胞与基底膜分离,多个肝小管发生自溶。由此可见, 虾、

蟹等甲壳类动物的肝胰腺是易受各种病原侵袭的靶器官。

河蟹虽有循环系统, 但仍属开放式循环[ 23]。这种循环系统, 给病原菌在蟹体内迅速

扩散创造了条件。肝胰腺和鳃组织各自的病变特点, 证实了这一观点。肝小管内没有血

管到达, 而在肝小管间结缔组织中有发达的血窦结构[ 24] ,故肝小管间的结缔组织病变重

而发生早。鳃做为呼吸器官需要血液在其内快速流通,鳃的各部分组织中有丰富的血管,

依次发生病变的顺序不明显。作者认为,柠檬酸杆菌感染河蟹后引起败血症,致使肝胰腺
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物质合成、消化吸收及能量代谢功能的紊乱或丧失,进而破坏了整个机体的新陈代谢,同

时鳃组织大面积肿胀、坏死,使病蟹呼吸困难,甚至窒息,最终导致病蟹死亡。

3. 3 � 弗氏柠檬酸杆菌病防治 � Rabin认为蟹类的血细胞具有吞噬, 凝固及合成糖原的作

用[ 25]。Bubel认为血细胞通过吞噬作用或释放糖供细胞利用而起到保护作用[ 26] , 应该说

河蟹对病原菌有相当强的抵抗力。弗氏柠檬酸杆菌在自然界广泛分布, 但只有在满足合

适的发病条件时方可致病。该病恰好在一场大雨后暴发的, 这场大雨不仅使陆上病原菌

大量冲入池内, 而且造成养殖水质环境急骤变化, 有利于池内病原菌大量繁生,同时刺激

河蟹产生�应激�反应,消耗大量能量,降低抵抗力,引发了疾病。因此,在养殖生产中,必

须注意保持环境条件的稳定性, 及时搞好环境消毒和公共卫生,这是预防蟹病的重要措

施。

根据药敏实验结果, 指导蟹农采用外泼漂白粉 1�5mg/ L 杀灭池水中的病原菌,同时

将氟哌酸按 1�量伴饵投喂 5d,收到了良好的治疗效果。从药敏试验结果看,该菌株对一

些常用药物如: 氯霉素,新诺明等耐药, 而且据文献[ 15 � 18]报道, 不同菌株对药物敏感性差

别很大。因此,经过药敏实验有针对性的选择药物, 及时把握治疗机会是取得疗效的关

键。
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STUDIES ON DISEASE OF MITTEN CRAB

CAUSED BY CITROBACTER FREUDII

LI Hua1, � XING Dian�lou1, � BAI Guo�fu2 and LI Xiang�hui
( 1. Dalian Fisher ies University , K ey Laboratory of Maricul tu re Ecology of

Ministry of Agriculture DALIAN � 116023; 2. Panj in I nst itute of Fisher ies)

Abstract: The paper deals w ith, pathogenicity and pathological changes induced of the Chi�
nese river crab caused by Citrobacter f reudi i , medicinal sensit ive tests of the pathogen and

therapeut ic ef fect of medicine in product ion. The pathogen w as separated f rom hepatopan�
creas of moribund and diseased crabs. It w as proved that this bacteria had caused the health

crab infected and death through art if icial infect ing tests and the mortality w as 100%. The

pathogen w as identified as Cit robacter f r eudii by the biological and biochem ical determina�
t ion. The pathogen could induce patholog ical changes of hepatopancreas and g ill of river

crab, and finally the septem ia and death. Ef fect ive medicine w as screened through the

medicinal sensit ive tests to the pathogen of 16 kind of drug s, and curat ive effect w as ob�
served in production.

Key words: Eriocheir sinensis; Cit robacter f r eudii ; Pathogenicity ; Medicinal sensit ive

tests; Prevent ion and treatment
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图版 �
1. 示初期局部肝小管间结缔组织淡染,肝小管结构尚清楚. � 330; 2. 肝小管间结缔组织大量坏死、解体及出血灶,

� 250; 3. 肝小管间结缔组织中许多鲜红滴状物, � 500; 4. 肝小管上皮组织与基底膜分离, 上皮细胞逐步坏死,

� 100; 5. 病变较轻的鳃丝, � 250; 6. 鳃丝炎性水肿,上皮与角质膜增厚并分离, � 660; 7. 鳃丝上皮细胞脱落, 中央

腔裸露,鳃丝广泛肿胀坏死, � 330; 8. 示鳃轴中少量结缔组织解体, � 660; 9. 部分心肌纤维横纹消失,纤维断裂、解

体, � 660;

1. With light staining, the connective tissue among local ductus hepat icus during th e init ial stage w as show n. T he st ructure

of ductus hepaticus w as st ill clear, � 330; 2. The conn ect ive tissue among ductus hepaticus w as necrotized in a large number

and disintegrated, and hemorrhage foci w ere appeared, � 250; 3. Many bright red guttate substances w ere found in the con�

nective tissue among ductus hepat icus, � 500; 4. The epithelial cells of ductus hepat icus w ere separated from basement

m embrane, and epithel ial cells w ere necrot ized gradually, � 100; 5. The gill filament w ith minor pathological changes was

show n, � 250; 6. Gill filament was found inf lammatory edema, the thickness of epithelium and corneal membrane w ere in�

creased and separated, � 660; 7. T he epithelial cells of gill filam ent w ere scaling off , cent ral cavity w as exposed, gill fila�

ment was sw elling extensively and necrosis, � 330; 8. A small amount connect ive t issue in gill axis was disintegrated,

� 660; 9. Part of st riated veins in cardiac muscle fibril w ere disappeared, f ibril w as fragmented and disintegrated, � 660.

2233 期 � � � � � � � 李 � 华等: 弗氏柠檬酸杆菌对河蟹致病性的研究


