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牙鲆病原秦皇岛弧菌主要生物学性状研究
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摘要:从秦皇岛某海水养殖场牙鲆( Paralichthys olivaceus L1)细菌性败血感染症的病例中,分离到了相应的病原细

菌。经对 12 株纯培养菌进行形态特征、培养特性、理化特性等方面较系统的表观分类学指征及代表菌株 DNA 中

G+ Cmol%的测定,表明为弧菌属 ( Vibrio Pacini 1854)细菌的一个新种 , 并定名为秦皇岛弧菌 ( Vibrio qinhuangdaora

sp1nov. )。同时对该菌的血清型进行了检定,表明 12 株菌具有同种的 K抗原和同种的 O抗原(血清同源 ) ; 另外, 经

以 37种抗菌类药物做敏感性测定, 结果显示对供试的头孢唑啉等 32 种药物敏感、对青霉素 G 等 5 种耐药, 在不同

菌株间无明显的敏感与耐药差异。
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  近年来,国内外在水产养殖动物弧菌病( Vibrio-

sis)及相应病原弧菌方面已多有记载和报道,所涉及

的病原弧菌主要包括鳗弧菌( V1 anguillarum )、河流
弧菌( V1f luvialis )、灿烂弧菌 ( V1splendidus )、鲨鱼弧
菌( V1 carchariae )、解藻朊酸弧菌( V1alginolyticus )、
美人鱼弧菌( V1damsela )、哈氏弧菌 ( V1harveyi )、鱼
肠道弧菌( V1 ichthyoenteri )、奥氏弧菌( V1 ordalii )、副
溶血 弧 菌 ( V1parahaemolyticus )、杀 对 虾 弧 菌

( V1penaeicida )、创伤弧菌 ( V1 vulnif icus )、杀鲑弧菌
( V1 salmonicida )、弗氏弧菌 ( V1f ischeri )、火神弧菌
( V1 logei )、非O1霍乱弧菌[ V1cholerae( nonO1) ]、海

弧菌( V1pelagius)、最小弧菌( V1mimicus )、产气弧菌
( V1 gazogenes )、坎氏弧菌( V1 campbellii )、日本竹荚鱼
弧菌( V1 trachuri )等[ 1 ) 14]。

作者近几年在对牙鲆( Paralichthys olivaceus )的

细菌性病害研究中, 曾于 2001年对一起以败血症感

染为特征的病例进行了检验( 415月龄左右牙鲆)。

在所检17尾发病濒死及新鲜病死牙鲆的病变组织

中,发现均有不同量但均较多、在形态特征上表现一

致的细菌;同时以其做细菌分离,结果均分离到了同

种细菌且在形态特征上与用病料直接镜检的相一

致,对分离菌株的鉴定结果表明为弧菌属 ( Vibrio

Pacini 1854)细菌的一个新种,并定名为秦皇岛弧菌

( Vibrio qinhuangdaora sp1nov1)。择其代表菌株做对
健康牙鲆的人工感染试验,表明能引起与自然病例

相一致的败血症感染病变, 并能重新检出原感染菌,

显示了强致病作用及原发病原学意义。鉴于该菌为

一新种病原弧菌, 所以进行了对该菌一些主要生物

学性状的研究,现将研究结果报道如下,以便交流。

1  材料与方法

111  供试菌株及其来源  取上述病例中17尾发病

濒死及新鲜病死牙鲆进行检验,发现均有肝、脾、肾

等脏器不同程度肿胀(个别有出血)的败血症感染病

变。以其中 6尾的肝、肾及腹水为材料,无菌操作接

种于普通营养琼脂、含 7%兔血营养琼脂培养基平

板,置 28 e 培养24 ) 48h做细菌分离;对所分离出的

细菌,在进行菌落的数量、分布及同一性等方面的检

查后,从每尾鱼不同被检组织材料中随机取分离菌

落(择每尾鱼两种被检材料的各 1个共 2个)分别移

接于普通营养琼脂斜面( 28 e 培养 24h)做成纯培养

后置 4 e 冰箱保存供鉴定用; 6尾鱼共做纯培养 12

株,各菌株依次编号为HQ010712-1至HQ010712-12。

112  细菌形态特征检查  取上述12株纯培养菌,分
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别接种于普通营养琼脂培养基斜面置 28 e 培养 18h

做成涂片,经革兰氏染色后镜检细菌形态。

113  菌落特征检查  12株纯培养菌分别划线接种

于普通营养琼脂、血液营养琼脂(分别为含 7%家兔

脱纤血及含 7%绵羊脱纤血的营养琼脂)、沙门氏菌

志贺氏菌琼脂( SS琼脂)、疖疮病琼脂( FA)、胰胨大

豆胨琼脂 ( TSA )、木糖赖氨酸去氧胆酸盐琼脂

(XLD)、庆大霉素琼脂、硫代硫酸钠柠檬酸钠胆酸钠

蔗糖琼脂( TCBS)、麦康凯琼脂( MacConkey 琼脂)、伊

红美蓝琼脂等 10种不同培养基平板, 置 28 e 培养

24h和 48h分别检查生长情况及菌落特征。

114  培养温度对细菌发育的影响  取上述12株纯

培养菌,分别移接于(涂布接种)普通营养琼脂斜面

每株各2管,于 37 e 和 28 e 条件培养 48h检查。

115  在普通营养肉汤中的生长表现  取上述12株

纯培养菌,分别移接于普通营养肉汤中置 28 e 培养

24h检查生长情况。

116  电子显微镜观察细菌形态  择代表菌株
HQ010712-1,接种于半固体培养基平板,置 28 e 培养

24h后,取菌悬浮于无菌蒸馏水中制备成细菌悬液

作为供试菌液, 取此菌液 1滴于经Formvar膜包被的

铜网上,静置 1min左右后吸除菌液, 再以 015%磷钨
酸水溶液同样加 1滴于铜网上负染 1min左右, 吸附

菌液并待自然干燥后, 置 JEM-100CX透射电镜下检

查形态特征、菌体表面结构与鞭毛形成等。

117  理化特性检查与细菌归类判定  对上述12株

纯培养菌,分别按常规进行理化特性测定,根据结果

并主要依据 1994年出版的第九版5伯杰氏鉴定细菌

学手册6 及有关资料, 进行对鉴定菌的归类判

定[ 15 ) 17]。同时择代表菌株送中国典型培养物保藏

中心( China Center for Type Culture Collection, CCTCC)

予以复核鉴定, 并以高效液相色谱法 ( High-perfor-

mance liquid chromatography, HPLC) 做细菌 DNA 中

G+ Cmol%测定、以磷钨酸负染色标本置透射电子

显微镜下做形态特征与鞭毛形成情况的检查, 最后

确定其相应的分类位置。

118  菌株的血清型检定  以其中1株作为代表菌株

HQ010712-1,分别制备经福尔马林灭活的全菌( OK)

免疫原、经 121 e 热处理 1h的菌体( O)免疫原, 分别

强化免疫接种健康家兔制备相应抗血清, 以此抗血

清分别对本菌株及其他各菌株作血清型的检定。具

体方法是取上述供试 12株菌的纯培养物,分别移接

于普通营养琼脂斜面 28 e 培养 18h作为 OK玻板凝

集原,分别移接于TS肉汤(胰胨大豆胨肉汤)各 2管

置 28 e 培养 18h 后, 其中 1 管直接作为 OK试管凝

集原、另1管经121 e 处理1h作为O试管凝集原,分

别与用上述 HQ010712-1菌株制备的 OK 及 O抗血

清做相应及交叉的玻板凝集和试管凝集试验[ 15]。

OK玻板凝集原若与相应 OK、O抗血清均呈明显凝

集( + + ) , 则判定为无 O 凝集抑制性 K抗原的存

在,若仅与OK抗血清明显凝集、与 O抗血清不凝则

判为存在O凝集抑制性K抗原;试管凝集试验则以

凝集效价相等或仅差 1 个滴度的判为同血清型

菌株。

119 药物敏感性测定  随机取经鉴定后的纯培养

菌6株( HQ010712-1至 HQ010712-6) , 采用常规琼脂

扩散( K-B)法进行对常用抗菌类药物的敏感性测

定,以抑菌圈直径大小作为敏感与耐药的判定指

标[ 18]。

2  结果

211  细菌形态与菌落特征

  供试的 12株菌形态特征一致, 均为革兰氏染色

阴性,杆状但多为短杆状、球状, 有的杆状菌体稍弯

曲,两端钝圆,散在、有的成双或呈3 ) 8个的不规则

短链状(这种排列形式以似球状菌体为多)排列, 无

芽孢,大小在 015 ) 112Lm@ 015 ) 212Lm 的细菌。
12株菌在供试 10种不同培养基的同种培养基

上,所表现出的生长情况及菌落特征一致 (表 1)。

在普通营养琼脂和血液营养琼脂上的生长情况及菌

落特征均与自然病例初代分离的相一致, 在血液营

养琼脂上使用绵羊血的与使用家兔血的所呈现的B-

溶血情况差异不明显。

212  不同培养温度及在普通营养肉汤中的细菌生

长情况

  12株供试菌均仅在 28 e 条件下的生长, 菌苔呈

较透明状的灰白色, 生长中度, 在 37 e 无生长。在
普通营养肉汤中, 12株菌生长表现一致, 均为轻度

均匀混浊生长,管底形成圆点状菌体沉淀摇动后呈

线状上升易消散。
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表 1  12株供试菌的菌落特征

Tab11 The colony characteristics of 12 strains

培养基

Medium

菌落特征

Colony characteristics

普通营养琼脂 圆形光滑、边缘整齐、稍隆起、半透明、无色或近浅灰白色,菌落直径为培养 24h在 014mm 左右、48h在 110mm 左右,生长中

度

血液营养琼脂 圆形光滑、边缘整齐、稍隆起、B-溶血、无色或近浅灰白色, 菌落直径为培养 24h在 015mm 左右、48h在 110mm 左右,生长中

度

TCBS 圆形光滑、边缘整齐、较扁平的黄色菌落,培养 24h直径在 118mm左右、48h在 215mm左右,生长较丰盛,菌落(苔)不易刮下

且呈黏块状不易涂开,刮下菌落后留下黄色菌落痕迹

庆大霉素琼脂 培养 48h检查未见生长

XLD 圆形光滑、边缘整齐、稍隆起、黄色的菌落(菌落周边培养基下陷) ,培养 24h直径在 110mm 左右、48h在 115mm 左右,生长中

度,刮下菌落(下面留下黄色菌落痕迹)呈黏块状不易涂开

麦康凯琼脂 圆形光滑、边缘整齐、稍隆起、无色的菌落,培养 24h直径在 015mm 左右、48h在 110mm 左右,生长接近中度,刮下菌落(苔)

呈稍黏态不易涂开

伊红美蓝琼脂 培养 24h划线接种起始处长出与培养基相同的紫黑色薄菌苔及一些圆形光滑、边缘整齐、直径在 012mm 左右的菌落, 48h

的菌落直径在 014mm 左右,生长贫瘠且不易在离开划线起始部的地方生长出单菌落

FA 培养 24h难以见到明显生长, 48h形成圆形光滑、边缘整齐、无色的小菌落(直径在 011 ) 012mm) ,生长贫瘠

TSA 圆形光滑、边缘整齐、稍隆起、半透明的灰白色菌落,培养 24h直径在 015mm 左右、48h在 115mm 左右(不透明) ,生长中度

SS琼脂 圆形光滑、边缘整齐、无色的菌落,培养 24h直径在 018mm左右(稍隆起)、48h在 112mm 左右(较扁平) ,刮下菌落 (苔)呈稍

黏态不易涂开,生长中度

213  电镜下的菌体形态

HQ010712-1株表现在菌体表面似呈皱褶状, 形

成端生(球状菌体亦可称侧生)的单鞭毛(图 1)。

图 1  电镜照片(HQ010712-1株, 26000@ )

Fig11 Electron micrograph of bacteria(HQ010712-1, 26000@ )

214  理化性状与分类定名

供试 12株菌对所测项目结果一致,根据其相应

性状认为属于弧菌属细菌的新种。择其中的

HQ010712-1株作为代表菌株送 CCTCC进行复核鉴

定,所测相应项目的结果(表 2)与本课题组所测的

基本一致,同时根据相应理化性状,依据细菌命名国

际法规,将其归为弧菌属细菌的新种并定名为: 秦皇

岛弧菌( Vibrio qinhuangdaora sp1nov1)。

表 2  理化特性鉴定结果表

Tab12 Results of physiological and biochemical characterist ics

项目 Item 结果 Result 项目 Item 结果Result

革兰氏染色 - 松二糖 -

Gram stain Turanose

菌落表面颜色 乳白色 吐温 80 +

Colony colour M ilky White Tween 80

基质色素 - 阿东糖醇 -

Soluble pigments Adonitol

细胞形状 杆状 L-阿拉伯糖 -

Cell shape Rod L-Arabinose

细胞大小(Lm) 015~ 017@ 116~ 214 D-阿拉伯醇 -

Cell size(Lm) D-Arabitol

形成内生孢子 - D-纤维二糖 -

Endospores produced D-Cellobiose

运动 + -i 赤藓糖醇 -

Motility -i Erythritol
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续表

项目 Item   结果Result 项目 Item  结果 Result

鞭毛 侧生 D-半乳糖 -

Flagella Lateral D-Galactose

37 e 生长 - 龙胆二糖 -

Growth at 37e Gent iobiose

接触酶 + D-果糖 -

Catalase D-Fructose

氧化酶 + L-墨角藻糖 -

Oxidase L-Fucuse

苯丙氨酸脱氨酸 - A-D-乳糖 -

Phenylalanine deaminase A-D-Lactose

O-F 试验 F m-肌醇 -

O-F test m-Inositol

硝酸盐还原 + 麦芽糖 +

Nitrate reduction Maltose

产H2S - 海藻糖 -

H2S product ion Trehalose

吲哚 - D-甘露醇 +

Indole D-Mannitol

葡萄糖:产酸 + L-鼠李糖 -

Glucose, acid production L-Rhamnose

产气 - B-甲基-D-葡萄糖苷 -

gas production B-methy-l D-glucoside

明胶液化 - D-棉子糖 -

Gelatin hydrolysis D-Raffinose

V-P 试验 - 乙酸 -

V-P test Acetic acid

甲基红 - 菊糖 -

MR test Inulin

蔗糖还原 - D-葡糖酸 -

Sucrose reduct ion D-Gluconic acid

柠檬酸 - 丙二酸 -

Citrate Malonate

脲酶 - L-谷氨酸 -

Urease L-Glutamic acid

A-D-葡萄糖 - 琥珀酸 -

A-D-Glucose Succinic acid

续表

项目 Item   结果 Result 项目 Item  结果 Result

D-甘露糖 - B-半乳糖苷酶 +

D-Mannose ONPG

A-环状糊精 - 水杨苷 -

A-Oextrin Sal icin

D-山梨醇 - 七叶苷 -

D-Sorbitol Esculin

木糖醇 - 甘油 -

Xylitol Glycerol

蜜二糖 - NaCl( % ) : 0 -

Melibiose     3 +

O/ 129: 10Lg S     6 +

   150Lg S G+ Cmol% (HPLC) 6411

  注:表中符号的+ 示阳性, - 示阴性, S示敏感, F示发酵型。

Notes: + , posit ive; - , negat ive; S, sensitivity, F, fermentat ion1

215  血清型
12株供试菌玻片凝集试验结果为仅与 118中

所述 OK抗血清呈明显凝集( + + )、与 O抗血清及

对照的生理盐水均不凝集( - ) , 初步表明该菌存在

O凝集抑制K抗原且表达充分。12株供试菌的 OK

及 O试管凝集原与 118中所述 OK抗血清分别做对

应及交叉的试管凝集试验, 结果凝集效价在 OK凝

集原的完全一致, 均为 5Log2( 1B32) ; O凝集原的完

全一致,均在 12Log2( 1B4096) , 进一步表明这些菌株

存在O凝集抑制性K抗原且同源。上述OK、O凝集

原分别与其 O抗血清凝集效价结果为在 O凝集原

的完全一致, 均为 10Log2( 1B1024) , 表明 12株菌 O

抗原为同源的; OK 凝集原的完全一致,均于第 1管

( 1B2倍)即无凝集( 0Log2) , 比相应 O凝集原的低 10

个抗体滴度, 更进一步表明了 K抗原的存在及强 O

凝集阻断作用。

216  对抗菌类药物的敏感性

供试的 6株菌对37种抗菌类药物的敏感性,结

果未见株间的明显差异,均表现对头孢唑啉、头孢拉

啶、头孢噻肟、头孢曲松、头孢他啶、头孢哌酮、头孢

吡肟、氨曲南、红霉素、阿奇霉素、链霉素、卡那霉素、

庆大霉素、妥布霉素、丁胺卡那霉素、新霉素、大观霉

素、诺氟沙星、氧氟沙星、环丙沙星、四环素、多西霉

素、氯霉素、利福平、复方新诺明、甲氧苄啶、呋喃妥

因、呋喃唑酮、恩诺沙星、新生霉素、万古霉素、多黏

菌素等 32种敏感, 对杆菌肽、克林霉素、青霉素 G、

苯唑青霉素及氨苄青霉素等 5种耐药。
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3  讨论

311  在1994年出版的5伯杰氏鉴定细菌学手册6第

九版中,共记载了弧菌属细菌 37个种及生物型, 另

外则是杀对虾弧菌 ( V1penaeicida Ishimaru et al

1995)、日本竹荚鱼弧菌 ( V1trachuri Iwamoto et al

1996)、鱼肠道弧菌 ( V1ichthyoenteri Ishimuru et al

1996)等一些新致病种的报道。本次所检出的牙鲆

病原细菌, 经较系统的鉴定表明为弧菌属细菌的新

种,依据细菌命名国际法规,以其分离地(秦皇岛)进

行了相应种的命名即:秦皇岛弧菌, 参考菌株( Refer-

ence strain)为HQ010712-1株。该菌区别于前述已明

确记载的种及所报道的新种, 在所对应的相应项目

中主要特征为: 精氨酸双水解酶阴性、氧化酶阳性、

硝酸盐还原试验阳性、分解葡萄糖产酸不产气、V-P

试验阴性、需Na+ 、37 e 不生长、淀粉酶阳性、不液化

明胶、脂酶阳性、不利用乙酸盐、纤维二糖阳性、不利

用柠檬酸盐( Simmons)、半乳糖阳性、D-葡萄糖酸盐

阴性、肌醇阴性、乳糖阴性、甘露醇阳性、甘露糖阳

性、蜜二糖阴性、L-鼠李糖阴性、水杨苷阴性、山梨醇

阴性、蔗糖阳性、海藻糖阳性、木糖阴性、阿拉伯糖阴

性、L-谷氨酸阴性。对该病原菌的检出与研究尚属

首次,不仅增添了弧菌属细菌的新内容,在细菌分类

学、相应的毒力因子及致病作用研究等方面也均具

有一定的学术价值和实践意义, 同时也能为鱼类其

他病原菌的检验与研究、鱼类新病原菌的检出与研

究等提供借鉴。

312  通过普通营养琼脂等10种培养基做划线接种

后28 e 培养观察,发现该菌在供试的普通营养琼脂、

血液(家兔血或绵羊血)营养琼脂、TSA、XLD、SS、麦

康凯琼脂培养基上生长中度或接近中度, 在供试的

TCBS培养基上生长较丰盛, 菌落特征易观察描述;

在供试的伊红美蓝琼脂、FA 培养基上生长贫瘠; 在

庆大霉素琼脂培养基上培养 48h 检查, 仍无生长。

基于此种情况, 认为在对该菌进行分离培养时,可根

据该菌在这些供试培养基上的生长情况及菌落特征

等予以选择使用。

313  通过以血清学凝集反应测定, 表明所分离鉴定

的12株秦皇岛弧菌均存在同种的 K抗原和同种 O

抗原(血清同源) ,其中O抗原具有强免疫原性, K抗

原的免疫原性弱但具有强 O凝集抑制作用, 通过热

处理( 121 e 作用 1h)试验表明该 K抗原为不耐热性

的。

314  经以37种抗菌类药物对其中6株秦皇岛弧菌的

药敏测定,尚未发现在不同菌株间对某种抗菌药物

敏感或耐药的明显差异性,这一结果初步显示所测

菌株在对供试抗菌类药物中所表现出的一致性, 有

益于对选择用药防治由该菌引起的感染症的参考。
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STUDIES ON BIOLOGICAL PROPERTIES OF VIBRIO QINHUANGDAORA

SP. NOV. ISOLATED FROM DISEASED FLOUNDER PARALICHTHYS OLIVACEUS

FANG Hai, CHEN Cu-i Zhen and ZHANG Xiao- Jun

( Department of Animal Science ,Hebei Normal University of Science and Technology, Qinhuangdao, 066600)

Abstract:Pathological bacteria were isolated from diseased flounder sufferd bacterial septicaemic infection in Qinhuangdao. Iden-

tification of morphological, culturing, physiological and biochemical characteristics to 12 pure cultures and detection of the

mol%G+ C ratio of the DNA to representative strain, showed that the pathogenic bacteria belonged to a new species of Vibrio

( pacini 1854) and were designated as Vibrio qinhuangdaora sp. nov. Simultaneously, we conducted examinations on the homology

of serum, the results showed that the tested 12 strains have the same O- antigen and the sameK- antigen. In addition, the suscept-i

bilities of isolates to 37 antimicrobial agents were detected, the results showed that all the strains were sensitive to cefazolin et

al . , were resistant to penicillin G et al . , and there isn. t obvious discrepancy of sensitivity and resistance between strains.

Key words:Paralichthys olivaceus; Vibrio qinhuangdaora sp. nov; Biological properties
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