
第 �� 卷 第 � 期

� �   年 � � 月

水 生 生 物 学 报
� � � � � � � �  �� � �〔心��� � �� �� �

� � �
�

� �
,

� �
�

�

� � �
、 ,

� �   
、

二龄草鱼肠炎病发病机理

徐伯亥 葛蕊芳 熊木林
�

�中国科学院水生生物研究所
,
武汉�

提 要

本文通过对患肠炎病的二龄草鱼病鱼和正常草鱼的肠道及血液中的产气单胞菌 �� 。
口 �

�

口 ”。�的数量和毒力的比较
,

病鱼肠道
、

血液和其他内脏中的产气单胞菌所出现比率的调查
,

不同水温对该菌致病力的影响和用菌体提取液接种鱼体
,
以及用赏试剂 �赏变形细胞溶解物

�� ��
� ��� 

� � � �� �� ��
。 � � �� ��

‘

,� �护� 对病鱼和正常鱼体内的内毒素进行测定等一系列的试

验和观察
,

从而推断出二龄草鱼细菌性肠炎病的发病机理
。

关键词 产气单胞菌
,

机理
,

肠炎病
,

内毒素

二龄草鱼肠炎病的病原菌是点状产气单胞菌 ��
。� 口� 口

��
� � � �� �� � 。

�
犯��� , � 现已得到

进一步证实
〔幻 。

由产气单胞菌引起的鱼病
,

世界上很多国家有报道
。
日本江草周三 ��� � � �

‘习

为简便起见
,

对运动的产气单胞菌所引起的鱼病
,

总称为产气单胞菌病
。

该菌无论对淡水

鱼或海水鱼 � 冷水鱼或温水鱼都能致病
,

并且症状相似
。

在鲤科鱼类中肉眼可见的症状

为 �
体表和肛门发红

,

内脏和肠道发炎
,

肠内多粘液
。

我国的二龄草鱼肠炎病就是一个比

较典型的例子
。

由运动的产气单胞菌所引起的鱼病
,

报道 虽很多
,

但涉及它的发病机理的文章并不

多
。

高桥幸则�� � �  户
,
为了阐明鲤产气单胞菌病的发病机理

,

将这种病原菌的活菌和其

破碎菌体提取液感染鲤
,

比较研究了其组织病理的变化
,

推断出鲤产气单胞菌的发病机

理
。

而对于产气单胞菌在鱼体内的数量变化
,

及其产生的内毒素等致病因素
,

却未见报

道
。

我们 自 � �  � 年以来
,

对二龄草鱼肠炎病的发病机理
,

进行了一系列的试验和观察
。

材 料 和 方 法

�
�

材料来源

材料鱼系取自湖南省岳阳市和湖北省鄂州市各养殖场的二龄草鱼
“

殃胚
”
�半死不活的病

鱼 �和健康鱼 �正常鱼 �
。

�
本所蔡桃珍和武大学生陈向东参加了部分工作

。

�� 本文中所报道的是 � � � “� � � � �  了 户“� � � � � � 以后根据 � � � � � � 氏分类系统的改变
,
才改为 �

,

夕“ � � � � � � 微

生物学报
, � �� �

, �弓�一 � � �
。 �� � �

。

� � � � 年 � � 月 � � 日收到
。
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赏试剂 �堂变形细胞溶解物

学研究所宣研究室
。

标准内毒素为大肠杆菌 ��
�

� � � � �� �� � � � � � �� � ��� � � �
� � � � � 购自福建省厦门市医

� �� � � �
� � � � 内毒素�上海生物制品研究所 ��� 

�
�

试验方法

细菌分离及定性定量方法
,

见二龄草鱼肠炎病的研究
〔�� ,

�� �
� �� 等��� � �� 嗜水产气

单胞菌
—

点状产气单胞菌群的分类研究
。�� ,

及鳞墉鱼打印病致病细菌的研究
【�� 等

。

毒力试验方法
�
将所分离到的细菌

,

于 �� ℃ 培养 �� 小时后
,

稀释成 � �� � 号管的

浓度
,

腹腔注射 �
�

� 毫升
,

观察发病情况
。

菌体提取液制备方法
�
刮下菌苔

,

洗涤 � 次后加铝钒土 ��� �
�

�
,

以无菌手续置研钵

中研磨
,

洗下并离心
,

取上清液 �
�

� 毫升
,

注射鱼体腹腔
。

内毒素检测方法
�
试管法和倍比序列稀释法

「吕,�, �� ,
�� 

��� 器皿去热原处理
�
器皿用肥皂水洗净后

,

在清洗液中浸泡 � 小时�或用 �多氢氧

化钠溶液
,

煮沸半小时 �
,

再用蒸馏水冲洗
,

待干后
,

置 � �� ℃ 干烤 � 小时以上
。

�� � 血液标本处理
� 从鱼的尾动脉抽血

,

加人上述去热原并含有 �� 一 � �� 微克�毫升

肝素管中摇匀
,

离心分离血浆
。

然后置另一试管
,

用去热原蒸馏水
,

将血浆作 � � � 或 � � �

稀释 �作定量时
,

以 � � � , � � � , � � � , � � � ,

……顺序稀释 �
,

加热 � �� ℃ �� 分钟
,

以除去各种

抑制物
。

�� � 定性检测
� 用去热原处理的吸管

,

将溶解的宣试剂及检样
,

加人试管内
,

加盖使

混合均匀
,

然后放置 �� ℃ 恒温水溶中静置 � 小时
,

取出并于室温放置约 � 分钟
,

观察结

果
。

以倒置 � �� 度仍保持凝胶完整不变者为阳性 �形成柔软凝胶
、

倒置试管变形
、

絮状
、

或

混浊者为 阴性
。

每次测定时
,

均另设加去热原水的阴性对照管和加人标准参比内毒素溶

液 ��� 毫微克 �毫升 �的阳性对照管
。

�� � 定量检测
�
样品和参比内毒素经倍比序列稀释后

,

同时检测堂试剂的敏感度
。

分

别确定试验中呈强阳性反应的样品及内毒素的最高稀释度
。

然后以样品的这一稀释倍数

乘以赏试剂的敏感度
。

试 验 结 果

�
�

病鱼和正常鱼肠道中细菌的定量定性测定

��� 定量测定

自 �� � � 年至 � � �� 三年期间
,

我们从发病池中
,

取得二龄草鱼
“
殃胚

”
病鱼进行测定

�表 � �
。

从表 � 可以看出
�
在水温为 �� 一 �� ℃ 的发病期间

,

用网捕起的肠内有食
,

体表

完整
,

肉眼观察无病变的正常鱼肠道中
,

每克湿重含菌量为 �� � ��
,

一 �� � ��
� � 而离群

独游
,

症状明显的
“

殃胚
”
病鱼肠道中

,

每克湿重所含的菌数却增加到 �� � � �� 一 �� �

�俨
。

显然
,

病鱼肠道中细菌的含量比正常鱼多几百以至几万倍
。

这就清楚地告诉我们 �

一玲 吴伟洪
, ��  �

。

置与省试验法论文汇编
。

厦门市医学研究所盆研究室
。
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表 � 病鱼和正常鱼的肠道和血液中的细菌数� 比较

� � �
�

� � � � � � � � � � � � � � � � � � � �� � � � � � � � �� �� � � � ��� � � � � � �� � � � � �
�

写甲� � � � �� � � � � � � � � � � � � �� � ����

鱼 况
� � � � � � �� � � �

��� �

来源
肠道充实度
�� � � � � �� � � 血液菌数

� � � � � �
�� ��� � � �

�� � � �

水 温
� � � � �

� � � � � � � � � �  

��� �

鱼体大小
� �� � � � ��� �

�
� � �

� � � � � � �� ��

�  
! !

∀

#
∃ %

。

5

肠道菌数
(个/克湿重)

B ae terial cou n ts:

in gu t (C
ells/g

w
et w eig h t)

1
.
9义 10 B
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,
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3
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2
8

.
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6
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2 1

.
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7
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3 0

1
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·
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.
3

,
l 斗

·

5
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1
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)
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·
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1 4

(
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4
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2 3 (
19
.
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.
5 (
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.
3

16
·

5
(

1 3

.

7
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义3

.
5

十十+

十+ +

十

9
.
0 又 10
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0 3 2 7

.

5 火 1 0
1t

l 3 l l
。

5 3 又 1 0
,

正常鱼
H ealth y

1 3 1 2 .67火1 0 ’

湖南岳阳市养殖场

2 25 13
.
5( 11

.
2)丫3 4

。

4 义 1 0
,

当二龄草鱼患细菌性肠炎病时
,

病鱼肠道中细 菌的数量大量增加
。

( 2) 定性测定

考虑到代表性和工作量
,

我们从上述定量测定的 9 尾病鱼分离菌株中
,

随机地挑取一

定数量的菌株进行鉴定(表 2 )
。

从表 2 可以看出: 病鱼肠道中的产气单胞菌
,

在 42 个菌

株中有 31 个
,

占总分离数的 73
.
8多; 而正常鱼肠道中的 20 个菌株中只有 1 个

,

仅占 5关
“

即二龄草鱼患肠炎病时
,

肠道中所增加的细菌
,

绝大多数是产气单胞菌
。

表 2 产气单胞菌在病鱼肠道中所占的百分率

T ab
. 2 P e reen tag e of 刀 巴r o 切。刀 a s

i
n

b
a c t e r

i
a

f
o u n

d i
n

g
u t o

f d
e s e a s e

d f i
s
h

鱼 号
N o
. of fish

分离菌数
N o
. o f isolated b ac-
te rial strain s:

菌 数
N o
. of A e护。功o n as
5 t r aln s

百分比
(% )

nUn�nUnnU八11�U八“�n“一勺�乙on“n�U�工JR

111山
, .工勺人

24

口j乙
.�、一八曰曰,

2
A
.J份哎了一j

J,�勺
1

2

3

病 鱼 4

5
一jlj‘Ul/D i

s e a s e
d

通份受2
8

9

正常鱼

H ealth y

0

l0

nU11nUO..工�.立
1

2
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2
.
病鱼和正常鱼肠道中细菌的毒力比较

从 5 尾病鱼肠道 中所分离到的 30 个菌株和从 2 尾正常鱼中所分离到 的 40 个 菌株
,

通过鱼体进行人工毒力试验结果(表 3) 可以看出: 病鱼肠道 中的 30 个菌株
,

23 株有毒

力
,

占 78 务; 而正常鱼的 40 个菌株中
,

却只有 4 株有毒力
,

仅占 10 多
。

病鱼肠道中细菌

有毒力菌株
,

显然比正常鱼有毒力菌株多
。

表 3 病鱼和正常鱼肠道中产气单胞菌的毒力比较

T ab
. 3 C om p ariso n of th e to xicity of A 己 , o 份 。” a s

i
s o

l
a t e

d f
r o

m i
n t e s t i

n e o
f

d i
s e a s e

d
a ii

d h
e a

l
t
h y f i

s 五

鱼 号
N o
. of fish

菌株数
N o
. o f strain

无毒株数
A viru len t

有毒株数
V iru len t

.
5tralll 5traln

有毒株占百分比
P e reen tag e o f
virule n t strain

平均%
A ve rag e

(% )

1 l0 3 7

5 42内j

病鱼
D ise ase d

5 4 78

4 5 3

5 { 5 0 5

70

80

80

60

100

正常鱼
H e alth y

5
l0

l5

,
.�,、Q

J门z
,
l
‘1.八以门�,一,乙, l,白

3

.

水温对产气单胞菌致病力的影响

在不同的水温下进行的人工感染试验
,

见表 4
。

从表 4 看出
: 当水温在 25 ℃ 以上时

,

被感染的鱼 6 小时之内便可发病; 25 ℃ 时
,

12 小时死鱼最多;而 29 ℃ 时 6 小时左右则死

鱼最多
。

水温较低时
,

要 24 小时
,

甚至到第二或第三天死鱼才能达到高峰
,

并且症状不明

显
。

表 4 水温对产气单胞菌致病力的影响

T a b
. 4 E ffec t of w a ter tem p e ratu re on p ath og en icity o f A e尹。份o n a ‘

菌株 水 温

Strain
W
ate r
fatU re

tem Pe-

试验鱼数
N o o f tested
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(尾)
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T im e and p e rcen tag e of d eath (% )

(℃) 6h 12 h 24h 48h 72h 96h

,�月了,山1二一j
8 4

一
1 0

一
1

8 4
一
1 0

一 2

8 4
一
1 0

一
3

8 4
一
1 0

一4

8 4
一
1 0

一 ,

8 4 一 1 0 一6

日4 一 1 0 一 7

8 4
一
1 0

一
8

吕4
一
1 0

一
9

8 4
一
1 0
一
1 0

6 4

6
,�洲O

4

; 6

,�门乙
�‘U

,乙,上

月j‘U�X�U,‘通
‘的0
6
门了,几

nU内Ufin
�UCU一j,j工jl勺�,一jO了一jn只

U闰j工j,‘,乙,一1�,孟,孟

备注
Rem ark s

水温 20 ℃ 以下
,

虽死鱼但不显症状

D ea d fish w ith ou t sym p tom u n d er 20℃
.
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可见水温对产气单胞菌的致病
,

有很重要的关系
。

但它不是唯一的因素
,

因为在同一温度

下
,

有的鱼池发病
,

有的鱼池却不发病; 甚至在同一鱼池
,

有的鱼发病
,

有的鱼安全无恙
。

4

.

病鱼血液和肝
、

脾
、

肾中细菌的测定

表 S 病鱼肠道
、

血液和内脏中产气单胞菌 的比率

T ab
. 5 R elativ e abu n d anc e of 才 e 犷。优o n a 了 i

n
i
n t e s t

i
n e 、

b l
o o

d
a z l

d
o t

h
e r

0 r
g

a n s o
f d i

s e a s e
d f i

s
h

时 间
D ate
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N o
. of fish
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Size of fish

(
cm )
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W a ter tem P

-
eratU fe (℃)
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P o sitio n

总菌数
N o
. of to tal

b acteria
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N o
. of

A ero脚 。刀 a 了

百分率
P e reen tag e

(% )

后肠
H in d一 g

u t
4 2 2 多
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B loo d

45 42
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5
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3
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3
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10 14一 18 28一33 肝
L ive r

30 28 93
。

3

5 一8 月

脾
SP le en

15 l3 86
。

7

肾
K id n ey 24 2l 87

。

5

表 6

T ab
.
6 E nd o to x in

鱼血液中内毒紊的测定

d e term in atio n in blo od o f fish

鱼 号
N um b er o f!
sP ecim en

结 果
R e sults

阳性对照
P o sitiv e b lan k

阴性对 照
N e g ative b lan k

十十十十十十十十十十

+

, ‘占门乙

,、J片
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B lo od of h ealth y fish
曰了OU

1
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二龄草鱼在正常情况下
,

一般来说
,

除肠道外其他内脏是无菌的[4]
。

但在患细菌性肠

炎病时
,

内脏却有很 多细 菌存在
。

从 10 条肠炎病鱼的测定结果(表 5) 可以看出
:
产气单

胞菌占血液中细菌的 93
.
3外; 肝脏中占 93 .3 多;脾脏中占 86

.
7务; 肾脏中占 87

.
5多

。

它

是占绝对优势的种
。

其余 10 % 左右是别的细菌
,

它们是随同产气单胞菌一道从肠道进人

血液
,

肝
、

脾和肾脏的
。

5

.

菌体提取液注射鱼体的感染试验

用研磨破碎的方法制备的菌体毒素
,

以大剂量注射鱼体(腹腔注射 0
.
5 毫升)

,

得到与

注射活菌体相似的结果
,

病鱼症状也相似
。

6

.

病鱼血液中内毒素的定性定量测定

童试剂法是 目前检测内毒素最敏感的方法
,

它比家兔热原试验敏感 10 一 100 倍以上
,

可以测出微量内毒素 0
.
1一1 毫微克/毫升

。

从病鱼和正常鱼血液中的内毒素测 定 结 果

(表 6) 可以看出
: 9 尾病鱼的血液中都有内毒素存在(含量约为 2

.
斗% 毫微克/毫升); 而

10 尾正常鱼除 1尾有内毒素外
,

其余 9 尾均未测得有内毒素存在
。

讨 论 和 小 结

我们认为二龄草鱼肠炎病的发病机理是
: 当水温上升到 18 ℃ 以上时

,

肠道内的病原

性产气单胞菌
,

开始大量繁殖
,

并进人肠壁微血管到血液
,

引起肠壁微血管机能紊乱
。

在

血液中该菌又不 断增殖
,

并通过血液循环到全身各内脏组织
。

经过大量繁殖以后的产气

单胞菌
,

自溶释放出菌体内毒素
,

致使血管渗透性改变
,

导致败血症
,

最后 引起死亡
。

高桥幸则 (19 84 )161 推断鲤产气单胞菌病的发病机理为
:
病原性产气单胞菌

,

在肠道

内异常增殖后
,

侵人肠壁血管
,

通过血液循环遍布各组织
,

同时血管内的一部分细菌自溶
,

其内毒素使血管的渗透性恶化
,

致血管壁损伤厉害
,

部分红血球逸出
,

出现出血
。

这一推

斯与我们的结果不约而同
。

在他的试验 中
,

未能进行肠道和内脏中细菌的分析以及内毒

素的测定 ;而我们没有作组织病理观察
。

然而彼此的试验得到 了互相补充
,

使结论更加完

善
,

更能反映实际情况
。

产气单胞菌是二龄草鱼肠炎病的致病菌
。

一般来说
,

它进人机体并造成疾病
,

必须具

备若干条件
。

首先要能穿过机体的解剖学屏障
,

又要能在鱼体内生长和繁殖
,

同时还必须

产生一些物质
,

来对抗宿主的防御能力
。

这些物质包括辅助性致病物质和毒素
。

前者虽

不一定具有毒力
,

但可抑制宿主的防御能力
,

使产气单胞菌能在组织中生长
。

这一工作
,

有

待今后进一步研究 ; 而后者主要引起宿主机体发生病变
、

症状
、

甚至死亡
,

其中包括内毒

素
。

据目前所知大多数革兰氏阴性细菌
,

特别是肠道细菌含有内毒素
。

它能引起微血管

舒缩机能紊乱
,

血管通透性改变
〔幻 。

而细菌产生内毒素的多少
,

显然与细菌的数量是密切

相关的
。

因此可以认 为
,

产气单胞菌
—

这一非专一的条件致病菌
,

能在二龄草鱼中大量

繁殖
,

这是致病的基本条件
。

搞清楚除温度之外的
,

促使肠道中病原性产气单胞菌大量繁

植的条件
,

可能对二龄草鱼肠炎病的预防是很重要的
。
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关于一龄(当年)草鱼的肠炎病
,

倪达书(1980)。曾在全国鱼病工作会议上
,

论述
“

草鱼

细菌性肠炎病与草鱼出血病的关系
”
时指出

: 用磺胺孤治疗草鱼肠炎病
,

当年鱼种池的疗

效为盆34 .9 多
,

而一龄以上的疗效为 80 并
,

推测出当年草鱼也还有 30 一40 外 是由细菌引

起的可能性
。

这一推测有待今后进一步研究
。
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