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从大口黑妒病灶上分离的镰状镰刀菌的研究
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�华南师范大学生物系

,
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本文报道了从网箱养殖的大口黑妒 �材忿‘�叩�� �� �� �� 口龙凌占�皮肤溃烂病灶上分离到一株

镰刀菌 ��� 一�
,

人工感染大口 黑妒鱼苗获得成功
�

��� 一� 菌株经鉴定认为是镰状镰刀菌

仔公� 口��� � 少公��� �� 钻距��
。

组织病理切片可见到感染的菌丝
。

��� 一� 玉米碎低温培养物毒素粗

提物中尚未发现有 � 种单端抱霉烯族毒素
,

但对豌豆发芽
、

兔子皮肤反应和三种鱼苗均显示出

毒性
,

提示该培养物存在 � 种单端抱霉烯族之外的毒素
�

��� 一� 对硫酸铜
、

氯化铜
、

食盐
、

小苏

打等不敏感
,

对孔雀绿
、

亚甲基蓝
、

升汞等敏感
�

关健词 大口黑妒
,

溃烂
,

镰刀菌
,

毒性
,

单端抱霉烯族

大 口黑妒【伽�� ��� ��
��� �� �� 口

沁
‘� ��� 即色� ��又称加洲妒

。

�� �� 年从粤西的一个水

库网箱养殖的大 口黑妒中
,

发现一种危害严重的皮肤溃烂病
。

病灶多发生在头部和背鳍

两侧尾部的体表
,

附有大量的丝状物
,

酷似水霉
,

随着病情加重
,

病鱼不断地死亡
。

从病鱼

溃烂处分离出一株镰刀菌
,

经鉴定初步认为是一株镰状镰刀菌【凡
‘。��� 阴少沁‘�� �� 比绝�

�� �� �
�

�� � ��
�
�� 

。

镰刀菌在植物病害
、

兽医学上研究颇多 ��, �】
,

近 �� 多年来发现镰刀菌

对虾
、

蟹等甲壳动物危害也很大�
�】

。

有关镰刀菌感染鱼类的报道只见 � � �� �� 等 �’� 和

� �� �� � 等�� 
�

在我国从鱼体上分离到镰刀菌
,

尚未见有报道
。

现将从大口黑妒溃烂处分

离的 ��卜� 镰刀菌株的形态
、

生理特性
、

组织病理
、

毒性
、

毒素成分分析及对药物敏感性

等研究报道如下
。

材料与方法

� � 材料来源 大 口黑妒病鱼采于粤西一个水库网箱养殖场
。

� � 镰刀菌的分离纯化 按照文献【�� 所介绍的方法制备好分离培养基
。

取病鱼溃烂处

组织用无菌水冲洗 �一� 次
,

置于含有抗生素溶液中浸泡 �仓‘��� ��
。

把一小块组织接种

到斜面或者平板培养基上
,

�� ℃下恒温培养 �一��
,

待长出抱子后
,

进一步分离纯化
。

广东省八五攻关项目内容之一 镰刀菌毒素分析得到中国军事医学科学院毒物药物研究所罗毅研究员的精

心指导
,

在此表示衷心感谢
�

�� � � 年 � 月 � 日收到 � �� � � 年 � 月 � � 日修回
�
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将培养数天的斜面菌种
,

用无菌生理盐水制备成抱子悬液
。

取 �� 尾健康的 �一 �� �

大 口黑妒鱼苗
,

用 �
�

� � 食盐溶液处理 �� � ��
。

其中 �� 尾把左侧背擦伤
,

另 �� 尾不擦

伤
。

各取 � 尾擦伤和未擦伤的鱼苗浸泡于菌丝
、

抱子液中 ��� ��
,

连同抱子液一起置于水

族箱中观察 � 剩下的鱼苗放人不含抱子液的水族箱中作对照观察
。

水族箱水温 �� ℃左

右
,

用充气泵不断充气
,

每天投喂经 �� � �食盐水溶液处理的水丝闯
。

�� 形态
、

培养特性观察 �� ���� 三点培养
、

米饭培养和马铃薯块培养
、

载玻片培养根

据�� 文献的方法进行 � �� 扫描电镜观察 � 取一小块培养 �一�� 的菌块
,

用 ��戊二醛固定
,

分级酒精脱水
、

醋酸异戊醋置换
、

临界点干燥
、

离子喷金后
,

置扫描电镜 � 一��� 型电镜的

�� �� 扫描附件中观察及拍片
。

� � 生理特性试验 用 � �� 配制介一���梯度为 ��不同浓度 � �� 皿 的 �� 液体培养基
,

接

种培养 �� 后记录生长情况
。

配制不同�� 的 �� 液体培养基
,

接种后 �� ℃培养 �� 后观察生

长情况
,

用 � � �一� 便携式酸度计或 �� � � ��  !∀即� 计测定接种前后的 �� 值
�

�� 病理组织切片观察 按照丙菊生等�� 所介绍的方法进行
。

� � 毒性测定 产毒培养
、

粗毒素的制备
、

豌豆发芽抑制试验和家兔皮肤反应试验均按

照文献 �� 进行
。

用水配制成浓度不同的粗毒素提取物的溶液
,

另设丙酮
、

纯玉米碎提取

物作为空白对照
,

将健康的 �一 �� 尾鱼苗投人上述溶液中
,

观察 ��一���
,

记录结果
。

�� 毒素成分分析 样品提取
、

分离纯化和岛津 � �一� � ���� 型气相色谱一质谱联仪分

析均按照罗毅�’��介绍的方法进行
。

��� 药物敏感试验 所用药物有亚甲基蓝
、

孔雀绿
、

福尔马林
、

重铬酸钾
、

红汞
、

氯化汞
、

多菌灵
、

托布津
、

硫酸铜
、

氯化铜
、

小苏打
、

食盐等
。

� 结果

�
�

� 大口黑妒皮肤溃烂症状

病鱼的头部
、

背鳍
、

背部和尾部的皮肤表皮开始先充血发炎
,

随着病情的发展
,

发炎的

皮肤肌肉逐渐溃烂形成圆形或椭圆形的溃烂病灶
,

并
“

长出
”

大量细小的丝状物
,

类似水霉

�图版 � � ��
。

溃烂严重时可使骨骼裸露
,

很快死亡
。

取溃烂处组织镜检
,

发现有大量的细

菌
,

固着纤毛虫和具有分隔的真菌菌丝
,

并可观察到镰刀状的分生抱子
。

从用抗生素处理

过的溃烂组织中分离获得一株镰刀菌
。

�� � 人工感染与镰刀菌的再分离

人工感染大口黑妒鱼苗结果表明
。

发现只有擦伤的鱼才被感染
,

感染的皮肤和肌肉有轻

度溃烂
,

但没有自然发病严重
。

溃烂处长菌丝
,

长势较弱
,

没有自然发病时的菌丝长得旺盛
。

从人工感染的病鱼病灶上重新分离到一株镰刀菌
,

代号为 �创��� �
。

其它试验组均未感染
。

�� � �� �一�镰刀菌的形态
、

培养性状和分类鉴定

��  
�

� ��� 一� 菌丝为分枝分隔多细胞菌丝
,

直径大小为 �
�

�一 �
�

�拜� �图版 � � �� � 具大型

分生抱子
,

弯曲呈纺锤形或镰刀形 �图版 � � �
�

�
�

�
�

���
。

在气生菌丝的侧生单瓶状小梗上

长出大分生抱子 �图版 � � �
�

�
�

�� 少数长出两个大分生抱子 �图版 � � �� � 小型分生抱子呈

椭圆形或棍棒形 �图版 � � ��� �厚垣抱子出现在菌丝中间或顶端
,

单生或串生
,

圆形或椭圆

形
,

表面光滑 �图版 � � ��
。
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��  � � � � 卜� 在 ��� 培养基上呈棉絮状菌丝
,

颜色从白色变为淡褐色
,

培养基的颜色从

培养基本色变为黑褐色 �在 �� � 培养基上
,

菌丝颜色从白色变为黄色
,

培养基的颜色变

为黄褐色
,

其它特征与 �� 上基本相似
。

在马铃薯块上
,

菌丝从白色变为黄绿色
,

�� 长

满菌丝
,

�� � 可见大量成串的厚垣抱子 � 在米饭培养基上
,

菌丝从白色变为粉红色再变为

褐色
,

�� 菌丝只长到 �一�
�

�� � 培养基
。

��  �  不 同浓度 � �� �和 � � 值对 ��� 一� 生长的影响 �表 �
、

��
。

从表 � 发现在 �一

��  � � � 的马铃薯葡萄糖培养基上
,

��卜� 菌丝均可生长 � 在 �一 �� � ��� 浓度时生长

最好
,

��  时生长极差
,

�� � 以上不能生长
。

从表 � 可知
,

� � 在 �
�

�� 以下时
,

��� 一� 不生

长 � � � 在 �
�

� �一�
�

�� 时
,

生长极差
,

不产生分生泡子 � � � �
�

�� 一�
�

�� 时生长很好
,

产生许

多分生抱子
。

接种前后的培养液 � � 值变化不大
。

综上所述
,

参照有关文献【��
,

���
,

初步确定 ��卜� 为镰状镰刀菌 尸介‘�� �� �� ��

表 � 不同浓度的级化钠对 �� 一� 的影晌

� � �
�

� � ��乞� �� � � � ���� �� � � �  �� � �� � �� � � � � �� � �� � � ��� �� � � �� �� �一�

� � ��浓度�� 

! ∀#∃#%&#∋()∗∀)+%&

菌落大小(
em )

C olon y size

菌丝生长

H yPh ae grow th

分生抱子

C onidia

0 5刀 十十十 多

l一3 6 乃一7刀 + + 十+ 多

4一6 4
,

5
一5 0 + + + + 多

7一8 3
.
5 一4乃 + 十+ 较 少

9一 10 2
.
3 一3 j 十+ 很少

11一 13 1
.
1一2

.
1 + 无

14 0 一 无

注
: +示生长;+ +示生长较好

;+斗斗示生长好
;+ + + +示生长很好

;一示不生长

表 2 不同 pH 值对 Ful 一 2 生长的影响

T ab
.
2 E ffe

ets o fdiffe re
nt P H values to F ul一 2

接种前 p H

P H va lues be fo re i
n oeu lati on

接种后 pH

P H values afte
r in oeu lation

生长情况

G row th eases

1
.
98

2
.
57

1
.
9 7

2
.
5 8

3 85

4
.
32

5
.
23

5
.
47(自然 P H )

6
.
45

7
.
62

8
.
75

9
.
86

3
.
84

4 3 2

5
.
24

54 7

6
一

4 4

7

.

6 2

8

.

7 6

9

.

8 6

不生长

菌丝极少
,

有厚垣抱子

菌丝很少
,

有厚垣抱子

菌丝较多
,

有少量分生抱子

菌丝较多
,

有较多分生抱子

菌丝多
,

有较多分生抱子

有大量菌丝和分生抱子

有大量菌丝和分生抱子

有大量菌丝和分生抱子

有大量菌丝和分生抱子
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2. 4 病理变化观察结果

组织病理切片 (图版 I :11) 显示
,

表皮已不存在
,

真皮细胞坏死
,

局部有大量菌丝;肌

肉细胞也部分溶解
,

有些部位也见到菌丝
。

正常组织见不到菌丝存在 (图版 I :12)
。

2. 5 F ul 一2 玉米碎培养物生物毒性

2. 5
.
1 抑制豌豆发芽能力如表 3

。

三个温度培养的玉米碎毒素粗提物对豌豆发芽均有抑

制作用
,

显 出毒性
。

低温 (13 ℃)下 28 d 的毒素粗提物处理的豌豆发芽虽达到 30 %
,

但芽

非常短
,

只有 1
.
sm m 左右

,

显出强的毒性
。

将 40 川毒素滴到刮干净毛的兔子皮肤上 7d

天后出现微红色至深红色
,

表现出弱毒性反应
。

表 3 玉米培养物毒寮粗提物对豌豆发芽抑制作用(发芽温度为 25 ℃)

T ab
.
3 Inhi biti ng effe

ets ofeorn eultu re eru de extraet on Pea see d germ ination

发芽率(% )

G errQin ation tate

毒 性

T oxicity

弱

弱

强

无

无

nU0nUC甘0�曰、,
夕,J
00

口胜
.
且J胜几

材 料

M aterial

30℃培养 7d 后 13℃培养 Zld 的提取物

13 ℃培养 7d 后 30 ℃培养 Z ld 的提取物

13 ℃培养 28 d 的提取物

CK I玉米提取物

C K Z 丙酮液

表 4 玉米培养物毒素粗提物对鱼苗的毒害作用(为 一
24 ℃ )

一 T ab
.
4 T o万d ty o f e

orn
cul t

ure
e ru de ext rac t to 卿

时间
存活鱼苗数 N 切盯be

r
of

s

urv
iv al

石丁 Tim e 粗提物(m g /m l) 丙酮对照(川/nil ) 玉米对照(m g /m l)
f iy 八 、

—
、n ) 尸 , 八 , 尸 J r J r

) I U I ) 仔〕 q J

鱼苗

244872

大口黑妒

M.

sa l用0司跳

0 7 7 7

44
勺.卫劝.里

l4

0

l 4

0

l 4

l 4

44

口..且,‘

0
24海鲤 〔神山us

a侧t拓如仃a l台

八曰
0o
n“,.1, .1山

.

,1.

百花卿

l0

0

l0

l0

n�n“门�.百胜.几

0
24
4872

%

5 0 1
0

1 0
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2. 5. 2 从表 4 可看出
,

F
u 卜2 毒素粗提物对大 口黑妒

、

海鲤
、

百花卿鱼苗均显出毒性
。

大

口黑妒和海鲤鱼苗特别敏感
.

2. 6 镰刀菌毒亲的气相色谱一质谱联用(G C / M S脸测
图 1 为 9 种标准单端抱霉烯族化合物的总离子流图

,

9 个峰代表 9 种标准毒素
。

图 2 为

检测样品 F创卜2 低温玉米培养物提取物的总离子流图
,

与图 1 比较
,

其中峰 270 的保留时间

为 6. sm in 附近
,

与图 1 中标准蔗草镰刀菌烯醇 sC P 的保留时间 6. 50 1而
n 很相近

,

且 SC P 的

离子联合质量为 270
。

虽然具有相同的保留时间
,

还不能确定为同一物质
,

因此进一步进行

质谱分析
。

图 3 为标准 SCP 的质谱图
,

其主要碎片离子峰为 m / 2: 656
,

62
8

,

4 15 3 18

,

1
05

,

以

此为特征离子对 SC P 和 F创卜2 低温玉米培养物提取物进行选择性离子监测
,

证实无 SC P 存

在
,

其结果如图4 所示
,

在 6. 50 1m in 处于 F ul-- 2样品无 SC P 的特征离子峰
。

倪514·
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2. 7 F ul一2 对药物敏感性

对药物敏感性试验结果表明
,

F ul
一2 对亚 甲基蓝 (lm g / L)

、

孔雀绿 (0
.
lm g / L)

、

氯

化汞 (2
.
sm g / L )最敏感;对福尔马林 (10m g / L )

、

多菌灵 (10m g / L )也很敏感
,

对重铬酸

钾 (80 m g / L )较敏感;对硫酸铜
、

氯化铜
、

红汞
、

托布津
、

食盐
、

小苏打等均不敏感
。

3 讨论

从自然发病大 口黑妒皮肤溃烂处不仅发现并分离到镰刀菌
,

同时也发现大量的细菌和

一些固着性的纤毛虫
,

但尚未分离到水霉类真菌
。

因此大 口黑妒发生皮肤溃烂病
,

除了与

镰刀菌的感染密切相关外
,

是否与细菌和原生动物的感染有关? 还要作进一步的研究
。

从试验中发现 F ul 一2 对 pH 值适应能力很强
,

耐盐性也非常高
。

这就提示我们不能

采取调节 pH 值或盐度来控制镰刀菌
。

有关鱼类镰刀菌毒素和毒性的研究
,

目前在国内外未见到有关报道
。

我们从 F ul 一2

玉米培养物毒素粗提物对大 口黑妒
、

海鲤和百花卿三种鱼苗的毒害试验及对豌豆发芽抑

制试验和对兔子皮肤反应试验证明
,

F ul
一2 玉米培养物中确实存在有毒物质

,

但目前尚未

能确定为何种毒素? 美国的镰刀菌毒素研究专家 M iroc hall
’]曾报道过类似情况

,

他们从

世界各地粮食样品中分离到 34 个串珠镰刀菌的大米培养物喂养大鼠以及用从饲料中分

离到的 28 个串珠镰刀菌培养物喂养鸭子
,

发现都有不同程度的毒性
,

但这些菌株的培养

物中都没有检出有单端抱霉烯族的镰刀菌毒素
。

我们尚未能确定 Fu卜2 培养物中的镰

刀菌毒素成份
,

其原因可能是
,

目前仅进行了 9 个常见单端抱霉烯族毒素的标准品对照检

测 ;用 数 据 库 搜 索
,

也 只 排 除 了 不是 这 9 种 毒 素 以 及 7一 D O N
、

15
一 A D O N

、

4 一 15 D A C N IV 及 N S 等另四种该族毒素
。

而单端抱霉烯族毒素就有 70 多种
,

还有 50

多种未做对照检测
,

所以不能排除是其它单端抱霉烯族毒素的可能
。

另外
,

除了单端抱霉

烯族外的镰刀菌毒素还有多种
,

如 F B I
、

F B Z

、

F C 和 W or tm an ni n 等
,

这些毒素也没有进

行对照检测
。

有关 F ul 一2 产生的镰刀菌素素成分
,

还需进一步的深入研究
。
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图 版 说 明

图 版 I
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骨头裸露;2
.
大型分生抱子

x 660
,

相差;3. 一个小梗上长一个大型分

生抱子
x 660

,

相差;4. 一个小梗上长二个大型分生抱子
x 660

,

相差 ;5. 厚垣抱子
x 660

,

相差;6. F ul 一2 菌丝体

的电镜扫描
, x

13 0 0; 7

.

F
u 卜2 镶刀形大型分生抱子和菌丝体的电镜扫描

, x

l3 0 0; 8. 坊锤形大型分生抱子的

电镜扫描
, x

32
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生长发育中的大型分生抱子的电镜扫描
. x 600; 10

.
大型分生抱子和小型分生抱子
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病理切片
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