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点状气单胞菌引起虹蹲感染症及其

病原学机制的初步研究
‘

殷 战 徐 伯 亥
�中科院水生生物研究所

,
武汉 � �。。�� �

马 涛
�山西省水产研究所

, 太原 � �。。。� �

提 要

对山西省朔县省虹蹲试验场 � � � � 年 � 月在亲鱼中爆发的一次流行病进行了病原菌分离
、

培

养
、

毒力试验和详细的生理生化测定
,
确定点状气单胞菌为其病原菌

。

并对该菌胞外产物的致

病性进行了研究
,

通过测定其溶血活性
、

酪蛋白酶活性
、

对鱼致死性以及对其引起的组织病理

学变化的观察 ,初步确定了胞外产物与该菌侵袭力的相关性
。

关键词 点状气单胞菌
,
虹蹲

,

胞外产物
,

组织病理

虹蹲 ��
� ‘。 , � �� ‘�� � �彭�� � 是世界上广泛养殖的一种优良品种

,

深受消费者欢

迎
。

我国适于养殖虹蹲的地方很多
,

但 由于起步较晚
,

对于其养殖和防病技术还尚未深入

研究
,

目前产量还很低
。

在国外
,

研究和报道虹蹲的病害很多
,

其中对点状气单胞菌 ��
‘�

� 。。 口
。

, �洲
‘�� �。� 所引起的虹蹲出血性败血症也有大量的报道

,

并对点状气单胞菌的致

病机制也作了较深人地研究
〔�, ’�〕。 国内

,

王德铭先生在 � � � � 年就对点状气单胞菌引起的

青
、

鱿鱼肠炎病进行了研究
。� � 由于国内有关虹蹲的细菌性疾病工作还刚刚开展

,

目前还

尚未见点状气单胞菌引起虹蹲病害的报道
。

�� � � 年夏
,

山西省虹蹲试验场亲鱼爆发了一次较为严重的流行病
,

其主要症状是
�
体

色发黑 � 肛门充血 � 尸检可见其腹水 �肝脏充血肿大并常伴出血点 � 脾脏充血肿大 �肠壁充

血发炎 �剪开肾脏可见较严重的液化坏死
。

对其进行病原菌分离
,

人工感染试验以及病原

菌的鉴定
,

确定该病由点状气单胞菌 ��
�

� 。 , ‘ �。 �。
� 感染所致

。

还通过对环境和饲养情

况的观察
,

找出其流行的外部条件
。

另外
,

作者还进行了该病的组织病理学和病原�� 外产

物 �� �� ��
� � � �� �� �� � ��� ��

,

� �  � 的初步研究
,

确定了该病的一些病理学变化及其与致

病因子间的相关性
,

获得了病原侵袭力机制方面的一些初步结论
。

本文得到倪达书先生的悉心指导
,

特此深表谢忱
。

�夕� � 年 � � 月 � 日收到
。
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材 料 和 方 法

材料来源 从山西朔县省虹蹲试验场获得病鱼 �� 多尾
,

从肝
、

脾等处分离病菌以及

将肝
、

脾
、

肾等组织固定用以进行病理观察
。

并从该场进口长期存放的鱼粉中分离菌株
。

参

考菌株取已鉴定菌株
。

用作感染试验及病理观察的健康虹蹲
、

草鱼分别取 自该虹蹲试验

场未发病池及本所鱼池
。

分离及鉴定方法 病菌分离采用文献 � � � 所叙述的方法
。

另取进 口鱼粉 �
�

��
,

溶于
�� � � 无菌水中

,

取 �
�

�� �涂布于普通肉汤琼脂平板
,

对平板菌落计数并挑取菌落
。

按文

献 � � 进行生理生化试验及细菌 � � � 碱基成分的测定以热变性温度法测定 � � � � 。�务

值
。

毒力试验方法 将所分离的菌株
,

于 �� ℃ 培养 � ��
,

按 � �
�� ��� � 氏浊赏管稀释成

一定浓度的菌悬液 �� ,

腹腔注射
,

观察病程
。

� � � 的提取
、

浓缩
、

保存及特性测定 方法与报道 � � �� 方法所叙相同
。

采用普通肉

汤培养基和推荐的适于点状气单胞菌生长的一种合成培养基
’夕〕。

� � � 对鱼体毒力的测定 胞外产物溶液以腹腔注射感染病程 � �
。

以灭菌未接种培

养液的浓缩液作为对照
,

并在注射前以 �
�

� �拼� 微孔滤膜除菌并作无菌检测
。 � �  溶液

�� ℃ 水浴 �� � ��
,

再侧定上述各项活性指标
。

组织病理学观察 取殃胚解剖
,

将其肝
、

脾
、

肾组织块浸人 �� ��
� 氏固定液中过夜

后
,

转 入 �� 多 酒精中保存
。

常规石蜡切片
,

�
·

� 染色
。

以健康虹缚组织块切片作为对

照 。 � 二� 人工腹腔注射感染草鱼后 � ��
,

取肝
、

脾
、

肾及注射处肌肉等组织如上述方法操

作
,

以无菌浓缩培养液注射草鱼的各相应组织作对照
。

结 果 与 讨 论

�
�

毒 力试验

� , ,

�� 年 � 月
,

山西省朔县省虹蹲试验场的亲鱼爆发较为严重的病害
,

在当时水温为

�� ℃ 以上的十多天里
,

平均每天死鱼一百多尾
。

从病鱼内胜分离到细菌
,

初筛后
,

毒力较

强的有 � � �  一 � � 一� , � � �  一 � 一 � 。 用 � � � �一 � 一� 再感染虹缚导致发病的殃胚上 重 分 离 到

��
� � � 一 � 一 , �

、

�� � � � 一 �一 , 叭 鱼场当时投喂的是进 口经长期存放的鱼粉
,

其中亦存在大量细

菌
,

计数表明数量为 �� 一 �� � 万个菌 � � 鱼粉
,

从中依菌落形态与分离病原的一致性挑取

若干菌株
。

用上述菌株对虹蹲进行毒力试验 �表 ��
,

从中可见从鱼体中分离的 �� � �一 �� �

斗,

�� � �
一牛一� ,

�� � � � 一牛一尹
,

�� � �夕一 �一尹 都具有较强的毒力
,

而且感染产生的病症均与鱼场

中病鱼症状相似 � 从鱼粉中分离的 �� � � 一� 、�� �  一 � 也具一定毒力
。

�
�

细菌形态及生理生化反应

选用 � � � � 一 �� 一 �、 � � � � 一�一 ,
、 � � � � � 一�一 �� 、 � � � � � 一�一 � � 、��  ! 一� 、�� � �一 � 进行细菌形态

及生理生化反应的观察测定
,

表明这六株菌性状一致
,

现以 �� � �� 一 �一尹 为 代 表叙述
�
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表 � 诸 菌株对虹鳃毒力试验

� � �
�

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

菌 株
�

� � �
��

试验鱼体长
� �� � � � �� ��

�
� � �

试验鱼尾数 平均水温
菌液浓度 死鱼尾数

� � � 女 � � 舀� � � �� � � � �
� ��

��� �� � � �
症
� �

�

梦
� � � ��� �

� � � � �
�

�℃ �
� � � � � � �� �

��
� � �

注射剂量
� � � � � � �

��� � �� ��

� �
� �

� � � ���

色肝丝肿乌肠血体血黑
、,充

发有脾黑大壁� � � �
一 � � 一 � ��

,

一
�� 

一
。

一
”

一
,

一…一一
� � ��

一
�
一
�

�� ���
�

, ��
�

”

� �� …
�

�
。

·

‘

�
斗

� � �名�
一 � 一 ��

� 招 � � 一 �一 �� 簇一卜
一

升
岁

…一��一 卜户一州
…

件一…井
份

� �

…
’

�
‘�

�

� ,

{
0.s

{

,

F P 8 7 一 4

{

弓
·

,

{

,

}

2 ,

{

3

}

。
.l 仁

“

F P a 7一 5

注 : M
eF 系 M eF arland 浊度管

菌体为短杆状
,

0

.

6 一。
.
7 x l

.
8一2

.
。拌m 冲轴直

,

具运动力
,

无芽抱
、
荚膜; 革兰氏染色阴

性
,

其形态特征见电镜照片(图 1)
。

菌株的主要生理生化特征及其与 《伯杰氏系统细菌学

手册))[ 141 中嗜水气单胞菌 (A
.
左y d , 。

p 从l。)

标准性状对比的情况见表 2
,

表中可见 其

与A
.
hydr 口

P 厉la 性状一致
。

3

.

E C P 特性

图 1

F 19
.
1

电镜观察 Rs
s87

一

卜5» 菌株形态及鞭毛
又 1 0 6 0 0

用菌株 R ss 87一 4
一

少 制取 的 E c P 浓

缩液用以进行各项活性测定
,

其溶血活性

测定结果见表 3 ; 两次测定其酪蛋 白酶 活

性表明原培养液中酪蛋白酶活 性 分 别 2
、

2. 5 个活性单位;并且 E C P 也具有对草鱼

可测具
The flagellum of Rs名 8 7 一 4 一 5

s t r a
i
n

(
又 10 6 0 0 )

的致死效应(表 4)o 由表 4 可见 E cP

引起与菌体感染相似的症状
。

将 E C P

定液于 60 ℃ 保温 30 m in, 测定各特性的活性
,

可表明 E c P 的溶血活性水浴后无变化

热稳定性 ;后两者水浴后
,

活性消失
,

表明为热敏性
。

4. 组织病理学观察

从组织切片观察可见正常组织
: 肝细胞排列紧密有序(图版 I:1, 3) ; 脾组织中有完
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表 2 R ss8 7
一
4
一
5 À 菌株与嗜水气单胞菌形状比较

T ab
. 2 C o m Parison of prop er之i e s b

e 亡
w
e e n

A
.
方夕J r o 户五iza an d R ss 8 7

一
4
一
5

R s s 8 7
一
4
一
5

性状
C h araeter

菌株 strain 嗜水气单胞菌

过
.
h y d r o P h ila

十十十十十+十十

十十十十

十+d

十十十+十++十++十++十十十+十+十十十+十十d

端生单鞭毛

运动性

成簇
、

对
、

链排列

呈单个
、

对排列

灰褐色水溶性色素

在营养浸膏上 37 ℃ 生长

氧化酶

硝酸盐还原成亚硝酸盐

赖氨酸脱狡酶 ( M
oller’ s

)

鸟氨酸脱叛酶 (M
o lle: , s

)

精氨酸脱梭酶 (M
oller’ s

)

色氨酸
、

苯丙氨酸脱氨酶

脉酶

淀粉
、

明胶水解

七叶昔水解

半眺氨酸产 H Zs

T w een so 酉旨酶

L 一

组氨酸
、
L

一

精氨酸利用

在无 N aC I 陈水中生长

在 1% 陈水中产侧噪

在 K C N 肉汤中生长 (M
olle r, s

)

O N P G 试验

V
.
P
.
反应

葡萄糖产气

发酵麦芽糖
、

半乳糖
、

海藻糖
、

水杨昔
、

蔗糖
、

甘露醇

发酵乳塘
、

纤维二糖
、

山梨醇

发酵卫 矛醇
、

鼠李糖
、

肌醇
、

木糖
、

棉子糖

降解丙二酸盐

发酵甘油

G + C m ol %

d

5 8一62 59
.
95

注
: + 阳性反应;一 阴性反应 ; d 不规则反应

表 3 E C P 溶血活性 测定

T ab
. 3 H em o lytie aetiv ity m easu re d in the E C P so lu tion o f R ss8 7一 4 一 5 ½

浓缩 E
M ultiPle of E C P

EEE c P 浓缩液稀释倍数数 对照照
DDD ilu tion of th e E C P co neentrateee C ontro lll

11111 1/222 1/444 1/888 l/ 1666 l/3222 l/6444 1/1288888

十十十 +++ 十十 十十 十十 十十 十十 N DDDDD

+++++ +++ +++ 十十 十十
、VVVVVVVVV

+++++ +++ +++ +++ 十十 +++++++++

C O n 心 e n 七r a t e

之注
十 完全溶血 ; 一 不完全溶血 ; w 微溶血 ; N D 未侧
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表 4 E C P 对草鱼的人工感染试验

T ab
. 4 A rtifieial in feetion tests w ith the E C P solu tion o f R ss87一 4 一 5 » o n g r a s s c a r y

培培养基基 鱼均体重(g ))) 试验鱼数数 水温(℃))) E C P 浓缩倍数数 注射剂量量 死亡数数 症 状状
MMM ed iu mmm W eigh t offf N o

. offf 、V a te
r te ---

M
u lt iP le o 王 E C PPP ( m l))) N o

. o fff S y m p to mmm

fffffi shhh te ste d f ishhh m P e r atu r eee C o n C e n tr a teee D o s e P e rrr d e a thhhhh

fffffffffffffi shhhhhhh

AAAAA 1 2
。

000 1 0

卜
l 7777777 0

.
3 火 222 777 体 色发黑腹腹

BBBBB 11。

000
555

1 777 1
555

0

.

3 只 222 ,, 水 , 肝 充血
,

脾脾

BBBBB 14.333 1000 1888 1555 0
.
3火222 l 000 肿大 , 充血 ;肠肠

BBBBB 9 .555 1555 2222 888 0.3义222 l 222 膜充血血

22222222222 1.666666666

注: A 合成培养基 23 ℃; B 普通肉汤培养基

整的椭圆体结构 (图版 I:5 ,
7

)
; 肾小球

、

肾小管完整的结构(图版 H :9 ,
1

1) 和整齐而有

序的肌肉纤维组织的排列(图版 H
:13)

。

而观察病菌或 E c P 注射感染后的组织可见
:
肝

细胞混浊肿胀
,

排列杂乱
,

胞间隙增大 (图版 I:2 ,
4

)
; 脾椭 圆体结构遭到破坏

,

其网状纤维

及含吞噬细胞的壁鞘溃散
,

常见附近血管中大量血细胞涌人(图版 卜6
,

s)
; 肾小管上皮细

胞混浊肿胀
,

并造成肾小管结构崩溃
,

形成空腔(图版 H :10 ,
1 2

)
; 注射 E C P 处的肌肉组

织可见纤维组织出现溃烂
、

松散
,

形成组织坏死 (图版 H :1, )
。

从鉴定结果可见本次分离到的菌株生理生化特征较一致
,

且与嗜水气 单 胞 菌 (A

抑dr
口
p hi 坛) 的描述一致[141

,

点状气单胞菌与嗜水气单胞菌原是两个独立的种
,

由于许多

学者通过研究认为此两者应为同物异名
〔川

,

才在《伯杰氏系统细菌学手册》 中将其合为嗜

水气单胞菌
,

但我们认为点状气单胞菌报道在前
「幻 ,

故按优先律
,

该菌应为点状气单胞菌
。

经观察
,

作为条件致病菌的点状气单胞菌
〔
3.4 ,61 所以引起朔县虹蹲试验场中鱼发病

,

是
.

因为在爆发期间平均水温高达 18 ℃
,

达虹缚养殖温度上限
,

高水温不仅对虹缚产生
“

压

迫
” ,

降低其抗病能力
,

而且还给点状气单胞菌的生长提供了适宜的生长温度
〔
10J ; 另外鱼

场投喂的饲料进 口后长期堆放
,

有些 已腐败变质
,

含大量细菌
,

从中 分 离 的 FP 87一 4
、

F P 8 7
一
5

,

与此次流行致病菌同属一类
,

且具有一定毒力;病鱼体表无症状
,

而脾
、

肝等内胜

的组织病变也属点状气单胞菌的肠道感染类型
〔习。

这些观察均表明此次流行是 由于鱼处

于高温生理
“

压迫
”

状态下
,

体质及免疫机能处于较弱情况下
,

又投喂变质含菌饵料
,

致使

条件致病菌 (A
.
p摊

‘ , 。t。
) 在其最适宜的生长条件下大量繁殖

,

从而导致这次由点状气

单胞菌引起的虹蹲肠道感染病的爆发
。

胞外产物 (E c P )是细菌生长过程中分泌到体外的一个复杂的酶系
,

目前国外许多学

者认为它是点状气单胞菌侵袭力的主要因子
〔6 , “ , 。

据报道 E C P 中含有多种酶的活性
〔6, ‘11 ,

但对EC P 作用的详细机制目前仍是众说纷纭
〔‘

,
‘6] 。

作者通过对病原菌 EC P 的初步研究
,

由 E C P 对鱼的致死效应
、

病症的肉眼观察及组织病理与病原菌引起的相似性认为 Ec P

是与点状气单胞菌致病性相关的
,

并根据其热敏性的致死力认为 E c P 中热稳定性的溶血
-

素以及细菌培养过程中可能产生的脂多糖物质不是其主要致病因子 ;E c P 中蛋 白酶是一

个复杂的系统
,

尚不能认为此次所测的酪蛋 白酶便是 Ec P 中的主要因子
,

有关 Ec P 具

体作用机制还有待于今后的进一步工作
。

对病鱼的组织病理切片观察可见肝
、

脾
、

肾等内脏器官均有显著的病变
,

并与江草周

三等描述的点状气单胞菌引起的肠道感染类型的病理变化相似
〔5 , ‘”。

将 Ec P 注射草鱼‘
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对其引起病变的观察尤有意义
,

这表明 Ec P 可引起与病原菌引起的相似的病理 变 化
。

B
a c

h 等人 (197 8) 在用点状气单胞菌感染沟给 (I
‘。l。。 p嘟

‘ , 。 ; , ,
) 脾的组织病理电

镜观察中
,

曾推测点状气单胞菌 EC P 可引起脾椭圆体结构的破坏
〔7] ,

本实验成功地 证

实了这点
,

从而表明点状气单胞菌的 EC P 可以通过对鱼体脾脏
,

这一重要免疫器官的破

坏
,

导致机体防御系统功能的削弱
,

从而增强病原在鱼体中生存和为害的能力
。
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