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控制对虾弧菌病药物的实验研究

郑天凌 陈 瑛 李福东 蔡立哲

(厦门大学
,

3 6 1 0 0 5 )

提 要 研究了一株对虾弧菌病病原菌对 24 种药物的敏感性
,

测定了几种抗菌性较强
、

抗

菌谱较广且价格较低廉的药物对该菌的最低抑菌浓度 ( M CI )和最低杀菌浓度 (M B c )以及药物在

海水环境中对该菌作用的有效性和药物联用效果
。

结果表明
,

不同药物具有不同的 M CI 值
,

在特

定的实验条件下
,

药物之间的作用表现为
:

协同
、

拮抗和无关三种结果
,

不同药物在海水中作用时

间不一
。

本文对药物滥施乱用的后果进行了讨论并提出了有效控制病菌
、

合理用药的建议
,

同时强

调在水产养殖活动中
,

在防治微生物病害方面实施生态防治技术的重要性和必要性
。

关键词 对虾弧菌病
,

有效控制药物
,

对虾属
。

当前
,

随着对虾养殖生产中各种微生物病害的不断发生
,

抗生素得以广泛应用
,

然而由于

病原学
、

药物学等方面知识的不足
,

在养殖过程中存在严重滥用乱施药物现象「方金瑞等
,

1 9 9 1 ;朱效斌
,

1 9 9 1 ; A u b e r t 等
,

1 9 9 2 ; Z h e n g
,

1 9 9 1 ] ( Y
a s u d a .

1 9 s o )
。

药物的不合理使用
,

其结

果不但浪费成本
,

使疾病无法得到有效控制
,

而且会造成养殖动物生理障碍及药物残 留
,

污染

养殖水环境
,

使养殖生态系中的正常菌群失调
,

并导致耐药性微生物大量出现
,

从而给日后疾

病的控制带来更大的困难
。

针对上述问题
,

我们以当前对虾养殖生产中危害突出的弧菌病病原

菌为材料进行合理用药探讨
。

一
、

材 料 和 方 法

1
.

药物来源 药敏纸片购自杭州微生物试剂厂
,

实验用抗菌药物为市售药物
。

2
.

试验菌株 试验菌株系本研究组于 1 9 8 8年分离于当地对虾养殖场濒死虾体并作鉴定
。

3
.

实验方法 ①药敏实验
:

以纸片法在肉汤固体培养基上进行
。

经 30 ℃恒温培养 2 h4
,

观

察抑菌圈有无与大小
。

②最低抑菌浓度 (M IC )和最低杀菌浓度 ( M B C )测定
:

采用试管双倍稀

释法测定药物对试验菌株的 M IC 和 M B C 值
。

将抗生素原液 0
.

Zm l 加入第一管中
,

使其浓度为

1 28 雌 /ml
,

倍比稀释至所需管数
,

加入菌液
,

置 30 ℃培养 2h4
。

肉眼观察结果
,

以能抑制细菌生

长的最低浓度为 M IC
。

继续培养 48 h
,

以无细菌生长的最低浓度为 M B C
。

③药物联用 实验
:

采

用棋盘法进行「M oe n er in g 等
,

1 9 7 1 ]
。

单种药物在 联用前后的 M IC 之 比称为小数抑 菌浓度

( F IC )
,

而 F I C 指数 ( F IC
一

I n d e x )则为两种药物的 F IC 之和
。

若 A 药与 B 药联用
,

即联用后的 A

药 M IC 值 /联用前的 A 药 M IC 值+ 联用后的 B 药 M IC 值 /联用前的 B 药 M IC 值一 IF C
A

+

L

收稿日期
:
1 9 9 3

一 0 5
一 0 9

。

( l ) Y a s u d a K
. ,

1 9 8 0
.
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F IC
B

一 F IC指数
。

当 F IC指数镇 0
.

7 5时
,

则两药为协同作用
;
IF C 指数 一 1时

,

两药为相加作用
;

IF C 指数 < 2时
,

为无关
;
IF C 指数 ) 2时

,

则两药为拮抗作用
。

IF C 指数越小
,

协同作用越强
,

若

IF C < 0
.

5则认为两药有显著的协同作用
。

④杀菌曲线
:

将试验菌株接种于肉汤培养液中
,

30 ℃

培养 1 8h
,

稀释使其浓度为 Z x 1 s0 ce ll s /m l
,

移至含有两种药物 的试管 中
,

两种药物的浓度都为
1 4/ M IC

。

25 ℃分别培养 1
、

2
、

4
、

8
、

1 6
、

24 h
,

而后作菌数测定
。

联用管与单独管比较
,

菌落数减少

1 00 倍以上者为协同作用
。

二
、

结 果

1
.

药物敏感试验 用纸片法测定 24 种抗菌药物对试验菌株的药敏实验结果见表 1
。

从表 1

可见
,

实验药物对 2 8 8 0 9菌株所表现的抑菌作用
,

抑菌圈直径大于 30 m m 的有 4种
,

占 1 6
.

7 % ;

抑菌圈在 20 ~ 30 m m 之间的有 14 种
,

占 58
.

3% ;
抑菌圈小于 Z om m 的有 6种

,

占 1 2
.

5%
。

其中氯

霉素和磺胺药的抑菌效果突出
。

而有 3种药物 ( 1 2
.

5% )对试验菌株无抑菌作用
。

表 1 不同药物对 2 88 0 ,菌株的抗菌活性 (抑菌圈直径
: m m )

T a b le 1 A n t i b a e t e r ia l a c t i v i t i e s o f d i f f e r e n t d r u g s a g a i n s t th e s t r a i n 2 8 80 9 ( m m )

抗菌药物 抑菌圈 抗菌药物 抑菌圈

口比呱酸

氟呱酸

磺胺甲基异恶哇 + T M P

氛霉素

磺胺

四环素

复方新诺明

链霉素

庆大霉素

吠喃妥因

妥布霉素

新霉素

3 2

3 0

2 5

2 3

3 O

3 5

3 5

3 0

2 4

2 4

2 4

2 0

映喃哇酮

多粘菌素

丁胺卡那霉素

卡那霉素 工

卡那霉素 V

麦迪霉素

红霉素

土霉素

先锋霉素

乙酞螺旋霉素

卡那霉素

万古霉素

1 5

l 7

2 0

2 5

2
.

M CI
、

M B C 测定 从药敏实验所得结果 中选择几种抗菌谱较广
、

抗菌能力较强且价格

较低廉的药物测定试验菌株的 M CI 和 M B C
。

从表 2可看 出
,

不 同药物的 M IC 值相差较大
。

四环素对该病菌的 M IC 为 0
.

49 拌g /m l
,

为所用实验药物的最低值
。

土霉素为 0
.

98 拌g /m l
,

毗呱酸 1
.

9 5 拼g /m l
,

吠喃哇酮 3
.

9 0 拜g /m l
,

氯霉素 7
.

5 拼g /m l
,

吠喃妥因 7
.

8 拼g /m l
,

T M p

( T r im o t h o p r im i ) 6 2
.

5拌g /m l
。

上述药物对该病菌的 M B C 多数情况下是其 M I C 的 z倍
,

少数

为其 M IC 的 8倍
。

3
.

药物的联合作用 表 3列出几种药物联用时对菌株 2 8 8 0 9的抑菌结果
。

结果表明
,

四环

素与土霉素
、

氯霉素与 T M P
、

四 环素与 T M P
、

吠喃哇酮与 T M P 联用时表现出协同作用 ;吠喃

妥因与土霉素
、

毗呱酸与土霉素联用时表现为拮抗作用
; 土霉素与 T M P 联用为无关结果

。

」
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表 2 实验药物对 2 8 8 0 9菌株的 M l c 与 M B C 值 ( 。 g / m l )

T a b l e 2 T h e M I C a n d M B C o f s o m e d r u g s a g a i n s t t h e s t r a i n 2 88 09 (“ g /m l )

项目 吠喃妥因 吠喃哇酮 抓霉素 毗呱酸 土霉素 四环素 磺胺

M IC

M B( 二

6 2
.

1 2 5

7
.

8

1 5
.

6

1
.

9 5

3
.

9 0

0
.

9 8 0
.

4 9

7
.

8 1 5
.

6 9 6 0
.

9 8 6 4

表 3 几种药物的联用效果

T a b l e 3 T h e e f f e e ts o f t h e e o m b i n a t i o n o f s e v e r a l P a i r o f d r u g s t o w a r d s t h e s t r a i n 2 8 8 09

项 目

,
/
素 _ 素

/ 尹 /
素 _ ,

/
_

酸
/

, 产 /
_ 素
/

四

又
霉 土

丫
M。
星叹

舞 ,

叹
M。 。比

览
霉
礴斌

,M。 四

飞MP

联合前 M IC 值

联合后 M IC 值

增效倍数

F I C 值

结 果

0
.

4 9 / 0
.

9 8

0
.

0 3 1 / 0
.

4 9

0
.

9 8 / 6 2
.

5

0
.

9 8 / 6 2
.

5

7
.

8 / 0
.

9 8 7
.

8 / 6 2
.

5

1
.

9 5 / 1 5
.

6

1
.

9 5 / 0
.

9 8 0
.

4 9 / 62
.

5

7
.

8 / 7
.

8 3
.

9 / 1
.

9 5

0
.

5 / 0
.

5

0
.

0 6 1 / 3 1
.

2 5

1 6 / 2 4 / 4

0
.

5 0
.

6 2 5

协同作用 无关 拮抗作用 协同作用 拮抗作用

3
.

9 / 6 2
.

5

0
.

9 8 / 15
.

6

4 / 4

0
.

5

协同作用 协同作用

一已、口沁O。洲灿只一

4
.

杀菌曲线 药物氯霉素与 T M P 联合

时
,

作用于 2 8 8 0 9菌株 2 4 h 内的联合管菌落数

较单独管减少 1护以上 (图 1 )
,

显示二者有明显

的协 同作用
。

药物土霉素与四环素
、

吠喃哇酮与

T M P
、

四 环素与 T M P 分别联 用对该菌作用
2 4 h 后

,

菌落数均比单独管减少 1 00 倍以上
,

也

表现出协同作用
,

证实了表 3实验结果
。

5
.

菌浓度变化对 M I C 的影响 在菌浓度

不同的情况下
,

测定几种药物的 M IC (表 4 )
。

从

表 4可见
,

菌浓度变化引起 M IC 值大小的变化
,

因药物的不同而异
。

有些药物对不同浓度所测

M IC 变化不大
,

如土霉素
,

当菌浓度为 1护ce n s /

m l 时
,

M I C 为 0
.

4 9拼g /m l ;在 1 0 6 e e l l s /m l 时
,

为

o
·

9 8拌g /m l ;在 1 0 , e e l l s /m l 时
,

为 1
.

9 5拌g /m l
。

而

另一些药物
,

则菌浓度的变化对 M IC 值的影响

极大
,

如吠喃哇酮
,

菌浓度在 10
9

ce n s /m l 时
,

M IC 为 6 2
.

5 拌g /m l ; 而在 1 0
, e e l l s /m l 时

,

仅

0
.

0 2拌g / m l
,

相差 3 1 2 5倍
。

I t寸lh ] ( h )

图 1 氯霉素与 T M P 联用对 2 88 0 9菌株的杀菌曲线

F i g
.

1 B a e t e r i o e i d
a
l

c u r v e o
f th

e e o m b in a t io n o
f

e h l o r a m p h e n ie o l a n d T M P
a g a in s t 2 8 8 0 9

1
.

对照 ; 2
.

抓霉素
; 3

.

T M P ; 4
.

T M P + 氯霉素

6
.

药物在海水中的有效作用时间 采用 2 8 8 0 9病原菌
,

测定几种药物在三种不 同浓度情

况下 (1 M IC
,

4M IC
,

16 M IC )对该病原菌的有效作用时间受海水影响的情况 (表 5 )
。

结果表明
:

在海水环境中
,

不同药物在 IM IC 时
,

对 2 8 8 0 9病原菌的有效作用时间有不同
,

如土霉素和四环
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素仅 6h
,

而吠喃妥因可达 3 h6
,

且药物在海水中作用时间随剂量的加大而延长
。

表 4 菌浓度 ( e e l一s /m l )对 M I C 值 ( p g /m l )的影响

T a b l e 4 T h e e f f e e t s o f g e r m d e n s i t y o n M I C ( , g /m l )

菌浓度

T h 4 P

口比呱酸

吠喃妥因

四环素

氯霉素

土霉素

吠喃哇酮

6 2
.

5

1
.

9 5

7
.

8

0
.

4 9

7
.

8

( 0
.

0 2 > 7 8 0

< 0
.

0 2 ) 12 5 0

( 0
.

0 2

< 0
.

0 2 ) 3 12 5

< 0
.

4 9

( 0
.

0 2 > 3 12 5

125喇250姗溉ō.625

注
: a

.

药物在菌浓度为 1 0
9 e e l l s /m l时的 M I C 与菌浓度 为 1 0

6 e e l l s /m l时的 M I C 之 比 ; b
.

药物在菌浓度为 10 9 e e ll s /m l

时的 M IC 与菌浓度为 l o 3e e l l s /m l时的 M IC 之 比
。

表 5 药物在海水中的有效作用时间 (,J
、
时 )

T a b l e 5 T h e e f f e e t i v e tim e ( h ) o f s o m e d r u g s a g a i n s t th e g e r m i n s e a w a t e r

项 目 吠喃妥因 土霉素 四环素 吠喃哇酮

IM IC

4 M IC

1 2

3 6

3 6

4 8

1 6M IC

12

3 6

1 2

4 8

7 2

三
、

讨 论

抗菌药物主要通过抑制致病性微生物细胞的叶酸
、

肤聚糖
、

核酸
、

核糖体
、

蛋白质等合成
,

从而达到杀菌或抑菌的 目的
。

在前些时期
,

抗菌药物在水产养殖动物病害的防治上起到不可忽

视的作用
。

近年来
,

随着水产养殖业的发展
,

养殖生产中广泛使用了抗生素
,

其中存在几个突出

的问题
,

一是不对症下药
,

乱投滥用药物
;
二是随意混用药物

。

养殖水环境中各种抗生素的存

在
,

必然选择性地促进耐药性微生物的生长与繁殖
,

同时
,

通过微生物间的接合作用
,

这些耐药

性微生物可以传递具有耐药性基因的 R 因子给养殖水环境中的药物敏感菌
,

从而使环境中广

泛地分布着耐药性微生物
,

包括大量的多重耐药菌
。

这一现象将使以后有效控制疾病几乎成为

不可能
。

显然
,

在养殖过程 中
,

药物的乱投滥用
,

其结果不堪设想
。

根据本实验结果
,

我们认为在养殖生产中使用药物时应注意
:

①对于不同的病原菌或同一

病原 菌的不同浓度
,

药物的 M I C
、

M B C 值都有所不同
。

因此水产养殖单位应具备完善的水质

检测设备
,

定时检测养殖水体的微生物种类组成
、

数量变动情况
,

以便做到有效防病
、

针对性对

症下药
。

同时
,

由于海水一般可以缩短药物的有效作用时间
,

因此投药时要考虑到海水对药物
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的影响
,

以便掌握持续用药时间
。

②为 了尽可能减少耐药菌 的出现和有效控制病情
,

联合使用

药物为一好办法
。

我们的实验结果表 明 (表 3 )
:

联用药物 可以大量减少用药量
,

如单用 T M P

时
,

M IC 值为 62
.

s p p m
,

而联合用药时仅需 15
.

6P p m
。

同时
,

各种药物的联合使用可以多方面
、

多途径
、

低剂量而高效地杀死病菌
。

但是
,

联合用药并非是随意混用
,

而需要有实验依据
。

本研

究结果表 明
,

有些抗生素联用时不但无协同效应
,

甚至相互拮抗
。

③任何药物都有一定的毒副

作用
,

并对养殖水环境有多方面的不利影响
,

因此作者认为
,

对虾病害的药物处理只是 目前不

得 已的暂时性手段
,

生态防治才是解决问题的一条好出路
。

因而
,

应尽快地开展海水养殖生态

学的研究「A ub
e rt m

. ,

1 9 9 2二(M ae da
,

1 9 9 2 )
,

尤其是探讨该生态系中主要微生物菌群的作用特

点及其对养殖活动的影响和致病菌的致病条件
,

寻找减少或消除水产养殖环境中病原菌及其

它有害菌群生物量的理化方法和生物学方法「Z h e n g
,

1 9 8 9 ;郑天凌
,

1 9 9 0
,

1 9 9 2 ]
,

优化养殖水

域生态系结构
,

使养殖活动良性循环发展
,

防止病害发生
,

从而产生更大的经济效益
、

生态效益

和社会效益
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