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“

白板病
”

致病细菌的研究

陈晓凤 周常义 青 新
(集美大学水产学院

,

厦门 361 02 1)

摘 要 对福建省福清
、

莆田和厦门等地区养殖鳖的
“

白板病
”

病原菌进行了分离培养
、

菌种

鉴定
、

人工感染及药敏试验等研究
,

得知该病的致病菌主要为嗜水气单胞菌 (Ae

~
匆击印瓜勿 )

,

同时还有迟缓爱德华氏菌 (石介旧用城‘如 立刁几左2 )和普通变形杆菌 (尸m 阳。 v
吻

口瓜 )
。

关健词 鳖
,

白板病
,

病原体
,

嗜水气单胞菌
.

迟缓爱德华氏菌
,

普通变形杆菌

199 4 年初
,

在福建省厦门
、

福清和莆 田等地 区
,

发现鳖养殖中出现一种严重 的传染性疾

病
,

该病主要发生在 100 9 以上的大规格鳖
。

病鳖外观身体较厚
,

腹 甲呈 白色
,

故名
“

白板病
” ;

肝肿大
,

呈土黄色或青灰色 ;胆肿大
,

色淡绿 ; 肾贫血
,

发 白 ;脾脏变小
,

色黑或淡红色肿大 ; 鳖的

整体呈现严重贫血状态
。

该病呈慢性死亡
,

由于病鳌个体较大
,

鳖本身价值高
,

故损失严重
。

对该疾病的研究国内外尚未见报道
,

本试验结果有助于对养殖上鳖病的防治
。

1 材料与方法

1
.

1 试验用鳖

试验用的患病鳌来 自厦门
、

福清和莆 田地区鳖养殖场 ;健康鳖购 自厦门某鳖养殖场
。

1
.

2 病原菌的分离

将典型的
“

白板病
”

鳖体表消毒
,

无菌方法从心
、

肝
、

肾和脾等组织取材
,

在营养琼脂平板上

进行划线分离
,

置(30 土 0
.

5) ℃恒温培养 24 h
,

挑取单菌落移种斜面
,

然后进行分离提纯供致病

力试验和细菌学鉴定等
。

1
.

3 人工感染试验

1
.

3
.

1 除菌组织浆悬液人工感染试验

将病鳖的心
、

肝
、

肾和脾等组织无菌操作剪碎
、

研磨
,

加 5 倍生理盐水
,

用赛氏滤器过滤
,

得

除菌组织浆悬液
。

对体重 100 9 左右健康幼鳖 3 只
,

各注射 0
.

5 m L 于后肢基部
,

放于水族箱内

饲养
。

饲养是用 40 cln
x
印 cm

x
40

c m 的水族箱
,

底铺细沙面积约 30 cln
x
4O cln

,

厚 5 一 7
cm

,

水深 15 cln
,

每 日换水一次
,

早晚各投喂幼鳖人工配合饲料一次
,

水温控制在 (30 土 0
.

5 )℃
。

1
.

3
.

2 菌悬液注射人工感染试验

将分离纯化的菌株接种到营养琼脂斜面
,

30 ℃恒温培养 16 h 左右
,

用无菌生理盐水洗下

菌苔
,

配成菌悬液 (菌悬液浓度采用活菌平板计数法计数 )
,

对体重 100 9 左右健康幼鳖于后肢
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基部注射 0
.

3 1llL
,

设对照组 (注射生理盐水 0
.

3 IllL )
。

每组放鳖 3 只于水族箱内饲养
,

饲养方

式同 1
.

3
.

1
,

水温为 28
一 31 ℃

。

每隔 6 或 12 h 观察结果
,

及时收集病鳖
。

1
.

3
.

3 菌悬液浸泡人工感染试验

由于健康幼鳖来源不易
,

故仅对注射人工感染试验 中毒力较强的 2 个菌株进行浸泡人工

感染
。

方法是将营养琼脂平板培养的幼龄菌水洗到无菌烧杯中
,

再稀释到水族箱内
,

菌悬液浓

度 以活菌平板计数法进行
。

每箱放人体重 100 9 左右健康幼鳖 3 只
,

饲养方法同 1
.

3
.

1
。

1
.

3
.

4 菌株再分离

从注射和浸泡感染濒死幼鳖的肝
、

肾和脾等部位
,

同以上方法分离致病菌
,

获得与人工感

染试验所用菌株的菌落
、

菌体形态一致的纯培养
。

1
.

3
.

5 菌悬液小白鼠人工感染试验

对体重 30 9 左右健康小 白鼠腹腔注射 0
.

巧 1llL 菌悬液
,

菌悬液的制备及浓度测定同 1
.

3
.

2
,

设对照组 (注射生理盐水 O
.

15 IllL )
。

每组放小 白鼠 5 只于笼内常规饲养
。

1
.

4 病原菌的鉴定

病原菌的生理生化特性的测定和菌种鉴定按中国科学院微生物研究所细菌分类组 [ 19 78 ]

和 PO
卯ff 和 V e ro n

〔19 7 6」等方法进行
。

各项生化反应均在 (30 士 0
.

5) ℃条件下进行
。

1
.

5 药物筛选

采用药物敏感试纸进行
。

方法是将幼龄菌的菌苔调成菌悬液后
,

均匀涂布于培养基平板

上
,

然后贴上含药物试纸
,

恒温 30 ℃培养 24 h 后观察结果
。

药物试纸购 自上海卫生防疫站
。

2 结果

2
.

1 病原菌的分离

分离获得的菌株
,

经人工感染试验证实 8 株菌可使鳖患病死亡
,

这 8 株菌来源见表 1
。

表 1 试验菌株的来源

R 已润阳口a污 of ex 伴d 曲en 回 目比亩瑙

肝肝脾肝肺肝喉肺肾脾脾肝 胆肝

菌株号

9 拟)10 1

分离日期

1匹粥》毛一 0 1 一 2 2

1性哭》毛一以 一以

T 田旧e l

采样地点

厦门

福清

福清

福清

福清

莆田

莆田

莆田

病鳌重量

约 100 9

约 2功 g

约 23 ) g

2宝玉g

2阳 g

4 75 9

4 75 9

4 75 9

该菌出现且呈优势的部位 供鉴定菌株来源

1性粥》美一以
一
以

19 9 扎一以
一
05

19 9 茎一以
一
05

19多1 一肠
一
29

19 9 4 一肠 一 29

l塑) 1 一肠 一 29

肝
、

脾

肝
、

肺

肺

肝
、

脾
、

肾
、

肺
、

肠

喉肺

�������

注 : l姚 年 4 月 4 日采样 2功 g 左右福清病鳌
,

因已近死亡等种种原因
,

仅进行了肝
、

脾的分离
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2
.

2 人工感染试验

2
.

2
.

1 除菌组织浆悬液人工感染试验

进行了三次除菌组织浆悬液人工感染试验
,

三次注射除菌组织浆悬液的鳖在 30 d 内均一

切正常
,

未见病态及死亡
,

说明该病的病因与病毒无关
。

2
.

2
.

2 菌悬液注射人工感染试验

菌悬液注射人工感染试验中诸菌株对鳖的毒力情况见表 2
。

试验组鳖注射菌液后
,

最初

出现鳖不能钻人沙中的病态
,

以后反应迟缓
、

逐渐死亡
。

由表 2 可以看 出
,

人工感染呈急性死

亡
,

死亡症状与 自然病鳖基本一致
。

表 2 8 株菌株注射感染试验

T a叹e Z ”犯 七涵戈柱onai
e习珍r lr n e n ts of 坷仪柱雌 Ine th od 诫th d gh t st 晓山巧

菌株号 感染菌液浓度(个角
IL ) 剂量 (m L ) 死亡数 / 试验数 感染后发病死亡时间和发病程度

9双〕10 1 2
.

4 x l护 0
.

3 3 /’3 3 2 一 a l h 全部死亡 升井 +

9期〕如 1 l
.

s x l护 0
.

3 3沼 5 一 1 2 h全部死亡 科+ ”‘ “‘

9 好从犯 2
.

4 x l护 0
.

3 3 /3 8 一 1 2 h全部死亡 +++ 井井

9期玫启 l
.

7 x l护 0
.

3 3 /3 8 一 10 d 全部死亡 一 升井

9钊川)7 M亡民 号管 0
.

3 3 /3 15 ~ 24 h 全部死亡 井井升

9 切以犯 2
.

6 x l09 0
.

3 3 /3 1 5 一 24 h 全部死亡 +-++ +-++ ++-+
9托6 刀 2

.

s x l护 0
.

3 3 /3 15 一 IO d 全部死亡 “
+

9期刀叭 2
.

3 x l09 0
.

3 3 /3 15 h 之内全部死亡 +++ 升朴

对照组 生理盐水 0
.

3 3 /3 15 d 内正常

注 :

(l) 试验鳌先在试验饲养条件下饲养 3 d
,

无任何病态
。

(2 )发病程度相对 比较的划分表示为
:
肝呈青紫色或灰 白色

或稍肿大的深紫色花斑状 ;肾贫血 ;脾呈青紫色
、

体积缩小 ;腹腔具腹水
,

胃肠壁充血
。

其中一 表示以上各症状均表现严重
,

‘表示以上各项症状均表现明显
, 十 表示以上各项中某项表现明显

,

而一些病变则表现不明显
。

后期死亡鳖 出现贫血症状
,

腹甲呈纯白色

2
.

2
.

3 菌悬液浸泡人工感染试验

菌悬液浸泡人工感染试验中 2 个菌株对鳖的毒力情况见表 3
。

表 3 9粼月01
、

少协和 2 菌株浸泡人工感染试验

朴由k 3 刀祀 加放山唱
e习珍均口阳七健 加加叱路如g n 犯山txl 讯th g叨40 1 翻记 乡粼川)2 劝俪璐

菌株号 饲养水体中菌液浓度(个 / n正) 死亡数 / 试验数 感染后发病死亡时间和发病程度

+
卜千�书9 4(》1()l

9获月(龙

对照组

4
.

1 x l护

3
.

2 x l护

清水

3 一
回全部死亡

3 一 7 d 全部死亡 」月+ + 十

15d 内一切正常

3/33/30/3

注 :
同表 2 中注 (l )

、

(2 )

2
.

2
.

4 菌株再分离

从注射感染和浸泡感染濒死幼鳖的内脏肝
、

肾和脾等部位
,

均分离到极强优势菌
。

它们的

菌落特征
、

菌体形态以及生理生化反应与从 自然发病的病鳖上分离的完全一致
。

2
.

2
.

5 菌悬液小白鼠人工感染试验

对小白鼠腹腔注射毒力试验结果 (表 4 )表明
,

菌株 9粼卫10 1
、

9
之

沁扣2
、

9书卫旧7
、

9
乙

均仪办l对哺乳
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动物也具有一定 的毒性
,

其 中菌株 9创卫l() 7 毒力最 强 ; 而菌株 9屯卫10 3
,

9创义刃2 毒力较 弱
,

菌株

9喇洲[0 3
,

例众刃3 无毒
。

2
.

3 病原菌的鉴定

2
.

3
.

1 菌体形态
、

培养特征

8 株菌均为革兰氏阴性杆菌
,

无芽抱
、

无荚膜
。

在营养琼脂上均生长良好
,

呈淡乳黄色
,

菌

落半透明
,

表面湿润
、

具光泽
,

均无水溶性色素产生
,

除菌株 9 4沙如7 以外
、

菌落均呈 圆形
、

边缘

整齐
、

中间略隆起 ;菌株 9创洲[() 7 菌落呈扩散状生长
。

在普通肉汤液体培养基上生长特征
:
30 ℃

下 2 4 h 呈均匀混浊生长
,

表面沿壁有微量环状生长
,

铭 h 后表面沿壁环状生长增加
,

呈少量薄

膜状
。

30 ℃培养 24 h 菌落大小
:
菌株 咧众刃2 为 0

.

5
~

,

其它 6 株菌为 1
.

2 一 1
.

5
~

;培养 4B h

菌落大小
:
菌株 9创义刃2 为 0

.

8
~

,

其余 6 株菌为 1
.

8 一 2
.

5
~

。

菌 体 大 小
:
菌株 9创卫旧7 为

0
.

15 阳
x
(0

.

2 一 0
.

3 )阳
,

菌株 9绷叉刃2 为 0
.

5 阳
x
(0

.

8 一 1
.

0 )腼
,

其它 6 株菌为 (0
.

3 一 0
.

4 )

阳
x
(0

.

5 一 0
.

8 )腼
。

鞭毛特征
:
菌株 9翻卫旧7 和菌株 例乃刃2 为周生鞭毛

,

其它 6 株菌均为极生

单鞭毛
。

飞知b le 4

表 4 小白鼠腹腔注射毒力试验

A比近曲心y 如山沈ti o . ‘ 邵碘r “n 田ts on tl犯 inj eC 肠O1 ” gi彻 to n 公ee

护护护护11
、
且
�.111

菌株号

9 扰)10 1

感染菌液浓度 (个角正) 剂量 (
n 止) 死亡数/ 试验数 再分离结果

3
.

s x

4
.

S X

4
.

g X

2
.

3 X

0
.

15 1/5

0
.

15 2 / 5 肝
、

肾均见 此菌

肝
、 ’

肾均见 此菌

Me
伟 号管

3
.

o x l护

3
.

2 x l夕

4
.

4 x l护

生理盐水

肝
、

肾
、

心
、

脾均见此菌

3/50/54/51/50/52/50/5
尸办一匕�廿�廿���办一匕卫1111111111111.

⋯
,
.-0000000

日目月闷屹晒石召
�

起刹润润州州州汗
」

注 :
再分离结果是指对注射发病濒死小白鼠进行常规细菌再分离的结果

2
.

3
.

2 菌株的生理生化反应

8 菌株生长温度范围为 22
一 39 ℃

,

在 9℃以下不生长
,

其中菌株 9绷义刃2 在 巧℃ 以下不生

长
,

在 43 ℃也不生长
。

PH 生长范围为 5
.

5 一 10
.

0
,

其中侧乃刃2 菌株为 5
.

5 一 9
.

0
。

所有菌株在

无 N aCI 的陈水中生长良好
,

菌株 9翻卫困7 在 Na a 含量为 7 % 以内的陈水 中可生长
,

在 9 % 时则

不生长
,

其余各菌株在 N aC I 含量 为 3 % 以内的陈水中可生长
,

5 % 时不生长
。

8 菌株的生化及

糖发酵特征如表 5
。

从表 5 可以看 出
,

各菌株生理生化性状的差异
,

及其和模式的嗜水气单胞

菌
、

迟缓爱德华氏菌
、

普通变形杆菌比较
。

9 4 0 101
、

9书卫困l
、

9书) 旧2
、

9创卫团3
、

9《冶抬
、

9《启只 六菌

株均为嗜水气单胞菌 ( A
e ro lno nas 声1yd 叹)P}

王ila ) ;菌株 9创卫旧7 为普通变形杆 菌 ( 尸阳了
e us vu lya ris );

菌株 9书叉刃2 为迟缓爱德华氏菌 (石苗飞叹动ic lla ta油 )
。

2
.

4 药物筛选

8 株菌对药物的敏感程度不同
,

8 株菌均较敏感的药物有妥布霉素
、

丁胺卡那霉素
、

新霉
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素
、

庆大霉素
、

氟呱酸 ;均较不敏感的药物有先锋霉素
、

麦迪霉素
、

洁霉素等
。

其中
,

菌株 9屯义刃2

对大多数药物敏感
,

而菌株 9创卫[0 3
、

9《6 只
、

9《6 只
、

9组卫ID 7 对多数药物均不敏感
。

8 株菌对抗

药物的敏感性详见表 6
。

表 5 8 株菌株生理生化反应

T a川 e 5 Th
e bi以山曰抽回 d 以ra cte d 吏cs of d 沙t 引全ai ns

9 如10 1 9 好期)1 9 好获龙 9叨刚刀 9 《冶羌 多公孙姜 A
.

与价即用la g 扰冲)7 尸
.

。,

伽价 9 切6 犯 E
.

ta 八么1

+++F+十++++++F+++++++ ++++F+十+++

十十十+十++十+十++十++十++十++

F

十

十 或 一

十

++

F+++十F十十+++F十+十++F十十十++F十十+++F十十+++

d+

+
.

d++

F+++十++

测 定 项 目

氧化酶

接触酶

动力

玩S 双糖铁
O / F 试验

葡萄糖产酸

葡萄糖产气

硝酸盐还原

I( 靛基质)

M
.

R
.

V
.

P
.

柠檬酸盐利用

尿素

丙二酸盐
七叶昔

淀粉

明胶
赖氨酸脱玫酶

鸟氨酸脱梭酶

精氨酸双水解酶

葡萄糖酸盐

苯丙氨酸脱氨酶

甘露糖
蔗糖

L 阿拉伯糖
甘露醇

水扬素
草糖

麦芽糖
木胶糖

乳糖
肌醇

、

棉子糖
、

蜜
二 糖

、

侧 金 盏 花
醇

、

纤 维二糖
、

卫

茅醇
、

鼠李糖
、

山

梨醇

印l四 (1 0 傀)

0/ 1四 (1功愧)

无盐肉汤生长
3 % 盐肉汤生长

6% 盐肉汤生长

8 % 盐肉汤生长

+ w + w

+
+ 2

+ d

十 十

++十+

十+++++ ++十+

+ ,

十 一

+ ,

十 ~

+ ,

十 “

十,

+ ~

++十+十+++

+ _

+

十 十 + + +

W22++++++ w + w 十

+

十 十十 十d+

++

dd++

十++十+++

++十++

+++++++

+++

+十十++十+

十斗

+++

衬

RR++RR++RR十+RR++RR++RR十+RR++

注 : “ + ”

阳性反应 ; “ 一 ”

阴性反应 ; “ d’’菌株间具差异 ; “R’
’

具抗性 ; “ + w ”阳性迟缓 ; “ 十 “”或
“ + 2 ” 阳性出现在第 5 天或第

2 天

3 小结与讨论

嗜水气单胞菌
、

普通变形杆菌和迟缓爱德华氏菌是引起厦门
、

莆 田与福清地区鳖
“

白板病
”
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的致病菌
。

嗜水气单胞菌见于各地 区采样病鳖 ;而普通变形杆菌仅见于福清地 区采样其中一

只病鳖肺部 ;迟缓爱德华氏菌则仅见于莆田地区鳖
,

但可在病鳖体内肝
、

肾和脾等多个部位分

离到
。

说明嗜水气单胞菌是常见的引起该病的主要致病菌
,

迟缓爱德华氏菌是另一常见菌
,

而

普通变形杆菌则 出现较少
。

嗜水气单胞菌广泛存 在于水体
,

也是淡水鱼类的致病菌 「孙其焕

199 1
,

徐伯亥 1卯3
,

殷 战 199 2」
,

对经济水产动物如鳗鲡 [陈会波 1 99 2」
、

牛蛙 [陈晓凤 199 5」同

样具有致病力 ;迟缓爱德华氏菌是养殖鳗鲡的主要致病菌之一〔韩先朴 1989
,

王国 良 199 3 ] ;而

普通变形杆菌则较少出现在水产动物疾病中
,

本试验结果恰好与此情况相似
。

从对小 白鼠的

毒力感染试验中
,

如变形杆菌 9山卫旧 7 菌株对其具较强的毒力
,

而嗜水气单胞菌 9书) 如3
、

9
乙

心印3

菌株不具毒力
,

看出有的是冷血动物和温血动物的共患菌 ;而有的仅对冷血动物致病
,

说明不

同菌株对不 同动物具有不同的亲嗜性
。

表 6 8 株菌对抗菌药物的敏感性

T a悦e 6 Se
l石i柱讨ty of th e d ght sb 耐l” to an ti悦o ti cs

药物
菌 株

9 拟)10 1 9好如 9 切刚犯 9切目刀 性科O奴】7 9 切6 犯 9 如6 刀 9拟刀)1

++++-++.

++井+l升升++升+一朴朴

+
+++
++

-+++-H+
+

+++柑朴
+

+++
++

+++朴
l朴井+

+++
++朴朴-并朴+

+++
++朴井升-++++++
++

+++
++升-H+朴+-++-H+
++

-H+
++升+-++-++-H+-H+
+

+朴++

二

+�十井++

一+�书
十+

先锋霉素 5 号

妥布霉素

竣节青霉素

多粘菌素 B

丁胺卡那霉素

新霉素

链霉素

庆大霉素

氟呢酸

头抱拉定 (先 6)

先锋霉素 I

四环素

氯霉素

痢特灵

氨节青霉素
青霉素 G

红霉素

洁霉素

磺胺甲基异恶哩 + 1侧P

麦迪霉素

斗于 +

+ + 十

注 : “

一
”

表示高度敏感
, “

升
”

表示中度敏感
, “ + ”

表示敏感
, “ 一 ”

表示不敏感

鳖的
“

白板病
”

是近年来 出现在养殖中的新疾病
,

特别是冬季加温的大棚 内
,

分析病 因
,

细

菌的作用是主要的
,

特别是细菌对肝
、

脾和肾的损害严重 ;另一方面
,

近年来鳖养殖中乱用药

物
,

特别是抗菌素大剂量
、

长时间的应用对肝
、

肾
、

脾的损害严重
,

机体抵抗力减弱
,

更容易感染

细菌而发病
。

另外
,

冬季加温饲养
,

燃料费用高
,

换水不易
,

水质恶化
,

水 中有毒物质 (如 玩 S
、

氨氮等等 )含量高
,

不 良环境 的作用
,

亦是造成细菌感染 的诱发因素
。

故对
“

白板病
”

的防治
,

应

从改 良水质
,

禁 止乱用药物
,

并及时发现早期病鳖
,

给 以有效药物进行治疗
。

我们建议
“

白板

病
”

的治疗宜采用妥布霉毒
、

丁胺卡那霉素
、

新霉素
、

庆大霉素和氟呢酸等药物
。

本文承蒙福建马尾联合水产饲料公司资助经 费
,

福建省卫生 防疚站 陈拱立主任鉴定致病 菌种名
,

在此一并致谢 ! 青

新同志 系本院淡养 95 届 学生
。
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