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摘要! #$$C 年 %$ 月江苏赣榆地区某养殖场养殖的三疣梭子蟹出现大量死亡!症状主要表现

为'病蟹行动缓慢%不摄食!蟹体消瘦!打开头胸甲可见肝胰腺%鳃%肌肉等内脏组织水肿!部分

肝胰腺和肌肉组织呈腐烂状$ 从患病梭子蟹肌肉%肝胰脏%体内积液中分离到大量优势生长的

细菌$ 人工感染试验!证明分离菌"'̀$C%%#$E%#对健康三疣梭子蟹具有很强的致病性$ 对分

离菌进行了形态特征%理化特性等常规表型生物学检验!同时利用分子生物学方法测定了代表

菌株的 %"0:*+,和 5*(Z基因序列!其中分离菌 %"0:*+,基因序列长度为 % @<% TU"登录号

1X%?$"#"#!5*(Z基因序列长度为 % %=" TU"登录号1X%?$"#?#!分析了 %"0:*+,和 5*(Z两

种基因序列的同源性$ 根据分离菌的表型及分子生物学特性!判定该菌为肠杆菌科枸橼酸属

的弗氏柠檬酸杆菌$ 定居因子抗原 &J2 是肠杆菌科产肠毒素细菌的一种重要致病因子!利用

特异性引物进行&J2基因的B3*扩增!分离菌可以扩增出大小在 %$$ TU 的基因片段!表明本

次分离的病原弗氏柠檬酸杆菌具有&J2毒力因子$

关键词! 三疣梭子蟹& 弗氏柠檬酸杆菌& %"0:*+,& 5*(Z& &J2

中图分类号! 0C%?& XC! ;!!%& XC!C7C%&&&&&&&文献标志码',

&&三疣梭子蟹#E'(4+%+,4(/4+98(&+624+,$又称梭

子蟹)枪蟹)海螃蟹"隶属于甲壳纲#3:R\P9OQ9$"

十足目#>QO9U5M9$"梭子蟹科#B5:PRJGM9Q$"梭子

蟹属#E'(4+%+,$"广泛分布于中国)日本)朝鲜及

马来西亚群岛等海域*%+

"是一种食用与药用价值

较高的大型海产经济蟹类"%C=% 年被列为我国海

洋水产养殖对象"现已成为中国沿海地区重要的

养殖蟹类(

从 #$ 世纪 <$ 年代开始"国内外学者相继对

三疣梭子蟹生活习性)胚胎发育)超微结构观察和

核型分析等方面做了广泛的研究*# ;@+

"有关三疣

梭子蟹疾病的研究"许文军等*<+于 #$$@ 年曾报道

在浙江舟山地区养殖梭子蟹发生%牛奶病&导致

大量死亡的情况"并进行了病原的分类鉴定"确定

为血卵涡鞭虫#@8-24'</%/+-$( 王国良等*"+对

三疣梭子蟹肌肉乳化病病原菌进行分离及致病性

研究"经证实为溶藻弧菌#R/9(/' 265/%'6*4/&+,$和

葡萄牙假丝酵母菌 #02%</<2 6+,/42%/28$共同感

染( 王 高 学 等*?+ 报 道 恶 臭 假 单 胞 菌

#E,8+<'-'%2,1+4/<2$可导致三疣梭子蟹暴发疾

病"并对其病原性和生物学特性进行了研究"此外

一些学者报道过三疣梭子蟹黑鳃病*=+

)甲壳溃疡

病*C+

)才女虫病和阿脑虫病等(

#$$C年 %$月至 %% 月江苏赣榆沿海养殖的梭

子蟹出现大规模死亡"发病非常迅速"传播面积很

广"死亡率高达 @$W( 病蟹主要症状为蟹体消瘦"

不摄食)行动缓慢"掀开头胸甲可见肝胰腺)肌肉组

织水肿"并有大量浑浊的积液"严重者肌肉糜烂并

伴有腐臭的气味( 通过光学显微镜观察排除真菌

及寄生虫感染( 本研究利用从病死蟹体内分离得
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到的优势菌株对健康梭子蟹进行人工回感试验以

确定其致病性"并采用常规的细菌表型特征及生理

生化特性测定并结合分子生物学 %"0:*+,和

5*(Z两对基因序列的系统发育学分析等方法对病

原菌进行了分类鉴定'同时针对肠杆菌科细菌的主

要毒力因子,,,定居因子抗原 &J2 基因进行了检

测"同时对病原菌进行了耐药性试验"以期能为三

疣梭子蟹病原多样性研究及进一步查清其发病机

理)传播途径及有效的防治提供参考(

%&材料与方法

!&!'病原菌的分离纯化方法

材料来源&&病蟹样品于发病高峰期取自连

云港赣榆地区某三疣梭子蟹养殖场( 所检病蟹头

胸甲宽度为 %$ _%! OF"体质量为 %"$ K( 病蟹主

要症状为行动迟缓)不摄食"打开头胸甲可见体腔

内积有大量浑浊液体"肝胰腺及肌肉等内脏组织

轻度糜烂"鳃丝发白并伴有杂物(

细菌的分离纯化&&无菌操作取患病梭子蟹

病灶组织"分别以其肝胰腺)肌肉)淋巴液为材料"

划线接种于普通营养琼脂培养基"#= a培养 #@ I

做细菌分离"结果所检的 %$ 只病蟹均分离到菌落

数量分布不等但大量优势生长的菌落( 代表菌株

编号为 '̀$C%%#$E%(

!&('人工感染试验

试验材料&&健康梭子蟹购自连云港赣榆佳

信水产开发有限公司"平均体质量为 <$ K"头胸甲

长= _%$ OF"饲养于实验室养殖槽中( 健康的三

疣梭子蟹大眼幼体)幼蟹
'

_

$

期"暂养于实验

室( 取分离得到的纯培养菌株 '̀$C%%#$E% 作为

供试菌做致病性试验"无菌操作接种于普通营养

肉汤中"#= a恒温培养 %= I"制成菌悬液( 试验

共设 < 组菌液浓度梯度"分别为 ! ]%$

=

)! ]%$

?

)

! ]%$

"

)! ]%$

<

)! ]%$

@

3.)AF-( 试验分为成蟹

注射感染)创伤浸泡感染和对照组及幼苗#大眼

幼体及
'

_

$

期幼蟹$的浸泡感染和对照组(

成蟹注射感染 &&试验用蟹选用暂养 % 周

后的健康梭子蟹"每组梯度菌液经第 ! 步足关节

薄膜处接种于 = 只健康梭子蟹"每只梭子蟹接种

$7% F-'同时设立接种同剂量)同批无菌营养肉

汤作为对照(

成蟹创伤浸泡感染&&利用灭菌解剖刀将梭

子蟹第 ! 步足划破"直接浸泡于各浓度的菌液中"

对照组直接划破置于清洁过滤海水中暂养( 试验

梭子蟹均隔离养殖于试验水族箱中"每 # 小时进

行一次观察"并记录其感染后的发病与死亡情况"

并对感染发病的梭子蟹均在无菌操作下进行细菌

的再分离培养"以引起试验梭子蟹发病死亡并能

重新分离回收到原感染菌作为分离菌致病性的判

定标准(

大眼幼体及幼蟹浸泡感染 &&供试验用的

菌液浓度仍为上述 < 组梯度"每组梯度放置大眼

幼体 !$ 尾"每组设置 ! 个平行(

'

_

$

期幼蟹也

按照此方法进行试验( 对照组同样投放 !$ 尾大

眼幼体和对应的各期幼蟹并加入等量的灭菌海

水( 每隔 % 小时观察记录死亡情况(

!&*'细菌形态特征观察和理化特性检查

取纯培养菌 '̀$C%%#$E% 进行革兰氏染色镜

检形态( 同时将供试菌株接种于普通营养琼脂培

养基)##%"2海水培养基及D3Z0培养基中"#= a

培养 #@ I 观察生长情况( 将供试菌株无菌操作

接种于细菌理化特性反应管中"按照常规方法进

行硝酸盐还原)(E.试验)4EB)8*试验)氧化酶

反应及糖#醇)苷$类代谢等较系统的理化特性测

定( 细菌各项生理生化指标的测定参照/伯杰氏

细菌鉴定手册0

*%$+

#第九版$和/常见细菌系统鉴

定手册*%%+中的方法进行(

!&+'细菌的分子鉴定

B3*模板 >+,制备&&水煮法提取 >+,

模板"主要步骤!取纯培养细菌接种于普通营养肉

汤中 #= a培养 %= I"吸取 # F-置于离心管"

%# $$$ :AFGJ离心 # FGJ 弃上清"用 %$$

#

-灭菌

双蒸水将沉淀悬起之后于 %$$ a水浴锅内煮沸

%$ FGJ冰浴冷却"再煮沸 %$ FGJ后于 @ a %# $$$

:AFGJ 离心 %$ FGJ"上清液即为模板 >+,"于

;#$ a冰箱保存备用(

%"0:*+,!5*(Z基因序列的 B3*扩增与测

序&&%"0:*+,和 5*(Z两种基因序列的 B3*

扩增方法参照张晓君等*%#+的方法进行( 利用生

工生物工程#上海$有限公司的>+,快速纯化试

剂盒进行 B3*产物的回收纯化( 纯化产物直接

送至上海生工进行测序分析(

%"0:*+,和 5*(Z基因序列同源性分析&&

将菌株 '̀$C%%#$E% 的 %"0:*+,基因和 5*(Z基

因序列通过 +3Z/的 Z-,0D检索系统进行序列

同源性分析"并使用 36R\P96k #7$ 软件与从

!*"
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! 期 阎斌伦"等!三疣梭子蟹病原弗氏柠檬酸杆菌的分离鉴定及定居因子抗原基因检测 &&

Q̀JZ9JS数据库中获得的核酸序列相似性较高的

菌株序列进行多序列比对"并进行序列同源性

分析(

!&,'定居因子抗原(='基因检测

检测定居因子抗原&J2基因的B3*扩增的正

向引物序列 3:P@.!<VED33,̀ 3̀ 3,DD3,E!V'反

向序 列 3:P@*! <VED33,̀ 33DD3̀ 3̀,,,3̀ E

!V

*%!+

( #$

#

-体积!灭菌双蒸水 %!7<

#

-"%$ ]

B3*缓冲液 #

#

-"%7< FF56A-8K36

#

#

#

-"@ ]

M+DB混合液 $7<

#

-"引物各 $7%

#

-"< )A

#

-的

G2H >+,聚合酶 $7!

#

-"模板 %7<

#

-( B3*反

应条件为 C@ a预变性 %< FGJ"C@ a变性 %< \"

"$7< a复性 % FGJ"?# a延伸 # FGJ"!$ 个循环后

?# a温育 = FGJ( 之后将产物经 %7#W琼脂糖凝

胶电泳分析( 实验所用菌株包括本次分离鉴定的

弗氏柠檬酸杆菌 # '̀$C%%#$E%$)嗜水气单胞菌

#分离自东方虾$)鳗利斯顿氏菌#分离自半滑舌

鳎$)副溶血弧菌#分离自凡纳滨对虾$)温和气单

胞菌#分离自泥鳅$)哈氏弧菌#分离自矛尾复虾

虎鱼$(

!&.'病原菌耐药性试验

采用常规琼脂扩散#纸片$法对经过鉴定的

菌株进行 @= 种常用抗生素的耐药性检测( 于

#= a培养 %" I后进行观察并记录抑菌结果"根

据抑菌圈的大小判断病原菌对药物的敏感程

度*%@+

( 所用药敏纸片均购自杭州天和微生物有

限公司(

#&结果

(&!'病原菌菌落和形态观察及培养特性

病原菌在普通营养琼脂平板上其菌落特征为

圆形)表面光滑)边缘整齐)中央稍隆起)不透明或

半透明)淡黄色"培养 #@ I 检查直径多在 %7< FF

左右"生长丰盛'纯培养菌在 ##%"2海水培养基上

的菌落特征与在普通营养琼脂培养基上的基本一

致"生长良好( 然而纯培养菌在D3Z0培养基上不

生长( 革兰氏染色结果显示"被检细菌为革兰氏阴

性)短杆状)散在)两端钝圆( 在普通营养肉汤中

#= a培养 #@ I"呈均匀混浊生长"试管底有点状菌

体沉淀#摇动后呈线状上升易消散$(

(&('供试细菌的致病性

对成蟹的致病性&&健康梭子蟹成体在人工

感染供试菌株后"短时间内出现死亡情况"而对照

组梭子蟹在实验观察期内均正常未出现死亡"具

体情况见表 %( 取感染死亡的梭子蟹进行细菌学

检查"并作革兰氏染色镜检"结果发现在形态特征

上同原感染菌"而且在死亡梭子蟹内脏组织及淋

巴液中再次分离到原感染菌"再分离的细菌经细

菌学特征鉴定"其性状与原菌株一致(

表 !'_WXR!!(X0! 菌株对健康梭子蟹的感染试验

/34&!'2H3>>8?@8A89A=<7%,)4,.>-)(.5',./G6AH69=>3A89A536?_WXR!!(X0!

注射组#3.)AF-$

GJjQOPG5J

菌液浓度 O5JOQJP:9PG5J

试验蟹A只

J575[O:9T

死亡数A只

J575[MQ9M O:9T

感染率AW

GJ[QOPG5J

浸泡组 GFFQ:\G5J

试验蟹A只

J575[O:9T

死亡数A只

J575[MQ9M O:9T

感染率AW

GJ[QOPG5J

! ]%$

=

= = %$$7$ = = %$$7$

! ]%$

?

= = %$$7$ = = %$$7$

! ]%$

"

= ? =?7< = < "#7<

! ]%$

<

= ! !?7< = # #<7$

! ]%$

@

= $ $ = $ $

对照组 O5JP:56 = $ $ = $ $

&&对大眼幼体及幼蟹的致病性&&各期的梭子

蟹幼蟹及大眼幼体在不同浓度的菌液里"呈现出

不同程度的死亡情况"当菌液浓度较高的 ! ]

%$

=

)! ]%$

?

3.)AF-时"幼苗在短时间## _@ I$

即可出现死亡"而在菌液浓度为 ! ]%$

"

)! ]%$

<

3.)AF-时"死亡时间延长"死亡率也降低"而当

菌液浓度为 ! ]%$

@

3.)AF-时未出现死亡( 而

且从致病性结果看出"随着梭子蟹幼苗的成长"死

亡率呈现小幅度的降低#表 #$( 各组试验中对照

组梭子蟹及幼苗均未出现死亡现象( 由此可以证

实分离菌 '̀$C%%#$E% 菌株为梭子蟹大量死亡的

病原菌"并且具有相当强的致病性(

"*"
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表 ('_WXR!!(X0! 菌株对健康梭子蟹幼苗的感染试验

/34&('2H3>>8?@8A89A=<P:J8?6>87%,)4,.>-)(.5',./G6AH69=>3A89A536?_WXR!!(X0! b

大眼幼体 FQK965U9

, Z 3

'

期幼蟹 jR^QJG6QO:9T

'

, Z 3

)

期幼蟹 jR^QJG6QO:9T

)

, Z 3

$

期幼蟹 jR^QJG6QO:9T

$

, Z 3

! ]%$

=

%$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$

! ]%$

?

%$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$ %$$7$

! ]%$

"

?"7? ?!7! ?!7! ?$ ?!7! ?!7! ""7? "!7! "!7! <!7! <"7" <$7$

! ]%$

<

#"7? #"7? #"7? #"7? #"7? #!7! #!7! #!7! #$ %"7? %!7! %!7!

! ]%$

@

$ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

对照组 O5JP:56 $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $ $

(&*'病原菌生理生化特性

菌株 '̀$C%%#$E% 氧化酶阴性'47B7反应阴

性'发酵葡萄糖产酸产气'具有运动性'还原硝酸

盐'淀粉酶阳性)明胶酶阴性'利用葡萄糖)麦芽

糖)甘露糖)枸橼酸盐)山梨醇)蜜二糖等"不利用

丙二酸盐)蔗糖)棉子糖)阿拉伯醇)卫茅醇)苯丙

氨酸脱氨酶)脲酶等'具体供试菌主要生理生化特

性见表 !(

表 *'_WXR!!(X0! 株的生理生化性状

/34&*'1HF96=>=@6"3>3?;46="H876"3>"H353A856̀3A6=?9=<69=>3A89A536?_WXR!!(X0!

特性

OI9:9OPQ:

分离菌

G\569PQ\

弗氏柠檬酸杆菌.

0CJ(8+%<//

特性

OI9:9OPQ:

分离菌

G\569PQ\

弗氏柠檬酸杆菌.

0CJ(8+%<//

!? a生长 K:5bPI 9P!? a l l

!

E半乳糖苷酶 (+B̀ l l

氧化酶 5cGM9\Q ; ; 丙二酸盐利用 F965J9PQ ; ;

接触酶 O9P969\Q l l 枸橼酸盐利用 OGP:9PQ l l

(E.试验 (E.PQ\P . . 醋酸盐利用 9OQP9PQ l l

动力 F5PG6GPd l l 酒石酸盐利用 P9:P:9PQ l l

葡萄糖!产酸

K6RO5\Q"9OGM U:5MROPG5J

l l 粘液酸盐利用 FRO9PQ l l

产气 K9\U:5MROPG5J l l 海藻糖 P:QI965\Q l l

乳糖 69OP5\Q l l 棉子糖 :9[[GJ5\Q ; M

麦芽糖 F96P5\Q l l 果糖 [:ROP5\Q l 1

甘露醇 F9JJGP56 l l 蜜二糖 FQ6GTG5\Q l M

甘露糖 F9JJ5\Q l l 纤维二糖 OQ665TG5\Q l M

蔗糖 \RO:5\Q ; M 甲基红 8*PQ\P l l

阿拉伯糖 9:9TGJ5\Q ; l 4EB试验 4EBPQ\P ; ;

阿拉伯醇 9:9TGP56 ; ; 葡萄糖铵 K6RO5\9FGJQ l l

木糖 cd65\Q l l

1

#

0产生 1

#

0U:5MROPG5J

l l

半乳糖 K969OP5\Q ; l 硝酸盐还原 JGP:9PQ:QMROPG5J l l

山梨醇 \5:TGP56 l M

"

E甲基E>E葡糖苷

"

EFQPId6E>EK6RO5\GMQ

; ;

苯丙氨酸脱氨酶

UIQJd6969JGJQMQ9FGJ9\Q

; ; 吲哚 GJM56Q ; ;

卫茅醇 MR6OGP56 ; M 淀粉酶 MG9\P9\Q l ;

胆汁七叶苷 Q\OR6GJ l M >+,酶 >+9\Q ; ;

苦杏仁苷 9FdKM9PGJ ; 1 明胶酶 KQ69PGJ9\Q ; ;

水杨苷 \96GOGJ ; 1 +936$W l 1

卵磷脂酶 6QOGPIGJ9\Q ; 1 && %W l 1

脲酶 R:Q9\Q ; M && !W # l$ 1

h3+生长 h3+K:5bPI l l && "W ; 1

鼠李糖 :I9FJ5\Q l ; 侧金盏花醇 9M5JGP56 ; ;

糊精 5QcP:GJ ; 1

赖氨酸脱羧酶

6d\GJQMQO9:T5cd69\Q

; ;

肌醇 GJ5\GP56 ; ;

注! l示阳性'# l$示弱阳性'M"%$W _C$W阳性' ;示阴性'.示发酵型'1表示在原文中无记载7

.

指表中数据取自/ZQ:KQd-\89JR96

5[>QPQ:FGJ9PĜQZ9OPQ:G565Kd7CPI QM0#%CC@$和/Z9OPQ:G96.G\I B9PI5KQJ\!>G\Q9\Q5[.9:FQM 9JM eG6M .G\I0(

+5PQ\!l"U5\GPĜQ'# l$"bQ9S U5\GPĜQ'M"%$W ;C$W U5\GPĜQ' ;"JQK9PĜQ'."[Q:FQJP'1"J5P:QU5:PQM7

.

FQ9J\PIQM9P95[0CJ(8+%<//O5FQ

[:5F%ZQ:KQd-\89JR965[>QPQ:FGJ9PĜQZ9OPQ:G565Kd7CPI QM&#%CC@$9JM%Z9OPQ:G96.G\I B9PI5KQJ\!>G\Q9\Q5[.9:FQM 9JM eG6M .G\I&7

#*"
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! 期 阎斌伦"等!三疣梭子蟹病原弗氏柠檬酸杆菌的分离鉴定及定居因子抗原基因检测 &&

(&+'!.L5)$%和 62)̂ 基因同源性分析

分离菌#'̀$C%%#$E%$所扩增的 %"0:*+,基

因序列长度为 % @<% TU"登录号为 1X%?$"#""将

分离菌所扩增的 %"0:*+,基因序列通过 +3Z/

的Z-,0D检索系统#IPPU!

!

T69\P7JOTG7J6F7JGI7

K5^AZ69\P7OKG$进行序列同源性分析"所检结果均

与枸橼酸属细菌的 %"0:*+,基因序列自然聚

类"'̀$C%%#$E% 菌株与在检索出的弗氏柠檬酸杆

菌#登录号,Z<@==#"$相似性最近"为 CCW"其系

统发育树如图 % 所示(

分离菌#'̀$C%%#$E%$所扩增的 5*(Z基因序

列长度为 % %=" TU 和登录号为 1X%?$"#?"将菌

株所扩增的 5*(Z基因序列通过 +3Z/的 Z-,0D

检索系统进行序列同源性分析"结果检索出的均

为肠杆菌科的细菌 5*(Z基因序列"主要包括大肠

杆菌 #;,&)8(/&)/2 &'6/$)鲍氏志贺菌 # =)/58662

9'*<//$和弗氏柠檬酸杆菌#0/4('92&48(J(8+%<//$"

相似性为 C%W _C?W( 其中分离株与弗氏柠檬

酸杆菌#登录号 ,.$$<?$%$相似性最近"同源性

为 C?W"其系统发育树如图 # 所示(

综合供试菌株的表型特征)理化特性及 %"0

:*+,和 5*(Z基因序列的系统发育分析结果"判

定分离菌为枸橼酸杆菌属#0/4('92&48($的弗氏柠

檬酸杆菌(

图 !'_WXR!!(X0! 株 !.L5)$%基因序列系统发育树

E6@&!'1HF>=@8?8A6"A5884398;=?_WXR!!(X0! !.L5)$%@8?898B:8?"89

图 ('_WXR!!(X0! 株 62)̂ 基因序列N1系统发育树

E6@&('1HF>=@8?8A6"A5884398;=?_WXR!!(X0! 62)̂ @8?898B:8?"89

$*"
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(&,'(='基因检测结果

B3*扩增结果显示#图 !$"分离鉴定的菌弗

氏柠檬酸杆菌# '̀$C%%#$E%$可扩增出一条大小

在 %$$ TU的特异性条带"结果表明"分离菌具有

肠杆菌科产肠毒素细菌所具有的定居因子抗原

&J2毒力因子( 供试的其他 < 种水产动物病原菌

未检测到该毒力基因(

图 *'(='基因的扩增

87>-#$$$ 89:SQ:' %7菌株 '̀$C%%#$E% &J2基因' #7对照嗜水

气单胞菌' !7对照温和气单胞菌' @7对照哈氏弧菌' <7对照

副溶血弧菌' "7对照曼利斯顿氏菌' ?7对照灭菌水(

E6@&*'(=' @8?837I>6<68;4F 12)

87>-#$$$ 89:SQ:' %7PIQ&J2 KQJQ5[G\69PQM \P:9GJ '̀$C%%#$E

%' #738('-'%2,)*<('1)/62' !738('-'%2,,'9(/2' @7R/9(/'

)2(D8*/' <7R/9(/' 12(2)28-'6*4/&+,' "7"/,4'%8662 2%5+/662(+-'

?7\PQ:G6Qb9PQ:7

(&.'药敏试验

用 @= 种抗生素对致病菌株进行了耐药性试

验"具体试验结果为分离菌 '̀$C%%#$E% 对供试的

氟罗沙星)菌必治)环丙沙星)恩诺沙星)依诺沙

星)氟哌酸)左氟沙星等 ? 种抗生素高度敏感"对

舒普深)氨曲南)洛美沙星)羧苄青霉素)复达欣)

四环素)庆大霉素)氟苯尼考)痢特灵)强力霉素)

红霉素)头孢拉啶)美满霉素)复方新诺明)阿奇霉

素)克拉霉素)妥布霉素)链霉素)阿洛西林和米诺

环素等 #$ 种药物敏感"而对青霉素 )̀万古霉素)

头孢噻酚)苯唑青霉素)氨苄青霉素)麦迪霉素)先

锋
,

)先锋必)林可霉素)洁霉素)先锋霉素
%

)乙

酰螺旋霉素)克林霉素)头孢氨苄)甲氧胺嘧啶)罗

红霉素)阿莫西林)吉他霉素)新霉素)青霉素)新

生霉素等 #% 种药物耐药(

!&讨论

弗 氏 柠 檬 酸 杆 菌 隶 属 肠 杆 菌 科

#2JPQ:5T9OPQ:G9OQ9Q$枸橼酸杆菌属#0/4('92&48($(

该菌革兰氏阴性"需氧或兼性厌氧"为条件致病

菌"广泛分布于自然界中"是人和动物#哺乳类)

鸟类)爬行类及两栖类$肠道内正常的菌群( 国

内外关于弗氏柠檬酸杆菌导致水产养殖动物患病

死亡的病例不是很多"李华等*%<+首次报道弗氏柠

檬酸杆菌可引起河蟹感染败血症"病蟹鳃组织大

面积肿胀)坏死( 舒新华等*%"+报道了养殖乌鳢

#$1)/&81)26+,2(5+,$感染弗氏柠檬酸杆菌后引

发腹水病"主要表现为突眼"竖鳞"皮下积水"肛门

红肿"肝脾肾肿大等症状( 沈锦玉等*%?+报道红螯

螯虾#0)8(2:H+2<(/&2(/%24+,$感染该菌后"虾尾

部肉质样肿胀或溃烂"肝胰腺棕黄色( 同时该菌

还 可 以 导 致 尼 罗 罗 非 鱼*%=+

) 大 麻 哈 鱼

# $%&'()*%&)+,4,)2N*4,&)2 $

*%C+

) 牛 蛙 # >2%2

&248,98/2%2$

*#$+爆发疾病"导致养殖动物大量

死亡(

本实验对发生于江苏赣榆地区某养殖场大量

病死的养殖梭子蟹进行病原研究( 从濒死梭子蟹

肌肉)肝胰脏及血淋巴等病变组织分离到大量优

势生长细菌"并作纯化培养"经鉴定表明分离菌为

同种细菌( 人工回感试验证实"分离菌对健康梭

子蟹具有较强的致病性"而且从被感染死亡的梭

子蟹体内可回收到单一的原感染菌"由此可证实

分离菌为梭子蟹的致病菌( 结合常规的细菌学及

现代分子生物学鉴定"发现该分离菌为枸橼酸属

的弗氏柠檬酸杆菌( 本实验一方面对弗氏柠檬酸

杆菌引起三疣梭子蟹病害进行了报道"丰富了梭

子蟹病害防治的研究内容"同时也进一步表明了

该菌在水产养殖动物中的具有致病作用( 另一方

面"通过本次较系统地对弗氏柠檬酸杆菌的鉴定"

丰富了该菌在形态特征)培养特性)理化特性等表

型生物学及 %"0:*+,和 5*(Z两对基因序列与

系统发育学发面的内容"为该菌的有效检验提供

了参考依据(

肠杆菌科细菌的毒力因子主要包括粘附素)

肠毒素)内毒素)溶血素等*#%+

( 粘附素"又称为定

居因子#O565JGH9PG5J [9OP5:$是产肠毒素大肠杆菌

的重要致病因子"当病原菌感染宿主时"主要靠其

菌体表面抗原,,,定居因子抗原 &J2 粘附于肠道

细胞"经过定居)繁殖产生肠毒素而引发宿主死

亡*##+

( 本研究对分离菌进行了&J2基因片段的检

测"用设计的特异性引物进行了菌体 B3*扩增"

产物经过 %7#W琼脂糖凝胶电泳分析"可见扩增

%*"



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

! 期 阎斌伦"等!三疣梭子蟹病原弗氏柠檬酸杆菌的分离鉴定及定居因子抗原基因检测 &&

得到大小为 %$$ TU 的 &J2 基因"而同时使用该引

物检测的哈氏弧菌)嗜水气单胞菌)曼利斯顿氏

菌)温和气单胞菌)副溶血弧菌均未扩增出条带"

一方面表明分离的病原弗氏柠檬酸杆菌具有 &J2

毒力因子"本次赣榆地区养殖梭子蟹可能为弗氏

柠檬酸杆菌定居因子抗原粘附梭子蟹肠道细胞之

后繁殖并产生肠毒素最终导致死亡'同时也表明

该特异性引物可用于检测弗氏柠檬酸杆菌(

在筛选适合的抗生素时"本研究中用到了红

霉素)环丙沙星和痢特灵等水产禁用渔药"但是其

目的只是为了检验这些药物对弗氏柠檬酸杆菌的

敏感程度( 而在实际用药时应结合耐药性试验结

果有针对性选择药物去预防和治疗由弗氏柠檬酸

杆菌引起的疾病"具体的用药量还需要考虑养殖

动物的耐受力"合理的安排"以便达到高效)低残

留"同时又能保证减少病害发生的目的(

参考文献!

* % +&19F9\9SGh".RSRJ9K9h"hGP9M907Z9POI [QORJMGPd

5[ PIQ \bGFFGJK O:9T E'(4+%+, 4%4+98(&+624+,

# Z:5OIR:Q! B5:PRJGM9Q$ * '+7,LR9OR6PR:Q" #$$"

##<$!!<C ;!"<7

* # +&薛俊增"吴惠仙"方李宏7三疣梭子蟹胚胎发育过

程中生殖腺的形态*'+7动物学研究"#$$!"#@#@$!

!%C ;!#$7

* ! +&薛俊增"堵南山"赖伟7三疣梭子蟹胚胎发育早期

的组织学研究 *'+7动物学研究"#$$%"## #%$!

"C ;?!7

* @ +&朱冬发"王春琳"李志强7三疣梭子蟹核型分析

*'+7水产学报"#$$<"#C#<$!"@C ;"<!7

* < +&许文军"施慧"徐汉祥"等7养殖梭子蟹血卵涡鞭虫

感染的初步研究*'+7水生生物学报"#$$?"!%#<$!

"!? ;"@$7

* " +&王国良"金珊"陈寅儿"等7三疣梭子蟹肌肉乳化病

的病原及其致病性研究*'+7海洋科学进展"#$$""

#@#@$!<#" ;<!%7

* ? +&王高学"黄增荣"袁明7三疣梭子蟹牛奶病病原的

分离鉴定*'+7西北农林科技大学学报!自然科学

版"#$$?"!<#"$!#C ;!!7

* = +&何伟贤7三疣梭子蟹鳃病的病因与防治*'+7中国

水产"#$$@"%!<$ ;<%7

* C +&何伟贤7三疣梭子蟹养殖常见病及防治办法*'+7

水产养殖"#$$@"#<#<$!#C ;!$7

*%$+&156Pj̀ "h:GQK +*"0JQ9PI B1,"84267ZQ:KQd-\
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