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气单 胞菌 ( A er o,,
i

on
a : )广泛分布于 水环境

,

是重要 的条件致 病菌
.

该属 的嗜水 气单胞 菌 ( A.

仰山。Ph “a )近年来引起我国养殖鱼类细菌性败血症流行
。

但气单胞菌在鱼类细菌群落中的地位如何
,

有

无简便的方法鉴定某一嗜水气单胞菌菌株是否致病
,

致病嗜水气单胞菌在什么条件下才导致鱼体得病
。

这

些间题目前尚无定论
.

鉴于此
,

本文首先对家养鲤肠道细菌群落中的气单胞菌分布作了调查
,

随后对不同鱼

体来源的气单胞菌进行了鉴定
,

探讨了致病相关因子与致病嗜水气单胞菌致病的关系
,

最后对产毒条件进

行了分析
。

材料和方法

1
.

1 培养基
、

菌种分离
、

致病实验和菌种鉴定

R S 培养基按 F ar m er 等【1 99 2〕
,

肠道细菌分离和致病实验按汤伏生等【199 4〕
,

糊精一 品红培养基及菌

种鉴定等均同朱晓燕和 汤伏生【1 9 9 4〕
。

LB 一 C 培养基
:

将考马斯亮蓝 R 一 25 0 加入 L B 固体培养基使浓度达

0
.

1 %
。

1
.

2 致病相关因子检测

刚果红吸收参考 S tat ne
r
和 G eo rg

e

的【1 9 8 7〕的方法
,

用 L B 培养基代替 T SA 培养基
。

铁载体产生参考

收稿日期
:
1 9 9 4 一 1 0 一 3 2

。
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Sc h w y飞和 N e ila n d s

[ 1 9 8 7〕的方法
,

用 M 7 o 培养基 [ p
o p o ff和 L a llie r ,

1 9 5 4 ] 减去硫酸亚铁代替 M g 培养基
,

用 H EP E S (N 一 2 一 轻 乙基呱嗦 一 N
’
一分

一 乙磺酸 )代替 PI PE S〔呱嚓 一 N
,

N
’
一 双 ( 2 一 乙烷磺酸)〕

,

调节

pH 6
.

8
,

用 0
.

5 %葡萄糖作碳源
。

自凝集反应参考 Be m ot h〔1 9 9 0」的方法
:

滴 50 川无菌水于载玻片上
,

将幼

龄菌苔涂于无菌水中
,

转动玻片
,

2 分钟内观察凝集结果
。

菌落考马斯亮蓝染色
:

将菌种划线于 L B一 C 培养

基上
,

培养 3 天后观察
,

菌苔被染成蓝色者为阳性
。

1
.

3 溶血毒素活力测定

将细菌培养过夜
,

离心取上清液作为毒素样品
。

将卿血细胞按 3 %的比例悬浮于生理盐水
,

每 m l血样

加毒素样品 2 0川
,

37 亡反应 30 分钟
.

离心后取上清液用 D U 一 7 分光光度计测定 0
.

D
.

, 7 5 。

2 结果

2
.

1 鱼类细菌群落中的气单胞菌分布

在 1 9 9 2 年 4 月至 1 9 9 4 年 8 月间
,

对鲤肠道细菌群落中的分布进行了调查
。

肠道食物和肠壁样品如汤

伏生等〔1 9 9 4〕所述
,

以尿殖孔附近的肠内容物作为粪便样品
,

将样品涂布于 L B 固体培养基上培养
,

统计

细菌总数
;
同时将细菌样品涂布于糊精 一 品红培养基

,

气单胞菌菌株发酵糊精
,

因而菌落为红色
,

将糊精

一 品红培养基上的红色湿润菌落挑出
,

测定氧化酶
,

剔除发酵糊精的肠杆菌
。

再将氧化酶阳性菌落点种于

R S 琼脂
,

在 R S 琼脂上
,

气单胞菌菌株发酵麦芽糖
,

菌落中心为黄色
,

将黄色菌落挑出即为气单胞菌属菌

株
。

按此法前后共分析 15 条鲤
,

结果如下
:

鲤肠道食物样品的细菌总数为(3
.

2士。
.

6 ) x lo
,

菌落形成单位

(c fu ) / g 食物
,

其中含 6
.

03 % 气单胞菌
,
肠壁样品的细菌总数为(4

.

0 士 0
.

4) 义 l o 3 cf u/ m m “
肠壁

,

其中含 3.

2 % 气单胞菌 ; 粪便样品的细菌总数为(6
.

5 土 0
.

7 ) x 10
5 cf u

/ g 粪便
,

其中 2
.

5 % 为气单胞菌
。

食物样品中的

细菌总量及气单胞菌的百分比均比粪便样品高
。

2
.

2 致病气单胞菌菌株分离与鉴定

为更全面地 了解鱼类细菌群落中气单胞菌的作用
,

除前述从鲤肠道得到的一批气单胞菌菌株外
,

作者

从健康和患败血症白缝及患病卿的体表
、

肝胰脏
、

腹水和鳃等部位 又分离出一批气单胞菌菌株
。

将其中产溶

血毒素的菌株挑出进行致病实验
.

有一部分菌株对测试纫有致死作用
,

其来源和致死时间见表 l
。

死亡鱼的

尿殖孔红肿
,

头部及鳍基部充血
,

解剖显示肠粘膜糜烂
,

腹水严重
。

将 c CF 3 按半致死剂量注射娜
,

水族箱

养 2 天后取血
,

用同济医科大学 (武汉 )研制的 p H 一 LS 一 l 型酸度计测量
,

血液 pH 为 7
.

21 士 0
.

03
,

而对照

鱼的血液 p H 为 7
.

43 士 0.’ 06
.

对受试鱼血液进行分析
,

还发现感染 CCF 3 的鱼血液中组织胺含量比对照高

(结果另文报道 )
。

表 1 致病气单胞菌菌株分离

上述菌株均为革兰 氏 T a从 e 1 15 01 叨
o n ot Pat

h昭e n 一e A o

rom
o o a s s tr a

加
阴性菌

,

极生单鞭毛
。

进行

氧化酶
、

尿酶
、

氨基酸脱校

酶
、

胞外酶 产生
、

糖发醉
、

唯一碳源利用和耐盐性试

验等 38 项生理指标鉴定
,

表 明 其 中 IL S
,

IL 6
,

C R ll4
,

G IL 1 6
、

CC F 3 和

H 20 均为嗜水气单胞菌
。

2
.

3 致病相关因子

虽然致病嗜水气单胞

菌均产溶血毒素
,

但产毒

菌 株

IL 5

IL 6

C R I 1 4

G IL 1 6

CCF 3

CC F 4

C C I 4 2

C CI 5 0

B L 3

H 2 0

鱼 体

垂死娜

垂死娜

垂死娜

垂死娜

分离部位

腹水

腹水

肠壁

鳃

肠道食物

肠道食物

肠壁

肠壁

体表

肝 映脏

致死娜
’

444连
压J,
3连
�J叹门b�b

矛了产了J

z了12产产
产
/
汀22护尹/
夕

吐
‘

444J肠,二44
�心�七

白 鼓

垂死 白链

急性致死时间

1 0 一 12 小时
1 0 一 12 小时

1 0 一 12 小时

3 0 一 3 6 小时
2 0 一 2 4 小时

6 2 一 7 2 小时

24 一 4 8 小时
4 8 一 7 2 小时

2 0 一 2 4 小时

2 0 一 2 4 小时

姐鲤鲤鲤

注
: ,

分号左边的数值表示死亡 的鱼数
,

分号右边的数值表示受试鱼总数
.
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:

鱼类细菌群落中的致病嗜水气单胞菌 3 7 1

素的菌株并不一定致病
。

为找出致病性与什么生理指标有关
,

进行了本实验
。

用含 5写血细胞的 L B 培养基

检测溶血毒素 ; 将菌种接种于刚果红平板
,

培养 2 天后观察
,

菌落颜色比周围培养基颜色深
,

菌落带橙色

光泽者为吸收刚果红阳性
;
用无菌蒸馏水检测自凝集

,
将菌种接种于 L B 一 C 培养基

,

培养 2 天后观察
,

菌

落被染成蓝色者为阳性 ; 因 H E PE S 的 p K a

为 7
.

48
,

铁载体检测培养基灭菌后变成浅绿色
,

接种细菌培养

过夜后
,

由于 细菌发酵葡萄糖产酸
,

培养基颜色又变回到蓝色
,

培养 4 天后即可看到
,

产铁载体的菌株其

菌落周围的培养基无颜色
;
用牛奶琼脂培养基检测菌株的水解酪蛋白能力

.
将菌种接种在明胶琼脂平板培

养过夜后
,

用酸性汞显色检测明胶液化能力
。

检测结果见表 2
。

表 2 气单胞菌菌株的致病性相关因子

T a b le 2 P a th o g e n ie ity r e la te d fa e to r s o f A
ero m o n a s str ai n s

化胶液明
菌 株

产 溶
’

血毒素

吸 收

刚果红
自凝集 L B 一 C

产 生

铁载体

水 解

酪蛋 白
致死性

++++++++++十+十++十++ +++十十十+++十+++++十+ +十+++十C CF 3

IL S

IL 6

C R I 14

G IL 16

H 2 0

注
: , 阳性用 + 表示

.

阴性用 一表示
.

2
.

4 致病嗜水气单胞菌的产毒条件

将 C C F 3 菌种用 LB (pH 7
.

5) 培养基活化后
,

。
.

5环转接于不同 pH 的 LB 培养基中
,

振荡培养 12 小时

后测定其终点 p H 和 0
.

D
.

‘。。 ,

取部分培养液离心
,

取上清液测定其溶血活性
。

结果见图 1
。

除起始 p H 为 5
.

o 时
,

C C F 3 溶血毒素的产生受抑制外
,

其它起始 pH 时 C C F 3 溶血毒素的产生及生长均无显著差异
。

C C F 3

在所测试的起始 p H 条件下培养 12 小时后
,

终点 pH 均达 7
.

9 一 8
.

5
。

将活化菌种接种于含 。
.

5 % 不同糖的 LB (p H 7
.

5) 培养基中
,

按上面的方法进行实验
。

除山梨糖为工一

型 外
,

其余糖均为 D 一 型
。

结果见图 2
。

山梨糖和阿拉伯搪与对照的终点 pH 相似
,

均在 8
.

2 一 8
.

4 之间变化
;

半乳糖的终点 p H 为 5
.

8 ;

葡萄糖等其它糖的终点 pH 在 4
.

4 一 4
.

6 之间变化
。

对照的溶血毒素产量与细菌生

长量之 比 (P / G
,

0
.

D
.

5 7 。
/ 0

.

D
.

‘oo )约为 。
.

1
,

当培养基中含阿拉伯糖或山梨糖时
,

细菌生长不受影响
,

但毒

素产量却大为降低
,

这两者的 P / G 值分别为 。
.

006 和 。
.

Q07
;
当培养基中含半乳糖时

,

细菌生长旺盛
,

但

毒素产量却与对照相似
,

其 P / G 值为。
.

06 ; 当培养基中含荀萄糖等其它 3 种糖时
,

细菌生长及毒素产生均

受一定抑制
,

但 P / G 值却与对照相似
,

分别为葡萄

糖 0
.

2 2
,

甘露糖 0
.

0 7 7
,

果糖 0
.

0 5 6
。

4
.

。

!
A

l
‘,

·

D
·

6。。

口
()

·

, )

一

3 讨论

0
.

口

月性、,J
0.0.00?口

.

0

3
.

1 家鱼细菌群落 中的气单胞菌分布

我们曾用糊精 一 品红培养荃加氧化酶测试方法
,

对家鱼肠道细菌中的气单胞菌分布作过初步调查〔朱

晓燕和汤伏生
.

1 9 9 4〕
,

气单胞菌占那批样品中细菌

总数的 10 %
.

本文在此基础上增加了 R S 琼脂检测
,

得出肠道食物样品中有 6 % 的气单胞菌
.

价壁样品中

有 3
.

2 %
,

粪便样品中有 2
.

5 %气单胞菌的结果
。

上

述结果说明本文采用的糊精 一 品红培养基
、

氧化酶和

乙
0

.

2 杀

0
.

1

PH S
.

图 l

F ig
.

l

6
.

0 6
.

5 7
.

0 7
.

5 8
.

0 8 5 9
.

p H 对 CCF 3 生长及毒素产生的影响

T h e in fl u e n e es o f p H u Po n t he g r o w t h

a n d to x in Pr o d u e tio n o f C CF 3
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0
.

口
.

575

通
J勺O峥山110.0.0.0.

D|阿拉伯糖对照

R S 琼脂三项测试方法
,

足 以对鱼类细菌群落中的气单

胞菌分布进行调查
。

本文所 测试的每份样品 中均有气单胞菌
。

Hajj i 等

【1 9叭 ]在 1 9 8 9 年 6 一 12 月间检查了东京多摩川 13 条鲤

的体表和肠道细 菌群落
,

同时也研究了环境 (水和沉积

物 )中的细菌群落
。

水 和 沉积物细菌组成相似
.

弧菌

(v il; ri o )一 气单胞菌占主导地位
。

这与本文结果一起证

明了气单胞菌在鱼类细菌群落中的地位和重要性
.

3
.

2 致病相关因子

嗜水气单胞菌分布如此广泛
,

对寄主又是一个严重

威胁
。

如何甄别致病嗜水气单胞菌是各实验室 及生产单

位所关心的问题
。

本文所分离的致病嗜水气单胞菌的刚

果红吸收
、

自凝集
、

铁载体产 生和 明胶液化均为阳性
.

但

同时测试非致病菌株
.

发现部分菌株也能 吸收刚果红 和

产生铁载体 (结果未给出 )
.

此外
,

IL S
、

IL 6 和 G IL 16 的菌

落考马斯亮蓝着色为阴性
,

按 Be rn ot h [ 1 9 9 0」的推论
.

这

OOga
.

0

!果搪l露甘糖l乳糖半!山梨糖l葡萄糖

图 2 糖对 C C F 3 生长 及毒素产生的影响

F19
.

2 T he in flu e n e e s o f s u g a r u p o n the g r o w th

,

a n d t o x in p r o d u e tio n o f C C F3

三株菌应为 A 一 蛋白阴性
; H 20 酪蛋白水解阴性

。

上述结果与 S tat ne
r
和 G eo rg

e

〔1 9 8 7 ]的结果一致
,

说明嗜

水气单胞菌的致病相关因子比杀蛙气单胞菌复杂
。

3
.

3 致病嗜水气单胞菌的产毒条件

研究其毒素产生条件
,

对进一步认识该菌和防治由该菌引起的各类鱼病不无帮助
。

本文结果证明酸性

条件对毒素产生有抑制作用
。

M
a
j
e e d 和 M

a e R a e

[ 1 9 9 3 ]发现在 s oC 培养时
,

起始 p H 为 5
.

0 和 5
.

5 时
,

即使

将嗜水气单胞菌 A H 29 培养 n 天仍无毒素产生
.

生长同时也受到抑制
。

Pa hi m bol l9 8 8」也发现猪排上的嗜

水气单胞菌对 6
.

0 以下的 p H 敏感
。

这一结果可用于商品鱼 的保存
。

D 一阿拉伯糖和 L一 山梨搪不能被嗜水气单胞菌 C CF 3 发酵
,

但抑制 CC F 3 溶血毒素产生
,

而葡萄糖只

是对 CCF 3 的生长有部分抑制作用
。

而 N o m ur
a
和 sa it。〔1 9 8 2〕证明培养基 中的葡萄糖对杀蛙气单胞菌毒素

产生有部分抑制作用
.

汤伏生等【1 9 9 3〕也曾发现葡萄糖能抑制部分菌株的溶血毒素产生
。

这说明不同菌种

和菌株的产毒条件也不相同
,

这一现象在防治由嗜水气单胞菌引起的各类鱼病时应予 以重视
。

木 文 是农业离‘
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”

生物技术计划项 目 (8 5 农 1 1 一 0 2 一 0 6 )的邵分内容
。
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