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草鱼细菌性烂鳃病病原的研究
’

何 君 慈 邓 国 成

(珠江水产研究所)

提要 从患细菌性烂鳃病的草鱼病灶分离得滑动细菌 M
: 。: ,

经多次水中感染 (及反复

分离
、

再感染)
,

能使草鱼及多种池塘鱼类显症
、

死亡
。

M
l。。
的生物学特性与鱼害粘球菌相似

,

但不能用 D w or ki n 法快速诱生小抱子
。

该菌 D NA 碱基比为 35
.

3 澎
,

与粘球菌有明显差异
,

采用柱状屈挠杆菌学名 夕淞￡旅况群 即乙姗
”。拓 (D av i的 L ea dbe 七七er

。

主题词 草鱼烂鳃病
、

柱状屈挠杆菌

月lJ 青

细菌性烂鳃病是养殖鱼类的一大病害
,

在我国四大家鱼中
,

以草鱼和青鱼受害最为严

重
。

广东省每年 3一n 月都有此病流行
,

它经常与肠炎病
、

出血病和赤皮病并发
,

构成塘

鱼养殖的严重威胁
。

国外对此病在 20 年代 已有描述〔, . , ,

但未分离成功
。

其后美国
、

日本相继有人从事此

病的研究 , 一 , , “,

分得致病菌
,

定名为柱状粒球粘菌 o h , 介即~
: c0 从溯二八“ (D a v妇)

Or 山 1眺 Ru
c k er

。

1 9 74 年伯杰氏 (B er ge y ,s) 细菌鉴定手册第八版改为柱状 屈 挠 杆 菌

尸介抓瓦时时 eo 不姗、再
“毋 , 。

最近我国台湾省发表的有关报导也含合用此名〔. ,
。

我国科学院水生生物研究所
,

1 9 7 5 年发表《草鱼烂鳃病的研究 工
.

细菌性病原的研

究》一文
,

认为该所分离的病原菌具子实体
,

而不同于柱状屈挠杆菌
,

并定名为鱼害粘球菌

(新种 ) 万别
劣配配、 : 州 sc 艺co 玩 I。

,
N ie & K o ,

S p
、

n ov
。

此后国内 (除台湾省外 ) 有关记

载均采用此学名
。

笔者 1 9 7 9 年从事此项研究
,

并从病鱼分离得滑动细菌 20 多株
。

经感染
、

筛选从中选

出致病力最强的菌株 叽
。。。

材 料 与 方 法

材料取 自本所试验场及附近生产队
。

选取患明显烂鳃病的草鱼和金鱼 2 00 多尾
,

观

察
、

分离
、

筛选
。

1
,

分离方法 以无菌手续直接从病灶取样
,

于普通肉汤琼脂和含胰蛋白脉 0
.

05 那

本文承 中山医学院微生物学教研组白施恩教授及本所钟麟研究员审阅
。
刀N A 碱基比由中山大学生化 教研

组梁意昭讲师指导
,

7 7 届毕业同学测定 ; 并蒙广州微生物研究所惠借测定仪器
。

又承军事医学科学院林万

明
、

郭兆彪同志测定
、

核实
,

特此一并致谢
。
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的平板上划线分离
,

置 2 80 0 恒温培养 2 天
。

挑取单个菌落
,
移种肉汤琼脂和 0

.

5形胰蛋白

陈平板
,

培养 24 小时后镜检
。

己分纯的接种扩大
,

24 小时后人工感染
。

2
.

感染方法 选用全长 9一1 4c m 健康草鱼
,

感染前经 1形盐水浸泡半小时
。

分别通

过三条途径感染
:

(1) 肌肉注射
。

于背鳍基每尾注射菌液 。
·

Zm l
,

放水族箱观察 ; (2 )水中感

染
。

在清水中加入 24 小时培养的菌液
,

使其含菌浓度为 2一6 万个/ m l
,

放入健康试验鱼 ,

(3) 涂鳃
。

以棉毅蘸取菌苔
,

直接涂布鳃瓣
,

放入水族箱观察
。

感染过程
,

水温保持在 19 一 3 5
,

C范围内
,

并以空气压缩机向水体压送空气
,

使水体含

氧量始终保持 sm g / L 左右
。

3
.

菌种保存 用含糖 10 %的脱脂奶作保护剂
,

经真空冷冻干燥后
,

放冰箱(5一1 0℃ )

保存
。

4
.

生理生化测定 基本按科学院水生生物研究所鱼病研究室报导方法进行川
。

5
.

小抱子诱发 基本按 D w or 址n M
.

& 5
.

M G ib 朋n 方法〔1;]
。

在液体培养达对数

生长阶段加入甘油和硫酸镁
,

使其最终浓度达 。
·

5万 和 。
·

。。SM
,
2 小时后观察

。

6
.

提取 D N A 及测定碱基比 按林万明等报导方法 [’, ‘
,;]

。

用 S D s 溶菌
,

以 U n i、n

S P S一 2 50 型紫外分光光度计自动扫描记录 ;用半导体点温计直接测量 比色杯中样品的温

度
,

并以 2 5o c 时的吸光率校正 , 以大肠杆菌对照检查测定值 , 缓冲液采用 IS SC
,

按公式

G一C 二 (几
一 6 9

.

3 ) x 2
.

4 4 计算
。

了
.

药物敏感试验 采用纸片法
,

试管稀释法和鱼体法
。

结 果

(一 ) 病 原 性 试 验

先后从患烂鳃病的草鱼及金鱼的病灶
、

体表及鳍条上
,

分离得滑动细菌 2 0
,

多株
,
真细

菌 60 多株
。

人工感染结果
;

真细菌只能通过注射方法
,

使草鱼致死
。

死鱼注射部位红肿

溃烂
,

但不显烂鳃症状
。

而猾动细菌大多能在水中直接感染健康草鱼
,

使其发病
、

显症
、

死

亡
。

故细菌性烂鳃病的主要病原为滑动细菌
。

见表 1
。

以上试验设两组对照
: 一组为不加菌的自来水 , 另一组为该菌液体培养 24 小时后的

除菌滤液
。

其用量与试验菌液浓度相当
。

结果对照鱼均正常
。

通过多次人工感染及反复分离
、

感染
,

证明 M
: 。。

为其中致病力最强的菌株
。

该菌的含

菌量达 2一 6 万个 / m 〕时
,

能使当年草鱼或一冬龄草鱼致病
、

死亡
。

同时对池塘中的缝
、

鳍
、

鳞
、

螂
、

舫
、

罗非鱼
、

黄尾密姻
、

纹唇鱼及螃皱等具有不同程度的致病性
。

见表 2
、

表 3
。

从 M
, 。。

感染发病的草鱼病灶
,

可以重新分得致病滑动细菌 ;再感染
,

同样可见鳃丝呈

现白斑点
,

粘液增多
,

鳃丝骨弯曲变形
,

鳃瓣
、

体表及鳍条粘附大量坏死细胞及滑动细菌的

混合物
,

和 自然界烂鳃病鱼的症状相似
。

M
, 。.

菌悬液与自然界单一烂鳃病鱼的血清有凝集反应
。

(二) 病 原 菌 的特 性

1
.

形态特征 M 16 。

具有滑动细菌一般特有的柔韧
、

可屈挠的特性
。

菌体细长
,

大小
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表 1 真细菌及滑动细菌感染草鱼的情况

T a blo I T玩 。协七e of g r a留 伍印 玩 fe。抚双访 七ru o ba吹
r认 a o d 91 1山匕g 恤。

椒运

试验日期

E x p o r im e n ta l

d a 七。

菌号
(l)

N o
.

o f

b a e 毛e r i拓

不同感染方法的死户率(2 )
M o r七a li七y 匕y d 工f至。r e 刃七

宜n fe 毛竺t o d m e 七五。d 3

注射感染
山丁

e 。亡咬o n

涂鳃感染

感 染 后 的 症 状
S , n p七o m

s a f毛e r iD介 et io n

s m e a 五n g l止
水中感染
n fe e 亡c d in

9 111 3 W a才e r

1 9 7 9
,
6

,

朋

1盯 9
,

1{)
,

班

1盯 9
:
1 0

,
3 1

1盯 9
,
1 2

,

3

1驹 9
,
1 2

,

然

M
: -

M
一‘,

M
l“

M
: : ;

M
l , :

4 / 5

1 0 / 10

5 / 5

8 / 1 0

1 0/ 1 0

石/ 6

注射部位红肿 ; 鳃丝粘液多并出现白斑和
黄色菌团 ;鳍条

、

眼眶
、

咀边有坏死细胞及细菌
粘附

。

n 龙S

。ll o w b o e
协

r土a 们匡a 名s es ; 击

a刀 d m o
ut h w i七h n e 亡r卜e

1 二扣
c te d p o s王t加。 日、, 。

卫r‘

记u 呢d 吐立乃e ,
w h i七‘

55一55555
沪.

.

..尹一沪了了
沪.
沪

.

尹
J r

了
J 沪尹决5ee000On目

5功5石6
‘‘,‘ r沪子声了
沪了贾了沪已口0000

注射部位红肿
,

I n j
e o帕d p o s i乞Io n

曰05石560/0/0/0/0/司5/r即脚澎与与Es0E101场
1盯9

,

8
,

1

1 9 7 9
,

8
,

1

1疥 9
,

8
,

2 7

1盯9
,
9

,

4

I济9
,
9

,
1 8

(1 ) M

-
滑动细菌(目id in g b a就 e h a ); E卜- - 真细菌(t丈uo b a e 亡。二ia )

。

〔2 ) 死亡鱼数 /试验鱼数(d
e a d fiob /怕时宜n g fs必 )

。

表 2 不同规格草鱼经 M
,。‘

感染的情况 “ ’

Ta blo Z T助 召恤 te已试 g 玛阴 眼印 玩 d iffe r e n 七s此e in f e。七掀 勿 M
, 一。“ ’

试试验日期期 试验鱼规格格 死亡率(2))) 感 染 后 症 状状
EEE x p 已r ime

n t a l d a 毛eee E l p o r irn o n ta lll M
o 时a ji士yyy 即拍p t。扭 5 a f七e r i伫住 e 乞加nnn

11111协h 已i侣 eeeeeee

鱼鱼鱼 龄龄 体
一

民民民民
FFFFF is h a g 白白 b o d y 加n g

-------

(((((y。合
r
))) 七h (。m )))))))

111 9 7 9
,

10
,

3 111 111 1 222 5 / 555 洲弯碧镰圣豁豁矗赞盒盔瞥
飞h

。 9 11111

fffffffffffila m
e
成

s p加du
e e d w 扮切 昌卫心。k允s a 卫d a lo t o f 吕1工橄

...

111盯9
,
1 1

,
222 111 」222 5 / 555 孟蹂巍蔫澡煞思黔愚烈票笋J恳

,

晶澎憋
...

七七七七七七。r 16 h羚
.

。
1 d le d 就七e r

留 五r 台; 毛玩 9 111 fila m e几 t日 o fff
aaaaaaaaaaa ll W e r 奈 r o 七to d

+++

111弥9 1
,

6
,

艺666 111 666 8 / aaa

赞弩男恐巍黔浩蟹黔架‘
“ , ·, h o g 。· , ccc

bbbbbbbbbbb a e te r ia 么 n d n e e
ro

一ee l]吕
...

]]] 6 8 )
,

6
,

2 555 lll ] 222 6 1555 20,]
、

时内全部死亡
,

烂鳃
。。

人人人人人人 习了in fe e倪 d fis h d ie d w 宜七L in 别 五招
.

;官了115 加也七e d
‘‘

1119 8 0
,
6

,

777 222 2 444 石.1555 18小时内全部死亡
,

烂鳃
。。

人人人人人人 11 in 生e 。加d lls h d 主e d w 主七b 主n 1 8 h羚
.

书9 111已 r o t七e ddd

1119 8 0
,

1 1
,

444 222 2 8 111 5 / 555 2 2小时内全部死亡亡
AAAAAAAAAAA 且 in fe e te d fi日h d ie d w ith in 2 2 五r s

.

; g 主] 1吕 r o 毛te d
...

22222 288888 烈需蛛掣黯百澎愁
, , 、j。 , 。、,

r

; g ; 11 , 9 0 。、。d
...

(1 ) 每次试验均有同规格鱼对照
,

对照鱼全部正常(T o o n 七r a “t t五。 c

帕毛拍I f宜s h g r o u p s w 。
拍 既

”ig n e d In

。

确ry
e x 卫e r i川e n 七

, a ] ] c o o t功1 fi日五侧
了B h o a l仙了)

。

(幻 死亡鱼数 /感染鱼数〔
~

b e 士 o f de a d f宜。h / nu m 加 r o f e l 卫心对m o n 俪 I f宜s h )
。
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表 3 不同鱼类受 M
, ‘。
感染后的情况

几b le 3 T细 ‘协t昭 o f dj土f毋e助 f治h 还f。眺ed by M
, . 。

试试验日期期 鱼 类类 体 长长 死亡率(1 )))
感 染 后 症 状状

卫卫次讲
r 仑力e o t舀lll 即

。e ie 昌昌 B O

即 拓n g
~~~

M
o r 七a ji七yyy 日y m Pt呱 成加

r i血
ee t定。刀刀

ddd肠加加加 th (~ )))))))

111盯9
,

1 1
,
1 444 罗非负负 1222 2 / 222 笋概错龄

.

黔操蕊辘嘿
1

晶认
, ,,

介介介未
a 洲a 仇。召召口公书乙f呱呱呱呱

o tb e r o l le d」分 d a 七4 7 h r 3
...

111 9翻〕
,
3

,
2 666 团头纺 x 三角舫杂交鱼鱼 2 000 2 / 222 2 2刁、时死工尾

,

即小时死 i尾
。。

篮篮篮理
a丁。西r 口”la a哪乙骊刀‘已卜卜卜卜 1 上ish d 石。d a [ te r in 加e 七ed 丈o r

朋 h邓
.

, a 刀ddd

几几几。之a x 」至
.

亡e护””舰‘乙幼幼幼幼 o t五。刃 。且e d ie d a 乞2 9 h扭
+++

111佣0
,

3
,
2 666 纹唇鱼鱼 777 刁222

嘿黯盘黑靡鼎
die ‘at 肋 ‘、、

口口口时即动心幼 娜士Ia 加月月月月月

111哭O
,
3

,

邪邪 黄尾密胭胭 1 666 1 / 111 印小时死亡
。。

工工工洲心四p杯召

而娜d求求求求 D 工ed a 七 ZO h洲
...

111 9叙l ,

5
,

2 777 草鱼鱼 4一1666 1 6 / 1 666 以小时死8尾 ; 26 小时死2尾
,
2 9小时死1尾

,

别别
CCCCC名哪。护入a r , 仰记。鸿 ‘J日

.......

愧镌寄a
, d 。, te r

。
。。, 。d : 。r

、 。。
,

2 , 切、、

加加加吞吞吞吞 d 加d 几士2 6 h花
,

1 fl日h d io d a 七加 玉工日
一

o t加
:::

fffffffffffo u r f且sh d ie d 昌七 3 1 五r 日
...

111 9班l ,

石
,

2 777 卿鱼鱼 777 6 / 666 2 9小时死i尾
,

柳小时死完
。。

CCCCC璐 了。吕5 1盈绍 a 双 r a 玄馏馏馏馏 O D e f了日h d 加d af 切
r 或n fo o te d fo r 2 9 h l妇,,

ooooooooooo t五e r 5 1访h 山e d a 七屯 . h 州
---

111 9 8 〕
,

6
,

昨昨 鱿鱿 胜胜 2 / 222 2 5小时死1 尾
,
g 卜卜时死1尾

。。

HHHHH , 加p ht加z顽
c h 亡勺 泞。 ooooooo I f土s五 d ie d a t 25 h r 弓

‘

o 七li e r l d加 d 含t 8 111

ZZZZZ求亡八劣劣劣劣 h 丈s
---

111 9 8 0
,

7
,
888 境境 邓邓 2 / 222 1 9小时死1 尾

,

孤小时死1 尾
。。

AAAAA 犷‘习 抓c耐入夕‘ , 口孤“。。。。 I f主日h a t 1 9 h邓 合n d o 乞h e r a 七8 6 h邓J , 习舀舀

ddddddddddd 角ddd

工工佣0
,

7
,
888 螃皱皱 444 2 / 222 1到

、
时全部死亡

。。

君君君h o 己‘‘召 o eel 乙口才补导导导导 人11 fi日12 d ie d a 奋1 9 h拓
.

尹尹

111 阳1
,
5

,

筋筋 蜿蜿 1222 2 / 222 能刁崎特全部死亡
。。

HHHHH
.

蛇() b 艺艺幼幼幼幼 人n f五sh 小e d a f切 r 里n fe c t屺 fo r

犯 b T 吕
---

111匀8 1
,

6
,

艺777 绞绞 4一777 4 /连连连
CCCCC落犷r 石佃召 饥。之艺尤o r君乙乙召召召召召

(z ) 死亡鱼数/感染鱼数(d
e a d fi比 nu m b e r

/
ex p o r

加
e n t o l f主sh o m b o r )

口

约为 0
.

s x (4 一48 )“m <见图 1)
。

一般在病灶及固体培养基上较短
,

长度均一 , 在液体中

培养的个体较长
。

液体培养 2一3 天后
,

有些横裂成杆状或缩成球形的球质体
,

最后球质

体逐渐增多而衰老死亡
。

菌体没有鞭毛
,

但在湿润固体上可作鳝状滑行
,

有团聚的特性
。

革兰士染色阴性
。

菌落黄色
,

扩散型
,

大小不一
,

中央较厚
,

显色较深
,
向四周扩散成较浅色的假根状 (见

图 2 )
。

有时在液体接入固体培养的平板中
,

可见单个或多个成堆的扰状突起
。

将疵状突

起及菌苔分别接种于 。
.

5 胰陈平板上或 0
.

5 胰膝液体中
,

其结果表明
, 2 0 日以内的洗状

突起及菌苔均可长出滑动细菌
。

26 日以上的扰状突起
,

均无新菌落长出
。

又以 26 日 后

的优状突起接种于兔粪液中培养
,

结果同样无新菌落长出
。

用诱发小抱子的 D w or k认一i玩。n 法诱生细菌小抱子
,

结果 2 小时
、

4 小时
、
6 小时后
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表 4 班。,

的生化测定

T a ble 4 B lo比e
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*

形留牛。
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万刁尸廊石“e 忿沙 。o乙对跳 ”。 r ‘吕

分解酪素(C邹。垃 )

分解明胶(G 欲“加)
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硝酸盐还原(N i七那t。 )

硫化氢试验(1 尹)

分解七叶灵(A
e 日。u l孟n )

分解纤维素(Ce llu lo 阳 )

分解几T 质(Ch it山)

分解酪氨酸(T y功日in e)

分解淀粉(弓番
a
郑 h )

利用拘椽酸盐(C计ri o a c id )
叼1噪试验(In d o l)

溶菌试验(B
a 。
切riO 二y日i吕)

大肠杆菌(E
s e

he r加h 宜吕 。0 11)

金黄色葡萄球菌〔S协p hy au r e u 日
)

+

+

+

十

·
鱼害粘球菌菌种由中国科学院水生生物研究所提供

。

O
一
3 4 2

0
.

3 4 2

O
·

3 3 8

0
一

3 3 0

罄凉嫉友毕妞兴彩留椒0.改禅

盒任09伪灿。侧们侧若下适易启�护王
。�,d神衬澎‘补�芍一。因

0
·

3 14

0
.

2 9 5

O
·

2 7 5

O
一

2 6 8

,
4

。
偏七 8 2 6咬 名6

温度e q
吸爪Pe

ra 也ur 。

吕8 9 0

O
·

2 6 5

图 3 M
: 。;
的 D NA 热变性测定扫描

F i g 3 D e 七e r

~
t i v e

淞 n o f D N 八 th
-

e r n la l d e监t u 邝七访n o f M
l。。

.

图 4 柱状屈挠杆菌 M
: ‘。
的 D N A 热变性曲线

F i g 4 D e切 r m i n a tiw e

叨rve
o f D N A th e r功a l d e n

a七u l a t切11 F le 盆iba ct e r 加Li

娜
a r 访 M

: . 卜



4 期 何君慈
、

邓国成 : 草鱼细菌性烂鳃病病原的研究

4
.

药物敏感试验 试验结果表明
,

从
6 。

对多种抗菌素
、

吠喃类
、

磺胺类药物及中草

药敏感
,

其中红霉素 0
.

04 单位/ m l
,

氯霉素 0
.

1 单位 /。l
、

青霉素和土霉素 。
.

2 单位/ 。l
、

吠喃西林 0
.

4卯m
、

磺胺唾哇 1理m 对该菌均有抑 制 作 用
。

对 1 : 5 1 6。至 1 : 1 28 。的 大

黄
、

黄柏
、

乌柏
、

五倍子敏感
。

而对 20 Pp m 碳酸钠
、

敌克松
、

石灰和 SPP m 敌百虫不敏

感
。

讨 论

国外记载
,

与鱼类疾病有关的滑动细茵均为噬纤维菌 (C对。p五昭毗ea 。)『
’

淇」
。

我国水

生生物研究所
,

又提出鱼害粘球菌新种 M了x o coc c
o p俪ic of 、

Lu
,

N招 & K 。 ,
S p

.

o ov 〔u ,

即以此菌具子实体和小抱子而别于噬纤维菌
。

此后国内 (除台湾省外) 有关细菌性烂鳃

病的报导
,

均沿用鱼害粘球菌学名〔月 。
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笔者自烂鳃病鱼分得病原菌 叽
。。 以来

,

曾对该菌和鱼害粘球菌的形态特征
、

生长条

件和生理生化特性
,

作了一系列比较测定
。

结果两菌和文献记载的柱状屈挠杆菌 Fl 二i-

b毗 t二 co fu m n : r j。 (玩
v句 L e ad b et 七er 相似

。

而作为分类鉴定标准的子实体和小抱子
,

同样存在不规律现象
「, 」

。

以 D w o r k血 等快速诱生小抱子方法诱导
,

均无小抱子发生
。

为

说明它们的亲缘关系和分类位置
,

特提取了在生物性状遗传中起主导作 用 的 物 质
—D N A

,

并测定了 D N A 中碱基比 (G一C弱)
。

结果表明
,

M
: 。。

和鱼害粘球菌分别为 3 5
.

3另

和 34
.

1那(见图 3一图 6 )均符合噬纤维菌的屈挠杆菌范围
,

与粘球菌属 (68 ~ 71 邓 ) 有显

著差异
。

同时
,

又根据两菌均具有类胡罗 卜素
、

不分解琼脂
、

纤维素和几丁质
,

细胞无鞘而

又寄生于鱼类等系列特点
。

故认为对细菌性烂鳃病病原菌采用柱状屈挠杆菌 几耐乙叨‘,

co 不‘ , , a 犷么s (D a v i。) L e ad b et七e : 学名为宜
。
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