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中国对虾败血病病原菌 (气单胞菌 )

的致病性与生物学性状
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(青岛海洋大学
,
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提 要 本文从患败血病的中国对虾的血淋巴中分离到嗜水气单胞菌和豚 鼠气单胞菌
,

经人工感染试验证实为此败血病的病原菌
。

两种病原菌均为革兰氏阴性
、

极生单鞭毛能运动的

短杆菌
,

在 T C B S 上不生长
,

对 O /12 9 不敏感
,

在不含 N a CI 的基础培养基上能生长
。

氧化酶
、 ·

过氧化氢酶阳性
,

利用蔗糖
、

麦芽糖和淀粉产酸不产气
,

利用果塘
、

甘露醇
、

半乳糖和密二糖产

酸产气
,

不发酵乳糖
、

肌醇
、

山梨醇
、

木塘
、

覃糖等
,

精氮酸双水解
、

色氨酸脱氨阳性
。

嗜水气单

胞菌发酵葡萄糖产气
、

V 一
P 反应

、

柠檬酸盐利用
、

H 尹 产生均为阳性 ;而豚鼠气单胞菌的上述反

应均为阴性
。

关键词 中国对虾
,

败血病
,

嗜水气单胞菌
,

豚鼠气单胞菌
,

致病性
,

生物学性状

在中国对虾养成期间
,

细菌性疾病是危害最为严重的疾病
。

中国对虾在养成期的细

菌病主要有以下儿种
:

由副溶血弧菌 (价 b而。 夕a
o h ea 饥 。 Z岁允哪 ) 引起的红腿病 〔孟庆显

,

1 9 9 1〕 ;由非 0 1 群霍乱弧菌 (V
.

e h o l e。
·

a o n o n 一 0 1 )引起的烂眼病〔郑国兴
, 1 9 8 6〕 ; 由毛霉亮

发菌 (石哪oc 协而二 饥讹 or )和硫丝菌 (少人 l’o 瓜而二 s p
.

) 引起的丝状细菌病 〔孟庆显
,

1 9 9 1 〕 ; 由

海弧菌 ( .V 卿 al 娜哪 )和溶藻弧菌 ( V
.

哪g艺。哪梦初哪 )引起的黑鳃
、

褐斑综合症 (杨秀芳等
,

19 91 )
。

气单胞菌广 泛分布于淡水
、

污水
、

河 口及海洋中
,

为养殖环境中固有的微生物菌

群
,

在鱼类疾病研究中发现它们能引起多种鱼类的疾病
,

而它们对虾类的致病性
,

国外报

道了溶藻弧菌与鳗弧菌 ( V
.

a
呵川协

: 伽。 )和气单胞菌 (A 时mo
。、 5

Ps p
.

) 的合并感染导致

美国海岸养殖褐对虾 ( P e二 a e二 s a : t euoj
s )

、

白对虾 (P
.

s e`eif 哪
s )的杂症 [ S i n d e

m
a n , 1 9 8 8 〕 ,

国内国丽萍 ( 1 9 9 1 ) 研究过由 A
.

s砧而a 引起的越冬亲虾的菌血病
。

本文对由嗜水气单胞

菌 (A
.

h洲: 妙入叮)a 和豚 鼠气单胞菌 (A
.

ca 诉6a ) 引起的养成期中国对虾败血病的病原菌的

致病性和生物学性状进行了研究
。

一
、

材
、

料 和 方 法

1
.

试验用病虾的来源 1 9 9 2 年黄岛水产增殖站养虾场的养殖对虾在 7 月上旬发 生

败血病
,

在短时期内大批死亡
,

青岛海洋大学太平角试验场从黄岛水产增殖站买回的对虾

收稿 日期 1 9 9 3一0 6一1 1
0

(1) 杨季芳等
,

2 9 91
。

中国对虾养成期细菌性黑鳃
、

褐斑综合症的病原生物学研究
。

海水养殖病害防治技术资

料汇编
,

34 一 4 20

、
2) 国丽萍

,

1 9 91
。

一种由气单胞菌 A
.

os 乙叮a
引起的越冬亲虾菌血病的研究

。

青岛海洋大学硕士学位讹文
。
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在暂养期间亦发生败血病而大批死亡
。

病虾体长 8一 1c 0m
,

主要外部症状为体色加深
,

肢

鳃和鳃盖内膜上有黑色斑块
,

鳃局部或全部坏死发黑
,

消化道内一般有食物
。

显微镜检查

发现鳃丝水肿
、

腐烂或坏死发黑
,

血淋 巴凝固速度慢
,

鳃和血淋巴内有活动细菌
。

取上述

两种来源的病虾各 5 尾进行细菌分离
。

2
.

细菌的分离 先用无菌海水冲洗病虾体表三遍
,

再用 70 % 的酒精棉球反 复擦 洗

头胸甲的心区及附近位置
,

彻底清除表面污物后
,

用灭菌的接种针从头胸部和腹部交界的

关节处进行心脏穿刺
,

将穿刺物在 2 2 1 6 E 平板培养基上划线
,

于 25 ℃培养 48 小时后
,

选

取形态
、

色泽一致占优势的菌落重复划线分纯
,

然后将纯菌种转接至斜面培养基上保存
,

供试验用
。

3
.

人工感染试验 置健康虾 (体长 8一 1 0e m ) 于 18 m
”

的水泥池中
,

按 日投饵量为虾

体重的 1 0%投饲饵料
,

连续充气暂养 3 天
。

稳定后的虾于 9
·

6m
,

的玻璃斌中进行感染

试验
,

每缸放水约 0
.

4m
. ,

缸上盖网片以防虾跳出
。

每缸为一组
,

每组放虾 6 尾
。

水 温

20 一 24 ℃
,
pH S

.

0一 8
.

5 ,

盐度为 30 编左右
,

每天换全部水一次
,

连续充气
,

每天观察记录死

亡虾数并及时清除死虾
。

注射感染
、

创伤感染
、

浸浴感染
、

重复感染的虾不投饵培养 7 天
,

投饲感染虾培养 9 天
。

所用菌均为于斜面培养基上培养 24 小时后
,

用无菌生理盐水洗脱
,

稀释至所需浓度的菌悬液
。

(1 ) 注扮 感染 用 7 0%酒精棉球在虾第二
、

三腹节连接处偏侧部擦洗三遍后
,

用灭

菌注射器将不同浓度的菌悬液对虾体分别进行肌肉注射
,

每尾虾注射 o
.

lm l
,

对照组注射

o
.

lm l 的无菌生理盐水
。

(2 ) 创伤感染 用消毒剪剪去一组虾的一角尾扇
,

另一组剪去 1一 2 片鳃丝
,

试验虾

放入玻璃缸中
,

加菌液制成所需浓度
,

浸浴 12 小时后
,

将虾移至清洁海水中培养
。

对照组

不加菌液
。

(3 ) 浸浴感染 将菌液加到玻璃缸中制成所需浓度
,

对照组不加菌液
。

放入试验虾

24 小时后
,

将虾移至清洁海水培养
。

(4 ) 病原菌重 复分离与感染 用无菌接种针对注射感染后出现典型症状的病虾进行

心脏穿刺分离细菌
,

纯化后的菌种用同注射感染相同的方法对健康虾进 行重复感染 试

验
。

(5 ) 投饲感染 用无菌生理盐水洗脱培养 24 小时的病原菌
,

每 lm l 菌悬液 (含菌量

为 10 10 个 /m l 左右 )与 2 9 饵料均匀混合
,

静止吸附 10 分钟后投饲
,

每缸每次 gl
,

每天投

饲 2 次
,

并及时吸去残饵
,

对照组用未混有菌的饵料投饲
。

4
.

病原菌生物学性状的测定 病原菌生物学性状的测定按照中国科学院微生 物所

细菌分类组 〔1 9 7 8〕
、

山东海洋学院 ( 1 9 8 7 )和菲利浦
,
G

.

〔1 9 8 9中译本〕进行
,

根据 K r 主e g 和

H 。 1七〔1 9 8 4〕的分类法鉴定至种
。

( )s 山东海洋学院
,
1 98 7

。

水产微生物学实验指导
,
5一 1 27

。

青岛海洋大学水产系
。
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二
、

结 果

(一 )人工感染试验

人工感染试验结果列于表 1一 5
。

由表 1可以看出对 9 2 0 1菌
,

当菌液浓度为 4
.

8 x l护

个 /m l 时
,

第 1 天便全部死亡
,

死亡虾均表现为黑鳃症状
; 当菌液浓度为 4

.

8 x l了 个 /m l

和 4
.

8 x l护 个 /m l 时
,

死亡率分别为 83
.

3终和 66
.

7%
,

而且随菌液浓度的降低
,

其黑鳃

症状表现率亦降低
。

对 9 2 1 1 菌
,

当菌液浓度为 4
.

8 x 1 0 “

个 /m l 时
,

死亡率为 1 00 %
,

黑鳃

症状表现率为 8 3
.

3% ;
当菌液浓度为 3

.

2 X 1 0 7 , 3
.

2 x l o .

和 3
.

2 x 1 0`

个 /m l 时
,

死 亡率

分别为 8 3
.

3%
, 5 0%和 1 6

.

7%
,

黑鳃症状表现率亦随菌液浓度的降低而降低
。

上述两种

菌的注射感染试验
,

随菌液浓度的降低
,

感染虾死亡时间拖后并延长
。

由表 2 (1 组为尾扇

创伤 ; 2 组 为鳃创伤 )可以看出
,

由鳃创伤感染率高
,

黑鳃症状表现明显 ; 由尾扇创伤感染

率低
,

感染虾不表现黑鳃症状
,

显微镜检查感染虾血淋巴中有活动细菌
。

由浸浴感染结果

(表 3) 可以看出
,

当水中菌达一定值时
,

能使部分虾在短时间内受感染
,

但死亡虾和尾扇

表 1 分离菌株肌肉注射法感染中国对虾的观察
T a b l e 1 o b s e r v a t i o n s of p

.

e h i n e n s i s e h a l l e n g e d w i t h

t h e b a e t e r i a l i s o l a t e s b y i n t ar m u s uc l a r i n j e e t i o n

菌 种 组别
菌 液浓度
(个

z, 1 1 )

对虾经过的天数及死亡数

1 2 3 4 5 6 7

死亡虾

试验虾
黑鳃虾
死亡虾

死亡率
(万 )

黑鳃症状
表现率
(% )

00
úD081矛

,1
546

,沪产少

八04366丹Dz//了
6
甘0400000

曰100,11

9 2 0 1菌 2

3

4
.

S K

4
。

8 又

1 0。

1 0 7

4
。

8 x 1 0 6

6

2 + 1

l

1 0 0

8 3
。

3

6 6
.

7

38830066000835016536
11

55206666
了

//, j
产

653
1生00000

.̀占000.100

ù1000
,̀
0

1

9 2 1 1菌 2

3

4

3
.

2 x 1 0 8

3
.

2 火 1 0 7

3
.

2 x 1 0 6

3
.

2 x l OS

4 + 1

2

对 照 0
.

5 5男生理盐水 i () 0 0 0 0 0 1 6 0 注

注 :
本文表中对虾尾数印刷成黑体者

,

表示病虾有黑鳃定状
。

16
。

7 0

表 2 分离菌株浸浴法感染中国对虾的观察

T a b l e 2 o b s e r v a t i o n s o f p
.

e h i 儿 e 几 s ￡5 c h a l l e n g de

w i t h t h e b a e t e r i a l i s o l a t e s b y w o u n d i n g

对虾经过的天数及死亡数
菌 种 组别

菌液浓度

(个
/ m )l 1 2 3 4 5 6 7

死亡虾

试验虾

黑鳃虾

死亡虾
死亡率

(万 )

黑鳃症状
表现率
(万 )

5
。

6 X

6
。

6 X

1 0 8

1 0 8

U 0 0 1 / 6

1 0 0 2 / 6

0 / 1 1 6
.

7 0

2 厂2 3 3
.

3 1 (旧

0oo
行̀

.1650
1 / 6 0 / 1

3 /6 3厂3

00护护
, 1119 2 1 1 4

.

7 x

4
。

7 x

对 照 0 0 0 0 0 0 0 0 0 /6 0 / 0 一 一
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创伤感染一样
,

均没有表现黑鳃症状
,

而且用浸浴 24 小时的感染方法所得的感染率较低
,

均为 1 6
.

7%
。

对注射感染后具有典型症状的虾心脏穿刺分离细菌
,

得到与感染菌株形态

相同的菌种
,

用它们进行重复感染试验结果显示 (表 5) 当菌液浓度达 1 05 个 /m l 时
,

试验

虾死亡率为 1 00 %
,

且均有黑鳃症状显示
,

随着菌液浓度降低
,

试验虾死亡率降低而黑鳃

症状表现并没降低
。

投喂感染试验在投喂 5一 6 天便出现死亡
,

死虾均出现黑鳃症状
,

试

表 3 分离菌株浸浴感染中国对虾的观察

T a b l e 3 o b s e r v a t i o n s of P
.

e h i n e 趁 s应5 e h a l l e n g e d w i t h

t h e b a e t e r i a l i s o l a t e s b y im m e r s i o n

菌液浓度
(个

`

m )l

对虾经过的天数及死亡数
菌种

1 2 3 4 石 6 7

死亡虾

试验虾
黑鳃虾

死亡虾
死亡率
(男 )

黑鳃症状
表现率
(万 )

0000 000
1100

110 00009 2 0 1

匀艺1 1

5
.

6 x 1 08

4
.

7 x 1 0
.

1 / 6

1 / 6

众 l/

0 /1

1 6
.

7

1 6
。

7

对照 清洁海水 0 0 0 0 0 0 0 0 /6 O厂0

表 4 重复分离菌株肌肉注射法感染中国对虾的观察
T a b l e 4 o b s e r v a t i o n s

Of p
.

e h i n e n s ￡5 e h a l l e n g ed w i t il

t h e r e
一

i sOl a t ed b a吐 e r i a b y i n t r a m u cs u l a r i n j e e t i o n

菌 种 组别 菌液浓度
(个 / m l )

对虾经过的天数及死亡数

1 2 3 4 6 6 7

匹立红 墨望红 死亡率

试验虾 死亡虾 (络 )

黑鳃症状
表现率
(男 )

1 oo

5 0

3 3
。

3

1 0 0

1 0 0

1 0 0

一032
J了J
z厂
护

/632000000000,昌0
1己ù

123

9 2〔) l

2
.

3 x ] 0 8

2
.

3 x 1 0了

2
.

3 x 1 0 6

6 6

3 6

2
’

6

75

10 0

83
。

3

:7
668300546

尹了声沙/z夕I了

666 553
尹了尸月
.

万2 2了

546000 00000 000
.二

23
.1月1002

。

7 x I O e

2
.

7 x 1 o了

2
。

7 x 1 0 8

3

)
,

ō
J32

9 2 1 1 1

对 照 生理盐水 0 0 0 0 0 0 0 0 /6 0 /0

表 5 分离菌株投喂感染中国对虾的观察

T a b l e 5 o b s e r v a t i o n s o f p
.

e人 i九 e 儿 5 1 5 e h a l l e n g e d w i t h

t h e b a e t e r ia l is o l a t e s b y f e e d i n g

菌种
对虾经过的天数及死亡数

3 4 5 6 7 8 9

死亡虾

试验虾

黑鳃虾

死亡虾
死亡率
(万 )

黑鳃症状
表现率
(络 )

9加 1

9 2 1 1

4 /6

4 / 6

4 / 4

4 / 4

6 6
。

7

6 6
。

7

1 oo

1O( 1

O2
,几
030 0

,10000

对照 0 0 0 0 0 /6 0 /O
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验结束时累积死亡率为 66
.

7形
。

18卷

(二 )病原菌的生物学性状

对 9 21 0
、
9 1 21菌株及注射感染后 自病虾重新分离出的 go Zn 和 9 1 1 1 2菌株进行了形

态及生理
、

生化特征测定
。

9 1 2 0和 9 1 1 2 0菌株与文献中对嗜水气单胞菌描述一致 ;9 211

和 9 21 1 1菌株与文献中对豚 鼠气单胞菌描述一致
。

9 1 2 0和 9 2 01 1菌 在 1 2 26E 平板培养

基上 4 2小时形成单个边缘整齐
、

半透明圆形直径为 1
.

o m m左右的菌落
,

菌落中心略凸
、

表面湿润
、

质地粘稠
、

稍有异味
。

9 2 1 1 和 9 2 1 1 1 菌在 2 2 16 E 平板培养基上除为乳白色菌

落和粘稠度不如前两株菌外
,

其余特征一致
。

四株菌均为革兰氏阴性
,

极生单鞭毛
、

能运

动的短杆菌
, 9 2 0 1 和 9 2 0 1 1 菌大小平均为 0

.

8一 1
.

2 x o
.

5一 0
.

8协m
, 9 2 1 1 和 9 2 1 11 菌大

小平均为 1
.

0一 1
.

6 x o
.

5一 0
.

8林m
。

四株菌均对 O / 1 2 9 不敏感
,

氧化酶
、

过氧化氢酶阳

性
,

发酵果糖
、

甘露醇
、

半乳糖
、

密二糖产气
,

发酵蔗糖
、

麦芽糖
、

淀粉不产气
,

不发酵乳糖
、

肌醉
、

山梨糖
、

木糖
、

卫矛糖和荤糖等
,

具脂酶
、

明胶酶
、

淀粉酶
,

无脉酶
、

纤维素水解酶
、

几

丁质酶
,

能还原硝酸盐
,

果聚糖产生
、

水解果胶
、

葡萄糖酸盐氧化
、

色氨酸脱氨阴性
,

精氨酸

双水解
、

叫噪试验阳性
。

9 2 0 1 和 9 2 0 1 1 菌发酵葡萄糖产气
,

V 一P 反应
、

柠檬酸盐利用
、

H
:
S 产生

、

凝 固酶
、

酪蛋 白酶反应阳性
,

石蕊牛奶反应为酸反应 , 而 9 2 1 1和 9 2 1 11 菌发酵

葡萄糖不产气
,

V
一P 反应

、

柠檬酸盐利用
、

H
:
S 产生

、

凝 固酶
、

酪蛋 白酶反应为阴性
,

石蕊

和 g 2 0 n 定名牛奶反应为碱反应
。

详细特性列于表 6 和表 7
。

根据病原菌的形态及生理
、

生化特性
,

对照 K ri e g 和 H ol 七〔1 9 8 4〕的结论将 9 2 0 1 为

嗜水气单胞菌
, 9 2 1 1 和 9 2 1 1 1 菌定名为豚 鼠气单胞菌

。

表 6 分离菌株对糖类的发酵试验

T a b l e 6 C a r b o h y d r a t e f e r m e n t a t i o n t e s t s o f t h e b a ct e r i a l i s o l a t e s

糖 类
菌 株

9 2 0 1和 9 2 0 1 1 9 2 11和 9 2 11 1

糖 类
菌 株

9 2 0 1和 9 20 1 1 9 2 1 1和 9 2 1 1 1

田田田份

葡萄搪

蔗 糖

乳 糖

麦芽糖

果 搪

淀 粉

肌 醇

甘露醇

半乳糖

鼠李搪

密二糖

覃 糖

山梨搪

L 一树胶醛搪

棉子搪

木 塘

山栗醇

卫矛塘

注 :
田表示产酸产气

。
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表 了 分离菌株的特性

T a
U

e 7C ha a rt cr ei st i csof i so la t d eba t cr ela

测定项目
菌 株

测定项目
菌 株菌 株 菌 株

9加 1和9 2( )9 1 1趾 1和9肚 119即 1和 9 2( ) 1 19 2 1 1和9 2 11 1

十+++在 T C BS 上生长

运动性

极生单鞭毛

革兰氏染色

水溶性色素

无 NZ
C I膝水生长

3男 Na
C I陈水生长

刃绍 Na
C I陈水生长

7绍 Na
C I陈水生长

习男 Na C I陈水生长

0 1男 Na C ] 陈水生长

4℃生长

刀 7℃生长

2 4℃生长

0 / 129 敏感性 ( 0 1卜 g )

0 /229 敏感性 ( 15 0“ g )

硝酸盐还原

纤维素水解

H 多 产生

V -P 反应

甲基红反应

果聚糖产生

水解果胶

污!嵘反应

丙二酸故利 月

过氧化氢酶

氧化酶

淀粉酶

服 酶

卵磷脂酶

明胶酶

脂 酶

几丁质酶

凝固酶

酪蛋白酶

葡萄搪产酸

葡萄塘产气

柠檬酸盐利用

葡萄糖酸盐氧化

T S I

石蕊牛奶反应

苯丙氨酸脱氨

精氨酸脱狡

精氨酸双水解

色氨酸脱氨

鸟氨酸脱狡

赖氨酸脱狡

发酵蔗搪

碱反应

发酵蔗搪

碱反应

十 十

-
. . . . . . . . . . . . . . .

三
、

讨 论

1
.

病原菌的传播途径 通过人工感染试验及病虾的病理组织学的研究 (将 另 文 发

表 )
,

我们认为此两种病原菌主要经 口传播
,

另外经体表创伤处或体表亦能入侵虾体
。

在

发病的养虾池中
,

患此败血病病虾的尸体很难找见
,

而且在一周 内全池虾数量迅速减少
,

说明死虾的尸体大多被健康虾摄食
,

经此途径把细菌传播给健康虾
,

从而使疾病在全池迅

速蔓延
。

引起此败血病的最初原因可能与池塘的环境条件及虾体质有关
。

1 9 9 2 年 6
、
7 月

份
,

北方少雨
,

养殖水体盐度升高
,

适于此两种菌的繁殖
,

使池水中含菌数增加
,
增加 了对

虾体的感染机会
,

在高盐条件下
,

虾体质减弱
,

鳃易受损伤
,

给这两种菌创造了入侵虾体的

机会
,

部分虾被感染死亡后
,

尸体被健康虾摄食
,

细菌在对虾间迅速传播
。

2
.

黑鳃症状 本文中病虾有些表现有黑鳃症状
,

但它与对虾黑鳃病有本质区别
。

引

起对虾黑鳃病的病因有多种
,

水质污染 (重金属
、

酸
、

氨
、

亚硝酸盐等 ) 〔A n d e r s

on 和

6五ar 过f
, 1 9 8 8〕

、

食物中长期缺乏维生素 C
、

污浊生物附着 (丝状细菌
、

固着类纤毛虫等 )
、

镶刀菌等均能引起黑鳃病使对虾死亡
。

本文人工感染试验中
,

有些虾受细菌感染死亡
,

但并
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没有显示黑鳃症状
,

病理组织观察亦发现引起虾死亡的原因是细菌性败血
,

对虾内脏器官

受到损伤虾死亡
,

所以黑鳃只是本败血病的可能外部症状之一
,

而并不是真正的黑鳃病
。

青岛海洋大学陈世 阳教授
、

徐怀怒教授
,

中国科学院海洋研究所 陈马研究员
,

青岛医学院周息 民救

授对本丈提出修改意 见
,

在此深表感谢
。
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