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　　摘　要　　从鳖穿孔病灶分离得到 CH-108 菌株 ,经理化鉴定为嗜水气单胞菌。药敏试验结

果表明 ,链霉素 , 环丙沙星对其有一定抑菌作用。回接感染均产生穿孔和粗脖子疾病。用 CH-108

菌株制成菌苗进行免疫接种 ,可产生有效的防治结果。
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　　随着人工养鳖的迅速发展 ,鳖病日趋增多 。穿孔病是危害鳖较为严重的一种细菌性疾病 。

该病在大棚养殖中一年四季均可发生。其传染性强 ,流行面广 ,流行时间长 ,发病率从 20 ～

90%,并能引起鳖大批死亡 。体重从 0.05 ～ 1.0公斤的鳖都易患此病。其中 0.5公斤以下鳖

感染率最多 ,是目前养鳖场普遍遇到的难题之一[于春然等 1996 ,孙佩芳等 1996 ,齐彩霞等

1995 ,陆宏达和金丽华 1996 ,程天印等 1996 , ] 。在所见的文献和报导中 ,穿孔病的防治常以

呋喃唑酮拌饲料内服 ,外加呋喃唑酮或 2.5%食盐水浸洗消毒 ,还未见采用免疫防治疗法[谭

北平 1996 ,杨先乐 1996a 、b ,张胜宇和张晓刚 1996] 。福晚淡水养殖有限公司 1995 、1996两年

由于穿孔病而导致鳖最终死亡的占病死鳖总数的 60%左右 ,常规治疗难以见效 。针对这一问

题 ,我们进行病原细菌的分离 ,鉴定 ,回接感染等 ,同时进行穿孔病的免疫防治研究。

1　材料与方法

1.1　材料鳖来源及病鳖症状

　　健康的鳖与病鳖均来自福晚淡水养殖有限公司。病鳖发病初期颈部 ,背甲 ,腹部 ,裙边和

四肢基部出现点状小突起数个或数十个 。以后逐渐扩大成疖疮 ,四周红肿 ,向外突起 ,此时鳖

开始精神不振 ,行动缓慢 ,脖子也变粗 ,对外界反应迟顿。当疖疮溃烂后 ,内容物呈脓状 ,有腥

恶臭味 ,随着病情的严重 ,背甲 ,腹底等出现穿孔 ,溃烂成深的孔洞。内脏解剖发现 ,肺充血呈

酱紫黑色;肝脏肿大 ,充血;肠道内无食物 ,红肿充血 ,鳖最终死亡 。

1.2　病原菌分离和鉴定

　　取濒临死亡的 ,具有典型穿孔病的病鳖 ,用清水冲洗干净后 ,再用 75%酒精棉球将孔洞及

体表反复擦拭消毒。用无菌刀片刮去孔洞浅层的污物 ,再用接种针挖取孔洞较深的内容物 ,在

普通营养琼脂平板上进行增殖培养 ,在 37℃24小时后再进行划线分离单菌落 ,经纯化后转接

斜面培养基上保存。
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1.3　细菌鉴定及药敏试验

　　纯化后的细菌先经革兰氏染色为阴性杆菌 ,再进行生理生化试验及药敏试验。生理生化

试验部分采用微量发酵管 ,药敏试验采用药敏纸片。微量发酵管和药敏纸片为上海市医学化

验所和浙江省军区后勤部卫生防疫检验所产品。

1.4　人工回接感染试验

　　从鳖穿孔处分离纯化得到 CH-108菌株 ,将它接种到改良营养琼脂茄瓶中 ,37℃培养 24

小时 ,用生理盐水洗下培养物 ,采用比浊管法(由北京药物生物制品检定所提供)稀释成 1.8×

10
9
CFU/mL ,给 4只 50 ～ 80克健康鳖进行腹腔注射和后腿肌肉划破皮后破口皮下注射 ,每只

腹腔注射 0.05mL ,划痕处注射 0.05mL ,用生理盐水给 2只健康鳖作等同注射为对照 ,饲养在

玻璃箱中 ,玻璃箱置 4.6m
2
的稚鳖池中 ,池中水温 28 ～ 30℃与其它鳖池等同条件下饲养观察 。

1.5　菌苗的制备

　　将人工回接感染验证其致穿孔病的 CH-108菌株以及其它致病菌株 ,分别接种在改良营

养琼脂茄形瓶中 ,36℃培养 24小时 ,用磷酸盐缓冲生理盐水收集菌体 , 加入适量甲醛溶液

(1 .0 %), 低温处理 5天以上 ,经安全检查后 ,冰箱贮存 ,需要用时用无菌磷酸盐缓冲生理盐

水稀释制成 1.8×109 CFU/mL ,并添加至终浓度为 0.3%苯酚 ,冰箱贮存备用[中华人民共和

国卫生部 1995] 。

1.6　免疫接种与免疫效果检测

　　利用选鳖换池时 ,按鳖体重 2mL菌苗/kg鳖的剂量 ,使用连续注射器给鳖进行免疫接种 。

饲养一定时间后 ,随机捞取3只鳖断头采血 ,血液收集于离心管内 ,于 9000 ～ 10000r/min 高速

离心机离心 5 ～ 10min ,取上清液测定抗体效价 。将免疫血清按 2倍稀释法进行稀释 ,抗原浓

度为 1.8×109
CFU/mL ,采用破片凝集反应 ,肉眼观察到凝集(+)之血清最高稀释度为凝集

反应之效价。

2　结果

2.1　病原菌的鉴定

　　经分离纯化的 CH -108菌株 ,在普通琼脂平板上 37℃24小时培养 ,出现菌落为圆形 、灰

白色 、半透明 、表面光滑 、湿润 、边缘整齐 、菌苔很薄 。菌体革兰氏染色呈阴性 ,短杆菌 ,两端钝

圆 ,无芽孢无荚膜。鞭毛染色为单端单极生鞭毛 ,生理生化试验结果见表 1 ,根据《伯杰氏细菌

鉴定手册》1984第八版 ,该菌为嗜水气单胞菌[陈奖励等 1993 ,Popoff 1984] 。

2.2　药敏试验

　　用 21种药敏试纸片对 CH-108菌株进行药敏试验 ,药敏纸片药物含量为 10μg/mL 。抑

菌圈直径小于 10毫米为不敏感 , 16 ～ 20毫米为中度敏感 ,大于 20毫米为高度敏感 。结果见

表2 。根据抑菌圈大小和透明度综合分析 ,链霉素和环丙沙星抑菌效果相对较好 ,属中度敏
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感。而氟嗪酸 、氯霉素 、卡拉霉素 、新生霉素 、痢特灵 、二甲胺四环素 、万古霉素 ,氟哌酸 ,妥布布

霉素对 CH-108菌略有一些抑菌作用 ,而头孢唑啉 、新霉素 、庆大霉素 、利福平 、菌必治 、磺胺 、

青霉素 、氨苄青霉素等对该菌都不起作用。

表 1　CH-108 菌株理化特性

Tab.1　Physi-biochemical character of the strain CH-108

测 定项 目 特 性 测定 项目 特性 测 定项 目 特 性 测 定 项目 特性

葡萄糖产酸产气 + 37℃生长 + 7%NaCl胨水 - 水扬苷 +

引哚 + 肌 醇 - H 2S + 卫予醇 -

赖氨酸脱羧酶 + 侧金盏花醇 - L-精氨酸双水解 + 柠檬酸盐 +

L-色氨酸 + VP + L-酪氨酸 + 甲基红 +

蔗糖 + 运动力 + 乳糖 - 尿 素 -

甘露醇 + 氧化酶 + 阿拉伯糖 + 明胶液化 +

山梨醇 + 无 NaCl肉汤 + 七叶苷 + 水溶性色素 -

麦芽糖 +

　　注:“ +”表示阳性 , “ -”表示阴性。

表 2　CH-108 菌株对抗生素的敏感性

Tab.2　The sensitivity of the strain CH-108 against antibiotis

药 品名 称
抑　菌　圈

直径(mm) 透明度
药 品 名称

抑　菌　圈

直径(mm) 透明度
药品 名称

抑　菌　圈

直径(mm)透明度

链霉素 18 ++ 头孢唑啉 - - 环丙沙星 18 ++

新霉素 - - 妥布霉素 16 ++ 庆大霉素 - -

氟哌酸 16 + 磺 胺 - - 氯嗪酸 15 ++

菌必治 - - 氯霉素 12 ++ 利福平 - -

二甲胺四环素 10 + 青霉素 - - 新生霉素 10 ++

氨苄青霉素 - - 万古霉素 10 ++ 羧苄青霉素 - -

卡拉霉素 10 + 氧哌嗪青霉素 - - 痢特灵 10 ++

苯唑青霉素 - - 红霉素 8 ++

2.3　人工回接感染

　　健康的鳖在腹腔注射和划痕注射感染后第 4天开始出现病症 ,随后病症逐渐加重 ,发展为

穿孔 、大脖子 ,最后濒临死亡 ,结果见表 3。将濒临死亡的病鳖再进行细菌分离 ,从穿孔处得到

与初次分离到的菌株特征一致的细菌。对照组鳖无症状。

2.4　免疫应急试验

　　由于鳖的生性胆小 ,对生存环境中影响十分敏感 ,平时换池选鳖后 ,不仅会有 1 ～ 2天鳖不

愿吃食 ,并且会或多或少导致鳖生病或死亡。人工免疫要在换池选鳖过程中 ,再加腹腔注射 ,

其刺激强度可能会导致较严重的应急反应。我们选用来自同一池的鳖进行试验 ,通过几批试

验 ,得知鳖的应急反应与选鳖换池时的水温与棚温(或室温)温差关系极大。中午或下午捉鳖

换池 ,无论是否免疫注射都会导致强烈的应急反应 ,使鳖大量死亡 。20只鳖仅在中午换个池 ,

没有注射任何物质 , 15天内死亡率达 40%,而注射菌苗的 20只鳖 15天内的死亡率达 50%。
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而另一组晚上进行捉鳖 ,注射菌苗或生理盐水 ,15天内均全部存活。在扩大试验中 ,下午温差

大时进行免疫注射的 1676只鳖 ,15天内应急死亡率达 31.6%,而晚上进行选鳖换池或免疫注

射各 1000只鳖 ,半个月内死亡率均在 0.6%以下。解决了免疫应急反应的问题。

表 3　CH-108 菌株人工回接感染结果

Tab.3　The results of the injection of CH-108 into Trionyx sinensis

　
人工回接感染天数

4天 9天 17天 26天

50克鳖症状 划痕处出现疖疮
背甲上数个针尖大白
斑 ,划痕处疖疮扩大。

背甲两个大穿孔 ,
划痕溃烂 ,脖子变粗。

背甲穿孔成深孔洞脖子
粗大 ,不吃食反应迟顿。

80克鳖症状 划痕处出现疖疮
背甲数十个针尖状白
斑 ,划痕处疖疮扩大

背甲一个小穿孔 ,划痕
疖疮 ,脖子略粗。

背甲穿孔向外突起 ,
中间呈深洞 ,

脖子变粗大 ,行动缓慢。

对照组 正常 正常 正常 正常

2.5　抗体形成时间及效价测定

　　将 20只 50 ～ 80克左右健康的鳖 ,按 2ml菌苗/kg体重的剂量进行人工免疫接种 ,接种后

饲养在稚鳖池中 ,水温 28℃～ 30℃。免疫后 15 、25 、35 、45 、60天分别随机取 3只鳖进行断头

采血测定 CH -108抗体产生水平。参与凝集反应的抗原浓度固定为 1.8×10 9
CFU/mL CH

-108单一灭活菌 ,凝集抗体水平测定结果显示:当鳖免疫后 15天就产生相当水平的抗体 ,抗

体效价为 1∶160 ,35 ～ 45天鳖体内的抗体水平最高抗体效价为 1∶1280 ,二个月以后抗体水平

下降很多 ,抗体效价为 1∶80仍具有一定的抗病能力。

2.6　大池饲养免疫预防

　　分几批选择不同体重的鳖 12556只进行扩大免疫接种。采用含有 CH -108菌株的四联

菌苗 ,按 2mL/kg体重剂量进行注射。其中 19
#与 20
#池 16
#池与 7
#池的鳖来自同一批鳖苗

按体重大小分开投池 。经过 53 ～ 69天的饲养 ,选鳖换池或清池销售进行统计。结果表明经过

含 CH-108菌苗免疫过的鳖极少出现穿孔病 ,19
#
、20
#
池清池售鳖时 ,二千多只鳖仅有 5只

鳖背甲有一小点 ,占售鳖总数不到 2‰,其余的鳖外观无任何疤痕 ,全部以一级品出售 。售鳖

同时 ,随机取 3只鳖断头采血 ,测定血清中抗 CH-108菌的抗体效价 ,血清稀释为 1∶80 肉眼

可见凝集反应 ,由此可见穿孔菌苗的免疫预防 ,对鳖饲养过程中穿孔疾病不仅起到防治作用 ,

而且还可以提高鳖的商品等级 。但是免疫预防是十分专一的 ,与菌苗不同的致病菌侵袭鳖 ,仍

能导致鳖的致病死亡 。B16
#
与 B7
#
池的鳖是从同一 A 池按体重大小而分开换池 ,虽然鳖的

来源一致 ,免疫接种菌苗一致 ,但由于水质管理不善 , B16#池在换池后 32天左右水质发黑几

天 ,造成连续一个星期鳖致病和死亡。但病 、死鳖病因多为脖子粗 、抽筋 ,没发现有穿孔的病死

鳖。B7#池水质管理正常 ,鳖存活率达 97%。由此可见 ,在鳖的饲养过程中免疫仅能起到预

防作用 ,而水质管理极为重要 。

3　讨论

　　从鳖穿孔的病灶中分离得到 CH -108菌株 ,经理化鉴定为嗜水气单胞菌。人工回接感染
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健康的鳖 ,导致鳖穿孔病以及大脖子病 ,证明分离的 CH-108菌株确是穿孔病原菌 。

　　CH-108菌株经药敏试验结果表明 ,仅链霉素和环丙沙星对该致病菌有一定的抑菌作

用 ,大多数抗生素对该菌抑制作用效果较差或不起作用 。在实际治疗中 ,该抗生素疗法效果不

明显 ,难以治愈 。因此仅考虑用药物治疗不能根本解决问题 ,必须采用以防为主的免疫防治手

段才能达到不患穿孔病的目的 。

　　在鳖的免疫预防中 ,鳖的换池以及免疫接种时的水温与棚(室)温温差至关重要 。在中 、下

午温差大时选鳖换池 ,即使不进行免疫接种 ,也会引起鳖的强烈应急反应 , 死亡率可高达

40%。而采用晚上温差低(±1℃)时换池选鳖以及免疫接种 ,应急死亡率可降至 0.6%左右 。

这结果为免疫接种解决了最棘手的应急死亡问题 ,消除养殖人员对免疫接种的恐惧心理 ,以利

养殖业推广现代免疫预防的科学方法。同时还提示:即使在常规养鳖中 ,(不采用免疫接种)选

鳖换池也一定要关注水温与棚(室)温温差 ,否则同样导致鳖大量应急死亡 ,带来严重损失 。

　　采用免疫预防法对鳖穿孔病的防治十分有效 。经免疫接种穿孔病菌苗的鳖 12556只 ,经

过2 ～ 3个月饲养 ,患穿孔病的鳖不到 0.2%,这是任何抗生素药物防治无法达到的效果 。一

次免疫接种后 35 ～ 45天时 ,鳖的抗体效价最高 ,而 60天以后抗体水平下降 ,仍能抵抗穿孔病 。

采用免疫接种穿孔病菌苗 ,不仅提高了鳖的存活率 ,而且大大提高了鳖的商品价值。对鳖穿孔

病进行免疫预防 ,是鳖养殖中极为可取的方法 ,但水质管理极为重要 。
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PATHOGEN AND IMMUNITYOF HOLE DISEASE

OF TRIONYX SINENSIS

MAO Ning , YANG Yan-Hua , LAI Qiong-Hua

(Biological Engineering Institute of Fujian Teacher University , Fuzhou 　350007)

LIAO Cai-Sheng
(Fujian Yongtai Fuwan freshwater Breeding Co.L td., 350700)

ABSTRACT　　A pathogenic bacteria of CH -108 st rain is isolated from the hole disease

of the Trionyx sinensis.I t is ident ified as Aeromonas hydrophi la by the bacteriological

method.The backinoculation test indicated tha t or iginal symptome can be observed by in-

ject ing the pathogens into the healthy ones.The drug sensitivity test showed tha t the CH-

108 st rain is moderate sensi tir ity to str eptemyclnum and ciprofloxacin.Immune inoculat ion

using kil led CH-108 st rain can prevent hole disease effect ively.

KEYWORDS　　Trionyx sinensis , Aeromonas hydrophila , Hole disease , Immune inocula-

tion
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