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　　平鲷(Sparus sarba)是香港居民喜欢食用的珍贵海产品之一 , 在香港附近海域有大面积的人工网箱养

殖。近年来 , 随着海水污染程度的加剧以及生态平衡的破坏 , 鱼类细菌性疾病的危害日益严重 , 给这一经济

鱼种的养殖造成巨大损失[ Woo 等 1995] 。迄今报道的鱼类主要致病菌已达数十种[ 殷　战和徐伯亥

1995 , Austin 和 Austin 1987] , 其中海水鱼弧菌病最为常见 ,如鳗弧菌(Vibrio anguillarum)可侵染世界范围

内的大多数海水鱼引起弧菌病 , 其主要症状是鳍条出血及体表发炎[ Austin 和 Austin 1987] ;溶藻胶弧菌

(Vibrio alginoly ticus)能引起鲷科鱼类体表溃疡 、烂鳍[ Austin 和 Austin 1987] ;在我国也有关于创伤弧菌

(Vibrio vulnificus)所致石斑鱼体表溃烂病的报道[ 刘秀珍等 1994] 。

　　1996～ 1997年 , 香港网箱养殖的海鲷流行体表溃疡病 , 且发生大规模的爆发性死亡。 本文主要报道了

病原菌的分离 、鉴定及其致病性等研究结果。

1　材料与方法

1.1　标准菌株

　　沙蚕弧菌 Vibrio neresis(1.1623), 河川弧菌 Ⅰ Vibrio fluvialis  (1.1608),溶藻胶弧菌(1.1607), 坎普

氏弧菌 Vibrio campbellii (1.1596), 河川弧菌 Ⅱ Vibrio fluvialis (1.1611), 副溶血弧菌 Vibrio para-

haemolyticus(1.1614),嗜水气单胞菌 Aeromonas hydrophila(1.927), 飘浮弧菌 Vibrio natriegens(1.1584)

和哈维氏弧菌 Vibrio harveyi (1 .1 59 3)等 9 株标准菌株购自中国科学院微生物研究所菌种保藏中心。
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1.2　病鱼

　　具有明显溃疡症状的发病平鲷 ,采集自香港海水鱼养殖场。

1.3　病原菌的分离

　　无菌操作取病鱼的病灶组织 2 ～ 3g , 置于无菌匀浆器中加 2mL 无菌生理盐水匀浆 , 取匀浆进行 10 倍系

列稀释。取 0.1mL 涂布 2216E 及 TCBS平板;或者直接挑取溃烂组织于上述两种平板上直接划线 , 经

2 8 ℃培养 1 ～ 2 天 ,挑取优势单菌落 ,划线分离纯化 2 ～ 3 次以获得纯种。

1.4　人工感染试验

　　取无发病史的健康平鲷(80～ 100g), 先于实验室水泥池(200 000L)暂养 1 周 , 然后转移至玻璃水族箱

(500L),每 5 条鱼为 1 组 , 通气喂养 ,水温保持在 18℃～ 20℃。人工感染后 ,连续观察 7 天。

1.4.1　注射感染
　　将培养 24h 的试验菌 ,用无菌生理盐水(0.85% NaCl)制成约 2.5×107CFU/mL 和 2.5×109CFU/mL

的菌悬液 ,肌肉注射感染 , 0.2mL/尾 ,同时设注射无菌生理盐水的对照组。

1.4.2　创伤感染
　　以无菌针头对试验鱼体表进行穿刺创伤 ,创伤后的鱼置于 2.5×107CFU/mL 和 2.5×109CFU/mL 的

菌悬液中浸泡感染 5min ,同时设不经菌浴的对照组 ,然后放置于水族箱中喂养观察。

1.4.3　浸泡感染
　　将体表无损伤的健康试验鱼置于 2.5×107CFU/mL 和 2.5×109CFU/mL 的菌悬液中浸泡感染 2h , 同

时设不经菌浴的对照组 ,然后放置于水族箱中喂养观察。

1.5　菌种鉴定

　　将所分离的病原菌和 9 株标准参考菌株一起参照有关文献进行菌种鉴定[ Holt 等 1994 , Lemos 等

1985 , West等 1983 ,West和 Colwell 1984]和(Colwell 1984)。

1.6　数值分类分析

　　数值分类法聚类分析是在 486 微机上使用不加权的单联法进行的[张纪忠 1990] 。

2　结果

2.1　人工感染试验

　　采用肌肉注射 、创伤后菌浴和菌浴三种方法进行人工感染 , 注射感染和创伤后菌浴感染均可使鱼感染

发病 , 单纯的菌浴法不能使鱼感染发病。感染发病鱼表现出与自然发病鱼相同的症状:开始体色变深 , 行动

迟缓 , 经常游出水面 ,摄饵量降低或不摄饵 ,感染部位和鳍末端充血 、发炎 , 严重时鳍间组织逐渐散开 , 鳍条

溃烂 , 鱼体表面感染部位发生溃烂 , 溃烂逐渐变成一深洞 ,最终死亡。且从感染发病鱼病灶组织重新分离出

形态特征类似的细菌 ,说明所分离的细菌为海鲷的致病菌 。

(1)　Colwell R R.1984 , Char acter is t ics and Meth od for Numer icail Taxonomy(Manuscr ipt).
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2.2　病原菌的分离与鉴定

　　从发病鱼体共分离出 6 株致病菌 ,其生物学性状基本相同 , 菌体呈杆状或短杆状 , 极生单鞭毛 , 泳动 , 革

兰氏阴性 , 不发光 , TCBS平板上生长均呈黄色 , O/129 敏感(150μg/mL), 葡萄糖氧化发酵阳性(O/F 实验

+/ +), 氧化酶阳性 ,上述特性均为弧菌属细菌的典型特征 , 根据分离的 6 株菌和 9 株标准菌株的 69 项形

态及生理生化特征 ,利用计算机进行数值分类分析 , 结果表明 ,所分离的 6株菌与标准菌株溶藻胶弧菌聚为

一类 ,相似性大于 80%, 另外 , 6 株菌的形态特性和生理生化特征 , 参照 Hlot等[ 1994] , 也可鉴定为溶藻胶

弧菌 。表明香港网箱养殖的海鲷体表溃疡病的病原菌为溶藻胶弧菌。

3　讨论

　　分离菌株特性同 Hlot 等[ 1994]所描述的溶藻胶弧菌的特性相类似 ,同常见的弧菌致病菌—河川弧菌 、

创伤弧菌 、副溶血弧菌 、哈维氏弧菌等均不同(表 1), 另外 , 数值分类分析结果表明所分离菌株中的溶藻胶

弧菌的相似性大于 80%,故可鉴定为弧菌属的溶藻胶弧菌。

表 1　分离菌株与常见鱼类弧菌致病菌性状比较

Tab.1　Comparison of the present isolates with other f ish pathogenic Vibrios

特　征 分离菌株 河川弧菌 I 创伤弧菌 副溶血弧菌 溶藻胶弧菌 哈维氏弧菌

10%Nacl生长 - + - (+) + -

V.P 反应 + - - - + V

ONPG 反应 - + V - - -

柠檬酸盐利用 - + - - - -

精氨酸双水解 - + - - - -

精氨酸脱羧酶 - + - - - -

鸟氨酸脱羧酶 - - - + V -

阿拉伯糖产酸 - + V (+) - -

蔗糖产酸 + + - - + V

乙醇 - (+) - + + -

丁二酸 + - - + + +

该菌毒性较强 ,海鲷被感染后死亡率很高 , 严重影响人工网箱养殖海鲷的产量 , 造成极大的经济损失。

人工感染试验结果表明 ,弧菌病的传播不是经口 , 可能是鱼体受伤后 ,细菌通过创伤面进入体内 , 产生毒素 ,

使病灶出血溃烂 ,造成败血死亡。国内关于人工网箱养殖石斑鱼弧菌病的致病机理研究中 ,也有类似的报

道[ 刘秀珍等 1994] 。

　　弧菌主要可引起海产鱼类 、虾和贝类等爆发弧菌病[ Austin 和 Austin 1987 , Liu 等 1996 , Pass 等 1987] ,

发病的特点是病程短 ,规模大 , 危害严重 ,而且这些细菌往往都是水环境中的正常菌群 ,是条件致病菌 , 其致

病性取决于宿主的生理状态及环境条件和海水中细菌数量 、海水的理化物质等综合因素的影响[ Beatty 等

1990 , West等 1983] 。有关文献报道 , 活的哈维氏弧菌及其胞外产物(ECP)均对海洋动物有致病性 ,其外毒

素中蛋白酶 、磷脂酶 、溶血素的活性很强 , 在对斑节对虾(P.monodon)的致病性中起了主要作用[ Liu 等

1996] 。从而推测香港网箱养殖海鲷体表溃烂病的流行是由于养殖海域环境条件恶化引起弧菌大量增殖 ,

以及密集养殖(增加了海鲷碰撞受伤的可能性 , 恶化水质)而引起的 。

　　由于长期大量使用抗菌素 ,养殖环境中的细菌往往对大多数抗生素产生抗药性 ,因此目前国内外一致

认为对海洋生物的弧菌病应以预防为主 ,具体措施包括:控制环境污染 , 尽量避免有毒物质向养殖海域的排

放而造成海鲷免疫力的下降;改善水体环境 , 维持一定量的藻类和有益微生物 ,保持养殖环境的生态平衡;

合理控制养殖密度 ,避免外伤 , 防止缺氧等。
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