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网箱养殖大黄鱼诺卡氏菌病的初步研究

王国良 , 　袁思平 , 　金　珊
(宁波大学生命科学与生物工程学院 ,浙江 宁波 　315211)

摘要 :首次报道了大黄鱼诺卡氏菌病的发生情况。病鱼以体表和心、脾、肾等内脏出现白色结节为主要症状 ,平

均死亡率 15 %。对病鱼进行细菌分离培养和光镜、电镜检查 ,均发现长或短的丝状分枝状杆菌。用分离菌株作

回归感染 ,证实为该大黄鱼结节病的病原菌。对病原菌的基本生物学特性进行了研究 ,确定病原为诺卡氏菌。
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Preliminary study on nocardiosis in cage2reared

large croaker , Pseudosciaena crocea ( Richardson)

WANG Guo2liang , YUAN Si2ping , J IN Shan

( College of Life2science and Bio2technology , Ningbo University , Ningbo　315211 , China)

Abstract :An epizootic in seawater cage2reared large yellow croaker , Pseudesciaena crocea , in China from September to November

2003 was caused by a Nocardia sp . The cumulative mortality was 15 % and diseased fish were 16 months old with total length from 20

to 30 cm. Multiple , white nodules , 0. 1 - 0. 3 cm in diameter , were scattered on the heart , spleen and kidney. The morphology of

isolated bacteria from Lowenstein2Jensen medium (LJM) and tryptic soy agar ( TSA) were Gram2positive , branching , bead2like or

long , slender , filamentous rods . Experimental infection indicated that the isolated bacterium was pathogen responsible for the

mortalities and the bacterium colonizes the fish via skin or gill , and intragastric exposure to the pathogen was less effective as a route

of infection. Based on the symptom of diseased fish and the growth characteristics , morphological , physiological , and biological

properties of the bacterium , the isolated were identified as Nocardia sp .
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　　大黄鱼 ( Pseudosciaena crocea)因其暖水性、广

食性、生长快、肉质鲜美、营养丰富和经济效益好

等特点 ,近年来一直是我国东南沿海主要的海水

养殖经济鱼类之一 ,遍布福建、浙江、广东、台湾和

江苏等省。产业的发展创造了巨大的社会和经济

效益。但由于集约化程度过高、种质退化、近海环

境污染、养殖海域老化等诸多原因 ,病害逐渐增

多 ,不时出现新的种类。近两年 ,浙江台州、舟山

等地网箱养殖大黄鱼出现了一种以体表和内脏出

现白色结节为主要症状的疾病 ,该病危害严重 ,持

续时间长 ,造成大批鱼死亡。目前国内外还没有

大黄鱼患该病的报道。为此我们对该病进行了初

步研究 ,确定为诺卡氏菌病。

1　材料与方法

1. 1　病鱼来源

　　病鱼于 2 0 0 3 年 1 0 月采自浙江台州大陈

岛海水网箱养殖鱼排 ,体长 2 0～3 0 cm ,体重

1 5 0～3 0 0 g 。
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1. 2　流行病学调查与疾病症状观察

　　对该病的流行情况进行调查。观察大黄鱼网

箱养殖的水域环境及活动情况 ,并取濒死病鱼与

正常鱼进行体表及内部解剖病理比较观察 ,确定

该病各病程的典型症状。

1. 3　细菌分离培养及菌丝观察

　　选取具有典型症状的濒死病鱼 ,无菌操作取

少量心、脾、肾组织上的白色结节分别在 TSA、L2D

和小川平板培养基上划线分离 , 28 ℃恒温培养 7

～10 d 后纯化细菌 ,分离菌株编号为 H 031016。

用扦片法在 TSA培养基上培养分离菌株 ,28 ℃恒

温培养 7～10 d后观察菌丝体。

1. 4　回归感染

　　实验用鱼体长 24～26 cm ,体重 150～200 g ,

分注射、口灌、浸泡和 3 个对照组 ,每组 15 尾。在

养殖海区网箱中进行 ,试验水温 22～26 ℃。

　　分离菌株在 TSA斜面上 28 ℃培养 7 d后 ,用

无菌生理盐水洗下菌苔 ,稀释成所需浓度的菌悬

液 (平板倾注法计算菌悬液浓度) ,进行腹腔注射

(IP) 、口灌感染 (IG) 。每尾注射 0. 5 mL ,口灌每尾

1 mL。两对照组分别注射和口灌等量的无菌生理

盐水。

　　将分离菌株于 3 000 mL 的 TSA 液体培养基

中扩大培养 7 d ,然后在 4 ℃、8 000 r·min - 1下 ,离

心 30 min ,无菌的生理盐水清洗沉淀 3次 ,再用无

菌的生理盐水配制成 3 000 mL 菌悬液 ,平板倾注

法计算菌悬液浓度。在水族箱中将菌液用养殖海

水稀释 15倍 ,将实验鱼浸于菌液中 20 min。对照

组为自然组。

　　观察感染发病的病鱼症状 ,发现死鱼及时捞

出 ,解剖检查其内脏器官病变情况 ,同时作细菌分

离。

1. 5　病原菌鉴定

　　电镜观察 　　将分离菌株制成菌悬液 ,吸取

一滴置于铜网膜上 ,醋酸铀染色 ,日立 H2300 型透

射电子显微镜观察。

　　在斜面上取一小块长有分离菌株的培养基 ,

2 . 5 %戊二醛固定 2 h ,梯度乙醇脱水 ,临界点干

燥 ,真空喷金 ,日立 S2450 型扫描电子显微镜扫描

观察。

　　将病鱼肾脏组织用 2. 5 %戊二醛固定 2 h ,

Epon包埋 ,L KB 超薄切片机切片 ,醋酸铀染色 ,日

立 H2300型透射电子显微镜观察。

　　生理生化实验　　按文献 [ 1 - 3 ]的方法相应

属、种鉴定有关内容和方法 ,对病原菌的酶类产

生、水解活性、单一碳源生长及温度耐受性进行了

研究。

2　结果

2. 1　流行情况

　　诺卡氏病主要发生在浙江沿海网箱养殖大黄

鱼 ,患病对象主要为 2 龄鱼 ,发病季节在 9 - 11

月。病情发展缓慢 ,但发病和死亡率较高。据调

查 ,2003年 9 - 11 月在浙江台州大陈岛网箱养殖

的 30万尾大黄鱼中 ,因该病而死亡 4 万余尾 ,平

均发病率达 20 % ,平均死亡率达 15 % ,病情重的

网箱 ,死亡率可达 60 %。发病持续时间较长 ,给养

殖生产带来很大损失。

2. 2　病鱼的症状

　　患病初期 ,病鱼体表有擦伤或损伤症状 ,反应

迟钝 ,食欲下降 ,上浮水面离群独游。随着病情加

重 ,部分病鱼体表开始充血、发炎 ,逐渐溃烂 ,各鳍

也有溃烂出血 ,随后逐渐死亡。解剖观察 ,内脏有

明显的病变 ,心、脾、肾等内脏稍有肿大 ,而且有大

量白色结节 (图 1) ,直径 1～3 mm。将结节内物质

作涂片 ,镜检发现大量短或细长杆状或分枝状革

兰氏阳性菌体。

图 1　病鱼脾、肾白色结节

Fig. 1　White nodules in spleen and kidney of

diseased fish

2. 3　细菌分离

　　心、脾、肾组织上的白色结节在 L2J 和小川培
养基上长出淡黄色沙粒状菌落 ,在 TSA 培养基上

长出白色沙粒状菌落。将菌落作涂片 ,观察到与

直接用病鱼组织涂片相同的菌体。在这些培养基

上未见其它细菌生长。
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2. 4　回归感染

　　感染试验结果表明 ,该菌即为大黄鱼结节病

的病原菌 ,对大黄鱼有较强的致病性 ,病程较长 ,

死亡率 100 % (表 1) 。

　　试验鱼在感染后 10 d左右 ,注射和浸泡组有

鱼开始游动迟缓 ,上浮水面 ,体表和各鳍基部有发

红或出血症状 ,随后几天连续有鱼死亡 ,到 20 d时

这两组全部死亡。而口灌感染组没有死亡 ,也无

任何症状。3组对照无任何症状。

　　发病鱼解剖发现心、脾都有大量白色结节 ,肾

脏充血 ,肿大 ,肝脏稍肿大 ,变白灰色。与自然发

病鱼症状基本相似。从病变组织心、脾、肾、肝、肌

肉中均分离到纯度一致的细菌 ,菌落形态、菌体形

态及基本理化特性与从自然发病鱼体分离的原菌

株完全一致。

表 1　回归感染实验结果

Tab. 1　Results of artificial infection experiments

组别
group

试验尾数
number

菌液浓度 ( CFU·mL - 1)
bacteria density

剂量 (mL)
dose

感染后死亡数及死亡时间 (d)
no. and time of fish death

10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

死亡尾数
no. of

dead fish

死亡率 ( %)
mortality

注射 IP 15 1. 05×108 0. 5 0 0 1 1 2 4 3 2 1 1 0 15 100

口灌 IG 15 1. 05×108 1. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

浸泡
immersion 15 1. 47×107 20 3 0 0 0 1 2 3 4 2 2 0 1 15 100

注射对照
IP control 15 生理盐水

saline 0. 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

口灌对照
IG control 15 生理盐水

saline 0. 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

自然组
nature 15 - - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

　　注 : 3为浸泡 20分钟　　　Notes : 3 means immersed 20 min

2. 5　病原菌生物学特性
　　形态特征 　　病原菌革兰氏阳性 ,好氧 ,具有

弱抗酸性 ,菌体呈长或短杆状 ,或细长分枝状 ,常

断裂成杆状至球状体 ,直径 0. 2～1. 0μm ,长 2. 0～

5. 0μm ,丝状体长 10～50μm。可单个、成对、Y或

V字状排列或排列成栅状 ,有假分枝 ,并具膨大或

棒状末端。不运动 ,不生孢子。

　　生长特性及菌丝体 　　病原菌生长缓慢 ,在

TSA、L2D 和小川培养基上 28 ℃, 7～10 d 才能长

出 ,菌落呈白色或淡黄色沙粒状 ,粗糙易碎 ,边缘

不整齐 ,偶尔在表面形成皱折。用扦片法观察到

该菌基丝发达、繁茂 ,呈分枝状 (图 2) 。

生理生化特性 　　病原菌过氧化氢酶阳性、

氧化酶阴性 ,还原硝酸盐 ,不水解酪素、黄嘌呤、酪

氨酸、淀粉和明胶 ,能以柠檬酸盐为唯一碳源生

长 ,具有诺卡氏菌属特有的生理生化特征[2 ] (表

2) ,而且与其中的 Nocardia seriolae完全相同。

根据形态、生长和生理生化特征 ,确定病原菌

属于诺卡氏菌属 ( Nocardia sp . ) 。

电镜观察　　滴片透射观察到单个菌体为长

短不一或分枝状菌体 ,有膨大或棒状末端 ,在菌体

中部或两端可见内部圆形的类核体 (图 3) 。菌落

扫描观察到菌体呈棒状 ,丛生 ,排列不规则 (图 4) 。

病鱼组织切片透射观察未见病毒颗粒 ,发现有大

量菌体 ,与分离菌株的形态相同。而且菌体结构

特殊 ,中央或两端有丝状的类核体 ,胞壁是三层结

构 ,外面高电子密度层与质膜之间被一低电子密

度层隔开 (图 5) 。

图 2　病原菌的菌丝体 (1 000×)

Fig. 2　Filaments of the pathogenic bacteria
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表 2　病原菌及参照菌株的生理生化特征

Tab. 2　Physiological and biological characteristics of isolate and reference strains of Nocardia

N. asteroids N . seriolae N . salmonicida N . farcinica fish isolate

N317 T ATCC43993 J CM4826 T ATCC3318 H031016

过氧化氢酶 catalase + + + + +

氧化酶 oxidase - - - - -

脲酶 urea + - + + -

硝酸盐还原 nitrate + + + + +

水解 decomposition

　七叶灵 aesculin + + + + +

　明胶 gelatin - - - - -

　淀粉 starch - - - - -

　酪素 casein - - - - -

　黄嘌呤 xanthine - - - - -

　酪氨酸 tyrosine - - - - -

唯一碳原利用 growth on sole carbon sources

　甘露醇 mannitol + - + - -

　阿拉伯糖 arabinose - - - + -

　山梨醇 sorbitol + - + - -

　柠檬酸盐 citrate + + + - +

在 45℃下生长 growth at 45℃ - - - + -

图 3　病原菌的个体形态 (12 000×)

Fig. 3　Pathogenic bacteria

图 4　病原菌菌体形态扫描观察 (10 000×)

Fig. 4　Scanning electron micrograph of

the pathogenic bacteria

图 5　病鱼组织切片透射观察 (30 000×)
Fig. 5　Transmission electron micrograph of

tissue of diseased fish

3　分析与讨论

　　诺卡氏菌是一种革兰氏阳性丝状杆菌 ,广泛

分布在土壤、活性污泥、水、动植物和人的组织中 ,

以腐生为主。一些菌株是人和动物的机会致病

菌[2 ]。在水产动物中 ,首例报道诺卡氏菌病的是

虹彩脂鱼[4 ] , 此后该病在虹鳟 ( Oncorhynchus

mykiss) 、黄尾　 ( Seriola quinqueradiata ) 、斑鳢

( Channa maculata ) 、大 西 洋 牡 蛎 ( Crassostrea

gigas) 、大口鲈 ( Micropterus salmoides ) 和海鲈

( Lateolabrax japonicus ) 等水产养殖动物中有报

道[3 - 9 ]。
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　　患病大黄鱼从体表和内部症状看 ,与以往其

他鱼类诺卡氏菌病的症状十分相似 ,病原菌在形

态、生长和生理生化等基本特征上都具备了诺卡

氏菌属特有的生物学特征。其 3 层的胞壁结构 ,

与 Friedman[6 ] 所描述的 N . crassostreae 和 N .

asteroids的结构极为相似。根椐这些特征 ,本次

网箱养殖大黄鱼疾病应为诺卡氏菌病 ,确定病原

菌为诺卡氏菌 ( Nocardia sp . ) 。由于诺卡氏菌各

种间在生理生化特征上还没有完全一致的分类标

准 ,近几年分子生物技术的发展 ,建立了新的分类

标准 (如 16S rRNA 基因序列同源性) [2 ]。故对该

病原菌具体种的确定还在进一步研究。

　　诺卡氏菌在海水中的含量实际并不高 ,曾被

认为是一种机会致病菌 ,当养殖鱼类体质虚弱、免

疫力低下时 ,通过呼吸或饵料而感染[7 ,8 ]。从回

归感染试验结果分析 ,注射和浸泡感染都能使实

验鱼致病 ,而口灌感染不致病 ,这说明在自然情况

下该菌从鱼体损伤部位或通过鳃部进入体内的机

会较大 ,而通过饵料进入体内的机会较小。从发

病器官来看 ,发病最严重的器官都是与血液循环

有密切关系的器管 ,说明该菌是通过进入血液循

环而达到各器官 ,然后在各器官组织中固着 ,逐渐

生成菌丝体而形成结节。由此推断 ,在自然情况

下由于网箱养殖的集约化程度高 ,养殖密度大 ,鱼

体容易损伤 ,体质下降。由此 ,给病原菌提供了致

病机会。

　　由于诺卡氏菌生长较慢 ,造成病情不剧烈 ,在

发病前期无症状或症状不明显 ,但病情持续时间

长 ,发病率和死亡率都较高 ,故给该病的早期诊断

和防治带来极大困难。诺卡氏菌曾危害日本　养

殖多年 ,被认为是日本水产养殖中最主要的病原

菌之一[9 ]。也是大西洋牡蛎养殖的主要病原菌之

一[6 ]。近年来对我国台湾水产养殖业影响较大 ,

先后在乌鳢、大口鲈和海鲈等养殖鱼类中感染诺

卡氏菌 ,造成巨大的经济损失[3 ]。

　　大黄鱼诺卡氏菌病是在我国大陆水产动物养

殖中首次发现 ,也是国内外养殖大黄鱼首次发现

感染诺卡氏菌 ,应该引起相关学者的关注。在水

产动物养殖中 ,对致病诺卡氏菌的相关研究并不

多 ,故有必要对大黄鱼诺卡氏菌病在病原菌的分

类鉴定、快速检测、致病机理和预防治疗等方面作

进一步研究。
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