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中国对虾病原菌(级弧菌 )的研究

郑 国 兴 沈亚 林 李 何

(中国水产科学院东海水产研究所
,

上海 )

扭 要 198 7 年 7 ~ 玲月福建省平潭县对虾养殖场发生了一起严重的流行病
.

病虾活动力

减弱
,

食欲下降
,

个体消瘦
,

头胸甲心区附近呈白色或浅桔红色
,

血淋巴液稀薄
、

混浊
、

不能

凝固
。

因病虾步足
、

游泳肢及尾扇呈鲜红色
,

被称为
“

红腿病
”。

死亡率可高达 90 男以上
.

从五

只垂死病虾的心脏血淋巴液中分离到细菌作纯培养
,

经肌肉注射和浸泡的人工感染方法
,

得到

了与虾池中患病虾相同的症失 病原菌是革兰氏阴性短杆菌
。

以极生单鞭毛运动
.

发酵葡 萄

塘
,

产酸不产气
。

氧化酶
、

过氧化氢酶阳性
。

能还原硝酸盐成亚硝酸盐
。

精氨酸脱梭 ; 鸟氨酸
、

赖氛酸不脱致
。

V
.

P
.

阳性
。

在 42 ℃中不能生长
.

不能在无盐和含有 8粥施Cl 的陈 水 中生

长
,

但在含有 3 男和 6络Na CI 的陈水中生长良好
。

对弧菌抑制剂 0 21四 敏感
。

经鉴定为缓弧

菌(V 板加‘o 。”g 钊玄不乙
蒯

。 Be 塔m a n )
。

关键词 中国对虾
,

鳗弧菌
,

弧菌病

1 9 8 7 年 7~ 10 月
,

福建省平潭县的对虾养殖场发生了一起严重的流行病
。

发肩严重

的虾池
,

死亡率高达 90 % 以上
。

病虾的症状是活动力明显减弱或沉底不动
,

个体消瘦
,

大

多空胃
,

外表观察可看到头胸甲心区附近由原来的青色透明变为自色或浅桔红色
,

形状

为三角形
。

由于病虾的步足
、

游泳肢及尾扇呈鲜红色
,

因此被称为
“

红腿病
” 。

从病虾心脏

抽取的血淋 巴液混浊
、

稀薄
、

不能凝固
。

血培养可分离到细菌
,

经形态和生理生化特性的

测定
,

被鉴定为鳗弧菌(几乙而o a 。夕丽乙赫 r 幼优冷 B o rg 锄
n )

。

肌肉注射及浸泡的人工感染试

验得到了与虾池中患病虾相同的症状
,

并从人工感染的病虾的血淋巴液中重新分离到同

种病菌
,

证实鳗弧茵是该流行病的病原菌
。

美国的 Li g ht n er 和 L 。

侧 , 曾报道鳗弧菌是白对虾 (凡、
。哪 。。云价佣 s) 和褐对虾 (只

“枷tLS )的病原菌L.3
。

英国的 D 日湘卜B r ou 沙to 。 和 P ou p ar d 从实验室饲养的患病 的 中

国对虾(P. 。衬。耐时叙 )中分离到鳗弧菌L’]
。

上 田和北上也曾从养殖的日本对虾 (P
甲

J
。夕叭卜

翎, )中分离到鳗弧菌〔, , 。

我国养殖对虾弧菌病的研究
,

近年来也取得进展
。

叶孝经和王文兴 报 道 了 19 8 3 ~

1 98 4 年山东省即墨县养虾场中国对虾的流行性弧菌病
,

证实当地流行病主要是由溶藻性

弧菌(V
.

成娜肋砂, 初。)和副溶血性弧菌 (V
,

, a r a入“。, 。砂环
c。)引起的‘生’

。

郑国兴在上 海

市奉资县养虾场垂死的中国对虾溃烂眼球和心脏血淋巴液中
,

分离到非 01 群霍乱 弧 菌

(认咖殆。
。 。卜。1 )

,

证实该弧菌是河 口低盐度养殖对虾的主要病原菌〔, “。 本文则报道

收稿年月
:
拍即年 3 月 ;同年 9 月修改

。

(1) 叶孝经
、

王文兴
,

1。邵
。

中国对虾 尸洲口妞钊日 。“耐以‘5 K I曲i朋u 了e 流行性弧菌病的研究
。

海洋水产研究

丛刊
,

第(即)
: 1 1re 18

。
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1 9 8 7 年 8 月从福建省平潭岛饲养的中国对虾患病虾中分离到的组弧菌的生物学 性 状 及

致病性
。

鳗弧菌作为中国对虾的致病菌在我国属 首次报道
。

材 料 和 方 法

1
.

病原菌的分禽 试验用菌是 1邪7 年 8 月在福建平潭岛对虾养殖场垂死的中国对虾 (p 。~
, ‘, ‘叭

‘) 的心脏血淋巴液中分离到的
.

方法是用 80 劣的酒精棉球在病虾头胸甲心区上反复擦拭
,

进

行体表消毒
,

以 1 毫升的灭菌针筒作心脏穿刺
,

抽取淋巴液
,

然后将抽取的血淋巴液迅速注到含有 2 拓

Na CI 的营养琼脂平板上
,

以涂平板法接种
。

接种后的平板在室温下(约 28 一3 。℃左右 )培养 48 小时后
,

选取形态一致的单个菌落重复划线分离
,

获得纯培养
。

2
.

人工感染试验 人工感染试验采用肌肉注射和把细菌菌液添加到饲养水中两种方法
。

肌注感

染法是用接种针挑取少许在 3 o
O

C培养 18 ~ 24 小时的斜面培养物
,

用灭菌生理盐水制成细菌悬液
,

其细

菌含量约为 飞。外 /毫升
,

然后用 。
.

6 毫升的灭菌针筒将细菌悬液注不到健康对虾腹部第 4 与第 6 腹节

间的肌肉中
,

每尾注射 0
.

02 毫升
。

对照虾在相同部位注入 。
.

04 毫升灭菌生理盐水
。

将细菌菌液 加入

到饲养水中的感染方法是取在 3 0o C下培养 18 一触 小时的 B7 - 8 16 号菌株的斜面培养物
,

用饲养海水制

成悬液
,

然后添加到饲养有健康虾的水族箱中
,

每 加 升饲养海水加 1 支新鲜斜面的细菌培养物
。

对照组

饲养在相同条件下
,

不加菌液
。

试验用虾取自上海郊外本所养殖试验场的池养中国对虾
。

试验前选取健

康虾移入有机玻璃水族箱(1 2 。‘ 60 x 60 二)中驯养两天
,

每个水族箱饲养体长 8~ 10 公分的 对 虾 6 ~ 8

尾
。

饲养用海水经砂
、

石过滤
,

盐度为 26 乐
,

水温控制在 30
.
士 lo C, p 丑7

,

8~ 8
.

0
。

间隔充气
,

但不循环
。

每日投喂颗粒饵料两次
。

感染试验开始后
,

定时检查和记录对虾的活动情况和病状
。

当被感染的对虾

失去平衡
,

侧翻于池底时
,

取出用 1 毫升针筒抽取心脏血琳巴液
,

测定血液凝固时间
。

石
.

分禽菌的鉴定 分离菌株的鉴定按 sk e划m a nt
, ‘, 、s助, a n & 巩咖

r , . ’

和 甄二淤
仁“’

等人的

方法鉴定至种
。

菌落形态的观察在营养琼脂平板上培养四天后和在 二T CBS (硫代硫酸钠
一

柠檬酸盐
一

胆

盐)琼脂平板上培养两天后进行
.

细菌形态的观察是取固体斜面的新鲜培养物
,

经革兰氏染色后
,

用光

学显微镜观察 ;或经负染后
,

用电子显微镜观察
。

各项测定细菌生理生化的培养基都添加 2 拓玩c l
.

接

种后在 即
“
士 1℃的恒温箱中培养

.

结 果

1
.

人工感染试验 将培养 18 ~ 24 小时的分离菌的细菌悬液注射到健康虾的腹部

肌肉后
,

一般在 2 小时后即开始出现病状
,

首先是游泳肢的末端出现红色斑点
,

以后逐渐

扩大到整个附肢
,

有时步足和尾扇也呈鲜红色
。

头胸甲心区附近由原来的青色透明变为

浅桔红色
。

病虾沉底
,

活动呆滞
,

随着病情的加重
,

逐渐失去平衡
,

最后侧蔑于池底
。

此

时
,

从垂死病虾心脏抽取的血淋巴液稀薄
、

混浊
、

长时间不凝固
。

死亡开始见于感染后 12

小时
,

死亡高峰出现在 18 ~ 2 4 小时间
,

48 小时后除 1 尾虾存活外
,

其余全部死亡 (见表

1 )
。

从人工肌注感染后的病虾血淋巴液中重新分离到的 8界8 15 B 菌株
,

将其菌液再注射

到健康虾腹部肌肉内
,

也出现相同的症状
,

并使健康虾死亡
。

将分离菌的细菌悬液添加到

饲养水中的感染试验
,

也得到与肌注感染试验相同的结果
,

但病症和死亡的出现推迟
,

死

亡高峰出现在感染后的第二天和第三天
,

死亡现象可一直延续到第七天 (见表 2 )
。

对照

虾行动活泼
、

反应敏捷
,

未出现任何病状
,

从心脏抽取的血淋巴液
,

淡蓝色
、

透明
、

很快(不
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表 1 肌注分离菌对中国对虾感染试验的观察

T 良b l . 1 0 加e rv at lo ns of p 。。a 。。 o , 诬。 二t。 ,￡。比心le n g曰 . 针h th e

如旧1扭‘, b y 玉助r a m ”cu la r In je ot lo n

菌 株 号 试验虾数
(尾 )

经 感 染

理 跳

染 后 的 存 活 数
死亡数 /试验数

48 (小时 )

晒6/7叨晒o/4010040255 201石66776怜
‘加廿687 书0 1

8 7 - 8 1 2

8 7 一8 1 6

8 7 es 8 1 6 B .

对 照 4 4 4

菌株 87 琅 15 B
,

是以 柳召拐菌株经肌注感染后的对虾血淋巴浪中重新分离获得
。

表 2 在饲养水中添加 盯一15 菌液感染中国对虾的观察

T ab 】0 2 0 玩erv a t玉
姗

o f p 。。。。。5 0 , ￡。 。t“ l￡, 。hal l. n g记 食奴h th e

b a o te r i压1 is o la te 87 名15 勿 lm tn e r昌lo n

试 脸 组
试验虾数

(尾 )

经 感 染 后 的 存 活 数

死亡数/试验数

哪5/87/s0/’

7 (天 )

0

114

8 8 已

对照 4 峨

超过 1 分钟 )即凝固
。

肌肉注射和将菌液加入饲养海水中的感染试验
,

都证实分离菌可使中国对虾致病
。

其

症状与福建平潭岛养虾场虾塘中病虾的症状相符
。

2
.

分离菌的鉴定 所有分离菌株都是革兰氏阴性短杆 菌 (0
.

4一 0
.

8 x o
.

6一 2
.

0

内
,

以极生单鞭毛运动
。

在添加 2环嘛O1 的营养琼脂平板上的菌落形态 (3 0
0

0 下培养 4

天后 )是园形
、

湿润
、

全缘
、

半透明
,

直径 2一 3 毫米
。

细菌在 T OB s 琼脂平板上不生长
。

在

3 %和 6% N o
CI 的陈水中生长良好

,

但在无盐蛋白练水中和含有 8娜N oCI 的膝水中不生

长
。

细菌在 4 2o C中不长
。

所有菌株对弧菌抑制剂 O/ 工2 9 敏感
。

根据细菌形态 和 生 理 生

化特性的测定
,

被鉴定为鳗弧菌
。

分离菌与鳗弧菌特性的比较列于表 3
。

表中鳗弧菌的特

性引自 S he w o n 击 Ve
r o n ￡1 . 口和 r u rn i。。〔7〕等人的资料

。

讨 论

弧菌病是引起养殖的中国对虾死亡的主要疾病之一的
。

实验证明鳗弧菌是福建沿海

养虾场中国对虾
召

红腿病
”

的病原菌
。

但某些弧菌病的主要症状
,

如全身肌肉变为白色

而不透明
,

旋转运动和弓背 (第三
、

四腹节弯曲)等
,

无论在养虾池中的病虾或人工感染

试验的病虾都未观察到
。

这是因为不同种类的弧菌引起的弧菌病的症状不同之故
。

目前
,

一些国外资料对弧菌病症状的描述是综合的
,

较混乱
。

其病原包括鳗弧菌
、

溶藻性弧菌
、
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表 3 分离菌株与级弧菌特性的比较

T a b le 3
.

C h ar . 亡t e 到压tio s of th e P res e n t t的la tes in 0 0功Pa 山呱 切lt h ”吞犷‘o 。 。奋“i里￡“

~
特 性 分离菌株(石株 ) 鳗弧菌

t l. ]
鳗弧菌

〔‘J

+/ +

+ +

个

++/
++

+丫

十十V

+V一++

十VV+

+十+VV

+V

从荀萄搪产气
氧化酶
游动

发光
0 /F 试验
0 / 1 2 0 1印g

1巧印 g

石℃ 生长
习0 ℃生长
3 7 ℃生长
4 2℃生长

无 入叨 1 生长
6 % N a C从 中生长
8男N a c] 中生长

10 男N叨 1 中生长

硝酸盐还原到亚硝酸盐
甲基红
V P 反应

写}噪

产硫化氢
精氨酸

一
碱反应

赖氨酸脱羲酶

鸟氨酸脱梭酶

淀粉酶

酩蛋白酶
几丁质酶

明胶酶
卵磷脂酶

脂酶

眠酶

溶血

发酵
:

阿拉伯糖

葡萄糖

甘露塘
棉籽猪
鼠 李栖

水杨芬

蔗糖

肌醇
甘露隙

纤维二糖

果糖

乳枪

麦芽塘

木糖

阿东醇

卫矛醇
山梨醇

病原性

一 戈T s l )
十

+

+

十
(羊血)

V

V (马血 )

V+十

住
:
V

—
反应不定

.
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副溶血性弧菌等多种弧菌
,

甚至还包括不同属的细菌
,

如气单胞菌属 (女,

二, 琳 )和假单

胞菌属 (八 e。‘的九口~ ) 的细菌等川
。

而且未将不同种的致病菌与其产生的特有症状逐一

区分开来
。

这是不十分合理的
.

.

鳗弧菌是一种条件致病菌
。

根据 L jg h tn er 和 L e w贻 的报道
,

实验室里的人工感染

试验
,

通常只采用肌肉注射法
,

其他感染方法很少获得成功[.J
。

我们分离的鳗弧菌
,

对健

康的中国对虾的感染试验
,

不仅采用肌注菌液的方法
,

而且还采用 了浸泡法 (将菌液加入

到饲养海水中的方法 )
,

两法均获得成功
。

浸泡感染法的试验证明
,

疾病的传播途径是接

触传染
。

高感染率可能是由两个原因造成的
,

一是我们分离到的鳗弧菌可能毒力较强 ,另

一原因是中国对虾易被鳗弧菌感染
。

在平潭岛的对虾养殖场饲养了三种对虾
—

中国对

虾 (P
甲

。而。耐成衍)
、

日本对虾 (尸
,

扣夕。而c二)和长毛对虾 (p
.

夕, 众感u时。)
,

但只有饲养中

国对虾的虾塘患
“

红腿病
” ,

而相邻的饲养日本对虾和长毛对虾的虾塘
,

在整个疾病流行

期
,

都未发现任何
“

红腿病
”

的症状
。

中国对虾原生长于黄渤海
,

移居到南方养殖后
,

可能

不适应 当地的高温天气
,

八月份以后
,

当对虾长到 8
.

5 公分以上时
,

易于感染得病
。

鳗弧菌是海水中的正常菌群仁, . , ,

也是海水鱼和淡水鱼的主要病原菌〔.
, 了 , , ‘ , 。 细菌对

N a
CI 的需求

,

随分离菌株的来源而变动
。

一般而言
,

从淡水鱼中分离的菌株能在无盐的

培养基中生长
,

而从海水鱼中分离的菌株生长必须要有一定的盐度〔”
。

我们的鳗弧菌是

从海水养殖的对虾中分离到的
,

生长必须要有 N a
CI

。

这同
“

伯捷氏细菌鉴定手册
”
(She

-

, 幼
,
J

.

M
.

和 M
.

V e ro n 撰写 )所描述的不同抑〕,

但与 F u托i洲 等人的结果一致困
。

级

弧菌生长与温度的关系也随菌株而异
〔” 。

按 S俪wa n 左 V e ro n 的资料〔, 升几,

鳗弧菌能 在

宁C中生长
。

与此相反
,

我们分离到的组弧菌在 5
,

C 中却不能生长
。

这可能与我们的菌株

来自我国的南方
,

并在夏季分离到有关
。

在表 3 列出的各项特性中
,

我们分离的菌株在叫噪产生
、

蔗糖和甘露醇发酵等几个生

化反应与 she w , 左 V e ro 二 的结果不同
〔
川

。

上述提到的这几个生化反 应 也 因 菌株而

异
。

N ybe li 。 根据它们的不同
,

把鳗弧菌分成生物型 A (蔗搪 + 、

甘露醇 十
、

引噪 十 )和生

物型 B( 蔗糖 一 、

甘露醇 一
、

叫噪 一 ) 〔川 , 后来 8创th 又增加了生物型 C (蔗糖 十
、

甘露

醇 十
、

叫噪 一 )脚1 。 但是 E ve ly 立 对这种分型方法持不同的意见闺
,

M oc ar ty 等人和江草

周三也有相同的看法 [al
, o] ,

因为这些生化反应的结果是不定的
。

因此
,

我们对分离到的级

孤菌未作进一步的生物型划分
。
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国际应用水产海洋学会议在加拿大圣约翰斯召开

1的9 年 10 月 器一27 日在加拿大纽芬兰圣约翰斯召开了国际应用水产海洋学会议
。

这次会议是在

联合国教科文组织(习N E SC o )的政府间海洋学委员会(l O C)
、

美国国家海洋大气局 (N O迩人) 和加拿大

气象海洋学会(CMoS )等机构倡议下
,

由加拿大政府渔业与海洋部 (D F O ) 和 S 明。n su lt 有限公司共同

承办
.

出席这次研讨会的有 26 个国家的专家学者共 2 00 余名
。

其中出席人数以东道国加拿大为最多
,

族次为美
、

苏两国
.

还有欧
、

亚
、

非
、

南美
、

大洋洲有关国家各有 1一3 名代表参加
。

此外
,

联合国粮农组

织
、

联合国教科文组织政府间海洋学委员会的代表也出席了会议
.

研讨会主要议题有 : 应用水产海洋学的科学基础
、

环境对鱼类集群的影响
、

实时海洋学资料的收集
、

海洋资料通讯
、

捕捞作业中海洋学应用资料的分析与结果
、

应用水产海洋学的试验与服务以及渔船和渔

船队的调度决策
。

会议共收到有关论文 80 余篇
。

会议程序采用全体会议宣读
、

大组会宣读
、

墙报张贴
、

专题小组报告及相互讨论等多种形式
。

会议期间
,

在全休会议上所作的报告有 : 《水产海洋学服务科学

荃础的方向》(加拿大 W
.

C
.

玩9 9眺 博士 )
、《加本大应用水产海洋学的前景》〔加拿大 W

.

G
.

工协u b l叼么y

博士 )
、 《渔业遥感为更好管理再生资源的一种手段城美国 J

.

J
.

Si m p触 博士 )
、 《应用水产海洋学在苏

联城苏联 Y
.

V
.

z o n ov 博士 )
、 《渔业服务展望

:

评述渔业分析和预报服务的目的与礴求K美国 T
.

La e.

。ha 博士 )
、《应用水产海洋学的试验 : 南太平洋新兴黄鳍金枪鱼渔业的发展》(美国 R

.

M
.

La 喇 博士)
、

‘日本应用水产海洋学的现状与未来》(日本 T
,

H j九no 博士 )
、

以及《海洋学资料通讯系统的新发展 》 (加

幸大 5
.

M
.

S助w 博士 )
.

在大组会上
,

我国合湾学者叶博士作了题为《太平洋亚北极表层水温与海洋红

大麻哈鱼资源量的关系》和笔者作了题为《东海深海鱼类分布与环境条件的关系》的学术报告
.

在会议期间有加拿大的生物声学(Bi 以沁过璐)公司
、

海洋咨询(氏自co 。。h )公司
、

渔业改革中心
、

终极

(t注桩m a

tea 毗 )资料通讯公司
、

西姆兰特 (Si m ra d ) 海洋公司
、

渔业与海洋部和通讯部
,

笑国的产物声学

(Bio o n ios) 公司
、

罗佛斯 (肠f加r, 。) 海洋预报服务中心与国家海洋大气局海洋服务处等 18 个单位参加

展销
.

这些展品一方面结合生产实际
,

另一方面则普遍采用微机
,

看来目前应用水产海洋学在世界先进
,

国家已进入电子计算机时代
,

这给笔者留下深刻的印象
.

这次拥有全球应用水产海洋学(海洋渔场学 )许多优秀代表出席的研讨会
,

首要的目的是依据海洋

环魔的科学知识
,

帝行寸怎样和在什么限度内来改进捕捞决策
。

相信通过这次会议将促进实时海洋学资料

的生产者和捕捞作业应用海洋学者之间的技术交流与对话
,

同时也将促进全世界应用水产海洋学 更迅

速地发展
,

此次研讨会上所有的论文提要已分发给各国代表
,

其全文还须最后审定
,

不久将汇编成加大

章渔业与水生科学学报(C “
,

J
.

几就
.

A卯时
甲

S咬) 的专辑出版
。

而专题小组报告和会议情况等
,

气则另

编成国际应用水产海洋学会议的会议录出版
。

(上海水产大学 沈金益 )


