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摘要 从秦皇 岛和胶 南患 出血病 的 大菱鲜 以 “石从 肾脏 中分 别 分 离得到优 势菌株 和
,

人 工 感染 实验证 实这 两 株 菌对 大菱鲜有较 强 的致 病性
,

半数致 死 量
。

分别 为 尾和

又 ‘

尾
。

对病 原 菌 序列 对 比 分析及进化树 分析表明
,

和 与 迟缓 爱德 华 氏 菌

二 高度一 致
。

快速鉴定 结 果表 明
,

和 生理 生 化 特征 与 非致 病 性迟

缓爱德华氏 菌标准菌株
。
一致

,

属 于迟缓爱德 华 氏 菌
。

经 酶活检测
,

和 的碱性磷酸

盐酶和 酸性磷酸酶活性 明 显 高于
,

这 两 项 酶活特征有望作为 区 别致病性和非致病 性迟缓爱德 华 氏 菌的

一 个标 准
。

关键词 大 菱奸
, 出血病 迟缓爱德华 氏菌 二
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大菱虾 二 是 由欧洲引人

中国的名贵经济鱼类
,

随着 年人工苗种培育技

术获得突破
,

大菱虾养殖 已 从 山东 省快 速辐射至北

方其他 沿海 各 省
。

在 大菱虾养 殖 业 迅 猛 发展 的 同

时
,

由于养殖设施及管理不规范
、

苗种和成鱼频繁交

易及养殖大环境恶化
,

大菱虾病害 日渐严重 〕。

病

毒病
、

细菌病 以及 寄生虫病 的爆 发 引起大菱虾 的大

范 围死亡比 」
。

。。 年 以来
,

山东地 区多个大菱虾养

殖场发生 了 由迟缓爱德 华 氏菌 引起 的爱德华 氏菌

病比 〕 ,

损失严重
。

迟缓爱德华 氏菌 山 “ 为革兰

氏阴性 杆菌
,

属 于肠 杆菌科 爱

德华氏菌属 二“ 。

该菌广泛存在 于各种

水生环境
,

有较广 的宿 主范 围
,

在 多种 动物 如鱼类
、

两栖类
、

爬行类 以及包括人类在 内的哺乳动物都发

现它 的存在仁一 〕
。

迟缓爱德华氏菌易感染水生鱼类
,

引发爱德华 氏菌病
,

该病是 中国养殖 鱼类 的主要疾

病 仁一 ’ 〕。

。。 年在河北秦皇 岛养鱼场
、

。。 年在胶南大

珠 山养 鱼 场 大 菱 娜 爆 发 细 菌 病
,

发 病 鱼 体 长 一
,

鳍基部不 同程度 出血发红
,

解剖 可见腹 腔大

量腹水 以及肠
、

胃不 同程度的出血 以及肝
、

肾肿大等

症状
,

发病鱼池 大菱坪死亡率在 左右
。

本研究

分别从两个养鱼场濒死 的发病大菱坪 的肾脏分离得

到了两株优势菌 和
。

人工感染实 验证实

这两株菌对大菱鲜有较强 的致病性
,

发病症状 与 自

然发病鱼 类 似
,

证实 这 两 株 菌是 大菱鲜 的病原 菌
。

利用 和 细菌鉴定试剂条对这

两株菌进行 了鉴定
,

确定两株菌都是迟缓 爱德华 氏

菌
,

并利用 酶活试剂条对病原菌酶活做了

检测
。

材料和方法

病原 菌的分 离

取发病养殖大菱奸肾脏
,

匀浆
,

梯度稀释并涂布

于胰大豆蛋 白陈培养基 平板上
,

选取优势菌

落并纯化
。

其 中
,

自河北秦皇 岛养鱼场发病濒死大

菱虾分离纯化 的菌命名 为 自胶南大珠 山养

鱼场发病濒死大菱奸分离纯化的菌命名为
。

人工 感染实验
实验用大菱坪购 自胶南大场养鱼场

,

平 均体质

量 尾
,

随机分组
、

每组 尾暂养于 水族箱

中
,

水温 ℃
,

正常通气喂食换水
,

暂养 周后进行

实验
。

将过夜培养 的
、

培养物
,

以无菌

离心 。 洗涤两次
,

调节菌悬液

密度至
。

用 进行 倍系列稀释
,

每
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一 一
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表 和 人工感染实验

菌密度 实验鱼数

尾

鱼死亡数 尾

卜只﹄玛﹄‘﹄乃乙

自︹︺
一盆一,

尾大菱坪腹 腔 注 射 。 对 照 组 注射
。

连续观察
,

随时记 录发病症状及 死 亡情

况
,

根据改进的寇氏法〔‘ 〕计算半致死量
。 。

细 菌 序列 的测 定

采用细菌 通用引物
,

扩增

基 因保守 区段
一

核昔酸序列
。

正 向引物序列为
一 一 ,

反 向引物序列

为
一 一 。

引 物 由上 海

生物工程公 司合成
。

反应条件为 ℃预变性

变性
,

退火
,

℃延伸
,

个循环 ℃延 伸
。

扩增 产 物 经 电泳 检测

后交 由博 尚公 司 测序
,

测 序 结果 在 中进行 比

对
,

采用 。进行进化树分析作图
。

病 原 菌 快速鉴定

细菌快速鉴定系统和

微生物鉴 定分析仪 由生物梅里埃公 司生产
,

按

照其说明书
,

对
、

进行培养和鉴定 对照为

非致病性迟缓爱德华 氏菌标准菌株
,

由新加坡

国立大学赠送
。

病 原 菌 酶活检测

酶活 检测 系统 由生物梅里埃公 司生

产
,

按照其说 明书
,

对
、

和 进行 酶活

测定
。

结果

。

尾 只

病 原 菌的 分 离和人工 感染 实验

从发病大菱虾肾脏组织匀浆稀释液 中分离得到

优势菌株 和
,

平板上生长 后
,

其

菌落都为 圆形
、

透明
、

边缘整齐的较小菌落
。

人工感染实验发现
,

感染 的大菱坪很快发病
,

都

出现鳍基部不 同程度出血发红
,

腹水
,

肠
、

胃出血
,

以

及肝
、

肾肿大等症状
。

发病鱼在一周 内死亡
,

对照组

无死亡现象
。

从人工感染 的发病鱼 肾脏重新分离菌

株
,

在 平板上生长 后
,

菌落形态及生理生

化特征均与
、

一致
。

根据平板计数结果
,

菌悬液密度为
,

菌悬液

密度为
,

各密度组死 亡鱼数见 表
。

根 据 改 进 的 寇 氏 法呻 」计 算
。 ,

得 到 的
。

为 又 尾
,

的
。

为
‘

尾
。

病原 菌 序列分析和 比较

序列 编号 为
。

与迟

缓爱德华氏菌标准菌株 相似度为
,

与 相似度为
,

初步确认两株菌应

该属于爱德华 氏菌属
,

可能是迟缓爱德华 氏菌
。

根

据 构建的系统发生树如图
,

由图 可 以

看 出
,

与
、

聚类 的一个分支上 的细菌都是

爱德华氏菌
,

与迟缓爱德华氏菌亲缘关系最近
。

快速细 菌鉴定

利用 鉴定试剂条检测
,

生化鉴定结

果 表 可 以看 出 和 与迟缓爱德华 氏菌

标准菌株
。

完全一致
。

经 微生

物鉴定分析仪分析
,

待鉴定菌株
、

的鉴定

结果只有一项 与迟缓爱德华 氏菌不符合 叫噪
,

并

鉴定为迟缓爱德华 氏菌
。

据此鉴定结果
,

可 以 确认
、

为迟缓爱德华氏菌
。

病原 菌 酶活检测

酶活检测结果见表
。

其中
,

和 是本研究 待检测 的菌株
,

是迟缓爱德华

氏菌非致病性菌株
,

由表 可 以看 出
,

和

碱性磷酸盐酶活性很强
,

而迟缓爱德华 氏非致病性

菌株 几乎没有任何碱性磷酸盐酶活性

和 的酸性磷酸酶的活性也要高于非致病性菌株
。

在 白氨酸芳胺 酶和蔡酚
一 一 一

磷酸水解 酶

活性上
, 、

和 大致相同
。

在

所检测 的其他 种酶中
,

这 株菌都没有表现 出活

性
。
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图 基于 序列构建的系统发生树

每个 存取号代表一株菌株的 序列

衰
、

和 ‘ 生理生化特征比较
,

鉴鉴定项 目
碑

⋯
鉴定项 目 , ‘ ‘‘

鸟鸟氨酸脱梭酶

⋯
“弓噪产生

一精精氨酸双水解酶 一 一 一一
一

乙酞
一

琦萄糖颇
赖赖氨酸脱梭酶 十 半乳糖麒
脉脉酶 一 一 一一 葡萄糖 、、

一

阿拉伯糖醇 一 一 一一 蔗 ’

一半半乳糖酸盐
一

阿拉伯“

一

酮基
·

葡萄糖酸钠 一 一 一一

肥
伯糖 · 一

脂脂肪酶 一 一 一一 『葡萄糖

一酚酚红
一

半 ’糖‘ ’

一一

葡萄糖贰酶 一 一 一一 鼠李 ’

一甘甘露醇 一 一 一一 海藻 ’

一麦麦芽糖 肌 ’

一侧侧金盏花醇 一 一 一一

瞥
’

一一 山梨醇

一卜卜荀萄糖酸酶 一 一 一一
一

麦芽 ’‘ ’

一丙丙二酸 一 一 一一
一

天门冬素芳胺酶

,



衰
、

和 残 的 醉活检测

代 血
,

残

测定的酶

对照

碱性磷酸盐酶

酩酶

类脂醋酶

类脂酶

白氨酸芳胺酶

缘氨酸芳胺酶

胧氨酸芳胺酶

胰蛋白酶

胰凝乳蛋白酶

酸性磷酸酶

禁酚
一 一

磷酸水解酶

半乳糖贰酶

汗半乳糖贰酶 。 。 。

汗糖醛酸贰酶
一

葡萄糖贰酶

份葡萄糖贰酶 。

一

乙酞
一

份葡萄糖胺酶
一

甘露糖贰酶

汗岩藻糖贰酶 。

注 数字的大小代表酶活的高低
,

最高为
,

最低为 。,

低于 时视

为没有活性

讨论

迟缓爱德华氏菌是水产养殖 中重要病原之一
,

给水产养殖业造成了巨大的损失
。

在国内
,

许多学

者先后报道了迟缓爱德华氏菌感染鱼类的病例
。

卢

全章等〔,‘」鉴定广东潮州鳗鲡 , 肝

肾病的致病菌主要是迟缓爱德华氏菌
,

部分病例是

由该菌和运动性嗜水气单胞菌引起的并发症
。

周凯

等
‘

报道了欧洲鳗鲡 , 红头病
,

经鉴定其病原也为迟缓爱德华氏菌
。

此外
,

在鲤鱼

夕
、

罗非鱼 以

及牙奸 艺 夕 等养殖鱼类中也相

继发现迟缓爱德华氏菌感染病症 卜旧
。

年
,

李

绮
、

王印庚等’, 〕分别对山东地 区的养殖大菱虾 自然

发生的爱德华氏菌病进行了调查研究
,

将病原鉴定

为迟缓爱德华 氏菌
,

证实迟缓爱德华氏菌可 以侵染

养殖大菱坪
。

在此次调查研究中
,

来 自河北 和 山东

两家养殖场大菱解出血病的病原菌经过

序列分析和 系统鉴定
,

均确定为迟缓爱

德华氏菌
,

表明迟缓爱德华氏菌不仅仅在山东感染

养殖大菱虾引起爱德华 氏菌病
,

在河北地 区也有感

海洋科学

染养殖大菱虾的病例发生
。

在细菌鉴定分类和鉴定中
,

因其独特

的序列特性已成为最常用的工具
’幻 。

其分子内存在

的可变区显示出细菌不 同分类等级水平上 的特异

性
,

因此
,

只要测定 的部分可变区序列即

可达到对分离物鉴定 的 目的卿 」。

目前普遍认为
,

的同源性大于 的细菌菌株可视为

同种
,

而 同属的 的同源性应大于或等于

〕。

本研究测定了两株菌的部分 序

列
,

与 上 的迟缓爱德华氏菌相似度都在

以上
,

可以初步认为这两株菌属于迟缓爱德华

氏菌
。

通过 细菌快速鉴定系统进一步检

测确认
,

这两株菌都是迟缓爱德华氏菌
。

环境水体中的迟缓爱德华氏菌包括致病性菌株

和非致病性菌株 〕,

非致病性菌株缺少一些致病因

子编码 基 因
,

不 会 引发 爱德华 氏菌病
。

等嘟 〕研究发现
,

迟缓爱德华氏菌的重要毒力因子
,

如

过氧化氢酶
,

只存在于致病性迟缓爱德华氏

菌中
,

在非致病性菌株中没有相应的编码基 因 同

时
,

在致病性迟缓爱德华氏菌中
,

不同菌株过氧化氢

酶的活力也有所差别
。

这可能也是造成致病性菌株

毒力有所差别的原因
。

为比较致病性迟缓爱德华氏

菌和非致病性迟 缓爱德华氏菌的酶活差别
,

选用

的酶活检测试剂条对
、

和
。

的胞外酶活做了检测
。

结果显示
,

尽管致病性菌株
、

和非致病性菌株 在生理生化等鉴

定特征上完全一致
,

但在胞外酶的活性上还 是有一

些差别
,

如酸性磷酸酶和碱性磷酸酶
。

这些酶活上

的差别是否与迟缓爱德华氏菌致病机制紧密相关
,

能否作为迟缓爱德华氏菌致病性菌株和非致病性菌

株的一个区分标准
,

需要进一步的研究来确定
。
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