
第 46卷    第 6期 海  洋  与  湖  沼 Vol.46, No.6 

2 0 1 5 年 1 1 月 OCEANOLOGIA  ET  LIMNOLOGIA  SINICA Nov., 2015 

                                            

* 国家科技支撑计划项目, 2012BAD26B04; 浙江省重大科技专项, 2012C12907; 浙江省淡水养殖重点科技创新团队项目, 

2010R50026-02; 湖州市重大科技专项, 2011ZD2005 号; 浙江省科研院所专项, 2014F50002 号。陈雪峰, 助理研究员, E-mail: 

chenfenghailan@126.com 
① 通讯作者: 杨国梁, 教授级高工, E-mail: ygl0572@163.com 

收稿日期: 2015-07-28, 收修改稿日期: 2015-08-29 

罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)幼体新暴发
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摘要    2010年, 浙江湖州部分罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)育苗场在幼体培育阶段, 暴发

了幼体大规模发病死亡的新病害。从 2个育苗场 6个发病育苗池的发病幼体匀浆液中分离得到 6株

优势生长菌株(编号为 NTH01、NTH02、NTH03、316D、316X、316C), 菌落形态较为一致。取代表

菌株 NTH01, 以浸泡方式进行人工回感, 结果菌株 NTH01能够导致幼体发病死亡, 且症状与生产表

现一致。经形态学观察、生理生化鉴定、16S rRNA与 gyr B基因序列系统发育关系构建, 鉴定菌株

NTH01为阴沟肠杆菌(Enterobacter cloacae)。以阴沟肠杆菌 omp A基因片段为靶序列, 建立了 PCR

检测方法, 对另外 5株优势菌进行检测, 结果该 5株菌都是阴沟肠杆菌。2011年, 对 4个发病育苗场

幼体与亲虾进行检测, 结果发病幼体中分离的优势菌检测呈阳性, 亲虾肝胰腺与肠道组织检测到该

菌存在, 但亲虾不表现病症。对 30 种抗生素的药敏试验结果表明, 菌株 NTH01 对恩诺沙星、氧氟

沙星、庆大霉素等 6种抗生素敏感, 对发病幼体进行针对性用药, 效果明显。本试验结果表明, 阴沟

肠杆菌是导致罗氏沼虾育苗期间幼体大规模发病死亡的致病菌。 
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罗氏沼虾(Macrobrachium rosenbergii)为世界最

大淡水虾类, 具有重要的经济价值, 它是世界上许多

热带和亚热带地区内陆水产养殖中重要的经济甲壳

动物之一(陈雪峰等, 2012)。1976年我国从日本引进

该虾养殖, 20世纪 90年代, 我国的罗氏沼虾养殖因国

内对虾养殖业遭受灾害性病害及罗氏沼虾规模化人

工育苗技术的突破而获得空前发展时机, 先由广东、

广西、海南、福建等南方沿海省份快速发展, 尔后在

江、浙、沪逐渐兴起, 并逐步向北方及内陆地区扩展, 

目前我国已成为全球罗氏沼虾产业最大国(Yang et al, 

2012)。产业快速发展的同时伴随着病害时有发生, 病

害已经成为世界各地制约罗氏沼虾产业进一步发展 

的主要瓶颈 , 产业中 , 涉及的病原类型多样且复杂 , 

涵盖细菌、真菌、衣原体、寄生虫、病毒等(Cheng et 

al, 1998; Chen et al, 2001; Qian et al, 2003; Liang et al, 
2011)。其中 , 20 世纪末产业中出现的由诺达病毒

(MrNV)引起的罗氏沼虾虾苗的“白尾病”危害最大 , 

该病为国际性疫病 , 给全球罗氏沼虾育苗产业造成

严重损失(Qian et al, 2006)。然而, 以往的病害研究主

要集中在仔虾(樊星等, 2011)及成虾养殖阶段, 幼体

培育阶段的病害报道较少(Tonguthai, 1997; 叶星等, 

1998), 在幼体培育阶段造成暴发性疫病的病原尚未

见报道。 

2010 年浙江湖州某几个罗氏沼虾育苗场在幼体
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培育阶段发生病害, 该病主要表现为: 幼体培育到第

7 天前后时, 幼体食欲和活力下降, 幼体空胃, 颜色

发黑, 生长缓慢, 不能正常蜕皮变态, 逐渐开始死亡, 

在倒池后死亡会加剧, 此病严重时, 在幼体培育 3 天

时即开始发病。该病使得育苗产量下降至 20%, 经济

损失巨大。在随后的几年流行病学调查中, 该病在部

分育苗场依然时有暴发。本研究利用从发病幼体内分

离得到的优势菌株对健康幼体进行了人工回感试验, 

确定该病由细菌引起。采用细菌形态、生理生化特性

测定结合 16S rRNA 和 gyrB 两对基因序列的系统发

育关系对病原菌进行了分类鉴定。通过建立的病原菌

快速 PCR检测方法, 传播途径进行了初探, 同时测定

了病原菌的耐药性。通过上述工作以期能查明罗氏沼

虾幼体暴发病病原 , 以及对该病原的有效防治提供

理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  发病幼体来源及细菌分离 

发病幼体取自浙江湖州地区(119°14′E, 30°22′N)

具有典型相同病症的 2个育苗场的 6个育苗池。从每

个育苗池中随机称取发病幼体 0.2g(约 20—30个幼体)

于 2mL EP管中, 用 1.5mL无菌生理盐水冲洗其表明, 

冲洗完毕, 将生理盐水用移液枪吸干, 再加 1.5mL无

菌生理盐水冲洗, 重复 5—6 次, 待彻底洗净幼体表

面细菌, 最后吸出 1.2mL 生理盐水, 将幼体匀浆, 匀

浆后加入无菌生理盐水至 2mL, 用移液枪吹打混匀。

无菌操作条件下, 取 10μL 匀浆液涂布于普通营养肉

汤琼脂培养基, 于 30°C 培养箱中过夜培养, 次日进

行观察, 从 6 个细菌分离平板上挑取优势生长菌落

(编号为 NTH01、NTH02、NTH03、316D、316X、316C)

做纯培养, 纯培养物转接于斜面培养基, 4°C 冰箱保

存备用。 

1.2  人工感染试验 

1.2.1  试验幼体来源    从湖州某正常出苗的育苗

场(育苗面积 10000m2)亲虾培育车间内, 随机捕获 67

尾即将产幼体的健康抱卵虾, 养殖于 3m2 水泥池中, 

培育至抱卵虾产出幼体, 用 60 目纱绢网将幼体捕获

做为试验材料。 

1.2.2  感染方法    取代表菌株 NTH01接种于普通

营养肉汤中, 30°C恒温培养 18h, 配置 4个细菌攻毒浓

度梯度, 分别为 3×107、3×106、3×105和 3×104CFU/mL。

采用浸泡方式进行攻毒 , 对照组以无菌营养肉汤培

养基浸泡, 浸泡时间 15min, 攻毒组与对照组设置 3

个平行重复组, 每组试验幼体为 200尾。按照人工育

苗的方式进行试验管理 , 水体设定 20L, 盐度设定

1%, 为确保水源干净, 育苗用水经 0.22μm 微孔滤膜

过滤后使用。布苗第一天水温 28°C, 以后每天上升

1°C, 最后恒定在 31°C。每天上午、下午各投喂卤虫

无节幼体一次, 育苗第 8 天开始, 投喂人工蛋羹。每

天上午吸污一次, 记录死亡幼体数量。整个试验观测

期为 10天。 

1.3  细菌再分离与鉴定 

从发病死亡幼体进行细菌再分离 , 分离方法同

1.1, 从细菌分离平板上随机挑取 10 株优势生长菌株

(编号 GD1—GD10)用本实验室建立的 PCR方法进行

快速鉴定。 

1.4  病原菌生理生化鉴定 

利用杭州天和微生物试剂有限公司生产的细菌

微量生化反应管进行细菌生化特性检验 , 包括葡萄

糖氧化发酵、吲哚、MR、VP、动力、氧化酶、枸橼

酸盐利用等 , 主要参照《常见细菌系统鉴定手册》

(Holt et al, 1994)进行, 同时参考已有文献报道的菌

株鉴定结果。 

1.5  16S rRNA 和 gyr B 基因序列测定与系统发育

分析  

1.5.1  模板 DNA的制备    水煮法提取细菌基因组

DNA, 提取的DNA用 TE溶解, 1%琼脂糖电泳检测确

定质量, 紫外分光光度计(eppondorf)测定 OD 值, 确

定浓度, 使用液稀释为 50 ng/μL。 

1.5.2  基因序列 PCR扩增与测序    16SrRNA基因

PCR 扩增的两个引物分别为 27F(正向引物): 5′-AGA 

GTT TGA TC(C/A) TGG CTC AG-3′和 1492R(反向引

物): 5′-GGT TAC CTT GTT ACG ACT T-3′。引物交由

上海捷瑞生物工程有限公司合成。PCR反应总体积为

25 μL, 模板为基因组 DNA 50 ng, 使用 Taq 酶

(TaKaRa)进行 PCR扩增, 其余组分按照说明书要求。

PCR反应条件为: 94°C 2 min; 94°C 30 s, 55°C 45 s, 

72°C 1 min, 30个循环; 72°C延伸 10 min; 4°C保存。 

在生理生化与 16S rRNA基因鉴定结果的基础上, 

根据 NCBI登录的阴沟肠杆菌与产气肠杆菌 gyr B基

因保守序列设计引物, 引物序列为 F: 5′-CGG TAC 

CAT GGT GCG TTT CTG-3′和 R: 5′-TGA CAG TCA 

GCC ACT TTG CCC G-3′。引物交由上海捷瑞生物工

程有限公司合成。PCR反应总体积为 25 μL, 模板为

基因组 DNA 50 ng, 使用 Taq酶(TaKaRa)进行 PCR扩

增 , 其余组分按照说明书要求。PCR 反应条件为 : 
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94°C 2 min; 94°C 30 s, 60°C 30 s, 72°C 1 min, 30个循

环; 72°C延伸 10 min; 4°C保存。扩增产物经 1%的琼

脂糖凝胶(含 0.5 μg/mL EB)电泳分离, 切下目的条带, 

用胶回收试剂盒 (TaKaRa)纯化 , 与 pMD18-T 载体

(TaKaRa)连接, 16°C过夜, 转化到 DH5α感受态细胞

中, 采用蓝白斑挑选阳性克隆, 使用 EcoR I、Hind III 

(TaKaRa)双酶切验证 , 阳性克隆送上海捷瑞生物公

司测序。 

1.5.3  序列分析与系统发育树构建    所测序列经

Blast 同源检索 , 从中选取同源性较高的菌株序列 , 

采用 Clustal w1.83 软件进行多序列匹配排列 , 用

Mega4.0 软件邻接法 Neighbore-Joining(NJ)构建系统

发育关系树, 置信度用自举分析(Bootstrap)进行 1000

次重复检验(Tamura et al, 2007)。 

1.6  病原菌检测方法建立与样品检测 

根据阴沟肠杆菌 Omp A基因保守且特异序列设

计引物, 引物序列为 OF: 5′-CAT GAC ACC GGT GTT 

TCC CCA GT-3′和 OR: 5′-CGG TCG GTG AAG CCC 

AGA ACC ACT A-3′。设计的引物用 primer blast在

NCBI数据库中进行特异性检测。PCR反应总体积为

25 μL, 模板为基因组 DNA 50 ng, 使用 Taq 酶

(TaKaRa)进行 PCR扩增, 其余组分按照说明书要求。

PCR反应条件为: 94°C 2 min; 94°C 30 s, 61°C 30 s, 

72°C 1 min, 30个循环; 72°C延伸 10 min; 4°C保存。

扩增产物经纯化后送上海捷瑞生物工程有限公司测序

确定。以本实验室保存的产气肠杆菌(E. aerogenes)、

大肠杆菌(E. coli)、坂崎肠杆菌(E. Sakazakii)、弗氏柠

檬酸杆菌(Citrobacter freundii)、粘质沙雷菌(Serratia 

marcescens)、嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)、温

和气单胞菌 (A. sobria)、腐败希瓦氏菌 (Shewanella 

putrefaciens)进行 PCR扩增反应, 检验 PCR扩增特异性。 

通过建立的 PCR 检测方法, 对原发病苗池分离

株 NTH02、NTH03、316D、316X、316C与攻毒后分

离得到的菌株(编号 GD1—GD10)进行检测。2011年, 

运用该检测方法对不同育苗场的发病与健康幼体、亲

虾、受精卵等样品细菌分离后, 进行检测。幼体与受

精卵细菌分离方法同 1.1, 亲虾细菌分离方法为选取

肝胰脏、肌肉、肠道、血液等 4个组织, 无菌条件下, 

接种环穿刺后, 划线于平板培养。 

1.7  对抗菌药物的敏感性测定 

药敏纸片购自杭州天和微生物试剂有限公司。选

择上述经鉴定的代表菌株 , 采用常规琼脂扩散法

(K-B)对抗菌类药物的敏感性测定, 以抑菌圈直径大

小作为敏感与耐药的判定指标。 

2  结果 

2.1  发病幼体主要症状 

育苗期间, 发病幼体主要表现为幼体食欲和活力

下降, 幼体空胃, 颜色发黑(图 1 中红色箭头标出), 个

体间分散开不集群, 发病幼体蜕皮不遂, 逐渐死亡。 

 

 

图 1  病原菌感染罗氏沼虾幼体症状 
Fig.1  The symptom of larvae infected by the pathogenic 

bacteria strain 

 
2.2  病原菌菌落形态特性 

发病罗氏沼虾幼体匀浆液涂布得到大量优势生

长菌落, 在普通营养肉汤培养基上菌落特征为圆形、

表面光滑、边缘整齐、中央稍隆起、半透明、淡黄色、

湿润粘稠, 培养 24h检查直径多在 1.5mm左右, 生长

丰盛(图 2)。 

 

 

图 2  病原菌菌落形态 
Fig.2  The morphological structure of the pathogenic bacteria strain 

 
2.3  病原菌致病性 

选取优势菌株 NTH01 分设 4 个浓度梯度对健康
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幼体进行了人工回归感染试验, 结果显示, 该菌株对

罗氏沼虾幼体具有很强的致病性 , 浓度为 3×107、

3×106、3×105 CFU/mL的 3个平行组在育苗开始 3天

左右开始出现幼体死亡。 

第 7天左右出现死亡的高峰, 发病症状与育苗生

产中表现基本一致, 幼体空胃, 颜色发黑(图 3中红色

箭头标出), 累计平均死亡率分别为 100%、72%、

24.5%。对照组育苗期间未出现幼体死亡(表 1)。 

2.4  病原菌生理生化鉴定结果 

菌株 NTH01 在 4°C 不生长, 37°C 生长; 氧化酶

阴性; MR 反应阴性; VP 反应阳性; 具有运动性; 能

利用蔗糖、棉子糖、蜜二糖、枸橼酸盐、山梨醇; 鸟

氨酸脱羧酶阳性; 赖氨酸脱羧酶阴性等。具体供试菌 

株主要生理生化特性见表 2。 
 

 

图 3  人工感染后幼体发病症状 
Fig.3  The symptom of larvae after artificial infection 

表 1  健康幼体回归感染试验结果 
Tab.1  Results of experimental infection on healthy larvae with the isolate 

死亡数(尾) 
浓度(CFU) 组别 幼体(尾) 

1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d 
累计平均死亡率(%)

I 200 0 12 10 24 21 30 39 51 — — 

II 200 0 0 13 25 28 33 36 58 — — 

3×107 

III 200 0 0 22 23 20 36 32 45 — — 

100 

I 200 0 0 6 13 16 19 27 17 18 22 

II 200 0 1 4 9 22 24 36 19 11 17 

3×106 

III 200 0 0 7 17 22 18 28 21 19 20 

72 

I 200 0 0 0 0 1 7 9 9 8 10 

II 200 0 0 0 2 3 6 11 13 7 9 

3×105 

III 200 0 0 0 0 2 5 13 11 9 11 

24.5 

I 200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

II 200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3×104 

III 200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 

I 200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

II 200 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 
对照 

III 200 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 

表 2  患病幼体病原菌及参照菌株的生理生化特性 
Tab.2  Physiological and biological indicators of isolate NTH01 from larvae and reference strains of E. cloacae 

菌株 菌株 
项目 

NTH01 阴沟肠杆菌 E. cloacae 
项目 

NTH01 阴沟肠杆菌 E. cloacae 

4°C生长 －  鸟氨酸脱羧酶 + + 

37°C生长 +  赖氨酸脱羧酶 － － 

氧化酶 － － 精氨酸脱氢酶 + + 

葡萄糖氧化发酵实验 + + 山梨醇 + + 

靛基质 － － VP实验 + + 

甲基红 － － 蔗糖 + + 

乳糖 － － 棉子糖 + + 

枸橼酸盐 + + 苯丙氨酸脱氨酶 － － 

硫化氢 － － 甘露醇 + + 

动力 + + 肌醇 － － 

尿素 － － 密二糖 + + 

“+”阳性; “－”阴性。阴沟肠杆菌来源(于巍等, 2003; 储从家等, 2004) 
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2.5  16S rRNA和 gyrB基因同源性分析 

病原菌 NTH01 所扩增的 16S rRNA 基因序列长

度为 1506bp, 通过 NCBI 数据库 BLAST 检索系统进

行序列同源性分析, NTH01菌株 16S rRNA基因序列

与阴沟肠杆菌、产气肠杆菌、阪崎肠杆菌的同源性都

达到了 99%, 16S rRNA 基因序列未能准确将菌株

NTH01定种。同时系统发育树也显示菌株 NTH01同

时与阴沟肠杆菌、产气肠杆菌聚在一起(图 4)。初步

表明, 菌株 NTH01 是阴沟肠杆菌或产气肠杆菌中的

一种。 

病原菌 NTH01 所扩增的 gyrB 基因序列长度为

745bp, 通过 NCBI数据库 BLAST检索系统进行序列

同源性分析, NTH01 菌株 gyrB 基因序列仅与阴沟肠

杆菌同源性达到了 98%, 系统发育树也显示, 菌株

NTH01 与阴沟肠杆菌聚类为一支, 而与产气肠杆菌

明显分开(图 5)。 
 

 

图 4  16S rRNA基因序列聚类图 
Fig.4  Dendrogram of 16S rRNA gene sequences 

 

 

图 5  gyrB基因序列分析聚类图 
Fig.5  Dendrogram of gyrB gene sequences 
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2.6  PCR检测方法建立与样品检测 

2.6.1  PCR检测方法建立    引物 OF与 OR扩增序

列长度为 385bp(图 6), PCR产物序列经 NCBI数据库

BLAST 检索, 与阴沟肠杆菌 OmpA 基因序列同源性

99%。用该对引物对本实验室保存的菌株 NTH01、产

气肠杆菌、大肠杆菌、坂崎肠杆菌、弗氏柠檬酸杆菌、

粘质沙雷菌、嗜水气单胞菌、温和气单胞菌、腐败希

瓦氏菌进行 PCR 扩增, 结果除菌株 NTH01 外, 其余

菌株无扩增条带(图 7)。该结果表明, 病原菌 NTH01

为阴沟肠杆菌。 

 

 

图 6  菌株 NTH01 PCR扩增产物测序结果 
Fig.6  Sequence of PCR product for NTH 01 

 

 

图 7  阴沟肠杆菌引物特异性试验检测结果 
Fig.7  The results of the specificity assay on E. cloacae primers 

M: DNA marker; 1: 阴性对照; 2: 阴沟肠杆菌; 3: 产气肠杆菌; 4: 

大肠杆菌; 5: 阪崎肠杆菌; 6: 弗氏柠檬酸杆菌; 7: 粘质沙雷菌; 8: 

嗜水气单胞菌; 9: 温和气单胞菌; 10: 腐败希瓦氏菌 

M: DNA maker; 1: negative control; 2: E. cloacae; 3: E. aerogenes; 4: 
E. coli; 5: E. Sakazakii; 6: C. freundii; 7: S. marcescens; 8: A. 

hydrophila; 9: A. sobria; 10: S. putrefaciens 
 

2.6.2  发病苗池分离菌株的鉴定    运用建立的检

测方法 , 对从发病育苗池分离到的菌株 NTH02、

NTH03、316D、316X、316C进行检测, 结果如图 8, 该

5 株优势生长菌扩增出与 NTH01 株一致大小的目的

片段。 

2.6.3  攻毒再分离菌株的鉴定     攻毒后, 发病罗

氏沼虾幼体匀浆液涂布得到大量优势生长菌落(图 9), 

从平板上随机挑取 10株细菌进行了 PCR检测, 10株

细菌都扩增得到 385bp的目的条带(图 10), 这表明在

感染死亡的幼体中再次分离到原感染菌 , 且病原菌

已经成为绝对优势种。 

2.6.4  幼体与亲虾阴沟肠杆菌检测    2011 年, 采

用该检测方法对 4 个育苗不顺利的育苗场的发病幼

体进行了检测 , 发病幼体细菌分离平板上菌落较单

一, 挑取优势菌, 检测结果皆为阴沟肠杆菌(表 3), 正

常健康幼体与受精卵中未检测到阴沟肠杆菌。此外, 

对发病严重的苗场 A, 随机选取了该场的 12 尾育苗

用亲虾(雄虾 5尾, 雌虾 7尾), 对每尾亲虾的肝胰脏、

血液、肌肉、肠道等 4个组织部位进行了阴沟肠杆菌 

 

 

图 8  发病幼体细菌分离株检测结果 
Fig.8  Detection of bacteria isolated from diseased larvae 

M: DNA marker; 1: 阴性对照; 2: 菌株 NTH01; 3: 菌株 NTH02; 4: 

菌株 NTH03; 5: 菌株 316D; 6: 菌株 316X; 7: 菌株 316C 

M: DNA maker; 1: negative control; 2: NTH01 strain; 3: NTH02 strain; 
4: NTH03 strain; 5: 316D strain; 6: 316X strain; 7: 316C strain 

 

 

图 9  攻毒发病幼体细菌分离结果 
Fig.9  Isolation of bacteria from diseased larvae in artificial infection 
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图 10  攻毒发病幼体分离细菌的鉴定 
Fig.10  Identification of bacteria isolated from diseased larvae 

in artificial infection 

M: DNA marker; 1—10: 菌株GD1-GD10; 11: 菌株NTH01; 12: 阴

性对照 

检测, 结果肝胰脏与肠道中能够检测到该菌的存在, 

而肌肉与血液中未检测到该菌 , 肝胰脏中的检出率

为 91.7%, 肠道中的检出率为 75%(表 4)。 

2.7  药物敏感试验结果 

选取 30种抗生素, 采用常规琼脂扩散法(K-B)对

病原菌进行了耐药性试验, 结果表明分离菌 NTH01

对供试的恩诺沙星、氧氟沙星、庆大霉素等 6种抗生

素敏感, 而对头孢西丁、头孢孟多、头孢吡肟等 19

种抗生素耐药(表 5)。采用筛选得到的药物对发病幼

体进行治疗, 其效果明显, 这也从另一方面说明了阴

沟肠杆菌是罗氏沼虾幼体的致病病原。 

表 3  4 个育苗场发病幼体检测结果 
Tab.3  Results of detection in diseased larvae from 4 hatcheries 

育苗场 幼体编号 培育时间(d) 检测菌株 检测结果 

304a 8 优势菌 + 

304b 8 优势菌 + 

304c 8 优势菌 + 

304d 8 优势菌 + 

场 A 

304e 8 优势菌 + 

w1 7 优势菌 + 

w2 7 优势菌 + 

w3 7 优势菌 + 

场 B 

w4 7 优势菌 + 

g1 4 优势菌 + 

g2 6 优势菌 + 

g3 5 优势菌 + 

g4 7 优势菌 + 

场 C 

g5 7 优势菌 + 

jx1 6 优势菌 + 

jx2 5 优势菌 + 

jx3 7 优势菌 + 
场 D 

jx4 8 优势菌 + 

“+”阳性 

表 4  亲虾体内阴沟肠杆菌检测结果 
Tab.4  Results of detection in adult prawn 

序号 性别 组织 检测结果 序号 性别 组织 检测结果 

肝胰腺 + 肝胰腺 + 

肌肉 － 肌肉 － 

血液 － 血液 － 

1 

雄 

肠道 + 

7 雌 

肠道 + 

肝胰腺 + 肝胰腺 + 

肌肉 － 肌肉 － 

血液 － 血液 － 

2 

雄 

肠道 + 

8 雌 

肠道 + 
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续表   

序号 性别 组织 检测结果 序号 性别 组织 检测结果 

肝胰腺 + 肝胰腺 + 

肌肉 － 肌肉 － 

血液 － 血液 － 

3 雄 

肠道 + 

9 雌 

肠道 + 

肝胰腺 + 肝胰腺 + 

肌肉 － 肌肉 － 

血液 － 血液 － 

4 雄 

肠道 － 

10 雌 

肠道 － 

肝胰腺 + 肝胰腺 + 

肌肉 － 肌肉 － 

血液 － 血液 － 

5 雄 

肠道 + 

11 雌 

肠道 + 

肝胰腺 － 肝胰腺 + 

肌肉 － 肌肉 － 

血液 － 血液 － 

6 雌 

肠道 + 

12 雌 

肠道 + 

“+”阳性; “－”阴性 

表 5  分离菌株药敏试验结果 
Tab.5  Results of antibiotic sensitivity test of isolated bacteria 

抗菌药物 
纸片含量
(μg/piece) 

抑菌圈直

径(mm) 
敏感性 抗菌药物 

纸片含量
(μg/piece) 

抑菌圈直径
(mm) 

敏感性 

头孢西丁 Cefoxitin 30 0 耐药 R 妥布霉素 Tobramycin 10 14 中介 M 

头孢孟多 Cefamandole 30 0 耐药 R 新霉素 Neomycin 30 20 敏感 S 

头孢吡肟 Cefepime 30 0 耐药 R 强力霉素 Doxycycline 30 16 敏感 S 

头孢呋肟 Cefuroxime 30 0 耐药 R 链霉素 Streptomycinum 10 13 中介 M 

头孢噻吩 Ceftofur 30 0 耐药 R 万古霉素 Vancomycin 30 0 耐药 R 

头孢曲松 Ceftriaxone 30 16 中介M 氨曲南 Aztreonam 35 22 敏感 S 

头孢哌酮 Cefoperazone 75 19 中介M 多粘菌素 B Polymyxin B 30 0 耐药 R 

诺氟沙星 Norfloxacin 10 0 耐药 R 阿米卡星 Amikacin 30 14 耐药 R 

恩诺沙星 Enrofloxacin 10 16 敏感 S 呋喃妥因 Nitrofurantoin 300 0 耐药 R 

环丙沙星 Ciprofloxacin 5 0 耐药 R 复方新诺明 SMZ+TMP 25 0 耐药 R 

左氧沙星 Levofloxacin 5 0 耐药 R 四环素 Tetracycline 30 0 耐药 R 

氧氟沙星 Ofloxacin 5 16 敏感 S 苯唑西林 Oxacillin 10 0 耐药 R 

磷霉素 Fosfomycin 200 14 中介M 利福平 Rifampicine 5 0 耐药 R 

庆大霉素 Gentamicin 120 24 敏感 S 麦迪霉素 Midecamycin 30 0 耐药 R 

红霉素 Erythromycin 15 0 耐药 R 克拉霉素 Clarithromycine 15 0 耐药 R 

 

3  讨论 

3.1  罗氏沼虾幼体新暴发病病原 

由于此次幼体暴发病范围广、危害大, 以及产业

需要恢复的迫切性 , 学者们陆续开展了未知病原的

分离、鉴定工作。刘杰(2012)在电镜下没有观察到幼

体中大量的病毒粒子, 观察到 500—1000nm 左右的

细菌样结构 , 组织切片结果呈现出疑似细菌感染的

嗜碱性染色质, 通过随机克隆技术, 对罗氏沼虾幼体

可疑病毒基因鉴定分析, 获得了两条可疑病毒序列, 

但没有进行人工回感实验 , 未能确定幼体致病病原

是病毒。刘杜鹃(2013)报道了在发病幼体中检测到双

顺反子病毒(dicistrovirs), 同样在该研究中也没有进

行人工回感实验, 不能确定病原。本实验通过人工回
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感, 复原了幼体发病时的症状表现, 从发病感染的幼

体中分离到大量生长的优势菌株, 随机挑取 10 株菌

株进行检测, 结果都是阴沟肠杆菌, 这表明, 阴沟肠

杆菌在幼体体内进行了大量增殖, 成为绝对优势种, 

进而导致幼体感染死亡。本研究对丰富罗氏沼虾病害

学具有重要意义。 

阴沟肠杆菌为革兰氏阴性菌 , 广泛存在于自然

界中, 在人和动物粪便、土壤、植物、昆虫中均可检

出, 它是人和动物肠道正常菌种之一, 但它也是一种

重要的条件致病菌。目前, 对该菌的研究主要集中在

该菌对人类与动物的致病性以及该菌耐药机制上

(Zhou et al, 2012)。耐药菌株日益增多, 使得该菌成为

重要的医院感染病原菌 , 其引起的细菌感染性疾病

常累及多个器官, 包括皮肤软组织感染、泌尿系统感

染、呼吸道感染以及败血症等。有关该菌对水产动物

的致病性报道还非常少, 仅见 Seker 等(2008)报道了

阴沟肠杆菌对健康鲻鱼(Mugil cephalus)具有较强的

致病性, 鲻鱼感染该菌会造成大量死亡。通过本文及

以往的研究结果 , 表明阴沟肠杆菌感染可能会成为

潜在的“人-兽-鱼”共患病, 临床上应引起高度重视。 

3.2  病原菌鉴定 

病原菌精准鉴定, 是病害防控的重要前提。长期

以来, 对病原菌的传统分类鉴定主要采用分离培养、

形态特征、生化反应和免疫学等方法, 但这些方法均

存在耗时长、特异性差、敏感度低等问题, 难以满足

现代细菌学发展要求。随着分子生物学技术的发展, 

应用分子手段进行菌种鉴定 , 已成为当前细菌鉴定

的主流技术。16S rRNA基因序列因其具有恒定区序

列保守、可变区序列因细菌不同而异、细菌中普遍存

在等特性 , 使其逐渐成为微生物检测和分类鉴定的

一种强有力分子工具, 被誉为细菌分类和鉴定的“金

标准” (Cohan, 2001), 但越来越多的研究表明 , 16S 

rRNA 基因序列因其具有高度保守性, 对同一属内近

缘种的区分精准程度往往不及那些进化稍快的基因

(如 gry B、rpo B等基因)(Watanabe et al, 1998)。本实

验中病原菌 NTH01的 16S rRNA基因序列经 Blast同

源比较, 与阴沟肠杆菌、产气肠杆菌、阪崎肠杆菌的

同源性都达到了 99%, 且基于 16S rRNA 基因序列构

建的系统发育关系中, 病原菌NTH01同时与阴沟肠杆

菌、产气肠杆菌聚在一起; 而病原菌 NTH01的 gry B

基因序列经 Blast 同源比较, 仅与阴沟肠杆菌的同源

性达到 99%, 系统发育关系显示, 病原菌 NTH01 与

阴沟肠杆菌聚类一起, 与产气肠杆菌明显分开。本实

验再次表明, 16S rRNA 基因序列在鉴定近缘种上存

在弊端, 但在 16S rRNA 基因序列的基础上, 再结合

其它的靶基因以及形态学、生理生化特性, 得到的鉴

定结果更可靠、精确。 

此外, 本实验基于阴沟肠杆菌 omp A 基因序列

设计的引物 , 在对几种细菌的扩增中 , 仅有病原菌

NTH01 扩增出了目的片段, 该结果可作为将病原菌

NTH01 鉴定为阴沟肠杆菌的佐证, 同时该引物也可

作为今后罗氏沼虾幼体阴沟肠杆菌病原快速筛查的

特异引物, 为病原的快速诊断提供了方便。 

3.3  罗氏沼虾阴沟肠杆菌检测与感染途径 

病原的早期诊断是病害防控的关键 , 因此建立

快速的病原检测方法, 对实现病原的早期确诊、提前

防控、阻断病原传播途径具有重要意义。随着分子生

物学的发展 , 各种水产养殖动物致病菌的分子检测

方法已经广泛建立, Schikorski 等(2013)对养殖疣鲍

(Haliotis tuberculata)病原哈维氏弧菌(Vibrio harveyi)

建立了 real-time PCR 检测方法, 监测养殖过程中的

毒力菌株。Valle 等(2002)通过构建 RAPD 指纹图谱, 

筛选出特异条带 , 进而建立了鱼类出血病病原杀鱼

巴斯德氏菌(Pasteurella piscicida)PCR检测方法。Shi

等(2012)通过基因芯片(DNA microarray)技术建立了

水产养殖主要病原菌 , 如哈维氏弧菌、溶藻弧菌(V. 

alginolyticus)、嗜水气单胞菌等的检测方法。本实验

建立了罗氏沼虾阴沟肠杆菌特异性 PCR 检测方法, 

对发病幼体内优势菌检测, 检测结果与实际发病情况

一至, 表明本检测方法对病原的快速、精确诊断具有

实际意义, 该方法能否在不培养细菌的情况下, 直接

对样品检测, 进一步缩短检测时间, 有待继续研究。 

本研究在无发病育苗场的幼体与受精卵中未检

测到阴沟肠杆菌 , 该结果也表明了阴沟肠杆菌是幼

体致病病原, 该病原不通过遗传垂直传播。通过对发

病育苗场内亲虾的检测结果表明 , 该菌主要存在于

亲虾消化系统内(肝胰腺与肠道), 但亲虾并未表现出

任何病症。罗氏沼虾亲虾交配受精后, 雌虾抱卵, 开

始胚胎发育, 直至孵出幼体。生产中将孵化池内幼体

捞出, 移到育苗池培育, 该过程可能使得刚出膜的幼

体感染亲虾携带的病原, 进而导致在幼体培育期间, 

随着病原数量的扩增, 导致发病。这也提示我们, 在

罗氏沼虾育苗生产的病害防治中 , 相比于用抗生素

控制病害而带来的诸如耐药性、病情反复等不利后果, 

培育无特定病原(Specific Pathogen Free, SPF)亲虾可

能是切断病原传播途径, 防控病害的有效手段。 
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3.4  罗氏沼虾阴沟肠杆菌耐药性及防控 

已有研究表明, 阴沟肠杆菌耐药可由染色体、质

粒与整合子介导 , 耐药机制主要是产 EABLs 和

AmpC酶以及捕获耐药基因(Robicsek et al, 2006), 其

中质粒与整合子介导的耐药性由于携带多种多样的

耐药基因, 因而传播扩散快, 耐药性变化快, 给防治

带来一定难度。本实验选取 30 种抗生素对病原菌

NTH01 进行了药物敏感测试, 结果 NTH01 仅对 6种

药物敏感, 表现出一定的多重耐药性, NTH01菌株耐

药主要机制及耐药基因携带情况有待进一步的研究。

筛选的药物用于实际育苗生产上, 取得明显的效果, 

这个结果也表明阴沟肠杆菌是导致幼体发病的致病

病原 , 但目前大多数的育苗单位存在滥用药物的现

象, 不但未能抑制病原菌, 反而使得细菌的耐药性增

强, 病害得不到控制, 愈演愈烈, 因此必须加强药敏

监测, 进行合理用药, 以免锻炼出多重耐药菌株。然

而, 通过抗生素来控制病害, 会带来水体污染、药物

残留、细菌耐药性增强等不良后果, 尤其是具有多种

耐药机制的细菌。因此, 作者认为通过营造无特定病

原环境及益生菌占位的方法 , 可能是防控病原菌的

合理、有效手段。 
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IDENTIFICATION AND ISOLATION OF A NOVEL BACTERIAL PATHOGEN 
(ENTEROBACTER CLOACAE) FROM DISEASED LARVAE OF GIANT FRESHWATER 

PRAWN MACROBRACHIUM ROSENBERGII 

CHEN Xue-Feng,  YANG Guo-Liang,  GAO Qiang,  XIA Zheng-Long,  PU Jian-Wei,  SHEN Pei-Jing,  
HUANG Zhen-Yuan 

(National Genetic Breeding Center for Macrobrachium rosenbergii, Agriculture Ministry Key Laboratory of Healthy Freshwater 
Aquaculture, Key Laboratory of Freshwater Aquatic Animal Genetic Breeding of Zhejiang Province, Zhejiang Institute of Freshwater 

Fisheries, Huzhou 313001, China) 

Abstract    In 2010, a new disease broke out in most Macrobrachium rosenbergii hatcheries in Huzhou, Zhejiang 

Province. The cumulative mortality of larvae was 70%—80%, resulting in great economic losses. Six dominant bacterium 

(NTH01, NTH02, NTH03, 316D, 316X, and 316C) were isolated from the homogenate of infected larvae. The morphology 

of isolated bacterium from Nutrient Agar was consistent. An artificial infection experiment was performed to test the 

pathogenicity of representative strain NTH01. The result shows that healthy larvae could be infected by strain NTH01. In 

morphological, physiological, and biochemical aspects, strain NTH01 was identified as Enterobacter cloacae. A PCR 

method established for E. cloacae detection was used to detect the other 5 dominant bacteria, showing a positive result. In 

2011, samples of larvae and adult shrimp from 4 infected hatcheries were detected by the PCR method, the PCR showed a 

positive result in diseased larvae samples, but negative in healthy larvae. Although positive detection results were also 

found in hepatopancreas and gut, adult shrimp did not showed a diseased symptoms. Strain NTH01 was resistant to 30 

kinds of commonly antibiotics, such as cefoxitin, enrofloxacin, amikacin, and so on. The results of drug sensitivity test 

show that enrofloxacin, ofloxacin, gentamicin, neomycin, doxycycline and aztreonam were most effective against the 

pathogenic bacterium. However, the treatment of E. cloacae infections is difficult and expensive. Therefore, a specific 

pathogen-free environment for larvae culture shall be constructed to prevent and control the disease caused by E. cloacae. 

Key words    Macrobrachium rosenbergii larvae;  novel pathogen;  Enterobacter cloacae;  isolation and identification;  

antibiotic sensitivity test 

 

 


