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摘 要。本文报道了将南养殖虎纹蛙白内障病的病原及且兔疫学防治方法。 对该典型患捕个体进行病原分离

并鉴定表明，被分离出的病原为断膜炎败血黄杆商c 在所实验的20种抗菌药物中v该菌只对万古霉素敏感，

对头饱暖阁中度敏盛，而对其他18种药物均小敏感。 通过筛选该病原强毒株制备rplI室灭活疫苗，对健康虎纹

蛙进行免疫接种后，可明显提高其x;Jì亥病的抵抗能力，表明在牛产上用免瘦学方法防泊该病且可行的。

关键词虎纹蛙，脑膜炎败血黄杆荫，白内障病，兔使、病原菌
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Isolation and identification of pathogen of the c咀taract disease 

and its immunological control in Rana白igrina rugulosa 
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Abs位'8ct: 'Thìs pappr陀�ports the palhogen and th{' inunurlCJ在"是1 protecti刊melhod of the cataract disem节m

cultured Rana l喀ηna rugulosa in Hainan. The pathog(;n isolat矶J frorn the i 1I frog with typieal characteristics w田

identified as Flaoo归。:eriwn meningitidis. In all thc却kinds of antimicrubial a也;ents tested in this experiment， only 

，�二omycm IS S国ceptible and cefi句erazone IS mtcmχ�diale叭JSCf'plible tu the pathυ'gen，出'0出e other 18 kinds of 

antlilllcrr】hics are unsusccptihle. After inoculation thc health rrog� with the vaccine p陀阴陀d from the fOlmalin killed 

Flavoba础πwn ment甲tidis， their sera a阻lutination titer and rcsis却1('e lu ('ataract dise�时impruved obviously. It 

shows that the cataract diseæ照in cuItured晶'hl'wνωruguJ.υsa can be旧x:eessfiIll飞prevented by the vaccine 

E町、高@时s必ma tlgnna ru♂úm钮 Flav()bαctenwn附&略山lis; l'utara川diset肘 immunology; pathogen 

蛙类是一种高蛋白低脂肪低热量低胆固醇的营养保健品，因其昧道鲜美， 直俏受人们青睐l内 自

90年代以米，蛙的人工拜殖在全国各地陆续开展，养殖种类包括牛蚌(Ra阳 catesd..阳阳)、美l叶青蛙(R
GηliÐ )、黑斑蛙(R. Gω归仇)棘胸蛙(R 牛nosa)、林蛙(R. .Iylvatica)和虎纹蛙(R. I够n1l<ιrugulosa)寺。

由于人工养蛙投资少、效益高、操作简悟，是家庭式养植的良好叶象，现已成为我同特种水产养确的重要

组成部仕 然而，随着近年〉托人工养蛙规模的高速发展，加上因家庭式养随在技木、养用管理和疾病防

治措施等占而存在的严重不足，导致各种脏病在全国各地相继发生，造成了巨大的择济损失。 目前，已

报道的酣病， -，有近20种(在1)• 
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霞病种类
白内民警病红腿病肠胃爽沪皮病腹水病脑乡随病进蜡菌病T气想病

肝肾红肿抽

周永灿等虎纹蛙白内障病病原的分离鉴定及其免疫防治

病原
醋酸钙不动杆菌嗜水气单胞菌肠型点状气单胞菌
醋酸钙不动抨菌嗜水气单胞菌瞒自费炎耻血黄轩菌链球菌回报科菌产气单胞菌

表1 我国养殖蛙类的常见疾病

T曲.1 币"阳回noodi盟植田d仕咱.n口咀皿

主要症状 出处
眼睛白内障 [2，4J 

后肢红肿 [3，4J 

缩头弓背 [3J 

件去腐r" [3，5J 腹部膨胀 [1，5] 主昨下、腹胀 [4J 

粘榄中带血丝 [1，4J 跑"白&;Þ [1，3J 

肝肾无血脚大 [1，4J 

展病种类 病原
爱得华民闹的 爱得华民菌|温叫菌病温…菌术璋病 水霉菌

鲍萄病 熄霉菌车轮虫病 车轮虫斜管虫病 斜管虫复口吸虫病 复11吸虫锚::l&病 错头蚤

17 

中要症状 出处
腹胀飞皮元血 [5; 腥部点状出血 [51 有白色幽丝 [3，6J 蝇菩自或出血 [1，3] 体者有灰色斑 [3，7J 体表黄褐色 [3J 眼睛发炎 111 体表有虫寄生 [3，7J 

海南自1997年开始发展虎纹蛙的人工养磕，到1何9 年底，已有养殖蛙池5万余口(每口蛙池面积约
13m2) ，年产量近万吨，产值2亿余元，在海南东北部的许多南县，已有许多付庄成为因养蛙而全面脱贫
致富的养蛙村。 但是，自1999年开始，海南弄殖虎纹峙的病害也越来越严重，其中，最为常见、造成经济

损失最大的蛙病为自内障病c 本文时引起该病的病原进行了分离鉴定，并初基探讨了应用免疫学防治
该桶的可行性

1 材料与方法

1.1 实验材料
患病虎纹蛙·现场取材于海南琼llJ市大致坡镇龙主青蛙养殖场，选取白内障病的典型患病个体c
健康虎纹蛙·由海南琼山市灵山镇大胜虎纹蛙养殖场提供，在无病区的养殖池内选取重量为50 -

1回氧的健康个体)

1.2 实验方法

1.2.1 细菌分离

取民型自内障病虎纹蛙，用接种环分别且其眼、脑、血、肝和腹牟取材，取材过程在J:画室中以无菌
操作进行:.'11飞病U�球先用消毒酒精表由消毒盯再用经灼烧的刀片切汗，用接种环从切j开部插入取材，用
经灼烧消毒的解剖刀从颈椎处将嗣蛙头部断开，再用消毒瘤精将断升的颈椎U消毒，用接种环队椎管插

入脑腔从脑部取材，血液从心脏取材，肝脏用U�球取材相似的方法消毒排�J开盯且中央部取忡。 取材后
分别于普通营养琼脂培养基上划线接种.28'1::培养，选单菌搭经纯培养盯转接f斜面备用c

1.2.2 病原菌确定

将各分离的细菌以1x 1(>"个/mL的浓度刑健康蛙以每只O.lmL肌肉注射攻毒，用pH 7.2的无菌磷
酸缓冲液(PR5)作对照( 时15d内能产生典型向内障病症状的感染蛙再进行细菌分离，若所仕离的细菌
与从现场捐蛙中分离的细雨 一致，则确定该菌且虎纹蚌白内障病的致捕菌ο
1.2.3 病原菌鉴定

用f东环凯做生物科技公司生产的细雨检测试剂盒柿测，根据文献[8J确定病原菌的种费。
1.2.4 药敏试验

以纸片法检测，药敏纸片为中同腹泻病控制上海试剂供应研究中心的产品。 经28'1::培养24h后测
量抑菌圈大小并确定其对各种药物的敏感性〈
1.2.5 虎蚊蛙自内障病症菌的制备

经感单实验筛选出病原菌强毒幢，投常规方法以0.4%甲醒制备成的灭活疫苗[9:井用PBS配制成
I X 1010个/rr乱的浓度. 4'1::保存。 使用前再用PBS稀释10倍。
1.2.6 疫苗的安全性检测
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分别以平板涂布法和肌肉注射攻毒试验确定所制备疫苗中有MIi菌存在及其对接种虎纹蛙的安全
性2
1.2.7 疫苗的免疲效果检测

实罪飞分注射组、口服组、喷军组和对照组，每细100 只2 注射组且每只肌肉注射1 X 109个ImI的自
内障病疫苗。lmL;口服组为连续3d每天投喂l伙喷有1%的1 X 109个/rr止的世茵的昔通蛙料，喷雾组
为连续到每天向lOOH试验蛙体表喷射1 x 1&个/mL的位前IOmL，喷雾前将池水放十，喷雾后让蛙下

置30mÎn再进水，对照组为每只肌肉注射O.2mL的无商PBS 免疫后第2周、第4周、第6周、第8周，每
组随机取3H蛙心脏取血井离心制备血清，用散量血凝极法检测平均凝集抗体效价l剖，免疫后第5周和
第 8用，每组分另'1随机取20H蛙以1 x J(f个/mL的前病原南攻毒，检测茸30d内的成活率ο

2 结果

2. I 虎纹蛙白内障病的主要症状

臼内障病是目前海南养确虎纹蛙且常见的流行病，在海南各地均有发生，并可对包括蜗蚓期在内的
各个时期的虎纹蛙造成危害。 病蛙最明显的症状为 个或 个nR球变白(白内障).出现白内障的眼球
视力丧失，但解剖眼球监现其品状体仍然完整υ 此外，病蛙另 常见在状且身体问歇性弯曲(J!'脖于) • 

慢性患病个体在晚期还困户牛大量腹水而出现腹部膨胀

2.2 病原菌的分离与确定

对病蛙的眼、血、肝、脾、肌肉、大脑和脊髓等组织检在均来发现苛生虫n
从眼、脑、血、肝租腹水等部位取材培养24h后，在所有实验平皿的培养基l部KH-l了大量的细雨

(到X)- 1000个以七) ;但用相同方法从健康虎纹蚌巾取材培养后，在培养基上基卒没有菌藩出现已 在从
柑蛙不同部ÜL分离出来的菌暗中，根据菌培形态可分为2 种，其中.99-12-03号菌占总曲散的95%以
C(Á脑和眼球中占100%)，99-12 但号商只占不知W.两数的5% 攻毒虫验表明，注射99-12-03

甘南的所有实验蚌在IOd内均出现白内障病纯正状，并且.ft眼和脑等部位仕离出了同样画培特(IE的细雨，
rMH射99-12 阳号南的所有实验蚌在15d内 切正常。 说明99-12-03号画是引起海南养喧虎纹

蚌白内障病的致病隅，而99-12-04号南悻为非致病菌。

2.3 病原菌的种类鉴定

在普通营养球脂培养基上，虎纹蛙白内障病致病菌(99-12-03号曲)形成的商if，早正圆形，边缘警
齐，占而Jt滑挝润，舱内，质地较软，不透明，乳白色;28'C培养24h盯国萌直径为2 - 3mlll0 在2对该菌
的生理生化检测仕析结果表明.1在南细胞也幸氧化酶和!氧化酶阳性，桔氨酸脱梭梅和赖链酸脱搜酶阴

忡，能利用七四1昔，不利用D 木糖、L 阿拉伯精D 甘露椭D 半孔精相提糖等几于所有槽类。 该
菌与在福建等地养殖牛蛙巾发现的 "白内障病"病原一一附酸ll�-f、动杆菌(Acinet阳cter c耐W瓦'eticus )相
比，在运动性、细胞色素氧化酶、拧撵酸盐利用非方由均有极著不同[.1经杏阐文献[81确定，卒研究分离
的虔纹蛙白内障幅99一12一03号菌为脑膜'k败由茧忏菌(f1，阴阳叫'erium meningitidis )。

2.4 虎纹蛙白内障病病原菌对不同化学药物的敏感性检测 地V

在3 的结果在明，虎纹蚌白内障病病原菌时绝大多散抗曲药物均表现出随强的抗怕。 在所检测的
2却3仲药物巾.，布'] 16 种的药敏纸)片i没有f何f1何可挪商圄;千Ú2种药敏纸片且f有可J川币菌圈'但其I丘1径什m圳'1只有9=田=
和l山Orr=.根据"抑茵闺直径判断标准"也3为句不敏感.只千们l吉3头L于抱包创罚咂眼阳的药墩纸片对i该烹引现俯E雨6巾度敏感

万古霉素的约敏纸}川;对该病商"敏感"飞C 

2.5 虎纹蛙白内障病疫苗的制备反其安全性检测

将所制备的疫苗在普通营养琼脂培荐4 8h后，培养基lι细菌生i(，表明其中己不吉活自由。 肌肉注
射检测结果表明，所-!H注射疫苗和无菌PBS的健康虎绞蛙在实验的1日内都牛长正常，进 步说明该疫
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苗肘虎纹蛙是安全ÁO毒的。
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襄2 99-12-03菌的形态和生理生化特征革与醋酷钙不动杆菌的比较
T曲2 Mo币时唔田. phy咀oIogical and bi，回hm阻1 characteristicsα皿-面目"""田'

世re阴山精四99-12-旧and ÁCÎl审时阳能rαllcoocetiCU'!

菌株性状
醋殴钙不 99-12-03 脑膜炎贩

"杆陶 号菌 血黄杆菌

醋酸钝才、 99-12-03 恼膜负贩

动忏荫 号前 血簧杆掏

司在二民染色

昼动性

I叫体培养慕1协动

宣忏

色素

懦黄色

蓝黑色

红色

精氨酸汉水解酶

氧化酶

接触酶

还以NO' 为MJ，

发Y巳

认。-葡萄钳产气

、p反应

�1毒缸(�1R)
生长布

40( 

30"C 

4σ℃ 

州哆产牛
硝酸甜产'(

铺萄糖锁

尿素(服酶产生)

时 阪忧

亚附属在位产气
H，S户牛

斗在内氨酸脱氨酶

+ 

+ 

+ 

+ + 

南株性状

产淀粉廓

+ 产明胶酶

精氨酸脱贱酶

赖氨殴脱易受酶

鸟氨酸脱矮酶

ONl'G水解

n:æ七当长

+ + + 

+ + 

+ 

D 木黯

+ 

I 阿拉伯糖

1> 昔露糖

D 半乳糖

R更糟
海橄榄

纤维二糖

乳糖

情下嘴
水馅萦

u 节目萄糖段

。 位iS'享
U-III梨醇

肌醉

+ + 

+ 

+ + 

+ 

1口茅醉

+ L 以宇隋

G G 

+ 

.w • 

+ D 葡萄檐(O/F)

.w 

+W -，一 / 

+ υ 储果

麦井椭
仁叶1c

侧金r品花醉

+飞再

+ + 

+呐+ 

忡橡酸击li利用 + 

注 . 不阳件; - il;阴性，"+ w"示锅阳+哇!旦足泼;"'G川、绿色;空明处示本做恰在 其中，99- 12-03的结果为

怒气cJ)';养7d ICi观察的结果!即为迟缓'14. �运酵

表3 不同抗菌药物对虎纹蛙臼内障病病原的抗菌活性
T曲3 The Wl也nicrobial皿回U叽ty of the pa也叫"'，，" α血_.n..泪se on different kinds 

of anthnicrobia1略酬ts

抗商药物

青霉东

链霉素

主I萄京

氯霉素

囚环素

也体霉素

卡却霉素

庆大霉素

力占霉素

阿卉霉素

抑菌圈宣径I� 敏感性 忧菌药物 仰菌圈l'f径/口川 敏感件

元

无

无

无

元

9 

元

尤

:w 

元

. . 

头抱吠新 元

头但他院 元

头泡月取两制
氟嚼酸

氟呢费资

丙氟可辰臣费

峡日南妥四

峡嘀日坐阳

市首归去异恶瞠
氨也南

注 表示4敏感。 . 表示中度敏感;U + + 表示敏路

呐m

k儿

儿

ω

儿

无

儿

儿

+ 
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2.6 虎纹蛙白内障病疫苗的免疫保护效果

用不同方法对虎纹蚌接种白内障病疫111后，其血清凝靠抗体效价在第F在第8周都比对照组有显

著升高ν 在=种免使接种方法中，肌肉注射法免疫效果最好，其最高脱靠抗体效价达426.7，喷雾法次

之;而口服法的凝集抗体效价捕时最低(表4)。 不过，与肌肉i'ì射法相比，口服免世法和喷雾免在法的

最高凝集抗体效价出现较晚，因此，用这些方法接种疫苗后，需要有较长的时间才能走挥免咬保护作用。

表4 不同方法接种自内障宿擅茵的血清凝集抗体效价
Tab.4 The sera唱glu伽l8.tiOll tit町an"皿何由ted the vaccine a醉剧倒阳市tm明@
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免疫屑各)，'，J的'f均在草曾是抗体放价
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表5的结果表明，在接种疫苗盯第5周相第8 I司进行反再时，注射免烧法和喷算免世法都可对免疫

虎纹蛙提供良好保护，其成活率均在95%以r_;而口服免使细的成活和则分别只有35%和20%，其免疫

保护效果$比对阳组稍好，但明显比注射法和喷雾法差。

3 讨论

表5 虎纹蛙接种疫苗后对脑膜炎败血黄杆菌的防御效果
Tab.5 The protective innnWII咿nicity of Rmw昭rina nlguhJsu after川、u1，Wd

\\ith the vuccine a回fflt山tarnc吃剑"瞄
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n ��免疫组
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蛙白内障病Jl:以患病个体眼睛出现自内障的外观也状命名的夜病 在!j(生动物中，�I起眼球出现

自内障的原因有寄生虫性的，也有细菌性的c 在养硝鱼类中常常11问复川毗虫的尾蝴平日囊蝴等寄'HI

岛;的白内障病[帆，而在福建寺地的养娟牛姓中，也有因陆酸间不必杆雨感染而引起的，'，内障锅[1.4 为

f确定海南乔植虎坟蛙白内障病的病蝉，我们首先对忠柑虎纹地进行了寄'1虫捡杏，在确应该病不是川

封寄生虫感峰而寻1"，之后，冉对病蛙进行细菌仕离芹将所分肉的细雨时健康虎纹蚌攻毒感埠，从而最终

确定了海南 养目虎组蛙归的障病 的病屈;与 细 曲 ，并且 ，i划内商在形缸&'1. Jlli'l化特征等JJ丽与引起1M建

等地养殖牛蛙白内障病的醋酸钙不功杆雨打着显再开、问，为恼膜炎败血黄中T两

对白内障病虎纹蝇的病原仕离结果显示，在病蛙的眼睛、大脑、血波、肝脏相脏水等部位都分离到f

大量的致病脑膜炎败血黄忏菌，说明i在病商对虎技蚌的感谁不是局部的，而是全't性的，造成的危害也

是|→分巨大的 就怕蛙昕亏呈现的外)!见症状来看，除户'1白内障外，jÉ脖f和腹点也是该病常见的典电症

状p 当然，不同且精个体在现，'fj米的具体症状也有所小rl'J.急性忠嗣个体常常来不且�<IÆ U内障和腹水

等症状就已死止，闪而只.fJ;p脖f症状，而在慢性出州个体中‘一种症状均可在现出束 尽管如此，可不

同症状的病蛙进行细菌什离的结果表明不辑是急性出嗣个体还足队慢性患病个体，从体内巾分离到的

病菌种类都是相同的，只是病雨的主要感染部位不同。 只表现;p脖F府状的iE性的蛙只能占人脑部分离

到大量病雨，而工种植状均L二点现山来的慢慢病蛙则可同时从眼、脑、月1扣腹水非部位分离如Lk监病雨。
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药敏实验在明，引起海南养殖虎纹蛙白内障桶的脑膜先瞅血黄杆菌具有很强的抗药性，在所实验的
20 种抗菌药物巾.该两只叶万古霉素敏感、对头砸赈酣中度敏感，而对其他18 种药物均不敏感;另外，
由f该病原菌位于大脑和眼球等关键部位，因大脑屏障的保护作用， 般的药物难以深入其中ο 因此，

证如海南各地虎纹蛙养殖尸反映，在生产「使用各种抗菌药物防治白内障病都没有明罹效果ι
H前，通过研制井接种疫苗来防泊疾病已成J与国内外鱼类病害防治研究的重要方向，对西放预防非

咱伯类夜病的发生在挥了积极作用r9，111 蛙类属于两栖动物，在系统发生更高于鱼类，在免疫系统的发
育l也要比伯赞进化，因此，在虎纹蛙等养殖蛙主中利用免疫学)J法抽防细雨性疾病比在鱼类中利用免
疫学Ji法预防阳:t.疾病凡有更吁的前量。 本文的研究结果也表明，接种由白内障病蛙中分离的捕菌制
备的灭活使自， ，对有效顶防该病的发吱确实具有1分良好的效果。 Iì前.鱼病疫苗在使用中国临的另一

主墨困难是缺王合适的免疫接种方法，但蛙类却不同，由于其体点毗收能力以及耐下能力都明显强于jf，

壳，使得在鱼类疫苗免疫接种「放果不佳的喷雾法在蛙病疫IYl的免现接种k却放果其佳，为蛙病疫陆的
耐究与使用提供了民吁前景。
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