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摘 要:从广东深圳患溃烂病的病馒肝脏分离到一株致病性细菌 AnGS020501。该菌的主要特征为:革兰氏阴

性，端生鞭毛， TCBS 平板上生长，氧化酶阳性，葡萄糖发酵型，对弧菌抑制剂。>/129 (50fJ.gI片)敏感。通过常规

细菌学方法和应用 ATB 细菌自动鉴定仪，鉴定该菌为创伤弧菌( Vibrio vuù听CUS )。人工感染实验结果证明，该

菌是嫂拥溃烂病的病原菌，对搜踊、罗非鱼、脚、斜带石斑鱼和小鼠的半数致死量( LDso)分别为 2.69x IOS 、1. 64

xlOS 、4.23 x IOS 、6.1 x 町、1. 56 x 1铲 CFU/go 该菌胞外产物对嫂自丽的回到为 1. 02 月蛋白/g 鱼体重。药敏试

验结果表明:诺氟沙星、庆大霉素、四环素、多西环素及利福平等对该菌有显著的抑制作用。
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Isolation and identification of pathogen from diseased 
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Abstract: A bacterial strain AnGS020501 was isolated from the liver of Anguilla an，♂úlla which was suffered from 

ulceration. It was a Gram-negative bacterium with a single polar flagellum. Oxidase reaction , felmentation of glucose 

and sensitivity to the vibriostatic agent 0/129 were positive. The bacteria produced acid without gas from glucose. 

哑le strain AnGS020501 was identified as Vibrio vulnificus by analyzing its mOlphological , physiological and 

biochemical characteristics , with the help of ATB identification system. It was confirmed that this bacteria was the 

pathogen of Anguillααn♂úllαby artificial infection experiment. 咀le lD50 of the bacteria to Anguillααnguilla 、

tilapia 、 cruclan ca叩、 Epinephelus coioides and mouse was 2 . 69 x 10S , 1 . 64 x 10S , 4 . 23 X 105 , 6 . 1 X 106 , 1 . 56 X 106 

CFU/g , r，巳spectively. 咀le LD50 of its extracellular products to Anguillααnguilla was 1. 02μg proteinl g fish 

weight. The strain AnGS020501 is sensitive to some antibactelial agents , such as nor丑oxacin ， gentamicin , 

tetracycline , dox)叮cline ， and rifampicin. 
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弧菌广泛分布于海水和底质中，是海水养殖品种的主要病原菌，给海水养殖造成巨大的经济损

失[l-5]O 创伤弧菌作为一种重要的致病性弧菌，广泛分布在沿海地区，受到广大水产工作者的重

视[4-6J 。国内对鲤踊弧菌病的研究尚少见，对由创伤弧菌引起鲤拥溃烂病尚未见报道。 2002 年 5 月，深

圳某养殖场实验基地鲤鱼丽流行发生溃烂病。从具有明显病症的鲤细肝脏等处分离一优势菌株

AnGS020501 ，并对该菌的形态、生理生化、致病性及药物敏感性等进行了初步研究，旨为有效防治该病提

供基础资料。

1 材料与方法

1. 1 材料

病鱼 :2002 年 5 月取自深圳某养殖场实验基地患溃烂病鲤蝠，病鱼表现为体表溃烂，鱼体两侧有出

血点，腹部、月工门红肿、出血。

试验动物: (1)鲤鱼丽:体重 22 :t 2 g 及 11 :t 0.8g 两批，均购自广东)1田德某养殖场; (2)饵:体重为 9 :t 1 g, 

购自珠江水产研究所良种基地 ;(3)罗非鱼:体重为 12 士 1 g，购自珠江水产研究所良种基地 ;(4)斜带石

斑鱼:体重 3.1 士 0.2 g，购自深圳大鹏某育苗场 ;(5)小鼠:购自广东省医学实验动物中心，20 士 2 g。所有

试验动物暂养一周后用于实验。

1. 2 病原菌的分离

从有明显症状的鲤鱼闹体表及肝脏取样，在 TSA 平板上作划线分离，置 28 OC培养 24 h，然后从平板上

挑取优势单菌落进行纯培养后，转接到斜面培养基上，冷冻干燥、- 20 oC保存备用。

1. 3 回归感染试验

从患病鲤分离的 AnGS020501 菌株于斜面培养 24 h，用元菌生理盐水洗脱，制成细菌悬液(I .8 X 109 

CFU/rnL) ，腹腔注射鲤鱼丽(22 :t 2 g) ，每尾 0.2 此，对照组注射等量元菌 PBS o 观察细菌感染结果并从具

有明显病症的鱼体内再次分离细菌O

1. 4 病原菌的鉴定

1.4.1 形态观察

取 TSA 斜面上新鲜培养物，经革兰氏染色后用普通光学显微镜观察。菌落形态观察在 TSA 平板

上，经 28 oC培养 24 h 后进行。对培养 12 h 的菌体经 3%磷鸽酸缓冲液负染约 30 s，透射电镜观察。

1.4.2 生理生化特性试验

细菌生理生化特征试验按文献[7 ， 8J 的方法进行;并通过 API 系统 ATB Expression 细菌自动鉴定仪，使

用 ID32E 试剂条进行鉴定。

1. 5 菌株 AnGS020501 对几种鱼类及小鼠的毒力试验

通过人工感染比较该菌对鲤鱼丽(22 :t 2 g) 、脚、罗非鱼、斜带石斑鱼及小鼠的毒性与致病性。用元菌

PBS 对菌株悬液(1.8 X 109 CFU/rnL)作连续 5 倍稀释，然后用 50 _ 5- 4稀释度的细菌悬液分别皮下注射小

白鼠(0.2 mU只)、腹腔注射鲤鱼丽 (0.2 mU尾) ，脚、罗非鱼、斜带石斑鱼(各 0.1 mU尾 )0 对照组注射等

量元菌生理盐水。试验期间水温 25 0C-26 0C o 连续观察 l 周并记录试验动物的死亡数，按

比ed&Muench 法[9J计算半数致死量(山到) 0 

1. 6 菌株 AnGS020501 胞外产物(ECP)对鲤鱼丽的毒性

将分离纯化的菌株 AnGS020501 接种 TSB(加 1.0%NaCl) ,28 oC摇床培养 24 h，离心去菌体，上清即

为粗提 ECP ， Bradford 法[ 10J 测蛋白含量。将 ECP 浓缩至 800 用/mL 后， 2 倍比稀释腹腔注射鲤制

( 11 士 0.8 g) ，每尾 0.1 mL，对照组注射等量生理盐水，每组 5 尾，连续观察 1 周并记录死亡情况，按

Reed&Mue配h 法[9J计算 ECP 对鲤自丽的 LD500
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药敏试验

药敏试验采用纸片法。将菌悬液均匀涂布在 TSA 培养基表面，然后贴上药敏试纸(购自北京天坛

生物技术开发公司，28 "c培养 24 h ，据《现代诊断学于册}[ll]抑菌环直径 d> 15 mm 为高度敏感、 15 mm 

>d> lO mm 为中度敏感、d< lO mm 为抗性，判断待测菌株对药物的敏感程度。
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1. 7 

结果

回归感染试验

从鲤鱼丽病鱼肝脏分离到一株优势菌株 AnGS020501 ，通过腹腔注射方法确定其病原性。回归感染试

验表明，该菌对鲤鱼丽有明显的致病作用，发病鱼的主要症状为:注射部位渍烂，鱼体两侧有出血点，腹部、

月工门红肿、出血，肝脏发白、有出血点，与自然发病的症状基本相同。从回归感染发病死亡的鲤鱼丽体内再

次分离细菌，获得与 AnGS020501 生化特性一致的菌株AnGS020502~

分离菌株的形态和生理生化特征

AnGS020501 菌株革兰氏阴性，在 TSA 平板上

28 "c培养 24 h，菌落直径 1 - 1. 5 川、圆形、隆起、半

透明、灰白色、边缘整齐而有光泽。经透射电镜(见

图 1)观察为端生鞭毛，微弯曲弧状。 TCBS 平板上生

长呈绿色，对弧菌抑制剂。1129(50μgI片)敏感，氧化

酶阳性，葡萄糖发酵型，符合弧菌属特征。参照《常

见细菌系统鉴定于册}[7] 和《伯杰氏细菌鉴定手册》

(第九版) [8] 进行各项生理生化特性比较(表1)，菌

株AnGS020501 、AnGS020502 的生理生化特性相同，

与创伤弧菌(附rio vulni.卢ω) 最为接近(在所测定的项目中，仅精氨酸一项有差异)。接种菌株

AnGS020501 于 ID32E 试剂条培养后，ATB 细菌自动鉴定仪上读取的生化谱为: 10475141070;鉴定结果为

创伤弧菌( % id = 99 .4/T = 0 . 38) 。

菌株AnGS020501 透射电镜照片( x 14 ∞0) 

Electron micrograph of AnG回20501 ( x 14 删)

图 I

Fig.1 

2 

2.1 

2.2 

表 1 睡源菌株AnGS020501、AnGS020502 的生理生化特性

Tab. 1 Biochemical charac阳istics of AnGS020501 and AnGS020502 

AnGS020502 创伤弧菌 鉴定项目
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2.3 
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菌株AnGS020501 对几种鱼类及小鼠的毒力试验

人工感染试验结果表明，菌株 AnGS020501 不但对鲤鱼丽，对罗非鱼、自即、斜带石斑鱼及小白鼠也有很

强的毒力(表 2) 。按 R-M 法计算该菌对鲤鱼丽、罗非鱼、挪、斜带石斑鱼和小鼠的山50分别为 2.69 x lOS 、

1. 64xlOS 、 4.23 x lOS 、 6.1x106 、 1. 56 X 106 CFU/go 

3 期

菌株 Anω0却501 对几种鱼类和小民主的人工感染试验表 2

Results of challenge t凶ts of the strain AnGS020501 to some fishes 皿d mouse by intraperitoneal injection 

鲤踊

10/10 

7/10 

6/10 

3/10 

1/10 

0/10 

2
币
咿-
A
丛T
A

斗

A
丛T
A

崎T
A
-
T

E

川b
一
/
/
/
户'
'
/
/
/
/
/
'
'
'
/
J

ι
1
3
2
2
1
0
 

不同感染对象的死亡情况(死亡数/试验数)

罗非鱼 饵 斜带石斑鱼

10/10 8/10 9/10 

8/10 8/10 7/10 

7/10 6/10 6/10 

5/10 4/10 4/10 

2/10 2/10 2/10 

0/10 0/10 0/10 

Tab.2 

菌液浓度

(CFU/n止)

1. 8 X 109 

3.6x108 

7.2x 107 

1. 44 X 107 

2.88 X 106 

元菌生理盐水

菌株 AnGS020501 胞外产物对鲤鱼丽的毒性

鲤鱼丽注射 ECP 后病症表现为注射部位清烂、出血，腹部、月工门红肿、胸鳝基部变红。粗提 ECP 对鲤

细的山50为1. 02μg 蛋白/g 鱼体重(表 3) 。

2 .4 

菌株AnGS020501 粗提 ECP 对握自丽的毒性试验表 3

Toxicity t创t of crude ECP for Anguilla anguüla Tab.3 

死亡率(%)

m
m
m
w咄
咄
剧
。

死亡数

气
d
F

、
d
A

凶
丁
匀
，"
-
A
F

、
d

试验数

q
d
q
J
q
J
Z
J
F

、
d

《
J

剂量(μ吕/尾)

80 

40 

20 

10 

5 

对照组

药敏试验

采用纸片法测定了该菌对 17 种药物的敏感性(表的，结果显示该菌对诺氟沙星、庆大霉素等 10 种

药物非常敏感;对卡那霉素等 5 种药物中度敏感;对其它几种药物作用不明显。

2.5 

菌株AnGS020501 对抗菌药物的药敏试验表 4

R臼u1ts of 世吨 sensitivity tests to the strain AnGS020501 Tab.4 

敏感性

5555MSRS 

抑菌圈直径

(nun) 

17 

32 

20 

25 

15 

20 

9 

18 

含量

(旦旦Jt)
30 

10 

30 

30 

30 

30 

30 

3∞ 

药品

头抱瞠琳

诺氟tJ;、星

头抱I凄厉

多西环素

阿米卡星

峡喃妥因

去甲万古霉素

磺胶甲基异哩哗

敏感性

SMSMMSMS 

抑菌圈直径

(nun) 

22 

14 

23 

12 

15 

20 

15 

17 

含量

(里j中)
30 

3∞ 
5 

30 

30 

10 

30 

30 

药品

四环素

病特灵

利福平

头抱拉定

卡那霉素

庆大霉素

头子包曲松

头于包西丁

注 :5- 敏感 ;M- 中等敏感 ;R一抗性
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讨论

分离菌株的特性同文献[8J 中所描述的创伤弧菌特性最接近(表1)，同常见的弧菌 副溶血弧菌、哈

氏弧菌、洛藻弧菌、最小弧菌等不同 [7 ,8J (表 5) ，故鉴定为弧菌属的创伤弧菌。

3 

表 5 分离菌株与常见鱼类弧菌致病菌性状比较

Comp缸isons of 由e prωent isolate with other fJsh pathogenic Vibrios Tab.5 

项目

0% NaCl 生长

10% NaCl 生长

42'(:生 l夭

v-p 反应

纤维二糖

L- 阿拉伯糖

蔚糖

庚二酸盐

最小弧菌

v. miniclls 

+ 

ND 

ND 

ND 

ND 

ND 

1容藻弧菌
V. α19ùwlaticus 

+ 

+ 

|喻氏弧菌

V.hαroc)τ 

nuhunununu 

副溶血弧菌
V.pαrahaemolyticu.， 

+ 

+ 

D 

AnGS020501 

+ 

+ 

+ 

+ + + 

注:+阳性， 阴性 ;D 有的种阳性，有的种阴性; ND<<伯杰氏细菌鉴定手册H第九版)元记载

从人工感染实验中发现创伤弧菌 AnGS020501 菌株除对鲤鱼丽有很强的毒力外，对罗非鱼、脚、斜带石

斑鱼及小白鼠也很敏感，说明该菌株对淡水鱼、海水鱼、哺乳动物都表现出较强的致病性，体现了其感染

宿主的广泛性。因此，罗非鱼、娜等有可能做为名贵海水养殖动物的替代，用于相关的实验研究。

菌株 AnGS020501 胞外产物感染鲤鱼丽后表现的病症同自然发病、回归感染时所表现的主要症状相

似。该菌的致病性是否由胞外产物引起还有待进一步研究。 Biosca[12J研究了 13 株创伤弧菌胞外产物

对鲤鱼丽的 LD50 ，范围在 1 - 10 问蛋白/g 鱼体重之间。菌株 AnGS020501 胞外产物对鲤鱼丽的山50仅为1. 02

μg 蛋白/g 鱼体重，表明其胞外产物对鲤拥有极强的毒性。菌株 AnGS020501 胞外产物的毒性是由胞外

蛋白酶、洛血素、细胞毒素等中的一种或几种决定，有待进一步研究。

创伤弧菌有 2 个生物型，生物 I 型及生物 H 型。其主要区别有:①呵|睐反应是两者生化特性唯一

的区别，生物 E 型为~日't生。菌株 AnGS02050l在 ID32E 试剂条上反应为阳性，表明创伤弧菌 AnGS020501

菌株可能为生物 H 型;②生物 I 型菌株间血清型不同、生物 E 型菌株间血清型相同[l2l4]O 生物 I 型主

要是人类的致病菌，也能感染养殖鱼类，澳大利亚养殖的尖吻自卢发生过由创伤弧菌生物 I 型引起的弧菌

病，死亡率高达 80%。创伤弧菌生物 E 型是悔水养殖动物的致病菌，也是人类的条件致病菌[ 15J 主要对
鲤鱼丽致病，曾造成日本的鲤鱼丽、台湾地区养殖的鲤捕、西班牙欧洲鲤鱼丽[I3， 14, 16, 17J 的重大流行病，使西班

牙养鲤业濒临崩溃。此外，还有报道创伤弧菌是石斑鱼[4J 、军曹鱼[5J 、罗非鱼[6J 、对虾[17J 等的病原菌。

国内的研究还未见将创伤弧菌进行分型的报道，故有待进一步研究。
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