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摘　要：人工饲养的绿海龟（Ｃｈｅｌｏｎｉａｍｙｄａｓ）患背甲坏死病的背甲整体呈现“灰白甲”症状，用伍德灯检查有
荧光现象，即疑似真菌感染；从绿海龟背甲边缘病变坏死处分离纯化得到１株优势真菌，编号为 ＳＤＡＢＡＩ，通
过形态学观察、分生孢子形态并结合 ＩＴＳ１８ＳｒＤＮＡ序列分析对疑似致病菌株进行鉴定，进而构建系统发育树
进行分析。结果表明：ＳＤＡＢＡＩ菌株（登录号为：ＭＫ５８３３５１）与 Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ（登录号为：ＫＵ３７７４７０．１）基因
相似性达９９％，判定ＳＤＡＢＡＩ菌株为腐皮镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ），真菌菌丝形态、分生孢子产生和形态也符
合该菌。将患病绿海龟背甲病灶处分离得到的ＳＤＡＢＡＩ菌株，接种到４ｍＬ离心管中，斜面培养生长４～５ｄ长
出白色絮状菌苔后，用光固化型树脂封闭在２只健康绿海龟（Ａ１、Ａ２）的背甲上各２只带菌离心管（Ａ１１；Ａ１
２；Ａ２１；Ａ２２）内，攻毒感染第２４天，Ａ１出现被感染症状，有荧光现象，产生了和自然发病一样的症状，并于背
甲边缘生长纹处分离到了和ＳＤＡＢＡＩ菌株一样的腐皮镰刀菌。Ａ２较 Ａ１症状较弱。根据绿海龟背甲整体呈
现“灰白甲”症状和腐皮镰刀菌病原，定名为绿海龟背甲坏死病。选用大蒜油、艾叶油和茶树油进行腐皮镰刀

菌药敏试验，结果表明，三者均可起到一定抑制该菌生长的效果，还可以抑制次生菌生长，大蒜油的抑菌效果

最佳。特比萘芬、克霉唑、咪康唑、制霉菌素、两性霉素５种药对腐皮镰刀菌药敏试验结果显示咪康唑和制霉
菌素的抑菌效果较佳。
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　　绿海龟（Ｃｈｅｌｏｎｉａｍｙｄａｓ）属爬行纲（Ｒｅｐｔｉｌｉａ）
龟鳖目（Ｔｅｓｔｕｄｏｆｏｒｍｅｓ）海龟科（Ｃｈｅｌｏｎｉｉｄａｅ），是
世界濒危物种、我国二级野生保护动物［１］。目前

所有存活海龟种类均列入《国际濒危动植物保护

公约附录Ⅰ（ＣＩＴＥＳⅠ）》和《国际自然保护联盟
（ＩＵＣＮ）》的保护物种名录。

我国广东省惠东港口建立了国家级海龟自

然保护区，并探索通过人工繁育，开展海龟卵人

工孵化［２］和增殖放流等科技手段来恢复野生海

龟种群，累积野放海龟近７万只［３］。２０１３年起上
海市渔政监督管理处联合上海海洋大学水族宠

物医学实验室在东海进行海龟放流活动，每年一

次。以资源增值和保护为目的，人工养殖逐渐兴

起，但由于养殖海龟活动空间受限，以及环境条

件和食物的改变导致海龟的生长受到较大影响，

常因水质变坏、体表外伤等原因感染疾病［４］。绿

海龟养殖温度低于１５℃时，其能量支出增加，长
期饲养下可能对绿海龟机体造成不可逆的损

伤［５］。由病原引起的常见海龟疾病中病毒引起

的海龟纤维乳头状瘤病，导致海龟种群数量下

降［６］。疱疹状病毒引起的海龟皮肤瘤疾病具有

传染性，暴发后死亡率高［７８］。单胞菌引起绿海

龟的腐皮病也有报道［９］。真菌性疾病对于海龟

来说也是一个重大的威胁，爪甲团囊菌科

（Ｏｎｙｇｅｎａｃｅａｅ）和麦角菌科（Ｃｌａｖｉｃｉｐｉｔａｃｅａｅ）会引
起爬行动物的皮肤真菌病［１０］。球孢白僵菌

（Ｂｅａｕｖｅｒｉａｂａｓｓｉａｎａ）引起海龟肺肉芽肿［１１］等疾

病也有报道。

镰刀菌是常见的土壤腐生菌和植物病原菌，

但近些年，人类和动物感染该病的情况也在逐渐
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增加［１２］。有报道海龟背甲［１３］和皮肤［１２１４］感染腐

皮镰刀菌。镰刀菌属种类还会影响海龟卵孵化，

导致孵化率降低［１５１７］。镰刀菌也是德克萨斯陆

龟背甲坏死病的病原［１８］。

和绿海龟背甲坏死病一样，在龟类集约化养

殖和家庭小规模养殖中经常出现宠物龟的“灰白

甲”症状，但由于致病原因不明而无有效的治疗

方法。国内外对“灰白甲”致病机理鲜有研究，使

得该疾病的治疗缺乏参考。笔者对来自上海海

洋大学水族宠物医学实验室患背甲坏死病绿海

龟的病原进行研究，为该病的临床诊断和治疗提

供理论依据和指导。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　自然发病的绿海龟

２０１８年４月，取自上海海洋大学救护并饲养
的绿海龟Ｂ（雌性，６龄，７．５ｋｇ，背甲长４３ｃｍ、宽
３０ｃｍ），该病初期不影响其进食，但随着病情的
加重，出现活动迟缓，精神不佳，停食消瘦的情

况，同时还伴有身体发红的症状，严重影响海龟

健康。经初步观察，该病的临床表现为：早期症

状为背甲上出现零星白点；中期症状为病龟背甲

出现成片白斑；晚期症状为整片背甲均颜色灰

白。根据这种典型的“灰白甲”临床症状，暂定为

绿海龟背甲“灰白甲”病。

１．１．２　主要试剂
主要试剂包括沙氏葡萄糖琼脂培养基

（ＳＤＡ）（北京三药科技开发公司）；药敏纸片（杭
州微生物公司）；棉兰染液［（台资）珠海贝索生物

技术有限公司］；Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组 ＤＮＡ抽提
试剂盒［生工生物工程（上海）股份有限公司］；

ＤｒｅａｍＴａｑＴＭＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ［生工生物工程（上
海）股份有限公司］；ＳａｎＰｒｅｐ柱式 ＤＮＡＪ胶回收
试剂盒［生工生物工程（上海）股份有限公司］；

ＤＮＡＬａｄｄｅｒＭｉｘｍａｋｅｒ［生工生物工程（上海）股
份有限公司］；ＰＣＲ扩增引物［生工生物工程（上
海）股份有限公司］；光固化型树脂（武汉高登齿

科材料有限公司）；粘结剂（杭州西湖生物材料有

限公司）；格鲁玛酸蚀剂（德国贺利氏品牌）；大蒜

油、艾叶油和茶树油（江西国盛天然香料有限公

司）；盐酸特比萘芬乳膏（福元药业股份有限公

司）；克霉唑乳膏（新乡华青药业有限公司）；硝酸

咪康唑乳膏［华润三九（南昌）药业有限公司］；两

性霉素Ｂ（杭州微生物公司）；制霉菌素（杭州微
生物公司）。

１．１．３　主要仪器
主要仪器包括：ＤＹＣＰ３１ＤＮＤＮＡ电泳槽（北

京六一仪器厂）；ＤＹＹ５稳压电泳仪（北京六一仪
器厂）；２７２０ｔｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒＰＣＲ 仪 （Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ）；ＦＲ９８０凝胶成像仪（上海复日科技仪
器有限公司）；ＨＣ２５１８Ｒ冷冻高速离心机（Ｂｉｏ
ＢａｓｉｃＩｎｃ生工生物工程股份有限公司）；伍德灯
（七外光品牌，００８号，５颗灯珠）；ＬＥＤ光固化机
（靓雅齿科器材有限公司）。

１．２　试验方法
１．２．１　伍德灯检测

在黑暗条件下，使用伍德灯照射患病海龟背

部，观察是否产生荧光现象。

１．２．２　菌株分离纯化
无菌操作刮取患病龟背甲及边缘病变部位，

取甲屑和白色絮状物置于沙氏葡萄糖琼脂培养

基（ＳＤＡ）上，控制 ｐＨ为８．２±０．１，２５℃培养４８
ｈ后选取优势种于 ＳＤＡ培养基继续纯化，之后将
纯化好的菌株划线到斜面液体石蜡液封，４℃保
存，备用。

１．２．３　分离菌株鉴定
分离菌株的形态观察：挑取菌苔，使用乳酸

酚棉蓝染色法［１９］镜检菌丝和孢子，观察其形态学

特征以及无性生殖过程。

菌株 ＩＴＳｒＤＮＡ序列分析及系统进化树构
建：采用 Ｏｍｅｇａ的 ＦｕｎｇａｌＤＮＡｋｉｔ提取真菌
ＤＮＡ。ＰＣＲ扩增反应体系（２０μＬ），其中 Ｐｒｅｍｉｘ
Ｔａｑ１０μＬ，上下游引物各 １μＬ，模板 １μＬ，
ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。ＰＣＲ反应体系：９４℃ ３ｍｉｎ；９４℃
３０ｓ、５５℃ ３０ｓ、７２℃ ４０ｓ３５个循环；７２℃ １０
ｍｉｎ。ＰＣＲ产物割胶纯化：ＰＣＲ产物经２％琼脂糖
凝胶电泳，割取目的条带，按照天根回收试剂盒

（ＤＰ２１４０３）纯化回收。交由生工生物工程（上
海）股份有限公司进行测序。测序用的试剂盒

为：ＢｉｇＤｙｅ ｖ３．１ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｋｉｔ （Ａｐｐｌｉｅｄ
Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ）。通用引物 ＩＴＳ１：
ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣ ＧＧ、 ＩＴＳ４ 序 列：

ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ。
１．２．４　菌株药敏试验

ＫＢ药敏纸片法。大蒜油、艾叶油和茶树油

３８７
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采用自制药敏片，每张无菌的药敏纸片滴加０．０１
ｍＬ相应试验油，３种油均未稀释；咪康唑、特比萘
芬和克霉唑使用药膏，按照药敏片同样直径大小

涂抹在平皿表面；两性霉素和制霉菌素为购买的

药敏片。用无菌生理盐水制成浓度为１０７ＣＦＵ／
ｍＬ的菌悬液，取 ２００μＬ菌液均匀涂布于沙氏培
养基上，贴上不同种类的药敏纸片，置于 ２５℃培
养 ３６ｈ后测量不同药敏纸片的抑菌圈直径。
１．２．５　病原菌的回感试验

采用上海市渔政监督管理处救护站的健康

绿海龟［体质量（５±１）ｋｇ，背甲长（２０±２）ｃｍ］
幼体６只：２只为试验组，分别编号为 Ａ１和 Ａ２，
Ａ１接种的两只离心管分别编号为 Ａ１１和 Ａ１２；
Ａ２接种的两只离心管分别编号为 Ａ２１和 Ａ２２；
４只（Ａ３、Ａ４、Ａ５、Ａ６）为对照组。参考德克萨斯
陆龟的方法［１８］并加以改进，将腐皮镰刀菌

（ＳＤＡＢＡＩ菌株）接种到４ｍＬ离心管中，采用斜面
培养（条件同１．２．２）菌株生长４～５ｄ，沿斜面剪
出椭圆形横截面，使得与待封闭的背甲吻合，为

增强粘结程度，将背甲与离心管管壁粘结部位胶

质层磨沙成相对应的椭圆形，先于背甲涂抹一层

ＥＤＴＡ溶液，之后涂沫一层酸蚀剂，１５ｓ后使用
０．９％无菌生理盐水冲洗，粘结剂涂抹椭圆形磨
沙区域，直接涂抹第二层粘结剂，等１５ｓ后轻吹２
ｓ，标准固化灯光照２０ｓ，粘结牙科树脂于处理部
位，盖上离心管，固化灯边照射边修整直至凝固

粘牢。尔后将绿海龟放回水中，水温为：（２４±２）
℃，进食正常，按时观察感染情况。

２　结果

２．１　用伍德灯检测患病绿海龟背甲病灶
患病绿海龟湿身症状（图版Ⅰ１）不如干身，

将绿海龟从水中取出干露１ｈ左右，可见其背甲
出现成片白斑，且背甲边缘生长纹处有透明状物

质附着，引起该处背甲缺失，且具有明显的“灰白

甲”症状（图版Ⅰ２），而在未完全干的背甲症状
相比较弱。同时患病龟还伴有身体发红的炎症

症状。在黑暗环境中，用伍德灯照射患病绿海龟

的背甲（图版Ⅰ３，４），可观察到干身有更加明显
的蓝色荧光现象，由此可以初步判定患病龟背甲

有真菌感染，或具有荧光物质附着。

２．２　分离菌株鉴定
２．２．１　分离菌株外部形态及显微观察

患病背甲处分离得到菌株 ＳＤＡＢＡＩ，直接观
察为白色絮状菌苔的真菌，随着培养时间的延长

中间颜色加深变为黄褐色（图１）。

图１　患病绿海龟背甲接种纯化的
ＳＤＡＢＡＩ菌株菌苔形态

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｔｅｒｎａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＳＤＡＢＡＩｓｔｒａｉｎ
ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎａｎｄｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｅｅｎｓｅａｔｕｒｔｌｅ

　　
　　乳酸酚棉蓝染色及未染色镜检观察菌丝，发
现ＳＤＡＢＡＩ菌株菌丝呈分枝状，有分隔。分生孢
子是从菌丝顶端释放的，有两种产孢子的形式：

一种为从末端逐个释放（图版Ⅱ１，２），孢子从菌
丝末端连续释放，菌丝膈膜分开，即将释放孢子

（图版Ⅱ３，４）；一种以孢子梗形式大量释放（图
版Ⅱ５，６，７）。ＳＤＡＢＡＩ菌株的生殖方式是形成
呈镰刀型的大分生孢子（ｍａｃｒｏｃｏｎｉｄｉａ）（图版Ⅱ
８）、椭圆形或圆形的小分生孢子（ｍｉｃｒｏｃｏｎｉｄｉａ）和
后膜孢子（ｃｈｌａｍｙｄｏｓｐｏｒｅ）。
２．２．２　菌株ＩＴＳ序列测定及系统发育分析

以ＳＤＡＢＡＩ菌株的基因组ＤＮＡ为模板，采用
通用引物 ＩＴＳ１、ＩＴＳ４对菌株的相关基因进行扩
增，得到该菌株的 ＤＮＡ片段。经过琼脂糖凝胶
电泳分离检测后，得到唯一条带，其片段长度约

６００ｂｐ（图２）。回收片段进行测序，ＳＤＡＢＡＩ菌株
的序列长度为５４５ｂｐ，该菌株已提交至ＧｅｎＢａｎｋ，
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登录号为：ＭＫ５８３３５１。将得到的 ＤＮＡ序列与
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的序列进行局部同源性比对，
结果表明，ＳＤＡＢＡＩ菌株与 Ｆ．ｓｏｌａｎｉ有高达９９％
的同源性。通过最大简约法构建系统发育树，结

果（图３）进一步表明，ＳＤＡＢＡＩ菌株与 Ｆ．ｓｏｌａｎｉ
的亲缘关系最近。结合形态特征和ＩＴＳ序列鉴定
的结果，判定 ＳＤＡＢＡＩ菌株为腐皮镰刀菌
（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）

Ｍ．１００００ｂｐ分子量标准；１．ＳＤＡＢＡＩ菌株 ＩＴＳ序列扩增产

物

Ｍ．１００００ｂｐｍａｒｋｅｒ；１．ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＩＴＳｏｆＳＤＡＢＡＩｓｔｒａｉｎ

图２　ＳＤＡＢＡＩ菌株电泳结果图
Ｆｉｇ．２　ＳＤＡＢＡＩｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｒｅｓｕｌｔ

２．３　菌株药敏试验结果
结果（表１）显示，盐酸特比萘芬乳膏、克霉唑

乳膏、硝酸咪康唑乳膏、制霉菌素和两性霉素Ｂ，５
种药均对ＳＤＡＢＡＩ菌株有抑制效果。盐酸特比萘
芬乳膏、克霉唑乳膏和硝酸咪康唑乳膏中，硝酸咪

康唑乳膏对ＳＤＡＢＡＩ菌株的抑菌效果最佳，但由
于药膏扩散性差，导致抑菌圈较小。两性霉素 Ｂ
和制霉菌素中，制霉菌素对 ＳＤＡＢＡＩ菌株的抑菌
效果最佳。另外采用大蒜油，艾叶油，茶树油进

行抑菌试验，结果显示这３种油均对于 ＳＤＡＢＡＩ
菌株有抑制效果，并且还可以抑制次生菌生长。

三者中，大蒜油效果最佳，药敏片周围完全无菌

长出，而艾叶油，茶树油组抑菌圈周围会有零星

菌长出。

２．４　回感试验结果
将患病绿海龟背甲病灶处分离纯化得到

ＳＤＡＢＡＩ菌株（即腐皮镰刀菌）菌株白色絮状菌苔
和部分培养基封闭在健康绿海龟 Ａ１（图版Ⅲ１）
和Ａ２的背甲，第２４天，同１．２．１用伍德灯照射
感染ＳＤＡＢＡＩ菌株的试验组和对照组结果（图版
Ⅲ２）显示Ａ１１，Ａ１２，Ａ２１有荧光现象，Ａ２２由
于试验过程中脱落，荧光现象不明显，对照组 Ａ３
６无荧光反应。Ａ１人工感染后现象明显，出现了
和自然发病绿海龟 Ｂ一样的背甲边缘坏死症状
（图版Ⅲ１），且伍德灯下背甲边缘生长纹处也有
荧光现象（图版Ⅲ３），Ａ２症状不明显，但封闭处
Ａ２１有荧光反应。刮取Ａ１背甲边缘生长纹病灶
组织用显微镜检查发现同患病绿海龟 Ｂ相同的
腐皮镰刀菌（图版Ⅲ４）。回感试验结果证明腐
皮镰刀菌导致绿海龟生长纹处组织坏死，并导致

背甲坏死病。

分支点上的数字表示１０００次Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重抽样分析的支持百分比；后面的序号表示ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的登录号

Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒａｔｅａｃｈｂｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｉｓｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｂｏｏｔｓｔｒａｐｆｏｒ１０００ｔｉｍｅｓ．ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｐａｒｅｎｔｈｅｓｉｓｉｓＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

图３　基于菌株ＳＤＢＡＩ序列所构建的系统发育树
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎＩＴＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｉｓｏｌａｔｅＳＤＡＢＡＩ
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表１　ＳＤＡＢＡＩ药敏实验结果
Ｔａｂ．１　ＡｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｅｓｔｏｆｓｔｒａｉｎＳＤＡＢＡＩ

药物

Ｄｒｕｇ

抑菌圈直径

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｚｏｎｅ
ｄｉａｍｅｔｅｒ／ｍｍ

敏感性

Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

大蒜油

Ｇａｒｌｉｃｏｉｌ ＞２０ Ｓ

艾叶油

Ｗｏｒｍｗｏｏｄｏｉｌ ＞２０ Ｓ

茶树油

Ｔｅａｔｒｅｅｏｉｌ ＞２０ Ｓ

盐酸特比萘芬乳膏

Ｔｅｒｂｉｎａｆｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ １２ Ｉ

克霉唑乳膏

Ｃｌｏｍａｚｏｌｅ １７ Ｉ

硝酸咪康唑乳膏

Ｍｉｃｏｎａｚｏｌｅｎｉｔｒａｔｅ １９ Ｓ

两性霉素 Ｂ
ＢａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎＢ １７ Ｉ

注：Ｓ．高度敏感；Ｉ．敏感；Ｒ．不敏感（耐药）
Ｎｏｔｅｓ：Ｓ．Ｈｉｇｈｌｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；Ｉ．Ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙｓｅｎｓｉｔｉｖｅ；Ｒ．Ｉｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
（ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ）

３　讨论

３．１　绿海龟背甲坏死病的诊断
龟类“灰白甲”的临床症状病例十分常见，绿

海龟在人工养殖环境下发现也有“灰白甲”。在

干露状态下肉眼可以看到龟的背甲或腹甲灰白

色斑块，或整个龟甲灰白色，再用伍德灯照射有

荧光现象，就可以作出初步诊断。按照典型的灰

白甲临床症状，可以定名为龟灰白甲病；按照致

病病原，可以定名为龟真菌性甲壳溃疡病；按照

组织病理特征，可以定名为龟背甲坏死病。本研

究定名为（由腐皮镰刀菌感染的）绿海龟背甲坏

死病。

参见伍德灯用于人类和宠物辅助皮肤科诊

断的实用工具，采用伍德灯检查辅助诊断绿海龟

背甲坏死病，实现无创、简便、快速和实用的临床

效果，并弥补一些肉眼难以确定的“灰白甲”症状

以及其他皮肤病。伍德灯的应用在真菌病中特

异性良好，但存在敏感性不足的缺陷［２０］。本试验

在未知该病因前初步用伍德灯进行照射，观察到

荧光现象，既有利于后续试验的进行，也适用于

临床快速检验。

显微镜直接镜检病灶处背甲组织，可以检到

腐皮镰刀菌，辅助诊断。

３．２　腐皮镰刀菌是绿海龟背甲坏死病的病原
水产动物也常出现体表溃烂、坏死等症状，

相关研究有很多，但多数是由细菌引起的。例

如：腐败希瓦氏菌（Ｓｈｅｗａｎｅｌｌａｐｕｔｒｅｆａｃｉｅｎｓ）引起一
些淡水鱼出现皮肤坏死的症状［２１］，丹毒杆菌引起

观赏 鱼 坏 死 性 皮 炎［２２］，灿 烂 弧 菌 （Ｖｉｂｒｉｏ
ｓｐｌｅｎｄｉｄｕｓ）引起刺参腐皮综合征［２３］等等。另外，

一种类似立克次体的生物体也被报道引起太平

洋银鲑（Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓｋｉｓｕｔｃｈ）皮肤溃疡［２４］。由细

菌［９］、病毒［６８］和真菌［１０］造成的龟鳖类皮肤和背

甲疾病也有相关报道。

关于真菌传统的分类鉴定方法，主要以形态

特征为依据，但有些真菌在形态上不稳定，种间

存在重叠情况，因此很难对种进行鉴定和命名。

随着分子生物学技术的快速发展，基于 ＩＴＳｒＤＮＡ
序列分析的分子生物学鉴定技术进一步弥补了

真菌传统分类鉴定方法的不足，ＳＣＨＯＣＨ等［２５］提

出ｒＤＮＡＩＴＳ为真核生物域的第二大界———真菌
界的ＤＮＡ条形码，利于真菌多型分类生态学和
生物多样性的研究。由于ＩＴＳ区域具有种内相对
一致、种间差异比较明显的保守性，同时具有序

列片段较小，易于分析，因此其在真菌种的分子

鉴定、种群间的系统发育关系分析方面得到了广

泛应用。采用ｒＤＮＡＩＴＳ序列在属的水平上对菌
株进行复核相对准确［２６］。

镰刀菌是真菌中最难鉴定的菌属之一，形态

学则 是 分 类 鉴 定 的 基 础，１９３５年 德 国 人
ＷＯＬＬＥＮＷＥＢＥＲ等［２７］把镰刀菌划分为１６组６５
种分类系统以来，各国学者对该属进行了大量形

态学研究。一直以来，人们采用形态学或基于形

态学的改进方法鉴定了大量的镰刀菌。但是，由

于镰刀菌某些性状不稳定，单凭形态学鉴定难以

准确反映其系统发育关系。因此，有必要结合分

子生物学技术对镰刀菌进行更加准确、系统的鉴

定。ＤＮＡ测序是目前最可靠的准确鉴定镰刀菌
属内菌种的方法，ＦＥＲＮＡＮＤＯ等［２８］利用内部转

录间隔区（ＩＴＳ）和部分 ２８Ｓ核核糖体 ＤＮＡ
（ｎｒＤＮＡ）准确地鉴定出 Ｆｕｓａｒｉｕｍｋｅｒａｔｏｐｌａｓｔｉｃｕｍ
菌株。ＳＡＲＭＩＥＮＴＯＲＡＭＩＲＥＺ等［１６］通过 ｎｒＤＮＡ
区域系统发育分析，结合镰孢菌物种复合体的一

些参考序列，发现其中 ２３个分离株与 Ｆ．
ｋｅｒａｔｏｐｌａｓｔｉｃｕｍ相对应。本试验结合传统的形态
鉴定方法与 ＩＴＳｒＤＮＡ序列系统发育分析，确定
菌株为Ｆ．ｓｏｌａｎｉ。同时，参照并改进德克萨斯陆
龟［１８］试验，结果与该试验吻合，证明绿海龟背甲

坏死病是由于镰刀菌引起的。

６８７



５期 庞　蟩，等：绿海龟背甲坏死病病原真菌的鉴定及其药敏特性

另有研究［２９］表明，镰刀菌属的一些种类会产

生毒素，例如丁烯酸内酯等，会对人畜造成伤害。

因此，推测绿海龟背甲坏死可能与镰刀菌代谢产

生的毒素有关，需进一步试验验证。

３．３　腐皮镰刀菌的药物敏感性和临床治疗建议
本试验绿海龟背甲坏死病采用一些真菌类

药物，有的是常规使用的，有的是有应用前景的

植物提取物（油）进行药敏试验，结果显示咪康唑

和制霉菌素对 ＳＤＡＢＡＩ菌株有较好的抑菌效果。
本试验选择大蒜油、艾叶油和茶树油进行试验，

结果显示三者对 ＳＤＡＢＡＩ菌株有明显的抑制效
果，其中大蒜油的效果最佳，建议临床为治疗由

腐皮镰刀菌引起的绿海龟背甲坏死病首选药物

为咪康唑、制霉菌素和大蒜油，同时也可以为宠

物龟类具有“灰白甲”的临床治疗提供用药参考。

但仍需继续进行试验确定最适的药物配伍、浓度

等关键问题，更好地对龟类进行治疗。
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上 海 海 洋 大 学 学 报 ２８卷

１．自然光下患病海龟湿身背甲照片；２．自然光下患病海龟干身背甲照片；３．伍德灯下患病海龟湿身背甲照片；４．伍德灯下患病海

龟干身背甲照片

１．ｐｈｏｔｏｓｏｆｄｉｓｅａｓｅｄｔｕｒｔｌｅｓｗｉｔｈｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｄｒｙｃａｒａｐａｃｅｕｎｄｅｒｎａｔｕｒａｌｌｉｇｈｔ；２．ｐｈｏｔｏｓｏｆｄｒｙｂｏｄｙｃａｒａｐａｃｅｏｆｄｉｓｅａｓｅｄｔｕｒｔｌｅｓｕｎｄｅｒｎａｔｕｒａｌ

ｌｉｇｈｔ；３．ｐｈｏｔｏｓｏｆｗｅｔｂｏｄｙｃａｒａｐａｃｅｏｆｄｉｓｅａｓｅｄｔｕｒｔｌｅｓｕｎｄｅｒｗｏｏｄｌｉｇｈｔ；４．ｐｈｏｔｏｓｏｆｄｉｓｅａｓｅｄｔｕｒｔｌｅｓ’ｄｒｙｂｏｄｙｃａｒａｐａｃｅｕｎｄｅｒＷｏｏｄ’ｓ

ｌａｍｐ

图版Ⅰ　伍德灯检测比较患病海龟湿身、干身与正常海龟背甲
ＰｌａｔｅⅠ　Ｗｏｏｄｌａｍｐｔｅｓｔｃｏｍｐａｒｉｎｇｔｈｅｗｅｔｂｏｄｙ，ｄｒｙｂｏｄｙａｎｄｎｏｒｍａｌｓｅａｔｕｒｔｌｅｓｈｅｌｌ
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１和２显示分生孢子从菌丝前端产生（１００×）；３（１００×）和４（４０×）．菌丝中间隔断裂产生分生孢子过程；５．分生孢子梗（４０×）；

６．大量孢子以分生孢子梗形式释放；营养菌丝（４０×）；７．大量孢子以分生孢子梗形式释放（１００×）；８．大量孢子释放（１００×）

１ａｎｄ２ｓｈｏｗｔｈａｔｃｏｎｉｄｉａａｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｆｒｏｎｔｅｎｄｏｆｔｈｅｍｙｃｅｌｉｕｍ（１００×）；３（１００×）ａｎｄ４（４０×）．ｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆｐｒｏｄｕｃｉｎｇ
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图版Ⅱ　显微镜（ＬｅｉｃａＤＭ３０００）下真菌ＳＤＡＢＡＩ菌株的孢子、菌丝以及孢子释放过程，物镜４０×和１００×
ＰｌａｔｅⅡ　Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ（ＬｅｉｃａＤＭ３０００）ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｕｎｇａｌ（ＳＤＡＢＡＩ）ｓｐｏｒｅｓ，ｈｙｐｈａｅ，ａｎｄｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆ

ｓｐｏｒｅｒｅｌｅａｓｅ，Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ４０ｔｉｍｅｓａｎｄ１００ｔｉｍｅｓ

１．Ａ１全身照（箭头所指处为局部放大部位）；２．伍德灯照射回感阳性部位的荧光现象（Ⅰ和Ⅱ是Ａ１１的荧光现象；Ⅲ是Ａ２１的荧

光现象；Ⅳ是Ａ１２的荧光现象）；３．Ａ１局部感染阳性部位荧光现象；４．Ａ１被感染背甲边缘处采样显微镜检到镰刀菌（箭头所指为

菌丝）（２０×）
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图版Ⅲ　绿海龟回感试验结果
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