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三疣梭子蟹牛奶病病原的分离鉴定
3

王高学 ,黄增荣 ,袁　明
(西北农林科技大学 动物科技学院 , 陕西 杨凌 712100)

[摘　要] 　从浙江舟山市养殖场患“牛奶病”的三疣梭子蟹 ( Portunus t ri tubercularus)乳化的螯足、步足及肝胰脏

中分离到 1株细菌 A1 ,对其进行了形态特征、生理生化测定和 16S rRNA基因序列比较鉴定 ,并对其药物敏感性进行

了检测。结果表明 ,分离菌株 A1为恶臭假单胞菌 ( Pseudomonas puti da) ,其对丁胺卡那霉素、氟苯尼考、盐酸蒽诺沙

星、甲磺酸培氟沙星、盐酸左氧氟沙星、庆大霉素、卡那霉素、环丙沙星、诺氟沙星、新霉素、氧氟沙星等高度敏感 ,对青

霉素钠、头孢曲松、酒石酸吉他霉素、头孢氨苄、四环素、麦迪霉素、土霉素等中度敏感 ,而对磺胺喹噁啉钠、复方新诺

明、磺胺二甲嘧啶钠、磺胺嘧啶等不敏感。
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Isolation and identification of the pathogen of milk disease cultured in
swimming crab Portunus tritubercularus (portunidae)
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Abstract : One bacterial st rain was isolated f rom t he emulsificated pincers ,pace foot and liver of swim2
ming crab Port unus t ri t ubercul arus (port unidae) which suffered f rom t he emulsification disease. The st rain

was confirmed to be t he pathogen of the disease by t he artificial infection experiment . And it was identified

as Pseu domonas p uti da by morp hological features ,p hysiological ,biochemical characteristic and 16S rRNA

gene sequence comparison analysis. Meanwhile ,it s sensitivity to antibiotics was detected. The result s showed t hat

Pseu domonas p uti de was highly sensitive to Pefloxacin mesylate ,Neomycin ,Norfloxacin ,Ofloxacin et al ;it

was moderately sensitive to Kitasamycin Tart rate ,Ceft riaxon ,and Terramycin ;but it was insensitive to t he

Sulfamet hoxazole Co . ,Sulfadiazine ,Sulp hadimidine Sodium ,and Sulfaquinoxaline Sodium et al .
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　　三疣梭子蟹 ( Port unus t ri t ubercul at us)是我国

海产经济蟹类 ,经济价值较高。近年来 ,由于市场需

求扩大 ,浙江省沿海的三疣梭子蟹养殖业发展非常

迅速 ,但是病害发生也越来越频繁 ,其中以“牛奶病”

造成的经济损失最大。三疣梭子蟹“牛奶病”发病季

节以春、秋季为主 ,9月为发病高峰期。其主要症状

是内脏组织溶解为乳白色液体 ,折断步足可流出大

量白色粘液 ,患病严重时肌肉可全部化为粘液 ,如牛

奶一般 ,当地人因此将该病命名为“牛奶病”。关于

该病病原的研究 ,国内外报道很少。许文军等[1 ]认

为该病系酵母菌感染引起 ,赵青松等[ 2 ]认为该病由

溶藻弧菌和葡萄假丝酵母感染所致。另外 ,也有人
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怀疑是孢子虫感染 ,但至今未见相关文献报道。为

了进一步明确该病病原 ,本试验于 2004210～20062
02 ,从浙江舟山市养殖场和暂养场采集发病典型的

三疣梭子蟹 ,进行了病原的分离、鉴定。现将研究结

果报道如下。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　试验动物　发病的三疣梭子蟹 ,采自浙江舟

山市多个养殖场和暂养场 ,包括发病初期到濒死期

各个不同病程 ,质量 160～240 g ;健康三疣梭子蟹 ,

由舟山某养殖场提供 ,质量 120～150 g ;健康中华绒

螯蟹 ( Eriochei r si nensis) ,购自西安水产品市场 ,质

量 80～100 g ;健康昆明系小白鼠 ,购自第四军医大

学实验动物中心 ,质量 18～22 g。

1. 1. 2　试　剂　用于细菌表型鉴定的各种糖类和

氨基酸均购自中国医药 (集团)上海化学试剂公司 ,

T aq DNA 聚合酶购自 Fermentas ( MBI) 公司 ,

dN TPs等生化试剂均购自上海生工生物技术有限

公司 ,其他普通化学试剂均购自西安化学试剂厂。

1. 1. 3　引　物　PCR扩增细菌 16 S rRNA基因采

用通用引物 ,正向引物为 : 5′2A GA GTTTGATCCTG2
GCTCA G23′(对应于 E. coli 8～27 bp) ;反向引物为 :

5′2GGTTACCTTGTTACGACTT 2 3′(对应于 E. coli

1 492～1 510 bp) [325 ]。引物由上海生工生物技术有

限公司合成 ,预期扩增片断长度为1 500 bp。

1. 2　病原菌的分离

将发病的三疣梭子蟹用无菌蒸馏水冲洗干净

后 ,用体积分数 75 %酒精棉球反复擦拭体表进行消

毒。用一次性注射器从病变螯足、步足关节膜处进

针抽取液体 ,接种到普通营养琼脂平板、海水营养琼

脂平板 (用原海区海盐代替普通平板的 NaCl ,浓度

和原海区相同) 。打开头胸甲 ,无菌操作取病变的肝

胰脏、生殖腺和组织溶解液分别接种到上述培养基。

25 ℃培养 24 h 以上 ,挑选优势单个菌落 ,命名为

A1 ,保种 ,备用。

1. 3　病原菌的致病性试验

1. 3. 1　菌悬液的制备 　将分离的病原菌接种于普

通营养琼脂平板 ,25 ℃培养 18 h 后 ,用 0. 6 %无菌

生理盐水洗下菌苔 ,制成菌悬液 ,再采用平板活菌计

数法计数菌悬液浓度为 3×105 mL - 1 ,备用。

1. 3. 2 　试验分组　取健康三疣梭子蟹 15 只 ,随机

分为试验组 (10只)和对照组 (5 只) ;试验组注射浓

度为 3×105 mL - 1的菌悬液 ,对照组注射等量的无

菌生理盐水 ,剂量为 0. 2 mL/只 ;注射部位为第 3步

足基部关节膜处。中华绒螯蟹感染试验同三疣梭子

蟹 ,剂量为 0. 15 mL/只。健康昆明系小白鼠 15只 ,

随机分为试验组 (10 只)和对照组 (5 只) ;试验组腹

腔注射浓度为 3 ×105 mL - 1的菌悬液 ,对照组腹腔

注射等量的无菌生理盐水 ,剂量为 0. 2 mL/只。注

射后连续观察 ,记录发病及死亡情况 ,并按 1. 2方法

再分离病原菌。

1. 4　病原菌鉴定

病原菌 A1各项形态特征及生理生化性质测定

按照文献[ 324 ]的方法进行。

1. 5　病原菌 16S rRNA基因序列分析

1. 5. 1　PCR模板的制备　将 A1 纯培养物接种普

通肉汤 ,25 ℃摇床培养 24 h ,离心收集菌体 ,按北京

天为时代科技有限公司的离心柱型细菌基因组

DNA提取试剂盒Ⅱ说明 ,提取细菌基因组 DNA。

1. 5. 2　16S rRNA 基因扩增与测序 　PCR反应体

系 (50μL) :10×PCR Buffer 5μL ,25 mmol/ L MgCl2 4

μL ,2 mmol/ L dN TPs 4μL ,5 U/μL 的 T aq DNA

聚合酶 1μL ,0. 6 mmol/ L 的上、下游引物各 1μL ,

模板 DNA 2μL ,dd H2 O 32μL。PCR反应条件 :94

℃预变性 5 min ;93 ℃变性 40 s ,57 ℃复性 30 s ,

72 ℃延伸 60 s ,循环 30 次 ;最后在 72 ℃保温 10

min[629 ]。PCR 产物经 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳检

测 ,再用 Roche High p ure PCR product p urification

Kit 试剂盒纯化回收 ,回收产物送上海英骏生物技

术有限公司测序。

1. 5. 3 　序列分析 　将所测序列用 Blast 软件与

GenBank数据库中已登录的同属 16S rRNA序列进

行比对 ,并用 DNASTA R软件构建系统进化树。

1. 6　病原菌的药敏试验

采用试管连续倍比稀释法[ 10211 ]测定磺胺喹噁啉

钠、磺胺嘧啶、复方新诺明、头孢氨苄等 22种抗菌药

物的最低抑菌质量浓度 ( Minimum Inhibitory Con2
cent ration ,MIC) 和最低杀菌质量浓度 ( Minimum

Bactericidal Concent ration , MBC) 。抗菌药物预配

制成 500μg/ mL ,菌悬液浓度为 8 ×105 mL - 1。于

25 ℃培养 ,24 h后肉汤没有浑浊试管中的最小药物

质量浓度为该药物对试验细菌的 MIC ,48 h后肉汤

没有浑浊的最小质量浓度的试管再进行普通平板划

线培养 ,若无菌落生长 ,说明该试管药物质量浓度为

该药物对试验细菌的 MBC。抑菌效价 < 1. 56

μg/ mL判为高度敏感 ,抑菌效价在 1. 56～ 12. 5

μg/ mL判为中度敏感 ,抑菌效价 > 12. 5μg/ mL 判
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为不敏感。

2　结果与分析

2. 1　三疣梭子蟹牛奶病病原菌的分离及感染试验

从发病三疣梭子蟹体内分离到的优势菌株 A1 ,

人工注射感染结果 (表 1)表明 :该菌对三疣梭子蟹、

中华绒螯蟹及昆明系小白鼠均有明显的致病作用。

三疣梭子蟹在注射后病蟹表现为行动迟缓 ,对外界

刺激反应慢或无反应 ,大多于 24～48 h 死亡 ,打开

头胸甲 ,体液较多且混浊 ,有一股腐臭气味。在人工

感染病例中未见肝胰脏、螯足及步足肌肉溶解液化

呈乳白色牛奶状 ,这可能是由于人工感染发病迅速 ,

病程短。中华绒螯蟹表现大致与三疣梭子蟹相同。

昆明系小白鼠注射感染后表现为被毛直立 ,蜷缩成

一团 ,渴饮 ,摄食少或不摄食 ,1周内全部死亡 ,解剖

发现肠粘膜发红 ,脾脏肿大 ,肝脏颜色变深 ,有淤血

症状。对照组均未表现任何症状。对原来分离的菌

株和再次从人工感染病例中分离出的菌株进行形

态、生理生化鉴定和分子生物学鉴定 ,所有的鉴定结

果相同。证实该菌为三疣梭子蟹“牛奶病”病原菌。
表 1　三疣梭子蟹牛奶病病原人工感染试验结果

Table 1　Result s of artificial infection experiment of milk disease of Portunus t ri tuberculatus

试验动物
Experimental

animal

处理
Treat ment

菌液浓度/ mL - 1

Bacterail concent ration
剂量/ (mL ·只 - 1)

Dose
试验数

Test No .
死亡数

Deat h No.
死亡率/ %
Mortality

三疣梭子蟹
Portunus
tritubercula2
tus

试验组
Test group

3×105 0. 2 10 10 100

对照组
Control group

无菌生理盐水
St roke2physiological
saline solution

0. 2 5 0 0

中华绒螯蟹
Eriochei r
si nensistest

试验组
Test group

3×105 0. 15 10 10 100

对照组
Control group

无菌生理盐水
St roke2physiological
saline solution

0. 15 5 0 0

小白鼠
Mus
musculus
albus

试验组
Test group

3×105 0. 2 10 10 100

对照组
Control group

无菌生理盐水
St roke2physiological
saline solution

0. 2 5 0 0

2. 2　病原菌鉴定结果

病原菌 A1为 G- 好氧兼性厌氧非发酵型杆菌 ,

分散排列 ,不产芽孢。25 ℃培养 24 h ,普通营养琼

脂平板上可见呈圆形、白色透明、光滑湿润、边缘整

齐的菌落。由生理生化试验结果 (表 2)可知 ,病原

菌 A1氧化酶、接触酶均呈阳性 ,生长需要 Na + ,发

酵葡萄糖产酸 ,甲基红、维 - 倍试验均为阴性 ,不能

产生靛基质 ,不能利用肌醇 ,发酵果糖产酸 ,能还原

硝酸盐 ,不能液化明胶 ,不能水解淀粉 ,精氨酸双水

解酶阳性 ,鸟氨酸脱羧酶、赖氨酸脱羧酶阴性。
表 2　三疣梭子蟹牛奶病病原菌的生理生化特性

Table 2　Physiological and biochemical characteristics of the pathogenic bacteria of milk disease of Portunus t ri tuberculatus

鉴定项目 Items A1
恶臭假单胞菌

P. puti da
鉴定项目 Items A1

恶臭假单胞菌
P. puti da

革兰氏染色 Gram stain - - 　　运动性 Moving test + +

O2F试验 O2F test 0 0 　　氧化酶 Oxidase + +

乳糖 Lactose - ND 　　蔗糖 Sucrose - ND

D2甘露糖 D2Mannose + ND 　　甘露醇 Mannitol - -

接触酶 Catalase + + 　　淀粉酶 Amylase - -

肌醇 Inositol - ND 　　果糖 Fructose + +

靛基质试验 Indole production - - 　　脂酶试验 Tween80Lipase - d

甲基红反应 Met hyl red - -
　　维 - 倍试验
　　V. PVoges2Proskauer test

- -

精氨酸双水解酶 Arginine dihydrolase + + 　　明胶水解 Glutin hydrolyze - -

葡萄糖产酸 Glucose ,acid + + 　　葡萄糖产气 Glucose ,gas - -

鸟氨酸脱羧酶 Ornit hine decarboxylase - - 　　赖氨酸脱羧酶 Lysine decarboxylase - -

硝酸盐还原 Nit ratereduction + + 　　H2 S产生 H2 S production - -

4 ℃生长 4 ℃growt h + + 　　41 ℃生长 41 ℃growt h - -

0 %NaCl生长 0 %NaCl growt h - - 　　1 %NaCl生长 1 %NaCl growt h + +

　　注 : + .表示阳性 ; - .表示阴性 ;d.表示大部分种阳性 ; ND.表示未测。

Note : + . positive ; - negative ;d. mostly positive ;ND. no record。
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2. 3　病原菌的 16 S rRNA 鉴定结果

对分离病原菌 A1的 16S rRNA 基因进行 PCR

扩增并测序 ,扩增产物长度约为 1 500 bp (图 1) 。将

所测序列与 GenBank 上登录的同属 16S rRNA 序

列进行同源性比较发现 ,所测序列与恶臭假单胞菌

( Pseu domonas p uti da 登录号 PPU308313)的同源

性最高 ,达到 99. 79 %。由构建的系统进化树 (图 2)

可知 ,分离菌株与恶臭假单胞菌的亲缘关系最近。

按照文献[324 ]的鉴定标准 ,并结合生理生化及 16S

rRNA鉴定结果 ,可鉴定此病原菌为恶臭假单胞菌。

2. 4　药敏试验结果

表 3表明 ,A1株菌均对丁胺卡那霉素、氟苯尼

考、盐酸蒽诺沙星、甲磺酸培氟沙星、盐酸左氧氟沙

星、庆大霉素、卡那霉素、环丙沙星、诺氟沙星、新霉

素、氧氟沙星等高度敏感 ;对青霉素钠、头孢曲松、酒

石酸吉他霉素、头孢氨卡、四环素、麦迪霉素、土霉素

等中度敏感 ;而对磺胺喹噁啉钠、复方新诺明、磺胺

二甲嘧啶钠、磺胺嘧啶等不敏感。

图 1　三疣梭子蟹牛奶病病原 16S rRNA 基因 PCR

产物琼脂糖凝胶电泳结果

M. DL2000 DNA分子量标准 ;A1.样品 ;C.阴性对照

( PCR扩增时不加模板)

Fig. 1　Agarose elect rophoresis of 16 S rRNA PCR product s

of the pathogen of milk disease of Portunus t ri tuberculatus

M. DL2000 DNA ladder ;A1. 16 S rRNA gene

amplification by PCR ;C. Negative cont rol

图 2　三疣梭子蟹牛奶病病原 16S rRNA基因序列分析聚类结果

Fig. 2　Rusult s of 16 S rRNA gene sequence analysis of pathogen of milk disease of Portunus t ri tuberculatus

表 3　三疣梭子蟹牛奶病病原对不同抗菌药物的敏感性试验结果

Table 3　MIC and MBC of different antimicrobial agent against the pathogen of milk disease of Portunus t rituberculatusμg/ mL

药名 Medicines
分离菌株 A1

Isolated st rain A1

MIC MBC
药名 Medicines

分离菌株 A1
Isolated st rain A1

MIC MBC

磺胺喹噁啉钠 Sulfaquinoxaline sodium 25 50 磺胺嘧啶 Sulfadiazine 50 50

复方新诺明 Sulfamet hoxazole Co. 25 50 头孢氨苄 Cefalexin 6. 25 12. 5

磺胺二甲嘧啶钠 Sulphadimidine sodium 50 50 庆大霉素 Gentamicin 0. 781 1. 56

青霉素钠 Benzylpenicillin sodium 12. 5 25 四环素 Tet racycline 6. 25 25

头孢曲松 Ceft riaxone 6. 25 12. 5 麦迪霉素 Medemycin 12. 5 50

酒石酸吉他霉素 Kitasamycin tart rate 1. 56 3. 125 土霉素 Terramycin 3. 125 12. 5

丁胺卡那霉素 Amikacin 0. 781 1. 56 卡那霉素 Kanamycin 0. 781 1. 56

氟苯尼考 Florfenicol 0. 781 1. 56 环丙沙星 Ciprofloxacin 0. 781 1. 56

盐酸蒽诺沙星 Enrofloxacin hydrochloride 0. 049 0. 098 诺氟沙星 Norfloxacin 0. 025 0. 049

甲磺酸培氟沙星 Pefloxacin mesylate 0. 025 0. 049 新霉素 Neomycin 0. 025 0. 049

盐酸左氧氟沙星 Levofloxacin hydrochloride 0. 049 0. 1968 氧氟沙星 Ofloxacin 0. 049 0. 09
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3　讨　论

分离菌株在人工感染试验中表现出与自然发病

相似的症状 ,且从人工感染动物中分离出相同的细

菌 ,经形态特征、培养特性和生理生化反应测定 ,并

结合该菌 16S rRNA 基因序列比较分析结果 ,鉴定

为恶臭假单胞菌。

引起三疣梭子蟹“牛奶病”的病原比较复杂 ,而

本试验分离到的病原恶臭假单胞菌尚属首次报道。

恶臭假单胞菌广泛存在于水体、土壤和空气中 ,被认

为是一种条件致病菌[ 9 ]。已有报道认为 ,该菌能引

起欧洲鳗鲡[12 ]、罗氏沼虾[13 ]、中华绒螯蟹[14 ]等水产

动物发病。甚至还能引起人食物中毒和败血症[15216 ]

等 ,在公共卫生方面尤其值得重视。

药敏试验结果表明 ,恶臭假单胞菌对盐酸蒽诺

沙星、甲磺酸培氟沙星、氧氟沙星、新霉素、诺氟沙星

等高度敏感 ;对土霉素、酒石酸吉他霉素、头孢曲松

等中毒敏感 ;而对磺胺喹噁啉钠、复方新诺明、磺胺

嘧啶、磺胺二甲嘧啶钠等不敏感。

三疣梭子蟹等甲壳动物无特异性免疫功能 ,所

以在养殖或暂养时应注意环境对梭子蟹的影响 ,以

加强饲养管理、减少水质污染、减少应激和增强体质

为主 ,而以药物防治为辅。由于细菌耐药机制的存

在 ,不同时间、不同养殖场分离的相同病原菌对同一

药物敏感性变化较大 ,且应用单一药物效果较几种

敏感药物配合使用差。从本研究结果看 ,诺氟沙星、

甲磺酸培氟沙星、氧氟沙星等是防治该病的首选药

物 ,将其加高效粘合剂拌料投喂三疣梭子蟹可以有

效防治该病。
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