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摘
!

要!本研究确定了獐子岛集团虾夷扇贝
M6$/,8

H

);$),

#

)@@8),@/@

育苗过程中幼体大规模死亡的病

原菌%采用
@NUE

培养基从患病幼体中分离弧菌!其数量为
#W#$b#%

M

N9̂

)

T

!以
'#

菌株和
'$

菌株

为优势菌!占总弧菌数的
"MW!g

和
!$W#g

%用血琼脂平板测定
'#

菌株和
'$

菌株的溶血性!

$

株菌

分别呈
/

溶血和
0

溶血%用
$

株菌分别感染扇贝幼体!幼体的死亡率显著高于对照组#

M

(

%W%1

$!症

状与自然状态下的发病症状一致!并且从感染死亡的幼体中分离到原感染菌株!确定
'#

菌株和
'$

菌株是造成扇贝幼体大规模死亡的病原菌%对
$

株病原菌进行致病基因分析!结果发现
'#

菌株含有

胞外金属蛋白酶基因%经
#"E._+:

基因测序分析!

'#

菌株#

;>7U-7̀

登录号
]_$!$4$M

$和
'$

菌

株#

;>7U-7̀

登录号
]_$!$4$1

$与
O/.&/8@

H

%),F/FD@GDD!#

)

1

和
O/.&/8$6@>6,/),@/@%%L

的相似度

分别为
44W4g

和
44W$g

%用药敏纸片扩散法检测病原菌对常见抗生素的敏感性!结果表明利福平"

氟苯尼考和磺胺异恶唑均能有效抑制病原菌的生长%

关键词!虾夷扇贝幼体'细菌性病原'灿烂弧菌'塔斯马尼亚弧菌

中图分类号!

E4#L*#

!!!!

文献标识码!

:

!!!!

文章编号!

#%%#04%48

$

$%#&

%

%#0%%&"0%L

./0

&

#%W!4"4

'

5

*3667*#%%#04%48*$%#&*%#*%%4

1

!

引言

虾夷 扇 贝
M6$/,8

H

);$),

#

)@@8),@/@

是 扇 贝 科

O>>D3732->

!虾夷扇贝属
M6$/,8

H

);$),

的优良品种+它

自然分布在日本北部!俄罗斯远东地区和朝鲜半岛北

部!为大型冷水性贝类!具有生长快!个体肥大!味道鲜

美!经济价值高等特点+自从
$%

世纪
&%

年代被引入

中国后!它就成为中国北方主要的贝类养殖品种!产量

呈爆发式增长"

#

#

+但是!该品种在育苗期间常会受到

细菌性病原的感染而导致育苗失败!很大程度上限制

了虾夷扇贝的发展+而弧菌是各种双壳贝类幼体和成

体最主要的致病菌"

$0#M

#

!在中国频发的弧菌病对虾夷扇

贝养殖造成巨大的经济损失"

"

#

+国内外对双壳贝类病

原的报道有很多!但有关虾夷扇贝育苗过程中幼体病

原菌的研究鲜有报道+

$%#1

年
$

月虾夷扇贝育苗期

间!獐子岛集团育苗室虾夷扇贝幼体发生了大规模死

亡现象!根据以往经验推断是由弧菌感染引起的!本研

究分离并鉴定出了病原菌!对虾夷扇贝育苗过程中疾

病的预防及合理用药起到一定指导作用+
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!

材料与方法

232

!

样品采集

$%#1

年
$

月在獐子岛集团育苗室进行虾夷扇贝

育苗!幼体在
#%%B

塑料桶中静水充气饲养!密度为

1

"

"

个'
AB

!饲喂饵料为叉鞭金藻
?/;&6$)&/6/,8&"

,6$6

"$

L

"

4

%

b#%

1

G>))6

'

AB

#!每天投喂
!

次!每次

#%%AB

+养殖水体每天更换一半!水温保持在
#1k

#p

!盐度
!$k%W1

+在受精后的第
4

天!壳顶幼体

开始出现异常现象!表现为幼体纤毛脱落!瓣壳解体!

失去游动能力!沉到水底死亡+疑似弧菌感染的症

状+在受精后第
#%

天!采集垂死的幼体样品于无菌

离心管中+

234

!

优势菌的分离与纯化

将幼体样品用无菌海水过滤冲洗
!

次!离心

$

!%%%.

'

A37

!

#%A37

!

M p

%后称重!加入
4

倍无菌

生理盐水!用可调速匀浆器研磨均匀+将匀浆液梯

度稀释!取稀释液
#%%

*

B

涂布
$$#"P

平板和
@NUE

平板$青岛海博生物技术有限公司%!

#1p

培养
!2

后观察菌落形态并计数+根据形态挑取优势菌落在

$$#"P

平板进行纯化!获得纯培养于
$$#"P

斜面
M

p

保存+从垂死幼体样品中分离出
M

株优势菌进行

后续实验+

235

!

溶血实验

对
M

株优势菌进行溶血实验!挑取单菌落点种

于哥伦比亚血琼脂平板$郑州安图绿科生物工程有

限公司%!

#1p

培养
M&Y

后观察菌落周围是否出现

溶血环+根据形成的溶血环来判断菌株的溶血类

型"

#1

#

+

23=

!

人工感染实验

根据
@I_]CBQEP+>D-)

"

$

#人工感染实验方法

稍加修改+取受精后
42

的健康幼体于装有
1B

灭菌

海水的烧杯中!密度
$

"

!

个'
AB

+将培养过夜的潜

在病原菌离心后用无菌海水冲洗
!

次然后加入烧杯

中!使菌的最终浓度达到
#b#%

"

G>))6

'

AB

+每株菌做

"

个平行!对照组不加菌+采用与育苗时相同的温度

$

#1k#p

%充气培养
M&Y

后用显微镜观察记录每组

幼体死亡数并计算死亡率+数据用
EOEE$#W%

软件

进行单因素方差分析 $

I7>0?-

K

:+I':

%以 及

@=̀>

K

多重比较!结果以平均值
k

标准差$

Tk5?

%表

示!当
M

(

%W%1

时认为差异显著+

收集各组死亡幼体!按照方法
#W$

对幼体进行处

理!研磨后涂布
@NUE

平板!对病原进行再分离+

23>

!

病原菌的
2@,9$%&

基因序列分析

#*1*#

!

细菌基因组
Q+:

的提取'

ON_

扩增及序列

测定

!!

采用土壤基因组
Q+:

提取试剂盒$上海生工生

物工程有限公司%提取细菌基因组
Q+:

+细菌

#"E._+:

基因序列扩增引物为
$L9

'

#M4$_

"

#"

#

+

ON_

反应体系,反应程序及产物的测序参照孙雪莹

等"

#L

#的方法进行+

#*1*$

!

系统发育树的构建

将获得的菌株序列上传至
+NUC

$

YDD

H

&''

???*

7Ga3*7)A*73Y*

T

(F

'

UB:E@

%!并在
+NUC

数据库中进

行序列同源性比对!从
U)-6D

结果中取相似性最高的

序列+通过
N)=6D-)V

程序进行多序列对位排列!基

于
]3A=.-0$0

H

-.-A>D>.

计算遗传距离!通过
,P;:

LW%

软件采用邻接法$

+>3

T

Ya(.0/(3737

T

%构建种系型

系统发育树!系统发育树各分枝的置信度自检举

$

a((D6D.-

H

%

#%%%

次"

#&

#

+

23@

!

致病基因分析

胞外金属蛋白酶和外膜蛋白
^

!是致病性弧菌两

个重要的致病因子!他们分别由
=@>

和
8>

H

J

基因编

码+参照
BĈ >D-)

"

"

#的研究方法检测致病菌是否具

有
=@>

和
8>

H

J

基因+

23A

!

药敏实验

用药敏纸片扩散法"

#4

#检测病原菌对常见抗生素

的敏感性+病原菌在
$$#"P

液体培养基中过夜培养

后!吸取
#%%

*

B

菌液涂布在
$$#"P

平板上!将药敏纸

片$杭州微生物试剂有限公司%贴到培养基表面!在

#1p

条件下经
$MY

培养后!测定抗生素产生抑菌圈

的直径!参照药敏试纸片的抑菌范围解释标准!判断

致病菌株对抗生素的敏感程度+

4

!

结果与分析

432

!

优势菌的分离

从死亡幼体涂布的
$$#"P

和
@NUE

平板中分离

到的异养细菌和弧菌数量分别为
#W!$b#%

M

N9̂

'

T

和
#W#$b#%

M

N9̂

'

T

+根据形态从
$$#"P

平板中挑

取
$

株优势菌
U#

和
U$

!分别占该平板总细菌数的

!LW&g

和
1#W1g

+

@NUE

平板中优势菌为
'#

和

'$

!分别占该平板总弧菌数的
"MW!g

和
!$W#g

+用

这
M

株优势菌进行后续实验+

434

!

溶血实验

根据
]I+P,:+>D-)

"

#1

#解释标准!

M

株用于溶

血实验的菌株中!

'#

菌株呈现
/

溶血!

'$

菌株呈现

.

&'

.

刘继晨 等&虾夷扇贝育苗阶段幼体细菌性病原的确定
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溶血!

U#

和
U$

菌株呈现
-

溶血+需通过感染实验

进一步确定病原菌+

435

!

人工感染实验

感染实验结果如图
#

所示+用
'#

和
'$

菌株感

染幼体
M&Y

后!幼体的累积死亡率$

&$W1g k1W$g

和
M!W!g k "W#g

%显著高于对照组$

#&W!g k

MW#g

%!而
U#

和
U$

菌株组与对照组无显著差异+被

'#

和
'$

菌株感染致死的幼体纤毛脱落!失去游动

能力!沉到水底解体死亡!与自然发病症状一致+在

病原菌的再分离实验中!

'#

菌株组中分离到的
'#

菌株和
'$

菌株组中分离到的
'$

菌株分别占总弧菌

数的$

4$W1kLW%

%

g

和$

&4WM%k1WM

%

g

!说明造成幼

体死亡的病原菌是
'#

和
'$

菌株+

43=

!

病原菌的
2@,9$%&

基因序列分析

将病原菌
'#

和
'$

菌株的
#"E._+:

基因序列

上传至
+NUC

数据库获得登录号分别为
]_$!$4$M

和
]_$!$4$1

+为了确定
'#

和
'$

菌株的系统发育

地位!将其
#"E._+:

基因序列在
+NUC

中进行

U)-6D

比对!结果两株菌均归为弧菌属!并且
'#

菌株

与灿烂弧菌
O/.&/8@

H

%),F/FD@GDD!#

'

1

相似性达到了

!

44W4g

!

'$

菌株与塔斯马尼亚弧菌
O/.&/8$6@>6,/"

),@/@%%L

相似性达到了
44W$g

+以
'#

和
'$

菌株

及其相近菌株的
#"E._+:

基因序列构建的系统发

育树如图
$

所示!可以看到
'#

和
'$

菌株均归到了

弧菌属!并且分别属于灿烂弧菌和塔斯马尼亚弧菌+

图
#

!

M

株优势菌在
#1p

条件下感染幼体
M&Y

后的

累积死亡率

93

T

*#

!

:GG=A=)-D3F>A(.D-)3D

K

(J)-.F->G-=6>2a

K

a-DY

GY-))>7

T

>?3DYJ(=.2(A37-7D6D.-376-D#1pJ(.M&Y

不同的小写字母代表差异显著$

M

(

%*%1

%

Q3JJ>.>7D)(?>.G-6>)>DD>.6.>

H

.>6>7D63

T

73J3G-7D)

K

23JJ>.>7D

$

M

(

%*%1

%

图
$

!

以病原菌的
#"E._+:

基因序列采用邻接法构建的系统发育树

93

T

*$

!

OY

K

)(

T

>7>D3GD.>>G(76D.=GD>2a-6>2(7

H

-.D3-)#"E._+:

T

>7>6>

f

=>7G>6(J

H

-DY(

T

>76=637

T

DY>7>3

T

Ya(.0

5

(3737

T

A>DY(2

大肠杆菌
VO!

作为组外种类(括号中为菌株的登录号!枝节点上的数字代表平均自检举值!

未标注数字的枝节点自检举值小于
1%g

<@;+)&/;+/6;8%/VO!36=6>2-6-7(=D0

T

.(=

H

*;>7U-7̀ 6>

f

=>7G>-GG>663(77=Aa>.6-.>

T

3F>737

H

-.>7DY>6>6*+=Aa>.6

-DDY>7(2>66Y(?DY>

H

>.G>7D-

T

>a((D6D.-

H

F-)=>6*+(2>6?3DY(=D-7=Aa>.-.>(J)(?a((D6D.-

H

6=

HH

(.D

$

(

1%g

%

.

''

.

海
!

洋
!

学
!

研
!

究
!"

卷
#

期
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!

病原菌的致病基因分析

将致病基因序列进行
U)-6D

比对!发现只有
'#

菌株含有
=@>

基因!与灿烂弧菌
O/.&/8@

H

%),F/FD@

B;O!$

$

;>7U-7̀

登录号
Qh4&LL%L

%的该基因相似

性达到了
4"g

+将该基因序列上传至
+NUC

获得登

录号为
]_1141"%

+

'#

菌株不含有
8>

H

J

基因!

'$

菌株两个基因都不含有+

43@

!

药敏实验

从药敏结果$表
#

%可以看出!

$

种病原菌对不同

的抗生素有不同的抗性+

'#

菌株和
'$

菌株对利福

平,氟苯尼考和磺胺异恶唑均敏感!但对复方新诺明

和新霉素均有耐药性+

'#

菌株对氨苄西林和多西环

素敏感!但
'$

菌株对这两种抗生素均有耐药性+

表
2

!

病原菌
2̂

菌株和
4̂

菌株对常见抗生素的敏感性

@-a*#

!

E>763D3F3D

K

(J6D.-376'#-72'$D(23JJ>.>7D-7D3a3(D3G6

药物 剂量$

*

T

'

6)3

H

%

菌株

'# '$

头孢哌酮
L1 _ E

多西环素
!% E _

复方新诺明
$!WL1

'

#W$1 _ _

诺氟沙星
#% V V

利福平
1 E E

氟苯尼考
L1 E E

磺胺异恶唑
!%% E E

氨苄西林
#% E _

链霉素
#% _ V

新霉素
!% _ _

!!

注&)

E

*&敏感()

_

*&耐药()

V

*&不敏感

5

!

讨论

虾夷扇贝幼体发育到壳顶幼体时期时!发生了大

规模死亡现象+在本实验中!从死亡幼体分离出
$

株

优势菌
'#

和
'$

+由于这
$

株菌在哥伦比亚血琼脂

平板中表现出溶血现象$包括
0

溶血和
/

溶血%!所以

推断
'#

菌株和
'$

菌株是潜在的病原菌"

$%

#

+

'#

菌

株和
'$

菌株在感染实验中使扇贝幼体的死亡率显

著提高!并且从感染死亡的幼体中分离到原感染菌

株!因此判定
'#

菌株和
'$

菌株是造成幼体大量死

亡的病原菌"

"

#

+由系统发育树可得知
'#

菌株和
'$

菌株分别属于灿烂弧菌和塔斯马尼亚弧菌+

BĈ >D

-)

"

"

#报道过灿烂弧菌
/R"

菌株曾造成了虾夷扇贝成体

的大规模死亡+本研究是国内外首次发现弧菌是造

成虾夷扇贝幼体大面积死亡的病原菌+

弧菌是各种双壳贝类幼体最主要的致病菌+在

本研究中灿烂弧菌
'#

为优势菌!灿烂弧菌是扇贝幼

体发育过程中主要的致病菌之一+

+CNIB:E>D-)

"

!

#

对大扇贝
M);$),>6'/>D@

育苗过程中造成幼体死亡

的灿烂弧菌进行过研究!在
1-

的研究中分离到
M

株

灿烂弧菌!以
#%

M

G>))6

'

AB

的浓度对大扇贝幼体和太

平洋牡蛎
E&6@@8@$&)6

B

/

B

6@

幼体进行人工感染实验!

其中的
$

株菌$

N

和
9

%在
L$Y

的感染时间中能够造

成扇贝幼体的大量死亡!但对牡蛎幼体无显著影响+

@I_]CBQEP+>D-)

"

$

#对挪威卑尔根一育苗场的大

扇贝幼体进行细菌学研究!分离到灿烂弧菌
B@%"

!以

1b#%

1

G>))6

'

AB

浓度进行感染实验时!扇贝幼体死

亡率大约为
"LW#g

+智利北部某些育苗场的紫扇贝

I&

B

8

H

);$),

H

D&

H

D&6$D@

幼体大规模死亡现象也与灿

烂弧菌有关"

!

!

$#

#

+本研究中!灿烂弧菌
'#

使虾夷扇

贝幼体的累积死亡率显著高于对照组!表明该菌是造

成幼体死亡的主要致病菌+

灿烂弧菌不仅对扇贝幼体有毒害作用!在其他一

些双壳贝类中!灿烂弧菌也是常见的病原菌+

]P0

E:_NIQC0V:@EI+>D-)

"

#%

#报道了灿烂弧菌是造

成绿壳贻贝
M)&,6;6,6%/;D%D@

幼体大量死亡的病原

菌+

B:NIE@P>D-)

"

$$

#将法国莫尔莱湾太平洋牡蛎

稚贝
E&6@@8@$&)6

B

/

B

6@

夏季大规模死亡的原因归结

为灿烂弧菌的感染+夏季是太平洋牡蛎亲贝性腺发

育成熟时期!由于灿烂弧菌的感染!可使亲贝大量死

亡!导致育苗过程失败"

$!

#

+

;̂ CE:+QP>D-)

"

4

#用灿

烂弧菌对菱形蛤仔
O),)&D

H

/@&+8>.8/F@

进行感染实

验能导致蛤仔死亡+生物
CC

型灿烂弧菌能造成太平

洋牡蛎幼体,稚贝以及菲律宾蛤仔
SDF/$6

H

)@F)"

;D@@6$D@

的死亡"

#"

!

$M0$1

#

+双壳贝类幼体易受到病原

菌感染!这可能与其变态发育过程有关"

$!

#

!本研究

中!虾夷扇贝幼体处于变态发育阶段!免疫系统脆弱!

受到病原菌感染后!产生了大面积死亡现象+

由致病基因分析结果可知!只有
'#

菌株含有

=@>

基因+当把灿烂弧菌
B;O!$

菌株注射到牡蛎组

织中时!

B;O!$

菌株的胞外产物对牡蛎具有毒害作

用!而胞外金属蛋白酶是
B;O!$

菌株胞外产物中的

主要致病因子"

$"

#

+

BP_Î 8>D-)

"

$L

#将
B;O!$

菌株

的
=@>

基因敲除后!发现其胞外产物对牡蛎的毒性有

所降低+这说明
=@>

基因的存在是灿烂弧菌产生毒

性的重要因素+灿烂弧菌
/R"

含有
=@>

基因!该菌能

够感染虾夷扇贝成体!使其闭壳肌发生病变!并且含

有
=@>

基因的弧菌致病力显著高于不含有
=@>

基因

的弧菌"

"

#

!本研究结果与之相似+因此推断
=@>

基因

.

('

.

刘继晨 等&虾夷扇贝育苗阶段幼体细菌性病原的确定



的存在可能是
'#

菌株致病性较高的原因+

根据系统发育树将
'$

菌株归为塔斯马尼亚弧

菌+该菌是牡蛎和蛤仔养殖过程中的优势菌"

4

#

+

B:;I>D-)

"

$&

#的研究表明从处于繁殖期的健康牡蛎

亲贝分离的
1

株塔斯马尼亚弧菌能够定植在菱形蛤

仔
O),)&D

H

/@&+8>.8/F@

组织中并导致蛤仔患病+该

菌还是海参
I

H

8@$/;+8

H

D@

(

6

H

8,/;6@

腐皮病的病原

菌"

$4

#

+最近!

':+ZI'P>D-)

"

!%

#发现塔斯马尼亚弧

菌
B;O!$

菌株能够对牡蛎血细胞造成侵染!该菌能

够向血细胞内和细胞外释放外膜泡+本研究结果与

之相似!

'$

菌株呈
0

溶血!会对扇贝幼体血细胞造成

损害!导致幼体活力减弱!摄食能力下降!最终导致幼

体死亡+因此推断
0

溶血是造成
'$

菌株致病性较高

的原因+

在双壳贝类育苗过程中使用抗菌药物来防治细

菌性疾病是很普遍的!

,C_:+Q:>D-)

"

!#

#在紫扇贝

大规模育苗中研究了氟苯尼考对幼体存活和生长的

影响!提出应控制药物的使用!寻求最佳用量以发挥

药物的最大功效+本研究中常用的水产药物氟苯尼

考,利福平,磺胺异恶唑能有效抑制致病性弧菌的生

长!这些药物在扇贝育苗过程中应合理利用+但是!

由于长期用药!近年来病原菌的抗药性越来越强!在

贝类育苗池中也出现大量的抗药弧菌"

!$

#

+人们对绿

色健康水产品的追求以及法律对水产用药的限制!促

使人们不断追求更安全有效的方法来控制病害"

!!

#

+

其中使用益生菌是一个有效方法"

!M

#

!在后续的实验

中!我们将筛选潜在益生菌并应用到虾夷扇贝育苗过

程中!以达到有效抑制致病性弧菌的目的+
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