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月天津地区暂养的中华绒螯蟹!
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"扣蟹大规模暴发的%牛奶病&$开展了病

原分离(鉴定和致病性研究)从发病扣蟹体内分离到
"

株优势菌
;<=>"

$注射感染试验证实该菌株对中华绒螯蟹具有较强

致病性$死亡率
"$$?

$病症与自然发病蟹相同*采用浸浴方式也可感染健康中华绒螯蟹$感染率相对较低$从濒死蟹体内可

分离到形态与
;<=>"

一致的菌株)采用细菌分离(显微镜观察(

%+'

等技术排除细菌(中华绒螯蟹螺原体(血卵涡鞭虫(对

虾白斑综合征病毒等病原的原发感染$确定菌株
;<=>"

为本次%牛奶病&的唯一确定病原)通过形态观察(生理生化试验及

"@2A'/,

(

#B2A'/,

(

(32

基因序列分析将菌株
;<=>"

鉴定为二尖梅奇酵母!

*'+(%&)#,$-#./#%0(

1

#2.+.

")扫描电镜结

果显示$病蟹肝胰腺(肌间隙及结缔组织中存在大量出芽生殖的病原菌)

#$#$

年
!

月'

"$

月$对天津地区稻田中养殖的中

华绒螯蟹扣蟹及成蟹进行检测$未发现二尖梅奇酵母$推测%牛奶病&的暴发与养殖环境密切相关)
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中华绒螯蟹!
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"俗名河蟹$为方蟹

科!

ÂP
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WIKP7

"绒螯蟹属!

!"#$%&'#"

"的重要经济甲壳品

种之一$主要分布在我国东部自辽宁至福建各省的通

海水域中$是传统的水产养殖珍品$

#$"C

年养殖河蟹产

量达到
EE_@E

万
V

,

"

-

)河蟹养殖主要集中在长江中下

游的江苏(湖北(安徽等地$

#$"B

年起农业农村部大力

推广稻渔综合种养$促进了黄河以北地区河蟹养殖业

的发展)目前河蟹已成为华北和东北地区稻渔综合种

养的重要养殖经济品种)随着养殖规模的扩大$病害

问题随之而来)

#$#$

年
:

'

!

月$天津地区引自辽宁盘

锦地区的扣蟹暂养期间大规模发病死亡$发病率可达

C$?

$死亡率在
!$?

以上)病蟹的典型特征为步足关

节膜处呈乳白色$围心腔内可见大量白色乳状液体$

%牛奶病&由此得名)

国内外关于中华绒螯蟹病害的研究报道并不多)

杨宗英等,

#>6

-对中华绒螯蟹肝胰腺坏死综合症!水瘪子

病"发病原因及致病机理进行深入研究$认为该病为非

病原性疾病$主要诱因为菊酯类等药物对蟹肝胰腺造

成的不可逆损伤)另一种对河蟹造成严重危害的疾病

为河蟹%颤抖病&$病原为中华绒螯蟹螺原体!
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)河蟹%牛奶病&病症与许文军(

王印庚(黄增荣等报道的三疣梭子蟹!
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"%牛奶病&(%乳化病&较为相似,

!>C

-

)许文军

等,

B

-从患病梭子蟹体内分离到一种酵母菌$通过生化

特性分析将其鉴定为假丝酵母!

8.)2#2.$5'$

1

&#5.

"$

证实其为梭子蟹肌肉%乳化病&的病原)史海东等,

"$

-认

为冬季暂养期间梭子蟹%牛奶病&的病原为假丝酵母$

但
@

'

"$

月高水温期间梭子蟹%牛奶病&的病原则为血

卵涡鞭虫!

9'6.+$2#)#06W

X

9

"$这与王印庚等,

C

-的报

道一致$同时王印庚等还报道了一种由微孢子虫引起

梭子蟹肌肉白浊病!也称牙膏病")黄增荣从患%牛奶

病&的梭子蟹体内分离到溶藻弧菌!

:#/"#$.5

;
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<
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%0(

"(哈维氏弧菌!

:=&.">'
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#

"(恶臭假单胞菌!

7('02$4

6$).(

1

0+#2.

"$人工感染试验证实
6

株菌均对三疣梭

子蟹有明显的致病作用,

@

-

)王国良等,

E

-则认为溶藻弧

菌和葡萄牙假丝酵母!

8.)2#2.50(#+.)#.'

"为梭子蟹肌
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年

肉%乳化病&的病原菌$其中溶藻弧菌为引起梭子蟹死

亡的主致病病原$葡萄牙假丝酵母为继发感染引起梭

子蟹出现牛奶样病变的病原)

#$#$

年
"$

月$马红丽等,

""

-首次报道了辽宁地区

的河蟹%牛奶病&$从病蟹体内分离到病原菌$通过浸浴

感染试验证实其对河蟹的致病性$病原菌经
"@2A'/,

序列分析及部分生理生化特性鉴定为二尖梅奇酵母

!

*'+(%&)#,$-#./#%0(
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#2.+'

")

=PQ

等,

"#

-于
#$#"

年报

道了辽宁地区的河蟹%牛奶病&$通过注射感染试验证实

其对河蟹的致病性$病原菌经
#B2A'/,

基因序列分析

鉴定为二尖梅奇酵母$并观察了病蟹心脏(鳃及肌肉的组

织病理变化)为进一步确定河蟹%牛奶病&的病原$本文

以发病河蟹作为研究材料$分离病原$构建了病原菌多个

基因的系统发育树$对病原的生理生化特性进行详细分

析$并排除其它病原的混合感染$采用不同感染方式进一

步确认了病原菌的致病性$调研了该病的流行情况$以期

为河蟹%牛奶病&的防治提供科学依据)

"
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材料方法

"9"

病蟹来源

病蟹取自天津宝坻区黄庄镇(八门城镇河蟹暂养

池$平均体质量为!

@_B̀ $_:

"

T

$扣蟹于
#$#$

年
:

月
@

日购自辽宁盘锦地区$暂养十余天后陆续发病死亡$暂

养密度为
6E!

!

"!$$H

T

+

JY

#

$暂养期间投喂河蟹配合

饲料!蛋白含量
6B?

$来自于沈阳禾丰水产饲料有限公

司")健康蟹取自天津宝坻区$为
#$"C

年购自盘锦光

合蟹业有限公司的大眼幼体在本地区养成的扣蟹$平

均体质量!

E_@̀ $_B

"

T

$经检测不携带特定病原后用于

人工感染实验)

"9#

主要仪器和试剂

光学显微镜!

)R

Z

Y

X

OW=N!"

"$扫描电子显微镜

!

5IVP8JI20@"$$

"$组织切片及染色系统来自于
-7I8P

=IQW

Z

WV7YW

)

=5(

培养基(孟加拉红培养基(

3+=2

培

养基等购自青岛海博生物)无维生素酵母基础培养基

购自青岛日水生物技术有限公司)

"96

病蟹初检

活体解剖症状典型的濒死河蟹$取少量组织制作

水浸片镜检$观察病蟹鳃(肝胰腺(肌肉中是否有寄生

虫*抽取病蟹血淋巴涂片镜检*抽取河蟹围心腔内白色

乳液涂片镜检$观察是否有寄生虫等)另取河蟹鳃及

血淋巴$以快速
*/,

提取检测试剂盒!

3IPG

T

7G

"提取

基因组
*/,

$采用
%+'

技术检测样品中是否携带中华

绒螯蟹螺原体(对虾白斑综合征病毒!

UJIV7W

X

QVW

Z

G>

KAQY7\IAOW

$
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"(血卵涡鞭虫,

"6>"!

-

)

"9:

病菌分离

无菌条件下从病蟹肝胰腺(白色乳液中接菌$分别

划线接种于
=5(

培养基(孟加拉红培养基(

3+=2

培养

基$

#@a

培养
#:J

以上$挑取优势单菌落进一步纯化$

保种备用)

"9!

人工感染实验

挑取病原菌菌株单菌落于
4%*

液体培养基中培

养
:@J

后$收集并洗涤菌体$采用平板倾注法计数$以

无菌生理盐水调整菌悬液密度)

分别采用注射(浸浴(饲喂
6

种途径对健康河蟹进

行人工感染$感染实验于体积为
B:8Yb:B8Yb

6C8Y

(水深
6$8Y

的塑料箱中进行$分
:

组!

6

组实验

组$

"

组对照组"$每组
#!

尾健康河蟹$连续充气$暂养

EK

后进行感染实验)实验期间水温
#"a

$每日换水

"

+

6

$每日按河蟹体质量的
#?

投喂河蟹配合饲料)每

天观察河蟹活动(摄食及记录死亡数量$取濒死蟹做病

原菌分离)

注射组调整菌悬液密度为
#b"$

E

+.0

+

Y-

$以第

:

步足底节关节膜进行注射!

!$

#

-

+尾")

浸浴组把体表无损伤的健康河蟹$用无菌剪刀去

除
"

!

#

条步足$置于菌悬液密度为
#b"$

E

+.0

+

Y-

的水体中连续浸泡
6J

$转入清水中养殖)

饲喂组调整菌悬液密度为
#b"$

@

+.0

+

Y-

$按

#b"$

E

+.0

+

T

的量与河蟹配合饲料混合均匀$再加入

生物藻胶搅拌$室温阴干
"J

后于
:a

冰箱保存$替代

河蟹基础饲料每日投喂)

对照组注射等剂量的
$_@!?

无菌盐水)

"9B

病原鉴定

"9B9"

形态观察
!!

挑取纯培养菌株$于
4%*

固体培养

基上分区划线$于
#@a

培养
:@J

$观察菌落形态$革兰

氏染色观察菌体形态)

"9B9#

生理生化特性
! !

应用法国生物梅里埃

!

=IQY7AI7OL

"公司的
1(3&c#

酵母菌鉴定卡进行$并

参照/酵母菌的特征与鉴定手册0进行其它相关指标测

定,

"B

-

)

"9B96

分子生物学鉴定
!!

提取病原菌基因组
*/,

$采

用通用引物
"@2"

(

"@2#

扩增病原菌
"@2A'/,

基因$通

用引物
/->"

(

/->:

扩增病原菌
#B2A'/,

基因$通用

引物
(32"

(

(32:

扩增病原菌
(32

基因,

!

$

"E

-

)

%+'

产物

由生工
2PG

T

QG=IQV78J

进行测序)测序所得序列提交

至
7̂G7=PGH

数据库中进行
=-,23

比对$根据返回的

结果从
7̂G7=PGH

中选择同源性较高的菌株基因序列$

采用
+ROWVPRL

软件比对后$分别以
"@2A'/,

(

#B2

A'/,

(

(32

为遗传标记$用系统发育分析软件
<7

T

PN

基于邻接法!

/7I

T

JMQA>

F

QIGIG

T

"构建系统发育树$

=QQV>

WVAP

X

W

重复检验
"$$$

次)

"9E

扫描电镜样品制备

取具有典型症状的濒死河蟹肝胰腺及肌肉$迅速

:#
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期 徐晓丽$等#中华绒螯蟹%牛奶病&病原及其致病性研究

分割成
"YY

6的小块$

#_!?

戊二醛固定$

:a

冰箱保

存$经脱水干燥喷金后$

5IVP8JI20@"$$

扫描电子显微

镜观察并拍照)

"9@

河蟹!牛奶病"的流行情况调查

#$#$

年
:

'

"$

月$对天津地区养殖的河蟹%牛奶

病&流行情况进行调查$分别采集养殖扣蟹样品
"!

批

!!"

尾$成蟹样品
#E

批
6:!

尾$采用孟加拉红培养基分

离河蟹%牛奶病&病原$同时采用
%+'

技术检测河蟹是

否同时感染
U221

,

":

-

)

#

!

结果

#9"

病蟹典型症状与初步检查

患病河蟹不食$活动力差$对外界刺激反应慢或基

本不反应$步足散开僵直$螯足不再紧贴于身体前缘$

行动缓慢$步足关节膜处呈白色$切断步足$断口处有

乳白色液体流出)打开蟹盖$围心腔内蓄有大量白色

乳液!见图
"

!

M

""$因此养殖户称之为%牛奶病&)河蟹

肝胰腺呈鲜黄色$三角瓣及心脏呈乳白色$部分河蟹鳃

丝变黑$鳃水浸片发现鳃黏液中有大量病原菌$鳃丝排

列混乱$已无正常的鳃结构)肝胰腺(心脏等组织的水

浸片镜检也发现大量病原菌$河蟹围心腔内白色乳液

涂片观察未见寄生虫$可见大量病原菌$行出芽生殖$

单个或成簇存在!见图
#

!

P

"")血淋巴也由蓝色变为乳

白色!见图
#

!

M

""$镜检发现河蟹血细胞数量极少$视野

中均为病原菌)各组织镜检均未发现微孢子虫及血卵

涡鞭虫)采用
%+'

技术检测收集的
@!

尾病蟹样品所

携带的病原$其中
"C

尾样品
U221

检测结果呈阳性$

占比
##_6!?

$未检出螺原体及血卵涡鞭虫)

图
"

!

对照组正常蟹!

P

"与发病蟹!

M

"的解剖照片

.I

T

9"

!

%JQVQ

T

AP

X

JWQ[J7PRVJ

Z

8APM

!

P

"

PGKKIW7PW7K8APM

!

M

"

图
#

!

河蟹围心腔内白色乳液涂片!

P

"与正常蟹!左"与发病蟹!右"的血淋巴!

M

"

.I

T

9#

!

%JQVQ

T

AP

X

JQ[

X

PVJQ

T

7G[AQY[A7WJWY7PAWQ[VJ7YIRH

Z

RI

d

OIKIG8APM

X

7AI8PAKIPR8P\IV

Z

!

P

"

PGK

VJ7J7YQR

Z

Y

X

JQ[J7PRVJ

Z

8APM

!

R7[V

"

PGKKIW7PW7K8APM

!

AI

T

JV

"!

M

"

!#
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菌株的分离与致病性

无菌条件下从病蟹的肝胰腺和围心腔内白色乳液

中划线接菌$分别接种于不同平板培养基上)

#@a

培

养
#:J

后$

=5(

(孟加拉红平板和
3+=2

平板上均无菌

落生长$

:@J

后
6

种培养基上均出现大量形态一致的

乳白色(圆形菌落$菌落湿润$边缘光滑!见图
6

!

P

"")

挑取单菌落进一步纯化$编码
;<=>"

$保种备用)

图
6

!

病原酵母
;<=>"

的菌落!

P

"及菌体形态!

M

"

.I

T

96

!

%JQVQ

T

AP

X

JQ[8QRQGI7W

!

P

"

PGK87RRW

!

M

"

Q[VJ7

X

PVJQ

T

7GI8

Z

7PWVWVAPIG;<=>"

!!

采用纯化后的菌株
;<=>"

进行人工感染实验$结

果显示$河蟹感染后第
6

天各试验组均出现死亡$注射

组河蟹第
#

天开始不再摄食$第
E

天观察到明显的行动

反应迟缓$第
C

天(第
"$

天死亡量最大$至第
":

天全部

死亡$累积死亡率为
"$$?

$第
B

天死亡的河蟹出现明

显的%牛奶病&症状$取人工感染发病蟹白色乳液涂片

观察$可见大量与菌株
;<=>"

形态一致的菌体)浸浴

组河蟹第
6

天即开始出现死亡$至
":K

试验结束$累积

死亡率为
#@?

$初期死亡的河蟹$未表现出明显的牛奶

病症状$但从其肝胰腺中分离到的菌株菌落及菌体形

态与
;<=>"

一致$从第
C

天死亡的河蟹围心腔内观察

到较为明显的白色乳液)饲喂组河蟹第
6

天开始出现

死亡$摄食减少$至感染实验结束$累积死亡率为
"#?

$

但死亡河蟹未表现出明显的牛奶病症状)对照组至试

验结束$无一死亡$摄食活动良好!见图
:

")

感染试验结束后从饲喂组剩余河蟹!

##

尾"肝胰腺

分离病原$其中
"

尾河蟹处分离到的菌株与
;<=>"

菌

落及菌体形态相同$占比
:_!?

)从浸浴组剩余河蟹

!

"@

尾"肝胰腺分离病原$其中
6

尾河蟹处分离到的菌

株与
;<=>"

菌落及菌体形态相同$占比
"B_E?

)

#96

病原菌鉴定

#969"

菌体形态与生化特性
!!

挑取
;<=>"

单菌落于

4%*

液体培养基中$

#@a

培养
:@J

后培养液表面有菌

膜$底部有白色菌体沉淀)滴片后革兰氏染色$显微镜

下可见大量形态一致的(深蓝色圆形或卵圆形菌体$直

径为
6

!

E

#

Y

$细胞大多单个存在$多边芽殖!见图
6

!

M

"")菌株
;<=>"

生化指标检测结果见表
"

$不利用

硝酸盐(柠檬酸盐$能利用硫酸铵$不能水解尿素$重氮

基蓝
=

!

*==

"反应阴性$该菌的生理生化特征参照

=PAG7VV

等,

"B

-的/酵母菌的特征与鉴定手册0$与二尖梅

奇酵母较为接近)

图
:

!

;<=>"

菌株人工感染试验结果

.I

T

9:

!

'7WORVWQ[VJ7IG[78VIQG7L

X

7AIY7GVW

Q[;<=>"WVAPIG

#969#

分子生物学鉴定
!!

为确定菌株
;<=>"

的分类

位置$扩增其
"@2A'/,

基因(

#B2A'/,

基因
*"

+

*#

区和
(32

基因并测序)所获得的
"@2A'/,

基因序列

为
"E$:M

X

$

#B2A'/,

基因
*"

+

*#

区序列为
!$BM

X

$

B#
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表
"

!

菌株
;<=>"

与二尖梅奇酵母生化特征的比较

3PMR7"

!

+QY

X

PAIWQGQ[

X

J

Z

WIQRQ

T

I8PRPGK8J7YI8PR8JPAP8V7AIWVI8WQ[WVAPIG;<=>"PGK*=/#%0(

1

#2.+.

项目
(V7YW ;<=>" *=/#%0(

1

#2.+'

,

"B

- 项目
(V7YW ;<=>" *=/#%0(

1

#2.+.

,

"B

-

*>

葡萄糖同化

*>̂RO8QW7PWWIYIRPVIQG

e \

*>

松三糖同化

*><7R7fIVQW7PWWIYIRPVIQG

g \

*>

棉子糖同化

*>'P[[IGQW7PWWIYIRPVIQG

g g

*>

半乳糖醛同化

*>̂PRP8VOAQGPV7PWWIYIRPVIQG

g g

->

鼠李糖同化

->'JPYGQW7PWWIYIRPVIQG

g g

柠檬酸盐同化

+IVAPV7

!

2QKIOY

"

PWWIYIRPVIQG

g g

*>

松二糖同化

*>3OAPGQW7PWWIYIRPVIQG

e /*

丙三醇同化

R̂

Z

87AQRPWWIYIRPVIQG

g \

->

谷氨酸盐同化

->̂ROVPYPV7PWWIYIRPVIQG

g /*

龙胆二糖同化

7̂GVIQMIQW7PWWIYIRPVIQG

g /*

->

脯氨酸同化

->%AQRIG7PWWIYIRPVIQG

g /*

*>

麦芽糖同化

*><PRVQW7PWWIYIRPVIQG

g e

->

苹果酸同化

-><PRPV7PWWIYIRPVIQG

g \

*>

山梨糖同化

->2QAMQW7PWWIYIRPVIQG

e \

乳糖同化

-P8VQW7PWWIYIRPVIQG

g g

葡糖醛酸同化

R̂O8OAQGPV7PWWIYIRPVIQG

g \

木糖醇同化

N

Z

RIVQRPWWIYIRPVIQG

g \

*>

山梨醇同化

*>2QAMIVQRPWWIYIRPVIQG

e e

*>

海藻糖同化

*>3A7JPRQW7PWWIYIRPVIQG

g e

-g

赖氨酸芳胺酶

->-

Z

WIG7>,A

Z

RPYIKPW7

g \

*>

木糖同化

*gN

Z

RQW7PWWIYIRPVIQG

g \

酪氨酸芳胺酶

3

Z

AQWIG7,A

Z

RPYIKPW7

g /*

杨梅酸同化

,AMOVIG7PWWIYIRPVIQG

e \

$

>/>

乙酰葡萄糖胺酶

$

>/>,87V

Z

R>̂RO8QWPYIGIKPW7

e /*

甲基葡萄糖甙同化

<7VJ

Z

R>,>*>̂RO8Q

XZ

APGQWIK7

PWWIYIRPVIQG

g \

/>

乙酰
>

$

>

半乳糖氨酶

%/%>/>P87V

Z

R>=*>

T

PRP8VQWPYIGIKPW7"

g g

*>

甘露糖同化

*><PGGQW7PWWIYIRPVIQG

e e

亮氨酸芳胺酶

-7O8IG7>,A

Z

RPYIKPW7

e /*

硝酸盐同化

/IVAPV7PWWIYIRPVIQG

g g

%

>

谷氨酰转移酶

%

>̂ROVPY

Z

R>3APGW[7APW7

g /*

*->

乳酸盐同化

*->-P8VPV7PWWIYIRPVIQG

g g

尿素酶

0A7PW7

g g

/>

乙酰
>

氨基葡萄糖同化

/>,87V

Z

R>̂RO8QWPYIG7PWWIYIRPVIQG

e /*

"!a

生长

"!a

T

AQ]VJ

e e

苦杏仁苷同化

,Y

ZT

PKRIG7PWWIYIRPVIQG

g /*

#!a

生长

#!a

T

AQ]VJ

e e

*>

纤维二糖同化

*>+7RRQMIQW7PWWIYIRPVIQG

g e

6$a

生长

6$a

T

AQ]VJ

g g

*>

蜜二糖同化

*g<7RIMIQW7PWWIYIRPVIQG

g g

6!a

生长

6!a

T

AQ]VJ

g g

蔗糖同化

2P88JPAQW7

+

2O8AQW7PWWIYIRPVIQG

g e

#>

酮基
>

葡萄糖酸盐同化

#>c7VQ>*>̂RO8QGPV7PWWIYIRPVIQG

g \

->

阿拉伯糖同化

->,APMIGQW7PWWIYIRPVIQG

g g

精氨酸
%̂

,A

T

IGIG7 %̂

g /*

醋酸盐同化

,87VPV7PWWIYIRPVIQG

e /*

&

>

葡萄糖苷酶

&

>̂RO8QWIKPW7

e \

*>

葡萄糖酸盐同化

*>̂RO8QGPV7PWWIYIRPVIQG

g \

七叶灵水解

&W8ORIGJ

Z

KAQR

Z

W7

g /*

赤藓醇同化

&A

Z

VJAIVQRPWWIYIRPVIQG

g g

无维生素培养基

ÂQ]VJIGY7KIOY]IVJQOV\IVPYIG

e g

*>

半乳糖同化

*>̂PRP8VQW7PWWIYIRPVIQG

g e

无硫胺素培养基

ÂQ]VJIGY7KIOY]IVJQOV\IVPYIG="

e g

注#

e

#阳性*

g

#阴性*

/*

#没有可提供的数据*

\

#

B?

!

C:?

的菌株呈阳性)

/QV7

#

e

#

%QWIVI\7

*

g

#

/7

T

PVI\7

*

/*

#

/QKPVP

*

\

#

%QWIVI\7[QAB?

!

C:?Q[VJ7V7WV9

E#
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基因序列为
6B$M

X

$提交至
7̂G7=PGH

数据库$登

录号分别为
<UEC6:CC

(

<UECC@#:

(

<UEC6E"6

)所

得序列与
/+=(

序列数据库中已知酵母菌相应序列进

行比对$结果显示所分离菌株
;<=>"

的
6

个基因与二

尖梅奇酵母同源性均在
C@?

及以上$表明其具有较近

的亲缘关系)分别基于酵母菌
"@2A'/,

基因(

#B2A'/,

基因
*"

+

*#

区序列(

(32

基因序列进行聚类

分析构建系统进化树$均将病原菌
;<=>"

与二尖梅奇

酵母聚为一支!见图
!

!

E

")

结合菌株
;<=>"

的形态(生理生化反应鉴定的结

果$将此次河蟹%牛奶病&病原酵母
;<=>"

鉴定为二尖

梅奇酵母)

图
!

!

酵母菌
;<=>"

基于
"@2A'/,

基因序列的聚类分析结果

.I

T

9!

!

3J7VA77Q[

X

J

Z

RQ

T

7G7VI87\QROVIQGQ[

Z

7PWVWVAPIG;<=>"MPW7KQGVJ7"@2A'/,W7

d

O7G87W

图
B

!

酵母菌
;<=>"

基于
#B2A'/,

基因序列
*"

+

*#

区的聚类分析结果

.I

T

9B

!

3J7VA77Q[

X

J

Z

RQ

T

7G7VI87\QROVIQGQ[

Z

7PWVWVAPIG;<=>"MPW7KQGVJ7*"

+

*#KQYPIGQ[#B2A'/,W7

d

O7G87W

@#
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图
E

!

酵母菌
;<=>"

基于
(32A'/,

基因序列的聚类分析结果

.I

T

9E

!

3J7VA77Q[

X

J

Z

RQ

T

7G7VI87\QROVIQGQ[

Z

7PWVWVAPIG;<=>"MPW7KQGVJ7(32A'/,W7

d

O7G87W

#9:

扫描电镜观察

采用扫描电镜观察患病河蟹的肝胰腺和肌肉组

织$结果显示患病河蟹的肝胰腺(肌肉组织间隙中均存

在大量单一的(出芽生殖的病原菌!见图
@

"$尤其是肝

胰腺$几乎遍布整个组织$肌肉中病原菌主要存在于肌

间隙及肌丝断裂处)

图
@

!

患%牛奶病&中华绒螯蟹肝胰腺!

P

"和肌肉!

M

"的扫描电镜

.I

T

9@

!

28PGGIG

T

7R78VAQGYI8AQW8Q

X

7

!

2&<

"

Q[J7

X

PVQ

X

PG8A7PW

!

P

"

PGKYOW8R7

!

M

"

Q[!"#$%&'#"(#)')(#(]IVJYIRH

Z

KIW7PW7

#9!

河蟹!牛奶病"流行情况调查

#$#$

年
:

'

"$

月在天津地区调查稻田养殖河蟹

%牛奶病&流行情况$收集河蟹样品
:#

批$检测二尖梅

奇酵母及
U221

携带情况)本地养殖大眼幼体主要来

自于天津立达海水资源开发有限公司(辽宁盘锦光合

蟹业有限公司以及辽宁盘锦其他公司$扣蟹主要来自

于辽宁盘锦及天津本地!大眼幼体引自辽宁盘锦")所

收集的
"!

批扣蟹养殖样品中$未检出二尖梅奇酵母$

U221

阳性样品为
:

批$占比
#B_BE?

$均来自辽宁盘

锦*

#E

批养殖成蟹样品中$二尖梅奇酵母阳性样品为
:

批
6:

尾$占比
":_@"?

$阳性个体数占比为
C_@B?

$均

为
!

'

B

月来自辽宁盘锦的扣蟹$批内阳性率为

#:_":?

!

:$_$$?

$

U221

阳性样品为
""

批
"!

尾$占

比
:$_E:?

$阳性个体数占比
:_6!?

$批内阳性率为

6_:!?

!

#!_$$?

)

C#
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!

分析与讨论

有关酵母菌作为水产动物病原的报道较少$徐荣

彬(孙玉华等,

"@>"C

-先后报道了可感染罗氏沼虾!

*.%"$4

/".%&#06"$(')/'"

;

##

"的两种酵母菌'''汉逊德巴利

酵母!

?'/."

<

$6

<

%'(&.)(')##

"和莫格球拟酵母菌

!

@$"05$

1

(#(6$

;

##

"*

+J7G

等,

#$

-的研究发现二尖梅奇

酵母与粪肠球菌!

!)+'"$%$%%0(

A

.'%#06

"共感染导致了

约
#!?

的罗氏沼虾死亡*以携带二尖梅奇酵母的卤虫

!

B"+'6#.

A

".)%#(%.).

"饲喂大鳞大麻哈鱼!

8&#)$$,

(.56$)

"$

6!K

后
6:_!?

的大鳞大麻哈鱼死亡$远高于

对照组!

:_6?

"

,

#"

-

)本研究从天津地区患%牛奶病&河

蟹处分离到单一病原$分别采用注射(浸浴(饲喂
6

种

方式进行回感试验$回感试验复现相同的发病症状$证

实所分离菌株
;<=>"

为病原菌$能够引起河蟹发生%牛

奶状&病变)分别扩增菌株
;<=>"

的
"@2A'/,

(

#B2A'/,

和
(32

基因序列$构建系统发育树$结果显

示菌株
;<=>"

与二尖梅奇酵母聚为一支$这与马红丽

等,

""

-

(

=PQ

等,

"#

-的研究结果一致)菌株
;<=>"

的多项

生理生化指标均与
=APG7VV

等,

"B

-所述生化特性一致$但

该菌在无硫胺素的培养基中能够生长$甚至在无维生

素的酵母基础培养基中也可生长$这与
=APG7VV

等,

""

-所

述生化特性不一致$但与
UPG

T

等,

"E

-报道的三疣梭子

蟹%乳化病&病原二尖梅奇酵母
U+4

的生化特性一致$

可能为不同地理株所致)依据菌株
;<=>"

的多项生理

生化特性及多个基因的系统发育分析结果$将菌株

;<=>"

鉴定为二尖梅奇酵母)

为进一步明确病原$排除其它病原的混合感染$本研

究从多尾不同程度患病的河蟹中采用
=5(

平板划线分

菌$培养
#:J

后$无大量单一优势菌落生长$培养
:@J

后平板上出现大量形态一致的乳白色菌落$经鉴定为

二尖梅奇酵母$排除弧菌或假单胞菌等细菌性病原的

原发感染)在病蟹围心腔中白色乳液及鳃水浸片中$

未发现血卵涡鞭虫及微孢子虫$仅见大量形态一致(行

多边出芽生殖的酵母菌)采用
%+'

技术对病蟹血淋

巴进行检测$未检出中华绒螯蟹螺原体及血卵涡鞭虫$

检出
U221

阳性样品
"C

例$占比
##_6!?

$但在正常

养殖的扣蟹及成蟹中$也有
6_:!?

!

#!?

的河蟹携带

U221

$推测
U221

与河蟹%牛奶病&并无直接关联$排

除微孢子虫(血卵涡鞭虫(中华绒螯蟹螺原体及
U221

的原发感染)二尖梅奇酵母为本次河蟹%牛奶病&分离

到的唯一确定病原)

为初步探明病原的感染途径$本研究分别采用注

射(浸浴(饲喂
6

种方式进行回感试验$其中注射组死

亡率最高$

":K

内全部死亡$试验蟹逐渐出现不食$反

应迟缓$四肢僵直(步足关节膜白浊等症状$多数河蟹

在出现明显症状后死亡)浸浴组死亡率为
#@?

$且第
C

天后的病死蟹出现明显的%牛奶病&的症状$

":K

后未

死河蟹酵母菌携带率为
"B_E?

$感染率相对较低$可能

与河蟹血淋巴具有很强的凝聚能力有关$断足后伤口

血液迅速凝结(愈合$保护河蟹不受外界病原侵袭)有

研究认为该酵母菌可能先进入河蟹肠道进而引起全身

系统性感染,

##

-

$而本研究中$饲喂组死亡率为
"#?

$且

未表现出%牛奶病&症状$未死河蟹酵母菌携带率为

:_!?

$死亡率和感染率远低于浸浴组及体腔注射组$

因此推测河蟹%牛奶病&的病原酵母可能是通过伤口进

入体内)北方地区越冬时河蟹密度较高$操作不当很

容易使河蟹断足$低温河蟹不摄食$抗病力下降$养殖

环境中的酵母菌进入蟹体并随开放式血液循环进入各

组织$春天后随着温度上升$病原繁殖也加快$将蟹体

作为一个培养基而大量繁殖$造成全身系统性感染)

患病河蟹鳃腔(心脏(肌肉(肝胰腺均发生严重病变$出

现不同程度的断裂(溶解(坏死等,

"">"#

-

)然而自然条件

下病原酵母对河蟹的感染机理及传播途径有待进一步

研究)

据报道$河蟹%牛奶病&

#$"@

年
"$

月首次在辽宁盘

锦地区养殖成蟹中发生$

#$"C

年
:

月在该地区养殖扣

蟹中发生$估计总体发病率为
6$?

,

""

-

)

#$#$

年
6

'

!

月$发病规模进一步扩大$江西(河北(天津(吉林(黑龙

江等地购自辽宁盘锦区的扣蟹$陆续发病)

#$#$

年

!

'

"$

月$对天津地区养殖扣蟹及成蟹酵母菌携带情况

调查显示$来自天津地区或辽宁盘锦区的大眼幼体$均

不携带酵母菌*在成蟹养殖中仅在
#$#$

年
!

月购自于

辽宁盘锦地区的
:

批扣蟹样品中检测到
6:

尾携带二尖

梅奇酵母$占比
C_@B?

$批内阳性率为
#:_":?

!

:$?

$

但来自于天津宝坻或宁河区的扣蟹并未检测到该酵

母)

#$#$

年
B

'

"$

月$在天津地区稻田养殖扣蟹至成

蟹过程中未检出酵母菌$说明本次河蟹%牛奶病&病原

是来自于盘锦地区的越冬扣蟹)从本地区河蟹%牛奶

病&的发病情况来看$发病主要集中在
#$#$

年
:

月中旬

至
!

月中旬的暂养期间$经长途运输后的越冬扣蟹$在

暂养密度高(池底淤泥较厚(有机质丰富(投饵不足的

池塘$发病率和死亡率在
C$?

以上$河蟹互相残伤又进

一步加剧了病原的传播)而暂养条件较好的池塘死亡

率约
!$?

)

#$#$

年
!

月下旬河蟹进入稻田后$即使部

分河蟹携带病原$也未暴发%牛奶病&$推测该病的发生

与病原及养殖环境密切相关)

目前针对水产真菌性病原$一般的抗菌素类药物

无作用$即便是抗真菌药物其作用亦不显著$且价格昂

贵$也超过了对河蟹的药物安全浓度$在养殖生产中难

以应用,

B

-

$王麟等以二尖梅奇酵母
U+4

为研究对象$

筛选出
!

株能够分泌嗜杀因子杀灭该病原菌的海洋酵

$6



"#

期 徐晓丽$等#中华绒螯蟹%牛奶病&病原及其致病性研究

母,

"E

-

$王祥红等优化了酵母菌生产嗜杀因子的最佳培

养条件$纯化后分析了其抑菌效果及特性$应用海洋酵

母嗜杀因子杀灭二尖梅奇酵母可以作为一个研究方

向,

!

-

)另有研究表明一种生物表面活性剂马索亚内酯

在体外能够有效杀灭病原酵母$最小抑菌浓度和最小

杀菌浓度分别为
$_"!

和
$_6:Y

T

+

-

$但未进行河蟹体

内实验$也未验证马索亚内酯在对河蟹的安全浓度,

##

-

)

从实际生产出发$河蟹%牛奶病&的防治应主要从改善

环境(提高河蟹抗病力入手$暂养期间加强投喂$保持

良好的水质条件$降低暂养密度$池塘清淤改底等措施

是控制该病的关键)

:

!

结语

本研究从患河蟹体内分离病原菌$分别采用浸浴(

注射(饲喂
6

种方式确认了病原菌的致病性$排除了其

它病原的混合感染$进一步明确了河蟹%牛奶病&的病

原为二尖梅奇酵母*调研了天津地区河蟹二尖梅奇酵

母携带情况$推测%牛奶病&的发生与病原及养殖环境

密切相关$研究结果为河蟹%牛奶病&的防治提供了参
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