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摘　要　　从患黑!

症的大菱鲆幼体内分离得到一株优势菌株，人工感染实验证实其为大菱鲆致病

菌，并经过生理生化及１６ＳｒＤＮＡ序列分析鉴定为灿烂弧菌犞犻犫狉犻狅狊狆犾犲狀犱犻犱狌狊。组织病理学显示，病

鱼的肝脏、肾脏、脾脏、肠道及脑均呈现不同程度的组织破坏。用煎煮法提取１１种常用中草药成分，

测定该致病菌对中草药的杀菌效果。实验表明，五倍子和白头翁的杀菌效果最好，黄柏、穿心莲次之，

当归、党参、杜仲、秦皮、金银花、乳香和没药的杀菌效果最差。以五倍子、白头翁为主要成分的初步治

疗试验证明，药浴和口服给药可有效治愈大菱鲆苗期的黑瘦症。

关键词　　大菱鲆　　黑!
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Ｃｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｎｄｏｆｄｅｃｏｃｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｙｗｅｒｅｔｅｓｔｅｄｆｏｒ

ｔｈｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙａｇａｉｎｓｔ犞．狊狆犾犲狀犱犻犱狌狊．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ犌犪犾犾犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊ａｎｄ犚犪犱犻狓

狆狌犾狊犪狋犻犾犾犪犲ｈａｄｔｈｅｂｅｓｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ，ｗｉｔｈｍｉｎｉｍａｌｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａ

ｔｉｏｎ（ＭＢＣ）ｏｆ２５ｍｇ／ｍｌ．ＭＢＣｆｏｒｂｏｔｈ犘犺犲犾犾狅犱犲狀犱狉狅狀犮犺犻狀犲狀狊犲ａｎｄ犎犲狉犫犪犪狀犱狉狅犵狉犪狆犺犻狋犻狊ｗａｓ

５０ｍｇ／ｍｌ．Ｗｈｉｌｅ犆犺犻狀犲狊犲犪狀犵犲犾犻犮犪，犚犪犱犻狓犮狅犱狅狀狅狆狊犻狊犪狀犱，犈狌犮狅犿犿犻犪犫犪狉犽，犆狅犱犲狓犳狉犪狓犻狀犻，

犉犾狅狊犾狀犻犮犲狉犪犲，犅狅狊狑犲犾犾犻犪犮犪狉狋犲狉犻犻ａｎｄ犆狅犿犿犻狆犺狅狉犪犿狅犾犿狅犾ｈａｄｔｈｅｗｅａｋｅｓｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔ

ｗｉｔｈＭＢＣｍｏｒｅｔｈａｎ１００ｍｇ／ｍｌ．Ｔｈｅｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｔｅｓｔｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔ犌．犮犺犻狀犲狀狊犻狊ａｎｄ犚．狆狌犾

狊犪狋犻犾犾犪犲ｗｅｒｅｇｏｏｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｂｙｏｒａｌａｎｄｉｍｍｅｒｓｉｏｎａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ．

犓犈犢犠犗犚犇犛　　Ｔｕｒｂｏｔ犛犮狅狆犺狋犺犪犾犿狌狊犿犪狓犻犿狌狊　　Ｄａｒｋｔｈｉｎｓｙｎｄｒｏｍｅ　　Ｐａｔｈｏｇｅｎ　　

Ｃｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂｓ　　Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＭＩＣ）

Ｍｉｎｉｍａｌｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ＭＢＣ）

　　大菱鲆犛犮狅狆犺狋犺犪犾犿狌狊犿犪狓犻犿狌狊属于鲽形目、鲆科、菱鲆属，原产于大西洋东北部、欧洲沿海的一种底栖海

水名贵鱼类。自１９９２年引入我国，大菱鲆养殖产业迅猛发展，现已成为我国北方地区海水鱼类工厂化养殖的

代表品种。但随着养殖规模的急剧扩大，病害问题已经成为制约产业发展的主要瓶颈之一（王印庚等　２００４）。

其中，育苗期的黑
!

症具有发病快、死亡率高等特点，成为影响育苗期成活率的主要因素之一。其典型症状为

病鱼苗体色发黑，鱼体瘦弱，与正常鱼苗相比，头部大、躯干小、呈畸形，患黑瘦病的大菱鲆苗变态率很低。由于

缺乏专用药物防治，养殖者往往盲目使用各种抗生素来控制病情，但收效甚微；同时也可能影响成鱼的食品安

全问题。

在常见疾病的药物治疗中，中草药不仅具有毒副作用小、无药物残留以及性能多样化等优点，还具有提高

水产动物生产性能、饲料利用率、促进生长和提高非特异性免疫力等功效（童圣英等　１９９８）。在水产养殖过程

中，特别是在淡水养殖中，中草药使用广泛，对细菌性、病毒性、寄生性疾病都有相应的配方并具有良好的效果

（曹俊辉等　２００８）。因此，应用中草药防治鱼病越来越受到人们的关注。

本研究从患黑瘦症大菱鲆鱼苗分离到一株优势菌，对其进行综合鉴定，经过回接感染实验，证实为该病症

的致病菌；对患病大菱鲆苗进行了病原学及组织病理学研究；运用二倍稀释法测定了包括五倍子在内的１１种

中草药对该致病菌的体外抑菌作用，旨在为该病的中草药防控提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验材料

２００８年５月１２日，患病大菱鲆苗取自山东荣成某大菱鲆育苗场，为孵化１６ｄ的鱼苗。感染实验用的健康

鱼苗由青岛某良种鱼繁育中心提供，为孵化１７ｄ的鱼苗。五倍子、白头翁、黄柏、穿心莲、当归、党参、杜仲、秦

皮、金银花、乳香和没药１１种中草药购自青岛同仁堂药店。

１．１．２　主要试剂和仪器

ＴＳＡ（胰蛋白胨大豆肉汤固体培养基）购自北京陆桥生物技术有限公司，法国生物梅里埃ＡＴＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

细菌鉴定仪，日本ＮｉｋｏｎＥ８００显微镜。

１．２　病原菌的分离培养和生理生化鉴定

１．２．１　病原菌的分离培养

取典型自然发病的濒死大菱鲆，用７０％酒精棉球对病苗体表消毒，再用无菌生理盐水冲洗，将鱼体剪碎后

划线接种于ＴＳＡ培养基平板上，２８℃下恒温培养２４ｈ后挑取形态特征一致的优势单菌落于ＴＢＡ固体培养基

８５
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上重复培养３次，置于４℃冰箱斜面保存。

１．２．２　形态观察及生理生化特性测定

分别将优势菌接种于ＴＳＡ平板培养基上，２８℃恒温培养２０ｈ后取单菌落进行革兰氏染色；用ＡＰＩ３２Ｅ生

化反应试剂条测定其主要生理生化特征，初步确定细菌种类。

１．３　人工感染实验

将分离得到的优势菌菌株２８℃ ＴＳＢ平板划线培养２４ｈ，挑取单个菌落于１．５％的灭菌盐水中，振荡混匀

制成菌悬液，采用平板计数法计算菌液浓度。

实验养殖用水为过滤自然海水，用加热棒加热使水温保持在１８±１℃。实验期间连续充气，每天换水１

次，每次换水量为整个水体的１／３。实验用鱼为孵化１７ｄ的健康鱼苗。暂养７ｄ后，采用浸浴感染，实验分为对

照组和实验组，共用鱼４０尾，在４６ｃｍ×３６ｃｍ×３１ｃｍ大小的塑料整理箱中进行，每个整理箱水体为１８Ｌ，浸

浴菌液浓度为２×１０３ＣＦＵ／ｍｌ，连续菌浴２ｈ后换水，对照组鱼苗正常饲养，每天投饵１次。人工感染后连续观

察７ｄ，记录分析。

１．４　组织病理分析

取典型自然发病的鱼苗在Ｄａｖｉｄｓｏｎ’ｓ固定液中固定２４ｈ后，于７０％的酒精中保存。组织经酒精梯度脱

水、二甲苯透明、石蜡包埋后切片，切片厚度约６μｍ，苏木精伊红染色后，用中性树胶封片，在ＮｉｋｏｎＥ８００显

微镜下观察、照相。

１．５　病原菌的分子鉴定

１．５．１　细菌ＤＮＡ的提取

将细菌接种于ＴＳＢ平板培养基上，２８℃培养过夜。取单一菌落悬浮于５０μｌ的无菌去离子水中，于１００℃

水浴１０ｍｉｎ，冷却后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液作为ＰＣＲ反应模板。

１．５．２　１６ＳｒＤＮＡ基因的ＰＣＲ扩增

引物为１６ＳｒＤＮＡ序列扩增的通用引物，正向引物为２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′，反向

引物为１４２９Ｒ：５′ＧＧＣＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′。设置５０μｌ反应体系，ＰＣＲ扩增的反应程序为：９４℃预

变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５５℃复性３０ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３０个循环，４℃保存。将扩增的ＰＣＲ产物进行琼脂

糖凝胶电泳，并在紫外灯下观察、拍照。

１．５．３　测序与序列分析

ＰＣＲ产物由上海生工生物工程技术有限公司测序。将所测得的序列与ＧｅｎＢａｎｋ中细菌的１６ＳｒＤＮＡ序

列进行比较，选取相似度较高的１８个序列与病原菌一起进行系统发育树分析。用ＢｉｏＥｄｉｔ软件中的ＣｌｕｓｔａｌＷ

软件进行多序列比对，用系统发生推断软件包Ｐｈｙｌｉｐ３．６进行统计和聚类分析，通过自举分析进行置信度检

测，自举次数为１０００次，用Ｋｉｔｃｈ法获得系统发育树，最后确定该菌种类。

１．６　中草药的体外抑制实验

１．６．１　药液的制备

五倍子、白头翁、黄柏、穿心莲、当归、党参、杜仲、秦皮、金银花、乳香和没药１１种中草药分别粉碎，１００目

过筛，各称取１０ｇ置于５００ｍｌ烧杯内，加１００ｍｌ蒸馏水，置于室温下浸泡２ｈ后，然后置于９０℃水浴锅连续煎

煮３次，每次１ｈ。冷却、过滤，合并煎煮液浓缩至５０ｍｌ，使药液含生药为２００ｍｇ／ｍｌ。装瓶高压灭菌（１０６℃，

３０ｍｉｎ）放凉后，置于４℃冰箱保存，备用。

１．６．２　体外抑菌实验

采用牛津杯打孔法进行体外抑菌实验（刘冬梅等　２００６）。在无菌条件下制作带孔培养基平板，然后将稀

释至６×１０８ＣＦＵ／ｍｌ的菌悬液用灭菌棉签均匀涂布于打孔的培养基上，而将获得的中草药提取液分别置于孔

９５
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中，２８℃培养，待出现明显抑菌圈后测定抑菌圈直径，每组设两个平行。

１．６．３　ＭＩＣ和 ＭＢＣ的测定

利用９６孔酶标板采用改良微量二倍稀释法进行。具体方法参照张传亮等（２００８）。取９６孔酶标板，以

７０％酒精浸泡过夜，在烘干箱内烘干并小心取出后置于超净工作台内进行如下操作。在各实验孔中加入液体

ＴＳＢ１５０μｌ，然后将１５０μｌ中草药提取液加入第１孔，混合均匀后取其总量的１／２加入第２孔，以此得到药液浓

度为原始浓度的１／２、１／４、１／８……１／１２８，第８孔作为阴性对照组，不加菌悬液，用于检测整个实验过程是否受

到污染，阳性对照组不加中草药提取液。然后在每孔中加入１％的红四氮唑５μｌ，用于指示细菌生长情况。最

后在除第８孔以外的各孔中加入１０μｌ的待测定菌株（灿烂弧菌）菌悬液，混合均匀后于２８℃保温盒中摇床培养

过夜，颜色变红说明有细菌生长，记录结果即可得到最小抑菌浓度（ＭＩＣ）。另外取灭菌棉签在无菌条件下蘸取

该酶标板内的液体涂布于 ＴＳＢ平板上过夜，观察是否有灿烂弧菌生长，以此确定中草药的最小杀菌浓度

（ＭＢＣ）。

图１　患黑瘦症的大菱鲆鱼苗

Ｆｉｇ．１　Ｄｉｓｅａｓｅｄｔｕｒｂｏｔｌａｒｖａｅ

ｗｉｔｈｄａｒｋｔｈｉｎｓｙｎｄｒｏｍｅ

２　结果

２．１　流行情况和发病症状

大菱鲆黑瘦症发病率高，死亡快，主要感染孵化后的早期鱼苗，

一般孵化后７～１８ｄ的鱼苗较易感染，感染率近１００％，死亡率在

８０％～９０％以上，严重者在几天内可导致鱼苗全部死亡。具体症状

为病鱼体色变黑，身体消瘦，头部大、躯干小，呈蝌蚪状，摄食不佳或

停止摄食，与同期正常鱼苗相比个体较小，发育迟缓，变态率低，活力

差，最后沉于池底死亡（图１）。

２．２　病原菌形态及生理生化特性

分离的优势菌株记为ＳＤＲＣＨＳ１，ＡＰＩ３２Ｅ细菌自动鉴定仪自动读取和人工读取反应结果，菌株ＳＤＲＣ

ＨＳ１两次读取结果均为不可接受生化谱。根据其形态和生理生化特征（表１），菌株ＳＤＲＣＨＳ１为革兰氏阴

性菌，杆状（图２），菌落呈土黄色、不透明，有运动性，氧化酶、过氧化氢酶反应阳性，对Ｏ／１２９敏感，Ｈ２Ｓ产生、

精氨酸双水解、鸟氨酸脱羧酶、ＶＰ实验均为阴性等，另外该菌株的生长温度范围较广，在４～４０℃均能生长。

将该致病菌的表型特征与伯杰氏细菌学手册（第九版）以及其他相关文献中报道的生理生化特征进行比较，发

现该菌株与灿烂弧菌犞犻犫狉犻狅狊狆犾犲狀犱犻犱狌狊最相近。

２．３　人工感染实验

在感染实验第３天实验组开始出现死亡，至感染后第７天，累计死亡率为８０％，对照组自第５天起也出现

死亡，至第７天死亡率为３０％，明显低于实验组。感染后的仔鱼体色发黑，身体消瘦，活力差，停止摄食，逐渐

死亡，与自然发病症状相同。从感染死亡的实验组鱼苗中又分离得到相同的优势菌株，而对照组未分离到相同

菌株。结果表明，该菌株可以感染大菱鲆鱼苗产生黑瘦症，并导致死亡。

２．４　组织病理分析

对病鱼进行组织病理显微观察，结果显示，病鱼的肝脏、肾脏、脾脏、肠道及脑均呈现一定程度的组织破坏。

从整体上看，肝细胞核着色深，细胞界限模糊不清，肝小管减少，组织萎缩变性（图３）；脑组织神经元细胞肿胀，

细胞核固缩，甚至有的神经元细胞的细胞核发生融解（图４）。肠道内壁黏膜上皮组织模糊，细胞脱落，肠内无

食物。内脏组织器官溃疡、萎缩，整体上躯干部呈消瘦状，故头部占整个身体的比例相对较大（图５）。
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表１　分离菌株犛犇犚犆犎犛１生理生化特性

Ｔａｂｌｅ１　ＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｄｂａｃｔｅｒｉｕｍＳＤＲＣＨＳ１

检测项目 Ｔｅｓｔｉｔｅｍｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔ 检测项目 Ｔｅｓｔｉｔｅｍｓ 结果 Ｒｅｓｕｌｔ

革兰氏染色 Ｇｒａｍｓｔａｉｎ － 苦杏仁甙 Ａｍｙｇｄａｌｉｎ ＋

运动性 Ｍｏｔｉｌｉｔｙ ＋ 乳糖 Ｌａｃｔｏｓｅ －

４℃ ＋ 精氨酸双水解酶 Ａｒｇｉｎｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｌａｓｅ －

２０℃ ＋ 葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ ＋

３０℃ ＋ 甘露糖 Ｍａｎｎｏｓｅ －

３５℃ ＋ 鼠李糖 Ｒｈａｍｎｏｓｅ －

４０℃ ＋ 蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋

Ｏ／１２９敏感 ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＯ／１２９（１０μｇ／ｍｌ） ＋ 蜜二糖 Ｍｅｌｉｂｉｏｓｅ －

氧化酶 Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｅｎｚｙｍｅ ＋ 麦芽糖 Ｍａｌｔｏｓｅ －

过氧化氢酶 Ｃａｔａｌａｓｅ ＋ 鸟氨酸脱羧酶 Ｏｒｎｉｔｈｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ －

Ｈ２Ｓ产生 ＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆＨ２Ｓ － 色氨酸脱氨酶 Ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ －

硝酸盐还原 Ｎｉｔｒａｔｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ＋ 赖氨酸脱羧酶 Ｌｙｓｉｎｅｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ －

明胶液化 Ｇｅｌａｔｉｎｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ ＋ 甘露醇 Ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋

ＶＰ反应 ＶＰｒｅａｃｔｉｏｎ － 阿拉伯糖 Ａｒａｂｉｎｏｓｅ －

固体培养基上有色素产生 Ｐｉｇｍｅｎｔｐｒｏｄｕｃｅｄｏｎｍｅｄｉｕｍｐｌａｔｅ － 山梨醇 Ｓｏｒｂｉｔｏｌ －

ＴＣＢＳ上生长 ＧｒｏｗｔｈｏｎＴＣＢＳｐｌａｔｅ Ｙ 肌醇 Ｉｎｏｓｉｔｏｌ －

吲哚产生 Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｉｎｄｏｌｅ ＋ Ｎ乙酰葡萄糖胺 Ｎａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ －

己二酸 Ａｄｉｐｉｃａｃｉｄ － 脲酶 Ｕｒｅａｓｅ －

苹果酸 Ｍａｌｉｃａｃｉｄ － 柠檬酸 Ｃｉｔｒｉｃａｃｉｄ －

苯乙酸 Ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃａｃｉｄ － 奎宁酸 Ｑｕｉｎｉｎｉｃａｃｉｄ －

β半乳糖苷酶 βｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ＋ β葡萄糖苷酶 βｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ ＋

　　　注：＋：阳性；－：阴性；Ｙ：Ｙｅｌｌｏｗ

＋：Ｐｏｓｉｔｉｖｅ；－：Ｎｅｇａｔｉｖｅ；Ｙ：Ｙｅｌｌｏｗ

图２　菌株ＳＤＲＣＨＳ１

革兰氏染色（×１０００）

Ｆｉｇ．２　Ｇｒａｍｓｔａｉｎｏｆ

ｂａｃｔｅｒｉｕｍＳＤＲＣＨＳ１

图３　肝小管减少，

组织萎缩（×４００）

Ｆｉｇ．３　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅａｆｆｅｃｔｅｄｌｉｖｅｒ

神经元胞核固缩（细箭头）；

胞核融解（粗箭头）

Ｋａｒｙｏｐｙｋｎｏｓｉｓｏｆ

ｎｅｕｒｏｎｓ（Ｎａｒｒｏｗａｒｒｏｗ）

Ｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｎｅｕｒｏｎｓ（Ｈｏｌｌｏｗａｒｒｏｗ）

图４　脑组织的病理变化（×４００）

Ｆｉｇ．４　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ

ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅａｆｆｅｃｔｅｄｂｒａｉｎ

头部呈较大比例（粗箭头）；

内脏组织器官溃疡、萎缩（细箭头）

Ｔｈｅｈｅａｄｏｆａｆｆｅｃｔｅｄｌａｒｖａｉｓｏｕｔ

ｏｆｔｈｅｎｏｒｍａｌｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ

ｔｏｂｏｄｙｓｉｚｅ（Ｈｏｌｌｏｗａｒｒｏｗ）

Ｕｌｃｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｔｒｏｐｈｙｏｆｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌ

ｏｒｇａｎｓａｎｄｔｉｓｓｕｅｓ（Ｎａｒｒｏｗａｒｒｏｗ）

图５　鱼苗幼体整体切片（×４０）

Ｆｉｇ．５　Ａｓｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅａｆｆｅｃｔｅｄｌａｒｖａｅ

２．５　分子鉴定

２．５．１　１６ＳｒＤＮＡ基因扩增

通过引物２７Ｆ和１４９２Ｒ扩增细菌ＳＤＲＣＨＳ１的１６ＳｒＤＮＡ基因序列，将扩增的片段进行１．０％的琼脂糖

凝胶电泳检测，得到１４５０ｂｐ左右的片段（图６）。

２．５．２　１６ＳｒＤＮＡ系统发育树构建

将细菌的１６ＳｒＤＮＡ基因在ＧｅｎＢａｎｋ中进行同源性检索，将所得的序列进行系统发育分析。结果发现，

ＳＤＲＣＨＳ１与弧菌属细菌组成一群，ＳＤＲＣＨＳ１与灿烂弧菌构成独立的分支，相似性达到９９％。

１６
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图６　菌株ＳＤＲＣＨＳ１１６ＳｒＤＮＡ

基因扩增产物电泳图谱

Ｆｉｇ．６　Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆ１６ＳｒＤＮＡｇｅｎｅ

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｓｔｒａｉｎＳＤＲＣＨＳ１

２．６　药物敏感试验

在所选用的１１种中草药中，五倍子和白头翁的杀菌效果最好，

其 ＭＢＣ均为２５ｍｇ／ｍｌ。黄柏、穿心莲次之，ＭＢＣ为５０ｍｇ／ｍｌ，当

归、党参、杜仲、秦皮、金银花、乳香和没药抑菌、杀菌效果较差，ＭＢＣ

值大于１００ｍｇ／ｍｌ（表２）。

３　讨论

通过对细菌的形态、生理生化特征和１６ＳｒＤＮＡ基因序列的综

合分析，从黑瘦症病鱼分离得到的优势菌株ＳＤＲＣＨＳ１被鉴定为

灿烂弧菌。该菌株在人工感染条件下可使正常鱼苗发生与自然发病

相同的症状，并从感染死亡的实验组鱼苗中又分离得到相同的优势菌株，表明该菌株可以感染大菱鲆鱼苗产生

黑瘦症并导致死亡。因此，确定灿烂弧菌是黑瘦症的致病原。

图７　根据１６ＳｒＤＮＡ序列构建ＳＤＲＣＨＳ１的系统发育树

Ｆｉｇ．７　ＰｈｙｌｏｇｅｎｓｉｓｏｆｂａｃｔｅｒｉｕｍＳＤＲＣＨＳ１ｂａｓｅｄｏｎ１６ＳｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

表２　中草药提取液对灿烂弧菌的作用

Ｔａｂｌｅ２　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｅｘｔｒａｃｔｆｒｏｍＣｈｉｎｅｓｅｈｅｒｂａｌｍｅｄｉｃｉｎｅｓａｇａｉｎｓｔ犞．狊狆犾犲狀犱犻犱狌狊

中草药

Ｈｅｒｂａｌｍｅｄｉｃｉｎｅ

抑菌圈直径（ｍｍ）

Ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆ

ｍｉｃｒｏｂｉｏｓｔａｔｉｃｃｉｒｃｌｅ

最小抑菌浓度（ｍｇ／ｍｌ）

Ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

最小杀菌浓度（ｍｇ／ｍｌ）

Ｍｉｎｉｍａｌｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

五倍子 犌犪犾犾犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 ２６ １２．５ ２５

白头翁 犚犪犱犻狓狆狌犾狊犪狋犻犾犾犪犲 ２２ ２５ ２５

黄柏 犘犺犲犾犾狅犱犲狀犱狉狅狀犮犺犻狀犲狀狊犲 １８ ２５ ５０

穿心莲 犎犲狉犫犪犪狀犱狉狅犵狉犪狆犺犻狋犻狊 １６ ５０ ５０

当归 犆犺犻狀犲狊犲犪狀犵犲犾犻犮犪 １４ １００ １００

党参 犚犪犱犻狓犮狅犱狅狀狅狆狊犻狊犪狀犱 — — —

杜仲 犈狌犮狅犿犿犻犪犫犪狉犽 １３ ５０ １００

秦皮 犆狅犱犲狓犳狉犪狓犻狀犻 １８ ５０ １００

金银花 犉犾狅狊犾狅狀犻犮犲狉犪犲 １４ １００ １００

乳香 犅狅狊狑犲犾犾犻犪犮犪狉狋犲狉犻犻 １５ １００ ２００

没药 犆狅犿犿犻狆犺狅狉犪犿狅犾犿狅犾 １２ ２００ ２００

　　“—”，表示无抑菌和杀菌作用

“—”：ｎｏｎｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃａｎｄｂａｃｔｅｒｉｃｉｄａｌａｃｔｉｏｎ

２６



　第４期 　　王印庚等：养殖大菱鲆黑瘦症的病原菌鉴定及杀菌中草药筛选

组织病理学分析证实了黑瘦症病鱼的肝脏、肾脏、脾脏、肠道及脑组织发生病变。脑组织神经元细胞肿胀，

细胞核固缩，乃至胞核融解。肝细胞核着色深，细胞界限模糊不清，肝小管减少，组织萎缩变性。肠道内壁黏膜

上皮组织模糊，细胞脱落，肠内无食物。肠道组织的破坏，必然造成厌食、机体营养不良以及身体消瘦，加之内脏

组织器官的萎缩，躯干部呈现消瘦状。从整体上看，黑瘦症病鱼头部大、身子小，成为该病症的主要特征之一。

灿烂弧菌可以导致多种水产动物发病，这在国内外相关文献中都有报道。在国外，Ｇａｔｅｓｏｕｐｅ等（１９９９）报

道从大菱鲆幼体中分离出８株灿烂弧菌进行感染实验，有６株可以引起大菱鲆苗高死亡率，说明大多数灿烂弧

菌具有致病性。莫照兰等（２００３）从孵化１４ｄ患腹水症的牙鲆苗体内分离得到灿烂弧菌，人工感染实验证实它

对牙鲆苗具有很强的致病性。另有研究证实，灿烂弧菌可以感染大西洋鲑、鳟鱼和鲈鱼，病鱼明显的特征是腹

部、消化道肿胀以及肠壁充血（Ｌｕｐｉａｎｉ犲狋犪犾．　１９８９；Ｍｙｈｒ犲狋犪犾．　１９９１）。但是关于灿烂弧菌引起它们相应

的组织病理变化资料不详。

在海参养殖过程中，王印庚等（２００６）从患烂胃病的仿刺参耳状幼体中也分离得到灿烂弧菌，在人工回接感

染实验中同样证实灿烂弧菌对仿刺参犃狆狅狊狋犻犮犺狅狆狌狊犼犪狆狅狀犻犮狌狊具有很强的致病性。在国内，养殖大菱鲆感染

灿烂弧菌尚属首次报道。

中草药药效分析发现，１１种中草药对灿烂弧菌的抑制和杀灭效果有所不同。其中五倍子、白头翁对灿烂

弧菌的抑制作用最强；黄柏、穿心莲次之；当归、党参、杜仲、秦皮、金银花、乳香和没药对灿烂弧菌抑菌、杀菌作

用最弱。王玉娥等（２００８）测定５种海洋致病菌对３４种中草药敏感性的实验中，得到五倍子、白头翁、马齿苋、

乌梅、黄连、木瓜、五味子、地榆、公丁香、大黄对溶藻弧菌、哈氏弧菌、副溶血弧菌、河流弧菌和麦氏弧菌具有较

高的抑制性。在众多的水产养殖细菌性疾病的中草药防治配方中也常有五倍子、白头翁成分（农业部《新编渔

药手册》　２００５）。与前人相比，本研究中五倍子和白头翁抑菌的良好效果与之相似。

雷霁霖 （２００３）研究指出，在工厂化育苗条件下，孵化１６～１８ｄ的大菱鲆鱼苗处于变态期，这个时期是育

苗的危险期之一。通常情况下，黑瘦症时有发生，并导致鱼苗成活率低下。为此，在实际育苗生产过程中，养殖

技术人员多采取紫外线消毒育苗期用水、饵料营养强化和抗生素药物预防等措施防止细菌性疾病的发生。然

而，在社会各界关注水产品质量安全的背景之下，实施无公害养殖生产是实现绿色水产养殖的必经之路。长期

使用抗生素会导致致病菌耐药性和水产品药物残留等问题，专用中草药替代抗生素的趋势便呼之欲出。本研

究初步的治疗试验证明，以五倍子、白头翁为主要成分，１００～２００目粉碎，进行药浴和口服给药可有效治愈大

菱鲆苗期的黑瘦症 （另文报道）。针对上述筛选的中草药，今后将进一步深入进行药理学、毒理学研究以及临

床防治试验，为其育苗生产中实际应用提供理论依据。
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