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　　摘要：病害是影响稻虾共养农民经济收入的重要因素。为明确稻虾共养发病塘口中致病菌的种类及其防治方法，
以健康虾和病虾为研究材料，运用ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ全基因组测序技术，对健康虾和病虾肠道内细菌的群落组成进行测
定和分析，预估出病原菌的种类。在此基础上，使用选择性培养基对病虾肠道内疑似病原菌进行分离。将分离所获疑

似病原菌注射至健康虾体肠道内，并观察虾体死亡情况，最终确定所选病原菌菌株。通过显微观察、１６ＳｒＤＮＡ序列分
析，最终确定该病原菌的分类地位。最后利用药敏性试验，筛选出对该病原菌有抑制效果的抗生素和中草药种类。试

验结果表明，健康虾与病原虾肠道内的细菌群落结构具有显著性差异。在门水平上，健康虾肠道内细菌主要是柔壁菌

门，其相对丰度为７４．２３％；而病虾肠道内细菌主要是变形菌门，其相对丰度为６７．３９％；在属水平上，健康虾肠道内主
要是柔膜菌属，其相对丰度为４８．３０％；病虾肠道内主要是非保密气单胞菌属，其相对丰度为１３．５０％。分离结果显

示，所获８株细菌均为革兰氏阴性菌，在选择性培养基上均呈黄色。病原菌回接感染结果表明，１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ注
射后１ｄ内，致死率高达１００％。分子学鉴定结果表明，该病原菌为哈夫尼菌属蜂房哈夫尼菌。该菌对所选的卡那霉
素、诺氟沙星、氧氟沙星、环丙沙星、氯霉素这５种抗生素比较敏感；对黄芩、苦参、艾叶等３种中草药水提物比较敏感。
本研究可为稻虾共养流行病的诊断及防治，以及小龙虾的健康养殖提供理论依据。

　　关键词：克氏原螯虾；病原微生物；分离鉴定；防治；药物敏感性；蜂房哈夫尼菌
　　中图分类号：Ｓ１８２；Ｓ９４５．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２２）０８－０１６９－０７

收稿日期：２０２１－１０－２８

基金项目：湖北省生态循环农业创新体系（编号：２０１８ｓｋｊｃｘ０１）；湿地

生态与农业利用教育部工程研究中心开放基金重点课题（编号：

ＫＦＴ２０１９０４）。

作者简介：石晓媛（１９９６—），女，湖北宜昌人，硕士研究生，主要从事

病原微生物的防治研究。Ｅ－ｍａｉｌ：５４３３７０８７５＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：杨亚珍，博士，副教授，主要从事有益微生物的开发与利用

研究。Ｅ－ｍａｉｌ：３４９１５８５８４＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　克氏原螯虾（Ｐｒｏｃａｍｂａｒｕｓｃｌａｒｋｉｉ）俗称小龙虾，
原产于北美洲，１９２９年传入我国，目前是我国主要
经济虾类之一，在淡水甲壳动物养殖中位居第

一［１］。由于长期的高密度养殖，以及养殖过程中使

用大量的肥料和人工饲料，导致克氏原螯虾养殖环

境日渐恶化，病害频繁发生，严重影响了小龙虾产

业的健康发展和农户的经济收入［２］。

克氏原螯虾常见的病害有黑鳃病、烂尾病、纤

毛虫病、出血病等［３］。目前报道的病原菌主要有嗜

水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）［４］、副溶血弧菌
（Ｖｉｂｒｉｏ ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）［５］、拟 态 弧 菌 （Ｖ．
ｍｉｍｉｃｕｓ）［６］、螺原体（Ｓｐｉｒｏｐｌａｓｍａ）［７］、白斑综合症病

毒（ｗｈｉｔｅｓｐｏｔｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ）［８］、肺炎克雷伯菌
（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）［２］、原螯虾摩氏摩根菌
（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａｍｏｒｇａｎｉｉ）等［９］。虽然前人对克氏原螯

虾病原菌做过较多的研究，但不同养殖地区的气候

条件、养殖方式存在着差异，因而病原微生物种类

应有典型性。

克氏原螯虾等甲壳类动物的肠道是储存食物、

消化和吸收营养的重要器官。肠道内寄生着种类

复杂、数量庞大的微生物类群。这些微生物对宿主

的免疫、消化、吸收等多种生理活动起到了促进作

用［１０－１１］。在健康条件下，肠道微生物类群之间处于

平衡状态，但在病害发生时，肠道内微生物类群之

间的平衡会被打破。因此，研究病害发生时，小龙

虾肠道微生物的群落组成变化对小龙虾疾病的诊

断和预防均具有重要意义。

本研究主要针对２０２０年湖北省荆州地区稻虾
共养塘口中存在的病害现象进行研究，以期明确病

害发生的原因，找到致病根源微生物，并寻找防治

该病原菌的有效措施。该研究可为稻虾共养生产

中病原菌的诊断及防治提供理论依据。
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１　材料与方法

１．１　试验材料
病害和健康克氏原螯虾体均采自湖北省公安

县沙场村稻虾塘口。连翘、大蒜、黄柏、黄芩、陈皮、

甘草、苦参、野菊花、当归、紫苏、蒲公英、丁香、秦

皮、夏枯草、鱼腥草、艾叶、石榴皮、虎杖等１８味中草
药购自荆州市弘卫大药房。抗生素药敏纸片购自

杭州微生物试剂有限公司。细菌基因组提取试剂

盒、ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ购自生工生物工程（上海）有限
公司。气单胞菌培养基配方：蛋白胨５．００ｇ／Ｌ，酵母
粉３．００ｇ／Ｌ，Ｌ－赖氨酸盐酸盐３．５０ｇ／Ｌ，Ｌ－精氨酸
盐酸盐２．００ｇ／Ｌ，山梨醇３．００ｇ／Ｌ，肌醇２．５０ｇ／Ｌ，
乳糖１．５０ｇ／Ｌ，木糖３．７５ｇ／Ｌ，胆盐３．００ｇ／Ｌ，硫代
硫酸钠 １０．６７ｇ／Ｌ，氯化钠 ５．００ｇ／Ｌ，柠檬酸铁铵
０８０ｇ／Ｌ，溴麝香草酚蓝 ０．０４ｇ／Ｌ，麝香草酚蓝
０．０４ｇ／Ｌ，琼脂１２．５０ｇ／Ｌ，气单胞菌培养基添加剂
５．００ｍＬ／Ｌ。
１．２　试验方法
１．２．１　虾体肠道 ＤＮＡ的提取与１６ＳｒＤＮＡ扩增　
２０２０年５月１６日，从湖北省公安县沙场村健康稻
虾塘口和发病塘口中分别采集健康和发病克氏原

螯虾（以下简称为健康虾、病虾）各３０尾，用７５％乙
醇擦拭虾体表面，再用无菌生理盐水冲洗２～３次，
取其肠道物。使用十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）
方法提取克氏原螯虾后肠总 ＤＮＡ，通过 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００和琼脂糖凝胶电泳检测其浓度和纯度。用无
菌水将 ＤＮＡ稀释至１ｎｇ／μＬ用于 １６ＳｒＤＮＡ的扩
增。使用１６ＳＶ３～Ｖ４区引物３４１Ｆ（５′－ＣＣＴＡＹＧＧＧ
ＲＢＧＣＡＳＣＡＧ－３′）和８０６Ｒ（５′－ＧＧＡＣＴＡＣＮＮＧＧＧＴ
ＡＴＣＴＡＡＴ－３′）进行扩增。ＰＣＲ反应程序：９４℃ 预
变性５ｍｉｎ；９４℃变性５ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，２７个循环。
１．２．２　高通量测序与数据分析　ＰＣＲ产物经纯化
后制备文库，测序使用 ＩｏｎＳ５ＴＭＸＬ测序平台，利用
单端测序（ｓｉｎｇｌｅ－ｅｎｄ）的方法，构建小片段文库进
行单端测序。通过对 ｒｅａｄｓ剪切过滤，将一致性
（ｉｄｅｎｔｉｔｙ）大于９７％的测序序列归为１个操作分类
单元（ｏｐｅｒａｔｉｏｎａｌｔａｘｏｎｏｍｉｃｕｎｉｔ，ＯＴＵ）进行聚类和物
种分析。利用丰富度指数（Ｃｈａｏ１指数、ＡＣＥ指数）
以及多样性指数（Ｓｉｍｐｓｏｎ指数、Ｓｈａｎｎｏｎ指数）分析
病虾和健康虾肠道内微生物群落的丰度和多样性。

同时在门、纲、目、科、属５个分类水平上统计每个样

品的物种群落结构和丰度，根据分析结果，预判疑

似病原菌的种类。

１．２．３　疑似病原菌的分离与纯化　用无菌接种环
挑取病虾肠道物１环，接种到疑似病原菌（气单胞
菌）的选择性培养基上，于培养箱中３６℃培养２４ｈ
后，从培养基上挑取单菌落，纯化 ２～３次后放入
４℃ 冰箱内保存备用。
１．２．４　回接感染试验确定病原菌株　将所有分离
菌株分别接种１环至１５０ｍＬ气单胞菌液体培养基
中，培养３ｄ后，用无菌水将每１菌体的菌体浓度分
别调至 １．５×１０８、１．５×１０７、１．５×１０６、１．５×１０５、
１５×１０４ＣＦＵ／ｍＬ等５个浓度梯度。选取室内养殖
活力较好、无明显外伤的健康克氏原螯虾１５０尾（每
尾质量大约为１２ｇ），随机平均分为５组，在每尾克
氏原螯虾第２腹节处注射各浓度菌悬液１００μＬ，并
以注射无菌生理盐水１００μＬ作为对照组，对照同样
重复３０尾。感染病原菌后的虾体继续饲养，记录感
染之后 ７ｄ内各处理组虾体的临床症状和死亡率。

克氏原螯虾室内养殖条件：试验于２０２０年６—
９月在长江大学生命科学学院实验楼内进行。小龙
虾采用白色塑料盆养殖，盆内径长 １２５ｃｍ、宽
７５ｃｍ、高３７ｃｍ。试验用水为当地稻虾共养塘口
水，每箱水深 １０ｃｍ。每天投喂饲料 ２次（０８：００、
１９：００），投饵量为虾体质量的３．５％。５ｄ为１个周期
进行换水，溶解氧控制在５．５～５．７ｍｇ／ｍＬ范围内，室
温保持在２３～２５℃，箱内放置水草及覆盖物。
１．２．５　病原菌菌株的革兰氏染色及分子鉴定　将
致死率高的浓度梯度菌种接种于气单胞菌培养基

上，于培养箱中３６℃培养２４ｈ，挑取单菌落的一小
部分进行革兰氏染色。

按照细菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒说明方法提
取革兰氏染色菌株的总ＤＮＡ，以２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＭＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和１４９２Ｒ（５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴ
ＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）为引物进行 ＰＣＲ扩增，采用
ＤＮＡ纯化回收试剂盒纯化回收１６ＳｒＤＮＡ产物，然
后交由生工生物工程（上海）股份有限公司进行测

序，将所得 １６ＳｒＤＮＡ序列在 ＮＣＢＩ的 ＧｅｎＢａｎｋ和
Ｂｌａｓｔ中进行同源性比对分析，通过 ＭＥＧＡ７等软
件，采用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ）构建系统
发育树［２］。

１．２．６　病原菌对抗生素药物的敏感性试验　采用
纸片扩散法进行药物敏感性试验。每种药敏片直

径为６ｍｍ，将１环病原菌接种至１００ｍＬ液体培养
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基中，于培养箱中３６℃培养２４ｈ后，用移液枪吸取
１００μＬ菌悬液至固体培养基上，并用无菌玻璃棒涂
布均匀，然后将药敏纸片均匀放置于平板上，每个

处理放置３个重复，于培养箱中３６℃培养１８ｈ后，
用游标卡尺测定抑菌圈直径，参照杭州微生物试剂

有限公司提供的判定标准判定该菌对不同种类抗

生素药物的敏感性。

１．２．７　病原菌对中草药水提物的敏感性试验　分
别称取每种中草药５０ｇ，放入烧杯中，加入蒸馏水
１０００ｍＬ，浸泡３０ｍｉｎ，加热至沸腾以后保持微沸状
态２０ｍｉｎ，然后将其过滤至容器内，滤液浓度调至
１ｇ／ｍＬ。药敏试验采用琼脂扩散法，将培养至对数
生长期的菌悬液稀释至浓度为１×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，用
移液枪吸取１００μＬ菌悬液至固体培养基上，再用无
菌刮铲将菌液涂抹均匀，然后用打孔器（直径为

６ｍｍ）在平板上均匀打３个孔，挑出孔内琼脂并用
空白琼脂封底，做好标记。在每孔内加入１００μＬ药
液，放入３６℃培养箱中培养２４ｈ，然后用游标卡尺
测定抑菌圈直径。依据《中药药理学》中敏感性的

判断标准，抑菌圈直径≥２０ｍｍ属于极敏，抑菌圈直
径在１５～１９ｍｍ之间为高敏，抑菌圈直径在 １０～
１４ｍｍ之间为中敏，抑菌圈直径＜１０ｍｍ为低敏，没
有抑菌圈为不敏，判定病原菌对各种中草药水提物

的敏感性［１２］。

２　结果与分析

２．１　健康虾与病虾肠道内细菌多样性差异
Ｓｈａｎｎｏｎ指数和 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数反映了微生物的

多样性，而Ｃｈａｏｌ指数和 ＡＣＥ指数反映了微生物的
丰富度。从表１可知，健康虾与病虾相比，Ｓｉｍｐｓｏｎ
和Ｓｈａｎｎｏｎ指数差异并不显著，但健康虾的Ｃｈａｏｌ和

表１　健康虾和病虾肠道内细菌多样性指数

组别 Ｓｈａｎｎｏｎ指数 Ｓｉｍｐｓｏｎ指数 Ｃｈａｏ１指数 ＡＣＥ指数

健康虾 ５．４７±０．０２ａ ０．９３±０．００ａ ６７６．２０±３６．４８ａ ６９０．２９±３６．３０ａ

病虾 ５．２４±０．６５ａ ０．８３±０．０９ａ ４４５．６７±１１．１０ｂ ４４５．６７±１１．１０ｂ

　　注：同行数据后不同小写字母表示处理组间差异显著（Ｐ＜

００５）。　

ＡＣＥ指数显著高于病虾。
２．２　健康虾与病虾肠道内细菌群落结构差异

在门 水 平 上，健 康 虾 主 要 以 柔 壁 菌 门

（Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ）为主，相对丰度为７４．２３％；而病虾主
要以变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）为主，相对丰度为
６７３９％（图１）。在属水平上，如图２所示，柔膜菌
纲的柔膜细菌（ＵｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄＭｏｌｌｉｃｕｔｅｓ）（４８．３％）和
ＲｓａＨＦ２３１（１８．５％）为健康虾肠道内的优势菌群，二
者相对丰度共占细菌类群的６６．８％；而病虾肠道内
这２种菌体含量仅占细菌总量的１２．７％。但病虾
中 气 单 胞 菌 目 的 气 单 胞 菌 （Ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ
Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ）相对丰度较高，为１３．５％，而在健
康虾中，这种菌几乎没有，因此初步推断该菌为主

要致病菌，并做进一步的分离。

２．３　疑似病原菌的分离
将病虾肠道物接种于气单胞菌选择培养基上，

于培养箱中３６℃培养２４ｈ后，共获得８株菌体（编
号为Ｎ１～Ｎ８）。如表２所示，这８株菌体菌落均呈
现黄色、圆形、表面光滑、边缘平整、菌落突起的特

征，革兰氏染色为阴性，因此推断这８株菌可能为同
一菌种。

２．４　疑似病原菌的回接感染验证
由于所分离的８株疑似病原菌，菌落形态和革

兰氏染色结果相同，因此选择 Ｎ１菌株作为回接感
染的出发菌株，以注射方式感染健康虾，注射后虾
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表２　疑似病原菌株的分离特征

菌株
菌落

颜色

菌落

形态

菌落

表面

菌落

边缘

菌落

突起

革兰氏

染色

Ｎ１ 黄色 圆形 光滑 平整 突起 Ｇ－

Ｎ２ 黄色 圆形 光滑 平整 突起 Ｇ－

Ｎ３ 黄色 圆形 光滑 平整 突起 Ｇ－

Ｎ４ 黄色 圆形 光滑 平整 突起 Ｇ－

Ｎ５ 黄色 圆形 光滑 平整 突起 Ｇ－

Ｎ６ 黄色 圆形 光滑 平整 突起 Ｇ－

Ｎ７ 黄色 圆形 光滑 平整 突起 Ｇ－

Ｎ８ 黄色 圆形 光滑 平整 突起 Ｇ－

　　注：“Ｇ－”表示革兰氏染色为阴性。

体出现不同程度的死亡，死亡率随菌液浓度的增大

而增加。高浓度试验组（１．５×１０８ＣＦＵ／ｍＬ）在注射
后１ｄ内，小龙虾发生急性死亡现象，死亡率高达
１００％。１．５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ注射组在３ｄ内死亡率
达到 ９０％，随后的 ４ｄ未见虾体死亡。１．５×
１０６ＣＦＵ／ｍＬ注射组感染５ｄ后，死亡率达５６．６７％，
而１．５×１０５ＣＦＵ／ｍＬ和１．５×１０４ＣＦＵ／ｍＬ注射组
死亡率较低。各处理组的小龙虾发病症状均类似

于分离前病虾症状，表现为虾体活力下降、摄食量

降低、尾弹反应减弱、应激能力变差等。感染试验

中注射生理盐水的对照组未出现发病和死亡情况

（表３），表明分离的菌株Ｎ１为导致本次虾体发病和
死亡的致病菌之一。

表３　分离菌株Ｎ１感染健康克氏原螯虾后的死亡率

病原菌浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
死亡数量（尾）

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ
死亡率

（％）

ＣＫ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０．００

１．５×１０８ ３０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １００．００

１．５×１０７ １４ ８ ５ ０ ０ ０ ０ ９０．００

１．５×１０６ ６ ４ ３ ３ １ ０ ０ ５６．６７

１．５×１０５ ５ ３ ３ １ １ １ ０ ４６．６７

１．５×１０４ ２ １ １ ０ １ １ １ ２３．３３

２．５　病原菌Ｎ１菌株的分类地位确定
利用Ｂｌａｓｔ工具将Ｎ１菌株所得１６ＳｒＤＮＡ序列

与 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中已知微生物的１６ＳｒＤＮＡ序列
进行同源性比对后发现，该菌株１６ＳｒＤＮＡ序列与
ＧｅｎＢａｎｋ中的部分序列有较高的相似性（１００％）。
系统发育分析结果显示菌株 Ｎ１（以 Ｓ００６６４Ｘ１表
示）的 １６ＳｒＤＮＡ基因与 ＪＸ２６７１２６．１聚为同一分
支，同源性为１００％，根据江枫的研究可知，细菌的
１６ＳｒＤＮＡ序列相似度大于 ９８％，可将它们菌体认

定为是相同的种［１３］，因此该菌株被认定为蜂房哈夫

尼菌（图３）。
２．６　病原菌 Ｎ１菌株对抗生素药物的敏感性试验
结果

病原菌对所选１１种抗菌药物敏感性试验结果
表明，菌株Ｎ１对卡那霉素、诺氟沙星、氧氟沙星、环
丙沙星等４种抗生素较为敏感，对氯霉素中介，对庆
大霉素、新霉素、青霉素、四环素、多西环素、红霉素

等６种药物耐药（表４）。
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表４　分离菌株Ｎ１对抗生素药物的敏感性

药物名称
含量

（μｇ／ｄｉｓｃ）
抑菌圈直径

（ｍｍ） 敏感度

卡那霉素 ７５ ２２．５３±１．３６ Ｓ

诺氟沙星 ７５ １７．２６±１．５７ Ｓ

氧氟沙星 ７５ ２１．３６±１．３５ Ｓ

环丙沙星 ７５ １９．５１±１．３９ Ｓ

氯霉素　 ７５ ８．３４±１．６７ Ｉ

庆大霉素 ７５ ０．００±０．００ Ｒ

新霉素　 ７５ ０．００±０．００ Ｒ

青霉素　 ７５ ０．００±０．００ Ｒ

四环素　 ７５ ０．００±０．００ Ｒ

多西环素 ７５ ０．００±０．００ Ｒ

红霉素　 ７５ ０．００±０．００ Ｒ

　　注：Ｓ表示敏感；Ｉ表示中介；Ｒ表示耐药。

２．７　病原菌 Ｎ１菌株对中药水提物的敏感性试验
结果

琼脂扩散法试验结果表明，病原菌 Ｎ１菌株对
黄芩极度敏感，对苦参、艾叶高度敏感，对甘草中度

敏感，对当归低敏，对其他１３种中药水提液不敏感
（表５）。

３　讨论与结论

克氏原螯虾因其营养丰富，商业价值高被广泛

养殖。随着养殖面积和密度的增加导致克氏原螯

表５　分离菌株Ｎ１对中药水提物的敏感性

中草药
抑菌圈直径

（ｍｍ） 抑菌等级

黄芩　 ２２．８１±１．１２ ＋＋＋

苦参　 １８．１５±１．２５ ＋＋

艾叶　 １６．２５±１．３８ ＋＋

甘草　 １３．３６±１．２６ ＋

当归　 ８．３６±１．２１ －

连翘　 ０．００±０．００ －

大蒜　 ０．００±０．００ －

黄柏　 ０．００±０．００ －

陈皮　 ０．００±０．００ －

野菊花 ０．００±０．００ －

紫苏　 ０．００±０．００ －

蒲公英 ０．００±０．００ －

丁香　 ０．００±０．００ －

秦皮　 ０．００±０．００ －

夏枯草 ０．００±０．００ －

鱼腥草 ０．００±０．００ －

石榴皮 ０．００±０．００ －

虎杖　 ０．００±０．００ －

　　注：＋＋＋表示极度敏感；＋＋表示高度敏感；＋表示中度敏感；

－表示不敏感（无抑菌效果）。

虾疾病感染日益严重［１４－１５］。有关小龙虾致病菌的

报道也越来越多，如副溶血弧菌、嗜水气单胞菌、拟

态弧菌、弗氏柠檬酸杆菌、维氏气单胞菌［１６］。本试
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验从病虾肠道中分离出的主要病原菌为蜂房哈夫

尼菌。蜂房哈夫尼菌是一种常见的革兰氏阴性菌，

该菌存在于蔬菜、植物以及哺乳动物的胃肠道环境

中，可以直接引发感染或者在一些慢性病症的条件

下引起疾病发生［１７］。王霞研究发现，蜂房哈夫尼菌

可以引起人的化脓性脑膜炎［１８］。赵淑芳等报道，蜂

房哈夫尼菌能感染棘胸蛙致其产生严重的腹泻和

腹胀等肠道类疾病［１９］。闫艳新等报道，蜂房哈夫尼

菌能够引起人类泌尿系统和呼吸道的感染，甚至会

引起败血症的发生［２０］。蜂房哈夫尼菌还能引起锦

鲫体表出现血点、肠道肿胀溃烂的症状，也会引起

小白鼠身体抽搐、眼睛分泌黄色黏稠物，以及胃部

胀气、肠部肿胀等一系列的症状［２１］。本研究发现蜂

房哈夫尼菌能够感染克氏原螯虾，引起其活力下

降、摄食量降低、尾弹反应减弱、应激能力变差，进

而发生死亡。

测序结果表明，健康虾与病虾相比 Ｓｉｍｐｓｏｎ指
数和Ｓｈａｎｎｏｎ指数差异并不显著；但健康虾的 Ｃｈａｏｌ
指数和ＡＣＥ指数显著高于病虾。表明病虾和健康
虾肠道内微生物类群相似度不高，差异明显。健康

虾肠道细菌的优势类群是柔壁菌门，相对丰度为

７４．２３％；病虾肠道细菌类群主要为变形菌门，相对
丰度为６７．３９％，其中γ－变形菌纲气单胞菌和 β－
变形菌纲伯克霍尔德氏菌科非保密伯克霍尔德氏

菌属为优势菌群，该研究结果与郁维娜等的研究结

果［２２］不尽相同。本研究发现，病虾和健康虾肠道内

微生物多样性差异不明显，这与郁维娜等的研究结

果［２２］一致。但本研究发现病虾肠道内细菌类群主

要为γ－变形菌纲和β－变形菌纲，而郁维娜等的研
究认为，病虾中主要是 γ－变形菌纲。分析原因认
为，本研究材料为淡水小龙虾，而郁维娜等的研究

对象为淡水凡纳滨对虾，凡纳滨对虾样品采自宁波

市瞻岐椿霖对虾养殖场（２９．５３°Ｎ，１２１．５°Ｅ），另外
养殖地区和养殖习惯与本研究中的也不尽相同。

施用抗菌药物是水产养殖中治疗细菌性疾病

使用最多亦是最有效的方法，由于养殖户缺乏流行

病的诊断和防治技术，导致抗菌药物种类使用不

当，抗菌物质滥用等现象较为普遍，造成了水产养

殖环境中病原菌产生多重耐药性，无法做到有针对

性的科学用药。另外，药物会在水产动物体内发生

残留影响人类的健康，破坏生态的平衡以及影响小

龙虾的健康养殖［２３］。而许多中草药中含有丰富的

生物碱、皂荚、多糖、蒽醌类等免疫调节物质，可以

强化机体能力抵御病原体［２４］。它们不仅具有天然、

无毒副、无残留等特点，还能补充机体营养，提高机

体免疫力［２５－２６］，起到抗菌、抗病的作用，达到药物性

和营养性的兼并效果［２７］，因此用中草药来治疗细菌

性疾病逐渐受到人们的重视，同时也鼓励采用抗生

素中草药联合来抑制病原细菌的发生［２８－２９］。本试

验结果表明，该菌对黄芩、苦参、艾叶等中草药比较

敏感。另外，该菌对不同种类的抗菌药物耐受性不

同，该菌对喹诺酮类抗生素中的诺氟沙星、氧氟沙

星、环丙沙星高度敏感，对氨基糖苷类抗生素的卡

那霉素比较敏感，对氯霉素类抗生素中的氯霉素有

一定程度的抑制作用。

本试验虽找到了病害发生的主要微生物根源，

筛选出了几种能有效防治该病原菌的抗生素和中

草药种类，可为病原菌的诊断及其防治提供一定帮

助。但针对所选抗生素和中草药联合防治还未开

展研究。另外，关于蜂房哈夫尼菌对克氏原螯虾致

病性相关的报道甚少，因此对于该病原菌的致病机

制以及有效防治手段还需进一步研究阐明。
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