
书书书

封　琦，王　权，王建国，等．土霉素对中华绒螯蟹螺原体的体外抑菌试验及其抑菌机理［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（６）：１７９－１８１．

土霉素对中华绒螯蟹螺原体的体外

抑菌试验及其抑菌机理

封　琦１，王　权１，王建国１，叶建生１，王　文２，顾　伟２，沈　辉３，朱云干１

（１．江苏农牧科技职业学院，江苏泰州２２５３００；２．南京师范大学生命科学学院水产科学研究所，江苏南京２１００４６；
３．江苏省海洋水产研究所，江苏南通２２６００７）

　　摘要：为了控制中华绒螯蟹颤抖病的发生，采用土霉素对中华绒螯蟹螺原体进行体外抑菌试验研究，并对其作用
机理进行了探讨。结果表明：中华绒螯蟹螺原体对土霉素极其敏感，最小抑菌浓度（ＭＩＣ）、最小杀菌浓度（ＭＢＣ）分别
为０．０４、０．６２ｍｇ／Ｌ；随着土霉素浓度的加大，螺原体的运动性受到抑制，指数生长期滞后，菌体最大数量减小，菌体细
胞膜出现破损。研究也为中华绒螯蟹颤抖病的治疗提供了理论依据。
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　　中华绒螯蟹（ＥｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓＭｉｌｎｅ－Ｅｄｗａｒｄｓ）俗称河
蟹，为我国特有的名贵水产品之一。随着养殖规模的不断扩

大，其病害频频暴发［１］。自１９９４年以来中华绒螯蟹颤抖病给
中华绒螯蟹养殖业造成了巨大的经济损失［２］。笔者所在课

题组自１９９９年起对中华绒螯蟹颤抖病进行了病原学及病理
学方面的研究，并开展了病原分离培养鉴定等一系列工作，最

终确定中华绒螯蟹颤抖病的病原为中华绒螯蟹螺原体（Ｓｐｉｒｏ
ｐｌａｓｍａｅｒｉｏｃｈｅｉｒｉｓ）［３－４］。为了遏制病害暴发以减少经济损失，
笔者就中华绒螯蟹颤抖病的防治研究进行了一些初步的探

索。吴霆等初步筛选出了最为敏感的药物 ＳＩ－１，并利用
ＳＩ－１对中华绒螯蟹进行急性毒性试验和回感治疗试验研
究，证明ＳＩ－１是治疗螺原体感染病蟹安全有效的药物［５］。

笔者后来进行的土霉素试验表明，土霉素比ＳＩ－１成本低，效
果更好［６］，因此本研究采用土霉素进行相关的防治研究。

１　材料与方法

１．１　药物敏感性试验
１．１．１　Ｒ２液体培养基的配制　Ｒ２液体培养基中含：ＰＰＬＯ
１５ｇ／Ｌ、蔗糖 ８０ｇ／Ｌ、胎牛血清 １５０ｍＬ／Ｌ、青霉素 １００万
单位／Ｌ。　
１．１．２　抗生素母液的配制　盐酸土霉素标准品，９８％色谱
纯，购自美国Ｓｉｇｍａ公司，溶于甲醇制成浓度为１０００ｍｇ／Ｌ的
母液，置于－２０℃，使用前采用Ｒ２液体培养基逐级稀释并配
制各浓度组的测试液。

１．１．３　试验方法　采用 Ｂｒｕｕｎ等描述的标准稀释方法：在
９９５μＬ各药液浓度组中分别接种５μＬ螺原体菌液，使药液

中菌液量达到１００万ＣＦＵ／ｍＬ，３０℃恒温培养４８ｈ后分别吸
取５μＬ药菌混合液接种至５００μＬ灭菌的 Ｒ２培养基中，经
３０℃ 恒温培养１６８ｈ［７］。设３组平行，重复试验３次，每次试
验均设阳性和阴性对照。

最小抑菌浓度（ＭＩＣ）判别准则：经３０℃恒温培养 ４８ｈ
后，根据培养基中酚红指示剂的颜色变化进行判断，当阳性对

照已经呈现阳性时，此时呈现阴性的最小药物浓度定为该药

物对螺原体的最小抑菌浓度。

最小杀菌浓度（ＭＢＣ）的测定：当菌药混合液重新接入灭
菌Ｒ２培养基，经３０℃恒温培养１６８ｈ后，仍然呈阴性的最小
药物浓度定为该药物对螺原体的最小杀菌浓度，判断为最小杀

菌浓度的培养基均用相差显微镜观察有无螺原体加以佐证。

１．２　药物抑制螺原体菌运动试验
１．２．１　螺原体菌液选择　选择处于对数生长期、菌体较分散
且螺旋数适中（３～６个）的中华绒螯蟹螺原体菌液用于试验。
１．２．２　试验方法　分别取５０μＬ各浓度梯度（１、２、４、１０、２０、
４０μｇ／ｍＬ）药物与菌液等体积混匀，室温（２０～２５℃）下静置
３０ｍｉｍ；对照组用空白溶剂与菌液混匀。取５μＬ滴片，静置
几秒，待菌体沉降后于光镜下观察菌体形态及其螺旋运动性，

同时拍照记录。

１．２．３　观察计数　先观察对照组，而后由高浓度向低浓度观
察，每片观察５～１０个视野，选取半数菌体变形／制动的药物
浓度为其变形／制动浓度（ＥＣ５０）。
１．３　药物对螺原体生长的影响
１．３．１　不同药液浓度的测试培养基配制　Ｒ２液体培养基的
配制方法同“１．１．１”，将土霉素母液用Ｒ２液体培养基逐级稀
释制成各浓度组的测试液。溶剂对照采用与测试液最高浓度

组等量的甲醇替代，阴性和阳性对照均采用纯Ｒ２液体培养基。
１．３．２　螺原体的计数方法———颜色改变单位法（ｃｏｌｏｕｒ
ｃｈａｎｇｅｕｎｉｔ，ＣＣＵ）　颜色改变单位法（ＣＣＵ）：通常用于个体
很小、用一般比浊法无法计数的微生物的计数，比如螺原体

等，因为这种微生物的液体培养物是清亮透明的，因此无法用

比浊法来计数；此外，螺原体固体培养的菌落很小，而且形成
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菌落的时间很长（有的长达１７ｄ以上），不适宜菌落形成单位
法（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔ，ＣＦＵ）计数，因此需要用特殊的计数方
法，即ＣＣＵ法，它是以微生物在培养基中的代谢活力为指标
来计算微生物相对含量的，一般来说，比浊法和菌落计数法可

以满足绝大多数细菌的计数，但是对螺原体这样比较特殊的

微生物，用ＣＣＵ法比较合适［８］。ＣＣＵ法的具体流程：（１）取
１２支无菌ｄｏｒｆ管，每管装０．９ｍＬＲ２液体培养基；（２）在第１
管加入０．１ｍＬ待测菌液，充分混匀，从中吸取０．１ｍＬ加入第
２管，依次类推，进行１０倍梯度稀释，直到最后１管；（３）于
３０℃ 恒温培养，以培养基颜色发生改变的最后１管作为待
测菌液的ＣＣＵ，也就是中华绒螯蟹螺原体的最大代谢活力，
比如第８管最后出现颜色改变，待测菌液的相对浓度就是１
亿 ＣＣＵ／ｍＬ。
１．３．３　生长曲线的绘制　取１０μＬ对数生长期的螺原体菌
液，接种于各浓度组的测试液中，每组平行接３管，于３０℃恒
温培养，每１２ｈ取１０μＬ留电镜观察超微结构变化；同时用
ＣＣＵ法按１∶１０进行梯度稀释培养，观察各稀释管颜色变化，
连续观察３ｄ，重复３次以上，绘制生长曲线。
１．４　超微结构的损伤观察

螺原体的ＴＥＭ观察　将各浓度、不同时间点的样品分别
与４％戊二醛等体积混合均匀，４℃固定２ｈ，用２％磷钨酸钠
负染１０～１５ｓ，用日立Ｈ－６００型透射电镜观察并拍照。

２　结果与分析

２．１　土霉素对螺原体的ＭＩＣ和ＭＢＣ
土霉素对螺原体的药敏试验结果预示了它在中华绒螯蟹

颤抖病治疗上运用的广阔前景。其 ＭＩＣ、ＭＢＣ分别为０．０４、

０．６２ｍｇ／Ｌ，远低于一些水产养殖中常用的中草药以及抗生素
浓度［５］，同时也低于针对螺原体的特效药酰基肽类抗菌素

ＨｅｒｂｉｃｏｌｉｎＡ的浓度［９］。

２．２　土霉素对螺原体的运动性抑制作用
当土霉素在２５～４０ｍｇ／Ｌ浓度范围时，螺原体的运动性

受到显著抑制。其ＥＣ５０约为３０ｍｇ／Ｌ，在此浓度下约有一半
的螺原体丧失运动性。在相差显微镜下可以看到，正常对数

生长期的菌体呈螺旋状的丝状体，运动性最为强烈，除最常见

的螺旋式运动外，还可见屈伸式、折叠式等多种运动形式；而

用药组则呈现菌体皱缩、丝状体消失、运动性减弱等特征，详

见图１、图２。
２．３　土霉素对螺原体生长的影响

由图３可以看出，对照组在培养１２ｈ后就进入对数生长
期，０．５μｇ／ｍＬ浓度组在培养２４ｈ后进入对数期，而２μｇ／ｍＬ
浓度组则滞后到３６ｈ。菌体最大数量则随着用药浓度的升高
而逐渐下降。由此可见，在体外纯培养条件下，土霉素对螺原

体的生长抑制作用很显著。

２．４　用药后螺原体的电镜观察
由图４可以看出，在正常对数生长期，螺原体大量繁殖，

加上其螺旋结构，新老个体常缠绕在一起而形成大小不一的

团体，团状边缘可见螺旋形或丝状菌体的附着。而在用药

７２ｈ后（２μｇ／ｍＬ），部分菌体萎缩成圆球形，细胞膜粗糙，偶
有破损，还有些螺原体菌体膨胀变形或膜破裂。
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３　结论与讨论

螺原体特效药物的筛选工作由来已久，自 Ｓｔａｎｅｋ等发现
螺原体抵御药物作用的能力与有细胞壁的微生物类似［１０］以

来，人们就试图寻找一些杀菌效果既好又使用安全、廉价且易

于被各国食物药品管理机构所接受的药物。Ｆｒｅｕｎｄｔ等找到
一种肽类抗生素ＨｅｒｂｉｃｏｌｉｎＡ对支原体、溶脲脲原体、无胆甾
原体的生长有明显抑制作用，其 ＭＩＣ在１．５～１００ｍｇ／ｍＬ之
间［９］；有关蜜蜂“爬峰病”的研究表明，蜜蜂螺原体对四环素

类敏感；Ｍａｌｅｍｂｉｃ等发现柑橘顽固病螺原体抗体对其生长抑
制作用明显［１１］。本研究中药敏试验发现，土霉素对虾蟹颤抖

病疗效显著，对虾蟹螺原体有明显的抑制作用，其 ＭＩＣ及
ＭＢＣ显著低于其他已经报道的药物。土霉素作为美国食品
药物安全管理局（ＦＤＡ）首批批准的少数几种渔用抗生素之
一，具备使用安全、廉价、广谱抗菌、易于分布到血液及大部分

组织等优良特点，在颤抖病防治研究中有着广阔的前景。依

据我国农业部现行的ＮＹ／Ｔ７５５—２００３《绿色食品　渔药使用
准则》，目前已允许土霉素用于鱼类肠炎病、弧菌病的防治。

土霉素的抑菌机理也随着技术的进步、知识的积累在发

展。Ｃｏｎｎａｍａｃｈｅｒ等认为，四环素类抗生素的作用部位在３０Ｓ
核糖体亚基及ｐｏｌｙＵ位点［１２］。Ｄａｙ则认为，结合部位在７０Ｓ
核糖体的 ５０Ｓ和 ３０Ｓ亚基及 ｐｏｌｙＵ和 ｐｏｌｙＡ位点上［１３］。

Ｓｃｈｉｆｆｅｒｌｉ等认为，四环素类能够通过改变病原微生物表面的
粘连分子结构排布，从而降低侵染过程中病原血细胞凝集和

吸附宿主的能力［１４］。Ｗｅｌｌｓ等发现立氏埃立克体，一种专性
细胞内寄生物，能够抑制溶酶体与吞噬体融合，而四环素能够

解除这种抑制作用［１５］，他认为有某种蛋白存在于立氏埃立克

体细胞壁中，该蛋白的缺失改变了病原外表的离子和疏水特

性，从而潜在影响了病原和吞噬体壁之间的相互作用，该蛋白

的缺失与溶酶体和吞噬体的结合都导致了吞噬体内病原形态

退化。王文等也曾经一度认为，中华绒螯蟹螺原体是类立克

次体，其主要侵染中华绒螯蟹血淋巴小颗粒细胞并形成包涵

体，从而抑制其与溶酶体结合［１６］。土霉素在中华绒螯蟹体内

的作用机理可能与此类似。

Ｒａｓｍｕｓｓｅｎ等认为，在生理ｐＨ值条件下，四环素类存在２
种基本形式：一种以低能、亲脂构象存在，主要通过跨膜吸收；

另一种以高能、亲水两性离子结构存在，主要结合在核糖体

上；由此四环素可分为两类，一类主要作用于核糖体，另一类

则以膜为主要作用部位，通过抑制生物大分子前体物质的吸

收来发挥作用［１７］。在药物作用后，螺原体螺旋结构消失或萎

缩成团，细胞膜不光滑，结构欠完整。这可能是由于土霉素作

用于膜所造成的。

本研究进一步表明了土霉素在中华绒螯蟹颤抖病防治中

的广阔前景，后续工作将围绕土霉素在中华绒螯蟹体内的药

动学研究展开，探讨科学给药方式及安全用药方法。
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