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　　摘要：采用ＴＣＢＳ选择培养基从广西钦州市、防城港市等地的凡纳滨对虾及养殖水体中分离纯化得到８株细菌，
对分离菌株进行生理生化特性鉴定，并对全部菌株１６ＳｒＲＮＡ基因序列及部分菌株的 ＨＳＰ６０基因序列进行克隆、测
序，运用Ｍｅｇａ４．１软件中的Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统进化树。选取河流弧菌、溶藻弧菌、哈氏弧菌各１株对凡纳
滨对虾成虾进行人工感染试验。结果表明，菌株Ｓ被鉴定为河流弧菌，菌株Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３、水１、水２、水３被鉴定为溶藻
弧菌、菌株Ｈ１被鉴定为哈氏弧菌；溶藻弧菌对对虾成虾的致病性最强，其次是哈氏弧菌。
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　　弧菌病主要是由弧菌属细菌引起的一类细菌性疾病，发
病率高、危害大，是海水养殖动物病害研究的主要领域之一。

弧菌是一种条件致病菌，很多研究表明，弧菌引起对虾发病与

养殖环境中的弧菌数量有关［１］。在对虾育苗期由于弧菌病

导致幼体特别是状Ⅱ期及其后期的幼体大量死亡。已报道的
相关病原主要包括哈氏弧菌（Ｖ．ｈａｒｖｅｙｉ）、溶藻弧菌（Ｖ．
ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ）、副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）等［２－４］。

本研究对广西北部湾地区凡纳滨对虾及养殖水体中的弧菌进

行分离鉴定，旨在了解弧菌分布情况及其致病性，为凡纳滨对

虾的健康养殖提供基础资料，为调节和改善对虾养殖环境提

供理论参考。

１　材料与方法

１．１　材料
人工感染试验所用虾来源于广西防城港市企沙镇广西水

产研究所凡纳滨对虾良种场；ＴＣＢＳ、ＴＳＢ培养基购自北京路
桥公司；弧菌科微量生化鉴定管购自杭州天和微生物试剂有

限公司；２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ、细菌ＤＮＡ提取试剂盒、离心
柱型普通琼脂糖凝胶 ＤＮＡ回收试剂盒、ＴＡＣｌｏｎｉｎｇ试剂盒、
ＤＨ５α感受态细胞购自北京天根生物公司；１６ＳｒＲＮＡ１：
５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，１６ＳｒＲＮＡ２：５′－ＧＧＴ
ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′；ＨＳＰ１：５′－ＣＡＧＣＧＧＣＡＧＴＡＧＡＧ
ＣＡＡＣ－３′，ＨＳＰ２：５′－ＴＴＡＧＣＡＧＴＧＧＡＣＧＡＧＡＴＧ－３′，由上海
英骏（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）生物技术有限公司合成。
１．２　细菌分离及培养
１．２．１　虾苗　用无菌纱布收集虾苗至灭菌培养皿中，用灭菌

生理盐水清洗数次，转入无菌ＥＰ管中匀浆，６０００ｒ／ｍｉｎ离心
１ｍｉｎ后取上清，将不同稀释倍数的上清液涂布于 ＴＣＢＳ培养
基，置３２℃下培养１６～２４ｈ后取出观察菌落。将培养出的
细菌进行纯化，再挑单个菌落接种到 ＴＳＢ培养基，部分菌液
置于４℃冰箱保存备用，部分菌液加２０％甘油冻存于－８０℃
冰箱。

１．２．２　成虾　无菌操作，从成虾肝胰腺取样划线接种于
ＴＣＢＳ培养基，或取成虾鳃丝于无菌 ＥＰ管中匀浆。后续步骤
参考“１．２．１”节。
１．２．３　养殖水体　将养殖水体接种于无菌 ＴＳＢ中培养
１６ｈ，将菌液稀释一定倍数后涂布于 ＴＣＢＳ培养基，或直接将
养殖水体涂布于ＴＣＢＳ培养基上。后续步骤参考“１．２．１”节。
１．３　细菌的生化鉴定

利用弧菌科微量生化鉴定管对分离纯化的细菌进行生化

特性鉴定，包括嗜盐性、糖发酵试验等。

１．４　１６ＳｒＲＮＡ序列的扩增、克隆测序
１．４．１　细菌模板ＤＮＡ的制备　运用细菌 ＤＮＡ提取试剂盒
提取菌液中细菌的ＤＮＡ。
１．４．２　１６ＳｒＲＮＡ的扩增　以１６ＳｒＲＮＡ为靶序列的 ＰＣＲ反
应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性５０ｓ，５５℃退火５０ｓ，
７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．４．３　ＰＣＲ产物的回收纯化　取ＰＣＲ产物于１％琼脂糖凝
胶（加入ＥＢ替代染料）中电泳约２０ｍｉｎ，在紫外透射仪下将
含目的条带的琼脂糖凝胶切下，利用离心柱型普通琼脂糖凝

胶ＤＮＡ回收试剂盒回收ＤＮＡ。
１．４．４　１６ＳｒＲＮＡ序列克隆、测序　将回收产物与克隆载体
于１４℃下连接过夜，将产物转化ＤＨ５α感受态细胞，于ＬＢ培
养液中振荡培养１ｈ后涂布ＬＡ平板，培养过夜后挑菌斑进行
ＰＣＲ鉴定，之后将阳性克隆菌液送至上海英骏生物技术有限
公司测序。将测序得到的１６ＳｒＲＮＡ序列分别与 ＧｅｎＢａｎｋ中
核酸数据进行Ｂｌａｓｔ分析，选取同源性最高的序列及几种常见
模式弧菌的１６ＳｒＲＮＡ，采用 Ｍｅｇａ４．１软件邻接法构建系统
发育树。

１．５　ＨＳＰ６０序列的扩增、克隆测序
ＨＳＰ６０序列的扩增、克隆测序步骤参照１６ＳｒＲＮＡ序列。
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以ＨＳＰ６０为靶序列的 ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９４℃ 变性４０ｓ，５５℃退火４０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，３５个循环；
７２℃ 延伸８ｍｉｎ。后续步骤参考“１．４．４”节。
１．６　细菌的人工感染试验

采用浸泡方式进行人工感染试验，水温为２８℃，盐度为
２．５％。将试验虾分为１０组，３种弧菌处理各设３组，另设１
个空白对照组。每组６尾虾，在塑料水箱中暂养２ｄ后进行
感染试验。所用菌液为 ＴＳＡ培养基复苏 －８０℃冰箱冻存的
弧菌菌株，经ＴＣＢＳ选择培养基纯化后挑菌落于ＴＳＢ里３５℃
振荡过夜培养，同时取菌液测定活菌浓度（ＴＣＢＳ培养基平板
计数法）。

２　结果与分析

２．１　分离菌株形态和生理生化特性
８株分离菌株来源见表１。ＴＣＢＳ平板３２℃培养 １６～

２４ｈ后，菌株 Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３、水１、水２、水３均形成圆形、大小
２ｍｍ左右的黄色菌落；菌株Ｓ形成大小１．５ｍｍ左右的黄色
菌落；菌株Ｈ１形成大小１．２ｍｍ左右的绿色菌落。

表１　分离菌株来源

菌株 来源地 材料
时间

（年－月）

Ｈ１ 广西防城港市 虾苗 ２０１２－０７
Ｍ１ 广西钦州市 虾苗 ２０１２－０６
Ｍ２ 广西防城港市 虾苗 ２０１２－０６
Ｍ３ 广西防城港市 虾苗 ２０１２－０７
水１ 广西钦州市 育苗池水 ２０１２－０６
Ｓ 广西防城港市 成虾鳃丝 ２０１２－０８
水２ 广西防城港市 育苗池水 ２０１２－０６
水３ 广西防城港市 育苗池水 ２０１２－０７

　　８株分离菌株的生化试验，包括耐盐性试验、蔗糖发酵试
验、葡萄糖蛋白胨水试验（Ｖ－Ｐ），结果见表２。

表２　菌株生化特性鉴定结果

菌株
耐盐性

（％） 蔗糖 Ｖ－Ｐ 适宜温度

（℃）

Ｈ１ ６ － － ２８～３０
Ｍ１ １０ ＋ ＋ ３０～３５
Ｍ２ ８ ＋ － ３０～３５
Ｍ３ ８ ＋ ＋ ３０～３５
水１ ８ ＋ ＋ ３０～３５
Ｓ ６ ＋ － ３０～３５
水２ １０ ＋ ＋ ３０～３５
水３ ８ ＋ － ３０～３５

　　注：“＋”代表阳性反应，“－”代表阴性反应。

２．２　菌株１６ＳｒＲＮＡ序列分析
２．２．１　１６ＳｒＲＮＡ电泳扩增结果　１６ＳｒＲＮＡＰＣＲ产物电泳
结果如图１所示，从分离菌株的ＤＮＡ模板中均扩增出了目标
片段，长度约１５００ｂｐ，与预期相符。

２．２．２　１６ＳｒＲＮＡ序列的遗传进化树　由系统进化树（图２）
看出，菌株Ｓ与河流弧菌聚集为一个分支，菌株Ｈ１与哈氏弧
菌聚集为一个分支。结合生理生化特性，菌株 Ｓ鉴定为河流
弧菌，菌株Ｈ１鉴定为哈氏弧菌。菌株水１、水２、水３、Ｍ１、Ｍ３
与溶藻弧菌的遗传距离较近，菌株 Ｍ２与溶藻弧菌及副溶血
弧菌的遗传距离较近，但无法准确将它们定种，还需结合菌株

的ＨＳＰ６０序列进行分析。

２．３　菌株ＨＳＰ６０序列分析
２．３．１　ＨＳＰ６０电泳扩增结果　ＨＳＰ６０ＰＣＲ产物电泳结果如
图３所示，从６株分离菌的 ＤＮＡ模板中均扩增出了目标片
段，长度约３７０ｂｐ，与预期相符。
２．３．２　ＨＳＰ６０的序列的遗传进化树　由系统进化树（图４）
看出，Ｍ１、Ｍ２、Ｍ３、水１、水２、水３的 ＨＳＰ６０序列与溶藻弧菌

的遗传距离比较近，聚集为 １个分支。综上，可将 Ｍ１、Ｍ２、
Ｍ３、水１、水２、水３鉴定为溶藻弧菌。
２．４　细菌感染试验结果

由表３可见，随着菌液浓度降低，试验虾死亡率降低，而
对照虾无死亡现象。溶藻弧菌的总死亡率最高，其次为哈氏

弧菌，且溶藻弧菌组的首次死亡时间最短。表明３种弧菌对
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对虾的致病性强度有差异，以溶藻弧菌致病性最强，其次为哈

氏弧菌，河流弧菌最弱。不同种弧菌感染虾导致的症状基本

一致，附肢变红，部分步足也变红；须变红；尾扇变红、溃烂；头

胸甲区呈黄色，部分虾的肝胰腺糜烂；部分虾的眼溃烂。从感

染死亡虾肝胰腺重新划线分离细菌，得到与感染试验所用弧

菌形态一致的菌落。将菌株进行 １６ＳｒＲＮＡ、ＨＳＰ６０序列测
定，结果发现从感染致死对虾分离到的菌株与感染试验所用

菌株的１６ＳｒＲＮＡ、ＨＳＰ６０序列同源性均达９９％以上；另外，对

表３　人工感染试验结果

菌株 组别
菌液浓度

（ＣＦＵ／ｍＬ）
不同感染时间下的虾死亡数（尾）

１ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ ５ｄ ６ｄ ７ｄ 合计

死亡率

（％）

Ｍ２ １ ２．８×１０７ ０ ０ ２ １ ２ １ ０ ６ １００
２ ２．８×１０６ ０ ０ ０ ０ １ １ ２ ４ ６６．７
３ ２．８×１０５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ２ ３３．３

Ｈ１ １ ２．３×１０７ ０ ０ ０ ０ １ ２ ２ ５ ８３．３
２ ２．３×１０６ ０ ０ ０ ０ ０ １ ２ ３ ５０．０
３ ２．３×１０５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １６．７

Ｓ １ ２．５×１０７ ０ ０ ０ ０ １ ０ １ ２ ３３．３
２ ２．５×１０６ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ １ １６．７
３ ２．５×１０５ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

空白对照 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０

死虾进行白斑病毒及桃拉病毒检测，确定无病毒感染，表明该

人工感染试验成立。

３　结论与讨论

温崇庆等通过表型和分子特征对２个育苗场凡纳滨对虾
蚤状Ⅱ期幼体弧菌病病原进行鉴定，确定为副溶血弧菌及溶
藻弧菌［２］。ｖａｎｄｅｎＢｅｒｇｈｅ等对厄瓜多尔凡纳滨对虾育苗场
的研究表明，溶藻弧菌作为优势弧菌存在于凡纳滨对虾幼体

各阶段，特别是无节期和蚤状期健康幼体上，但在仔虾期更多

见于患病个体上［５］。徐怀恕等对中国对虾幼体细菌性暴发

病的研究表明，蚤状幼体大批死亡的病原为哈氏弧菌［６］。本

研究对广西北部湾地区健康虾苗、成虾、养殖水体进行弧菌的

分离鉴定，旨在了解弧菌分布情况及其致病性，为广西北部湾

地区凡纳滨对虾的健康养殖提供基础资料。传统生理生化特

征测定法得出的细菌鉴定结果不一定准确，且弧菌属内各种

细菌的生化鉴定结果较相似，必须结合分子生物学方法进行

验证。１６ＳｒＲＮＡ序列测定已成为细菌鉴定的重要工具，能有
效区分细菌属及属以上的分类单元，然而许多亲缘较近的细

菌种具有几乎相同的１６ＳｒＲＮＡ基因序列，如溶藻弧菌、副溶
血弧菌等的１６ＳｒＲＮＡ基因序列间的同源性在９８％以上［７］，

因此对这些细菌的准确鉴定还须测定其他基因序列。Ｋｗｏｋ
等对１５种共２９株海洋弧菌部分 ＨＳＰ６０基因序列分析表明，
弧菌种间ＨＳＰ６０基因序列相似性为７１％～８２％，种内菌株间
的相似性为９６％～１００％，相对于１６ＳｒＲＮＡ基因序列更适合
海洋弧菌的系统发育分析和鉴定［８］。本研究结合生理生化

特性及１６ＳｒＲＮＡ、ＨＳＰ６０基因序列克隆测序结果对分离菌株
进行鉴定，结果发现分离到的菌株中有６株为溶藻弧菌，１株
为哈氏弧菌，１株为河流弧菌，表明在广西北部湾地区凡纳滨
对虾育苗时期的养殖水体及虾苗体内，溶藻弧菌为最优势的

弧菌菌种，此结果与前人研究结论［９－１０］较一致。人工感染试

验表明，当菌液浓度达到１０５ＣＦＵ／ｍＬ时，溶藻弧菌及哈氏弧
菌可以导致凡纳滨对虾发病甚至死亡，与相关研究结果［１１］接

近。本研究中溶藻弧菌及哈氏弧菌人工感染试验中所用虾为

抗病力更强的成虾，若是用虾苗做人工感染试验导致的死亡

率可能会更高。因此，定时监测养殖水体尤其是育苗池中弧

菌的数量变化有利于凡纳滨对虾的健康养殖。
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燕凤蝶生物学特性及人工养殖技术初探

蒲正宇１，史军义１，姚　俊１，李贵兴２

（１．中国林业科学研究院资源昆虫研究所蝴蝶研究与发展中心，云南昆明６５０２２４；
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　　摘要：燕凤蝶生物学特性观察表明，燕凤蝶一年发生３～４代，成虫最早于４月下旬发生。成虫吸水访花，喜访鬼
针草花采蜜，寄主植物为青藤。在对燕凤蝶的生物学特性和青藤培育技术的研究基础上，实现了对燕凤蝶规模化人工

循环养殖。燕凤蝶成虫饲养于成虫繁殖园，园内放置青藤供雌蝶产卵；着卵植株移至孵化室，于室内孵化；１～３龄幼
虫在寄主植物园内用７０目的尼龙袋饲养，４～５龄幼虫饲养于幼虫饲养室，直至挂蛹；留为种源的蛹移至羽化室内羽
化，供应市场的蛹包装于塑料筐内运输。
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　　燕凤蝶（ＬａｍｐｒｏｐｔｅｒａｃｕｒｉａＦａｂｒｉｃｉｕｓ）属昆虫纲（Ｉｎｓｅｃｔａ）
鳞翅目（Ｌｅｐｉｄｏｐｔｅｒａ）凤蝶科（Ｐａｐｉｌｉｏｎｉｄａｅ）燕凤蝶属（Ｌａｍ
ｐｒｏｐｔｅｒａ），国内主要分布于广东、广西、海南、云南、香港［１］。

燕凤蝶是中国国家林业局令《国家保护的有益的或者有重要

经济、科学价值的陆生野生动物名录》中列入的种类，在生态

观赏和工艺制作中也具有较高的利用价值［２］。

随着我国经济的发展、物质生活水平的提高，人们对精神

文化方面的需求也随之提高。在此情况下，活蝴蝶园的建立

能够给生活在城市中的人群提供一份宁静，提供亲近自然、接

触自然的机会。进入２０世纪以来，活蝴蝶园雨后春笋般涌
现，所需蝴蝶量巨大，而这些蝴蝶主要来自野外捕捉，由此带

来了活体蝴蝶供需关系的矛盾，以及蝴蝶捕捉带来的经济利

益与生态环境保护的矛盾。蝴蝶人工养殖是解决这些矛盾的

有效途径，它不仅可以为市场供应蝴蝶抑制野外蝴蝶捕捉，还

能为农民带来不菲的收入，改变农村经济结构［３］。到２０１０年
左右，我国约能人工养殖３０种蝴蝶，年产量约３００万只，但仍
不能满足市场上对蝴蝶数量和种类的需求。本研究于２００９年
至２０１２年在广西凭祥进行，观察了燕凤蝶的生物学特性，并成
功规模化养殖出燕凤蝶，以期为丰富蝴蝶市场供应种类、缓解

人工养殖蝴蝶市场供给矛盾、保护野外蝴蝶资源奠定基础。

１　研究区概况

试验基地位于广西壮族自治区凭祥市区以北约３ｋｍ处
的中国林业科学研究院热带林业研究中心试验林场内，地处

２１°５７′～２２°１９′Ｎ，１０６°３９′～１０６°５９′Ｅ，海拔６９０～７１０ｍ。该
地区属北热带季风气候，境内日照充足，雨量充沛，干湿季节

明显，光、水、热资源丰富，年平均气温２０．５～２１．７℃，年均
降水量１２００～１５００ｍｍ［４］。

燕凤蝶人工养殖主要设备包括寄主植物园、成虫繁殖园、

幼虫饲养室、蛹羽化室、空调、加湿器、温湿度测量仪等。

２　燕凤蝶的形态特征及其生活习性

燕凤蝶成虫是凤蝶中最小的，触角黑色，体背黑色，头宽，

腹短，前翅长约９～１１ｍｍ，白色透明，外缘、前缘和基部均黑
色，前缘中部到臀角有１条黑色斜带，后翅狭长，尾突长，从前
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