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　　摘要：从患有尾鳍基部溃烂病的人工养殖黑鲷（Ａｃａｎｔｈｏｐａｇｒｕｓｓｃｈｌｅｇｅｌ）病灶处分离到１株优势菌 ＬＳＨＤ－１，经人
工感染试验证实为引起黑鲷尾鳍基部溃烂病病原菌。细菌形态学观察、生理生化等表观、生物学试验、细菌１６ＳｒＲＮＡ
基因同源性检索和系统发育学分析结果表明，ＬＳＨＤ－１与假交替单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ）的吻合程度最高，系统
发育分析结果与杀鱼假交替单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｐｉｓｃｉｃｉｄａ）聚为１支。扩增细菌毒力基因，分析其潜在致病性，发
现ＬＳＨＤ－１携带黏附侵袭位点基因（ａｉｌ）、毒力活化因子（ｖｉｒＦ）、Ｐ４噬菌体整合酶基因（ｉｎｔＢ）、溶血素基因（ｈｌｙＡ）、丝
氨酸蛋白酶基因（ａｈｐＡ）、肠毒素基因（ａｌｔＡ）、抗金属蛋白酶基因（ａｓｔ）。药敏试验结果显示，ＬＳＨＤ－１对氧氟沙星、恩
诺沙星、诺氟沙星、头孢曲松、氟苯尼考高度敏感，对磺胺异 唑、强力霉素、青霉素Ｇ、四环素表现出较强耐药性。
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　　假交替单胞菌属是 １９９５年 Ｇａｕｔｈｉｅｒ等根据细菌 １６Ｓ
ｒＲＮＡ序列发现有别于假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）和交替单胞菌
（Ａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓ）的一个新属［１］，目前已经发现３０多个种。该菌
广泛分布于海洋沉积物以及共附生在一些海洋动植物中。假

交替单胞菌能产生胞外毒素、胞外多糖、胞外酶以及病毒活性

物质等与致病相关的多种物质［２］，是一类条件致病菌。研究

表明，假交替单胞菌可感染海水养殖藻类和养殖动物等，引起

藻类溶藻、绿斑、黄斑［３－５］等，养殖动物皮肤溃烂［６］等疾病。

黑鲷（Ａｃａｎｔｈｏｐａｇｒｕｓｓｃｈｌｅｇｅｌ）属于鲈形目鲈亚目鲷科鱼类，主
要分布在西太平洋区，在我国沿海均有分布，是海水鱼养殖主

要品种之一。近年来，江苏沿海地区黑鲷在养殖过程中经常

发生皮肤溃烂，并出现不同程度的死亡，给黑鲷养殖产业带来

严重威胁。２０１２年４月，江苏省海水增养殖技术及种苗中心
人工养殖黑鲷过程中发生皮肤溃烂，并出现一定规模的死亡。

本试验从患病鱼体分离到１株优势菌 ＬＳＨＤ－１，对该菌进行
了鉴定和毒力基因的研究，并进行了药物敏感性试验。

１　材料与方法

１．１　材料
试菌株ＬＳＨＤ－１，分离自江苏省海水增养殖技术及种苗

中心的池塘养殖患皮肤溃烂病黑鲷，该菌株已通过回复感染

证实为该病的病原菌。

２２１６Ｅ培养基、细菌微量生化鉴定管、水解酪蛋白琼脂
（ＭＨ琼脂）、质控菌（大肠杆菌ＡＴＣＣ２５９２２）及药敏试纸购自
杭州天和微生物试剂有限公司；ＰｒｅｍｉｘＴａｑ酶、ＤＮＡｍａｒｋｅｒ购

自ＴａＫａＲａ公司；引物（１６ＳｒＲＮＡ，毒力基因）由生工生物工程
（上海）股份有限公司合成；其他试剂均为分析纯。

１．２　方法
１．２．１　形态结构观察　用接种环挑取少量细菌在载玻片上
涂片固定，革兰氏染色，油镜观察形态。挑取单菌落细菌用海

水制成菌悬液，吸取１滴置于铜网膜上，通过醋酸铀染色，日
立Ｈ－３００型透射电子显微镜观察。
１．２．２　生理生化试验　参照《常见细菌系统鉴定手册》和
《ＢｅｒｇｅｙｓＭａｎｕａｌｏｆＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｖｅＢａｃｔｅｒｉｏｌｏｇｙ》进行生理生化
试验。

１．２．３　细菌 １６ＳｒＲＮＡ基因扩增　挑取单菌落于装有
１００μＬ灭菌去离子水的１．５ｍＬＥＰ管中，煮沸１０ｍｉｎ，４℃
１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，上清即为聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）模板ＤＮＡ，－２０℃保存备用。采用通用
引物扩增 １６ＳｒＲＮＡ基因序列与测序，正向引物 ２７Ｆ（５′－
ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′），反向引物 １４９２Ｒ（５′－
ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′）。２５μＬ反应体系：１２．５μＬ
ＰｒｅｍｉｘＴａｑ酶，正、反向引物各１μＬ，模板 ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
补足２５μＬ。反应条件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５４℃３０ｓ，
７２℃ １．５ｍｉｎ，３５个循环；７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１％琼脂
糖电泳（１２０Ｖ，３５ｍｉｎ）检测目的片段（约１５００ｂｐ）后，送生
工生物工程（上海）股份有限公司测序。

１．２．４　系统发育分析　利用ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ）数据库中ｂｌａｓｔ对ＬＳＨＤ－１细菌１６ＳｒＲＮＡ
序列进行相似性比较。使用 ＣｌｕｓｔａｌＸ２．０软件与从 ＧｅｎＢａｎｋ
数据库中获得序列相似性较高的序列进行多序列比对，通过

ＭＥＧＡ４（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＥＧＡ）软件
采用邻接建树法构建系统发育树，并通过 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ法（１０００
次）检验。

１．２．５　毒力基因检测　通过 ＰＣＲ对 ＬＳＨＤ－１菌黏附侵袭
位点基因（ａｉｌ）、耐热肠毒素基因（ｙｓｔＢ）、黏附素基因（ｙａｄＡ）、
毒力活化因子（ｖｉｒＦ）、Ｐ４噬菌体整合酶基因（ｉｎｔＢ）、气溶素基
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因（ａｅｒＡ）、溶血素基因（ｈｌｙＡ）、丝氨酸蛋白酶基因（ａｈｐＡ）、肠
毒素基因（ａｌｔＡ）以及抗金属蛋白酶基因（ａｓｔ）进行扩增。扩
增条件：ａｉｌ、ｙｓｔＢ、ｙａｄＡ、ｖｉｒＦ、ｉｎｔＢ按照 ９４℃预变性 ４ｍｉｎ；
９４℃ 变性４５ｓ、退火４５ｓ（退火温度见表１），７２℃延伸４０ｓ，

３５个循环；７２℃终延伸５ｍｉｎ。ａｅｒＡ、ｈｌｙＡ、ａｈｐＡ、ａｌｔＡ、ａｓｔ基因
９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、退火３０ｓ（退火温度见表
１），７２℃延伸３０ｓ，３５个循环；７２℃终延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产
物经１％琼脂糖电泳检测结果。

表１　检测的毒力基因引物序列及反应条件

基因名称 引物序列（５′→３′）
长度

（ｂｐ）
退火温度

（℃）
Ａｉｌ［７］ Ｆ：ＴＡＡＴＧＴＧＴＡＣＧＣＴＧＣＧＡＧ；Ｒ：ＧＡＣＧＴＣＴＴＡＣＴＴＧＣＡＣＴＧ； ３５１ ５０
ｙｓｔＢ［７］ Ｆ：ＣＴＴＣＡＧＡＴＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＣＴＧＴ；Ｒ：ＡＴＧＣＣＴＧＡＣＴＡＧＡＧＣＧＡＴＡＴＣＣ ２００ ５６
ｙａｄＡ［７］ Ｆ：ＧＧＣＡＧＡＡＣＡＧＣＡＧＴＣＡＧＡＣＡＴＡ；Ｒ：ＧＧＴＧＡＧＣＡＴＡＧＡＧＡＡＴＡＣＧＴＣＧ ８００ ５６
ｖｉｒＦ［７］ Ｆ：ＧＴＡＣＡＴＴＡＧＧＣＣＡＡＧＡＧＡＣＧ；Ｒ：ＧＣＡＡＣＡＴＡＣＣＴＣＡＣＡＡＣＡＣＣ ５６１ ４５
ｉｎｔＢ［７］ Ｆ：ＴＧＣＧＣＣＡＴＧＣＧＧＴＣＣＡＴＣ；Ｒ：ＧＧＴＧＣＡＴＡＡＧＡＴＴＣＴＣＧＧ ７１４ ５０
ａｅｒＡ［８］ Ｆ：ＣＡＡＧＡＡＣＡＡＧＴＴＣＡＡＧＴＧＧＣＣＡ；Ｒ：ＡＣＧＡＡＧＧＴＧＴＧＧＴＴＣＣＡＧＴ ３０９ ５７
ｈｌｙＡ［９］ Ｆ：ＴＧＡＣＡＧＧＣＡＡＧＴＡＧＡＡＴＡＡＣＧＣ；Ｒ：ＴＧＴＣＣＧＣＴＴＴＣＣＡＣＴＣＣＣ １８１５ ５３
ａｈｐＡ［１０］ Ｆ：ＧＴＴＡＧＧＣＧＴＴＧＧＣＡＡＴＣＴＣＧ；Ｒ：ＣＧＣＴＧＧＡＧＴＡＧＧＡＧＧＡＡＣＧ ８７４ ６０
ａｌｔＡ［１１］ Ｆ：ＡＴＣＧＴＣＡＧＣＧＡＣＡＧＣＴＴＣＴＴ；Ｒ：ＣＴＣＡＴＣＣＣＴＴＧＧＣＴＴＧＴＴＧＴ ４４２ ５８
ａｓｔ［１２］ Ｆ：ＴＧＡＣＣＣＡＧＴＣＣＴＧＧＣＡＣＧＧＣ；Ｒ：ＧＣＴＧＡＴＣＧＡＴＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣ ５０４ ５７

１．２．６　药物敏感性试验　选择磺胺异 唑、强力霉素、氧氟

沙星、青霉素Ｇ、恩诺沙星、新霉素、头孢曲松、四环素、红霉
素、诺氟沙星、氟苯尼考药敏试纸片对 ＬＳＨＤ－１进行敏感性
试验，采用世界卫生组织推荐的Ｋ－Ｂ纸片琼脂扩散法进行，
结果按敏感（Ｓ）、中敏（Ｉ）、耐药（Ｒ）报告［１３］。

２　结果与分析

２．１　细菌形态学特征
ＬＳＨＤ－１菌落在 ２２１６Ｅ琼脂平板上为浅黄色，凸透镜

状，表面光滑湿润有光泽，边缘完整，不透明，圆形。革兰氏染

色阴性，呈短杆状（图１）。负染后电镜观察，菌体呈短杆状，
极端单鞭毛（图２）。

２．２　生理生化特征
ＬＳＨＤ－１菌氧化酶试验阳性，Ｌ－鸟氨酸、Ｌ－精氨酸、

Ｌ－赖氨酸和Ｌ－色氨酸反应阴性（表２），结合伯杰氏手册，
该生理生化结果与假交替单胞菌基本符合。

２．３　分子生物学鉴定及系统发育学分析
ＰＣＲ扩增ＬＳＨＤ－１菌１６ＳｒＲＮＡ基因获得１条清晰的条

表２　ＬＳＨＤ－１生理生化试验

反应（酶） 结果 反应（酶） 结果

鸟氨酸脱羧酶 － 吲哚（产生） －
精氨酸双水解酶 － Ｎ－乙酰－β－葡萄糖苷酶 ＋
赖氨酸脱羧酶 － β－半乳糖苷酶 －
脲酶 － 葡萄糖（产酸） －
Ｌ－阿拉伯糖醇（产酸） － 蔗糖（产酸） －
半乳糖羧盐（产酸） － Ｌ－阿拉伯糖（产酸） －
５酮基－葡萄糖酸（产酸） － Ｄ－阿拉伯醇（产酸） －
肢酶 － α－葡萄糖苷酶 ＋
酚红（产酸） － α－半乳糖苷酶 －
β－葡萄糖苷酶 ＋ 海藻糖（产酸） －
甘露醇（产酸） － 鼠李糖（产酸） －
麦芽糖（产酸） － 肌醇（产酸） －
侧金盏花醇（产酸） － 纤维二糖（产酸） －
帕拉金糖（产酸） － 山梨醇（产酸） －
β－葡萄糖酸苷酶 － 麦芽糖苷酶 －
丙二酸 － Ｌ－天冬氨酸芳胺酶 ＋

带，经测序后发现为１４３８个碱基的基因片段，将该序列在
ＮＣＢＩ数据库进行ｂｌａｓｔ分析对比，发现 ＬＳＨＤ－１与假交替单
胞菌杀鱼亚种的同源性最近，达 ９９％。将测得序列与
ＧｅｎＢａｎｋ中已登录的１６ＳｒＲＮＡ序列进行匹配排列，构建系统进
化树，结果ＬＳＨＤ－１与假交替单胞菌杀鱼亚种聚为１支（图３）。
２．４　毒力基因检测结果

ＰＣＲ扩增 ＬＳＨＤ－１细菌毒力基因，经电泳检测发现：
ａｌｔＡ、ａｉｌ、ｉｎｔＢ、ａｈｐＡ、ａｓｔ、ｖｉｒＦ、ｈｌｙＡ基因（图４、图５）出现相应
大小的条带，其中丝氨酸蛋白酶基因（ａｈｐＡ）条带最为清晰，
ａｌｔＡ、ｉｎｔＢ、ｖｉｒＦ条带比较清晰，ａｉｌ、ａｓｔ、ｈｌｙＡ条带相对较弱。
２．５　药物敏感性试验

药敏试验结果表明，ＬＳＨＤ－１菌对氧氟沙星、恩诺沙星、
头孢曲松、诺氟沙星、氟苯尼考敏感；对磺胺异 唑、强力霉

素、青霉素Ｇ、四环素表现出耐药；磺胺异 唑和青霉素 Ｇ对
ＬＳＨＤ－１菌的抑菌效果较差（表３）。

３　讨论

假交替单胞菌是海洋中常见的细菌，随着海水养殖业的

发展，假交替单胞菌受到广泛的关注和研究。目前，日本有关
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于假交替单胞菌引起海带（Ｌａｍｉｎａｒｉａ）孢子体红点病［１４］和孔

烂症［１５］的报道，我国也有假交替单胞菌引起条斑紫菜（Ｐｏｒ
ｐｈｙｒａｅｙｅｚｏｅｎｓｉｓ）绿斑病［４］和黄斑病［５］的报道；Ｐｕｊａｌｔｅ等从患
病的海鲈体内分离到１株Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｕｎｄｉｎａ，试验发现
其毒性较弱，但是在养殖环境恶化时引起金头鲷和海鲈患

病［１６］；国内大量研究表明，假交替单胞菌可引起刺参（Ａｐｏｓ
ｔｉｃｈｏｐｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）腐皮病［１７－１９］、溃疡病［２０］等；乔迁等报道假

交替单胞菌引起七带石斑鱼（Ｅｐｉｎｅｐｈｅｌｕｓｓｅｐｔｅｍｆａｓｃｉａｔｕｓ）皮肤
溃烂［２１］；白雪松等从群体死亡日本对虾（Ｐｅｎａｅｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）蚤
状幼体中分离到１株致病菌，经鉴定为 Ｐｓｅｕｄｏａｌｔｅｒｏｍｏｎａｓｌｉ
ｐｏｌｙｔｉｃａ［２２］。本试验从患病黑鲷病灶处分离到 １株优势菌
ＬＳＨＤ－１，革兰氏染色和透射电镜观察结果与假交替单胞菌

表３　ＬＳＨＤ－１药物敏感性试验结果

药敏试纸

名称

药物含量

（μｇ／片）
抑菌圈大小（ｍｍ）

ＡＴＣＣ２５９２２ ＬＳＨＤ－１
敏感性

磺胺异 唑 ３００ ２４．６ ０ Ｒ
强力霉素 ３０ １８．４ ８．０ Ｒ
氧氟沙星 ５ ３１．５ ２３．４ Ｓ
青霉素Ｇ １０ １５．７ ０ Ｒ
恩诺沙星 １５ ３８．０ ２６．６ Ｓ
新霉素 ３０ ２３．５ １６．７ Ｉ
头孢曲松 ３０ ３４．０ ２７．９ Ｓ
四环素 ３０ ２１．５ １３．５ Ｒ
红霉素 １５ ３５．６ １５．８ Ｉ
诺氟沙星 １０ ２４．３ １８．７ Ｓ
氟苯尼考 ３０ ３４．６ ２２．４ Ｓ

的特征基本一致；根据生理生化表型特征，ＬＳＨＤ－１菌与假
交替单胞菌相似度最高；另外，ＬＳＨＤ－１细菌的１６ＳｒＲＮＡ基
因序列在ＮＣＢＩ数据库中通过 ｂｌａｓｔ同源性检索，基因序列与
假交替单胞菌杀鱼亚种的同源性最高，达到９９％，从基因系
统发育树来看，ＬＳＨＤ－１与假交替单胞菌杀鱼亚种聚为 １
支。综合ＬＳＨＤ－１的形态学特征、生理生化和分子生物学鉴
定结果，认为ＬＳＨＤ－１为假交替单胞菌杀鱼亚种。

黑鲷在养殖过程中，相关报道过有拟态弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｍｉｍｉ
ｃｕｓ）引起的幼鱼腹水病［２３］、哈维氏弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｈａｒｖｅｙｉ）［２４］与
迟缓爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ）［２５］引起的大规模死亡。
假交替单胞菌杀鱼亚种感染黑鲷的研究未见报道，毒力人工

回感试验结果表明，该株菌为引起黑鲷尾鳍基部溃烂病的病

原菌；通过扩增ＬＳＨＤ－１菌的毒力基因，结果检测到黏附侵
袭位点基因（ａｉｌ）、毒力活化因子（ｖｉｒＦ）、Ｐ４噬菌体整合酶基
因（ｉｎｔＢ）、溶血素基因（ｈｌｙＡ）、丝氨酸蛋白酶基因（ａｈｐＡ）、肠
毒素基因（ａｌｔＡ）、抗金属蛋白酶基因（ａｓｔ）。ａｉｌ基因能够编码
对宿主产生高度黏附并保护细菌不被宿主免疫系统杀灭的小

分子黏附蛋白［２６］，目前，ａｉｌ基因在小肠耶尔森氏菌中研究较
多［７，２７－２８］，有学者甚至认为，可将 ａｉｌ基因作为小肠耶尔森氏
菌致病性指示基因［２９］；ａｈｐＡ基因是细菌重要的致病基因之
一，其主要在病原入侵过程中通过活化毒力因子间接发挥作

用［３０］，张璐等利用缺失突变法构建迟缓爱德华氏菌 ａｈｐＡ基
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因突变菌株，通过与野生菌株的侵染试验的比较，认为 ａｈｐＡ
基因对迟缓爱德华氏菌前期侵染宿主有关［３１］，朱大玲等研究

表明，ａｈｐＡ基因阳性的嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）
为有毒菌［３２］；ｈｌｙＡ基因是多数致病细菌的常见基因，关于其
在致病过程中所起的作用，付乔芳等认为，ｈｌｙＡ基因与嗜水气
单胞菌的致病力关系不大［３３］，但黄钧等发现携带 ｈｌｙＡ基因
的气单胞菌致病力增强［３４］；ｖｉｒＦ基因是编码毒力基因的调控
因子［３５］，在细菌致病性中起着重要作用，ａｌｔＡ、ａｓｔ基因在已有
报道中证实与致病性关系不大［３３］。本试验还扩增到 ｉｎｔＢ基
因，与苟小兰等的试验结果［７］一致，说明 ＬＳＨＤ－１染色体上
存在高致病性毒力岛。综上可以推断，本试验分离的致病性

杀鱼假交替单胞菌的致病力可能主要由 ａｉｌ、ａｈｐＡ、ｖｉｒＦ、ｉｎｔＢ
基因决定。毒力基因的量、毒力基因的表达机理以及毒力基

因间的相互作用与致病性的关系非常复杂，引起黑鲷的致病

机制尚需进一步研究。

ＬＳＨＤ－１药物敏感性试验结果与乔迁等的研究结
论［２１－２２］基本一致，氧氟沙星、恩诺沙星、诺氟沙星、头孢曲松、

氟苯尼考对ＬＳＨＤ－１有较好的抑菌效果；该菌对磺胺异
唑、强力霉素、青霉素 Ｇ、四环素表现出较强耐药性。但是总
体药物敏感性比淡水菌敏感，这可能是因为海水养殖抗菌药

物使用的频率不高，细菌在没有抗菌素环境压力下保持了较

高的药物敏感性。该菌的药物敏感性试验结果可为防治该菌

引起的水生动物疾病提供借鉴和参考。
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ｕｌａｒａｎｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓａｔｉｏｎｏｆＰ．ｕｎｄｉｎａｓｔｒａｉｎＵ５８［Ｊ］．
Ａｑｕａｃｕｌｔｕｒｅ，２００７，２７１：４７－５３．

［１７］王印庚，方　波，张春云，等．养殖刺参保苗期重大疾病“腐皮综
合征”病原及其感染源分析［Ｊ］．中国水产科学，２００６，１３（４）：
６１０－６１６．

［１８］谢建军．养殖刺参（Ａｐｏｓｔｉｃｈｏｐｕｓｊａｐｏｎｉｃｕｓ）腐皮综合症主要致病
菌快速检测技术研究［Ｄ］．上海：上海水产大学，２００７．

［１９］葛　辉，何丽斌，林　琪，等．福建海区网箱养殖刺参“腐皮综合
症”病原分析与鉴定［Ｊ］．福建水产，２０１２，３４（２）：１０５－１０９．

［２０］孟庆国，吴刘记，吴信忠，等．养殖刺参溃疡病病原学研究［Ｊ］．
水产科学，２００６，２５（１２）：６３５－６３９．

［２１］乔　迁，韩娜娜，陈　超，等．致病性假交替单胞菌的分离鉴定
及药敏特性研究［Ｊ］．安徽农业科学，２０１０，３８（２６）：１４２２４－
１４２２６，１４２３２．

［２２］白雪松，张晓君，比可然，等．１株假交替单胞菌的分离与鉴定
［Ｊ］．江苏农业科学，２０１３，４１（１０）：２１１－２１６．

［２３］王国良，郑天伦，金　珊，等．黑鲷幼鱼腹水病病原菌［Ｊ］．中国
兽医学报，２００３，２３（１）：３３－３４．

［２４］潘晓艺，沈锦玉，尹　文，等．哈维氏弧菌黑鲷分离株 ＢＫ－１培
养条件优化研究［Ｊ］．浙江海洋学院学报：自然科学版，２００５，２４
（３）：２４０－２４３．

［２５］闰茂仓，王雪鹏，丁　雷．养殖黑鲷迟缓爱德华菌的分离鉴定
［Ｊ］．山东畜牧兽医，２０１０，３１（４）：１９，２２．

［２６］ＹａｍａｓｈｉｔｓＳ，ＬｕｋａｃｉｋＰ，ＢａｒｎａｒｄＴＪ，ｅｔａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｉｎｓｉｇｈｔｓｉｎｔｏ
Ａｉｌ－ｍｅｄｉａｔｅｄａｄｈｅｓｉｏｎｉｎＹｅｒｓｉｎｉａｐｅｓｔｉｓ［Ｊ］．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，２０１１，１９
（１１）：１６７２－１６８２．

［２７］王　军，李跃旗，赵　蕊，等．致病性小肠结肠炎耶氏菌ＤＮＡ多
态性［Ｊ］．解放军医学杂志，２００２，２７（１）：４６－４７．

［２８］ＢａｌａｋＲ，ＭｕｒａｌｉＨＳ，ＢａｔｒａＨＶ．Ｃｌｏｎｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒ
ｉｚａｔｉｏｎｏｆａｔｔａｃｈｍｅｎｔ－ｉｎｖａｓｉｏｎｌｏｃｕｓｐｒｏｔｅｉｎ（Ａｉｌ）ｏｆＹｅｒｓｉｎｉａｅｎ
ｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａａｎｄｉｔｓｕｔｉｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｒａｐｉｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂｙｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ
［Ｊ］．ＬｅｔｔＡｐｐｌＭｉｃｒｏｂｉｏ１，２０１０，５０（２）：１３１－１３７．
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［２９］ＨｕａｎｇＹ，ＷａｎｇＸ，ＣｕｉＺ，ｅｔａｌ．ＰｏｓｓｉｂｌｅｕｓｅｏｆａｉｌａｎｄｆｏｘＡｐｏｌｙ

ｍｏｒｐｈｉｓｍｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇｐａｔｈｏｇｅｎｉｃＹｅｒｓｉｎｉａｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ［Ｊ］．ＢＭＣ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ，２０１０（１０）：２１１－２１７．

［３０］ＶｉｐｏｎｄＲ．Ｄｅｆｉｎｅｄｄｅｌｅｔｉｏｎｍｕｔａｎｔｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｔｈａｔｔｈｅｍａｊｏｒ
ｓｅｃｒｅｔｅｄｔｏｘｉｎａｒｅｎｏｔｅｓｓｅｎｔｉａｌｆｏｒｔｈｅｖｉｒｕｌｅｎｃｅｏｆＡｅｒｏｍｏｎａｓｓａｌｍｏ
ｎｉｃｉｄａ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄＩｍｍｕｎｉｔｙ，１９８８，６６（５）：１９９０－１９９８．

［３１］张　璐，张书仁，孙铂光．丝氨酸蛋白酶 Ｐｉｃ在迟缓爱德华氏菌
侵染鱼类中的作用［Ｊ］．山东农业科学，２０１４，４６（７）：１５－１９．

［３２］朱大玲，李爱华，汪建国，等．嗜水气单胞菌毒力与毒力基因分
布的相关性［Ｊ］．中山大学学报：自然科学版，２００６，４５（１）：

８２－８５．　
［３３］付乔芳，邱军强，胡　鲲，等．嗜水气单胞菌国内分离株的毒力

因子分布与致病性相关性分析［Ｊ］．生物学杂志，２０１１，２８（６）：
５３－５７．

［３４］黄　钧，黄艳华，胡大胜，等．黄沙鳖白底板病病原菌的分离鉴定
及６种毒力基因检测［Ｊ］．水生生物学报，２０１３，３７（５）：８４４－８５４．

［３５］Ｌａｍｂｅｒｔ－ＲｏｕｖｒｏｉｔＣ，ＳｌｕｉｔｅｒｓＣ，ＣｏｒｎｅｌｉｓＧＲ．Ｒｏｌｅｏｆｔｈｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ
ｔｉｏｎａｌａｃｔｉｖａｔｏｒ，ＶｉｒＦ，ａｎｄｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｐＹＶ
ｐｌａｓｍｉｄｇｅｎｅｓｏｆＹｅｒｓｉｎｉａｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ［Ｊ］．ＭｏｌＭｉｃｍｂｉｏ１，１９９２，６
（３）：３９５－４０９．

齐计兵，乔振国，顾孝连，等．拟穴青蟹池塘育苗生物饵料的初步研究［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（４）：２３３－２３６．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０４．０８５

拟穴青蟹池塘育苗生物饵料的初步研究

齐计兵１，２，乔振国２，顾孝连２，３，马凌波２，沈昂绿２

（１．上海海洋大学水产与生命学院，上海２０１３０６；２．中国水产科学研究院东海水产研究所，上海 ２０００９０；
３．上海科技馆，上海２００１２７）

　　摘要：围绕以轮虫、桡足类为饵料系列的拟穴青蟹（Ｓｃｙｌｌａｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）池塘育苗方式替代传统的以轮虫、卤虫无
节幼体为饵料系列的工厂化育苗方式，以降低育苗成本这一主题，采用实验室研究与生产性试验相结合的形式，探讨

了轮虫、桡足类作为不同发育阶段拟穴青蟹蟤状幼体饵料的效果及其转换时机、适宜密度等与拟穴青蟹池塘育苗相关

的技术参数。研究结果表明：在拟穴青蟹池塘育苗中，轮虫和桡足类可以成为拟穴青蟹蟤状幼体至大眼幼体阶段良好

的食物源，２种饵料的理想转换期为蟤状幼体Ⅲ期（Ｚ３）阶段；Ｚ３－Ｚ４阶段，３ｉｎｄ／ｍＬ小规格桡足类密度组的幼体平均

变态成活率优于其他规格桡足类密度组及卤虫对照组；Ｚ４－Ｍ（大眼幼体）阶段，５ｉｎｄ／ｍＬ大规格桡足类密度组的幼体

平均变态成活率优于其他规格桡足类密度组及卤虫对照组；通过适当加大饵料密度的方式可以提高小规格桡足类对

拟穴青蟹后期幼体（Ｚ４－Ｍ）的变态成活率。因此，Ｚ３投喂小规格桡足类，Ｚ４及以后投喂大规格的桡足类，采取人工补

充投喂的方式将投喂后的桡足类密度控制在５０００ｉｎｄ／Ｌ左右，是拟穴青蟹池塘育苗获得成功的关键。池塘育苗生产
性试验共收获大眼幼体２０万ｉｎｄ，Ｚ１－Ｍ的成活率为１３．３％。
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　　拟穴青蟹（Ｓｃｙｌｌａｐａｒａｍａｍｏｓａｉｎ）是中国南方沿海主要的
青蟹养殖品种，由于受育苗水温、繁殖特性以及幼体阶段营养

需求等因素的影响，工厂化育苗目前仍然是中国拟穴青蟹苗

种生产的主要方式，传统的苗种生产通常在Ⅲ期蟤状幼体
（Ｚ３）之前以轮虫为饵料，Ｚ３期以后至 Ｍ期主要以卤虫无节
幼体为饵料［１－３］。由于卤虫卵价格的急剧上涨，卤虫卵费用

占苗种生产总成本的比例不断上升，严重影响了蟹苗生产者

的经济效益［４］。借鉴河蟹、梭子蟹池塘育苗的成熟经验，开

发拟穴青蟹池塘育苗技术，对于降低育苗成本，促进拟穴青蟹

养殖产业的发展具有重要意义［１］。传统的蟹类育苗观点认

为，桡足类游动速度快，难以被蟹类幼体捕食，肉食性桡足类

还具有主动攻击捕食轮虫、卤虫无节幼体等饵料生物及蟹类

早期幼体的习性，因此，在蟹类的池塘育苗中，不少苗种生产

者通常将桡足类作为敌害生物予以去除［５－８］。然而近年来有

研究表明，蟹类Ｚ３以后的蟤状幼体可以捕食桡足类。例如，
张清靖等研究发现河蟹Ｚ３幼体能够捕食近亲真宽水蚤（Ｅｕ
ｒｙｔｅｍｏｒａｆｆｉｎｉｓ）无节幼体，Ｚ５、Ｍ能够大量捕食近亲真宽水蚤
成体［９］。吴旭干等研究发现背刺胸刺水蚤（Ｃｅｎｔｒｏｐａｇｅｓ
ｄｏｒｓｉｓｐｉｎａｔｕｓ）可以完全代替卤虫无节幼体投喂给Ｚ４之后的中
华绒螯蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒｓｉｎｅｎｓｉｓ）幼体［１０］。而且桡足类富含 ＤＨＡ
和ＥＰＡ等蟹类幼体发育所必需的高度不饱和脂肪酸，营养丰
富，并在适温条件下能迅速繁殖等特点，被认为是海水养殖不

可或缺的优质生物饵料［１０－１３］。桡足类替代卤虫无节幼体应

用于拟穴青蟹育苗目前仅有少量研究［１４－１５］。本试验选取了

价格便宜、容易获得而且个体大小与卤虫无节幼体相差不大

的轮虫池桡足类进行实验室研究与生产性试验。
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