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　　摘要：为研究饲料蛋白水平对梭鱼形体指标及血液生化指标的影响，选取健康、大小相似的梭鱼为试验对象，将梭
鱼随机分为４组，分别投喂蛋白水平为２６％、２８％、３０％、３２％的４组等能饲料，在池塘工业化养殖条件下饲养６０ｄ，测
量其形体指标并检测血液生化指标。结果表明，饲料蛋白水平在２６％～３２％范围内，各试验组中梭鱼的肥满度、脏体
比、胃体指数和肝体指数等形体指标没有显著差异，梭鱼形体特征正常，未受影响；高蛋白水平促进梭鱼血液中蛋白质

的代谢，抑制脂肪代谢，肝功能没有显著差异。综上所述，饲料蛋白水平在２６％ ～３２％范围内，池塘工业化养殖梭鱼
正常生长，对形体指标及血液生化指标没有影响。
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　　梭鱼属于鲻形目鲻科，主要分布于中国、日本和朝鲜半岛
沿海，喜栖息于江河口和海湾内，也进入淡水中生活。梭鱼肉

质鲜美、营养价值高，从生态养殖的角度来看，我国从２０世纪
５０年代起就开始研究梭鱼的人工繁殖和养殖技术。梭鱼作
为经济型鱼类，有关它营养需求方面的研究有很多。张春暖

等通过投喂６组脂肪水平不同的饲料，研究梭鱼对脂肪的最
适需求量，结果表明，梭鱼适宜脂肪水平为 ９．３０％ ～
９．６４％［１］。

蛋白质是影响鱼类生长和消化道组织的主要因素，不仅

为鱼类提供合成各种氨基酸，也是鱼体内酶、激素等重要物质

的主要成分［２］。饲料蛋白水平对鱼类的生长有很重要的影

响，当饲料蛋白水平过低时，鱼类的生长受阻，生长速率低，同

时由于鱼类摄入的蛋白质不足，肠道黏膜及消化腺体细胞更

新受到障碍，肝脏和胰脏维持正常生命活动的功能受损，从而

引起消化机能障碍，若饲料蛋白水平长期过低，鱼类的抵抗力

下降，发病率将增高，但是饲料蛋白水平过高，会增加鱼类肝

脏的负担，也不利于其生长，因此研究饲料蛋白水平对鱼类生

长的影响在水产养殖中具有重要意义［３］。

基于目前国内外已有研究，梭鱼关于饲料蛋白的研究还

未见相关报道，本试验通过投喂 ２６％、２８％、３０％、３２％等 ４
种蛋白水平的饲料，研究其对梭鱼形体及血液生化指标的影

响，为开发梭鱼高效环保配合饲料提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物
试验所用梭鱼均采购自江苏省盐城市大丰龙辰特种水产

养殖专业合作社，选取大小均匀、反应灵敏、健康的梭鱼。

１．２　试验饲料
　　基础饲料原料主要由鱼粉、花生粕、菜籽粕、ＤＤＧＳ、小麦、
米糠、豆油、磷酸二氢钙、预混料组成，原料经粉碎机粉碎，过

８０目筛，在基础饲料中豆粕的添加量为 １５．００％、１０．５０％、
６．００％、１．５０％，蛋白水平分别为 ３２％、３０％、２８％、２６％，配
制成４组蛋白水平的等能饲料，试验饲料配方见表１。

表１　试验饲料配方组成（干物质基础）

原料
各蛋白水平下的原料含量（％）

２６％ ２８％ ３０％ ３２％
鱼粉 ５．００ ５．００ ５．００ ５．００
豆粕 １．５０ ６．００ １０．５０ １５．００
花生粕 １０．００ １０．００ １０．００ １０．００
菜籽粕 ３０．００ ３０．００ ３０．００ ３０．００
玉米酒糟 ８．００ ８．００ ８．００ ８．００
小麦 １８．００ １８．００ １８．００ １８．００
米糠 ８．００ ８．００ ８．００ ８．００
豆油 ２．００ ２．００ ２．００ ２．００
磷酸二氢钙 ２．００ ２．００ ２．００ ２．００
预混料 ２．００ ２．００ ２．００ ２．００
微精纤维素 １３．５０ ９．００ ４．５０ ０．００
合计 １００．００ １００．００ １００．００ １００．００

　　注：预混料含各种维生素和矿物质。

１．３　饲养与管理
　　养殖试验在盐城市大丰龙辰特种水产养殖专业合作社进
行，周期２个月（２０１６年７—９月），采取池塘工业化养殖模
式，分为４组（共１２个水槽），每组３个重复（３个水槽），水槽
长２２ｍ、宽５ｍ，水深２ｍ，水槽容积约为２００ｍ３，每个水槽放
入２．０万尾，平均体质量约为 ９３．７ｇ梭鱼鱼种，分别投喂
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２６％、２８％、３０％、３２％试验饲料，每天投喂 ３次（０６：３０、１２：
３０、１７：３０），饲养期间保持各个水槽养殖条件一致，水质清
新，溶氧充足，水温为２７～２８℃，ｐＨ值为７～８。
１．４　样品采集

饲养６０ｄ后禁食２４ｈ，每个水槽随机选取１０尾大小均
匀、健康的梭鱼，用ＭＳ－２２２迅速麻醉，称体质量并测量其体
长、体宽、体高、眼径、尾柄宽等形体指标。尾静脉?血，然后

将梭鱼解剖，取出内脏，并称内脏、肝脏和胃的质量。血清于

－２０℃下保存待测。
１．５　数据处理

试验数据均以“平均值 ±标准差”表示，采用 ＳＰＳＳ２４．０
软件进行单因素方差分析（Ｏｎｅ－ＷａｙＡＮＯＶＡ）和 Ｄｕｎｃａｎｓ
检验，数据统计的显著性水平为０．０５。

２　结果与分析

２．１　饲料蛋白水平对梭鱼形体指标的影响
由表２可知，随着饲料蛋白水平的增加，梭鱼的肥满度、

胃体指数、脏体指数及肝体指数均没有明显变化。饲料蛋白

水平为３０％时，梭鱼的肥满度最低；胃体指数在蛋白水平为
３０％时最低，在３２％时最高；梭鱼的脏体指数呈现先下降后

上升的趋势，并且在３０％饲料蛋白水平时最低；肝体指数呈
下降的趋势。各组间形体指标没有显著差异。

表２　饲料蛋白水平对梭鱼形体指标的影响

饲料蛋白

水平

肥满度

（％）
胃体指数

（％）
脏体指数

（％）
肝体指数

（％）

２６％ １．２６±０．０７ ０．５１±０．０３ １０．５０±０．６２ ２．４３±０．２４
２８％ １．２５±０．０２ ０．５３±０．０４ １０．０３±０．７９ ２．４２±０．０９
３０％ １．２１±０．０２ ０．５０±０．０４ ９．５４±０．５０ １．９９±０．２４
３２％ １．２６±０．０６ ０．５７±０．０６ １０．１２±０．５８ ２．０６±０．１９

　　注：同列数据后不同小写字母表示各组数据差异显著（Ｐ＜
００５）、字母相同或无字母表示差异不显著（Ｐ＞０．０５）。下表同。

２．２　饲料蛋白水平对梭鱼血液生化指标的影响
２．２．１　饲料蛋白水平对梭鱼血液蛋白代谢的影响　由图１
及表３可知，饲料蛋白水平为３２％组总蛋白含量最高，饲料
蛋白水平为２８％组最低，２组差异显著（Ｐ＜０．０５）。饲料蛋
白水平为２６％组白蛋白含量最高，饲料蛋白水平为２８％组最
低，２组差异显著（Ｐ＜０．０５）。饲料蛋白水平为３２％组球蛋
白含量最高，饲料蛋白水平为２６％组含量最低，饲料蛋白水
平为３２％组、３０％组明显高于饲料蛋白水平为２８％、２６％组
（Ｐ＜０．０５）。

表３　饲料蛋白水平对梭鱼血液生化指标的影响

饲料蛋

白水平

总蛋白含量

（ｇ／Ｌ）
白蛋白含量

（ｇ／Ｌ）
球蛋白含量

（ｇ／Ｌ） 白球比
总胆固醇

含量（ｍｍｏｌ／Ｌ）
甘油三酯含量

（ｍｍｏｌ／Ｌ）
谷草转氨酶

活性（Ｕ／Ｌ）
谷丙转氨酶

活性（Ｕ／Ｌ）
碱性磷酸酶

活性（Ｕ／Ｌ）
２６％ ３１．８３±０．８８ｂｃ １１．５３±０．７９ａ ２０．３０±０．１０ｂ ０．５７±０．０３ａ ８．１７±１．５１ ３．６５±１．２３ ５３．９０±６．０６ １．０３±０．２９ １１．００±２．９４
２８％ ３０．９３±０．１８ｃ ８．３０±０．１７ｂ ２２．６３±０．０３ｂ ０．３７±０．０１ｂ ６．６１±１．０８ ２．４７±０．７９ ４６．９８±２７．２８ ０．５３±０．４０ ８．２５±２．５０
３０％ ３７．６０±２．８０ａｂ １０．４７±０．８０ａｂ ２７．１３±２．０２ａ ０．３９±０．０１ｂ ７．１９±１．３５ ３．０６±０．５７ ５０．９３±１５．３３ １．３３±１．３４ １３．００±３．５６
３２％ ４０．１０±０．８７ａ １１．２３±０．３５ａ ２８．８７±０．５２ａ ０．３９±０．０１ｂ ６．２０±１．２５ ２．５４±０．５５ ５１．１３±２２．６１ ０．６３±０．５０ １０．６７±３．０６

２．２．２　饲料蛋白水平对梭鱼血液脂肪代谢的影响　由图２、
表３可知，饲料蛋白水平为２６％组梭鱼血液中的胆固醇含量
最高，饲料蛋白水平为２８％组胆固醇含量最低，４组差异不明
显（Ｐ＞０．０５），总体呈下降趋势；饲料蛋白水平为２６％组梭鱼
血液中的甘油三酯含量最高，饲料蛋白水平为２８％组甘油三
酯的含量最低，４组差异不显著（Ｐ＞０．０５），总体呈下降趋势。
２．２．３　饲料蛋白水平对梭鱼肝功能的影响　由图３、表３可
知，梭鱼血清中谷草转氨酶、谷丙转氨酶、碱性磷酸酶活性差

异不显著（Ｐ＞０．０５），谷草转氨酶活性在蛋白水平为２６％时
达最高，在蛋白水平为２８％时最低，但两者差异不显著（Ｐ＞
０．０５），蛋白水平为２８％时谷丙转氨酶含量最低，各个蛋白组
间变化不显著（Ｐ＞０．０５），碱性磷酸酶分别在蛋白水平为
３０％、２８％时达到最高和最低，但 ４组差异不显著（Ｐ＞
００５）。

３　讨论

３．１　饲料蛋白水平对梭鱼形体指标的影响
肥满度是鱼的质量与鱼体体长立方的比值，反映的是鱼

类的生长情况和肥瘦程度。肥满度高，表明鱼的形体好，生长

快。以往的研究表明，地区、温度及个体性成熟年龄会对鱼类

的肥满度产生影响。例如，通过测量云南昆明和四川２种地
方裂腹鱼的肥满度发现，在四川饲养的裂腹鱼的肥满度高于

云南昆明的裂腹鱼［４］。李忠炉等研究渤海和黄海小黄鱼时

发现，水温升高会导致小黄鱼肥满度增大，个体性成熟年龄小

的小黄鱼肥满度比较小［５］。本试验结果表明，４种蛋白水平
的饲料对梭鱼的肥满度无显著影响。这和黄姑鱼研究得出的

结论［６］一致，类似的结果在大黄鱼［７］、宝石鲈［８］等鱼类上都

有发现。邓伟用２２％、２４％、２６％、２８％、３０％、３２％等６种不
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同全植物蛋白水平的颗粒饲料投喂团头鲂，发现其肥满度呈

先上升后下降的趋势，在蛋白水平为３０％时达到最大，说明
蛋白水平过高反而不利于团头鲂良好体型的形成［９］。本试

验结果与团头鲂的报道不一致，可能受到鱼种、养殖模式和饲

养条件等差异的影响。

内脏质量、内脏指数作为评价动物生长发育程度和器官

功能的２个常用指标，在生物医学研究中常被使用。脏体指
数是内脏质量与体质量的比值，用来衡量水产动物形体、健康

状况的指标［１０］。本试验结果表明，２６％、２８％、３０％、３２％等４
种蛋白水平饲料对梭鱼的脏体指数没有显著影响，各试验组

间梭鱼的脏体指数很接近，说明这４种蛋白水平没有对梭鱼
的内脏造成负担，类似的结果在鲫鱼中也有报道［１１］。有关鱼

类内脏团增量的研究，大都是由脂肪引起的鱼类内脏增质量，

Ａｋｓｎｅｓ等研究黑线鳕发现，由于鱼类肠道外面储存了多余的
脂肪，从而使得内脏质量增加［１２］；芙蓉鲤鲫也有类似的报

道［１３］。但也有研究表明，饲料蛋白水平对鱼类的脏体比产生

影响，达氏鲟幼鱼的脏体比随饲料蛋白水平的升高而呈下降

的趋势［１４］，饲料蛋白水平过高，也会增加鱼类内脏的负担，也

不利于其生长［１５］。本试验结果和达氏鲟不一致，可能因为鱼

的品种不一样，内脏所能承受的蛋白水平程度也不一样，有关

梭鱼内脏所能承受的蛋白水平还须进一步研究。

胃体指数是鱼体胃的质量与体质量的比值。本试验中各

试验组梭鱼的胃体指数相近且没有明显差异，说明不同饲料

蛋白水平对梭鱼的胃体指数没有显著影响。对于鱼类，胃是

一个比较特殊的器官，并不是所有的鱼都有胃，可以把鱼分为

有胃鱼和无胃鱼，一般偏草食性鱼类具有胃，如鲫鱼、鲤鱼，反

之肉食性鱼类没有胃。目前，还没有饲料蛋白水平对鱼类胃

体指数影响的报道，因此有关饲料蛋白水平对梭鱼胃体指数

的影响有待进一步研究。

在鱼类上，肝脏被视为脂肪和糖原沉积的主要场所，肝体

指数一般作为肝脏脂肪或者糖原蓄积的表观指标，肝体指数

是鱼类肝脏质量与体质量的比值。本试验结果表明，饲料蛋

白水平对梭鱼的肝体指数没有显著影响，与宝石鲈［８］、金头

鲷、大西洋鲑和欧亚鲈的研究结果一致。以鱼粉、豆粕和小麦

粉作为蛋白质源配制６种等能饲料喂养黄姑鱼，发现各组的
脏体比、肝体比及肥满度的变化差异不显著［６］。吴强强等研

究发现，不同饲料对黄颡鱼的形体指标有一定的影响，但差异

不显著，而黄颡鱼脏体比和肝体比的差异主要是由饲料中所

含蛋白质水平引起的，原因是粗蛋白给鱼体肝脏带来负担，从

而影响了脏体指数和肝体指数［１６］。本试验中各组梭鱼的肝

体指数没有显著差异，说明２６％～３２％的饲料蛋白水平没有
对梭鱼的肝脏造成负担。

３．２　饲料蛋白水平对梭鱼血液生化指标的影响
３．２．１　饲料蛋白水平对梭鱼血液蛋白代谢的影响　蛋白代
谢能力反映了机体对蛋白质的消化利用情况。食物中的蛋白

在动物体内降解为氨基酸，被机体吸收利用合成生长所需的

蛋白。总蛋白含量、白蛋白含量、球蛋白含量及白球比是评价

动物蛋白代谢的主要指标。球蛋白是机体的免疫蛋白，参与

机体防御，保护动物不受外来入侵。白蛋白的含量在血液中

较高，且会受到摄入蛋白量的影响，通常用以修复并保护破损

的蛋白质，维持血液环境的稳定。

彭士明等在针对黑鲷的研究中发现，在正常范围内，随着

蛋白水平的提高，鱼类的蛋白质积累量逐渐增加［１７］。邵庆均

等在研究饲料蛋白水平对宝石鲈的生长影响试验中发现，

３３％蛋白组中的肌肉蛋白含量显著高于 ２３％和 ２８％蛋白
组［８］。本试验中梭鱼体内的蛋白含量随着蛋白水平的提高

而表现出显著差异，与黑鲷和宝石鲈的研究相一致。高蛋白

的饲料能够给梭鱼提供更多的蛋白质，鱼类所能获取的氨基
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酸量更多，直接促进鱼类的生长，鱼类的蛋白代谢速率提高，

血液中的蛋白含量相应上升。

３．２．２　不同蛋白水平对梭鱼血液脂肪代谢的影响　血清中
的脂类是反映鱼体脂肪代谢的指标，鱼类会从食物中吸收自

身生长所需要的营养物质，过量的脂类物质会被转移到肝脏

组织中。相应地，肝脏中累积的内源性脂肪也会转移到外部。

而这些过程中脂肪的转运工作都是以血液为载体进行的。因

此，鱼类的脂肪代谢水平会在血液指标中得到体现。

在研究吉富罗非鱼［１８］的过程中也发现，饲料中蛋白质含

量升高时，粗脂肪含量在减少，同样的结论在马来西亚鲶

鱼［１９］和石斑鱼［２０］身上也得到了体现。而针对四须
!

［２１］和棕

鳟［２２］的研究发现，鱼类的脂肪代谢与饲料的蛋白水平没有体

现出任何线性关系。

本试验结果显示，总胆固醇和甘油三酯含量在２８％蛋白
组中均出现了最小值，且整体呈现出下降的趋势，表明高蛋白

会抑制梭鱼血液脂肪的代谢。结果与吉富罗非鱼、马来西亚

鲶鱼和石斑鱼的研究结果相一致，但与四须
!

和棕鳟的研究

结果不符。可能是因为鱼种不同，因此各个种类间脂肪沉淀

的程度不同。当饲料中的蛋白质不足，鱼类会继续摄食来维

持自身的生长和活动，导致更多的脂肪积累。在不同的生长

时期，鱼类对蛋白的需求量也有所变化，关于饲料蛋白水平对

鱼体脂肪代谢的影响机制仍有待深入研究。

３．２．３　不同蛋白水平对梭鱼肝功能的影响　转氨酶是评价
动物肝脏功能很重要的指标，谷草转氨酶（ＡＳＴ）和谷丙转氨
酶（ＡＬＴ）是动物体内２种重要的酶，主要参与氨基酸代谢，在
机体处于正常状况时，血清中 ＡＬＴ和 ＡＳＴ的活性较低，当日
粮中的营养物质与动物所需不相符合或者动物受到胁迫作用

时，特别是当肝脏受损时，将会提高血清中 ＡＬＴ和 ＡＳＴ的活
性。本试验结果显示，随着蛋白水平的升高，ＡＬＴ和 ＡＳＴ的
活性没有呈现升高的趋势，意味着梭鱼的肝脏组织没有受到

损害，各组梭鱼的健康状况良好，本试验结果与大黄鱼的结

果［７］一致。ＡＬＴ和ＡＳＴ在肝脏中的主要功能是负责将特定
氨基酸的１个氨基转移到另一个氨基酸上，参与氨基酸代谢。
饲料中蛋白含量过高或者碳水化合物的比例过大都会造成肝

脏中ＡＬＴ和ＡＳＴ水平升高，本试验中２种酶的活性都没有随
着蛋白水平的升高而增加，说明３２％饲料蛋白水平没有超过
梭鱼肝脏所能承受的范围。

碱性磷酸酶在动物的各种组织细胞中普遍存在，在肝脏

细胞中活性最高，它是生物体内调节钙磷代谢、参与磷酸基团

转移的重要调控酶。有研究表明，碱性磷酸酶能改变病原体

的结构，从而使病原体能更容易被机体识别和吞噬。有团头

鲂的研究表明，当饲料蛋白水平由３５％下降到２５％时，团头
鲂幼鱼的碱性磷酸酶活性没有显著变化［２３］；本试验结果表

明，当饲料蛋白含量从２６％增加到３２％时，梭鱼血清中碱性
磷酸酶的活性没有显著变化，说明梭鱼属于健康状态，和团头

鲂的研究结果一致，类似的结果在星川斑鱼上［２４－２５］也有发

现。有关饲料蛋白水平对鱼类碱性磷酸酶活性的影响的报道

不多，有待于进一步研究。

４　结论

饲料蛋白水平在 ２６％ ～３２％范围内，梭鱼形体特征正

常，未受影响；饲料蛋白水平在２６％～３２％范围内，高蛋白水
平会促进血液中蛋白质的代谢，抑制脂肪代谢，对肝功能没有

影响。
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［２４］孙盛明，戈贤平，朱　健，等．零换水条件下饲料蛋白水平对团

头鲂幼鱼生长、消化酶活力和血清生化指标的影响［Ｊ］．水生态
学杂志，２０１７，３８（１）：６８－７４．

［２５］丁立云，张利民，王际英，等．饲料蛋白水平对星斑川鲽幼鱼生
长、体组成及血浆生化指标的影响［Ｊ］．中国水产科学，２０１０，１７
（６）：１２８５－１２９２．

张生元，郑瑞珠，艾桃山，等．克氏原螯虾源布氏柠檬酸杆菌的分离鉴定及药敏试验［Ｊ］．江苏农业科学，２０１８，４６（１２）：１２９－１３１．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１８．１２．０３１

克氏原螯虾源布氏柠檬酸杆菌的分离鉴定及药敏试验

张生元１，２，郑瑞珠１，艾桃山１，２，喻运珍２，张立强２，周伟东２，邓　平２，丁桂珍１，２

（１．武汉中博水产生物技术有限公司，湖北武汉４３００７０；２．武汉市农业科学技术研究院水产科学研究所，湖北武汉 ４３０２０７）

　　摘要：为确定湖北省某养殖场致克氏原螯虾死亡的病原，从克氏原螯虾中分离得到１株优势菌，命名为 Ｘ２０１６。
药敏试验结果表明，分离菌株 Ｘ２０１６对氟苯尼考、恩诺沙星、盐酸多西环素、硫酸新霉素、氯霉素和环丙沙星敏感，对
红霉素、阿莫西林、庆大霉素、阿奇霉素耐药。经形态学观察、生化试验、１６ＳｒＲＮＡ基因序列测定及系统发育学分析，
鉴定为布氏柠檬酸杆菌。通过动物回归试验，可分离到与自然发病克氏原螯虾相同的细菌，且患病症状一致，本研究

为克氏原螯虾源布氏柠檬酸杆菌的防治提供了科学依据。

　　关键词：克氏原螯虾；布氏柠檬酸杆菌；１６ＳｒＲＮＡ；药敏试验
　　中图分类号：Ｓ９４５．１＋２　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）１２－０１２９－０３
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基金项目：武汉市农业科学技术研究院创新项目（编号：ＣＸ２０１６１２－
０４）。
作者简介：张生元（１９７２—），男，湖北仙桃人，高级工程师，主要从事
鱼病与水环境研究。Ｅ－ｍａｉｌ：４３７４９２７１６＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：郑瑞珠，硕士，工程师，主要从事资源与环境微生物研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：３７１２６５３１８＠ｑｑ．ｃｏｍ。

　　柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）是一类条件性致病菌，在水、土
壤、动物及人类肠道中广泛分布［１］。其中弗氏柠檬酸杆菌杆

菌（Ｃ．ｆｒｅｕｎｄｉｉ）、布氏柠檬酸杆菌（Ｃ．ｂｒａａｋｉｉ）、科氏柠檬酸杆
菌（Ｃ．ｋｏｓｅｒｉ）可引起人的菌血症、尿路感染、急性腹膜炎、胆囊
炎等，是感染人类的常见菌群之一［２－４］。同时研究表明，柠檬

酸杆菌致病菌株也可以造成水生生物［中华绒毛蟹（Ｅｒｉｏｃｈｅｉｒ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ）［５］、鲟（ｓｔｕｒｇｅｏｎ）［６］］和哺乳动物［绵羊（ｓｈｅｅｐ）［７］］等
出现败血症并死亡。近年来，人类感染布氏柠檬酸杆菌患病

的报道日渐增多，但并未从患病克氏原螯虾中分离得到。布

氏柠檬酸杆菌（布拉克枸橼酸杆菌）是革兰氏阴性短杆菌［１］。

湖北省某养殖场发生克氏原螯虾死亡情况，经理化方法和分

子生物学鉴定，确定其病原为布氏柠檬酸杆菌，并对其耐药性

进行了初步研究。

１　材料与方法

１．１　病料来源
患病克氏原螯虾采自湖北省某养殖场，患病虾体质量约

２０ｇ，体长约７ｃｍ，主要表现为活力降低、行动迟缓，解剖后头
胸甲内有较多组织液流出。无菌采取肝胰腺，进行实验室病

原分离培养。

１．２　材料与试验动物
胰蛋白大豆琼脂（ＴＳＡ）、胰蛋白大豆肉汤（ＴＳＢ），均购自

山东省青岛市高科园海博生物技术有限公司。１０×Ｂｕｆｆｅｒ、
ｄＮＴＰ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶、切胶回收试剂盒、ｐＭＤ１８－Ｔｖｅｃｔｏｒ
及大肠杆菌ＤＨ５α感受态细胞，均购自宝生物工程（大连）有
限公司。所有化学试剂，均购于进口或国产分析纯。试验相

关引物均由生工生物工程（上海）有限公司合成，核酸序列测

序均由天一辉远生物科技有限公司完成。１０种抗生素来自
武汉中博水产生物技术有限公司。健康克氏原螯虾３０尾，平
均体质量为２０～２５ｇ，采自湖北省某养殖场。
１．３　病原菌的分离与纯化

无菌采集患病虾的肝胰腺组织，涂布在 ＴＳＡ培养基上，
于３７℃下培养１８～２４ｈ后观察菌落形态，挑取单一菌落进
行革兰染色，镜检观察，将单一形态细菌在 ＴＳＢ液体培养基
中增殖备用，并将获得的单一形态的菌株命名为Ｘ２０１６。
１．４　生化试验

取完成增殖的Ｘ２０１６菌株进行生化试验，试验结果参照
《伯杰氏细菌鉴定手册》。

１．５　１６ＳｒＲＮＡ基因序列分析
采用ＣＴＡＢ法提取细菌ＤＮＡ，提取后的细菌ＤＮＡ经核酸

电泳验证后，置于－２０℃冰箱保存。
扩增引物为［８］：１６Ｓ－Ｆ，５′－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣ

ＡＧ－３′；１６Ｓ－Ｒ，５′－ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ－３′。反应
总体系２５μＬ：ＤＮＡ模板０．５μＬ，上下游引物各１μＬ，１０×
Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰ２．５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶０．２μＬ，去离子
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