
海洋科学/ 2008 年/ 第 32 卷/ 第 3 期

鳗弧菌 W21 对花鲈鱼苗致病性的初步研究

肖　慧 ,唐学玺 ,陈吉祥 ,张培玉 ,蔡恒江

(中国海洋大学 海洋生命学院 ,山东 青岛 266003)

摘要 :为研制和生产鲈鱼苗疫苗提供依据 ,采用人工感染试验方法测试了花鲈 ( L ateolabrax j a ponicus) 烂尾、

出血病病原菌 W21 菌株 (鳗弧菌 V ibrio angui l larum ) 对花鲈苗的半致死浓度 (LD50 ) 及不同保存条件下的

W21 菌株的致病力。试验结果表明 :W21 菌浴感染花鲈苗的半致死浓度为 2. 5 ×107. 5个/ mL ,针刺后菌浴感

染花鲈苗的半致死浓度为 2. 5 ×107 个/ mL ;该病原菌为一条件致病菌 ,创伤感染是主要的致病途径 ;常温多

次传代、15 ℃、- 20 ℃和 - 80 ℃等不同保存条件下 W21 菌株的致病力均很强 ,但常温多次传代保存的菌株致

病力比其他 3 种方法保存的菌株致病力稍差一些。
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　　花鲈 ( L ateol abrax j a ponicus) 在分类学上属鲈
形目、 科、鲈属 ,主要分布于黄海和渤海沿岸海域 ,

是名贵经济鱼类之一。在鲈鱼苗期 ,病害问题日益
严重 ,给渔民带来严重经济损失。1997 年 4 月从鲈
鱼苗体内已成功分离出病原菌鳗弧菌 W21 ,其感染
致病力达 80 %以上[1 ] 。本研究在此基础上 ,测试了
W21 菌株对鲈鱼苗的半致死浓度 ,探索了不同保存
温度下 W21 菌株的致病力 ,以期为进一步研制生产
鲈鱼苗疫苗提供理论基础和试验依据。

1 　材料与方法

1 . 1 　菌株
鲈鱼苗出血、烂尾病病原菌鳗弧菌 W21 菌株

(1997 年 4 月分离) 及常温多次传代 (每月在斜面培
养基上传代一次 ,共传了 11 次) 、15 ℃(在培养好的
斜面上覆盖一层无菌石蜡油并将试管口用封口膜密
封) 、- 20 ℃和 - 80 ℃等温度保存 1 a 后的 W21 菌
株。

采用 2216 E 培养基。配方 :蛋白胨 5 g ,酵母膏
1 g ,磷酸高铁 0. 01 g ,琼脂 20 g ,陈海水 1 000 mL ,

p H7. 6～7. 8。培养温度为 25 ℃。
菌株保种液为含 15 %甘油的 2216 E 液体培养

基。

1 . 2 　花鲈
试验用花鲈为山东省莱州大华水产养殖场暂养

的捕自莱州湾的海捕花鲈鱼苗 ,体长 3～5 cm ,体质
量 2 g 左右。

1 . 3 　病原菌的条件致病性及致病途径试验
对试验花鲈鱼苗 (已暂养 7 d) 采用无菌针头穿

刺腹部肌肉和剪掉部分尾鳍 2 种方法进行创伤 ,同

时设不经菌浴的对照组和不经创伤及菌浴处理的对

照组 ,水温控制在 18～20 ℃,20 L 海水中通气 ,按常

规投喂换水饲养 ,连续观察 7 d。

1 . 4 　半致死浓度 (LD50 )测定

将 48 h 培养的 W21 菌液 (2216 E 斜面培养 ,用

无菌生理盐水振荡后稀释) 稀释成 109 ～10 个/ mL

等 9 个浓度。每个浓度取 50 尾花鲈苗 ,菌浴或腹部

针刺后菌浴 0. 5 h ,然后分为两个平行组 ,每组 25

尾 ,分别置于 11 L 小塑料桶 (装水 8 L ) 通气饲养。

用不加处理的鲈鱼苗作为对照。根据各组死亡率和

存活率绘制曲线 ,并用直线内插法计算其 LD50
[2 ] 。

1 . 5 　不同保存条件下病原菌 W21 的致病力

测定了常温多次传代、15 ℃、- 20 ℃和 - 80 ℃等

温度保存 1 a 后的 W21 菌株对鲈鱼苗的致病力。感

染浓度为 109 个/ mL 。感染方法为菌浴法和针刺后

菌浴法两种。
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2 　结果

2 . 1 　人工感染试验
剪尾和腹部针刺两种创伤感染方法均可使鱼感

染发病。病鱼表现出与自然发病鱼相同症状 ,先是
体色变深 ,游泳能力减弱 ,进食减少或不进食 ,创伤
部位红肿发炎 ,眼睛充血 ,尾鳍、背鳍溃烂 ,最终死
亡。试验结果见表 1。

表 1 　人工感染试验结果

Tab. 1 　Results of the challenge test

感染方法 菌株感染浓度 (个/ mL) 试验鱼数量 (尾) 发病鱼数量 (尾) 死亡鱼数量 (尾) 死亡率 ( %)

针刺后菌浴 2. 5 ×108 15 14 14 93. 3

针刺后不菌浴 0 15 0 0 0

剪尾后菌浴 2. 5 ×108 15 5 5 33. 3

剪尾后不菌浴 0 15 0 0 0

对照 0 15 0 0 0

注 :所用菌株为 W21

2 . 2 　半致死浓度测定试验
实验结果表明 ,低浓度下病原菌的致病力并不

强 ,创伤能提高致病力。具体试验结果见图 1、图 2

和表 2。

图 1 　菌浴组鲈鱼苗的半致死浓度

Fig. 1 　The LD50 of seaperch f ry challenged with bacterial

immersion

图 2 　针刺后菌浴组鲈鱼苗的半致死浓度

Fig. 2 　The LD50 of seaperch f ry challenged with bacterial

immersion after abdominal puncture

对鱼苗单纯菌浴感染浓度低于 107 个/ mL 时 ,

死亡率很低 ,达 107 个/ mL 时 ,死亡率仅平均为

28 % ,达 108 个/ mL 时 ,死亡率平均为 79 % (对照组

死亡率为 8 %) ;针刺后菌浴浓度达 107 个/ mL 时 ,死
亡率高于不经创伤菌浴组 , 平均为 52. 1 % , 达
108 个/ mL 时 ,死亡率平均为 89. 2 %(对照组死亡率

为 18 %) 。
根据图 1、图 2 用内插法分别算出用 W21 菌浴

感染花鲈苗的 LD50 为 2. 5 ×107. 5 个/ mL ;针刺后菌

浴感染花鲈苗的 LD50为 2. 5 ×107 个/ mL 。
表 2 　不同浓度的 W21 菌株感染花鲈苗的死亡率

Tab. 2 　The mortality of immersion2infected seaperch fry at

different concentrations

菌株浓度
(个/ mL)

死亡率 ( %)

菌浴组 　针刺后菌浴组
　

存活率 ( %)

菌浴组 　针刺后菌浴组

对照 8. 0 18. 0 92. 0 82. 0

10 9. 6 18. 0 90. 4 82. 0

102 14. 0 10. 0 86. 0 90. 0

103 13. 5 12. 0 86. 5 88. 0

104 35. 3 8. 0 64. 7 92. 0

105 15. 4 34. 5 84. 6 65. 5

106 26. 9 14. 0 73. 1 86. 0

107 28. 0 52. 1 72. 0 47. 9

108 78. 0 89. 2 22. 0 10. 8

109 96. 0 100 4. 0 0

2 . 3 　菌株不同保存条件对 W21 致病力的影响
本试验采用菌浴法和针刺后菌浴法测定了不同
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保存方法保存 1 a 后的 W21 菌株的致病力。结果见
表 3。
表 3 　菌浴及针刺后菌浴法感染时各种保存条件下的 W21 菌

株对花鲈苗的致死率

Tab. 3 　The mortality of seaperch fry with immersioninfection

and immersioninfection after abdominal puncture with

W21 stored in different conditions

保存条件
死亡率 ( %)

菌浴组 针刺后菌浴组

对照 15. 4 28

多次传代 84. 0 100

15 ℃保存 95. 7 100

- 20 ℃保存 92. 3 100

- 80 ℃保存 96. 0 100

3 　讨论

3 . 1 　病鱼的症状
细菌性疾病是海水养殖鱼类中常见的危害较大

的一类疾病 ,其中 ,弧菌病最常发生。弧菌病的症状
随弧菌及鱼的种类不同而有差别[ 3 ,4 ] 。本试验中自
然发病鱼和人工感染致病鱼主要症状为厌食 ,体色
变黑 ,离群浮游 ,游动缓慢 ,体表严重充血 ,鳞片脱
落 ,甚至皮肤溃疡 ,鳍条及基部充血 ,最终完全溃烂 ;

解剖后发现肝脏、脾脏肿胀 ,肝脏色浅 ,肠道发炎 ;有
些幼小的鱼苗感染发病后仅表现为厌食 ,体色加深 ,

然后突然死亡 ,解剖内部组织观察不到异常。这些
都符合弧菌病的基本症状[3 ,5 ,6 ] 。

3 . 2 　病原菌的致病力和传播途径
Robert s[4 ]认为某些弧菌是严重的海水鱼类致病

菌 ,感染时发病率为 40 %以上 ,最高达 100 % ,尤以
幼鱼为甚。本试验中从鲈鱼病鱼苗所分离的鳗弧菌
W21 菌株 ,鲈鱼幼鱼及鲈鱼苗感染后死亡率很高 ,感
染时死亡率大于 80 % ,最高可达 100 % ,说明该菌株
毒力较强 ,也符合 Robert s 的有关描述。

创伤能提高弧菌的致病力[7 ,8 ] 。同等浓度下 ,创

伤后菌浴组鱼苗的死亡率比单纯菌浴组鱼苗的死亡
率要高。当感染浓度分别为 109 , 108 , 107 个/ mL

时 ,创伤后菌浴组鱼苗死亡率最高分别为 100 % ,

89. 2 % ,52. 1 % , 而单纯菌浴组鱼苗最高分别为
96 % ,78 % ,28 %。此外 ,根据图 1、图 2 ,用内插法得
出单纯菌浴感染鱼苗时 LD50 为 2. 5 ×107. 5 个/ mL ;

针刺后菌浴感染鱼苗时 LD50为 2. 5 ×107 个/ mL ;可

见创伤后的 LD50 比较低。由此可见 ,受创伤的鲈鱼

更易被鳗弧菌感染。
此外 ,本试验中比较了剪尾和腹部针刺两种创

伤感染方法的致病力 ,发现针刺后菌浴感染组死亡
率 (93. 3 %) 明显高于剪尾后菌浴感染组 (33. 3 %) 。
这很可能因为鳗弧菌主要经皮肤感染 ,针刺后病原
菌更容易直接大量进入鱼体内 ,使鱼迅速感染 ,败血
死亡。因此 ,在鲈鱼苗的运输或养殖过程中 ,应尽量
避免鱼苗受伤 ,减少发病机率。

3 . 3 　弧菌的条件致病性
弧菌被认为是一种条件致病菌[3 ,5 ,9 ] 。海水养殖

动物病害的发生与弧菌数量密切相关 ,超过一定阈
值才会暴发弧菌病。在鱼体受伤或环境条件对鱼不
利时 ,更容易侵入鱼体并引起疾病。同时 ,从发病海
洋动物中所分离的弧菌 ,人工感染试验证实 Koch 法
则时 ,往往需要接种较大量的细菌 (108 个/ mL ) ,才
可以感染发病。

本试验结果与上述观点基本一致。人工菌浴感
染试验表明 :当感染浓度低时 ,感染组的死亡率与对
照组相比 ,没有显著的变化 ; 当菌浴感染浓度达
108 个/ mL 、创伤后菌浴感染浓度达 107 个/ mL 时 ,

死亡率迅速提高 ,均大于 50 % ;当浓度达 109 个/ mL

时 ,致死率最高达 100 %。
鱼苗自身健康程度的差异导致对弧菌病的抵抗

力的差异。体质弱小的鱼苗更易被弧菌感染而发
病。从试验结果可以看出 ,用不同来源的鱼苗进行
感染试验时 ,对照组之间存活率差别很大 ,最高为
100 % ,最低为 82 % ;相同条件下感染组死亡率差别
也很大 ,最高为 100 % ,最低为 78 %。

在本试验过程中 ,人工感染试验的死亡率有时
不稳定。第一年和第二年的鲈鱼试验结果有些差
异 ,同年试验组中也有反常现象。例如第一次人工
感染试验中 ,针刺后不菌浴组死亡率为 0 ,而在半致
死浓度测定试验中 ,针刺后不菌浴组死亡率为 18 % ,

两组试验结果有一定差异。可能因为鲈鱼为海捕鱼
苗 ,来源差异很大 ,加上由于养殖条件所限而驯养时
间不同以及试验期间管理差异等原因。同时 ,也说
明体质较弱、管理条件不好的鱼更容易感染发病。

3 . 4 　不同保存条件下菌株的致病性
本试验测定了在常温下定期传代保存 (每月传

代一次 ,共传了 11 次)和 15 ℃生化培养箱 (保存期间
未被污染 ,也未传代) 、- 20 ℃、- 80 ℃冷冻条件保存
1 a 后的 W21 菌种的致病力。试验结果表明 ,在
15 ℃、- 20 ℃、- 80 ℃冷藏条件下保存的菌株不易变
异 ,感染效果很好。这 3 种方法保存 1 a 后的 W21

菌株致病力均很强 ,差别不大 ,感染鱼的死亡率均在
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90 %以上 ,最高达 100 % ;常温下经多次传代后的 W2
1 菌株致病力相对低一些 ,但也达到了 84. 0 %。这
对下一步鳗弧菌疫苗研制中抗原的制备和保存具有
指导意义。通常病原菌在体外人工培养基上连续多
次传代后 ,毒力一般都逐渐减弱乃至失去毒力。但
本实验中常温下经传代 11 次后菌株致病力仍较强 ,

可能是因为该菌的致病性较强 ,传代次数不是很多 ,

而且所用菌液浓度较高 (109 个/ mL ) 。在各种保存
条件下的 W21 菌株性状和致病力不发生改变的最高
保存期限 ,因试验期限所致 ,不能确定 ,仍有待进一
步研究。
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Abstract : The let hal dose for 50 % (LD50 ) of V ibrio an g ui l l arum W21 in seaperch f ry and t he pat hogenicity

of st rain W21 stored in different conditions were investigated in t his paper . The result s showed t hat t he

LD50 for seaperch f ry wit h immersion infection was 2. 5 ×107. 5 cell/ mL while the LD50 for t he seaperch f ry

challenged wit h immersion after abdominal p unct ure was 2. 5 ×107 cell/ mL . The pathogen W21 was an op2
port unistic pat hogen and injury was t he main infection factor . In addition , t he st rain W21 rep roduced many

times as well as the st rain W21 stored at 15 ℃, - 20 ℃and - 80 ℃had a st rong pathogenicity to t he seaperch

f ry.
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