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摘要  [ 目的] 探寻工厂化育苗中细菌的动态变化规律 , 为对虾健康养殖提供科学依据。[ 方法] 对中国对虾育苗期养殖体系中的异养
菌、弧菌、致病性副溶血弧菌进行监测。[ 结果] 异养菌、弧菌和致病性副溶血菌数量都是对虾受精卵中高, 无节幼体中最低 , 而后逐渐升
高。在整个育苗期 , 对虾幼体中异养菌和养殖水体中弧菌增加1 个数量级, 对虾幼体中弧菌和养殖水体中异养菌均增加2 个数量级。
活饵中异养菌和弧菌数量很大 , 致病性副溶血弧菌量很低。养殖体系中幼体与水体中的异养菌和弧菌的相关系数分别为0 .704 和
0 .840 ; 活饵中异养菌、弧菌与对虾幼体和养殖水体相关性很低或呈负相关。[ 结论] 育苗期养殖水体与对虾幼体中细菌数量变化具有动
态联系, 严格控制养殖条件副溶血弧菌很难引起幼体疾病爆发 ,饵料中细菌数量与养殖系统中细菌数量无明显相关性。
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Abstract  [ Objective] The dynamic change of heterobacteria and vibrios i nlarvae industrialized culture systemwas studied to provide scientific reference
for healthy cultivation of shri mp .[ Method] The heterobacteria , vi brios and pathogenic Vibrio parahaemolyticus were monitored inlarvae i ndustrialized cul-
ture system.[ Result] The heterobacteria , vibrios and pathogenic Vibrio parahaemolyticus were the most in fertilized eggs of shri mp but the least in nau-
plius , thentheir number would i ncrease with growth. During whole reari ng period , both heterobacteria i nlarvae , vibrios in water would increase by one
order of magnitude , while both vibrios i nlarvae and heterobacteria in water would increase bytwo orders of magnitude .There were many heterobacteria and
vibrios but few Vibrio parahaemolyticus in living bait .The correlation coefficients betweenlarvae and heterobacteria and vibrios in water were 0 .704 and
0 .840 in culture systemrespectively , while the correlation among heterobacteria , vibrios inliving bait and larvae , water were weak or negative .[ Conclu-
sion] There was a dynamic relation between water and larvae in rearing period , and restrictly control of culture condition would restrai nthe occurrence of
disease caused by Vibrio parahaemolyticus ,besides that bacteria number i n bait was not obviously correlated with bacteria nubmer in culture system.
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  中国对虾( Penaeus chinese) 以其适应能力强、生长快、耐低温

等特点而成为亚热带、温带沿海的优良养殖对象。在我国, 由于

没有彻底解决种苗的产业化培育, 因而未能大规模推广养殖, 育

苗环节成为控制养殖规模的瓶颈问题。目前, 国内外对其养殖

系统中细菌的动态变化研究集中在养成期, 而对工厂化育苗生

产中细菌的动态变化研究鲜见报道。

异养细菌是养殖生态系统的营养源, 能将各种类型的有机

物质分解成无机物并从中获得养分和能量[1] 。弧菌是对虾肠道

中的正常菌群, 但也能引起很多对虾流行病。部分异养菌和弧

菌会给对虾育苗生产带来极大危害[ 2- 4] 。副溶血弧菌( Vibrio

parahae molyticus ,V.P) 为革兰氏阴性多形态杆菌或稍弯曲弧菌,

广泛存在于养殖水域、底泥、沉积物中[ 5] , 能引起牡蛎[ 6 - 7] 、对

虾[ 7] 、蟹[ 8] 、大黄鱼[9] 等发病, 是海水养殖的主要病原菌之一。

由副溶血弧菌引起的疾病, 因发病率高、流行范围广、危害严重,

每年都给养殖者造成极大的经济损失。笔者以异养菌、弧菌、副

溶血弧菌为监测对象, 对中国对虾的工厂化育苗进行实时监测,

探寻育苗过程中细菌的动态变化规律, 为对虾健康养殖提供科

学依据。

1 材料与方法

1.1 材料 中国对虾幼体各期样品, 分别于2007 年4 ～5 月采

至山东潍坊昌邑海丰养殖场中国对虾育苗3 号车间, 养殖池面

积38 m2 , 投喂饵料为配合饲料( 思福德) 、卤虫、轮虫。

1.2 方法

1.2.1 采样。在养殖池四角和靠光处5 点取样, 对虾幼体过300

目网筛后存放于灭菌封闭试管中, 将各点的混合水样200 ml 放

于灭菌玻璃瓶中, 加入终体积5 % 的甲醇固定后密封, 快速运回

实验室。

1.2.2 弧菌和异养菌检测。称取对虾幼体1 .0 g , 研磨后加入

9 .0 ml 无菌海水, 对应水样取1 .0 ml 加入9 .0 ml 无菌海水, 制备

成10 - 1稀释样后倍比稀释。取适宜稀释度的菌液0 .1 ml 涂布平

板,每个稀释度设3 个重复。弧菌总数采用TCBS 平板法30 ℃

恒温培养18 h 后计数, 异养菌总数采用2216E 平板法37 ℃恒温

培养18 h 后计数[ 10] 。

1.2.3 致病性副溶血弧菌检测。挑取检测弧菌总数的TCBS 平

板上各个单菌落, 进行特异性引物的菌落PCR 扩增, 出现目的片

段即为1 个致病性副溶血弧菌, 按稀释度换算出致病性副溶血

弧 菌 的 数 量 并 计 数。引 物 序 列 为: P1 , 5′- TTGAATGT-

GCTTGGGTCA-3′; P2 ,5′- CGTTAAAGATGTTGCCTGT-3′。PCR 体系

为: 引物P1 ,P2 各2 μl ,10 mmol/ L dNTPs 2 μl ,2 .5 M/ U Taq 酶1.5

μl ,5 mmol/ L MgCl 2 1 .5 μl ,10 ×PCR buffer 2 μl , 加灭菌dH2O 补足

至25 μl 。PCR 反应条件为:95 ℃ 变性5 min ;95 ℃30 min ,47 ℃

30 s , 72 ℃1 min,25 个循环;72 ℃ 延伸10 min ;4 ℃保存。

1.2.4 相关性分析。用SSPS 软件对数据进行二元定距相关分

析和偏相关分析。

2 结果与分析

2.1 育苗期养殖体系中细菌数量分布

2.1.1 育苗期养殖系统中细菌数量变化。由图1 可知, 各期幼

体中的异养菌呈波浪状变化, 异养菌数量在无节幼体期间最低

(1 .12×104cfu/ g) , 受精卵期间最高( 6 .99 ×105cfu/ g) 。养殖水体

中异养菌数量变化与幼体中趋势不同, 呈现由高到低, 再由低逐

渐升高的趋势, 且升高速率逐渐增大。育苗过程中, 养殖水体内

的异养菌数量, 仔虾幼体阶段最高, 无节幼体阶段最低, 波动范

围很大, 平均在4 .70×103～1 .17×106 cfu/ ml 水平。
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由图2 可知, 对虾幼体中的弧菌数量变化呈凹字型, 无节幼

体弧菌数量最低2 .4×102 cfu/ g , 受精卵中弧菌数量最多1 .67×

104 cfu/ g , 育苗后期随着幼体成长和摄食量增大, 幼体内弧菌数

量也缓慢增多。养殖水体中的弧菌数量呈不规则变化, 可能是

弧菌对药物敏感, 所以药物泼洒及定期换水造成弧菌数量波动,

最高值出现在卵阶段( 为4.48 ×104cfu/ ml) , 无节幼体阶段水体

中的弧菌数量最低( 为1.21×103cfu/ ml) 。

整个育苗期间, 在受精卵、氵蚤状幼体的养殖水体及仔虾幼

体中均检测出致病性副溶血弧菌。养殖水体及幼体中副溶血

弧菌的数量分别在27～1 230 cfu/ ml 和11～21 cfu/ g 水平。

图1 育苗过程中异养菌和弧菌数量变化

Fig .1 Changes of heterotrophicbacteria and vibrioin breeding process

2 .1.2 相关性分析。相关分析表明 , 对虾幼体与养殖水体

中的异养菌相关性系数为0 .704 , 与养殖水体中的弧菌数量

的相关性系数为0 .840。说明对虾幼体与其养殖水体中的异

养菌和弧菌数量均有较高的线性相关性。

2 .2 仔虾期饵料及养殖系统中的细菌数量分布

2 .2 .1 仔虾期饵料及养殖系统中的细菌数量变化。育苗前

期, 基本投喂优质配合饲料, 掺杂少量活饵, 配合饲料中基本

不含细菌。到仔虾期开始投喂大量活饵, 活饵中携带大量细

菌, 造成养殖水体与对虾幼体中细菌量增大。养殖体系及活

饵中异养菌和弧菌的数量变化如图2 。投喂的活饵为脱壳卤

虫和轮虫幼体, 其中异养菌数量很大, 呈不规则变化 , 脱壳卤

虫异养菌数量为6 .13 ×106 ～1 .37 ×107cfu/ g , 轮虫幼体异养

菌数量为9 .60 ×106 ～2 .76 ×107cfu/ g 。养殖水体中异养菌数

量不断增加, 前期增加速率小, 随着时间推移增长速率增大。

仔虾幼体中异养菌数量的变化与水体中异养菌变化的趋势

相同 , 但升高幅度小。脱壳卤虫中弧菌含量在9 .3 ×104 ～

2 .14 ×105 cfu/ g , 轮虫幼体中弧菌数量在7 .2×104～2 .37 ×105

cfu/ g , 变化无规律性。

养殖水体中弧菌数量变化与异养菌不同, 前期增长快 ,

然后逐渐减小。仔虾幼体内的弧菌数量不断变大, 由1 .43 ×

103 cfu/ g 上升至3 .80×104 cfu/ g 。由于时间较短 , 天气温度明

显变化, 蓄水池的异养菌弧菌数量变化小可忽略不计。水体

中异养菌数量变化大于仔虾幼体内的异养菌数量变化 , 而水

体内的弧菌数量变化与仔虾幼体内弧菌数量变化相差不大。

说明对虾幼体在仔虾期已经具有一定的免疫和防御机制, 使

得异养菌在仔虾幼体内的增加数量有限; 而弧菌是对虾肠道

的正常菌群之一, 因此随对虾体幼体的成长数量还在逐步上

升, 故在对虾幼体内占异养菌的比例逐渐增大 , 由4 .81 % 上

升到7 .86 % 。

对仔虾幼体阶段的养殖体系和活饵进行致病性副溶血

弧菌检测发现 , 脱壳卤虫中致病性副溶血弧菌的数量较大

( 为3 .71×103 cfu/ g) , 轮虫中致病性副溶血弧菌数量为1 .15

×103 cfu/ g , 养殖水体中致病性副溶血弧菌数量在43 ～1 230

cfu/ ml 。

图2 仔虾幼体阶段养殖体系及活饵中异养菌及弧菌数量变化

Fig .2 Changes of heterophic bacteria and vibrioinculturesystemandliving baits during postlarva period

2 .2.2 相关性分析。仔虾幼体阶段 , 养殖体系与活饵间异

养菌、弧菌的相关系数分别如表1 、2。由表1、2 可知, 活饵中

的异养菌、弧菌数量与养殖水体和养殖幼体中的细菌数量基

本无明显线性关系或呈负相关。这可能是由于轮虫幼体、脱
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壳卤虫在投喂前要进行消毒, 因各次消毒时间长短不同, 造

成活饵中细菌数量呈不规则变化。

表1 养殖体系与活饵间异养菌的相关系数

Table 1 Correlation coefficient between heterotrophic bacteria in aquacul-

turesystemandinliving baits

仔虾幼体

Post larva

养殖水体

Aquaculture water

脱壳卤虫

Hulling artemia

轮虫幼体

Rotifer larva
仔虾幼体  1 .000 0  0 .837 4  0 .508 8  0 .751 8

Post larva

养殖水体 0 .837 4 1 .000 0 - 0 .596 4 - 0 .583 0

Aquaculture water

表2 养殖体系与活饵间弧菌的相关系数

Table 2 Correlationcoefficient betweenvibrioinaquaculturesystemandin

living baits

仔虾幼体

Post larva

养殖水体

Aquaculture water

脱壳卤虫

Hulling artemia

轮虫幼体

Rotifer larva
仔虾幼体  1 .000 0  0 .848 7  - 0.353 1 - 0 .429 2

Post larva

养殖水体 0 .848 7 1 .000 0 0.007 0 0 .146 4

Aquaculture water

3  讨论

3 .1 育苗期细菌数量的动态分析  总体来说, 育苗期养殖

水体中弧菌比异养菌数量变化大。氵蚤状幼体刚开口不久 ,

摄入饵料个体微小, 其中掺杂很多微生物, 在肠道和体液中

富集, 极易引起幼体发病甚至死亡; 仔虾幼体阶段, 因养殖过

程的不断积累, 水体和幼体中的细菌数量达到最大, 容易引

起幼体死亡, 氵蚤状幼体和仔虾幼体阶段是整个育苗过程中

幼体最易发病、死亡的阶段 , 控制好养殖体系中的细菌数量

尤为重要。

副溶血弧菌具有细胞毒性和溶血活性[ 11] 。致病性副溶

血弧 菌能产 生一 种耐热 直接 溶血 素( Thermostable Direct

Hemolysin , TDH) 使细胞溶解 , 但若用螯合剂EDTA 处理 , 可阻

断TDH 引起的浓度增加, 不产生溶血现象[ 12] 。乙烯乙二醇

和葡聚糖能抑制副溶血弧菌的细胞毒性[ 13] , 且葡聚糖能提

高对虾的抗病能力[ 14] 。可见泼洒 EDTA , 同时在对虾幼体饲

料中添加葡聚糖, 就能在一定程度上抑制致病性副溶血弧菌

对幼体的毒害。该试验发现, 致病性副溶血弧菌在养殖水

体、活饵甚至在对虾幼体中都能检测出 , 但数量少, 不能达到

致病条件。可见, 工厂化对虾育苗中 , 把握好水质、严格控制

活饵中致病性副溶血弧菌带入的数量和育苗温度, 就能降低

由副溶血弧菌引起的对虾幼体疾病暴发风险。

3 .2  养殖系统中致病菌的入侵途径  养殖系统中致病菌的

入侵途径主要有垂直途径和水平途径。垂直途径是指致病

菌存在于亲虾体中, 由亲虾传递给子代。李亚晨等取亲虾血

淋巴及卵巢进行细菌培养, 发现其中的某细菌与其各期死亡

幼体及相应养殖水体中分离的致病菌相同, 但沉淀池水样未

检测出该菌 , 表明该菌源于垂直传播[ 15] 。该试验中发现, 在

受精卵中存在大量的异养细菌和弧菌, 无节幼体阶段前期未

开口外源微生物很难进入到幼体内, 但可以检测到一定数量

的异养细菌和弧菌, 推测在亲虾、受精卵、幼体间细菌存在垂

直传播, 这与李亚晨等研究结果相吻合。水平途径是指周围

养殖环境中细菌, 侵入对虾幼体中。在育苗过程中, 幼体中

异养菌、弧菌与养殖水体中的异养菌、弧菌存在着很高的相

关性, 表明对虾幼体内的细菌与养殖水体中的细菌相互关

联, 可能存在水平传播。这与钟硕良等[ 16 - 18] 研究结果一致。

轮虫和卤虫的幼体中含有丰富的不饱和脂肪酸, 是对虾

幼体成长和增强抗逆性不可缺少的生物性饵料[ 19] , 但也携

带大量的异养菌和弧菌进入对虾体内。对虾摄入的食物主

要在中后肠被吸收[ 20] , 外源摄入的细菌主要滞留在对虾幼

体肠道中。据报道 , 某些消化酶活力在状幼体最高, 糠虾幼

体最低, 然后从糠虾到仔虾缓慢上升[ 21 - 23] , 这与该试验对虾

幼体中弧菌数量的变化正好相反, 而细菌总数无此变化, 推

测消化酶对弧菌有一定的抑制作用。此外, 对虾幼体的配合

饲料中添加的Vc 等营养物质在一定程度上增加了对虾的抗

菌能力和吞噬能力[ 24] , 这对幼体内的细菌数量有一定的影

响。对虾幼体中影响细菌数量变化的因素繁多, 育苗养殖体

系中各理化因子及生物因素间相互关系及相互作用机理还

有待进一步研究。
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表2 各地鱼类感染复殖吸虫情况

Table 2 Digenetic trematiodes infection of fishinsamplingsites

地区

Area

鱼类

Fish

感染强度∥条/ 尾

Infectionintensity

复殖吸虫种数

Number of Digenetic trematiodes

塘沽 21 6 .06 32

秦皇岛 16 7 .95 17

营口 6 9 .27 11

龙口 7 7 .18 11

黄骅 10 10 .53 17

大连 5 5 .22 9

烟台 6 6 .78 9

图1 渤海鱼类复殖吸虫采集样点

Fig .1 Samplingsites of Digenetic trematodes in fishat Bohai Sea

3  讨论

渤海鱼类受复殖吸虫感染较为普遍, 各种鱼类平均受感

染率达6 .67 % , 鱼类感染复殖吸虫的强度从内海的塘沽到外

海的大连呈现下降的变化趋势。这与内外海的水环境特点

差异相关。这在Gerard 的研究中已经得到证实[ 1] 。一方面 ,

渤海是一个半封闭型海域, 塘沽、黄骅、秦皇岛等地位于最里

面, 相对于外海的大连与烟台, 受到外来水团的影响较小, 水

体相对平静 , 鱼类被吸虫感染的机率增加[ 2] 。另一方面, 内

海的塘沽、黄骅、秦皇岛等地水环境的一个显著特点是河口

众多, 沿岸有海河、蓟运河、大口河、徒骇河、小清河、潍河、滦

河等入海河口。河口无脊椎动物受吸虫感染[ 3] 。这是因为

通过地表径流从内陆带来的水含有吸虫卵[ 4] , 这些虫卵在河

口发育, 首先寄生于虾蟹等无脊椎动物[ 5] , 然后通过捕食作

用感染鱼类[ 6] 。由此可见, 水环境的差异使得内海、外海的

鱼类感染复殖吸虫的机率不同, 内海鱼类受感染概率较外海

大, 感染强度也较高, 外海则相反, 由此造成渤海鱼类感染复

殖吸虫从外海到内海呈现加重的趋势。其次, 与各种鱼类的

生态习性相关。相关研究表明, 一些近岸、淡水

水性的中下层鱼类受吸虫感染的概率较大, 感染强度也较

大[ 7 - 8] 。调查发现, 在受复殖吸虫感染的37 种鱼类中, 感染

强度最高是小带鱼, 感染强度高达54 条/ 尾。这是因为小带

鱼为暖水性中下层鱼类 , 常栖息于近岸浅海、咸淡水及河口

附近, 这种生态习性使其易受吸虫感染。黄姑鱼的高感染强

度、高感染率也与近海暖水性底层鱼类相关。再次, 与复殖

吸虫的群落结构相关 , 主要表现为不同种类的鱼感染不同种

类的复殖吸虫, 如鲈鱼感染12 种吸虫, 而铅点东方鱼屯仅感染

1 种吸虫。造成这种差异的原因: 一是不同种类的吸虫所要

求的宿主不同[ 9] ; 二是吸虫在鱼体内存在种间竞争[ 10] , 在一

个共享有限资源的系统中, 群落中某种寄生虫的数量会对其

他寄生虫产生有益的或有害的影响[ 11] 。此外, 还可能与运

输活物导致的复殖吸虫扩散到水体中有关。粗厚鳗居线虫

( Anguillicola crassus) 和短钩伪指环虫( Pseudodactylogyrus bini)

是分布在亚洲的2 种寄生虫 , 主要通过活体鳗鲡的运输传到

欧洲[ 12] , 表明活体鱼类运输有助于传播寄生虫到其他地区。

鱼类感染复殖吸虫是多种因素综合作用的结果。渤海鱼类

感染复殖吸虫是否还有其他原因 , 仍有待进一步研究。
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