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摘要 通过注射攻毒的方式研究了不同水温（15、20、25、30、35 ℃）条件下柱状黄杆菌（

）对草鱼（ ）感染力的影响。研究结果显示，在相同的试验条件下，不同水温条件

下柱状黄杆菌对草鱼的致病性不同，15 ℃组草鱼的死亡率仅 5%，其他各试验组死亡率均在 45.5%～68.8%，其中

25 ℃和 30 ℃组死亡率最高；水温继续升高到 35 ℃时，死亡率开始下降。这一结果与天然条件下流行病学的调

查结果相吻合，可为该病防控措施的制定提供依据。
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草鱼烂鳃病是危害淡水养殖鱼类较为严重的

病害之一[1]，其发病原因大致可分为 3类[2]：一类是

由寄生虫引起的，如粘孢子虫、斜管虫、鳃隐鞭虫、

车轮虫、指环虫、中华鳋等；另一类是鳃霉菌引起

的鳃霉病；第三类是由细菌引起，常称为细菌性烂

鳃病[3]。这三类病对草鱼都危害甚大，其中尤以细

菌性烂鳃病最为严重。此病发病季节长，流行范围

广，全国各地养殖场都有不同程度发生 [4]，特别是

鱼种饲养阶段，常因此病给养殖者带来巨大的经

济损失。随着对草鱼细菌性烂鳃病研究的深入，现

已确定其病原体为柱状黄杆菌（

）[5-6]，这种细菌也曾被称为柱状屈桡杆菌

（ ）[7-8]、柱状噬纤维菌 /柱状纤

维粘细菌（ ）[9-10]等，而此前细

菌性烂鳃病病原菌一直定名为鱼害粘球菌（

）[3]。

柱状黄杆菌广泛存在于土壤和淡水环境中，是

一种危害较严重的致病菌[11-12]，可致鳜、鳗、草鱼、青

鱼、鲤、斑点叉尾鮰、加州鲈[13-17]等出现不同的感染

症状，如烂鳃、体表溃疡、出血等，并导致高死亡率，

每年因此造成巨大的经济损失。据报道，柱状黄杆

菌的感染力与环境因素 [18-20]有密切的关系，尤其雨

后气温上升阶段容易发病。然而，很少见有关于水

温对草鱼烂鳃病影响的系统研究。因此，本文以草

鱼为研究对象，探讨不同水温条件下柱状黄杆菌对

草鱼的感染力，以期阐明水温与草鱼细菌性烂鳃病

的关系，为了解该病的流行病学规律及制定防控对

策提供参考依据。

1 材料与方法

1）试验材料。柱状黄杆菌（

G4）由中国科学院水生生物研究所提供。

供试的草鱼种购自英山县，体重为（60±5） g，经至

少 2周的室内（10～15 ℃）驯养后用于试验，每天投

喂适量的饲料。所有试验均在塑料水族箱（70 cm×

50 cm×45 cm）中进行，每个箱（水的体积为 40 L）

中放入试验鱼 10～14尾，人工充氧，每 2 d用曝气

后的自来水将箱中的水置换约 2/3。对于 20 ℃以上

的试验，采用人工加热的方式在 3 d内使水温逐渐

上升，到达目的温度以后，试验前再进行 5 d 的适

应。注射攻毒以后不再投喂饵料。

2）人工感染。
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表 1 不同水温下 G4人工感染草鱼鱼种情况

试验箱号 试验组别 /℃ 菌株 试验鱼数 /尾 死亡数 /尾 死亡率 /% 各试验组平均死亡率 /%

1

15

G4 10 0 0

3.32 G4 10 1 10

3 G4 10 1 0

4

20

G4 11 6 55

45.55 G4 11 5 45

6 G4 11 4 37

7

25

G4 12 9 75

68.88 G4 10 6 60

9 G4 10 7 70

10

30

G4 12 6 50

57.611 G4 11 7 63

12 G4 10 6 60

13

35

G4 13 7 54

5014 G4 11 6 55

15 G4 14 6 43

16 25 无菌生理盐水 10 0 0

017 25 无菌生理盐水 10 0 0

18 25 无菌生理盐水 10 0 0

①菌液制备。将柱状黄杆菌（

G4）致病菌株接种于 Shieh琼脂培养基平

板上[21]，25 ℃培养 2 d。用无菌的生理盐水洗下菌

苔，在预试验的基础上，将菌液浓度调整为 1×107

cfu/mL，用于攻毒试验，每尾注射 0.5 mL。各组间的

死亡率采用 检验进行统计分析。

②试验设计。试验用水为经曝气的自来水，试

验设定 15、20、25、30、35 ℃共 5个温度组，每组 3

个平行，分组情况见表 1。将 25 ℃条件下纯化培养

制备的细菌菌液，分别以 0.5 mL/尾的剂量经腹腔

注射各试验组的草鱼种中，分别放养于 5个温度组

的塑料水族箱中，充气饲养，在此期间不再投喂，水

温保持在（设置温度±1）℃。对照组的试验鱼用相

同方法注射 0.5 mL/尾的无菌生理盐水，同样条件

饲养，水温为 25 ℃。每天至少检查 2次，记录试验

鱼的死亡量、死亡时间以及发病症状，及时捞出死

鱼，连续观察和记录 7 d。

3）病死鱼的细菌分离及鉴定。为了证实试验鱼

死亡是由攻毒用的柱状黄杆菌 G4菌株所导致，将

试验箱中具有烂鳃症状或死亡的鱼解剖，无菌条件

下取其肝、肾组织接种于 Shieh琼脂培养基上，分离

纯化出疑似柱状黄杆菌 12株，收集这些菌株用于

PCR鉴定。

参照 Liu J等[22]的方法对所分离到的菌株进行

分子鉴定。将 G4菌株以及从人工感染试验中发病

和死亡鱼体内分离到的菌株（12株）进行液体培养，

采用常规方法，提取细菌基因组 DNA，用于 PCR扩

增。扩增引物采用细菌通用引物，将获得的扩增片

段克隆，并测序。将所获得的所有序列，采用

DNAstar软件进行比对分析。

4）水质分析方法。攻毒于 2017年 3月 21日开

始，4月 2日结束，期间 3月 27日采水样 1次。水样

的测定：pH采用 YSI 6000测定；氨态氮（NH4
+）采用

纳氏试剂比色法（GB 7479-87）测定；亚硝态氮

（NO2
-）采用萘乙二胺分光光度法（GB 7493-87）测

定；硝态氮（NO3
-）采用酚二磺酸分光光度法（GB

7480-87）测定；总氮（TN）采用碱性过硫酸钾消解紫

外分光光度法（GB 11894-89）测定；总磷（TP）采用

钼酸铵分光光度法（GB 11893-89）测定。

5）试验数据分析。采用 SPSS 18.0软件进行数

据统计分析。不同温度处理下营养盐浓度做单因素

方差分析（One-way ANOVA），通过 -检验（平均值

成对二样本分析）比较每一种处理条件下营养盐浓

度的差异，方差分析前先进行正态分布和方差齐性

检验。以 ＜0.05作为差异显著水平。

2 结果与分析

1）人工感染试验结果。从表 1可知，在不同水

温下，柱状黄杆菌对草鱼的感染死亡率是不同的。

研究结果显示：低水温（15 ℃）下的草鱼基本不发
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图 1 试验期间主要水质指标浓度变化

注：图中数据为平均值，误差线为标准差线。

病或发病率较低（平均为 3.3%）；当水温升高到 20

℃时，柱状黄杆菌对草鱼便开始显现出较强的感染

力，平均死亡率达到了 45.5%（36.4%～54.5%）；当

水温为 25 ℃时，试验鱼平均死亡率最高，为

68.8%；当水温继续升高到 30 ℃，草鱼死亡率出现

下降，为 57.6%；水温 35 ℃时，死亡率继续下降，为

50%（42.9%～53.8%）。人工感染发病的草鱼其主要

症状表现为病鱼在水中行动缓慢，反应迟钝，体色

发黑。肉眼观察，鳃丝发白腐烂，鳃丝末端黏液增

多，鳍条末端发白缺损。解剖病鱼，肛门红肿，腹部

腹水，腹部肌肉充血。

2）病原菌的分离鉴定。从明显发病鱼的肝、肾组

织分离纯化致病菌 12株，经 PCR检测，基因扩增，

其分离菌株与 G4标准菌株相似性达 99%～100%，

确定该致病菌株为柱状黄杆菌菌株。因此，可以确

认，草鱼鱼种是由柱状黄杆菌引起的烂鳃病而至死

亡。从对照组的试验鱼中未分离到柱状黄杆菌。

3）试验期间的水质情况。如图 1所示，试验用

水 pH值范围都在 7.1～7.9，统计结果显示试验期

间 pH变化没有显著差别（ ＞0.05）；总氮浓度随着

试验的进行逐渐升高，随着温度变化先增加再减

小，变化范围在 1.6～4.2 mg/L；总磷浓度变化范围

为 0.4～1.1 mg/L；氨氮浓度变化在 0.1～0.5 mg/L；

硝态氮浓度变化在 0.5～0.9 mg/L；亚硝酸盐浓度变

化在 0.04～0.12 mg/L。各指标虽然都有波动，但都

不显著，均符合养鱼水质标准。

3 讨 论

水温是影响水环境中各种理化反应和微生物

活动的重要因素，温度越高，沉积物与水体之间的

各种化学反应就越剧烈，同时微生物活动加强，促

进生物扰动、厌氧转化和矿化作用[23]。因此各种形态

氮磷浓度与温度均成正相关，且水温高的试验组水质

较差，可能与残饵和鱼的排泄物的腐败分解有关[24]。
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养殖水体中无机态氮主要有溶解的氮气、氨氮、硝

酸盐氮和亚硝酸盐氮。本研究中硝酸盐和亚硝酸盐

通量随时间变化情况较一致，说明二者具有较好的

同源性[25-26]。本研究中无机态氮主要以氨氮的形态

存在，这是因为一方面草鱼排泄物主要是氨，随着

温度的升高，排氨率也随之升高[27]；另一方面由于试

验在充氧条件下进行，硝化作用为主导。

水温对草鱼烂鳃病的发生也有一定的影响，水

温的变化引起致病菌的生长与繁殖加速，随着鱼体

抵抗力的减弱，从而引起草鱼烂鳃病的发生。本研

究结果显示，在不同水温下，柱状黄杆菌对草鱼的

感染力显著不同。水温 15 ℃时草鱼基本不发病，而

20 ℃左右时死亡率较高，所以此温度（或此温度上

下）可视为草鱼烂鳃病发病的临界温度；水温 25～

30 ℃时草鱼的死亡率最高，为草鱼细菌性烂鳃病

的最适流行温度，这一结果与其流行病学的调查结

果相吻合。

此研究结果对于鱼类养殖防病治病有一定的

指导意义，在水产养殖中，从水温发生变化到鱼病

的发生有一个过程，可以通过气象的预测预报，及

时做好鱼病的防控工作。如在低温与发病季节，通

过改善水质与养殖环境、投放药物抑制病原菌的

增殖、补充新水或换水、增加鱼体免疫力与抵抗力

等方法，预防和减少草鱼烂鳃病等相关疾病的发

生。
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