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资助类别：重点项目
亚类说明： 
附注说明： 
项目名称：大黄鱼假单胞菌病的病原及其生物学特性研究
申 请 人：安树伟            电话： 0574-87600122 
依托单位：宁波大学 
通讯地址：宁波大学曹光彪科技楼413 
邮政编码：                 单位电话：0574-87600275 
电子邮箱：anshuwei6688@126.com 
申报日期：           2011年11月21日

国家自然科学基金委员会

基本信息iJixcmRrH0A
	申  请  人  信  息
	姓名
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	性别
	男
	出生

年月
	1987年11月
	民族
	汉族

	
	学位
	学士
	职称
	硕士生
	每年工作时间（月）
	12 

	
	电话
	0574-87600122 
	电子邮箱
	anshuwei6688@126.com 

	
	传真
	 
	国别或地区
	中国

	
	个人通讯地址
	宁波大学曹光彪科技楼413 

	
	工作单位
	宁波大学 /海洋学院

	
	主要研究领域
	水产病害防控 

	依托单位信息
	名称
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	联系人
	林盛杰 
	电子邮箱
	linshengjie@nbu.edu.cn 

	
	电话
	0574-87600275 
	网站地址
	www.nbu.edu.cn 

	合作研究单位信息
	单  位  名  称
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	项  目  基  本  信  息
	项目名称
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	资助类别
	重点项目  
	亚类说明
	  

	
	附注说明
	 

	
	申请代码
	C190602:水产生物病原学
	 

	
	基地类别
	 

	
	研究期限
	2011年1月 — 2013年4月
	研究属性
	应用基础研究 

	
	申请经费
	455000.0000万元

	摘           要
	(限400字)：为弄清引起大黄鱼内脏白色结节病病因，作者于2010年在宁波象山港网箱养殖基地在自然发病的大黄鱼肝、肾分离致病菌并保存其内脏组织。分别在TSA、2216E、脑心浸粉培养基上划线分离获得纯种优势菌，并人工感染确定为致病菌；经形态学检测、生理生化特性检测机16sRNA分子检测初步确定为假单胞菌属的种类；研究其最适盐度、最适温度和最适PH等基本生物学特性，掌握该菌株的生态特性；利用显微和超显微技术研究大黄鱼假单胞菌病内脏组织的病理变化，探讨其致病机理；通过药敏试验为筛选防控大黄鱼假单胞菌病的药物提供实验依据。

	关 键 词(用分号分开，最多5个)
	大黄鱼；假单胞菌属，生物学特性      


项目组主要参与者（注: 项目组主要参与者不包括项目申请人）
	编号
	姓  名
	出生年月
	性别
	职 称
	学 位
	单位名称
	电话
	电子邮箱
	项目分工
	每年工作时间（月）
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	总人数
	高级
	中级
	初级
	博士后
	博士生
	硕士生

	1 FORMTEXT 

1

	  
	  
	  
	  
	  
	1


说明:    高级、中级、初级、博士后、博士生、硕士生人员数由申请人负责填报（含申请人），总人数由各分项自动加和产生。

经费申请表                                                 （金额单位：万元）
	科目
	申请经费
	备注（计算依据与说明）

	一.研究经费
	405000 FORMTEXT 

405000.0000

	     

	1.科研业务费
	115000 FORMTEXT 

115000.0000

	     

	（1）测试/计算/分析费
	50000.0000
	     

	（2）能源/动力费
	5000.0000

 FORMTEXT 1
	     

	（3）会议费/差旅费
	5000.0000
	     

	（4）出版物/文献/信息传播费
	5000.0000
	     

	（5）其他
	50000.0000
	     

	2.实验材料费
	100000 FORMTEXT 

100000.0000

	     

	（1）原材料/试剂/药品购置费
	50000.0000
	     

	（2）其他
	50000.0000
	     

	3.仪器设备费
	80000 FORMTEXT 

80000.0000

	     

	（1）购置
	50000.0000
	     

	（2）试制
	30000.0000
	     

	4.实验室改装费
	50000.0000
	     

	5.协作费
	60000.0000
	     

	二.国际合作与交流费
	0 FORMTEXT 

0.0000

	     

	1.项目组成员出国合作交流
	     
	     

	2.境外专家来华合作交流
	     
	     

	三.劳务费
	30000.0000
	     

	四.管理费
	20000.0000
	     

	合     计
	455000 FORMTEXT 

455000.0000

	     

	与本项目相关的
其他经费来源
	国家其他计划资助经费
	100000.0000

	
	其他经费资助（含部门匹配）
	100000

	
	其他经费来源合计
	200000 FORMTEXT 

200000.0000



申请者在撰写报告正文时，请遵照以下要求：

1、    请先选定"项目基本信息"中的"资助类别"，再填写报告正文；
2、    在撰写过程中，不得删除系统已生成的撰写提纲（如误删可点击“查看报告正文撰写提纲”按钮，通过"复制/粘贴"恢复）；

3、    请将每部分内容填写在提纲下留出的空白区域处；

4、    本要求将作为申请书正文撰写是否规范的评判依据，请遵照要求填写。
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报告正文

重点项目申请书撰写提纲
（一）立项依据与研究内容（5000-10000字）：

1、项目的立项依据（研究意义、国内外研究现状及发展动态分析，需结合科学研究发展趋势来论述科学意义；或结合国民经济和社会发展中迫切需要解决的关键科技问题来论述其应用前景。附主要参考文献目录）

一、论文选题的背景、相关研究动态、依据和研究意义
（一）论文选题的背景

    在水产动物养殖过程中，病害问题一直是制约养殖生产进一步发展的重要瓶颈。随着养殖种类的增多和规模的扩大，一些不符科学规范的水产养殖习惯所导致的问题也逐渐增加，尤其是一些新的养殖病害层出不穷，给养殖生产造成了重大的经济损失。
   大黄鱼(Pseudosciaena crocea)俗称黄花鱼，隶属石首鱼科，主要分布在我国黄海南部、东海、台湾海峡以及南海，是我国主要的经济鱼类之一。随着大黄鱼人工繁育的成功和养殖规模的不断扩大，病害频繁发生且日趋严重。在诸多病害中，尤以细菌病、寄生虫病居多。细菌病因其发病率高，流行范围广，危害最为严重，而成为制约大黄鱼养殖健康发展的重要因素。

    近几年在浙江、福建沿海网箱养殖大黄鱼中出现了一种危害严重的流行性疾病，主要症状在病鱼肾脏、脾脏有许多白点，肉眼可见。该病因其发病时期较长，死亡率较高，对大黄鱼养殖业造成严重的经济损失。

（二）大黄鱼常见病害研究动态

在已报道的引起网箱养殖大黄鱼疾病的病原分细菌、寄生虫、病毒，以细菌和寄生虫为主。

1．细菌性病害

    随着养殖规模的不断扩大，病原、宿主和环境的相互作用导致疾病频频发生，其中由细菌引起的疾病流行广，发病率高，危害大，因此一直是研究重点，近年来海水鱼类养殖仍以细菌性疾病为主要病害，目前已报道引起大黄鱼疾病的病原菌有副溶血弧菌（V.parahaemolyticus）、溶藻弧菌（V.algiolyticus）、哈维氏弧菌 （V.harveyi）、腐败假单胞菌 （Pseudomonas putrefaciens）、诺卡氏菌（Nocardia）、奇异变形杆菌(Proteus mirabilis)、门多萨假单胞菌(Pseudomonas mendocina )、铜绿假单胞菌(Pseudomonas Aeruginosa )、恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）等。已报道的大黄鱼细菌性疾病主要归为三大类：大黄鱼细菌性溃疡病，肠炎病，大黄鱼细菌性内脏白点病。

①皮肤溃疡病是大黄鱼养殖中主要的病害之一，由此造成的经济损失也很大。目前已报道的可引起溃疡病的病原有哈维氏弧菌（V.harveyi）、腐败假单胞菌（Pseudomonas putrefaciens）、副溶血弧菌（V.parahaemolyticus）、溶藻弧菌（V.algiolyticus）等。其主要症状为发病初期，行动迟缓，离群独游；皮肤和上下颌充血、发炎，鳞片松散脱落；严重时体表溃烂，皮下充血，呈现不同程度的溃烂斑；解剖可见内脏器官病变明显，内脏器官有不同程度的病变。林克冰等（1999）报道哈维氏弧菌（V.harveyi）和腐败假单胞菌（Pseudomonas putrefaciens）是引起大黄鱼溃疡病的病原菌；王军等（2001）报道引发闽南地区大黄鱼溃疡病的病原菌为溶藻弧菌（V.algiolyticus）；同年，李清禄等（2001）报道导致大黄鱼溃疡病的致病菌为鳗弧菌（Vibrio anguillarum）和副溶血弧菌（V.parahaemolyticus）；金珊等（2005）学者调研浙江省沿海12个海水网箱发现引发该病的主要病原菌为溶藻弧菌（V.algiolyticus）和哈氏弧菌（V.harveyi）；郑天伦等（2006）等报道了浙江沿海养殖大黄鱼溃疡病的病原为溶藻弧菌（V.algiolyticus）。烂尾病和烂鳃病是另外两种常见的细菌性网箱大黄鱼体表溃疡病，石亚素、童国忠等（2005）报道此病的发生主要与寄生于鳃上的寄生虫有关，先由寄生虫造成鳃损害，继而导致细菌性继发感染。此外，张庆华等（2005）报道了引起大黄鱼溃烂症的另一种致病菌为奇异变形杆菌（P..mirabilis）。

②肠炎病主要是由多种嗜水气单胞菌和弧菌感染而引起的。引发该病的原因有很多，如不新鲜或编制饵料，环境和投料器皿消毒不彻底或投料过量导致鱼吃的过饱。其主要症状是发病初期，病鱼体色发黑，利群独有，丧失食欲，后期症状为腹部肿胀，肛门红肿，病鱼鳃部失血发白，剖检可见肠壁充血发炎，肠粘膜溃烂、脱落，肠道充满淡黄色液体，有充水现象。

③内脏白点病是大黄鱼养殖的另一主要病害，病鱼体表无明显的症状，其典型症状是在心、脾、肾等内脏出现许多大小不等的白点。经调查，该病的传染性较强，在自然状态下的发病死亡率高达70%~80%。目前已经报道的能引发内脏白点病的病原菌有门多萨假单胞菌(Pseudomonas mendocina )、铜绿假单胞菌(Pseudomonas Aeruginosa )、恶臭假单胞菌（Pseudomonas putida）、诺卡氏菌（Nocardia）等。

    2．寄生虫病害

寄生虫病是影响大黄鱼健康养殖的另一类重要病害。依感染的寄生虫种类，可以概括为以下几类：

    ①白点病：病原为刺激隐核虫（Cryptocary irritans Brown）。海水养殖鱼类白点病的流行很广，几乎所有的海水养殖鱼类都可感染，世界各地均有报道。其典型症状为，患病后，病鱼粘液分泌增多，表皮细胞增生，包裹虫体，形成白色小包囊，肉眼观潮成白点状，由于寄生虫大量寄生在鱼鳃组织等部位，从而使鳃组织受到损坏，失去正常功能，引起病鱼窒息死亡。

    ②本尼登虫病：病原为本尼登虫（Benendenia spp）。主要寄生于鱼体表鳍条和头部，寄生数量多时，鱼的皮肤分泌大量粘液，是表皮局部变白，病鱼狂游并不断向妄想摩擦身体，擦伤出可继发细菌感染。

    ③瓣体虫病：病原为石斑瓣体虫。主要症状是鱼体粘液分泌增多，鳃部贫血成灰白色，鳃丝浮肿，念有许多泥样污物，体表也有不规则白斑。

    ④车轮虫病：病原为轮虫属（Trichodina）。主要症状是严重感染时，鱼体产生大量粘液，病鱼不摄食，游动缓慢，最终呼吸困难而死。

   3．病毒性病害

     目前见诸报道的主要以虹彩病毒为主。虹彩病毒是一类对鱼类、两栖类和爬行类水生动物具有广泛感染性的致病病原，由虹彩病毒感染所致的水产动物疾病已成为世界水产养殖业的严重问题（Hyatt 2000，Tapiovaara 1998，Rodger 1997）。Chen等（2003）从福建沿海养殖场患病大黄鱼（Larimichthys crocea）体内分离的一种病毒，通过组织病理和病毒形态学分析，鉴定为大黄鱼虹彩病毒（Large yellow croaker iridovirus，LYCIV）

（三）研究依据和意义
鱼类内脏白点病主要流行于日本、美国、挪威和英国，是鰤鱼养殖业中危害严重的一种疾病，很多学者认为它的病原是杀鱼巴斯德氏菌（Pasteurella piscicidapelcyar）,黑鲷、真鲷、鲈鱼、香鱼都曾受到感染（Hua 1999，Alvarez 1998）。我国学者张永嘉(1989)在黄鳍鲷鲜活组织压片和组织切片的坏死中心和巨噬细胞内发现抗酸杆菌，因此断定黄鳍鲷是由分支杆菌感染引起的。刘振勇等(2002)在患有内脏白点病的大黄鱼体内分离得到致病菌，认为该病是有门多萨假单胞菌引起的；梅广海等（2002）曾报道由嗜水气单胞菌引起的罗非鱼类结节病的病例；刘家富等（2004）认为在我国福建省宁德地区大黄鱼内脏白点病是由门多萨假单胞菌和铜绿假单胞菌引起的；王国良等（2006）报道了引起浙江台州、舟山海水网箱养殖大黄鱼结节病病原为鰤鱼诺卡氏菌。沈锦玉等（2008）在浙江宁波、台州地区网箱养殖大黄鱼内脏白点病是由恶臭假单胞菌引起的。由此可见，鱼类内脏白点病可由多种病原菌引起，但在症状表现上有一定的差异。 

针对近年来浙江宁波象山网箱养殖大黄鱼发生的大黄鱼内脏白点病，我们已经分离获得高度纯化的菌株，根据形态学、生理生化及分子鉴定，初步确定是假单胞菌属的种类。鉴于大黄鱼内脏白点病的病原有多种，以示区别并结合病原菌为假单胞菌属种类，我们将发生于浙江象山的病例暂命名为大黄鱼假单胞菌病。本研究对分离菌株开展人工感染试验，以确定其致病性，进一步利用分子鉴定技术对该菌株进行种的鉴定；研究其最适盐度、最适温度和最适pH等基本生物学特性，掌握该菌株的生态特性；利用显微和超显微技术研究大黄鱼假单胞菌病内脏组织的病理变化，探讨其致病机理；通过药敏试验为筛选防控大黄鱼假单胞菌病的药物提供实验依据。
2、项目的研究内容、研究目标，以及拟解决的关键科学问题。（此部分为重点阐述内容）

（一）研究的主要内容

1. 病原菌的分离及其致病性研究
① 病原菌的分离纯化

② 病原菌的人工感染

2. 病原菌的鉴定

① 病原菌的形态学观察

② 病原菌的生理生化特性测定
③ 病原菌的16S rRNA分子鉴定

3. 病原菌的生物学特性及药敏试验

① 确定病原菌的最适盐度

② 确定病原菌的最适pH
③ 确定病原菌的最适温度
④ 病原菌的药敏试验
4. 患病大黄鱼的组织病理和超微病理研究

① 患病大黄鱼内脏病变的组织病理变化

② 患病大黄鱼内脏组织的超微病理变化

（二）拟解决的关建技术和难点

1.大黄鱼假单胞菌病分离菌株的致病性研究。

2.病原菌的生物学特性研究。

3.大黄鱼假单胞菌病的致病机理分析

（三）预期达到的目标

1. 确定大黄鱼假单胞菌病病原的致病性及其分类地位。

2. 解明病原菌的生物学特性，为防控大黄鱼假单胞菌病提供实验依据和理论基础。 

3. 通过大黄鱼假单胞菌病的组织病理和超微病理研究，探究其致病机理。

3、拟采取的研究方案及可行性分析。（包括有关方法、技术路线、实验手段、关键技术等说明）

(一）实施方案

（1）病原菌的分离及其致病性研究

  ①病原菌的分离纯化

培养基的筛选，常规微生物操作方法，获得纯化的分离菌种，保存备用。

  ②人工感染实验

采用注射感染、浸泡感染、口灌感染三种方式进行，以确定分离菌株的致病性、

毒力及其感染方式。

（2）病原菌的鉴定

采用形态学观察、生理生化特性测定和16S rRNA分子鉴定等确定病原菌的分类

地位。

（3）病原菌主要生物学特性研究及药敏试验

  ① 不同盐度（0、5、10、15、20、25、30、35，40）下培养细菌24h，测定其OD值，观察菌液浊度，绘制以盐度为横坐标，以OD平均值为纵坐标的的生长曲线。

  ② 不同pH（3，3.5，4，4.5，5，5.5，6，6.5，7，7.5，8，8.5，9，9.5，10）下培养细菌24h,测定其OD值，观察菌浊度，绘制以PH为横坐标，以OD平均值为纵坐标的的生长曲线。

  ③ 不同温度（4,7,10,13,16,19,22,25,28,31,34,37,40,42,45）下培养细菌24h，测定其OD值，观察菌浊度，绘制以温度为横坐标，以OD平均值为纵坐标的的生长曲线。

  ④ 采用琼脂平板扩散法，亦即标准纸片扩散法，选用多种常用药敏纸片进行药敏试验，以确定病原菌的抗药性。

（4）患病大黄鱼组织病理和超微病理的研究

  ① 组织病理研究

     分别取自然发病大黄鱼和正常大黄鱼肝、肾、脾、心脏和肌肉组织，固定于Bouin氏溶液，常规脱水，石蜡包埋切片，H.E染色，OLYMPUS显微镜下观察并拍照。  

  ② 超微病理研究

  超薄切片按常规方法进行制作，将肝、肾、脾、心脏和肌肉组织取下分割成1mm3,，经戊二醛-锇酸双固定，4℃冰箱保存，酒精脱水，环氧树脂E-pon812包埋，LKB超薄切片，醋酸双氧铀-柠檬酸铅双染法染色，透射电镜观察并拍照保存。
（二）技术路线

[image: image17]
4、本项目的特色与创新之处。 

（1）探究该致病菌的生物学特性；
（2）分析其致病机理

5、年度研究计划及预期研究结果。（包括拟组织的重要学术交流活动、国际合作与交流计划等）

（二）研究基础与工作条件

1、工作基础（与本项目相关的研究工作积累和已取得的研究工作成绩）

已获得该菌并人工感染证实为致病菌，并初步进行了分子鉴定
2、工作条件（包括已具备的实验条件，尚缺少的实验条件和拟解决的途径，包括利用国家实验室、国家重点实验室和部门重点实验室等研究基地的计划与落实情况）

本实验以“应用海洋生物技术教育部重点实验室”、“浙江省海洋生物工程重点实验室”和“浙江省水产养殖重点学科水产养殖动物病害研究实验室”为依托。目前从事本项目研究所需的主要仪器设备条件已具备，如PCR扩增仪、酶标仪、电泳设备、高速和超速冷冻离心机、紫外分光光度计、超低温冰箱、LX-70倒置显微镜、BX-60荧光显微镜、电子显微镜及其它分子生物学研究必备的仪器设备，可满足本研究要求。

3、申请人简介（包括申请人和项目组主要参与者的学历和研究工作简历，近期已发表与本项目有关的主要论著目录和获得学术奖励情况及在本项目中承担的任务。论著目录要求详细列出所有作者、论著题目、期刊名或出版社名、年、卷（期）、起止页码等；奖励情况也须详细列出全部受奖人员、奖励名称等级、授奖年等。）

4、承担科研项目情况（申请人和项目组主要参与者正在承担的科研项目情况，包括自然科学基金的项目，要注明项目的名称和编号、经费来源、起止年月、与本项目的关系及负责的内容等。）

5、完成自然科学基金项目情况（对申请人负责的前一个已结题科学基金项目（项目名称及批准号）完成情况、后续研究进展及与本申请项目的关系加以详细说明。另附该已结题项目研究工作总结摘要（限500字）和相关成果的详细目录。）

（三）经费预算说明

购置5万元以上固定资产及设备等，须逐项说明与项目研究的直接相关性及必要性。
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申 请 人：安树伟                      依托单位：宁波大学 
项目名称：大黄鱼假单胞菌病的病原及其生物学特性研究 
资助类别：重点项目                    亚类说明： 
附注说明： 

申请人承诺：

    我保证申请书内容的真实性。如果获得资助，我将履行项目负责人职责，严格遵守国家自然科学基金委员会的有关规定，切实保证研究工作时间，认真开展工作，按时报送有关材料。若填报失实和违反规定，本人将承担全部责任。
               签字：               

项目组主要成员承诺：

   我保证有关申报内容的真实性。如果获得资助，我将严格遵守国家自然科学基金委员会的有关规定，切实保证研究工作时间，加强合作、信息资源共享，认真开展工作，及时向项目负责人报送有关材料。若个人信息失实、执行项目中违反规定，本人将承担相关责任。
	编号
	姓   名
	工作单位名称
	项目分工
	每年工作时间(月)
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	6
	
	
	
	
	

	7
	
	
	
	
	

	8
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依托单位及合作研究单位承诺：

    已按填报说明对申请人的资格和申请书内容进行了审核。申请项目如获资助，我单位保证对研究计划实施所需要的人力、物力和工作时间等条件给予保障，严格遵守国家自然科学基金委员会有关规定，督促项目负责人和项目组成员以及本单位项目管理部门按照国家自然科学基金委员会的规定及时报送有关材料。
依托单位公章

      合作研究单位公章1             合作研究单位公章2        

日期：                      日期：                       日期：                

您现在不能检查保护文档或打印文档，请根据以下三个步骤操作：


 1)如果您是Word2000,word XP, word 2003或以上版本用户，请把Word宏的安全性设为:"中"


     方法: Word菜单->工具->宏->安全性->安全级,设置为"中"


     (如果您是Word97用户，继续执行以下步骤)


     (如果您是Office2007用户，点击word左上角"安全警告"处"选项"中的"启用此内容")


 2)关闭本文档，重新打开本文档


 3)点击"启用宏"按钮，即可开始填写本文档或打印了
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