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四个罗非鱼选育品种抗链球菌病能力差异研究
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摘要: 为筛选出抗病力优良的罗非鱼品种, 以奥利亚罗非鱼“夏奥1号”、尼罗罗非鱼“99”埃及品系、吉富罗非

鱼“中威1号”和奥尼罗非鱼为研究对象, 33℃水温暂养7d后分别进行无乳链球菌人工感染实验, 连续7d统计累

计死亡率, 并于人工感染后0、24h、48h和72h采集血液和组织样本, 研究这4个罗非鱼选育品种抗链球菌病能

力的差异。结果显示: 感染7d后奥尼罗非鱼的累计死亡率最低; 奥尼罗非鱼的谷草转氨酶(AST)感染前后始终

都低于其余3个品种罗非鱼(P<0.05); 埃及尼罗和奥尼在感染72h后球蛋白(GLO)分别显著升高1.13倍和1.41倍;
奥尼罗非鱼白蛋白/球蛋白(A/G)在感染前后没有显著性变化(P>0.05), 而其余3个品种罗非鱼A/G比值在感染

后都显著性降低(P<0.05);  埃及尼罗的碱性磷酸酶(AKP)在感染72h后显著降低(P<0.05),  奥利亚和吉富的

AKP表现为先上升后下降, 奥尼的AKP感染前后没有显著性变化(P>0.05); 各品种罗非鱼血清中的乳酸脱氢酶

(LDH)感染后都显著升高(P<0.05); 奥利亚、吉富和奥尼罗非鱼的超氧化歧化酶(SOD)感染48h时都显著升高

(P<0.05); 奥尼罗非鱼在感染前后溶菌酶(LZM)活性都显著高于其余3个品种罗非鱼(P<0.05)。组织病理学结

果显示：吉富和奥尼肝细胞水肿变性, 而奥利亚和埃及尼罗出现大面积肝细胞脂肪变性; 每个品种罗非鱼均

呈现严重的脾炎, 奥利亚、埃及尼罗和吉富的脾脏中大量铁血黄素沉积; 每种罗非鱼呈现不同程度的肾小球

萎缩, 肾小管上皮细胞变性、坏死。研究表明奥尼罗非鱼抗链球菌病能力最强, 感染后血清中AST水平与肝

受损程度呈一定的正相关, LZM水平和罗非鱼抗链球菌病能力呈一定的正相关。
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罗非鱼(Oreochromis spp.)自1956年开始引进

我国, 现已成为我国第六大养殖鱼类, 吉富罗非鱼

(Oreochromis niloticus♀×Oreochromis niloticus ♂)
和奥尼罗非鱼(Oreochromis niloticus♀×Oreoch-
romis aureus♂)是目前的主要养殖品种。“中威1号”
新品种是吉富罗非鱼的代表性品种之一 ,  是以

2006年从世界渔业中心新引进的60个家系吉富罗

非鱼为原始亲本, 采用家系选育和BLUP育种值评

价技术通过5代连续选育获得
[1]
。奥尼罗非鱼通常

以尼罗罗非鱼♀×奥利亚罗非鱼♂通过杂交育种途

径获得, 其亲本尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)
和奥利亚罗非鱼(Oreochromis aureus)以群体选育

为主。

目前鱼类的选育指标以生长指标作为主要衡

量指标, 而对抗逆性和健康状况指标相对考虑较

少。很多学者认为血液学指标评价对评估野生和

养殖鱼类的健康状态至关重要
[2—4]

。血液学指标因

为能提供鱼体应激程度, 代谢异常, 生殖机能障碍

和疾病的基本信息, 可作为鱼体生理和病理变化的

较好指示指标
[5]
。而对病原菌感染后的鱼体进行组

织病理学研究, 有利于疾病的诊断, 并为研究病原

的感染机制提供依据
[6]
。Chen等[7]

研究了罗非鱼感

染创伤弧菌(Vibrio vulnificus)和海豚链球菌(Strep-
tococcus iniae)后的血清生化指标和病理变化之间
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的关联, 发现肝脏、肠和肾的病理受损严重程度和

谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)呈正相关, 而
和Na+

、Cl–
、胆固醇和总蛋白呈负相关。徐晓津等

[8]

对大黄鱼(Larimichthys crocea)感染哈维氏弧菌(Vi-
brio harveyi)后血液生化指标的变化及组织病理学

进行研究, 发现血清指标的测定可以作为大黄鱼哈

维氏弧菌病细菌感染的指标, 病鱼的肝、肾等发生

了严重病变, 肝、肾功能不全。目前罗非鱼高密

度、高集约化养殖方式导致链球菌病频繁暴发
[9],

其病原菌2008年前以海豚链球菌为主, 2008年后以

无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)为主
[10]

。国内

外研究表明, 罗非鱼的生长最适宜温度是29—31℃,
水温高于32℃时, 罗非鱼更容易感染无乳链球菌

[6, 9]
。

本文以奥尼罗非鱼及其亲本奥利亚罗非鱼和埃及

尼罗罗非鱼为对象, 并与吉富罗非鱼相比较, 研究

这4个罗非鱼选育品种在水温33℃时抗链球菌能力

的差异, 初步筛选出抗病力优良的罗非鱼品种, 探
索罗非鱼抗病机理, 并了解选育途径对鱼类抗病力

的影响。

1    材料与方法

1.1    无乳链球菌

病原菌保存于本实验室, 编号LB110808-2, 经
16S rDNA分子鉴定为无乳链球菌(GenBank登录号:
JQ990153)。
1.2    实验用鱼

奥利亚罗非鱼、埃及尼罗罗非鱼、吉富罗非

鱼和奥尼罗非鱼均来自农业部罗非鱼遗传育种中

心, 奥利亚罗非鱼为“夏奥1号”新品种(登记号: GS-
01-002-2006), 鱼体质量为(60.71±5.63) g; 尼罗罗非

鱼为1999年引自埃及农业部和农垦部水产研究中

心实验室的埃及品系, 鱼体质量为(59.65±4.59) g;
奥尼罗非鱼(登记号: GS-02-001-1996)为埃及尼

罗♀×“夏奥1号”奥利亚罗非鱼♂的杂交子一代, 鱼
体质量为(63.65±4.84) g; 吉富罗非鱼为“中威1号”
新品种(登记号: GS-01-003-2014), 鱼体质量为

(65.38±5.27) g。人工感染实验前在实验室分别于

(33±1)℃水温下暂养7d, 养殖桶体积为360 L, 每天

投喂2次。

1.3    人工感染实验

将经鉴定的无乳链球菌原种从冰箱中取出, 复
壮后接种于脑心浸液液体培养基(BHI)中, 28℃
200 r/min扩大培养24h后, 4000 r /min离心 5min, 用
无菌的8.5 g/L NaCl溶液洗涤后配成1.5×109 CFU/mL
的菌悬液原液。开展人工感染实验Ⅰ研究4个罗非

鱼选育品种对无乳链球菌的抗病力差异, 同时开展

人工感染实验Ⅱ研究低浓度腹腔注射无乳链球菌

后对4个罗非鱼选育品种的血清生化指标和组织病

理的影响。

人工感染实验Ⅰ: 将菌悬液原液用8.5 g/L无菌

NaCl溶液稀释成1.5×108 CFU/mL的菌液, 每个品种

设置3个养殖桶, 每桶10尾, 每尾鱼腹腔注射0.3 mL
菌液。对照组注射等量的8.5 g/L NaCl溶液。攻毒

后连续7d观察记录死亡尾数, 并及时捞出死鱼。

人工感染实验Ⅱ: 将菌悬液原液用8.5 g/L无菌

NaCl溶液稀释成1.5×107 CFU/mL的菌液, 每个品种

设置3个养殖桶, 每桶20尾, 每尾鱼腹腔注射0.3 mL
菌液, 同时设置相应的对照组注射等量的8.5 g/L
NaCl溶液。

实验期间溶解氧保持在5 mg/L以上 ,  水温

(33±1)℃, 实验期间不投喂。人工感染3d后每个罗

非鱼选育品种随机取濒死的罗非鱼解剖, 无菌操作

取脑和肾脏组织在血平板上分离、纯化病原菌, 并
用梅里埃API 20 Strep试剂条进行快速鉴定。

1.4    采样与处理

在人工感染实验Ⅱ中, 鱼感染0、24h、48h和
72h分别从每个养殖桶中取2尾鱼, 每个时间点每个

罗非鱼选育品种共6尾鱼用MS-222(200 mg/L)快速

麻醉, 进行尾静脉取血, 室温静置2h后4000 r/min离
心10min分离血清, 保存于–20℃冰箱中。同时取感

染72h后4个罗非鱼选育品种的肝脏、脾脏和肾脏

用波恩氏液固定后进行组织病理学观察。

1.5    血清生化指标测定

每个品种的血清在日立7600全自动生化分析

仪上检测下列指标: 谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨

酶(AST)、白蛋白(ALB)、球蛋白(GLO)和乳酸脱

氢酶(LDH)试剂盒购自日本和光纯药工业株式会

社, 碱性磷酸酶(AKP, 试剂盒购自四川迈克生物科

技股份有限公司, 超氧化歧化酶(SOD)试剂盒购自

宁波美康生物科技有限公司。溶菌酶(LZM)试剂

盒购自南京建成生物工程研究所, 具体操作按照使

用说明进行。

1.6    组织病理学观察

参考文献[11]的方法, 将组织从固定液里取出,
用70%酒精洗涤至无色; 组织依次进行梯度脱水;
二甲苯透明; 石蜡包埋; KD2258型切片机连续切片,
厚度为4—7 μm; 脱蜡和水化; 苏木精-伊红(HE)染
色后将切片放入梯度酒精里脱水和透明; 中性树胶

封片后用尼康80i显微镜观察并拍照保存。
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1.7    数据分析

数据利用Excel 2007软件进行初步处理, 再用

SPSS 18.0软件进行单因素方差(One-Way ANOVA)
分析, Duncan’s法多重比较检验差异性, 用Origin
8.0软件作图, P<0.05表明差异显著。实验数据以平

均值±标准差(Mean±SD)表示。

2    结果

2.1    四个罗非鱼选育品种抗链球菌病能力差异

比较

在人工感染后, 4个品种的濒死罗非鱼都表现

出全身发黑, 游姿失衡等链球菌病的典型症状, 在
感染3d后一些濒死罗非鱼显示角膜混浊, 突眼等现

象, 解剖鱼体后发现肝脏充血、脾脏充血肿大等,
无菌操作分离的细菌经API 20 Strep鉴定为无乳链

球菌。人工感染实验Ⅰ中, 对照组均没有发现罗非

鱼死亡, 而试验组感染3d后奥尼罗非鱼的累计死亡

率(40%)和奥利亚罗非鱼(50%)差异不显著(P>
0.05), 但显著低于吉富罗非鱼(76.67%)和埃及尼罗

罗非鱼(96.67%)(P<0.05)。感染4d后奥利亚罗非鱼

累计死亡率为7 3 . 3 3 % ,  显著高于奥尼罗非鱼

(46.67%)(P<0.05)。感染7d后奥尼罗非鱼的累计死

亡率(53.33%)显著低于吉富罗非鱼(86.67%)、奥利

亚罗非鱼 ( 9 0 % )和埃及尼罗罗非鱼 ( 9 6 . 6 7 % )

(P<0.05), 而奥利亚罗非鱼、埃及尼罗罗非鱼和吉

富罗非鱼之间的累计死亡率差异不显著(P>0.05)
(图 1)。
2.2    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后血清

谷丙转氨酶和谷草转氨酶活力的变化

由表 1可知, 埃及尼罗罗非鱼和奥尼罗非鱼的

血清谷丙转氨酶(ALT)感染前后没有显著性变化

(P>0.05), 而奥利亚罗非鱼表现为先上升后下降, 吉
富罗非鱼却一直保持上升趋势, 但埃及尼罗罗非鱼

的ALT在感染前就显著高于其余3个品种(P<0.05),
感染72h后奥利亚罗非鱼和奥尼罗非鱼的ALT活力

显著低于埃及尼罗和吉富罗非鱼(P<0.05)。奥利亚

和吉富罗非鱼在感染 2 4 h时A S T就显著升高

(P<0.05), 而埃及尼罗和奥尼罗非鱼的AST在感染

48h后才显著升高(P<0.05), 但埃及尼罗罗非鱼的

AST在感染前就显著高于其余3个品种的罗非鱼

(P<0.05), 而奥尼罗非鱼的AST活力在感染前后每

个时间点都比其余3个品种罗非鱼要低(P <0.05)。
2.3    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后血清

球蛋白和白蛋白/球蛋白的变化

由表 2可知, 埃及尼罗罗非鱼和奥尼罗非鱼在

感染72h后血清GLO水平分别显著升高1.13倍和

1.41倍(P<0.05), 但感染前奥尼罗非鱼GLO水平显

著低于埃及尼罗罗非鱼(P<0.05), 而奥利亚罗非鱼
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图 1    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后的累计死亡率

Fig. 1    The cumulative mortality of four Oreochromis spp. bleeding species infected by S. agalactiae
不同小写字母表示不同罗非鱼选育品种在相同时间点差异显著(P< 0.05)

Different small letters above the bars indicate significant differences (P<0.05) at the same time points in different tilapia bleeding species in
Duncan’s test
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和吉富罗非鱼GLO水平在感染前后没有显著性差

异(P>0.05), 感染72h后各品种之间GLO水平没有显

著性差异(P>0.05); 奥尼罗非鱼A/G在感染前后没

有显著性变化(P>0.05), 而奥利亚罗非鱼在感染

48h后显著降低(P<0.05), 埃及尼罗罗非鱼和吉富罗

非鱼A/G在感染72h后显著性降低(P<0.05)。
2.4    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后血清

碱性磷酸酶和乳酸脱氢酶的变化

由表 3可知, 埃及尼罗罗非鱼的AKP在感染

72h后显著降低(P<0.05), 奥利亚和吉富罗非鱼的

AKP表现为先上升后下降, 在感染24h时达到峰值,
但在感染72h时和感染前没有显著性差异(P>0.05),
奥尼罗非鱼的A K P感染前后没有显著性变化

(P>0.05), 并且在感染前后各时间点都显著低于其

余品种罗非鱼(P<0.05)。感染前和感染48h后吉富

和奥尼罗非鱼的LDH显著低于埃及尼罗和奥利亚

罗非鱼(P<0.05)。奥利亚罗非鱼的LDH感染后一直

持续显著升高(P<0.05), 在感染后72h其值为感染前

的3.22倍 ,  而埃及尼罗、吉富和奥尼罗非鱼的

LDH却先升高后降低, 感染48h后达到峰值, 分别为

感染前的2.31倍、6.53倍和7.28倍。

2.5    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后血清

超氧化物歧化酶和溶菌酶的变化

由表 4可知, 奥利亚和奥尼罗非鱼的SOD感染

48h后显著升高(P<0.05), 吉富罗非鱼的SOD在感染

48h时显著升高(P<0.05), 感染72h后恢复到感染前

水平, 埃及尼罗罗非鱼的SOD感染前后没有显著性

变化 (P>0.05) ,  但其值都显著高于其余各品种

(P<0.05)。奥利亚罗非鱼LZM在感染48h后显著降

低(P<0.05), 感染72h后又显著升高到感染前水平,
埃及尼罗和奥尼罗非鱼在感染48h后显著升高

(P<0.05), 而吉富罗非鱼在感染72h后才显著升高

表 1    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后血清的谷丙转氨酶和谷草转氨酶的变化

Tab. 1    The comparison on serum glutamic-pyruvic transaminase and glutamic-oxaloacetic transamnase activities of four Oreochromis spp.
bleeding species infected by S. agalactiae (n=6; x±SD)

项目Item 品种Strain
感染后的时间Time post injection (h)

0 24 48 72

谷丙转氨
酶ALT (U/L)

奥利亚Blue tilapia               5.00±1.15aA             28.67±8.08cB               7.67±2.08abA             14.25±3.59bA

埃及尼罗Nile tilapia             22.50±4.51C             24.25±3.77B             21.00±5.20B             27.50±6.86B

吉富GIFT tilapia               6.25±0.96aAB             25.50±9.19bB             35.50±2.12cC             36.00±4.24cB

奥尼Hybrid tilapia               9.33±1.15B             12.75±3.95A             11.00±1.05A             14.75±3.77A

谷草转氨
酶AST (U/L)

奥利亚Blue tilapia             81.25±7.59aB           284.33±42.39bC           221.67±126.51b           274.25±26.13bD

埃及尼罗Nile tilapia           113.50±4.20aC           123.50±12.18aB           154.00±9.54b           197.25±31.55cC

吉富GIFT tilapia             26.25±11.67aA           153.50±75.66bB           217.50±96.87b           121.50±9.19abB

奥尼Hybrid tilapia             17.33±0.58aA             29.75±10.94aA             81.00±12.17c             49.25±8.26bA

注: 不同大写字母表示不同罗非鱼选育品种在相同时间点差异显著(P<0.05); 不同小写字母表示同一品种罗非鱼在不同时间点
差异显著(P<0.05); 下同

Note: Different capital letters above the bars indicate significant differences (P<0.05) at the same time points in different tilapia
bleeding species in Duncan’s test, and different small letters above the bars indicate significant differences (P<0.05) among different time
points in the same tilapia specie in Duncan’s test; the same applies below

表 2    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后血清的球蛋白和白蛋白/球蛋白的变化

Tab. 2    The comparison on serum globulin and albumin/globulin activities of four Oreochromis spp. bleeding species infected by S.
agalactiae (n=6; x±SD)

项目Item 品种Strain
感染后的时间Time post injection (h)

0 24 48 72

球蛋白GLO (g/L) 奥利亚Blue tilapia 22.28±3.20AB 25.10±2.10BC 24.70±0.82B
24.28±3.18

埃及尼罗Nile tilapia 24.83±1.09aB 26.90±1.57abC 28.53±1.27bB 28.18±3.15bc

吉富GIFT tilapia 20.25±1.12A 20.05±2.05A 19.85±2.90A
22.80±3.82

奥尼Hybrid tilapia 19.93±1.17aA 22.08±3.17abAB 24.90±3.60abB 26.80±2.83b

白蛋白/球蛋白ALB/ GLO 奥利亚Blue tilapia   0.39±0.02abA   0.41±0.01b   0.38±0.01a   0.37±0.02a

埃及尼罗Nile tilapia   0.39±0.01bA   0.40±0.01b   0.38±0.02b   0.36±0.02a

吉富GIFT tilapia   0.42±0.02bB   0.40±0.01b   0.37±0.01ab   0.36±0.02a

奥尼Hybrid tilapia   0.40±0.01AB
  0.42±0.02   0.39±0.02   0.39±0.02
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(P<0.05), 奥尼罗非鱼在各时间点LZM活性都显著

高于其余品种罗非鱼(P<0.05)。
2.6    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后的组

织病理学变化

在人工感染无乳链球菌后, 4个罗非鱼选育品

种的肝脏、脾脏和肾脏均表现出显著的病理学变

化。奥利亚罗非鱼: 与对照组肝脏相比(图版Ⅰ-1),
感染组肝脏脂肪变性, 见许多大小不等的脂肪空泡,
肝索排列紊乱(图版Ⅰ-2); 与对照组脾脏相比(图版

Ⅰ-3), 感染组脾脏含铁血黄素沉积, 脾实质细胞水

肿, 淋巴细胞, 单核细胞浸润(图版Ⅰ-4); 与对照组

肾脏相比(图版Ⅰ-5), 感染组肾小球轻微萎缩, 肾小

管上皮细胞颗粒变性, 并见少量淋巴细胞浸润(图
版Ⅰ-6)。埃及尼罗罗非鱼: 与对照组肝脏相比(图
版Ⅰ-7), 感染组肝脏严重脂肪变性、坏死, 淋巴细

胞浸润(图版Ⅰ-8); 与对照组脾脏相比(图版Ⅰ-9),
感染组脾脏含铁血黄素沉积, 周围见淋巴细胞浸润,
血浆蛋白渗出呈淀粉样变性(图版Ⅰ-10); 与对照组

肾脏相比(图版Ⅰ-11), 感染组肾小球严重萎缩空泡

化, 肾小管上皮细胞严重变性、坏死(图版Ⅰ-12)。

吉富罗非鱼: 与对照组肝脏相比(图版Ⅰ-13), 感染

组肝细胞水肿, 细胞内玻璃样变, 血管壁见淋巴细

胞浸润(图版Ⅰ-14), 与对照组脾脏相比(图版Ⅰ-15),
感染组脾充血呈淀粉样变性, 含铁血黄素沉积和巨

噬细胞浸润(图版Ⅰ-16), 与对照组肾脏相比(图版

Ⅰ-17), 感染组肾小球萎缩空泡化, 肾间质淋巴细胞

浸润(图版Ⅰ-18); 奥尼罗非鱼: 与对照组肝脏相比

(图版Ⅰ-19), 感染组肝索排列紊乱, 肝细胞水肿颗

粒变性, 静脉周围见纤维样变性(图版Ⅰ-20), 与对

照组脾脏相比(图版Ⅰ-21), 感染组脾充血呈淀粉样

变性, 大量巨噬细胞浸润(图版Ⅰ-22), 与对照组肾

脏相比(图版Ⅰ-23), 感染组肾小球萎缩, 肾小管上

皮细胞颗粒变性(图版Ⅰ-24)。

3    讨论

3.1    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后抗病

力差异分析

目前我国罗非鱼具有稳定遗传性状的品种有

11个, 生产上常用的尼罗罗非鱼、奥利亚罗非鱼、

“新吉富”罗非鱼(NEW GIFT tilapia, O. niloticus♀×

表 3    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后血清的碱性磷酸酶和乳酸脱氢酶的变化

Tab. 3    The comparison on serum alkaline phosphatasel activity and lactic dehydrogenase of four Oreochromis spp. bleeding species
infected by S. agalactiae (n=6; x±SD)

项目Item 品种Strain
感染后的时间Time post injection (h)

0 24 48 72

碱性磷酸酶AKP (U/L) 奥利亚Blue tilapia   22.75±8.02aB     54.67±17.67bBC     23.67±5.03aB     28.50±6.03aBC

埃及尼罗Nile tilapia   34.75±5.91bC     37.75±5.50bB     33.00±4.00bB     23.75±2.06aB

吉富GIFT tilapia   34.50±2.89aC     56.00±5.66bC     50.00±11.31bC     35.00±1.41aC

奥尼Hybrid tilapia   11.67±0.58A     16.00±3.16A     11.67±2.08A     16.50±3.87A

乳酸脱氢酶LDH (U/L) 奥利亚Blue tilapia 759.50±91.70aB 1844.67±156.14bD 2154.00±162.94cC 2446.75±166.18dC

埃及尼罗Nile tilapia 725.50±95.59aB   772.75±132.02aB 1668.00±129.50cB 1305.50±139.95bB

吉富GIFT tilapia 171.50±47.09aA 1017.00±32.53cC 1116.00±12.73cA   316.50±85.56bA

奥尼Hybrid tilapia 133.67±10.26aA   378.00±52.10aA   973.33±44.61bA   447.25±83.73aA

表 4    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后血清的超氧化物歧化酶和溶菌酶的变化

Tab. 4    The comparison on serum superoxide dismutase and lysozyme activities of four Oreochromis spp. bleeding species infected by S.
agalactiae (n=6; x±SD)

项目Item 品种Strain
感染后的时间Time post injection (h)

0 24 48 72

超氧化物歧
化酶SOD (U/mL)

奥利亚Blue tilapia   89.48±7.93aA 100.47±13.57abB 118.93±3.76bA 113.50±15.75bB

埃及尼罗Nile tilapia 119.88±14.75B 117.10±15.61B 150.13±20.82B 126.30±24.23B

吉富GIFT tilapia   77.23±9.31aA   76.50±7.35aA 105.05±1.77bA   77.45±2.19aA

奥尼Hybrid tilapia   70.47±17.86aA   77.15±8.42aA 121.30±14.73bA 102.88±17.90bAB

溶菌酶LZM (U/mL) 奥利亚Blue tilapia 363.60±4.31bcA 343.15±26.86abA 337.74±12.33aA 375.50±6.00cA

埃及尼罗Nile tilapia 358.87±10.54aA 383.66±7.05bA 390.55±9.30bB 390.16±5.84bA

吉富GIFT tilapia 465.62±7.37aB 471.67±57.34aB 513.83±53.47abC 585.12±2.35bB

奥尼Hybrid tilapia 582.55±50.15aC 583.59±20.42aC 652.26±9.59bD 624.67±23.95abC
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O. niloticus♂)等养殖品种采用群体选育路线, 吉富

罗非鱼采用家系选育路线。由于罗非鱼种间杂交

后代在一些生产性状上表现出明显杂种优势, 生产

中也被广泛采用, 如奥尼杂交罗非鱼。强俊等
[12]

研究表明, 感染海豚链球菌4d后吉富罗非鱼和“新
吉富”罗非鱼累积死亡率显著高于红罗非鱼(Red
tilapia, Oreochromis spp.)和埃及尼罗罗非鱼(O. nilo-
ticus Egypt strain), 而本文研究表明感染3d后吉富

罗非鱼的累积死亡率显著低于埃及尼罗罗非鱼, 但
感染4d后两者之间的累积死亡率没有显著性差异,
这可能是因为不同的品种对不同链球菌的易感性

不同, 或者不同链球菌毒力差异所致。Huang等[13]

比较了新吉富罗非鱼, 奥尼罗非鱼和吉奥罗非鱼

(NEW GIFT O. niloticus♀×O. aureus ♂)对无乳链球

菌的抗病力差异, 发现奥尼罗非鱼抗病力最强。柯

剑等
[14]

用嗜水气单胞菌浸泡感染奥利亚、尼罗、

奥尼、吉富、莫荷(O. mossambica♀×O. hornorum♂)
5个品种罗非鱼, 表明奥利亚和奥尼罗非鱼抗病力

相对较好, 本实验显示感染无乳链球菌7d后奥尼罗

非鱼的累计死亡率最低。结果表明杂交育种获得

的奥尼杂交鱼抗病力不仅超过亲代埃及尼罗罗非

鱼和奥利亚罗非鱼, 而且超过了家系选育获得的吉

富罗非鱼, 证明了杂交育种是行之有效的品种培育

的手段之一, 能显著增强鱼体抗病力。

3.2    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后血清

生化指标的变化

血液生化指标是反映鱼类的生理代谢状态变

化和鱼体对病原菌生理响应的有力指标, 能评估鱼

体的健康状态
[5]
。已有研究表明, 鱼体被病原菌感

染后血清中ALT和AST含量都会显著增加, 如罗非

鱼被创伤弧菌(Vibrio vulnificus)和海豚链球菌感染

后
[7], 大黄鱼(Pseudosciaena crocea)被哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi)感染后
[8], 鲶(Silurus asotus)被爱德

华氏菌(Edwardsiella tarda)感染后
[15]

。ALT、AST
是肝脏受损伤重要的指示酶

[16], 本试验中奥利亚罗

非鱼和吉富罗非鱼的ALT和AST在感染12h后就显

著上升 ,  埃及尼罗和奥尼罗非鱼的AST在感染

48h后才显著升高, 而埃及尼罗和奥尼的ALT感染

前后没有显著性变化, 奥尼罗非鱼的AST在感染前

后始终都低于其余3个品种罗非鱼, 说明奥尼罗非

鱼的抗病力较强 ,  肝脏受损较轻 ,  但埃及尼罗的

ALT和AST在攻毒前就显著高于其余3个品种的罗

非鱼, 可能是因为埃及尼罗罗非鱼相比较其余3种
罗非鱼对高温的耐受性较差, 在暂养1周的时候受

到高温应激肝脏就已经受损
[17]
。

球蛋白(GLO)主要在肝的淋巴组织生成, 参与

机体免疫反应, 较高的血清球蛋白含量对应着较强

的免疫力
[18]

。强俊等
[12]

研究表明, 不同品系罗非鱼

感染海豚链球菌96h后, 埃及尼罗与红罗非鱼GLO
显著上升(P<0.05), 而吉富罗非鱼与新吉富罗非鱼

的GLO没有显著变化(P>0.05)。本试验中埃及尼罗

罗非鱼和奥尼罗非鱼在感染72h后GLO分别显著升

高1.13倍和1.41倍, 而奥利亚和吉富罗非鱼GLO在

感染前后没有显著性差异, 说明奥尼罗非鱼对应着

较强的免疫力。A/G比值可以衡量机体正常的蛋白

质维持程度
[12, 17]

。强俊等
[12]

研究表明埃及尼罗与

红罗非鱼随感染时间的延长, A/G比值基本呈下降

趋势。我们之前的研究表明埃及尼罗罗非鱼在高

温应激下无乳链球菌感染后A/G的比值攻毒后呈下

降趋势
[17]

。本试验中奥尼罗非鱼A/G在感染前后没

有显著性变化, 而奥利亚罗非鱼, 埃及尼罗罗非鱼

和吉富罗非鱼A/G比值在感染后都显著性降低, 说
明感染无乳链球菌后奥尼罗非鱼体内的蛋白维持

程度最好, 能较好地抵抗病原菌的侵染。

非特异性免疫防御机制作为鱼类抵抗病原的

第一道屏障, 在维持鱼类机体健康和抗病原防御中

具有重要的作用
[ 1 9 ]

。AKP和LDH是除SOD和

LZM之外鱼体血清中的重要的非特异免疫酶。AKP
是一种重要的代谢调控酶, 参与钙磷代谢和磷酸基

团的转移, 并且能够通过改变病原体的表面结构提

高机体对病原体的识别和吞噬能力, 有助于增强鱼

体的抗病力
[12, 17]

。不同品系罗非鱼感染海豚链球

菌96h血清中AKP显著降低
[12], Yu等[15]

报道患迟缓

爱德华菌病的鲇血清中AKP降低, 推测可能与贫血

相关, 这通常是代谢活动减弱的结果。我们之前研

究表明高温应激下罗非鱼感染无乳链球菌后AKP
表现为先上升后下降

[17]
。本研究中埃及尼罗罗非

鱼的AKP在感染72h后显著降低, 奥利亚和吉富罗

非鱼的AKP表现为先上升后下降, 奥尼罗非鱼的

AKP感染前后没有显著性变化, 说明无乳链球菌感

染对埃及尼罗罗非鱼代谢活动影响最大, 对奥尼罗

非鱼影响最小。LDH含量增高, 是病鱼肌肉组织受

损的表征
[20]

。金珊等
[21]

报道加州鲈(Micropterus
salmoides)患白云病后血液中LDH显著上升, 但大

黄鱼感染哈维氏弧菌后LDH却没有显著性变化
[8],

这可能是因为哈维氏弧菌感染对大黄鱼的肌肉损

伤影响较小。本试验中感染无乳链球菌后各品种

罗非鱼血清中的LDH都显著升高, 感染前和感染

48h后吉富和奥尼罗非鱼的LDH显著低于埃及尼罗

和奥利亚罗非鱼, 说明无乳链球菌感染对各品种罗

非鱼的肌肉都造成了损伤, 而埃及尼罗和奥利亚罗

非鱼在试验前暂养阶段高水温就对鱼体肌肉有了
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一定的损伤。

SOD作为抗氧化酶, 能够清除有危害性的活性

氧, 使机体防御过氧化损害, 并与免疫水平相关, 有
助于增强机体的免疫功能和抗病能力

[17]
。高温应

激下无乳链球菌感染96h内SOD表现为先升高后降

低, 升高的原因可能是鱼体遭到无乳链球菌侵袭后,
激活了该诱导酶, 下降则可能是因为病原菌感染而

导致活性氧自由基的水平超过了鱼体自身的清除

阂值, SOD活性受到了抑制
[17]

。本试验中奥利亚、

吉富罗非鱼和奥尼罗非鱼的SOD感染48h时都显著

升高, 说明无乳链球菌感染诱导了SOD的表达, 只
有埃及尼罗罗非鱼的SOD感染前后没有显著性变

化, 但其值都显著高于其余各品种的值, 我们之前

的研究表明埃及尼罗罗非鱼在33℃SOD水平显著

高于29℃, 说明高温应激造成埃及尼罗机体损伤,
使鱼体SOD升高以抵御损伤

[17]
。LZM由白细胞释

放, 作为是鱼类最常见的体液免疫指标之一, 在抗

菌活动中起着重要作用
[22]

。Huang等[13]
报道LZM

水平和鱼体抵抗无乳链球菌侵染的能力有一定的

相关性, 奥尼罗非鱼比新吉富罗非鱼和吉奥罗非鱼

LZM水平更高, 对链球菌感染也有更高的抵抗力,
LZM水平可作为抗链球菌品系的选育指标。与此

类似的是, 具有更高LZM水平的虹鳟和鲤鱼家系对

嗜水气单胞菌具有更强的抵抗力
[23, 24]

。本试验中

奥尼罗非鱼在各时间点溶菌酶活性都显著高于其

余各品种罗非鱼, 说明奥尼罗非鱼对无乳链球菌的

抗病力最强。

3.3    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后组织

病理的变化

对鱼体进行组织病理学检查, 有利于疾病的诊

断
[6, 17]

。我们之前的研究表明罗非鱼感染无乳链球

菌后会引起各内脏器官的广泛充血、水肿、变性

和炎性细胞浸润, 严重的细胞坏死
[11]

。高温应激会

对鱼体的肝脏、脾脏和肾脏造成轻微病变, 无乳链

球菌感染12h后脾脏就发生了严重充血, 感染24h后
脾脏呈淀粉样变性, 坏死, 感染48h后肾小球均发生

萎缩, 肾小管上皮细胞脱落坏死
[17]

。在本试验中,
人工感染无乳链球菌后, 4个品种罗非鱼的肝脏、脾

脏和肾脏均出现不同程度的病理变化, 其中吉富罗

非鱼和奥尼罗非鱼肝索排列紊乱, 肝细胞水肿变性,
而奥利亚罗非鱼和埃及尼罗罗非鱼肝脏中大面积

肝细胞脂肪变性, 最终使肝代谢受到阻碍, 引起肝

功能障碍, 其病理学变化程度与血清中AST值有一

定的相关性, 感染72h后奥利亚罗非鱼和埃及尼罗

罗非鱼血清中的AST值显著高于吉富罗非鱼和奥

尼罗非鱼, Chen等[7]
也研究表明了罗非鱼感染创伤

弧菌与海豚链球菌后肝和肾的病理学变化严重程

度与血液中的ALT和AST呈正相关。每个品种的

罗非鱼感染无乳链球菌后都引起了严重的脾炎, 大
量巨噬细胞或者淋巴细胞等炎性细胞浸润, 这可能

是因为脾脏作为免疫器官, 优先响应吞噬链球菌
[25]
。

此外, 奥利亚、埃及尼罗和吉富罗非鱼的脾脏中大

量铁血黄素沉积, 说明这3种罗非鱼明红细胞大量

被破坏, 溶血严重, 造成脾脏造血功能较低, 导致贫

血以及免疫功能降低, 致使机体抵抗力降低
[11]

。病

原菌产生的毒素致使奥利亚罗非鱼和奥尼罗非鱼

肾小球轻微萎缩, 肾小管上皮细胞颗粒变性, 埃及

尼罗罗非鱼和吉富罗非鱼肾小球严重萎缩空泡化,
肾小管上皮细胞严重变性、坏死, 说明链球菌感染

造成罗非鱼肾功能障碍。海豚链球菌的感染也能

引起罗非鱼肾小管上皮细胞的相似的病变, 造成肾

小球的滤过及肾小管的重吸收作用减弱, 肾脏机能

降低, 以致体内渗透压及水盐失衡。

综上所述, 奥尼罗非鱼在4个罗非鱼选育品种

中抗链球菌病能力最强; 4个罗非鱼选育品种感染

无乳链球菌后肝脏、脾脏和肾脏均出现不同程度

的病理变化, 血清中AST水平与肝受损程度呈一定

的正相关, LZM水平和罗非鱼抗链球菌病能力呈一

定的正相关。
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STUDY ON RESISTANT DIFFERENCE AMONG FOUR BLEEDING SPECIES OF
TILAPIA OREOCHROMIS SPP. FOLLOWING STREPTOCOCCUS

AGALACTIAE CHALLENGE
ZHU Jing-Lin1, 2, ZOU Zhi-Ying2, LI Da-Yu2, XIAO Wei2, XU Pao2, YANG Hong2 and XUE Liang-Yi1

(1. College of Marine Science, Ningbo University, Ningbo 315211, China; 2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and
Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture Freshwater Fisheries Research Center,

Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China)

Abstract: The aim of this paper was to identify a tilapia strain that is the most resistant to the infection of Streptococ-
cus agalactiae. The serum biochemical parameters and histopathology of Blue tilapia (Oreochromis aureus) “Xia’ao
No.1”,  Nile  tilapia  (Oreochromis  niloticus)  “99  strain”,  GIFT  tilapia  (Oreochromis  niloticus♀×Oreochromis
niloticus♂) “Zhongwei No.1”, Hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀×Oreochromis aureus♂) infected by S. agalac-
tiae were investigated. They were cultured on (33±1) ℃. All fish were acclimated to the laboratory conditions for one
week then artificially induced S. agalactiae to the fish. The cumulative mortality was recorded at different time points.
Blood and tissue samples were collected at 0, 12h, 24h, 48h and 72h after infection. The result showed that the cumula-
tive mortality of Hybrid tilapia was significantly lower than that of other species; Glutamic-oxaloacetic transamnase
(AST) activity of Hybrid tilapia was consistently lower than that of other three strains (P<0.05); compared with initial
measurement, globulin of Nile tilapia and Hybrid tilapia increased by 1.13 times and 1.41 times respectively at 72h
after infection. Albumin/globulin (A/G) index of Hybrid tilapia showed no significantly difference (P>0.05), while that
of other three species was significantly lower after infection (P<0.05); Alkaline phosphatase (AKP) activity of Nile
tilapia decreased significantly at 72h after infection (P<0.05) while AKP levels of Blue tilapia and GIFT tilapia in-
creased first followed by decrease, and AKP of Hybrid tilapia showed no significantly difference (P＞0.05). Lactic de-
hydrogenase (LDH) of all four strains increased significantly on the progress of disease after infection (P<0.05). Super-
oxide dismutase (SOD) activities of Blue tilapia, GIFT tilapia and Hybrid tilapia increased significantly at 48h after in-
fection (P<0.05). Lysozyme (LZM) activities of Hybrid tilapia were consistently higher than that of other three strains
(P<0.05). Hepatocytes of GIFT and Hybrid tilapia showed hydropic degeneration, while hepatocytes of Blue tilapia,
Nile tilapia showed highly vacuolation and macrovesicular steatosis. The spleen of all challenged strains showed had
serious splenitis while the spleen of Blue tilapia, Nile tilapia and GIFT tilapia contained a large number of hemosiderin
deposition. Renal glomerular atrophy, degeneration and necrosis in renal tubule epithelial cell were apparent after infec-
tion. The results indicated that Hybrid tilapia was the most resistant to S. agalactiae; AST in serum was correlated posi-
tively with liver damage; LZM level was correlated positively with the anti-Streptococcus ability.

Key words:  Species;  Oreochromis  spp.;  Streptococcus agalactiae;  Biochemical  parameters;  Lysozyme (LZM);
Resistance to disease; Histopathology

50 μm
1

50 μm
2

50 μm
3 50 μm 4

50 μm 5 50 μm 6 50 μm 7 50 μm 8

RT

RG RGRG

RT

RT

1240 水   生   生   物   学   报 41 卷



 

50 μm 13 50 μm 14 50 μm 15 50 μm 16

50 μm
17 50 μm 18 50 μm 19 50 μm

20

50 μm 21 50 μm 22
50 μm 23 50 μm 24

RT RT

RT

RT

RT

RG

RG
RG

RGRG

50 μm
9

50 μm 10 50 μm
11 50 μm 12

RT

AD RG

RG

RG

RG

RT

图版Ⅰ    四个罗非鱼选育品种感染无乳链球菌后肝脏、脾脏和肾脏的组织病理变化

PlateⅠ    Histopathological changes in liver, spleen and kidney of four Oreochromis spp. bleeding species infected by Streptococcus
agalactiae
奥利亚罗非鱼: 1. 肝脏对照; 2. 脏脂肪变性; 3. 脾脏对照; 4. 脾脏含铁血黄素沉积(白色箭头); 5. 肾脏对照; 6. 肾小球轻微萎缩, 肾小管

上皮细胞颗粒变性(白色箭头); 埃及尼罗罗非鱼: 7. 肝脏对照; 8. 肝脏严重脂肪变性、坏死, 淋巴细胞浸润(黑色箭头); 9. 脾脏对照;
10. 脾脏含铁血黄素沉积(白色箭头), 周围见淋巴细胞浸润, 血浆蛋白渗出呈淀粉样变性; 11. 肾脏对照; 12. 肾小球严重萎缩空泡化,
肾小管上皮细胞严重变性、坏死(白色箭头); 吉富罗非鱼: 13. 肝脏对照; 14. 肝细胞水肿, 玻璃样变(白色箭头), 淋巴细胞浸润(黑色箭

头); 15. 脾脏对照; 16. 脾脏充血呈淀粉样变性, 含铁血黄素沉积(白色箭头)和巨噬细胞浸润(黑色箭头); 17. 肾脏对照; 18. 肾小球萎缩

空泡化, 肾间质淋巴细胞浸润; 奥尼罗非鱼: 19. 肝脏对照; 20. 肝索排列紊乱, 细胞水肿变性, 纤维素样变性(白色箭头); 21. 脾脏对照;
22. 脾脏充血呈淀粉样变性, 大量巨噬细胞浸润(黑色箭头); 23. 肾脏对照; 24. 肾小球萎缩(白色箭头), 肾小管上皮细胞颗粒变性.
H.E.AD: 淀粉样变性; RG: 肾小球; RT: 肾小管

Blue tilapia: 1. the liver control; 2, macrovesicular steatosis; 3. the spleen control; 4. hemosiderin deposition (white arrow) in the spleen; 5.
the kidney control; 6. renal glomerular atrophy slightly, granular degeneration in renal tubule epithelial cell (white arrow); Nile tilapia: 7. the
liver control; 8. macrovesicular steatosis severely and necrosis, lymphocytes infiltration (black arrow) in hepatocyte; 9. the spleen control;
10. hemosiderin deposition (white arrow), lymphocytes infiltration around, amyloidosis in the spleen; 11. the kidney control; 12. renal
glomerular atrophy severely, degeneration and necrosis in renal tubule epithelial cell (white arrow); GIFT tilapia: 13. the liver control; 14.
edema and hyaline degeneration (white arrow) in hepatocyte, lymphocytes infiltration (black arrow); 15. the spleen control; 16. hyperaemia
and amyloidosis, hemosiderin deposition (white arrow), macrophages infiltration (black arrow) in the spleen; 17. the kidney control; 18.
renal glomerular atrophy severely and vacuolated with focal necrosis, lymphocytes infiltration in renal glomerular; Hybrid tilapia: 19. the
liver control; 20. Hepatic cord arranged irregularly, edema degeneration in hepatocyte, fibrinoid degeneration (white arrow); 21. the spleen
control; 22. hyperaemia and amyloidosis obviously, macrophages infiltration (black arrow) in the spleen; 23. the kidney control; 24. enal
glomerular atrophy, granular degeneration in renal tubule epithelial cell; H.E. AD: amylodosis; RG: renal glomerular; RT: renal tubule
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