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两个奥利亚罗非鱼品系对无乳链球菌的耐受性研究
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(1. 南京农业大学无锡渔业学院, 无锡 214128; 2. 中国水产科学研究院淡水渔业研究中心,
农业农村部淡水渔业和种质资源利用重点实验室, 无锡 214081)

摘要: 为探讨两个奥利亚罗非鱼(Oreochromis aureus)品系对无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)的耐受性,
研究以奥利亚罗非鱼埃及品系(AE品系)和“夏奥1号”(AX品系)为研究对象, 人工腹腔注射无乳链球菌, 并在感

染后0、7h、24h、48h、72h、120h和168h采集罗非鱼血液和脾脏, 比较感染后7d存活率差异, 研究血清生化

指标和脾脏促炎性细胞因子表达变化。结果显示, 人工感染后AE奥利亚罗非鱼存活率显著高于AX奥利亚罗

非鱼。感染后两种奥利亚罗非鱼血清中的谷丙转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、球蛋白(GLO)、碱性磷酸

酶(AKP)、超氧化物歧化酶(SOD)、乳酸脱氢酶(LDH)和溶菌酶(LZM)含量在感染后都显著升高; 甘油三酯

(TG)和白蛋白/球蛋白(A/G)显著下降, 呼吸暴发受抑制; 且AE品系的血清GLO和SOD水平在感染后期显著高

于AX品系。定量PCR结果显示两种奥利亚罗非鱼脾脏TNF-α、IL-1β和IL-6表达在感染后7h都显著升高, 但
AE品系在感染后期3种促炎性细胞因子的表达都显著低于AX品系。研究表明, AE品系对无乳链球菌的抗病

力强于AX品系, 在感染后期的抗氧化能力更强, 炎症程度更轻, 从而保持对无乳链球菌更大的耐受性。研究

结果为培育抗链球菌病的奥尼罗非鱼提供抗性的亲本种质资源。
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罗非鱼(Oreochromis spp.)是热带和亚热带地

区的世界性养殖鱼类, 具有无肌间刺、生长快、繁

殖能力强和适应性强等优点
[1]
。中国罗非鱼产量全

球第一, 2020年达到165.54万吨。随着养殖密度的

增加和养殖环境的恶化, 罗非鱼病害逐渐增多, 其
中由无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)引起的链

球菌病已成为限制罗非鱼产业可持续发展的最重

要因素之一
[ 2 ]
。无乳链球菌 ,  也称为B组链球菌

(GBS), 引起鱼类败血症、脑膜脑炎、突眼症、厌

食症和腹水等症状
[3]
。目前在尖吻鲈(Lates calcari-

fer)[4], 亚马逊鲶(Pseudoplatystoma sp.)[5]
、龙胆石斑

(Epinephelus lanceolatus)[6, 7]
和金鲳(Trachinotus

ovatus)[8]
等病鱼体内也分离出无乳链球菌。据报

道, 链球菌病暴发引起了世界各地的罗非鱼大规模

死亡, 造成了重大经济损失
[9, 10]

。

抗病育种是通过定向选择或改变某些基因型

来培育对特定疾病产生较强抵抗力的动物新品种

的方法。近几年我国罗非鱼养殖品种不断更新换

代, 培育出了“壮罗1号”罗非鱼等新品种, 在同等养

殖条件下, “壮罗1号” 罗非鱼抗无乳链球菌感染能

力比吉富罗非鱼(Oreochromis niloticus GIFT strain)
强, 养殖成活率比吉富罗非鱼高15.2%—21.4%[11]

。

罗非鱼养殖品系较多, 不同品系间抗病力差异较大,
不同学者探讨了不同遗传背景的罗非鱼与其抵抗

无乳链球菌能力的相关性。Huang等[12]
研究发现奥

尼罗非鱼 (O.niloticus ♀×O.aureus ♂)比“新吉富”罗
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非鱼(NEW GIFT tilapia, O. niloticus ♀×O. niloticus ♂)
和吉奥罗非鱼(NEW GIFT tilapia ♀×O. aureus ♂)
对无乳链球菌的抵抗力更强, 抗病力与某些天然免

疫参数有关, 如溶菌酶活性、NBT活性和特异性抗

体水平。强俊等
[13]

研究发现吉富罗非鱼与奥利亚

罗非鱼杂交后代对海豚链球菌(Streptococcus iniae)
的抗病力明显高于吉富罗非鱼自繁组F1代, 相同攻

毒条件下奥利亚罗非鱼自繁组F1代死亡率最低, 奥
利亚罗非鱼较强的抗病性能可能有助于提高杂交

子代的抗病力。有文献认为不同品系罗非鱼抗病

力和耐受性差异是先天免疫和后天免疫协同作用

的结果
[12]

。我们前期研究发现杂交育种能提高鱼

体抗病力, 奥利亚罗非鱼抗链球菌病能力介于奥尼

罗非鱼和尼罗罗非鱼之间
[14]

。与其他罗非鱼品系

相比, 奥利亚罗非鱼在耐寒、耐盐等抗逆性方面也

有显著优势
[15, 16], 已被广泛用作奥尼杂交罗非鱼的

亲本。研究发现尼罗罗非鱼对无乳链球菌和海豚

链球菌的抗性存在加性遗传变异, 表明通过人工选

择提高对链球菌病暴发的存活率是可能的
[17, 18]

。

因此, 通过选育亲本来提高杂交子代的抗病性能是

可行的, 本研究以奥利亚罗非鱼“夏奥1号”和埃及

品系为研究材料, 检测它们感染无乳链球菌后存活

率, 血清中生化指标和脾脏促炎性细胞因子表达变

化差异, 初步筛选出抗病力和耐受性强的品系, 为
培育抗链球菌病的奥尼罗非鱼提供抗性的亲本种

质资源。

 1    材料与方法

 1.1    实验用鱼

本实验所用鱼均来自国家特色淡水鱼产业技

术体系罗非鱼种质资源和品种改良岗位的保种基

地 ,  其中奥利亚罗非鱼“夏奥1号”(简写为AX品

系)为1983年从美国引进的奥利亚罗非鱼群体基础

上十代连续群体选育获得的新品种(品种登记号

GS-01-002-2006), 奥利亚罗非鱼埃及品系(简写为

AE品系)为1999年从埃及农业部农业和农垦部水产

研究中心实验室引进的奥利亚罗非鱼, 其卵子在鳜

精子异源刺激后, 经雌核发育和群体选育培育而成

的新品系。每种罗非鱼随机取150尾进行强化培育,
每天投喂1次罗非鱼专用膨化饲料, 投喂量为鱼体

重的3%—8%。在培育结束后将罗非鱼拉回实验室

在循环水养殖系统32℃暂养14d, 此时AX奥利亚罗

非鱼体重(145±40) g, AE奥利亚罗非鱼体重(130±
35) g。病原菌用无乳链球菌GX1101在中国典型微

生物保藏中心编号为 CCTCC NO: M 2020547, 保存在

本实验室−80℃冰箱, 经复壮后使用。在整个实验

期间保持水温(33±1)℃, 感染实验在加热棒控温的

独立养殖桶中进行。

 1.2    实验方法

实验设计　　感染实验①: 对强化培育结束后

的两种奥利亚罗非鱼分别注射1.3×107 cfu/mL无乳

链球菌, 评估两种奥利亚罗非鱼对无乳链球菌的抗

病力。菌浓度经预实验确定, 高于半致死浓度。每

种罗非鱼设置3个平行组, 每个平行组10尾鱼, 每尾

鱼腹腔注射无乳链球菌0.2 mL。人工感染后进行

为期7d的观察, 统计7d内存活率, 绘制Kaplan-Meier
生存曲线。感染无乳链球菌期间罗非鱼禁食。

感染实验②: 两种奥利亚罗非鱼各取120尾, 分
4组暂养在160 L水族箱中7d, 后进行人工感染实

验。其中3组罗非鱼每尾鱼腹腔注射0.2 mL的无乳

链球菌, 为保证在感染后有足够存活数量的罗非鱼

进行血液和组织样品的采集, 菌液注射浓度低于预

实验确定的半致死浓度, 最终菌液浓度确定为2.2×
106 cfu/mL; 剩余1组腹腔注射等量的无菌生理盐

水, 用于分析血清生化指标和脾脏促炎性细胞因子

的表达变化, 评估两种奥利亚罗非鱼对无乳链球菌

的耐受性。

样品采集　　感染实验②中生理盐水腹腔注

射后, 在无乳链球菌腹腔注射后7h、24h、48h、
72h、120h和168h每种奥利亚罗非鱼随机取6尾鱼

进行血液和脾脏的采集。采用尾静脉取血法, 将抽

取的血液收集到1.5 mL离心管, 室温静置2—4h后,
以4000 r/min, 4℃的条件离心10min, 抽取上层血清

于新的1.5 mL离心管中, –20℃保存待用。另外取

罗非鱼新鲜抗凝血液100 μL用于测定呼吸暴发强

度。无菌操作采集脾脏, 放入加有1 mL TRIzol的冻

存管中, 液氮速冻后保存在–80℃冰箱, 直至分析。

罗非鱼血清生化指标测定　　通过日立7600
全自动生化分析仪测定血液的血清生化指标, 谷丙

转氨酶(ALT)、谷草转氨酶(AST)、总蛋白(TP)、
球蛋白(GLO)、葡萄糖(GLU)、乳酸脱氢酶(LDH)、
甘油三酯 (TG)和胆固醇(TC), 试剂盒从日本和光纯

药工业株式会社采购; 碱性磷酸酶(AKP)试剂盒从

四川迈克生物科技股份有限公司采购; 超氧化物歧

化酶(SOD)试剂盒从宁波美康生物科技有限公司采

购。溶菌酶(LZM)活力按照南京建成生物工程研

究所的溶菌酶试剂盒说明书方法测定。血液呼吸

暴发采用NBT(硝基四氮唑蓝)还原法
[12]
测定。

总RNA的提取和cDNA合成　　将保存在

–80℃冰箱中的脾脏样品取出, 放入Sceintz-48型高

通量组织研磨机(宁波新芝生物科技股份有限公

司)中研磨匀浆。用TRIzol法提取总RNA。用Nano-
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drop超微量紫外分光光度计(Thermo公司)测定提取

的总RNA的浓度及纯度, 并用1%琼脂糖凝胶电泳

检测RNA的完整性。通过 PrimeScriptTM RT反转录

试剂盒(TaKaRa公司)合成cDNA, –20℃保存备用。

实时荧光定量PCR分析　　促炎性细胞因子

TNF-α、IL-1β、IL-6和内参基因β-actin的基因序列

见表 1, 在7900HT Fast Real Time PCR仪(ABI公
司)上进行qRT-PCR测定基因的表达量。20 μL反应

体系为: SYBR Green Realtime PCR Master Mix (Toyo-
bo公司) 10 μL, cDNA模板 1 μL, 上下游引物(10 μmol/L)
各0.8 μL, 无RNA水7.4 μL; PCR扩增程序: 95℃
5min; 95℃ 15s, 60℃ 1min, 40个循环。用2–∆∆Ct

法计

算不同时间点TNF-α、IL-1β和IL-6的相对表达量。

 1.3    统计分析

¹x ¹x

利用GraphPad Prism 9.0软件进行图表制作, 使
用SPSS 25.0 和Microsoft Excel 2016 软件进行数据

的统计分析。使用Log-rank检验两种奥利亚罗非鱼

人工感染后生存曲线的差异, 并用P值显示两种奥

利亚罗非鱼生存曲线的差异显著性。方差齐性通

过Levene’s 检验后, 采用One-way ANOVA进行单

因素方差分析, Duncan’s多重比较差异显著性, 显
著性水平为0.05。血清生化指标以平均值±标准差

( ±SD)表示, 定量数据以平均值±标准误( ±SE)表示。

 2    结果

 2.1    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后生存曲线

由图 1可知, 在人工感染无乳链球菌后, 奥利亚

罗非鱼AE品系罗非鱼在感染后7d内的存活率为

30%, AX品系在感染后7d内的存活率为10%。AE
品系在感染后各时间点生存曲线一直高于AX品系,
Log-rank检验后显示P=0.0477, 有显著性差异。

 2.2    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血液生

化指标变化

两种奥利亚罗非鱼在感染后ALT活性都呈现

升高趋势, 在感染后168h达到最大值。AE奥利亚

罗非鱼在感染后7h显著升高(P<0.05), AX奥利亚罗

非鱼在感染后24h显著升高(P<0.05)。感染前两种

奥利亚罗非鱼ALT活性没有显著性差异(P>0.05),
在感染后7—168h, AE奥利亚罗非鱼的血清ALT活
性显著高于AX奥利亚罗非鱼(P<0.05; 图 2a)。两种

奥利亚罗非鱼在感染后血清AST活性都显著性升

高(P<0.05), 呈先上升后下降再上升的趋势, 且都在

感染后48h达到最大值。在感染前、感染后7h和
72h, AE奥利亚罗非鱼的血清AST活性显著高于

AX奥利亚罗非鱼(P<0.05; 图 2b)。
两种奥利亚罗非鱼感染后血清白蛋白与球蛋

白比值(A/G)均呈现下降趋势, AE奥利亚罗非鱼在

感染后7h血清A/G比值显著降低(P<0.05), 而AX奥

利亚罗非鱼在感染后24h血清A/G比值显著下降

(P<0.05)。AE奥利亚罗非鱼血清在感染前和感染

后7h 的A/G比值和AX奥利亚罗非鱼没有显著性差

异, 在感染后24h和48h显著低于AX奥利亚罗非鱼

(P<0.05)。AE奥利亚罗非鱼的血清A/G比值始终低

于AX奥利亚罗非鱼(图 3a)。
两种奥利亚罗非鱼在感染前血清GLO无显著

性差异 ( P > 0 . 0 5 ) ,  在感染后 4 8 h显著性升高

(P<0.05)。在感染后7h和168h, AE奥利亚罗非鱼的

血清GLO含量显著高于AX奥利亚罗非鱼(图 3b)。
两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血清

AKP活性先升高后降低, 在感染后72h达峰。AE奥
利亚罗非鱼的血清AKP活性在感染前和感染后

7h显著高于AX奥利亚罗非鱼(P<0.05; 图 4a)。
两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血清

SOD活性先升高后降低, 在感染后48h达峰, AX奥

利亚罗非鱼在感染后72h就恢复到感染前水平 ,
AE奥利亚罗非鱼在感染后168h恢复到感染前水

平。两种奥利亚罗非鱼的血清SOD水平在感染前

和感染后7h没有显著性差异(P>0.05), AE奥利亚罗

表 1   本研究所用引物序列

Tab. 1   Primer sequence used in the study

基因
Gene

引物序列
Primer sequence (5′—3′)

退火温度
Annealing

temperature (℃)
TNF-α GGAAGCAGCTCCACTCTGATGA 61

CACAGCGTGTCTCCTTCGTTCA

IL-1β CAAGGATGACGACAAGCCAACC 59

AGCGGACAGACATGAGAGTGC

IL-6 TTGAAGACGGAAGTGTGGCA 60

TGGTGCTCAAACGCTTTCTC

β-actin CCACACAGTGCCCATCTACGA 59

CCACGCTCTGTCAGGATCTTCA
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图 1   两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后的生存曲线

Fig. 1   Kaplan–Meier survival curve for two blue tilapia species in
the S. agalactiae challenge test
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非鱼的血清SOD水平在感染后24h、120h和168h显
著高于AX奥利亚罗非鱼(P<0.05; 图 4b)。

AE奥利亚罗非鱼在感染后7h血清GLU含量显

著升高并达峰, 之后逐渐降低; AX奥利亚罗非鱼在

感染后GLU含量呈下降趋势。感染前AE奥利亚罗

非鱼的GLU含量显著低AX奥利亚罗非鱼(P<0.05),
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图 2    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血清谷丙转氨酶(a)和谷草转氨酶(b)含量变化

Fig. 2    Changes of serum alanine aminotransferase (a) and aspartate aminotransferase (b) in two blue tilapia species infected with S.
agalactiae
不同小写字母表示不同罗非鱼品种在相同时间点差异显著(P<0.05); 不同大写字母表示同一罗非鱼品种在不同时间点差异显著

(P<0.05)
Different lower case letters indicate differences in different groups at the same sampling time (P<0.05). Different capital letters indicate
different sampling times for the same group (P<0.05); the same applies below
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图 3    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血清白蛋白/球蛋白(a)和球蛋白(b)含量变化

Fig. 3    Changes of serum albumin/globulin (a) and globulin (b) contents in two blue tilapia species infected with S. agalactiae
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图 4    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血清碱性磷酸酶(a)和超氧化物歧化酶(b)含量变化

Fig. 4    Changes of serum alkaline phosphatase (a) and superoxide dismutase (b) contents in two blue tilapia species infected with S.
agalactiae
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感染后两种罗非鱼的GLU含量没有显著性差异

(P>0.05; 图 5a)。
两种奥利亚罗非鱼感染后血清LDH活性先升

高后降低, 在感染后7h显著升高(P<0.05), 并都在感

染后48h达峰; AE奥利亚罗非鱼在感染后120h恢复

到感染前水平, AX奥利亚罗非鱼在感染后168h恢
复到感染前水平。AE奥利亚罗非鱼在感染后7—
72h LDH活性显著高于AX奥利亚罗非鱼(P<0.05),
在感染前、感染后120h和168h两种奥利亚罗非鱼

的LDH活性没有显著差异(P>0.05; 图 5b)。
AE奥利亚罗非鱼感染后血清TC含量在感染后

7h显著降低(P<0.05); AX奥利亚罗非鱼则先升高后

降低再升高, 在感染后48h恢复到感染前水平。AE
奥利亚罗非鱼在感染后24h TC含量显著低于AX奥

利亚罗非鱼(P<0.05; 图 6a)。
两种奥利亚罗非鱼感染后血清TG含量先降低

后升高, AE奥利亚罗非鱼在感染后24h最低, AX奥

利亚罗非鱼在感染后48h最低, 感染后168h时AX奥

利亚罗非鱼恢复到感染前水平。AE奥利亚罗非鱼

在感染后24h的TG含量显著低于AX奥利亚罗非鱼

(P<0.05; 图 6b)。

两种奥利亚罗非鱼感染后血清LZM都升高后

降低, AE奥利亚罗非鱼在感染后7h显著升高(P<
0.05), 在感染后120h恢复至感染前水平; AX奥利亚

罗非鱼在感染后LZM始终显著高于感染前水平(P<
0.05)。AE奥利亚罗非鱼在感染前和感染后7h的
LZM显著高于AX奥利亚罗非鱼(P<0.05), 而在感染

后72—120h显著低于AX奥利亚罗非鱼(P<0.05; 图 7a)。
两种罗非鱼的呼吸暴发程度在感染后7h显著

性下降(P<0.05)。感染后两种奥利亚罗非鱼呼吸暴

发都显著降低(P<0.05); AE奥利亚罗非鱼在感染前

和感染后24h呼吸暴发强度显著高于AX奥利亚罗

非鱼(P<0.05), 在其他时间点则没有显著性差异

(P>0.05; 图 7b)。
 2.3    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后脾脏促

炎性细胞因子表达变化

两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后脾脏

TNF-α表达显著升高(P<0.05), 在感染后7h达峰, 之
后显著性下降(P<0.05), 但在感染后168h都显著高

于感染前水平; AE奥利亚罗非鱼的脾脏TNF-α表达

在感染前和感染后120h都显著低于AX奥利亚罗非

鱼(P<0.05), 在其他时间点没有显著性差异(P>0.05;
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图 5    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血清葡萄糖(a)和乳酸脱氢酶(b)含量变化

Fig. 5    Changes of serum glucose (a) and lactate dehydrogenase (b) contents in two blue tilapia species infected with S. agalactiae
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图 6    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血清胆固醇(a)和甘油三酯(b)含量变化

Fig. 6    Changes of serum cholesterol (a) and triglyceride (b) contents in two blue tilapia species infected with S. agalactiae
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图 8a)。
两种奥利亚罗非鱼在感染后脾脏IL-1β表达先

升高后降低, AE奥利亚罗非鱼IL-1β表达在感染后

48h达峰 ,  之后显著性下降(P<0.05),  在感染后

168h恢复到感染前水平; AX奥利亚罗非鱼IL-1β表
达在感染后72h达峰, 在感染后168h仍显著高于感

染前水平(P<0.05)。AE奥利亚罗非鱼在感染后

7h、72—168h这些时间点IL-1β表达都显著低于

AX奥利亚罗非鱼(P<0.05; 图 8b)。
两种奥利亚罗非鱼在感染后IL-6表达先升高后

降低, 在感染后7h达到峰值, AE奥利亚罗非鱼在感

染后48h恢复到感染前水平; AE奥利亚罗非鱼在感

染前和感染后48—168h的IL-6表达显著低于AX奥

利亚罗非鱼(P<0.05), 而在感染后24h显著高于

AX奥利亚罗非鱼(P<0.05; 图 8c)。

 3    讨论

 3.1    两种奥利亚罗非鱼人工感染无乳链球菌后存

活率分析

链球菌病是罗非鱼产业影响最大的细菌性疾

病, 病原菌主要是无乳链球菌, 发病时间集中在每

年的6—10月, 病程短, 死亡率高。统计感染后的存

活率能够初步说明鱼体的抗病能力的差异和免疫

强弱
[19]

。目前对链球菌病的防治主要依赖抗生素,
但抗生素的有效性只在病情暴发的早期应用时才

能发挥作用
[20]

。除了抗生素外, 生态防治方法包括

益生菌、鱼虾混养和鱼菜(药)共生等方式。此外,
免疫防治是控制链球菌病的重要方法和未来趋势,
已经研发出不同类型的疫苗, 但距离批文和产业化

应用还有一定的距离。因此, 提高罗非鱼内在抗病

能力, 筛选和培育抗病品种(系)是防控链球菌病的

根本办法。水温32℃以上罗非鱼链球菌病容易暴

发, 提高鱼体的抗病力能显著降低感染病原菌后的

死亡率
[18, 21, 22]

。抗病力(Disease resistance)是宿主

通过预防感染或抑制宿主内病原体复制来限制其

宿主内病原体载量的能力
[23], 简单来说就是宿主及

其免疫系统如何对外来病原体负荷做出反应。水

产养殖中将抗病力定义为疾病暴发期间或人工感

染期间个体的存活率(和/或死亡率)[24]
。本研究显

示奥利亚罗非鱼AE品系在无乳链球菌胁迫下生存

曲线一直高于AX品系, 表明AE奥利亚罗非鱼对无

乳链球菌的抗病力强于AX奥利亚罗非鱼。

杂交是防止品种退化及创制优良品种的有效

方法, 其中远缘杂交是指种间或种间以上亲缘关系

较远的两个物种之间的杂交
[25]

。奥利亚罗非鱼属

鲈形目、鲡鱼科, 鳜属鲈形目、鮨科。母本奥利亚
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图 7    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血清溶菌酶活性(a)和呼吸暴发(b)变化

Fig. 7    Changes of serum lysozyme activity (a) and respiratory burst (b) contents in two blue tilapia species infected with S. agalactiae
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图 8    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后脾脏中TNF-α (a)、IL-1β (b)和IL-6 (c)相对表达量变化

Fig. 8    Changes of relative expression of TNF-α (a), IL-1β (b) and IL-6 (c) in two blue tilapia species infected with S. agalactiae
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罗非鱼和父本鳜的远缘杂交可获得能正常发育的

杂交子代, 人工授精到鱼苗阶段的成活率为0.3%—
0.5%[26, 27]

。杂交子代与奥利亚罗非鱼在形态学上

没有显著差异
[26], 与母本奥利亚罗非鱼有85. 8%的

遗传相似性, 但与父本鳜却只有4.9%的遗传相似性
[27]
。

染色体核型分析表明, 子代与奥利亚罗非鱼的核型

相似, 染色体数目均为2n=44, 而鳜为2n=48[28]
。只

有鳜染色体整套丢失而奥利亚罗非鱼染色体得到

自然加倍的个体才可以得到存活
[29]

。一般认为, 由
于种间生殖隔离的存在, 远缘杂交难以形成可育品

系
[25]

。而本研究中的AE奥利亚罗非鱼为1999年从

埃及农业部农业和农垦部水产研究中心实验室引

进的奥利亚罗非鱼, 与鳜进行远缘杂交, 获得的杂

交后代可育可自繁, 历经6个世代的群体选育形成

新品系。形态学、遗传标记和染色体核型等方面

表明, 它们可能为异精雌核发育的奥利亚罗非鱼,
鳜精子在受精卵的发育过程中主要起刺激作用

[26—29]
。

本研究中的AX奥利亚罗非鱼为1983年从美国奥本

大学引进的奥利亚罗非鱼经群体选育形成的新品

种, 而AE奥利亚罗非鱼可能因为融合了部分来自

父本鳜的遗传物质, 从而提高了抗病力。类似的,
新品种异育银鲫“中科 5号”利用银鲫独特的异精雌

核生殖, 筛选获得整入团头鲂父本遗传信息, 从而

比异育银鲫“中科3号”抗病能力更强
[30]
。

在无乳链球菌入侵罗非鱼后, 激活宿主免疫系

统, 触发鱼体对感染的抵抗力。抗病力的重点是通

过杀死入侵的病原菌来保护宿主, 而疾病耐受性(Di-
sease tolerance)是针对感染进化的保守防御策略,
其不对宿主病原体负荷产生直接的负面影响

[31], 它
依赖于组织损伤控制, 降低宿主对病原体或针对病

原体的免疫反应造成的组织损伤
[32], 简而言之就是

宿主如何修复病原体或激活的免疫系统造成的损

害。维持血液等各种生理系统平衡的机制有助于

宿主对感染的耐受, 当组织损伤的程度或宿主生理

学的改变超过了耐受机制的能力时, 就会出现感染

的病理结果; 相反, 较强的耐受性有助于减少发病

率和死亡率
[32]
。

 3.2    两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后血液生

化指标变化分析

血液学检查是评估鱼类生理状态和健康的常

用方法之一
[33], 当罗非鱼受无乳链球菌感染后, 组

织或器官受到损害, 可以在血清酶学指标上反映出

来。谷丙转氨酶、谷草转氨酶是评价肝脏是否受

损的重要指标
[34]

。肝脏急性损伤或坏死性病变导

致血清 ALT 和 AST 水平显著升高, 具有重要的鱼

病诊断意义
[35—37]

。在本研究中, 两种奥利亚罗非鱼

的血清ALT和AST活性在感染后都出现了显著性

升高, 且在感染后7—168h, AE品系的血清ALT活
性显著高于AX品系; 感染后7h和72h, AE品系的

AST活性显著高于AX品系, 说明奥利亚罗非鱼感

染无乳链球菌后肝脏都受到了损伤, 且AE品系的

肝脏受损可能更严重。

血清总蛋白包括白蛋白和球蛋白, 具有维持血

管渗透压和酸碱度, 参与代谢产物的运输和机体免

疫等生理功能
[38]

。白蛋白/球蛋白(A/G)比值一定程

度上可以反映机体的免疫情况和肝脏的功能状况
[39]
。

在本研究中两种奥利亚罗非鱼感染后A/G均显著下

降, 大黄鱼(Pseudosciaena crocea)感染哈维氏弧菌

(Vibrio harveyi)后A/G比值也呈下降趋势
[40]

。球蛋

白与机体免疫力息息相关, 当机体受到细菌、病毒

等抗原侵袭时, 血清球蛋白水平会增加, 通常被认

为与鱼类更强的先天免疫反应有关
[41]

。本研究中

两种奥利亚罗非鱼球蛋白在感染后48h都显著上升,
说明两种奥利亚罗非鱼都及时产生了免疫球蛋白

来对抗无乳链球菌的感染; 而AE品系的血清球蛋

白在感染后7h和168h显著高于AX品系, 表明AE品
系在感染初期和后期对无乳链球菌有更大的耐

受性。

碱性磷酸酶是一种参与代谢调控的非特异性

磷酸水解酶, 与物质的跨膜转运、蛋白质合成、机

体的非特异性免疫等密切相关
[42]

。Du等[34]
研究表

明尼罗罗非鱼在无乳链球菌感染后血清中AKP活
性先升高后降低再升高。本研究中两种罗非鱼血

清中AKP活性在感染后先升高, 但随着感染时间的

延长, AKP活性降低。有报道表明这可能与随着病

程发展鱼体贫血有关
[43]

。超氧化物歧化酶(SOD)是
鱼类体内一种关键的抗氧化酶, 具有消除活性氧的

毒性、参与由病毒或细菌引起的免疫反应、平衡

氧化与抗氧化等方面的作用
[44]

。之前研究表明奥

利亚、吉富和奥尼罗非鱼感染无乳链球菌48h时
SOD都显著升高

[19]
。类似的, 本研究中两种奥利亚

罗非鱼在感染无乳链球菌后48h都升高至峰值; 但
AE品系的血清SOD水平在感染后期显著高于AX
品系, 说明AE品系在感染后期的抗氧化能力更强。

血糖浓度是鱼类重要的应激指标
[45]

。作为增

强寄主抗性的一种策略, 宿主生物代谢受到调节,
以剥夺病原菌生存所需的底物

[46]
。葡萄糖是许多

病原菌的主要碳源, 研究表明, 调节宿主葡萄糖代

谢的应激反应可以控制组织损伤, 并建立对细菌感

染的疾病耐受性
[47]

。花鲈(Lateolabrax maculatus)
感染哈维氏弧菌后12h 血糖急剧下降, 在感染后

24—72h随时间显著升高
[37]

。Zeng等[48]
研究表明葡
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萄糖增强罗非鱼对迟缓爱德华氏菌(Edwardsie-
lla tarda)感染的抵抗力。本研究中AE品系感染后

血清GLU先上升后下降; AX品系感染后GLU显著

下降。血糖水平降低, 最有可能旨在限制病原菌对

葡萄糖的利用
[46, 49]; 而AE品系可能糖原动员能力

更强, 升高的血糖增强了鱼体对无乳链球菌的耐受

性。血清LDH活性增高是病鱼肌肉受损的表征
[50]

。

感染无乳链球菌后埃及尼罗、吉富和奥尼罗非鱼

血清中LDH活性先升高后降低, 在感染后48h达峰
[19]
。

本研究中两种奥利亚罗非鱼在感染后血清LDH活

性变化趋势与之相同, 与之不同的是本次实验观察

时间更长, 在感染后168h都已恢复到感染前水平。

LDH活性的变化趋势提示, 在感染无乳链球菌鱼体

初期即有肌肉损伤, 但随着时间的推移逐渐恢复正常。

胆固醇是细胞膜的主要结构成分, 此外, 鱼类

血浆胆固醇与抗病性高度相关, 是鱼类健康的重要

指标, 因为它与细菌感染后的死亡率显著相关
[51]

。

同时, 胆固醇是皮质醇等一些类固醇激素的前体,
而甘油三酯是体细胞的主要能量来源, 也作为肝功

能指标
[14, 52]

。生物絮体和海水中褐牙鲆(Paralich-
thys olivaceus)感染迟缓爱德华氏菌后TC显著降低,
表明是由于迟缓爱德华氏菌感染导致抗病性降低

[45]
。

3种正交子一代奥尼罗非鱼感染在感染无乳链球菌

后3d TC和TG都显著下降
[53]

。这与本研究结果类

似, 说明两种奥利亚罗非鱼感染无乳链球菌后抗病

力下降, 引起鱼体营养不良、脂代谢和肝功能障碍。

溶菌酶是一种非特异性免疫抗菌酶, 具有抵抗

鱼类病原菌的活性。史氏鲟(Aclpenser Schrenckii)
感染嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)后血

清、肝脏和黏液中LZM活力出现不同程度升高
[54]

。

有研究表明LZM可作为罗非鱼抗病品系的选育指

标, 与抗链球菌病能力正相关
[19]

。同样, 具有较高

溶菌酶活性的虹鳟(Oncorhynchus mykiss)对杀鲑气

单胞菌(Aeromonas salmonicida)[55]
、鲤(Cyprinus

Carpio)对嗜水气单胞菌感染表现出更强的抵抗力
[56]
。

本研究发现两种品系在感染后7h的血清LZM活力

都有显著升高。AE品系的LZM在感染前和感染后

7h显著高于AX品系, 提示AE品系可能抗病力更

强。呼吸暴发是一种重要的防御机制, 通过在生物

体内产生有毒的超氧阴离子(O2–)来帮助对抗病原

菌
[57]

。海鲈(Dicentrarchus labrax)感染鳗弧菌(Vi-
brio anguillarum)后导致呼吸暴发强烈抑制

[58]
。有

研究表明, 抗无乳链球菌或嗜水气单胞菌的鱼类比

易感鱼类表现出更高的呼吸暴发活性
[12, 59]

。本研

究中两种品系呼吸暴发感染后都受到抑制 ,  AE
品系的呼吸暴发强度在感染前和感染后24h显著高

于AX品系, 表明AE品系比AX品系更不容易感染无

乳链球菌。

 3.3    两种奥利亚罗非鱼脾脏促炎性细胞因子表达

差异分析

疾病耐受性和对感染的抵抗力与疾病的发展

有关, 脾脏是罗非鱼抵抗无乳链球菌感染的主要靶

器官, 对于细菌抗原呈递和启动适应性免疫应答非

常重要
[60]

。宿主免疫反应, 如促炎细胞因子, 出现

在受体和信号级联之前, 在宿主防御中起着关键作

用, 最先分泌的促炎细胞因子主要有TNF-α、IL-
1β和IL-6 [61]

。He等[62]
发现尼罗罗非鱼在接种无乳

链球菌后, TNF-α和IL-1β的表达显著增加。本研究

中两种品系罗非鱼的脾脏TNF-α、IL-1β和IL-6在感

染后7h都显著升高, 说明当病原菌入侵后两种罗非

鱼都快速产生了免疫应答。IL-6是一种多效性细胞

因子, 参与尼罗罗非鱼对细菌感染的应答并促进抗

体的产生
[63]

。Costa等[64]
提出IL-6能够被其他免疫

因子诱导表达, 并诱导抗菌肽生成, 防止机体自我

损伤。炎症是通过促炎性细胞因子和抗炎因子之

间的平衡来调节的
[65], 炎症过度可能造成机体损

伤
[66]

。AE品系在感染后24h IL-6显著高于AX品系,
但感染后48—168h却低于AX品系; TNF-α在感染后

120h显著低于AX品系; IL-1β在感染后72—168h
显著低于AX品系, 促炎因子表达低提示炎症程度

更轻, 表明AE品系在感染前期快速诱导炎症杀死

病原, 但在感染后期炎症更轻, 从而保持对无乳链

球菌更大的耐受性。

 4    结论

长期以来, 普遍的观点认为, 遏制、杀死或驱

逐入侵病原菌的免疫驱动抵抗机制是对抗传染病

的主要防御策略。然而, 疾病耐受性是一种同样重

要的宿主防御感染策略, 它不会对病原菌产生直接

的负面影响, 同时在功能上与免疫驱动的抵抗机制

相互作用, 以限制传染病的严重程度
[47, 67]

。本研究

比较了奥利亚罗非鱼AE品系和AX品系对无乳链

球菌的抗病力差异, 血清生化指标和脾脏中促炎性

细胞因子表达变化。结果发现人工感染后7d内
AE奥利亚罗非鱼生存率显著高于AX奥利亚罗非

鱼。感染后两种奥利亚罗非鱼血清中的ALT、AST、
GLO、AKP、SOD和LZM显著升高; A/G、TG显著

下降, 呼吸暴发抑制; 且AE品系的血清球蛋白和

SOD水平在感染后期显著高于AX品系。定量

PCR结果显示两种奥利亚罗非鱼脾脏TNF-α、IL-
1β和IL-6表达在感染后7h都显著升高, 但AE品系在

感染后期3种促炎性细胞因子的表达都显著低于
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AX品系。研究表明AE品系对无乳链球菌的抗病

力强于AX品系, 在感染后期的抗氧化能力更强, 炎
症程度更轻, 从而保持对无乳链球菌更大的耐受

性。本研究初步筛选出抗病力和耐受性强的奥利

亚罗非鱼品系, 为培育抗链球菌病的奥尼罗非鱼提

供抗性的亲本种质资源。
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THE TOLERANCE OF TWO BLUE TILAPIA (OREOCHROMIS AUREAUS)
SPECIES TO STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

LI Ke-Xin1, ZHU Jing-Lin1, 2, LI Da-Yu2, ZOU Zhi-Ying2, XIAO Wei2, YU Jie2, CHEN Bing-Lin2 and YANG Hong2

(1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214128, China; 2. Key Laboratory of Freshwater Fisheries and
Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Freshwater Fisheries Research Center, Chinese

Academy of Fishery Sciences, Wuxi 214081, China)

Abstract: China is the leading producer of tilapia in the world, with a production volume of 1.65 million tons in 2020.
However, the tilapia industry in China is facing limitations due to streptococcosis caused by Streptococcus agalactiae,
which has become one of the major factors with the increased culture density and the deterioration of culture environ-
ment. Breeding new varieties of tilapia resistant to streptococcosis is an important way to mitigate the disease. Diffe-
rent tilapia strains exhibit varying levels of disease resistance. Therefore, this study aimed to explore the tolerance of
two blue tilapia species to S. agalactiae, Oreochromis aureus “Xia’ao No. 1” (AX strain) and Egypt strain (AE strain).
The survival rate was recorded at different time points. Blood and spleen samples were collected at 0, 7h, 24h, 48h,
72h, 120h and 168h after infection, respectively. The serum biochemical indexes and expression of pro-inflammatory
cytokines in spleen of two blue tilapia species were measured. The survival rate of AE strain (30%) was significantly
higher than that of the AX strain (10%) at 7d post infection. The alanine aminotransferase (ALT), aspartate aminotrans-
ferase (AST), globulin (GLO), alkaline phosphatase (AKP), superoxide dismutase (SOD), lactate dehydrogenase (LDH)
and lysozyme (LZM) in the serum of two blue tilapia species increased significantly after infection, whereas trigly-
ceride (TG), albumin/globulin (A/G) decreased significantly. The infection resulted in a strong inhibition of the respira-
tory burst. The AE strain demonstrated significantly higher serum globulin and SOD levels compared to the AX strain
at later stages of infection. The mRNA levels of pro-inflammatory cytokines in the spleen of two blue tilapia species
were significantly up-regulated at 7h post infection. Moreover, the gene expression of TNF-α, IL-1β and IL-6 in spleen
of AE strain was significantly lower than that observed in AX strain during the later stage of observed period. The study
shows that the AE strain exhibits stronger resistance to S. agalactiae compared to the AX strain. The higher antioxidant
capacity and less severe inflammation observed at later stages of infection contribute to the increased tolerance of AE
strain to S. agalactiae. The results provide valuable parental resistance germplasm resources for breeding streptococ-
cosis resistant hybrid tilapia.

Key words: Streptococcus agalactiae; Serum biochemical indexes; Pro-inflammatory cytokine; Disease resistance;
Disease tolerance; Blue tilapia (Oreochromis aureus)
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