
养殖与饲料 2017年第 2期

摘要 为了解并掌握罗非鱼链球菌检测技术，探索罗非鱼链球菌不同致病性菌株及其基因分型，给有效防

控罗非鱼链球菌病提供科学依据，采用 PCR扩增技术及 PFGE图像分析技术对罗非鱼链球菌致病菌株进行分离

鉴定，检测分离菌株的致病性特点。结果表明罗非鱼链球菌病分别由海豚链球菌及无乳链球菌 2种病因引起。罗

非鱼链球菌菌株基因型复杂，不同地区的优势菌群存在很大差异，PCR与 PFGE相结合的鉴定方法可高效、准确

地检测到罗非鱼链球菌。
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罗非鱼是我国南方的主要鱼种之一。在广东、

广西、海南、福建四省是罗非鱼的主要养殖地，广东

省每年罗非鱼的产量约 60 万 t [1]；广西罗非鱼仅

2010年养殖总产量达到 21.6万 t[2]。因其肉质鲜美，

营养丰富而远销欧美等发达国家，因此成为我国水

产养殖业不可或缺的重要组成部分。但目前已有许

多国家报道食用罗非鱼引发罗非鱼链球菌病的暴

发与流行事件[3]。罗非鱼链球菌病已成为我国乃至

世界重要的细菌性疾病之一，不仅危害人类健康，

也同时给水产养殖业造成了巨大的经济损失。据文

献报道，仅 2012年罗非鱼链球菌病给我国造成直

接经济损失 10亿～15亿元[4]，严重制约了罗非鱼养

殖业的健康发展[5]。因此，本次研究过程中将罗非鱼

链球菌菌株进行临床分离，探索罗非鱼链球菌病快

速检测的高效技术。

1 材料与方法

1.1 选用的检测试剂及标准菌株

1）标准菌株。自中国微生物菌种贮藏中心购置

海豚链球菌 ATCC29178、无乳链球菌 ATCC27956。

2）检测试剂。分别自 Omega公司购置质粒 DNA

提取试剂盒及胶回收试剂盒；自 Invitrogen公司购置

Novagen His Band蛋白纯化试剂盒；自广东环凯微

生物科技有限公司购置 DAB显色试剂盒；自上海生

工生物技术有限公司购置 EX-Taq DNA聚合酶；自

Promega公司购置 SDS，EDTARNase Free DNase I。

3）发病罗非鱼样本。分别自广西水产引育中心

及海南文昌、广东肇庆罗非鱼养殖场采集个体重约

50～150 g，主要体征表现为鱼体黑变、口腔及腮部

充血、双眼周充血、单侧或双侧眼球突出、鱼肝及鱼

胆肿大异常的病鱼 386条。

4）健康罗非鱼样本。自福建漳州罗非鱼养殖场

选取 40～140 g健康罗非鱼样本，用于接种菌株。

5）培养基的制备。自北京天根生物制品有限公

司采购脑 -心浸出液 BHI琼脂固体培养基，琼脂粉

15 g，将其融入 1 L蒸馏水中，进行持续加热至沸

腾，直至完全溶解，随后以 121 ℃高温进行高压灭

菌，此过程须持续 20 min，待温度降至 45 ℃时，在

无菌台上混匀，注入脑 -心浸萃琼脂平板，保证厚

度不超过 4 mm，等待冷却，保存至 4 ℃冷藏箱中。

1.2 分离培养罗非鱼链球菌

用 75%乙醇对罗非鱼体表进行消毒处理，并在

无菌操作台下用紫外线照射 20 min。随后直接用医

用棉拭子从鱼脑、鱼肝及眼部取样，接种在购置于

北京天安生物有限公司的血琼脂平板、脑 -心浸出

液琼脂平板上。以 38 ℃的恒温培养 18～24 h，选

取优势菌株进行再次纯化培养，完成后放置于 4 ℃

冷藏箱保存。
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1.3 API 20 Strep 鉴定分离培养的菌株

自法国梅里埃生物医药有限公司采购的 API

20 Strep 生化鉴定体系对菌株进行鉴定。将纯化新

鲜的菌株培养物接种在 API 20 Strep 生化鉴定系

统的试剂条上，仔细编写菌株号，记录水温，参照判

读表进行读数，记录读取结果。

1.4 细菌 DNA基因的抽提及 PCR鉴定

将分离的细菌菌株在 TSB液体培养基中以恒温

28 ℃培养 24 h，按照试剂盒的说明书提取细菌

DNA，参照Messick JB[6]的研究方法进行引物设计，并

从上海生工生物技术有限公司购置引物，建立罗非鱼

链球菌 PCR鉴定方法，将 16SrRNA进行 PCR扩增。

链球菌引物基因链结构为：P1（5’-AGAGTTTGATC-

CTGGCTCAG-3’） 和 P2（5’-CAGTAATCAAGC-

CCAGCAA-3’）。PCR反应条件为 94 ℃ 5 min，94

℃ 30 s，58 ℃ 45 s，72 ℃ 45 s，共 30个循环，72

℃ 终极延伸 10 min。

1.5 PFGE基因型分析

根据文献已报道的 Oliveira等[7]使用的方法，在

菌株 PCR反应结束后，对于细菌 DNA采用脉冲场

凝胶电泳分析。将菌株置于 5%的琼脂血平板上，培

养 48 h，用 1.0%细胞悬浊液冲洗血平板后抽提细

菌基因组 DNA。对 PCR扩增片段使用琼脂糖凝胶

进行回收、克隆。采用 Vector NTI suite 9.0软件和

PFGE图像分析工具进行基因型分析。

2 结 果

在本次研究采集的病鱼体内均可分离出链球

菌。多数分离出的链球菌培养 24 h后，在琼脂血平

板上和 BHI平板上生长迅速，菌落体积大。挑选出

的优势菌株进行纯化培养后，均呈现出白色、表面

光滑、表面微微隆起且边缘整齐。在 BHI培养基中培

养的菌体多双排列链状形态。革兰染色呈阳性。通过

API 20 Strep生化鉴定，培养菌株多为无乳链球菌。

经 PCR基因测序鉴定后，菌株多为无乳链球菌，7个

基因型分别为研究文献所述常见的基因型，未扩增

出任何其他条带。测序结果显示，无乳链球菌及海

豚链球菌对比明显，无乳链球菌扩增出 485 bp大

小的特异性条带，而海豚链球菌扩增出 286 bp的

特异性条带，体现出了 PCR方法及时有效地鉴定流

行菌株的优势。

3 讨 论

通过 PCR检测及 PFGE基因型分析结果表明，

我国目前出现的罗非鱼链球菌病以无乳链球菌为

主，准确地鉴别了 2008年前文献中曾报道的“我国

罗非鱼链球菌病主要以海豚链球菌作为主要致病

菌”的结论[8]，具有简便、快速的优点。而 PFGE法对

染色体的基因型进行分析，可以对 DNA仅有微变

化的不同菌株进行鉴别，在 20世纪就已被国际公

认为细菌基因鉴定的“金标准”[9]。

目前，罗非鱼链球菌病已严重危害到公共安全

和人类健康。北美与亚洲国家均有罗非鱼链球菌病

的文献报道，都是通过直接接触病鱼引发的病例[10]。

因此探讨高效的罗非鱼链球菌检测方法为罗非鱼

链球菌病的防控提供了不可忽视的重要科学依据。
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