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摘要: 为了研究异源无乳链球菌胞外产物灭活疫苗免疫罗非鱼后的免疫效果, 本研究采用 10%甲醛溶液灭活法制

备了无乳链球菌 HN0901 和 GX1101 胞外产物灭活疫苗, 通过腹腔注射途径免疫健康奥尼罗非鱼(Oreochromis 

niloticus♀×O.aureus♂), 在免疫后 28 d 用同/异源无乳链球菌攻毒, 测定了免疫后和攻毒后罗非鱼的免疫应答反应

和血清抗体效价, 并比较了罗非鱼在腹腔注射 1×108 CFU/尾无乳链球菌后的相对免疫保护率和交叉免疫保护率。

结果显示, 免疫鱼谷丙转氨酶(ALT)和谷草转氨酶(AST)在免疫后 28 d 显著高于对照组, 但在攻毒后显著低于对照

组; 与对照鱼相比, 免疫鱼的超氧化物歧化酶(SOD)和过氧化氢酶(CAT)水平在免疫和攻毒后均有不同程度的提高, 

丙二醛(MDA)显著降低(P<0.05)。实时定量 PCR 结果显示, 炎性细胞因子基因 TNF-α、IL-1β 和 TGF-β, 体液免疫

相关基因 HSP70, MHC Ⅱ和 IgM 在免疫和攻毒后也呈现显著升高趋势, 并显著高于对照组(P<0.05)。血清抗体效

价于免疫后第 28 天达到 1∶6400, 显著高于对照组(P<0.05)。攻毒实验结果显示, 免疫组在同源和异源无乳链球菌

攻毒后相对的免疫保护率在 31.6%~47.4%。结果表明, 研制的灭活疫苗免疫罗非鱼后, 能够显著诱导罗非鱼体内的

免疫应答, 产生中等疫苗效力, 对同/异源无乳链球菌都具有免疫保护能力。本研究结果为深入研究罗非鱼链球菌

病的免疫预防技术和研制二价疫苗奠定了基础。 
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罗非鱼(Oreochromis spp.)是原产于非洲的暖

水性鱼类, 具有生长快、产量高、肉质好、无肌

间刺等优点。据《中国渔业统计年鉴》最新统计

结果, 2020 年我国罗非鱼总产量 165.54 万 t, 产量

稳居世界第一位[1]。随着罗非鱼养殖规模的迅速

扩大和高密度养殖, 由无乳链球菌(Streptococcus 

agalactiae)引起的链球菌病给我国罗非鱼产业造

成了巨大的经济损失[2-3]。在罗非鱼养殖场, 常规

的抗生素防治是目前控制无乳链球菌感染的主流

方法, 但耐药性菌株出现、药残和环境污染对抗

生素治疗提出了严峻的挑战[4-5]。免疫接种是一种环

境友好、安全有效的疾病预防方法, 目前已研发

的罗非鱼的无乳链球菌疫苗包括细胞外产物(ECP)

灭活疫苗[6-7]、亚单位疫苗[8-10]、DNA 疫苗[11-13], 以

及减毒活疫苗 [14-17]。虽然各类疫苗各有优缺点 , 

但相比较之下, 灭活疫苗因为安全性高和制备便
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捷, 只要解决好免疫剂量大和异源菌株间交叉保

护力差的问题, 可能比其余 3 类疫苗更适合于生

产实践。 

我国罗非鱼无乳链球菌的血清型主要是 I a

型, 且多为 β 溶血, 同时也发现少量的 I b 和 I c

型无乳链球菌[18]。Chen 等[2]发现无乳链球菌全菌

灭活疫苗的免疫保护率不仅与菌株血清型有关 , 

也与其 PFGE 基因型有关, 很难获得一个单一的

疫苗候选毒株, 可以保护来自同一血清型的所有

基因型毒株。本课题组对 2009 年以来在海南、广

东、广西和福建分离的 42 株罗非鱼源无乳链球菌

进行多重 PCR 血清型分析和脉冲场凝胶电泳

(PFGE)基因型分型, 发现它们都属于血清型 I a

型, 以 HN0901 菌株为代表的Ⅰ型和以 GX1101

菌株为代表的Ⅳ型是我国罗非鱼无乳链球菌的主

要基因型。胞外产物是病原菌分泌的代谢产物 , 

其中的某些蛋白质具有良好的免疫原性, 能够引

发宿主的免疫应答, 是一种有效的保护性抗原。

无乳链球菌胞外产物单价疫苗已被开发用于链球

菌病控制, 腹腔注射是最有效的递送途径[6-7]。本

研究研制了一种针对同一血清型、不同基因型的

异源无乳链球菌胞外产物的单价灭活疫苗, 评价

了它们对无乳链球菌感染的免疫应答和免疫保护

效果, 并测定了它们对罗非鱼感染异源无乳链球

菌的交叉保护能力。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与实验用鱼 

无乳链球菌保存于本实验室−80 ℃冰箱, 菌

株 HN0901 血清型为 I a 型, 基因型为 I 型, 在中

国典型微生物保藏中心编号为 CCTCC NO: M 

2020546; 菌株 GX1101 血清型为 I a 型, 基因型为

Ⅳ型, 在中国典型微生物保藏中心编号为 CCTCC 

NO: M 2020547。健康奥尼罗非鱼(Oreochromis 

niloticus♀×O.aureus♂)来自农业农村部罗非鱼遗

传育种中心南泉基地, 体重为(180±20) g。实验前

暂养于循环养殖系统 1 周, 水温(32±1) , ℃ 日投

喂两次, 检测无细菌感染后开展正式实验。 

1.2  实验方法 

1.2.1  无乳链球菌胞外产物灭活疫苗制备  从超

低温冰箱取出无乳链球菌 HN0901 和 GX1101, 分

别以 108 CFU/mL 的菌液浓度攻毒 10 尾健康罗非

鱼进行复壮, 2~3 d后随机抽检濒死罗非鱼并做细菌

分离和 API 20 strep 快速鉴定, 确认为无乳链球菌

后接种于脑心浸液(BHI)培养基, 28 ℃摇床 200 r/min

扩大培养 72 h, 然后加 10%甲醛溶液使终浓度为

3%, 继续放在摇床中灭活 24 h。将灭活菌液经 4 ℃、

7000 g 离心 30 min, 收集离心后上清液和沉淀菌

体, 4 ℃保存。上清液使用 3 kD 的 Amicon® Ultra- 

15 离心过滤器浓缩 20 倍, 用 0.22 μm 微孔滤膜过

滤器灭菌, 浓缩的上清液即为胞外产物; 细菌沉

淀用无菌生理盐水进行重悬稀释后离心, 重复重

悬 3 次, 浓缩液 10∶1 (V/V)重悬菌体沉淀。疫苗

的最终浓度为 4×109 CFU/mL, 或在 540 nm 光密

度下吸光值为 1.9, 置于 4 ℃冰箱保存备用。 

1.2.2  疫苗无菌性及安全性检测  取 100 μL 灭

活菌液分别涂布于血平板, 28 ℃培养 48 h, 观察

有无细菌生长。将两种无乳链球菌灭活疫苗分别

腹腔注射健康罗非鱼各 20 尾 , 免疫剂量为    

0.2 mL/尾; 另取健康罗非鱼 20 尾注射等剂量的

无菌 PBS, 连续观察 14 d, 观察鱼体状况并进行

记录, 检测其安全性。 

1.2.3  疫苗的免疫和采样  将无乳链球菌 HN0901

和 GX1101 灭活疫苗经腹腔注射分别免疫 120 尾

健康罗非鱼, 免疫剂量为 0.2 mL/尾。另取健康罗

非鱼 120 尾腹腔注射等剂量的脑心浸液培养基

(BHI)作为对照组。免疫后 28 d 每组各取 80 尾分

别进行攻毒实验 1: 免疫组分别腹腔注射浓度为

2.2×107 CFU/mL 的无乳链球菌 HN0901 或 GX1101, 

剂量为 0.2 mL/尾, 每组 40尾; 对照组注射等量的

菌液。免疫后 0 d、28 d 以及攻毒后 14 d、21 d, 每

组罗非鱼随机取 6 尾, 尾静脉采血, 室温静置 2~ 

4 h 后, 4000 r/min 离心 15 min 分离血清。同时取

肝脏放入含 1 mL Trizol 试剂的无 RNA 酶的冻存

管中, 液氮速冻后保存于−80 ℃冰箱。 

1.2.4  罗非鱼血清酶活力指标测定  将采集的罗

非鱼血清进行酶活力测定, 谷丙转氨酶(ALT)、谷

草转氨酶(AST)、超氧化物歧化酶(SOD)、过氧化

氢酶(CAT)、丙二醛(MDA)活性的测定采用南京建

成生物工程研究所生产的试剂盒, 所用测试方法
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参考试剂盒上的说明书操作。 

1.2.5  qRT-PCR 检测免疫相关基因  将肝脏样

品从−80 ℃超低温冰箱中取出, 用高通量组织研

磨机(Sceintz-48 型, 宁波新芝公司)匀浆研磨, 采

用 Trizol 法提取总 RNA, 按照 RT-PCR 试剂盒

(PrimeScriptTM, TaKaRa 公司)说明书将 RNA 反

转录成 cDNA。荧光定量 PCR 检测基因 TNF-α、
IL-1β、TGF-β、HSP70、MHC Ⅱ和 IgM 相对表达

量变化, 引物(表 1)由生工生物工程(上海)股份有

限公司合成。 
 

表 1  本研究所用引物序列 

Tab. 1  Primer sequences used in the study 

基因 
gene 

正向引物(5ʹ–3ʹ) 
forward primer sequence 

反向引物(5ʹ–3ʹ) 
reverse primer sequence

TNF-α 
ATATGGAAAGTGTGCG
CCGT 

TTGTGTCATCCTTTCT
GGCC 

IL-1β 
GGCATCAAAGGCACA
AACCT 

TCGCTTTCAGCGCTTA
TCCT 

TGF-β 
TGGGACTATGAGCAG
GAGGG 

AACAGCAGTTGTGTGA
TTGGGT 

HSP70 
CATCGCCTACGGTCTG
GACAA 

TGCCGTCTTCAATGGT
CAGGAT 

MHC Ⅱ 
AGTGTGGGGAAGTTT
GTTGGAT 

ATGGTGACTGGAGAG
AGGCG 

IgM 
ACGAGGAAGCAGACT
CAAGTTAT 

ACAATAGCTCTAGTTG
TGTTAACC 

β-actin 
GTTGCCATCCAGGCTG
TGCT 

TCTCGGCTGTGGTGGT
GAAG 

 

在 7900HT Fast Real Time PCR 仪(ABI 公司, 

美国)上进行 qRT-PCR 检测。20 μL 反应体系为: 

2×SYBR Green I real-time PCR Master Mix 

(Toyobo 公司, 日本) 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 ℃预变性 5 min; 95 ℃变性 15 s,   

60 ℃退火 20 s, 72 ℃延伸 40 s, 40 个循环。目的基

因和内参基因扩增效率基本一致的前提下 , 用

2−ΔΔCt 法分析计算目的基因的相对表达量。 

1.2.6  血清抗体效价测定  参考 Shoemaker 等[19]

的方法, 用间接 ELISA 方法测定免疫和攻毒后罗

非鱼血清抗体效价。罗非鱼 IgM 单克隆抗体购于

英国 Aquatic Diagnostic Ltd, HRP 标记的羊抗鼠

IgG 购于天根生化科技(北京)有限公司。 

1.2.7  免疫保护率测定  在免疫后第 28 天, 在 2

个免疫组和 1 个对照组随机各取 40 尾, 用无乳链

球菌菌株 HN0901、GX1101 进行攻毒实验 2: 每尾

鱼注射 0.2 mL (菌浓度为 50 倍 LD50, 即 5×      

108 CFU/mL), 水温 32 ℃, 观察鱼发病症状, 连续

记录 14 d。免疫保护率(RPS)=(1−免疫组死亡率/

对照组死亡率)×100%。 

1.3  统计分析 

数据以平均值±标准差( x ±SD)表示, 用 SPSS 

25 分析各实验组之间的差异性 , 若差异显著

(P<0.05), 用 Duncan 检验法进行多重比较。所有

数据用 GraphPadPrism8 软件作图。 

2  结果与分析 

2.1  疫苗质量检测结果 

HN0901、GX1101 灭活疫苗分别涂布在血平

板上, 28 ℃培养 48 h 后均未见细菌生长, 表明两

种疫苗均被完全灭活。将浓缩后的灭活疫苗原液

分别腹腔注射罗非鱼, 连续观察 14 d, 所有鱼无

死亡, 摄食状况正常, 表明疫苗的安全性良好。 

2.2  血清中谷丙转氨酶和谷草转氨酶的活性变化 

免疫前奥尼罗非鱼血清 ALT 和 AST 活力各

组之间没有显著性差异, 免疫后 28 d HN0901 免

疫组和 GX1101 免疫组血清 ALT 和 AST 活力显著

高于对照组(P<0.05)。用 HN0901 和 GX1101 菌株

对各组进行攻毒后, 对照组 ALT 和 AST 活力显著

升高, 且都高于免疫组(P<0.05); HN0901 菌株攻

毒后 HN0901 免疫组在攻毒 14 d 血清 ALT 和 AST

活力恢复到攻毒前水平, GX1101 免疫组则在攻毒

后 21 d恢复到攻毒前水平(图 1和图 2)。用 GX1101

菌株对各组进行攻毒, HN0901 免疫组在攻毒 14 d

血清ALT和AST活力就恢复到攻毒前水平, GX1101

免疫组血清 AST 和 ALT 活力分别在攻毒后 14 d

和攻毒后 21 d 恢复到攻毒前水平(图 1 和图 2)。  

2.3  血清中抗氧化物酶活力的变化 

免疫前各组罗非鱼血清 SOD 活力无显著性

差异(P>0.05), 免疫 28 d 两组免疫组的血清 SOD

活力显著高于对照组 (P<0.05), 而对照组血清

SOD 活力没有显著性差异(P>0.05)。在同/异源无

乳链球菌攻毒后, HN0901 免疫组的罗非鱼血清

SOD 活力无显著性差异(P>0.05), GX1101 免疫组

的血清 SOD 活力与免疫 28 d 相比显著降低(P<0.05), 
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同时显著高于免疫前血清 SOD 活力(P<0.05); 对

照组在攻毒后 14 d 和 21 d 血清 SOD 活力显著下

降(P<0.05); 攻毒后两个免疫组的血清 SOD 活力

显著高于对照组(P<0.05, 图 3)。 

HN0901 免疫组和 GX1101 免疫组血清 CAT

活力在免疫后 28 d 显著升高, 在同/异源无乳链球 

 

 
 

图 1  奥尼罗非鱼免疫后及 HN0901(A)和 GX1101 (B)菌株攻毒后的谷丙转氨酶(ALT)变化 

图中不同大写字母表示同一免疫组在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 1  Serum ALT activity of hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀×O.aureus♂) after immunization and 
 infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after immunization and 
challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between different immune  

groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 

 

 
 

图 2  奥尼罗非鱼免疫后及攻毒 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株后血清谷草转氨酶(AST)活力 

图中不同大写字母表示同一免疫组在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 2  Serum AST activity of hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀×O.aureus♂) after immunization  
and infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after  
immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between different  

immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 
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菌攻毒后 14 d 和 21 d 均显著高于对照组(P<0.05), 

但与免疫后 28 d 没有显著性差异(P>0.05)。BHI

对照组血清 CAT 活力免疫后 28 d 与免疫前无显

著性变化(P>0.05), 在攻毒后 14 d 和 21 d 显著性

降低(P<0.05, 图 4)。 

免疫前各组罗非鱼之间血清 MDA 含量不存 
 

 
 

图 3  奥尼罗非鱼免疫后及攻毒 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株后血清超氧化物歧化酶(SOD)活力 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 3  Serum SOD activity of hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀× O.aureus♂) after immunization and  
infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after 
 immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between  

different immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 
 

 
 

图 4  奥尼罗非鱼免疫后及攻毒 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株后血清过氧化氢酶(CAT)活力 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 4  Serum CAT activity of hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀×O. aureus♂) after immunization and 
 infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after 
 immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between  

different immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 
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在显著性差异(P>0.05), 免疫后 28 d HN0901 免疫

组和 GX1101 免疫组罗非鱼血清 MDA 含量显著

低于对照组(P<0.05)。在同/异源无乳链球菌攻毒

后, 各组在攻毒后 14 d 的血清 MDA 含量显著升

高(P<0.05), 但对照组的值显著高于免疫组 ; 在

攻毒后 21 d 恢复到免疫前水平(图 5)。 
 

 
 

图 5  奥尼罗非鱼免疫后及 HN0901 ()A 和 GX1101 (B)菌株攻毒后血清丙二醛(MDA)活力 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 5  Serum MDA activity of hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀×O. aureus♂) after immunization  
and infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after  
immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between different 

 immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 
 

2.4  免疫相关基因的表达量变化 

免疫前和免疫 28 d 各组罗非鱼肝脏 TNF-α表

达量无显著性差异(P>0.05)。各组攻毒 HN0901

菌株后 14 d 两个免疫组肝脏 TNF-α表达量显著高

于对照组 (P<0.05), 其中 HN0901 免疫组肝脏

TNF-α 表 达 量 显 著 升 高 (P<0.05); 各 组 攻 毒

GX1101 菌株后 14 d 两个免疫组肝脏 TNF-α 表达

量 显 著 升 高 (P<0.05), 而 且 显 著 高 于 对 照 组

(P<0.05)。同/异源无乳链球菌攻毒后 21 d, 两个

免疫组 TNF-α下降至免疫后 28 d 时水平, 与对照

组不存在显著性差异 ; 对照组在攻毒前后的

TNF-α 表达量无显著性差异(P>0.05, 图 6)。 

免疫前各组罗非鱼肝脏 IL-1β 表达量无显著

性差异(P>0.05), 免疫 28 d 两个免疫组肝脏 IL-1β
表达量显著高于对照组 (P<0.05)。对各组进行

HN0901 和 GX1101 菌株攻毒, 攻毒后 14 d 各组肝

脏 IL-1β 表达量都显著升高(P<0.05), 两个免疫组

肝脏 IL-1β表达量在攻毒后 14 d 和 21 d 都显著高

于对照组(P<0.05，图 7)。 

免疫前各组罗非鱼肝脏 TGF-β表达量无显著

性差异(P>0.05), 免疫 28 d HN0901 免疫组肝脏

TGF-β 表达量显著升高 (P<0.05)。对各组进行

HN0901 和 GX1101 菌株攻毒, 攻毒后 14 d 免疫组

肝脏TGF-β表达量显著高于对照组(P<0.05), GX1101

免疫组肝脏 TGF-β表达量比免疫后 28 d 显著性升

高(P<0.05)。攻毒后 21 d 两个免疫组肝脏 TGF-β
表达量下降至与对照组同一水平(图 8)。 

免疫前和免疫后 28 d 各组罗非鱼肝脏 HSP70

表达量无显著性差异 (P>0.05) 。对各组进行

HN0901 和 GX1101 菌株攻毒, 攻毒后 14 d 免疫组

肝脏 HSP70 表达量显著高于对照组(P<0.05), 且比

免疫期间显著升高(P<0.05), 对照组在攻毒前后的

HSP70 表达量无显著性差异(P>0.05)。其中 HN0901

菌株攻毒后 21 d HN0901 免疫组 HSP70 表达量下降, 

但仍高于攻毒前 HSP70 表达量; GX1101 菌株攻毒

后 21 d两个免疫组的肝脏 HSP70表达量降至免疫
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28 d 时的水平(图 9)。 

免疫前和免疫后 28 d 各组罗非鱼肝脏 MHC 

Ⅱ表达量无显著性差异 (P>0.05)。对各组进行

HN0901 和 GX1101 菌株攻毒, 攻毒 14 d 后两个免

疫组肝脏 MHC Ⅱ表达量显著升高(P<0.05), 并且

显著高于对照组 (P<0.05)。对照组在 HN0901  

 

 
 

图 6  奥尼罗非鱼免疫后及 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株攻毒后肝脏 TNF-α mRNA 表达量的变化 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 6  The change of TNF-α mRNA expression level in hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀×O. aureus♂)  
liver after immunization and infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after  
immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between different 

 immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 

 

 
 

图 7  奥尼罗非鱼免疫后及 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株攻毒后肝脏 IL-1β mRNA 表达量的变化 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 7  The change of IL-1β mRNA expression level in hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀× O. aureus♂)  
liver after immunization and infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after  
immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between different  

immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 
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图 8  奥尼罗非鱼免疫后及 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株攻毒后肝脏 TGF-β mRNA 表达量的变化 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 8  The change of TGF-β mRNA expression level in hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀× O. aureus♂) liver  
after immunization and infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after  
immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between different 

 immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 
 

 
 

图 9  奥尼罗非鱼免疫后及 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株攻毒后肝脏 HSP70 mRNA 表达量的变化 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 9  The change of HSP70 mRNA expression level in hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀× O. aureus♂) 
 liver after immunization and infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after  
immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between different 

 immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 
 

菌株攻毒前后的 MHC Ⅱ表达量无明显差异

(P>0.05), 在 GX1101 菌株攻毒后 14 d MHC Ⅱ表

达量显著升高(P<0.05)。GX1101 菌株攻毒后 21 d, 

各组 MHC Ⅱ表达量恢复至免疫水平(图 10)。 

免疫前各组罗非鱼肝脏 IgM 表达量无显著性

差异(P>0.05), 免疫 28 d 两个免疫组肝脏 IgM 表

达量显著高于对照组 (P<0.05) 。对各组进行

HN0901 和 GX1101 菌株攻毒, 攻毒后 14 d 和 21 d
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两个免疫组 IgM 表达量显著高于对照组(P<0.05), 

对照组在攻毒后 14 d 的 IgM 表达量已恢复到攻毒

前水平(P>0.05, 图 11)。 

2.5  抗体效价 

ELISA 检测结果表明, 罗非鱼注射无乳链球

菌胞外产物灭活疫苗后血清的抗体效价可达到 

 

 
 

图 10  奥尼罗非鱼免疫后及 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株攻毒后肝脏 MHC Ⅱ mRNA 表达量的变化 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 10  The change of MHC Ⅱ mRNA expression level in hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀× O. aureus♂)  
liver after immunization and infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after 
 immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between different  

immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 

 

 
 

图 11  奥尼罗非鱼免疫后及 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株攻毒后肝脏 IgM mRNA 表达量的变化 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 11  The change of IgM mRNA expression level in hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀× O. aureus♂)  
liver after immunization and infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after 
 immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between  

different immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 
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1∶6400。从图 12 可见, 免疫前各组之间血清抗

体效价无显著性差异 (P>0.05), 免疫后 28 d 

HN0901 免疫组和 GX1101 免疫组的抗体效价均

显著高于对照组(P<0.05)。用菌株 HN0901 攻毒后, 

HN0901 免疫组的抗体效价显著高于免疫 28 d 时

的抗体效价。用菌株 GX1101 攻毒后, 两个免疫

组在攻毒后 14 d 和 21 d 的抗体效价都显著高于攻

毒后的对照组。 

2.6  疫苗的免疫保护实验 

罗非鱼免疫 28 d 后各组分别腹腔注射无乳链

球菌 HN0901 菌株和 GX1101 菌株, 12 h 开始出现

死亡, 对照组罗非鱼在攻毒后 4 d 死亡率就达到

95%; 免疫组死亡持续一周, 死亡率在 50%~65%

之间, 一周后鱼不再死亡。攻毒后, 病鱼表现出典

型链球菌病症状, 病鱼转圈, 泳姿失衡, 眼球突

出; 分离并鉴定了死亡罗非鱼脑中的病原菌, 通

过 API 20 Strep 试剂条检测均为无乳链球菌。无

乳链球菌 HN0901 菌株攻毒后, HN0901 免疫组和

GX1101 免疫组的相对保护率分别为 31.6%和

36.8%。GX1101 菌株攻毒后, HN0901 免疫组和

GX1101 免疫组的相对保护率分别为 47.4%和

42.2% (表 2)。 

 

 
 

图 12  奥尼罗非鱼免疫后及 HN0901 (A)和 GX1101 (B)菌株攻毒后的血清效价 

图中不同大写字母表示同一免疫罗非鱼在免疫和攻毒后不相同时间点差异显著(P<0.05);  

不同小写字母表示在相同时间点不同免疫组罗非鱼差异显著(P<0.05). 

Fig. 12  Serum antibody levels in in hybrid tilapia (Oreochromis niloticus♀× O. aureus♂) after immunization  
and infected by HN0901 (A) and GX1101 (B) 

Different uppercase letters indicate significant difference between different time points in the same group after 
 immunization and challenge (P<0.05), and different lowercase letters indicate significant difference between  

different immune groups at the same time point after immunization and challenge (P<0.05). 

 
表 2  HN0901 和 GX1101 菌株攻毒后各组奥尼罗非鱼免疫保护率 

Tab. 2  Relative protection rate of hybrid tilapia ( Oreochromis niloticus♀×O. aureus♂)  
challenged by HN0901 and GX1101 strains 

攻毒菌株 
strain 

组别 
group 

鱼总数/尾 
fish number

死亡数/尾 
death number

死亡率/%
death rate

存活率/% 
survival rate 

免疫保护率/%
RPS 

P 

HN0901 BHI 对照组 BHI control group 20 19 95 5     

HN0901 免疫组 HN0901 immune group 20 13 65 35 31.6 <0.05

GX1101 免疫组 GX1101 immune group 20 12 60 40  36.8  <0.05

GX1101 BHI 对照组 BHI control group 20 19 95 5    

HN0901 免疫组 HN0901 immune group 20 10 50 50  47.4 <0.05

GX1101 免疫组 GX1101 immune group 20 11 55 45 42.2 <0.05
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3  讨论 

无乳链球菌作为引起罗非鱼链球菌病的主要

病原之一, 对全世界罗非鱼产业具有严重的危害

性[20-21]。疫苗接种仍然是控制致病病原体最合适

的方法, 用单一细菌分离株制备的疫苗免疫的鱼

总是缺乏对其他菌株或血清型的交叉保护。经过

近 10 年的流行病学调查, 发现无乳链 І a 型是罗

非鱼感染中最常见的血清型, 占无乳链球菌分离

株的 90%以上 [18]。本实验选用两株无乳链球菌

HN0901 和 GX1101 血清型都是 I a 型, 基因型Ⅰ

型和Ⅳ型分别对应 Chen 等[2]研究中的基因型 F 型

和 D 型, 是我国罗非鱼源无乳链球菌的优势基因

型。作者分别制备 10%甲醛溶液灭活的胞外产物

疫苗 , 采用腹腔注射的方法对罗非鱼进行免疫 , 

以诱导鱼体产生抗体, 减少罗非鱼感染链球菌后

死亡。 

3.1  疫苗对罗非鱼血清谷丙转氨酶和谷草转氨

酶的影响 

ALT 和 AST 是肝脏中最重要的转氨酶之一, 

肝损伤会改变它们的转运功能和膜通透性, 导致

ALT 和 AST 从细胞渗漏到血清, 血清中转氨酶的

活性明显升高, 可作为肝脏受损的指示指标[22]。

Chen 等 [23]研究表明罗非鱼感染创伤弧菌(Vibrio 

vulnificus)和海豚链球菌(Streptococcus iniae)后肝

脏受损程度与 AST、ALT 呈正相关。罗非鱼感染

无乳链球菌后 ALT 和 AST 都显著升高[24]。在本

实验中, 免疫 28 d 后免疫组血清 AST 和 ALT 活

性显著高于对照组, 说明免疫接种对罗非鱼肝脏

造成了一定的损伤; 但攻毒后对照组血清 AST 和

ALT 活性在攻毒后 21 d 都是成倍性显著上升, 且

显著高于免疫组, 而 HN0901 免疫组在同/异源无

乳链球菌攻毒后 14 d 血清 ALT 和 AST 活力恢复

到攻毒前水平, GX1101 免疫组在攻毒后 21 d 恢复

到攻毒前水平, 表明无乳链球菌胞外产物灭活疫

苗虽然对罗非鱼肝脏有一定的应激, 但能对无乳

链球菌感染造成的肝损伤起到修复作用。 

3.2  疫苗对罗非鱼血清中抗氧化指标和丙二醛

含量的影响 

在鱼类中, SOD 和 CAT 的抗氧化反应是抵御

氧化应激的第一道防御措施。超氧化物歧化酶催

化细胞内的氧自由基生成过氧化氢, 而过氧化氢

酶将过氧化氢分解为水和氧[25]。本实验中免疫后

28 d 两个免疫组罗非鱼血清中 CAT 和 SOD 活性

显著高于对照组, 说明灭活疫苗免疫后可以提高

罗非鱼血清中 CAT 和 SOD 酶活性, 这与 Wang 等
[26]的研究结果一致。免疫组无乳链球菌攻毒后血

清 CAT 和 SOD 活性无显著性差异, 而对照组血

清 CAT 和 SOD 活性显著下降, 这与之前研究不

同, 可能是因为采样的时间点不同, 鱼体免疫状

态 不 同 。 据 报 道 , 在 感 染 迟 缓 爱 德 华 氏 菌

(Edwardsiella tarda)后 7 d 牙鲆(Paralichthys oli-

vaceus)中 SOD、CAT 和 GST 活性显著升高[27]。

对照组血清 CAT 和 SOD 活性的下调表明, 清除

超氧阴离子自由基、氧代谢和免疫反应的作用减

弱, 而免疫组提高了鱼体抗氧化能力提高[28]。 

丙二醛(MDA)是脂质过氧化的产物, 具有细

胞毒性, 它的含量代表了膜的过氧化程度, 间接

反映了机体的抗氧化能力[25]。祝璟琳等[29]研究表

明吉富罗非鱼(Oreochromis niloticus GIFT strain)

感染无乳链球菌后体内 MDA 含量显著提高。在

本实验中, 免疫组的 MDA 含量显著低于对照组, 

对各组的罗非鱼分别攻毒不同无乳链球菌菌株 , 

对照组的血清 MDA 含量显著高于免疫组, 说明

对照组罗非鱼机体受到损伤, 而免疫组则减少了

脂质过氧化 MDA 的产生。 

3.3  疫苗对罗非鱼免疫相关基因表达量的影响 

硬骨鱼的肝脏是感染期间免疫调节的重要部

位。TNF-α 和 IL-1β是疫苗效力的促炎指标, 它们

通过促进吞噬、淋巴细胞活化和白细胞的迁移, 在

对细菌感染的即时和早期反应中发挥重要作用[30]。

TGF-β 是重要的抗炎细胞因子, 可以抵消促炎细

胞因子的产生, 限制炎症反应、病原体感染和组

织炎症[31]。接种无乳链球菌后, 应激组罗非鱼炎

症相关基因(TNF-α、IL-1β 和 IL-10)的转录水平显

著升高[28]。但持续的炎症反应也可能造成组织损

伤, 降低对无乳链球菌的抵抗力, 这对鱼类可能

是致命的[32]。Wang 等[33]研究表明在免疫后 35 d

整个观察期内, 福尔马林灭活疫苗接种后的免疫

罗非鱼中头肾和脾脏的 IL-1β, TNF-α 和 TGF-β 的
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基因表达显著高于 PBS 假免疫的对照组。本实验

中两个免疫组在同/异源无乳链球菌攻毒后 14 d

肝脏 TNF-α 和 TGF-β 表达量显著高于对照组, 

IL-1β 表达量在免疫和攻毒后的表达量都显著高

于对照组, 而对照组 TNF-α 在免疫和攻毒后表达

没有显著性变化。推测疫苗刺激鱼体产生促炎因

子 TNF-α 和 IL-1β 与抗炎因子 TGF-β, 彼此相互

作用 , 起到控制炎症和对抗病原体感染的作用 ; 

之前报道罗非鱼 TNF-α 表达水平在攻毒后 7 d 也

显著升高[28], 但本实验结果表明 TNF-α 在攻毒后

14 d 已降低到免疫和攻毒前水平。 

HSP70 是一种高度保守的应激蛋白, 有助于促

进变性蛋白的重新折叠, 并靶向降解受损蛋白[34]。

细菌刺激后大量诱导的 HSP70 可能参与了鱼类的

免疫反应[35]。硬骨鱼 HSP70 可能通过诱导产生促

炎细胞因子参与免疫调节[36]。本实验中, 在同/异

源无乳链球菌攻毒后 14 d免疫组肝脏 HSP70表达

量显著高于对照组, 且比免疫期间显著升高, 说

明灭活疫苗对机体产生了免疫刺激, 使机体在受

到病原菌刺激时能够迅速做出反应。而对照组

HSP70 在免疫和攻毒后表达没有显著性变化, 可

能是因为本实验采样间隔时间较长 , 应激蛋白

HSP70 的表达水平已经恢复正常。高度多态的

MHC 分子在抗原处理和提呈途径中起着核心作

用, MHC Ⅰ将内源性抗原递呈给 CD8+T 细胞, 

MHC II结合细胞外抗原并呈递给 CD4+T细胞[37]。

对于罗非鱼抵抗嗜水气单胞菌 (Aeromonas hy-

drophila)感染来说, MHC II 比 MHC I 更重要[38]。

在本实验中, 免疫组和对照组在免疫后 28 d 和免

疫前没有显著性变化, 在同/异源无乳链球菌攻毒

后 14 d 免疫组肝脏 MHC Ⅱ表达量显著高于对照

组, 21 d 后恢复至攻毒前水平。表明灭活疫苗在免

疫后能够使机体在受到外源病原体侵害时, 通过

提升抗原呈递能力增强罗非鱼的获得性免疫。

IgM 被称为鱼类的主要抗体, 也是硬骨鱼体液免

疫系统的主要组成部分, 可能有助于确定和中和

外来抗原, 如细菌和病毒[39]。Mo 等[16]研究表明

免疫鱼体中 IgM 的表达水平与抗体水平相关。宋

晓青等 [40]研究表明牙鲆经注射和浸泡免疫鳗弧

菌(Vibrio anguillarum)灭活疫苗后, IgM 在脾和头

肾中的表达量在 14 d 内逐渐上升。类似的, 本实

验中两个免疫组肝脏 IgM 表达量免疫后 28 d 显著

上调 , 且在免疫后和攻毒后都显著高于对照组 , 

而对照组 IgM 在免疫后 28 d 无显著性变化, 说明

免疫组在攻毒前就产生了抗体, 对照组在感染前

没有产生抗体。对照攻毒结果, 说明免疫球蛋白

IgM 在罗非鱼抵御无乳链球菌中起着至关重要的

作用。 

3.4  疫苗对罗非鱼抗体效价的影响 

硬骨鱼具有一个相对完善的免疫系统, 当鱼

体受到病原菌刺激时, 免疫器官被激活, 产生相

应的应答反应调节机体免疫。Munang’Andu 等[41]

提出抗体可能是鱼类疫苗保护性免疫的最可靠的

相关因素。Pasnik 等[42]研究表明抗无乳链球菌的

特异性抗体在鱼类对无乳链球菌的免疫中起主要

作用。酶联免疫吸附试验(ELISA)等免疫分析方法

被广泛用于评价疫苗诱导的抗体反应, 本实验研

制的两种无乳链球菌胞外产物灭活疫苗在免疫后

和攻毒期的抗体效价显著提高, 且显著高于对照

组。其结果与海豚链球菌胞外产物灭活疫苗接种

的结果一致, 罗非鱼抗体滴度显著升高 [19,43], 以

及通过被动免疫实验证明了抗体的特异性保护作

用[44]。浓缩的胞外产物上清液在巨噬细胞中诱导

趋化反应, 并且这种促炎反应可能有助于有效的

免疫反应[45]。 

3.5  疫苗对罗非鱼的免疫保护效果 

国外对罗非鱼无乳链球菌疫苗的研究较早 , 

并取得了一定的成效。用无乳链球菌胞外产物疫

苗攻毒罗非鱼 , 在 30~32 ℃下每尾鱼腹腔注射

1.5×104~3×106 CFU 的无乳链球菌后, 产生 62%~ 

96.4%的相对免疫保护率[6,46-47]。本实验的两个单

一灭活疫苗在罗非鱼腹腔注射接种后, 在同源和

异源无乳链球菌攻毒后对相应病原体的感染均有

保护作用, 相对免疫保护率在 31.6%~47.4%不等, 

与 Ramos-Espinoza 等[48]的结果类似。其研究发现

无乳链球菌替代灭活疫苗和常规甲醛疫苗之间具

有同等的中等疫苗效力 , 相对保护率在 33.3%~ 

60%[48]。关于无乳链球菌注射攻毒实验的研究表

明, 鱼体死亡率取决于几个因素, 包括注射的菌

量、鱼的重量、禁食和水质条件[28]。本研究无乳
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链球菌攻毒菌量为 1×108 CFU/尾鱼, 远高于之前

的研究[6,46-47], 造成了免疫组较高的死亡率, 因此

推断攻毒细菌浓度过高影响了两个灭活疫苗的效

力[48]。一些研究表明, 与单价疫苗相比, 多价疫

苗中不同细菌的某些组合可以增强保护作用, 如

创伤弧菌和海豚链球菌合在一起可以诱导协同免

疫效应[49]。因此下一步可以在本研究基础上开展

双价疫苗的研究, 预期可以取得更高的免疫保护

率。 

本研究针对我国血清型 I a 型, 但分属不同优

势基因型的两株无乳链球菌, 研制了异源无乳链

球菌胞外产物灭活疫苗, 使其免疫罗非鱼后, 能

够显著诱导罗非鱼体内的免疫应答, 产生中等疫

苗效力, 并对同源和异源无乳链球菌都具有免疫

保护能力。本研究结果为深入研究罗非鱼链球菌

病的免疫预防技术和研制二价疫苗奠定了基础。 
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Immune efficacy of inactivated vaccine of heterologous Streptococcus 
agalactiae extracellular product in hybrid tilapia (Oreochromis niloti-
cus♀× O. aureus♂) 

ZHU Jinglin1, 2, ZOU Zhiying1, LI Dayu1, XIAO Wei1, YU Jie1, CHEN Binglin1, MA Wenjing2, YANG Hong1, 
SHEN Jinyu3 

1. Freshwater Fisheries Research Center, Chinese Academy of Fishery Sciences; Key Laboratory of Freshwater Fishe-
ries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Wuxi 214081, China;  

2. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China; 
3. Key Laboratory of Healthy Freshwater Aquaculture, Ministry of Agriculture and Rural Affairs, Key Laboratory of 

Fish Health and Nutrition of Zhejiang Province, Zhejiang Institute of Freshwater Fisheries, Huzhou 313001, China 

Abstract: To study the immune efficacy of inactivated vaccine of heterologous Streptococcus agalactiae extracel-
lular product in tilapia (Oreochromis niloticus), two strains of S. agalactiae (HN0901 and GX1101) were cultured, 
and highly efficacious vaccines were developed using extracellular products and formalin-killed whole cells of 
HN0901 and GX1101. The vaccine was administered by intraperitoneal (i.p.) injection in a volume of 0.2 mL, and 
sham-vaccinated (control) fish were i.p. injected with the same volume of sterile BHI. At 28 d post-vaccination 
(DPV), the fish were challenged, i.p. injection, with approximately 1.0×108 CFU of homologous or heterologous S. 
agalactiae to determine the efficacy of protective immunity. The immune response and serum antibody titer of the 
immunized and post-injected tilapia were measured, and the relative immune protection rate and cross-immune 
protection rate were compared. The results showed that the alanine aminotransferase and aspartate aminotransfe-
rase levels of immunized fish were significantly higher than those of control fish at 28 DPV but significantly lower 
than those of control fish post injection. Compared with the control fish, the levels of superoxide dismutase and 
catalase in immunized fish increased in varying degrees after immunization and challenge, while malondialdehyde 
levels decreased significantly (P<0.05). The results of real-time quantitative polymerase chain reaction also indi-
cated that TNF-α, IL-1β, TGF-β, HSP 70, MHC ,Ⅱ  and IgM expression levels showed different degrees of signif-
icant increase and were higher than those in the control group after immunization and challenge (P<0.05). Serum 
antibody titer reached 1 : 6400 at 28 DPV, which was significantly higher than that of the control group (P<0.05). 
The relative percentage of survival ranged from 31.6% to 47.4% after the homologous or heterologous S. agalac-
tiae challenge. Furthermore, the developed inactivated vaccines significantly induced an immune response in tila-
pia and produced moderate vaccine efficacy. Administration of the single isolate HN0901 or GX1101 vaccine via 
i.p. injection was marginally protective in preventing streptococcal disease caused by homologous or heterologous 
isolates of S. agalactiae. Our findings laid a foundation for further studies on immune prevention technology 
against streptococcosis in tilapia and the development of bivalent vaccines. 

Key words: Streptococcus agalactiae; extracellular product; inactivated vaccine; immune protection; hybrid tilapia 
(Oreochromis niloticus♀×O. aureus♂) 
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