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摘要: 利用细菌分离培养方法结合特异 PCR 技术 , 对广东省珠三角地区养殖罗非鱼(Oreochromis spp.)、海鲈

(Lateolabrax japonicus)及尖吻鲈(Lates calcarifer)的海豚链球菌(Streptococcus iniae)感染情况进行了周年调查。每月

固定时间在特定养殖区域采集目标鱼的脑、肝、脾、肾和肌肉等组织, 并对其进行海豚链球菌的细菌分离培养鉴

定。仅从已经患病的尖吻鲈中分离到 3株链球菌, 经生理生化鉴定和 16S rDNA测序确定为海豚链球菌。利用海豚

链球菌特异 PCR技术对上述养殖鱼类不同组织进行检测, 发现罗非鱼、海鲈、尖吻鲈的海豚链球菌感染率分别为

30.21%、23.53%、14.55%, 其中罗非鱼脑和肌肉的感染率明显较其他组织高(P<0.05), 分别为 20.65%和 23.75%; 海

鲈的脑部和肌肉感染率也较其他组织高(P<0.05), 分别为 12.1%和 10%; 而尖吻鲈各组织感染率没有较大差异

(P>0.05)。另外, 研究结果还表明采集样本的海豚链球菌感染率随着其体长的增加而呈现下降趋势。 
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海豚链球菌(Streptococcus iniae)是危害世界

养殖业的重要病原菌之一, 可感染多种养殖鱼类,

如罗非鱼(Oreochromis spp)、尖吻鲈(Lates calca-

rifer)、虹鳟(Oncorhynchus mykiss)等 [1]。美国罗非

鱼养殖协会现已将其定为对罗非鱼养殖业危害最

严重的病原细菌[2]。近年来, 由于中国养殖罗非鱼

链球菌病频发, 给中国特别是南方罗非鱼养殖业

造成重创, 目前已经证实海豚链球菌是罗非鱼链

球菌病的主要病原菌之一。 

国外有关尖吻鲈感染海豚链球菌的报道较

多[3−5], 国内尚无报道。张生[6]在筛选海豚链球菌

毒力研究模型的研究中发现, 海鲈对海豚链球菌

的敏感程度远远高于石斑鱼(Epinephelus coioides)、

鲹卵圆鲳 (Trachinotus ovatus)和美国红鱼(Sciaenops 

ocellatus), 因此推测, 国内养殖海鲈感染海豚链

球菌情况也不容乐观, 只是目前未引起重视, 未

见相关报道。 

鉴于上述情况, 本研究采用普通的细菌分离

培养方法[7]及本实验室建立的海豚链球菌特异快

速检测方法[8], 对广东省常见的养殖罗非鱼、尖吻

鲈及海鲈进行海豚链球菌感染的全年跟踪检测 , 

期望该研究结果可为该病的预防和治疗提供可靠

的参考数据, 为健康养殖奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验动物  养殖罗非鱼(吉富品系), 采自

广东番禺海鸥岛新一代渔业公司, 样本均采自编

号分别为 B3、A9 的两块鱼池; 养殖海鲈、尖吻

鲈采自广东珠海斗门白藤头某渔场, 其中海鲈组

织样本采自编号为 H1和 H2的两块鱼池, 尖吻鲈

组织样本采自编号为 T2的鱼池。样本每月采集 1

次, 持续 1年。罗非鱼采样时间为 2009年 7月至

2010年 6月, 共计采样 96尾, 其中 2009年 12月
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至 2010年 4月未采样。海鲈、尖吻鲈采样时间为

2009年 6月至 2010年 5月, 分别共计采样 289、

110尾。 

1.1.2  实验菌株  作为阳性对照菌株的海豚链球

菌 TBY-1株采自广东省白云区养殖的患病罗非鱼, 

经生理生化鉴定和 16S rDNA 序列鉴定的野毒菌

株, 由本实验室保存。 

1.1.3  试剂耗材  脑心浸出液(brain heart infusion, 

BHI)、革兰氏染色液、琼脂糖、蛋白酶 K、Tris、

EDTA·Na2、NaCl、SDS、无水乙醇、一次性无

菌接种环均购自中国广东环凯微生物科技公司; 

酚-氯仿-异戊醇购自上海生工生物工程技术服务

有限公司 ; PCR 试剂购自 Fermentas 公司 , 

DL2000Marker购自 Takara公司。 

1.2  实验方法 

1.2.1  病原菌的分离、纯化与鉴定  取罗非鱼、

海鲈、尖吻鲈, 解剖后用一次性接种环从脑、肝、

脾、肾接取少量组织, 划线接种于 BHI 固体培养

基, 于 28℃恒温培养 36 h, 观察有无细菌生长。

若平板有细菌生长, 则从平板中挑取疑似链球菌

单菌落(乳白色、针尖状)进行纯培养, 28℃恒温培

养 36 h。挑选纯培养的单菌落进行革兰氏染色和

H2O2 检验 , 镜检观察若为链球菌 , 进行生理生

化鉴定和 16S rDNA 测序, 方法参照周素明等[7]

的报道。 

1.2.2  鱼组织总 DNA和海豚链球菌基因组 DNA

的提取  解剖时, 用无菌剪刀剪取约 0.2 g的脑、

肝、脾、肾、肌肉组织块, 加入 200 μL 组织裂解

液(20 mmol/L Tris-HCl, 5 mmol/L EDTA·Na2, 400 

mmol/L NaCl, 1%SDS, pH 8.0), 并加入 2 μL质量

浓度为 20 μg/mL的蛋白酶 K, 55℃水浴裂解 2 h。

裂解过程中, 间断对其摇动, 使其充分裂解。裂解

完毕后, 向裂解组织液中加入 200 μL酚-氯仿-异

戊醇(25∶24∶1), 震荡混匀, 12 000 r/min离心 5 

min后取上清液, 加入 2倍体积的无水乙醇, 冰浴

15 min, 12 000 r/min离心 5 min后留沉淀, 70%乙

醇洗涤沉淀 2次, 每次 12 000 r/min离心 2 min后

弃上清液, 置于超净台中, 让乙醇彻底挥发。将沉

淀溶于 20 μL无菌水中, 即为鱼各组织总 DNA提

取液, 4℃冰箱保存中备用。 

取 1 mL 的纯培养海豚链球菌 TBY-1 菌液, 

12 000 r/min离心 5 min, 弃上清液留沉淀。用 100 

μL 的细菌裂解液(75 mmol/L NaCl, 25 mmol/L 

EDTA, 20 mmol/L Tris, pH=7.5)重悬沉淀, 加入 10 

μL溶菌酶(10 mg/mL)置于 37℃水浴 1 h。再加入

2 μL浓度为 20 μg/mL的蛋白酶 K, 55℃裂解 2 h。

后续操作同鱼组织总 DNA提取。 

1.2.3  采用特异性PCR法扩增海豚链球菌的 ITS

序列  参考文献[8], 正向引物 P1: 5-GAAAATAGG 

AAAGAGACGCAGTGTC-3(5137−161 bp), 反向

引物 P2: 5-CCTTATTTCCAGTCTTTCGACCTTC-3 

(3513−489 bp), 扩增片段长度为 377 bp。 

PCR反应体系：Taq酶 1 U, 10×buffer 2.5 μL, 

MgCl2 2 μL, dNTP 1 μL, P1 1 μL, P21 μL, 模板

DNA 1 μL, ddH2O 15.5 μL。 

PCR反应条件：94℃变性 5 min; 94  30℃  s, 

60  30℃  s, 72  1℃  min, 35个循环; 72℃延伸 5 min。

PCR 反应同时做阳性和阴性对照, 阳性模板为海

豚链球菌 TBY-1株的基因组DNA, 阴性模板为无

菌水。 

取 5 μL扩增后的样品, 在含 EB的 1%琼脂糖

凝胶中进行电泳和染色 , 在透射紫外灯下观察 , 

如样品孔有 377 bp的核酸条带, 说明样品中有海

豚链球菌感染, 反之则没有。为防止非特异性扩

增干扰结果, 每批检测样本中均设置阳性对照和

阴性对照, 并随机挑至少 2 个阳性条带送去测序, 

以确保检测样本的准确性。 

2  结果与分析 

2.1  特异性 PCR技术检测结果 

2.1.1  养殖罗非鱼、海鲈、尖吻鲈海豚链球菌的

感染率  罗非鱼共检测了 96 尾, 其中 29 尾检测

到海豚链球菌感染, 感染率为 30.21%; 海鲈共检

测了 289 尾, 其中 68 尾检测到海豚链球菌感染, 

感染率为 23.53%; 尖吻鲈的感染率相对罗非鱼、

海鲈的较低, 为 14.55%(16/110)。结果如图 1所示。 

2.1.2  养殖罗非鱼、海鲈、尖吻鲈各组织的海豚

链球菌感染率  罗非鱼的脑、肝、脾、肾、肌肉组

织的海豚链球菌感染率分别为 20.65% (19/92)、 
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1.20% (1/83)、1.16% (1/84)、1.11% (10/90)、23.75% 

(19/80), 脑、肌肉的感染率相对肝、脾、肾的感

染率较高(P<0.05)。海鲈的各组织感染率呈现出与

罗非鱼相同的特点, 即脑、肌肉的感染率相对肝、

脾、肾的感染率较高(P<0.05), 各组织感染率分别为

脑 12.1% (34/281)、肝 7.5% (21/280)、脾 6.64% (16/ 

241)、肾 8.26% (19/ 230)、肌肉 10%(26/260)。尖吻

鲈的各组织感染率未呈现出与罗非鱼、海鲈相同的

特点, 其各组织感染率较为接近, 分别为脑 4.63% 

(5/108)、肝 5.61% (6/107)、脾 6.74%(6/89)、肾

5.05%(5/99)、肌肉 4.44%(4/90)。结果如图 2所示。 

 

 
 

图 1  养殖罗非鱼、海鲈、尖吻鲈的海豚链球菌感染结果 
Fig. 1  Result of Streptococcus iniae infection in cultured 

tilapia, Lateolabrax japonicus and Lates calcarifer 

 

 
 

图 2  养殖罗非鱼、海鲈、尖吻鲈的各组织海豚链球菌感

染结果 
Fig. 2  Result of Streptococcus iniae infection in tissues of 
cultured tilapia, Lateolabrax japonicus and Lates calcarifer 

 

2.1.3  养殖罗非鱼、海鲈、尖吻鲈的体长与海豚

链球菌感染率的关系  罗非鱼中, 体长<20 cm的

海豚链球菌感染率为 35%(7/20), 20 cm≤体长<30 

cm组、体长≥30 cm的感染率依次降低, 分别为

29.63%(16/54)、27.27%(6/22); 海鲈各体长组的感

染率显现相同的特点, 3 个体长组的感染率分别

为 44.87%(35/78)、22.92%(22/96)、9.57%(11/115); 

尖吻鲈共采样 110尾, 未采到体长≥30 cm的样品, 

所有样本只分布于体长<20 cm 组和 20 cm≤体长< 

30 cm组, 感染率分别为 21.43%(15/70)、2.5% (1/ 

40)。结果如图 3所示。 

 

 
 

图 3  鱼体长与海豚链球菌感染率的关系 
Fig. 3  Relationship between length of fish and infective rate 

of Streptococcus iniae 

 

2.1.4  不同采样月份的养殖罗非鱼、海鲈、尖吻

鲈海豚链球菌感染率   罗非鱼的采样月份为

2009年 7月至 11月, 2010年 5月、6月, 各月份

的海豚链球菌感染率分别为 65%(13/20)、

7.14%(1/14) 、 0(0/15) 、 20%(4/20) 、 0(0/3) 、

100%(10/10)、7.14%(1/14)。结果如表 1所示。 
 

表 1  罗非鱼不同采样月份的海豚链球菌感染结果 
Tab.1  Result of Streptococcus iniae infection in cul-

tured tilapia in different months 

时间 time 感染率/% infective rate 

7月 July 65 

8月 August 7.14 

9月 September 0 

10月 October 20 

11月 November 0 

5月 May 100 

6月 June 7.14 

 
海鲈和尖吻鲈的采样月份均为 2009年 6月至

12月, 2010年 1月至 5月。海鲈各月份的海豚链球

菌感染率分别为 61.36%(27/44)、56.25% (18/32)、

0(0/30)、0(0/30)、3.45%(1/29)、12%(3/25)、42.31% 

(11/26)、0(0/12)、0(0/17)、0(0/15)、40%(8/20)、
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0(0/9)。尖吻鲈各月份的海豚链球菌感染率分别为

70%(7/10)、20%(2/10)、0(0/9)、0(0/10)、10%(1/10)、

0(0/7)、62.5%(5/8)、0(0/12)、0(0/9)、10%(1/10)、

0(0/8)、0(0/10)。结果如表 2所示。 

 
表 2  海鲈和尖吻鲈不同采样月份的海豚链球菌感染情况 

Tab. 2  Result of Streptococcus iniae infection in cultured 
Lateolabrax japonicus and Lates calcarifer in different 

months 

感染率/% infective rate 
时间 time 海鲈  

Lateolabrax japonicus 
尖吻鲈  

Lates calcarifer

6月 June 61.36 70 

7月 July 56.25 20 

8月 August 0 0 

9月 September 0 0 

10月 October 3.45 10 

11月 November 12 0 

12月 December 42.31 62.5 

1月 January 0 0 

2月 February 0 0 

3月 March 0 10 

4月 April 40 0 

5月 May 0 0 

 
2.2  细菌分离培养结果 

番禺海鸥岛共检测 96尾罗非鱼, 皆未分离得

到海豚链球菌。珠海斗门海鲈共检测 289 尾, 皆

未分离得到海豚链球菌。尖吻鲈共检测 110尾, 从

3尾鱼中分离得到链球菌, 经生理生化及16S rDNA

测序鉴定为海豚链球菌。细菌分离培养为阳性的

样品, 特异 PCR技术检测也均为阳性。 

3  讨论 

Shoemaker 等[9]使用普通的细菌分离培养方法

对美国养殖罗非鱼、杂交条纹鲈(Morone chrysops× 

M. saxatilis)及斑点叉尾 (Ictalurus punctatus)的

海豚链球菌全年感染情况进行调查, 结果显示养

殖罗非鱼和杂交条纹鲈的感染率分别为 3.81% 

(37/970)、7.23%(30/415), 而在斑点叉尾 中则没

有分离到海豚链球菌。但根据目前的报道, 海豚

链球菌同样是引起养殖斑点叉尾 死亡的重要病

原菌之一[10−11]。Shoemaker在该报道中也指出, 传

统的细菌分离培养方法灵敏度非常有限, 极有可

能存在漏检的现象, 导致检出的感染率偏低, 因

此有必要发展更为灵敏的分子快速检测方法, 可

以对海豚链球菌的感染做到早期诊断, 以便更快

更好地防控该病的发生。 

目前特异 PCR技术因具有特异好、灵敏度高、

快速而成为细菌诊断的一个主流分子检测手段 , 

特别是在样本量较大的流行病学调查中发挥了巨

大的作用。本实验室建立了海豚链球菌 PCR检测

技术, 实验证明其具有较好的特异性及较高的灵

敏度, 并反复验证了其作为诊断方法的可靠性和

重复性[8]。本研究分别利用细菌分离培养方法和

已建立的特异 PCR技术, 对养殖罗非鱼、海鲈和

尖吻鲈的海豚链球菌感染情况进行周年监控。利

用细菌分离培养的方法, 仅从患病的尖吻鲈中分

离到 3 株海豚链球菌, 而从罗非鱼和海鲈中均未

分离到该病原菌。利用特异 PCR的方法, 在养殖

罗非鱼、海鲈和尖吻鲈均能检测到较高的阳性率。

究其原因, 极有可能是传统的细菌分离培养方法

灵敏度较低, 分离培养结果同时会受到鱼体和水

体中其他非病原细菌的干扰, 因此只能在鱼体内

存在大量病原细菌即鱼发病时才能检出阳性结果, 

又由于本研究采集的样本绝大部分为健康鱼体 , 

因此用传统细菌分离培养的方法检出率较低。相

比而言, 特异 PCR技术灵敏度远远高于分离培养

方法, 且检测不受其他病原体的干扰。另外, 我们

还通过设置阴性阳性样本对照, 并将扩增产物测

序等方法排除了特异 PCR 方法所产生的假阳性, 

因此, 特异 PCR检测结果更能体现鱼体实际感染

海豚链球菌的情况。 

利用特异 PCR技术对鱼体不同组织进行海豚

链球菌感染的检测时发现, 罗非鱼、海鲈各组织

感染呈现出相同的特点, 即脑、肌肉的感染率较

高, 肝、脾、肾的感染率较低。由此推测, 海豚链

球菌进入鱼体后, 通过机体免疫应答, 肝、脾、肾

组织的细菌部分被清除, 但由于血脑屏障的存在, 

抗体无法进入脑, 而抗体在鱼类抵抗海豚链球菌

侵袭中扮演重要角色[12−13], 这可能是脑组织的海

豚链球菌感染率高于肝、脾、肾组织的原因。

Bromage 等[3]发现, 海豚链球菌攻毒 10 d 后, 在

存活健康鱼的肾、脾、肝和眼组织分离不到病原
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菌, 但在脑组织还能轻易地分离得到。由于饲养

周期问题, 本研究未采集到体长≥30 cm 的成年

尖吻鲈, 数据不够完整, 这也可能是尖吻鲈各组

织器官海豚链球菌感染率未呈现出和罗非鱼、海

鲈相同特点的原因之一。另外, 结果表明肌肉组

织的海豚链球菌感染率也较高, 目前尚不清楚导

致这种情况的原因。 

罗非鱼海豚链球菌的感染率随体长(体质量)

的增加而降低, 体长<20 cm组为 35%, 20≤体长

<30 cm组降至 29.63%, 体长≥30 cm组最低, 为

27.27%。在海鲈和尖吻鲈中也发现相同的特点。

Shoemaker 等 [9]研究发现 , 达到上市规格 (体长

>454 g)的养殖罗非鱼、杂交条纹鲈的海豚链球菌

感染率要低于未达上市规格鱼(体长<454 g), 与

本研究结果相似。随鱼体的生长发育, 肾、脾等

鱼类重要器官不断发育成熟的同时, 鱼体对病原

菌的免疫应答能力相应得到提高[1415], 因此就表

现为感染率的降低。 

在水温较高的 8、9月, 养殖海鲈和尖吻鲈中

均未检测到海豚链球菌感染, 而养殖罗非鱼只在

8月检测到 7.14%(1/14)的感染率, 9月份同样也未

检测到感染。在水温较低的 12月, 养殖海鲈和尖

吻鲈分别检测到 42.31%(11/26)和 62.5%(5/8)的感

染率; 但在水温同样较低的 1 月, 养殖海鲈和尖

吻鲈则均未检测到海豚链球菌感染。从总的结果

来看, 养殖罗非鱼、海鲈、尖吻鲈的海豚链球菌

感染率并没有呈现出随月份变化的特点, 即全年

均有可能感染, 与采样月份(水温)并无明显的相

关性。但根据已有文献报道, 鱼类海豚链球菌病

的发病率及死亡率与水温有着明显的关系。李波

等 [16]通过对广西罗非鱼暴发链球菌病的情况调

查, 认为该病 3−11 月均可暴发, 发病时水温在

26～34℃。卢迈新等[17]2009年在广东、海南等地

的调研结果显示, 罗非鱼链球菌病流行高峰期为

5−10月, 水温 32℃以上高发。Bromage等[18]研究

发现, 尖吻鲈感染海豚链球菌后的死亡率与温度

有显著性的关系, 即 25～28℃之间死亡率最高, 

该温度范围之外死亡率便下降。综上所述, 养殖

鱼类整个饲养周期都有可能感染海豚链球菌, 水

温虽然与感染率的高低无关, 但却可能是导致海

豚链球菌病暴发的一个重要因素, 影响其发病率

和死亡率。 

在 1 年的监测过程中, 采样的 5 个鱼池均没

有暴发海豚链球菌病, 但特异性 PCR却检测到鱼

体中存在较高的海豚链球菌感染率, 因此可以推

断海豚链球菌作为一种条件致病菌, 可以在鱼体

内无症状携带, 该结果与 Bromage 等[3]的结论相

同。Zlotkin等[19]研究发现, 海豚链球菌能够在巨

噬细胞中存活并诱导细胞凋亡以利于其繁殖。此

外由于抗生素的使用, 可能会抑制海豚链球菌病

的临床症状, 发展出病原菌携带鱼[20], 因此一旦

条件适合, 如养殖密度过大、水质恶化、温度变

化时, 海豚链球菌病就可能暴发[4,18, 21−22]。 
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Abstract: Streptococcus iniae infects a number of cultured fish species, causing heavy economic loss in Guang-
dong province. We evaluated the prevalence of infection with S. iniae in tilapia (Oreochromis spp.), sea bass 
(Lateolabrax japonicus), and barramundi (Lates calcarifer) using a standard microbiological assay and specific 
PCR. Using PCR, we detected S. iniae in all three species (30.21%, 23.53%, and 14.55% of individuals, respec-
tively). However, S. iniae was only isolated from three barramundi using the traditional microbiological assay. S. 
iniae was detected in all tissues, including brain, liver, spleen, kidney, and muscle. The brain and muscle were 
more susceptible to S. iniae than the other tissues in tilapia (infection rate: 20.65% and 23.75%, respectively) and 
sea bass (infection rate: 12.1% and 10%, respectively). There was no difference in the susceptibility of the tissues in 
barramundi. Moreover, our results suggested that body length was inversely correlated with the infection rate by S. iniae. 
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