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摘要: 牙鲆(Paralichthys olivaceus)养殖病害日益严重, 迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)是牙鲆养殖中的主要致

病菌, 带来了极大的经济损失, 为了培育出对该病抵抗能力强的牙鲆新品种, 2014年 4–6月间, 利用我们长期以来

建立和筛选出来的牙鲆抗病群体和家系的亲鱼, 通过杂交, 自交, 雌核发育建立 47 个家系, 9–10 月间, 对其中 39

个家系进行感染实验, 先用少量鱼进行预实验摸索出半致死浓度, 然后再进行正式感染实验, 感染数量为每个家

系 80 尾。各家系的存活率范围为 1.19%~51.19%, 最终平均存活率为 20.29%, 认为存活率高于 30%的 7 个家系为

抗病力强家系, 存活率在 20.29%~30%的 9 个家系为抗病力一般家系, 平均存活率以下的 23 个家系为抗病力弱家

系。1406#家系抗病力最强, 它为 1005#家系的自交后代, 而其他抗病力强家系也大多是 1005#、09104#、0915#的后

代。而 09104#为 0768#的后代, 并且 0768#抗鳗弧菌病能力强。1005#为韩国群体自交后代, 0915#为韩国群体和日本

群体杂交后代。这些抗病力强的牙鲆可以作为新品系进行推广养殖, 可望减少牙鲆腹水病发生。 
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牙鲆(Paralichthys olivaceus)属鲽形目, 牙鲆

科, 牙鲆属, 俗称牙片、偏口、比目鱼, 是重要的

海水养殖鱼类。它在中国的主要养殖区域为辽宁、

河北、天津、山东以及福建, 主要养殖种类为褐牙

鲆(Paralichthys olivaceus)、犬齿牙鲆(Paralichthys 

dentatus)、漠斑牙鲆(Panalichthys lethostigma)。

随着海水污染日益严重, 水产病害给海水养殖业

带来巨大损失。迟缓爱德华氏菌 (Edwardsiella 

tarda)感染牙鲆后, 可以引起腹水, 夏季 7–8 月水

温 20℃以上为发病高峰期, 水温越高, 发病期越

长, 一旦发病, 易于链球菌混合感染, 引起较高

的死亡率[1]。该菌的致病性在鳗鲡(Anguilla japon-

ica)[2]、牛蛙(Rana catesbiana)[3]、中华鳖(Trionyx 

sinensis)[4]、牙鲆[5] 鮰、斑点叉尾 (Ictalurus punc-

tatus)[6]、鲤(Cyprinus carpio)[7]、大菱鲆(Scophthalmus 

maximus)[8]、地图鱼(Astronotus ocellatus)[9]、黄颡

鱼 (Pelteobagrus fulvidraco)[10]、革胡子鲇 (Clarias 

gariepinus)[11]、尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)[12]、

宝石鱼(Bimaculatus anthias)[13]都有报道。 

鱼类细菌性疾病主要以使用抗生素预防为主, 

而引起的细菌抗逆性以及食品安全问题限制了抗

生素的使用, 所以通过改良鱼类种质资源提高其

天然抗病力成为重要的技术手段, 如苏联人用雄

性鲫鱼和雌性鲤鱼杂交, 后代再与雄性鲫鱼回交

的方法 , 把鲫鱼所特有的抗赤点病特性引入鲤

鱼。鲑鳟鱼养殖中, 胰脏坏死症和造血器官坏死
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症会造成重大损失, 日本人用雄性马苏大麻哈鱼

(Oncorhynchus masou)与雌性天鱼 (Oncorhynchus 

rhodors)杂交 , 后代对两种疾病的抵抗力都大大

提高, 养殖存活率达到 95%[14]。雌性兴国红鲤与

雄性散鳞镜鲤杂交后代抗白头白嘴病的能力相比

散鳞镜鲤有很大的提高 [15]。除了杂交育种之外 , 

利用家系选育抗病能力强的水产经济动物有较多

研究, 陈松林等[16]最早开展牙鲆家系建立和快速

生长及抗病家系筛选的研究工作; 随后, 张英平

等 [17]对建立的牙鲆家系进行了迟缓爱德华氏菌

感染和抗病性能评价研究, 认为 0768#家系后代的

抗病能力很强; 张涛[18]对斑节对虾抗 WSSV 家系进

行了筛选, 结果表明 Y125*T115、S186、Y126*Y175、

T179*S132、F20*S198 五个家系生长速度及抗病性

能相对较强; 徐田军等[19]通过家系选育建立了牙鲆

抗鳗弧菌病家系, 研究发现, 日本群体与抗病选育

群体的杂交后代抗病性能表现优异; 黄永春等[20]研

究了凡纳对虾抗 WSSV 家系的建立与抗病特性, 经

连续的定向选育, 对虾抗病性状一代比一代强, 表

现出明显的抗病性能; 陈松林等[21]建立了半滑舌鳎

家系并对其抗病性能进行了测定, 结果显示, 2 号家

系感染后的成活率为 79.25%, 被认作抗病力强家系; 

马爱军等[22]研究了大菱鲆选育家系抗鳗弧菌性能, 

选育出 5个抗病力较强的优良家系; 王磊[23]还研究了

牙鲆抗淋巴囊肿病家系, 得到 4个发病率低于 40%的

家系, 其中有一个家系 F0939#完全没有发病。 

在迟缓爱德华氏菌感染牙鲆的研究中, 国外

有很多相关报道, 如 Rashie等[24]研究了从死亡的

牙鲆身上分离出来的迟缓爱德华氏菌的血清型 , 

结果表明与从鳗鱼体内分离得到的一样, 同属于

A 型。Matsuyama 等[25]比较了注射疫苗与非注射

情况下感染迟缓爱德华氏菌后白细胞基因表达情

况, 还不能将疫苗的效力与不同基因表达联系起

来。Ishibe 等[26]研究了牙鲆腹腔巨噬细胞对高致

病力与低致病力迟缓爱德华氏菌的不同反应, 表

明高致病力的迟缓爱德华氏菌能够在巨噬细胞的

作用下存活与复制, 而低致病力的却不行。Tang

等 [27]研究了牙鲆对迟缓爱德华氏菌外膜蛋白的

免疫反应, 发现所有免疫器官的应答在注射 4 周

后达到最高峰, 然后慢慢下降。韩国养殖的成年

牙鲆患腹水病后大量死亡, Oh等[28]从死鱼身上分

离到了哈维氏弧菌与迟缓爱德华氏菌, 同时也分离

到了一种 RNA病毒。Miwa等[29]的研究结果表明, 

牙鲆感染迟缓爱德华氏菌后会出现肝细胞肿大的

现象, 同时可以防止肝细胞数量的减少。 

本研究在2013年牙鲆迟缓爱德华氏菌感染的基

础上试图选育出更多的抗迟缓爱德华氏菌牙鲆家系, 

旨为今后牙鲆育种工作提供重要的参考基础。 

1  材料与方法 

1.1  牙鲆家系的建立 

2014年 4–6月海水水温 15℃左右, 按照育种

计划, 基于我们长期以来建立和筛选出来的牙鲆

抗病群体家系的亲鱼, 包括: 韩国群体, 2007 年

亲鱼、2009年亲鱼、2010年亲鱼, 期间采用了精

子冷冻保存技术[30], 减数雌核发育技术[31], 建立

牙鲆全同胞家系、半同胞家系、雌核发育家系及

其他交配组合家系。 

1.2  迟缓爱德华氏菌培养 

采用实验室–80℃下保留的菌种, 直接无菌条

件下接种在 2216E 液体培养基中, 28℃, 200 r/min

振荡培养 40 h左右后, 在波长为 600 nm下测定其

吸光值, 达到 1以上即可停止培养, 4℃保存使用。 

1.3  半致死浓度的确定 

从预备进行感染的 39个家系中, 每个家系挑

选 1尾鱼, 共 39尾作为 1组, 重复分成 7组。将

细菌 8000 r/min 离心 15 min 后倒掉上清, 并用

PBS 洗涤后重新离心倒上清, 重复 3 次, 最后用

PBS 缓冲液按照不稀释, 稀释 50 倍, 100倍, 200

倍, 500倍, 1000倍, 再分别用 6个浓度进行腹腔

注射 , 并用 PBS 注射对照组。注射剂量按照

0~10 g注射 0.1 mL, 11~20 g注射 0.2 mL, 以此类

推。摸索半致死浓度。 

1.4  抗病性鉴定 

2014 年 9–10 月海水水温在 20℃左右时, 采

用预实验确定的半致死浓度, 按照预实验方法对

感染用鱼逐一进行注射, 每 3 h观察鱼体状况, 记

录死鱼时间、体长、体重, 采鳍条备用。 
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1.5  数据处理 

计算各家系感染后存活率以及整体平均存活

率、各家系体长和体重的平均值, 分析其与存活

率之间的相关性。 

2  结果与分析 

2.1  半致死浓度的确定 

细菌未稀释的组, 第 3天后开始死亡, 到第 6

天全部死完; 其他组第 5 天左右开始死亡, 一直

持续到第 16天, 死亡率如表 1所示。所以确定使

用稀释 200 倍作为半致死浓度进行注射, 并测得

活菌数为 4.12×105 cfu/mL。 
 

表 1  预实验结果 
Tab. 1  The result of prep experiment 

浓度(v/v)concentration 死亡率/% mortality 

1 100 

1/50 92.5 

1/100 77.5 

1/200 50 

1/500 20 

1/1000 12 

PBS 0 

 

2.2  抗病性鉴定 

根据确定的半致死浓度配制菌液进行注射 , 

结果表明, 注射后第 3 天鱼逐渐停止吃食, 并有

少量白便, 第 5 天开始出现死亡, 死亡的个体发

黑并有肠道外露现象, 死亡持续到第 15天逐渐稳

定, 各家系的存活率如图 1 所示, 总体平均存活

率为 20.29%。我们把存活率高于 30%的 7个家系

定义为抗病力强家系, 将存活率为 20.29%~30%

的 9 个家系定义为抗病力一般家系, 将存活率小

于 20.29%的 23 个家系定义为抗病力弱家系。各

家系的父母本信息, 平均体长, 平均体重及存活

率如表 2所示。 

2.3  存活率与生长性状的相关性 

使用 SPSS 17.0 对感染后存活率和体长体重

的平均值进行皮尔森相关性分析。P<0.01, 说明

存活率与生长性状显著相关; r值在 0.5~0.8(表 3)

说明是正向相关, 相关性适中, 也就是说存活率

高的家系生长情况也好 , 可能随着时间的推移 , 

这种生长的优势会表现的更加明显。 

2.4  抗病力强家系系谱图 

存活率在 30%的 7个家系分别为 1406#、1421#、

1401#、1422#、1411#、1446#、1417#家系。由图 2

可以看出, 抗病力最强的 1406#是 1005#自交后代, 

1411#、1417#是 1005#杂交后代, 1401#、1417#、1446#

是 09104#后代, 1401#、1421#、1422#是 0915#后代。 

 

 
 

图 1  感染各牙鲆家系存活率统计 

Fig. 1  Statistic of family survival rate in the infection 
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表 2  各牙鲆家系父母本、平均体长、平均体重及存活率 
Tab. 2  Average body length and body weight, surival rate and parents of each family 

家系 family 父本 father 母本mother 体长/cm body length ( x ±SD) 体重/g body weight ( x ±SD) 存活率/% survival rate

1401 0915 09104 12.68±0.89 16.84±4.00 44.44 

1402 1005 0990 11.30±1.06 12.54±3.78 6.33 

1403 09121 1005 13.54±0.94 25.68±4.41 21.43 

1404 09121 09104 12.20±2.00 16.46±4.07 12.61 

1405 1010 1005 14.10±1.33 25.33±6.92 29.11 

1406 1005 1005 13.21±0.75 19.65±3.26 51.19 

1407 1005 09121 11.98±1.51 15.00±3.46 9.41 

1408 0908 0915 11.20±1.22 12.00±4.12 12.22 

1409 0908 0917 12.96±1.07 19.25±4.78 28.57 

1410 0915 0768 12.68±1.66 18.73±7.03 24.71 

1411 1005 0719 19.49±1.00 24.64±5.28 40.79 

1412 09125 0751 12.05±1.31 15.68±5.34 11.69 

1415 0908 1005 13.23±1.56 20.64±7.39 14.49 

1416 09119 0990 13.17±1.05 20.57±4.84 10.59 

1417 09104 1005 15.15±0.89 30.98±5.65 32.00 

1418 0915 1005 13.97±0.99 22.38±4.69 25.84 

1419 09119 1005 12.48±0.89 15.38±3.43 1.19 

1420 1264 09121 12.49±1.14 18.28±5.16 8.05 

1421 0915 0927 14.34±1.26 28.81±7.97 47.06 

1422 0915 0915 13.64±1.28 23.02±7.07 43.68 

1423 09125 0917 13.64±1.29 24.48±6.24 25.93 

1424 0917 0917 14.41±1.13 27.70±6.77 29.33 

1425 09104 0917 12.67±0.95 17.17±4.20 26.51 

1426 0751 0780 11.77±1.29 14.17±4.59 17.07 

1427 09125 09119 13.42±1.33 22.00±6.23 8.75 

1428 1264 09119 11.74±1.02 13.50±3.51 13.33 

1430 0915 0917 14.81±1.39 30.87±8.59 15.49 

1431 09121 0917 13.33±0.96 20.07±4.51 17.39 

1435 0768 0780 12.58±1.08 16.90±4.39 9.52 

1437 鲈鱼 0768 11.52±0.88 12.60±3.51 5.68 

1439 0751 0719 12.97±1.55 21.31±7.21 8.06 

1440 RS 0719 12.57±2.02 19.19±7.75 7.07 

1441 0908 0719 13.45±1.11 21.59±5.66 11.11 

1442 0908 0927 12.71±1.40 17.94±6.04 7.41 

1443 0917 0915 12.53±1.16 16.49±4.57 17.76 

1444 0915 09121 12.90±0.87 17.56±3.67 28.38 

1445 09119 0927 12.41±0.93 16.24±3.73 11.36 

1446 09119 09104 14.51±1.48 28.36±7.72 36.25 

1449 09121 1005 12.72±0.94 17.94±4.16 19.51 

 
表 3  存活率对牙鲆家系平均体长、体重的皮尔森相关性

分析 
Tab. 3  Pearson correlation analysis of survival rate to 

average body length and body weight 

平均体长 
average body length 

平均体重 
average body weight

项目 
item 

r        P r          P 

存活率 survival rate 0.538  0.000 0.504     0.001

3  讨论 

3.1  感染用细菌的培养方法 

实验过程中发现用液体培养基培养迟缓爱德

华氏菌速度较慢, 细菌的活力降低的也较快, 马

爱军等 [22]在进行鳗弧菌感染大菱鲆实验时 ,  将 
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图 2  抗病力强牙鲆家系系谱图 

单箭头表示自交或雌核发育产生, 双前头表示杂交产生. 

Fig. 2  Tree of high survival rate family 
Single arrow indicating from autocopuation or artificial gyno-

genesis, and double arrow indicating from hybridization. 

 
鳗弧菌菌株接种于灭菌的 TSB琼脂培养基上进行

培养, 冯守明等[32]在进行大菱鲆对迟缓爱德华氏

菌的免疫应答实验时也是先将迟缓爱德华氏菌在

琼脂培养基上活化、增菌。王磊等[33]认为大批量

感染实验中需要的细菌量过大, 故用液体培养基

进行培养, 但实验中所用到高浓度菌浊液其实并

不多, 采用固体培养基增菌完全可以保证注射用

量上的需要并可以较好的保存细菌。 

3.2  抗病力强家系分析 

本次实验中 09104#的后代有 5 个, 分别为: 

1401#、1404#、1417#、1425#、1446#它们的感染

存活率分别为: 44.44%、12.61%、32%、26.51%、

36.25%。它们的抗病能力大多比较强。09104#是

0768#的后代, 而 0768#是筛选出的抗鳗弧菌病能

力强的家系[16], 09104#的后代可能同时具有较好

的抵抗两种细菌的能力。 

本次实验中 1005#的后代有11个 , 分别为 : 

1402#、1403#、1405#、1406#、1407#、1411#、1415#、

1417#、1418#、1419#、1449#。它们的感染存活率

分别为: 6.33%、21.43%、29.11%、51.19%、9.41%、

40.79%、14.49%、32%、25.84%、1.19%、19.51%。

其中抗病性最强的 1406#是 1005#的自交后代 , 

1005#与其他家系杂交后代的抗病力有强也有弱, 

1005#与09104#的杂交后代为1417#, 1005#与0915#

的杂交后代为1418#, 它们的存活率分别为32%和

25.84%, 都高于平均存活率, 张英平等[17]实验结

果表明, F1005#后代感染存活率较高, 且1005#自

交家系1305#存活率仅次于存活率最高的家系

1331#, 但是当时主要认为0768#后代抗病能力较

强 , 而本次实验中0768#子一代1410#、1435#、

1437# (0768#雌核发育后代), 它们的存活率分别

为: 24.71%、9.52%、5.68%都相对较低。而0768#

子二代也就是09104#子一代的抗病性却又都比较

高, 未来可再建立0768#子一代, 子二代家系进行

抗病性对比。 

 本次实验存活率大于 30%的 7个家系中, 有

3 个是 0915#的后代, 它们分别是 1401#、1421#、

1422#。而 0915#是抗鳗弧菌病能力强的家系 [33], 

所以 0915#的后代也可能同 09104#的后代类似 , 

同时具有较好的抵抗两种细菌的能力。 

3.3  环境条件对实验结果的影响 

实验的平均存活率为 20.29%, 比预期的 50%

低得多, 可能是实验水温比预实验水温降低 2℃

左右引起, 覃川杰等[34 ]认为水体温度的变化会扰

乱内分泌系统稳定、削弱鱼类机体免疫能力等。

本实验最高成活率为 51.19%, 最低成活率为

1.19%, 相差 50%, 这与陈松林等[16]的实验结果: 

抗病力最强的家系和抗病力最差的家系在病原菌

感染后的成活率上相差 50%以上相一致, 表明该

实验结果在抗病选育中是有效的。 

3.4  展望 

本实验筛选出 7 个抗迟缓爱德华氏菌病能

力强的牙鲆家系, 特别是 1406#家系 , 它的感染

存活率为 51.19%, 远远高于平均存活率 20.29%, 

其生长性状指标也较好 , 可以将其应用在渔业

生产中, 以期带来较好的经济效益。本研究推断

0915#与 09104#后代可能同时具有抗迟缓爱德华

氏菌病与抗鳗弧菌病的能力。同时, 可以借鉴本

研究结果 , 在今后的牙鲆家系抗病选育中 , 着

重建立 09104#、0915#、1005#家系的杂交与自交

以及雌核发育后代 , 为牙鲆抗病育种奠定重要

基础。  
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Screening for resistance to Edwardsiella tarda in different families of 
Japanese flounder, Paralichthys olivaceus 
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Abstract: Edwardsiella tarda is a significant pathogenic bacterium that causes considerable economic losses in floun-
der aquaculture. We created 47 flounder families using parental fish resistant to E. tarda and screened them long term 
through cross-fertilization, self-crossing, and gynogenesis experiments during April–June 2014. We infected 39 floun-
der families with E. tarda from June–October. The half lethal bacterial concentration was determined to be 80 in each 
family using a small number of flounder in a preliminary experiment. Survival rate was 1.19%–51.19% (mean, 20.29%). 
Seven families with survival rates >30% were most able to resist E. tarda; the nine families with survival rates of 
20.29%–30% had normal resistance to E. tarda; and the 23 families with survival rates < 20.29% were least resistant to 
E. tarda. Family 1406 had the best resistance, which was self-crossed with 1005. The families with the best resistance 
were all descendants of families 1005, 09104, and 0915. Family 09104 was a descendant of family 0768, which was 
resistant to Vibrio anguillarum, and was self-crossed with family 1005 and a Korean group. Family 0915 was 
cross-fertilized with Korean and Japanese groups. These disease-resistant flounder could be popularized as new strains 
to reduce the occurrence of virulent ascitesosis disease. 
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