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摘要! 为获知近年广西罗非鱼链球菌病流行菌种及其基因型变化信息!采用特异 7-$方法对

2331(2342 年从广西发病罗非鱼分离获得的 00 株临床菌株进行鉴定!并通过脉冲电场凝胶

电泳"7(S,#对 2331(2344 年分离获得的 /0 株流行菌株进行基因型分析$ 结果显示!其中

23 株鉴定为海豚链球菌其余 70 株鉴定为无乳链球菌$ 2331(2330 年获得的 4: 株流行菌株

中有 48 株为海豚链球菌":910C#!仅 4 株无乳链球菌&233:(2342 年分离的 78 株流行菌株

中 71 株为无乳链球菌":111C#!仅 2 株海豚链球菌$ 7(S,图谱聚类显示!海豚和无乳链球

菌分别聚类为两个大分支!23 株海豚链球菌共产生 9 种 7(S,带型!带型相似度为 8/1:C>

433C&40 株无乳链球菌共产生 7 种 7(S,带型!带型相似度为 9019C>433C$ 研究表明!广

西罗非鱼链球菌病流行菌种已从过去"2338 年前#以海豚链球菌为主转变为现在"233:(2342

年#以无乳链球菌为主&流行菌株 7(S,基因型存在多样性$

关键词! 罗非鱼& 无乳链球菌& 海豚链球菌& 脉冲场凝胶电泳& 基因型

中图分类号! *:9/5555555555555文献标志码'&

55链球菌病是罗非鱼养殖高温季节最主要的传

染性病害"每年给我国罗非鱼产业造成巨额经济

损失+ 2334-2337 年"我国罗非鱼养殖零星出现

链球菌病"但发病率极低#314C以下$

)4*

'2331-

2330 年"该病发生率明显上升#7C>43C$"并在

个别养殖场造成了 7C>47C的累计死亡率'2338

年"该病几乎不发生'而 233:-2342 年连续 9 年"

链球菌病在我国罗非鱼主要养殖区大面积暴发流

行"累计死亡率在 47C>:7C之间"发病区域逐年

扩大(发病率和死亡率逐年递增"大批鱼苗因感染

链球菌死亡
)4 69*

+ 祝瞡琳等 )/*

"郭玉娟等
)9*

"李

波等
)7*

和谭晶晶等
)1*

等 233:-2344 年分别对广

东(广西和海南罗非鱼链球菌病部分病例进行了

病原分离鉴定报道+ 根据本实验室调查统计"

2342 年该病给罗非鱼养殖业造成的经济损失约

43 >47 亿元"链球菌病已严重影响我国罗非鱼产

业的可持续发展+ 显然"近年我国罗非鱼链球菌

病发生了巨大变化"病情越发复杂"预防和治疗难

度增大"这是否意味着流行菌种或菌型发生变化"

目前相关研究报道还未能很好的阐明这些问题+

感染罗非鱼的链球菌主要是海豚链球菌

#J)$-A),',''/+%<%#-$和无乳链球菌#J)$-A),',''/+

#B#2#')%#-$

)0*

+ 生化鉴定(单克隆抗体(7-$技术

和 41*$%&序列分析均能很好的区分两个菌种"

但这些方法均不能很好区分菌株间的细微差

异
)8 644*

+ 传统血清型和分子血清型分析常作为

重要手段用于流行菌株抗原差异研究"但到目前

罗非鱼无乳链球菌仅检测到 ):()H 和 )))/ 个血清

型"原因可能是用于检测的标准血清为人源无乳

链球菌制备
)42 649*

"难于对罗非鱼链球菌病流行菌
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株进行更详细更精确的区分+ 实验主要利用

7-$和 7(S,技术对我国罗非鱼主要养殖省份广

西过去 0 年#2331-2342 年$分离的流行菌株进

行菌种和基因型分析"旨在为分析我国罗非鱼链

球菌病的分子流行病学和区域流行特征提供科学

依据+

45材料与方法

!"!#标准菌株

海豚链球菌#J:%<%#-$标准菌株 &N--2:408(

无乳链球菌标准菌株 &N--20:71(停乳链球菌

#J:4*+B#2#')%#-$标准菌株 %-N-9//7(副乳链球

菌#J:A#$#/1-$%+$标准菌株 P---&343/: 和格氏

链球菌#J:B,$4,<%%$标准菌株 P---&30842 均购

自中国微生物菌种保藏中心+

!"$#流行菌株分离与培养

2331-2342 年"对广西罗非鱼主要养殖区域

南宁(北海(钦州(柳州(玉林(河池(崇左及百色共

8 个地区的 03 个罗非鱼养殖场 7 >4 333 ? 不同

规格的发病鱼进行细菌分离+ 每个发病养殖场选

取 1 >43 尾出现体表发黑(眼球突出(眼角膜变

白(游姿异常(腹水(鳃盖或鳍条基部出血等症状"

或未见明显症状的急性死亡罗非鱼进行血平板划

线细菌分离"接种部位为发病鱼脑(肝或鳍条基

部+ 28 M培养 29 >98 G"挑取单个菌落进行纯化

培养+ 应用 KK'-I=EF:0微生物鉴定系统对纯化

的菌株进行生化鉴定+

!"(#二重 NIR鉴定

实验对 2331-2342 年分离的 00 株临床菌株

进行二重 7-$鉴定+ 细菌 5%&抽提!细菌于

N*K液体培养基 28 M培养 29 G"取 417 9'菌液

43 333 I69;3 离心 43 9;3"弃上清液"按细菌 5%&

抽提试剂盒#N)&%S,%$说明书提取菌体 5%&"

623 M保存备用+ 7-$扩增!海豚和无乳链球菌

特异 7-$扩增引物分别参考黎炯等
)47*

和 X0/FL;3

等
)41*

报道方法设计引物"建立罗非鱼海豚和无乳

链球菌二重 7-$鉴定方法+ 无乳链球菌上下游

引 物 分 别 为 +4 # 7U8&&S-SNSN&NN--&S8

&NNN--N8/U$和 +2 #7U8-&SN&&N-&&S---&8

S-&&8/U$"扩增片段大小为 909 HO'海豚链球菌

上下游引物分别为 74 # 7U8-N&S&SN&-&-&8

NSN&-NN&&S8/U$和 72 # 7U8SS&NNNN--&-N8

---&NN&-8/U$"扩增片段大小为 2:1 HO+ 为验

证引物特异性"实验选择可感染淡水鱼的海豚链

球菌标准菌株 &N--2:408(无乳链球菌标准菌株

&N--20:71(停乳链球菌标准菌株 %-N-9//7(副

乳房链球菌标准菌株 P---&343/: 和格氏链球

菌标准菌株 P---&30842 为参考菌株进行引物

的特异性 7-$扩增验证+ 7-$反应体系 73

!

'"

含 5%&模板 213

!

'#约 73 3?$"引物 +4 和 +2(

74 和 72 各 213

!

'"其余组分按照 ,Z 5#6 酶

#N:Y:$:$说明书"反应在 K;/8$:A 7-$仪上进

行"反应条件为 :9 M 7 9;3":9 M /3 E"78 M

/3 E"02 M 97 E"/7 个循环"02 M 43 9;3+

!")#(W 株临床菌株的 NAKQ基因型分析

实验对 2331-2344 年分离获得的 /0 株临床

菌株进行 7(S,型分析"5%&脉冲场凝胶电泳分

析参照 "0;R4;I:等
)40*

报道的方法进行+ 主要步

骤!细菌培养于 7C的血平板"培养 98 G'用细胞

悬浮液#NI;E8+-0317 9/06'",5N&4 9/06'"O+

813$冲洗平板"收集细菌+ 用 23 9?69'的溶菌

酶#*;?9:$和 23 9?69'的蛋白酶 Y#*;?9:$消

化收集的细菌+ 将细菌悬浮液与等体积的413C

低熔点琼脂糖#-:9HI4Z$混合后加至 73

!

'模具

中+ 凝结胶块溶解在 -'K中#4 9/06'NI;E8+-0"

4 9/06',5N&"4C *:IB/E=4"314 9?69'蛋白酶

Y$+ 用 2 # J&#

#

#N:Y:$:$对胶块 5%&进行

酶切+ 胶块在 -+,(P:OO4IQ&脉冲场电泳仪

#K;/8$:A$进行电泳"程序如下!始末脉冲时间为

9 >93 E"电泳时间为 24 G"电压为 1 .6B9+ 7(S,

图像分析和比对采用 K;/%294I;BER4IE;/3 117 软

件#&OO0;4A P:FGEK.K&$+

25结果

$"!#流行菌株分离与生化鉴定

所有疑似链球菌病罗非鱼均分离到链球菌"

2331-2330 年发病养殖场累计死亡率在 7C>

47C之间"233:-2342 年累计死亡率在 47C>

:7C不等+ 水温低于 28 M很少发生该病"水温超

过/2 M时"发病率和死亡率明显上升+ 大部分临

床菌株在血琼脂平板培养 29 G"可生成直径 4 99

大小(边缘整齐(突起(乳白色菌落'极小部分流行

菌株生长速度较慢"在血琼脂平板培养 98 G"才呈

现 4 99大小(边缘不整齐(扁平(透明菌落+ 经

鉴定"生长快的为 ):血清型无乳链球菌菌株"生

长慢的为 )H 血清型无乳链球菌菌株+ 所有菌株

82:
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在血平板呈现
'

溶血"革兰氏染色阳性"大多数

呈长链或短链排列"少数为单个分布+ 实验共分

离获得 00 株罗非鱼链球菌临床菌株"菌株相关信

息见表 4+ 生化测定结果表明"00 株菌株均为过

氧化氢酶阴性"无运动性"

'

溶血"43 M不生长"

97 M生长'接触酶阴性"水解七叶灵(精氨酸'.7

实验和脲酶实验阴性'发酵葡萄糖(水杨苷和蔗

糖"不发酵阿拉伯糖(菊糖(乳糖(蜜二糖(棉子糖

和山梨醇"其中 70 株水解马尿酸盐但不水解淀

粉"23 株不水解马尿酸盐但水解淀粉+ 根据 1伯

杰氏系统细菌学手册2 #第 : 版$中对链球菌的描

述"70 株鉴定为无乳链球菌"23 株鉴定为海豚链

球菌#表 2$+

表 !#$DDJ&$D!$ 年从广西分离获得的 WW 株罗非鱼链球菌病流行菌株信息表

+,-"!#WW 341,/<329D"*2*'&,<=D"'9'6'#,*'&/326,45=9128 4/6,7/, /<K;,<>T/-54F55<$DDJ&$D!$

菌株编码

EFI:;3 B/A4

宿主6器官

G/EF6/I?:3

分离地点6养殖场

;E/0:F;/3 0/B:0;F=6J:I9

分离时间

F;94

7-$鉴定结果

I4E20F/J7-$

基因型

7(S,F=O4

SQ334 罗非鱼6脑 南宁市邕江6&4 2331839 J:%<%#- (

SQ33/ 罗非鱼6肝 南宁市邕江6&2 233183: J:%<%#- (

SQ339 罗非鱼6脑 南宁市横县西津6&/ 2331830 J:%<%#- (

SQ337 罗非鱼6脑 南宁市横县莲塘6&9 2331830 J:%<%#- (

SQ331 罗非鱼6肾 南宁市横县莲塘6&7 233183: J:%<%#- (

SQ330 罗非鱼6脑 南宁市横县莲塘6&1 233183: J:%<%#- (

SQ33: 罗非鱼6脑 南宁市邕江6&0 2331839 J:%<%#- +

SQ343 罗非鱼6脑 南宁市横县莲塘6&8 2331844 J:%<%#- (

SQ344 罗非鱼6脑 南宁市横县南乡6&: 2330831 J:%<%#- (

SQ342 罗非鱼6肾 南宁市横县南乡6&43 2330831 J:%<%#- (

SQ34/ 罗非鱼6肝 南宁市武鸣县6&44 2330831 J:%<%#- (

SQ349 罗非鱼6肝 南宁市邕江6&42 2330831 J:%<%#- (

SQ347 罗非鱼6肝 北海市合浦县6K4 2330831 J:#B#2#')%#- 5

SQ348 罗非鱼6脑 南宁市邕江6&4/ 2330842 J:%<%#- S

SQ34: 罗非鱼6脑 南宁市邕江6&49 2330842 J:%<%#- S

SQ323 罗非鱼6脑 南宁市邕江6&47 2330842 J:%<%#- S

SQ324 罗非鱼6脑 南宁市邕江6&41 2330842 J:%<%#- S

SQ322 罗非鱼6脑 南宁市邕江6&40 2330842 J:%<%#- S

SQ32/ 罗非鱼6脑 南宁市邕江6&48 2330842 J:%<%#- S

SQ329 罗非鱼6脑 钦州市浦北县6-4 233:831 J:%<%#- (

SQ327 罗非鱼6脑 钦州市浦北县6-2 233:831 J:%<%#- (

SQ321 罗非鱼6脑 百色市西林县654 233:83: J:#B#2#')%#- ,

SQ320 罗非鱼6脑 北海市金海湾6K2 2343830 J:#B#2#')%#- &

SQ328 罗非鱼6脑 北海市南瑶6K/ 2343838 J:#B#2#')%#- -

SQ32: 罗非鱼6脑 北海市平阳镇6K9 2343838 J:#B#2#')%#- -

SQ3/3 罗非鱼6脑 北海市平阳镇6K7 2343838 J:#B#2#')%#- -

SQ3/4 罗非鱼6脑 南宁市三塘6&4: 234383: J:#B#2#')%#- -

SQ3/2 罗非鱼6脑 柳州市沙塘镇6,4 2343843 J:#B#2#')%#- 5

SQ3/9 罗非鱼6脑 北海市银海区6K1 2344830 J:#B#2#')%#- -

SQ3/7 罗非鱼6脑 北海市垌尾6K0 2344838 J:#B#2#')%#- -

SQ3/1 罗非鱼6脑 北海市垌尾6K8 2344838 J:#B#2#')%#- -

SQ3/8 罗非鱼6脑 北海市庙山6K: 2344838 J:#B#2#')%#- -

SQ3/: 罗非鱼6脑 北海市庙山6K43 2344838 J:#B#2#')%#- -

:2:
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续表 !

菌株编码

EFI:;3 B/A4

宿主6器官

G/EF6/I?:3

分离地点6养殖场

;E/0:F;/3 0/B:0;F=6J:I9

分离时间

F;94

7-$鉴定结果

I4E20F/J7-$

基因型

7(S,F=O4

SQ394 罗非鱼6脑 北海市银海区6K1 2344838 J:#B#2#')%#- -

SQ392 罗非鱼6脑 玉林市博白县东平镇6(4 2344838 J:#B#2#')%#- K

SQ39/ 罗非鱼6肝 玉林市博白县东平镇6(4 2344838 J:#B#2#')%#- -

SQ398 罗非鱼6脑 玉林市博白县东平镇6(2 2344838 J:#B#2#')%#- -

SQ39: 罗非鱼6脑 玉林市博白县东平镇6(2 2342830 J:#B#2#')%#- -

SQ373 罗非鱼6脑 玉林市博白县宁潭镇6(/ 2342830 J:#B#2#')%#- -

SQ374 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&23 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ372 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&24 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ37/ 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&22 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ379 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&2/ 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ377 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&29 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ371 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&27 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ370 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&21 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ378 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&20 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ37: 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&28 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ313 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&2: 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ314 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&/3 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ312 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&/4 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ31/ 罗非鱼6脑 南宁市三塘镇6&/2 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ319 罗非鱼6脑 柳州市鱼峰区6,2 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ317 罗非鱼6脑 柳州市柳江县成团镇6,/ 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ311 罗非鱼6脑 柳州市柳江县成团镇6,/ 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ310 罗非鱼6脑 柳州市沙塘农场6,9 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ318 罗非鱼6脑 柳州市沙塘农场6,9 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ31: 罗非鱼6脑 柳州市鱼峰区6,7 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ303 罗非鱼6脑 柳州市柳南区6,1 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ304 罗非鱼6脑 柳州市沙塘农场6,9 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ302 罗非鱼6脑 河池市宜州六坡水库6#4 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ30/ 罗非鱼6脑 钦州市钦南区6-/ 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ309 罗非鱼6脑 玉林市玉州区茂林镇6(9 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ307 罗非鱼6脑 玉林市玉州区腾阳村6(7 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ301 罗非鱼6脑 玉林市玉州区竹美6(1 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ300 罗非鱼6脑 玉林市二环路6(0 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ308 罗非鱼6脑 崇左市扶绥县中东6.4 2342838 J:#B#2#')%#- -

SQ30: 罗非鱼6脑 百色市田东县652 234283: J:#B#2#')%#- -

SQ383 罗非鱼6脑 百色市田阳县65/ 234283: J:#B#2#')%#- -

SQ384 罗非鱼6脑 南宁西乡塘区那龙6&// 234283: J:#B#2#')%#- -

SQ382 罗非鱼6脑 北海市靖海镇垌尾6K44 234283: J:#B#2#')%#- -

SQ38/ 罗非鱼6脑 北海海城区军屯村6K42 234283: J:#B#2#')%#- -

SQ389 罗非鱼6脑 北海海城区高德办6K4/ 234283: J:#B#2#')%#- -

SQ387 罗非鱼6脑 北海银海区平阳镇6K49 234283: J:#B#2#')%#- -

SQ381 罗非鱼6脑 北海银海区平阳镇6K47 234283: J:#B#2#')%#- -

SQ380 罗非鱼6脑 柳州市柳北区农场6,0 2342831 J:#B#2#')%#- -

SQ388 罗非鱼6脑 柳州市柳北区农场6,8 2342831 J:#B#2#')%#- -

3/:
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表 $#部分临床菌株生化指标

+,-"$#Y/20?58/0,6/<=5T53295/>?406/</0,6341,/<3

检测指标

A4F4BF;/3 ;3A4Z4E

海豚链球菌 J:%<%#-

SQ334 SQ33: SQ344 SQ34: SQ347

无乳链球菌 J:#B#2#')%#-

SQ321 SQ320 SQ3/7

接触酶#B:F:0:E4$ 6 6 6 6 6 6 6 6

.7试验 6 6 6 6 6 6 6 6

溶血类型
' ' ' ' ' ' ' '

七叶灵#,*-$ 6 6 6 6 6 6 6 6

精氨酸#&$S$ 6 6 6 6 6 6 6 6

脲酶##$,$ 6 6 6 6 6 6 6 6

马尿酸#7V$$ 6 6 6 6 = = = =

葡萄糖#(S%$ = = = = = = = =

水杨酸#*&'$ = = = = = = = =

蔗糖#*#-$ = = = = = = = =

淀粉#7#'$ = = = = 6 6 6 6

阿拉伯糖#&$&$ 6 6 6 6 6 6 6 6

菊糖#)%#$ 6 6 6 6 6 6 6 6

乳糖#'&-$ 6 6 6 6 6 6 6 6

蜜二糖#P,'$ 6 6 6 6 6 6 6 6

棉子糖#$&($ 6 6 6 6 6 6 6 6

山梨醇#*"$$ 6 6 6 6 6 6 6 6

注!SQ334(SQ33:(SQ344(SQ34: 为海豚链球菌菌株'SQ347(SQ321(SQ320(SQ3/7 为无乳链球菌菌株+

%/F4E!SQ334"SQ33:"SQ344"SQ34: >4I4J:%<%#-EFI:;3E'SQ347"SQ321"SQ320"SQ3/7 >4I4J:#B#2#')%#-EFI:;3E1

$"$#二重 NIR鉴定

2331-2342 年从广西分离获得的 00 株临床

菌株经特异 7-$扩增"23 株鉴定为海豚链球菌"

其余 70 株鉴定为无乳链球菌+ 引物特异性实验

结果如图 4"实验选择可感染淡水鱼的停乳链球

菌标准菌株 %-N-9//7(副乳链球菌标准菌株

P---&343/: 和 格 氏 链 球 菌 标 准 菌 株

P---&30842 四株对照菌株及空白孔均未扩增

出任何条带" 为阴性'无乳链球菌标准菌株

&N--20:71 及无乳链球菌 7 个基因型代表菌株

#SQ321"SQ320"SQ328"SQ3/2"SQ392$均扩增

出 909 HO 大小的特异性条带'海豚链球菌标准菌

株 &N--2:408 及海豚链球菌 / 个基因型代表菌

株#SQ337"SQ33: 和 SQ322 $均扩增出 2:1 HO

大小的特异性条带+ 同时"测序结果进一步验证

了 7-$检测方法的准确性+ 00 株流行菌株 7-$

鉴定结果见表 4+

图 !#海豚链球菌与无乳链球菌二重 NIR鉴定引物特异性扩增验证

41标准菌株 &N--2:408# J:%<%#-$与 &N--20:71 # J:#B#2#')%#-$混合物' 21标准菌株 &N--20:71 # J:#B#2#')%#-$ ' /1标准菌株

&N--2:408# J:%<%#-$ ' 9 >11分别为标准菌株 %-N-9//7 # J:4*+B#2#')%#-$ "P---&343/: # J:A#$#/1-$%+$ "P---&30842 # J:

B,$4,<%%$ ' 0 >441分别为临床菌株 SQ320(SQ392(SQ328(SQ3/2 和 SQ321' 42 >491分别为临床菌株 SQ337(SQ322 和 SQ33:'

471为空白对照' P15%&分子量标记#5'2333"上到下!2 333(4 333(073(733(273 和 433 HO$ +

A/>"!#P51/9/0,4/2<294?53750/9/0/4@ 29D"*2*'&,<=D"'9'6'#,*'&3750/9/071/8513921

4?5/=5<4/9/0,4/2<2934157420200,6341,/<3

':34E4 647 I4OI4E43FI4J4I43B4EFI:;3 &N--2:408# J:%<%#-$:3A &N--20:71# J:#B#2#')%#-$ "&N--20:71# J:#B#2#')%#-$ "&N--2:408

# J:%<%#-$ "%-N-9//7 # J:4*+B#2#')%#-$ "P---&343/: # J:A#$#/1-$%+$ "P---&30842 # J:B,$4,<%%$ "B0;3;B:0;E/0:F4EFI:;3E#E44N:H04

4$SQ320"SQ392"SQ328"SQ3/2"SQ321"SQ337"SQ322"SQ33: :3A H0:3L B/3FI/0"I4EO4BF;R40=1P I4OI4E43FE5'2333 5%& E;<4

9:IL4I"2 333"4 333"073"733"273 :3A 433 HO#F/O F/ H/FF/9$1
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$"(#NAKQ基因型分析

如图 2 所示"2331-2344 年分离的 /0 株临床

菌株基因组 5%&被 J&#

#

消化后"无乳链球菌

菌株产生 0 >44 种条带"大小在 43 >873 LH 之

间'海豚链球菌流行菌株产生 42 >4/ 种条带"大

小在 43 >123 LH 之间+ 基于7(S,带型进行聚类

分析"将无乳链球菌和海豚链球菌病流行菌株分

为 2 个大的进化分支"两者带型相似度仅为

/710C+ 40 株无乳链球菌被分为 7 种 #&(K(-(

5和 ,$不同的 7(S,基因型"相似度在 9019C>

433C"其中基因 -型为优势基因型"占已分析无

乳链球菌总数的 0317:C#42640$+ 23 株海豚链

球菌产生 9 种 #((S(+和 )$7(S,带型"相似度

在 :918C >433C" 其 中 (为 优 势 基 因 型

#17133C"4/623$+

图 $#$DDJ&$D!! 年广西罗非鱼主要养殖区分离获得的 (W 株临床菌株 NAKQ聚类分析

A/>"$#+?582650;6,14@7/<> 153;64-@ NAKQ294?5(W 34157420200,6341,/<3/326,45=9128

4/6,7/, 02<05<41,45=,:;,0;64;15,15,329K;,<>T//<$DDJ&$D!!

/5讨论

广西罗非鱼链球菌病日趋严重"并有逐年变

化的趋势+ 截至目前"有关广西罗非鱼链球菌病

流行菌株的相关研究很少"只对个别病例的临床

菌株进行了菌种鉴定
)2"4/"48*

+ 实验所用菌株为

2331-2342 年从广西罗非鱼集中养殖区分离菌

株"分别来源于广西南宁(北海(钦州(柳州(玉林(

河池(崇左及百色共 8 个地级市的 03 个罗非鱼养

殖场"在时间和地域上具有很好的代表性+ 7-$

鉴定结果显示"2330 年以前分离获得的临床菌株

有 :910C #4864: $为海豚链球菌"仅 71/C # 46

4:$为无乳链球菌'233:-2342 年分离到的临床

菌株有 :1177C#71678$为无乳链球菌"仅 /197C

2/:
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#2678$为海豚链球菌+ 这一结果表明"广西罗非

鱼链球菌病流行菌种以 2338 年为界发生了根本

性更替"由原来#2338 年前$的海豚链球菌为主转

变为现在#233: 年后$的以无乳链球菌为主+ 这

种转变"推测与 2338 年中国南方大部分地区出现

罕见低温气候有关+ 2338 年 2 月"中国南方地区

发生 73 年一遇的冻灾天气"持续一个月低温天

气"致使南方地区 :7C罗非鱼全部冻死"当年没

有出现暴发罗非鱼链球菌病和分离获得链球菌相

关报道+ 本实验室通过比较持续低温条件下

#8 >43 M$两种链球菌的生存能力和感染能力"

已证实当年持续低温和菌种本身致病力差异是我

国罗非鱼流行菌种在 2338 年发生更替的直接

原因+

7(S,结果显示"广西各地罗非鱼链球菌病

流行菌株基因型存在差异+ 北海市流行菌株基因

型有 &(-和 5共 / 个基因型"但以 -型为优势

基因型'百色市分离的菌株为 ,型'柳州市分离

的菌株为 5型'玉林市分离的菌株有 K和 -型"

但以 -型为优势基因型'南宁市流行菌株基因型

最多"2331-2330 年分离的 48 株海豚链球菌分

为 ((S(+ / 个基因型'233:-2344 年分离的 41

株为无乳链球菌分为 &(K(-(5和 ,9 个基因

型+ 这种流行菌型区域多样性可能与罗非鱼养殖

苗种及人员流通相关+ 因为饲料等养殖物质运

输(活鱼运输(水流#海洋(湖泊(河流和地下水$(

人员流动和产品贸易等因素是该病流行菌株传播

的主要途径
)4: 623*

+ 南宁是广西鱼苗的中转站"所

以临床菌株基因型最多"北海和玉林毗邻广东和

海南两省"鱼苗及鱼种(人员频繁往来于 / 地"因

此流行菌株基因型较多'柳州和百色两市分别处

于广西中北部和西部"地理位置离广西罗非鱼主

产区相对偏远"苗种来源单一"对外物质和人员交

流也相对较少"因此菌株基因型较少+ 同时"各年

份优势菌群也存在较大差异+ 2331-2330 年广

西优势菌群为 (型海豚链球菌'233:-2344 年广

西优势菌群为 -型无乳链球菌+ 7(S,是细菌分

子分型的重要方法之一
)24 622*

"具有可重复性(实

验室间可比性以及分辨力强特点+ 建立广西罗非

鱼链球菌流行菌株 7(S,分型图谱数据库"可很

好的鉴定比较菌株差异"进而分析感染来源和暴

发因素"较准确掌握该病病原的变化特点和趋势"

为科学防控及其疫苗研发应用提供直接依据+

罗非鱼链球菌已严重威胁到人类健康与安

全+ 截至目前"在北美和亚洲已有 : 例罗非鱼海

豚链菌感染人的病例报道"感染途径均是患者直

接接触发病罗非鱼
)2/*

+ 同时"研究已证实无乳链

球菌可以在人(奶牛(小鼠(蜥蜴和罗非鱼间进行

交叉感染
)29 621*

+ 实验发现"从同一尾罗非鱼的脑

#SQ392$和肝#SQ39/$分别分离到 K和 -两个

基因型菌株+ 74I4;I:等
)27*

用 7(S,方法对巴西

罗非鱼链球菌临床菌株分型研究也发现同一养殖

场可分离到不同基因型的菌株+ 不同基因型菌株

在同一个体或环境相聚为菌株基因重组或菌株变

异提供了有利条件"这种基因重组或变异为菌株

突破宿主屏障#动物与动物"人与动物$提供了可

能+ 因此"开展罗非鱼链球菌病流行菌株基因型

分析与监测"不仅为罗非鱼链球菌病的预防和控

制提供依据"也为进一步研究链球菌宿主种间屏

障突破机制提供重要信息+
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