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无乳链球菌感染尼罗罗非鱼的脑膜炎模型
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摘要：针对尼罗罗非鱼无乳链球菌病的致病机制，本实验建立了无乳链球菌感染尼罗罗非鱼致

脑膜炎的模型，并制定相应的临床症状及组织病理学评分系统对其进行了研究。将４３尾健康尼
罗罗非鱼随机分为４组：对照组（ｎ＝１０）和３个实验组（ｎ＝３３）。３个实验组根据不同感染剂量
分为１０×１０６ｃｆｕ组（ｎ＝１１）、１０×１０７ｃｆｕ组（ｎ＝１１）和１０×１０８ｃｆｕ组（ｎ＝１１）。实验组分别将
１０×１０６、１０×１０７和１０×１０８ｃｆｕ的无乳链球菌菌液腹腔注射尼罗罗非鱼复制脑膜炎模型。对
感染尼罗罗非鱼的临床症状、剖检病变、脑组织（端脑、中脑、小脑、延脑）病理学进行判定，并结合

细菌学检测，按照拟定的评分系统评价各组脑膜炎的造模效果，确定最佳造模方案。各实验攻毒

组尼罗罗非鱼感染后２ｄ均出现不同程度死亡，未见明显神经症状。感染３ｄ后鱼体开始出现异
常活动的神经症状及突眼、角膜混浊等病理变化。病理组织学观察可见：蛛网膜下腔和脑软膜上

有大量炎性渗出和染成蓝紫色微细颗粒的细菌团块，脑膜充血、水肿、疏松、增厚，有大量的中性

白细胞等炎性细胞浸润；脑实质部基质疏松水肿，呈海绵状；脑组织炎性细胞浸润，胶质细胞增

生等软脑膜炎、脑膜脑炎症状。比较各组得分发现，１０×１０７ｃｆｕ组的无乳链球菌攻毒尼罗罗非鱼
造模效果最好：临床症状显著而组内尼罗罗非鱼差异性最小，组织病理学观察患病尼罗罗非鱼病

情和缓适中、利于观察研究。综上，使用 １０×１０７ｃｆｕ无乳链球菌腹腔攻毒尼罗罗非鱼可在第３
天成功构建脑膜炎模型，造模率为１００％。
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　　无乳链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅ），又称
Ｂ族链球菌（ｇｒｏｕｐＢｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ，ＧＢＳ）。１８７０
年初，ＧＢＳ作为牛的乳房炎病原开始引起人们关
注。之后，ＧＢＳ成为引起新生儿或婴儿的化脓性
脑膜炎、脑水肿、脑脓肿等神经系统疾病的重要病

原，再次引起人们的重视。１９６６年在淡水鱼金色
美鳊（Ｎｏｔｅｍｉｇｏｎｕｓｃｒｙｓｏｌｅｕｃａｓ）中分离出 Ｂ群链
球菌，并相继出现多例鱼类感染病例。由于无乳

链球菌具有广泛的感染宿主
［１］
，且可跨种间传

播
［２］
，能够引起人类脑膜炎

［３－５］
，新生儿败血

症
［６－７］

和肺炎
［８］
。由无乳链球菌导致的牛乳腺炎

是影响牛奶产量的主要原因
［９－１０］

。

罗非鱼（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｓｐ．）是联合国粮食与农
业组织（ＦＡＯ）推荐的 ２１世纪全球最重要的水产
养殖品种之一。在中国，其产量和出口量高居全

球第一。截至２０１０年，产量最多的水产品种是尼
罗罗非鱼（Ｏ．ｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）。链球菌是危害罗非鱼养
殖业最为严重的病原菌，其影响面积覆盖全球。

２００９年起，我国海南、广东等罗非鱼养殖地区暴
发了无乳链球菌病，其危害之大，被称为罗非鱼养

殖业的“Ｈ１Ｎ１”；至今，罗非鱼无乳链球菌的致病
机制和有效防治方法仍是国内外研究热点。
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众多临床症状表明，脑膜炎是感染罗非鱼无

乳链球菌病的一个重要的特征性临床症状
［１１－１３］

。

病鱼常表现出不同程度的精神萎靡、眼球突出、狂

游、平衡丧失等神经系统病症，以及脑膜充血水

肿、粒细胞浸润的病理学变化。迄今为止，对由无

乳链球菌引起的罗非鱼中枢神经系统损伤机制仍

不清楚。相比之前无乳链球菌脑膜炎在幼鼠

（Ｒａｔｔｕｓ）［１４］和斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）［１５］中的报道，
本实验指出尼罗罗非鱼是另一个研究无乳链球菌

脑膜炎发病机理的有价值的体内模型。此模型能

够为揭示无乳链球菌侵入中枢神经系统的分子机

理，入侵后对机体的影响和追踪疾病的发展，攻克

无乳链球菌疾病提供一种工具或手段。因此，本

研究拟通过使用不同剂量无乳链球菌腹腔攻毒尼

罗罗非鱼，检测其发病率、死亡率和临床症状，尤

其脑组织的病理剖检及组织学变化，建立尼罗罗

非鱼无乳链球菌脑膜炎的病理模型，以期为临床

诊断和进一步深入研究罗非鱼无乳链球菌脑膜炎

的病理机制提供理论参考。

１　材料与方法

１１　实验菌株
无乳链球菌标准菌株购于 ＡＴＣＣ菌种库（编

号：ＡＴＣＣ５１４８７）。
１２　实验对象

健康尼罗罗非鱼１００尾，体长（２０±５）ｃｍ，体
质量（２５０±１０）ｇ，购于成都双流某养殖渔场，置
于鱼病研究中心的鱼缸中驯养 １周，罗非鱼饵料
日投喂２次（８：３０和 １７：００），投饵率为体质量的
３％～５％，饲养温度（３０±２）℃。实验前采血检
测确认未受无乳链球菌感染。

１３　菌液的准备
将低温保存的无乳链球菌 ＡＴＣＣ５１４８７分离

株接种于脑心浸液琼脂培养基（ＢＨＩ）上，３７℃恒
温培养２４ｈ。挑取单个菌落接种于脑心浸液肉汤
中，３７℃恒温振荡培养２４ｈ。菌液经５０００×ｇ离
心５ｍｉｎ收集菌体，并用 ０８５％生理盐水调节浓
度至 １０×１０９、１０×１０８ 和 １０×１０７ｃｆｕ／ｍＬ
备用。

１４　脑膜炎模型的诱导
选择驯养后的健康尼罗罗非鱼４３尾，随机分

为４组：对照组（ｎ＝１０）和 ３个实验组（ｎ＝３３）。
３个实验组根据不同感染剂量分为 １０×１０６ｃｆｕ

组 （ｎ＝１１）、１０×１０７ｃｆｕ组 （ｎ＝１１）和
１０×１０８ｃｆｕ组（ｎ＝１１）。各实验组中 １０尾用于
腹腔注射对应剂量无乳链球菌，０１ｍＬ／尾；剩余
１尾作为哨兵动物（哨兵动物是指为查明某一特
定环境中某传染因子的存在状况，有意识地暴露

在该环境中的易感动物），并于实验前剪尾标记，

不作注射。对照组注射等量 ０８５％无菌生理盐
水。所 有 水 箱 关 闭 供 水 系 统，温 度 保 持

（３０±２）℃，每日换水１／３～１／２。连续观察１４ｄ，
记录鱼健康、行为状况和存活率，并对濒死鱼及时

剖检和取样。

１５　临床观察
每４～８ｈ监测每条尼罗罗非鱼的健康状况，

包括评价游泳和逃避行为。按照下述评分标准进

行打分，并记录时间。精神及运动状况：精神良

好，抓取时挣扎剧烈易于挣脱，游动正常记 ０分；

活动减少，抓取时挣扎剧烈但不易挣脱，游动缓慢

记１分；抓取时挣扎很难挣脱，呆滞停靠于鱼缸

角落，间歇性侧游、旋游记 ２分；抓取时挣扎微弱

或不挣扎，呈“假死”样呆立鱼缸中，持续性侧游、

竖游、旋游等异常游动记３分。眼球症状：无异常

记０分；眼球出血记 １分；单侧眼球突出或角膜

混浊记２分；双侧眼球突出或单侧突出并见眼球

角膜混浊记３分。

１６　细菌学检查

对濒死鱼使用 １５０ｍｇ／ＬＭＳ２２２麻醉，按如

下顺序采集血液、眼和脑组织样品进行细菌学检

测：（１）采取尾静脉血液拭子；（２）刺破角膜采集

眼内液拭子；（３）取出眼球采集眼腔拭子；（４）打

开颅腔采集脑拭子；（５）打开心包腔，采集心包腔

拭子。将上述拭子涂抹接种于 ＢＨＩ平板上，置于

３７℃过夜培养，观察细菌生长状况，革兰氏染色

观察细菌形态，并将上述细菌用于特异性 ＰＣＲ鉴

定，引物参考王均等
［１６］
设计的罗非鱼源无乳链球

菌毒力基因 ｃｆｂ的特异性引物。ＰＣＲ产物取５μＬ

用于琼脂糖凝胶电泳，检测扩增结果。

１７　解剖检查
对濒死鱼使用１５０ｍｇ／ＬＭＳ２２２麻醉处死并

进行剖检，按照上述步骤打开颅腔，观察脑的病理

变化。

１８　组织病理学检查
进行病理学观察后，将脑取出，使用 １０％中

４８８１
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性福尔马林固定。４８ｈ后取出，横剖分成 ４部分
（端脑、中脑、小脑和延脑）置于组织学包埋框中，

脱水、透明、包埋。制备石蜡切片（５μｍ），并用苏
木素和伊红染色（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎａｎｄｅｏｓｉｎ，Ｈ．Ｅ）。
显微镜观察各部位病理变化，并参照 Ｂａｕｍｓ等［１７］

评分体系（表 １）对炎症的程度和范围进行打分。
每尾尼罗罗非鱼中枢神经系统得分（α）为脑组织
划分的４个不同区域的分数总和除以 ４。各组得
分（β）由该组不同尼罗罗非鱼中枢神经系统的得
分（α）总和除以该组尼罗罗非鱼数量。

表 １　组织病理学评分系统
Ｔａｂ．１　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍ

炎症的程度和范围 ｄｅｇｒｅｅａｎｄｅｘｔｅｎｔｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ 得分 ｓｃｏｒｅ

轻度的，局灶性的 ｍｉｌｄ，ｆｏｃａｌ １

轻度的，多灶性的或弥漫性的 ｍｉｌｄ，ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌａｎｄｄｉｆｆｕｓｅ ２

轻度至中度，局灶性的 ｍｉｌｄｔｏｍｏｄｅｒａｔｅ，ｆｏｃａｌ ２

轻度至中度，多灶性的或弥漫性的 ｍｉｌｄｔｏｍｏｄｅｒａｔｅ，ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌａｎｄｄｉｆｆｕｓｅ ３

中度的，局灶性的 ｍｏｄｅｒａｔｅ，ｆｏｃａｌ ３

中度的，多灶性的或弥漫性的 ｍｏｄｅｒａｔｅ，ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌａｎｄｄｉｆｆｕｓｅ ４

轻度的，局灶性坏死 ｍｉｌｄ，ｆｏｃａｌｗｉｔｈｎｅｃｒｏｓｉｓ ４

中度至重度，多灶性的或弥漫性的 ｍｏｄｅｒａｔｅｔｏｓｅｖｅｒｅ，ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌａｎｄｄｉｆｆｕｓｅ ５

轻度至中度，多灶性的或弥漫性的坏死 ｍｉｌｄｔｏｍｏｄｅｒａｔｅ，ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌｏｒｄｉｆｆｕｓｅｗｉｔｈｎｅｃｒｏｓｉｓ ５

重度的，多灶性的或弥漫性的坏死 ｓｅｖｅｒｅｍｕｌｔｉｆｏｃａｌｏｒｄｉｆｆｕｓｅ ６

重度的局灶性坏死 ｓｅｖｅｒｅｆｏｃａｌｗｉｔｈｎｅｃｒｏｓｉｓ ６

中度至重度，多灶性或弥漫性坏死 ｍｏｄｅｒａｔｅｔｏｓｅｖｅｒｅ，ｍｕｌｔｉｆｏｃａｌｏｒｄｉｆｆｕｓｅｗｉｔｈｎｅｃｒｏｓｉｓ ６

重度的，多灶性或弥漫性坏死 ｓｅｖｅｒｅｍｕｌｔｉｆｏｃａｌｏｒｄｉｆｆｕｓｅｗｉｔｈｎｅｃｒｏｓｉｓ ７

２　实验结果

２１　临床症状及评分
对照组（ｎ＝１０）和哨兵鱼（ｎ＝３）临床症状观

察均 无 明 显 异 常。１０×１０６ ｃｆｕ（ｎ＝１０）、

１０×１０７ｃｆｕ（ｎ＝１０）和１０×１０８ｃｆｕ（ｎ＝１０）实验

组尼罗罗非鱼均在第 ３天开始出现死亡，并分别

在感染后第 １２天、第 ８天和第 ７天达到 １００％的

死亡率（图 １）。实验组攻毒尼罗罗非鱼感染后

１ｄ，仅１０×１０８ｃｆｕ组攻毒鱼表现轻度游动迟缓，

其他各组均无明显症状；１０×１０７ｃｆｕ组在感染

后３ｄ即出现突眼症状。各组尼罗罗非鱼出现突

眼或者角膜混浊症状的数量和时间：１０×１０６ｃｆｕ

（ｎ＝３）在第６天、第７天和第１１天；１０×１０７ｃｆｕ

（ｎ＝２）在第３天和第８天；１０×１０８ｃｆｕ（ｎ＝２）在

第６天和第７天。感染鱼出现典型的中枢神经系

统功能障碍症状表现为单侧性突眼（图版 Ｉ－１），

双侧性突眼（图版 Ｉ－２），角膜混浊（图版 Ｉ－３），

倒立游泳（图版 Ｉ－４），异常转圈（图版 Ｉ－５），在

鱼缸底部持续横游并撞击鱼缸（图版 Ｉ－６）。根

据脑膜炎的临床症状评分系统，对各组临床症状

进行评分（表２）。

图 １　３个不同剂量组（１０×１０６、１０×１０７和

１０×１０８ｃｆｕ）无乳链球菌（ＡＴＣＣ５１４８７）

感染尼罗罗非鱼的生存曲线

Ｆｉｇ１　Ｋａｐｌａｎｅ－ＭｅｉｅｒｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｏｆＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＳ．ａｇａｌａｃｔｉａｅ（ＡＴＣＣ５１４８７），ｔｈｒｅｅ

ｇｒｏｕｐｓｏｆｆｉｓｈ（ｎ＝１０）ｗｅｒｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｄｏｓｅｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄ（１０×１０６，１０×１０７

ａｎｄ１０×１０８ｃｆｕ）

２２　脑膜炎的解剖学检查
解剖学检查可见对照组（ｎ＝１０）和哨兵鱼

（ｎ＝３）脑为粉白色（图版Ⅱ－１），水润有光泽，脑脊
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液颜色均质、透明、有少量油滴（图版Ⅱ－３，图中箭
头所指）。各实验组（图版Ⅱ－２）尼罗罗非鱼脑出

现肿胀苍白（图版Ⅱ－４），脑脊液混浊、呈血样或铁
锈色（图版Ⅱ－５），甚至呈胶冻样（图版Ⅱ－６）。

表 ２　各组尼罗罗非鱼的临床症状评分系统
Ｔａｂ．２　ＣｌｉｎｉｃａｌｓｃｏｒｅｏｆｅａｃｈＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ

组

ｇｒｏｕｐｓ
Ｆ１ Ｆ２ Ｆ３ Ｆ４ Ｆ５ Ｆ６ Ｆ７ Ｆ８ Ｆ９ Ｆ１０

和

ｓｕｍ
平均

ｍｅａｎ
中位数

ｍｅｄｉａｎ
众数

ｍａｊｏｒｉｔｙ
标准差

ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ

１０×１０６ｃｆｕ ０ ０ ０ ２ ３ ３ ３ ４ ５ ６ ２６ ２６ ３ ０、３ ２１１９

１０×１０７ｃｆｕ ２ ２ ２ ３ ３ ３ ３ ４ ５ ５ ３２ ３２ ３ ３ １１３５

１０×１０８ｃｆｕ ２ ２ ２ ２ ３ ３ ３ ４ ５ ５ ３０ ３ ２、３ ２ １２４７

注：虽然每４～８ｈ对所有尼罗罗非鱼进行了检测，但仍不排除有个别尼罗罗非鱼表现出典型的临床症状而未被检测到的情况。Ｆ代表每

一条鱼，３组每组各有１０条鱼，分别用 Ｆ１～Ｆ１０表示

Ｎｏｔｅｓ：ａｌｔｈｏｕｇｈｔｈｅｈｅａｌｔｈｓｔａｔｕｓｏｆｔｈｅＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｅｖｅｒｙ４－８ｈ，ｉｔｍｉｇｈｔｈａｖｅｂｅｅｎｔｈａｔｓｐｅｃｉｆｉｃｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｓｗｅｒｅｎｏｔｒｅｃｏｒｄｅｄ

ｉｎｓｏｍｅｆｉｓｈｐｒｉｏｒｔｏｄｅａｔｈ．Ｆｍｅａｎｓｅｖｅｒｙｆｉｓｈｉｎｔｈｉｓｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｍａｒｋｅｄＦ１－Ｆ１０

２３　脑膜炎的细菌学检查
对照组（ｎ＝１０）和哨兵鱼（ｎ＝３）采样拭子接

种 ＢＨＩ后未见细菌生长。各实验组尼罗罗非鱼均
分离得到表面光滑湿润，边缘整齐的白色菌落；革

兰氏染色后，１０００×观察，球形革兰氏阳性菌呈链
状或成对排列。分离纯化细菌，将提取出的细菌

ＤＮＡ用于无乳链球菌特异性 ＰＣＲ鉴定，产物经琼
脂糖凝胶电泳后得到大小为６４８ｂｐ的特异性条带
（图２），与预期相符。组织内分离出无乳链球菌的
各组尼罗罗非鱼数量见表３。实验攻毒组（ｎ＝３０）
尼罗罗非鱼体内均分离出 ＧＢＳ，１０×１０６ｃｆｕ组有
１尾尼罗罗非鱼脑组织未检测到无乳链球菌。

图 ２　各部位分离菌株的 ＰＣＲ检测
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：阴性对照；２：脑组织分离细菌；

３：眼内液分离细菌；４：眼腔分离细菌；５：心包腔分离细菌；

６：血液中分离细菌

Ｆｉｇ２　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅＳ．ａｇａｌａｃｔｉａｅｃｈａｌｌｅｎｇｅｓｔｒａｉｎｓ
Ｍ：ＤＮＡＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；１：ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；２：ｓｔｒａｉｎｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍｂｒａｉｎ；３：ｓｔｒａｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｏｃｕｌａｒｆｌｕｉｄ；４：ｓｔｒａｉｎｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍｔｈｅｅｙｅｃａｖｉｔｙ；５：ｓｔｒａｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｐｅｒｉｃａｒｄｉａｌｃａｖｉｔｙ；

６：ｓｔｒａｉｎｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｂｌｏｏｄ

２４　脑膜炎的组织病理学观察及评分
对采集的尼罗罗非鱼脑组织进行切片、染色、

病理学检测。结果显示，１０×１０６ｃｆｕ组感染尼罗
罗非 鱼 １０尾 中 的 ３尾 出 现 脑 组 织 坏 死，
１０×１０７ｃｆｕ组感染的尼罗罗非鱼１０尾中的５尾出
现脑组织坏死，１０×１０８ｃｆｕ组感染的尼罗罗非鱼
１０尾中的６尾出现脑组织坏死。攻毒 ＧＢＳ的 ３０
尾尼罗罗非鱼中至少有 ２４尾脑组织出现明显病
理变化，主要为柔脑膜（包括蛛网膜和软脑膜）增

厚、血管充血（图版Ⅲ －１）、大量嗜中性白细胞和
少数单核细胞浸润及不同体积的纤维蛋白渗出，

并可见游离的无乳链球菌（图版Ⅲ －２，３）；炎症
可波及到与柔脑膜邻接的浅在性脑组织，使脑实

质部基质水肿疏松、呈海绵样结构（图版Ⅲ －３），
在脑实质内，由于 ＧＢＳ侵入导致血管充血、渗出，
大量嗜中性白细胞呈灶性聚集，并使局部脑组织

坏死溶解，并发脑炎（图版Ⅲ －４）；脑血管腔和管
周甚至脑实质中均出现大量 ＧＢＳ（图版Ⅲ －４，
５）；胶质细胞增生（图版Ⅲ －６）；浦肯野氏细胞
结构不清，核染色质减少溶解、染色变淡，核呈空

泡状（图版Ⅲ －７）；脑室内有絮状物和脓液附着
于脑室壁和室管膜上（图版Ⅲ －８）。而对照组和
哨兵鱼脑组织结构正常，未见明显病变。按照表

１评分系统对各组的 ４个组织部位（延脑、端脑、
中脑和小脑）分别打分，记录每尾鱼每个部位得

分情况，汇总各组的１０尾鱼中延脑、端脑、中脑和
小脑得分分别为 ０、１～３、４～７分的鱼的尾数，并
计算 β 值 （表 ４）：１０×１０６ｃｆｕ组 １７００，
１０×１０７ｃｆｕ组２６７５，１０×１０８ｃｆｕ组３３５０；对照
组 β值得分为０。
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表 ３　组织内分离出无乳链球菌的各组尼罗罗非鱼数量
Ｔａｂ３　Ｓ．ａｇａｌａｃｔｉａｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓｏｆＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别

ｇｒｏｕｐｓ
数量

ｎｏ

未分离出无乳链球菌

的尼罗罗非鱼数

Ｎｉｌｅｔｉｌａｐｉａｗｉｔｈｏｕｔａｎｙ
Ｓａｇａｌａｃｔｉａｅｉｓｏｌａｔｅ

特定部位分离出无乳链球菌的尼罗罗非鱼的数量／
组内尼罗罗非鱼总数

ｎｕｍｂｅｒｏｆＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａｗｉｔｈＳａｇａｌａｃｔｉａｅｓｔｒａｉｎｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｔｅ／ｔｏｔａｌｎｕｍｂｅｒｏｆＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ

眼内液

ｏｃｕｌａｒｆｌｕｉｄ
眼腔

ｅｙｅｃａｖｉｔｙ
脑

ｂｒａｉｎ
血液

ｂｌｏｏｄ
心包腔

ｐｅｒｉｃａｒｄｉａｌｃａｖｉｔｙ

对照组 ｃｏｎｔｒｏｌ １３ １３／１３ ０／１３ ０／１３ ０／１３ ０／１３ ０／１３

１０×１０６ｃｆｕ １０ ０／１０ １０／１０ ９／１０ ９／１０ １０／１０ ９／１０

１０×１０７ｃｆｕ １０ ０／１０ １０／１０ １０／１０ １０／１０ １０／１０ １０／１０

１０×１０８ｃｆｕ １０ ０／１０ １０／１０ １０／１０ １０／１０ １０／１０ １０／１０

注：表示１３尾中的３尾尼罗罗非鱼与被感染的尼罗罗非鱼在同一个鱼缸中担任哨兵动物，１０尾尼罗罗非鱼被置于单独的鱼缸中作为

未感染的对照，下同

Ｎｏｔｅｓ：ｔｈｒｅｅｏｆｔｈｅｓｅｔｈｉｒｔｅｅｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａｓｓｅｒｖｅｄａｓｓｅｎｔｉｎｅｌａｎｉｍａｌｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｔａｎｋａｓｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄｆｉｓｈ．ＴｅｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａｓｗｅｒｅｋｅｐｔｉｎｓｅｐａｒａｔｅ

ｔａｎｋｓａｎｄｕｓｅｄａｓｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌｓ，ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ

表 ４　各组组织病理学评分
Ｔａｂ４　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

感染剂量／ｃｆｕ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｄｏｓｅ

延脑

ｍｅｄｕｌｌａｏｂｌｏｎｇａｔａ

０ １～３ ４～７

端脑 ｃｅｒｅｂｒｕｍ

０ １～３ ４～７

中脑 ｏｐｔｉｃａｌｌｏｂｅ

０ １～３ ４～７

小脑 ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍ

０ １～３ ４～７

β得分
βｓｃｏｒｅ

对照组

ｃｏｎｔｒｏｌ
１３／１３ ０／１３ ０／１３ １３／１３ ０／１３ ０／１３ １３／１３ ０／１３ ０／１３ １３／１３ ０／１３ ０／１３ ０

１０×１０６ ４／１０ ５／１０ １／１０ ３／１０ ６／１０ １／１０ ２／１０ ６／１０ ２／１０ ６／１０ ４／１０ ０／１０ １７００

１０×１０７ ３／１０ ４／１０ ３／１０ １／１０ ４／１０ ５／１０ ３／１０ ４／１０ １／１０ １／１０ ５／１０ ４／１０ ２６７５

１０×１０８ １／１０ ５／１０ ４／１０ １／１０ ３／１０ ６／１０ ２／１０ ４／１０ ４／１０ ２／１０ ３／１０ ５／１０ ３３５０

注：０～７分的定义见表１

Ｎｏｔｅｓ：ｓｅｅｔａｂ．１ｆｏｒｄｅｆｉｎｉｔｉｏｎｏｆｓｃｏｒｅｓｒａｎｇｉｎｇｆｒｏｍ０ｔｏ７

３　讨论

自２０世纪７０年代以来，有学者先后用不同
致病菌通过滴鼻、口服、静脉注射、腹腔注射和脑

穿刺等多种途径接种病原体构建动物脑膜炎模

型。呼吸道感染的细菌常采用滴鼻感染方式建立

脑膜炎模型，胃肠道感染的细菌多采用口服感染

方法建立脑膜炎模型，血源性感染的细菌常采用

腹腔注射、肌肉注射或静脉注射方式建立脑膜炎

模型。Ｐａｔｔｅｒｓｏｎ等［１５］
研究证实无乳链球菌通过

腹腔注射和肌肉注射途径感染斑马鱼较容易，且

采用腹腔注射能够绕过其皮肤的防御机制而直接

感染鱼体，进而广泛分布于鱼体，造成更严重的病

理变化；斑马鱼在感染后２４～４８ｈ发展为暴发性
的感染，并表现出脑膜炎的症状

［１８］
。因此本实验

选用腹腔注射无乳链球菌标准菌株 （ＡＴＣＣ

５１４８７）攻 毒 尼 罗 罗 非 鱼 构 建 脑 膜 炎 模 型。
ＡＴＣＣ５１４８７是由具有脑膜炎症状的罗非鱼脑组
织分离出来的，因此为复制并建立尼罗罗非鱼的

脑膜炎模型提供了参考依据。而且选用 ＡＴＣＣ
菌株更易于广泛复制，为研究罗非鱼脑膜炎的致

病机制提供病理模型。

通过前期预实验，本实验选用了 ３种不同剂
量进 行 感 染 造 模：１０×１０６、１０×１０７ 和
１０×１０８ｃｆｕ。结果发现３种剂量导致的死亡率均
达到 １００％，临床可见典型的神经症状，解剖后可
观察到脑膜严重充血，脑组织肿胀，胶冻样脑脊液

等病理变化；脑组织损伤提示无乳链球菌在脑组

织具有高负荷细菌载量；血液细菌学检查显示无

乳链球菌能够在各感染组血液内繁殖，并在

１０×１０７和１０×１０８ｃｆｕ感染组的脑组织中分离
到无乳链球菌。因此推测，无乳链球菌可穿透血

７８８１



　　　 水　产　学　报 ３９卷

ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）和血液脑脊液
屏障（ｂｌｏｏｄｃｅｒｅｂｒｏｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄｂａｒｒｉｅｒ，ＢＣＳＦＢ）进
入脑组织，并激活炎症反应，导致尼罗罗非鱼发生

脑膜炎。进一步组织病理学观察可见：软脑膜严

重充血，软脑膜和蛛网膜下腔炎性浸润增厚；脑

组织严重充血，基质疏松水肿，炎性细胞浸润，胶

质细胞增生；高倍下可见大量染成蓝紫色微细颗

粒的无乳链球菌（无乳链球菌为蓝色）定植于脑

组织血管内壁、血管腔和蛛网膜下腔，个别严重的

区域周边实质也可见无乳链球菌定植。此结果与

某些学者描述的罗非鱼及其他鱼类感染无乳链球

菌的脑膜炎病理变化一致
［１９－２１］

。

目前较为通用的细菌性脑膜炎 （ｂａｃｔｅｒｉａｌ
ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ，ＢＭ）模型成功的标准：（１）脑脊液
（ｃｅｒｅｂｒｏ－ｓｐｉｎａｌｆｌｕｉｄ，ＣＳＦ）细菌培养与注入细菌
相同；（２）脑组织呈 ＢＭ病理学改变；（３）动物表
现评估出现 ＢＭ神经症状；（４）实验室检查心血
培养与注入细菌相同或者脑脊液白细胞计数呈炎

性改变。凡符合标准（１）或（２）或（３）＋（４）认为
模型成立

［２２］
。本实验腹腔注射 １０×１０７和 １０

×１０８ｃｆｕ剂量的 ＡＴＣＣ５１４８７后，罗非鱼被成功感
染出现中枢神经症状，脑组织出现脑膜炎病理变

化、大量炎性细胞浸润，在脑组织内观察并分离到

无乳链球菌，因此，确定本实验建模成功。结合临

床症状、脑组织炎症的程度和范围评价各感染组

脑膜炎模型状况，发现使用 １０×１０７ｃｆｕ无乳链
球菌感染尼罗罗非鱼，可在感染后第 ３天成功建
立脑膜炎模型，鱼体临床症状显著而组内差异最

小，且脑组织坏死数居中，病情和缓适中、最适

观察。
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２０１３，６（１２）：９９７－１００３．

［１９］　ＨｕａｎｇＪＬＳｔｕｄｙｏｎｅｔｉｏｌｏｇｙ，ｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆｔｉｌａｐｉａ

Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ ｄｉｓｅａｓｅ ａｎｄ ｏｎ ｔｈｅ

ｐｒｏｋａｒｙｏｔｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｐｓＥｇｅｎｅ［Ｄ］．Ｙａ’ａｎ：

ＳｉｃｈｕａｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１２．［黄锦炉．罗

非鱼无乳链球菌病病原学、病理学及 ｃｐｓＥ基因的

原核表达研究 雅安：四川农业大学，２０１２．］

［２０］　ＺａｍｒｉＳＭ，ＡｍａｌＭ，ＳｉｔｉＺＡ．Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓ

ｉｎｒｅｄｔｉｌａｐｉａｓ（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｓｐ．）ｎａｔｕｒａｌｌｙｉｎｆｅｃｔｅｄ

ｂｙ Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ ａｇａｌａｃｔｉａｅ［Ｊ］． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＰａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１０，１４３（２－３）：２２７

－２２９．

［２１］　ＹｕＺＨ，Ｚｈａｎｇ Ｊ，Ｇｅｎｇ Ｙ，ｅｔ ａｌ．Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ，

ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

ａｇａｌａｃｔｉａｅｆｒｏｍ Ｓｃｈｉｚｏｔｈｏｒａｘｐｒｅｎａｎｔｉ［Ｊ］．Ｊｏｕｒｎａｌ

ｏｆＦｉｓｈｅｒｙＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆＣｈｉｎａ，２０１４，２１（６）：１２４４－

１２５２．［余泽辉，张佳，耿毅，等．齐口裂腹鱼无乳链

球菌的分离鉴定及其感染的病理损伤．中国水产

科学，２０１４，２１（６）：１２４４－１２５２．］

［２２］　ＺｏｕＨＦＴｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ

ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ａｎｄｔｈｅ

ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆｎｅｏｎａｔａｌｒａｔｂａｃｔｅｒｉａｌｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ

（ＢＭ）［Ｄ］．Ｃｈａｎｇｓｈａ：ＣｅｎｔｒａｌＳｏｕｔｈＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

２００４．［邹华芳．ＶＥＧＦ与新生鼠细菌性脑膜炎发病

机制相关关系的研究．长沙：中南大学，２００４．］
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ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓｍｏｄｅｌｏｆｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ
ｉｎＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ＣＵＩＪｉｎｇｗｅｎ１，ＷＡＮＧＫａｉｙｕ１，ＨＥＹａｎｇ１，ＣＨＥＮＤｅｆａｎｇ２，ＨＵＡＮＧＸｉａｏｌｉ２，
ＷＡＮＧＪｕｎ１，ＬＯＮＧＢｏ１，ＺＨＡＮＧＬｉｊｉｅ１，ＪＩＡＮＧＪｉｅ１

（１ＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅＣｏｌｌｅｇｅｏｆＳｉｃｈｕａｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｅｎｇｄｕ　６１１１３０，Ｃｈｉｎａ；

２ＡｎｉｍａｌＳｃｉｅｎｃｅ＆ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＣｏｌｌｅｇｅｏｆＳｉｃｈｕａｎＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｅｎｇｄｕ　６１１１３０，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＴｈｅｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓｗａｓｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｌｉｎｉｃａｌｍａｎｉｆｅｓｔａｔｉｏｎｉｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ（Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ）
ｉｎｆｅｃｔｅｄｂｙＳｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅＴｏｋｎｏｗｔｈｅｄｅｇｒｅｅａｎｄｅｘｔｅｎｔｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅ
ｏｆｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎｔｈｅｂｒａｉｎ，ｗｅｂｕｉｌｄａｎｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎｍｏｄｅｌａｎｄｄｅｖｅｌｏｐａｎｅｗ ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄ
ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｃｏｒｉｎｇｓｙｓｔｅｍ ｆｏｒＳａｇａｌａｃｔｉａｅｉｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ．４３ｈｅａｌｔｈｙｎｉｌｅｔｉｌａｐｉａｓ，ｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ：ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎ＝１０），ｌｏｗｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：１０×１０６ｃｆｕｇｒｏｕｐ（ｎ＝１１），ｍｉｄｄｌｅｄｏｓｅ
ｇｒｏｕｐ：１０×１０７ｃｆｕｇｒｏｕｐ（ｎ＝１１），ｈｉｇｈｄｏｓｅｇｒｏｕｐ：１０×１０８ｃｆｕｇｒｏｕｐ（ｎ＝１１）．Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｙｍｐｔｏｍｓａｎｄ
ｃｅｒｅｂｒａｌｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓ（ｃｅｒｅｂｒｕｍ，ｏｐｔｉｃａｌｌｏｂｅ，ｃｅｒｅｂｅｌｌｕｍａｎｄｍｅｄｕｌｌａｏｂｌｏｎｇａｔａｉｎｃｌｕｄｅｄ）ｗａｓ
ｏｂｅｒｓｅｒｖｅｄｉｎｏｕｒｓｔｕｄｙ，ｗｅｓｃｏｒｅｄｔｈｅｓｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓａｎｄｏｂｔａｉｎｅｄｔｈｅｂｅｓｔｏｎｅＴｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄｎｉｌｅｔｉｌａｐｉａｄｉｅｄ
ｉｎｓｅｃｏｎｄｄａｙｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｈｏｗｅｖｅｒ，ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｓｙｍｐｔｏｍｓｗｅｒｅｎｏｔａｐｐａｒｅｎｔｌｙｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｄｅａｄ
ｆｉｓｈＳｕｒｖｉｖｏｒｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｃｏｎｓｔａｎｔａｂｅｒｒａｎｔｓｗｉｍｍｉｎｇ，ｅｘｏｐｈｔｈａｌｍｉａａｎｄｃｏｒｎｅａｌｏｐａｃｉｔｙ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏ
ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｆｏｕｒｒｅｇｉｏｎｓｏｆｔｈｅｂｒａｉｎ，ｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｏｆｂａｃｔｅｒｉａｓｔａｉｎｅｄｂｌｕｉｓｈｖｉｏｌｅｔ
ｃｏｌｏｎｉｚｅｄｔｈｅｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄ ｓｐａｃｅａｎｄ ｃｅｒｅｂｒａｌｐｉａｍａｔｅｒ．Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆ
ｌｅｐｔｏｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓａｎｄｍｅｎｉｎｇｏｅｎｃｅｐｈａｌｉｔｉｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎ／ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ，ｅｄｅｍａ，ｌｏｏｓｅａｎｄｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇｉｎ
ｍｅｎｉｎｇｅｓ，ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｐｅｒｉｐｌａｓｔｏｆｂｒａｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ
ｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｎｄｌｙｓｉｓｓｐｏｎｇｙ－ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ，ｇｌｉｏｃｙｔｅｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｉｎ，ａｎｄｓｏｏｎＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｃｏｒｅｓ，ｗｅ
ｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｇｒｏｕｐｏｆ１０×１０７ｃｆｕｗａｓｔｈｅｂｅｓｔｄｏｓａｇｅ，ｗｈｉｃｈｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｌｉｎｉｃａｌｓｙｍｐｔｏｍｓ，ｔｈｅ
ｍｉｎｉｍｕｍｄｉｖｅｒｓｉｔｙｖａｌｕｅａｎｄｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｃｋｆｉｓｈｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄｔｏｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎａｌｓｔｕｄｙ．Ｗｅｃｈｏｓｅ
ｔｈｅｄｏｓｅｏｆ１０×１０７ｃｆｕｔｏｉｎｊｅｃｔｎｉｌｅｔｉｌａｐｉａｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｙｔｏｄｅｖｅｌｏｐａｍｏｄｅｌｏｆＳａｇａｌａｃｔｉａｅｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ
ｗｉｔｈｔｈｅ１００％ ｓｕｃｃｅｓｓｒａｔｅｏｎｔｈｅｔｈｉｒｄｄａｙｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｏｒｅｏｃｈｒｏｍｉｓｎｉｌｏｔｉｃｕｓ；Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓａｇａｌａｃｔｉａｅ；ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓ；ｍｏｄｅｌ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＷＡＮＧＫａｉｙｕ．Ｅｍａｉｌ：ｋｙｗａｎｇｓｉｃａｕ＠１２６ｃｏｍ
Ｆｕｎｄｉｎｇｐｒｏｊｅｃｔｓ：ＣｈａｎｇｊｉａｎｇＳｃｈｏｌａｒｓａｎｄＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＲｅｓｅａｒｃｈＴｅａｍｓｉｎｔｈｅＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＩＲＴ０８４８）；
ＳｉｃｈｕａｎＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＡｇｅｎｃｙＰｒｏｊｅｃｔｓ（２０１４ＮＺ０００３）；ＳｉｃｈｕａｎＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＡｇｅｎｃｙ
ＡｐｐｌｉｃａｔｉｏｎＦｏｕｎｄａｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔ（２０１４ＪＹ０１４３）
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１２期 崔静雯，等：无乳链球菌感染尼罗罗非鱼的脑膜炎模型 　　

ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

图版 Ｉ　尼罗罗非鱼无乳链球菌脑膜炎的临床症状
（１）单侧性突眼；（２）双侧性突眼（左为正常对照）；（３）角膜混浊；（４）倒立游泳；（５）异常的转圈游泳；（６）在鱼缸底部持续横游

并撞击鱼缸

ＰｌａｔｅＩ　ＣｌｉｎｉｃａｌｓｙｍｐｔｏｍｏｆＳ．ａｇａｌａｃｔｉａｅｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓｉｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ
（１）ｏｎｅｓｉｄｅｏｆｅｘｏｐｈｔｈａｌｍｉａ；（２）ｂｏｔｈｓｉｄｅｓｏｆｅｘｏｐｈｔｈａｌｍｉａ（ｌｅｆｔｆｉｓｈｉｓｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ）；（３）ｃｏｒｎｅａｌｏｐａｃｉｔｙ；（４）ｓｗｉｍｍｉｎｇｗｉｔｈａ

ｈｅａｄｄｏｗｎｐｏｓｉｔｉｏｎ；（５）ｃｏｎｓｔａｎｔａｂｅｒｒａｎｔｓｗｉｍｍｉｎｇ；（６）ｉｎｔｅｒｍｉｔｔｅｎｔｏｒｃｏｎｓｔａｎｔｓｉｄｅｓｗｉｍｍｉｎｇａｔｔｈｅｂｏｔｔｏｍａｎｄｈｉｔｔｈｅｂｏｗｌ
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ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

图版Ⅱ　尼罗罗非鱼脑的解剖检查
（１）对照组；（２）实验攻毒组；（３）对照组；（４）１０×１０６ｃｆｕ组；（５）１０×１０７ｃｆｕ组；（６）１０×１０８ｃｆｕ组

ＰｌａｔｅⅡ　ＡｎａｔｏｍｙｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎｏｆＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ
（１）ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；（２）ｃｈａｌｌｅｎｇｅｄｇｒｏｕｐ；（３）ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；（４）ｇｒｏｕｐｏｆ１０×１０６ｃｆｕ；（５）ｇｒｏｕｐｏｆ１０×１０７ｃｆｕ；（６）ｇｒｏｕｐｏｆ

１０×１０８ｃｆｕ
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１２期 崔静雯，等：无乳链球菌感染尼罗罗非鱼的脑膜炎模型 　　

ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｓｃｘｕｅｂａｏ．ｃｎ

图版Ⅲ　尼罗罗非鱼无乳链球菌脑膜炎的组织病理学变化（Ｈ．Ｅ）
（１）软脑膜增厚、血管充血（１００×）；（２）蛛网膜增厚，蛛网膜下腔可见大量链球菌（↑）、炎性细胞浸润（２００×），左下小图

（１０００×）；（３）软脑膜可见大量链球菌（↑），炎性细胞浸润，浅层脑组织基质疏松、呈海绵样结构（４００×），左下小图（１０００×）；

（４）脑实质可见 ＧＢＳ（↑），血管充血、渗出，嗜中性白细胞聚集，局部脑组织坏死溶解（４００×）；（５）血管腔和管周出现大量 ＧＢＳ

（↑）（１０００×）；（６）胶质细胞增生（４００×）；（７）浦肯野氏细胞结构不清，核染色质减少溶解、染色变淡，核呈空泡状（４００×），左

下小图（４００×）；（８）脑室内有絮状物和脓液附着于脑室壁和室管膜上（４０×），左下小图（４００×）

ＰｌａｔｅⅢ　ＨｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＳ．ａｇａｌａｃｔｉａｅｍｅｎｉｎｇｉｔｉｓｉｎＮｉｌｅｔｉｌａｐｉａ（Ｈ．Ｅ）
（１）ｖａｓｏｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇｏｆｉｎｔｈｅｌｅｐｔｏｍｅｎｉｎｇｅｓ（１００×）；（２）ａｒａｃｈｎｏｉｄｔｈｉｃｋｅｎｉｎｇ，ｇｅｎｅｒｏｕｓｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅ

ｓｕｂａｒａｃｈｎｏｉｄｓｐａｃｅ（↑），ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ（２００×），ｌｅｆｔｔｈｕｍｂｎａｉｌ（１０００×）；（３）ｇｅｎｅｒｏｕｓｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎ

ｔｈｅｌｅｐｔｏｍｅｎｉｎｇｅｓ（↑），ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ｓｕｐｅｒｆｉｃｉａｌｐｅｒｉｐｌａｓｔｏｆｂｒａｉｎｌｙｓｅｌｉｋｅｓｐｏｎｇｙｓｔｒｕｃｔｕｒｅ（４００×），ｌｅｆｔｔｈｕｍｂｎａｉｌ（１

０００×）；（４）ｖａｓｃｕｌａｒｃｏｎｇｅｓｔｉｏｎａｎｄｓｅｅｐａｇｅ（↑），ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｉｃｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓｇａｔｈｅｒｅｄ，ｌｏｃａｌｎｅｃｒｏｓｉｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｂｒａｉｎｐａｒｅｎｃｈｙｍａ，

（４００×）；（５）ＧＢＳｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｐａｒｅｎｃｈｙｍａ，ｔｈｅｂｌｏｏｄｖｅｓｓｅｌｌｕｍｅｎａｎｄｗａｌｌ（↑）（１０００×）；（６）ｇｌｉｏｃｙｔｅｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａｉｎ（４００

×）；（７）ｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＰｕｒｋｉｎｊｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｕｎｃｌｅａｒ，ｎｕｃｌｅａｒｃｈｒｏｍａｔｉｎｒｅｄｕｃｅｄａｎｄｄｉｓｓｏｌｖｅｄ，ｌｉｇｈｔｓｔａｉｎｅｄ，ｎｕｃｌｅａｒｖａｃｕｏｌａｔｅｄ（４００×），

ｌｅｆｔｔｈｕｍｂｎａｉｌ（４００×）；（８）ｆｌｏｃａｎｄｐｕｓｗｅｒｅａｔｔａｃｈｅｄｔｏｔｈｅｗａｌｌａｎｄｅｐｅｎｄｙｍａｏｆｖｅｎｔｒｉｃｌｅｓ（４０×），ｌｅｆｔｔｈｕｍｂｎａｉｌ（４００×）
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