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BALB/c小鼠用于评价尼罗罗非鱼无乳链球菌毒力的研究

刘    灵，  徐    俊，  马    盼，  李安兴*

(中山大学生命科学学院，生物防治国家重点实验室，

广东省水生经济动物良种繁育重点实验室，广东 广州    510275)

摘要：实验采用BALB/c小鼠作为实验动物，旨在建立尼罗罗非鱼无乳链球菌毒力测定
的BALB/c小鼠模型。BALB/c小鼠经腹腔注射尼罗罗非鱼源无乳链球菌建立感染模型，
比较了尼罗罗非鱼源无乳链球菌分别感染尼罗罗非鱼和小鼠的LD50差异，分别测定了不
同毒力尼罗罗非鱼无乳链球菌对尼罗罗非鱼和小鼠的毒力。结果显示，小鼠经腹腔注射
无乳链球菌，在24 h内出现死亡现象，且对小鼠脑、肝脏、脾脏、肾脏等组织造成损
伤。3次测定尼罗罗非鱼无乳链球菌TFJ0901对尼罗罗非鱼和小鼠LD50分别为7.7×107、
2.2×108、3.5×109 CFU/mL和405、361、419 CFU/只。将无乳链球菌TFJ0901和THN0901感
染尼罗罗非鱼(1.0×107 CFU/mL)和小鼠(100 CFU/只)，尼罗罗非鱼和小鼠存活率分别为
100%、6.7%±5.8%和100%、0，其存活率都具有显著性差异。将无乳链球菌TFJ0901和
TFJ-F感染尼罗罗非鱼(3.0×108 CFU/mL)和小鼠(2 500 CFU/只)，尼罗罗非鱼的存活率分别
为73.3%±11.5%和80.0%±10.0%，存活率差异不显著，小鼠存活率分别为13.3%±11.5%和
100.0%，存活率具有显著性差异。研究表明，本实验成功建立了BALB/c小鼠作为尼罗罗
非鱼源无乳链球菌毒力测定的稳定模型，测定不同毒力的尼罗罗非鱼源无乳链球菌对小
鼠毒力与对尼罗罗非鱼毒力一致，且该模型能够区分尼罗罗非鱼模型难以区分的毒力相
近的无乳链球菌。
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尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)具有生长

速率快、繁殖能力强、适应性广等优点，被

联合国粮农组织列为世界优良养殖鱼种之一。近

年来，随着养殖密度的加大，养殖环境的恶化，

导致尼罗罗非鱼链球菌频频大面积暴发 [1]，2008
年之前，尼罗罗非鱼病害报道较少，并且主要

是海豚链球菌(Streptococcus iniae)。2009年，无

乳链球菌(Streptococcus agalactiae）首次在海南大

面积暴发 [2]，此后无乳链球菌成为危害我国尼罗

罗非鱼产业的主要病原菌，发病率和死亡率一

直居高不下，严重影响着整个行业的发展。目前，

尼罗罗非鱼无乳链球菌病已经成为我国乃至全

世界重要的细菌性疾病之一。

无乳链球菌是一种人畜共患的病原菌，属

于链球菌属(Streptococcus)，菌体呈卵球形或球

形，直径为0.5~2.0 μm，常呈对状或链状排列，

有荚膜，是一种兼性厌氧的革兰氏阳性菌，具

有α、β或γ溶血性 [3]，根据Lancefield氏血清学分

类法将其归为B群，又称为B族链球菌。无乳链

球菌依据荚膜多糖抗原不同分为10种血清型 [4]，

其中Ⅰa型是感染尼罗罗非鱼的主要血清型[5]。

目前，评价鱼源无乳链球菌毒力的方法主

要是通过比较鱼源无乳链球菌对鱼的半数致死

剂量。Pridgeon等 [6]将鱼源无乳链球菌在不同浓
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度抗生素下传代，获得了具有耐药性的突变菌株，

在相同感染剂量下，野生株对尼罗罗非鱼的致

死率为100%，而突变株则不能造成鱼的死亡。Li
等 [7]将鱼源无乳链球菌自然传代获得突变株，通

过感染尼罗罗非鱼后产生的死亡率来判断毒力

的强弱。无乳链球菌的毒力会随外界环境的变

化而改变，如不同温度下培养能够使无乳链球

菌转录组发生改变，从而导致无乳链球菌的形

态、代谢和毒力产生变化[8]。鱼类属于变温动物，

生活在复杂的水环境中，温度、溶解氧、养殖

密度、氨氮盐含量和其他微生物都会影响尼罗

罗非鱼对无乳链球菌的敏感程度 [9]。鱼类对环境

的高敏感性使得在无乳链球菌毒力测定实验时

需严格控制实验条件，但国内外对于水生实验

动物的养殖系统没有统一的标准，不同养殖系

统中获得的实验结果可能会有较大的差异，并

且鱼的个体差异及复杂的遗传背景也可能导致

实验结果不同。小鼠作为模型动物被广泛地应用，

包括使用小鼠测定人源无乳链球菌毒力[10]。本实

验采用BALB/c小鼠作为鱼源无乳链球菌毒力测

定的标准实验动物，希望能够建立鱼源无乳链

球菌毒力测定的标准动物模型。

1    材料与方法

1.1    实验菌株

实验所用菌株为3株尼罗罗非鱼源无乳链球

菌，2株为野生菌株：TFJ0901和THN0901，其中

TFJ0901是天然弱毒株，分离自中国福建某养殖

场暴发链球菌病的尼罗罗非鱼；THN0901是强毒

株，分离自海南某渔场。无乳链球菌TFJ-F由天

然弱毒TFJ0901株通过抗生素传代再致弱获得的

菌株，由本实验室保存。

1.2    实验动物

BALB/c系封闭群清洁级小鼠：雌雄各半，6
周龄大小，体质量约为18 g，购买于中山大学东

校区实验动物中心。实验动物购买后，室温下

暂养1周，若无异常情况，即可用于实验。健康

全雄尼罗罗非鱼体质量在20~30 g，购买于广东

省尼罗罗非鱼良种场。购买后在水族箱中暂养 1
周，水温30 °C，随机选取10尾尼罗罗非鱼解剖，

于内脏进行微生物分离，若没有分离到无乳链

球菌即可用于实验。

1.3    攻毒及组织切片制备

将20只BALB/c小鼠随机分为2组，每组10只，

实验组经腹腔注射1.0×105 CFU天然弱毒TFJ0901
株，以注射等量的PBS缓冲液作为对照。取濒死

的小鼠血液、脑、肝脏、脾脏及肾脏组织进行

平板划线，确定小鼠的死亡是由无乳链球菌感

染引起。取濒死小鼠的脑、肝脏、脾脏及肾脏

组织于10%的甲醛溶液进行固定，将组织修剪

碎，水洗30 min后酒精梯度脱水，二甲苯透明，石

蜡包埋后切片，厚度为4~7 μm，脱蜡和复水后用

苏木精-伊红(H.E)染色，随后用中性树脂胶进行

封片，光学显微镜下观察组织病理病变。

1.4    尼罗罗非鱼模型稳定性测定

实验采取不同时间、不同批次的尼罗罗非

鱼进行了3次半数致死剂量的测定。每次实验将

40尾尼罗罗非鱼随机分成4个组，每组10尾。3个
实验组分别注射0.1 mL不同浓度天然弱毒TFJ0901
株菌液，以注射等量的PBS缓冲液作为对照组。

观察并记录尼罗罗非鱼活动状态及死亡情况，直

至尼罗罗非鱼不再出现死亡，对死亡的尼罗罗

非鱼进行组织平板划线，确定尼罗罗非鱼的死

亡是由无乳链球菌感染而引起。

1.5    BALB/c小鼠模型稳定性测定

实验采取不同时间、不同批次的BALB/c小
鼠进行了3次半数致死剂量的测定。每次实验将

40只小鼠随机分成4个组，每组10只(雌雄各半)。
3个实验组分别注射0.1 mL不同浓度天然弱毒TFJ-
0901株，以注射等量的PBS缓冲液作为对照组。

观察并记录小鼠的活动状态及死亡情况，直至

小鼠不再出现死亡。对濒死的小鼠进行组织平

板划线，确定小鼠的死亡是由无乳链球菌感染

而引起。

1.6    2个模型测定天然弱毒TFJ0901株与强毒

THN0901株的毒力

以BALB/c小鼠和尼罗罗非鱼分别为实验动

物模型测定天然弱毒TFJ0901株与强毒THN0901
株的毒力。将90尾尼罗罗非鱼分为3个组，每组

3个平行，每个平行10尾鱼，3个组的尼罗罗非鱼

分别经腹腔注射0.1 mL PBS缓冲液、天然弱毒
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TFJ0901株和强毒THN0901菌液，注射浓度为

1.0×107 CFU/尾，观察并记录死亡情况；将45只
BALB/c小鼠分为3个组，每组3个平行，每个平

行5只小鼠。3个组分别注射0.1 mLPBS缓冲液、

天然弱毒TFJ0901株和强毒THN0901株菌液，注

射浓度为100 CFU/只，观察并记录死亡情况。

1.7    2个模型比较天然弱毒TFJ0901株与再致

弱毒TFJ-F株的毒力

以BALB/c小鼠和尼罗罗非鱼分别为实验动

物模型测定天然弱毒TFJ0901株与无乳链球菌致

弱株TFJ-F的毒力。将90尾尼罗罗非鱼分为3个组，

每组3个平行，每个平行10尾鱼，3个组分别经腹

腔注射0.1 mL PBS缓冲液、天然弱毒TFJ0901株
和再致弱毒TFJ-F株菌液，注射浓度为3.0×108 CFU/
尾，观察并记录死亡情况；将45只BALB/c小鼠

分为3个组，每组3个平行，每个平行5只小鼠。3个
组分别注射0.1 mL PBS缓冲液、天然弱毒TFJ0901
株和再致弱毒TFJ-F菌液，注射浓度为2 500 CFU/
只，观察并记录死亡情况。

1.8    数据处理

实验采用Bliss法计算无乳链球菌对BALB/c
小鼠的半数致死剂量，采用SPSS 19.0软件对实

验数据进行单因素方差分析(One-Way, ANOVA)，
差异显著性水平为P<0.05。采用GraphPad Prism 5.0
软件绘图。

2    结果

2.1    攻毒反应及病理组织切片分析

BALB/c小鼠经腹腔注射感染致死剂量的天

然弱毒TFJ0901株后3天内全部死亡，对照组小鼠

饮食和行为均无异常；感染后的小鼠均呈现急

性死亡。对濒死小鼠的血液、脑、肝脏、脾脏

及肾脏组织进行平板划线，将分离得到的细菌

进行菌落形态学观察以及革兰氏染色确定为无

乳链球菌。取感染后濒死小鼠的脑、肝脏、脾脏、

肾脏等组织进行病理切片观察图版-1，BALB/c
小鼠感染天然弱毒TFJ0901株后，脑部出现大面

积的细胞溶解，形成大空洞，在未溶解的区域有

大量的炎症细胞浸润，小胶质细胞增生；脑膜

出现充血、出血的现象(图版-2)。肝脏严重充血，

大量细胞空泡化，血管中伴随着少量的炎症细胞

(图版-4)。脾脏细胞连成一片，出血、坏死、淋

巴滤泡面积减少，部分淋巴区域坏死 (图版 -6)。
肾脏部分区域充血，肾小球急性炎症肿胀，肾小

管上皮脱落(图版-8)。

2.2    尼罗罗非鱼模型稳定性测定

在测定天然弱毒TFJ0901株对尼罗罗非鱼毒

力的3次实验过程中，第1次实验结果显示，当感

染剂量分别为2.0×107、4.0×107和8.0×107 CFU/
尾时，尼罗罗非鱼死亡率分别为10%、30%和50%，

通过Bliss法得出半数致死剂量LD50为7.7×107 CFU/
尾，LD50 95%的可信限为4.5×107~6.9×108 CFU/尾
(图1-a)；第2次实验结果，当感染剂量为1.0×108、

2.0×108和4.0×108 CFU/尾时，尼罗罗非鱼死亡率

分别为20%，50%和70%，通过Bliss法得出半数

致死剂量LD50为2.2×108 CFU/尾，LD50 95%的可

信限为9.9×107~8.6×108 CFU/尾(图1-b)；第3次实

验结果显示，当感染剂量分别为1.0×109、2.0×109

和4.0×109 CFU/尾时，尼罗罗非鱼的死亡率分别

为10%、40%和50%，通过Bliss法得出半数致死

剂量LD50为3.5×109 CFU/尾，LD50 95%的可信限

为2.0×109~1.5×1010 CFU/尾(图1-c)。

2.3    BALB/c小鼠模型稳定性测定

在测定天然弱毒TFJ株对BALB/c小鼠毒力的

3次实验过程中，第1次实验结果显示，当感染剂

量分别为450 、675 和900 CFU/只时，小鼠的死

亡分别为50%、90%和80%，通过Bliss法得出半

数致死剂量LD50为405 CFU/只，LD50 95%的可信

限为302~580 CFU/只(图1-d)；第2次实验结果显

示，当感染剂量分别为196、384 和768 CFU/只
时，小鼠的死亡分别为20%、50%和90%，通过

Bliss法得出半数致死剂量LD50为361 CFU/只，

LD50 95%的可信限为225~546 CFU/只 (图1-e)；
第3次实验结果显示，当感染剂量分别为186 、372
和744 CFU/只时，小鼠的死亡分别为30%、40%和

70%，通过Bliss法得出半数致死剂量LD50为419
CFU/只，LD50 95%的可信限为243~567 CFU/只
(图1-f)。

2.4    2个模型测定天然弱毒TFJ0901株与强毒

THN0901株毒力的结果

在尼罗罗非鱼模型中，分别感染天然弱毒TFJ-
0901株和强毒THN0901株后，尼罗罗非鱼存活率
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5200 μm 6200 μm
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图版    BALB/c小鼠感染天然弱毒TFJ0901株后病理切片图

1、3、5及7分别代表正常小鼠脑、肝脏、脾脏及肾脏组织切片图；2、4、6及8代表感染无乳链球菌后小鼠脑、肝脏、脾脏及肾脏组

织切片图

Plate    Pathological section of BALB/C mice after infection with natural attenuated strain TFJ0901
1, 3, 5 and 7 represent the brain, liver, spleen and kidney histological sections of normal mice, respectively; 2, 4, 6 and 8 represent the brain, liver, spleen
and kidney histological sections of S. agalactiae infection mice, respectively
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图 1    尼罗罗非鱼模型和BALB/c小鼠模型感染天然弱毒TFJ0901株一周内的存活曲线图

(a)，(b)，(c) 表示尼罗罗非鱼模型感染天然弱毒TFJ0901株的存活曲线图；(d)，(e)，(f) 表示BALB/c小鼠模型感染天然弱毒TFJ0901株的

存活曲线图

Fig. 1    The survival curves of the O.niloticus and the BALB/c mouse after infection with the natural attenuated
strain TFJ0901 in a week

(a), (b) and (c) show the survival curves of the O. niloticus after infection with the natural attenuated strain TFJ0901; (d), (e) and (f) show the survival
curves of BALB/c mouse after infection with the natural attenuated strain TFJ0901
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分别为100.0%和6.7%±5.8%，2株菌对尼罗罗非鱼

毒力具有显著性差异(P<0.05)；在BALB/c小鼠模

型中，感染天然弱毒TFJ0901株后，小鼠的存活

率为100.0%，而感染强毒THN0901株后，小鼠全

部死亡，2株菌对BALB/c小鼠毒力具有显著性差

异(P<0.05)(图2)。

2.5    2个模型比较天然弱毒TFJ0901株与再致

弱毒TFJ-F株的毒力

在尼罗罗非鱼模型中，分别感染无乳链球菌

TFJ0901和TFJ-F后，尼罗罗非鱼存活率分别为

73.3%±11.5%和80.0%±10.0%，2株菌对尼罗罗非

鱼毒力差异不显著(P>0.05)，在BALB/c小鼠模型

中，感染天然弱毒TFJ0901株后，小鼠的存活率

为13.3%±11.5%，而感染再致弱毒TFJ-F株后，小

鼠存活率为100.0%，2株菌对BALB/c小鼠毒力差

异显著(P<0.05)(图3)。

3    讨论

尼罗罗非鱼是中国重要的经济养殖鱼类，

近年来，无乳链球菌是中国南方大面积暴发尼

罗罗非鱼链球菌病的主要病原[11]。不同菌株毒力

可能存在不同，判断无乳链球菌毒力强弱最直

接的方式是动物感染实验，通过实验动物对无

乳链球菌敏感程度来评定菌株毒力的强弱。

鱼作为一种低等变温脊椎动物，其免疫系

统受到环境中各种因素的影响，如温度、溶解氧

等[12]。温度的升高能够提高挪威舌齿鲈(Dicentrar-
chus labrax)、奥利亚罗非鱼(O. aureus)及尼罗罗

非鱼的抗体水平[13-15]。在对大菱鲆(Scophthalmus m-
aximus)的研究中，每天水温升高3 °C，从16°C
升高至28 °C后，一些先天性免疫相关因子表达

量升高，从而提高先天性免疫[16]。对在不同温度

下感染无乳链球菌的尼罗罗非鱼转录组数据分

析发现，不同温度条件下溶解氧的不同使得尼

罗罗非鱼对无乳链球菌的易感程度不同 [9]。有研

究报道，在缺氧条件下免疫尼罗罗非鱼会导致

鱼体血清中特异性抗体下降和抗体产生时间的

延迟[17]。

鱼类对环境的高敏感性使得在使用鱼类作

为无乳链球菌毒力测定的实验动物时需要严格

控制实验条件，但是国内外对于水生实验动物

的养殖系统没有统一的标准，不同养殖系统中

得出的实验结果可能会有较大的差异，并且不

同种类的尼罗罗非鱼对无乳链球菌抵抗能力具

有差异。祝璟琳等 [18]将无乳链球菌感染4种罗非

鱼，发现奥尼罗非鱼(Oreochromis niloticus♀×Or-
eochromis aureus♂)抗无乳链球菌能力最强，罗非

鱼属内易种间杂交，不同的杂交种间表观差异
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图 2    BALB/c小鼠和尼罗罗非鱼感染天然弱毒

TFJ0901株和强毒THN0901株后存活情况

1.对照组，2.无乳链球菌TFJ0901，3.无乳链球菌THN0901；“*”
显著性差异，P<0.05；下同

Fig. 2    Survival rate of the O. niloticus and the BALB/c
mouse after infection with the native attenuated strain

S. agalactiae TFJ0901 and the virulent strain
S. agalactiae THN0901, respectively

1. PBS, 2. S. agalactiae TFJ0901, 3. S. agalactiae THN0901; "*"
significant difference; the same below
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图 3    BALB/c小鼠和尼罗罗非鱼感染天然弱毒

TFJ0901株和再致弱毒TFJ-F株后存活情况

1.对照组，2.无乳链球菌TFJ-F，3.无乳链球菌TFJ0901

Fig. 3    Survival rate of the O. niloticus and the BALB/c
mouse after infection with the native attenuated strain

S. agalactiae TFJ0901 and the re-attenuated strain
S. agalactiae TFJ-F, respectively

1. PBS, 2. S. agalactiae TFJ-F, 3. S. agalactiae TFJ0901
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不明显，可能是导致无乳链球菌对尼罗罗非鱼

致病力差异的原因。本实验结果显示，使用鱼

类作为测定无乳链球菌毒力时，实验结果存在

不稳定和重复性差的问题。

用致死剂量的无乳链球菌 T F J 0 9 0 1感染

BALB/c小鼠，对感染后濒死小鼠组织进行平板

划线，结果显示，小鼠的血液和内脏中均分离

到大量的无乳链球菌，说明感染鱼源无乳链球

菌能够引起小鼠败血症，组织病理学切片分析，

显示罗非鱼无乳链球菌能够对小鼠内脏造成严

重的急性损伤，同时伴随着脑膜炎。这些临床

症状与小鼠感染人源无乳链球菌后症状类似 [19]，

说明尼罗罗非鱼无乳链球菌感染BALB/c小鼠模

型构建成功。相比于尼罗罗非鱼，BALB/c小鼠

属于近交系，其个体遗传差异较小，是理想的动

物实验模型 [20-21]。本实验中，3次实验的半数致

死剂量都在其95%可信限，表明BALB/c小鼠模型

测定无乳链球菌毒力结果稳定。

小鼠作为比较人源无乳链球菌毒力强弱的

实验动物模型的研究较多。将无乳链球菌野生

株和突变株静脉注射到小鼠体内，72 h后野生株

能造成50%的小鼠死亡，而注射突变株的小鼠全

部存活 [10]。将无乳链球菌fbsC基因敲除后，腹腔

注射不能使小鼠死亡，野生株则能导致70%的小

鼠死亡[22]。但是尼罗罗非鱼源无乳链球菌对尼罗

罗非鱼毒力与对小鼠毒力是否一致的研究鲜有报

道，本实验使用尼罗罗非鱼模型和BALB/c小鼠

模型测定天然弱毒TFJ0901株和强毒THN0901株
毒力，结果显示，当感染剂量为1.0×107 CFU/尾时，

天然弱毒TFJ0901株不能导致尼罗罗非鱼死亡，

感染强毒THN0901株后尼罗罗非鱼的存活率为

6.7%±5.8%，表明尼罗罗非鱼模型中强毒THN0901
株毒力强于天然弱毒TFJ0901株；使用BALB/c小
鼠模型测定时，当感染剂量同为100 CFU/只时，

感染天然弱毒TFJ0901株的小鼠全部存活，而感染

强毒THN0901株的小鼠全部死亡，结果显示BALB/
c小鼠模型中，强毒THN0901株毒力强于天然弱

毒TFJ0901株。以上结果表明，尼罗罗非鱼无乳

链球菌对尼罗罗非鱼模型和BALB/c小鼠模型的

毒力强弱具有一致性。

使用尼罗罗非鱼模型和BALB/c小鼠模型测

定天然弱毒TFJ0901株和再致弱TFJ-F株毒力的实

验结果显示：在尼罗罗非鱼模型中，注射剂量同

为3.0×108 CFU/尾时，感染天然弱毒TFJ0901株和

再致弱TFJ-F株后尼罗罗非鱼的存活率分别为73.3±

11.5%和80.0%±10.0%，组间不存在显著性差异；

在BALB/c小鼠模型中，注射剂量同为2 500 CFU/
只时，感染天然弱毒TFJ0901株和再致弱TFJ-F株
后小鼠的存活率分别为13.3%±11.5%和100.0%，组

间具有显著性差异(P<0.05)。表明BALB/c小鼠模

型能够精准地区分尼罗罗非鱼源无乳链球菌毒

力，将尼罗罗非鱼模型难以区分毒力的菌株区分

开来。相比于鱼类，小鼠具有更加完善的免疫系

统，这可能是小鼠模型对尼罗罗非鱼源无乳链球

菌更加敏感，并且能够更加精确地将不同毒力的

菌株区分开来的原因。

本次实验首次使用BALB/c小鼠作为尼罗罗

非鱼无乳链球菌毒力强弱的实验动物，克服了

鱼类作为实验动物不稳定性的缺点，其毒力强

弱结果与鱼作为实验动物的结果一致。BALB/c
小鼠模型能够将尼罗罗非鱼模型难以区分毒力

的菌株区分开来，具有更高的精确性。
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Virulence evaluation of Streptococcus agalactiae isolated from tilapia
(Oreochromis niloticus) using BALB/c mice

LIU Ling ,     XU Jun ,     MA Pan ,     LI Anxing *

(State Key Laboratory of Biocontrol, Guangdong Provincial Key Laboratory for Aquatic Economic Animals,
School of Life Sciences, Sun Yat-Sen University, Guangzhou    510275, China)

Abstract: Streptococcus agalactiae is one of the major pathogens of tilapia (Oreochromis niloticus). At present,
the virulence of strains was evaluated mainly by comparing the median lethal dose (LD50) to tilapia. However,
tilapia as experimental animals for evaluation of the virulence of S. agalactiae was often unstable. In this
experiment, BALB/c mice were used as experimental animals, in order to establish a method for the determination
of virulence of S. agalactiae. BALB/c mice were injected intraperitoneally with tilapia Streptococcus agalactiae to
establish an infection model. The LD50 of Streptococcus agalactiae to tilapia and mice were tested 3 times and the
virulence of different Streptococcus agalactiae to tilapia and mice was determined. Results show that: by
intraperitoneal injection, S. agalactiae can cause the death of mice within 24 hours. S. agalactiae could damage
brain, liver, spleen, kidney and other tissues in mice. The LD50 of S. agalactiae to tilapia and mice 3 times was
7.7×107, 2.2×108, 3.5×109 CFU and 405, 361, 419 CFU, respectively. When S. agalactiae TFJ0901 and THN0901
infected tilapia (1.0×107 CFU) and mice (100 CFU), the survival rates of tilapia and mouse were 100.0%,
6.7%±5.8%, and 100.0%, 0%, respectively, both of which were significantly (P<0.05) different. When S.
agalactiae TFJ0901 and TFJ-F infected tilapia (3.0×108 CFU) and mice (2 500 CFU), the survival rates of tilapia
were 73.3%±11.5% and 80.0%±10.0%, respectively, which were not significantly (P>0.05) different from each
other, while the survival rates of mice were 13.3%±11.5% and 100.0%, respectively, which were of significant
(P<0.05) difference. Taken together, BALB/c mice were successfully established as a stable model for virulence
determination of S. agalactiae in tilapia. The determination of the virulence of different S. agalactiae in mice is
consistent with tilapia, and this model was able to distinguish S. agalactiae with similar virulence that was difficult
to be distinguished by using tilapia model.
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