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石斑鱼养殖病原混合感染研究与分析
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摘要：

 【目的】了解养殖石斑鱼常见疾病病原混合感染特性及规律，以指导
石斑鱼的病害防控。
 【方法】采用 PCR方法对从广西地区 (北海、钦州、防城港市)石斑鱼
养殖场采集的发病石斑鱼展开病毒性病原及细菌性病原的流行病原调
查，并将发病鱼中的病原通过细胞特异性方法分离病毒性病原，利用
平板 (LB和 TCBS)划线分离法分离细菌性病原。然后将分离的病原感
染石斑鱼细胞以确定病原的感染性。
 【结果】发病的石斑鱼存在虹彩病毒  (Singapore  grouper  iridovirus,
SGIV)、神经坏死病毒 (nervous necrosis virus, NNV)、哈维氏弧菌、创
伤弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧菌、嗜水气单胞菌及美人鱼发光杆菌单
一感染及混合感染现象，且细菌性疾病中还存在细菌的种间与种内混合
感染。此外，石斑鱼病毒性疾病和细菌性疾病在夏季和秋季病原的检
出率均高于春季与冬季，其中秋季病原检出率最高。与此同时，从发
病鱼体内分离的病毒性病原与细菌性病原均可感染石斑鱼单一细胞。
 【结论】在发病石斑鱼中，无论是病毒性疾病或是细菌性疾病，多以
二重感染为主，细菌多重感染也是常见类型，且混合感染类型较为复
杂。结果可为石斑鱼病原混合感染致病机理研究提供方向，并为石斑
鱼养殖的疾病防控提供理论依据。
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混合感染在自然界中普遍存在。混合感染是指两种或多种不同的

病原感染宿主，其中每种病原都具有致病作用，并与其他病原同时对

宿主造成伤害。许多畜牧场大规模的发病由多种致病因素共同作用所

致，其中病原混合感染是常见的致病因素之一。例如，猪场暴发的“高
热病”是临床中一种典型的混合感染案例，主要以经典及高致病性的猪

繁殖与呼吸综合征 (porcine reproductiveand respiratory syndrome，PRRS)
混合猪圆环病毒 Ⅱ型感染 (porcine circovirus type2 infection，PCV 2)为
主，并继发副猪嗜血杆菌 ( haemophilus parasuis, Hps)、猪附红细胞体

等细菌病原的感染[1]。临床调查还发现，鸡慢性呼吸道病、传染性支
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气管炎、鸡新城疫及鸡传染性喉气管炎 4种家

禽呼吸道传染病常常一并发生在发病鸡群中[2]，

而发病的鸡群中表现为 A型疱疹病毒、副黏病

毒属新城疫病毒及大肠杆菌的混合感染 [3]。病

原的混合感染给临床诊断和治疗造成了困难，

因此研发多病原快速、敏感、高效的检测方法

以及探究病原混合感染的致病机理对于防治疾

病的混合感染具有重要意义。目前，病原混合

感染已在畜禽领域有较多且较深的研究，包括

病原检测技术及病毒与病毒共感染、病毒与细

菌共感染、细菌与细菌共感染的致病机理研

究[4-6]，这些研究为畜禽病原共感染防治策略的

实施提供了理论基础。

除了畜禽物种能给人们提供优质蛋白质来

源，水产养殖品种如鱼类、贝类和虾类等也是

人们获取蛋白质的有效途径。然而水产养殖品

种由于所处的水环境复杂多变，暴发的疾病中

也常常伴有多种病原的混合感染。在养殖鱼类

疾病的临床诊断中发现，发病鱼体中可检测出

细菌与细菌的共感染、细菌与病毒的共感染、

细菌与寄生虫的共感染、病毒与病毒的共感

染[7-9]。由于生存环境的特殊性，鱼类病原混合

感染的检测与治疗也比畜禽物种更具挑战。因

此，鱼类病原的混合感染近年来也受到越来越

多研究者们的关注。目前，已有细菌共感染、

病毒共感染、寄生虫共感染、寄生虫和细菌共

感染、寄生虫和病毒共感染、细菌和病毒共感

染及真菌和细菌共感染的研究报道 [10]，这些研

究为水生动物混合感染致病机理的深入探究提

供了理论依据。
石斑鱼 (Epinephelus  spp.)肉质细腻鲜美，

富含营养，并低脂高蛋白，被认为是一种名贵
的海水养殖鱼类，具有极高的经济价值。然而，
种质资源的退化，工业化和城市化进程的加快，
加剧了近海石斑鱼养殖环境的恶化趋势，随之
而来的便是日渐严重的石斑鱼养殖病害多发。
多种病原的混合感染不仅给石斑鱼的诊断及防
治带来很大困扰，而且也成为石斑鱼发病率及
死亡率上升的主要原因之一，从而阻碍了石斑
鱼养殖业的健康发展。虽然目前国内外已有相
关水产养殖病原混合感染的研究，但仍处于起
步阶段。为了解石斑鱼养殖病原混合感染情况，
实验以人工养殖石斑鱼病毒性疾病及细菌性疾
病为研究目标，从广西石斑鱼养殖场采集样品，

使用 PCR方法对石斑鱼虹彩病毒 (SGIV)、神经
坏死病毒 (NNV)、哈维氏弧菌 (Vibrio harveyi)、
创伤弧菌 (V. vulnificus)、溶藻弧菌 (V. alginolyti-
cus)、副溶血弧菌 (V. parahemolyticus)、嗜水气
单胞菌 (Aeromonas hydrophila)及美人鱼发光杆
菌 (Photobacterium damselae)常见疾病感染情况
进行检测分析，并将分离到的病原进行细胞感
染实验，试图初步了解上述病原的流行态势及
混合感染情况，为石斑鱼病原混合感染致病机
理的研究及其疫病的防控提供理论依据。 

1    材料与方法
 

1.1    伦理声明

本研究获得广西渔业重大疫病防控与高效
健康养殖产业技术工程研究中心实验动物管理
和使用伦理委员会批准 (No20210101-F001)，实
验过程中操作人员严格遵守广西渔业重大疫病
防控与高效健康养殖产业技术工程研究中心伦
理规范，并按照广西渔业重大疫病防控与高效
健康养殖产业技术工程研究中心伦理委员会制
定的规章制度执行，涉及鱼类的程序按照《动
物研究：体内实验报告指南》进行。 

1.2    试剂盒与引物

Viral DNA/RNA Kit、DEPC水及 PCR所用

试剂胶回收试剂均购自康为世纪生物科技股份

有限公司；LB和 TSB培养基购自索莱宝生物

科技有限公司；T载体及连接酶购自生工生物

工程 (上海)股份有限公司；引物由武汉奥科鼎

盛生物科技有限公司合成 (表 1)。 

1.3    组织样品、细胞及病毒

检测样品来源于广西北海、钦州、防城港

市的石斑鱼养殖场，采集带有病征的石斑鱼肝

脏、脾脏、肾脏和脑组织等检测样品共 52份。
石斑鱼脾脏细胞 (grouper spleen, GS)从杂

交 石 斑 鱼 (Epinephlus  fuscogouttatus  ♀  ×  E.
lanceolatus ♂) 脾脏组织中分离，用含有 10%
FBS的 L15培养基在 28 °C细胞培养箱中培养。
SGIV与 NNV为本实验室分离的广西毒株[11-12]，
冻存于−80 °C冰箱。 

1.4    样品 RNA 或 DNA 提取

剪取部分组织样品置于研磨仪中研磨。组

织研磨完毕，将匀浆液反复冻融 3次后于 4 °C
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离心机中 12 000 r/min 离心 10 min，收集匀浆液

上清液，于−80 °C冰箱冻存备用。

DNA/RNA的提取参照试剂盒说明书进行

如下操作：① 取 1.5 mL离心管，加入 20 μL 蛋
白酶 K，向离心管中加入 200 μL 组织匀浆液上

清及 200 μL Buffer GL，涡旋振荡 15 s；②样品

放置 56 °C水浴锅中孵育 15 min，短暂离心后

加入 250 μL 无水乙醇，涡旋振荡 15 s，室温放

置 5 min；③样品短暂离心后转移至 RNase-Free
Columns吸附柱中，12 000 r/min离心 1 min，倒

掉收集管中的废液，将吸附柱重新放回收集

管中；④向吸附柱中加入 500 μL Buffer GW1，
12 000 r/min离心 1 min，弃掉收集管中的废液，

将吸附柱重新放回收集管中；⑤向吸附柱中加

入 500 μL Buffer GW2，12 000 r/min离心 1 min，
弃掉收集管中的废液，将吸附柱重新放回收集

管中；⑥向吸附柱中加入 500  μL无水乙醇，

12 000 r/min离心 1 min，弃掉收集管中的废液，

将吸附柱重新放回收集管中；⑦12 000 r/min离

心 3 min，弃掉收集管中的废液后将吸附柱室温

放置数分钟，彻底晾干，使无水乙醇完全挥发；

⑧将吸附柱置于一个新的 1.5 mL无酶离心管，向

吸附柱膜的中间部位悬空加入 20~150 μL Buffer

RE或灭菌水，室温放置 2~5 min，12 000 r/min离

心 1 min，收集核酸。提取的核酸用于 PCR检测。 

1.5    病原菌的分离与检测

用平板 (LB和 TCBS)划线分离法从病鱼的

肝脏、脾脏、肾脏和脑组织中分离细菌，37 °C
条件下培养 24 h后挑取优势菌落，将优势菌在

LB或 TCBS培养基中纯化培养 2~3次，以此获

得纯培养菌。 同时，将优势菌株用普通海水营

养液体培养基培养 (每 1 000 mL中，酵母浸膏

1.0 g，牛肉膏 3.0 g，蛋白胨 5.0 g，NaC1 30.0 g，
调 pH至 7.6~7.8)，菌悬液与等体积 =50% 的甘

油混合，保存于−80 °C的冰箱中备用。
病原菌经 37 °C振荡培养 20 h后 ，以菌液

为模板，利用 16S rRNA特异性引物按照 Taq
酶的使用方法及操作步骤扩增 16S rRNA基因。
PCR产物经 1% 的琼脂糖凝胶电泳观察后进行
胶回收，将回收的产物与 T载体连接后转化
DH5ɑ 感受态细胞，筛选阳性克隆送武汉奥
科鼎盛生物科技有限公司进行核酸序列的测
定。利用 ClustalX将测序结果与 GenBank中获
得的同源性最高的细菌 16S rRNA进行多重比对
后，通过MEGA4软件构建系统进化树进行分析。 

1.6    病毒感染 GS 细胞

GS细胞 (3×105/孔)接种至 24孔细胞板中
于 28  °C细胞培养箱过夜培养， SGIV(MOI=
0.5)或 NNV(MOI=1)分别加入细胞中感染至
48 h，利用光学显微镜观察病毒感染细胞的病
变效应 (cytopathic effect, CPE)，通过实时荧光
定量 PCR(quantitative  Real-time  PCR,  qRT-PCR)
检测病毒基因的表达。 

1.7    细菌感染 GS 细胞

GS细胞 (3×105/孔)接种至 24孔细胞板中
于 28 °C细胞培养箱培养过夜，哈维氏弧菌、
创伤弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧菌、嗜水气单
胞菌及美人鱼发光杆菌分别按 1∶100的比例接
入 LB培养基中，于 37 °C摇床中培养至 OD=
0.5，然后各细菌按照 MOI=5的感染复数感染
GS细胞，通过光学显微镜观察 CPE。 

2    结果
 

2.1    样品采集结果

发病石斑鱼表现为全身发黑、体表发炎溃

 

表 1    检测所需的 PCR 扩增引物

Tab. 1    Primers for PCR detection

引物名称
primers

引物序列
primer sequences

片段
大小/bp
fragment
size

SGIV-F1 5′-ATGACTTGTACAACGGGTGCTGG
CG

1 395

SGIV-R1 5′-TTACAAGATAGGGAACCCCATG
GA-3′

SGIV-F2 5′-CGAAACAAATAGGCTCGGCG-3′ 952

SGIV-R2 5′-AGCGTTGGTCAATCTTCCGT-3′

NNV-F1 5′-ATGGTACGCAAAGGTGAGAAG-3′ 1 017

NNV-R1 5′-TTAGTTTTCCGAGTCAACCCTG-3′

NNV-F2 5′-AGCCGGGACAGGAACAGAC-3′ 777

NNV-R2 5′-CCAACAGGCAGCAGGATTT-3′

16S rRNA-27F 5′-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′ 1 466

16S rRNA-1 492R 5′-CGGTTACCTTGTTACGACTT-3′

SGIV-MCP-qF 5′-GCACGCTTCTCTCACCTTCA-3′

SGIV-MCP-qR 5′-AACGGCAACGGGAGCACTA-3′ 213

NNV-CP-qF 5′-CAACTGACAACGATCACACCTT
C -3′

230

NNV-CP-qF 5′-CAATCGAACACTCCAGCGACA -3′

β-actin-qF 5′-TACGAGCTGCCTGACGGACA-3′ 244

β-actin-qR 5′-GGCTGTGATCTCCTTCTGCA-3′
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疡 (图 1)，鳍条缺损，眼白浑浊变瞎、眼球突出，
肝脏、脾脏、肾脏肿大、有白斑。发病的鱼解
剖后发现脾脏发黑肿大，有腹水，肝脏和肠道
形状不正常。 

2.2    SGIV 检测结果

使用巢氏 PCR的方法对采集到的样品进

行 SGIV MCP 基因片段的两轮扩增，PCR产物

电泳结果显示 (图 2)，检测样品第 2轮扩增出与

预期大小一致的 952 bp的片段，所检测的病料

中，SGIV阳性样品 44份，阳性率为 84.6%。 

2.3    NNV 检测结果

使用巢氏 PCR的方法对采集到的样品进

行 NNV CP 基因片段的两轮扩增，PCR产物电

泳结果显示，检测样品第 2轮扩增出与预期大

小一致的 777 bp的片段 (图 3)，所检测的病料

中，NNV阳性样品 32份，阳性率 61.5%。 

2.4    SGIV 与 NNV 感染 GS 细胞

广西地区分离的 SGIV与 NNV均能有效感

染 GS细胞。SGIV的感染可引起 GS细胞出现

不同程度的脱落、皱缩等病变效应 (图 4-a)，而

NNV的感染可引起 GS细胞出现空泡的病变效

应 (图 4 -a)。同时，感染的 GS细胞检测出 SGIV
MCP 基因或 NNV CP 基因转录水平的高表达

(图 4-b, c)。 

2.5    细菌分离检测结果

将分离的病原菌进行 16S rRNA PCR扩增

后发现，检测的样品中出现频率较高的病原菌

有创伤弧菌、哈维氏弧菌、溶藻弧菌、副溶血

弧菌、嗜水气单胞菌及美人鱼发光杆菌。其中

创伤弧菌阳性率为 9.7%，共分离出 4株不同的

创伤弧菌；哈维氏弧菌阳性率为 54.83%，共分

离出 4株不同的哈维氏弧菌；溶藻弧菌阳性率

为 19.3%，共分离出 2株不同的溶藻弧菌；副

溶血弧菌阳性率为 29%，共分离出 4株不同的

副溶血弧菌；嗜水气单胞菌阳性率为 6.5%，没

有分离到不同的嗜水气单胞菌株；美人鱼发光

杆菌阳性率为 22.6%，共分离出 6株不同的美

人鱼发光杆菌。其中还有 2株为无法确定的弧

菌属其他种细菌 (图 5)。 

 

 
图 1    发病的珍珠龙胆石斑鱼 (棕点石斑鱼♀× 鞍带石斑鱼♂)

Fig. 1　Diseased grouper (E. fuscoguttatus ♀× E. lanceolatus ♂)
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图 2    SGIV MCP 基因 PCR 扩增结果

C. 对照；T. 实验；B. 大鱼；S. 小鱼，下同。

Fig. 2　SGIV MCP gene amplification
C. control; T. test; B. big fish; S. small fish, the same below.
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图 3    NNV CP 基因 P CR 扩增结果

Fig. 3　NNV CP gene amplification
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图 4    SGIV 与 NNV 感染 GS 细胞分析

(a) SGIV与 NNV分别感染 GS细胞后的光学显微镜观察，图中 1~3分别表示对照组、SGIV感染组及 NNV感染组；(b) SGIV与感染 GS细

胞后，qPCR检测 SGIV MCP 基因的表达，图中 1和 2分别表示对照组及 SGIV感染组；(c) NNV感染 GS细胞后，qPCR检测 NNV CP 基

因的表达，图中 1和 2分别表示对照组及 NNV感染组。

Fig. 4　The analysis of SGIV and NNV infection in GS cells
(a) observation of GS cells infected with SGIV and NNV under microscopy, where 1−3 is the control group, SGIV infected group, and NNV infected
group, respectively; (b) after SGIV infection with GS cells, qPCR was used to detect the expression of SGIV MCP gene. 1 and 2 is the control group and
SGIV infection group, respectively; (c) after infecting GS cells with NNV, qPCR was used to detect the expression of NNV CP gene. 1 and 2 is the con-
trol group and NNV infected group, respectively.
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2.6    细菌感染 GS 细胞

为了验证从发病石斑鱼分离鉴定的细菌能

否感染石斑鱼细胞，将嗜水气单胞菌、哈维氏

弧菌、创伤弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧菌和美

人鱼发光杆菌分别感染 GS细胞，结果发现，

这些细菌都能感染 GS细胞，并引起 GS细胞产

生不同的细胞病变效应 (图版)。 

2.7    石斑鱼疾病共感染类型

病毒单一感染样品 24份，占46.1%；2重

感染样品 26份，占 50% (表 2)。细菌单一感染

22份，占 70.97%；二重感染 7份，占 22.58%；

多重感染 2份，占6.46% (表 3)。 

2.8    不同季节石斑鱼的检测结果

不同季节发病石斑鱼病原检测结果表明，
石斑鱼病毒性疾病病原在不同季节的检出率存
在差异。春季 (3—5月，约 22 °C) NNV检出率
为 13%，高于 SGIV；夏季  (6—8月，  25 °C~
30 °C) SGIV的检出率为 19%，高于 NNV；秋
季 (9—11月，约 22 °C) SGIV和 NNV的检出率
为全年最高，分别为 58%及 40%。冬季 (12月
至次年 2月，约 20 °C) 2种病毒的检出率相对
全年较低，分别为 4% 及 6% (图 6-a)。同时，
石斑鱼细菌性疾病病原在 4个季节的检出率也
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图 5    基于 16S rRNA 序列构建的弧菌与杆菌的系统分支图

黑点标注的为分离到的细菌菌株。

Fig. 5　Systematic branch diagram of Vibrio and Bacillus based on 16S rRNA sequence
The ones marked with black spot are the isolated bacterial strains.
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有很大不同。秋季是细菌性病原检测率最高的
季节，常见的哈维氏弧菌、创伤弧菌、溶藻弧
菌、副溶血弧菌、嗜水气单胞菌及美人鱼发光
杆菌在发病的石斑鱼中都被检测到，检测率分
别为 32%、6%、9%、15%、6%及 15%。而哈
维氏弧菌在 4个季节都能在感染石斑鱼中发现。
其次在夏季、秋季及冬季都能在发病的石斑
鱼中检测出溶藻弧菌。创伤弧菌主要在春季
及秋季发病的石斑鱼中检出。副溶血弧菌及美
人鱼发光杆菌在夏季及秋季中检测出阳性率
(图 6-b)。 

3    讨论

自然界中普遍存在混合感染现象，临床检

测中经常发现多种病原混合感染病例 [1-3, 5]。然

而，大多数研究仅针对单一病原的致病特征及

致病机理，很多防控方法及用药治疗策略也是

仅局限于单一病原，从而导致这些防治手段在

遇到多种病原混合感染时效果微弱甚至无效。

实际上，混合感染对机体造成的病征及损伤程

度与单一病原感染相比差异较大，甚至更严重。

研究发现，混合感染的病原之间相互作用可能

会引起原病原的致病机制发生改变 [5]。目前，

混合感染的致病机理在畜禽领域已有较多研究，

但是在水产领域不论是病原检测方面还是病原

致病机理研究，以及防控用药治疗策略都是针

对单一病原 [13-18]，而混合感染的研究仍处于起

步阶段，为此本研究对广西地区石斑鱼养殖场

采集的发病石斑鱼进行病毒性病原及细菌性病

原的检测与分析，旨在为石斑鱼病原混合感染

 

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

100 μm 100 μm 100 μm

1 2 3

4 5 6

7 8 9 
图版    细菌感染 GS 细胞

1、4、7为未感染的正常细胞；2为创伤弧菌感染的细胞；3为副溶血弧菌感染的细胞；5为哈维氏弧菌感染的细胞；6为溶藻弧菌感染的

细胞；8为嗜水气单胞菌感染的细胞；9为美人鱼发光杆菌感染的细胞。

Plate 　Bacterial infection in GS cells
1, 4 and 7 are present uninfected normal cells; 2 is cells infected with V. vulnificus; 3 is cells infected with V. parahaemolyticus; 5 is cells infected with V.
harveyi; 6 is cells infected with V. alginolyticus; 8 is cells infected with A. hydrophila; 9 is cells infected with P. damselae.
 

表 2    不同病毒的单一感染及共感染情况

Tab. 2    Single infection and co-infection of different viruses

病毒名称
viral name

阳性样品数目/个
number of

positive samples

阳性率/%
positive
rate

虹彩病毒　SGIV 18 34.6

神经坏死病毒 　NNV 6 11.5

虹彩病毒+神经坏死病毒　SGIV+NNV 26 50
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致病机理的探究提供方向，既为石斑鱼疫病的

防控提供理论依据，也为水产病原的混合感染

提供新思路。

本研究对广西地区人工养殖石斑鱼疾病的

混合感染情况进行了初步调查与分析。病原检

测结果显示石斑鱼病毒性疾病病原单独感染少，

主要以共感染为主，此验证了病毒混合感染在

水生动物中是一种常见的现象[19] 的结论。SGIV
是从患病的石斑鱼中分离出的一种新型的包膜

双链大 DNA蛙病毒，对鱼苗和成年石斑鱼的致

死性高达 90%[20]。NNV 是一种 RNA 病毒，被

公认为全球海洋水产养殖的主要传染性威胁之

一 [21]，可感染 120多种鱼类，并在世界各地的

水产养殖设施中造成养殖鱼类高死亡率 [22]。

SGIV与 NNV都被证明有着不同的免疫逃逸机

制，可损害宿主免疫机能，使宿主免疫力降

低 [23-25]。可想而知，SGIV与 NNV并发感染，

或引起继发感染，将会对石斑鱼养殖业的可持

续健康发展造成重大威胁。因此，深入了解

SGIV与 NNV的感染机制可为防治病毒暴发感

染策略的实施提供理论基础。此外，本研究还

发现广西地区分离的 SGIV与 NNV毒株均能感

染石斑鱼脾脏细胞。然而两者是否能同时感染

单一细胞以及二者是否存在相互作用仍需要进

一步研究。

除了病毒共感染，本研究的检测结果还揭

示了发病石斑鱼中存在细菌单一感染及细菌种

内与种间的混合感染现象。弧菌病是国内外公

认的危害海水鱼类最大的病害之一，可引起海

水鱼类高感染率及死亡率，主要由哈维氏弧菌、

创伤弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧菌、鳗弧菌、

需钠弧菌  (V. natriegens)、  灿烂弧菌  (V. splen-
didus)、轮虫弧菌 (V. rotiferianus)、杀鲑弧菌 (V.
salmonicida)、海利斯顿氏菌 (V. pelagius)、奥氏

弧菌 (V. ordalii)、费氏弧菌 (V. fischeri) 以及最

小弧菌 (V. mimicus)等引起 [26]。本研究结果中，

哈维氏弧菌、创伤弧菌、溶藻弧菌和副溶血弧

菌是主要感染广西地区养殖石斑鱼的细菌性病

原，并且存在同种不同株细菌的混合感染现象。

 

表 3    不同细菌的单一感染及共感染情况

Tab. 3    Single infection and co-infection of
different bacteria

细菌名称
bacterial name

阳性样品数目/个
number of

positive samples

阳性率/%
positive
rate

哈维氏弧菌　V. harveyi 8 25.81

创伤弧菌　V. vulnificus 3 6.45

溶藻弧菌　V. alginolyticus 3 9.68

副溶血弧菌　V. parahemolyticus 4 12.90

嗜水气单胞菌　A. hydrophila 1 3.23

美人鱼发光杆菌　P. damselae 4 12.90

哈维氏弧菌+溶藻弧菌
 V. harveyi+ V. alginolyticus

2 6.45

副溶血弧菌+哈维氏弧菌
V. parahemolyticus+ V. harveyi

3 9.68

哈维氏弧菌+美人鱼发光杆菌
 V. harveyi+ P. damselae

2 6.45

溶藻弧菌+哈维氏弧菌+
副溶血弧菌
 V. alginolyticus+ V. harveyi+
V. parahemolyticus

1 3.23

哈维氏弧菌+副溶血弧菌+
美人鱼发光杆菌+
嗜水气单胞菌+创伤弧菌
 V. harveyi+ V. parahemolyticus+
P. damselae+ A. hydrophila+
V. vulnificus

1 3.23
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图 6    不同季节发病石斑鱼中的病原检测结果

(a) 不同季节发病石斑鱼中病毒的检测结果；(b) 不同季节发病石

斑鱼中细菌的检测结果。1~4分别表示春季、夏季、秋季和冬季。

Fig. 6　Results of pathogen detection in
diseased grouper from different seasons

(a) virus  detection  in  diseased  grouper  from different  seasons;  (b)   bac-
terial  detection  in  diseased  grouper  from  different  seasons.  1-4  are
spring, summer, autumn and winter, respectively.
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其中哈维氏弧菌阳性率最高，表明引起广西地

区养殖石斑鱼弧菌病的最主要病原是哈维氏弧

菌，该结果与华南地区海水养殖鱼类的调查结

果相似 [26]。华南地区海水养殖鱼类分离的哈维

氏弧菌共有 18株，且存在一株强毒株[26]，然而

从广西地区养殖石斑鱼中分离的 4株哈维氏弧

菌是否像华南地区海水养殖鱼类分离的哈维氏

弧菌那样具有不同的宿主敏感性需要进一步研

究。此外，本研究的结果显示，嗜水气单胞菌、

哈维氏弧菌、创伤弧菌、溶藻弧菌、副溶血弧

菌和美人鱼发光杆菌都能感染石斑鱼单一细胞，

这些细菌是否能够合并感染石斑鱼单一细胞，

或能否与 SGIV或 NNV同时感染石斑鱼单一细

胞，其致病机理值得深入研究。

石斑鱼的发病是病原体、鱼体和养殖环境

共同作用的结果。水温不适宜或过度拥挤的养

殖环境等均可能会增加鱼类对弧菌病的敏感性，

使鱼类受到压力而免疫功能受损。而多雨季节

容易引起石斑鱼多种病毒病的暴发。通过分析

不同季节发病石斑鱼的病原检测结果发现，不

论是病毒性疾病还是细菌性疾病，夏季和秋季

病原的检出率高于春季与冬季，其中秋季病原

检出率最高。由于夏季的广西各地持续高温，

台风、雷雨频繁，在石斑鱼养殖中，因水体施

肥较多，饲料投喂量较大，水体中粪便和残饵

堆积，水温高，闷热，水质很容易变差，因此

给细菌和病毒创造了繁殖和传播的环境。同时，

长期的高投喂量和水质的变化会造成石斑鱼肝

胰脏的损伤和病变，引起石斑鱼免疫力和抗应

激能力下降，多种病原因此乘虚而入，容易暴

发病毒性神经坏死病、虹彩病毒病及弧菌病等。

而秋季由于早晚温差日渐加大，水体昼夜温差

较大，且高温、暴雨、台风间接出现，由此带

来养殖水温日夜温差逐渐增大和养殖水体水质

变化频繁，养殖动物应激源增加，病毒性神经

坏死病、虹彩病毒病、细菌性败血症、刺激隐

核虫病等疾病就会接踵而至，特别在秋季末期，

水温的下降更为多种病毒的传播与繁殖提供了

有利条件 [19, 27]。综上，季节变化等因素会对病

原及宿主造成一定影响，因此根据气候特征及

疾病暴发的病原类型采取针对性的防治手段，

对于减少疾病暴发带来的损失具有重要意义。

综上所述，本研究对广西地区石斑鱼养殖

场采集的发病石斑鱼进行了病毒性病原与细菌

性病原共感染的检测与分析。结果显示，石斑

鱼疾病的暴发中存在多种病原混合感染，无论

是病毒性疾病或是细菌性疾病，多以二重感染

为主，细菌多重感染也是常见类型，且共感染

类型较为复杂。秋季是病原出现频率最高的季

节。本研究为石斑鱼病原共感染致病机理的深

入探究提供了方向，并为石斑鱼养殖的疫病防

控提供了理论基础。
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Study and analysis of pathogen co-infection in grouper culture
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Abstract: Co-infection  is  a  common  phenomenon  in  nature,  and  large-scale  morbidity  in  livestock  farms  is  caused  by
multiple pathogenic factors, with pathogen co-infection being a major contributor. Co-infection complicates clinical diagnosis
and treatment. However, most studies  focus solely on the pathogenic characteristics and mechanisms of single pathogens, and
many prevention and control methods and drug treatment strategies are also limited to a single pathogens. Consequently, these
methods  are  often ineffective  against  co-infections  involving  multiple  pathogens.  In  fact,  co-infection  can  cause  more
severe symptoms and damage to the host compared to single-pathogen infections. Moreover, interactions between co-infected
pathogens  can  be  synergistic,  antagonistic, or non-interfering,  and  they  may  alter  the  pathogenic  mechanisms of  the  original
single pathogens. Therefore, developing  rapid, sensitive, and efficient detection methods for multiple pathogens and exploring
the pathogenesis of co-infection are of great significance for the prevention and treatment of co-infection. Pathogen co-infec-
tion has been  extensively studied in livestock and poultry, including the detection technology and pathogenic mechanisms of
virus-virus,  virus-bacteria, and  bacteria-bacteria  co-infections. However,  co-infection  in  aquaculture  remains  underexplored,
with  few  studies reported. Grouper  is  a  highly  valued marine  fish, known  for  its delicate  and  nutritious  meat  and  significant
economic importance. With the expansion of aquaculture and increaing industrialization and urbanization, the deterioration of
the offshore grouper aquaculture environment has intensified, leading to more severe disease outbreaks in grouper populations.
To  understand  the characteristics  and  patterns  of  common  pathogen  infections  in  cultured  grouper,  this  study  used  PCR to
investigate viral  and bacterial  pathogens  in  diseased grouper  collected  from farms in  Guangxi  (Beihai,  Qinzhou,  Fangcheng-
gang City) for the first time. Pathogens were isolated using cell-specific isolation methods for viral pathogens and plate (LB and
TCBS) streak separation for  bacterial  pathogens.  The infectivity  of  the  isolated  pathogens  was  then confirmed using grouper
cell lines. Results showed that Singapore grouper iridovirus (SGIV), nervous necrosis virus (NNV), Vibrio harveyi, V. vulnifi-
cus, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, A. eromonas hydrophila and Photobacterium damselaesingle were detected grouper
singly or in combination. V. harveyi, V. vulnificus, V. alginolyticus and V. parahaemolyticus were the primary bacterial patho-
gens infecting cultured grouper in Guangxi, and interspecies and intraspecies co-infections observed. The detection frequency
of V. harveyi was the highest,  indicating that  it  is  the main causative agent of Vibrio disease in cultured grouper in Guangxi.
Detection rates  of  viral and bacterial  pathogens veried significantly by season.  The detection rate  of  NNV was 13% in spring
(March to May), higher than that of SGIV. In summer (June to August), SGIV had a detection rate of 19%, higher than that of
NNV.  The  highest  detection  rates for SGIV and NNV were  observed in  autumn (September  to  November)  at  58% and 40%,
respectively,  while the lowest  rates were in winter  (December to February)  at  4% and 6%, respectively.  Autumn also had the
highest  detection rate  for  bacterial  pathogens,  with V. harveyi, V. vulnificus, V. alginolyticus, V. parahaemolyticus, A. hydro-
phila and P. mermaid detected at rates of 32%, 6%, 9%, 15%, 6%, and 15%, respectively. V. harveyi was detected in diseased
grouper  across  all  seasons,  while V.  alginolyticus  had  high  detection  rate  in  summer,  autumn  and  winter; V.  vulnificus  was
mainly detected in spring and autumn; and V. parahaemolyticus and P. mermaid were detected in summer and autumn. In sum-
mary,  diseases  in cultured grouper  in  Guangxi  are  characterized by co-infections involving multiple  pathogens,  with complex
and diverse co-infection patterns. Our findings provided a direction for exploring the pathogenic mechanisms of grouper patho-
gen co-infection, offering a theoretical basis for epidemic prevention and control, and shedding new light on aquatic pathogen
co-infection research.
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