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不同水温下无乳链球菌在尼罗罗非鱼体内的 

动态分布及其消除规律* 
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摘要    本研究以腹腔注射无乳链球菌(Streptococcus agalactiae, WC1535 菌株)后的尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus，GIFT strain)为研究对象，研究不同水温下无乳链球菌在尼罗罗非鱼体内的

动态分布及消除规律。首先，分析 25℃、29℃和 33℃3 个实验组罗非鱼的感染累积死亡率；其次，

对 3 个实验组罗非鱼进行无乳链球菌的体外分离、培养和计数；然后，分析感染后不同实验组罗非

鱼脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中无乳链球菌的浓度。结果显示，随着水温的升高罗非鱼的累积死亡

率也随之升高，25℃、29℃和 33℃组的累积死亡率分别为 6.67%、25.56%和 78.90%。菌落统计结

果显示，随着水温的升高，无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖速度加快，同时，单位质量组织(脑、

肝脏、脾脏和肾脏)中无乳链球菌的最大载菌量也随之升高。本研究还发现，无乳链球菌在罗非鱼

脾脏中的浓度最高，在肾脏中的存活时间最长。综上可知，尼罗罗非鱼感染无乳链球菌后，体内各

组织中链球菌的增殖、消除速度均与水温密切相关。本研究为研究无乳链球菌的致病机制奠定基础，

也为通过合理调控水温及施药等措施防治尼罗罗非鱼链球菌病的暴发提供科学依据。 
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罗非鱼(Oreochromis sp.)因其食性广、生长快、

抗病力强以及环境适应性强而著称，被誉为未来动物

性蛋白质的主要来源之一，已被联合国粮农组织向全

世界推广。但是，随着我国罗非鱼养殖规模的扩大、

养殖密度的提高以及养殖环境的恶化，近年来，各种

病害的暴发也越来越频繁，其中，链球菌病是我国罗

非鱼主要的细菌性疾病，该病的连年暴发给罗非鱼养

殖业带来了巨大的经济损失(朱洁莲等, 2017)。流行

病学研究发现，罗非鱼链球菌病的主要病原是无乳链

球菌(Streptococcus agalactiae)(方伟等, 2016; 张德锋
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等, 2017)，该病的流行时间为每年的 5~10 月，其中，

7~ 9 月为流行高峰期。当水温在 28℃以上时易发病，

当水温高于 32℃时极易暴发，死亡率可高达 80%~ 

95%(卢迈新等, 2010; 张新艳等, 2008)。如，2009 年

的高温季节，广东、海南、福建和广西等罗非鱼主养

区链球菌病的发病率为 20%~50%，死亡率高达

50%~70%(卢迈新, 2010)，这表明罗非鱼链球菌病的

暴发与水温密切相关。 

目前，国内外关于罗非鱼链球菌病的研究主要集

中在病情描述、病原菌的分离鉴定(黄艳华等 , 2014; 

谭晶晶等, 2010; 张德锋等, 2015)、疫苗研发(Evans 

et al, 2004; Klesius et al, 2000; Sun et al, 2010; 王蓓

等, 2014; 吴斌等, 2016)和药物防治(邓恒为等, 2014; 

王德强等, 2017)等研究领域，而无乳链球菌在不同水

温下罗非鱼体内主要器官组织中增殖和消除规律的

研究鲜见报道。由于水温是罗非鱼链球菌病发病或暴

发极为重要的诱因之一，因此，了解无乳链球菌在罗

非鱼体内的组织动态分布以及增殖、消除规律对有效

防治罗非鱼链球菌病是十分重要的。 

本研究以人工感染无乳链球菌的尼罗罗非鱼

(Oreochromis niloticus, GIFT strain)为研究对象，采用

平板计数法分析不同水温条件下罗非鱼感染无乳链

球菌后的脑、肝脏、脾脏和肾脏等主要器官组织中病

原菌的动态分布以及增殖、消除规律，以期为罗非鱼

链球菌病的预防、诊断和药物防控提供科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 

1.1.1  实验鱼    实验鱼为尼罗罗非鱼，由中国水产

科学研究院珠江水产研究所高要水产种质中心提供。

本研究选取健康罗非鱼 1980 尾，体重为 40~60 g/尾，

实验前进行抽样检测，结果显示，该批次罗非鱼未携

带无乳链球菌。 

1.1.2  菌株    无乳链球菌 WC1535 菌株由本实验

室分离、鉴定并保存，该菌株对罗非鱼具有强致病性。

根据预实验获得 30℃时无乳链球菌对罗非鱼的半数

致死剂量(LD50)为 5.0×107 CFU/ml。实验前，在血琼

脂平板上进行活化培养，并挑取单克隆接种于脑心浸

出液肉汤(BHI)液体培养基中，在 28℃培养箱中培养

至对数生长期，收集菌体，用无菌 PBS 缓冲液将菌

液稀释至 5.0×107 CFU/ml 备用。 

1.2  方法 

1.2.1  人工感染实验    选取 540 尾健康罗非鱼，分

为 25℃、29℃和 33℃  3 个实验组，25℃、29℃和

33℃3 个对照组，每组 90 尾，在循环水玻璃缸中暂

养 1 周后用于实验。实验养殖条件：实验组和对照组

的水温分别调至 25℃、29℃和 33℃，实验期间，各

组水温变动幅度为±0.5℃；为保证良好的水质条件及

溶氧，整个实验过程采用循环水养殖，并不间断充气；

每天投喂饲料 2 次，每日投喂量约为鱼体重的 3.0%。

实验组罗非鱼每尾腹腔注射 0.1 ml 浓度为 5.0× 

107 CFU/ml 的无乳链球菌，对照组罗非鱼腹腔注射等

体积的无菌 PBS 缓冲液。感染后，每天观察实验鱼

的发病情况，并及时清除死鱼，记录各组的死鱼数量，

持续观察 7 d 后，统计各组实验鱼的死亡数。 

1.2.2  无乳链球菌的分离培养    选取 1440 尾健康

罗非鱼，分 25℃、29℃和 33℃ 3 个实验组，25℃、

29℃和 33℃ 3 个对照组，每组设置 3 个重复，25℃

和 29℃各组每个重复 60 尾鱼，33℃实验组和对照组

每个重复 120 尾鱼(为保证能够连续取样)，分别于循

环水玻璃缸中暂养 1 周后用于实验。 

实验组罗非鱼每尾腹腔注射 0.1 ml 浓度为

5.0×107 CFU/ml 的无乳链球菌，对照组注射等体积的

无菌 PBS 缓冲液。分别在感染后 3 h、6 h、12 h、24 h、

2 d、4 d、6 d、10 d、15 d、20 d 和 30 d，从各实验

组的每个重复中随机选取 3 尾体表症状相似且尚未

死亡的罗非鱼，无菌条件下取脑、肝脏、脾脏和肾脏

等组织，称重后以 0.20 g/ml 的比例加入 PBS 缓冲液，

用高通量组织研磨仪(北京鼎昊源科技有限公司，型

号 TL-2010S)充分研磨，然后 1500 r/min 低速离心 30 s

沉淀组织碎片，取上清液，进行 10 倍系列梯度稀释，

吸取 10 μl 涂布于 BHI 琼脂平板上，每个样品 6 个重

复，28℃培养箱中培养 36 h，观察菌落形态，统计菌

落数量，并根据相应菌落数计算各组织中单位质量的

菌体浓度。同样地，无菌条件下分别取对照组的脑、

肝脏、脾脏和肾脏等组织，称重、研磨、短暂离心，

稀释后涂布于 BHI 平板上进行无乳链球菌培养和菌

落计数。 

1.2.3  菌落的形态判定和分子鉴定    每个时间点

取样统计菌落数时，随机挑取 10 个形态相近的单克

隆菌落用无乳链球菌特异基因 cfb 的引物 (cfb-F: 

5-TAGCTTAGTTATCCCAAATCCC-3, cfb-R: 5- 
TAAAGACTTCATTGCGTGCC-3)进行 PCR 扩增，

PCR 产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳分析(刘志刚等 , 

2013)。PCR 扩增程序：95℃预变性 4 min；95℃变性

30 s，57℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，进行 35 个循

环，72℃延伸 10 min。 

1.2.4  数据处理与分析    采用 SPSS 22.0 软件的单
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因素方差分析法(One-way ANOVA)、卡方检验分析法

(Chi-square test)，分别对不同温度下罗非鱼体内无乳

链球菌浓度和感染无乳链球菌后罗非鱼累积死亡率

进行差异显著性分析，P<0.05 为差异显著，P<0.01

为差异极显著。采用 GraphPad Prism 6 的 Survival 和

Column-Mean±SD 对累积死亡率及病原菌浓度进行

作图和分析。 

2  结果 

2.1  人工感染实验结果 

不同实验组罗非鱼感染无乳链球菌后，25℃、

29℃和 33℃组的累积死亡率分别为 6.67%、25.56%

和 78.90%，对照组均未出现死亡。从生存曲线可以

看出(图 1)，25℃组的罗非鱼在感染后 48 h 内未出现

死亡，48 h 后开始出现少量死亡；29℃实验组在感染

24 h 后开始死亡，24~48 h 的死亡量缓慢增加，之后

死亡量逐渐减少；33℃高温组的罗非鱼感染 9 h 后即

出现死亡，在 12~24 h 内的死亡量急剧升高，为发病

高峰期，48 h 后的死亡量逐渐趋于稳定。 
 

 
 

图 1  尼罗罗非鱼感染无乳链球后的生存曲线 
Fig.1  The survival curve of O. niloitcus infected  

with S. agalactiae 

**为差异极显著(P<0.01) 
** denoted highly significant differences (P<0.01) 

 
实验组罗非鱼感染无乳链球菌后，不同发病时期

的症状存在差异。发病初期(<9 h)，各实验组罗非鱼

体表无明显症状，25℃实验组的罗非鱼内脏器官无明

显病变，29℃和 33℃实验组罗非鱼的肝脏、脾脏轻

微肿大。感染后 12~24 h，25℃实验组无症状，29℃

实验组部分出现侧翻、打转症状，33℃实验组表现出

明显的侧翻、打转和离群独游等现象，并出现大量死

亡。进入发病期后(12~72 h)，25℃实验组发病罗非鱼

的症状仍不明显，29℃实验组和 33℃实验组部分病

鱼眼球突出或浑浊、眼眶充血、肛门红肿、腹部膨大、

体表发黑，并出现侧翻、打转和离群独游等现象，解

剖可见脑膜炎，肝脏充血肿大发黑、肾脏肿大、脾脏

充血发暗，为典型的无乳链球菌感染症状。 

2.2  病原菌的分离培养和菌落数统计 

分析各实验组罗非鱼的脑、肝脏、脾脏和肾脏组

织中的病原菌浓度(表 1~表 3)可知，感染后 3 h，实

验组罗非鱼脑、肝脏、脾脏和肾脏组织内均可分离到

无乳链球菌，但是各组织中的病原菌浓度均处于较低

水平(5.29×103~1.96×106 CFU/g)。感染后 6 h，3 个实

验组罗非鱼各组织中病原菌的浓度逐渐增加，其中，

33℃实验组罗非鱼各组织中的无乳链球菌增殖速度

极快(最高可达 3.84×109 CFU/g·h)。所有对照组罗非

鱼体内未分离到无乳链球菌。 

 
表 1  25℃水温条件下尼罗罗非鱼 4 种组织中 

无乳链球菌平均浓度与感染时间的关系 
Tab.1  Relationship between infection time and average 

abundance of S. agalactiae in the four tissues of  
O. niloticus at 25℃ water temperature(CFU/g) 

无乳链球菌平均浓度 
Average abundance of S. agalactiae  

感染时间
Infection

time 肝脏 Liver 脾脏 Spleen 肾脏 Kidney 脑 Brain

3 h 1.41×105 7.06×105 3.56×105 5.29×103

6 h 4.36×105 8.85×106 5.55×106 6.18×103

12 h 1.61×106 2.32×107 1.12×107 6.08×104

24 h 1.55×107 8.18×107 6.26×107 2.73×105

2 d 8.72×105 3.19×106 1.21×107 1.52×104

4 d 1.76×103 2.68×104 1.77×104 1.15×104

6 d 7.96×103 8.88×103 1.14×104 3.39×103

10 d 94.15 4.38×103 4.28×103 339.36

15 d 34.91 111.36 951.01 53.82 

20 d 49.53 145.03 783.31 0 

25 d 0 0 28.51 0 

30 d 0 0 0 0 

 
感染后 12 h，33℃实验组各组织中无乳链球菌浓

度即可达到峰值，其脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中无

乳链球菌含量分别为(9.18×108±1.44×108)、(4.60× 

109±2.19×108)、(3.46×1010±2.06×109)、(8.08×109±2.19× 

109) CFU/g (表 3)。感染后 24 h，25℃实验组罗非鱼

体内脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中的无乳链球菌浓度

均达到峰值，其含量分别为(2.73×105±5.20×104)、

(1.55×107±3.64×106)、(8.18×107±1.26×107)、(6.26×107± 

7.52×106) CFU/g (表 1)。29℃实验组罗非鱼肝脏、脾

脏和肾脏中无乳链球菌浓度同样在感染后 24 h 达到 
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表 2  29℃水温条件下尼罗罗非鱼 4 种组织中 
无乳链球菌平均浓度与感染时间的关系 

Tab.2  Relationship between infection time and average 
abundance of S. agalactiae in the four tissues of O. niloticus 

at 29℃ water temperature(CFU/g) 

无乳链球菌平均浓度 
Average abundance of S. agalactiae 

感染时间 
Infection 

time 肝脏 Liver 脾脏 Spleen 肾脏 Kidney 脑 Brain

3 h 3.02×105 1.61×106 3.33×106 5.90×103

6 h 4.20×106 1.66×107 1.59×108 6.63×104

12 h 9.31×107 3.90×108 3.65×108 5.01×105

24 h 1.76×109 3.56×109 2.70×109 1.22×108

2 d 1.74×107 1.51×108 5.38×108 7.87×108

4 d 9.67×104 1.10×106 1.23×106 4.73×106

6 d 1.38×102 1.99×103 2.06×103 9.90×103

10 d 0 0 3.03×104 23.53 

15 d 0 0 56.31 0 

20 d 0 0 0 0 

 
表 3  33℃水温条件下尼罗罗非鱼 4 种组织中 

无乳链球菌平均浓度与感染时间的关系 
Tab.3  Relationship between infection time and average 

abundance of S. agalactiae in the four tissues  
of O. niloticus at 33℃ water temperature (CFU/g) 

无乳链球菌平均浓度 
Average abundance of S. agalactiae 

感染时间 
Infection 

time 肝脏 Liver 脾脏 Spleen 肾脏 Kidney 脑 Brain

3 h 3.57×105 1.96×106 1.62×106 1.30×104

6 h 1.39×108 1.46×108 6.26×107 1.61×106

12 h 4.60×109 3.46×1010 8.08×109 9.18×108

24 h 1.06×109 6.04×109 1.18×108 1.34×108

2 d 5.48×106 7.49×105 6.62×106 2.35×104

4 d 3.29×105 2.52×105 2.07×106 1.60×103

6 d 4.99×102 4.00×102 2.44×104 6.90×103

10 d 0 0 0 0 

 
峰值，其含量分别为(1.76×109±1.97×108)、(3.56×109± 

4.93×108)和(2.70×109±3.65×108) CFU/g，但是，脑组

织中无乳链球菌浓度峰值出现在感染后 48 h，其含量

为(7.87× 108±8.87×107) CFU/g (表 2)。 

分析无乳链球菌在罗非鱼体内的平均增殖速度

可知，33℃组罗非鱼 4 个组织中无乳链球菌的平均增

殖速度均比 29℃组和 25℃组的要快。本研究中，罗

非鱼脾脏中无乳链球菌的平均增殖速度最大，33℃

组、29℃组和 25℃组脾脏组织中无乳链球菌的平均增

殖速度分别为 3.84×109、1.69×108 和 3.56×106 CFU/g·h。

脑组织中的平均增殖速度最小，分别为 1.02×108、

1.75×107 和 1.27×104 CFU/g·h (表 4)。 

表 4  不同实验组罗非鱼体内不同组织中 
无乳链球菌的平均增殖速度 

Tab.4  Average propagation speed of S. agalactiae in 
various infected tissues of O. niloticus in different 

experimental groups [CFU/(g·h)] 

平均增殖速度 Average propagation speed 组别
Group 肝脏 Liver 脾脏 Spleen 肾脏 Kidney 脑 Brain

25℃ 7.33×105 3.56×106 2.96×106 1.27×104

29℃ 8.37×107 1.69×108 1.28×108 1.75×107

33℃ 5.11×108 3.84×109 8.98×108 1.02×108

 
各实验组罗非鱼体内无乳链球菌浓度达到峰值

后，随着感染时间的延长，体内无乳链球菌浓度逐渐

下降(表 1~表 3)。感染 2 d 后，33℃实验组的 4 个组

织(脑、肝脏、脾脏和肾脏)中无乳链球菌浓度即明显

下降(降低 2~4 个数量级)，而 25℃和 29℃实验组在

感染 4 d 后，4 个组织(脑、肝脏、脾脏和肾脏)中无乳

链球菌浓度才呈现明显下降趋势；感染 6 d 后，各实

验组存活罗非鱼体内无乳链球菌浓度均降至较低水

平(1.38×102~2.44×104 CFU/g)，感染 10 d 后，33℃实

验组存活罗非鱼体内已分离不到无乳链球菌；29℃实

验组感染 15 d 后，只能从存活罗非鱼肾脏中分离到

少量无乳链球菌，但是感染 20 d 后，则分离不到无

乳链球菌；感染 25 d 后，25℃实验组存活罗非鱼肾

脏中能够分离到少量的无乳链球菌，但感染 30 d 后，

存活的罗非鱼体内分离不到无乳链球菌。 

2.3  病原菌浓度、累积生存率与感染时间的关系 

分析尼罗罗非鱼感染无乳链球菌后，脑、肝脏、

脾脏和肾脏组织中病原菌浓度、累积生存率与感染时

间之间的关系(图 1~图 5)可知，水温越高，罗非鱼感

染的累积死亡率越高，各组织中病原菌的增殖速度越

快，组织中病原菌的浓度也越高。实验表明，高温组 
 

 
 

图 2  尼罗罗非鱼脑组织中无乳链球菌浓度随 

感染时间的变化趋势 
Fig.2  Variation of the concentration of S. agalactiae with 

infection time in the brain of O. niloticus 
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图 3  尼罗罗非鱼肝脏组织中无乳链球菌浓度随 

感染时间的变化趋势 
Fig.3  Variation of the concentration of S. agalactiae with 

infection time in the liver of O. niloticus 

 

 
 

图 4  尼罗罗非鱼脾脏组织中无乳链球菌浓度随 

感染时间的变化趋势 
Fig.4  Variation of the concentration of S. agalactiae with 

infection time in the spleen of O. niloticus 

 

 
 

图 5  尼罗罗非鱼肾脏组织中无乳链球菌浓度随 

感染时间的变化趋势 
Fig.5  Variation of the concentration of S. agalactiae with 

infection time in the kidney of O. niloticus 

 
(33℃)罗非鱼的脾脏和肾脏中无乳链球菌的浓度峰值

极显著高于 25℃和 29℃实验组(P<0.01)。研究发现，

同一温度组罗非鱼感染无乳链球菌后，不同组织中无

乳链球菌的增殖速度却不相同，肝脏、脾脏和肾脏中

病原菌增殖速度较快，脑组织中无乳链球菌的增殖速

度相对较慢(表 4)。相同温度组的罗非鱼体内各组织

中的无乳链球菌最大浓度也不相同，感染初期(0~2 d)

脑组织中无乳链球菌的浓度通常低于同时期肝脏、脾

脏和肾脏等组织中无乳链球菌的浓度。 

2.4  菌落的形态特征和分子鉴定 

对每个时间点取样涂布过夜培养的平板进行菌

落观察，其中，表面光滑、湿润、圆形、边缘整齐、

乳白色、直径为 0.5~2.0 mm 的菌落即为疑似无乳链

球菌。挑取疑似单菌落，将无乳链球菌特异基因 cfb

作为检测对象，每组随机挑取 10 个单菌落进行 PCR

扩增，PCR 产物经 1%的琼脂糖凝胶电泳检测，得到

170 bp 的目的条带，与预期相符，则确定疑似菌落为

无乳链球菌。 

3  讨论 

罗非鱼链球菌病作为国家三类动物性疫病，是一

种高温高发、高传染性、高死亡率的细菌性疾病   

(可小丽等, 2013)。近年来，链球菌病在我国南方罗

非鱼主养区呈现暴发性流行，其发病率和死亡率均较

高，特别是在高温季节(卢迈新, 2010)。因此，研究

水温与罗非鱼链球菌病暴发之间的关系具有重要的

理论和现实意义。本研究为了解不同水温条件下，无

乳链球菌在罗非鱼体内的动态分布规律，选取 33℃、

29℃和 25℃3 个温度组，分别代表了高温期间链球菌

病极易暴发的温度、罗非鱼最适生长温度和低温时几

乎无链球菌病发病的温度，以人工注射感染的方式，

通过对感染后罗非鱼的脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中

无乳链球菌的分离、鉴定以及菌落数统计分析，以期

模拟不同发病过程中，无乳链球菌在罗非鱼群体体内

的动态分布及其增殖、消除规律。由于实验过程中样

本量不够大以及罗非鱼存在个体差异的原因，本研究

中罗非鱼体内无乳链球菌动态变化主要是指群体中

病原菌的动态分布。 

本研究表明，水温越高罗非鱼链球菌病的发病越

快，死亡率越高。水温由 25℃升至 33℃时，罗非鱼

感染无乳链球菌后的发病死亡时间从 48 h 缩短至

9 h，而且高温组罗非鱼的累积死亡率(78.90%)极显著

高于低温组(6.67%)(P<0.01)。高温组患病罗非鱼的临

床症状如打转、侧翻、离群狂游、体色发黑等，与前

人所报道的结果十分相似(邝伟键等, 2017; 王均等, 

2011; 魏顺等, 2016)。然而，低温组发病罗非鱼仅出

现体色发黑、游动缓慢的症状。以上结果表明，水温

显著影响了罗非鱼链球菌病的发病进程和临床症状。
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高水温条件下，罗非鱼感染无乳链球菌后发病迅速、

死亡率高，这与每年高温季节罗非鱼链球菌病易暴

发、发病快和死亡率高等特征十分吻合。可能是因为

高温时无乳链球菌在罗非鱼的体内繁殖快、毒力强，

无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖速度大于消除速度，

导致了罗非鱼链球菌病发病迅速、死亡率高、病程长、

治/自愈慢等现象。在高温条件下，无乳链球菌毒力

相关基因、嘌呤代谢和铁摄取相关基因表达与低温相

比呈上升趋势，而且高温时，无乳链球菌对宿主的侵

袭力(包括黏附、定植、入侵、繁殖、扩散及抵抗宿

主防御的能力等)和产毒素能力均比低温条件下的高

(Freitas Lione et al, 2010; Mereghetti et al, 2008; 石洁

等, 2012)，以上这些因素导致了无乳链球菌对罗非鱼

的致病力增强。此外，研究发现，高温能够引起罗非

鱼免疫力降低，如抗氧化酶活性、巨噬细胞溶菌酶活

性、补体活性下降和血清溶菌酶活性受到抑制等，导

致鱼体对病原菌的易感性增强(陈家长等, 2011)。以上

综合因素共同作用致使罗非鱼在高温时感染无乳链

球菌的死亡率显著升高，这也暗示水温可显著影响无

乳链球菌对罗非鱼的致病力。 

本研究发现，水温越高无乳链球菌在罗非鱼体内

的增殖速度越快。菌落统计结果显示，高温组(33℃)

罗非鱼体内无乳链球菌的浓度在感染后 12 h 即达到

峰值；然而，29℃组和 25℃组罗非鱼体内无乳链球

菌达到峰值需要 24 h，甚至 48 h。25℃实验组、29℃

实验组和 33℃实验组无乳链球菌在罗非鱼体内的最

大平均增殖速度分别为 3.56×106、1.69×108 和 3.84× 

109 CFU/g·h。水温从 25℃升到 33℃，无乳链球菌在

罗非鱼体内的平均增殖速度提高了 1079.5 倍，这表

明，水温可显著影响无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖

速度，而且水温越高，无乳链球菌在罗非鱼体内的增

殖速度越快。 

与其增殖速度相比，当实验组罗非鱼体内无乳链

球菌浓度达到峰值后，其消除速度均较慢。数据分析

表明，无乳链球菌的消除速度随着温度的升高而加

快，水温越高消除速度越快，所需消除时间越短，例

如：25℃组罗非鱼体内无乳链球菌完全被清除需要

30 d，而 29℃组和 33℃组分别需要 20 和 10 d。而且

无乳链球菌在肾脏中的滞留时间最长，肾脏可能是无

乳链球菌侵染罗非鱼的主要靶器官。此外，通过分析

无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖速度和消除速度发

现，水温越高无乳链球菌在罗非鱼体内的增殖速度和

消除速度均较快，并且明显快于低温组。研究表明，

无乳链球菌可以在巨噬细胞内存活(Guo et al, 2014)，

其通过转录调控以适应吞噬体内的环境，形成胞内寄

生，使得无乳链球菌逃避宿主的免疫监视 (Zlotkin 

et al, 2003)，这也解释了为何无乳链球菌可以在罗非

鱼体内长期存活。然而，水温可以明显影响无乳链球

菌在罗非鱼体内的存活时间，即逃逸时间，本研究将

为进一步揭示其免疫逃逸机制提供科学依据。 

本研究发现，罗非鱼感染无乳链球菌后，水温越

高，单位质量组织(脑、肝脏、脾脏和肾脏)中无乳链

球菌的浓度越高。分析不同实验组罗非鱼各组织中的

最大载菌量可以发现，33℃组脾脏中的最大载菌量分

别是 29℃和 25℃组的 9.7 倍和 422.8 倍；33℃组肾脏

中的最大载菌量分别是 29℃和 25℃组的 3.0 倍和

129.1 倍；33℃组脑中的最大载菌量分别是 29℃和

25℃组的 1.2 倍和 3361.1 倍；33℃组肝脏中的最大载

菌量分别是 29℃和 25℃组的 2.6 倍和 296.5 倍，表明

水温可以显著影响无乳链球菌在罗非鱼体内的浓度。

高温组罗非鱼体内无乳链球菌的浓度高，其死亡率也

高；低温组罗非鱼体内无乳链球菌的浓度低，其死亡

率也低。表明高温条件下罗非鱼体内无乳链球菌浓度

的增加也是导致罗非鱼死亡率升高的重要原因之一，

这也表明罗非鱼体内无乳链球菌的浓度与其死亡率

存在密切的关系。本研究结果显示，与高温组相比，

低温组(25℃)罗非鱼脑、肝脏、脾脏和肾脏组织中无

乳链球菌的最大载菌量均较低，表明低温条件下无乳

链球菌对罗非鱼的以上 4 种组织的侵染能力降低，尤

其是脑组织，这解释了低温组发病罗非鱼的链球菌病

症状(如侧翻、打转游动)不明显的原因。此外，本研

究中，发病时期罗非鱼脾脏的无乳链球菌浓度通常比

其他 3 个组织中的高，暗示脾脏也可能是无乳链球菌

侵袭罗非鱼的重要靶器官。 

综上可知，尼罗罗非鱼感染无乳链球菌后，养殖

水温越高，其感染死亡率越高，单位质量的脑、肝脏、

脾脏和肾脏组织中无乳链球菌的最大载菌量也越高。

本研究发现，水温能够影响无乳链球菌在罗非鱼体内

的增殖速度和存活时间，可显著影响无乳链球菌在罗

非鱼体内的浓度，进而影响无乳链球菌对罗非鱼的致

病性，这表明，温度是罗非鱼链球菌病暴发的关键因

子之一。本研究较好地解释了高温季节罗非鱼链球菌

病易暴发、死亡率高这一现象。本研究表明，在罗非

鱼养殖过程中，应注意链球菌病暴发时期的水温，建

议根据不同的养殖水温采取不同的防控措施和施药

策略。本研究也将为罗非鱼链球菌病的弱毒活疫苗研

发提供参考依据，即免疫时期水温的高低将影响弱毒

株在罗非鱼体内的存活时间，进而影响疫苗株对机体

免疫刺激的时间。 
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Abstract    Based on the dynamic distribution and elimination patterns of Streptococcus agalactiae in 
Oreochromis niloticus at different water temperatures, we provide a foundation for research on         
S. agalactiae pathogenesis in O. niloticus, as well as a scientific basis for the prevention and control of    
S. agalactiae infection in O. niloticus by controlling water temperature and the rational use of drugs. We 
used O. niloticus infected with S. agalactiae (WC1535 strain) by artificial intraperitoneal injection. First, 
the mortality rates of infected O. niloticus were assessed at 25℃, 29℃, and 33℃. Then, we performed in 
vitro isolation, cultured and counted S. agalactiae from the infected fish maintained at three temperatures. 
Next, we assessed the abundance of S. agalactiae in the brain, liver, spleen, and kidney tissues of the 
infected fish at the three temperatures. The results showed that fish mortality rate increased with 
increasing water temperature, and the cumulative mortality rate was 6.67%, 25.56%, and 78.90% at 25℃, 
29℃ and 33℃, respectively. Furthermore, the maximum abundance of S. agalactiae in unit mass of the 
brain, liver, spleen, and kidney tissues of O. niloticus increased with increasing water temperature. Thus, 
at a high temperature, S. agalactiae propagated rapidly in O. niloticus, whereas the residence time was 
short. In contrast, at a lower temperature, the propagation time decreased, but the residence time increased. 
Moreover, our results showed that S. agalactiae abundance was the highest in the spleen and survival time 
was the longest in the kidney. In conclusion, the propagation and elimination speeds of S. agalactiae in 
tissues of infected O. niloticus were closely related to water temperature. Our results provide important 
data for further study of S. agalactiae pathogenesis, ensuring effective prevention and control measures. 
Key words    Temperature; Oreochromis niloticus; Streptococcus agalactiae; Dynamic distribution; 
Elimination patterns 
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