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摘要: 文章以吉富罗非鱼( GIFT strain Oreochromis niloticus) 为研究对象 , 按照 1雄配 1 雌原则进行家系配对 , 待家

系鱼生长至 50～60 g·尾 - 1
时人工感染无乳链球菌( Streptococcus agalactiae) ( 菌株 GD001)。通过对 GD001 菌株半

数致死浓度测定及各家系感染死亡率的统计 , 研究了 GD001无乳链球菌感染对各家系吉富罗非鱼抗病力的影响。

结果表明 , 1) 配对成功家系 67个, 经繁殖性能筛选后留种 53 个, 家系留种率为 79. 1% ; 2) GD001菌株的半数

致死浓度为 4 ×108cfu·mL - 1 , 感染后 2～6 d为死亡高峰期 ; 3) GD001 菌感染 53个家系后有 11个家系的成活率

在 90%以上 , 15个家系的成活率在 70% ～89% , 19 个家系的成活率在 30% ～69% , 8 个家系的成活率低于

30% , 表明不同家系对 GD001菌株的抗病力存在着显著的差异( P < 0. 05) 。
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Family establishment and disease resistance of different families of
GIFT Nile tilapia Oreochromis niloticus
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( Guangxi Key Lab. of Aquatic Genetic Breeding and Healthy Aquaculture, Guangxi Institute of Fisheries,

Nanning 530021, China)

Abstract: The families of GIFT strain Nile tilapia ( Oreochromis niloticus) were established by pair-mating and the juveniles ( 50～60

g) in each family were challenged by Streptococcus agalactiae ( GD001 strain) . According to the median lethal concentration ( LC50 )

and infection mortality rate of each family, we evaluated the disease resistance of GIFT strain Nile tilapia to the challenge of

S. agalactiae GD001 strain. The results showthat: 1) 67 full-sibling families were successfully established, and 53 families ( 79. 1% )

were maintained based on their reproductive performance; 2) The LC50 of S. agalactiae GD001 strain to tilapia was 4×108cfu·mL - 1 ;

3) Among the 53 families, 11 families had survival rate of over90% , 15 families ( 70% ～89% ) , 19 families ( 30% ～69% ) and 8

families ( less than 30% ) . It is suggested that the disease resistances of different GIFT families challenged with S. agalactiae were sig-

nificantly different ( P < 0. 05) .
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吉富罗非鱼 ( GIFT strain Oreochromis niloticus)

是利用尼罗罗非鱼的 4 个亚洲品系和 4 个非洲品系

杂交选育而成的新品种
[ 1 ] , 具有生长速度快、产

量高、起捕率高、易饲养等特点, 已成为中国罗非

鱼养殖的主导品种, 其养殖面积占全国罗非鱼养殖

总面积的 60% 以上 [ 2 ]
。近年来随着罗非鱼养殖业
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的快速扩展, 由养殖密度、饲料和水质等引起的病

害逐渐增多, 其中由链球菌病引起的危害最大。

2008 年～2011 年广东、海南、广西、福建等地相

继暴发罗非鱼疫病, 经鉴定大部分病原菌为无乳链

球菌 ( Streptococcus agalactiae) , 发病率为 40% ～

70% , 发病鱼的死亡率超过 95%
[ 3 ]

, 给养殖户造

成了巨大的经济损失, 严重危害到罗非鱼养殖业的

健康持续发展。因此, 加强对罗非鱼抗病品种的选

育, 尤其是针对无乳链球菌病开展选育, 已经成为

解决罗非鱼病害的关键。国内外在水产抗病品种选

育方面已开展了一系列的工作。MILLER等
[ 4 ]
通过

分子辅助育种技术筛选出大西洋鲑( Salmo salar) 疾

病敏感家系; 陈松林等 [ 5 ]
和徐田军等

[ 6 ]
先后培育

出抗鳗弧菌 ( Vibrio anguillarum) 病牙鲆 ( Paralich-

thys olivaceus) 和半滑舌鳎 ( Cynoglossus semilaevis) 新

品种; 张庆文等 [ 7]
育出了抗白班综合症病 ( white

spot syndrome virus) 的中国对虾 ( Fenneropenaeus

chinensis) 。目前国内罗非鱼的研究主要集中在性别

控制
[ 8 - 10 ]
、生长发育

[ 11 - 12 ]
及耐寒选育

[ 13 - 14 ]
等方面,

开展罗非鱼抗病品系选育相关报道甚少。此试验通

过大规模构建吉富罗非鱼家系, 并对家系鱼进行无

乳链球菌感染评估, 筛选出感染后成活率高的家系

和成活率低的易感家系, 为开展吉富罗非鱼抗病品

系选育及抗病相关分子标记筛选研究提供试验材料。

1

 

材料与方法

1.1

 

试验材料

试验鱼取自国家级广西南宁罗非鱼良种场, 该

场 2003年从国家级青岛罗非鱼良种场引进的 P3 代

吉富罗非鱼, 引进后主要以生长速度和出肉率为主

要性状进行群体选育, 目前已选育至 P8 代。通过

对吉富罗非鱼群体的遗传背景、生长速度、体型、

体色、条纹等性状分析, 挑选出雌、雄各 80 尾作

为构建家系的亲本。随机抽取 5 尾鱼的脑、肝脏和

肾脏组织在牛脑心浸液 ( BHIA) 固体培养基上划线

接种, 28 ℃恒温箱培养 24 h, 如培养基无细菌生

长, 说明这些鱼未感染罗非鱼链球菌 [ 15]
。

感染试验用的无乳链球菌菌株 GD001 为广西

水产研究所鱼病防治研究室馈赠, 经过该研究室鉴

定此菌株具有较强的毒力和广西地区发病代表性。

1.2

 

家系构建

2011 年 5月 ～7 月在广西水产研究所那马淡水

中试基地进行吉富罗非鱼亲鱼随机配对。按 1 雄配

1 雌原则网箱配对, 共配组家系 75 个, 待家系产

苗后将亲本捞出, 在网箱中将鱼苗培育至 1 月龄时

根据亲鱼的产苗量对家系进行选留。

1.3

 

家系鱼抗病能力测定

1. 3. 1

 

试验鱼准备

  

在网箱中将鱼苗培育至 50

～60 g, 随机在 10 个家系中各取 3 尾鱼的脑和肝

脏组织进行 BHIA固体培养基接种鉴定是否感染链

球菌。感染试验前先将大桶用 0. 5%高锰酸钾溶液

浸泡 2 h消毒, 然后冲洗干净, 试验鱼暂养在水温

为 30 ℃的大桶中 8 ～10 d, 每天早晚各投喂饵料 1

次, 每隔 2 d换半桶水, 正常充气, 试验开始 1 d

前暂停投饵料。

1. 3. 2

 

GD001 菌半数致死浓度测定

  

用接种环

钓取 - 80 ℃保存的 GD001 无乳链球菌在固态 TSA

培养基上划线, 28 ℃培养 24 h, 然后用灭菌枪头

挑取单菌落用液态 TSB( 参见王瑞 [ 16] ) 扩大培养约

24 h, 用生理盐水调整菌液的浓度为 5 ×10
11

cfu·

mL
- 1

, 并分别按 1 倍、10 倍、100 倍、1 000 倍和

10 000 倍 5 个浓度梯度稀释。随机取 1 个家系的

120 尾鱼分养在 6 个试验桶中, 按上述 5 种浓度分

别对 5 组鱼进行腹腔注射 0. 2 mL·尾
- 1
菌液, 另设

置 1 组注射 0. 2 mL 0. 9%生理盐水作为对照组。注

射完成后将鱼放回原试验桶饲养, 水温保持在 30

℃, 正常饲喂、充气和换水, 每隔 3 h捞出死亡鱼

并记录数量, 待发病停止后统计死亡鱼的数量, 计

算出菌液的半数致死浓度。

1. 3. 3

 

不同家系鱼无乳链球菌感染评估

  

参照

确定半数致死浓度的操作方法, 对 53 个家系进行

GD001 菌人工注射感染, 感染浓度为半数致死浓

度, 剂量为 0. 2 mL, 每个家系取鱼 150 尾, 设 3

个重复组, 每组 50 尾。

1.4

 

统计分析

试验数据采用 SPSS 17. 0 统计软件进行单因素

方差分析 ( One-Way ANOVA) , 采用最小显著差法

进行各家系间的多重比较。当 P < 0. 05 时认为差

异显著, P <0. 01 时差异极显著。并用 Excel 2003

软件进行绘图。

2

 

结果

2.1

 

家系构建结果

将筛选出的雌、雄吉富罗非鱼各 75 尾进行随

机配对, 共有 67 个家系产苗, 家系配对成功率为

89. 3%。1 月龄时进行家系产苗量统计, 淘汰鱼苗
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数量小于 500 尾的家系, 最终选留产苗量较多的家

系共计 53 个, 家系留种 79. 1%。

2.2

 

不同家系感染 GD001菌结果

2. 2. 1

 

GD001 半数致死浓度测定

  

不同浓度无

乳链球菌 GD001 感染结果见表 1。1 倍、10 倍、

100 倍、1 000 倍和 10 000 倍稀释后感染的死亡率

分别为 90%、85%、70%、55% 和 10% , 对照组

没有出现死亡。对死鱼的脑和脾脏组织进行 BHIA

固体培养基细菌分离为阳性, 表明这些鱼是因感染

了 GD001 菌而导致死亡。根据 Reed-Muech 公

式
[ 1 7]
计算出 GD001 菌株的半数致死浓度为 4 ×10

8

cfu·mL
- 1
。

表 1

 

不同浓度无乳链球菌人工感染结果

Tab.1

 

Result of artificial infection of S. agalactiae at different concentrations

菌液感染浓度 / cfu·mL - 1

microbial concentration
感染鱼 /尾
infected fish

死亡鱼 /尾
dead fish

致死率 /%
mortality

5×1011( 1 倍) 20 18 90

5×1010( 10倍) 20 17 85

5×109( 100倍) 20 14 70

5×108( 1 000倍) 20 11 55

5×107( 10 000倍) 20 2 10

0. 9%生理盐水( 对照组) 0. 9% normal saline ( control) 20 0 0

2. 2. 2

 

各家系感染 GD001 菌结果

  

53 个家系共

8 400 尾吉富罗非鱼感染无乳链球菌 GD001 后的结

果见表 2 和图 1。对不同家系的死亡率统计发现,

感染 12 h后部分鱼出现在水面打转或间隙性窜游

发病症状, 14 h 后出现死鱼, 发病高峰期为感染

后第 2 天 ～第 6 天, 第 12 天停止死亡。表 2 显示

11 个家系鱼 ( 52#
、80 #
、81#
、83 #
、 89#
、105#
、

112 #
、87#
、100#
、79 #
和 98#
家系) 的感染成活率明

显高于其他组, 差异极显著( P <0. 01) 。图 1 根据

各家系的成活率大小进行排列, 笔者将成活率在

90%以上的 11 个家系定义为高抗病家系, 成活率

在 70% ～89% 的 15 个家系定义为较强抗病家系,

成活率在 30% ～69%间的 19 个家系定义为一般家

系, 成活率低于 30%的 8 个家系定义为易感家系。

试验结果表明不同家系对 GD001 菌株的抵抗能力

存在着显著的差别。

表 2

 

不同家系人工感染 GD001菌株后的成活率

Tab.2

 

Survival rate of different families by artificial infection of GD001 S. agalactiae

家系 family 52 # 67 # 68 # 74 # 76 # 77 # 80 # 81 # 83 #

成活率 survival rate 9 5. 38 ±1. 03 ** 8 0. 00 ±2. 08 * 6 5. 06 ±1. 09 78 . 46 ±3. 04 77 . 63 ±1. 89 10. 00 ±2. 08 9 6. 62 ±2. 25 ** 9 6. 15 ±1. 64 ** 97 . 69 ±3. 24 **

家系 family 85 # 89 # 93 # 94 # 95 # 107 # 69 # 111 # 113 #

成活率 survival rate 74 . 00 ±2. 04 9 5. 93 ±1. 54 ** 6 0. 77 ±1. 05 67 . 69 ±0. 93 35 . 38 ±0. 84 74. 62 ±0. 87 61 . 54 ±1. 08 71 . 54 ±1. 25 5. 38 ±1. 07

家系 family 123 # 78 # 86 # 88 # 77 # 73 # 97 # 105 # 108 #

成活率 survival rate 5 . 80 ±2. 12 46 . 90 ±2. 07 82 . 20 ±0. 94 * 58 . 90 ±2. 12 80 . 00 ±1. 48 * 51. 40 ±1. 37 89 . 70 ±1. 13 * 9 6. 30 ±1. 05 ** 73. 90 ±2. 23

家系 family 106 # 82 # 75 # 110 # 112 # 87 # 104 # 100 # 65 #

成活率 survival rate 50 . 00 ±2. 31 44 . 00 ±2. 41 5 4. 10 ±1. 93 8 3. 30 ±1. 82 * 9 5. 40 ±1. 41 ** 95 . 00 ±0. 82 ** 85 . 00 ±1. 21 * 9 5. 40 ±1. 37 ** 9. 71 ±3. 56

家系 family 79 # 90 # 92 # 98 # 103 # 101 # 125 # 118 # 114 #

成活率 survival rate 9 6. 43 ±0. 58 ** 12 . 33 ±4. 21 6 1. 31 ±2. 67 9 4. 78 ±0. 88 ** 12 . 94 ±5. 04 9. 77 ±3. 41 72 . 31 ±1. 58 70 . 00 ±2. 01 55. 20 ±2. 24

家系 family 117 # 102 # 96 # 84 # 119 # 109 # 66 # 115 #

成活率 survival rate 57 . 20 ±2. 45 45 . 07 ±2. 83 4 4. 96 ±2. 74 8. 27 ±1. 86 87 . 69 ±1. 37 * 62. 00 ±1. 24 86 . 43 ±1. 62 * 43 . 00 ±3. 11

 

注 : * . 差异显著 ( P < 0. 05) ; ** . 差异极显著 ( P < 0. 01)

 

Note: * . significant difference ( P < 0. 05) ; ** . very significant difference ( P < 0. 01)
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图 1

 

53个吉富罗非鱼家系鱼感染无乳链球菌后的平均成活率

Tab. 1

 

Average survival rate of 53 GIFT strain Nile tilapia families challenged with S. agalactiae

3

 

讨论

目前中国对罗非鱼链球菌病的防治主要依赖抗

生素药物治疗
[ 18 - 1 9]
和疫苗免疫

[ 15 , 20] , 但长期使用

抗生素药物会引发机体耐药性、药物残留、环境污

染、食品安全等一系列问题。罗非鱼链球菌疫苗研

制技术还有待突破, 同时致病菌的突变和地域差异

性等原因易导致免疫失败。因此, 从遗传本质上提

高罗非鱼的抗病能力和机体免疫功能、培育出抗病

新品种才是解决养殖病害的关键。张天时
[ 21]
和孟

宪红
[ 22]
先后通过人工感染白斑综合症病毒已经成

功培育出了“黄海 1 #
”和“黄海 2#

”中国对虾抗病新

品种, 在相同的条件下其抗WSSV能力比未选育的

分别提高了 30% 和 15. 85% ; 陈松林等
[ 23 ]
用鳗弧

菌感染家系鱼选育出了抗鳗弧菌病的牙鲆新品种,

其染病后的成活率比未选育提高 30% 以上。以上

研究表明通过人工感染病原体的途径进行抗病品种

选育的方法是有效的。

试验通过家系配对留种了 53 个家系, 这些家

系鱼在相同的环境条件下进行养殖和感染, 较好地

控制了环境因素对于试验结果的影响, 使测定结果

更能反映出由机体遗传因素方面引起的抗病能力差

异。此外由于家系选育的个体遗传背景清晰, 对今

后进行系谱构建、抗病遗传力、近交系数及遗传多

样性分析提供便利。此试验从 53 个家系中获得 11

个高抗病家系, 较强抗病家系 15 个, 敏感家系 8

个, 高抗病家系和易感家系在病原菌感染后的成活

率上相差 80% 以上, 其原因可能是亲本的遗传抗

病力不同, 还需要进一步论证。与笔者试验相似的

研究工作在大西洋鲑上也获得了成功, GRIMHOLT

等
[ 2 4]
用气单胞菌 ( Aeromonas salmonicida) 和传染性

鲑鱼贫血病病毒 ( infectious salmon anemia virus,

ISAV) 分别感染大西洋鲑不同家系鱼, 从中筛选出

抗病力强和对疾病敏感家系。

笔者研究初步证明利用家系选育方法在吉富罗

非鱼抗病品种选育上是可行的, 虽筛选得到一批高

抗病家系和易感家系, 但这只是经一次细菌感染之

后的结果, 这些家系的抗病力能否进行世代遗传,

还需要做多个世代感染验证。笔者研究结果为开展

吉富罗非鱼抗病新品系的选育及抗病相关分子标记

筛选研究奠定了基础。
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