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无乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附特性

刘海天，赵光军，郭晓慧，张永政，周永灿，蔡 岩，谢珍玉，郭伟良，王世锋
( 海南大学 海洋学院 /热带生物资源教育部重点实验室，海口 570228)

摘 要: 利用间接 ELISA 方法研究罗非鱼不同部位的粘液、作用时间、温度、pH 及盐度等因子对无乳链球菌

粘附作用的影响。结果表明: 无乳链球菌对罗非鱼不同部位粘液的粘附能力受温度、粘附时间和 pH 值影响

较大，受盐度影响较小。孵育温度为 35 ℃、孵育时间为 120 min 时，无乳链球菌对肠道粘液的粘附能力最强，

粘附量达到 4． 052 × 107 cfu·mL －1 ; 其次是体表粘液，粘附量为 6． 480 × 106 cfu·mL －1 ; 鳃粘液的粘附能力最

弱，为 2． 825 × 106 cfu·mL －1。当孵育时间少于 180 min 时，粘附量与孵育时间呈正相关; 粘附量在 35 ℃下

孵育 180 min 时，趋于饱和，达到 5 × 108 cfu·mL －1。无乳链球菌对不同部位粘液粘附的最适 pH 值不同，肠

道粘液、体表粘液和鳃粘液粘附力最强的 pH 值分别为 5． 0，7． 0 和 8． 0。
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近年来，由无乳链球菌( Streptococcus agalactiae) 引起的罗非鱼链球菌病影响范围广、累积死亡率高、
造成的经济损失大，成为阻碍我国罗非鱼产业可持续发展的最主要因素［1］。无乳链球菌等细菌性病原侵

染水产动物时，首先需与宿主粘液接触而粘附，进而完成定植、入侵、繁殖、产生毒素并最终导致机体发

病［2］。目前，对罗非鱼源无乳链球菌的研究主要集中在分离、鉴定、基因分型、生物学特性和致病性等方

面［3 － 5］，有关无乳链球菌粘附特性的研究，仅见刘志刚等［6］的报道。研究病原菌体外粘附试验的方法主

要有显微镜计数法、放射性标记法、酶联免疫吸附实验法( ELISA) 和荧光标记法等［7］。其中，间接 ELISA
法利用抗原与抗体的特异性反应来检测粘附细菌的数量，具有非特异性粘附小、安全性高、操作简单等特

点［8 － 9］，目前已广泛应用于水产病原检测［10］。笔者利用本实验室建立的间接 ELISA 法［11］，研究粘附作用

时间、温度、pH 及盐度等因素对无乳链球菌粘附罗非鱼体表、鳃及肠道粘液的影响，旨在了解无乳链球菌

的粘附特性，为今后进一步研究无乳链球菌对罗非鱼的致病机理及疾病防治奠定基础。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 尼罗罗非鱼( Oreochromis niloticus) 由海南文昌罗非鱼养殖场提供，体长( 15． 2 ± 0． 8) cm，

体质量( 100 ± 15) g，健康无患病史，在实验室暂养 7 d 后用于各项实验。无乳链球菌为本实验室 2009 年

从海南琼海患病罗非鱼体内分离并保存的强致病菌株 LFY-5。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 菌液制备 将无乳链球菌接种于脑心浸液培养液( BHI，青岛日水公司) ，37 ℃，180 r·min －1恒温

振荡培养 18 h［12］，于 4 ℃，3 000 r·min －1离心 10 min 收集菌体，再用无菌磷酸盐缓冲液( PBS，pH7． 4) 重



悬并洗涤 2 次后，以 OD600测定菌液浓度，4 ℃保存备用。
1． 2． 2 罗非鱼粘液的制备 参照文献［13］的方法提取罗非鱼体表粘液和鳃粘液，参照文献［14］的方法

提取罗非鱼肠道粘液。将获得的粘液样品分别于 4 ℃，12 000 r·min －1离心 2 次，每次 30 min，去除颗粒

性杂质，保留上清液。再依次用 0． 45 μm 和 0． 22 μm 的滤膜过滤以去除其他杂质与细菌; 以蛋白定量测

试盒测定粘液蛋白浓度，4 ℃保存备用，或于 － 20 ℃长期保存［10］。
1． 2． 3 无乳链球菌体外粘附检测方法 参考文献［15］的方法进行 ELISA 检测，具体步骤如下: 将 100
μL 罗非鱼粘液加入 96 孔酶标板，4 ℃ 静置 20 h，弃去残液，用无菌生理盐水清洗 2 次，以生理盐水作为阴

性对照。加入 100 μL 无乳链球菌菌液( 1 × 107 cfu·mL －1 ) ，35 ℃ 粘附 120 min，去除上层液体，60 ℃烘

干，然后用无菌生理盐水清洗 2 次。加入 100 μL 的 10%小牛血清( 北京索莱宝公司) ，于 37 ℃封闭 1 h，

去除上层液体，再用无菌生理盐水洗涤 3 次。加入 100 μL 比例为 1 ︰ 100 的兔抗无乳链球菌血清( 抗体

效价为 1 ︰ 25 600，由北京六合华大公司代理制备) ，于 37 ℃培养 1 h，去除上层液体，然后用 PBST( 在 1 L
PBS 中加入 0． 5 mL Tween-20 配制而成) 洗涤 3 次。加入 100 μL 比例为 1 ︰ 2 000 的 HＲP － 羊抗兔 IgG
( 北京索莱宝公司) ，于 37 ℃ 培养 1 h，去除上层液体，用 PBST 洗涤 3 次。加入 100 μL 新配制的 OPD-
H2O2 ( 北京索莱宝公司) ，置于暗处 37 ℃孵育 20 min。加入 50 μL 的 H2SO4 终止反应。用酶标仪在 490
nm 波长下测定吸光值 OD490。
1． 2． 4 菌液浓度与 OD490关系 以无菌 PBS 制备以下浓度的无乳链球菌菌液: 1 × 1010，5 × 109，1 × 109，

5 ×108，1 ×108，5 ×107，1 × 107，5 × 106，1 × 106，5 × 105，1 × 105，5 × 104，1 × 104，5 × 103，1 × 103，5 × 102 cfu·
mL －1，将上述不同浓度的无乳链球菌菌液 100 μL 加入无菌 96 孔板中，60 ℃ 烘干，然后用无菌生理盐水

清洗 2 次。加入 100 μL 的 10%小牛血清，于 37 ℃ 封闭 1 h，去除上层液体，再用无菌生理盐水洗涤 3 次。
加入 100 μL 比例为 1∶ 100 的兔抗无乳链球菌血清，于 37 ℃培养 1 h，去除上层液体，然后用 PBST 洗涤 3
次。加入 100 μL 比例为 1∶ 2 000 的 HＲP － 羊抗兔 IgG，于 37 ℃ 培养 1 h，去除上层液体，用 PBST 洗涤 3
次。加入 100 μL 新配制的 OPD-H2O2，置于暗处 37 ℃孵育 20 min。加入 50 μL 的 H2SO4 终止反应。用酶

标仪在 490 nm 波长下测定吸光值 OD490。以确定菌浓度和 OD490的关系。
1． 2． 5 无乳链球菌对不同部位粘液粘附能力的测定 以无菌 PBS 将提取的罗非鱼体表粘液、鳃粘液、肠
道粘液统一调整蛋白质量浓度至 1 g·L －1，按照 1． 2． 3 方法测定无乳链球菌对罗非鱼体表、鳃和肠道粘液

的粘附情况。
1． 2． 6 不同粘附时间条件下对无乳链球菌粘附作用的测定 以 1． 2． 3 方法分别测定粘附时间为 30，60，

90，120，150，180，210，240 min 的粘附效果，确实粘附时间对无乳链球菌粘附罗非鱼体表、鳃和肠道粘液的

影响。
1． 2． 7 不同温度条件下对无乳链球菌粘附作用的测定 按照 1． 2． 3 方法分别测定不同温度( 15，20，25，

30，35，40，45 ℃，无乳链球菌需先在相应温度下预温 30 min) 对无乳链球菌粘附罗非鱼体表、鳃和肠道粘

液的影响。
1． 2． 8 不同 pH 条件下对无乳链球菌粘附作用的测定 将无乳链球菌分别重悬在 pH 值为 1，2，3，4，5，

6，7，8，9，10 的 PBS 当中，并将菌液浓度调整为 1 × 107 cfu·mL －1，其他条件不变，按 1． 3． 3 方法分别测定

不同 pH 值对无乳链球菌粘附罗非鱼体表、鳃和肠道粘液的影响。
1． 2． 9 不同盐度条件下对无乳链球菌粘附作用的测定 将无乳链球菌分别重悬在盐度为 0，5，10，15，

20，25，30，35，40，45 的氯化钠溶液当中，并调整菌浓度为 1 × 107 cfu·mL －1，其他条件不变，按 1． 2． 3 方法

分别测定不同盐度对无乳链球菌粘附罗非鱼体表、鳃和肠道粘液的影响。
1． 2． 10 数据处理 以上所有实验均设 3 个平行组，所得数据用 Excel( Excel 2003) ，SPSS( SPSS 19． 0) 绘

制图表及统计分析，0． 01 ＜ P ＜ 0． 05 为差异显著，P ＜ 0． 01 为差异极显著。

2 结果与分析

2． 1 菌液浓度对无乳链球菌粘附作用的影响 从图 1 可知，随着菌液浓度的升高其吸光值逐渐升高，菌
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液浓度对数值与 OD490呈正相关，其关系式为 y = 0． 174 6x － 0． 366 3，相关系数为 Ｒ2 = 0． 950 6，因此，可

以通过 OD490来判断菌液浓度的大小。

菌液浓度的 lg 值
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图 2 无乳链球菌对不同部位罗非鱼粘液的
粘附效果

Fig.2 The effect of S. agalactiae on adhesion
of different mucus from O. niloticus

图 1 菌浓度与 OD490的关系
Fig.1 Relationship between OD490 and

Streptococcus agalactiae concentration
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2． 2 不同部位粘液对无乳链球菌粘附作用的影响 从图 2 可知，无乳链球菌对罗非鱼不同部位粘液的

粘附效果不同，对不同来源粘液的粘附量由高至低依次分别为: 肠道粘液 4． 052 × 107 cfu·mL －1、体表粘

液 6． 480 × 106 cfu·mL －1、鳃粘液 2． 825 × 106 cfu·mL －1，但无乳链球菌对不同部位粘液的粘附量没有达

到显著差异( P ＞ 0． 05) 。
2． 3 粘附时间对无乳链球菌粘附作用的影响 从图 3 可知，在粘附时间 180 min 以内，无乳链球菌对罗

非鱼体表、鳃和肠道粘液的粘附量随粘附时间的延长而增加，在 180 min 时达到最大值，此时，无乳链球菌

在罗非鱼体表粘液、鳃粘液和肠道粘液的粘附量依次分别为: 1． 398 × 108，1． 147 × 108，1． 820 × 108 cfu·
mL －1。粘附时间超过 180 min 后，无乳链球菌在各种粘液中的粘附量均有一定程度的下降。t 检验分析表

明，在 30 ～180 min 的孵育时间内，无乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附量随着时间的延长显著增加( P ＜0． 05) 。
在孵育时间 180 min 与 210 min 两组之间无乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附量无显著差异( P ＞0． 05) ，表明无

乳链球菌的粘附量趋于饱和。
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图 4 孵育温度对无乳链球菌粘附罗非鱼粘液的影响
Fig.4 Influence of incubation temperature on adhesion

of S. agalactiae to tilapia mucus

图 3 粘附时间对无乳链球菌粘附罗非鱼粘液的影响
Fig.3 Influence of incubation time on adhesion of

S. agalactiae to tilapia mucus
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2． 4 温度对无乳链球菌粘附作用的影响 从图 4 可知，当孵育温度小于 40 ℃时，无乳链球菌对罗非鱼

体表、鳃和肠道粘液的粘附量均随着温度的升高而增加; 孵育温度超过 40 ℃后，其粘附量随着温度的升

高急剧减少。t 检验分析表明，无乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附量呈梯度变化，在 15 ℃时无乳链球菌对

罗非鱼粘液的粘附量最低，与其他各组均具有显著性差异( P ＜ 0． 05) ; 在 20，25，45 ℃时，无乳链球菌对罗

非鱼粘液的粘附量无显著性差异，但均显著高于 15 ℃实验组，且显著低于 30，35，40 ℃实验组; 在 30 ～40 ℃
时，无乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附量，均显著高于 15 ～25 ℃以及 45 ℃时的粘附量( P ＜0． 05) ，各组之间除

30 ℃和 40 ℃实验组外( P ＜0． 05) ，其他各组两两之间均没有显著差异。
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2． 5 pH 值对无乳链球菌粘附作用的影响 从图 5 可知，在实验 pH 范围内，无乳链球菌对罗非鱼体表、
鳃和肠道粘液的粘附量随着 pH 的上升而先上升后下降，不过，pH 值对无乳链球菌粘附作用的影响因罗

非鱼粘液的来源不同而存在差异，其中，无乳链球菌粘附体表粘液的最适 pH 为 7，粘附量为 5． 254 × 107

cfu·mL －1 ; 对鳃粘液的最适 pH 为 8，粘附量为 4． 289 × 107 cfu·mL －1 ; 对肠道粘液的最适 pH 为 5，粘附量

为 2． 057 × 108 cfu·mL －1。t 检验分析表明，在 pH 5 ～ 8 时，无乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附量均显著高

于 pH 为 1，2 和 10 时( P ＜ 0． 05) 。在 pH 为 1，2 和 10 各组之间无乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附量则无显

著差异( P ＞ 0． 05) 。
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图 5 pH 值对无乳链球菌粘附罗非鱼粘液的影响
Fig.5 Influence of pH on adhesion of S. agalactiae to

tilapia mucus

图 6 盐度对无乳链球菌粘附罗非鱼粘液的影响
Fig.6 Influence of salinity on adhesion of S. agalactiae

to tilapia mucus
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2． 6 盐度对无乳链球菌粘附作用的影响 从图 6 可知，在实验盐度范围内，在同一盐度条件下，无乳链

球菌对不同粘液的粘附量均没有显著性差异; 对同一种粘液，盐度对无乳链球菌的粘附作用具有一定的

影响。当盐度为 5 和 10 时，无乳链球菌对罗非鱼体表粘液的粘附量显著高于 0，20，35 盐度组( P ＜0． 05) ，与

其他各组则没有显著性差异( P ＞ 0． 05) ; 在盐度为 40 时，无乳链球菌对罗非鱼鳃粘液的粘附量显著高于

5，20 和 30 盐度组( P ＜ 0． 05) ; 在所有盐度组之间，无乳链球菌对罗非鱼肠道粘液的粘附量均没有显著性

差异( P ＞ 0． 05) 。由此可知，盐度对无乳链球菌粘附罗非鱼体表、腮及肠道粘液有一定的影响，但总体而

言影响不大。

3 讨 论

无乳链球菌是革兰氏阳性球菌，不仅是罗非鱼等水产动物的主要致病菌之一［16 － 18，19］，也能感染人类

和许多畜禽，并引起严重疾病［19 － 22］。与绝大多数致病菌一样，无乳链球菌侵染罗非鱼时需要先通过粘附

作用定植于罗非鱼体表或腔道的粘液，然后才能侵入上皮细胞，并最终扩散到罗非鱼全身引起罗非鱼发

病［23］。因此，病原菌的粘附作用对其感染宿主十分重要，开展相关研究对了解其致病机理和探索防控策

略等均有重要意义。
无乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附作用与粘附时间密切相关。本研究结果表明，当粘附时间低于 180

min 时，无乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附量与粘附时间呈正相关; 但当粘附作用时间超过 180 min 后，无

乳链球菌对罗非鱼粘液的粘附量可能因得到峰值而不再增加。该结果与陈强等对溶藻弧菌粘附大黄鱼

体表粘液的研究结果相似，其粘附量也是 180 min 时达到峰值［7］。产生该结果的原因可能是病原与宿主

粘液的粘附作用是通过可逆的非特异性结合或不可逆的受体配体特异性结合［23］，当非特异性结合达到动

态平衡或特异性结合的受体用完后，粘附量不再随时间的延长而增加。胡彩虹等［2］以罗非鱼的上皮细胞

为培养模型，研究了嗜水气单胞菌分别对罗非鱼的皮肤上皮细胞、鳃上皮细胞和肠道上皮细胞的粘附作

用，发现嗜水气单胞菌对鳃上皮细胞的粘附率最高，对肠道上皮细胞的粘附率最低。而笔者对无乳链球

菌粘附不同罗非鱼粘液的研究结果与胡彩虹等的结果则刚好相反，无乳链球菌对肠道粘液的粘附量最

高，而对鳃粘液的粘附量最低。说明不同病原菌对宿主不同部位的粘附作用可能存在一定的差异，这是

否预示无乳链球更容易通过罗非鱼肠道感染，还需进一步研究。大量的研究结果表明，水温是影响罗非

鱼无乳链球菌病发生的主要环境因子，该病爆发的高峰为水温 30 ℃以上时，而水温低于 20 ℃则较少发
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病［6，24］。刘志刚等［6］对无乳链球菌粘附惰性基质的研究结果表明，水温 37 ℃时无乳链球菌的粘附量显

著高于其他温度组。本研究结果与刘志刚等的研究结果相似，水温 40 ℃以下时无乳链球菌对罗非鱼粘

液的粘附量与温度呈正相关，且温度为 30 ～ 40 ℃时，无乳链球菌的粘附量均显著高于其他实验温度组，

说明该温度下无乳链球菌更易粘附于罗非鱼粘液并使罗非鱼感染患病，与生产上罗非鱼链球菌爆发高峰

相符。pH 值影响病原菌对宿主粘液的粘附能力。朱苏琴等［25］对河流弧菌粘附大黄鱼粘液的研究表明，

pH 值 3 ～6 时，河流弧菌对大黄鱼各部位粘液的粘附能力较强，且在 pH 值为 6 时粘附量最大，而 pH 值 7 ～9
时，其粘附能力显著下降［25］。本研究结果也表明，该病原菌的粘附同样受 pH 值显著影响，且对不同部位粘

液的影响情况不同，对体表粘液的粘附量在 pH 为7． 0 时最大，而对鳃粘液和肠道粘液则分别在 pH 为8． 0 和

pH 为 5． 0 时最大。这可能是由于罗非鱼不同部位粘液的组成不同，从而使无乳链球菌与不同部位粘液发生

粘附作用的粘附素不同所致。本研究结果表明，在 0 ～45 的实验盐度范围内，盐度对无乳链球菌粘附罗非鱼

粘液的能力影响总体不大。该结果与生产中采用调节盐度对防控罗非鱼无乳链球菌病效果不明显的结果一

致。已有研究也表明，无乳链球菌不仅能感染淡水鱼类，还同样可感染海水鱼类并引起严重疾病［19，26］。
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Adhesion of Streptococcus agalactiae to the Mucus of Tilapia
( Oreochromis niloticus)

LIU Haitian，ZHAO Guangjun，GUO Xiaohui，ZHANG Yongzheng，ZHOU Yongcan，CAI Yan，

XIE Zhenyu，GUO Weiliang，WANG Shifeng
( Ocean College，Hainan University / Ministry of Education Key Laboratory of Tropical Biological Ｒesources，Haikou，Hainan 570228，China)

Abstract: Bacterial adhesion is the first step of pathogenic infection． In order to explore the adhesion of patho-
gen Streptococcus agalactiae to the mucus of tilapia ( Oreochromis niloticus) ，the effects of the mucus sources
( from skin，gill or intestines) ，incubation time，incubation temperature，pH，and salinity on the bacterial adhe-
sion were investigated using the indirect ELISA method． The results show that the adhesion of S． agalactiae to
the mucus of tilapia was sensitive to incubation time，incubation temperature and pH，but not to salinity． When
the incubation time was upto 120 min and the incubation temperature was 35 ℃，S． agalactiae produced maximum
adhesion in the intestinal tract mucus ( 4． 052 × 107 cfu·mL －1 ) ，then in the skin mucus ( 6． 480 × 106 cfu·
mL －1 ) and the least in the gill mucus ( 2． 825 × 106 cfu·mL －1 ) ． When the incubation time was less than 180
min，the adhesion was positively correlated with the incubation time． When the incubation time was 180 min or
longer，the adhesion reached saturation at 5 ×108 cfu·mL －1 ． S． agalactiae had a maximum adhesion to the mu-
cus of the skin，gill and intestinal tract at pH 5． 0，7． 0 and 8． 0，respectively． These results will help us further
understand the infection mechanism of pathogenic S． agalactiae in tilapia．
Keywords: Streptococcus agalactiae; tilapia; pathogen; adhesion
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