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摘要! 从广东省以及海南省等地区养殖的患病罗非鱼体内分离%收集到多株致病菌!经生化分

析和分子生物学鉴定!均为无乳链球菌$ 对这些菌株分别进行了耐药谱测定%分子分型试验以

及分子血清型分析$ 药敏试验结果表明!#$$?*#$%$ 年分离到的无乳链球菌耐药谱基本相

似&多位点可变数目串联重复序列分析"8-4,#试验中!选择 < 个高变异指数的可变数目重

复位点"4+D*#进行分子分型!结果表明!所有鱼源无乳链球菌菌株为同一8-4,型!而作为

对照的牛源无乳链球菌则明显不同&为了对这些菌株进一步分型!分别进行了分子血清型和表

面蛋白抗原基因的检测!结果表明!鱼源无乳链球菌的分子血清型均为
'

9型!表面蛋白抗原

均为96UI9E3蛋白$ 这进一步说明了不同年份和不同地区的鱼源无乳链球菌在基因水平上为

同一分子类型!具有相同的起源或传染源$ 同时也说明!我国南方地区罗非鱼无乳链球菌在这

几年中未发生明显的遗传变异$ 这些结果为罗非鱼无乳链球菌病疫苗研制!疫病监测及药物

防治的研究提供理论依据$

关键词! 罗非鱼& 无乳链球菌& 8-4,& 分子血清型

中图分类号! 0C%?7%& 0C@%&&&&&&&文献标志码',

&&近年来"随着我国罗非鱼养殖规模扩大"各种

传染性疾病的发生呈现不断增长的趋势"尤其是

近年来链球菌病的大范围流行"对罗非鱼的养殖

造成了巨大的损失( 已有研究结果表明"导致罗

非鱼链球菌病的病原菌主要是无乳链球菌

# =4(814'&'&&+, 25262&4/28$ 和 海 豚 链 球 菌

#=4(814'&'&&+,/%/28$"其中又以前者最为常见(

无乳 链 球 菌 属 于 Z 群 链 球 菌 # K:5RU Z

\P:QUP5O5OOR\" Z̀0$"它不仅是罗非鱼的病原菌"

也是新生儿和女性生殖道感染的重要病原菌以及

奶牛乳腺炎的病原菌*% ;#+

( 流行病学调查发现"

罗非鱼无乳链球菌病主要流行于夏季"水温为

#< _!? a"死亡率为 #$W _!$W

*! ;<+

(

目前"全国许多罗非鱼养殖区都有分离到致

病性无乳链球菌的报道*!""+

"但至今缺乏对不同

时间)不同地区分离的链球菌进行系统发育关系

的研究"因此也就无法对其传播规律和传播途径

进行分析( 本研究借助分子生物学技术手段"对

收集到的多株罗非鱼致病性无乳链球菌进行分子

分型研究"以期阐明我国南方地区近年来发生的

罗非鱼无乳链球菌病的分子流行病学特征"同时

为罗非鱼链球菌病的疫苗研制及药物筛选提供

线索(

多位 点 可 变 数 目 串 联 重 复 序 列 分 析

#FR6PGU6QE65OR\̂ 9:G9JPE:QUQ9P9J96d\G\"8-4,$分

型是众多基因分型方法中较为成熟的一种*?+

"其

基本原理是细菌基因组 >+,中存在的可变数目

串联重复位点#^9:G9T6QJRFTQ:5[P9JMQF:QUQ9P\"

4+D*$"而且 4+D*呈现出高度多态性"通过多

个不同4+D*位点的检测对细菌进行种间聚类

分析"即为8-4,( 8-4,分型方法不仅能够提

供完整的数字信息"便于通过计算机进行统计分
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析"而且具有非常高的稳定性和重复性"在不同实

验室内具有很好的可比性( 因此"本研究通过

8-4,技术对罗非鱼无乳链球菌进行分子分型

研究"分析其分子水平上的差异性(

研究无乳链球菌的血清型分布有助于流行病

学追踪和疫苗的研制( 近年来"无乳链球菌的分

子血清型分型得到快速发展"在一些研究中正在

取代传统的基于抗血清的分型方法( 无乳链球菌

的流行病学研究主要依赖于荚膜血清型*=+

( 至

今"已经鉴定出 %$ 种不同的无乳链球菌血清型

#血清型
'

9)

'

T"

)

E

/

$

*C ;%$+

( 无乳链球菌血清

型是由荚膜区域的血清特异基因决定的"是由荚

膜基因簇#O9U\R69:KQJQO6R\PQ:"OU\$编码*%$ ;%%+

(

无乳链球菌主要的表面蛋白抗原可分为表面蛋白

96UI9E3)*GT),6U#),6U!),6U@ 和 QU\G65J 蛋白*=+

(

通过对以上表面蛋白基因水平上的检测和比较分

析"进一步了解不同时间和不同地区的无乳链球

菌之间相互关系"为今后罗非鱼的无乳链球菌病

的治疗提供理论基础( 本研究借助这些分子分型

技术"以期能阐明在我国南方地区养殖的罗非鱼

中流行的无乳链球菌的分子流行病学特征"为探

究其起源提供线索"为监视其今后可能的变异或

新型无乳链球菌传入提供基础数据(

%&材料与方法

无乳链球菌菌株&&#$%$ 年于广东省肇庆

市患病的罗非鱼肝脏)肾脏分离到 %" 株病原菌(

无乳链球菌#$?%=[6H和 $?%CK+,$由福建淡水水

产研究所于 #$$? 年从罗非鱼体内分离'无乳链球

菌#-.gE$=E#! 和 -.gE$=E#!9$是华中农业大学

陈昌福教授惠赠'无乳链球菌# >̀$C$=$是珠江

水产研究所姜兰研究员惠赠( 无乳链球菌

#3C%=$为内蒙古民族大学布日额教授惠赠( 菌

株编号与来源见表 %(

罗非鱼分离菌的鉴定&&#$%$ 年 = 月份从

广东省肇庆市 %" 条患病罗非鱼的体内分离到 %"

株细菌( 患病罗非鱼的症状和卢迈新等*%#+描述

的发病罗非鱼的症状相似( 罗非鱼分离菌的生化

鉴定参考无乳链球菌常规的鉴定方法和指

标*%# ;%!+进行生理生化特征的测定"生化鉴定管和

相关试剂购于杭州微生物试剂有限公司( 分子鉴

定则 先 通 过 链 球 菌 属 特 异 引 物 # 0P:%!

D̀,3,̀ DD̀ 3DD3,̀ ,̀3̀ D,D3$ 和 0P:#!

,3̀ DD3̀ ,DDD3,D3,3̀ DD̀ $ 进行菌落 B3*

检测*%@+

"即挑取划线培养的单菌落菌株"加入 <$

#

-无菌水进行涡旋混匀"取 %

#

-菌液作为模板

进行 B3*( 阳性菌株再用细菌通用引物#)=[!

,̀ ,̀ DDD̀ ,D38D̀ 3̀D3,̀ 和 )%@C#:!

D,3̀ g̀D,33DD̀ DD,3̀ ,3DD$ B3*扩增细

菌的 %"0:*+,基因*%<+

( B3*模板为分离细菌

的基因组 >+,"B3*反应条件!C@ a 预变性 @

FGJ"!$ 个循环#C@ a变性 !$ \"<! a 退火 !$ \"

?# a 延伸 %7< FGJ$"?# a 终延伸 %$ FGJ( B3*

产物 %W琼脂糖凝胶电泳后观察"目的条带切胶

回收并连接到 U8>%=ED载体后转化到感受态细

胞大肠杆菌 >1<

"

"挑取阳性克隆进行测序( 将

菌株的 %"0:*+,基因序列通过+3Z/的Z-,0D

#IPPU!

!

Z69\P7OKG7JOTG7J6F7JGI7K5^AZ69\P7OKG$

进行序列同源性分析"采用 36R\P96k%7= 软件进

行序列比对"用82̀ ,@7$ 软件 +E'法构建系统

发育树(

表 !'无乳链球菌菌株分离时间和地点

/34&!'/H869=>3A6?@ ;3A893?;96A89=<

;%'6'5'(,4'-6?AH8I5898?A9A:;F

菌株编号

J575[\P:9GJ\

地点

9:Q9\

时间

M9PQ

宿主

I5\P

YXE%7% 广东省肇庆市市郊 #$%$E$= 罗非鱼

YXE%7# 广东省肇庆市市郊 #$%$E$= 罗非鱼

YXE%7! 广东省肇庆市市郊 #$%$E$= 罗非鱼

YXE#7% 广东省肇庆市市郊 #$%$E$= 罗非鱼

kXE% 广东省肇庆市新桥 #$%$E$= 罗非鱼

kXE! 广东省肇庆市新桥 #$%$E$= 罗非鱼

ZYE% 广东省肇庆市白诸 #$%$E$= 罗非鱼

ZYE# 广东省肇庆市白诸 #$%$E$= 罗非鱼

ZYEL% 广东省肇庆市白诸 #$%$E$= 罗非鱼

ZYEL# 广东省肇庆市白诸 #$%$E$= 罗非鱼

ZYEL9 广东省肇庆市白诸 #$%$E$= 罗非鱼

ZYELT 广东省肇庆市白诸 #$%$E$= 罗非鱼

ZYEb% 广东省肇庆市白诸 #$%$E$= 罗非鱼

ZYEb# 广东省肇庆市白诸 #$%$E$= 罗非鱼

-DE% 广东省肇庆市莲塘 #$%$E$= 罗非鱼

-DE# 广东省肇庆市莲塘 #$%$E$= 罗非鱼

$?%=[6H 福建省 #$$?E$? 罗非鱼

$?%CK+, 福建省 #$$?E$? 罗非鱼

-.gE$=E#! 海南省 #$$=E$= 奥尼罗非鱼

-.gE$=E#!9 海南省 #$$=E$= 奥尼罗非鱼

>̀$C$= 广东省肇庆市 #$$CE$= 罗非鱼

3C%= 内蒙古 #$$CE$C 奶牛

&&无乳链球菌的药敏试验&&挑取划线培养的

无乳链球菌单克隆于Z1/液体培养基中 #= a摇

((#
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! 期 郭玉娟"等!中国南方地区罗非鱼无乳链球菌的分子流行病学研究 &&

床培养至稳定期"通过麦氏比浊管估计菌液浓度"

然后将稀释后的菌液涂布于晾干的 Z1/平板上"

待涂布的菌液被完全吸收后贴上药敏片#药敏片

购于杭州微生物试剂有限公司$"#= a培养 #$ I

后测定抑菌圈直径"按产品说明书判定各菌株对

药物的敏感性(

无乳链球菌的 8-4,方法分子分型&&多

位点串联重复序列分析 #8-4,$参考 *9MPSQ

等*%"+的方法"选择 < 个具有高变异指数的 4+D*

位点进行分析( < 对引物分别为0,D*%)0,D*#)

0,D*!)0,D*@)0,D*<

*%"+

( B3*模板为细菌基

因组>+,"B3*反应条件为 C@ a预变性 @ FGJ"

!$ 个循环#C@ a 变性 !$ \"<! _<< a 退火 !$ \"

?# a 延伸 %7< FGJ$"?# a 终延伸 %$ FGJ( #W

琼脂糖凝胶电泳后观察拍照"并分别选择部分目

的条带## _! 个$进行测序分析(

无乳链球菌分子血清型检测&&参考 /FUQ:G

等*%?+的方法"通过多重 B3*检测无乳链球菌的

分子血清型( B3*模板为细菌基因组 >+,"B3*

终反应体系!% ]B3*ZR[[Q:'#$$

#

F56A-M+DB\'

#<$ JF56A-引物#共 %C 条引物混合"其中引物

OU\/E/9E"E?E.和 OU\/E?ECE.的终浓度均为 @$$

JF56A-$

*%?+

'%7< )2c G2H 酶#D9h9*9$( B3*

反应条件为!C@ a预变性 @ FGJ'C@ a变性 !$ \"

<@ a退火 !$ \"?# a延伸 # FGJ"%< 个循环"然后

C@ a变性 !$ \"<" a退火 !$ \"?# a延伸 # FGJ"

#< 个循环'?# a终延伸 %$ FGJ( B3*产物 %7<W

琼脂糖凝胶电泳后观察并拍照(

无乳链球菌的表面蛋白抗原基因的检测&&

参考3:QPG等*=+的方法"通过多重 B3*检测无乳

链球菌的表面蛋白抗原基因( 以细菌基因组

>+,为模板"多重 B3*反应体系! % ]B3*

ZR[[Q:'#$$

#

F56A-M+DB\'@$$ JF56A-引物#共

" 条引物混合!)JĜQ:\96[5:b9:M",6UI9E3:Q̂Q:\Q"

*GT :Q̂Q:\Q" 2U\G65J :Q̂Q:\Q" ,6U#A! :Q̂Q:\Q和

,6U@ :Q̂Q:\Q$

*=+

'%7< ) 2c G2H 酶 #D9h9*9$(

B3*反应条件!C@ a预变性 @ FGJ"!$ 个循环

#C@ a变性 !$ \" <= a退火 @< \" ?# a延伸

% FGJ$"?# a终延伸 %$ FGJ( B3*产物通过 #W

琼脂糖凝胶电泳后观察并拍照(

#&结果

(&!'罗非鱼分离菌的鉴定结果

广东肇庆地区养殖罗非鱼体内分离到的致病

菌进行链球菌属特异引物B3*检测"结果均为阳

性"这表明分离菌均为链球菌属的细菌( 另外"对

链球菌进行了生化测定"其鉴定结果与文献

*%# ;%!+相符( 通过 %"0:*+,序列构建系统进

化树#图 %$"结果表明"本研究中的所有罗非鱼分

离株与无乳链球菌 ,C$C 株和 ,D33%!=%! 株聚

为一枝"因此"分离菌鉴定为无乳链球菌(

#$%$ 年莲塘罗非鱼分离株 -DE% 与 #$$C 年

卢迈新等*%#+在同一地区分离的无乳链球菌 >̀H6

株聚为一枝"并且 %"0:*+,序列完全相同"提示

#$%$ 年在该地区发生的罗非鱼链球菌病病原很

可能为之前在该地区潜伏的病原菌株(

图 !'邻近法构建无乳链球菌 !.L5)$%基因的系统进化树

E6@&!'1HF>=@8?8A6"A588=<AH8;,)-+,*(*((./9I8"6894398;=?!.L5)$%@8?84F $86@H4=50_=6?6?@ 78AH=;

)(#
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(&('无乳链球菌的耐药谱

## 株无乳链球菌对 #$ 种药物的药敏试验结

果见表 #( 无乳链球菌对庆大霉素)阿米卡星)恩

诺沙星)新霉素)链霉素)妥布霉素)磺胺异唑等

药物均耐药'对哌拉西林)头孢唑啉)强力霉素均

敏感'对其它药物如诺氟沙星)氯霉素)环丙沙星)

红霉素)头孢西丁)呋喃妥因)利福平等药物的敏

感性表现出不完全相同"但是鱼源无乳链球菌对

这些药物的敏感性相近"具体表现为抑菌圈大小

均接近#抑菌圈大小未显示$(

表 ('无乳链球菌药敏试验结果

/34&(')89:>A9=<3?A646=A6"98?96A6J6AF A89A=<;%'6'5'(4,4'-9A536?9

药物种类

J9FQ5[9JPGTG5PGO

药物敏感性 9JPGTG5PGO\QJ\GPĜGPd

YXE

%7%E

#7%

ZYE

%

ZYE

#

ZYE

L%

ZYE

L#

ZYE

L9

ZYE

LT

ZYE

b%

ZYE

b#

kXE

%

kXE

!

-DE

%

-DE

#

D-

$?

[6H

D-

$?

K+,

-.gE

$=E

#!

>̀

$C$=

3

C%=

庆大霉素 KQJP9FGOGJ * * * * * * * * * * * * * * * * * *

阿米卡星9FGS9OGJ * * * * * * * * * * * * * * * * * *

恩诺沙星QJ:5[65c9OGJ * * * * * * * * * * * * * * * * * *

新霉素 JQOFdOGJ * * * * * * * * * * * * * * * * * *

链霉素\P:QUP5FdOGJ * * * * * * * * * * * * * * * * * *

妥布霉素P5T:9FdOGJ * * * * * * * * * * * * * * * * * *

磺胺异唑\R6[9[R:9H56Q * * * * * * * * * * * * * * * * * *

诺氟沙星 J5:[65c9OGJ * * * / / / / * * * * * * * * * * /

四环素PQP:9OdO6GJQ / / / / / / / / / / / / / / / / / /

万古霉素 ^9JO5FdOGJ / / / / / / / / / / / / / / / / / /

氯霉素OI65:5FdOQPGJ / / / / / / / / / / / / / * * / / /

环丙沙星OGU:5[65c9OGJ / 0 / / / / / 0 / 0 / / / / / / / *

氨苄青霉素9FUGOG66GJ / / / / / / / / / / / / / / / / / /

红霉素Q:dPI:5FdOGJ / / / 0 0 0 0 / / / / / / / / 0 / /

头孢西丁OQ[5cGPGJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 / / / / / 0 / / /

呋喃妥因 JGP:5[R:9JPG5J 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 / / 0 0 0 0 /

利福平:G[9FUGOGJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 / / 0 0 0 0 /

哌拉西林 UGUQ:9OG66GJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

头孢唑啉OQ[9H56GJ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

强力霉素 M5cdOdO6GJQ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

注!*7耐药'/7中度敏感'07敏感(

+5PQ\!*7:Q\G\P9JP' /7GJPQ:FQMG9PQ' 07\QJ\GPĜQ7

(&*'无乳链球菌的NDa%方法分子分型

## 株无乳链球菌的 < 个不同 4+D*位点的

B3*产物电泳结果及部分菌株的测序结果分析

表明!所有鱼源无乳链球菌的0,D*% 电泳结果均

相同"即无重复序列"重复数为 $"3C%= 菌株的重

复单元为 "$ TU"重复数为 !'所有鱼源无乳链球

菌的0,D*# 电泳结果均相同"重复单元为 %= TU"

重复数为 ""3C%= 菌株的重复单元为 %= TU"重复

数为 @'所有鱼源无乳链球菌的 0,D*! 电泳结果

均相同"重复单元为 %# TU"重复数为 #!"3C%= 菌

株无相关 B3*产物'所有鱼源无乳链球菌的

0,D*@ 电泳结果均相同"即无重复序列"重复数

为 $"3C%= 菌株的重复单元为 %= TU"重复数为 !'

所有鱼源无乳链球菌的0,D*< 电泳结果均相同"

即重复单元为 @= TU"重复数为 %!"3C%= 菌株无重

复单元"重复数为 $( 以上结果说明鱼源无乳链

球菌的8-4,分型结果均相同"而参考菌株牛源

无乳链球菌3C%= 株的8-4,分型与鱼源的不一

致#图 #$(

(&+'无乳链球菌的分子血清型检测结果

多重B3*产物电泳结果表明 ## 株无乳链球

菌的分子血清型结果均相同"产生两条电泳条带"

其大小分别为 "== 和 #?# TU"与/FUQ:G等*%?+的电

泳图谱中的
'

9型条带大小相同"即其分子血清

型为
'

9型#图 !$(

!(#
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! 期 郭玉娟"等!中国南方地区罗非鱼无乳链球菌的分子流行病学研究 &&

图 ('无乳链球菌NDa%检测

0,D*%"0,D*#"0,D*!"0,D*@"0,D*< 分别为 ## 株无乳链球菌的B3*产物电泳结果"% _#% 为鱼源无乳链球菌 B3*产物电泳条

带"## 号为3C%= 菌株B3*产物电泳条带( 87>-%<$$ 89:SQ:#D9h9*9$(

E6@&('NDa%3993F9=<;%'6'5'(,4'-

0,D*%"0,D*#"0,D*!"0,D*@"0,D*< 9:QPIQKQ6Q6QOP:5UI5:Q\G\5[9FU6G[GO9PG5J 5[B3*GJ 8-4,9\\9d\7% ;#%7=C25262&4/28\P:9GJ\

bQ:QG\569PQM [:5FPG69UG9' ##7=C25262&4/28\P:9GJ#3C%=$b9\G\569PQM [:5FM9G:d O9PP6Q' 87>-%<$$ 89:SQ:#D9h9*9$7

图 *'无乳链球菌分子血清型检测

#9$ ## 株无乳链球菌分子血清型B3*产物电泳图"B3*产物为两条带"大小分别为 "== 和 #?# TU( #T$ ## 株无乳链球菌表面蛋白

抗原基因B3*产物电泳图"B3*产物电泳为一条带"% _#% 号电泳条带大小!!C= TU'## 号电泳条带大小!#C< TU( % _#% 号为鱼源

无乳链球菌"## 号为3C%=( 87>-%<$$ 89:SQ:#D9h9*9$(

E6@&*'N=>8":>35985=AFI83993F9=<;%'6'5'(,4'-

#9$ Q̀6Q6QOP:5UI5:Q\G\5[FR6PGU6Qc B3*9FU6G[GO9PG5J U:5MROP\5[F56QOR69:\Q:5PdUQ5[## =C25262&4/28\P:9GJ\7#T$ Q̀6Q6QOP:5UI5:Q\G\

5[FR6PGU6Qc B3*9FU6G[GO9PG5J U:5MROP\5[\R:[9OQU:5PQGJ KQJQ\5[## =C25262&4/28\P:9GJ\7% ;#%7=C25262&4/28\P:9GJ\bQ:QG\569PQM [:5F

PG69UG9' ##7=C25262&4/28\P:9GJ#3C%=$b9\G\569PQM [:5FM9G:d O9PP6Q787>-%<$$ 89:SQ:#D9h9*9$7

(&,'无乳链球菌的表面蛋白抗原基因检测结果

## 株无乳链球菌菌株的表面蛋白抗原基因

的多重B3*产物电泳结果表明"所有鱼源无乳链

球菌的条带大小相同"均约为 @$$ TU"而牛源无乳

链球菌3C%= 的电泳条带大小明显不同"约为 !$$

TU( 根据3:QPG等*=+电泳图谱和阳性片段大小判

"(#
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断"鱼源无乳链球菌表面蛋白抗原为 96UI9E3蛋

白"牛源无乳链球菌表面蛋白抗原为*GT蛋白(

!&讨论

本研究中采用了 %"0:*+,基因序列分析"

8-4,分型"分子血清型检测以及表面蛋白抗原

基因检测"对 #$$?,#$%$ 年从福建)海南和广东

等地区分离收集的罗非鱼无乳链球菌进行分型"

结果表明这些菌株之间在上述分子分型上无差

异"可能是由于不同时间和地区的罗非鱼无乳链

球菌存在同一分子遗传类型( 与此相似"gQ

等*%=+通过与本文不同的分子分型方法发现广东

省和海南省罗非鱼无乳链球菌的分子血清型也均

为
'

9型"而且这些菌株的 8-0D分型结果也相

同"均为 0DE?( BQ:QG:9等*%C+也发现在巴西不同

地区分离的大多数鱼源无乳链球菌菌株B.̀ 2分

型为,% 型"而其它型的菌株很少( 这不仅为我

们研究罗非鱼无乳链球菌的传播路线提供依据"

也有利于罗非鱼无乳链球菌的疫苗研制"因为罗

非鱼无乳链球菌病的病原菌可能为同一株系(

虽然近年来罗非鱼无乳链球菌的检出率逐年

增加"但是它们之间的相互关系却知之甚少( 本

研究对福建省)海南省)广东省等地区分离的鱼源

无乳链球菌进行耐药性和 8-4,分子分型比较

分析"结果表明不同地区和不同时间分离到的菌

株对大多数药物敏感性相似"对少数药物的敏感

性存在差异"可能是由于不同地区因为用药后病

原菌的耐药性发生改变导致( 无乳链球菌对很多

药物产生耐药性"这提示我们在渔业上用药需要

慎重"也给今后渔业上用药提供参考( 这些菌株

对磺胺类药物耐药"而对哌拉西林敏感"对氨苄青

霉素中度敏感"这些结果与文献报道*%!"#$+的类

似( 本研究发现"与之前的相关报道相比"罗非鱼

无乳链球菌对喹诺酮类药物#如诺氟沙星$的耐

药性有增加的趋势*#"%# ;%!"#$+

"需引起重视(

据报道"8-4,比脉冲场电泳#B.̀ 2$和多

位点序列分型#8-0D$更具有区分度"并且更加

方便)经济*#%+

( *9MPSQ等*%"+通过 8-4,对无乳

链球菌进行分型"研究表明 %% 个位点中有 < 个位

点的变异度最大"可以选取这 < 个位点建立

8-4,( 本研究中选用这 < 个位点进行 B3*扩

增"B3*产物凝胶电泳和部分目的片段测序结果

表明所有鱼源无乳链球菌均为同一型"而且与牛

源无乳链球菌有明显的差异( 牛源无乳链球菌和

鱼源无乳链球菌在 8-4,分型结果上表现出明

显的不同( 与此相似"BQ:QG:9等*%C+用 B.̀ 2分析

也发现鱼源)人源和牛源无乳链球菌在基因型上

均不相关( 虽然牛源和鱼源的无乳链球菌分子血

清型均为
'

9型"但是它们的表面蛋白抗原基因

不同"鱼源的均表现为 96UI9E3蛋白"牛源的为

*GT 蛋白"这表明鱼源和牛源无乳链球菌在表面

蛋白抗原上存在明显的差异性"因此"鱼源无乳链

球菌来源于人和牛的可能性甚小(

为了更好的验证以上分子分型的结果"本研

究参考ZG\IG等*##+的方法进行了鱼源无乳链球菌

肠道细菌基因间重复序列#2*/3$分型研究"结果

表明不同菌株的 2*/3分型结果相同#电泳条带

未显示$"这进一步表明不同时间和地区的无乳

链球菌分型结果一致( 这表明通过以上 8-4,

分型和分子血清型分型的结果可靠"而且以上的

分型方法较其他方法"如 8-0D分型)B.̀ 2分型

更加方便)经济"而且准确)高效(

综上所述"不同时间和地区的鱼源无乳链球

菌分子分型水平上一致"即遗传类型相同"这说明

这些地区的无乳链球菌在时间上和空间上存在密

切的关系"具有相同的起源或传染源( 同时也说

明"我国南方地区罗非鱼无乳链球菌在这几年中

未发生明显的遗传变异( 这些结果可为罗非鱼无

乳链球菌病疫苗研制"疫病监测及药物防治的研

究提供理论依据( 也为今后监测罗非鱼无乳链球

菌是否发生遗传变异"或者监测是否有新遗传类

型的无乳链球菌的传入提供了基础(
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