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鱼立克次氏体的研究进展

林晓婷,汪  岷
(中国海洋大学 生命科学与技术学部, 山东 青岛 266003)

摘要: 立克次氏体是鱼类及其他水生生物的重要病原之一, 有较高的感染率和死亡率。目前主要采用 Fryer 法和依照

5贝格恩细菌分类手册 (第二版)6标准的方法对立克次氏体进行分类, 细胞培养法、组织切片技术、PCR、核酸探针及

ELISA 等方法是广泛应用的检测手段,研究成果表明此种病害主要通过水平和垂直方式进行传播,而抗立克次氏体疫苗

的研制也进入了商品化生产。本研究对该领域的研究成果作一综述,旨为此种病害的研究提供借鉴及参考。
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  立克次氏体( rickettsia)是一类严格细胞内寄生

的原核细胞型微生物,在形态结构、化学组成及代谢

方式等方面均与细菌类似:具有细胞壁,以二分裂方

式繁殖,含有 RNA 和 DNA 两种核酸, 由于酶系不

完整所以需在活细胞内寄生, 并对多种抗生素敏感

等。自从鲑鱼立克次氏体( Piscir ickettsia salmonis )

第一个被确定为鱼类病原以来[ 1] ,鱼立克次氏体病

及其综合症已经遍布 20几个国家和地区,感染十几

种经济鱼种,包括英属哥伦比亚养殖细鳞大麻哈鱼

( Oncorhy nchus gor buscha )、银鲑鱼 ( Oncor hynchus

ki sutch )、 大 鳞 大 麻 哈 鱼 ( Oncor hynchus

tshaw ytscha) [ 2] ,加拿大养殖银鲑鱼、大鳞大麻哈鱼、

挪威养殖的大西洋鲑( Salmo salar ) [ 3]以及中国台

湾省养殖的石斑鱼( Ep inep helus melanostigma ) [ 4]

和罗非鱼 ( Oreochromis nilotica )
[ 5]
等, 其死亡率最

高可达 90% [ 6]。立克次氏体或类立克次氏体

( Rickettsia- like org anisms, RLOs)也可感染其他海

水和淡水生物,如美洲牡蛎( Crassostr ea viginica)、

软壳 蛤 ( My a arenar ia ) [ 7]、紫 贻 贝 ( My tilus

edulis )
[ 8]
、砗磲 ( T r idacna gigas )

[ 9]
、栉孔扇贝

( Chlamys f ar reri ) [ 10]、牡蛎 ( Gr assostrea ariaken-

sis ) [ 11]等。由立克次氏体引起的多种经济鱼类和贝

类流行性病害, 已严重威胁到水产养殖业并已造成

巨大的经济损失。由于目前尚缺乏控制此类病害的

有效药物和方法, 使鱼立克次氏体宿主范围和地理

分布呈扩大态势。因此对鱼立克次氏体的深入了解

和研究,将有助于鱼抗立克次氏体疫苗的研制及建

立准确高效的检测方法, 控制此类病害的流行。本

研究旨为鱼立克次氏体的探索和研究提供借鉴和参

考依据。

1  鱼立克次氏体病的发现

关于寄生在鱼体内的类立克次氏体的报道最早

见于 1939年[ 12]。1975年, Ozel和 Schw anz-Pfitzen-

er[ 13]研究虹鳟鱼( Oncorhynchus mykiss ) 出血性败

血症病毒( Egtved vir us )时,在 RTG-2细胞系(虹鳟

性腺细胞系)中检测到病毒的同时发现类立克次氏

体。由于当时未能保存这种类立克次氏体, 因此没

有确定它的致病性以及分类学地位。此后一直没有

关于鱼立克次氏体的报道, 直到 1989 年, Fryer

等[ 14]从大鳞大麻哈鱼的胚胎细胞系 ) ) ) CHSE-214

中分离到一种立克次氏体, 并且证明其为智利养殖

银鲑鱼的一种流行病的病原,并于 1992年将其命名

为鲑鱼立克次氏体。

中国也已出现了有关鱼类感染立克次氏体的报

道。1992年,中国台湾省养殖罗非鱼感染了立克次

第 12 卷第 6 期

2 0 0 5年 1 1月

     中 国 水 产 科 学

Journal of Fishery Sciences of China

Vol. 12  No . 6

November 2005



氏体[ 5] , 1995 年姜明等[ 15]在患真鲷 ( Pagrosomus

maj or )病毒病的病鱼肠上皮组织中检测出类立克次

氏体。2000 年, Chen 等[ 4]报道了中国台湾养殖的

石斑鱼感染了类立克次氏体。这种高致死率的病害

已使中国的海水及淡水养殖业遭受了巨大损失。目

前世界许多国家和地区都已发现寄生在鱼体内的立

克次氏体(表 1)。

表 1  鱼类体内检测或分离到的立克次氏体及类立克次氏体样微生物

Tab11  Rickettsia and rickettsia- like organisms observed in and/ or isolated from fish

种类     
Species   

地理区域

Geog raphical Reg ion

年代

Year

海水/淡水

Salt/ Fresh Water

分离/检测

Isolated/ Observed

尼罗 T etr odon f ahaka 埃及 1939 淡水 检测
[ 6]

大鳞大麻哈鱼

Oncorhy nchus shaw ytscha
太平洋海岸 1992 海水 检测[ 16]

虹鳟

O ncor hynchus mykiss

德国

欧洲其他地区

智利

1993

1995

1996

海水

淡水

海水

检测( Ozel and

Schw anz-P fitzner)

分离[ 17]

分离[ 1]

银鲑鱼

Oncor hy nchus kisutch

智利

智利

1990

1995

海水

淡水

分离[ 18]

分离
[ 17]

大西洋鲑

Salmo salar

智利

爱尔兰

挪威

加拿大

1992

1997

1997

1998

淡水

海水

海水

海水

检测[ 2]

检测[ 19]

检测[ 20]

分离[ 21]

尼罗罗非鱼 N ilotica 日本 1994 淡水 检测[ 22]

罗非鱼 Or eochromis nilotica 中国 1994 淡水、海水 检测[ 5]

海鲈 D icentr ar chus labr ax

法国

美国

希腊

1996

1999

1999

海水

海水

海水

检测[ 23]

检测[ 23]

检测[ 24]

石斑鱼

Ep inep helus melanostigma
中国台湾 2000 海水 检测[ 4]

真鲷 Pagr osomus maj or 中国 1995 海水 检测[ 15]

蓝眼隆头鲶 Panaque suttoni 哥伦比亚 1995 淡水 检测
[ 25]

2  鱼立克次氏体的分类

立克次氏体目( Rickettsiales)下分 3 个科, 即立

克次氏体科 ( Ricket tsiaceae)、巴尔通氏体科 ( Bar-

tonellaceae)和无形体科( Anaplasmataceae)。立克次

氏体的分类学地位目前有两种不同的观点, 并被同

时采用,其分类学地位尚未最终确立。

211  Fryer J L分类[ 1]

1997年, F ryer 等[ 1]根据鲑鱼立克次氏体典型

株 LF-89(美国菌种中心 ATCC 编号为 VR1361)在

形态学、严格细胞内寄生以及基因序列的分析 (图

1) ,将其定为立克次氏体目下的新种类即立克次氏

体科( Rickettsiaceae) (表 2)。美国菌种中心也将鲑

鱼立克次氏体归入立克次氏体科。

Fryer等[ 1]对分别来自智利、英属哥伦比亚、加

拿大以及挪威的银鲑鱼和虹鳟鱼、大西洋鲑的 5 种

鱼立克次氏体隔离株进行研究, 发现它们在形态学

上很接近, 都可以与 LF-89 的多克隆抗体发生反

应。利用特定单克隆抗体将这些隔离株区别出来,

通过 PCR技术来测定这五种隔离株的 16S 编码核

糖体 DNA( rDNA) , 以此说明这一种群的基因的可

变性和种群的复杂性。得到的结论是鱼立克次氏体

与埃里希氏体( Er lichiae Ricket tsia)或者新立克次

氏体属( Neor icett sia )有紧密关系(图 1)。其中鱼立

克次氏体,埃里希氏体属( Ehrl ichia )和立克次氏体

属( Rickettsia)相似度接近 80% ; 鱼立克次氏体、考

克斯氏体属( Coxiel la )以及沃尔巴克氏体属( Wol-

bachia)之间相似度为 86%~ 88%。
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图 1  鲑鱼立克次氏体与经选择的立克次氏体和细菌系统发生学关系图[ 1]

注:进化距离的计算是根据 Jukes和 Cantor 提供的方法,并且忽略掉模糊的地域和不确定的同体异形关系,比较 16S rDNA 基因上

1313个位置而得出.

F ig1 1 Phylogenetic r elat ionships of Piscir ickettsia salmonis, selected r ickettsiae and bacteria
[ 1]

Note: Evolut ionary distances w ere calculated by the method of Juk es and Cantor. After eliminat ing regions of ambiguity and uncertain ho-

mology, 1 313 posit ions of the 16S rDNA gene w ere compared.

表 2 立克次氏体目分类表

Tab1 2  Taxon of Order Rickettsiales

科

Family

族

T ribus

属    
Genus   

代表种类   
Representative species  

立克次氏体科

( Rickettsiaceae)

立克次氏体族

Rickettsieae

埃里希氏体族

Ehrlichieae

沃尔巴克氏体族

Wolbachieae

立克次氏体属 Rickettsia 普氏立克次氏体

罗克利马氏体菌属 Rochalimeae 五日热罗克利马氏体菌

考克斯氏体属 Cox iella 伯氏考克斯氏体

埃里希氏体属 Ehr lichia 犬埃里希氏体

考得里氏体属 Cow dria 反刍类考得里氏体

新立克次氏体属 Neor ickettsia 蠕虫立克次氏体属

沃尔巴克氏体属 Wolbachia 尖音库蚊沃尔巴克氏体

共生小体属 Sy mbiotes 臭虫共生小体

蟑螂杆状体属 Blattabacter ium 丘氏蟑螂杆状体

立克次氏小体属 Rickettsiella 日本甲虫立克次氏小体

鱼立克次氏体科 暂未定 暂未定 鱼立克次氏体

巴尔通氏体科

Bartonellaceae

巴尔通氏体属 Bar tonella

格拉汉氏体属 Gahamella

杆状巴尔通氏体

鼹格拉汉氏体

无形体科

Anaplasmataceae

无形体属 A nap lasma 边缘无形体

类无形体属 Paranap lasma 尾类无形体

埃及小体属 A egyp tianella 雏埃及小体

血巴通氏体属 H aemobar tonella 鼠巴通氏体

血虫体属 Ep er ythr oz oon 类球状血虫体
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  分析这几个隔离株的内部转录区( IT S)和 23S

rDNA,以便进一步阐明这一物种的遗传可变性:在

这些区域中没有包含 tRNA 基因,这些 ITS 序列长

度大约为 311 bp,且在不同隔离株中是不同的(相似

度 9513%~ 9917% )。其中只有一个 ITS序列是这

几个隔离株所共有的, 说明其中有一个 rRNA 操纵

子的存在。这一发现与其他属缓慢生长的生物体相

一致。这些隔离株的 23S rDNA 基因, 长度接近

1 900 bp, 相似度 9719%~ 9918%。5株隔离株的其
中3株,即智利与挪威和加拿大的隔离株有着较为

紧密的关系 ) ) ) IT S的相似度为 9911% ~ 9917% ,
rDNA的相似度为 9716% ~ 9815%。

212  5贝格恩细菌分类手册(第二版) 6分类[ 26]

根据最近的鲑鱼立克次氏体的 16S rRNA序列

的相似性研究[ 24] , 5贝格恩细菌分类手册(第二版)6

将鲑鱼立克次氏体定位于细菌界( Bacteria) ,变形细

菌门 ( P roteobacteria ) , 丙型变形细菌纲 ( Gamma-

proteobacteria) , Thiot richale目中一个新的科 ) ) ) 鱼
立克次氏体科( Piscirickettsiacaea) (表3)。这种分类

方法被很多数据库采用, 并且已被 NCBI 收录。相

比较甲型变形细菌纲 ( Alphaproteobacteria)的立克

次氏体( R icket tsia)属和埃里希氏体属( Ehrl ichia ) ,

它的分类位置与丙型变形细菌纲 ( Gammapro-

teobacteria)的弗朗西斯氏菌属 ( Francisella )、军团

菌属( L egionel la )和柯克斯体属( Cox iella )更加接

近[ 1]。

表 3 鱼立克次氏体分类学地位

Tab1 3 Taxonomic position of Piscirickettsia

纲  Class 目  Order 科  Family 属  Genus

甲型变形细菌纲

Alphaproteobacteria

立克次氏体目

Rickettsiae

立克次氏体科

Rickettsiaceae

立克次氏体属 Rickettsia

埃里希氏体属 Ehrlichia

丙型变形细菌纲

Gammaproteobacteria

(暂缺中文译名)

Thiotrichales

鱼立克次氏体科

Piscirickettsiacaea

鱼立克次氏体 Piscir ickettsia

弗朗西斯氏菌属 Francisella

军团菌属 Legionella

柯克斯体属 Cox iella

3  分子生物学研究

NCBI及 EMBI数据库中收录了关于鱼立克次

氏体的核酸和蛋白方面的多项数据 ) ) ) 62种核酸
序列、7种蛋白质氨基酸顺序, 但目前未见有关鱼立

克次氏体的全基因组序列的报道。

多数鱼立克次氏体隔离株如 LF-89、EM-90、

NOR-92 以及野生型 IAFDn7、IAFDn28、IAFDn39

等的 16S rRNA 和 23S rRNA 的核酸序列已经得

出。1999年, Mauel[ 24]等测得隔离株 LF-89的 16S

rRNA、内部转录区、23S rRNA 的核酸序列, 以此对

鱼立克次氏体进行系统学发生分析。1999 年,

Casanova等(尚未发表)测得了隔离株 LF-89的 16S

rRNA、23S rRNA 的部分序列和 tRNA-Ile、tRNA-

Ala基因的完整序列。其中 Casanova 测得的 16S

rRNA的部分序列比由 Mauel 测得的少 103 个碱

基, 而23S rRNA部分序列少 430个碱基。1999年,

Kuzyk等(尚未发表)得出隔离株 LF-89的丙氨酸消

旋酶 alr、抗原 ChaPs、ospA、BAX 蛋白、移位酶 tnpA

和 DNA修复酶 RadA 的完整序列。另外,所得的这

些核酸序列中大多数是由分析鲑鱼立克次氏体而得

出的, 只有两个 16S/ 23S rRNA 基因间隔区序列是

由 Marshall和Heath 等[ 27]分析来源于虹鳟鱼的隔

离株 C3、R8而得到的。

在蛋白质水平上, 1999年 Kuzyk等(尚未发表)

测出 BAX蛋白、抗原 ospA、移位酶 tnpA、DNA修复

酶的氨基酸顺序及功能,并且又在 2003年测得丙氨

酸消旋酶的氨基酸顺序及功能。

目前对鱼立克次氏体分子方面的研究虽然得到

了少数基因的核酸序列, 但其全基因组序列还未测

出,许多基因的功能及其基因产物之间的相互作用

还有待进一步研究。
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4  流行病学研究

411  目前已报道的病例

41111  鲑鱼立克次氏体性败血病( Salmonid Rick-

ettsial Septicaemia, SRS)  最早是在海水银鲑鱼中

发现 SRS[ 14, 28]的,随后其他海水及淡水养殖的鲑鱼

种类也出现了 SRS,如大鳞大麻哈鱼、虹鳟鱼和大西

洋鲑等[ 25, 29] 1) , 2)。发病的地区有智利、英属哥伦比

亚、加拿大、挪威和爱尔兰等国家。

病鱼症状为不活跃、厌食、身体呈黑色、有腹水,

鳃丝发白, 发病后很快死亡者在外形上完全正常。

组织病理观察, 病鱼的鳃有多重上皮增生现象,增生

组织伴有轻微的坏死,上皮增生导致鳃的片状融合;

身体皮肤有受损和出血现象, 伤口为溃疡状, 直径

015~ 2 cm,皮肤损伤说明真皮和表皮组织的坏死,
真皮下的肌肉组织因病变而退化。大多数感染鱼的

内脏也有病理变化,主要表现在肠、肾、肝和脾等器

官上有弥漫性的发炎和坏死, 肝上特别是在靠近血

管的部位有独特的弹坑状的损伤[ 5] ; 在巨噬细胞和

其他感染细胞的细胞质内可以观察到立克次氏体;

肠组织已严重坏死, 上皮细胞脱落;炎症细胞已侵入

脾脏和肾脏,造血组织坏死并有浮肿和纤维化;在血

管组织上还出现了坏死血栓症。病鱼体内巨噬细胞

增大,并且内部含有鲑鱼立克次氏体,组织碎片也普

遍增多;血细胞比容值低( 25%或者更低)。

另外, 智利 Gaggero 等
[ 17]
从淡水患病银鲑鱼和

虹鳟鱼体内分离出类似于鲑鱼立克次氏体的类立克

次氏体。这类类立克次氏体比鲑鱼立克次氏体小,

它的直径为 012~ 018 Lm(鲑鱼立克次氏体的直径
015~ 115 Lm) ,形状上类似球状菌。它在鱼的脾和
肾脏细胞内寄生,并且不与鲑鱼立克次氏体的多克

隆抗体发生反应。这些类立克次氏体的分类学地位

还需要进一步的研究。

41112  罗非鱼类立克次氏体综合症  1992年开

始,中国台湾省海、淡水养殖的 6种罗非鱼感染了一

种地方性的传染病[ 5] , 其死亡率平均在 30%左右,

在疾病严重爆发时大于 75%, 有 37个渔场养殖罗

非鱼死亡率上升到了 95%。患病的罗非鱼,鱼体变

黑、消瘦、有不正常的游泳姿态, 皮肤上有损伤并且

眼球突出。在病鱼的体内,脾脏肿大, 大部分内脏上

会出现一些分散状的白色结节。Chern和 Chao[ 5]利

用鲤鱼上皮瘤细胞系( EPC)和罗非鱼卵巢细胞系

( T ilapia ovary cell lines, T O2)分离了一种类鱼立克

次氏体的微生物 ( P iscirickettsia- like org anisms,

PLOs) ,并通过人工感染实验证明此类微生物为这种

病的病原。他们发现这种立克次氏体在 15 e 的致死

率要高于 30 e 时。这类病原可以使细胞发生病变
(Cytopathic effect , CPE) , 它的生长滴度为 106~ 107

TCID50#mL- 1。通过电镜在细胞内桑椹状的包涵体

中可以观察到这类病原。实验表明这类疾病是水平

传播的。

感染 PLOs的夏威夷罗非鱼的症状与台湾患病

罗非鱼相似:鳃呈现上皮增生,脾脏、肾脏都出现病

变,但由鲑鱼立克次氏体引起的肝脏所特有的弹坑

状损伤却没有检测到。利用 Mauel等[ 30]改良过的

鲑鱼立克次氏体特异性的 PCR扩增条件对这些病

变组织进行 PCR 扩增,没有出现扩增产物; 用 Lan-

nan等[ 31]改良过的鲑鱼立克次氏体特异性荧光抗

体对病鱼进行检测,也没有发生荧光反应, 表明夏威

夷罗非鱼体内的 PLOs与鲑鱼立克次氏体具不同的

表面抗原;仅从上述结果还不能确定它是鱼立克次

氏体新的种类还是鲑鱼立克次氏体的抗原性发生了

变异。

41113  鲈鱼类立克次氏体病  1996年, 在法国东

南部, Comps等[ 23]在半死状态的养殖黑鲈的幼鱼脑

中发现了 PLOs。病鱼的死亡率为 20% , 具有反常

的游泳姿态, 并在水中不停打转, 脑部神经组织已经

坏死。

1999年, Athanassopoulou等
3)
报道,希腊一种黑

鲈( Dicentrarchus labrax )也出现了 PLOs 感染, 病
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鱼游泳姿态古怪、毫无生气,在寒冷月份死亡率高达

80%。从病鱼分离出的病原体在形态上类似鲑鱼立

克次氏体。经检测发现其脑中神经组织已经坏死,

病鱼的大脑膜、眼睛的视网膜、邻近的皮下组织、外

皮组织和嗅觉神经上也出现病变。

1999 年, Chen 等
1)
报道了一个 PLOs 隔离株,

它分离自美国加利福尼亚东南部高死亡率的养殖白

鲈体内。这些病鱼肾脏肿大, 其中一部分病鱼的脾

脏有焦点状的脓泡, 肝脏变色。利用间接荧光抗体

测试( IFAT )来检测这一隔离株,发现它不与抗鲑鱼

立克次氏体的多克隆抗体发生反应; 并且在 IFAT

实验中, 感染了鲑鱼立克次氏体的细胞与抗白鲈

PLOs的兔血清也不发生强烈反应。

法国养殖黑鲈和美国养殖白鲈所感染的类立克

次氏体虽然在形态上类似鲑鱼立克次氏体, 但由它

们引起的病变却分别出现在鲈鱼的不同组织上,如

黑鲈的脑和白鲈的肾脏, 并且它们与鲑鱼立克次氏

体抗体的血清学反应也不同。目前, 尚不能确定它

们是否为不同的 PLOs。

41114  石斑鱼类立克次氏体病  2000 年, Chen

等[ 4]报道在中国台湾省养殖的石斑鱼感染了

PLOs。其症状为:处于半死状态的鱼体表有黑色的

损伤, 除很容易就被捕捉到之外没有其他的反常行

为;鱼体内,内脏大范围充血, 脾脏、肾脏和肝脏出现

坏死,脾脏肿大并有白色结节;在各个器官都可以观

察到血管的血栓性损伤, 造血组织有慢性弥漫性的

炎症;血液呈水状并且变稀薄;血液、肾脏、脾脏、肝

脏和鳃的感染细胞有变大的空泡和大量多形态、嗜

碱性的细胞器; 在脾脏、肾脏和肝脏中检测到

PLOs;在坏死细胞和巨噬细胞中也检测到了 PLOs。

Chen等[ 4]进行人工回染实验,每尾试验鱼注射

100 LL 病鱼肾组织匀浆上清液, 14 d 后试验鱼出现

了类似症状。将从病鱼体内分离到的 PLOs接种到

CHSE-214细胞中后能够观察到 CPE,而且在接种 4

d后可以在 CHSE-214细胞的细胞质空泡中观察到

PLOs。这种 PLOs 对脂头鲦鱼细胞系 ( Fathead

minnow cell lines, FHM ) , 蓝鳃太阳鱼细胞系

( Blueg ill fry-2 cell lines, BF-2) , 牙鲆鳃细胞系

( Flounder gill cell lines, FG)和罗非鱼卵巢细胞系

( T ilapia ovary cell lines, TO2)等细胞系不敏感。患

病石斑鱼的鳃组织和肾组织的巨噬细胞中的 PLOs

可以与鲑鱼立克次氏体的单克隆抗体发生阳性反

应[ 17]。他们认为这种病原与 PLOs类似。

41115  真鲷类立克次氏体病  1995年, 姜明等[ 15]

在患真鲷病毒病的病鱼肠上皮组织中检测出一种大

量寄生于肠上皮组织微绒毛的原核样生物, 并暂定

其为真鲷类立克次氏体 ( Pagr osomus m aj or Rick-

et tsia- like organism, PMRLO)。患病鱼主要为体长

9~ 12 cm 的真鲷幼体, 症状表现为游泳无方向性,

身体侧翻,严重者腹部上翻且腹胀, 眼睛微突, 腹部

及体侧表皮下有分布不均的细小出血点。在鱼体内

部, 前肠、中肠和后肠呈现严重的水肿及空肠状态。

用透射电镜对其中肠和后肠上皮组织进行超微结构

观察,发现在上皮细胞的细胞质和微绒毛中存在大

量类立克次氏体样原核生物及其发生基质[ 32]。这

些类立克次氏体是造成肠上皮组织病变的主要病原

体, 在细胞质中主要以包涵体及长棒状、哑铃等形态

存在。并且这种病原体只感染肠上皮组织细胞, 其

他组织器官未见感染。类立克次氏体感染是构成真

鲷病害发生乃至流行的重要致病病原体。

412  传播方式
鱼立克次氏体病在自然界中的传播模式是水平

的还是垂直的、是否通过载体,目前尚无定论。陆地

上立克次氏体的传播均需要一个中间的宿主或者是

载体, 蒲纳氏科克斯氏菌 ( Cox iella bur neti i )例外,

可在没有宿主和载体时通过产生孢子阶段对其自身

起到保护作用。迄今为止还没有检测到鲑鱼立克次

氏体有孢子阶段, 分析其原因可能是水中的鲑鱼立

克次氏体不需要宿主或孢子阶段来维持其生存和传

播。在海水中的鲑鱼立克次氏体可能有足够长的细

胞外存活时间使它进行水平传播时可以不需要载体

参与,但是在淡水中,除非鲑鱼立克次氏体有宿主细

胞膜或组织分泌液的保护, 否则是不可能出现水平

传播的。

对鱼立克次氏体传播途径的研究较少, 使得目

前对其传播方式的认识仍较混乱。Garces等[ 33]认

为,在池塘内注射了鱼立克次氏体病原而致死的银

鲑鱼和其他没有注射病原的鲑鱼之间是没有水平传

播的。Cvitanich等
[ 34]
报道,在不流动的淡水和海水

低密度养殖的银鲑鱼中, 注射和没有注射病原的个

体之间存在水平传播。结论不同的原因可能是因为

两套实验的实验条件不同,前者平均水温为 1015 e ,

且为流水,而后者的平均水温为 15 e ,为不流动的

水环境。但是这两个研究结果说明,在一定的环境

下鱼立克次氏体病的水平传播还是有可能发生的。
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因此保持养殖水体的流动性及良好的水质, 一定程

度上可以控制疾病的传播。

2003年, Larenas等[ 16]在研究鲑鱼立克次氏体

病的垂直传播时发现, 将感染和没有感染鲑鱼立克

次氏体的雌雄虹鳟鱼混合养殖,一段时间后通过间

接免疫荧光技术可以在鱼的精液中检测到鲑鱼立克

次氏体;这些虹鳟鱼所繁殖的后代中没有表现出鲑

鱼立克次氏体病的症状, 但在那些父母本一方或双

方都感染了鲑鱼立克次氏体的幼鱼体内可以检测到

病原; 用含鲑鱼立克次氏体培养基的上清液感染雌

性虹鳟,其受精卵孵化出的后代体内同样检测到了

鲑鱼立克次氏体,说明此种疾病在受精过程中也可

以进行传播。

有关鱼立克次氏体的来源、健康的病原携带者

监测以及疾病的传播方式仍是急需解决的重要

问题。

5  检测和鉴定

511  细胞培养分离

对易感的鱼类细胞进行病原接种和观察是检测

鲑鱼立克次氏体较为灵敏的方法[ 1]。常使用的易

感细胞系见表 4, 其中 CHSE-214 是最普遍采用的

细胞系, 培养温度一般为 17 e , 在接种后 7~ 12 d

左右细胞单层出现病变 ( CPE)的范围可达到 80%

以上,用透射电镜对病原检测鉴定。

表 4 鲑鱼立克次氏体及 PLOs的易感细胞系

Tab14  Susceptible fish cell lines for detecting P1 salmonis and PLOs

宿主

Host

立克次氏体

Rickettsia

细胞系

Cell lines

最适培养温度/ e
Optimum culture temperature

鲑鱼[ 2, 17]

Salmon 
P1 salmonis

大鳞大麻哈鱼胚胎细胞系

( Chinook salmon embryo cell lines, CHSE-214)

虹鳟鱼生殖腺细胞系

( Rainbow trout gonad cell line, RTG-2)

蓝鳃太阳鱼细胞系  ( Blueg ill fr y-2, BF-2)

15- 18

罗非鱼[ 5]

T alipia
PLOs

大鳞大麻哈鱼胚胎细胞系

( Chinook salmon embryo cell lines, CHSE-214)

鲤鱼上皮瘤细胞系

( Epithelioma papulosum cyprini cell lines, EPC)

罗非鱼卵巢细胞系

( T ilapia ovar y cell lines, TO2 )

15- 20

白鲈[ 23]

Sea bass
WSPSLO

大鳞大麻哈鱼胚胎细胞系

( Chinook salmon embryo cell lines, CHSE-214)

白鲈肾细胞系

( White Seabass kidney cell lines, WSBK)

15- 20

石斑鱼[ 4]

Grouper
PLOs

大鳞大麻哈鱼胚胎细胞系

( Chinook salmon embryo cell lines, CHSE-214)
15- 22

512  组织切片

利用细胞分离检测时, 所有鱼立克次氏体隔离

株必须在无抗生素的培养基中或是仅含青霉素的培

养基中培养,诊断样本的收集也必须是在一个无菌

的环境内,因此,鱼立克次氏体的初步鉴定多采用革

兰氏染色、吉姆萨染色、亚甲基蓝染色、吖啶橙染色

等方法。用 Bouin氏液和 Davidson. s液等组织固定

液固定病鱼病变组织, 利用组织切片法观察病鱼组

织的病理变化。

513  PCR检测

随着对鱼立克次氏体分子生物学研究的深入,

PCR技术已成为鱼立克次氏体病检测方法之一。

普遍采用常规 PCR 技术和巢式 PCR技术来进行检

测。PCR引物通常是根据鱼立克次氏体的核糖体

操纵子 23S rRNA基因序列和 ITS(内部转录区)序

列来进行设计的(图 2) [ 26]。

由美国鱼类暨野生动物管理局编纂的5水生动

物健康检查标准程序6中所提供的常规用于鱼立克
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次氏体 PCR检测的引物[ 35]是根据鱼立克次氏体的

核糖体操纵子 23S rRNA 基因序列设计的,序列为:

引物 1: PS2S( 223F) 5.-CTA-GGA-GAT-GAG-CCC-

GCG-TT G-3.

引物 2: PS2AS( 690R) 5.-GCT-ACA-CCT-GAA-
ATT-CCA-CTT-3.

Mauel[ 30]等利用巢式 PCR技术来检测鲑鱼立

克次氏体基因组 DNA。他们采用的外部引物为:

引物 1: EubA 5.-AAG-GAG-ATG-AT C-CAN-CCR-
CA-3.

引物 2: EubB 5.-AGA-GTT-TGA-T CM-TGG-CTC-

AG-3.
内部引物为:

引物 1: PS2S( 223F) 5.-CTA-GGA-GAT-GAG-CCC-

GCG-TT G-3.
引物 2: PS2AS( 690R) 5.-GCT-ACA-CCT-GAA-

ATT-CCA-CTT-3.

巢式 PCR 比常规 PCR 精确度高。利用巢式

PCR技术可以检测到少于一个鲑鱼立克次氏体组

织培养感染量 50 TCID50#mL- 1的病原, 而普通

PCR技术只可以检测到感染量大于 60 TCID50#

mL- 1的病原。

1998年, Marshall等[ 27]以鲑鱼立克次氏体的核

糖体操纵子 16S~ 23S rDNA 的 IT S区域序列来设

计引物。其采用的引物为:

引物 1: 59-TGAT TTTAT TGTTTAGT GAGAAT-

GA-39; F-223

引物 2: 59-AAATAACCCTAAATTAATCAAGGA-

39; R-266

引物 4: 59-ATGCACTTAT TCACTT GAT CATA-39;

R-459

他们的研究结果显示,由引物 1和引物 4 组成

引物对来进行 PCR扩增比引物 1和引物 2 配对进

行扩增的效果要好, 精确度可以达到每 20 LL 血清

检测到大约 10~ 100个的鲑鱼立克次氏体个体。较

先前采用的 1步 PCR扩增灵敏度高。

2000年, Heath 等
[ 36]
利用实时荧光定量 PCR

技术 ( competit ive PCR assay)、变性梯度凝胶电泳

( DGGE, denaturing gradient g el elect rophoresis)、恒

变性剂凝胶电泳 ( CDGE, constant denaturant gel

elect rophoresis)来检测鲑鱼立克次氏体。利用实时

荧光定量 PCR 技术可以检测含鲑鱼立克次氏体

DNA较少的样品,如样品中的DNA 9919%来自鲑

图 2 真核生物核糖体操纵子及用于鲑鱼立

   克次氏体 ITS 区域 PCR 扩增的引物对

   RT S1-RTS2、RTS1-RTS4 位置图[ 26]

注:绘制的比例是基于鲑鱼立克次氏体 LF-89的 ITS 序列(引物

RTS4的 5. 末端的第 18个核苷酸定位于 23S rRNA 基因的开

端) . rRNA 基因是 E1 coli rRNA 操纵子作为比例来绘制的.

F ig1 2 Map of prokaryotic ribosomal operon and positions

   of primer pairs RTS1-RTS2 and RTS1-RTS4 for

   amplification by PCR of the P1 salmonis ITS[ 26]

Note: The map is draw n to scale for the ITS section based on

the P1 sal monis LF- 89 ITS sequence ( the f irst 18 nucleot ides at the

59 end of primer RT S4 are located at the beginn ing of the 23S

rRNA gene) . The rRNA genes are draw n to a different scale, and

the lengths are based on the lengths of these genes in the E1 col i

rRNA operon.

鱼, 利用荧光定量 PCR可以检测到其中 1~ 10个鲑

鱼立克次氏体基因组。运用此项技术检测到患病的

鲑鱼脑组织里也存在着鲑鱼立克次氏体, 说明脑组

织也可能是鲑鱼立克次氏体的寄生部位, 但是脑组

织中的病原含量仅为肝和肾脏含量的 1/ 100, 而这

么低的含量利用以前的 PCR 技术是不容易检测

到的。

PCR技术具有高度的特异性和灵敏性,虽然检

测费用相对较高, 但仍是鲑鱼立克次氏体重要的检

测方法。

514  核酸探针检测

目前尚未见利用探针来诊断鱼立克次氏体病的

报道,但核酸探针应是鱼类立克次氏体检测的重要

方法。1989年, Kenneth等[ 37]采用 16S rRNA 的核

酸序列来设计探针,通过反转录合成 cDNA,用放射

性同位素 P 32等来进行标记。使用探针技术至少可

以检测到 8 ng 来自立克次氏体 RNA, 并且不会与

其他细菌的 RNA 发生杂交反应。这种探针设计方

法对鱼立克次氏体同样适用。探针的使用可以使鱼

立克次氏体病检测的速度和精确性都得到很大的

提高。
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515  酶联免疫吸附实验 ( ELISA)及其他免疫学

检测

2001年, Jamet t 等[ 38]通过杂交瘤细胞技术制

备了针对鲑鱼立克次氏体的单克隆抗体, 利用

Western Blot 筛选出 IgG 的 6 种不同的同体异形

) ) ) 7G4、2C1、6E2、8F5、7E5 以及 8B4, 建立了

ELISA技术来检测鲑鱼立克次氏体。这六种抗体

可以与鲑鱼立克次氏体发生反应却不与 CHSE-214

细胞和其他的鲑鱼病原发生免疫交叉反应。单克隆

抗体相对于多克隆抗体有更强的特异性, 也不会与

其他细菌抗原发生交叉反应, 并且无论是取材新鲜

的样品或 4 e 保存 6个月甚至更长时间的样品同样

可以用单克隆抗体检测。

另外还可以利用其他免疫学方法 ) ) ) 免疫荧
光[ 26]和免疫组织化学[ 39] , 来进行立克次氏体检测

和鉴定。间接免疫荧光检测( IFAT )通常是用异硫

氰酸( FITC)作为荧光素标记兔抗鲑鱼立克次氏体

抗体, 用山羊抗鼠的抗体 IgG 作为二抗, 通过抗原

抗体反应,在特定条件下,细胞内的鲑鱼立克次氏体

会产生荧光反应,得到较好的检测结果。

虽然目前已有多种检测方法对鲑鱼立克次氏体

进行诊断, 但检测方法的特异性和敏感性仍有待于

进一步提高。快速准确的诊断方法, 将有效控制鱼

立克次氏体病的传播,因此,检测方法的研究也将是

今后的研究重点之一。

6  疾病的防治

鲑鱼立克次氏体对链霉素、庆大霉素、土霉素、

富美喹 T M、恶喹酸、沙拉沙星、克拉霉素敏感; 对青

霉素、林肯霉素有抗性
[ 35, 40]

。目前采用鱼类口服抗

生素治疗鲑鱼立克次氏体病, 效果不是很好。如每

条试验鱼口服剂量为 30~ 50 mg/ kg 的土霉素虽然

可以降低感染 PLOs后的死亡率, 但却不能达到最

理想的效果[ 5] ,原因可能是抗生素在宿主细胞内不

能达到有效的浓度, 不能阻止鲑鱼立克次氏体的复

制;也可能是因为鲑鱼立克次氏体对抗生素出现抗

性或者是海水中阳离子对抗生素有抑制作用。因此

自 20世纪 90年代以来, 患鱼立克次氏体病的鲑鱼

死亡率还在不断升高[ 31]。

M icrotek国际公司曾经采用 SRS 灭活疫苗来

进行鱼免疫,这种疫苗含有较高的细菌量,但保护效

果不好,有时还会出现 RPS负值的情况即对鱼有高

风险的抑止免疫反应,同时这种疫苗费用较高。由

于没有进行渔场试验( f ield t rial) , 因此该公司很快

就放弃研究这种灭活疫苗。

目前鲑鱼立克次氏体疫苗的研究重点为重组亚

单位疫苗, 这种疫苗没有毒性, 不产生免疫抑制反

应。Kuzyk等[ 41]使用多克隆兔血清检测到 4 种鲑

鱼立克次氏体的蛋白质抗原, 分子量分别为 51 kD、

54 kD、60 kD和 65 kD, 以及两种分子量为 16 kD和

11 kD的糖类抗原。2001年, Kuzyk 等[ 42]又利用免

疫反应检测到鲑鱼立克次氏体几个克隆, 其中一个

克隆编码分子量为 17 kD外部脂蛋白 OspA, 可以诱

生鱼体产生中和抗体, 将 OspA 导入大肠杆菌中表

达后来免疫试验鱼, 试验鱼的成活率达到了 59%,

而 RPS 值达到 35%。

Microtek国际公司研制的鲑鱼立克次氏体性败

血病( SRS)重组亚单位疫苗已进行商业化的生产。

该疫苗对虹鳟鱼、银大麻哈鱼和大西洋鲑活体试验

的 RPS 值分别达到了 100%、92%和 85% , 而对照

组死亡率分别为 92%、78%和 82% , 这表明这种疫

苗有良好的免疫效果,将控制鲑鱼立克次氏体性败

血病在全球范围的传播,同时,也为其他鱼立克次氏

体病的防治提供了可行性的方法。
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