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［摘要］ ２０１８ 年 １—２ 月， 饲养于集美大学疫苗中心的日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 出现了一定数量的

死亡， 从病鱼脾脏中分离到一株优势菌株， 结合 Ｂｉｏｌｏｇ 系统微生物鉴定和分离菌 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的测序结

果， 显示该分离菌为嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 。 采集自然感染嗜水气单胞菌前后的日本鳗鲡

肝、 脾、 肾和粘液为 ｃＤＮＡ 模板， 采用荧光定量 ＰＣＲ （ｒｅａｌ － ｔｉｍｅ ＰＣＲ） 法检测组织中 Ｔｏｌｌ 样受体 ３ （ ｔｌｒ３）、
肿瘤坏死因子 （ ｔｎｆ － α）、 Ｃ 型溶菌酶 （ ｌｙｓＣ） 和环氧合酶 （ｃｏｘ２） 等免疫相关基因的表达变化。 结果表明：
日本鳗鲡自然感染嗜水气单胞菌后， ｔｌｒ３、 ｔｎｆ － α、 ｃｏｘ２ 均未发现显著性的变化， 但 ｌｙｓＣ 的含量在日本鳗鲡

脾脏和肾脏中均出现显著性上调， 即， 自然感染嗜水气单胞菌的日本鳗鲡的抗感染免疫功能与 Ｃ 型溶菌酶

密切相关。
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０　 引言
鳗 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｓｐｐ． ） ， 俗称鳗鲡， 隶属于鳗鲡目鳗鲡科。 鳗鲡广泛分布于全球热带、 亚热带和温

带地区［１］ ， 是中国重要的出口创汇农产品之一［２］ 。 日本鳗鲡 （Ａｎｇｕｉｌｌａ ｊａｐｏｎｉｃａ） 经济价值高、 味道鲜

美、 营养丰富， 深受我国和日本市场的欢迎。 由于日本鳗鲡的苗种过度依赖于捕捞， 近年来该物种年

产量严重下降［３］ 。 实际上， 集约化养殖导致日本鳗鲡细菌性疾病的发生日益频繁， 因此也严重影响

了鳗鲡的养成［４］ 。 嗜水气单胞菌是鳗鲡重要的致病菌， 常见鳗鲡感染后出现败血症的报道［５］ 。
有研究表明， 真骨鱼类的免疫反应过程受多个基因的调控［６］ ， 这些基因被称为免疫相关基因。

近年来， 通过对鱼类接种灭活疫苗的研究发现了一些抗细菌感染相关的基因。 使用福尔马林灭活的柱

状黄杆菌免疫草鱼 （Ｃｔｅｎｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｉｄｅｌｌｕｓ） 后， 其肝、 脾和头肾中的主要组织相容性抗原 （ｍｈｃ －
Ⅰ）、 肿瘤坏死因子 （ ｔｎｆ － α）、 白细胞介素 （ ｉｌ － １β） 和干扰素 （ ｉｆｎ － Ⅰ） 等 ４ 种基因的表达水平

均发生不同程度的变化［７］ 。 有人将嗜水气单胞菌和大肠杆菌粗制脂多糖分别经腹腔注射草鱼， 结果

发现， 免疫组草鱼头肾、 脾脏、 肾脏、 肝脏和肠组织中多种免疫相关基因均出现不同程度的变化［６］ 。
已有的研究大多是通过人工感染鱼类得到 ｔｎｆ － α、 ｔｌｒ４ 和 ｌｙｓＣ 等相关免疫基因的变化［６，８］ ， 而日本鳗

鲡的 ｃｏｘ２ 基因虽然已经获得， 但是没有进一步的研究。 迄今为止， 未见日本鳗鲡自然感染嗜水气单

胞菌后对其免疫相关基因表达水平影响的相关报道。
由于患细菌性疾病的养殖鳗鲡常死于自然感染， 故研究日本鳗鲡自然状态下被细菌感染后的抗感

染机制具有重要意义。 本研究从自然发病的养殖日本鳗鲡脾脏中分离到 １ 株嗜水气单胞菌， 以自然感

染嗜水气单胞菌前后的日本鳗鲡不同组织的 ｃＤＮＡ 为模板， 研究已知的日本鳗鲡 ４ 种免疫相关基因的

变化水平， 为鳗鲡抵抗嗜水气单胞菌感染的相关机制研究提供参考。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 样本来源

图 1 日本鳗鲡感染嗜水气单胞菌后体表粘液严重脱落

Fig.1 The typical symptoms of Japanese eels infected
with A. hydrophila，it showed obvious mucus shedding

１００ 尾健康的日本鳗鲡购自福建省福清

市某养殖场， 体重约为 （５０ ± １０） ｇ。 分别饲

养于集美大学疫苗中心的 ４ 个水族箱中， 每

箱 ２５ 尾， 每天换水， 全天 ２４ ｈ 充氧， 水温

控制在 ２５ ℃ 左右。 投饵量为鳗鲡体重的

０􀆰 ５％ ， 每天投喂 １ 次。 鳗鲡饲养 ５ ｄ 后， 取

５ 条鳗鲡作为健康鳗鲡的 ｃＤＮＡ 模板。 鳗鲡

饲养约 １４ ｄ 后发现 ３０％ 的日本鳗鲡出现脱

黏症状 （见图 １）。 取 ５ 尾出现明显症状的

发病鳗鲡用于模板 ｃＤＮＡ 的分离。
１􀆰 ２　 细菌的分离与培养

无菌操作下， 用接种环挑取自然感染且具有典型患病症状的日本鳗鲡脾脏组织直接接种于胰蛋白

胨大豆琼脂 （ＴＳＡ） 平板上 （接种过程在超净工作台中严格按照操作流程进行无菌操作）， ３０ ℃孵育

２４ ｈ 后， 挑取平板上的单菌落， 并在 ＴＳＡ 上划线以获得细菌的纯培养， 将纯化的细菌菌落保存于

ＴＳＡ 琼脂试管斜面， 同时将其余纯培养物移至含有 ２０％ 甘油的 ＴＳＢ 肉汤中， 置于 － ７０ ℃冻存。
１􀆰 ３　 分离菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列系统发育分析

１􀆰 ３􀆰 １　 细菌基因组 ＤＮＡ 的提取

将分离到的细菌接种于培养基中 （ＴＳＢ）， 于摇床中培养 ２４ ｈ （３０ ℃ ）。 取适量菌液 （１ ｍＬ）， 离

·０５２·
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心 ５ ｍｉｎ （１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ） 后弃上清。 按照基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ＧＥＮＥＲＡＹ， 上海） 的操作手册，
提取细菌基因组。
１􀆰 ３􀆰 ２　 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的扩增及 ＰＣＲ 产物的纯化

参考相关文献［９］ ， 使用通用引物扩增分离菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因片段。 引物 （ ＧＥＮＥＲＡＹ， 上海）
分别为 ２７Ｆ ： ５′ － ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ － ３′， １４９２Ｒ： ５′ － ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ － ３′。 采

用 ＥｘＴａｑ 聚合酶 ＰＣＲ 反应试剂盒进行 ＰＣＲ 扩增， ＰＣＲ 反应条件为： 首先 ９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎ； 然后进

行 ３５ 个循环， 分别为 ９５ ℃ （３０ ｓ）， ５５ ℃ （３０ ｓ）， ７２ ℃ （６０ ｓ）； 最后 ７２ ℃彻底延伸 ７ ｍｉｎ。 反应完成

后， 待 １􀆰 ５％ 的琼脂糖凝胶电泳后切下目的条带， 按照柱式 ＤＮＡ 胶回收试剂盒的操作步骤回收 ＰＣＲ
产物 （ＧＥＮＥＲＡＹ， 上海）。 回收产物送至厦门铂瑞生物科技有限公司进行测序分析。

表 １　 Ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 中所用引物

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ＰＣＲ

引物名称 Ｐｒｉｍｅｒ
引物序列

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′—３′）
退火温度 ／ ℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
登录号
ＧｅｎＢａｎｋ

ｔｌｒ３⁃Ｆ
ｔｌｒ３⁃Ｒ

ＴＧＴＧＧＴＴＣＧＴＣＡＡＣＴＧＧＣＴ
ＴＧＣＧＡＣＡＴＡＧＡＧＧＧＣＧＴＡＧＡ

５５
５５ ＫＪ７２６７４０

ｌｙｓＣ⁃Ｆ
ｌｙｓＣ⁃Ｒ

ＣＣＡＡＧＣＧＴＧＴＧＧＴＣＡＧＡＧＡＴ
ＴＧＡＧＣＣＴＴＴＧＴＧＡＧＴＧＴＧＴＣＧ

５５
５５ ＫＭ４５４４７６． １

ｔｎｆ⁃α⁃Ｆ
ｔｎｆ⁃α⁃Ｒ

ＴＧＡＧＣＡＣＣＡＧＣＡＧＡＡＣＴＴＧＡＡ
ＧＴＧＣＡＴＡＧＡＡＣＴＣＧＧＡＡＴＧＡＧＡＣＴ

５５
５５ ＪＱ７９３６３６． １

ｃｏｘ２⁃Ｆ
ｃｏｘ２⁃Ｒ

ＧＧＡＡＡＴＧＧＧＡＧＣＣＣＣＴＴＡＣＴ
ＧＴＴＧＧＴＴＧＴＧＴＣＣＧＣＴＧＴＡＣＴ

５５
５５ ＫＰ８８８１５７． １

β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｆ
β⁃ａｃｔｉｎ⁃Ｒ

ＡＡＴＣＣＡＣＧＡＧＡＣＣＡＣＣＴＴＣＡＡ
ＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＣＣＴＴＡＣＧ

５５
５５ ＧＵ００１９５０． １

１􀆰 ３􀆰 ３　 序列分析与数据处理

使用 ＢＬＡＳＴ 检索工具对分离菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行相似性比对分析

（ＮＣＢＩ：ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ）。 选取其中 ８ 种嗜水气单胞菌和 １８ 种本实验室分离到的气单

胞菌序列， 并且根据 《伯杰氏细菌鉴定手册》 选取了 １９ 种其他种类的气单胞菌序列［１０］ ， 然后使用

ＭＥＧＡ ５􀆰 ０ 软件， 通过邻接法［１１］建立细菌的系统发育树。
１􀆰 ４　 细菌生理生化鉴定

根据杭州滨和微生物有限公司的细菌微量生化反应管使用说明， 首先参考文献 ［１２］ 对细菌纯

化培养物基本生理指标进行初步测定， 包括： 葡萄糖产气、 七叶苷、 赖氨酸、 精氨酸、 甘露醇、 蔗

糖、 Ｖ － Ｐ 反应、 纤维二糖和鸟氨酸， 然后通过使用 Ｂｉｏｌｏｇ 微孔板 （ Ｂｉｏｌｏｇ， 美国） 进行物种水平的

鉴定。 简而言之， 让纯化的细菌在 Ｂｉｏｌｏｇ 专用培养基琼脂平板上生长。 从琼脂平板表面选取 １ 个细菌

单菌落， 并在配套的接种液 （ＩＦ － Ａ） 中悬浮至一定浓度。 采用 １２ 道加样枪将细菌悬浮液移到专用

的 ９６ 孔微孔培养板中 （１００ μＬ ／ 孔）。 微孔板置于生化培养箱， ３０ ℃ 孵育 ２４ ｈ。 用 ＢｉｏｌｏｇＭｉｃｒｏＳｔａ⁃
ｔｉｏｎＴＭ系统读取微板并与数据库中已有细菌的 ９５ 个生化指标进行比较， 从而根据相似性鉴定细菌。
１􀆰 ５　 免疫相关基因的表达分析

分别取 ５ 尾健康和 ５ 尾患病的日本鳗鲡， 用 １ × １０ － ５的丁香酚麻醉后， 迅速取粘液、 肝、 脾、 肾

等组织置于 ＲＮＡ 保护液 （ＴＩＡＮＧＥＮ， 北京） 中， 并转移至超低温冰箱中保存备用。 采用 ＲＮＡ 提取

试剂盒 （Ｐｒｏｍｅｇａ， 美国） 提取各组织的总 ＲＮＡ， 将总 ＲＮＡ 样品进行 ＤＮＡ 酶 Ｉ 处理， 运用核酸测定

仪和 １􀆰 ０％ 的琼脂电泳检测总 ＲＮＡ 样品的浓度和纯度。 然后采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ 第一链 ｃＤＮＡ 试剂盒

（Ｐｒｏｍｅｇａ， 美国） 合成 ｃＤＮＡ （操作过程参考说明书）， 合成的 ｃＤＮＡ 保存于 － ７０ ℃ 。 在定量板中加

·１５２·
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入配制好的 １０ μＬ 反应体系： ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒＭｉｘ ５ μＬ， 超纯水 ３􀆰 ６ μＬ， ｃＤＮＡ 模板 １ μＬ， 正向和反

向引物 （见表 １） 各 ０􀆰 ２ μＬ。 根据说明书在 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅ４８０ 系统 （Ｒｏｃｈｅ， 德国） 上进行所有样品的扩

增， 简而言之， 将 １０ μＬ 的反应体系 ９５ ℃ 预变性 ３０ ｓ， 然后进行 ４０ 个循环 （分别为 ９５ ℃ ， １０ ｓ；
５５ ℃ ， ２５ ｓ； ７２ ℃ ， １５ ｓ）， 最后 ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。 所得试验原始数据采用 ２ － △△Ｃｔ法处理完成后， 将

处理完成后的数据用 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 进行单因素方差分析， 以所得数据的平均值 ± 标准误（ｍｅａｎ ± Ｓ． Ｅ）为依

据作图。

２　 结果
２􀆰 １　 分离菌株的形态特征

分离菌株在 ＴＳＡ 平板上菌落呈淡黄色、 圆形， 且边缘整齐 （见图 ２）。 在电镜下观察到其菌落形

态呈短杆状， 类似椭圆形， 具极生鞭毛 （见图 ３）。

图 2 B101 菌株在 TSA 平板上的菌落形态

Fig.2 The morphological characteristics of
strain B101 in TSA plate

图 3 B101 菌株在电镜下的菌体形态

Fig.3 The morphological characteristics
of strain B101 by electro microscope

２􀆰 ２　 分离菌株的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因序列的系统发育分析

将基因测序得到的分离菌的 １６Ｓ ｒＲＮＡ 部分基因序列， 通过 ＮＣＢＩ － ｂｌａｓｔ 进行相似性比对后， 发

现分离菌与嗜水气单胞菌的相似性 （９９％ ） 最高， 系统发育树的结果也显示了分离菌与嗜水气单胞

菌聚在一组中 （见图 ４）。
２􀆰 ３　 分离菌株的生理生化鉴定

本次研究对分离菌进行初步检测的结果为葡萄糖产气， 七叶苷、 赖氨酸、 精氨酸、 甘露醇、 蔗糖

和 Ｖ － Ｐ 反应为阳性， 纤维二糖和鸟氨酸为阴性。 而 Ｂｉｏｌｏｇ 自动微生物鉴定系统鉴定分离菌与嗜水气

单胞菌的鉴定可能性 （ＰＲＯＢ） 为 ０􀆰 ５８９， 相似性指数 （ＳＩＭ） 为 ０􀆰 ５８９， 位距 （ＤＩＳＴ） 为 ６􀆰 ０３７， 嗜

水气单胞菌部分特征性生理生化指标见表 ２。 结合分子鉴定结果确定该分离菌为嗜水气单胞菌。
２􀆰 ４　 免疫基因表达分析

在肝脏中， 各基因的表达如图 ５ａ 表示， 与自然状态 （健康状态） 相比， ｔｌｒ３ 基本没有变化， ｔｎｆ
有一定程度的上调， ｃｏｘ２ 和 ｌｙｓＣ 呈现一定程度的下降。 在脾脏中， 各基因的表达如图 ５ｂ 表示， ｔｌｒ３、
ｔｎｆ － α和 ｃｏｘ２ 都呈现出一定程度的上调， ｌｙｓＣ 出现显著性的上调。 在肾脏中， 各基因的表达如图 ５ｃ
表示， ｔｌｒ３、 ｔｎｆ － α 和 ｃｏｘ２ 呈现出一定程度的上调， ｌｙｓＣ 出现显著性的上调。 在粘液中， 各基因的表

达如图 ５ｄ 表示， ｔｌｒ３、 ｃｏｘ２ 和 ｌｙｓＣ 呈现出一定程度的上调， ｔｎｆ 出现一定程度的下降。

·２５２·
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图 4 基于 46 种序列构建的 16S rRNA 基因序列系统发育树

Fig.4 Phylogenetic reconstructions based on individual analyses of the 16S rRNA of
46 sequences using the neighbour-joining method
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表 ２　 分离菌与嗜水气单胞菌的生化特征

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ Ａｅｒｏｍｏｎａｓ ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ

测试项目
Ｔｅｓｔ ｉｔｅｍｓ

分离菌
Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｂａｃｔｅｒｉａ
嗜水气单胞菌
Ａ． ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ

测试项目
Ｔｅｓｔ ｉｔｅｍｓ

分离菌
Ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｂａｃｔｅｒｉａ
嗜水气单胞菌
Ａ． ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ

糊精 Ｄｅｘｔｒｉｎ ＋ ＋ Ｌ － 天冬氨酸
Ｌ － ａｓｐａｒｔｉｃ ａｃｉｄ ＋ ＋

Ｄ － 麦芽糖 Ｄ － ｍａｌｔｏｓｅ ＋ ＋ 果胶 Ｐｅｃｔｉｎ ＋ Ｂ

Ｄ － 海藻糖 Ｄ － ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ ＋ Ｂ Ｌ － 丝氨酸 Ｌ － ｓｅｒｉｎｅ ＋ ＋

Ｄ － 纤维二糖 Ｄ － ｃｅｌｌｏｂｉｏｓｅ － Ｂ 林可霉素 Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ＋ ＋

蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ ＋ ＋ 盐酸胍 Ｇｕａｎｉｄｉｎｅ ＨＣｌ ＋ ＋

水苏糖 Ｓｔａｃｈｙｏｓｅ － － 硫酸四癸钠 Ｃ１４ Ｈ３０ ＮａＳＯ４ ＋ ＋

阳性对照 Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ＋ ＋ Ｄ － 葡萄糖酸 Ｄ － ｇｌｕｃｏｎｉｃ
ａｃｉｄ Ｂ ＋

ｐＨ ＝ ６ ＋ ＋ Ｄ － 葡萄糖醛酸
Ｄ － ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ － －

Ｄ － 棉籽糖 Ｄ － ｒａｆｆｉｎｏｓｅ － － 葡糖醛酰胺 Ｇｌｕｃｕｒｏｎａｍｉｄｅ － －

α － Ｄ － 乳糖 α － Ｄ － ｌａｃｔｏｓｅ － － 粘酸 Ｍｕｃｉｃ ａｃｉｄ － －

β － 甲基 － Ｄ － 葡萄糖苷
β － ｍｅｔｈｙｌ － Ｄ － ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ ＋ ＋ 奎尼酸 Ｑｕｉｎｉｃ ａｃｉｄ － －

Ｎ － 乙酰 － Ｄ － 氨基葡萄糖
Ｎ － ａｃｅｔｙｌ － Ｄ － ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ＋ ＋ 万古霉素 Ｖａｎｃｏｍｙｃｉｎ ＋ ＋

Ｎ － 乙酰 － β － Ｄ － 氨基甘
露醇
Ｎ － ａｃｅｔｙｌ － β － Ｄ － ｍａｎｎｏｓａｍｉｎｅ

Ｂ Ｂ 四唑紫 Ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｖｉｏｌｅｔ Ｂ Ｂ

Ｎ － 乙酰 － Ｄ － 半乳糖胺
Ｎ － ａｃｅｔｙｌ － Ｄ － ｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ ＋ ＋ 四唑蓝 Ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｌｕｅ ＋ ＋

Ｄ － 水杨甙 Ｄ － ｓａｌｉｃｉｎ － Ｂ 对羟基苯乙酸 ｐ － ｈｙｄｒｏｘｙ
－ ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｉｃ － －

α － Ｄ － 葡萄糖
α － Ｄ － ｇｌｕｃｏｓｅ ＋ ＋ 柠檬酸 Ｃｉｔｒｉｃ ａｃｉｄ － ＋

Ｄ － 甘露糖 Ｄ － ｍａｎｎｏｓｅ ＋ Ｂ Ｄ － 苹果酸 Ｄ － ｍａｌｉｃ ａｃｉｄ － －

Ｄ － 果糖 Ｄ － ｆｒｕｃｔｏｓｅ ＋ ＋ 右旋乳酸 Ｄ － ｍａｌｉｃ ａｃｉｄ Ｂ Ｂ

Ｄ － 半乳糖 Ｄ － ｇａｌａｃｔｏｓｅ ＋ ＋ 醋酸 Ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ Ｂ ＋

１％乳酸钠 １％ Ｓｏｄｉｕｍ ｌａｃｔａｔｅ ＋ ＋ α － 羟基丁酸 α － ｈｙｄｒｏｘｙ
－ ｂｕｔｙｒｉｃ Ｂ Ｂ

Ｄ － 丝氨酸 Ｄ － ｓｅｒｉｎｅ ＋ ＋ 乙酰乙酸 Ａｃｅｔｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ Ｂ Ｂ

Ｄ － 甘露醇 Ｄ － ｍａｎｎｉｔｏｌ ＋ ＋ 丁酸钠 Ｂｕｔｙｒａｔｅ － ｓｏｄｉｕｍ ＋ ＋

甘油 Ｇｌｙｃｅｒｏｌ ＋ ＋ 利福霉素 ＳＶＲｉｆａｍｙｃｉｎ ＳＶ ＋ ＋

Ｄ － 葡萄糖 － ６ － 磷酸
Ｄ － ｇｌｕｃｏｓｅ － ６ － ＰＯ４

＋ ＋ 明胶 Ｇｅｌａｔｉｎ ＋ ＋

Ｄ － 果糖 － ６ － 磷酸
Ｄ － ｆｒｕｃｔｏｓｅ － ６ － ＰＯ４

Ｂ ＋ 醋竹桃霉素 Ｏｌｅａｎｄｏｍｙｃｉｎ ＋ ＋

　 　 说明： “ ＋ ” 为阳性； “ － ” 为阴性； “Ｂ” 为临界值。
Ｎｏｔｅｓ： “ ＋ ” ｉｓ ｐｏｓｔｉｖｅ； “ － ” ｉｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ； “Ｂ” ｉｓ ｂｏｒｄｅｒｌｉｎｅ．
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图 5 自然感染嗜水气单胞菌后日本鳗鲡的肝脏、脾脏、肾脏和粘液中
tlr3、tnf-α、lysC 和 cox2 四种免疫基因的表达

Fig.5 Expression of tlr3、 tnf-α、lysC and cox2 in liver，spleen，kidney
and mucus of Japanese eel after natural infection with A. hydrophila

说明：各组数据以平均值±标准误显示（n=5），星号表示感染嗜水气单胞菌与自然状态（健康状态）比较
有显著差异（P<0.05）。
Notes：Data are expressed as mean ± S.E.(n=5)，asterisks indicate that the significantly difference from the
natural state（healthy state） at P<0.05.
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３　 讨论
３􀆰 １　 嗜水气单胞菌的危害

嗜水气单胞菌隶属于气单胞菌科 （Ａｅｒｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ） 气单胞菌属 （Ａｅｒｏｍｏｎａｓ）， 可以感染一系列

脊椎动物， 包括人类、 爬行动物和鱼类［１３］ ， 是水产养殖中常见的病原菌。 该菌可引起水产动物出现

败血症， 而且还常与其他病原菌共同感染， 已经对水产养殖业造成了严重的经济损失［１４］ 。 近年来，
关于 青 鱼 （Ｍｙｌｏｐｈａｒｙｎｇｏｄｏｎ ｐｉｃｅｕｓ） ［１５］ 、 黄 沙 鳖 （Ｔｒｕｏｇｘ ｓｉｎｅｎｓｉｓ） ［１６］ 、 红 点 鲑 （Ｓａｌｖｅｌｉｎｕｓ
ｆｏｍｉｎａｌｉｓ） ［１７］ 受嗜水气单胞菌感染并且致病的研究已有报道。
３􀆰 ２　 分离菌株的鉴定

现今鉴定微生物最常用的方法就是生化鉴定和 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因的序列分析。 由于 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基因

在细菌菌属 （种） 内高度保守， 几乎可以对所有的细菌鉴定到属［１８］ ， 但是由于其对同源种类无法准

确区分， 不能准确反映关系较近的物种间的关系［１９］ ， 所以需要其他鉴定方法作进一步的鉴定。 Ｂｉｏｌｏｇ
自动微生物鉴定系统检测细菌的原理是通过细菌对糖、 醇、 酸、 醋、 胺和大分子聚合物等 ９５ 种碳源
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的利用情况进行判定［２０］ ， 多应用于土壤和环境中微生物的检测［２１］ ， 此方法快速、 简单， 并且省却了

配多种培养基的工作。 本研究从患病的日本鳗鲡脾脏中分离纯化得到一株优势菌株， 在 １６Ｓ ｒＲＮＡ 基

因系统发育树中， 显示 Ｂ１０１ 菌株与已报道的嗜水气单胞菌聚为一支， 但是与本实验室分离到的 Ｂ５０、
Ｂ３１、 Ｂ３２ 和 Ｂ１１ 没有聚到一起， 推测可能是细菌来源与毒力差异所致。 分离菌的初步生理生化鉴定

结果显示葡萄糖、 麦芽糖、 蔗糖和甘露醇等嗜水气单胞菌的重要鉴定指标均与杨宁等［２２］ 的鉴定结果

一致。 Ｂｉｏｌｏｇ 鉴定结果中有 ３ 种重要的参数， 即 ＰＲＯＢ 值、 ＳＩＭ 值和 ＤＩＳＴ 值， 其中 ＳＩＭ 值≥０􀆰 ７５，
ＤＩＳＴ 值≤０􀆰 ５０， ＰＲＯＢ 值越接近 １ 越好［２３］ ， 而本次研究结果显示分离菌与嗜水气单胞菌的 ＰＲＯＢ 值为

０􀆰 ５８９， ＳＩＭ 值为 ０􀆰 ５８９， ＤＩＳＴ 值为 ６􀆰 ２３７。 参照 《伯杰氏细菌鉴定手册》 ［１０］ 发现分离菌株的蔗糖、 纤维

二糖、 水杨甙、 山梨醇、 醋酸、 柠檬酸和果胶均与嗜水气单胞菌不同， 而葡萄糖、 Ｄ － 麦芽糖、 甘露糖、
甘露醇、 明胶、 麦芽糖、 棉子糖、 乳糖和葡萄糖苷等重要指标的鉴定结果与嗜水气单胞菌的一致， 说明 Ｂｉ⁃
ｏｌｏｇ 系统虽鉴定结果为嗜水气单胞菌， 但还存在一些差异。 由于 Ｂｉｏｌｏｇ 鉴定系统的参考菌株来自欧美等国，
故这些差异很可能源于菌株来源的地域差异。 结合本研究的生化鉴定和分子生物学鉴定结果， 可以确定分

离菌株为嗜水气单胞菌。
３􀆰 ３　 嗜水气单胞菌自然感染后对免疫相关基因表达的影响

鱼类免疫系统的主要功能是帮助机体识别和清除异物， 以及防御和维护自身稳定。 鱼类作为低等

脊椎动物， 同样具有非特异性和特异性免疫应答机制［２４］ 。 本次研究选取健康和自然感染嗜水气单胞

菌的日本鳗鲡组织作为 ｃＤＮＡ 模板， 进行荧光定量 ＰＣＲ， 检测 ｔｌｒ３、 ｔｎｆ － α、 ｌｙｓＣ 和 ｃｏｘ２ 免疫基因的

变化。 ｔｌｒ３ 位于细胞器膜上， 是一种重要的病毒识别受体［２５］ ， 是由 Ｔ 细胞分泌的， 可以参与机体炎症

与免疫应答的调节， 有发挥促进细胞进行一系列新陈代谢的作用［２６］ 。 本次研究结果显示日本鳗鲡在

感染嗜水气单胞菌后 ｔｌｒ３ 和 ｔｎｆ － α 基本没有显著性的变化。 Ｌｉｕ 等［２７］ 的研究结果表明牙鲆

（Ｐａｒａｌｉｃｈｔｈｙｓ ｏｌｉｖａｃｅｕｓ） 和虹鳟 （Ｏｎｃｏｒｈｙｎｃｈｕｓ ｍｙｋｉｓｓ） 感染嗜水气单胞菌后， ｔｌｒ３ 没有显著性的变化。
彭小云等［６］研究发现草鱼在注射嗜水气单胞菌粗脂多糖后， 其 ｔｎｆ － α 也没有显著性的变化。 本研究

表明自然感染嗜水气单胞菌的日本鳗鲡 ｔｌｒ３ 和 ｔｎｆ － α 不会产生显著性变化。 溶菌酶被认为是鱼类中重

要的抗菌分子之一， 可以在机体免疫过程中加快细菌的死亡［２８］ ， 而 Ｃ 型是溶菌酶的一个类型。 本研

究结果显示 ｌｙｓＣ 在病鳗的不同组织中呈现不同程度的上调， 尤其是在肾脏和脾脏中出现显著性的升

高， Ｙｅ 等［８］曾研究过草鱼在感染嗜水气单胞菌后 ｌｙｓＣ 在不同组织中出现一定程度的上调， 推测这是

由于物种或者感染途径不同所致。 ｃｏｘ２ 参与许多生物学和病理学过程， 例如细胞的新陈代谢、 免疫应

答和防止外来物质入侵［２９］ 。 本研究结果显示自然感染嗜水气单胞菌的日本鳗鲡 ｃｏｘ２ 不会产生显著变

化。 ｃｏｘ２ 在鱼类中感染嗜水气单胞菌的研究较少， 有待进一步的研究。

４　 结论
综上所述， 自然感染嗜水气单胞菌的日本鳗鲡， ｔｌｒ３、 ｔｎｆ － α 和 ｃｏｘ２ 没有显著性的变化， ｌｙｓＣ 则

会出现不同程度的上调， 尤其是在脾脏和肾脏中， 说明 ｌｙｓＣ 可以作为感染嗜水气单胞菌疾病的检测

指标。
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