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卵形鲳鲹源创伤弧菌导致宿主细胞凋亡的作用机制*
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(1.广西科学院,广西近海海洋环境科学重点实验室,广西南宁 530007;2.河南师范大学生命科学学院,河南新乡 453007;3.
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遗传育种与健康养殖重点实验室,广西南宁 530021;5.广西民族大学海洋与生物技术学院,广西南宁 530006;6.广西海洋天

然产物与组合生物合成化学重点实验室,广西南宁 530007)

摘要:弧菌是自然界菌群中的一部分,作为一种有害菌不仅可以感染常见的水产品,有些弧菌更是对人体有一

定的致病性。随着近些年水产养殖的不断扩大,由创伤弧菌(Vibrio
 

vulnificus)引起的鱼病不胜枚举,不仅给

养殖行业造成巨大的损失,同时对人类生命安全也存在着巨大威胁。本文对卵形鲳鲹源创伤弧菌感染宿主细

胞的机制进行研究,目的是阐明创伤弧菌对宿主细胞的致死机理,为未来研发抗病菌功能产品提供理论依据。
本文通过确定创伤弧菌胞外产物(Extracellular

 

products,ECPs)的蛋白浓度,以不同的蛋白浓度为基准,利用

光镜观察和细胞活力CCK检测技术测定创伤弧菌ECPs对细胞的毒性。然后使用 Hoechst
 

33342染核观察

及DNA
 

ladder来进一步确定其致死机制。根据细胞毒性结果,卵形鲳鲹源创伤弧菌ECPs对宿主细胞有很强

的细胞毒性。Hoechst
 

33342染核结果发现实验组出现了凋亡小体,这与STS处理的阳性对照组中细胞变化

相一致。但是ECPs处理后的宿主细胞未出现明显的DNA
 

ladder。卵形鲳鲹源创伤弧菌对宿主细胞具有明

显的毒性,再通过理化性质的检测,可以初步确定创伤弧菌导致卵形鲳鲹细胞死亡是通过凋亡途径发生的。未

来将针对凋亡途径的具体通路进行深入研究,为控制病菌的感染提供理论依据。
关键词:卵形鲳鲹 创伤弧菌 胞外产物 致死机制 细胞凋亡 水产养殖 
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0 引言

  卵形鲳鲹(Trachinotus
 

ovatus)主要生活在热带

及亚热带地区,在我国主要分布于粤、琼、闽等省的沿

海城市[1􀆼2]。卵形鲳鲹由于其肉质鲜美生长迅速,所
以作为 一 种 重 要 的 海 水 经 济 鱼 类 被 人 们 广 泛 喜
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爱[3􀆼4]。然而近些年随着集约化养殖的出现,各种病

害层出不穷[1,5􀆼9],不仅造成巨大的经济损失,同时也

严重 威 胁 着 人 类 的 生 命 安 全。创 伤 弧 菌(Vibrio
 

vulnificus)是自然界菌群中的一部分,常分布在沿海

地区,是一种嗜盐菌株,能够感染人、鱼、虾等[3,10􀆼12]。
由创伤弧菌引发的鱼病具有发病迅速、死亡率高、流
行面广等特点,给人类带来了巨大的经济损失以及潜

在危险。人类由于食用未加工过的海鲜产品或者是

伤口接触海水而引发的创伤弧菌感染,轻则胃肠炎,
严重者可出现败血症和坏死性筋膜炎,更有文献提及

由其感染所致的败血症死亡率可达到50%[10,13􀆼14]。
细菌导致宿主细胞死亡主要有两种方式,一种为与宿

主进行营养竞争,另外一种为分泌胞外毒素抑制或破

坏宿主的正常生长,而胞外产物(Extracellular
 

prod-
ucts,ECPs)的分泌往往是最具有致病性的,因为这

种胞外产物的分泌不仅是代谢的一部分同时也是抑

制其他细菌或宿主的生长的重要因素[13]。所以深入

研究弧菌导致宿主死亡的作用机理,有利于实现从根

源上控制病菌对养殖行业的危害,是实现高效水产养

殖的重要发展方向,而这种研究就主要体现在胞外产

物对宿主细胞的影响。我们利用前期在发病的卵形

鲳鲹中分离得到的具有致病性的创伤弧菌为研究对

象,将其接入宿主卵形鲳鲹细胞中,选取具有明显影

响细胞形态的浓度,进一步测定凋亡相关的一系列的

生理生化指标,从而推测创伤弧菌导致宿主细胞死亡

的作用机理。通过对卵形鲳鲹源创伤弧菌作用回原

宿主细胞进行研究,了解创伤弧菌导致宿主细胞凋亡

的作用机制,为今后水产养殖从根源上抵抗创伤弧菌

所带来的危害提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  本研究所用的创伤弧菌(编号为F4􀆼1)分离自广

西钦州湾网箱养殖的发病卵形鲳鲹,超低温保存于本

实验室;所用细胞为本实验已建立并保存的卵形鲳鲹

背鳍组织细胞系(TOPF
 

cell
 

line)以及胖头鲤上皮细

胞系(FHM
 

cell
 

line);0.22
 

μm微孔滤柱购自 Milli-
pore;96孔细胞培养板、玻底皿、6

 

cm
 

dish细胞培养

皿购自康宁公司;LB培养基、LB琼脂以及TCBS培

养基等购自广州环凯微生物有限公司;L15培养基购

自 Thermo;PBS 缓 冲 液(NaCl
 

8
 

g;KCl
 

0.2
 

g;

Na2HPO4 1.42
 

g;KH2PO4 0.27
 

g;H2O
 

1
 

L);BCA
蛋白浓度测定试剂盒、CCK􀆼8活细胞检测试剂盒、

Hoechst
 

33342细胞核检测试剂、DNA
 

Ladder核小

体检测试剂盒等购自碧云天生物技术有限公司;生化

培养箱购自上海博迅,超净工作台为 AIRTECH;观
察细胞用的倒置光学显微镜为Olympus

 

CX41,酶标

仪购自Thermo公司,电泳仪购自Biorad公司。

1.2 方法

1.2.1 创伤弧菌ECPs的制备及蛋白浓度的测定

  将-80℃冰箱保存的创伤弧菌划线接种于LB
琼脂平板,28℃倒置培养24

 

h后,挑取单菌落接入

LB培养基中28℃振荡培养12
 

h,3
 

000
 

g离心
 

5
 

min,取上清液用0.22
 

μm滤膜过滤,所得滤液即为

创伤 弧 菌 的 ECPs,将 其 分 装 至 Ep管 中,-20℃
保存。

  取分装后的ECPs用BCA蛋白浓度测定试剂盒

测定创伤弧菌胞外产物中可溶性蛋白含量,同时制作

标准曲线,每个实验重复3次。

1.2.2 创伤弧菌ECPs对细胞毒性的研究

1.2.2.1 细胞的培养

  TOPF
 

细胞传代所用培养基为含有10%胎牛血

清的L15培养基,培养温度为28℃;用于测定ECPs
毒性时,按照4×104

 

个/孔的细胞量接入96孔细胞

培养板中过夜培养[4,15􀆼17]。

1.2.2.2 创伤弧菌ECPs对细胞毒性的测定

  将ECPs原液蛋白浓度稀释至1
 

mg/mL,然后

用无血清L15培养基进行半倍稀释,实验组浓度分

别为1
 

mg/mL(A组)、0.5
 

mg/mL(B组)、0.25
 

mg/

mL(C组)、0.125
 

mg/mL(D组)、0.062
 

5
 

mg/mL(E
组)、0.031

 

3
 

mg/mL(F组),对照组(Control)为接入

等体积的无血清L15;每1
 

h光镜下观察一次,待出

现明显细胞病变(Cytopathic
 

effect,CPE)测定细胞

活性。

  细胞活性的测定:将卵形鲳鲹源创伤弧菌ECPs
处理2

 

h后的细胞弃掉上清液,用PBS
 

(pH
 

7.4)洗
涤一次,加入10%

 

CCK􀆼8溶液(用PBS稀释),室温

避光孵育4
 

h,测定OD450。

1.2.3 创伤弧菌ECPs导致宿主细胞凋亡的作用

机制

1.2.3.1 DNA
 

ladder的测定

  将TOPF/FHM细胞以1×106
 

个/板传至6
 

cm
 

dish中,28℃过夜培养。阴性对照组(Control
 

1)为
无血清L15培养TOPF细胞,阳性对照组2(Control

 

2)为FHM 细胞用2
 

mmol/L
 

星形胞菌素(Stauros-
porine,STS)处理2

 

h,实验组(Test)为TOPF细胞
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用创伤弧菌的ECPs处理2
 

h。细胞处理方法具体操

作如下:

  (1)将处理好的各实验组细胞用细胞刮刀轻轻刮

至1.5
 

mL
 

离心管中,3
 

000
 

g
 

离心5
 

min,弃上清,用

PBS洗涤一次;

  (2)加入200
 

μL的PBS使细胞重悬,按照DNA
 

ladder试剂盒的使用说明书进行后续操作。

  (3)将提取后的DNA进行琼脂糖凝胶电泳,50
 

V电泳1
 

h;剩余样品放于-20℃保存。

1.2.3.2 Hoechest
 

33342染核

  将 TOPF细胞以4×104 个/皿接入至玻底皿

中,过夜培养。TOPF细胞用创伤弧菌ECPs处理2
 

h后进行细胞核染色,用来观察细胞核形态变化;在
处理的同时使用2

 

μmol/L
 

STS作用FHM 细胞用

以阳性对照(Control
 

1);用无血清L15处理的为阴

性对照(Control
 

2)。染色的具体操作如下:

  ①将处理好的 TOPF细胞用 PBS轻轻洗涤

2次;

  ②加入100
 

μL的1
 

μg/mL的DNA荧光染料

Hoechest
 

33342避光染色3
 

min;

  ③用PBS洗涤两次,放于荧光显微镜下观察细

胞核的变化,并拍照。

2 结果与分析

2.1 创伤弧菌ECPs蛋白浓度的标准曲线

  对创伤弧菌ECPs蛋白浓度进行测定,其回归方

程为y=0.894x-0.007
 

5,R2=0.999
 

2,如图1所

示。根据该回归方程,创伤弧菌ECPs蛋白浓度为

2.91
 

mg/mL。

图1 BSA蛋白浓度标准曲线

Fig.1 Standard
 

curve
 

of
 

BSA
 

protein
 

concentration

2.2 创伤弧菌ECPs对宿主细胞毒性作用的 CCK
检测结果

  利用CCK􀆼8试剂检测创伤弧菌ECPs对宿主细

胞的毒性作用。从图2结果可以看出创伤弧菌的

ECPs对TOPF细胞有很强的毒性,蛋白浓度越高毒

性越强,随着稀释倍数的增加毒性随之降低,最终确

定选用31.3
 

μg/mL作为后续卵形鲳鲹源创伤弧菌

ECPs对细胞致死机制研究的实验浓度。

图2 创伤弧菌ECPs对TOPF细胞的毒性分析

  Fig.2 Toxicity
 

analysis
 

of
  

Vibrio
 

vulnificus
 

ECPs
 

on
 

TOPF
 

cells

2.3 创伤弧菌ECPs对宿主细胞毒性作用的光镜观

测结果

  使用光学显微镜观察创伤弧菌ECPs对宿主细

胞的毒性作用。从图3上可以看出在浓度为1
 

000
 

μg/mL时细胞出现的CPE最多,其中浓度为31.3
 

μg/mL时细胞出现CPE最少,并且可以明显看到细

胞上出现的空泡,即ECPs浓度越高对细胞的毒性作

用越强。

2.4 DNA
 

ladder检测结果

  如图4所示,对照组1(Control
 

1)是提取正常组

细胞的总DNA,对照组2(Control
 

2)是提取星形孢

菌素(Staurosporine,STS)处理2
 

h后的FHM 细胞

的总DNA。电泳检测发现对照组2出现明显的

DNA
 

Ladder,而 对 照 组1(Control
 

1)、创 伤 弧 菌

ECPs处理2
 

h后的TOPF细胞(Test组)均未出现

明显阶梯状条带。

2.5 凋亡小体检测结果

  利用 Hoechst
 

33342对各处理组细胞进行染核

观察。图5为Hoechst
 

33342染核结果,箭头所指为

已出现凋亡特征的核小体部分。在图上可以看出正

常组细胞具有完整的细胞核;星形孢菌素(STS)处理

后的TOPF细胞(阳性对照组Control
 

2)出现了明显

的核小体,说明其出现了细胞凋亡情况;卵形鲳鲹源

创伤弧菌ECPs处理后的TOPF细胞(实验组Test)
也出现了明显的核小体,与阳性对照组结果相一致,
说明发生了细胞凋亡。
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  (a)1
 

mg/mL,(b)0.5
 

mg/mL,(c)0.25
 

mg/mL,
(d)0.125

 

mg/mL,(e)0.0625
 

mg/mL,(f)0.0313
 

mg/mL
图3 创伤弧菌ECPs对TOPF细胞毒性的影响

  Fig.3 Effects
 

of
 

Vibrio
 

vulnificus
 

ECPs
 

on
 

TOPF
 

cells
 

toxicity

图4 DNA
 

ladder结果测定

Fig.4 The
 

results
 

determination
 

of
 

DNA
 

ladder

图5 创伤弧菌ECPs导致TOPF细胞凋亡的荧光结果

  Fig.5 Fluorescence
 

results
 

of
 

Vibrio
 

vulnificus
 

ECPs
 

leading
 

to
 

apoptosis
 

in
 

TOPF
 

cells

3 讨论

  细胞死亡是真核生物在生命过程中重要的生理

或病理现象,细胞死亡分为主动性程序死亡和被动性

非程序死亡。被动性非程序死亡是细胞在受到外界

刺激后导致的细胞损伤死亡;而主动性程序死亡是细

胞的一种“自杀”行为,这种死亡方式可能是因为机体

细胞生长到某一阶段,为达到更好的生长而出现的自

我调节作用,例如胚胎发育、组织分化等[18􀆼19];或者是

机体在受到外界刺激时,为维持细胞内环境稳定的一

种程序性死亡方式,如自身免疫疾病、病毒感染、细菌

感染等[20􀆼21]。目前程序性死亡主要包括4种方式:凋
亡、自噬性细胞死亡、促炎症细胞死亡和胀亡。本研

究中,将卵形鲳鲹源创伤弧菌ECPs对宿主细胞进行

孵育处理,通过检测细胞死亡后的各项指标来判断

ECPs导致宿主细胞死亡的机理。从图2和图3中我

们可以看出创伤弧菌ECPs对细胞具有明显的毒性

作用,并且创伤弧菌ECPs浓度为31.3~1
 

000
 

μg/

mL时,细胞活性均比较低,且各浓度处理组的细胞
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活性之间没有显著性差异(P>0.05),说明创伤弧菌

ECPs在一定的浓度范围内具有较强的细胞毒性,其
毒力作用不随ECPs浓度的降低而降低;创伤弧菌

ECPs浓度在31.3~125
 

μg/mL时,随着ECPs浓度

的降低,ECPs对宿主细胞的毒性作用逐步减弱。利

用光学显微镜能够直观地观察到细胞的病变情况,如
图3所示,实验各组均出现了不同程度的细胞病变

(CPE)。综上,我们认为创伤弧菌ECPs对卵形鲳鲹

鳍细胞具有很强的毒性,在ECPs浓度为1
 

000
 

μg/

mL时就导致细胞的死亡率超过80%。

  我们随后探究了创伤弧菌ECPs对宿主细胞的

致死机制。细胞开始凋亡的一个重要信号是出现凋

亡小体。凋亡小体是由于细胞受到损伤后为维持细

胞内环境的稳定,自身细胞膜皱缩,细胞膜磷脂酰丝

氨酸外翻,细胞膜包裹细胞器而形成[22]。本实验用

创伤弧菌ECPs处理TOPF细胞后,利用激光共聚焦

显微镜观察细胞核,发现其出现了明显的凋亡小体

(图5箭头所示),并且伴有染色质凝集。星形胞菌素

(STS)是一种分离的天然产物,其作用于细胞会导致

细胞出现明显的细胞凋亡[23]。本研究中,创伤弧菌

ECPs处理后的TOPF细胞与STS处理后的细胞均

出现了明显的凋亡小体,因此可以初步确定创伤弧菌

ECPs会导致宿主细胞出现细胞凋亡。随后我们提

取了各处理组细胞的总DNA进行琼脂糖凝胶电泳

检测,如图4所示,阳性对照组STS处理后的FHM
细胞总 DNA 在180~200

 

bp出现明显的条带,即

DNA
 

ladder现象明显,而创伤弧菌ECPs处理后的

TOPF组,在180~200
 

bp没有出现明显的条带。我

们分析,出现这种情况可能有两种情况,一是创伤弧

菌ECPs处理后的TOPF细胞中的凋亡小体被巨噬

细胞吞噬,所以在180~200
 

bp检测不到阶梯状条

带,二是ECPs处理后的宿主细胞虽然发生了细胞凋

亡,但是由于宿主细胞中没有相应的DNA酶,所以

核小体没有发生断裂,染色体直接被包裹排出细

胞外[24]。

4 结论

  致病性创伤弧菌是危害巨大的水产疫病病原,探
究创伤弧菌对宿主细胞的致死机制将为未来研发抗

创伤弧菌的专用药物提供重要的理论依据和数据支

持。本研究将卵形鲳鲹源创伤弧菌细胞外分泌物

ECPs作用于宿主卵形鲳鲹细胞中,发现其具有明显

的细胞毒性,Hoechst
 

33342染核结果和DNA
 

Lad-

der检测结果初步证实创伤弧菌ECPs会导致卵形鲳

鲹背鳍细胞发生细胞凋亡。
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Abstract:Vibrio
 

is
 

a
 

part
 

of
 

the
 

natural
 

flora.As
 

harmful
 

bacteria,it
 

can
 

not
 

only
 

infect
 

common
 

aquatic
 

products,some
 

of
 

them
 

are
 

also
 

pathogenic
 

to
 

the
 

human
 

body.However,with
 

the
 

continuous
 

expansion
 

of
 

aquaculture
 

in
 

recent
 

years,lots
 

of
 

fish
 

diseases
 

outbreaks
 

were
 

induced
 

by
 

Vibrio
 

vulnificus,which
 

not
 

only
 

caused
 

huge
 

losses
 

to
 

the
 

aquaculture
 

industry,but
 

also
 

potentially
 

threated
 

the
 

safety
 

of
 

human
 

life.In
 

this
 

paper,the
 

infection
 

mechanism
 

of
 

V.vulnificus
 

on
 

host
 

cells
 

was
 

studied
 

in
 

order
 

to
 

elucidate
 

the
 

lethal
 

mech-
anism

 

of
 

V.vulnificus
 

on
 

host
 

cells
 

and
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

future
 

development
 

of
 

anti􀆼fish
 

dis-
ease

 

functional
 

products.In
 

this
 

paper,by
 

determining
 

the
 

protein
 

concentration
 

of
 

extracellular
 

products
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(ECPs)
 

of
 

V.vulnificus,the
 

toxicity
 

of
 

V.vulnificus
 

ECPs
 

was
 

determined
 

by
 

light
 

microscopy
 

and
 

cell
 

via-
bility

 

CCK
 

detection
 

based
 

on
 

different
 

protein
 

concentrations.Hoechst
 

nuclear
 

staining
 

observation
 

and
 

DNA
 

ladder
 

were
 

then
 

used
 

to
 

further
 

determine
 

the
 

lethal
 

mechanism.According
 

to
 

the
 

cytotoxicity
 

results,V.
vulnificus

 

ECPs
 

of
 

Trachinotus
 

ovatus
 

had
 

strong
 

cytotoxicity
 

to
 

host
 

cells.Observation
 

result
 

of
 

nuclear
 

staining
 

by
 

Hoechst
 

33342
 

showed
 

that
 

apoptotic
 

bodies
 

emerged
 

in
 

the
 

experimental
 

group,which
 

was
 

con-
sistent

 

with
 

cell
 

changes
 

in
 

the
 

STS􀆼treated
 

positive
 

control
 

group.However,the
 

host
 

cells
 

treated
 

with
 

ECPs
 

did
 

not
 

show
 

significant
 

DNA
 

ladder.V.vulnificus
 

from
 

T.ovatus
 

exhibited
 

high
 

toxicity
 

to
 

host
 

cell,and
 

by
 

the
 

detection
 

of
 

physicochemical
 

properties,it
 

could
 

be
 

preliminarily
 

determined
 

that
 

V.vulnificus
 

caused
 

the
 

occurrence
 

of
 

oval
 

cell
 

death
 

through
 

the
 

apoptotic
 

pathway.In
 

the
 

future,we
 

will
 

conduct
 

in􀆼depth
 

research
 

on
 

the
 

specific
 

paths
 

of
 

the
 

apoptotic
 

pathway,which
 

can
 

provide
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

controlling
 

the
 

infec-
tion

 

of
 

pathogens.
Key

 

words:Trachinotus
 

ovatus,Vibrio
 

vulnificus,ECPs,pathogenesis,apoptosis,aquaculture
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Abstract:Grouper
 

iridovirus
 

(SGIV)
 

spreads
 

rapidly
 

among
 

different
 

fish
 

stocks,and
 

its
 

mortality
 

rate
 

is
 

ex-
tremely

 

high,which
 

seriously
 

restricts
 

the
 

healthy
 

and
 

sustainable
 

development
 

of
 

marine
 

Epinephelus
 

tauvina
 

aquaculture
 

industry
 

in
 

China.In
 

order
 

to
 

detect
 

and
 

identify
 

the
 

pathogen
 

as
 

early
 

as
 

possible,reduce
 

economic
 

losses
 

and
 

promote
 

the
 

development
 

of
 

fisheries,it
 

is
 

urgent
 

to
 

develop
 

a
 

convenient
 

and
 

rapid
 

de-
tection

 

technology
 

for
 

detecting
 

grouper
 

iridovirus
 

infection.Based
 

on
 

aptamer
 

Q5,an
 

aptamer
 

Q5􀆼based
 

fluo-
rescent

 

molecular
 

probe
 

(Q5􀆼AFMP)
 

was
 

developed,and
 

the
 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

Q5􀆼AFMP
 

for
 

de-
tecting

 

grouper
 

iridovirus
 

infection
 

at
 

cellular
 

and
 

tissue
 

levels
 

were
 

analyzed.The
 

results
 

showed
 

that
 

Q5􀆼
AFMP

 

could
 

detect
 

the
 

infection
 

of
 

grouper
 

iridovirus
 

with
 

high
 

specificity
 

at
 

the
 

cellular
 

and
 

tissue
 

levels,

and
 

had
 

high
 

sensitivity.So
 

Q5􀆼AFMP
 

can
 

be
 

used
 

for
 

rapid
 

detection
 

and
 

diagnosis
 

of
 

grouper
 

iridovirus
 

in-
fection.
Key

 

words:grouper
 

iridovirus,aptamer,fluorescent
 

molecular
 

probe,aquaculture,high
 

specificity,high
 

sensi-
tivity,rapid

 

detection
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