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摘要:草鱼(Ctenopharyngodon
 

idellus)在我国是一种重要的淡水经济鱼类,但是由于近些年的集约化高密度

养殖导致各种水产疫病暴发,不仅对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,维氏

气单胞菌(Aeromonas
 

veronii)就是其中一种人畜共患的条件致病菌。本研究旨在探索维氏气单胞菌导致宿

主细胞死亡的致死机制,为今后进一步针对维氏气单胞菌开发抗菌渔用功能产品提供数据支持和理论依据。
本文首先测定维氏气单胞菌胞外分泌物(Extracellular

 

products,ECPs)的蛋白浓度,然后以不同浓度的ECPs
为基准,根据细胞光镜观察结果及细胞活力检测结果确定维氏气单胞菌胞外ECPs的细胞毒性;再利用 Ho-
echst

 

33342及TdTmediated
 

dUTP
 

NickEnd
 

Labeling
 

(TUNEL)检测细胞核的变化情况,最终确定草鱼源

维氏气单胞菌对宿主细胞的毒性致死机制。从毒性实验中可以看出高浓度的维氏气单胞菌ECPs对草鱼背鳍

(Grass
 

carp
 

pectoral
 

fin,GCPF)细胞具有明显的毒性,且从Hoechst
 

33342结果可以看到凋亡小体的出现,而
TUNEL也出现了阳性结果,实验组出现了绿色荧光,而对照组没有出现荧光。说明维氏气单胞菌胞外分泌物

对宿主细胞具有明显的毒性,而且会导致宿主细胞发生细胞凋亡。
关键词:草鱼 维氏气单胞菌 胞外分泌物 致死机制 细胞凋亡
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0 引言

  草鱼(Ctenopharyngodon
 

idellus)是典型的草食

性鱼类,具有生长速度快、营养需求低以及肉质鲜美

等特点,是我国重要的淡水经济鱼种[12]。但近年来

随着集约化养殖方式的发展,养殖密度增加导致养殖
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环境恶化,各种水产疫病不断爆发,对水产养殖造成

严重的危害,而且对人类的食用安全也存在潜在的威

胁[35]。维氏气单胞菌(Aeromonas
 

veronii)是一种革

兰氏阴性菌,普遍分布于淡水等环境,主要活跃于

6—9月,是一种人畜共患的条件致病菌,能够感染多

种水产动物并导致出血病等[23,67]。细菌导致宿主细

胞死亡主要方式包括主动性死亡和被动性死亡,主动

性死亡是细胞在受外界刺激时,自身为保护其他细胞

而选择自杀的行为;被动性死亡则多是由于外界刺激

导致细胞膜被破坏,细胞内容物外泄,从而导致细胞

大量死亡[811]。已有研究报道细菌分泌的黏附因子

是用来定植于宿主细胞的,而其分泌的溶血素、气溶

素等是导致宿主细胞死亡的主要因素[67]。本研究将

从发病草鱼中分离获得的维氏气单胞菌胞外分泌物

(Extracellular
 

products,ECPs)作用回草鱼源背鳍组

织细胞系中,用以评估维氏气单胞菌的细胞毒性;然
后通过Hoechst

 

33342染核观察以及TdTmediated
 

dUTP
 

NickEnd
 

Labeling
 

(TUNEL)检测,确定草鱼

源维氏气单胞菌导致宿主细胞死亡的方式。本文通

过对细胞凋亡的一系列指标检测,来探索维氏气单胞

菌诱导宿主细胞在体外的死亡机制,为今后探索维氏

气单胞菌对活体动物的作用奠定理论基础,并为开发

针对维氏气单胞菌的抗菌功能产品提供数据支持和

理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

  本研究所用的维氏气单胞菌(编号为CWAV1)
分离自广西南宁池塘养殖中发病的草鱼,保存于本实

验-80℃冰箱中;所用细胞为本实验室已建立的草鱼

背鳍组织细胞系(GCPF
 

cell
 

line);0.22
 

μm微孔滤

柱购自 Millipore公司;96孔细胞培养板、玻底皿、60
  

mm×15
 

mm细胞培养皿购自康宁公司;LB培养基、

LB琼脂培养基以及 TCBS培养基等购自广州环凯

微生物有限公司;MEM 培养基购自 Thermo公司;

BCA蛋白浓度测定试剂盒、CCK8活细胞检测试剂

盒、Hoechst
 

33342细胞核检测试剂、TUNEL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;超净工作台购自苏净安泰;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;激光共聚焦

显微镜购自Nikon公司。

1.2 方法

1.2.1 维氏气单胞菌胞外分泌物的制备及蛋白浓度

的测定

  将保存的维氏气单胞菌用三区划线法接种于LB
琼脂平板,28℃倒置培养24

 

h,再挑取单菌落接入LB
液体培养基中28℃、180

 

r/min培养12
 

h,3
 

000
 

g离

心5
 

min,将上清液用0.22
 

μm滤膜过滤于已灭菌的

15
 

mL干净离心管中,所得滤液即为维氏气单胞菌

的ECPs原液,将其分装至1.5
 

mL
 

EP管中,封口,

-20℃保存备用。

  取一管已分装的维氏气单胞菌ECPs按照BCA
蛋白浓度测定试剂盒中的测定方法测定胞外产物中

可溶性蛋白浓度,同时制作标准曲线,每个实验重复

3次。

1.2.2 维氏气单胞菌ECPs对细胞毒性的研究

  (1)草鱼背鳍组织细胞系的培养

  GCPF
 

细胞传代所用培养基为含有10%胎牛血

清的 MEM培养基,28℃恒温培养;测定ECPs毒性

时,按照4×104
 

细胞/孔的细胞量接入96孔细胞培

养板中过夜培养[1214]。

  (2)维氏气单胞菌ECPs对细胞毒性的测定

  将维氏气单胞菌ECPs原液蛋白用磷酸盐缓冲

液(PBS)稀释至1
 

mg/mL,然后用无血清 MEM 培

养基进行2倍稀释,即实验组浓度分别为原液(A
组)、1

 

000
 

μg/mL(B组)、500
 

μg/mL(C组)、250
 

μg/mL(D组)、125
 

μg/mL(E组),对照组(Con)为接

入等体积的无血清 MEM 培养基。将过夜培养的

GCPF细胞用维氏气单胞菌ECPs处理24
 

h,用光学

显微镜观察并拍照。待细胞出现变圆、皱缩或空泡等

现象即为出现细胞病变(Cytopathic
 

effect,CPE),便
可测定细胞活性。具体操作如下:移除细胞上清液,
用磷酸缓冲液(PBS,pH 值为7.4)洗涤1次,加入

CCK8溶液,室温避光孵育4
 

h,测定OD450。

1.2.3 维氏气单胞菌ECPs对宿主细胞毒性机制的

研究

  (1)Hoechest
 

33342染核观察

  将4×104 个GCPF细胞接入玻底皿中,过夜培

养,用维氏气单胞菌ECPs原液处理2
 

h后进行Hoe-
chest

 

33342染核,观察细胞核形态变化;其中对照组

用无血清MEM培养基处理2
 

h。细胞核染色的具体

操作如下:

  ①将处理好的 GCPF细胞用 PBS轻轻洗涤

2次;
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  ②沿边缘缓慢加入100
 

μL的1
 

μg/mL
 

Hoe-
chest

 

33342,避光3
 

min;

  ③将用Hoechest
 

33342处理好的GCPF细胞用

PBS轻轻洗涤2次,加入200
 

μL的PBS放于激光共

聚焦显微镜下观察并拍照。

  (2)TUNEL测定

  具体细胞培养及处理方法同 Hoechst
 

33342染

核观察。染色操作方法如下:

  ①将处理好的 GCPF细胞用 PBS轻轻洗涤

1次;

  ②用100
 

μL固定液固定30
 

min;

  ③PBS轻轻洗涤1次,加入100
 

μL通透液,

5
 

min;

  ④PBS轻轻洗涤2次,加入50
 

μL
 

TUNEL染色

液,37℃避光静置1
 

h;

  ⑤PBS轻轻洗涤2次,加入100
 

μL
 

PBS,然后于

荧光显微镜下观察。

2 结果与分析

2.1 维氏气单胞菌ECPs胞外蛋白浓度的测定

  图1为BSA蛋白标准曲线,其回归方程为y=

0.7289x-0.0001,R2=0.999
 

5。根据该回归方程

求得维氏气单胞菌ECPs蛋白浓度为1
 

473
 

μg/mL。

图1 BSA蛋白浓度标准曲线

Fig.1 Standard
 

curve
 

of
 

BSA
 

protein
 

concentration

2.2 维氏气单胞菌ECPs对宿主细胞形态的影响

  如图2所示,维氏气单胞菌ECPs原液(A组)对

GCPF细胞形态的影响较大,大部分出现皱缩,当

ECPs蛋白浓度为1
 

000
 

μg/mL(B组)时细胞也出现

了一定程度的皱缩变圆,但是没有原液明显,当浓度

为500
 

μg/ml(C组)时,细胞出现空泡但是细胞形态

没有太大改变。D组和 E组的细胞形态无明显变

化,与对照组细胞形态相似。

图2 维氏气单胞菌ECPs对GCPF细胞毒性的影响

Fig.2 Effect
 

of
 

Aeromonas
 

veronii
 

ECPs
 

on
 

GCPF
 

cells
 

toxicity

2.3 维氏气单胞菌ECPs对宿主细胞存活率的影响

  从图3中可以看出当使用原液以及ECPs蛋白

浓度为1
 

000
 

μg/mL时,细胞活性受到显著性影响;

ECPs蛋白浓度为500
 

μg/mL时,细胞活性没有受到

影响,而当ECPs的浓度达到250
 

μg/mL或者更低

时,不仅细胞活性没有影响反而一定程度上促进细胞

的生长。

2.4 维氏气单胞菌ECPs对宿主细胞产生凋亡小体

的检测

2.4.1 Hoechst
 

33342的染色结果

  如图4所示,光镜下可观察到实验组细胞表面出

现明显的空洞,图中光镜照片箭头所指即为出现空洞
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细胞,而对照组细胞的形态比较完整。根据 Hoechst
 

33342检测,正常的GCPF细胞培养2
 

h后细胞核仍

为完整,但是实验组细胞已经出现明显的细胞核碎裂

(荧光照片中箭头所指处),这种碎裂的细胞核即为凋

亡小体。

图3 维氏气单胞菌ECPs对GCPF细胞的毒性分析

  Fig.3 Toxicity
 

analysis
 

of
  

Aeromonas
 

veronii
 

ECPs
 

to
 

GCPF
 

cells

  图4 Hoechst
 

33342检测维氏气单胞菌ECPs对GCPF
细胞凋亡的影响

  Fig.4 Effect
 

of
 

Aeromonas
 

veronii
 

ECPs
 

on
 

apoptosis
 

of
 

GCPF
 

cells
 

by
 

Hoechst
 

33342
 

2.4.2 TUENL检测结果

  判定细胞凋亡的另外一种方法是观察细胞DNA
是否出现片段化。由图5可知,在相同的激发光下,
对照组在光镜下可以明显看到完整的细胞形态,但却

不能染上颜色,荧光显微观察下为全黑色;实验组在

光镜下已经出现明显的皱缩、变圆,甚至出现空泡化,
在荧光显微镜下可以明显地看到绿色荧光(如箭头所

示即为发生凋亡的细胞)。

  图5 TUNEL技术检测维氏气单胞菌ECPs对 GCPF
细胞凋亡的影响

  Fig.5 Effect
 

of
 

Aeromonas
 

veronii
 

ECPs
 

on
 

apoptosis
 

of
 

GCPF
 

cells
 

by
 

TUNEL
 

technique

3 讨论

  近些年气单胞菌属中的细菌越来越受到学者的

关注,主要原因是气单胞菌属中的部分细菌会导致人

畜共患病,如嗜水气单胞菌(Aeromonas
 

hydrophi-
la)、维氏气单胞菌和豚鼠气单胞菌(Aeromonas

 

cav-
iae)等。被气单胞菌属细菌感染的人类,轻则患肠

炎,重则导致伤口感染甚至败血症等[1519]。维氏气单

胞菌是近些年水产常见病原菌,常见于淡水养殖,分
布广泛并且具有很强的致病性,鱼感染后的主要症状

为厌食、腹腔肿大积水和内脏器官广泛出血等[16,20]。
鉴于维氏气单胞菌的广泛致病性,所以有必要研究其

对宿主细胞的毒性作用及导致宿主细胞死亡的机制。
本研究 将 草 鱼 源 维 氏 气 单 胞 菌 的 细 胞 外 分 泌 物

ECPs(≥500
 

μg/mL)作用回宿主细胞,发现其对

GCPF细胞具有明显的破坏;而当 ECPs浓度低于

500
 

μg/mL时,ECPs不会导致宿主细胞形态发生明

显变化。该细胞的光镜观察结果与利用CCK8检测

的细胞活性结果一致,说明维氏气单胞菌的细胞外分

泌物ECPs在高浓度时才会对细胞产生损伤,但是是

否随着时间的延长对细胞伤害越大,仍需要进一步研

究;当浓度低于250
 

μg/mL时,维氏气单胞菌的细胞

外分泌物ECPs对GCPF细胞生长具有促进作用,这
可能是因为在ECPs浓度没有达到致死浓度,细胞为
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自我保护的反馈机制,以抵消外界压力。另外有报道

称,气单胞菌属如维氏气单胞菌、嗜水气单胞菌等在

人类肠道内均有分布,这就表示维氏气单胞菌可能是

一个条件致病菌,也就是说只有达到一定条件下才会

导致疾病的发生及生物体的死亡[7,2122]。

  在明确草鱼源维氏气单胞菌ECPs对宿主细胞

具有毒性作用后,本研究使用 Hoechst
 

33342进行染

核观察。Hoechst
 

33342染料是一种可透过细胞膜

对细胞核进行染色的蓝色荧光染料。从图4中可以

看出对照组在光镜下为完整的细胞,在荧光显微镜下

可以观察到完整的细胞核;而实验组在光镜下观察其

细胞内部出现明显的空泡,Hoechst
 

33342荧光染料

显示宿主细胞的细胞核发生碎裂,出现凋亡小体,表
明细胞出现早期凋亡现象。细胞在发生凋亡时,一些

DNA内切酶被激活,将核小体间的基因组DNA切

断,从而暴露3'OH,并在脱氧核苷酸转移酶的催化

下与带有荧光的dUTP结合[2324]。从图5结果中可

以看出对照组细胞没有被 TUNEL荧光染色,并且

光镜观察结果显示其细胞形态无明显变化,表明细胞

仍然处于正常状态;实验组细胞中出现明显的绿色荧

光,并且光镜观察结果显示试验组细胞出现不同程度

的破坏,表明细胞中出现3'OH,进一步说明细胞的

基因组DNA被切断。

  根据上述结果可以初步判定致病性草鱼源维氏

气单胞菌会导致宿主细胞发生细胞凋亡。细菌在自

然界中广泛存在,并且在适宜条件下会大量繁殖,其
产生的胞外产物更是具有一定的毒性,所以深入研究

其导致宿主细胞死亡的机制,对于开发高效的抗病功

能产品具有重要意义。

4 结论

  致病性草鱼源维氏气单胞菌细胞 外 分 泌 物

ECPs在高浓度时对草鱼背鳍细胞具有明显的破坏

作用。而Hoechst
 

33342及TUNEL技术检测,初步

确定草鱼源维氏气单胞菌导致宿主细胞死亡是通过

凋亡途径发生的,即维氏气单胞菌对宿主细胞具有明

显的毒性,而且会导致宿主细胞发生细胞凋亡。
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Abstract:Grass
 

carp
 

(Ctenopharyngodon
 

idellus)
 

is
 

an
 

important
 

commercially
 

cultured
 

freshwater
 

fish
 

in
 

China.In
 

recent
 

years,with
 

the
 

advent
 

of
 

intensive
 

aquatic
 

farming,various
 

diseases
 

emerged
 

in
 

commercial
 

populations,which
 

caused
 

enormous
 

economic
 

loss,even
 

threatened
 

human
 

safety.Aeromonas
 

veronii
 

is
 

one
 

of
 

the
 

zoonotic
 

pathogens.This
 

study
 

aimed
 

to
 

explore
 

the
 

lethal
 

mechanism
 

of
 

A.veronii
 

causing
 

to
 

host
 

cell
 

death
 

and
 

provide
 

data
 

supports
 

and
 

theoretical
 

basis
 

for
 

further
 

development
 

of
 

antibacterial
 

fishery
 

func-
tional

 

products
 

against
 

A.veronii.This
 

paper
 

first
 

determined
 

the
 

protein
 

concentration
 

of
 

extracellular
 

products
 

(ECPs)
 

of
 

A.veronii.Then,based
 

on
 

the
 

ECPs
 

of
 

different
 

concentrations,the
 

cell
 

toxicity
 

of
 

ex-
tracellular

 

ECPs
 

of
 

A.veronii
 

was
 

determined
 

according
 

to
 

the
 

results
 

of
 

light
 

microscopy
 

and
 

cell
 

viability.
Hoechst

 

33342
 

and
 

TdTmediated
 

dUTP
 

NickEnd
 

Labeling
 

(TUNEL)
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

changes
 

of
 

nucleus,and
 

finally
 

the
 

toxic
 

lethal
 

mechanism
 

of
 

A.veronii
 

to
 

host
 

cells
 

was
 

determined.It
 

can
 

be
 

seen
 

from
 

the
 

toxicity
 

experiment
 

that
 

high
 

concentrations
 

of
 

A.veronii
 

ECPs
 

have
 

obvious
 

toxicity
 

to
 

grass
 

carp
 

pecto-
ral

 

fin
 

(GCPF)
 

cells,and
 

the
 

appearance
 

of
 

apoptotic
 

bodies
 

can
 

be
 

seen
 

from
 

Hoechst
 

33342
 

results.Mean-
while,TUNEL

 

showed
 

positive
 

results
 

with
 

green
 

fluorescence
 

in
 

test
 

group
 

and
 

no
 

fluorescence
 

in
 

the
 

con-
trol

 

group.It
 

is
 

indicated
 

that
 

A.veronii
 

ECPs
 

is
 

obviously
 

toxic
 

to
 

host
 

cells
 

and
 

can
 

cause
 

apoptosis
 

of
 

host
 

cells.
Key

 

words:grass
 

carp,Aeromonas
 

veronii,ECPs,pathogenesis,apoptosis
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