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用绿色荧光蛋白标记的细菌
研究鱼体吸收颗粒抗原的部位

陈 � 营, � 陆承平
(南京农业大学农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室,江苏 南京 210095)

摘要: 用绿色荧光蛋白标记的嗜水气单胞菌 4332 株 ( Ah4332GFP)菌液高渗浸泡和直接浸泡异育银鲫, 研究

鱼体对颗粒抗原的吸收。经两种方法处理的鱼,在整个实验过程中显示, 鱼鳃的标记菌检出量均高于皮肤

和肠道中的标记菌, 证实鳃是抗原吸收的主要部位。另外, 鱼体经高渗处理,鳃和皮肤可检出的标记菌明

显增加。在肠道中, 除浸泡 60min 外,浸泡 10min、30min 及 120min 的细菌检出量也明显增加。显示高渗可

促进抗原的吸收。
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Application of green fluorescent protein marked bacteria

to investigate the site of antigen uptake in Carassius auratus ibelio

CHEN Ying, � LU Cheng�ping
(Key Lab of Animal Disease Diagnostic and Immunology , Ministry of Agriculture, Nanj ing Agric Univ, Nanj ing 210095, China)

Abstract:The uptake of granular antigen was examined in Carassius auratus ibelio af ter bath administration of

GFP�marked Aeromonas hydrophila strain 4332( Ah4332GFP ) by hyperosmotic infiltrat ion ( HI) and direct

immersion ( DI) . Much more marked bacteria had been found in gills than that in skin and gut in both

treatments throughout the experiment. Quantitative analyses indicated that the main site of antigen uptake

were the gills in bothHI and DI treatments. In addition, the amount of marked bacteria in gills and skin had

increased obviously after hyperosmot ic treatment , and gut also had increased bacteria during experiment of

10min, 30min and 120min with the exception of 60 min after immersion. It showed that hyperosmotic

treatment facilitated antigen entrance in f ish.
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口服、浸泡和注射是鱼类免疫常用的三种方法, 在这当中浸泡免疫对鱼类最为实用[ 1]。浸泡又

分直接浸泡和高渗浸泡两种,浸泡免疫的抗原吸收机制一直是个值得研究的课题,尤其是抗原的吸

收部位究竟在鱼体的哪些器官,众说不一。绿色荧光蛋白( green fluorescent protein, GFP)在异源细

胞中的成功表达为进行这方面研究提供了有效的检测工具[ 2]。GFP 作为新的基因报告系统, 可在

活体内、在原位即时地检测基因表达和进行蛋白定位[ 3, 4]。
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本试验应用 GFP 标记的嗜水气单胞菌, 以异育银鲫为模型, 采用高渗浸泡和直接浸泡两种方

法,以观察细菌颗粒抗原在鱼体的吸收部位。

1 � 材料与方法

1. 1 � 实验菌株

Ah4332GFP由作者用 pGFPuv直接转化嗜水气单胞菌( Aeromonas hydrophila, Ah) 4332株构建,该

菌由德国吉森大学 Baljer 教授惠赠,分离自犊牛脏器,对氨苄青霉素( Ampicillin, Amp)敏感。

1. 2 � 异育银鲫吸收颗粒抗原的定量分析

试验鱼为健康异育银鲫( Carassius auratus ibelio ) , 以下简称银鲫, 购自南京市水产科学研究所,

体重为 50~ 100g�尾- 1。分高渗浸泡和直接浸泡两组,每组均为 12尾。饲养水体为 40~ 50 L, 水温

为 17~ 23 � ,实验过程中保持充气。取 Ah4332GFP过夜培养物稀释成约 107CFU�mL - 1的菌悬液,参

照 Ototake[ 5]等报道的方法浸泡试验鱼。高渗浸泡组进行两步处理,首先将鱼在 5. 3% NaCl溶液中

浸泡 3min,然后在上述的菌悬液中浸泡 5min。直接浸泡组以上述的菌悬液浸泡鱼体 5min。两组鱼

在浸泡菌液后放入水中漂洗 5min,最后将鱼放入水箱饲养。

取样分别在鱼体浸泡后的 10min、30min、60min和 120min,每组分别取 3尾。首先采血 0. 1mL,

然后分别取皮肤、鳃、肝脏和肠道各约0. 1g。血样直接涂布含 Amp( 100�g�mL- 1
)的 TSA平板; 其它

样品加 1mL 生理盐水后研磨,对样品悬液进行10的倍比稀释, 取10- 1、10- 2和 10- 3稀释液各 0. 1mL

涂布上述平板。紫外光( UV)下计数发绿色荧光的菌落。以各样品的平均值为试验结果。饲养鲫的

水体及稀释菌液用水均未检出发荧光的细菌。

2 � 结 � 果

2. 1 � 高渗浸泡银鲫对细菌颗粒抗原的吸收

鱼体在 5. 3% NaCl 溶液中浸泡 10min后, Ah4332GFP在鳃部的检出量就高达 3 � 103CFU�g- 1,

60min后达最高值, 为 4 � 103CFU�g- 1,到 120min时菌量明显下降。皮肤的检出菌呈波动分布; 在肠

道中,开始时菌量就达最高值, 为 1. 8 � 103CFU�g- 1; 60min 时, 菌的检出量急剧下降, 而 120min时,

则略有回升。血液中一直维持较低的检出量, 在 120min时,菌量略微增加(图 1)。肝脏中该菌的检

出与血液中的相似,开始时菌量较低,只有 5OCFU�g- 1的标记菌检出。60min 及 120min时菌量略微

增加,菌量与肠道菌量相同,达 2 � 102CFU�g- 1(图 1中未标出)。在浸泡后 60min, 鳃部标记菌的检

出量达最高值,在整个实验过程中, 鳃部的带菌量均高于其它部位。到 120min以后,鳃带菌量下降,

肠道、血液和肝脏的带菌量则略有升高(图 1)。

2. 2 � 直接浸泡银鲫对细菌颗粒抗原的吸收

直接浸泡 Ah4332GFP在鳃部检出的动态变化与高渗浸泡相似, 在浸泡后 10min, 菌量达 1. 2 �
103CFU�g- 1, 60min时,菌量略增,达最高值 2. 1 � 103CFU�g - 1,到 120min时菌量明显下降; 皮肤标记

菌的检出与高渗浸泡组的相似, 呈波动分布, 但幅度较小;在肠道中,检出菌量逐渐升高, 60min时,

菌量最大为 1. 2 � 103CFU�g- 1,随后菌的检出量急剧下降,到 120min 时, 降为 2 � 102CFU�g- 1; 血液
中一直维持较低的检出量, 在 120min时, 菌量略微减少; 肝脏中只在 10min 时有菌检出。菌量为

50CFU�g- 1,其余时间均未检出。在整个实验过程中,鳃部的带菌量均高于其它部位。到 120min以

后,所有部位的检出量均下降(图2)。
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图 1� 高渗浸泡鲫对细菌颗粒抗原的吸收

Fig. 1 � Uptake of bacterial granular antigen by crucian carp

after hypero smotic infiltration

图 2� 直接浸泡鲫对细菌颗粒抗原的吸收

Fig . 2� Uptake of bacterial granular antigen by crucian carp

after direct immersion

2. 3 � 高渗处理对颗粒抗原吸收的影响

高渗处理鲫后, 鱼体的鳃、皮肤、血液及肠道各部位的 Ah4332GFP检出量均较直接浸泡法为高。

只有 60min时高渗处理组的肠道检出菌量是个例外(图 3)。

图 3� 高渗处理对细菌颗粒抗原吸收的影响

Fig . 3� Influence of hyperosmotic infiltration treatment on uptake of bacter ial granular antigen

H:高渗浸泡; D :直接浸泡

3 � 讨论

浸泡途径对鱼类免疫而言最为方便、有效,但浸泡免疫的抗原是否吸收以及从何部位吸收,尚

无定论。本试验用绿色荧光蛋白标记的嗜水气单胞菌浸泡鱼体,证实鱼体通过浸泡可以吸收细菌

颗粒抗原。该方法先进、直观而又准确,其结果明白无误,为鱼类免疫途径的研究提供了新手段。

抗原吸收是一个复杂的体内过程,高渗浸泡和直接浸泡的抗原吸收机制不尽相同, 高渗处理使

表皮脱水,促进了抗原的吸收[ 6]。本试验结果显示,无论是高渗浸泡还是直接浸泡,鳃部 Ah4332GFP

颗粒抗原的量均比鱼体其它部位高,这可能与鳃部的结构和功能有关。证实鳃是鱼类免疫抗原吸

收的主要部位,印证了先前的有关报道[ 7- 12]。Ototake等[ 5]、Moore等[ 13]先后报道, 鱼的躯干表皮是

抗原吸收的主要部位,其次为鳃。他们试验所用的抗原为牛血清白蛋白,是可溶性抗原, 与本试验

所用的颗粒抗原不同,可能是造成结果差异的原因所在。

本试验表明, 高渗处理可促进鱼体对细菌颗粒抗原的吸收, 对鳃和表皮的抗原吸收尤为明显。
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这一结果对提高鱼类用细菌疫苗浸泡免疫的功效有重要参考价值。
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