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摘要! 为了实现对目标细菌的有效示踪!实验以异硫氰酸荧光素&()E-'为标记物!分别设置

()E-标记浓度 312"2"23"83"433"233

!

B59'!标记时间 4"48"/3"73"423"213 9;A!研究了

()E-标记浓度与标记时间对鳗弧菌标记效果的影响!同时对在不同温度 & 28"1" 623"

693 F'及不同时间&21"10":7"4:2 K'存储条件下鳗弧菌标记荧光的稳定性进行了比较!对标

记鳗弧菌经甲醛灭活后的荧光变化进行了观察!研究了不同光照条件&3"483"4 833"28 333 0G'

对标记鳗弧菌的荧光衰减影响!以及在 623 和 693 F条件下反复冻融对标记鳗弧菌荧光强度

的影响# 结果表明!()E-的最适标记浓度范围为 23 <433

!

B59'!最适标记时间范围 73 <

423 9;A!储藏在 623 和 693 F条件下!标记后的鳗弧菌荧光信号比储藏在 1 和 28 F条件下

稳定!标记后的鳗弧菌经甲醛灭活后的荧光信号稳定性优于对照组!不同强度自然光照对

标记鳗弧菌的荧光衰减效果不明显!标记细菌经 / 次冻融!发现在 693 F条件下冻存的细

菌荧光信号稳定性保持良好# 本研究结果为 ()E-用于标记海洋细菌提供了实用的技术

参数#

关键词! 鳗弧菌$ 异硫氰酸荧光素$ 荧光标记$ 标记条件

中图分类号! *:491455555555555 文献标志码%&

55细菌标记技术广泛用于细菌移位&细菌感染

途径及疫苗学等研究领域
*4 6/+

' 经过标记"便于

实现对目标细菌的观察识别"从而达到对其定位

及示踪的目的' 目前常用的细菌标记技术主要有

基因标记#插入 8(6质粒$&同位素标记及荧光素

标记
*1 68+

等' 各种标记方法在标记效果&可操作

性&安全性等方面均存在一定的差别' 异硫氰酸

荧光素 #?0I/3H>@H;A ;>/CK;/@=:A:CH"()E-$是目前

应用最广泛的荧光素"最大吸收光波长为 1:3 <

1:8 A9"最大发射光波长 823 <8/3 A9"在蓝光或

紫外光照射下发出黄绿色荧光' ()E-在微生物

应用研究领域常被用作细菌标记物
*7 60+

"但在应

用过程中"对其标记的最佳浓度&标记后的存储时

间及保存条件等均未见相应的研究报道"影响了

该荧光素的使用'

在水产养殖领域中"大量的研究需要对海水

环境中的细菌进行标记跟踪"用于观察病原菌在

动物养殖过程中的感染途径&病原在宿主组织及

细胞 中 的 分 布& 机 体 细 胞 对 病 原 的 去 除 过

程
*1": 644+

' 同样"对益生菌进行标记跟踪"可掌握

目标细菌在环境&宿主体表及肠道中的定殖区域"

数量分布等"利于探索有益细菌与宿主健康之间

的关系
*42+

'

本实验采用 ()E-为标记物"对海水环境中

常见的几种病原菌及有益菌进行标记"并对标记

条件进行优化"旨在探寻一种最适合的标记方法"

为后续研究海水养殖动物与其病原菌及有益菌间

相互作用及途径提供有效的技术支撑'
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45材料与方法

!"!#实验材料

()E-购自 *;B9:"分子量为 /0:11"纯度大于

:8Q"最大吸收光波长为 1:8 A9"最大发射光波长

为 828 A9' 实验用海水细菌包括鳗弧菌 #S&")&#

('5+&%%()+4$&大菱鲆弧菌#SD,0#/3$3(%4&$&哈维氏

弧菌#SD3()*2.&$&蜡样芽孢杆菌#;(0&%%+,02)2+,$

及一株未定名芽孢杆菌#;(0&%%+,>21$"以上细菌均

由本实验室分离保存'

!"$#实验方法

细菌 ()E-标记55将待标记细菌培养到指

数生长中后期"1 F 8 333 B5 离心 43 9;A"弃上清

液"用 6O*#3134 9/05'& 2+911$洗涤 2 次"1 F

8 333 B5 离心 43 9;A"之后用碳酸盐缓冲液#318

9/05'& 2+:18$配成浓度为 318 B43

:

@?I59'的

悬菌液"加入 ()E-溶液 #参照说明书$"使 ()E-

在悬菌液中的终浓度为 83 <433

!

B59'"常温搅

拌 4 <2 K"8 333 B5离心 43 9;A"弃上清液"用

6O*洗涤 2 次"8 333 B5离心 43 9;A"取沉淀的细

菌用 6O*配成浓度为 4 B43

:

@?I59'的菌悬液'

标记完成后经荧光显微镜检查确认"1 F避光

保存'

细菌荧光信号的显微观察55取 8

!

'标记

后的细菌悬液涂于载玻片上"盖上盖玻片在荧光

显微镜#%;P/A H@0;2>H03;$下观察细菌的荧光图

像"以出现清晰细菌荧光视野时视为标记成功'

细菌荧光强度的检测55()E-标记完成后"

立即取标记细菌悬液 433

!

'"置于 :7 孔酶标板

上"用光谱扫描多功能读数仪 # .&$)"*Y&%

(0:>K"EKH39/ *@;HAC;?;@"美国$进行相对荧光强度

测量"激发波长 103 A9"每个样品设置 / 个平行"

结合荧光显微镜观察"确定具有清晰细菌荧光图

像的相对荧光强度为适宜的荧光强度'

()E-浓度对细菌标记效果的影响55配制

()E-浓度分别为 312&2&23&83&433&233

!

B59'的

细菌标记悬液"对鳗弧菌进行标记"标记完成后用

光谱扫描多功能读数仪分别测定标记细菌的相对

荧光强度"再经荧光显微镜观察"确定最适标记

浓度'

标记时间对荧光强度的影响55采用最适

()E-标记浓度 83

!

B59'#经预实验确定$"设置

()E-与菌液作用时间分别为 4&48&/3&73&423&

213 9;A"对鳗弧菌进行 ()E-标记"标记完成后用

光谱扫描多功能读数仪测定标记细菌的相对荧光

强度"之后再经荧光显微镜观察"确定最适标记

时间'

低温长时间保存对标记细菌荧光强度的影响

55采用预实验确定的最佳标记条件 #()E-浓

度!83

!

B59'"标记时间!423 9;A$标记鳗弧菌

后"将()E-标记的鳗弧菌分别置于 1 F和室温条

件下"分别储藏 4&2&1&0 M"用荧光显微镜观察荧

光衰减情况'

标记细菌经甲醛灭活后荧光强度的稳定性5

5分别选用浓度为 23&433&233

!

B59'的 ()E-

对鳗弧菌进行标记"标记时间 423 9;A"标记完成

后用 3148Q甲醛 21 K 充分灭活"1 F 8 333 B5 离

心 43 9;A"去除甲醛"用无菌的 6O*# 2+ 911$洗

涤 / 次#8 333 B5"43 9;A$"最后用 6O*重悬后"

取各标记浓度下的鳗弧菌涂片作为甲醛灭活标记

细菌"以未经甲醛灭活的标记鳗弧菌为对照' 用

荧光显微镜"选用强紫外条件#4 档$对标记细菌

进行照射"观察记录各组荧光的衰减时间"比较灭

活前后标记细菌的荧光稳定性' 衰减时间定义

为"从观察开始到荧光信号衰减到不可读时的

时间'

光照对标记细菌荧光信号的影响55将最佳

标记条件下标记的鳗弧菌涂片并封片"采用光度

计#萌芽牌 *E7))型"北京师范大学光电仪器厂$

在室内 # 28 F$ 选取光照强度分别为 3& 483&

4 833&28 333 0G 自然光照条件#自然光透过玻璃"

无紫外线$"分别将各待测细菌涂片"暴露在各光

照条件下"累计暴露 92 K 后"用荧光显微镜观察

荧光衰减情况'

存储温度对细菌荧光强度的影响55将最佳

标记条件下标记的鳗弧菌"置于 28& 1& 623&

693 F条件下"分别储藏 21&10&:7&4:2 K"用光

谱扫描多功能读数仪检测标记细菌的相对荧光

强度'

反复冻融对标记细菌荧光强度的影响55将

最佳标记条件下标记的鳗弧菌"分别置于 623 和

693 F条件下冻存"之后取出室温融化#28 F$"

反复 / 次"用光谱扫描多功能读数仪检测每次融

化后细菌的相对荧光强度'

()E-对其他海水细菌的标记效果55按照

本实验确定的鳗弧菌最适标记方法"对大菱鲆弧

837
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菌&哈维氏弧菌&蜡状芽孢杆菌及一株未定名芽孢

杆菌进行标记"采用荧光显微镜对标记效果进行

观察'

!"?#数据处理

实验数据采用平均值#9H:A$ @标准差#*4$

表示"应用 ,G@H02343 作图'

25结果

$"!#不同浓度 =>%D对鳗弧菌标记效果的影响

()E-浓度在 312 <23

!

B59'范围内"相对

荧光强度随着 ()E-浓度的升高而增强"但在该

浓度范围内相对荧光强度增加较平缓"仅由 410:

增加至 981:1#图 4$' 结合荧光显微镜观察"此荧

光强度下细菌所带荧光较弱"不易识别' ()E-浓

度在 23 <233

!

B59'范围内"随着浓度的升高"

相对荧光强度迅速增强"结合显微镜观察"当相对

荧光强度达到 433 <233 时"细菌所带荧光易于观

察"经综合比较"确定 ()E-的最佳浓度范围为

23 <433

!

B59''

图 !#不同浓度 =>%D标记鳗弧菌相对荧光强度

=.9"!#%-1)15&,.<1357*)18;1/;1./,1/8.,@ *3G3'5J*-(('/*)

5&'1510./0.331)1/,;*/;1/,)&,.*/8*3=>%D

$"$#标记时间与荧光强度的关系

用浓度为 83

!

B59'的 ()E-标记鳗弧菌"结

果显示"相对荧光强度随着标记时间的增加而增

加#图 2$' 标记时间为 4 9;A 时"细菌的相对荧

光强度达到 44:1//"将该标记时间的标记细菌在

常温下储存 21 K 后进行涂片荧光显微检测"发现

这种结合并不稳定"细菌呈现荧光减弱或无荧光

的现象' 标记时间为 48 <73 9;A 时"相对荧光强

度随着标记时间的延长缓慢上升"73 <213 9;A

内"随着时间的增加"相对荧光强度逐渐加强"将

该标记时间内的细菌在常温下储存 21 K 后涂片

并进行荧光显微检测"发现细菌所带荧光清晰'

经综合分析"确定 73 <423 9;A 为细菌标记的适

宜时间'

图 $#不同 =>%D标记时间条件下细菌相对荧光强度

=.9"$#%-1)15&,.<1357*)18;1/;1./,1/8.,@ *3

'&;,1).& =>%DI5&'1510&,0.331)1/,,.41

$"?#L h避光条件下存放=>%D标记鳗弧菌荧光

衰减情况

将最佳标记条件下标记的鳗弧菌置于 1 F条

件下"避光存放' 之后每隔 21 K 对其进行涂片荧

光显微镜检测 4 次"分析所标记细菌的荧光衰减

情况"经连续 0 M 观察"发现第 4 天所标记细菌荧

光信号保持良好"可清晰识别 #图 /7:$' 从第 2

天之后"背景中荧光强度开始增强"到第 0 天时"

标记细菌依然可见"但背景中的荧光信号增强

#图 /7@$"表明随着存放时间的延长"菌体蛋白与

荧光素结合后有一定程度的降解'

图 ?#L h避光条件下存放 =>%D标记鳗弧菌的荧光衰减情况

#:$为标记鳗弧菌存放 4 M 后紫外光激发图% # L$为#:$在白光下的视野% #@$为标记鳗弧菌存放 0 M 后紫外光激发图% # M$为#@$

在白光下的视野

=.9"?#%-1357*)18;1/;1&,,1/7&,.*/*3G3'5J*-(('/*)5&'1510=>%D8,*)10&,L h

#:$;>CKH?0I/3H>@HA@HD;HJ/?0:LH00HM SD('5+&%%()+4>C/3HHM :C1 F ?/34 M:=% # L$;>CKHD;HJ /?#:$ IAMH3JK;CH0;BKC% #@$;>CKH

?0I/3H>@HA@HD;HJ/?0:LH00HM SD('5+&%%()+4>C/3HHM :C1 F ?/30 M:=>% # M$;>CKHD;HJ/?#@$ IAMH3JK;CH0;BKC

737
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$"L#标记细菌经甲醛灭活后荧光强度的稳定性

将各实验组标记后的鳗弧菌经 3148Q甲醛

21 K 充分灭活后"采用紫外光激发照射"荧光显微

镜检测"甲醛灭活后的 ()E-标记细菌与对照组

相比" 在相同强度的紫外光照射下" 低浓度

#23

!

B59'$标记条件下灭活细菌荧光衰减时间

与对照组相比差异不显著 #图 1 $' 高浓度

#233

!

B59'$标记条件下灭活细菌荧光衰减时

间与对照组相比差异显著' 随着标记浓度的增

大"灭活组和对照组的衰减时间均延长' 结果表

明"荧光衰减时间随着标记浓度的增大而延长"细

菌灭活剂可以增强标记细菌的稳定性'

$"Y#自然光照对 =>%D荧光的衰减效果

将标记后的细菌涂片并封片"暴露在 3&483&

4 833&28 333 0G 光照条件下"连续暴露 92 K 后"

采用荧光显微镜检测"结果显示标记细菌均带

有荧光"且暴露后鳗弧菌的荧光信号可视性良好"

但随着时间的延长"背景值有一定程度的增高

#图 8$"图 87:<87M 为各曝光强度下标记细菌暴

露 21 K 时的荧光图片"图 87H<87K 为在各曝光强

度下暴露 92 K 时的荧光图片'

图 L#不同 =>%D标记浓度下细菌灭活与

荧光衰减时间的关系

=.9"L#%-1)15&,.*/8-.6'1,+11/'&;,1).& ./&;,.<&,.*/

5&'1510./0.331)1/,;*/;1/,)&,.*/*3=>%D&/0

357*)18;1/;1U71/;-./9 ,.41

图 Y#=>%D标记鳗弧菌在不同光照强度下暴露 $L 和 \$ -的显微照片

#:$ &# L$ &#@$ &# M$分别为标记细菌在 3&483&4 833&28 333 0G 光照条件下暴露 21 K 后的紫外激发图片%#H$ &#?$ &# B$ &# K$分别为

标记细菌在 3&483&4 833&28 333 0G 光照条件下暴露 92 K 后的紫外激发图片

=.9"Y#E-*,*4.;)*9)&6-8*3G3'5J*-(('/*)5&'1510=>%D126*87)1$L &/0\$ -7/01)0.331)1/,5.9-,./,1/8.,.18

#:$ "# L$ "#@$ "# M$>K/JCKHH??H@C/?0:LH0HM L:@CH3;:HG2/>HM IAMH3CKH0;BKC;ACHA>;C= :C3"483"4 833 :AM 28 333 0G ;A 21 K 3H>2H@C;DH0=1

#H$ "#?$ "# B$ "# K$>K/JCKHH??H@C/?0:LH0HM L:@CH3;:HG2/>HM IAMH3CKH0;BKC;ACHA>;C= :C3"483"4 833 :AM 28 333 0G ;A 92 K 3H>2H@C;DH0=

$"P#储藏温度及储藏时间对 =>%D标记鳗弧菌

荧光强度的影响

将鳗弧菌经浓度为 83

!

B59'的 ()E-标记

423 9;A 后"分别储藏于 1&28& 623& 693 F的温

度条件下"分别经过 21&10&:7&4:2 K 存放后"对

其荧光信号进行测定' 在 1 和 28 F的储藏条件

下"随着储藏时间的延长"相对荧光强度增加"从

标记后 21 K 到 :7 K 增加 483 <233 个相对荧光强

度#图 7$"采用荧光显微镜观察"发现细菌菌体背

景荧光 信 号 升 高 #图 9 $' 在 低 温 # 623 和

693 F$条件下"随着储藏时间的延长"相对荧光

强度变化不大"采用荧光显微镜观察"发现低温条

件下"细菌存储前后的荧光信号均有良好的可读

性"菌体背景荧光信号没有明显增强"表明在 623

和 693 F条件下保藏 ()E-标记细菌的效果优于

1 和 28 F条件'

937



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

555 水5产5学5报 /0 卷

图 P#不同储藏温度及储藏时间条件下

=>%D标记鳗弧菌的相对荧光强度

=.9"P#%-1)15&,.<1357*)18;1/;1./,1/8.,@ *3

G3'5J*-(('/*)5&'1510=>%D&,

0.331)1/,8,*)&91,1461)&,7)1&/0,.41

$"\#反复冻融对 =>%D标记细菌荧光强度的

影响

将 ()E-标记的鳗弧菌进行反复冻融"分析每

次冻融后的细菌悬液相对荧光强度#图 0$' 由图

可知" 623 F条件下储存的标记细菌"反复冻融 /

次测得的相对荧光强度有所上升"采用荧光显微镜

观察"发现细菌悬液经第 2 次融化后"菌体背景荧

光信号增强' 693 F条件下储存的标记细菌"反

复冻融 / 次测得的相对荧光强度变化不明显"采用

荧光显微镜观察"菌体背景荧光信号变化也不明

显' 说明标记的细菌置于 693 F条件下保存"经

过 4 </ 次的反复冻融对标记效果影响不大'

图 \#=>%D标记鳗弧菌在不同储藏温度条件下储藏 $L -和 MP -的显微照片

#:$ 623 F储藏 21 K% # L$28 F储藏 21 K% #@$ 623 F储藏 :7 K% # M$28 F储藏 :7 K

=.9"\#E-*,*4.;)*9)&6-8*3G3'5J*-(('/*)5&'1510=>%D8,*)&91$L -&/0MP -&,0.331)1/,,1461)&,7)1

#:$>C/3HM :C623 F ?/321 K% # L$>C/3HM :C28 F ?/321 K% #@$>C/3HM :C623 F ?/3:7 K% # M$>C/3HM :C28 F ?/3:7 K

图 O#反复冻融对 =>%D标记鳗弧菌相对荧光强度的影响

=.9"O#%-11331;,*3)161&,103)11c./9 &/0,-&+./9 */

,-1)15&,.<1357*)18;1/;1./,1/8.,@ *3

G3'5J*-(('/*)5&'1510=>%D

$"O#不同海水细菌标记效果比较

采用 ()E-标记鳗弧菌的方法对大菱鲆弧

菌&哈维氏弧菌&蜡状芽孢杆菌及一株未定名芽孢

杆菌 1 种海水细菌进行标记 #图 : $"可以看出

()E-对该 1 种细菌同样具有良好的标记效果'

/5讨论

()E-是在荧光素的基础上"通过化学反应增

加硫氰酸基团得到的一种可用于标记蛋白的荧光

素' 在碱性条件下"硫氰酸基团能与生物活性物

质蛋白质中赖氨酸的氨基结合"经碳酰基化反应

图 M#不同海水细菌 =>%D标记效果

#:$大菱鲆弧菌% # L$哈维氏弧菌% #@$蜡状芽孢杆菌% # M$未定名芽孢杆菌

=.9"M#%-11331;,*3=>%D5&'15103*7)0.331)1/,4&)./1'&;,1).&

#:$ "# L$ "#@$:AM# M$3H23H>HACSD,0#/3$3(%4&"SD3()*2.&";D02)2+,:AM ;(0&%%+,>21"3H>2H@C;DH0=
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形成硫碳氨基键"从而形成荧光蛋白标记物' 异

硫氰酸荧光素最早于 4:80 年被开发用于荧光标

记
*4/+

' 随着对 ()E-结构的认识与纯化程度的提

高"()E-作为荧光染料物质在科学研究中具有广

泛的应用"目前已用于标记抗体
*41 648+

& 脂多

糖
*47 649+

&壳聚糖
*40+

&凝集素
*4:+

及维生素叶酸
*23+

等生物活性物质"用于跟踪靶标物质出现的位置

或代谢途径' ()E-同样在标记动物血细胞
*24+

及

微生物方面具有广泛的应用
*8"22+

"用以定位相关

细胞在机体中的位置' 本实验开展了 ()E-标记

水产养殖动物病原鳗弧菌的相关研究"确定了

()E-标记鳗弧菌的最佳浓度范围&适宜标记时

间"探讨了标记后存储温度&光线及化学物质等因

素对标记复合物的荧光淬灭影响"为 ()E-用于

鳗弧菌等海洋细菌的标记提供了标记参数'

()E-作为标记物"其标记效果与标记物的种

类及 ()E-的浓度有密切关系' 已有的研究结果

表明"用浓度 3148 9B59'的 ()E-标记野生型

7#)/3.)#4#'(,5&'5&*(%&,& 蛋 白 酶 突 变 株 7D

5&'5&*(%&,及大肠杆菌RD0#%&效果良好"而标记 7D

5&'5&*(%&,&E--//299 选用浓度为 31348 9B59'

时标记效果好
*8+

"两者浓度相差 43 倍' RH;AB:3C

等
*22+

在进行人类病原菌百日咳杆菌 #;#)82$2%%(

/2)$+,,&,$()E-标记时"选用的 ()E-浓度则更高"

达到 318 9B59'' 本研究表明"用 ()E-标记鳗

弧菌时"()E-的最适浓度范围为 23 <433

!

B5

9'"在此浓度下适宜的标记时间范围为 73 <423

9;A' 不同细菌间 ()E-标记浓度存在差异"表明

细菌种#株$系之间其表面的蛋白或糖类组成存

在差异"与 ()E-的结合程度不同"提示在对未知

菌进行标记时"()E-的浓度范围需要提前确定'

()E-荧光素用于生物标记"会对待标记蛋白

或细胞的生物活性产生影响"RH;AB:3C等
*22+

用

()E-标记人类病原菌百日咳杆菌时发现"百日咳

杆菌经 ()E-标记后"该菌逃避吞噬细胞吞噬的

能力受到影响% 而当用 ()E-标记塔西单抗

#C/@;0;NI9:L$后"其与白细胞介素#)'77$$受体的

结合力降低
*41+

"类似的用 ()E-标记脂肪酶后"脂

肪酶的耐酸碱及耐热的能力提高
*2/+

' 对于荧光

素导致的被标记物生物活性的改变"有学者认为

是抗体抗原的结合位点被 ()E-封闭"后续的反

应受阻
*41+

"或者 ()E-与被标记的酶结合后"导致

酶分子的空间构相发生变化
*2/+

' 因此"在应用

()E-标记鳗弧菌等海水养殖动物细菌病原时"标

记后细菌的感染能力&细菌与抗体的结合能力等

可能会发生改变"提示在应用 ()E-标记的细菌

进行生物学相关研究中"标记前后细菌生物学活

性的改变需要被加以关注'

本研究在使用荧光酶标仪检测 ()E-标记的

鳗弧菌悬浊液时"发现标记液相对荧光强度会随

着标记时间的延长而增强"结合荧光显微镜图片

观察"发现菌体的背景值会随着标记时间的延长

而升高"而被标记的细菌的荧光强度没有明显增

强"表明 ()E-与细菌蛋白结合后"随着存储时间

的增加"菌体中与 ()E-结合的蛋白出现分解"释

放到环境中"导致荧光检测的背景值升高'
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