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摘　要：副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）是人兽鱼共患的致病菌，严重威胁食品安全和人类的健康。为
了研究宿主嗜中性粒细胞清除细菌感染的动态变化过程，利用红色荧光蛋白标记的副溶血弧菌 Ｖｐ５７ＲＦＰ菌株
感染受精后４８ｈ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｐｆ）的斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）幼鱼耳泡，建立局部感染模型，并以大肠杆
菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）Ｅｃ０１菌株为对照，系统比较了副溶血弧菌和大肠杆菌的半数致死剂量（ｍｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ，
ＬＤ５０）、存活曲线以及和嗜中性粒细胞相互作用的动态过程，ＲＴｑＰＣＲ验证炎症相关基因ｉｌ１ｂ和ｉｌ１０在感染前

后的表达量变化。结果显示副溶血弧菌和大肠杆菌感染斑马鱼幼鱼的 ＬＤ５０分别为７．９０×１０
８ＣＦＵ／ｍＬ和

１．１４×１０１１ＣＦＵ／ｍＬ，与感染大肠杆菌相比，斑马鱼感染副溶血弧菌后招募嗜中性粒细胞的速度更快，且数量
更多。ＲＴｑＰＣＲ结果发现斑马鱼感染副溶血弧菌后在相同时间点能够激活更高的ｉｌ１ｂ和ｉｌ１０基因的表达，引
起强烈的炎症反应。基于以上研究，我们建立的副溶血弧菌斑马鱼幼鱼耳泡局部感染模型，为进一步研究嗜
中性粒细胞清除副溶血弧菌感染的动态过程，以及深入揭示天然免疫应答机制提供了依据。
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　　 副溶血弧菌（Ｖｉｂｒｉｏｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ，Ｖｐ）是
人兽鱼共患性细菌，能够引起人或者动物的严
重腹泻和败血症，引起的食品安全问题也日趋严

重，给国家和人民群众带来巨大的经济损失［１］。

但是关于副溶血弧菌对宿主的动态感染过程以

及与嗜中性粒细胞之间的相互作用机制目前还

不清楚。

斑马鱼（Ｄａｎｉｏｒｅｒｉｏ）受精卵体外发育、胚胎
透明，可利用荧光示踪的转基因鱼系直接活体观

察免疫细胞发挥功能的行为和过程［２］，获得了越

来越多研究者的青睐［３４］。此外，斑马鱼胚胎和３
周之内的幼鱼只具备天然免疫系统［５］，对于研究

天然免疫应答的过程和机制具有独特的优势。

而且，其显微注射靶部位有多种解剖结构，包括

尾静脉、居维管、后脑室、尾肌、耳泡、脊索和卵

黄［６］，其中耳泡和后脑室感染已被用来研究嗜中

性粒细胞和巨噬细胞的招募和趋化作用［７８］。

嗜中性粒细胞是斑马鱼体内数量最丰富的

天然免疫效应细胞，其形态、行为和功能与哺乳

动物嗜中性粒细胞相似，被广泛应用于建立人类

嗜中性粒细胞疾病的模型［９］。目前，已有研究利

用鼠伤寒沙门杆菌（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ）耳泡
感染斑马鱼幼鱼的局部感染模型，探究嗜中性粒

细胞的招募过程以及介导的宿主效应机制［７］。

关于副溶血弧菌的感染途径，以及被嗜中性

粒细胞等免疫细胞进行清除的过程和作用机制

目前研究较少。本文以受精后 ４８ｈ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔ
ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ，ｈｐｆ）的斑马鱼幼鱼作为研究对象，建



２期 郭欣娅，等：斑马鱼幼鱼嗜中性粒细胞对副溶血弧菌清除的动态变化

立副溶血弧菌耳泡局部感染模型，激活天然免疫

应答，并利用荧光显微镜活体观察大肠杆菌和副

溶血弧菌感染过程以及与嗜中性粒细胞之间的

相互作用动态变化过程，并进一步分析炎症细胞

因子的表达量变化，为探究细菌引起宿主的天然

免疫应答的作用机制提供实验模型依据。

１　材料与方法

１．１　实验动物及细菌
实验所用野生斑马鱼购于中国科学院上海

生命科学研究院斑马鱼平台的ＡＢ品系。嗜中性
粒细胞标记绿色荧光的斑马鱼鱼系 Ｔｇ（ｍｐｘ：
ＧＦＰ）由美国加利福尼亚大学洛杉矶分校
（ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＬｏｓＡｎｇｅｌｅｓ，ＵＣＬＡ）林硕
教授惠赠，参照网站（ｚｆｉｎ．ｏｒｇ）规范养殖斑马鱼。
副溶血弧菌Ｖｐ５７由上海洋大学食品学院赵勇教
授惠赠，Ｖｐ５７ＲＦＰ为本实验室标记红色荧光蛋白菌
株［１０］；大肠杆菌 Ｅｃ０１由本实验室分离得到。细
菌感染实验按照上海海洋大学动物伦理委员会

的相关规定进行（ＳＨＯＵＤＷ２０１６００２）。
１．２　实验试剂

实验试剂包括：ＴＲＩｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，
１５５９６９０２６）、ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＭａｓｔｅｒ
（Ｒｏｃｈｅ，０４８８７３５２００１）、ｃＤＮＡ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｉｔ
（ＴａＫａＲａ，Ｊａｐａｎ）、ＤＥＰＣ（ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅＰｒｏｄｕｃｔｓ＆
Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，１６０９４７８）、ＰＴＵ（１Ｐｈｅｎｙｌ２ｔｈｉｏｕｒｅａ，１
苯基２硫脲，Ｓｉｇｍａ，Ｐ７６２９）、氯仿（ＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ
Ｐｒｏｄｕｃｔｓ＆Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，８６５４９６）、异丙醇（ＴＥＤＩＡ，
ＰＳ２０３２００２）、ＭＳ２２２（Ｓｉｇｍａ，１００１０１３１７６）、ＬＢ培
养基（ＳａｎｇｏｎＢｉｏｔｅｃｈ，Ａ５０７００２）和氯化钠（Ｓｉｇｍａ，
７６４７１４５）。
１．３　实验仪器

实验仪器包括：ＭｉｌｌｉＱＤｉｒｅｃｔ８超纯水系统
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＭｉｌｌｉＱＤｉｒｅｃｔ８）、离心机（ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，
５８１０Ｒ）、恒温摇床（Ｉｎｎｏｖａ，４０Ｒ）、高端立体显微
镜（Ｚｅｉｓｓ，ＳｔｅＲＥＯＤｉｓｃｏｖｅｒｙ．Ｖ８）、微量注射泵
（ＷａｒｎｅｒＩｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ，ＰＬＩ１００ＡＰｌｕｓ）、荧光正置显
微镜（Ｚｅｉｓｓ，ＡｘｉｏＩｍａｇｅｒ２）、实时荧光定量ＰＣＲ系
统（Ｒｏｃｈｅ，ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０ＩＩ）、ＰＣＲ仪（ＢｉｏＲａｄ，
ｃ１０００ＴｏｕｃｈＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ）、电泳仪（ＢｉｏＲａｄ，
ＰｏｗｅｒＰａｃ）和全 自 动 组 织 匀 浆 仪 （ＭＰＢｉｏ，
ＦａｓｔＰｒｅｐ２４）。

１．４　实验方法
１．４．１　细菌感染斑马鱼幼鱼耳泡实验

选取处于 ３～６月龄的成年斑马鱼进行产
卵，当胚胎发育至２４ｈｐｆ时，添加ＰＴＵ抑制色素，
２８．５℃培养至４８ｈｐｆ。吸取副溶血弧菌 Ｖｐ５７ＲＦＰ

菌株和大肠杆菌 Ｅｃ０１菌株的冻存液，按１∶１０分
别加入到ＬＢＳ（ＬＢ培养基中加入３％的 ＮａＣｌ）和
ＬＢ的液体培养基中，３７℃，２００ｒ／ｍｉｎ过夜培养，
然后分别转接到ＬＢＳ和ＬＢ液体培养基中培养至
对数期，细菌培养液４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，收集
的细菌用ＰＢＳ洗３次，最后稀释菌液到１０９ＣＦＵ／
ｍＬ（ＣＦＵ，ＣｏｌｏｎｙＦｏｒｍｉｎｇＵｎｉｔ）为原始浓度，其他
浓度 的 菌 液 用 ＰＢＳ梯 度 稀 释 获 得。根 据
ＯＬＩＶＥＩＲＡ等［７］的注射方法进行斑马鱼幼鱼耳泡

感染，略有改动，将稀释好浓度的菌悬液加入显

微注射针，滴加一滴矿物油到带有标尺的测微尺

上，将菌液打进矿物油内，在显微镜下观察菌液

液滴大小，通过调整注射压力使注射体积为 １
ｎＬ，对发育到４８ｈｐｆ的斑马鱼幼鱼进行感染，３０
尾斑马鱼幼鱼为一组。对照组注射１ｎＬＰＢＳ为
阴性对照，每组设置３个平行实验。感染后放置
于培养皿中，于２８．５℃恒温培养箱养殖，观察统
计１２、２４、３６、４８、７２以及９６ｈ的累积死亡数，取３
个平行实验的平均值，利用Ｂｌｉｓｓ法计算细菌感染
斑马鱼幼鱼后 ９６ｈ的 ＬＤ５０（ｍｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌｄｏｓｅ，
ＬＤ５０）值，并利用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７软件绘制存活
曲线。

１．４．２　细菌感染斑马鱼幼鱼耳泡后嗜中性粒细
胞的动态变化

将发育到４８ｈｐｆ的斑马鱼幼鱼浸泡于终浓
度为０．３ｍｇ／ｍＬ的 ＭＳ２２２中进行麻醉处理，并
利用高端立体显微镜对注射位点进行拍摄。为

了分析斑马鱼幼鱼招募到耳泡内嗜中性粒细胞

的行为和细菌的感染过程，将 Ｅｃ０１和 Ｖｐ５７ＲＦＰ分
别培养至对数期后进行收集，４０００ｒ／ｍｉｎ离心５
ｍｉｎ，ＰＢＳ洗 ３次，最后稀释菌液约为 １０８ＣＦＵ／
ｍＬ，即为感染剂量，将稀释好的菌液分别对发育
到４８ｈｐｆ的斑马鱼幼鱼进行感染，并分别在感染
６、１２、２４和４８ｈ时把斑马鱼幼鱼浸泡于终浓度
为０．３ｍｇ／ｍＬ的 ＭＳ２２２中进行麻醉处理，利用
荧光正置显微镜对细菌和嗜中性粒细胞的相互

作用过程进行可视化拍摄。图像由 Ａｄｏｂｅ
ＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒＣ２０１８软件进行处理。

１８１
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１．４．３　ＲＮＡ提取和荧光定量ＰＣＲ
Ｅｃ０１和Ｖｐ５７ＲＦＰ分别耳泡显微注射感染斑马

鱼幼鱼，同时注射ＰＢＳ为阴性对照，８尾／组，每组
包含３个生物学重复，分别在注射后６、１２、２４和
４８ｈ收集感染组和对照组整胚胎斑马鱼幼鱼到
Ｔｒｉｚｏｌ中，匀浆混匀后提取总 ＲＮＡ，将 ＲＮＡ反转
录为ｃＤＮＡ后，保存到 －８０℃。使用 Ｐｒｉｍｅｒ６．０
软件设计ＲＴｑＰＣＲ引物，并以 ｅｆ１ａ为内参，其中
ｅｆ１ａ扩增效率为 １０４．０６％，ｉｌ１ｂ的扩增效率为
９７．２０％，ｉｌ１０的扩增效率为１０３．９０％，引物序列
见表 １。ＲＴｑＰＣＲ 反 应 体 系 为 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ

４８０ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠＭａｓｔｅｒ１０μＬ，上下游引物各为
１μＬ（浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ），ｃＤＮＡ模板 １μＬ，
ＲＮａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ补充体系至２０μＬ；ＲＴｑＰＣＲ反
应程序为９５℃，１０ｓ；６０℃，３０ｓ；４０个ｃｙｃｌｅｓ。通
过 ２－ΔΔＣｔ法对数据进行计算，实验结果用
平均值±标 准 误 （Ｍｅａｎ±ＳＥＭ）表 示，利 用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７进行作图，ＳＰＳＳ软件进行显著
性差异分析，采用Ｔ检验和单因素方差分析（ｏｎｅ
ｗａｙａｎａｌｙｓｉｓｏｆｖａｒｉａｎｃ，ＡＮＯＶＡ），采用 ＬＳＤ和
Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ校正多重比较。

表１　ＲＴｑＰＣＲ引物信息
Ｔａｂ．１　ＲＴｑＰＣＲｐｒｉｍｅｒｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

基因名称

Ｇｅｎｅ
序列（５′３′）
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＮＣＢＩ登录号
ＮＣＢＩＩＤ

ｅｆ１ａ ＣＴＧＧＡＧＧＣＣＡＧＣＴＣＡＡＡＣＡＴ
ＡＴＣＡＡＧＡＡＧＡＧＴＡＧＴＡＣＣＧＣＴＡＧＣＡＴＴＡＣＡＣＲ８３５７８．１

ｉｌ１ｂ ＡＴＣＣＡＡＡＣＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＡＧ
ＴＣＧＧＴＧＴＣＴＴＴＣＣＴＧＴＣＣＡＴ ＣＡＱ０３４５８．１

ｉｌ１０ ＡＴＡＧＧＡＴＧＴＴＧＣＴＧＧＧＴＴＧＧ
ＧＴＧＧＡＴＧＡＡＧＴＣＣＡＴＴＴＧＴＧＣ ＡＹ８８７９００

２　结果与分析

２．１　大肠杆菌和副溶血弧菌感染斑马鱼幼鱼的
ＬＤ５０和存活率分析

我们分别利用 １０６、１０７、１０８和 １０９ＣＦＵ／ｍＬ
的Ｅｃ０１菌株和Ｖｐ５７ＲＦＰ菌株耳泡注射感染４８ｈｐｆ
的斑马鱼幼鱼，并通过 Ｂｌｉｓｓ法分别计算 Ｅｃ０１和
Ｖｐ５７ＲＦＰ感染斑马鱼幼鱼后９６ｈ的ＬＤ５０。Ｅｃ０１感
染斑马鱼幼鱼的 ＬＤ５０为１．１４×１０

１１ＣＦＵ／ｍＬ（表
２），Ｖｐ５７ＲＦＰ感染斑马鱼幼鱼的 ＬＤ５０为７．９０×１０

８

ＣＦＵ／ｍＬ（表３）。通过存活曲线我们发现不同感
染剂量的Ｅｃ０１和 Ｖｐ５７ＲＦＰ均在感染１２ｈ时斑马
鱼幼鱼达到死亡高峰；Ｅｃ０１最高剂量（１０９ＣＦＵ／
ｍＬ）感染斑马鱼幼鱼的存活率在 ７０％以上（图
１ａ），且在１２ｈ后不再死亡；而 Ｖｐ５７ＲＦＰ感染剂量
为１０７ＣＦＵ／ｍＬ感染斑马鱼１２ｈ后，斑马鱼幼鱼
的存活率低于７０％，感染剂量为１０９ＣＦＵ／ｍＬ感
染斑马鱼９６ｈ后，能够引起斑马鱼幼鱼全部死亡
（图１ｂ）。相比较于大肠杆菌，斑马鱼幼鱼对副溶
血弧菌更易感。

２．２　副溶血弧菌与嗜中粒细胞相互作用的动态
过程分析

我们利用１０８ＣＦＵ／ｍＬ的 Ｅｃ０１和 Ｖｐ５７ＲＦＰ分
别感染嗜中性粒细胞标记绿色荧光的 Ｔｇ（ｍｐｘ：
ＧＦＰ）斑马鱼幼鱼，在感染０、６、１２、２４和４８ｈ时
分别拍摄嗜中性粒细胞的招募过程。利用高端

立体显微镜可清晰观察到斑马鱼耳泡是一个封

闭的卵泡腔室，注射入此部位的细菌可对斑马鱼

幼鱼造成局部感染（图 ２ａ）。我们将 Ｅｃ０１和
Ｖｐ５７ＲＦＰ分别感染４８ｈｐｆ斑马鱼幼鱼的耳泡，建立

表２　用Ｂｌｉｓｓ法计算Ｅｃ０１感染斑马鱼幼鱼９６ｈ的ＬＤ５０
Ｔａｂ．２　ＢｌｉｓｓｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥｃ０１ａｔ９６ｈ

剂量回归机率单位

Ｄｏｓｅｐｒｏｂｉｔｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
对数剂量

Ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ
实验动物数

Ｔｅｓｔａｎｍｉｍａｌｓ
死亡动物数

Ｄｅａｄｎｕｍｂｅｒ
死亡率

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ／％
实验机率单位

Ｐｒｏｂｉｔ
回归机率

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｂａｂｉｌｔｙ

５．９０×１０９ ９．７７ ３０ ８ ２７ ４．３８ ４．４９
５．９０×１０８ ８．７７ ３０ ６ ２０ ４．１６ ４．１０
５．９０×１０７ ７．７７ ３０ ５ １７ ４．０３ ３．７０
５．９０×１０６ ６．７７ ３０ ０ ０ ０ ３．３１
ＰＢＳ － ３０ ０ ０ － －

注：半数致死量 ＬＤ５０＝１．１４×１０１１ＣＦＵ／ｍＬ
Ｎｏｔｅｓ：ＭｅｄｉａｌｅｔｈａｌｄｏｓｅＬＤ５０＝１．１４×１０１１ＣＦＵ／ｍＬ
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表３　用Ｂｌｉｓｓ法计算Ｖｐ５７ＲＦＰ感染斑马鱼幼鱼９６ｈ的ＬＤ５０
Ｔａｂ．３　ＢｌｉｓｓｍｅｔｈｏｄｔｏｃａｌｃｕｌａｔｅＬＤ５０ｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＶｐ５７

ＲＦＰａｔ９６ｈ

剂量回归机率单位

Ｄｏｓｅｐｒｏｂｉｔｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ
对数剂量

Ｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｄｏｓｅ
实验动物数

Ｔｅｓｔａｎｍｉｍａｌｓ
死亡动物数

Ｄｅａｄｎｕｍｂｅｒ
死亡率

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙ／％
实验机率单位

Ｐｒｏｂｉｔ
回归机率

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｂａｂｉｌｔｙ

２．４４×１０９ ９．３９ ３０ ２９ ９７ ６．８３ ６．５
２．４４×１０８ ８．３９ ２８ １７ ６１ ５．２７ ５．５０
２．４４×１０７ ７．３９ ３０ １１ ３４ ４．６０ ４．４８
２．４４×１０６ ６．３９ ３５ ２ ５．７ ３．４２ ３．４５
ＰＢＳ － ３０ ０ － － －

注：半数致死量 ＬＤ５０＝７．９０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ
Ｎｏｔｅｓ：ＭｅｄｉａｎｌｅｔｈａｌｄｏｓｅＬＤ５０＝７．９０×１０８ＣＦＵ／ｍＬ

（ａ）Ｅｃ０１感染斑马鱼幼鱼的存活率测定；（ｂ）Ｖｐ５７ＲＦＰ感染斑

马鱼幼鱼存活率测定

（ａ）Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

Ｅｃ０１；（ｂ）Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖａｔｕｒｅｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＶｐ５７ＲＦＰ

图１　存活率统计
Ｆｉｇ．１　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ

局部感染模型。Ｖｐ５７ＲＦＰ感染斑马鱼幼鱼后，随着
感染时间的延长，Ｖｐ５７ＲＦＰ逐渐减少，直到感染后
４８ｈ（ｈｏｕｒｓｐｏｓｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｈｐｉ）几乎被完全清除。
与注射ＰＢＳ对照组相比，Ｅｃ０１菌株和 Ｖｐ５７ＲＦＰ菌
株分别感染斑马鱼幼鱼后，都能招募大量的嗜中

性粒细胞到感染部位。Ｅｃ０１菌株在２４ｈｐｉ招募
的嗜中性粒细胞的数量达到高峰，而 Ｖｐ５７ＲＦＰ菌
株在６ｈｐｉ已达到高峰，且聚集程度更强；随着感

染时间的延长，Ｅｃ０１菌株感染组招募嗜中性粒细
胞的数量在达到高峰前一直逐渐增加，而

Ｖｐ５７ＲＦＰ菌株感染组招募嗜中性粒细胞的数量在
达到高峰后逐渐减少，但在１２ｈｐｉ仍然多于Ｅｃ０１
感染组；直到４８ｈｐｉ，嗜中性粒细胞不再聚集，机
体恢复平衡状态（图２ｂ）。
２．３　炎症相关基因的表达量变化

我们通过 ＲＴｑＰＣＲ分别检测 Ｅｃ０１菌株和
Ｖｐ５７ＲＦＰ菌株感染斑马鱼幼鱼６、１２、２４和４８ｈｐｉ
促炎性细胞因子 ｉｌ１ｂ和抑炎性细胞因子 ｉｌ１０的
表达量变化。促炎性细胞因子 ｉｌ１ｂ的表达量在
ＰＢＳ对照组无显著性变化（６～４８ｈｐｉ）；Ｅｃ０１感
染后，ｉｌ１ｂ的表达量呈现先显著上升后下降的趋
势，在６ｈｐｉ时达到峰值（图３ａ）；Ｖｐ５７ＲＦＰ感染后，
ｉｌ１ｂ的表达量呈现先升高后降低再升高降低的趋
势，在６ｈｐｉ时达到峰值，与 Ｅｃ０１感染不同的是，
Ｖｐ５７ＲＦＰ在２４ｈｐｉ，与ＰＢＳ组相比ｉｌ１ｂ的表达量再
次显著性升高（图３ｂ）。抑炎性细胞因子ｉｌ１０的
表达量在ＰＢＳ对照组无显著性变化（６～４８ｈｐｉ）；
Ｅｃ０１感染后，ｉｌ１０基因呈现出先降低再升高的趋
势，但升高趋势差异不显著，在６ｈｐｉ时，与 ＰＢＳ
对照组相比 ｉｌ１０的表达量显著性下降，而在１２、
２４和４８ｈｐｉ时的表达量与 ＰＢＳ对照组无显著性
差异（图３ｃ）；与 Ｅｃ０１不同，Ｖｐ５７ＲＦＰ感染后，ｉｌ１０
的表达量呈现先显著性降低再逐渐升高的趋势，

Ｖｐ５７ＲＦＰ在６ｈｐｉ显著性降低后，随着感染时间的
延长，ｉｌ１０的表达量分别在１２、２４和４８ｈｐｉ时逐
渐递增，且都显著性高于６ｈｐｉ时 ｉｌ１０的表达量
（图３ｄ）。
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（ａ）高端立体显微镜下拍摄４８ｈｐｆ斑马鱼幼鱼耳泡注射位置（红框为放大部位，白色虚线表示耳泡）；（ｂ）Ｅｃ０１和Ｖｐ５７ＲＦＰ分别感染

斑马鱼幼鱼后０～４８ｈｐｉ招募嗜中性粒细胞的动态过程（ｎ＝１０）

（ａ）４８ｈｐｆｏｔｉｃｖｅｓｉｃｌｅｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｄｉａｇｒａｍｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅ（ｔｈｅｒｅｄｂｏｘｉｓｔｈｅｅｎｌａｒｇｅｄｐａｒｔ，ａｎｄｔｈｅｗｈｉｔｅｄｏｔｔｅｄｌｉｎｅｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅｏｔｉｃ

ｖｅｓｉｃｌｅ）；（ｂ）Ｔｈｅｄｙｎａｍｉｃｐｒｏｃｅｓｓｏｆ０－４８ｈｐｉｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥｃ０１ａｎｄＶｐ５７ＲＦＰｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（ｎ＝１０）

图２　Ｅｃ０１和Ｖｐ５７ＲＦＰ分别感染斑马鱼幼鱼后嗜中性粒细胞的招募和清除细菌的动态过程
Ｆｉｇ．２　Ｄｙｎａｍｉｃｐｒｏｃｅｓｓｏｆｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔａｎｄｃｌｅａｒａｎｃｅｉｎ

ｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＥｃ０１ａｎｄＶｐ５７ＲＦＰｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ
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（ａ、ｃ）Ｅｃ０１感染斑马鱼幼鱼后ｉｌ１ｂ、ｉｌ１０分别在各个时间点的表达量变化；（ｂ、ｄ）Ｖｐ５７ＲＦＰ感染斑马鱼幼鱼后ｉｌ１ｂ、ｉｌ１０分别在各个时

间点的表达量变化。Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１为有显著统计学差异，无显著性差异未显示

（ａ．ｃ）Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｌ１ｂａｎｄｉｌ１０ａｔｖａｒｉｏｕｓｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＥｃ０１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；（ｂ．ｄ）Ｃｈａｎｇｅｓ

ｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｌ１ｂａｎｄｉｌ１０ａｔｖａｒｉｏｕｓｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓａｆｔｅｒｚｅｂｒａｆｉｓｈｌａｒｖａｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈＶｐ５７ＲＦＰ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ，ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｉｓｎｏｔｓｈｏｗｎ

图３　Ｅｃ０１和Ｖｐ５７ＲＦＰ分别感染后的炎症相关基因的表达量变化
Ｆｉｇ．３　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ａｆｔｅｒＥｃ０１ａｎｄＶｐ５７ＲＦＰｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　讨论

分别利用副溶血弧菌和大肠杆菌以耳泡显

微注射的方式感染斑马鱼幼鱼，建立局部感染模

型。对比分析副溶血弧菌和大肠杆菌的 ＬＤ５０和
存活曲线，发现斑马鱼幼鱼对副溶血弧菌致病菌

株Ｖｐ５７易感，而对大肠杆菌 Ｅｃ０１菌株不易感。
大肠杆菌和副溶血弧菌均为重要的人兽共患菌，

但致病性的大肠杆菌主要感染家禽等［１１］，而副溶

血弧菌容易感染鱼、虾、蟹等水产品［１２］，我们的结

果也进一步说明了副溶血弧菌是斑马鱼的易感

病原，能导致斑马鱼的严重死亡，对于副溶血弧

菌感染水产品和人类的防治，有一定的临床用药

指导意义。

斑马鱼胚胎具有体外发育、胚胎透明、天然

免疫和适应性免疫在时间上分割等独特优势，使

得斑马鱼成为研究细菌感染以及活体观察免疫

细胞清除病原的动态过程最合适的模式生物［１３］。

在以往的研究中，尽管已在斑马鱼中建立了一系

列细菌感染模型，但大多数研究都集中在全身感

染模型上，而对局部感染模型的建立相对较

少［１４］。耳泡是比较封闭的腔室，病原感染后不会

扩散到邻近的组织中，是研究白细胞招募和细菌

感染比较理想的感染部位［８，１５］。以耳泡显微注

射感染斑马鱼幼鱼的方式，建立副溶血弧菌和大

肠杆菌的局部感染模型，副溶血弧菌和大肠杆菌

感染斑马鱼耳泡后，只在耳泡内局部感染，直到

被完全清除。嗜中性粒细胞被认为是天然免疫

系统中短期效应细胞，在抵抗细胞外病原体和急

性炎症中发挥主要作用［１６］。在局部感染期间，嗜
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中性粒细胞能快速从骨髓被招募到感染和损伤

部位对病原进行吞噬清除，促进炎症的发生［１７］。

我们通过连续观察细菌感染斑马鱼幼鱼后嗜中

性粒细胞的招募过程，结果发现，毒力较强的副

溶血弧菌在感染后能够招募大量的嗜中性粒细

胞到达感染部位，而毒力较弱的大肠杆菌在感染

后招募的嗜中性粒细胞较少，且速度较慢。大肠

杆菌和副溶血弧菌感染斑马鱼幼鱼耳泡后，均能

够引起免疫应答，但对机体易感且毒性较强的副

溶血弧菌能够短时间内招募大量的嗜中性粒细

胞，进而快速激活免疫应答过程，促进炎症反应。

炎症细胞因子在细菌介导宿主炎症反应中

发挥重要作用。在细菌感染中，机体的炎性小体

被激活，诱导产生的促炎细胞因子 ＩＬ１β，可以进
一步促进嗜中性粒细胞的募集和活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）释放，以杀死病原体［１８］。在

我们的研究中，大肠杆菌和副溶血弧菌在感染早

期能引起ｉｌ１ｂ的高表达，副溶血弧菌引起的 ｉｌ１ｂ
的表达水平更高，鱼类对感染的表征是炎症细胞

因子ｉｌ１ｂ等的表达水平升高［５］，由此可见这２种
细菌均可以诱导天然免疫炎症反应，但副溶血弧

菌能够诱导更加强烈的炎症反应。在炎症反应

中，ｉｌ１ｂ首先在巨噬细胞中表达，随后在中性粒细
胞中表达水平较高，而且中性粒细胞的早期和晚

期的招募都需要 ｉｌ１ｂ的表达，而巨噬细胞的招募
则不需要，并且ｉｌ１ｂ是募集过程中白细胞自身产
生的信号，能够增强中性粒细胞的活化，阻止炎

症的消退［１９］。ＫＡＲＭＡＫＡＲ等的研究表明中性粒
细胞 是 ｉｌ１ｂ对 小 鼠 感 染 铜 绿 假 单 胞 菌
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）产生反应的主要来源，
强调了激活中性粒细胞在介导炎症中的重要

性［２０］。在我们的结果中，相比较于感染大肠杆

菌，斑马鱼幼鱼在感染副溶血弧菌后 ｉｌ１ｂ的高表
达可能是通过嗜中性粒细胞的大量募集造成的，

而ｉｌ１ｂ的高表达也促使嗜中性粒细胞的大量募
集。抑炎细胞因子 ＩＬ１０可以抑制炎症过度反
应，研究表明，ＩＬ１０可以保护宿主免受金黄色葡
萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ）的全身感染［２１］，我

们的研究发现大肠杆菌感染斑马鱼幼鱼后，ｉｌ１０
变化量不大，而感染副溶血弧菌６～４８ｈ内，ｉｌ１０
的表达量呈现时间依赖性的逐渐升高。ＩＬ１０可
以平衡炎症过度反应［１７］，最大限度地减少病原对

宿主的损伤，阻断趋化因子受体，起到抑制促炎

细胞因子的作用［２２］，ｉｌ１０的表达量逐渐上调可以
抑制由副溶血弧菌引起的过度炎症反应，从而保

护斑马鱼免受副溶血弧菌的过度感染，为副溶血

弧菌导致人类产生的“自限性疾病”提供了理论

依据［２３］。

综上所述，我们建立了一种有效的细菌耳泡

感染斑马鱼幼鱼的局部感染模型，在此感染模型

的基础上，我们比较分析了斑马鱼幼鱼感染副溶

血弧菌和大肠杆菌后的感染过程、嗜中性粒细胞

招募的动态变化以及免疫反应，并检测了在感染

过程中免疫相关基因的表达水平，这将为我们进

一步深入研究副溶血弧菌引起机体天然免疫应

答机制奠定理论基础。
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