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斑马鱼几种病原菌监测

冯丽萍， 杨　 迟， 林金杏， 胡建华

（上海实验动物研究中心，上海　 ２０１２０３）

　 　 【摘要】 　 目的　 对斑马鱼进行几种病原菌的流行病学调查，为后续相关标准的制定提供依据。 方法　 基于

细菌的形态学及生理生化特性为基础的传统方法，并与分子生物学方法相结合，最后分离株人工感染健康斑马鱼，
观察实验组发病、死亡情况以判定其对斑马鱼的致病性强弱，从而了解影响斑马鱼健康的主要病原菌。 结果　 在

所有采样单位共检出 ３ 种病原菌，包括嗜水气单胞菌、温和气单胞菌和铜绿假单胞菌。 嗜水气单胞菌普遍存在于

大多数被检单位，且有较强的致病力。 个别单位检出温和气单胞菌和铜绿假单胞菌。 温和气单胞菌致病力稍弱；
铜绿假单胞菌致病力最弱，感染斑马鱼无典型临床症状，无死亡。 结论　 嗜水气单胞菌可能造成实验用鱼设施的

污染，嗜水气单胞菌已证明可以感染人类，此类潜在的人⁃鱼感染途径应引起重视。 由此建议，嗜水气单胞菌应成

为重点监控的病原菌。
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　 　 斑马鱼属于辐鳍亚纲鲤科短担尼鱼属，其作为

新型的模式生物，具有很多优势，比如体型小、饲养

成本低、管理方便；体外受精、发育且早期胚胎透明

等，同时在基因水平上与人类具有高度同源性，使
其在生命科学研究领域中的应用日益广泛［１ － ３］。 随

着斑马鱼在生物医学科研和环境监测中的大量使

用，国内对高质量斑马鱼供鱼的需求也不断增加。
斑马鱼质量对于试验结果，和人员的健康安全都有

重大的意义［４］。 有报道表明斑马鱼质量不同引起

实验差异，为了确保科学实验的可靠性，对斑马鱼

质量的控制已成为一个不容忽视的重要环节，然而

有关斑马鱼质量控制的情况却鲜有报道。 其中细

菌性病原作为目前影响实验用斑马鱼健康的关键

因素，备受国内外学者的关注［４ － ６］。 本文通过检测

评估国内斑马鱼细菌感染情况，为相关国家或地方

标准的制定，提供临床调研数据。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

根据斑马鱼繁殖生长周期、实验动物等级及监

测国家标准（ＧＢ１４９２２􀆰 ２ － ２０１０）以及 ＯＩＥ 诊断手册

要求， 按以下所述取样：均选取成年斑马鱼，少于

１００ 尾，抽样 ５ 尾或更多；１００ 尾 ～ ５００ 尾，抽样不少

于 １０ 尾，饲养群体 ５００ 尾以上者，取样不少于

２０ 尾。
１􀆰 ２　 主要培养基及阳性对照菌株

胰蛋白胨大豆肉汤琼脂培养基（ＴＳＡ）、胰蛋白

胨大豆肉汤培养基（ＴＳＢ）、羊血琼脂平板、ＮＡＣ 液

体培养基、ＮＡＣ 平皿。
阳性对照菌株仅有嗜水气单胞菌，购自中国普

通微生物菌种保藏管理中心 （ ＣＧＭＣＣ） 的编号为

ＣＧＭＣＣ １􀆰 ２０１７。
１􀆰 ３　 主要实验仪器和试剂

Ｌａｂｃｏｎｃｏ Ｐｕｒｉｆｉｅｒ Ｃｌａｓｓ ＩＩ Ｂｉｏｓａｆｅｔｙ Ｃａｂｉｎｅｔ 生物

安全柜；奥林巴斯体视显微镜 ＳＺＸ７ 以及蔡氏光学

显微 镜 Ａｘｉｏｓｔａｒ Ｐｌｕｓ； ＮａｎｏＤｒｏｐ Ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ

ＮＤ⁃１０００ 分光光度计； ＰＣＲ 仪 Ｂｉｏｍｅｔｒａ Ｔ⁃ｇｒａｄｉｅｎｔ
Ｔｈｅｒｍｏｂｌｏｃｋ；凝胶成像系统 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｈｏｏｄ
ＩＩ， ＧｅｌＤｏｃ⁃Ｉｔ Ｉｍａｇｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ；ＡＰＩ 生化鉴定系统为

法国梅里埃公司产品。 ２ × Ｅｓ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和细

菌基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒购自北京康为世纪生物

科技有限公司；ＡＰＩ ＩＤ３２Ｅ 试剂条购自法国梅里埃

公司。
１􀆰 ４　 方法

１􀆰 ４􀆰 １　 采样：选取上海 ５ 家不同的斑马鱼单位，各
采斑马鱼 ２０ 尾，共计采样 １００ 尾。 所有斑马鱼均在

采样地现场确认活体，按采样的饲养系统或水族箱

分别标号，依次为 １ － １＃ ～ ２０＃，２ － １＃ ～ ２０＃，３ － １＃ ～
２０＃，４ － １＃ ～ ２０＃，５ － １＃ ～ ２０＃。
１􀆰 ４􀆰 ２ 　 检样方法：参照 ＯＩＥ Ｍａｎｕａｌ ｏｆ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ
Ｔｅｓｔｓ ｆｏｒ Ａｑｕａｔｉｃ Ａｎｉｍａｌｓ（ＯＩＥ 水生动物疫病诊断手

册，下文简称 ＯＩＥ 手册）中鱼类病原体指标及鱼类

常见病原体，即嗜水气单胞菌、温和气单胞菌、海鱼

分支杆菌、黄杆菌、链球菌和铜绿假单胞菌等共计 ６
种病原体指标，对其进行分离培养鉴定及分子生物

学检测。
１􀆰 ４􀆰 ３　 病原菌的分离培养及鉴定：无菌操作条件下

取斑马鱼体表病灶组织及腹腔器官团进行组织匀

浆，利用接种环平板划线法接种于羊血平皿和 ＮＡＣ
液体培养基，于 ３０℃条件下恒温培养 １０ ～ ２４ ｈ，观
察细菌的生长状况及菌落特征。 采用 ＩＤ３２Ｅ 微量

多项试验鉴定系统对细菌纯培养物进行生理生化

试验的检测。
ＮＡＣ 液体培养基中均匀混浊生长、有菌膜或培

养基中有绿色色素，部分菌株延长培养时间可产生

色素，即可转接到 ＮＡＣ 平皿中 ４２℃培养，纯培养物

可进行生理生化鉴定。
１􀆰 ４􀆰 ４　 ＰＣＲ 鉴定：以鱼体组织和水样中分离纯化

所得的菌株制作模板。 选择黄杆菌属、分枝杆菌

属、链球菌属以及气单胞菌属等斑马鱼常见病原菌

所属的种属特异性引物，分别对纯培养的分离株进

行 ＰＣＲ 筛选。 具体引物序列如表 １ 所示。
表 １　 引物序列及扩增产物大小

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ
名称 引物 产物大小

黄杆菌属
Ｆ：ＡＧＴＧＴＴＴＧＡＴＣＡＴＧＧＣＴＣ
Ｒ：ＧＧＡＣＣＣＴＴＴＡＡＡＣＣＣＡＡ ５６１ｂｐ

分枝杆菌属
Ｆ：ＧＣＧＡＡＣＧＧＧＴＧＡＧＴＡＡＣＡＣ
Ｒ：ＴＧＣＡＣＡＣＡＧＧＣＣＡＣＡＡＧＧＧ ９２４ｂｐ

链球菌属
Ｆ：ＧＴＡＣＡＧＴＴＧＣＴＴＣＡＧＧＡＣＧＴＡ
Ｒ： ＡＣＧＴＴＣＧＡＴＴＴＣＡＴＣＡＣＧＴＴＧ １９７ｂｐ

气单胞菌属
Ｆ：ＣＴＡＣＴＴＴＴＧＣＣＧＧＣＧＡＧＣＧ
Ｒ：ＴＧＡＴＴＣＣＣＧＡＡＧＧＣＡＣＴＣＣ ９５３ｂｐ
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　 　 ＰＣＲ 反应体系：ＤＮＡ 模板 １ μＬ，上游引物 ２
μＬ，下游引物 ２ μＬ，２ × Ｅｓ Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ１０ μＬ，灭
菌 ｄｄＨ２Ｏ ５ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件：９４℃预变性 ５ ｍｉｎ，
９４℃变性 ４５ ｓ，退火温度梯度范围为 ４５ ～ ６０℃，退火

时间 ４５ ｓ，７２℃延伸，时间梯度范围设定为 ３０ ～ ６０
ｓ，共设 ３５ 个循环，最后 ７２℃延伸 １０ ｍｉｎ。
１􀆰 ４􀆰 ５　 人工感染实验：将平均体长约为 ４ ｃｍ，平均

体重 ０􀆰 ７ ～ ０􀆰 ９ ｇ 斑马鱼随机进行分组，每组 ６ 条，
移至感染实验室饲养以适应环境。 按 １∶ １００ 比例转

接，３０℃恒温培养 ４ ～ １０ ｈ 至菌液浑浊后，利用分光

光度计测量菌液 Ａ６００值并控制在 ０􀆰 ８ ～ １􀆰 ０ 的范围

内，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １ ｍｉｎ，弃上清液，收集菌体，
用 ＰＢＳ 洗 １ 次，细菌悬液浓度调节为 １ × １０１０ ＣＦＵ ／
ｍＬ，注射剂量为 １０ μＬ ／条，采用腹腔注射的方法感

染斑马鱼，并设置 １ 组 ＰＢＳ 对照组。 实验周期内，
注意随时观察斑马鱼的活力、摄食、发病症状和死

亡情况，并及时做好相关记录。

２　 结果

２􀆰 １　 菌落形态特征

不同样品在羊血平皿上长出同一种菌落，编为

同一个细菌标号 Ｚ１ ～ Ｚ５。 其中 Ｚ１ 分离于 １ － ３＃，３
－ ５＃，５ － １５＃；Ｚ２ 分离于 １ － １１＃、２０＃，３ － ３＃，４ － １３＃，５
－ １＃；Ｚ３ 分离于 １ － ５＃；Ｚ４ 分离于 ２ － ７＃；Ｚ５ 分离于

４ － １０＃。
在羊血平皿上挑取可疑菌落纯化培养，涂片镜

检均为革兰氏阴性杆菌。 可疑菌落 Ｚ１ 菌落边缘整

齐，中央凸起，湿润有光泽、灰白色、溶血。 Ｚ２ 菌落

表面光滑、中央微微凸起、圆整、无色，并有特殊芳

香气味，β 溶血。 Ｚ３ 在 ＮＡＣ 平皿上菌落扁平，边缘

不齐锯齿状，并产生绿色色素，４２ ℃可以生长。 Ｚ４
菌落表面光滑，边缘整齐，圆形，湿润，呈不透明淡

黄色，菌落偏小。 Ｚ５ 菌落边缘光滑整齐，中央凸起，
生长良好，溶血。
２􀆰 ２　 生化鉴定

采用 ＩＤ３２Ｅ 微量多项试验鉴定系统分别分离

株纯培养物进行生理生化特征的检测，其自动鉴定

结果显示 Ｚ１ ～ Ｚ５ 依次对应为：温和气单胞菌、嗜水

气单胞菌、铜绿假单胞菌，类志贺邻单胞菌和泛菌

属 ２ 其主要生理生化特征如表 ２ 所示。
表 ２　 可疑菌株的生理生化鉴定结果

Ｔａｂ． ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ
细菌编号

检测项目
Ｚ１ Ｚ２ Ｚ３ Ｚ４ Ｚ５

鸟氨酸脱羧酶 ＯＤＣ — — — ＋ —
精氨酸双水解酶 ＡＤＨ ＋ ＋ ＋ ＋ —
赖氨酸脱羧酶 ＬＤＣ — — — ＋ —
脲酶 ＵＲＥ — — ＋ — —
Ｌ － 阿拉伯糖醇 ＬＡＲＬ — — — — —
半乳糖酸盐 ＧＡＴ — — — — —
５⁃酮基⁃葡萄糖酸 ５ＫＧ — — — — —
脂肪酶 ＬＩＰ — ＋ ＋ — —
酚红 ＲＰ — ＋ — ＋ ＋
β⁃葡萄糖苷酶 βＧＬＵ — ＋ — — —
甘露醇 ＭＡＮ ＋ ＋ — — ＋
麦芽糖 ＭＡＬ ＋ ＋ — ＋ ＋
吲哚试验 ＩＮＤ — — — — —
Ｎ⁃乙酰⁃β 葡萄糖苷酶 βＮＡＧ — ＋ — — —
β⁃半乳糖苷酶 βＧＡＬ ＋ ＋ — ＋ ＋
葡萄糖 ＧＬＵ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋
蔗糖 ＳＡＣ ＋ ＋ — — ＋
Ｌ⁃阿拉伯糖 ＬＡＲＡ — ＋ — — ＋
Ｄ⁃阿拉伯糖醇 ＤＡＲＬ — — — — ＋
α⁃葡萄糖 αＧＬＵ — — — ＋ —
α⁃半乳糖苷酶 αＧＡＬ — — — ＋ —
海藻糖 ＴＲＥ ＋ ＋ — ＋ ＋
鼠李糖 ＲＨＡ — — — — —
肌醇 ＩＮＯ — — — ＋ —
侧金盏花醇 ＡＤＯ — — — — —
帕拉金糖 ＰＬＥ ＋ — — — —
β⁃葡萄糖酸酶 βＧＵＲ — — — — —
纤维二糖 ＣＥＬ — — — — —
山梨醇 ＳＯＲ — — — — —
α⁃麦芽糖苷酶 αＭＡＬ ＋ ＋ — — —
丙二酸 ＭＮＴ — — ＋ — —
Ｌ⁃天门冬素芳胺酶 ＡｓｐＡ — — — — —

注：“ ＋ ”表示阳性；“ － ”表示阴性
Ｎｏｔｅ． “ ＋ ”ｍｅａｎｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ； “ － ” ｍｅａｎｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ
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２􀆰 ３　 ＰＣＲ 鉴定

将纯培养后的 Ｚ１ ～ Ｚ５ 菌作为模版，利用黄杆

菌属、分枝杆菌属、链球菌属以及气单胞菌属 ４ 类细

菌种属的特异性引物进行 ＰＣＲ 扩增，仅 Ｚ１、Ｚ２ 扩增

出了目的条带，与气单胞菌属的目标产物大小相一

致，具体如图 １ 所示。 ＰＣＲ 产物经测序，确定鉴定

可靠。

注：Ｍ：ＤＬ２０００ ＤＮＡ 分子量标准； － ：阴性对照；
＋ ：阳性对照；Ｚ１、Ｚ２： 分离株 Ｚ１ 和 Ｚ２。

图 １　 Ｚ１ ～ Ｚ２ ＰＣＲ 扩增产物的电泳结果

Ｎｏｔｅ． Ｍ： ＤＬ２０００ ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ； － ： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ；
＋ ： ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ； Ｚ１， Ｚ２： ｔｈｅ Ｚ１ ａｎｄ Ｚ２ ｉｓｏｌａｔｅｓ．

Ｆｉｇ． １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣＲ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｚ１ ａｎｄ Ｚ２ ｉｓｏｌａｔｅｓ

确定可疑菌株中仅有 Ｚ１ ～ Ｚ３ 为所需检测病原

体，其中 Ｚ１ 温和气单胞菌，Ｚ２ 为嗜水气单胞菌，Ｚ３
为铜绿假单胞菌。
２􀆰 ４　 人工感染斑马鱼

以检测分离菌株 Ｚ１ ～ Ｚ３ 感染斑马鱼，以确定

分离株的致病力强弱。 感染实验周期内观察并记

录斑马鱼的活力、摄食、发病症状和死亡情况，可初

步判断出 Ｚ１ ～ Ｚ３ 菌株对斑马鱼的致病性强弱，临
床表现为：Ｚ１ 实验组存在斑马鱼个体出现食欲减

退，活动缓慢，尾部发红，尾鳍受损且无法正常活动

的病症，１０ ｄ 内全部存活，提示该菌致病力较弱；Ｚ２
实验组感染的斑马鱼，出现食欲不振，游动缓慢，腹
部红肿等病症，２４ ｈ 内死亡率为 ７５％ ，提示该菌株

为一种较强的致病菌；Ｚ３ 实验组感染的斑马鱼，体
表正常，活动缓慢，食欲减退，未见明显异常症状，１０
ｄ 内全部存活，初步判定为一种非致病菌或者条件

致病菌。 由此可见嗜水气单胞菌为致病性嗜水气

单胞菌，具有较强的致病力，可能是引发实验室斑

马鱼患病的主要病原菌。 温和气单胞菌能够引起

斑马鱼临床病症，但致病力较弱。 铜绿假单胞菌能

够引起斑马鱼食欲不振等轻微症状，提示其为条件

致病菌，并无需监控。

３　 讨论

斑马鱼作为近年来新兴的一种非常有价值的

模式生物，其健康状态常受到水体中病原体的影

响，其中最重要的是病原菌［７， ８］。 目前所发现的斑

马鱼常见致病菌主要包括分支杆菌、黄杆菌、嗜水

气单胞菌及温和气单胞菌等。 为了确保用于科学

实验的斑马鱼质量，定期对斑马鱼进行细菌学监

测，并建立起疾病快速准确的诊断方法显得非常

重要。
已知病原体的经典检测方法是分离培养鉴定

确诊耗时耗力，不便于多个指标同时开展检测［９］。
本实验考虑到大多数实验室无法收集完备的病原

体或相应的诊断抗体作为对照，并且某些病原体对

于培养所需的细胞株还有特定要求，故选用核酸诊

断中的 ＰＣＲ 方法处理可疑样品。 本方法无需特殊

的病原体或抗体对照，同时结合 ＰＣＲ 产物测序方法

以作为 ＰＣＲ 方法的验证。
本文监测工作中鱼体主要检出嗜水气单胞菌

和温和气单胞菌。 嗜水气单胞菌同样可能造成对

养鱼设备和水体的污染。 由于铜绿假单胞菌为条

件性致病菌，对斑马鱼危害较小，可以不作为监控

的病原菌。 致病性嗜水气单胞菌可感染人类，须引

起重视做好操作人员的防护和培训［１０， １１］。
斑马鱼易受水质的影响，因此对水的监测也应

该引起重视并建立监测方法。 控制斑马鱼质量应

该从以下几个方面着手，首先应规范实验室引鱼流

程，只引入被认可的斑马鱼，引入时尽量以鱼卵的

形式方便消毒，切断病原体来源；如若引入幼鱼或

成鱼应在隔离检疫后，才能于本鱼房的鱼合群。 其

次，养鱼饲料必须能排除病原体，并采用过滤消毒

的水体养鱼。 最后要注意的是成鱼应定期做常规

病原体检测，试验前后应根据具体试验抽样进行必

要的病原体检测。
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－ ６７１．
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模型的研究［Ｊ］ ． 内蒙古农业大学学报： 自然科学版， ２０１５，
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早期肾损伤的预测作用 ［ Ｊ］ ． 中国药理学与毒理学杂志，
２０１２， ２６（２）： ２１２ － ２１８．
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