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蟹源致病性拟态弧菌的粘附及侵袭特性
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摘要:病原菌对机体的致病作用是由其产生的各种毒力因子共同作用的结果, 其中病原菌对组织细胞或粘膜

的表面粘附是造成机体感染的首要条件。病原菌的粘附因子主要包括菌毛粘附素和其它非菌毛粘附素(如鞭

毛、外膜蛋白和血凝素等) , 其中以菌毛介导的病原菌对组织细胞的粘附是细菌在体内定居、增殖释放毒力因

子发挥致病作用的关键。为了揭示拟态弧菌HX-4的致病机理 ,以经典粘附模式细胞 HEp-2细胞作为体外细

胞模型, 探讨蟹源致病性拟态弧菌 HX-4 株的粘附特性以及受体物质和抗全菌抗体对细菌粘附作用的影响,

同时采用庆大霉素清洗裂解培养法测定该菌对 HEp-2 细胞的侵袭力。结果显示, HX-4 菌株能粘附 HEp-2 细

胞,对HEp-2细胞具有侵袭力。细菌对HEp-2 细胞的粘附方式为集聚性粘附, 最佳粘附时间为 1h, 甘露糖和抗

体能显著抑制该菌的粘附,表明 HEp-2细胞上含有甘露糖样受体。该菌的粘附素除了主要是菌毛外, 可能还

含有鞭毛、外膜蛋白、血凝素等多种成分。
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Abstract: It is well known that the most pathogenic bacteria can produce various virulence factors and they play

funct ion together and lead to the pathoenicity of bodis. The adhesion to cells or mucosa of pathogenic bacteria is

the prime process which results in the infection of bodis. The adhesive factors of bacteria include pilus adhesion

and non-pilus adhesion( such as f lagella, outer membrane proteins and hemagglusion etc. ) . The adhesion to tissue-

cells or mucosa of pathogenic bacteria mediating by pilus plays a key role in colonizing and propagat ing various

virulence factors that result in the pathoenicity of bodis. In order to reveal the pathogensis mechanism of vibrio

mimicus strain HX-4 in this study we used classic adhesive mode-l cell HEp-2 cells as cell model in vitro to test the

adhesive ability of pathogentic vibrio mimicus HX-4 strain isolated f rom diseased Eriocheir sinensis to HEp-2 cells

and the effect of receptors and antibody on the adhesion of the strain. At the same time, the invasive ability of

the strain into HEp-2 cells was measured by lysiscounting assay. The results showed that vibrio mimicus HX-4

strain had invasive ability into HEp-2 cells, and it can adhere to HEp-2 cells in the way of assembly. That is to



say vibrio mimicus HX-4 strain was positive bacteria of adhesion and the optimal adhesivetime was one hour. At

the same time we also found that mannose and antibody could inhibit adherence effectively. These results

demonstrated that there was D-mannose structure among the adhesive receptor structure and the adhesion of vibrio

mimicus HX-4 strain may also include f lagella, outer membrane proteins besides pilus.
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拟态弧菌( Vibrio mimicus )是弧菌属主要病原

菌之一, 不仅可引起人类的腹泻、中耳炎、外伤感

染,而且能引起水产动物的弧菌病,给水产养殖业

带来严重的经济损失[ 1, 2] ,因此, 对该菌致病性的

研究日益受到重视。病原菌的致病性是由其产生

的毒力因子决定的, 其中菌毛介导的病原菌对宿

主细胞的粘附是细菌在体内定居、增殖释放毒力

因子发挥致病作用的关键。本试验从发病河蟹体

内分离鉴定到一株致病性拟态弧菌( HX-4株) ,经

研究发现该菌可产生毒性较强的外毒素[ 3, 4]。进

一步以HEp-2细胞作为体外模型探讨该菌是否具

有粘附、侵袭细胞能力,为研究其致病机理奠定了

基础。

1 材料与方法

1. 1 材料

拟态弧菌HX-4 株由本室分离鉴定[ 5]。大肠

杆菌标准株及沙门氏菌标准株购自中科院微生物

研究所。HEp-2细胞由安徽医学科学研究所病毒

室提供。D-甘露糖、D-葡萄糖、D-半乳糖和 D-果

糖购自上海试剂二厂。刀豆素 A 购自 Sigma 公

司。1640细胞营养液自配。胰酶和 Trion X-100

购自上海生工试剂公司。庆大霉素购自安徽新力

药业股份有限公司 。兔抗HX-4全菌抗体由本实

验室自行制备。

1. 2 HX-4菌株的粘附试验

细菌培养与菌液配制 HX-4 菌株接种营养

肉汤, 28 振荡培养 24h, 用无菌的 10mmol L- 1

pH7. 2的 PBS离心 ( 10000r min- 1, 15min)洗涤 4

次,菌体沉淀采用倾注平板法进行活菌记数, 并用

PBS配成 107CFU mL- 1的细菌悬液。

细胞培养 将培养瓶中长满单层的 HEp-2细

胞,用0. 25%胰酶消化后, 配成浓度为 1 10
5
ind

mL- 1的细胞液,分装在预先加有盖玻片( 20mm

20mm)的细胞培养皿中(每皿 2mL) , 置 37 CO2

培养箱中培养 24h,待细胞长成单层后,吸去营养

液, 用 10mmol L
- 1

pH 7. 2 PBS洗 3次待用。

粘附试验
[ 6]

将浓度为 2 10
7
CFU mL

- 1
的

细菌悬液混匀后加入细胞培养皿中(每皿 2mL) ,

置 37 培养箱分别孵育 50min、1h、1. 5h、3h,吸去

菌液, 用 10mmo l L- 1 pH7. 2的 PBS洗涤 3次,取

出盖玻片, 用甲醇/冰乙酸 (体积比为 3 1)固定

5min,自然干燥, 革兰氏染色 5min, 水洗、干燥封

片,置油镜下观察记录粘附菌数。同时做 PBS空

白对照和大肠杆菌阳性对照。

结果判定 每一盖玻片上随机选取 30个感

染细胞, 逐个计数粘附的菌数,求出平均值,以每

个细胞平均粘附细菌数超过 10个,判定为粘附阳

性。

1. 3 受体物质对 HX-4菌株粘附作用的影响

刀豆素( ConA)对细菌粘附作用的影响[ 7]

将 2mL 500 g mL
- 1
的 ConA 加入长满单层的细

胞培养皿中,置 37 恒温箱中 30min, 倾去 ConA,

用PBS 洗 3 次, 然后再加入 2mL 4 106 CFU

mL- 1细菌悬液, 37 恒温箱中继续作用 1h, 吸去

菌液, 用无菌PBS冲洗 3次后, 取出盖玻片,甲醇

- 冰乙酸固定 5min、干燥、革兰氏染色 5min, 水

洗、干燥、封片镜检, 记录粘附结果。同时做粘附

试验对照。

糖类对细菌粘附作用的影响
[ 8]

将 2mL 1%

葡萄糖、甘露糖、半乳糖和果糖溶液分别加入长满

细胞单层的不同细胞培养皿中, 37 , 30 min, 吸

去糖液,加入 2mL 2 10
6
CFU mL

- 1
的细菌悬液,

于 37 培养箱继续作用 1h,其余步骤同上。

1. 4 抗体对细菌粘附作用的影响

将2mL 4 106CFU mL- 1的细菌悬液和 2mL

兔抗 HX-4株全菌抗体于 37 恒温箱中预作用

30min,然后取 2mL 混合液加入长满单层的细胞

培养皿中, 于 37 恒温箱中继续作用 1h, 其余步

骤同上。

1. 5 侵袭试验

庆大霉素最佳浓度的选择 将庆大霉素配成

200 g mL- 1、150 g mL- 1、100 g mL- 1、50 g

mL
- 1
和 20 g mL

- 1
5个浓度, 各浓度庆大霉素液
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分别与 8 106CFU mL- 1的细菌悬液等体积混合

(庆大霉素终浓度分别为 100 g mL- 1、75 g

mL- 1、50 g mL- 1、25 g mL- 1和 10 g mL- 1) ,

置37 培养箱作用 2h 后,分别取 100 L 不同浓度

庆大霉素作用的细菌悬液涂布接种营养琼脂平

板, 28 培养 48h,观察有无细菌生长。

侵袭试验 采用庆大霉素清洗裂解培养法。

将1mL 浓度为 1 105 个 mL - 1的 HEp-2细胞液

加入 2块 24孔细胞培养板各孔中。第 1块板各

孔内预先加有小盖玻片,待培养板中的 HEp-2细

胞长成单层后, 倾去培养液, 用 10mmol L
- 1

pH

7. 2的 PBS洗 3次后, 在培养板各孔内加入 500 L

4 106 CFU mL- 1的 HX-4株细菌液; 第 2块板分

成 4组,每组 6孔,第 1组加入500 L 4 10
6
CFU

mL- 1的HX-4株细菌悬液, 第 2组加入 500 L 4

106 CFU mL- 1的沙门氏菌细菌悬液做阳性对照,

第3组加入经兔抗HX-4抗体预处理后的500 L 4

10
6
CFU mL

- 1
的细菌悬液, 第 4组为不加细菌

的细胞对照。将 2块培养板置于 37 5% CO2培

养箱中孵育 1h, 吸去细菌悬液, 用无菌 10mmol

L
- 1

pH7. 2PBS洗 10遍, 接着每孔加入 1mL 含 25

g mL- 1庆大霉素的营养液, 放 37 5% CO2 培

养箱继续孵育 2h,再用 10mmol L- 1 pH7. 2PBS洗

5遍。取出第 1 块板中的盖玻片, 进行固定、干

燥、染色和油镜观察, 观察是否有侵入细胞的细

菌。第2 块板每孔加入 500 L 含 1% Triton X-100

的PBS, 37 作用5min,迅速再加入 500 L 10mmol

L - 1 pH7. 2 PBS, 用吸管吹打数次获得细胞裂解

液,取 100 L 细胞裂解液涂布接种营养琼脂平板

(每孔样品涂布 1块) ,置 37 培养 48h, 记录菌落

数量, 计算每孔内菌数。凡每孔细菌数 1000

CFU者,判为阳性,表明该菌具有侵袭力。

2 结果

2. 1 HX-4菌株对 HEp-2细胞的粘附

随机选取 30个 HX-4 菌株感染的细胞,观察

记录其粘附菌数, 结果显示每个细胞平均粘附菌

数为 16. 03 4. 66, 即 HX-4菌株为粘附阳性菌

(表 1)。试验中可见当 HX-4 菌株与 HEp-2细胞

作用为50min和 1h时,菌体集聚性粘附在细胞周

围并且细胞形态完好。而当细菌与细胞作用1. 5h

后,细胞膜破裂,细胞开始变圆, 3h时细胞发生明

显病变,大部分细胞脱落,故选择最佳粘附时间为

1h。同时可见大肠杆菌阳性对照菌呈弥散性粘附

在细胞周围, PBS空白对照组的细胞形态完好,无

细菌粘附(图版-6)。

2. 2 受体物质对 HX-4菌株粘附作用的影响

受体物质对 HX-4菌株粘附作用的影响结果

见表 2,数据经 t 检验显示: D-甘露糖处理组与对

照组差异显著 ( P < 0. 01) , 甘露糖可明显抑制

HX-4菌株粘附细胞, 仅个别细胞表面含有 1~ 3

个细菌。而其它3种糖以及刀豆素处理组与对照

组无明显差异( P> 0. 05) ,它们对 HX-4菌株的粘

附作用无明显影响(图版 7~ 11)。

2. 3 抗体对细菌粘附作用的影响

经抗体预处理后的 HX-4菌体几乎不能粘附

细胞, 只有个别细胞上有 1~ 3个细菌粘附,即抗

体可明显抑制细菌粘附细胞(图版-12)。

表 1 HX-4菌株对 HEp-2细胞的粘附(粘附时间 1h)

Tab. 1 Adhesion of strain HX-4 to HEp-2 cells ( adhesion for 1h)

细胞数

cell

各细胞粘附细菌数

number of adhesive bacteria

平均粘附细菌数(X D)

( average)

30

29 12 13 18 20

11 16 13 16 26

18 15 17 10 15

9 19 15 8 17

23 15 19 17 20

13 17 15 11 14

16. 03 4. 66
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2. 4 HX-4菌株对 HEp-2细胞的侵袭力

将细菌悬液与不同浓度的庆大霉素溶液等体

积混合作用 2h 后,接种营养琼脂平板, 28 培养

48h,发现庆大霉素终浓度为 100 g mL
- 1
、75 g

mL- 1、50 g mL - 1、25 g mL- 1时均能完全抑制细

菌生长;而用终浓度为 10 g mL- 1庆大霉素溶液

处理的菌液接种营养琼脂平板后仍有少数细菌生

长,故侵袭试验中选择庆大霉素最佳浓度为 25 g

mL - 1。

由表 3可见: HX-4菌株试验组及沙门氏菌阳

性对照组的细胞裂解液中含菌量分别为 1616

CFU mL- 1和 2200 CFU mL - 1, 根据判定标准,均

为侵袭阳性。而抗体处理组的细胞裂解液中含菌

量为 166CFU mL- 1, 呈侵袭阴性, 即抗体可抑制

HX-4菌株侵袭细胞。同时未经裂解的感染细胞

内有内化的细菌, 有些细菌正穿过细胞膜进入细

胞(图版-14)。

表 2 受体物质对 HX-4菌株粘附作用的影响

Tab. 2 The effect of receptors on adhesion of strain HX-4 to HEp-2 cells

受体物质

receptors

30个细胞粘附菌数

number of adhesive bacteria of 30 cells

平均粘附菌数(X D)

average

D-果糖

D-fructose

13 11 17 17 12 14 10 10 10 12

15 17 16 16 14 13 12 15 12 10

16 14 14 12 11 16 10 16 14 11

13. 3 2. 37

D-葡萄糖

D-glucose

19 18 9 14 13 19 18 9 15 17

12 13 13 14 13 15 19 17 9 17

20 14 16 14 14 16 11 17 15 14
14. 8 3. 01

D-半乳糖

D- galactose

14 17 16 13 14 10 12 12 15 13

16 12 13 14 15 13 14 10 15 12

16 14 11 11 17 13 15 13 17 12

13. 6 1. 99

D-甘露糖

D-mannose

0 1 1 0 2 1 3 3 0 0

2 1 3 0 3 1 2 1 1 3

2 0 0 2 0 3 4 1 3 2

1. 5 1. 22

刀豆素

ConA

12 12 10 14 17 12 13 15 10 11

15 11 11 16 13 11 16 14 15 14

11 13 11 13 10 15 14 17 13 14

13 2. 1

对照组

contrast

29 18 16 26 17 9 8 15 20 15

12 20 13 18 10 19 17 19 13 11

13 11 16 15 15 15 23 17 17 14

16. 03 4. 66

注:甘露糖处理组与对照组比较差异极显著( P < 0. 01) ;其它受体物质处理组与对照组比较无显著差异( P > 0. 05)

Notes: The group treated by D-mannose compared with the contrast are very signif icantly dif ferent( P < 0. 01) ; Other receptors compared w ith the

contrast are no dif ference( P > 0. 05)

表 3 裂解 HEp-2 细胞所释放的细菌数

Tab. 3 Number of bacteria from split HEp-2 cells

组别

group

各孔对应平板中菌落数( CFU/ plate)

number of bacterial colony

1 2 3 4 5 6

平均菌落数

average

各孔含菌量(CFU/ well)

bacterial number

1 190 180 120 220 100 160 161. 6 1616

2 220 170 300 260 280 240 212 2120

3 8 12 23 27 16 15 16. 6 166

4 0 0 0 0 0 0 0 0
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图版 Plate
1.细胞对照; 2.大肠杆菌阳性对照(粘附 1h) ; 3. HX-4菌株对 HEp-2细胞的粘附( 50min ) ; 4. HX-4菌株对 HEp-2细胞的

粘附( 1h) ; 5. HX-4菌株对HEp-2细胞的粘附( 1. 5h) ; 6. HX-4菌株对HEp-2细胞的粘附( 3h) ; 7.葡萄糖处理组; 8.半乳糖处理

组; 9.果糖处理组; 10.甘露糖处理组; 11.刀豆素处理组; 12.抗体处理组; 13.拟态弧菌侵入细胞

1. negat ive; 2. posit ive ( adhesion for 1h) ; 3. Adhesion to HEp-2 cell s of HX-4 ( adhesion for 50min) ; 4. Adhesion to HEp-2 cells

of HX-4 ( adhesion for 1h ) ; 5. Adhesion to HEp-2 cells of HX-4 ( adhesion for 1. 5h) ; 6. Adhesion to HEp-2 cells of HX-4 ( adhesion

for 3h) ; 7. treated by D-Glucose; 8. treated by D- galactose; 9. treated by D-Fructose; 10. treated by D-mannose; 11. treated by ConA;

12. treated by antibody; 13. Vibrio mimicus strain HX-4 invaded to HEp-2 cells
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3 讨论

病原菌感染的第一步就是在宿主的组织细胞

上定居,在定居过程中菌毛作为一种主要粘附素

起主要作用。本试验以国际公认的粘附、侵袭模

式细胞HEp-2作为体外模型分析蟹源致病性拟态

弧菌 HX-4株的粘附特性以及受体物质和抗全菌

抗体对细菌粘附作用的影响。结果显示该菌具有

较强的粘附力, 最佳粘附时间为 1h, 粘附方式为

集聚性粘附。D-甘露糖能显著地抑制粘附,证明

该菌对 HEp-2细胞的粘附介导物质之一,包含有

甘露糖样受体。抗体体外抑制细菌粘附细胞的方

式和机理可能是抗体中各蛋白成分与菌毛、鞭毛

等粘附素相结合,封闭了粘附素上受体结合位点,

从而抑制了细菌与细胞膜上受体粘附, 提示了可

用菌毛与其它粘附素制成疫苗预防弧菌病[ 7]。

由于 HX-4 菌株对庆大霉素高度敏感, 故采

用庆大霉素清洗裂解培养法测定细菌对 HEp-2细

胞的侵袭力,其原理是庆大霉素不能通过细胞膜,

加入的庆大霉素溶液仅能杀死胞外菌, 去除庆大

霉素后, 裂解细胞,使侵入胞内的细菌释放出来,

通过平板计数法测定侵入胞内的细菌数量即可判

定结果。本试验选择出庆大霉素最佳作用浓度为

25 g mL - 1, 经该浓度庆大霉素处理后的细胞裂

解液中含菌量为 1616 CFU mL
- 1

, 呈侵袭阳性。

同时未经裂解的感染细胞中含有内化的细菌, 说

明平板计数的结果是胞内菌数的真实反映。

虽然体外细胞模型不能完全反映体内的真实

情况,但很多试验表明,细菌对体外细胞的粘附力

和侵袭力与其致病性呈平行关系。本试验获得较

为可靠的结果, 为进一步研究该菌菌毛的粘附特

性,提供了可借鉴的方法。
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