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摘要! 为了示踪研究拟态弧菌感染草鱼的动态过程!将增强型绿色荧光蛋白编码基因 LE7-

克隆至质粒 2P&421!并转化到拟态弧菌 31941 菌株构建荧光标记重组菌% 重组菌经阿拉伯糖

诱导后!能高效表达 ,R(?蛋白'荧光显微镜观察和流式细胞仪检测均发现重组菌能够发出明

显的绿色荧光信号!且传至 /3 代后质粒稳定率仍为 433L'生物学特性检测结果显示!与野生

株相比!重组菌的形态$生长特性和细胞黏附性均未发生明显改变% 用标记重组菌浸泡感染草

鱼!定点采集鳃$肠道$肌肉$头肾$脾脏和肝脏!借助荧光信号检测 1 J 内细菌在不同组织脏器

中的动态分布% 结果发现感染 1 X 后即可在肠道和鳃中检测到绿色荧光信号!标记菌检出量

分别为 /183 >43

9 和 21/8 >43

8

-(#5M!直至 43 X!其含量无明显变化!42 X 后含菌量逐渐下

降!但持续存在直至鱼死亡% 标记菌在肌肉$头肾$脾脏和肝脏中呈现相似的动力学!感染 21 X

后才检测到荧光信号!21 <95 X 时间段含菌量呈现先增加后下降的变化!19 X 达到峰值!检出

量分别为 0159 >43

1

"肌肉#$91;5 >43

1

"头肾#$4153 >43

1

"脾脏#和 1153 >43

1

-(#5M"肝

脏#!但均低于肠道中的检出量!结果表明肠道是拟态弧菌黏附定植与繁殖的主要靶器官%

关键词! 草鱼' 拟态弧菌' 增强型绿色荧光蛋白' 动态分布

中图分类号! *04;1466666666666 文献标志码(&

66自 @XQGB等
'4(

首次报道拟态弧菌 #I"/&"<

."."*%#$ 造成养殖克氏原螯虾 # -&<*(./(&%#

*)(&N""$大量死亡以来"国内外学者对其致病性进

行了广泛研究"明确该菌是人和水生动物共患病

原菌"不仅可以引起多种水产养殖动物的腹水病

暴发流行"给水产养殖业带来经济损失"而且可通

过水产品导致人类食物中毒
'2 71(

) 为了有效地预

防和控制腹水病的发生与传播"研究拟态弧菌在

感染鱼体内的动态分布规律"深刻认识其致病机

理显得尤为重要)

细菌标记技术使用标记物标记细菌"以实现

对目标细菌的识别"从而达到对其定位及示踪的

目的) 目前该技术广泛应用于细菌移位&细菌侵

染宿主的动态过程以及细菌与宿主相互作用等研

究领域
'5 7;(

) 4082 年 *X=;/;Q3<

'9(

首次在维多利

亚多管发光水母 #?>2%<&>( R"*,<&"($中发现一种

在蓝紫光激发下发出绿色荧光的蛋白质 # M3BBG

70Q/3BC8BGI23/IB=G"R(?$"该蛋白具有基因小&构

象稳定&直接肉眼检测荧光&对细胞无毒性等优

点) 增强型绿色荧光蛋白#,R(?$是 R(?的优良

改造品"所产生的荧光强度较 R(?提高 /5 倍"荧

光更加稳定持久) 大量研究资料显示"R(?和

,R(?均是理想的荧光标记物"可实现在体内实

时检测细菌"跟踪病原菌感染的动态过程
'0(

"已

被用于嗜水气单胞菌#?>&<.<'(#:0+&<@:")($&维

氏气单胞菌 #?>&<.<'(#R>&<'""$&鳗弧菌 #I"/&"<

('$%"))(&%.$& 迟 缓 爱 德 华 菌 # L+T(&+#">))(

,(&+($&荧光假单胞菌 #-#>%+<.<'(#S)%<&>#*>'#$

和啮齿柠檬酸杆菌 #6",&</(*,>&&<+>',"%.$等水

产养殖动物病原菌的研究
'43 745(

)
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近年来"本实验室一直开展拟态弧菌病原学

研究) 明确该菌的致病性是黏附素&肠毒素&溶血

素等多种毒力因子共同作用的结果%探明外膜蛋

白 ##";2#$是该菌的重要黏附素"通过介导细

菌黏附参与致病作用
'48 74;(

) 但是拟态弧菌在感

染鱼体内的主要黏附定植与繁殖器官以及 ";2#

的互作蛋白仍不清楚) 对此"本研究在使用增强

型绿色荧光蛋白标记拟态弧菌的基础上"通过绿

色荧 光 信 号 示 踪 拟 态 弧 菌 在 感 染 草 鱼

#6,>'<@:(&0'$<+<' "+>))($体内的动态分布情况"

确定其主要黏附定植与繁殖器官"为进一步研究

";2#的互作蛋白"阐明拟态弧菌对草鱼的感染

机制奠定基础)

46材料与方法

'(')实验材料

拟态弧菌 31941 菌株由本实验室从患腹水病

草鱼 体 内 分 离& 鉴 定 并 保 存% 大 肠 杆 菌

#L#*:>&"*:"( *<)"$感受态细胞 @/243&质粒提取纯

化试剂盒&4%&胶回收试剂盒和 'P培养基均购

自北京天根生化科技有限公司% 2P&421 和

2,R(?9%4 载体由本实验室保存%鲤 #60@&"'%#

*(&@"<$上皮瘤细胞 #,?-$购自上海海洋大学农

业部渔业动植物病原库%草鱼 #53 C5$ M5尾购自

安徽肥东县某渔场)

'(,)重组表达质粒 &X+",M#T0CH的构建

以质粒 2,R(?9%4 为模板"用 LE7-基因的

特异性引物 #(4! 5N9-RRR&&@@-&@RR@R&R9

-&&RRR-R9/N%$4!5N9-R--@R-&R@@&-@@R9

@&-&R-@-R@--&9/N%下划线部分分别为 L*<$

"

和 -#,

"

酶切位点"预期扩增片段长度为 ;23

H2$按常规 ?-$方法扩增 LE7-基因) ?-$纯化

产物和表达载体 2P&421 经 L*<$

"

和 -#,

"

双酶

切后"用 @

1

连接酶连接过夜"将连接产物转化至

L=*<)"@/243 感受态细胞"经氨苄抗性筛选"挑取

阳性单菌落"提取重组表达质粒 2P&4219,R(?

并进行双酶切和测序鉴定)

'(!)拟态弧菌的转化

参照吴海珍等
'49(

的方法提取重组表达质粒

和制备拟态弧菌 31941 菌株的电转感受态细胞)

分别取 /

!

'重组表达质粒 2P&4219,R(?和 53

!

'感受态细胞于预冷的电击杯中) 按 215 S.&

25

!

(&133

,

条件"快速电脉冲"脉冲时间为 5

;C) 电击后迅速将细菌加入 /3 K预热的 4 ;'

'P培养液中"/3 K"433 35;=G 振荡培养 1 X)

1 K"5 333 35;=G 离心 43 ;=G"重悬细菌沉淀"取

253

!

'转化产物涂布于含 433

!

M5;'&;2 的

'P琼脂平板上"/3 K培养直至长出菌落)

'(M)T0CH标记的拟态弧菌的筛选与鉴定

重组拟态弧菌的表达与 *4*9?&R,分析6

6随机挑取 'P琼脂平板 #含 433

!

M5;'&;2$

上的重组拟态弧菌单菌落"接种于 / ;'含 433

!

M5;'&;2 的'P培养液中"/3 K振荡活化培养

过夜) 将活化菌按 4L接种于含 433

!

M5;'&;2

的 'P液体培养基中"/3 K振荡培养至 "4

833

在

315 左右"加入终浓度为 312 ;M5;'的 '9阿拉伯

糖诱导表达 0 X"42 333 35;=G 离心 5 ;=G 收集菌

体"超声裂解后取上清液和沉淀进行常规 *4*9

?&R,分析 #浓缩胶浓度为 5L"分离胶浓度为

4/15L$)

细菌荧光信号的显微观察66取 23

!

'诱导

后的重组菌菌液均匀涂布在载玻片上"荧光显微

镜下观察是否发出绿色荧光"同时以未转化任何

质粒的野生菌株作为阴性对照)

流式细胞术检测细菌荧光信号66取诱导后

的重组菌株和野生菌株的菌液各 4 ;'"233 目筛

网过滤"/ 333 35;=G 离心 5 ;=G 收集菌体"?P*洗

/ 次" ?P*重 悬 并 调 整 菌 体 浓 度 为 5 >43

;

-(#5;'"将细菌悬液转移至流式上样管"流式细

胞仪检测是否有绿色荧光蛋白信号)

重组质粒的稳定性检测66将重组菌接种至

'P培养液"/3 K培养 21 X"然后每 21 X 传代 4

次"目前已传至 /3 代) 取每代培养液做 4D4 333

倍稀释后"取 433

!

'涂布于含 312 ;M5;''9阿

拉伯糖的 'P琼脂平板) 荧光显微镜下对菌落总

数#发绿色荧光菌落和不发绿色荧光菌落$进行

计数"计算重组质粒的稳定率) 计算公式!

稳定率#L$ A绿色荧光菌落数5菌落总数 >

433L

'(N)荧光标记的重组菌的生物学特性测定

形态染色特性测定66在相同条件下培养重

组菌株和野生菌株"取菌悬液进行涂片&革兰氏染

色"油镜下观察菌体形态与染色特性)

生长特性测定66分别挑取重组菌株和野生

菌株的单菌落接种 'P培养液"/3 K过夜培养后"

按 4D433 转接 'P培养液"/3 K振荡培养 21 X"每

955
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隔 4 X 测定菌液 "4

833

值"重复实验 / 次"绘制细

菌生长曲线)

细胞黏附性测定66用 21 孔细胞培养板#预

先放置细胞爬片$于 29 K"5L#IHI$-"

2

条件下

培养 ,?-细胞"待细胞长满至 93L丰度"?P*漂

洗 / 次"分别加入 533

!

'浓度为 43

;

-(#5;'的

重组菌株和野生菌株的菌悬液#每组设置 / 个重

复$"29 K孵育 83 ;=G"弃菌液"?P*漂洗 / 次"用

甲醇5冰乙酸固定细胞 5 ;=G"干燥后取出细胞爬

片"结晶紫染色 5 ;=G"水洗&封片"油镜下随机选

择 /3 个细胞"逐个计数黏附菌数"计算每个细胞

上的平均黏附菌数) ,检验分析 2 组细菌间平均

黏附菌数的差异性"以 -=3135 认为差异有统计

学意义)

'(R)标记的拟态弧菌在感染草鱼体内的动态分

布检测

实验鱼的分组与饲养6683 尾实验草鱼

#53 C5$ M5尾经氯化钠溶液消毒后"随机分成实

验组和对照组"每组各 /3 尾"分别在 2 个水族箱

#53 8;>/3 8;>11 8;$中适应性饲养 43 J 后用

于实验) 养殖用水为循环水#经检测无发荧光的

细菌$"水温#25 C4$K"空气湿度为 53L<83L"

实验期间水族箱保持充气"每天早晚各投饵 4 次)

细菌培养66挑取标记菌株单菌落接种于含

&;2 的 'P液体培养基"/3 K振荡培养至 "4

833

为 315 左右"加入终浓度为 312 ;M5;'的 '9阿拉

伯糖诱导表达 0 X"42 333 35;=G 离心 5 ;=G 收集

菌体"生理盐水重悬"采用麦氏比浊法计算并调整

菌液浓度为 5 >43

;

-(#5;'"备用)

浸泡感染66用镊子揭去实验草鱼尾部少许

鳞片"根据预实验结果"用浓度为 5 >43

;

-(#5;'

的菌液#保证鱼有一定临床症状"且最小存活时

间不低于 ;2 X$浸泡实验组草鱼 5 X"对照组草鱼

则在培养基稀释液中浸泡 5 X"然后 2 组草鱼分别

转入饲养水体中喂养"观察鱼是否出现临床症状"

并分别在感染后 1&8&9&43&42&21&19&;2 和 95 X

随机剖杀实验组及对照组草鱼各 / 尾"无菌采集

鳃&肝&脾&头肾&肠和肌肉组织并称重) 一半重量

的组织样品直接置荧光显微镜下观察是否发荧

光%另一半重量的组织样品加 4 ;'无菌生理盐

水进行匀浆"将匀浆液做 43

74

&43

72

&43

7/

&43

71

&

43

75

和 43

78

8 个梯度稀释"取匀浆液原液和各稀

释液 433

!

'均匀涂布于含 312 ;M5;''9阿拉伯

糖的 'P琼脂平板"/3 K培养 21 X"荧光显微镜

下计数发绿色荧光的菌落"计算每克脏器中拟

态弧菌平均菌落数) 同时对发光菌落进行涂片

和革兰氏染色"光学显微镜下观察细菌的形态

和染色特性)

26结果

,(')重组表达质粒 &X+",M#T0CH的构建

以质粒 2,R(?9%4 为模板"用特异性引物扩

增 LE7-基因到长度约 ;23 H2#图 4"泳道 4$) 将

LE7-基因克隆至质粒 2P&421"重组表达质粒双

酶切后"切出大小约为 1 5335;23 H2 的 2 条 4%&

片段"分别与 2P&421 和 LE7-基因大小一致

#图 4"泳道 2$) 4%&测序结果亦显示 LE7-基

因未发生任何突变"已被正确克隆"即重组质粒

2P&4219,R(?构建成功)

图 ')>($6基因的 HPQ扩增和重组表达质粒

&X+",M#T0CH的双酶切鉴定

>4&>214%&分子量标准% 41?-$产物% 21双酶切产物

C4D(')HPQ.;&=4<45.34%2%<>($6D121.26

12S:;164D1934%2%<815%;/42.23&=.9;46

&X+",M#T0CH

>414%&;/0B8Q0<3C=YB;<3SB3/7433 I/ 2 333 H2% >214%&

;/0B8Q0<3C=YB;<3SB3/7253 I/ 43 333 H2% 41?-$23/JQ8I/7

LE7-MBGB% 212P&4219,R(?J=MBCIBJ V=IX L*<$

"

<GJ -#,

"

,(,)T0CH在拟态弧菌中的表达

重组菌经诱导表达"菌体超声裂解后分别取

上清液部分 #肉眼可见发绿色荧光$和沉淀部分

做 *4*9?&R,分析"电泳结果显示沉淀部分无表

达蛋白"上清液部分在分子量约为 2;13 SQ 处出

现 4 条浓染蛋白带 #图 2"泳道 / $"与预期的

,R(?理论值一致) 同时发现未诱导的重组菌上

清液和诱导的含空质粒重组菌上清液在相应位置

055
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也出现了较细的蛋白条带 #图 2"泳道 4&2 $ "但

是这些上清液无论肉眼观察还是在荧光显微镜

下观察均无绿色荧光"说明这条细带是与目的

蛋白分子量相近的杂带) 重组菌株在荧光视野

下发出明显的绿色荧光"在明视野下有菌体形

态#图 /98"J$ %而野生菌株未发出绿色荧光"仅

在明视野下有相同的菌体形态 #图 /9<"H$ ) 流

式细胞仪检测结果显示"经诱导表达后的重组

菌株能够发出强烈的绿色荧光信号"而野生菌

株无绿色荧光信号 #图 1 $ ) 此外"重组菌株在

'P液体培养基中连续传 /3 代后重组质粒仍能

很好表达"所有菌落均发绿色荧光"质粒稳定率

为 433L) 这些结果表明"重组质粒 2P&4219

,R(?能够在拟态弧菌中稳定表达",R(?标记

的拟态弧菌构建成功)

图 ,)重组质粒 &X+",M#T0CH在拟态弧菌中

表达后的 G"G#H+0T分析

>1蛋白质分子量标准% 412P&4219,R(?未诱导% 212P&421

诱导% /12P&4219,R(?诱导

C4D(,)G"G#H+0T.2.=:949%<3A1T0CH1I&81991642

E.938.42ZM#'M

>123/IB=G ;/0B8Q0<3CI<GJ<3J% 41QG=GJQ8BJ 2P&4219,R(?%

21=GJQ8BJ 2P&421% /12P&4219,R(? =GJQ8BJ V=IX '9

<3<H=G/CB

图 !)重组菌株和野生菌株的荧光显微镜观察

<1明视野下野生菌株% H1荧光视野下野生菌株% 81明视野下重组菌株% J1荧光视野下重组菌株

C4D(!)+&&1.8.251%<815%;/42.23E.938.42.26F4=6938.429112

@26183A1<=@%8195123;458%95%&1

<1H3=MXI97=B0J =;<MBC/7V=0J CI3<=G 31941% H170Q/3BC8BG8B=;<MBC/7V=0J CI3<=G 31941% 81H3=MXI97=B0J =;<MBC/73B8/;H=G<GII.CI3<=G 319

41#,R(?$ % J170Q/3BC8BG8B=;<MBC/73B8/;H=G<GII.CI3<=G 31941#,R(?$

,(!)标记的重组菌株与野生菌株的生物学特性

比较

光学显微镜下观察发现重组的标记菌株与野

生菌株均为短弧形或逗点状的革兰氏阴性菌) 在

相同培养条件下标记菌株与野生菌株的生长曲线

变化趋势大致相同%标记菌株与野生菌株对 ,?-

细胞的平均黏附数分别为 # 2/15 C112 $ 和

#2113 C115$个"均为黏附阳性菌"二者间黏附力

无明显差异#-@3135$"而培养液对照组的 ,?-

细胞形态完好"无细菌黏附#图 5"图 8$)
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图 M)流式细胞仪检测重组菌株和野生菌株的荧光强度

C4D(M)-A1<=@%8195125142312943: %<815%;/42.23E.

938.42ZM#'M"T0CH#.26E.938.42ZM#'M

61318;4216/: <=%F5:3%;138:

图 N)野生菌株和重组菌株的生长曲线

C4D(N)08%F3A5@8719%<E.938.42ZM#'M .26

E.938.42ZM#'M"T0CH#

图 R)野生菌株和重组菌株对 THP细胞的黏附

<1野生菌株对 ,?-细胞的黏附% H1重组菌株对 ,?-细胞的黏附% 81细胞对照

C4D(R)+6A194%2%<E.938.42ZM#'M .26E.938.42ZM#'M"T0CH#3% THP51==9

<1I.CI3<=G 31941 <JXBC=/G I/ ,?-8B00C% H1I.CI3<=G 31941#,R(?$<JXBC=/G I/ ,?-8B00C% 81,?-8B00C8/GI3<CI

,(M)拟态弧菌在感染草鱼体内的动态分布

浸泡感染后 42 X 内"实验鱼分散于水体中正

常游动"无明显异常) 21 <;2 X 陆续出现不同程

度的临床症状"主要表现为食欲减退"反应迟钝"

长时间静止于水面或水底"而对照组鱼未见任何

异常) 实验组鱼 ;/ X 开始死亡"95 X 全部死亡"

死亡鱼体色加深"尾部揭鳞片处皮肤轻度溃疡"腹

部明显肿胀"剖检后可见严重腹水"肠道内充满大

量黄色液体&肠内壁充血和出血"肝&脾和头肾轻

微出血) 从脏器中分离到的菌落全部为发绿色荧

光菌落"光镜下均呈现典型的拟态弧菌形态特征)

感染 1 X 后即从肠道和鳃中检测到绿色荧光信

号"而对照组相应组织无任何荧光信号"标记菌株

的检出量分别为 /183 >43

9

和 21/8 >43

8

-(#5M"

直至 43 X"其含量无明显变化"42 X 后含菌量逐

渐下降"但在死亡鱼肠道内仍能检出#表 4$ ) 细

菌在肌肉&头肾&脾脏和肝脏中呈现相似的动力

学"感染 21 X 后才检测到绿色荧光信号"19 X 达
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到峰值"检出量分别为 0159 >43

1

&91;5 >43

1

&

4153 >43

1

和 1153 >43

1

-(#5M"但均低于肠道

中的检出量"在 21 <95 X"含菌量呈现先增加后

下降的变化)

表 ')E. ZM#'M"T0CH#菌株在感染草鱼体内的动态分布

-./(')":2.;45649384/@34%2%<E.938.42ZM#'M"T0CH#42@9/+255" .<3184;;1894%242<1534%2

时间5X

I=;B

不同组织脏器中 I.31941#,R(?$菌株的平均菌落数5#-(#5M$

IXB<TB3<MB8/0/GF GQ;HB3/7I.CI3<=G 31941#,R(?$=G J=77B3BGII=CCQBC<GJ /3M<GC

肠

=GIBCI=GB

鳃

M=00

肌肉

;QC80B

头肾

XB<J S=JGBF

脾

C20BBG

肝

0=TB3

1

/183 >43

9

21/8 >43

8

8

1123 >43

9

2193 >43

8

9

11;2 >43

9

/153 >43

8

43

5133 >43

9

/143 >43

8

42

2153 >43

8

2143 >43

5

21

1193 >43

5

4153 >43

5

1153 >43

1

/113 >43

1

1133 >43

/

2183 >43

/

19

1153 >43

5

4153 >43

5

0159 >43

1

91;5 >43

1

4153 >43

1

1153 >43

1

;2

/145 >43

5

41/3 >43

5

/153 >43

1

1153 >43

1

41/3 >43

1

/190 >43

1

95

2153 >43

5

4124 >43

5

21/3 >43

1

/108 >43

1

4123 >43

1

/141 >43

1

/6讨论

应用现代生物技术对病原菌进行标记"是研

究病原菌与宿主关系&跟踪细菌致病过程的有效

手段) 本研究目的是探讨拟态弧菌在感染草鱼体

内的动态分布"明确其黏附定植与繁殖的主要靶

器官) 为了证实从组织脏器中分离的细菌与浸泡

感染的细菌是同一种细菌"就需要选择一种既稳

定又可靠的标记物) 已有文献报道的使用有机荧

光染料或放射性核素标记病原菌均存在一些问

题
'40(

"如染料分子分布不均匀&易渗漏&随细胞分

裂被稀释"以及光漂白后的产物对细胞有毒性%将

放射性核素探针引入病原菌基因组作为报告物必

须在分析前对组织进行处理"这样就阻止了感染

的继续进行) 新型标记物增强型绿色荧光蛋白能

有效克服上述不足"其最大优势是在蓝光或近紫

外光的照射下"无需加入任何反应底物或酶"即可

发射出绿色荧光"而且荧光性质十分稳定"无光漂

白现象发生"组织细胞材料也无需进行前处理"即

可进行活体检测) 因此"本实验选择将带有

LE7-基因的质粒转移到拟态弧菌中"利用 ,R(?

标记信号研究该菌在感染鱼体内的动态分布)

选择合适的质粒载体和启动子是决定 LE7-

重组质粒能否在拟态弧菌中高效&稳定表达的关

键因素) 在最初的构建过程中"曾尝试使用带有

@; 启动子的 2,@/2<质粒构建了 LE7-表达载

体"结果 LE7-基因在拟态弧菌中未得到表达)

本实验研究中则改用含有阿拉伯糖启动子的

2P&421 构建了 LE7-重组质粒"转化至拟态弧

菌 31941 菌株"经 /3 代无抗生素压力培养"细菌

依然能够发出较强的绿色荧光"即成功得到具有

稳定发光表型的重组拟态弧菌) 分析其原因"一

方面可能是阿拉伯糖启动子较 @; 启动子的启动

强度偏弱"转录速度较慢"有利于 2P&4219,R(?

表达载体在拟态弧菌中以适中速度表达",R(?

蛋白能够正常折叠而具有荧光功能%另一方面可

能是诱导剂阿拉伯糖较 )?@R对拟态弧菌细胞的

毒性小"并且阿拉伯糖在拟态弧菌中稳定"不随时

间延长而降解) 一般来说",R(?的高效表达会

对被标记菌株造成额外的代谢负荷"这种代谢负

荷有可能会影响细菌的生物学特性
'23(

) 对此"实

验比较检测了野生菌株和标记菌株的形态&生长

特性和细胞黏附性"结果发现标记细菌的这些生

物学特性并未受到标记基因的影响"表明所构建

的标记拟态弧菌能够满足感染示踪研究的要求)

31941 菌株是从患腹水病草鱼体内分离到的

一株毒力较强的拟态弧菌) 预实验中以腹腔注射

方式感染实验鱼"结果发现腹腔感染发病急"病原

还未散布全身时鱼已经死亡#21 X 内全部死亡$"

虽然可以通过调整菌液浓度或剂量实现跟踪"但

是在自然环境中"病原菌不能直接进入鱼的腹腔"

而浸泡方式不同于注射方式"浸泡方式模拟了鱼

类在自然条件下的发病环境"通过提高水体中病

原菌浓度"让其感染"重现了自然条件下鱼的发病
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过程"使实验结果更为准确) 因此"本实验?用浸

泡方式感染草鱼"由于进入鱼体内的细菌数量相

对较少"病程较长"为细菌全身性的扩散提供了充

分时间"从而顺利探究了细菌在不同组织脏器中

的动态分布情况) 目前已有一些报道认为病原菌

浸泡 感 染 鱼 后" 首 先 感 染 的 部 位 是 鳃 和 肠

道
'24 722(

"本实验结果与这些报道一致) 标记的拟

态弧菌感染草鱼 1 X 后即在肠道和鳃中检测到绿

色荧光信号"肠道内标记的拟态弧菌检出量明显

高于鳃中检出量#经形态学检查发光菌落均为典

型的拟态弧菌形态$"并且在整个实验过程中"肠

道一直都保持着很高的带菌状态"证明肠道是该

菌黏附定植与繁殖的主要靶器官"这也解释了病

死鱼出现严重腹水"肠道积液"肠壁充血和出血的

病理机制"至于为何首先在肠道内检测到大量重

组菌"有待于进一步研究) 同时发现"在感染 21 X

后"肝脏&脾脏&头肾和肌肉中才有标记细菌检出"

可能是标记细菌未直接从鳃和尾部揭鳞片处皮肤

进入血液"而是在肠道内繁殖后进入血液"进而散

布于机体各组织器官"造成全身感染)
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