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摘要：将柱状黄杆菌胞外多糖（*8#）溶液经腹腔注射免疫草鱼，以注射灭菌生理盐水作对照。免疫一周后，分别

提取受免鱼与对照鱼肝脏、脾脏、体肾和头肾 , 种组织中的总 9:;，并通过 9’!8$9 半定量的方法检测不同组

织中 $!反应蛋白（$98）、白介素 !（<=!!）、主要组织相容性复合体 <（>?$ <）、免疫球蛋白 >（<@>）、干扰素（<A:）

等 % 种免疫基因的表达情况。结果显示，$98 在受免鱼肝脏中的表达显著上升；>?$ < 在受免鱼脾脏、体肾中

的表达显著下降；<@> 在受免鱼 , 种组织中的表达皆显著上升；<=!! 在受免鱼 , 种组织中的表达与对照组没有

显著差异；无论受免组还是对照组都只能检测到微弱的 <A: 表达，且两组之间没有显著差异。结果表明，柱状

黄杆菌 *8# 对草鱼的先天免疫能力以及特异性体液免疫能力具有促进作用。
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细菌的多糖成分多以 ! 种形式存在，其中，与

细胞膜结合的为脂多糖（!"#$#$!%&’(()’*"+,，-./），

与细 胞 壁 共 价 连 接 的 为 荚 膜 多 糖 （ (’#&0!’*
#$!%&’((’*"+,，1./），完全分泌到胞外的多糖成分

称为胞外多糖（,2$#$!%&’(()’*"+,，3./）［"］。在 !
种多糖成分中，细菌 -./ 对鱼类的免疫促进作用

已有较详细的报道［#，!］。尽管近来有研究表明，

细菌 3./ 对小鼠具有免疫促进作用［$］、抗肿瘤作

用［%］以及降低胆固醇的功能［&］，细菌 3./ 对对虾

也存在免疫促进作用［’］，但细菌 3./ 对鱼类是否

具有免 疫 促 进 作 用 则 不 为 所 知。柱 状 黄 杆 菌

（!"#$%&#’()*+,- ’%",-.#*)）所引发的草鱼烂鳃病是

危害草鱼的主要细菌性疾病之一。对于该菌的免

疫学研究，国内外已经有一些报道，多集中在对该

菌的 -./ 及外膜蛋白成分对鱼体的免疫保护作

用等方面［(，)］，而对于该菌 3./ 的免疫促进作用，

则在国内外都未见报道。本研究通过提取柱状黄

杆菌的 3./，将其经腹腔注射进草鱼体内免疫一

周后，利用 456.14 半定量方法检测受免鱼以及

对照鱼 % 种免疫基因的表达情况，以揭示该菌

3./ 对草鱼是否具有免疫促进作用。

" 材料与方法

! 7! 细菌的培养

菌株由中国科学院水生生物研究所提供。细

菌在 89 :条件下于 /)",) 培养基（; - 培养液中，

含蛋白胨 9 <，酵母粉 = 79 <，= 7 =; < 1>?1@@A’·
?>8@，= 7=; < B’1!8·8>8@，= 7; < C8>.@D，= 7=9 <
C>8.@D，= 7 ? < E</@D·F>8@，= 7 ==GF < 1’1!8·

8>8@，= 7==; < H,/@D·F>8@，= 7 =9 < A’>1@?，#>
F78）中振摇培养 DI )。

! "# $%& 的制备

柱状黄杆菌 3./ 的提取按照 >’*+"J< 等［;=］的

方法进行。往 ; - 培养好的细菌培养液中加入

I=K三氯乙酸至终浓度 ;DK，离心 ?= L"J（89 ===
<，D :），弃沉淀，上清中加入同等体积的冰乙

醇，M 8= :过夜。离心 89 L"J（89 === <，D :），

将沉淀溶解于 ;== L- 超纯水中，加入同等体积冰

乙醇，M 8= :过夜，离心后将沉淀溶解于 8= L-
超纯水，装入透析膜中对超纯水 D :下透析 F8 )，

每天换水 ? 次。冻干，备用。

! 7’ 实验鱼

本实验所用草鱼购自武汉市江夏区牛山湖渔

场。选取外观健康、体重为 89 N ?= < 的草鱼，于 8
个 I9 (L O 99 (L O 98 (L 的塑料水族箱中驯养。

每个水族箱中放养 ? 尾草鱼，每天定时投喂相当

鱼体重量 ;K的配合饵料。用增氧泵增氧。驯养

;D + 后开始试验。试验期间控制水温在（8= P ;）

:。

! 7( 免疫注射

将冻干的 3./ 用无菌生理盐水稀释至 ; L<·
L-M ;，经胸鳍基部给第 ; 组草鱼每尾注射 3./ 溶

液 = 7; L-，第 8 组每尾注射无菌生理盐水 = 7; L-
作为对照。

! ") 总 *+, 提取

免疫一周后将草鱼杀死，取肝、脾、体肾和头

肾，用 .B/（#> F78）洗涤 ? 次后，置于液氮中快速

冷冻。 用 5*"Q$!（ RJS"T*$<,J）提 取 各 组 织 的 总

4AU，每 ;== L< 组织块中加入 ; L- 5*"Q$! 溶液，

匀浆。室温静置 ;= L"J，离心 ;= L"J（;8 === <，D
:）；取 上 清 ，每 毫 升 5*"Q$! 中 加 入 = 7 8 L- 氯

仿 ，剧 烈 摇 动 ;9 &，室 温 静 置 9 L"J，离心 ;9
L"J（;8 === <，D :）；取上清，转移到干净的离心

管中，每毫升 5*"Q$! 加入 = 7 9 L- 异丙醇，室温静

置 ;= L"J，离心 ;= L"J（;= === <，D :）。沉淀用无

水乙醇洗涤两次，加入无 4A’&, 的水溶解。所得

4AU 样品质量通过分光光度计和电泳检测。

! "- *./%0*
将 从 各 组 织 中 提 取 的 总 4AU 9 !< 用

/0#,*/(*"#T RR 4,S,*&, 5*’J&(*"#T’&,（RJS"T*$<,J）逆

转录合成第一链 (VAU。用"6’(T"J 基因（上游引

物：9’61155155WWW5U5WWUW5155W6?’，下 游

引物：9’6UWUW5U555U1W151UWW5WWW6?’）扩

增逆 转 录 合 成 的 (VAU：9=!- 反 应 体 系 中 加

入= 79!- 的逆转录产物为模板，按 XD :预变性 D
L"J 后，XD : ?= &，9F : ?= &，F8 : ; L"J 的循环

参数进行 .14。在第 89，?= 和 ?9 个循环时各取 9

!-，待剩余体系完成 D= 个循环后一起电泳，以确

定免疫组和对照组各个样品的稀释倍数，使得

456.14 时各样品的模板量基本相同，然后用基

因特异的上游和下游引物进行 .14（引物序列和

循环条件见表 ;）。456.14 产物用凝胶成像和分

析系统（/%J<,J,）照相并半定量分析每条带的亮

度。
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表 ! "#$%&" 中所用引物及其反应条件

#’()! %&" *+,-.+/ 0/.1 ,2 "#$%&" ’21 34.,+ +.’53,62 5621,3,62/

引物名
!"#$%" &’$%

引物序列（(’)*’）
+%,-%&.%

方向
/#"%.0#1&

循环参数［温度 2（时间 +）］
.3.4% !’"’$%0%"

567 8 9:99;:9;5;;:9:9:9:9;;9: 正向 <1"=’"/ >?（*@）)(A（*@）)BC（?@）

567 6 595:5:55;:5:::5;:;5:5;5 反向 "%D%"+%
EF)G 8 99;9;;:9:9;:59;;9;959: 正向 <1"=’"/ 同上 +’$% 01 -!!%"
EF)G 6 95:9;:;;;55;:55999; 反向 "%D%"+%
HI5 E 8 5;9;5:999:9;;9999;:: 正向 <1"=’"/ 同上 +’$% 01 -!!%"
HI5 E 6 :55;5:9999:;;;;:55:9 反向 "%D%"+%
EJH 8 55595:;;9;;;9;99:9;5: 正向 <1"=’"/ 同上 +’$% 01 -!!%"
EJH 6 9::5::9;;;:9:955:559 反向 "%D%"+%
E8K 8 99:9;;9:::5::9555:9;55::;9 正向 <1"=’"/ 同上 +’$% 01 -!!%"
E8K 6 55::;:9:9;:995:99:;:5999 反向 "%D%"+%

! L7 数据统计分析

以!)’.0#& 基因的表达作为参照，受免组和对

照组之间特异基因表达的差异用 MN.%4 表格中的

!)检验进行分析，" O @L@( 为显著性差异。

C 结果

8 )! &"% -"9: 在各组织中的表达

567 在 M7P 组和对照组各个组织中的表达

见图 G。由图 G 可知，在对照组，* 尾草鱼的肝脏

和脾脏都检测到了 567，只有 G 尾草鱼的体肾和

C尾草鱼的头肾检测到微弱的 567。而在 M7P
组，有 * 尾 草 鱼 的 肝 脏、体 肾 和 头 肾 检 测 到 了

567，有 C 尾在脾脏中能检测到 567。对 6:)756
产物的亮度分析显示 567 只在 M7P 组肝脏中的

表达显著性地高于对照组（" O @L@(）。

图 G 柱状黄杆菌胞外多糖对草鱼 567 $6K; 表达水平的影响

8#JLG MN!"%++#1& 1< 567 $6K; #& J"’++ .’"! #&Q%.0%/ =#0R M7P 1< # $ %&’()*+,-
;：相对于!)’.0#& 的 567 的表达。显著差异（" O @L@(）用星号表示；S：6:)756 检测 567 在 * 尾 M7P 注射组和 * 尾生理盐水注射组的草

鱼肝脏（F）、脾脏（P）、体肾（:T）和头肾（IT）中的差异表达

;：MN!"%++#1& 1< 567 "%4’0#D% 01!)’.0#& ’+ /%0%"$#&%/ U3 6:)756L S’"+ "%!"%+%&0 +0’&/’"/ /%D#’0#1&+ <"1$ * <#+R #&Q%.0%/ =#0R M7P ’&/ +’4#&%，

"%+!%.0#D%43，=#0R +#J&#<#.’&.% #&/#.’0%/ #& ’+0%"#+V+（" O @L@(）；S：W#<<%"%&0 %N!"%++#1& 1< 567 #& /#<<%"%&0 0#++-%+ 1< * <#+R #&Q%.0%/ %’.R =#0R M7P

’&/ +’4#&% U3 6:)756L :10’4 6K; =’+ 1U0’#&%/ <"1$ 4#D%"（F），+!4%%&（P），0"-&V V#/&%3（:T），R%’/ V#/&%3（IT），"%+!%.0#D%43

8 )8 ;<$! -"9: 在各组织中的表达

EF)G 在 M7P 组与对照组各组织中的表达见图

C。由图 C 可知，在对照组肝脏、脾脏、体肾和头肾

中各有 *、G、C、* 尾鱼检测到了 EF)G 的表达，在

M7P 组各组织中可能检测到它的分别是 C、C、*、*

尾鱼。统计分析表明，M7P 组与对照组比较，各组

织中 EF)G 的表达无显著差异（" X @L@(）。

8 )= >?& ; -"9: 在各组织中的表达

HI5 E 在各组织中的表达情况见图 *。由图

* 可知，对照组的 ? 种组织中皆检测到了 HI5 E，
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信号强度的强弱从大到小的排列为：体肾最强，脾

脏次之，肝脏与头肾最弱。而在 !"# 组中，除了

在 $ 尾鱼的体肾中检测到外，在其它组织中均没

有检测到 %&’ ( 的表达。统计分析表明 !"# 组

的体肾与脾脏中 %&’ ( 的表达显著性低于对照

组（! ) *+*,）。

图 - 柱状黄杆菌胞外多糖对草鱼 (./$ 0123 表达水平的影响

456+- !789:;;5<= <> (./$ 0123 5= 69?;; @?98 5=A:@B:C D5BE !"# <> " # $%&’()*+,
3：相对于!/?@B5= 的 (./$ 的表达。显著差异（! ) *+*,）用星号表示；F：1G/"’1 检测 (./$ 在 H 尾 !"# 注射组和 H 尾生理盐水注射组的草鱼

肝脏（.）、脾脏（#）、体肾（GI）和头肾（&I）中的差异表达

3：!789:;;5<= <> (./$ 9:J?B5K: B<!/?@B5= ?; C:B:905=:C LM 1G/"’1+ F?9; 9:89:;:=B ;B?=C?9C C:K5?B5<=; >9<0 H >5;E 5=A:@B:C D5BE !"# ?=C ;?J5=:，

9:;8:@B5K:JM，D5BE ;56=5>5@?=@: 5=C5@?B:C 5= ?;B:95;N;（! ) *+*,）；F：O5>>:9:=B :789:;;5<= <> (./$ 5= C5>>:9:=B B5;;P:; <> H >5;E 5=A:@B:C :?@E D5BE !"#

?=C ;?J5=: LM 1G/"’1+ G<B?J 123 D?; <LB?5=:C >9<0 J5K:9（.），;8J::=（#），B9P=N N5C=:M（GI），E:?C N5C=:M（&I），9:;8:@B5K:JM

图 H 柱状黄杆菌胞外多糖对草鱼 %&’ ( 0123 表达水平的影响

456+H !789:;;5<= <> %&’ ( 0123 5= 69?;; @?98 5=A:@B:C D5BE !"# <> " # $%&’()*+,
3：相对于!/?@B5= 的 %&’ ( 的表达。显著差异（! ) *+*,）用星号表示；F：1G/"’1 检测 %&’ ( 在 H 尾 !"# 注射组和 H 尾生理盐水注射组的

草鱼肝脏（.）、脾脏（#）、体肾（GI）和头肾（&I）中的差异表达

3：!789:;;5<= <> %&’ ( 9:J?B5K: B<!/?@B5= ?; C:B:905=:C LM 1G/"’1+ F?9; 9:89:;:=B ;B?=C?9C C:K5?B5<=; >9<0 H >5;E 5=A:@B:C D5BE !"# ?=C ;?J5=:，

9:;8:@B5K:JM，D5BE ;56=5>5@?=@: 5=C5@?B:C 5= ?;B:95;N;（! ) *+*,）；F：O5>>:9:=B :789:;;5<= <> %&’ ( 5= C5>>:9:=B B5;;P:; <> H >5;E 5=A:@B:C :?@E D5BE !"#

?=C ;?J5=: LM 1G/"’1+ G<B?J 123 D?; <LB?5=:C >9<0 J5K:9（.），;8J::=（#），B9P=N N5C=:M（GI），E:?C N5C=:M（&I），9:;8:@B5K:JM

! "# $%& ’()* 在各组织中的表达

(6% 在各组织中的表达见图 Q。由图 Q 可知，

对照组中 (6% 能检测到的鱼数很少，在肝脏、脾

脏、头肾中分别只有 $ 尾、- 尾和 H 尾检测到了

(6% 的表达，且表达的亮度很弱，体肾中则完全没

有检测到 (6%。相反，在 !"# 组中，在 Q 种组织中

能检测到 (6% 的鱼数都为 H 尾，且亮度较强。经

亮度分析显示，(6% 在 !"# 组 Q 种组织中的表达

皆显著高于对照组（! ) *+*,）。

! "+ $,) ’()* 在各组织中的表达

(42 在各组织中的表达见图 ,。由图 , 可知，

尽管在对照组的肝、脾、头肾和体肾中各有 H、-、H
和 H 尾鱼中检测到了 (42 的表达，!"# 组的四种

组织中也各有 $、-、- 和 H 尾鱼中检测出 (42，但是

所有的条带都很弱，经亮度分析表明，(42 在 !"#
组的不同组织中的表达与对照组皆没有显著性差

异（! R *+*,）。
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图 ! 柱状黄杆菌胞外多糖对草鱼 "#$ %&’( 表达水平的影响

)*#+! ,-./011*23 24 "#$ %&’( *3 #/511 65/. *3706809 :*8; ,<= 24 ! " #$%&’()*+
(：相对于!>568*3 的 "#$ 的表达。显著差异（, ? @+@A）用星号表示；B：&C><D& 检测 "#$ 在 E 尾 ,<= 注射组与生理盐水注射组的草鱼肝脏

（F）、脾脏（=）、体肾（CG）和头肾（HG）中的差异表达

(：,-./011*23 24 "#$ /0I58*J0 82!>568*3 51 9080/%*309 KL &C><D&+ B5/1 /0./01038 185395/9 90J*58*231 4/2% E 4*1; *3706809 :*8; ,<= 539 15I*30，

/01.068*J0IL，:*8; 1*#3*4*65360 *39*65809 *3 5180/*1M1（, ? @+@A）；B：N*440/038 0-./011*23 24 "#$ *3 9*440/038 8*11O01 24 E 4*1; *3706809 056; :*8; ,<= 539

15I*30 KL &C><D&+ C285I &’( :51 2K85*309 4/2% I*J0/（F），1.I003（=），8/O3M M*930L（CG），;059 M*930L（HG），/01.068*J0IL

图 A 柱状黄杆菌胞外多糖对草鱼 ")’ %&’( 表达水平的影响

)*#+A ,-./011*23 24 ")’ %&’( *3 #/511 65/. *3706809 :*8; ,<= 24 ! " #$%&’()*+
(：相对于!>568*3 的 ")’ 的表达。显著差异（, ? @+@A）用星号表示；B：&C><D& 检测 ")’ 在 E 尾 ,<= 注射组和 E 尾生理盐水注射组的草鱼

肝脏（F）、脾脏（=）、体肾（CG）和头肾（HG）中的差异表达

(：,-./011*23 24 ")’ /0I58*J0 82!>568*3 51 9080/%*309 KL &C><D&+ B5/1 /0./01038 185395/9 90J*58*231 4/2% E 4*1; *3706809 :*8; ,<= 539 15I*30，

/01.068*J0IL，:*8; 1*#3*4*65360 *39*65809 *3 5180/*1M1（, ? @+@A）；B：N*440/038 0-./011*23 24 ")’ *3 9*440/038 8*11O01 24 E 4*1; *3706809 056; :*8; ,<= 539

15I*30 KL &C><D&+ C285I &’( :51 2K85*309 4/2% I*J0/（F），1.I003（=），8/O3M M*930L（CG），;059 M*930L（HG），/01.068*J0IL

E 讨论

相对于哺乳类等高等恒温脊椎动物而言，鱼

类的先天免疫在抵御外界病原的过程中起着重要

的作用。,II*1［PP］认为，除非是经过预先免疫过的

鱼体，否则特异性的免疫对于鱼体没有保护作用。

由于特异性的免疫反应需要相当长的时间，一般

超过病原菌致死鱼体的时间，并且特异性免疫往

往是温度依赖性的，因而对于作为变温动物的鱼

类，包括溶菌酶和补体在内的先天免疫能力对于

抵御外界病原显得尤为关键。D>反应蛋白是鱼体

先天免疫系统的重要成分之一，它由鱼体肝脏合

成并分泌到血清中，对广泛分布于细菌和真菌胞

壁的 D>多糖和磷酸胆碱有沉淀作用并通过经典

途径激活鱼体的补体系统［PQ］。研究表明，多种物

质能够影响鱼体 D&< 的合成。R2O6;53# 等［PE］证

明，注射松节油使虹鳟（-(#$*./(#.&0 ’/1200）血清

中 D&< 的水平降低。H*/21;* 等［P!］发现将虹鳟浸

于 E@ S P@T U甲醛溶液 V +A ; 鱼体血清中的 D&< 比

正常时水平上升了 PW 倍。本研究也发现，经 ! "
#$%&’()*+ ,<= 溶液注射 P 周后，草鱼肝脏中的

D&< 基因表达水平上升，明显高于对照组，表明

! " #$%&’()*+ ,<= 对草鱼的先天免疫力有促进作

用。

硬骨鱼类的头肾和脾脏是成鱼最重要的淋巴

组织［PA］。在鱼类，由抗原活化的 C 淋巴细胞，特
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别是 !"# $ 亚群会产生一些调节淋巴细胞活化、

生长和分化以及促进炎症反应的细胞因子，%&’(
即是其中的一种炎症反应因子。)*+,-.-/ 等［(0］用

酵母葡聚糖注射鲤（!"#$%&’( )*$#%+）1 2 后，发现鱼

体肾脏中 %&’( 3456 的表达升高。)789 等［(1］用

多子小瓜虫（ ,)-.-"+#-.-%$%’( /’0.%1%0%%(）感染虹鳟鱼

苗 # 2 后，发现鱼体皮肤中 %&’(!的表达最高上升

了 (1 :; 倍，其在鱼体头肾和脾脏中的表达也得到

上调。本研究用 2 3 )+0’/&*$4 <=) 溶液注射草

鱼，与对照组相比，受免鱼的 # 种组织中 %&’( 的

表达未见显著差异，表明其对鱼类炎症反应的促

进作用不明显。

与哺乳类一样，鱼类也存在两种 >?! 分子，

其中 >?! % 类分子结合呈递的多肽是细胞内合

成的蛋白产物如病毒，而 >?!!类分子结合呈递

的多肽通常是经细胞核内体和溶酶体腔内加工处

理的外源性蛋白产物［(;］。@A3AB-CD 等［(E］发现注

射抗牙鲆（5*$*0%)-.-"( +0%6*)4’(）弹状病毒的 "56
疫苗使牙鲆体内的 >?! % 类分子的表达上升。

而本研究发现，注射 2 3 )+0’/&*$4 <=) 后，受免草

鱼脾脏和体肾中 >?! % 类分子的表达水平显著

低于对照草鱼，这个结果表明 2 3 )+0’/&*$4 <=)
可能对草鱼的内源性抗原呈递能力有下调作用。

本研究还显示，无论是受免组还是对照组的 # 种

组织中，都只能检测到微弱的 %F5 的基因表达，且

受免组与对照组之间不存在差异，由于 %F5 是特

异性的抗病毒因子，因此，本研究结果表明，2 3
)+0’/&*$4 <=) 对病毒性病原的免疫促进作用不

明显。

尽管已有文献报道在鱼体内发现 %8"［GH］，在

鱼类 %8> 分子仍旧是其特异性体液免疫系统中

最主要的免疫球蛋白。!D*IJ- 等［G(］发现在饲喂

金头鲷（7#*$’( *’$*.* &:）的饲料中分别加入维生

素 6、几丁质、酵母和左旋咪唑，均显著性提高鱼

体血 清 中 的 总 %8>。 本 试 验 通 过 注 射 2 3
)+0’/&*$4 <=)，草鱼 # 种组织中 %8> 的基因表达

均显著高于对照鱼，表明 2 3 )+0’/&*$4 <=) 可以

激活草鱼的特异性体液免疫能力。

水产动物疾病的免疫防治近年来备受重视，

高效的免疫佐剂是鱼类免疫学的研究热点之一，

要使 2 3 )+0’/&*$4 <=) 作为一种有效的免疫佐剂

在生产实践中得到有效利用，进一步深入研究该

菌 <=) 的分子结构及其产生免疫促进作用的机

理将非常必要。
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