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摘要: 利用具有绿色荧光蛋白基因标记的嗜水气单胞菌 (WJ-8GFP)对团头鲂 (Megalobrama amblycephala)进行

浸泡攻毒试验 , 探究温度对浸泡感染后嗜水气单胞菌在团头鲂各组织分布的影响。实验设立 A组 (水温 25℃), 

B 组 (水温 32℃), C 组 (水温 25℃), 其中 C 组为对照组。用菌株 WJ-8GFP对实验组 A、B 进行浸泡攻毒 , 试验

组 C 不进行攻毒处理 , 攻毒后分别于 2 h、4 h、8 h、12 h、24 h 采集各组鱼血液、脾、肾、鳃、肠道、肌

肉 , 培养法统计分析各组织器官上的荧光细菌数量。实验结果显示 , 在各取样时间段实验组 A(25 )℃ 和实验

组 B(32 )℃ 团头鲂各组织在均能检测到荧光嗜水气单胞菌 , 对照组未检测到嗜水气单胞菌 ; 最高菌量出现在

鳃 , 且鳃上嗜水气单胞菌数量显著大于其他组织 (P<0.05), 其次是脾、肾 ; 组织内的菌量随时间大体呈现

先上升后下降的趋势 ; B 实验组中各组织菌量显著大于 A 实验组  (P<0.05)。研究结果表明 , 鳃是嗜水气单

胞菌浸泡感染团头鲂的主要组织器官 , 与 25℃相比较 , 在水温 32℃时团头鲂被嗜水气单胞菌感染的风险

更高。  
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嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)属于气

单胞菌科, 气单胞菌属, 为嗜温兼性厌氧革兰氏阴

性短杆菌, 是一种人、畜和鱼共患的条件性致病菌, 

普遍存在于各种水体和土壤中[1–3]。目前研究结果

表明, 嗜水气单胞菌能导致多种水产动物出现败血

症[4–6]。该病具有危害养殖种类多, 流行范围广, 发

病率高的特点, 给淡水养殖业造成了严重的经济损

失。嗜水气单胞菌引发疾病的决定因素复杂多样, 

除其自身的外毒素、胞外蛋白酶、菌毛和脂多糖等

多种毒力因子外, 还受到养殖环境温度、pH、离子

浓度等因素影响[7–8]。嗜水气单胞菌的严重致病性

及其复杂的致病机理使得该菌受到广泛关注。 

团头鲂 (Megalobrama amblycephala)隶属鲤

形目 (Cypriniformes), 鲤科 (Cyprinidae), 鳊亚科

(Abramidinae), 鲂属 , 俗称武昌鱼 , 凭借其食性

广、生长快、易捕捞、品质好、肉质鲜美等优势, 

成为我国池塘、网箱养殖的主要品种之一[9–10]。

由嗜水气单胞菌引起的细菌性败血症是团头鲂养

殖过程中危害最大的疾病之一[11]。在夏季高温时

段, 团头鲂容易出现大面积细菌性出血病并伴随

大批量死亡[12–13]。本研究主要通过对健康团头鲂

进行浸泡攻毒试验, 探讨不同温度下嗜水气单胞

菌在团头鲂体内各组织间感染分布变化, 以期为

充分了解团头鲂的细菌性出血病发病机制和嗜水

气单胞菌的致病因子提供基础数据, 为该病的防

控提供一定的理论基础。 
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1  材料与方法 

1.1  嗜水气单胞菌WJ-8GFP的制备 

嗜水气单胞菌菌株 WJ-8 为实验室保存的分

离自江苏某养殖场患细菌性出血病的团头鲂 [14]; 

含卡那霉素抗性的绿色荧光蛋白质粒 pEGFPuv- 

Kar 由本实验室保存提供。通过电击转化法将质

粒 pEGFPuv-Kar导入嗜水气单胞菌WJ-8菌株[15], 

在卡那霉素抗性 LB 平板上培养, 挑选具有绿色

荧光标记的嗜水气单胞菌 WJ-8GFP。在荧光显微

镜(Nikon eclipse Ti-S)(400×)下观察并拍摄图片。 

1.1.1  菌株 WJ-8GFP 对团头鲂的毒力检测  从南

泉养殖基地取 60尾均重为(80±5) g的健康团头鲂, 

随机分成 6组, 每组 10尾, 1~5组为实验组, 6组

为对照组, 每组设 3个重复, 早晚各投喂 1次, 日

换水 1次, 暂养 7 d后用于攻毒试验。将菌株WJ-8GFP

接种于 LB 液体培养基中, 摇床 160 r/min、30℃

培养 18 h, 将菌株悬液依次稀释为 107 CFU/mL、

106 CFU/mL、105 CFU/mL、104 CFU/mL、103 CFU/mL, 

使用一次性灭菌注射器对团头鲂进行腹腔注射 , 

对照组用同样方法注射灭菌生理盐水, 每尾鱼注

射 0.2 mL。试验观察 14 d, 每日定时投喂并换水, 

记录死亡鱼尾数, 计算细菌对团头鲂的半致死量

(LD50)。 

1.1.2  质粒稳定性检测   在无菌条件下 , 将

WJ-8GFP 接种于 LB 液体培养基 (含卡那霉素

60 μg/mL)培养过夜 , 再将菌液接种于不含卡那

霉素的 LB 液体培养基, 每次接种量为 1/1000(体

积比), 每 24 h转接 1次, 转接同时稀释菌液涂抹

平板, 放置于 30℃生化培养箱培养 18 h, 置于荧

光显微镜下观察结果。质粒稳定率=绿色荧光菌

落数 /总菌落数×100 %。 

1.2  实验用鱼 

从南泉养殖基地取 90 尾大小均匀的团头鲂

[(80±5) g], 置于水族缸进行暂养。实验分成 3组: 

A、B和 C, 其中实验组 A缸 30尾, 水温 25℃; 实

验组B缸 30尾, 水温 32℃; 实验组 C缸 30尾, 水

温 25 (℃ 实验组 C 为对照组, 不进行攻毒处理)。

每天早晚各投喂 1次, 上午换 1次水, 换水量不超

过 1/5, 饲养 14 d后, 确定鱼体健康无病用于浸泡

攻毒试验。 

1.3  人工感染和组织样本采集   

将试验组 A和试验组 B中的鱼分别转移到水

温相同的周转箱 A1、B1 做攻毒试验, 同时向周

转箱 A1、B1加入 WJ-8GFP菌液, 使菌液浓度达到

105 CFU/mL; 浸泡 30 min后将鱼分别转移回与试

验组 A和 B相对应的水族缸中。整个过程不再换

水和投喂饵料, 并保持水温不变。浸泡攻毒后分

别于 2 h、4 h、8 h、12 h、24 h对团头鲂血液、

脾、肾、鳃、肠道、肌肉进行采样, 每个试验组

随机采 3 尾鱼。采样前使用麻醉剂三卡因甲基磺

酸盐(MS-222, Sigma, 200 mg/L)将鱼麻醉。血液取

自尾静脉; 鳃用灭过菌的生理盐水冲洗 3 遍以去

掉附着其表面的细菌; 肠道取中段并用镊子轻轻

刮去食糜; 肌肉取自鱼体腹部。将取得的组织样

本装入 2 mL无菌离心管并称重, 按 1 g/mL的比

例加入无菌生理盐水进行匀浆。用无菌生理盐水

将血液、匀浆液梯度稀释, 并选取稀释 10倍的稀

释液, 取 100 μL均匀涂抹于 LB营养琼脂平板(含

卡那霉素 60 μg/mL), 放置 27℃生化培养箱中培

养 24 h。在荧光显微镜(Nikon Ti-S)下观察菌落, 

记录具有绿色荧光标记的细菌数。 

1.4  数据分析 

实验数据用 SPSS 18.0 软件进行单因素方差

分析(one-way ANOVA)和 Duncan 多重比较处理, 

P<0.05 表示差异显著, 实验结果以平均值±标准

误( x ±SE)表示。 

2  结果与分析 

2.1  绿色荧光蛋白在嗜水气单胞菌中的表达 

以 WJ-8 为载体通过电击转化法将重组质粒

pEGFPuv-Kar 导入菌株, 获得绿色荧光蛋白标记

的嗜水气单胞菌株 WJ-8GFP, 在荧光显微镜下可

以观察到较强的绿色荧光(图 1)。 

2.2  菌株WJ-8GFP对团头鲂的半致死量 

对团头鲂进行腹腔注射后, 根据各实验组14 d内

鱼体死亡情况(表 1), 由 Reed-Muench 法[16]计算得出

WJ-8GFP对团头鲂的半致死量为 7.90×102 CFU/g。 
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图 1  GFP标记的嗜水气单胞菌 WJ-8GFP在荧光显微镜

下的形态(400×) 

Fig. 1  Morphology of WJ-8GFP in fluorescent microscope (400×) 

 

2.3  质粒的稳定性检测结果 

WJ-8GFP在 LB 液体培养基中传代培养, 传至

第 12代质粒稳定性仍为 100%, 到第 16代质粒稳

定性开始低于 50%, 至第 21次, 质粒稳定性降为

5%(表 2)。 

2.4  嗜水气单胞菌 WJ-8GFP 在团头鲂体内的感染

分布 

浸泡攻毒试验过程中, 实验组 A(25 )℃ 和实

验组 B(32 )℃ 团头鲂活动正常, 未出现死亡, 体表

亦未出现明显出血症状, 解剖可发现脾、肾出现

轻微的肿胀和充血, 且实验组 B 该现象比实验组

A明显。对照组 C(25 )℃ 团头鲂活动正常, 解剖发

现体内组织正常, 未检测到嗜水气单胞菌。 

团头鲂浸泡感染嗜水气单胞菌 WJ-8GFP 后不

同组织的细菌计数如图 2 所示, 最高菌量出现在

鳃, 其次是肠、肾和脾 , 而血液、肌肉中的菌量

则较小。在实验组 A 中, 各样本组织中 WJ-8GFP

的菌量明显小于实验组 B 中的量 , 其中最高菌

量出现在攻毒后 8 h 的鳃(1.23×104 CFU/g), 其

次是 2 h 的肾(1.95×103 CFU/g)、4 h 的肠道

(1.63×103 CFU/g), 脾、肌肉和血液的菌量最低。

在实验组 B 中, 浸泡攻毒后 8 h 在鳃出现最高菌

量(1.98×104 CFU/g), 其次是同样浸泡 8 h后的肠 

 
表 1  不同浓度 WJ-8GFP 腹腔注射引起的团头鲂死亡率 

Tab. 1  The mortality of the Megalobrama amblycephala challenged with WJ-8GFP 

组别 
group 

WJ-8GFP浓度/(CFU·mL–1) 
concentrations of WJ-8GFP 

死亡鱼尾数 1 
no. of dead fish1 

试验鱼尾数 2 
no. of challenged fish2 

死亡率/% 
mortality 

1 107 30(10/10/10) 30(10/10/10) 100 

2 106 24(9/7/8) 30(10/10/10) 80 

3 105 6(2/2/2) 30(10/10/10) 20 

4 104 0(0/0/0) 30(10/10/10) 0 

5 103 0(0/0/0) 30(10/10/10) 0 

6 无菌生理盐水 sterile saline 0(0/0/0) 30(10/10/10) 0 

注: 1. 括号内数字分别表示第 1次、第 2次和第 3次攻毒后死亡鱼尾数; 2. 括号内数字分别表示第 1次、第 2次和第 3次试验鱼尾数. 

Note: 1. Values in brackets mean dead fish numbers after the first, second and third challenges; 2. Values in brackets mean fish numbers in the 
first, second and third challenge experiments. 

 
表 2  嗜水气单胞菌 WJ-8GFP 稳定性检测结果 

Tab. 2  Stability experiments of WJ-8GFP 

传代数 
passage number 

稳定性/% 
stability 

传代数 
passage number 

稳定性/% 
stability 

传代数 
passage number 

稳定性/% 
stability 

1 100 8 100 15 55 

2 100 9 100 16 35 

3 100 10 100 17 20 

4 100 11 100 18 15 

5 100 12 100 19 12 

6 100 13 95 20 8 

7 100 14 93 21 5 
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图 2  浸泡攻毒后不同时间团头鲂各组织中的 WJ-8GFP菌量  

Fig. 2  The numbers of WJ-8GFP in Megalobrama mablycephala tissue samples after bath challenge 

 
道(4.93×103 CFU/g), 接着是 4 h 的肾(3.98×103 

CFU/g)和 2 h的脾(2.87×103 CFU/g), 肌肉和血液

的菌量最低。整个实验过程, 菌量的大小总体呈

现先上升后下降的趋势, 对各个样本组织的菌量

总数进行比对 , 实验组 B 显著大于实验组 A 

(P<0.05)。 

3  讨论 

嗜水气单胞菌对水产养殖动物危害极大, 特

别是其引起的细菌性败血症给团头鲂的养殖造成

了重大的经济损失。近年来, 随着团头鲂细菌性

疾病引发的病害日趋严重化, 病原菌感染鱼体机

制方面的研究正受到科研工作者的广泛关注。

Amaro等[17]曾利用微生物培养法研究鱼类体表病

原菌的感染情况, 即通过选择培养基对体表病原

菌进行分离, 进而定量分析。Svendsen 等[18]利用

放射性示踪技术来追踪病原菌, 进而探讨病原菌

的侵染途径。不过这两种方法都有弊端, 前者从

样品采集到细菌培养工作量都很大; 后者虽然能

有效区分鱼体组织内被感染的病原菌, 但很难分

辨活菌与死亡菌, 不利于实验数据的统计分析。

而本研究采用的嗜水气单胞菌 WJ-8GFP, 经导入

携带卡那抗性的荧光质粒后具有良好的稳定性和

荧光性, 在荧光显微镜下可以清楚地看到组织中

的病原菌, 而且可以快速有效地区分活菌与死亡

菌并统计病原菌数量。本研究结果显示, 在探讨病

原菌对鱼体的感染途径上, 应用具有绿色荧光蛋白

标记的病原菌是行之有效的方法。 

在水环境中鳃是鱼类与外界接触的重要组织

器官[19], 鳃上布满毛细血管, 大量的毛细血管增

加了鱼体鳃组织的受细菌感染的可能性, Chu 等[20]

研究表明, 鳃和受伤的表皮是病原菌进入鱼体的

主要途径。在本研究中, 实验组 A和实验组 B的

最高菌量均出现在浸泡攻毒 8 h 的鳃组织中, 而

且整个实验过程, 鳃组织中的菌量显著高于其他

组织上的菌量, 表明鳃确实是病原菌侵入鱼体的

重要器官之一, 这与 Chu 等[20]的研究结果一致。

相关研究表明, 在抵抗病原感染中肾可以有效清

除血液中的细菌[21]。研究结果显示, 实验组 A和

实验组 B肾的菌量分别在 2 h和 4 h达到最大量, 

在达到最大菌量后的 4~24 h其菌量下降明显, 这

可能与肾的细菌排除机制有关。相似的生理机制

同样发生在血液系统, 实验组 A和实验组 B的血

液中在攻毒后 2 h均可检测到嗜水气单胞菌, 且在 8 h

菌量达到最大, 而 24 h 的菌量均为最小值, 这与

Tatner等[22]的研究结论一致。 

嗜水气单胞菌是条件致病菌, 正常情况下在

水体中可以与鱼共存而不引发疾病[23], 只有在特

定的条件下, 如温度、溶氧和 pH等的变化, 才有

可能引起鱼体发病[24]。本研究主要探讨不同温度
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下嗜水气单胞菌对鱼体的侵染情况。目前国内外

关于嗜水气单胞菌致病温度的研究均有报道, 沈

锦玉等[25]通过室内培养, 发现嗜水气单胞菌生长

的最适温度为 25~30℃。熊焰等 [26]研究表明在

30~35℃时嗜水气单胞菌能够迅速繁殖 , 分泌大

量的血溶素使其毒力更强。Rahman 等[27]研究表

明在 17℃和 25℃时嗜水气单胞菌对金鱼的致死

率最大。本研究通过在不同温度下嗜水气单胞菌

感染团头鲂组织动态分布分析表明, 32℃各组织

菌量显著大于 25℃。水温在 32℃时嗜水气单胞菌

的活力更强, 更容易感染团头鲂, 嗜水气单胞菌

感染团头鲂的过程, 主要是通过鳃进入体内, 然

后主要攻击脾、肾等组织器官。 
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Infection kinetics of Aeromonas hydrophila in the blunt-snout bream,  
Megalobrama amblycephala 
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1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China;  
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Abstract: Fish disease has become an increasingly prominent problem in aquaculture development and causes 
severe economic damage to fisheries. Aeromonas hydrophila is an important fish pathogen that causes hemor-
rhaging and septicemia in many cultured fishes. The infection kinetics of A. hydrophila in blunt-snout bream 
Megalobrama amblycephala were investigated with a strain, A. hydrophila WJ-8, that was transformed with a 
plasmid encoding green fluorescent protein (pEGFPuv-Kar). The purpose of this investigation was to fully eluci-
date the pathogenesis of septicemia in blunt-snout bream and provide basic data on pathogenic factors of A. hy-
drophila. Fish were divided into three experimental groups: group A, water temperature 25℃; group B, water 
temperature 32℃; and group C (control group), water temperature 25℃. Fish were allowed to acclimatize for two 
weeks before experiment proceeded. Aeromonas hydrophila WJ-8GFP was cultured in LB medium that contained 
kamamycin (60 μg/mL) at 27℃ for 24 h, and bacteria was counted and then transferred to a fish culture tank at a 
final concentration of 105 CFU/mL. The bacteria bath challenge was maintained for 30 min for groups A and B but 
not for group C. Then, fish were transferred to tanks with clean water and the original water temperature was 
maintained. The bacterial counts from the blood, spleen, kidney, gills, intestine, and muscle were detected at 2 h, 4 
h, 8 h, 12 h, and 24 h after challenge. Bacteria were detected in both infected groups (A and B) but not in the un-
infected control group (C) at all times during the experiment. An increased number of bacteria was observed in the 
gills of fish in groups A and B (P<0.05), whereas large numbers of bacteria were also noted in the spleen, kidney, 
and intestine. There were more bacteria that attached to and proliferated on the fish gills at 32℃ than 25℃. The 
bacterial counts for group B were significantly higher than those of groups A and C (P<0.05). These results indi-
cate that the gill serves as an important infectious route of A. hydrophila in blunt-snout bream, and high water 
temperature is associated with heightened infection risk. 

Key words: Aeromonas hydrophila; bath challenge; green fluorescent protein; Megalobrama amblycephala; infec-
tion kinetics 
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