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嗜水气单胞菌（!"#$%$&’( )*+#$,)-.’，IE）是淡水鱼暴发性败血症的主要病原，该菌能够引致淡水鱼
等的败血症和人的腹泻等［&］。嗜水气单胞菌有多种致病因子，如毒素、蛋白酶、J层蛋白等［$］，还发现它
具有侵袭作用，有报道嗜水气单胞菌粪分离株能侵袭 K<?8$细胞［"］。但对于鱼源菌株的侵袭特性知之
甚少。仅有一些报道认为嗜水气单胞菌能引致细胞病变［!，9］。

细菌侵袭细胞，进入细胞内受到保护。在一些情况下可以通过细胞屏障，如肠上皮细胞、血8脑屏障
等。细菌对细胞的侵袭起始于细菌对上皮细胞的粘附，紧接着是细菌的内化（LAM,0A=N5M=(A）和繁殖，会引
起细胞的溶解和组织的损伤。病原菌的侵入除与细菌表面成分有关外，还与细胞表面受体、细胞骨架以

及信号转导等机制有关［#］。细胞内信号转导的发生是由于细胞膜上一个或多个受体接受外界的刺激而

触发的，在许多情况下包括酪氨酸蛋白激酶、酪氨酸蛋白磷酸化酶的活化、O5$ P 浓度的改变以及细胞骨
架的重排。本试验以 K<?8$细胞作为体外模型，对嗜水气单胞菌我国分离鱼源株 Q8&的侵袭机制进行探
讨。

! 材料和方法

!"! 材料
嗜水气单胞菌（!"#$%$&’( )*+#$,)-.’，IE）Q8&株为陈怀青等［;］从患细菌性败血症的病鱼中分离而得。

它对鲫鱼和小鼠有致病性，可产生 K<O毒素和胞外蛋白酶，对 K<?8$细胞（人乳头瘤上皮细胞系，由江苏
省卫生防疫站史智扬先生提供）可致细胞病变。IE Q8&株按 &R接种量接种于 ST肉汤中，";U&9%03.=A
培养过夜。试验前，培养物用 VTJ（&";..()3S 15O)，$W;..()3S XO)，!W"..()3S 15$KVY!，&W!..()3S

XK$VY!，?K;W$）洗涤 "次，离心，去上清，用不含抗生素的 &%R灭活犊牛血清（O5)Z [,0>.，OJ）\<\稀释到

所需浓度。

主要试剂：染料木黄酮（],A=[M,=A），2G0?E([M=A!;，JM5>0([?(0=A,，J(C=>. (0ME(^5A5C5M,，1=Z,C=?=A,，’,05?5.=)
KO)，细胞松弛素 +（OGM(-E5)5[=A +，O+）均为 J=_.5公司产品。
!"# 细胞培养
长成单层的 K<?8$细胞，用 %W%$9R的胰酶消化，以 &%9 个细胞3孔接种 $!孔板，";U9ROY$ 条件下

静置培养成单层，每孔约 $ ‘ &%9 个细胞。
!"$ 侵袭率测定

$!孔板长成单层的 K<?8$细胞，用 VTJ洗涤 "次，每孔加入稀释的菌液 9!S，感染比约为 & a &%，";U
9R OY$ 条件下静置培养 $E。



!"#"! 庆大霉素裂解培养法［!］：取上述接种细菌的 "#$%&细胞，倾去孔中液体，用 ’()洗涤 *次，按每孔
加入 +,-含 +..!/0,-庆大霉素的 +.1犊牛血清的 2#2（3456 789:, ,;<=6=8< #4/58 ,8<=:,，3)2#2），*>?
继续孵育 *.,=@，以杀死胞外的细菌，再用 ’()洗涤 *次。阴性对照为不加细菌的 +.1 3)2#2 "#$%&细
胞（不含抗生素）。将感染 AB C%+的 "#$%&单层细胞每孔加入 +1 D9=E;@ F%+..的 ’() G..!-，用巴氏吸管
吹打，然后每孔吸取 +..!-滴在 D)A（主要成分为胰蛋白胨 +GH./、大豆胨 GH./、磷酸氢二钾 IH*/、磷酸二
氢钾 *H>/、琼脂 +JH./、蒸馏水 +...,-，调 $">H*）琼脂平板上，涂布，*>?培养 &KB，计数。
!"#"$ 侵袭阳性的判断标准：参照 C4@<4等［I］的方法，庆大霉素裂解法计数，平板计数每孔大于 +..为
阳性。

!"#"# 侵袭率的计算：侵袭率 L裂解液中细菌数0接种细菌数 M +..1
!"% 信号转导抑制剂对 &’ ()!株侵袭力的影响
染料木黄酮等抑制剂及其浓度见表 +。除 );<=:, ;9EB;N4@4<4E8 溶于纯水外，其他化学试剂均按说明

预溶于二甲亚砜（O2)P）中，临用前，用含 +.1犊牛血清的 2#2稀释到所需浓度。侵袭测定参照 -8:@/
和 Q=@54R方法［+.］稍加改进。&K孔板中长成单层的 "#$%&细胞用 ’()洗涤 *次，加入信号转导抑制剂，
*>?作用 *.,=@，再加入细菌，*>?孵育 &B，倾上清，’()洗涤 *次，加入含 +..!/0,-的庆大霉素的 +.1
3)2#2 +...!-，*>?孵育 *.,=@，再加入含 +1 D9=E;@ F%+..的 ’() +,-，裂解细胞，取 +..!-滴在 D)A琼脂
平板上，涂布，*>?培养 &KB，计数。每一药物实验重复 *次，取其平均值。
!"* 细胞骨架对 &’ ()!株侵袭的影响
细胞松弛素 O以 .HG,/0,-溶于 O2)P中制成母液。使用时用含有 +.1犊牛血清抗生素的 2#2稀

释成所需浓度（.HG，+H.，&HG，KH.!/0,-），分别处理 "#$%&单层细胞，*>?作用 +B，再与 AB C%+株感染，以
下步骤同细菌侵袭率测定。整个过程中始终要维持一定的 3O浓度，同时设未处理的以及用 O2)P处理
的 "#$%&细胞作为对照。重复 *次，取其平均值。

图 ! &’ ()!株对 +,-)$细胞的

侵袭（!... /）

箭头所示为细菌在胞浆内 0

$ 结果

$"! &’ ()!对 +,-)$细胞的侵袭
用庆大霉素裂解培养计数法检测 AB C%+，其侵袭率超过了

.H+1，达到 .H&1左右，而阴性对照裂解液中无细菌生长，表明 AB
C%+株侵袭 "#$%&细胞。通过姬姆萨染色，显微镜观察，"#$%& 细胞
胞浆内有内化的细菌，有些细菌正穿越细胞膜进入胞内（图 +）。
$"$ 信号转导抑制剂对 &’ ()!株对 +,-)$侵袭力的影响
信号转导抑制剂染料木黄酮和 DR9$B;7E=@ K>能够抑制 AB C%+

株的侵袭，而 )E4:9;7$;9=@8 和 );<=:, ;9EB;N4@4<4E8 能够促进 AB C%+
的内化，34& S阻断剂 T=68<=$=@8和 U894$4,=5 "35对 AB C%+株的侵袭影响不大（表 +）。

表 ! 信号转导抑制剂对 &’ ()!株侵袭的影响

试剂 类别 浓度0!,;50- 侵袭率01
2#2 对照 — +..

O2)P（.HK1） 溶剂 — +.+HJ
V8@=7E8=@ 酪氨酸蛋白激酶抑制剂 +.. *K

DR9$B;7E=@K> 酪氨酸蛋白激酶抑制剂 +.. J.
)E4:9;7$;9=@8 蛋白激酶 3抑制剂 .H..G +K+H*

);<=:, ;9EB;N4@4<4E8 酪氨酸蛋白磷酸化酶抑制剂 +. +*K
T=68<=$=@8 34& S通道阻断剂 + II

U894$4,=5 "35 34& S通道阻断剂 +. +.*HJ
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!"# 细胞骨架对 $% &’(株侵袭力的影响
用细胞松弛素 !处理细胞能显著抑制 "# $%& 株对 ’()%*细胞的侵袭。只要很小浓度的细胞松弛素

（+,&!-./0）就能影响其内化。+,& 1 2,+!-./0的细胞松弛素 !的抑制率为 3&,*4 1 56,24（图 *）。而用
!789处理细胞后，侵袭试验所获得的细菌率变化不大，差异不显著。
!") 染料木黄酮浓度对 $% &’(株侵袭力的影响
随染料木黄酮的浓度的增高，"# $%&株对 ’()%*细胞的侵袭力降低，当其浓度为 &+!/:;.0时对 "# $%

&的侵袭力几乎无影响，而当其浓度为 *<+!/:;.0时，其侵袭力为对照组的 =&,54（图 =）。

图 ! *+对 $% &’(侵袭力的影响

图 # ,-./01-/.浓度对 $% &’(株侵袭力的影响

# 讨论

致病性细菌的毒力取决于侵袭力和毒素两方面，而细菌的侵袭力又由细菌的粘附和侵袭、繁殖与扩

散以及对宿主防御机能的抵抗诸因素构成。嗜水气单胞菌具有粘附上皮细胞的能力［&&］，且粪源菌株对

’()%*细胞有侵袭力［=］。鉴于嗜水气单胞菌菌株间的毒力差异较大，作为我国的鱼源代表株 $%&株的侵
袭机制如何，是否与国外分离株相似，则是本试验所要回答的问题。

本试验中通过各种信号转导抑制剂和细胞松弛素对细胞作用，研究信号转导以及细胞骨架对 $%&株
侵袭 ’()%*细胞的影响。染料木黄酮和 >?@)#:ABCD 2E是酪氨酸蛋白激酶的抑制剂，能抑制 $%&株的内化，
这与其他的鱼类病原菌的内化机制相似［&*］；而 8BFG@:A):@CDH和 8:ICG/ :@B#:JFDFIFBH都能促进细菌的内化，
表明蛋白激酶 K、酪氨酸蛋白磷酸化酶参与 $%&株的内化过程。细胞松弛素 !能抑制 $%&株的内化，使

’()%*的细胞骨架的微丝发生了重排。而 KF* L通道抑制剂作用后对细菌内化几乎无影响，可以推断在
KF* L信号转导的作用不大。这些符合 >FD等［&=］观察的嗜水气单胞菌鱼源株侵袭引起细胞形态的变化所
得的结果。

根据以上结果可以推断，嗜水气单胞菌的侵袭过程首先是细菌通过其表面的黏附素，如 8%蛋白、外
膜蛋白、菌毛、脂多糖等与细胞表面受体发生作用，接着就触发细胞的一系列信号转导级联反应，包括酪

氨酸蛋白激酶、蛋白激酶 K的活化以及细胞微丝微管的重排，从而使细菌进入细胞内，进而繁殖，产生胞
外产物，损害细胞。
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