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摘要： 【目的】斑马鱼的生活环境中微生物众多，会激活其先天免疫系统，从而影响相关试验结果，因

此需建立适合于感染与免疫研究的斑马鱼无菌培养体系。【方法】建立了基于受精卵短时消毒和温控正

压无菌隔离器的培养流程；根据无菌动物标准对斑马鱼胚胎及其生活环境进行微生物检测；并通过定量

PCR检测无菌斑马鱼先天免疫相关基因(TLRs)表达水平；利用无菌斑马鱼胚胎模型进行了单增李斯特菌

感染试验。【结果】本研究成功建立了斑马鱼培育的无菌操作系统，无菌检验结果显示其生活环境及体

内不含病原微生物，先天免疫分子TLRs表达量较低或不表达，而常规培养斑马鱼以及浸泡感染单增李斯

特菌的无菌斑马鱼中这些基因转录水平较高。无菌斑马鱼对单增李斯特菌强毒株EGDe静脉注射感染很

敏感，100 CFU感染量能导致鱼在1周内全部死亡，而其mpl或plcB基因缺失株感染后致死率显著下降(分
别为70%和40%)。巨噬细胞在亲本株EGDe浸泡感染的鱼肠道周围聚集，而mpl或plcB基因缺失株感染的

鱼中几乎观察不到这一聚集现象。【结论】通过简易培养体系获得的无菌斑马鱼胚胎可用于先天免疫和

病原感染机制等研究。
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单核细胞增生李斯特菌(简称单增李斯特菌)

是一种重要的人畜共患病原，人主要通过食用受

污染的食物而感染。单增李斯特菌经口感染人后

容易穿越肠道上皮屏障发生全身性感染，因为人

肠道上皮细胞上的E-钙黏蛋白是该菌InlA的结合

受体[1]。而斑马鱼E-钙黏蛋白在第16位氨基酸位

点与人源E-钙黏蛋白相同。近年来，斑马鱼作为

一种新型的动物模型，由于其胚胎数量多、通体

透明和遗传操作简易的特点，广泛应用于生物学

和医学领域的研究[2–3]。以斑马鱼为模型研究李斯

特菌感染的报道目前为止仅有3个。Menudier等比

较了单增李斯特菌不同菌株对成年斑马鱼和小鼠

的致病力[4]。2006年Levraud等报道斑马鱼模型对

单增李斯特菌浸泡感染并不易感[5]。最近Corbo等

简单描述了一种通过斑马鱼眼玻璃体注射感染李

斯特菌的方法，引起了中枢神经系统感染，但结
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果并不明显[6]。这些研究都是在普通饲养的斑马

鱼成鱼或幼鱼上进行。自19世纪末期起，国外科

学家相继培育出了多种无菌动物和SPF动物[7–8]。

1942年，Baker和Ferguson首次报道了无菌剑尾鱼

的研究[9]。目前国外已有学者描述了无菌斑马鱼

的构建策略[10]，但由于操作繁琐复杂，应用此无

菌斑马鱼模型的研究报道也十分有限[11–13]。国内

尚没有无菌斑马鱼培育的研究报道，无菌斑马鱼

也没有作为实验动物模型在科学研究中应用。本

研究对无菌斑马鱼胚胎的培育流程进行了简化，

并作了详细描述；对无菌斑马鱼胚胎的生活环境

进行了无菌检验；并以常规饲养的斑马鱼作为对

照，分析了其先天免疫系统标志分子TLRs的表达

水平。mpl和plcB为单增李斯特菌两个重要毒力因

子基因，分别编码金属蛋白酶M p l和磷脂酶

PlcB，在单增李斯特菌逃逸细胞吞噬小泡过程中

发挥作用[14–15]。利用无菌斑马鱼胚胎模型，初步

分析了单增李斯特菌毒力因子mpl及plcB基因缺失

株与野生株之间的毒力差异及毒力因子的功能。

研究结果可以为无菌斑马鱼胚胎在感染生物学研

究中的应用提供参考。

1    材料和方法

1.1    材料

1.1.1    实验动物及菌株：野生型AB品系斑马鱼及

巨噬细胞绿色荧光标记、中性粒细胞红色荧光标

记转基因鱼Tg (coro1a：dsred；lyz：gfp)[16]由浙江

大学发育生物学实验室提供。成年斑马鱼饲养于

过滤水循环系统，饲养标准均参照《Zebra fish

Book》[17]，鱼房光照/黑暗时间比为14/10，空调

控制室内温度为28 °C。单增李斯特菌强毒参考菌

株EGDe由本实验室保存。mpl及plcB基因缺失株

由本实验室构建并保存。

1.1.2    培养基：脑心浸液培养基(Brain heart

infusion, BHI)购自北京陆桥技术有限公司，37 g BHI

粉末，溶于1000 mL蒸馏水中，调pH至7.4，每管

5 mL分装至试管中，120 °C高压灭菌20 min。胰

蛋白胨大豆肉汤(Trypticase soy broth，TSB)培养

基购自青岛海博生物技术有限公司，30 g TSB粉

末，溶于1000 mL蒸馏水中，调pH至7.4，每管

5 mL分装至试管中，120 °C高压灭菌20 min。血

琼脂平板：蛋白胨100 g，牛肉膏30 g，NaCl 50 g，

琼脂15 g，溶于1000 mL蒸馏水中，调pH至7.4，

120 °C高压灭菌20 min，待冷却至50 °C左右时加

入100 mL脱纤维绵羊血，摇匀倒平板。

1.1.3    仪器：无菌培养隔离系统购自苏州市冯氏

实验动物设备有限公司；普通恒温培养箱购自宁

波赛福实验仪器有限公司；斑马鱼水循环系统购

自北京爱生科技发展有限公司。荧光定量PCR仪

为BIO-RAD iCycler iQ5，购自美国伯乐生物仪器

公司。

1.1.4    培养液：斑马鱼胚胎培养液(egg water)

参照《Zebrafish Book》[17]标准：137.00 mmol/L

NaCl、5.40 mmol/L KCl、0.25 mmol/L Na2HPO4、

0.44 mmol/L K2HPO4、1.30 mmol/L CaCl2、1.00

mmol/L MgSO4、4.20 mmol/L NaHCO3，每1 L培

养液加入1–2滴亚甲基蓝溶液。无菌斑马鱼胚胎培

养液：普通斑马鱼胚胎培养液(不加入亚甲基蓝溶

液)，加两性霉素B (终浓度为250 ng/mL)、卡那霉

素(终浓度为5 μg/mL)和氨苄青霉素(终浓度为100

μg/mL)，0.22 μm滤膜过滤除菌，4 °C保存。

1.2    无菌培养流程

无菌斑马鱼胚胎培养流程如图1所示。取成年

斑马鱼1–2对放入交配缸，加入0.22 μm滤膜过滤

后的循环系统新鲜水，用透明隔板隔离公鱼与母

鱼。次日换新交配缸及新鲜过滤水，抽掉隔板，

进行自然产卵。受精后立即用一次性灭菌吸管将

受精卵转移至无菌培养皿中，用无菌培养液清洗

鱼卵3次，最后加入适量无菌培养液，放入无菌培

养隔离器，每12 h换1次无菌培养液。受精后8 h，
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去除未受精鱼卵，将受精的鱼卵放入0.1%乙烯毗

咯烷酮碘消毒液(PVP-I)中浸泡1 min，用无菌培养

液清洗鱼卵3次，将鱼卵放入0.5%次氯酸钙消毒液

(现配现用，60%有效氯含量的次氯酸钙)中浸泡

10 min，用无菌培养液清洗鱼卵3次，每次3 min。

孵化过程中(受精后1–2 d)，及时移除卵壳，更换

无菌培养液。

1.3    无菌培养系统

无菌培养系统包括隔离器、传递窗、恒温加热

装置、照明灯、紫外杀菌灯和空气过滤装置(图2)。

进行无菌培养前，隔离器内部使用紫外灯光杀菌

及2%过氧乙酸喷雾消毒，隔离器手套安装好后将

手套外翻开启风机检查是否漏气。经传递窗传送

的物品先经高压灭菌或过滤除菌，再用2%过氧乙

酸喷雾消毒。消毒后通风24 h，隔离器内过氧乙

酸全部排出后待用。经0.1% PVP-I及次氯酸钙溶

液消毒后的鱼卵放入隔离器后，28 °C恒温培养，

保持光照14 h、黑暗10 h的光照周期。

1.4    无菌检验

用灭菌生理盐水蘸湿的棉拭子采集普通培养

箱，无菌隔离器出风口、传递窗和操作台等样

本，另用一次性灭菌吸管采集斑马鱼体及胚胎培

养液样本，根据国标GB/T 14926.41-2001《无菌

动物生活环境及粪便标本的检测方法》，将无菌

胚胎、无菌培养液和棉拭子样本分别接种于BHI

和TSB液体培养基，37 °C恒温培养14 d，取少量

培养液进行涂片及革兰氏染色，观察微生物生长

情况；并在7 d及14 d时取少量培养液涂血平板，

37 °C培养48 h，观察菌落形成情况。

1.5    mpl及plcB基因缺失株构建

以EGDe为模板分别扩增mpl及plcB基因上下

图 1.  无菌斑马鱼胚胎培养流程

Figure 1.   Procedure for generation of germ-free zebrafish embryos.

图 2.  无菌斑马鱼胚胎培养系统装置示意图

Figure 2.   Schematic diagram of the isolator equipped
for germ-free zebrafish embryos. 1: Delivery window;
2: Disinfectant spray hole; 3: Aseptic isolator; 4: Air
inlet; 5: Air outlet; 6: Digital temperature measuring &
controling apparatus; 7: UV Sterilizer; 8: Light; 9:
Gloves; 10: Operation area; 11: Petri dishes; 12: sterile
egg water; 13: Disposal bottle; 14: Disposable sterile
pipette.
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游同源臂，并用SOE-PCR法获得上下游同源臂融

合片段，所使用引物见表1。将融合片段连接至温

敏型穿梭质粒pksv7[18]上，并将重组质粒电转化导

入亲本株EGDe感受态，利用同源重组方法[19]构建

mpl及plcB基因缺失株，分别命名为△mpl和△plcB，

由本实验室保存。

1.6    斑马鱼感染试验

浸泡感染：用一次性吸管吸取5 dpf (days post

fertilization)斑马鱼，每组各10条，放入96孔板，

每孔1条，吸去多余培养液，分别用含108 CFU/mL

细菌的胚胎培养液及无菌胚胎培养液进行培养，

24 h后弃去培养液，用新鲜无菌胚胎培养液冲洗

数次后进行免疫基因检测或共聚焦显微镜观察。

静脉注射感染：取26 hpf (hours post fertilization)

尚未孵化的鱼卵，用1 mL注射器针头小心剥去卵

壳，取出胚胎，经0.02%三卡因(MS-222)麻醉后，

在泄殖腔附近未成形血管处显微注射李斯特菌突

变株△mpl和△plcB及其亲本菌株EGDe (10 8

CFU/mL菌液)，控制显微注射液滴大小使注射体

积为1 nL (即每个鱼胚100 CFU)，注射成功后酚红

指示剂会延回心血流充满血管，感染后每12 h

观察1次，记录存活鱼数量，绘制Kaplan-meier存

活率曲线。

1.7    qPCR试验

2¡¢¢Ct

分别取无菌培养斑马鱼胚胎、常规培养的斑

马鱼胚胎及单增李斯特菌浸泡感染的无菌斑马鱼

胚胎各10条，研磨后抽取总RNA。RNA样品经

DNA酶处理去除基因组DNA后，体外反转录为

cDNA，荧光定量检测 Toll 样受体分子TLR1、TLR2、

TLR3、TLR4b及TLR5b的转录水平，以此来监测

无菌斑马鱼胚胎先天免疫系统激活情况。荧光定

量引物用Vector NTI软件设计，由深圳华大基因

科技有限公司合成，序列如表2所示。荧光定量体

系为SYBR Green I 10 μL，上下游引物(10 μmol/L)

各0.5 μL，cDNA模板2 μL，灭菌蒸馏水7 μL，总

体积为20 μL。荧光定量程序为95 °C 1 min，95 °C

5 s，55 °C 10 s，72 °C 15 s，同时在延伸时收集荧

光信号，共进行40个循环。选择 β-actin为内参基

因，用 法对样本中的目的基因表达差异进

行相对定量分析。

表1.  缺失株构建使用引物序列
*

Table 1.  Primer sequences for deletion strain construnction

Primers Sequence (5′→3′) Length/bp

mpl-1 GCGTCGACTTACGCTAAAGAATGCACTGGTTTA
459

mpl-2 TTAAGCCACCTACAACTAATCTGAC

mpl-3 GTCAGATTAGTTGTAGGTGGCTTAATAATTCTC CAAGTGATATTCTTAAA
470

mpl-4 CGGGGTACCTTCTTTCAACATTGCTATTAGGTCT

plcB-1 GCGTCGACCCTGTAAAGACCGCACCAAAGCTAG
382

plcB-2 CCTAAAGAGAACACGCCAATAGCT

plcB-3 AGCTATTGGCGTGTTCTCTTTAGGATATTTAGGA ATACATTCTTATCCA
507

plcB-4 CGGGGTACCATTCAAGACTACCTAACAAACCGCA

*: the underline shows restriction enzyme sites in primer sequences.
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2    结果和分析

2.1    无菌检验

无菌斑马鱼(Germ-free, GF)和普通斑马鱼

(Conventionally raised, CR)生活环境及鱼体无菌情

况测定结果见表3。根据国标GB/T 14926.41-2001

《无菌动物生活环境及粪便标本的检测方法》，所

取的无菌斑马鱼胚胎及其生活环境棉拭子的样

本，在BHI、TSB液体培养基及血平板中进行培

养，结果均为阴性；普通培养的斑马鱼胚胎及其

生活环境的样本，在上述相应的培养基中均有细

菌或真菌生长。

2.2    先天免疫相关基因检测

2¡¢¢Ct选择β-actin为内参基因，用 法对无菌

斑马鱼胚和常规培养的斑马鱼胚样本的先天免疫

相关基因进行表达差异的相对定量分析，经3次独

立试验重复。在无菌斑马鱼胚胎 (GF)样本中，

TLR分子表达量均很低，Ct值接近40，接近检测

下限；在常规培养的斑马鱼胚胎(CR)样本中，

TLR分子表达水平均较高，以TLR2分子的激活最

为显著(图3)，说明先天免疫系统已被微生物的模

式识别分子激活；在将单增李斯特菌强毒株

EGDe作为特定病原浸泡感染无菌斑马鱼胚胎，

TLR1、TLR2、TLR4均有显著上调。

2.3    无菌斑马鱼胚胎模型的应用

分别用单增李斯特菌标准株EGDe，缺失株

Δmpl和ΔplcB经静脉显微注射感染26 hpf的无菌斑

表2.  荧光定量引物序列

Table 2.  Primer sequences for real time quantitative PCR

Primers Sequence (5′→3′) Length/bp

TLR1-F AATCAAGGCAGGTGTTTCTGGCCT 126

TLR1-R TCGGTTGTGCCGAAGGTTTAGGA

TLR2-F GGTGAAGGAAGGTGGCACTAAGAGC 134

TLR2-R CAACAAATTGTATATCTTCAAGTCCAATAAAAGAC

TLR3-F TGAAGAACTTGCTGACACAGCCTTG 154

TLR3-R GGCACCATCTACAATCTTTGAAATTCTG

TLR4b-F GAGGATTTGAAGGACTTGATTCGCTTG 180

TLR4b-R GAACATTAAGACTGCTGAGTCCAAGAAAGC

TLR5b-F TCTTGACAAACTTGAGGTGCTCGATT 146

TLR5b-R TTGGTAAGGCAGCAAATGTATGGACTG

β-actin-F GTGCCCATCTATGAGGGTTACGCT 147

β-actin-R GTCACGGACAATTTCTCTTTCGGC

表3.  无菌斑马鱼胚胎的微生物检验

Table 3.  Sterility testing of germ-free zebrafish
embryos

Samples
BHI TSB Blood

agar

GF CR GF CR GF CR

Constant temperature
incubator – + – + – +

Air inlet – / – / – /

Delivery window – / – / – /

Operation area – / – / – /

Embryos – + – + – +

Egg water – + – + – +

+: positive; –: negative; /: not detected.
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马鱼胚胎，在注射后10 d内观察斑马鱼存活情况。

图4结果显示，野生株感染后，斑马鱼胚胎在1周

内全部死亡，Δmpl有30%的鱼能够存活，ΔplcB有

60%的鱼能够存活，缺失株的毒力相对于野生株

均有不同程度的下降。

分别用单增李斯特菌标准株EGDe，缺失株

Δmpl和ΔplcB浸泡感染5 dpf的无菌斑马鱼胚胎，

共聚焦显微镜观察转基因鱼Tg (coro1a: dsred; lyz:

gfp)中巨噬细胞及中性粒细胞的分布情况。图5结

果显示，野生株感染后，斑马鱼胚胎巨噬细胞及

中性粒细胞迅速迁移至肠道附近，高倍镜下可见

巨噬细胞内有被吞噬的细菌(图5红色方框处)。

△mpl及△plcB均能引起中性粒细胞在肠道周围聚

集但巨噬细胞较少。对照组鱼中，巨噬细胞几乎

不聚集，中性粒细胞分布也较为分散。

3    讨论

斑马鱼作为重要的模式脊椎动物之一，具有

繁殖能力强、体外受精和发育、性成熟周期短、

胚胎透明和易于遗传操作等诸多优点。斑马鱼具

图 3.  无菌斑马鱼胚、常规斑马鱼胚及浸泡感染单增李

斯特菌的无菌斑马鱼胚tlr1-tlr5分子表达水平比较

Figure 3.   Compariosn of transcriptional level of tlr1-
tlr5 of germ-free, conventionally raised, and Listeria
monocytogene infected germ-free zebrafish embryos. *:
P<0.05; **: P<0.01.

图 4.   无菌斑马鱼胚胎静脉注射感染单增李斯特菌

EGDe，△mpl和△plcB后的生存率曲线

Figure 4.   Kaplan-meier curve of germ-free zebrafish
embryos after Listeria monocytogenes EGDe, △mpl
and △plcB intravenous infection.

图 5.  共聚焦观察浸泡感染单增李斯特菌EGDe、△mpl和△plcB后的无菌斑马鱼胚胎中巨噬细胞及中性粒细胞分布

情况

Figure 5.   Confocal imaging of macrophages and neutrophils in germ-free zebrafish embryos after Listeria
monocytogenes EGDe, △mpl and △plcB immersion infection.
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有与哺乳动物相似类型的免疫细胞[20–21]，且先天

免疫系统在胚胎时期独立于后天免疫而存在[22–23]。

以斑马鱼为模式动物建立病原微生物感染模型，

对于病原的致病机制、宿主的先天免疫功能和病

原与宿主之间互作关系的研究具有重要意义。然

而普通斑马鱼饲养环境及其肠道内的微生物可能

会影响特定病原感染的研究，由于固有菌群和生

活环境中的微生物存在，普通饲养的斑马鱼与无

菌培养的斑马鱼在抵御病原感染中的免疫应答模

式有显著区别[24]，因此无菌斑马鱼胚胎模型更适

用于感染生物学中对宿主免疫应答的研究。

自20世纪80年代起，国内外利用无菌动物进

行的研究工作已渗入到生物学和医学多个领域，

无菌动物的培育技术及其无菌生活环境的检测方

法也逐步完善。各国对无菌检验方法都有详尽的

描述，但目前尚无统一的标准。本研究采用国标

GB/T 14926.41-2001《无菌动物生活环境及粪便

标本的检测方法》，对无菌斑马鱼胚胎模型及其

生活环境进行检测。该方法仅检测无菌动物体及

其环境有无细菌或真菌污染，由于检测技术繁

杂、污染频率较低，对于病毒和寄生虫的未予检

测。因此，单凭该方法检测的结果来判别标本是

否无菌并不能确保无菌动物的无菌质量，只能定

义为“相对无菌”[25]。本研究在国标无菌检验基础

上又检测了先天免疫基因Toll样受体分子的转录

水平。表达在巨噬细胞、树突状细胞和上皮细胞

表面的Toll样受体分子可识别多种类型的病原体

相关分子模式 ( P A M P s )或损伤相关分子模式

(DAMPs)，其介导的信号转导可导致先天免疫细

胞活化，表达和分泌多种促炎症细胞因子和可诱

导共刺激分子(co-stimulatory molecule)表达，并启

动特异性免疫应答产生[26–27]。为使无菌斑马鱼胚

胎模型可被应用于先天免疫系统功能研究，本研

究选择了TLR1、TLR2、TLR3、TLR4b和TLR5b

这5个先天免疫中具有代表性的Toll样受体分子，

对无菌斑马鱼胚胎先天免疫系统是否被激活进行

了检测。在哺乳动物中，TLR1识别细菌中的脂蛋

白和三酰脂质肽[28–29]，TLR2主要识别脂蛋白，脂

多肽，脂壁酸(LTA)，阿拉伯甘聚糖(LAM)及酵母

多糖[30]，TLR3可识别病毒复制的中间产物ds-RNA[31]，

TLR4主要识别革兰氏阴性菌脂多糖(LPS)[32]，还

可识别宿主坏死细胞释放的热休克蛋白 (heat-

shockproteins，HSP)[33]，但斑马鱼的TLR4功能可

能有别于哺乳动物，不能识别LPS[34]。TLR5可识

别细菌鞭毛蛋白[35]。

本研究结果中，无菌斑马鱼胚胎样本及其生

存环境样本中根据国标均未检出微生物，且无菌

斑马鱼胚胎TLR分子表达水平均显著低于常规饲

养的鱼胚，甚至不表达，可认为我们所建立的斑

马鱼胚胎生长环境中不存在细菌、真菌和病毒等

可能会引起先天免疫系统激活的微生物，“相对无

菌”的斑马鱼胚胎培育是成功的。本研究利用简易

无菌培养系统获得的斑马鱼胚胎作为实验动物模

型，代替了对单增李斯特菌不易感的小鼠模型[1]，

探索了单增李斯特菌标准株EGDe，缺失株△mpl

和△plcB在斑马鱼上的毒力，并利用免疫细胞荧

光标记的转基因斑马鱼[16]初步研究了mpl及plcB这

2个毒力因子的功能，认为其在细菌感染中可能参

与招募巨噬细胞的过程，具体机制尚待进一步

研究。

综上，本研究报道的无菌斑马鱼胚胎培育系

统，利用其后天免疫尚未发育的特殊发育时期[22–23]，

及胚胎可吸收卵黄获取营养、无需饲喂灭菌饲料

的特点，可通过简易操作获得无菌胚胎，用于接

种特定病原，对病原致病机制及宿主的先天免疫

系统功能进行深入探索。
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A simplified system for generation of germ-free zebrafish embryos
and its application in Listeria monocytogenes infection

Ying Shan, Yikai Zhang, Changyong Cheng, Chun Fang, Jinrong Peng, Weihuan Fang *

Institute of Preventive Veterinary Medicine, College of Animal Science, Zhejiang University, Hangzhou 310058, Zhejiang
Province, China

Abstract: [Objective] Under conventional cultivation conditions zebrafish harbors numerous microbes from the
environment, leading to activation of its innate immune systems and interfering the results of relevant studies. We
aimed to establish a germ-free zebrafish embryo model suitable for studies of host immune responses to infections.
[Methods] A germ-free cultivation process including simple disinfection of the fertilized eggs and growth in a
positive-pressured thermostatic isolator. Sterility testing of germ-free zebrafish embryos and water samples was done
according to the national standards. The transcriptional level of TLRs, the mark genes indicating activation of the
innate immune system, was detected by qPCR. Listeria monocytogenes was used as an infection model. [Results] The
cultivation system and disinfection process could ensure germ-free status as shown by absence of microbes in
zebrafish embryos and egg water. TLRs were barely detectable in zebrafish raised in the germ-free system, but highly
induced in conventionally raised zebrafish or in germ-free zebrafish immersion-infected with pathogenic Listeria
monocytogenes. The germ-free fish was sensitive to infection by L. monocytogene EGDe at a 100-CFU dose with
100% mortality in one week, while its isogenic mutants Δmpl and ΔplcB exhibited reduced death (70% and 40%,
respectively). Macrophages were recruited around the intestine in EGDe immersion infected fish, but not in Δmpl and
ΔplcB infected fish. [Conclusion] Zebrafish embryos produced by this simple process were free of microbes and
could be used to study the innate immune responses and the pathogenesis of microbial pathogens.
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