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GFP 标记的迟缓爱德华菌感染诸氏鲻虾虎鱼后组织分布研究 

余露军, 李建军, 魏远征, 蔡  磊, 苗宗余, 黄  韧 

(广东省实验动物监测所 广东省实验动物重点实验室, 广东 广州 510663) 

摘要: 为探讨迟缓爱德华菌(Edwarsiella tarda)入侵途径, 建立感染模型, 作者通过电转化法构建 GFP

标记的迟缓爱德华菌 EtMc1512(质粒 PMDpp-EGFP), 实验设立浸泡组、腹腔注射组和肌肉注射组, 感

染后采集各组实验诸氏鲻虾虎鱼(Mugilogobius chulae)血液、鳃、肝脏、肠、肌肉, 培养法统计分析各

组织中的荧光细菌数; 浸泡组取样时间为 0、2、4、6、8、12、24 h, 腹腔注射组和肌肉注射组取样时

间为 6、12、24、48、72、96 h。结果显示, 构建的 EtMc1512-GFP 具有较强荧光, GFP 标记前后菌株

毒力基因(citC、mukF、esrB、katB、fimA、gadB)检测结果均为阳性。浸泡感染后实验鱼各组织内的荧

光菌随时间表现为先升后降的趋势 , 最高菌量出现在肠道 (2.51×106CFU/g), 其次为鳃 (4.19× 

104CFU/g)、血液 (1.65×104CFU/g), 肠道荧光菌显著高于其他组织 (P<0.05); 腹腔注射感染后肝脏

(4.55×106CFU/g)和血液(4.65×106CFU/g)菌量最高; 肌肉注射感染后肌肉在 48h 首先检出荧光菌, 血液

(2.93×104 CFU/g)菌量最高。结果表明, 肠道、肝脏和肌肉分别是迟缓爱德华菌浸泡感染、腹腔注射感

染和肌肉注射感染诸氏鲻虾虎鱼的主要组织器官, 在自然条件下迟缓爱德华菌经口感染诸氏鲻虾虎鱼

风险较高。  
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迟缓爱德华菌(Edwarsiella tarda)是水产养殖中

重要的病原菌之一 , 在世界范围内广泛分布 , 能感

染多种海、淡水鱼类, 给养殖业造成严重危害[1]。同

时 , 迟缓爱德华菌具有广泛宿主范围 , 可以感染包

括人类在内的多种高等动物, 是一种人兽共患病病

原[2-3]。迟缓爱德华菌属于条件致病菌, 其致病作用

受多种因子协调作用[3-5], 且其胞内寄生的特点使其

可逃避宿主免疫防御屏障, 为该病的治疗带来了困

难, 因此其致病机理一直受到广泛关注。 

诸氏鲻虾虎鱼(Mugilogobius chulae) 属于鲈形

目(Perciformes)、虾虎鱼亚目(Gobioidei)、虾虎鱼科

(Gobiidae)、鲻虾虎鱼属(Mugilogobius), 为暖水性小

型海洋鱼类, 具有胚胎及早期仔鱼透明、体形小、繁

殖量大等特点 , 作为一种潜在的海洋模式鱼类 , 具

有良好的应用前景。迟缓爱德华菌是诸氏鲻虾虎鱼

养殖过程中最为严重的病原之一, 可引起诸氏鲻虾

虎鱼全身充血、肝脏部位溃烂穿孔等症状, 造成大量

死亡。本研究通过浸泡、腹腔注射、肌肉注射 3 种

不同方式进行感染试验, 探讨不同途径下迟缓爱德

华菌感染诸氏鲻虾虎鱼的组织动态分布, 为迟缓爱

德华菌入侵机制和诸氏鲻虾虎鱼感染模型研究提供

基础数据。 

1  材料与方法 

1.1  实验鱼 

实验鱼为本实验室培育的诸氏鲻虾虎鱼封闭群, 

体长 2.5~3.0 cm, 养殖水温 26℃, 海水盐度 15‰, 每

天早晚各投喂卤虫(Artemia)1 次, 每天更换 1/3 体积

的养殖水。 

1.2  EtMc1512-GFP 构建 

迟缓爱德华菌为本实验室从诸氏鲻虾虎鱼分离

               

收稿日期: 2018-03-15; 修回日期: 2018-04-10 

基金项目: 国家科技支撑计划项目(2015BAI09B05); 广东省科技计划

项目(2017B030314171, 2017A070702001) 

[Foundation: National Key Technology Support Program, No.2015BAI09B05; 

Science and Technology Program of Guangdong Province, No.2017B030314171, 

2017A070702001] 

作者简介 : 余露军(1982-), 男 , 湖南岳阳人 , 工程师 , 硕士 , 主要从

事 水 生 实 验 动 物 微 生 物 学 研 究 , 电 话 020-84106815, E-mail: 

ljyu1212@163.com; 黄韧, 通信作者, E-mail: labking@sohu.com 



 

58 海洋科学  / 2018 年  / 第 42 卷  / 第 6 期 

的菌株 EtMc1512。PMDpp-EGFP 质粒由中国水产科

学研究院珠江水产研究所李凯彬研究员赠送, 通过

电转化法将质粒转入菌株 EtMc1512[6], 荧光显微镜

下筛选阳性克隆。 

1.3  EtMc1512-GFP 质粒稳定性检测 

将 EtMc1512-GFP 接种于脑心浸液(BHI)液体培

养基(含氨苄青霉素 50 μg/mL), 30℃、150 r/min 振荡培

养 24 h, 再将菌液按 1︰1000(体积比)接种于不含氨苄

青霉素的 BHI 液体培养基, 每 24 h 转接 1 次, 转接的同

时将菌液按一定比例稀释后涂布于含氨苄青霉素的

BHI 平板, 30℃培养 48 h, 荧光显微镜下观察菌落并计

数。质粒稳定性=绿色荧光菌落数/总菌落数×100%。 

1.4  EtMc1512-GFP 毒力检测 

EtMc1512 菌株接种于 BHI 液体培养基, EtMc1512- 

GFP 菌株接种于 BHI 液体培养基(含 50 μg/mL 氨苄

青霉素), 在 30℃、150 r/min 条件下振荡培养 24 h, 

无菌生理盐水洗涤后重悬, 采用麦氏比浊法稀释到

1.5×105、3×104、6×103、 1.2×103、2.4×102 CFU/mL 

5 个浓度梯度 , 腹腔注射诸氏鲻虾虎鱼 , 每尾注射

0.02 mL, 对照组注射生理盐水, 每个浓度组注射 10

尾。试验期间不投喂, 连续观察 10 d, 统计各浓度组

死亡数, spss17.0 计算 LD50。参照江云等[7]的方法对

迟缓爱德华菌 6 个毒力基因(citC、mukF、esrB、katB、

fimA、gadB)进行检测。 

1.5  不同感染方式下迟缓爱德华菌在诸氏

鲻虾虎鱼组织内的分布 

1.5.1  浸泡感染 

在水温 28℃、盐度 15 条件下, 用 EtMc1512-  

GFP(终浓度 1.0×107 CFU/mL)浸泡感染诸氏鲻虾虎

鱼(共 30 尾), 浸泡 1 h 后洁净水冲洗 3 次, 转入洁净

水中养殖。根据预实验结果, 24h 后各组织菌量均已

下降至最小值, 故浸泡感染后分别于 0、2、4、6、8、

12、24 h 取实验鱼血液、鳃、肝脏、肠道、肌肉。

血液从心脏部位采血, 鳃经无菌生理盐水冲洗 3 次

除杂菌, 肝脏和肠道分别取全部肝脏和全肠 , 肌肉

取自背部两侧肌肉。每个时间点随机取 3 尾实验鱼

的组织样品混合、称质量, 按每 0.01g 添加 100 μL

无菌生理盐水匀浆 , 梯度稀释后涂布于 BHI 平板

(含 50 μg/mL 氨苄青霉素), 每个样品设 3 个平行。

28℃恒温培养 36 h 后, 在荧光显微镜下观察计数绿

色菌落数量。采用 SPSS17.0 进行方差分析(ANOVA), 

P<0.05 表示差异显著, 试验结果以平均值±标准差

表示。 

1.5.2  腹腔注射和肌肉注射感染 

新鲜培养的 EtMc1512-GFP 用生理盐水稀释至

2.1×103 CFU/mL, 分别腹腔注射和背部肌肉注射感

染诸氏鲻虾虎鱼(0.02 mL/尾, 各 30 尾), 感染后置于

28℃、盐度 15 的洁净水中养殖。根据预实验结果, 分

别于感染后 6、12、24、48、72、96 h 取实验鱼血液、

鳃、肝脏、肠、肌肉。取样、细菌培养、菌落观察

计数以及数据分析方法同浸泡感染。 

2  结果 

2.1  EtMc1512-GFP 菌株观察 

通过电转化法将 GFP 质粒转入 EtMc1512 菌株, 

成功构建 EtMc1512-GFP菌株, 在荧光显微镜下其单

菌落和菌体呈较强的绿色荧光(图 1)。 

 

图 1  荧光显微镜下 EtMc1512-GFP 细菌形态观察 

Fig. 1  Morphology of EtMc1512-GFP with fluorescent microscope 

A. EtMc1512-GFP 菌落形态(40×); B. EtMc1512-GFP 细菌形态(400×) 

A. Colonial morphology of EtMc1512-GFP(40×); B. Mycelial mophology of EtMc1512-GFP(400×) 
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2.2  EtMc1512-GFP 菌株稳定性 

EtMc1512-GFP 菌株在 BHI 液体培养基中传代

培养, 至第 16 代 GFP 质粒稳定性仍为 100%, 到第

20 代 GFP 质粒稳定性降为 82%(表 1)。 

 
表 1  EtMc1512-GFP 菌株质粒稳定性检测结果 
Tab. 1  Stability experiments of EtMc1512-GFP 

传代数 稳定性/% 传代数 稳定性/% 传代数 稳定性/%

1 100 8 100 15 100 

2 100 9 100 16 100 

3 100 10 100 17 94 

4 100 11 100 18 90 

5 100 12 100 19 84 

6 100 13 100 20 82 

7 100 14 100   

 

2.3  EtMc1512-GFP 菌株对诸氏鲻虾虎鱼的

毒力检测 

腹腔注射感染条件下, EtMc1512-GFP 菌株对诸

氏鲻虾虎鱼的半数致死量 LD50 为 21 CFU/尾 , 

EtMc1512 野生株对诸氏鲻虾虎鱼的半数致死量

LD50 为 19 CFU/尾, 两者毒力无明显差别; 毒力基因

检测结果显示, EtMc1512-GFP 菌株和 EtMc1512 野

生株 6 个毒力基因检测结果均为阳性(表 2)。 

2.4  EtMc1512-GFP 感染诸氏鲻虾虎鱼的

组织分布 

诸氏鲻虾虎鱼浸泡感染 EtMc1512-GFP 后不同

组织细菌计数结果见图 2, 各组织菌量随时间表现为

先升后降的趋势。肠道最高菌量出现在第 6 小时

(2.51×106CFU/g), 鳃组织最高菌量出现在第 4 小时

(4.19×104CFU/g), 血液最高菌量出现在第 12 小时

(1.65×104CFU/g), 肝和肌肉菌量极低 , 肠道菌量显

著高于其他组织(P<0.05)。不同组织最高菌量排序为: 

肠道>鳃>血液>肝>肌肉。 

诸氏鲻虾虎鱼腹腔注射感染 EtMc1512-GFP 72 h

后 , 鱼体腹部可见明显红肿症状 , 严重者肝脏部位

溃烂穿孔。不同组织细菌计数结果见图 3, 各组织最

高菌量均出现在第 96 小时, 不同组织最高菌量排序

为 : 血液 (4.65×106CFU/g)>肝 (4.55×106CFU/g)>肌

肉 (3.44×106CFU/g)>肠道 (1.70×106CFU/g)>鳃 (0.66× 

106CFU/g)。腹腔注射感染后血液和肝最先检出目标细

菌(12 h), 其次为鳃(48 h), 最后为肠道和肌肉(72 h), 

血液菌量远高于同时间点其他组织菌量(P<0.05)。 

 
表 2  EtMc1512-GFP 菌株和 EtMc1512 野生株毒力检测 
Tab. 2  Characteristics of the EtMc1512-GFP strain and the EtMc1512 native strain 

毒力基因 
菌株 

半致死浓度/ 

(CFU/尾) citC mukF esrB katB fimA gadB 

EtMc1512 1.9×101 + + + + + + 

EtMc1512-GFP 2.1×101 + + + + + + 
 

诸氏鲻虾虎鱼肌肉注射感染 EtMc1512-GFP 72 h

后, 鱼体注射部位可见红肿溃烂症状。不同组织细菌计

数结果见图4, 最高菌量为72 h的血液(2.93×104 CFU/g), 

其次为 72 h 的鳃(0.5×104CFU/g)、48 h 的肌肉(2.1× 

103 CFU/g)、72 h 的肝(1.1×103 CFU/g), 肠道未检出

目标细菌。不同组织最高菌量排序为: 血液>鳃>肌

肉>肝>肠道 , 各组织检出目标细菌的时间顺序为 : 

肌肉(48 h)>血液=鳃=肝(72 h)。 

3  讨论 

GFP 荧光标记技术是研究病原入侵途径的理想

方法, 与传统微生物分离[8]、同位素标记[9]、扫描电

镜[10]及荧光定量 PCR[11]等方法相比, 该方法能有效

排除其他细菌和死亡细菌的干扰, 只需简单的技术

操作即可直观观察和辨别细菌在宿主体内的感染和 

 

图 2  浸泡感染后不同时间诸氏鲻虾虎鱼各组织中的

EtMc1512-GFP 菌量 

Fig. 2  The number of EtMc1512-GFP in M. chulae tissue 
samples after immersion challenge 
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图 3  腹腔注射感染后不同时间诸氏鲻虾虎鱼各组织中的

EtMc1512-GFP 菌量 

Fig. 3  The number of EtMc1512-GFP in M. chulae tissue 
samples after intraperitoneal challenge 

 

图 4  肌肉注射感染后不同时间诸氏鲻虾虎鱼各组织中的

EtMc1512-GFP 菌量 

Fig. 4  The number of EtMc1512-GFP in M. chulae tissue 
samples after intramuscular challenge 

 
转移过程。近年, 已有较多鱼类病原成功应用该方法

开展相关研究[12-13]。本研究 GFP 荧光标记的迟缓爱

德华菌荧光信号强 , 且具有氨苄青霉素抗性 , 通过

简单的培养操作即可监测病原在诸氏鲻虾虎鱼体内

各组织的分布, 进一步证明利用荧光标记的病原菌

是研究其感染动力学行之有效的方法。值得注意的

是, GFP 荧光标记的菌株质粒稳定性是其应用的重

要基础。Wang 等[14]荧光标记的迟缓爱德华菌 SM 菌

株(pFPV25.1 质粒)传代 7 次质粒稳定性为 100%, 而

杜以帅等 [15]构建的杀鲑气单胞菌绿色荧光蛋白 C4

菌株(pGFPuv 质粒)传代至第 7 代质粒稳定性开始下

降(95%), 李静等[16]构建的嗜水气单胞菌绿色荧光蛋

白 AhJ-1 强毒株(pWSK129 质粒)传代至第 10 代质粒

稳定性急剧下降, 弱毒株 Ah4332 株传代至 70 代质

粒依然稳定, 表明菌种或菌株、质粒、转化方式均可

能对质粒稳定性产生影响。本研究通过电转化构建

的 EtMc1512-GFP 菌株, 连续传代至 16 代质粒稳定

性仍可达 100%, 且其毒性与野生株基本保持一致, 

能很好地应用于急、慢性感染动力学研究。 

鱼类的鳃和皮肤直接接触水环境 , 易受到病原

的侵袭, 大量研究证实鱼类鳃和受损伤的皮肤是细

菌入侵的主要部位[17-18]。Rekecki 等[19]研究表明, 在

浸泡感染条件下鳗弧菌首先在欧洲鲈鱼肠道中黏附, 

透射电镜显示肠道为主要感染部位; Otoole 等[20]利

用鳗弧菌浸泡感染斑马鱼, 发现肠道和体表是其主

要感染部位; Ling 等[21]、Farto 等[22]研究结果也显示, 

鳃、体表皮肤和肠道是病原菌感染鱼类的主要部位。

而在本实验中, 迟缓爱德华菌浸泡感染诸氏鲻虾虎

鱼后, 肠道菌量显著高于鳃组织菌量(100 倍)。与淡

水鱼类相比 , 诸氏鲻虾虎鱼肠道含菌量较高 , 这可

能与海水鱼需要“饮水”来维持渗透压平衡 [23], 从而

经口吞入大量水环境中的细菌有关。本研究结果表

明, 经口感染是迟缓爱德华菌入侵诸氏鲻虾虎鱼的

重要途径, 诸氏鲻虾虎鱼肠道可作为迟缓爱德华菌

浸泡感染模型重要评价部位。在诸氏鲻虾虎鱼养殖

过程中 , 水环境中的病原菌经口感染风险较高 , 需

要严格加以控制。 

在感染模型研究中, 注射部位、注射剂量都是决

定宿主细菌感染的重要因素 [24], 因此病原与宿主间

的相互作用机制、宿主适应性免疫反应等研究常采

用肌肉和腹腔注射感染方式。在本试验中, 肌肉注射

和腹腔注射感染后血液中的含菌量较高, 与鳟鱼腹

腔注射感染布鲁氏耶尔森氏菌 YRNC10-gfp 结果一

致 [25]; 且感染后可引起诸氏鲻虾虎鱼全身红肿、出

血症状, 与迟缓爱德华菌出血性败血症特征相符[26]。

诸氏鲻虾虎鱼腹腔注射感染后, 肝脏和血液最先检

出病原 , 且菌量最高 , 表明肝脏是诸氏鲻虾虎鱼腹

腔感染模型重要评价部位, 而血液可能是迟缓爱德

华菌在诸氏鲻虾虎鱼体内传播的重要媒介。 
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Abstract: Edwardsiella tarda is an important fish pathogen that causes septicemia in many marine and freshwater 

fish. In order to study the invasion pathway of E. tarda in Mugilogobius chulae and provide basic data on patho-

genesis of E. tarda. The infection kinetics of E.tarda were investigated in vivo in M. chulae using a virulent strain, 

E.tarda EtMc1512, that was transformed with a plasmid encoding green fluorescent protein (PMDpp-EGFP) by 

electroporation. Fish were divided into three groups: bacteria bath-challenged fish, bacteria intraperitoneally-cha-

llenged fish, bacteria intramuscularly-challenged fish. The number of bacteria from blood, gills, liver, intestine and 

muscle were detected at 0, 2, 4, 6, 12, 24 and 48 h after immersion challenge, which were also detected at 6, 12, 24, 

48, 72 and 96 h after intraperitoneal and intramuscular challenge. The results showed that EtMc1512-GFP strain 

had the similar virulence characteristics as the parent strain and could be easily identified as bright green fluoresc-

ing colonies. The virulence-related genes (citC, mukF, esrB, katB, fimA, gadB) have been detected simultaneity in 

strain EtMc1512 and EtMc1512-GFP. High numbers of bacteria were observed in the intestine (2.51×106CFU/g), 

followed by the gills (4.19×104CFU/g) and blood (1.65×104CFU/g) of fish after immersion challenge. The number 

of bacteria was significantly higher in the intestine than other tissues (P<0.05). The highest numbers of bacteria 

were observed in the blood (4.65×106CFU/g) and liver (4.55×106CFU/g) of fish after intraperitoneal challenge. 

Bacteria was first detected in muscle (48 h) and the highest numbers of bacteria were observed in the blood 

(2.93×104 CFU/g) of fish after intramuscular challenge. These results indicate that the intestine, liver and muscle 

serve as an important infectious route of E.tarda in M. chulae after immersion, intraperitoneal and intramuscular 

challenge respectively. It would be high infection risk through the ingestion of contaminated food and water for M. 

chulae under natural conditions. 
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