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摘要: 杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)是引起疖疮病的典型致病细菌, 几乎可以侵染所有的鲑

科(Aeromonas)鱼类 , 为水产养殖业带来巨大的经济损失。本研究通过电击转化法将原核表达载体

pGFPuv 成功导入杀鲑气单胞菌 C4 菌株(AS-C4)中, 获得了绿色荧光蛋白标记的杀鲑气单胞菌菌株

AS-C4GFP。AS-C4GFP 菌株在氨苄青霉素抗性平板上生长良好, 并在紫外光下激发出较强的绿色荧光。

通过荧光显微镜观察菌体和 PCR 检测 gfp 和杀鲑气单胞菌 vapA 基因, 表明 gfp 基因已经成功导入

AS-C4 中。用 AS-C4GFP 人工感染大西洋鲑(Salmo salar), 从死亡鱼的脾脏、肝脏、肾脏中均能分离出

AS-C4GFP, AS-C4GFP 在脾脏中最多。AS-C4GFP 具有特异性和可视性, 为研究杀鲑气单胞菌对大西洋鲑

的侵染途径提供了一种良好的生物材料。  
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杀鲑气单胞菌(Aeromonas salmonicida)属于气单

胞菌属(Aeromonas), 可以侵染多种淡水和海水鱼类, 是

造成水产养殖动物疾病爆发的一种典型细菌性病原[1]。

杀鲑气单胞菌是引起鲑科鱼类发生疖疮病的一种致病

细菌, 几乎所有的鲑科鱼类, 都可被杀鲑气单胞菌感

染, 因此杀鲑气单胞菌对经济价值较高的鲑科鱼类产

生严重危害, 也为养殖业带来巨大的经济损失[2-3]。 

绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)来

源于水母, 具有在紫外光照射下即可激发出绿色荧

光的特性[4]。GFP荧光具有检测灵敏性高、稳定性和

特异性强、细胞毒性小等优点[5]。近年来将 GFP 标

记细菌进行侵染动力学等方面的研究越发突显其优

越性[6]。在水产养殖领域, 已经有将 gfp 基因转化迟

缓爱德华氏菌 (Edwardsiella tarda)、鳗弧菌 (Vibrio 

anguillarum)和嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)

等致病菌并研究其对宿主的侵染途径等相关致病机

理的研究[6-9], 但是目前国内外仍未见将 gfp 基因转

化杀鲑气单胞菌并将其应用于鲑科鱼类致病机理研

究相关的报道。 

本课题组从烟台东方海洋养殖车间具有典型疖

疮病症状的发病大西洋鲑(Salmo salar)脾脏中分离

出一株杀鲑气单胞菌, 通过电击转化法成功将带有

gfp 基因的 pGFPuv 载体转入杀鲑气单胞菌中, 并对

菌体进行了荧光观察和 gfp 基因检测。进一步将 gfp

基因标记的杀鲑气单胞菌通过人工浸染的方式感染

大西洋鲑, 在紫外灯下检测死亡大西洋鲑脾脏、肝脏

和肾脏的平板划线结果, 并对不同组织中的细菌数

目进行计数。本研究为 GFP 标签进行生物标记使菌

落观察更具可视性和特异性提供数据支持, 也为进

一步研究杀鲑气单胞菌对大西洋鲑的侵染途径这一

重要领域提供更加便捷、可行的方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

杀鲑气单胞菌从山东东方海洋科技股份有限公
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司养殖的大西洋鲑患病个体脾脏中分离得到, 经过

生理生化鉴定和 16S rDNA测序分析, 命名为杀鲑气

单胞菌 C4 菌株(AS-C4), 在中国普通微生物菌种保

藏管理中心保藏编号为 CGMCC No.7335。原核表达载

体 pGFPuv为商业化质粒, 具有氨苄青霉素抗性[10]。实

验用大西洋鲑 120 尾为山东东方海洋科技股份有限

公司烟台分公司提供, 平均体质量为 113 g±20 g, 实

验前在中国科学院海洋研究所养殖系统内暂养。养

殖海水温度 12℃, 每天换水 1次, 早上投喂 1次配合

饲料, 大西洋鲑暂养 3周后用于试验。 

1.2  方法 

1.2.1  用于电转化的 AS-C4感受态的制备 

挑取 AS-C4 菌株接种于 LB 液体培养基震荡至

OD600值达到 0.5~0.8时, 将菌液在冰上预冷 30 min, 

随后于 4℃, 2 500 r/min离心 10 min, 用灭菌 ddH2O

洗涤两次(离心同上), 再使用 10%甘油(灭菌, 预冷)

重悬菌体两次(离心同上), 将 10%甘油重悬的菌液

以 100 μL/管分装于 1.5 mL的离心管中 , –80℃冰箱

中保存。  

1.2.2  pGFPuv电转化 AS-C4菌株 

电转化的方法参照文献[11]。电击后取 100 µL

转化产物涂布含有氨苄青霉素(200 μg/mL)的 LB 平

板, 28℃过夜培养, 次日查看转化结果。在紫外光下

激发出绿色荧光的 AS-C4菌株即 GFP标记的杀鲑气

单胞菌菌株, 命名为 AS-C4GFP。 

1.2.3  GFP 标记的杀鲑气单胞菌菌株(AS-C4GFP)的

检测 

1.2.3.1  荧光检测 

用接种环挑取少许单菌落菌体, 在荧光显微镜

紫外通道下观察未转化 gfp 基因的杀鲑气单胞菌

(AS-C4)和GFP标记的杀鲑气单胞菌AS-C4GFP, 并拍

摄图片。 

1.2.3.2  PCR检测 

根据 pGFPuv序列(NCBI accession no.U62636), 

利用 Primer5.0 软件设计用于检测 gfp 基因的引物

pGFPuvF364 和 pGFPuvR971, 使用引物 SV1 与

SV2[12]检测杀鲑气单胞菌的毒力基因 vapA(EMBL 

accession no. M64655), 引物序列请见表 1。挑取

AS-C4GFP单菌落于 10 μL灭菌水, 取 1 μL为模板进

行菌落 PCR。PCR程序为: 94℃预变性 10 min, 然后

进行 30个循环: 94℃变性 30 s; 53℃退火 30 s; 72℃

延伸 30 s, 最后 72℃延伸 5 min。PCR产物于 1%琼

脂糖凝胶电泳通过凝胶成像仪查看条带。 

表 1  引物序列 
Tab. 1  Primer sequences 

引物名称 引物序列 
片段长

度(bp)

pGFPuvF549 CATGCCCGAAGGTTATGTAC

pGFPuvR978 TGTAATCCCAGCAGCAGTTA
430 

SV1 GACCCTGACTGGTGATGTTTC 542 

SV2 CATCAGCAGGCTTCAGAGTCA  

 
1.2.3.3  质粒稳定性的检测 

将 AS-C4GFP无菌操作接种于 LB液体培养基(氨

苄青霉素 200 μg/mL)培养过夜(28℃), 再将菌液接种

于不含氨苄青霉素的 LB液体培养基中培养, 每次接

种量为 1/1 000(v/v), 每 24 h转接 1次, 转接同时稀

释菌液涂平板, 放置于 28℃生化培养箱中培养 48 h, 

在紫外灯下计数发绿色荧光的单菌落。质粒稳定率= 

(发绿色荧光菌落数/总菌落数)×100%。 

1.2.4  AS-C4GFP在人工感染大西洋鲑实验中的初步

应用 

1.2.4.1  人工感染与组织取样 

将 120 尾暂养后的大西洋鲑分为试验组和对照

组, 每组各 60尾。将 AS-C4GFP于 28℃含有氨苄青霉

素的 LB 液体培养基中振荡培养 18~24 h, 离心后将

菌体用灭菌的海水稀释菌浓度为 2.65×107cfu/mL 海

水。试验组大西洋鲑于 100 L 2.65×107 cfu/mL海水中

浸泡 1h后于正常海水养殖; 对照组于 100 L天然海水

中浸泡 1 h 后于正常海水养殖。实验开始后每隔 4 h

观察一次并捞出死亡大西洋鲑(以触碰其尾部身体 5 s

完全不动为死亡标准), 并记录死亡出现时间和观察

疾病症状。对死亡的大西洋鲑取样, 无菌操作采集大

西洋鲑的鳃、脾脏、肝脏、肾脏、肠道、皮肤和肌

肉组织样品。 

1.2.4.2  AS-C4GFP 在死亡大西洋鲑脾脏、肝脏和肾

脏中平板划线检测 

无菌操作下, 用接种环对每条死亡的大西洋鲑脾

脏、肝脏和肾脏进行平板划线, 分区划线于含有氨苄

青霉素的 LB 营养琼脂平板(氨苄青霉素 200 μg/mL), 

置于 28℃生化培养箱中培养 48 h。在紫外灯下观察

发绿色荧光的菌落。 

1.2.4.3  AS-C4GFP在死亡大西洋鲑各组织中的数目 

将采集的死亡大西洋鲑(N=4)的鳃、脾脏、肝脏、

肾脏、肠道、鱼皮和肌肉组织样品称质量后用灭菌

的生理盐水洗涤, 并按照 1︰10(m/v)比例加入灭菌

生理盐水进行匀浆。将匀浆液用灭菌生理盐水分别
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稀释 10倍、100倍, 取 2个梯度的稀释液各 100 μL均

匀涂布于含有氨苄青霉素的 LB营养琼脂平板(含有氨苄

青霉素 200 μg/mL), 置于 28℃生化培养箱中培养 48 h。

在紫外灯下观察发绿色荧光菌落的数目, 并计数。 

2  结果 

2.1  电转化后 AS-C4GFP 的筛选和纯化 

通过电击转化的方式将 pGFPuv 转化进入杀鲑

气单胞菌 , 成功转化的杀鲑气单胞菌菌株即 (AS- 

C4GFP)会在紫外光下激发出绿色荧光。挑取发绿色荧

光的 AS-C4GFP单菌落继续在含有氨苄青霉素的 LB营

养琼脂平板上分离纯化, 最终纯化后的 AS-C4GFP单菌

落在紫外激发下均发出绿色荧光(图 1)。 

2.2  AS-C4GFP 的荧光检测 

用接种环挑取少许 AS-C4GFP单菌落菌体, 在荧 

 

图 1  电转化后 AS-C4GFP菌株的纯化 

Fig. 1  Purification (B) of AS-C4GFP after electroporation 
 

光显微镜紫外通道下观察, 所有的菌体在紫外激发

下均发出绿色荧光(图 2A), 说明 gfp基因已经成功转

入杀鲑气单胞菌; 而未转化 gfp基因的在杀鲑气单胞

菌(AS-C4)在紫外激发下无绿色荧光(图 2B)。 

 

图 2  GFP标记的 AS-C4GFP发光菌体 

Fig. 2  Cells of GFP-tagged A. salmonicida strain AS-C4GFP 

A. AS-C4GFP; B. AS-C4 

 

2.3  AS-C4GFP 的 PCR 检测 

PCR检测结果(图 3): 从AS-C4GFP既可以扩增出 

 

图 3  PCR检测 GFP标记的 AS-C4GFP 

Fig. 3  PCR amplification of vapA and gfp gene fragments 
from GFP-tagged AS-C4GFP  

1. AS-C4GFP菌株 vapA基因的扩增; 2. ddH2O; M. Marker DS200; 3. AS- 

C4GFP菌株 gfp基因的扩增; 4. pGFPuv gfp基因的扩增; 5. ddH2O 

1. amplification of vapA fragment from AS-C4GFP; 2. ddH2O; 
3. amplification of gfp fragment from AS-C4GFP; 4. amplification of 
gfp fragment from pGFPuv; 5. ddH2O 

杀鲑气单胞菌的毒力基因 vapA 的片段(542 bp), 也

可以扩增出 gfp 基因的片段(430 bp), 并且与预期的

片段大小一致, 说明 gfp基因已经成功转入杀鲑气单

胞菌。 

2.4  质粒稳定性检测 

AS-C4GFP在 LB液体培养基中连续传代 6次, 质

粒的表达仍为 100%, 第 7 代略有下降, 但是质粒的

表达率仍为 95%, 说明AS-C4GFP质粒的稳定性较好。 

2.5  AS-C4GFP 人工感染大西洋鲑实验结果 

2.5.1  死亡大西洋鲑脾脏、肝脏和肾脏中平板划线

检测 AS-C4GFP 

整个人工感染实验期间对照组均没有出现死亡

现象, 试验组大西洋鲑在攻毒后第 7 天开始出现死

亡现象, 并持续到 12 d。死亡大西洋鲑均表现出典型 
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表 2  AS-C4GFP 稳定性检测结果 
Tab. 2  Results of AS-C4GFP stability experiment 

菌株 AS-C4GFP 

传代数 1 2 3 4 5 6 7 

稳定性(%) 100±0 100±0 100±0 100±0 100±0 100±0 95±1 

 
的疖疮病症状, , 对死亡的大西洋鲑在脾脏、肝脏和

肾脏组织平板划线均检测出 AS-C4GFP菌落, 在紫外

灯下均发出较强的绿色荧光(图 4)。 

 

图 4  死亡大西洋鲑脾脏、肝脏和肾脏中 AS-C4GFP的检测

结果 

Fig. 4  Detection of AS-C4GFP in the spleen, liver, and kid-
ney of dead Atlantic salmon  

S. 脾脏; L. 肝脏; K. 肾脏 

S. spleen; L. liver; K. kidney 
 

2.5.2  AS-C4GFP在死亡大西洋鲑不同组织中的数目 

死亡大西洋鲑 (N=4)各个组织中均检测到 AS- 

C4GFP, 其中脾脏中数目最多, 达到 2.6×107 CFU/g组织, 

其次是肾脏、肝脏、鳃、皮肤、肠道和肌肉(图 5)。 

 

图 5  AS-C4GFP在死亡大西洋鲑不同组织中的数目 

Fig. 5  Numbers of AS-C4GFP in different tissue samples of 
dead Atlantic salmon  

G. 鳃; S. 脾脏; L. 肝脏; K. 肾脏; I. 肠道; Sk. 鱼皮; M. 肌肉 

G. gill; S. spleen; L. liver; K. kidney; I. intestine; Sk. skin; M. muscle 

3  讨论 

原核表达载体 pGFPuv 可以使被转化的细菌具

有氨苄青霉素抗性, 并且能够表达 GFP 蛋白, 这两

种标记可以使转化成功的细菌很容易在氨苄青霉素

抗性平板中筛选出来。在进行电转化实验后, 作者成

功筛选到转化了 gfp 基因的杀鲑气单胞菌(AS-C4GFP), 

纯化后的 AS-C4GFP菌落在紫外灯下发出较强的绿色

荧光(图 1)。通过荧光显微镜观察, AS-C4GFP菌体也

能激发出较强的荧光(图 2)。利用 PCR进行杀鲑气单

胞菌毒力基因 vapA 和 gfp 基因片段的检测, 扩增片

段均符合预期(图 3)。以上结果均表明 pGFPuv 已经

成功转化到杀鲑气单胞菌中。李静等[13]尝试将质粒

pFPV25.1(羧卞青霉素抗性 )转化嗜水气单胞菌 (A. 

hydrophila), 但是由于其研究的嗜水气单胞菌菌株

具有羧卞青霉素抗性, 导致筛选手段繁琐最终没有

筛选到 GFP 标记的嗜水气单胞菌; 利用改造后的质

粒 pWSK129(卡那霉素抗性)转化嗜水气单胞菌, 最

终成功筛选到 GFP标记的嗜水气单胞菌。夏飞等[14]

将质粒 pEGFPuv 进行抗性改造后, 转化至嗜水气单

胞菌使其具有 GFP标记。GFP对杀鲑气单胞菌和嗜

水气单胞菌等水产养殖中常见病原菌的成功标记 , 

使这些病原菌致病机理的相关研究变得更加便捷。 

本研究采用的转化方法为电击转化法, 电击转

化方法的转化率较高, 是常见的一种转化方法。与经

典的化学转化方法和原生质体转化方法相比, 电击

转化法具有操作简便快速、高效、可重复等优点, 转

化后的细胞可以很好地存活生长, 因此该技术可用

于动物、植物和微生物等各类细胞中[15]。近几年已

经有将外源荧光标签通过电击转化法转化水产养殖

动物病原菌的报道。李静等 [13]将含有 gfp 基因的

pWSK129质粒电转化至嗜水气单胞菌无毒株 Ah4332

和强毒株 AhJ-1, 无毒株 Ah4332传至 70代, 质粒稳

定率仍可达 100%; 而强毒株 AhJ-1 在同样条件下培

养 10代后, 质粒稳定率急剧下降。Wang等[9]将质粒

pFPV25.1 通过电转化的方式转化迟钝爱德华菌(E. 

tarda), 转化后的菌株和原来的菌株保持相似的毒性, 

并且连续传代 7d 后质粒稳定率仍可达 100%。本研
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究通过电击转化法将 pGFPuv成功转化 AS-C4GFP, 转

化后的质粒在第 7d时仍然保持非常高的遗传稳定性。

虽然细菌长期传代后质粒的稳定性有所降低, 但是细

菌侵染路径研究的周期一般都在一周以内, 因此质粒

稳定性的降低对细菌侵染路径研究影响较小。 

传统的研究病原菌的侵染动力学方法, 主要是

通过平板培养测定不同侵染器官中含有的病原菌数

目, 这是一种间接的方法并且可能使计算出的细菌

数目存在偏差; 放射性标记的细菌可以被定量 , 但

是这种方法不能区分活的和死亡的细菌[8]。本研究中

通过电击转化法使杀鲑气单胞菌具有 GFP 标记和氨

苄青霉素抗性两种标签, 使杀鲑气单胞菌很容易和

其他细菌区分, 使结果更准确和更具有特异性。在死

亡的大西洋鲑脾脏、肝脏和肾脏平板划线检测结果

中 , 平板上都可以分离出病原菌 , 并且分离的病原

菌在紫外灯下均发出较强的绿色荧光, 可视性极强。

在本研究中, 侵染了杀鲑气单胞菌的大西洋鲑不同

组织中, 均检测到 AS-C4GFP, 并且死亡大西洋鲑表

面具有疖疮, 这与杀鲑气单胞菌侵染鲑科鱼类引起

全身性感染并引发疖疮病 [16]的结论一致 ; 脾脏中

AS-C4GFP 数目最多, 这与脾脏是杀鲑气单胞菌最主

要的影响器官的结论也相符[17]。Ling 等[6]将转化了

gfp 基因的迟缓爱德华氏菌浸泡攻毒蓝曼龙 (T. 

trichopterus), 通过组织学和侵染动力学研究表明胃

肠道、鳃和鱼体表是毒性迟缓爱德华氏菌的侵染入

口。Toole等[7]将 gfp基因标记的鳗弧菌(V. anguillarum)

浸泡感染斑马鱼(Danio rerio), 在共聚焦荧光显微镜

下观察发现, 斑马鱼胃肠道和皮肤中均感染了发绿

色荧光的鳗弧菌。Wang等[9]用 GFP标记的迟缓爱德

华菌感染斑马鱼, 发现斑马鱼感染迟缓爱德华菌后, 

该菌先后在肠道、鳃和皮肤中定植。因此 GFP 作为

一种外源的荧光标签, 提供了一种使细菌可视化并且

可以追踪他们在宿主细胞内活性的途径[18]。对于水产

养殖业的一些病原菌, 有研究将浸泡攻毒和 GFP 标

记方法相组合, 认为这是一种比较好的研究病原与

宿主相互作用的工具[6]。这种组合可以识别病原菌的

侵染路径 , 识别参与侵染过程的基因 , 是一种评价

疫苗和明确侵染部位、靶向器官和存留器官的良好

实验设计。虽然使用 GFP 标记病原菌已经成功应用

于病原菌对斑马鱼、蓝曼龙、黑鲷(Sparus macro-

cephalus)和欧鲈(Dicentrarchus labrax)等鱼类侵染路

径的研究中, 但是也存在 GFP 荧光与动物组织自发

荧光难以区分的情况。Rekecki 等[19]用 GFP 标记鳗

弧菌研究其在欧鲈幼苗肠道中的定位, 虽然欧鲈幼

苗组织自发荧光与 GFP 荧光相似, 但是通过调节荧

光显微镜和共聚焦荧光显微镜的参数还是成功将

GFP 荧光和组织自发荧光相区分。随着科技的进步

和荧光显微镜的改进, GFP 荧光与动物组织自发荧

光的区分将变得越来越容易。 

4  结论 

本研究利用电击转化法成功将 pGFPuv 导入杀鲑

气单胞菌 C4 菌株中, 转化后的 AS-C4GFP菌株在抗性

平板上生长良好, 并在紫外灯下激发出较强的绿色荧

光。利用荧光显微镜观察菌体和 PCR验证, 均表明 gfp

基因已经成功标记杀鲑气单胞菌。在 AS-C4GFP人工感

染大西洋鲑的实验中, 死亡大西洋鲑脾脏、肝脏、肾脏

中均能划线培养出 AS-C4GFP, 并且利用平板计数方法

可以更方便快捷的检测出AS-C4GFP在大西洋鲑不同组

织中的分布, 结果也更具有特异性。以上结果证明

AS-C4GFP 具有特异性和可视性, 为研究杀鲑气单胞菌

对大西洋鲑的侵染途径提供了一种良好的生物材料。 
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Abstract: Aeromonas salmonicida is a typical causative agent of furunculosis in salmonids and causes considerable 

economic loss in salmonid farms. In this study, we used electroporation to transform a pGFPuv plasmid into the A. 

salmonicida C4 strain and successfully obtained a green fluorescent protein (GFP)-tagged strain AS-C4GFP. The 

AS-C4GFP strain grew well on plates with ampicillin and could be easily identified as bright green fluorescing colo-

nies under UV light. The results from viewing AS-C4GFP under a fluorescent microscope as well as our polymerase 

chain reaction (PCR) detection of gfp and vapA verified that we had successfully transformed pGFPuv into A. sal-

monicda. In an artificial infection experiment, we used the streak plate method to isolate AS-C4GFP from the spleen, 

liver, and kidney of dead Atlantic salmon (Salmo salar) and the results showed the spleen to have the most 

AS-C4GFP. GFP-tagged AS-C4GFP made A. salmonicida more easily and specifically detectable, thus providing good 

biological material for the study of the infection route of A. salmonicida in Atlantic salmon. 
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