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摘   要：【背景】鱼类诺卡氏菌病潜伏期和病程较长，感染率和死亡率较高，给水产养殖业带来

较大的经济损失，其病原鰤诺卡氏菌(Nocardia seriolae)是胞内寄生菌，侵入细胞后引起慢性感染

是主要的致病机制。【目的】构建鰤诺卡氏菌侵染大口黑鲈(Micropterus salmoides)头肾巨噬细胞体

外模型，观察鰤诺卡氏菌侵染巨噬细胞的过程并探究鰤诺卡氏菌对巨噬细胞的凋亡作用。【方法】

采用密度梯度离心法分离巨噬细胞，通过特异性染色和 PCR 扩增巨噬细胞表达基因 mpeg1 对细胞

进行鉴定，并通过 CCK-8 法和氧呼吸暴发活性测定检测巨噬细胞的活性；通过倒置荧光显微镜和

流式细胞术观察侵染过程中细菌与细胞的形态与数量变化；通过双荧光流式细胞术检测、乳酸脱

氢酶(lactate dehydrogenase, LDH)释放试验及线粒体膜电位检测，探究鰤诺卡氏菌对巨噬细胞的凋

亡作用。【结果】从大口黑鲈头肾分离获得纯度高的巨噬细胞，经染色和 PCR 法鉴定为巨噬细胞；

筛选出最优的体外培养条件为 1640 培养基+1%青霉素链霉素+1%胎牛血清。在脂多糖刺激后，巨

噬细胞的氧呼吸暴发能力显著提高(P<0.05)。GFP-鰤诺卡氏菌侵染细胞 2 h 后细菌被细胞吞噬，4 h
细胞变圆且贴壁率降低，6 h 细菌大量繁殖并包围细胞，8 h 后细胞大量死亡。凋亡相关实验结果

表明，侵染初期巨噬细胞凋亡率增加，LDH 释放增加，线粒体膜电位下降；随着侵染时间延长，
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细胞凋亡率下降、LDH 释放量及线粒体膜电位下降减少，说明鰤诺卡氏菌对巨噬细胞起先促进后

抑制凋亡的作用。【结论】通过密度梯度离心法成功分离大口黑鲈头肾巨噬细胞，并通过鰤诺卡氏

菌侵染细胞后初步摸清鰤诺卡细菌在细胞水平的致病机理，建立了鰤诺卡氏菌侵染大口黑鲈头肾

巨噬细胞的体外模型；证实了鰤诺卡氏菌可侵染巨噬细胞并抑制细胞凋亡，从而达到在巨噬细胞

内存活，为进一步开展鰤诺卡氏菌与巨噬细胞相互作用并阐明鰤诺卡氏菌的致病机制奠定了研究

基础。 
关键词：大口黑鲈；鰤诺卡氏菌；巨噬细胞；细胞凋亡 
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Abstract: [Background] Nocardiosis has a long incubation period and long disease duration, 
with high infection rate and mortality rate, which brings serious economic losses to aquaculture. 
Nocardia seriolae, the pathogen causing Nocardiosis, is an intracellular bacterium. The main 
pathogenesis of this disease is the chronic infection of N. seriolae. This pathogen invading 
largemouth bass (Micropterus salmoides) can cause white nodules, the products of the 
interaction between pathogen and macrophages. The bacteria are wrapped by necrotic cells in 
the white nodules, which make it difficult for antibiotic to kill the bacteria, resulting in death of 
fish. [Objective] To establish an in vitro model for the infection of largemouth bass head kidney 
macrophages by N. seriolae, observe the progression of infection, and elucidate the 
infection-induced apoptosis of macrophages. [Methods] The macrophages were isolated by 
density gradient centrifugation and identified by morphological observation, specific staining, 
and PCR amplification of macrophage-expressed gene mpeg1. The activity and function of 
macrophages were detected by CCK-8 method and oxygen respiratory burst activity assay. The 
morphological and quantitative changes of N. seriolae and macrophages during infection were 
observed via inverted fluorescence microscopy and flow cytometry. The apoptosis of 
macrophages was investigated by double fluorescence flow cytometry, lactate dehydrogenase 
(LDH) release assay, and mitochondrial membrane potential assay. [Results] High-purity 
macrophages were isolated from head kidney of largemouth bass and were identified as 
macrophages by staining and PCR methods. The medium was optimized as 1640 medium + 1% 
penicillin-streptomycin + 1% fetal bovine serum, in which the cells could survive for 72 h in 
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vitro, with the survival rate as high as 80%±1.03% within 24 h. The oxygen respiratory burst 
activity of macrophages enhanced after lipopolysaccharide stimulation (P<0.05). The GFP-N. 
seriolae were phagocytosed by the macrophages at 2 h, became rounded with decreased 
adherence rate at 4 h, and proliferated and surrounded the macrophages at 6 h. A number of 
macrophages died at 8 h. The initial stage of infection witnessed the increase in the apoptosis 
rate of macrophages, the increase in the release of LDH, and the decrease in the mitochondrial 
membrane potential. With the prolongation of infection, the apoptosis rate, the amount of LDH 
released, and the mitochondrial membrane potential decreased. It implied that apoptosis was 
promoted in the initial of infection and then inhibited as the infection prolonged. [Conclusion] 
This study successfully established an in vitro model for the infection of largemouth bass head 
kidney macrophages by N. seriolae. It confirmed that N. seriolae infected and survived in 
macrophages by inhibiting apoptosis. This study provided information for further studying the 
interaction between N. seriolae and macrophages and elucidating the pathogenic mechanism of 
N. seriolae. 
Keywords: Micropterus salmoides; Nocardia seriolae; macrophages; apoptosis 
 

鱼类诺卡氏菌病(fish nocardiosis)是一种系

统性的慢性肉芽肿疾病，是我国水产养殖业中

常见细菌性病害之一。近年来鱼类诺卡氏菌病

在中国、日本、韩国等国家和东南亚地区呈

上升趋势，患病鱼的种类不断增加，已报道

感染 42 种淡水鱼和海水鱼[1]。我国主要感染

的品种为大口黑鲈(Micropterus salmoides)、乌

斑杂交鳢 [Channa maculata(♀)×Channa argus 
(♂)]、海鲈 (Lateolabrax japonicus)和卵形鲳鲹

(Tranchinotus ovatus)等[1-2]。鰤诺卡氏菌(Nocardia 
seriolae)是引起鱼类诺卡氏菌病的主要病原

菌，为革兰氏阳性丝状杆菌，属于放线菌目

(Actinomycetales)诺卡氏菌科(Nocardiaceae)诺卡

氏菌属(Nocardia)。诺卡氏菌病潜伏期和病程较

长，感染率和死亡率较高，目前尚缺乏有效的

治疗措施，给水产养殖业带来较大的经济损失[1]。

鰤诺卡氏菌感染后会引起鱼体皮肤的亚急性炎

症，肝、肾、脾、心等组织纤维化并形成白色

结节，病理切片为界限清楚的肉芽肿结构，由

坏死的组织碎片及中央被包围的细菌组成，外

周还有上皮样细胞聚集[1]。本实验室前期研究

发现，鰤诺卡氏菌感染实验动物透明虎刺鱼

(Puntius tetrazona)后通过血液循环到达靶器官，

在靶器官固着增殖并被局部的巨噬细胞吞噬，激

活巨噬细胞和机体的免疫反应，进而导致细胞凋

亡和坏死[3]。巨噬细胞是鰤诺卡氏菌生存和繁殖

的主要靶细胞，目前关于鰤诺卡氏菌对巨噬细

胞的侵染机制及其与巨噬细胞相互作用的分子

机制尚不清楚。 
近年来，随着微生物学、细胞生物学和免

疫学等的发展，关于胞内寄生菌与宿主作用机

制的研究越来越受到广泛的重视 [4]。巨噬细胞

作为先天性免疫的重要组成部分，在抵御外界

病原菌的过程中发挥重要作用，又是许多胞内

寄生菌侵染的主要靶细胞。水产动物病原菌如

迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)[5]、海分枝

杆菌(Mycobacterium marinum)[6]和鲁氏耶尔森

菌 (Yersinia ruckeri)[7]等已被证实是胞内寄生

菌，可入侵巨噬细胞并在胞内寄居和繁殖，但

是关于胞内寄生菌侵染巨噬细胞及在巨噬细胞

内的存活机制仍缺乏清晰的认识。研究发现，

胞内寄生菌可通过呼吸道、消化道、皮肤黏膜
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等不同途径侵入机体，在与巨噬细胞相互作用

中，通过抑制细胞氧化杀伤和凋亡从而规避天

然免疫机制，维持自身的生存与繁殖，并造成

慢性感染 [8]。凋亡在病原菌与宿主细胞相互作

用中发挥着重要作用，细菌侵染细胞后可引起

细胞凋亡的发生，进而抑制其生长和增殖；然

而胞内寄生菌为了在宿主细胞内生存，通过调

控信号抑制凋亡防止被胞内物质杀死，同时利

用凋亡促进自身在细胞间传播[9]。 
大口黑鲈俗称加州鲈，是我国重要的淡水

养殖品种之一[10]。2020 年全国鲈鱼的养殖产量为

61.95 万 t，2021 年养殖产量增长到 70.21 万 t，
是近年来养殖产量增长最快的品种之一[11]。广

东省是大口黑鲈的主产区，其 2021 年的养殖产

量为 36.86 万 t，位居全国第一[11]。随着大口黑

鲈养殖密度增加，养殖过程中病害不断，造成

较大经济损失[12-13]。鰤诺卡氏菌是大口黑鲈诺

卡氏菌病(俗称“结节病”)的主要病原。头肾作为

大口黑鲈的重要免疫器官，是巨噬细胞等免疫

细胞的发源地[14]，又是鰤诺卡氏菌侵染的主要

靶器官。由于水生动物无商品化的巨噬细胞系，

为建立水生动物病原菌侵染巨噬细胞模型，可

通过组织分离和体外培养获取原代巨噬细胞。

国外关于冷水鱼巨噬细胞的分离培养技术已趋

于成熟，如鲑科鱼类(Salmonidae)、大西洋鳕鱼

(Gadus morhua)和金枪鱼 (Thunnus maccoyii)
等 [15-18]，近几年国内也开始养殖鱼类巨噬细胞

分离培养技术的探索[19-21]，许多鱼类的巨噬细

胞被成功分离，主要开展了鱼类免疫学方面的

研究[22-23]。目前关于大口黑鲈巨噬细胞的研究

较少，只有袁军法等[24]建立的大口黑鲈脑细胞

系和 Zeng 等[25]建立的大口黑鲈心肌成纤维细

胞系。本研究通过从大口黑鲈头肾分离原代巨

噬细胞作为研究对象，构建鰤诺卡氏菌侵染大

口黑鲈头肾巨噬细胞体外模型，以期初步探究

鰤诺卡氏菌在细胞水平的致病机制，并为水产

养殖业中诺卡氏菌病的防治奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  实验动物 

实验用大口黑鲈购自佛山市某养殖场，平

均体重为(250±10) g。在(25±1) °C 的水温条件

下于实验室暂养 4 周，暂养期间正常喂食，检

查确认鱼体健康状况，取体表无明显损伤、无

寄生虫和病原菌感染的健康鱼为后续提取细胞

做准备。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
Percoll 细胞分离液，Thermo 公司；1640

培养基、 DMEM (dulbeccoʼs modification of 
eagleʼs medium dulbecco) (高糖)培养基和 M199
培养基，Biological Industries 公司；LB 培养基，

北京沃凯生物科技有限公司；L-15 培养基，

Gibco 公司。RIPA 裂解液、MS-222、胰蛋白酶

消化液、青霉素-链霉素(双抗) (100×)，新赛美

生物科技有限公司；特级胎牛血清(fetal bovine 
serum, FBS)，Gibco 公司；台盼蓝染液，北京

索莱宝科技有限公司；酸性 α-醋酸萘酚酯酶染

色液、姬姆萨染液，珠海贝索生物技术有限公

司；动物组织/细胞总 RNA 提取试剂盒，天根

生化科技 ( 北京 ) 有限公司； Prime ScriptTM 
Reagent Kit with gDNA Eraser、2×Taq PCR Mix、
大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，宝生物工程(大连)
有限公司；CCK-8 试剂盒，MCE 公司；佛波

醇 -12-十四酸酯-13-乙酸酯(phorbol-12-myristate- 
13-acetate, PMA)，上海麦克林生化科技有限公

司；氯化硝基四氮唑蓝 (nitrotetrazolium blue 
chloride, NBT)，广州赛国生物科技有限公司；

氨苄西林，北京佰凯生物科技有限公司；脂多

糖(lipopolysaccharide, LPS)，南京伟沃生物科技

有限公司；Annexin V-m Cherry/SYTOX Green



 
2606 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

细胞凋亡检测试剂盒、乳酸脱氢酶细胞毒性检

测试剂盒及线粒体膜电位检测试剂盒(JC-1)，上
海碧云天生物技术有限公司。 

二氧化碳培养箱，上海一恒科学仪器有限

公司；多功能酶标仪，BioTek 公司；水平离心

机，凯达科学仪器有限公司；倒置荧光显微镜，

Zeiss 公司；流式细胞仪，Thermo Fisher Scientific
公司。 

1.3  头肾巨噬细胞的分离和培养 
1.3.1  头肾巨噬细胞的分离 

配制细胞清洗液、细胞培养液与细胞分离

液。细胞清洗液为培养基[DMEM(高糖)、L-15
培养基、M199 培养基、1640 培养基]+2%双   
抗+100 ng/mL 肝素钠，细胞培养液为培养    
基+1%双抗+不同浓度的 FBS (1%、5%、10%、

20%)，细胞分离液 1、2 分别为 34%、51%的

Percoll 分离液。将实验鱼用 MS-222 麻醉后进行

尾静脉放血，然后将鱼放入 75%酒精中浸泡

1015 min。解剖鱼体后，将磨碎的头肾组织用

细胞清洗液冲洗过滤 34 次，制成的细胞悬液

放入冰盒中备用。 
采用密度梯度离心法 [26]分离巨噬细胞，

在无菌硅化离心管中制备梯度界面，按照细胞

分离液 1、分离液 2 与细胞悬液 1:1:1 (体积比)
的比例顺序加入。将加好样的无菌硅化离心管

于 4 °C、450×g 离心 30 min 后，将中间白色细

胞层吸到另一个新的无菌硅化离心管，加入细

胞清洗液混匀，250×g 离心 2 次，每次 10 min，
清洗结束后倒掉细胞清洗液，重新加入新的

细胞培养液重悬，分别加到 12 孔板，放置在

细胞培养箱中培养。 
1.3.2  巨噬细胞培养条件的优化 

选用 1640 培养基、L-15 培养基、DMEM (高
糖)培养基及 M199 培养基，每种培养基分别用

1%、5%、10%和 20%这 4 个浓度的 FBS 摸索

适合大口黑鲈巨噬细胞生长的培养基和血清浓

度。细胞放置在(28±1) °C 含 5% CO2 或无 CO2

的细胞培养箱培养。用倒置荧光显微镜观察不

同时间段(6、12、24、48、72 h)和不同培养条

件下(上述 4 种培养基分别搭配 4 种浓度的血清

在 24 孔板培养)的细胞生长状态，从而确定大

口黑鲈巨噬细胞体外最佳培养条件。 

1.4  头肾巨噬细胞的鉴定 
1.4.1  染色及形态学鉴定 

采用台盼蓝染色、姬姆萨染色和非特异性

酯酶染色 3 种方法对巨噬细胞进行形态学鉴

定。将分离出的细胞置于 12 孔板在 28 °C、5% 
CO2 的培养箱过夜至细胞完全贴壁。吸掉细胞

培养液，用 PBS 清洗细胞 23 遍。按照上述

3 种染色液说明书分别配制台盼蓝染色工作液、

姬姆萨工作液及酸性 α-醋酸奈酚酯酶染色工

作液，分别对细胞进行染色，室温自然干燥后

镜检。 
1.4.2  分子生物学鉴定 

根据 NCBI 数据库中大口黑鲈巨噬细胞的

特异性表达基因(macrophage-expressed gene 1, 
mpeg1) 全 长 序 列 (GenBank 登 录 号 为

XM_038703624)设计特异性引物 (LU-mpeg F: 
5ʹ-CCAGAGTGCAAGTTCGTAACTT-3ʹ；LU-mpeg 
R: 5ʹ-TTGTCATCGTCAAGTGTGTCAG-3ʹ)。将

分离出的巨噬细胞体外培养一段时间，待细胞

的贴壁率达到 80%时用胰蛋白酶消化后收集细

胞，用动物组织/细胞总 RNA 提取试剂盒提取

细胞总 RNA，反转录为 cDNA 并以此为模板，

用 LU-mpeg 引物对其进行 PCR 扩增。PCR 反

应体系：2×Taq PCR Mix 12.5 μL，上游引物 F 
(10 μmol/L) 1.0 μL，下游引物 R (10 μmol/L) 
1.0 μL，DNA 模板 1.0 μL，ddH2O 9.5 μL。PCR
反应条件：94 °C 5 min；94 °C 30 s，60 °C 30 s，
72 °C 90 s，35 个循环；72 °C 10 min。将 PCR
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产物切胶回收后与 PMD18-T 载体相连，转入到

大肠杆菌 DH5α 感受态细胞，涂布于含有

50 μg/mL 氨苄西林的 LB 琼脂平板，于 37 °C
培养过夜后挑选阳性单克隆送至生工生物工程

(上海)股份有限公司测序并在 NCBI 上进行序

列比对。 

1.5  大口黑鲈巨噬细胞的活性检测 
1.5.1  CCK-8 检测巨噬细胞的活性 

将培养好的巨噬细胞用胰蛋白酶消化下来

制备成细胞悬液(实验组)，同时设置空白细胞培

养液(对照组)，分别置于 96 孔细胞培养板，每

孔 100 μL，(28±1) °C、5% CO2 培养箱中静置培

养至细胞贴壁，在 0、6、12、24、48 和 72 h
时分别加入 10 μL 的 CCK-8 溶液。在培养箱避

光孵育 3 h。使用多功能酶标仪测 OD450，0 h
的细胞活性基于台盼蓝染色结果。细胞存活率

计算公式： 
细胞存活率(%)=(实验组 OD450–对照组 OD450)/ 
(0 h 的 OD450–对照组 OD450)×100。 
1.5.2  巨噬细胞氧呼吸暴发活性测定 

将贴壁牢固的细胞用胰蛋白酶消化下来，

分别用 1640 完全培养基重悬(对照组)和含有

20 μg/mL LPS 的 1640 完全培养基重悬(实验

组)，将细胞浓度调整至 2×106 个/mL，接种至

96 孔细胞培养板，接种量为 100 μL/孔，每组每

个培养时间点重复 3 孔，将 96 孔板于(28±1) °C、

5% CO2 培养箱分别培养 6、12、24 和 36 h，每

孔加入 100 μL、1 mg/mL NBT (含 1 μg/mL 
PMA)，置于培养箱(28±1) °C 作用 1 h。然后，

每孔加入 120 μL 无水甲醇作用 15 min，于 96 孔

板水平式离心机 1 280 r/min 离心 10 min，弃上清

液，用 70%甲醇溶液洗 3 次，每孔再加入 120 μL
二 甲 基 亚 砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO) 和

140 μL 2 mol/L KOH 溶液，涡旋振荡 5 min，生

成蓝色沉淀，使用多功能酶标仪测定 OD620。实

验结果用每组 3 个重复孔的平均光密度值

(OD620 平均值±SD)表示，并对实验组和对照组

的氧呼吸暴发活性进行统计学分析。 

1.6  GFP-鰤诺卡氏菌侵染巨噬细胞荧光

表征分析 
将本实验室构建好的可表达绿色荧光蛋白

(green fluorescent protein, GFP)的鰤诺卡氏菌复

苏成功后在(28±1) °C 恒温培养箱培养 3 d 至对

数生长期，GFP-鰤诺卡氏菌在(28±1) °C、5% 
CO2 的培养条件下，以感染复数(multiplicity of 
infection, MOI) 100:1 (即 100 个细菌:1 个细胞)
的比例侵染巨噬细胞，侵染时间分别设置 2、4
和 6 h 这 3 个组，并设置空白对照组(不加菌液

的培养基)。侵染结束后，在倒置荧光显微镜下

观察巨噬细胞吞噬情况。 
为进一步观察鰤诺卡氏菌进入巨噬细胞的

情况，通过流式细胞仪检测 GFP-鰤诺卡氏菌在

不同时间侵染巨噬细胞的比例。GFP-鰤诺卡氏

菌按上述方法侵染巨噬细胞后，PBS 洗涤细胞

23 遍，加入胰蛋白酶消化细胞。收集细胞悬

液至离心管，1 000 r/min 离心 5 min，弃上清。

加入 70%冷乙醇固定后用流式细胞仪检测，激

发波长为 488 nm，每份样品检测细胞 106 个以

上。所测数据使用流式细胞分析软件 FlowJo 
V10.0 分析处理，比较流式细胞二维散点图，

左下象限为正常活细胞，右下象限为带绿色荧

光的巨噬细胞，分析不同侵染时间下各象限细

胞的比例变化。 

1.7  鰤诺卡氏菌引起巨噬细胞凋亡检测 
1.7.1  Annexin V-m Cherry/SYTOX Green 细

胞凋亡检测 
将消化好的细胞用 1640 完全培养基重悬，

控制细胞数量为 1×106 个/mL，加到 6 孔细胞培

养板放置在 28 °C、5% CO2 培养箱中培养过夜

至细胞完全贴壁。将稀释好的鰤诺卡氏菌菌液
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按照 MOI=100:1 的比例侵染细胞，侵染时间分

别为 2、4、6 h。细菌侵染结束后，PBS 洗涤细

胞 23 遍，加入胰蛋白酶消化细胞。收集细胞

液至离心管，1 000×g 离心 5 min 弃上清。加入

194 μL Annexin V-m Cherry Binding buffer 轻轻

重悬细胞，再加入 5 μL 红色荧光探针 Annexin 
V-m Cherry 和 1 μL 绿色荧光探针 SYTOX 
Green，轻轻混匀。室温 (2025 °C)避光孵育

15 min，随后置于冰浴中。处理后的细胞用流

式细胞仪检测细胞凋亡与坏死情况。流式细胞

仪激发波长为 488 nm，所测数据使用流式细胞

分析软件 FlowJo V10.0 分析处理，通过比较流

式细胞二维散点图，左下象限显示为活细胞；

右上象限为坏死细胞；右下象限为凋亡细胞，

分析不同侵染时间下各类细胞的比例变化。 
1.7.2  乳酸脱氢酶细胞毒性检测 

将消化好的细胞用完全培养基重悬，调整

细胞数量为 1×106 个/mL，接种至 96 孔板，每

孔 100 μL，培养过夜至细胞完全贴壁。将稀释

好的菌液按照 MOI=100:1 的比例侵染细胞，侵

染时间分别为 2、4、6 h，每个时间点设 3 个

平行。细菌侵染结束后，将细胞培养板置于

水平离心机，400×g 离心 5 min。分别取各孔

上清液 120 μL，加入到另一个 96 孔板相应孔

中，然后分别加入 60 μL 乳酸脱氢酶(lactate 
dehydrogenase, LDH)检测工作液。混匀后室温

(约 25 °C)避光孵育 30 min，使用多功能酶标仪

测定其 OD490。 
1.7.3  线粒体膜电位检测 

将消化好的细胞用 1640 完全培养基重悬，

调整细胞数量为 1×106 个/mL，接种至 6 孔板，

每孔 1 mL，28 °C、5% CO2 条件下培养过夜至细

胞完全贴壁。将稀释好的菌液按照 MOI=100:1
的比例侵染细胞，侵染时间分别为 2、4、6 h，
并设置空白对照组。细菌侵染结束后，PBS 清

洗细胞 23 遍，加入胰蛋白酶消化细胞。收集

细胞悬液至离心管，1 000 r/min 离心 5 min，弃

上清。按照线粒体膜电位检测试剂盒(JC-1)说明

书步骤操作，在重悬细胞中加入 JC-1 探针。处

理后的细胞用流式细胞仪检测细胞早期凋亡情

况。所测数据使用流式细胞分析软件 FlowJo 
V10.0 分析处理，通过比较流式细胞散点图，

左下象限显示为未嵌入探针的活细胞；左上象

限为线粒体膜电位升高红色荧光的细胞比例；

右下象限为线粒体膜电位下降绿色荧光的凋

亡细胞，分析不同侵染时间段各类细胞的比例

变化[27]。 

1.8  统计分析 
所有实验数据经过 3 次独立实验的验证，

实验结果用 GraphPad Prism 7.0 和 SPSS18 统计

软件处理数据，组间比较采用单因素方差

(ANOVA)统计分析，P<0.05 表示差异有统计学

意义。 

2  结果与分析 
2.1  头肾巨噬细胞体外培养条件的优化结果 

为确定大口黑鲈头肾巨噬细胞体外培养

最适条件，通过倒置显微镜观察不同培养基搭

配不同血清浓度的细胞生长状态和计算不同

培养条件下的细胞贴壁率来筛选最优培养条

件。图 1 结果显示，添加不同血清浓度的 1640
培养基条件下细胞贴壁率远高于其他 3 种培养

基，而且添加 1% FBS 时细胞体外培养 24 h 后

贴壁率高达 82.00%±1.07%，添加 5%或 10% 
FBS 时贴壁率也在 60%以上；添加 5% FBS 的

L-15 培养基条件下巨噬细胞体外培养 24 h 后

贴壁率也达到 60.00%±1.01%，添加其他血清

浓度的则较低；DMEM (高糖)和 M199 培养基

在添加不同血清浓度条件下细胞的贴壁率都

低于 50%。 
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图 1  不同培养条件下巨噬细胞贴壁率 
Figure 1  Adhesion rate of macrophages under 
different culture conditions. 

 
不同血清浓度对巨噬细胞的生长有一定影

响，图 2 展示了添加不同血清浓度 1640 培养基

培养 24 h 后巨噬细胞的生长形态：巨噬细胞在

添加 1% FBS 的培养基上生长状态良好，伸出

伪足明显，细胞贴壁牢固(图 2A)；在添加 5% 
FBS 条件下贴壁率较低(图 2B)；添加 10% FBS

和 20% FBS 条件下巨噬细胞贴壁数量较少，较

多细胞悬浮在培养基中(图 2C、2D)。 
图 3 展示了 4 种培养基添加最适血清浓度

下的细胞形态：细胞在 1640+1% FBS 的完全培

养基培养 24 h 后生长状态良好，贴壁牢固，

形态发生变化，伸出伪足且细胞之间联系紧密

(图 3A)；在 L-15+5% FBS 的完全培养基且无

CO2 培养条件下细胞才能生长，在 24 h 之前细

胞生长状态良好，大部分细胞具有巨噬细胞的

特性且贴壁好成活率高(图 3B)；在 DMEM (高
糖)+5% FBS 的完全培养基培养 12 h 后细胞开

始大量死亡，24 h 后全部死亡，细胞无法贴壁

生长且细胞质皱缩、细胞变小 (图 3C)；在

M199+5% FBS 的完全培养基培养 24 h 内细胞

生长较为缓慢，细胞较小且活性差(图 3D)。综

合以上结果表明，大口黑鲈头肾巨噬细胞的体

外最佳培养条件为：1640 培养基+1%双抗+1% 
FBS，(28±1) °C，5% CO2。 

 

 
 

图 2  不同培养条件下巨噬细胞的生长状态(×200) 
Figure 2  Growth status of macrophages under different culture conditions (×200). A: 1640+1% FBS. 
B: 1640+5% FBS. C: 1640+10% FBS. D: 1640+20% FBS. 
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图 3  不同培养基巨噬细胞的生长状态(200×)   A：1640+1% FBS 完全培养基. B：L-15+5% FBS 完全

培养基. C：DMEM (高糖)+5% FBS 完全培养基. D：M199+5% FBS 完全培养基. 红色箭头表示成活贴

壁细胞，橙色箭头表示死亡悬浮细胞 
Figure 3  Photomicrograph of macrophages cultured in different types of media (200×). A: 1640+1% FBS 
complete medium. B: L-15+5% FBS complete medium. C: DMEM (high sugar)+5% FBS complete medium. 
D: M199+5% FBS complete medium. Red arrows indicate viable adherent cells; Orange arrows indicate dead 
suspension cells. 

 
2.2  头肾巨噬细胞的鉴定结果 
2.2.1  倒置显微镜下的巨噬细胞 

大口黑鲈头肾分离纯化后的巨噬细胞在细

胞板培养 48 h 至细胞完全贴壁，倒置显微镜下

观察可见巨噬细胞呈圆形或椭圆形，甚至出现

多角形态；随着体外培养时间的增加，大量巨

噬细胞开始出现伪足，细胞之间接触增加以维

持更好的贴壁状态，完全符合巨噬细胞的形态

(图 4A)。 
2.2.2  巨噬细胞不同染色鉴定 

台盼蓝可以将死细胞染成蓝色，而活细胞

不着色，以此检测巨噬细胞的活性。将分离出

的巨噬细胞通过台盼蓝染色后发现，大量巨噬

细胞存活并且生长状态良好(图 4B)。巨噬细胞

的姬姆萨染色结果显示细胞核被染成紫色，较

大且偏向一侧，而胞浆则被染成蓝色(图 4C)。
非特异性酯酶为巨噬细胞的特异性染料，着色

后会出现强阳性反应，倒置显微镜下可观察到

巨噬细胞的整个细胞浆呈棕红色，其染色后可

直观地鉴别巨噬细胞(图 4D)。 
2.2.3  巨噬细胞特异性基因 mpeg1 鉴定 

取体外培养的巨噬细胞 cDNA 为模板 PCR
扩增 mpeg1 基因，通过琼脂糖凝胶电泳确定基

因条带大小为 926 bp，与目的基因条带大小一

致(图 5)。测序结果及比对分析显示此序列与大

口黑鲈巨噬细胞 mpeg1 基因序列相似度高达

98% (图 6)，说明分离得到的巨噬细胞中表达了

mpeg1 基因。 

2.3  巨噬细胞的活性检测结果 
2.3.1  CCK-8 检测巨噬细胞的活性结果 

在倒置显微镜下观察发现，巨噬细胞在

2448 h 生长状态良好，体积增大并且有明显的

延展性，培养至 72 h 后细胞才开始出现贴壁状

态变差甚至漂浮的现象(图 7)。通过 CCK-8 
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图 4  不同染色方法对大口黑鲈巨噬细胞的鉴定(200×)   A：倒置显微镜下贴壁巨噬细胞. B：巨噬细

胞的台盼蓝染色. C：巨噬细胞的姬姆萨染色. D：巨噬细胞的非特异性酯酶染色. 黑色箭头表示不同形

态的巨噬细胞；蓝色箭头表示死亡细胞；橙色箭头表示姬姆萨染色后的巨噬细胞核；黄色箭头表示非

特异性酯酶染色下的巨噬细胞 
Figure 4  Identification of primary macrophages derived from Micropterus salmoides using multiple 
staining method (200×). A: Morphology of macrophages under inverted microscope. B: Trypan blue staining. 
C: Giemsa staining. D: Non-specific esterase staining. The black arrows indicate different morphology of 
macrophages; The blue arrow indicates the dead cell; The orange arrows indicate that the nuclei of 
macrophages were stained with Giemsa solution; The yellow arrows indicate that the macrophages were 
stained with non-specific esterase staining solution. 

 

 
 

图 5  大口黑鲈头肾巨噬细胞 mpeg1 基因扩增结果   
M：DL2000 DNA Marker；a、b：原代巨噬细胞 
Figure 5  Amplification results of mpeg1 gene in 
Micropterus salmoides head kidney macrophages. 
M: DL2000 DNA Marker; a, b: Primary 
macrophages. 

试剂盒检测不同时间段巨噬细胞的活性，结果

发现 624 h 巨噬细胞的存活率始终保持在

80.00%±1.03%，2448 h 细胞存活率开始骤降，

最后到 72 h 细胞存活率降至 20.00%±0.54% 
(图 8)。在培养 24 h 后，巨噬细胞在显微镜下观

察的状态与用 CCK-8 检测的结果不太一致，可

能与 CCK-8 实验中巨噬细胞在 96 孔板生长空

间受限、贴壁状态变差和培养基营养供给不够

有关，因此 CCK-8 检测的细胞的存活率低于显

微镜下的观察。 
2.3.2  巨噬细胞氧呼吸暴发活性测定结果 

采用 NBT 法[20]用 LPS 刺激巨噬细胞，通

过多功能酶标仪分别检测不同时间段巨噬细胞

的氧呼吸暴发活性，实验结果表明，巨噬细 
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图 6  mpeg1 基因序列比对图 
Figure 6  mpeg1 gene sequence alignment. 
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图 7  不同时间倒置显微镜下巨噬细胞生长状态(200×)   A：培养 6 h 的细胞. B：培养 12 h 的细胞. C：

培养 24 h 的细胞. D：培养 48 h 的细胞. E：培养 72 h 的细胞 
Figure 7  Photomicrograph of macrophages at different culture time (200×). A: 6 h of cell plating. B: 12 h of 
cell plating. C: 24 h of cell plating. D: 48 h of cell plating. E: 72 h of cell plating. 

 

 
 

图 8  CCK-8 法检测头肾巨噬细胞在不同培养时

间的细胞活性 
Figure 8  Activity of macrophages derived from 
head kidney at different culture time determined by 
the CCK-8 method. 
 
胞在不同时间段都能产生氧自由基但能力不尽

相同。实验数据表明，624 h 之间实验组的氧

呼吸暴发活性显著高于对照组(P<0.05) (图 9)。
巨噬细胞在 LPS 刺激 12 h 后氧呼吸暴发活性最

高，到 36 h 后实验组和刺激组的氧呼吸暴发无

显著性差异。 

2.4  GFP-鰤诺卡氏菌侵染巨噬细胞结果 
为观察鰤诺卡氏菌侵染大口黑鲈头肾巨噬

细胞的过程，本实验通过 GFP-鰤诺卡氏菌与巨

噬细胞共孵育，用倒置荧光显微镜观察不同侵

染时间鰤诺卡氏菌和巨噬细胞形态和数量上的

变化。未被细菌侵染的巨噬细胞贴壁状态良好，

细胞成活率高(图 10A)；共孵育 2 h 后，巨噬细

胞数量明显下降，细胞贴壁率降低，一部分荧

光细菌黏附在细胞表面，一部分细菌被细胞吞

噬(图 10B)；共孵育 4 h 后，细胞贴壁率和细胞

成活率较前一阶段明显下降，细胞形态变圆且

黏附率降低，大部分细菌聚集在巨噬细胞周围，

并被巨噬细胞吞噬(图 10C)；共孵育 6 h 后，丝

状杆状的菌体形态明显，将巨噬细胞包围起来， 
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图 9  不同时间段巨噬细胞的氧呼吸暴发活性  
Figure 9  Oxygen respiration burst activity of 
macrophages at different time periods. *: P<0.05. 

 
被巨噬细胞吞噬的荧光菌明显增加(图 10D)；共

孵育 8 h 以后，巨噬细胞大量死亡。采用流式细

胞仪检测不同时间段侵入巨噬细胞的细菌数，共

孵育 2 h 后已有鰤诺卡氏菌侵入巨噬细胞内，但

随着侵染时间的增加，吞噬了荧光细菌的细胞比

例逐渐减少，可能与细胞大量死亡有关(图 11)。 

2.5  鰤诺卡氏菌引起巨噬细胞凋亡 
2.5.1  双荧光法检测细胞凋亡 

为检测鰤诺卡氏菌引起巨噬细胞凋亡或坏

死的情况，采用双荧光凋亡试剂盒检测巨噬细

胞的凋亡或坏死的细胞比例，实验结果表明，

细菌侵染 2 h 后，凋亡的细胞比例占 21.64%；

侵染 4 h 后，凋亡细胞的比例有所下降，为

20.42%；侵染 6 h 后，凋亡细胞的比例下降到

17.77%。随着侵染时间的增加，细胞的坏死数

量也逐渐增加；未侵染组细胞只有个别检测到

红绿荧光，细胞的凋亡和坏死数量属于正常范

围(图 12)。 
2.5.2  乳酸脱氢酶检测结果 

LDH 的释放量可间接反映细胞膜的受损程

度[28]。图 13 结果显示，侵染 2 h 后，实验组的

LDH 释放高于对照组；随着侵染时间的增加，

实验组的 LDH 释放始终高于对照组，但总的释

放量也随之下降。 

 

 
 

图 10  不同时间段巨噬细胞吞噬 GFP-鰤诺卡氏菌的情况(×400)   A：未侵染的巨噬细胞. B：侵染 2 h. 
C：侵染 4 h. D：侵染 6 h. 橙色箭头表示巨噬细胞吞噬 GFP-鰤诺卡氏菌 
Figure 10  Phagocytosis of macrophages incubated with GFP-Nocardia seriolae at different culture time 
(×400). A: Uninfected macrophages. B: Infection for 2 h. C: Infection for 4 h. D: Infection for 6 h. The 
orange arrows indicate that GFP-Nocardia seriolae were phagocytosed by macrophages. 
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图 11  GFP-鰤诺卡氏菌侵染巨噬细胞的荧光表征分析   A：对照组. B：2 h. C：4 h. D：6 h 
Figure 11  Fluorescence characterization analysis of GFP-Nocardia seriolae-infected macrophages. A: Control. 
B: 2 h. C: 4 h. D: 6 h. 

 

 
 

图 12  不同侵染时间段巨噬细胞凋亡与坏死情况   A：对照组. B：2 h. C：4 h. D：6 h 
Figure 12  Apoptosis and necrosis of macrophages at different time periods after infection. A: Control. 
B: 2 h. C: 4 h. D: 6 h. 
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图 13  不同侵染时间段 LDH 释放量 
Figure 13  LDH release at different time periods 
after infection. 

2.5.3  线粒体膜电位检测结果 
线粒体膜电位的下降是细胞早期凋亡的指

标之一[27]。通过流氏细胞仪检测，结果显示，

侵染 2 h 后，左上象限线粒体膜电位高的红色

荧光细胞比例为 0.39%，右下象限线粒体膜电

位降低带有绿色荧光的凋亡细胞占 3%；侵染

4 h 后，左上象限膜电位较高红色荧光细胞比例

下降至 0.21%，右下象限膜电位下降的绿色凋

亡细胞的比例下降到 1.58%，持续侵染到 6 h，
凋亡细胞的比例下降到 1.42%；未侵染组细胞

的凋亡数量处于正常范围(图 14)。 
 

 
 

图 14  不同时间段线粒体膜电位检测   A：对照组. B：2 h. C：4 h. D：6 h 
Figure 14  Detection of mitochondrial membrane potential at different time periods. A: Control. B: 2 h. 
C: 4 h. D: 6 h. 
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3  讨论与结论 
3.1  大口黑鲈头肾巨噬细胞的分离与体外

培养条件优化 
巨噬细胞常用作病原学、免疫学、药理学

等研究的体外侵染模型。正常机体几乎所有组

织都含有巨噬细胞，但不同物种、不同组织器

官的巨噬细胞存在异质性，在形态、表型、功

能等方面也存在差异[29]。目前，国内外已报道

了多种鱼类组织巨噬细胞的分离及体外培养方

法，常见鱼类分离巨噬细胞的组织有肾、脾、肠、

腹腔和外周血等[19,30-32]。巨噬细胞是不能繁殖的

细胞群，在适宜条件下可原代培养 3 d 至 3 周不

等[19]。商品化的巨噬细胞只有哺乳动物的建有

无限细胞系，如小鼠巨噬细胞 RAW264.7、
ANA-1 等，这些细胞均能传代培养[26]。除了野鲮

鱼(Labeo niloticus)[33]、虹鳟(Oncorhynchus)[34]、

尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)[19]建立了巨

噬细胞细胞系外，大部分鱼类细胞免疫学研究

中均使用原代巨噬细胞作为细胞材料。由于不

同物种不同组织分离的巨噬细胞在体外生存条

件不一样，为了开展后续研究，原代巨噬细胞

体外培养条件的优化尤为重要。 
在培养基选择上，不同鱼类组织分离后的

巨噬细胞，适宜其体外生存的培养基以 1640 培

养基和 L-15 培养基为主，如香鱼(Plecoglossus 
altivelis)[35]头肾分离的、尼罗罗非鱼[19]腹腔分离

的、草鱼(Ctenopharyngodon idellus)肠[20]分离的

巨噬细胞最适培养基为 1640 培养基，而团头鲂

(Megalobrama amblycephala)[23]、牙鲆(Paralichthys 
olivaceus)[21]和大黄鱼 (Larimichthys crocea)[22]

头肾分离的巨噬细胞最适培养基为 L-15 培养

基。本实验中，从大口黑鲈头肾分离的巨噬细

胞分别在 4 种培养基培养后，细胞在 1640 培养

基中贴壁率高、细胞活性好、存活时间长。胎

牛血清作为原代细胞在体外生存的主要营养

源，其浓度的高低直接影响细胞的体外成活率。

在不同血清浓度选择上，不同鱼类组织分离的

巨噬细胞也有差异，如奥尼罗非鱼[奥利亚罗非

鱼 (Oreochromis aureus)♂×尼罗罗非鱼♀]腹腔

分离[36]的和草鱼肠分离[20]的巨噬细胞在添加了

10% FBS 和 5%本品种鱼血清时生长最好，金鱼

(Carassius auratus)[37]、牙鲆[21]和大黄鱼[22]头肾

分离的巨噬细胞在添加 5% FBS 的 L-15 培养基

中生长最好，斑点叉尾鮰(Ictalurus punctatus)[38]

头肾分离的巨噬细胞则在 2% FBS 的 L-15 培养

基中生长最好。本实验中，巨噬细胞在添加 1% 
FBS 的 1640 培养基或添加 5% FBS 的 L-15 培

养基中比在其他培养基培养时生长好，前者的

贴壁率更高；当 1640 培养基或 L-15 培养添加

血清浓度为 10%或以上时巨噬细胞贴壁数量减

少，与牙鲆头肾分离巨噬细胞[21]的结果相似。

以上结果表明，巨噬细胞作为终末分化的细胞

可能对血清营养的需求不及体细胞高，鱼类体

细胞体外培养需要添加 10%左右的 FBS[25]，而

已经终末分化的巨噬细胞则需要 5%或更低的

血清浓度即可促进细胞生长。由于不同培养基

的成分不一样，CO2 可能会影响培养基的 pH
值，对细胞的生长有很大的影响，本研究发现，

L-15 培养基在无 CO2 的条件下细胞能更好地贴

壁，而其他 3 种培养基在有 CO2 的条件下细胞

生长状态更好。细胞培养温度则与鱼类适宜生

长温度保持一致。综合比较各种条件，筛选出

大口黑鲈头肾巨噬细胞的体外最佳培养条件为

1640 培养基+1%双抗+1% FBS、(28±1) °C、5% 
CO2，细胞体外生存可达 72 h，细胞纯度在 85%
左右，可满足后期实验需求。 

3.2  大口黑鲈头肾巨噬细胞的鉴定与活性

检测 
在硬骨鱼中，虽然很多种物种中已发现了
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单核/巨噬细胞，由于单核细胞和巨噬细胞有相

似的特征，因此需要通过形态学、吞噬功能等

方法对分离的巨噬细胞进行鉴定[39]。巨噬细胞

的常规鉴定主要通过染色观察其形态特征，包

括姬姆萨染色和非特异性酯酶染色等[30,40]。本

研究将巨噬细胞培养至完全贴壁的状态，用姬

姆萨染液快速染色，可观察到巨噬细胞呈圆形、

椭圆形、不规则形状，伸出伪足明显，细胞核

呈紫色较大且偏向一侧，胞浆呈蓝色，与草鱼、

牙鲆、鲫(Carassius auratus)等巨噬细胞形态保

持一致 [19,21,32]。成熟的巨噬细胞大致可以分为

3 个亚群：R1、R2 和 R3 型巨噬细胞[40-41]。R1

型巨噬细胞含有酸性磷酸酶，但是缺乏过氧化

物酶和非特异性酯酶。R2 型巨噬细胞类似于

哺乳动物的成熟组织巨噬细胞，对非特异性酯

酶呈阳性反应[42]。基于此，本研究对巨噬细胞

进行非特异性酯酶染色发现，巨噬细胞着色后

出现强阳性反应，整个细胞呈现棕红色，这与

鲫鱼巨噬细胞的染色结果[32]一致。本研究通过

各种染色方法可确定大口黑鲈头肾巨噬细胞

具有相应的形态学特征。鱼类巨噬细胞在基因

水平方面的鉴定也已经趋于成熟，巨噬细胞表

达基因(mpeg1)被认为是人和小鼠巨噬细胞中

特有的表达基因[43]，随后在其他哺乳类动物[44]

和斑马鱼(Danio rerio)[45]的巨噬细胞鉴定中被

用作巨噬细胞谱系的标记基因。王宣刚等 [21]

通过设计牙鲆 mpeg1 基因特异性引物，在分离

的细胞中成功扩增出该基因，并且牙鲆淋巴细

胞、鳃细胞和卵巢细胞作为阴性对照并未扩

出，说明 mpeg1 基因为巨噬细胞特有的标记性

基因。本研究根据大口黑鲈 mpeg1 基因设计特

异性引物，通过 PCR 扩增与测序比对，该序列

与大口黑鲈 mpeg1 基因序列相似度高达 98%，

通过分子方法进一步对分离的巨噬细胞进行

了鉴定。 

为验证体外培养条件下头肾巨噬细胞的活

性与功能，本研究采用了 CCK-8 活性检测及氧

呼吸暴发活性测定。常藕琴等[46]通过 CCK-8 法

检测草鱼中性粒细胞的活性，结果显示在体外

培养 24 h 的细胞存活率最高，达 89.91%±3.56%，

细胞活力随培养时间的延长呈下降趋势，72 h

下降至 29.69%±1.64%。本实验结果与常藕琴

等 [46]的相似，在 6‒24 h 巨噬细胞的存活率始终

保持在 80%左右，2448 h 细胞存活率开始骤

降，最后到 72 h 细胞存活率降至 20%左右。巨

噬细胞在显微镜下的状态与用 CCK-8 检测的结

果不太一致，可能与细胞在 96 孔板生长空间受

限、贴壁状态变差和培养基营养供给不够有关，

因此 CCK-8 检测的细胞存活率低于显微镜下的

观察。巨噬细胞杀灭病原菌的主要机制是通过

活性氧来抑制病原菌的存活，因此可通过外源

物 LPS 刺激巨噬细胞后检测巨噬细胞氧呼吸暴

发活性，从而了解巨噬细胞产生氧自由基的能

力。本研究分离的巨噬细胞在 LPS 的刺激下检

测不同时间段氧呼吸暴发活性，LPS 刺激 12 h

后氧呼吸暴发活性最高，与陶会竹等 [20]分离

的草鱼肠巨噬细胞氧呼吸暴发活性检测结果相

似，但在 36 h 后实验组和对照组无显著差异，

可能是因为 96 孔板中培养基的营养耗尽，不足

以维持巨噬细胞体外生存，致使细胞大量死亡，

外源刺激物无法对细胞起作用。 

3.3  鰤诺卡氏菌侵染大口黑鲈头肾巨噬细

胞过程及对细胞凋亡的作用 
本实验通过 GFP-鰤诺卡氏菌与巨噬细胞

共孵育，用倒置荧光显微镜和流式细胞术观察

鰤诺卡氏菌侵染巨噬细胞的过程。通过倒置荧

光显微镜下观察细菌与细胞之间的状态与位置

来判断巨噬细胞吞噬细菌的情况。巨噬细胞未
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被细菌侵染前细胞成活率高、细胞状态良好而

且贴壁率高；细菌侵染巨噬细胞后，一部分细

菌聚集在巨噬细胞周围；另一部分被巨噬细胞

吞噬；随着侵染时间的增加，巨噬细胞逐渐死

亡，与前期实验室 Wang 等[3]用 GFP-鰤诺卡氏

菌侵染实验鱼，在实验鱼体内观察到巨噬细胞

吞噬细菌的现象一致，也与刘春等 [47]建立的

GFP-爱德华菌侵染小鼠巨噬细胞 RAW264.7 的

实验结果类似。本实验通过流式细胞术，进一

步验证了巨噬细胞吞噬了 GFP-鰤诺卡氏菌，说

明鰤诺卡氏菌具有胞内寄生菌的特征，并且与

巨噬细胞存在相互作用关系。水产动物病原菌

如迟缓爱德华氏菌[5]、海分枝杆菌[6]和鲁氏耶尔

森菌[7]等已证实是胞内寄生菌，可入侵巨噬细

胞并在胞内寄居和繁殖。迟缓爱德华菌与布鲁

氏菌在巨噬细胞中的生存方式相似，具体表现

为少数的细菌能够避免溶酶体的融合作用，并

重新将其贩运到最终的复制位点，而大多数细

菌会在巨噬细胞的吞噬溶酶体内被破坏[48]。耶

尔森菌在入侵巨噬细胞后会被封存在自噬细胞

的间隔内，不会与初级溶酶体融合。随着侵染

时间的增加，细菌会在细胞间隔中进行自我复

制，从而达到持续侵染细胞的作用[7]。 
凋亡是细胞的一种程序性死亡，当机体受

到细菌等病原体刺激时，作为对病原体天然免

疫反应的形式之一，机体就会发出特定的信号

使正常细胞以特定的途径发生凋亡。但是胞内

寄生菌对巨噬细胞凋亡存在两个方面的影响，

既能诱导细胞凋亡，也能抑制细胞凋亡[9]。秦

蕾等[49]用不同毒力的迟缓爱德华氏菌侵染大菱

鲆(Scophthalmus maximus)头肾巨噬细胞，强毒

株能显著抑制巨噬细胞凋亡。本研究通过双荧

光试剂盒检测到巨噬细胞在 2 h 出现凋亡，并

且随着侵染时间的增加，巨噬细胞的凋亡率出

现下降，细胞的坏死率上升，推测在侵染初期，

鰤诺卡氏菌主要促进细胞凋亡，到 4 h 后，鰤

诺卡氏菌为了在巨噬细胞内存活从而产生抑制

凋亡作用。LDH 的释放和线粒体膜电位的下降

都属于细胞凋亡的表现[50]，LDH 的释放可间接

反映细胞凋亡过程中细胞膜的损伤程度。线粒

体作为巨噬细胞中重要的细胞器，参与细胞的

多种代谢反应。当线粒体的呼吸链受到抑制时，

跨膜电位就会发生改变，细胞色素 C 和多种凋

亡诱导因子的释放会引起细胞凋亡的级联反

应，从而导致细胞凋亡 [51]。本研究结果显示

出 LDH 的释放量以及线粒体膜电位均随着侵

染时间的延长逐渐减少，与双荧光法流式细胞

术检测实验结果相吻合，进一步证实了鰤诺卡

氏菌在侵染中期起到了抑制凋亡的作用。本研

究通过检测鰤诺卡氏菌侵染后不同时间段巨

噬细胞的凋亡数量，发现凋亡的细胞数量随着

侵染时间的延长先出现增加后呈现下降，表

现出对巨噬细胞的凋亡有调控作用，这与结

核分枝杆菌(Mycobacterium tuberculosis)[52]、

布鲁氏菌(Brucella)[53]、海分枝杆菌 [6]、单核细

胞李斯特菌(Listeria monocytogenes)[54]等胞内

寄生菌对巨噬细胞凋亡作用的结果相似。但与

上述胞内菌采用稳定的商品化小鼠巨噬细胞

RAW264.7 构建侵染模型不同，本研究使用的

是鱼类的原代巨噬细胞，对鰤诺卡氏菌的刺激

异常敏感，随着细菌侵染的时间增加，细胞容

易大量死亡，对侵染过程中侵染细胞的获取有

一定影响。 
综上所述，本研究通过分离大口黑鲈头肾

巨噬细胞，成功建立了鰤诺卡氏菌侵染鱼类巨

噬细胞的模型；证实了鰤诺卡氏菌可侵染巨噬

细胞并通过抑制细胞凋亡从而达到在巨噬细胞

内存活的目的，本研究为进一步开展鰤诺卡氏

菌与巨噬细胞相互作用、阐明鰤诺卡氏菌的致

病机制奠定了研究基础。 
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