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嗜水气单胞菌感染对团头鲂肝脏铁代谢的影响
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摘要　为研究细菌感染对鱼类肝脏铁代谢的影响,以团头鲂为研究对象,通过腹腔注射嗜水气单胞菌,在感

染后不同时间点取团头鲂的血液和肝脏组织,分别采用分光光度法和ICP法检测血清和肝脏中的铁含量,采用

实时荧光定量PCR法对铁代谢调节相关基因———铁调素(hepc)、白细胞介素６(ilＧ６)、JAK/STAT信号通路的

蛋白质酪氨酸激酶３(jak３)、信号转导子和转录激活因子３(stat３)等表达量进行检测.结果显示:感染嗜水气单

胞菌后,团头鲂血清中铁浓度明显降低,在１２、２４h时显著低于对照组,总铁结合力有所上升,但没有达到显著

水平;肝脏中铁含量相对于对照组虽没有达到显著性差异水平,但仍有明显升高.肝脏中hepc基因的表达量显

著上升;ilＧ６、jak３和stat３基因表达量开始均有所上调,随后有所下降,但各时间点的表达量均高于对照.试验结

果说明,机体通过调节hepc等铁代谢相关基因的表达,进而降低自身游离铁和增加储存铁来应对病原菌的感染.
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　　铁是机体不可或缺的微量元素之一,参与诸多

代谢途径,也是免疫系统发挥作用的重要辅助因子,
可影响巨噬细胞的杀菌功能以及免疫细胞的增殖和

活性[１].缺铁和铁过量均会导致机体损伤,所以维

持机体铁稳态十分重要.同时,铁也是需铁病原微

生物和宿主相互竞争的对象,机体可以通过调节铁

代谢水平,一定程度上抑制病原微生物的侵害.

Hepcidin基因(hepc)是一种主要由肝细胞产生的

防御性抗菌肽,属于防御素蛋白家族[２],具有抑菌活

性[３],同时也是机体铁代谢的关键调节因子,对维持

铁平衡具有重要作用,俗称铁调素[４Ｇ５].炎症能强烈

地刺激铁调素的表达,大量的证据表明,引起铁调素

表达的炎症介质主要是白细胞介素６(ilＧ６)[６].ilＧ６
是通过刺激JAK/STAT(janusproteintyrosinekiＧ
nase/signaltransducerandactivatoroftranscripＧ
tion,janus蛋白酪氨酸激酶/信号转导子和转录激

活子)信号通路调节铁调素表达的,铁调素基因的启

动子 包 含 有 磷 酸 化 的 STAT３ 二 聚 体 的 结 合 位

点[７].ilＧ６与受体结合后激活JAK/STAT信号,进
而磷酸化STATs蛋白,主要是STAT３,进入细胞

核,上调hepc 基因的表达.团头鲂(Megalobrama

amblycephala)是我国主要的淡水养殖品种之一.
近年来,嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila),一
种革兰氏阴性菌,也是需铁病原菌,对团头鲂养殖造

成的危害日渐严重[８].本试验拟通过检测感染嗜水

气单胞菌后团头鲂铁代谢水平和肝脏中hepc、ilＧ６、

JAK/STAT信号通路的jak３和stat３基因表达量

变化趋势,探讨病原菌感染和机体铁代谢之间的相

互作用,为进一步研究铁代谢在机体应对细菌感染

中的作用提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　试验材料

嗜水气单胞菌由笔者所在实验室分离、保存.
试验用团头鲂购自湖北省黄冈市团风县湖北百

容水产良种有限公司,选取外观健康、大小基本一致

的团头鲂幼鱼,鱼体质量为(３０±５)g、体长为(１２±
３)cm.将试验鱼随机分为２个处理组:试验组和对

照组,每个处理组设３个平行,每个平行组８０尾鱼,
共４８０尾.
1.2　嗜水气单胞菌感染和样品采集

根据以往文献[９]及预试验结果,确定用于感染
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的最适菌悬液浓度为１．０×１０６cfu/mL.将２８℃恒

温过夜培养的嗜水气单胞菌菌苔用０．６５％无菌生理

盐水洗脱,稀释成１．０×１０６cfu/mL 的菌悬液,采用

腹腔注射法,注射前用乌来糖将试验用鱼进行轻度

麻痹,试验组每尾注射０．１mL 的菌悬液,对照组注

射等量的无菌生理盐水.注射后０、４、１２、２４、７２、

１２０h分别采集试验组和对照组鱼的肝脏和血液,
每个时间点每个平行取６尾鱼,将一次性１mL注

射器用肝素钠(１０００IU/mL)润洗,从鱼体尾静脉

取血０．５~１．０mL.采血后立即解剖,取出肝脏组

织置于液氮中,之后于－８０℃保存,用于后面的肝

脏铁含量和基因表达测定.
1.3　血清铁浓度、总铁结合力的测定

血清样品制备:采取的血液于４℃静置２h左

右,以４０００r/min 离心１３min 后收集上层血清,

－２０℃冰箱过夜,次日血清解冻后再次低速度离

心,吸取上层液 －８０℃保存备用.
血清铁浓度及总铁结合力(mg/L)的测定使用

血清铁、总铁结合力试剂盒(南京建成生物工程研究

所).血清铁浓度的检测原理:在酸性溶液和还原剂

的作用下,使转铁蛋白中铁与蛋白分离,使血清中高

铁还原成亚铁,后者与双吡啶结合成粉红色的络合

物,在一定范围内,铁离子的多少与色泽成正比.总

铁结合力的检测原理:血清内加入过量的铁,使血清

中转铁蛋白全部与铁结合,再加入铁吸附剂将多余

的铁吸附掉.然后依据血清铁检测方法测定铁含

量,即总铁结合力.测定步骤具体参照试剂盒说明

书,利用紫外分光光度计(NanoDrop２０００,德国epＧ
pendorf公司)测定,每一样品重复检测３次.

1.4　肝脏铁浓度的测定

采用电感耦合等离子发射光谱仪(InductiveCouＧ
pledPlasmaEmissionSpectrometer)检测肝脏铁含量

(干法消化):将肝脏样品解冻后,用冷生理盐水冲洗

干净并用滤纸吸干后称质量(精确到０．０００１g),粉
碎均匀后置于瓷干锅中,在电炉上炭化完全,无烟为

止,置于马弗炉内,由室温开始,徐徐升温,经６００℃
灼烧５h,直至试样呈白色或者灰白色、无炭粒为

止.冷却后取出,用１∶１的硝酸(５mL)溶解,电炉

上加热直至沸腾为止,过滤至５０mL容量瓶,并用

双蒸水反复洗涤坩埚和滤纸,洗涤液并入容量瓶中,
然后用双蒸水定容,混匀,作为试样溶液.同时配置

试剂空白液.采用ICP仪(Optima８０００DV型,美国

PekinElmer公司)测定,每一样品重复检测３次.
1.5　肝脏铁代谢相关基因时空表达特征分析

根 据 团 头 鲂 hepc、ilＧ６ 基 因 cDNA 序 列

(JQ３０８８４１、KJ７５５０５８)和亲缘关系较近的鲤jak３
基因cDNA序列(AF１４８９９３)、草鱼stat３基因序列

(JX９７６５４８)设计引物(表１).采用 RNAiso(TaKaＧ
Ra,Dalian,China)提取肝脏总 RNA,反转录成cDＧ
NA,根据说明书在 RotorＧGene６５００ 实时定量仪

(澳大利亚)上进行实时荧光定量 PCR.目的基因

在肝脏中的相对表达量采用２－△△C(T)法确定,选择

团头鲂１８SrRNA 基因作为内参(AB８６０２１５．１).
实时荧光定量PCR反应体系:０．４μL上下游引物,

２μLcDNA 模板,７．２μLddH２O,总体积２０μL.
反应条件为:９５℃预变性１ min,９５℃变性５s,

６０℃退火２０s,７２℃延伸２０s,４０个循环,溶解曲线

温度从５２℃到９９℃.每一样品重复检测３次.

表１　目的基因荧光定量PCR扩增引物序列

Table１　TheprimersequencesoftargetgenesusedforqRTＧPCR

基因名称

Genename
引物序列(５′Ｇ３′)

Primersequences(５′Ｇ３′)

退火温度/℃
Annealing

temperature

预计扩增片段长度/bp
Expectedamplified
fragmentlength

hepc
CAGACCGCAGCCGTTCCCTT

５８ １３５
AGCAGTATCCACAGCCTTTG

ilＧ６
ACAGCAGTATGGGGGAGTTAT

５６ １５６
TTCATCACGCAGAGTTTTCAC

jak３
CTTCAGGTTGCGTTCTCC

６０ １２１
CCAGAGGCTCACAGACAAG

stat３
CGCATCACTGTTGGTTCGG

５８ １４２
GCAGCCATTAGAGGTTCACG

１８SrRNA
CGGAGGTTCGAAGACGATCA

６０ １５４
GGGTCGGCATCGTTTACG

８９
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1.6　数据分析

所有数据利用SPSS１７．０ 软件进行统计分析,
采用t检验法进行差异显著性分析,P＜０．０５表示

差异显著.所有数值均为平均值±标准差.

2　结果与分析

2.1　嗜水气单胞菌感染对团头鲂血清铁浓度的影响

嗜水气单胞菌感染后不同时间点团头鲂血清中

铁浓度的变化趋势如图１所示.细菌感染后各时间

点,试验组团头鲂的血清铁浓度均有不同程度降低,
感染后１２、２４h均达到了显著性水平(P＜０．０５),随
后有所上升,但仍低于对照组.

∗:显著性差异P＜０．０５∗meanssignificantdifference(P＜０．０５)．

图１　嗜水气单胞菌感染后团头鲂血清铁浓度

Fig．１　ConcentrationofserumironinM．amblycephala
afterA．hydrophilainfection

2.2　嗜水气单胞菌感染对血清总铁结合力的影响

嗜水气单胞菌感染后不同时间点团头鲂血清中

转铁蛋白总铁结合力的变化趋势如图２所示.试验

组团头鲂血清的总铁结合力相对于对照组略有不同

程度增加,但均未达到显著性水平.

图２　嗜水气单胞菌感染后团头鲂血清总铁结合力

Fig．２　TotalironbindingcapacityofM．amblycephala

serumafterA．hydrophilainfection

2.3　嗜水气单胞菌感染对团头鲂肝脏铁含量的影响

在嗜水气单胞菌感染后各个时间点试验组肝脏铁

含量均高于对照组,但并无显著差异(P＞０．０５)(图３).

图３　嗜水气单胞菌感染后不同时点团头鲂肝脏铁含量

Fig．３　IroncontentintheM．amblycephala
liverafterA．hydrophilainfection

2.4　嗜水气单胞菌感染对 hepc、ilＧ6、jak3、stat3
基因表达的影响

　　在注射嗜水气单胞菌后,hepc基因在各时点表

达量相对于０h明显上调,在４、１２、２４h达到显著

性差异(P＜０．０５),在感染后４h达到最高,随后逐

渐下降.ilＧ６基因在感染后的表达量明显上调,在
２４h时表达量最高,随后有所下降,在１２、２４、７２h
均达到了显著性差异(P＜０．０５);jak３、stat３基因

的表达量亦均有所上调,jak３基因在１２h时表达

量达到最高(P＜０．０５),stat３基因在４h时的表达

量达到最高,随后逐步下降,但仍明显高于感染前的

表达水平,见图４.

3　讨　论

铁是机体多种酶类合成的必要元素,参与氧气

运输、细胞增殖和分化、电子转移等多种生命活

动[１０].铁也是需铁病原菌增殖分化的必要元素,并
且对致病菌毒力的强弱也具有重要影响.病原菌入

侵后通过摄取宿主体内的铁以满足其增殖和致病力

的表达.宿主通过降低机体的铁代谢水平,在一定

程度上可以抑制病原菌的增殖并降低其致病力[１１].
本试验结果显示,在感染嗜水气单胞菌后团头鲂血

清铁含量有所下降,并在感染后１２、２４h达到显著

性水平.肝脏铁含量在感染后有所上升,但没有达

到显著性水平.这可能与机体在感染后通过一系列

自我调节,降低机体的铁循环以抑制病原菌的侵害

以及病原菌在机体内迅速增殖消耗大量铁有关[１２].
感染后的血清总铁结合力相对于对照组有所上升,
虽没有达到显著性水平,但结合细菌感染后鱼体血

清铁含量的变化趋势和转铁蛋白的上调[１３],可以认

为,血清铁和转铁蛋白的比率显著下降,进一步提高

了铁与转铁蛋白的结合效率,有利于抑制嗜水气单

胞菌从体内摄取铁的能力.

９９
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　∗表示显著性差异(P＜０．０５)∗meanssignificantdifference(P＜０．０５)．

图４　嗜水气单胞菌感染后hepc、ilＧ６、jak３、stat３基因在团头鲂肝脏中相对表达量

Fig．４　RelativemRNAexpressionofthehepc,ilＧ６,jak３,stat３genesintheliver
ofM．amblycephalaafterA．hydrophilainfection

　　本试验中所检测的团头鲂肝脏hepc、ilＧ６、jak３
和stat３基因在嗜水气单胞菌感染后早期４、１２h都

有不同程度的显著上调,表明这些基因都参与了鱼

体的非特异性免疫反应,同时这些基因也不同程度

地参与了细菌感染后的铁代谢调节.hepc 基因主

要在肝脏中合成和分泌,可以抑制肠道铁的吸收和

肝脏铁的释放以降低机体的铁代谢水平,是机体调

节铁 代 谢 的 关 键 因 素[１４]. 研 究 证 实,大 菱 鲆

(ScophthalmusmaximusLinnaeus)在感染病原菌

后,肝、脾、鳃等组织中hepc基因的表达量均显著性

增高[１５].感染链球菌(Streptococcusiniae)后,鲈
(Lateolabraxjaponicus)肝细胞hepc mRNA 水平

在数小时内明显上调[１６].香鱼(PlecoglossusalＧ
tivelis)肝脏中hepc基因表达量在感染鳗利斯顿氏

菌(Listonellaanguillarum)后显著上升[１７].本试

验中,hepc基因在感染后不同时间点的表达量均有

所上升,并在４、１２、２４h达到了显著性差异.
机体受病原菌侵害时,巨噬细胞等免疫细胞会

合成、分泌大量的炎症因子,其中主要为白细胞介素

６(ilＧ６).炎症反应可通过一系列生化过程调节

hepc基因的表达,进而影响机体铁代谢水平.ilＧ６
和受体结合后可激活jak 基因,进而磷酸化stat３,
进入细胞核,调节hepc基因的转录,促进hepc基因

的表达[７].研究显示,在感染病菌后,金头鲷(SpaＧ
rusaurata)各组织ilＧ６的表达量均有所上调[１８].

本试验中,在感染嗜水气单胞菌后各时间点团头鲂

肝脏中ilＧ６的表达量均有所上升,在１２h达到最

高,随后有所下降,但仍明显高于０时点的表达量.

jak３和stat３基因的表达量也均有所上调,在４、１２
h分别达到最高,随后有所下降.可以推测,当病原

菌入侵时,引起机体发生炎症反应,在ilＧ６基因和

JAK/STAT通路相关基因的影响下,hepc 基因的

表达量上升,进而下调机体的循环铁浓度,以应对病

原菌的侵害.
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EffectofAeromonashydiophilainfectiononironmetabolism
inMegalobramaamblycephalaliver

YANGYongＧbo１,２　FUXiaoＧqin１,２　CHENBoＧxiang３　WANG WeiＧmin１　LIU Hong１,２

１．CollegeofFisheries/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgriculture,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．FreshwaterAquacultureCollaborationInnovationCenterofHubeiProvince,Wuhan４３００７０,China;

３．HubeiBairongImprovedAquaticSeedCO．,LTD,Huanggang４３８８００,China

Abstract　TostudytheeffectsofAeromonashydiophilainfectiononironmetabolismofMegaloＧ
bramaamblycephala,theironcontentofserumandliverwasdeterminedbyspectrophotometerandInＧ
ductiveCoupledPlasmaEmissionSpectrometer,respectively,andexpressionoftheironmetabolismreＧ
latedgenesweredetectedbyquantitativerealＧtimePCRat０,４h,１２h,２４h,７２hand１２０hafterA．
hydiophilainfection．Theresultsshowedthatthecontentofserumironintheexperimentalgroupwas
significantlydescendedat１２hand２４hafterinfection(P＜０．０５),whiletheironcontentintheliverwas
increasedthoughnotsignificantly(P＞０．０５)．Afterinfection,theexpressionlevelofhepc,ilＧ６,jak３,

stat３genesincreasedfirstly,andthendescendedintheliver,butstillsignificantlyhigherthanthatinthe
control．Theresultsindicatedthatfishreducedtheironserumcontentinresponsetobacterialinfections．
Thehepc,ilＧ６,jak３andstat３genesmayplayimportantrolesinbothinnateimmunityandironmetaboＧ
lismregulationuponbacterialinfection．

Keywords　Aeromonashydiophila;ironregulation;HEPC;ILＧ６;JAK/STAT
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