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摘要　为探讨益生性枯草芽孢杆菌对肠上皮细胞黏附及对嗜水气单胞菌的抑制作用,以草鱼肠上皮细胞为

研究对象,检测了枯草芽孢杆菌对肠上皮细胞的黏附率、对嗜水气单胞菌的黏附抑制率和对各种生理生化指标

的影响.结果显示:枯草芽孢杆菌对草鱼肠上皮细胞形态、细胞中四甲基偶氮唑盐(MTT)OD值、乳酸脱氢酶

(LDH)、碱性磷酸酶(AKP)和谷草转氨酶(GOT)活性等各种生理指标无显著影响,但在孵育３h和６h后分别

显著降低了 Na＋ ,K＋ＧATP酶和谷丙转氨酶(GPT)的活性;与嗜水气单胞菌孵育３h后,肠上皮细胞由椭圆变成

不规则形态,培养液的死细胞增多,并且在多数时间点上显著降低了 MTT OD 值以及谷草转氨酶、Na＋ ,

K＋ＧATP酶和谷丙转氨酶的活性,细胞中 MTTOD值和细胞上清中乳酸脱氢酶的活性显著提高(P＜０．０５);枯
草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌共孵育对肠上皮细胞形态及各种生理指标的影响明显小于嗜水气单胞菌组;黏附抑

制实验显示枯草芽孢杆菌可以显著降低嗜水气单胞菌对肠上皮细胞的黏附率.提示枯草芽孢杆菌可以抑制嗜

水气单胞菌对草鱼肠上皮细胞的黏附,并减轻嗜水气单胞菌对细胞的损伤.
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　　细菌性肠道疾病是养殖鱼类的主要病害之

一[１].嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)可通

过脂多糖、外膜蛋白、多种酶类、溶血素等毒素侵入

鱼体并逃避宿主的防御机制[２Ｇ４].嗜水气单胞菌可

黏附到肠道并导致粘膜损伤,使病原菌易于通过肠

道黏膜侵入机体[５Ｇ６].研究表明,病原菌的黏附是感

染宿主细胞的重要阶段,阻止病原菌的黏附,其感染

过程就会被阻断[７].
枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)是一种重要

的微生态制剂,它可通过与肠黏膜上皮细胞的黏附

而定植在肠道内,形成的微生物屏障对病原菌起到

拮抗作用[８Ｇ９].有报道表明,枯草芽孢杆菌对鱼类致

病性嗜水单胞菌[１０]、鳗弧菌(Vibrioanguillarum)、
哈维氏弧菌(Vibrioharveyi)、副溶血弧菌(Vibrio
parahaemolyticus)及弧菌１７０１ 株 (Vibrio１７０１)
均有抑制作用[１１],其机制可能是通过产生脂肽类、
肽类、磷脂类、多烯类、氨基酸类和核酸类等多种化

合物来抑制病原菌的生长[１２].目前关于益生性枯

草芽孢杆菌对鱼类肠上皮细胞的黏附及其对鱼类病

原菌的黏附抑制等方面的作用机制还鲜见报道.本

试验采用原代培养的草鱼肠上皮细胞,研究益生性

枯草芽孢杆菌和病原性嗜水气单胞菌对肠上皮细胞

的黏附作用及其对细胞损伤的影响,以期为枯草芽

孢杆菌在水产养殖中的应用提供参考.

1　材料与方法

1.1　菌　株

枯草芽孢杆菌(B．subtilis)Ch９分离自草鱼肠

道,已证明对草鱼的生长有良好的促进作用[１３];嗜
水气单胞菌(A．hydrophila)AH１,分离自细菌性

败血症银鲫,可引起草鱼、银鲫、团头鲂、鲢等鱼类细

菌性败血症和肠炎.菌株由笔者所在实验室保存.
1.2　试　剂

DMEM 培养基、山梨醇、青霉素、链霉素、庆大

霉素,均 为 美 国 Gibco 公 司 产 品;中 性 蛋 白 酶

(Ⅰ型)、胶原酶(Ⅺ型)、LＧ多聚赖氨酸、表皮生长因
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子、纤维表皮生长因子、二甲基亚砜,均为美国 SigＧ
ma公司产品;胎牛血清,为美国 ScienCell公司产

品;乳酸脱氢酶(lactatedehydrogenase,LDH)、碱
性磷酸酶(alkalinephosphatase,AKP)、谷丙转氨

酶(glutamicＧpyruvictransaminase,GPT)、谷草转

氨酶(glutamicＧoxalacetictransaminase,GOT)、超
微量 Na＋ ,K＋ＧATP 酶、BCA 总蛋白等检测试剂

盒,均为南京建成生物工程研究所产品.
1.3　草鱼肠上皮细胞的分离及培养

草鱼肠上皮细胞的分离及培养方法参照文献

[１４].分离细胞用含有 ２０％ 胎牛血清的 DMEM
培养基调整细胞数为 ５×１０５个/mL,接种到 ２４ 孔

细胞培养板中,每孔１mL,置于２８℃、５％CO２培养

箱中进行原代培养,待细胞形成膜状单层后进行后

续实验.
1.4　嗜水气单胞菌和枯草芽孢杆菌对草鱼肠上皮

细胞形态的影响

　　细胞形成膜状单层后,更换一半新鲜培养基.
试验共分４组:对照组(Con)加入１００μLDMEM
培 养 基 (不 加 血 清 );BS 组 加 入 １００ μL
(１×１０８/mL)B．subtilis;AH 组加入１００μL (１×
１０８/mL)A．hydrophila;BS＋AH 组加入１００μL
(１×１０８/mL)B．subtilis 和 A．Hydrophila
(１∶１).每组６个重复,置于２８℃、５％ CO２培养箱

中进行孵育.分别在孵育１、３、６h后,用倒置荧光

显微镜(NikonEclipseTi,Japan)观察肠上皮细胞

的生长状况和形态变化.
1.5　黏附抑制实验

参照Ingrassia等[１４]和 GuzmanＧMurillo等[１５]

的方法,采用平板菌落计数法测定枯草芽孢杆菌和

嗜水气单胞菌对鱼肠上皮细胞的黏附率.抑制率为

相对于 AH 组细胞上黏附 AH１的数量,BS＋AH
组细胞上黏附 AH１数量减少的百分率.培养和分

组同本文“１．４”.分别在孵育１、３、６h后,用 Hanks
液轻轻冲洗２次,洗去未黏附的细菌,向各孔中加

入０．２mL含１％ TritonXＧ１００的 PBS,混匀后室

温放置１０min,使黏附的细菌充分释放;再向各孔

中加入０．８mLPBS缓冲液.吸出各孔悬液,用无

菌生理盐水进行梯度稀释后,平板活菌计数法测定

细菌数.细菌的黏附率和抑制率参照文献[１４],按
下式计算:

黏附率＝
黏附在细胞上的菌数

所加入的菌数 ×１００％

抑制率＝

　　(１－
黏附在BS＋AH 组细胞上 AH１的数量

黏附在 AH 组细胞上 AH１的数量
)×１００％

1.6　收集细胞、上清液样品和检测生理生化指标

细胞培养和分组同本文“１．４”.在孵育１、３、６h
后,分 别 于 相 应 时 间 点 吸 取 上 清 液 (或 保 存 于

－２０℃待测),用于检测乳酸脱氢酶 (LDH)活性.
在培养板中每孔加入１００μL 含有０．５％ Triton的

TirsＧHCl溶液,置室温下３０min,收集细胞裂解液

(或保存于－２０℃待测),用于检测 Na＋ ,K＋ＧATP、
碱性磷酸酶(AKP)、谷草转氨酶(GOT)、谷丙转氨

酶(GPT)的活力.
细胞活性的检测采用 MTT 法.分别在孵育

１、３、６h后,吸出上清液,用 PBS洗涤细胞２次,然
后每孔加入５０μL１×MTT 溶液,置于２８℃、５％
CO２ 的培养箱中继续孵育４h.吸出孔内液体,每
孔加入１５０μLDMSO 溶解不溶物,振荡１０ min
后,用酶标仪在５７０nm 处检测每孔的 OD值.
1.7　统计学分析

数据以平均值±标准差(Mean±SD)表示,使
用 SPSS１７．０对数据进行单因素方差分析,组间用

Duncan’s法进行多重比较,以 P＜０．０５ 作为差异

显著水平.对添加菌株和处理时间的交互作用作双

因素方差分析 (twoＧwayANOVA ).

2　结果与分析

2.1　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对肠上皮细胞

形态的影响

　　分离的草鱼肠上皮细胞具有肠上皮细胞的典型

特征,呈椭圆形或扁平多角形,细胞相连呈“铺石路”
样(图１A和图１D).与对照组相比,BS组３h后对

细胞的影响较小,仅看到少量细胞漂浮于培养基表

面,但细胞形态正常(图１B,E).AH 组３h后细胞

表面黏附了大量的细菌,漂浮于培养基液面的死细

胞及不规则形状的细胞增多(图１C,F).BS＋AH
组细胞表面黏附大量不同形态的细菌,部分细胞形

态改变并漂浮于培养基液面(图１D,H).
2.2　枯草芽孢杆菌抑制嗜水气单胞菌对草鱼肠上

皮细胞的黏附作用

　　枯草芽孢杆菌的黏附率及其对嗜水气单胞菌黏

附的影响见表１.孵育１、３、６h后,枯草芽孢杆菌对

草鱼 肠 上 皮 细 胞 的 黏 附 率 分 别 为 １１．５５％ ±
３．２１１％、１４．７５％±１．９８４％、１４．４２％±０．８０４％.嗜

８６
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　A,E:对照组;B,F:枯草芽孢杆菌组;C,G:嗜水气单胞菌组;D,H:枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌共孵育组.A,E:Controlgroup;B,

F:B．subtilisgroup;C,G:A．hydrophilagroup;D,H:(B．subtilis ＋ A．hydrophila)group．

图１　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对草鱼肠上皮细胞形态的影响

Fig．１　TheinfluenceofB．subtilisandA．hydrophilaonmorphologyintheintestinalepithelialcellsofgrasscarp

表１　枯草芽孢杆菌对草鱼肠道上皮细胞的黏附率及其对嗜水气单胞菌黏附抑制

Table１　TheadherencerateofB．subtilisanditsinhibitionratiotoA．hydrophilaintheintestinalepithelialcellsofgrasscarp ％

时间/h
Time

黏附率 Adherencerate

BS AH BS＋AH

抑制率

Inhibitionratio

１ １１．５５±３．２１１ １４．３８±３．１８９ ７．７５±１．３２３ ４５．４９±５．５２６

３ １４．７５±１．９８４ １７．８３±２．６２６ １１．５０±１．７５０ ３５．５５±０．４５５

６ １４．４２±０．８０４ ２１．０８±２．７８８ １３．９２±０．７６４ ３３．０８±１０．６５７

水气 单 胞 菌 对 细 胞 的 黏 附 率 分 别 为 １４．３８％ ±
３．１８９％、１７．８３％±２．６２６％、２１．０８％±２．７８８％;２种

细菌 共 孵 育 后,嗜 水 气 单 胞 菌 的 黏 附 率 分 别 为

７．７５％±１．３２３％、１１．５０％ ±１．７５０％、１３．９２％ ±
０．７６４％,枯草芽孢杆菌对嗜水气单胞菌黏附的抑制

率分别为４５．４９％ ±５．５２６％、３５．５５％ ±０．４５５％、

３３．０８％±１０．６５７％.

2.3　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对草鱼肠上皮

细胞活性的影响

　　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对草鱼肠上皮细

胞活性的影响见表２.与对照组相比,BS组细胞的

MTTOD值差异不显著(P＞０．０５);孵育１、３和６h
后,AH组细胞的 MTTOD值显著降低(P＜０．０５);
孵育１h后,BS＋AH 组 MTTOD值显著低于对照

表２　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对草鱼肠道上皮细胞MTTOD值的影响

Table２　TheinfluenceofB．subtilisandA．hydrophilaonMTTODvalueintheintestinalepithelialcellsofgrasscarp

项目Items Con BS AH BS＋AH

时间/h
Time

１ ０．４４３±０．０１８e ０．４２３±０．０３７e ０．３５８±０．０４８cd ０．３８４±０．０３９d

３ ０．３４８±０．０３５bcd ０．３５７±０．０５８cd ０．２７５±０．０３８a ０．３４９±０．０４６cd

６ ０．３２４±０．０２５bc ０．３００±０．０５６ab ０．２７０±０．０４３a ０．３１８±０．０３５abc

双因子分析(P 值)
TwoＧwayanalysis(Pvalue)

菌株处理 Bacteriastrain ０．０００

处理时间 Treattime ０．０００

菌株处理×处理时间

Bacteriastrain×Treattime
０．２８３

　注:数据为平均值±标准差,同行数据标不同字母表示组间的差异显著(P＜０．０５),n＝６.Note:ValuesinthesamerowwithdifＧ

ferentlettersaresignificantlydifferent(P＜０．０５),datepresentedareMeans±SD,n＝６．

组(P＜０．０５),而 其 他 时 间 点 无 显 著 差 异 (P ＞
０．０５).在孵育３h后,AH 组 MTTOD值显著低于

BS＋AH 组(P＜０．０５).各处理组３h和６hMTT
OD值与１h相比均显著降低(P＜０．０５).

９６
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2.4　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对草鱼肠上皮

细胞损伤的影响

　　与对照组相比,BS组细胞培养上清 LDH 无显

著变化(P＞０．０５);孵育１、３和６h后,AH 组细胞

培养上清中LDH 活性显著高于对照组(P＜０．０５);

BS＋AH 组细胞培养上清LDH 活性在１h时显著

高于对照组(P＜０．０５),其他时间显著低于 AH 组

(P＜０．０５),详见图２.双因素分析结果表明,细胞

培养上清中 LDH 的活性与是否加入细菌有关,与
处理时间无关.

　不同字母表示同一时间的组间有显著性差异(P＜０．０５);下同.

Differentlettermeanssignificantdifferencebetweengroups(P＜

０．０５);thesameappliesbelow．

图２　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对草鱼

肠上皮细胞乳酸脱氢酶活性的影响

Fig．２　TheinfluenceofB．subtilis
andA．hydrophilaonLDHactivityinthe
intestinalepithelialcellsofgrasscarp

2.5　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对肠上皮细胞

Na+ ,K+ＧATP 酶和碱性磷酸酶 (AKP)的影响

　　BS组孵育３h后,细胞 Na＋ ,K＋ＧATP酶的活

性显著低于对照组(P＜０．０５),其他时间点无显著

变化;AH 组细胞 Na＋ ,K＋ＧATP酶的活性在各时

间点上都显著低于对照组(P＜０．０５);BS＋AH 组

细胞 Na＋ ,K＋ＧATP酶的活性在１h时无显著变

化,其他时间点显著降低(P＜０．０５).处理时间和

两者的交互作用对细胞 Na＋ ,K＋ＧATP酶的活性均

无显著影响(P＞０．０５)(图３A).菌株、处理时间及

两者的相互作用对细胞 AKP均无显著差异(P＞
０．０５)(图３B).
2.6　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对肠上皮细胞

谷草转氨酶(GOT)和谷丙转氨酶(GPT)的影响

　　AH 组在孵育６h后,细胞 GOT的活性显著低

于对照组,也显著低于孵育１h和３h(P＜０．０５).

BS组及 BS＋AH 组 GOT 活性无显著变化 (图

４A).AH 组在孵育３h和６h后,细胞 GPT活性

显著低于对照组(P＜０．０５),孵育６h后的 GPT活

性显著低于１h和３h.与对照组相比,BS组及

BS＋AH 组在孵育６h后 GPT活性显著降低(P＜
０．０５),其他时间点无显著差异(P＞０．０５)(图４B).
双因素分析结果表明,细菌和处理时间均对 GPT
活性有显著影响(P＜０．０５).

图３　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对草鱼肠上皮细胞Na＋ ,K＋ＧATP酶和碱性磷酸酶活性的影响

Fig．３　TheinfluenceofB．subtilisandA．hydrophilaonNa＋ ,K＋ＧATPaseandAKP
activityintheintestinalepithelialcellsofgrasscarp

图４　枯草芽孢杆菌和嗜水气单胞菌对草鱼肠上皮细胞谷草转氨酶和谷丙转氨酶活性的影响

Fig．４　TheinfluenceofB．subtilisandA．hydrophilaonGOTandGPTactivityintheintestinalepithelialcellsofgrasscarp
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3　讨　论

病原菌多数是通过黏附并定植在肠上皮细胞,
引起细胞代谢紊乱[１６]或入侵细胞后改变细胞骨架

的结构[１７],从而损伤宿主细胞导致肠道炎症.王彦

波等[１８]报道,益生菌PSB０２０１可以使罗非鱼肠上皮

细胞的细胞轮廓变得模糊,但细胞形态正常.本试

验中枯草芽孢杆菌黏附于草鱼肠上皮细胞并没有改

变细胞形态,仅观察到细胞轮廓变得模糊,与上述报

道相同,同时枯草芽孢杆菌可减少由嗜水气单胞菌

引起的细胞形态变化.
研究表明,长双歧杆菌(BifidobacteriumlonＧ

gum)SBT２９２８ 可以分泌一种黏附抑制因子,有效

地抑制肠毒性大肠杆菌(enterotoxigenicEscherichＧ
iacoli)对肠上皮样细胞 HCTＧ８的黏附[１９];益生菌

有很强的黏附能力,通过占据黏附位点,从而抑制病

原菌在肠上皮细胞表面的黏附、入侵和破坏[２０].枯

草芽孢杆菌的培养上清液中存在某些抗生素类的杀

菌物质,从而抑制病原菌对肠上皮细胞的黏附和入

侵[１２].本试验显示,该枯草芽孢杆菌可以在一定程

度上抑制嗜水气单胞菌对草鱼肠上皮细胞的黏附和

损伤,但其抑制黏附的机制有待进一步的研究.

MTTOD值可反映活细胞数量及细胞代谢的

活力.有报道表明,致病性大肠杆菌SW０３０９可以

显著降低肠上皮样细胞 HTＧ２９细胞的活力 (P＜
０．０５),而用益生菌路氏乳杆菌JCM１０８１或嗜酸乳

杆菌La１１１８７８处理后,细胞活力并无显著变化;路
氏乳杆菌JCM１０８１或嗜酸乳杆菌 La１１１８７８与致

病性大肠杆菌SW０３０９共同孵育细胞后,对细胞活

力影响明显小于致病性大肠杆菌 SW０３０９ 处理

组[２１].在本试验中,与枯草芽孢杆菌孵育后细胞

MTTOD 值没有明显变化,而嗜水气单胞菌孵育组

显著降低了细胞 MTTOD值(P＜０．０５),枯草芽孢

杆菌和嗜水气单胞菌共孵育组细胞 MTTOD值也

略有降低,但降低幅度明显要小于嗜水气单胞菌孵

育组.
细胞浆内的大分子物质LDH 能够较好地反映

细胞膜的损伤程度[２２],LDH 在正常情况下是不能

通过细胞膜到达细胞外,当细胞膜受到损伤而通透

性增加时,LDH 能迅速溢到胞外,从而导致胞外

LDH 活性增加.与对照组相比,用益生菌PSB０２０１
与罗非鱼肠上皮细胞共孵育,培养液上清 LDH 的

活性略有上升,但差异不显著[１８],而致病性鳗弧菌

与鲫肠上皮细胞共孵育后,培养液上清 LDH 的活

性显著增加[２３].本试验的结果与此一致:与对照组

相比,枯草芽孢杆菌对细胞培养上清 LDH 活性无

显著影响,嗜水气单胞菌可以引起草鱼肠上皮细胞

培养上清中 LDH 活性显著升高,而枯草芽孢杆菌

和嗜水气单胞菌共孵育组的细胞培养上清 LDH 活

性也有升高趋势,但升高幅度明显小于嗜水气单胞

菌处理组.
研究 表 明 AKP、Na＋ ,K＋ＧATP 酶、GPT 和

GOT皆与细胞分化、凋亡和蛋白质代谢密切相

关[２０,２４Ｇ２５].在本试验中,各处理组细胞 AKP的活

性没有发生显著变化,说明各菌株对细胞的分化并

未产生显著影响.与对照组相比,枯草芽孢杆菌在

一定程度上降低了细胞中 Na＋ ,K＋ＧATP 酶的活

性,但多数时间点上无显著差异,而嗜水气单胞菌在

各时间点上都显著降低细胞中 Na＋ ,K＋ＧATP酶的

活性.此外,与对照组相比枯草芽孢杆菌和嗜水气

单胞菌共孵育组,细胞中 Na＋ ,K＋ＧATP酶的活性

在１、３和６h时显著降低,但其活性降低的程度小

于嗜水气单胞菌处理组.说明枯草芽孢杆菌减缓了

嗜水气单胞菌所引起的细胞凋亡.
细胞中的 GPT 和 GOT 在氨基分解代谢中起

着至关重要的作用.在本试验中,嗜水气单胞菌显

著降低了细胞中 GPT和 GOT的活性;枯草芽孢杆

菌和嗜水气单胞菌共孵育组细胞 GPT 和 GOT 活

性降低程度低于嗜水气单胞菌处理组.说明嗜水气

单胞菌影响了肠上皮细胞蛋白质的代谢水平,枯草

芽孢杆菌对这种影响起到了一定的抑制作用.
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AdherenceofBacillussubtilistointestinalepithelialcells
ofgrasscarpanditsinhibitiontoAeromonashydrophila

KONG Weiguang　WUZhixin　LISisi　ZHAO Hui　LIXige　CHENXiaoxuan

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/

HubeiEngineeringTechnologyResearchCenterforAquatic
AnimalDiseasesControlandPrevention/

KeyLabofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgriculture/

NationalDemonstrationCenterforExperimentalAquacultureEducation
(HuazhongAgriculturalUniversity),Wuhan４３００７０,China

Abstract　ToinvestigatetheadherenceofBacillussubtilisanditsinhibitoryofAeromonashyＧ
drophila,theadherencerateofB．subtilis,itsinhibitionrateofA．hydrophila,andvariousphysiologiＧ
calandbiochemicalindexesweredetectedintheintestinalepithelialcellsofgrasscarp．Theresults
showedthataftertreatmentofB．subtilisalone,cellmorphology,methylthiazolyltetrazoliumoptical
density(MTTOD)value,lactatedehydrogenase(LDH),alkalinephosphatase(AKP)andglutamicＧ
oxalacetictransaminase(GOT)activitywereunsignificantlychanged(P＞０．０５),buttheactivitiesof
Na＋ ,K＋ＧATPaseandglutamicＧpyruvictransaminase(GPT)significantlyincreased(P＜０．０５)at３h
and６h,respectively．ThecellshapewasobviouslychangedbyA．hydrophilafromellipsetoirregular
shapeandthenumberofdeadcellsintheculturemediumincreased．Meanwhile,A．hydrophilacould
significantlyincreaseMTTODvalueandLDHactivityintheculturemedium,andsignificantlydecrease
theactivitiesofNa＋ ,K＋ＧATPase,GOPandGPTinthecells(P＜０．０５)．Theadherenceexperiment
showedthatB．subtiliscouldsignificantlyreducetheadhesionofA．hydrophilatograsscarpintestinal
cells．Inbrief,adhesionanddamageofA．hydrophilatointestinalepithelialcellswereinhibitedby
B．subtilis．

Keywords　Bacillussubtilis;Aeromonashydrophila;adherence;celldamage;intestinalepithelial
cells;grasscarp
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