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四带无须鲃透明品系的海分枝杆菌感染模型

王　芳，刘　春，姜　兰，冯永永，李凯彬
(中国水产科学研究院 珠江水产研究所， 广东 广州 510380)

摘要: 【目的】了解海分枝杆菌 Mycobacterium marinum 对四带无须鲃 Puntius tetrazona 透明品系的感染特性，构

建感染模型。【方法】分别采用腹腔注射、肌肉注射及与感染鱼共居的感染方式，研究海分枝杆菌对四带无须鲃透

明品系的感染特性；组织切片和压片观察细菌在四带无须鲃体内不同组织的分布及其引起的特征病理变化。

【结果】2种注射方式均在感染部位周围观察到病变，并导致鱼体死亡；共居感染鱼病程发展较为缓慢，并出现消瘦、

体色苍白等症状。感染鱼均可分离到病原菌，主要器官观察到典型肉芽肿结构，且抗酸染色能将其中细菌特异染

色；各器官有黑色素巨噬细胞中心形成，并伴有不同程度的病理变化。【结论】四带无须鲃透明品系对海分枝杆菌敏

感，症状便于观测，病理变化典型，可作为感染模型系统发展。
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A Mycobacterium marinum infection model for transparent tiger
barb Puntius tetrazona

WANG Fang, LIU Chun, JIANG Lan, FENG Yongyong, LI Kaibin
(Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy Fishery Sciences, Guangzhou 510380, China)

Abstract: 【Objective】To study the characteristics of transparent tiger barb Puntius tetrazona infected with

Mycobacterium marinum and develop an infection model.【Method】P. tetrazona were infected with M.

marinum via intraperitoneal injection, intramuscular injection and cohabitation experiment. The fish

characteristics after infection were observed. Distribution of bacteria and pathological changes in the fish were

evaluated by wet-mount preparations and tissue slices.【Result】Both injection methods resulted in pathologic

damages around the infection sites, and gradually led to fish death. The disease progression was slow for the fish

in the cohabitation experiment, and the fish appeared thin and pale. The pathogenic bacteria were isolated from

fish with different infection treatments. Granulomas, the classic symptom for infection, were observed in major

organs. M. marinum could be specifically stained by Ziehl-Neelsen stain. A number of melano-macrophage

centers developed in different organs, and the organs were associated with different degrees of pathologic

lesion.【Conclusion】The transparent line of tiger barb is a susceptible host of M. marinum, and the symptoms

can be conveniently observed with typical pathological changes. P. tetrazona is an excellent model for further

infection research.
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分枝杆菌 Mycobacterium 可感染包括人类在内

的多种动物，为全球流行的重要传染性病原，其代

表结核分枝杆菌 M. tuberculosis 引起的结核病是严

重威胁人类健康的传染病，由于耐药菌株的出现以

及日渐频繁的人口流动，该病已成为倍受关注的公

共卫生问题[1]。在感染过程中，分枝杆菌与宿主免

疫系统的相互作用关系非常复杂，在研究和应用上

亟需不同的感染模型理解相关机制，以便更好地指

导该病的防控[2]。海分枝杆菌 M. marinum 是人类的

机会致病菌，其与结核分枝杆菌进化地位较为接

近，其感染的病理变化也与结核杆菌引起人肺部的

组织病变相类似，在鱼体的多器官形成典型的肉芽

肿[3-6]。在研究中，海分枝杆菌对生物安全的要求不

如结核杆菌严格，而鱼类作为试验材料易于大量获

得，且费用相对低廉，从而吸引研究者将其应用于

病原与宿主相互作用相关研究。由于便于观测，海

分枝杆菌的斑马鱼 Danio rerio 感染模型较好地从

病原宿主相互作用的角度阐述了分枝杆菌感染慢

性化发展机理，成了该病防控机制研究的重要模

型[7-12]。

鱼类在生命早期大多身体透明，但随着色素细

胞的发育，光线难以透过身体，内部组织便无法直

接观察。故在成体阶段，鱼类的实时观测需通过连

续解剖采样或依靠复杂仪器系统，其应用效果也可

能不尽如人意。中国水产科学研究院珠江水产研究

所水生实验动物研究室在四带无须鲃 Punt ius
tetrazona 中发现了 1个透明的自发突变个体，不论

幼鱼或成体，突变个体的内脏、脊椎等均肉眼清晰

可见。将透明四带无须鲃应用于匹里虫 Pleistophora
hyphessobryconis 体内感染的研究，发现病原在鱼体

内的扩散及引起炎症反应、病理变化可直观观察，

病原入侵和机体反应的动态过程、空间分布能实时

获得，有普通鱼类无法比拟的应用优势[13-14]。四带

无须鲃具有与斑马鱼相似的优点，体型小、繁殖力

强、饲养容易等，且常年可以获得，不失为构建病原

感染模型的优良材料。研究中发现四带无须鲃对海

分枝杆菌敏感，感染后多组织均出现典型的肉芽肿

病变，且由于透明突变个体各器官组织可直接观

测，在同一动物身上可能得到一系列的动态试验数

据，更为直观了解试验过程，或可作为感染模型进

行系统研究。

1   材料与方法

1.1    试验鱼

透明突变的四带无须鲃，中国水产科学研究院

珠江水产研究所水生实验动物研究室选育并保存。

该品系虹彩色素细胞和黑色素细胞缺失，故内部器

官可直接观测[13]。试验选用 2月龄个体。

1.2    海分枝杆菌注射感染

海分枝杆菌分离自患病斑马鱼，中国水产科学

研究院珠江水产研究所水生实验动物研究室保存。

用接种环在平板上挑取特征明显的海分枝杆菌菌

落，接种于生理盐水中，震荡，使细菌完全分散，离

心，生理盐水重悬，洗 2~3次；用生理盐水稀释成 1.0×
107、1.0×108 cfu·mL–1 的菌悬液。 用 0.2 mg·mL–1 的
Tricaine Methanesulfonate (MS-222) 将透明四带无

须鲃麻醉，上述 2 种浓度的菌悬液分别采用腹腔和

肌肉注射方式进行人工感染，每尾注射量为 0.1 mL，
每组 15尾，并设 1个生理盐水的对照组。

养殖水温 (27±2) ℃，保持全天充气、每天进行

换水等相应管理，定期观察，注意鱼体肌肉出现的

白色不透明变化，了解其发展过程，并定期收集病

变组织，压片或组织切片，于显微镜下观察肉芽肿

的形成情况及组织的病理变化。濒死鱼内脏用罗氏

培养基进行细菌分离培养，并通过 PCR 法扩增其

16S rRNA序列，测序确定菌株。

1.3    海分枝杆菌的共居感染

透明四带无须鲃分 3 组，每组 16 尾，饲养于

30 L 玻璃缸中，并设对照组。感染组分别放入出现

海分枝杆菌感染症状的斑马鱼 3 尾，水温控制于

(27±2) ℃，每天保持 14 h 光︰10 h 暗的光周期。每

隔 5 d 换去 1/5 的水，配合饲料喂养，每天投喂

2次。每组用具严格分开，防止交叉感染。死亡斑马

鱼头肾压片，观察肉芽肿病变以确认海分枝杆菌感

染；共栖 10 d后，将所有斑马鱼捞出，同样确认斑马

鱼的海分枝杆菌感染。

定期观察，出现死鱼取头肾、脾脏、肾等组织压

片观察是否存在肉芽肿病变，并用 PCR法检测海分

枝杆菌；感染 30 d后，每组取 4尾鱼 (包括期间死亡

的鱼)，进行肉芽肿观察和 PCR 检测；每隔 30 d 取

样 1 次，采样方法和检测如前；90 d 后处死所有鱼，

检测，并固定肝、脾、肾、头肾等脏器，用于组织病理

观察。

1.4    组织病理观察

四带无须鲃各内脏组织用体积分数为 4%的多

聚甲醛溶液固定 48 h，梯度乙醇脱水，二甲苯透明，

石蜡包埋。用 Leica RM-2145 型轮转式切片机切

片，厚度为 3 μm，HE(hematoxylin and eosin) 染色；

Ziehl-Neelsen 法进行抗酸染色[15]，并于光学显微镜

下观察，了解四带无须鲃感染海分枝杆菌的病理特

征及其引起的组织变化。
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2   结果与分析

2.1    四带无须鲃的海分枝杆菌注射感染

采用人工注射的方式，海分枝杆菌对透明四带

无须鲃的感染过程较为缓慢，感染初期，鱼体肌肉

组织依然清澈透明。感染 6~8 d 后，肌肉注射的四

带无须鲃感染部位慢慢变得浑浊，随着病变发展，

白色混浊呈云雾状，体积逐渐扩大，与透明的肌肉

反差更为明显；随后，腹腔内也出现肉眼依稀可辨

的浑浊，并逐渐发展增大，越发明显 (图 1A)；感染

18 d 后，1.0×108 cfu·mL–1 肌肉注射组有鱼死亡，注

射部位肌肉溃破。取内脏各组织压片，于显微镜下

观察，脾脏、肾脏、头肾等组织均可观察到大量透光

性较差的结节类似结构存在；结节的大小不一，通

常近圆形，向周围空间不规则发展，形成形态各异

的增生物，呈散在分布；每个结节有明显的膜状结

构包围，质地较硬，且有棕黑色颗粒不均匀分布，尤以

头肾、脾等组织更为明显 (图 1C、1D)。1.0×107 cfu·mL–1

肌肉注射组在感染 22 d后也出现死亡个体，并陆续

有症状明显的感染个体死亡。至感染第 39天，2个
浓度组已没有存活个体。从感染鱼中也分离到生长

及形态特征与海分枝杆菌相符的菌株；经 16S rRNA
基因测定发现与感染菌株相同，与 M. marinum
标准株 ATCC927(NCBI序列号：AB255698)相似性

为 99%，确认了海分枝杆菌的感染。

腹腔注射组的可见症状主要在体内，表现为腹

腔内的浑浊病变 (图 1B)，出现可见症状在感染 10 d
之后。高浓度组在感染后 20 d发现死鱼，31 d后所

有个体全部死亡；而低浓度组 22 d 出现死亡个体，

44 d后所有鱼死亡。内脏出现的结节症状和结构与

肌肉注射感染的相同；在感染鱼中也分离到了海分

枝杆菌菌株。

2种注射方式均可使透明四带无须鲃成功感染

海分枝杆菌，并呈现出典型的结节症状。比较而言，

肌肉注射能在感染部位发生可见病变，位置更明

显，且易于观察，在感染后期，其肾和头肾位置也会

出现结节病变，比腹腔注射更适合于在毒力比较评

价中应用。

2.2    海分枝杆菌的共居感染

经检测，用于共居感染的斑马鱼头肾均发现了

结节病变。在感染过程中并未发现透明四带无须鲃

的非正常死亡，压片和 PCR 检测的结果见表 1。在

感染 30 d后，于显微镜下在头肾或脾脏压片中观察

到结节，相应组织 PCR 检测也呈阳性；随着时间推

移，感染率略有升高，至感染 90 d 大部分鱼均能检

测到。共居方式能使四带无须鲃感染海分枝杆菌，

但其病程发展较为缓慢，从外部性状看，早期并未

发现试验鱼的异常，至 80 d 左右，有部分感染个体

出现体色黯白、消瘦等症状。

 

DC

1.0 cm 1.0 cm

50 μm50 μm

BA

 
A：肌肉注射感染的外部症状，箭头示注射部位出现浑浊病变；B：腹腔注射的外部症状，箭头示腹腔中的病变；C：肾脏直接压片，有大量的结节；

D：典型结节病变的特征。

图 1    透明四带无须鲃的海分枝杆菌感染症状及其组织压片

Fig. 1    Symptoms of Puntius tetrazona infected with Mycobacterium marinum and wet-mount of tissues
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2.3    海分枝杆菌的组织病理变化

显微镜下观察，肝、脾、肾、头肾和卵巢等组织

均发现了典型的肉芽肿结节，其中尤以头肾、脾脏、

肠系膜的结节数量为多，严重组织遍布大小不一、

形态各异的肉芽肿结构 (图 2)。结节的切面多为近

圆形，HE 染成红色，一般有明显的中心，为纤维状

结构层层包裹，外层有类上皮细胞，与周围组织形

成明显差别；有时多个结节紧密排列，外层有纤维

层包裹，形成切面形状各异的大结节。从组织切片

获得的图像对结节的结构进行分析，其性状特征与

压片观察到的结节相吻合。在各器官切片中，发现

一定数量棕黑色的黑色素巨噬细胞中心 (Melano-
macrophage centres，MMCs)，聚集了大量的黑色素

巨噬细胞，有的包裹于肉芽肿结节中，或分布于结

节周围，以头肾和脾脏最为明显；大量的 MMCs 存
在应是压片中观察到棕褐色颗粒的原因。同时，各

 

表 1   四带无须鲃共居感染海分枝杆菌的检测

Tab. 1    Detection of Mycobacterium marinum infected
Puntius tetrazona under cohabitation with sick fish

 

组别 t感染/d
检出比例1)

结节 PCR
1 30 2/4 3/4

60 2/4 3/4
90 5/8 7/8

2 30 1/4 3/4
60 2/4 4/4
90 5/8 8/8

3 30 1/4 3/4
60 2/4 4/4
90 6/8 7/8

对照 30 0/4 0/4
60 0/4 0/4
90 0/8 0/8

　1)分母为检测总尾数，分子为检出尾数。
 

A B

C D

E F

20 μm 20 μm

20 μm

20 μm

20 μm

20 μm

 
A：头肾切片，典型肉芽肿病变 (箭头所示)和黑色素巨噬细胞中心 (星号所示)；B：脾，肉芽肿病变 (箭头所示)和黑色素巨噬细胞中心 (星号所示)；

C：肠系膜，大量的肉芽肿结构 (箭头所示)；D：肾，大量的肉芽肿 (箭头所示)导致的组织损伤；E：肝组织中的肉芽肿 (箭头所示)；F：卵巢，卵原细胞间

的肉芽肿 (箭头所示)。

图 2    海分枝杆菌感染引起四带无须鲃的组织病理变化

Fig. 2    Pathological changes in tissues of Puntius tetrazona infected with Mycobacterium marinum
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器官观察到不同程度的组织病理变化。脾脏及头肾

的淋巴细胞数量增多，由于大量肉芽肿存在，形成

多处的空泡性病变 (图 2A、2B)；肾脏能观察到肾小

球毛细血管扩张，肾小管细胞水肿、变性等病理变

化 (图 2D)；肝脏中结节数量相对较少，但周围组织

也发现肝细胞肿胀、坏死的类似病变 (图 2E)；在各

种卵母细胞之间，也发现了肉芽肿病变和黑色素巨

噬细胞中心 (图 2F)。因而，在感染后期，海分枝杆

菌对四带无须鲃各系统功能的影响非常严重。

HE 染色虽发现感染鱼脾脏和头肾均有典型的

肉芽肿病变和大小各异的MMCs，但难以对组织内

的细菌直接观测（图 3A、3B）；而采用抗酸染色方

法，显微镜下可观察到海分枝杆菌染成了特异的紫

红色，与周围组织有明显反差 (图 3C)；海分枝杆菌

通常发现于肉芽肿内，为纤维结构包围，或菌丝缠

绕成线团般存在，或散落分布其中。在较小的结节

里，细菌多见于肉芽肿正中；而大的结节则多处有

分布，特别是肉芽肿内的黑色素巨噬细胞中心周围

(图 3D、3E)。这说明四带无须鲃的肉芽肿病变应是

海分枝杆菌感染所致，其形成或与病原和宿主相互

作用密切相关。

 

3   讨论与结论

腹腔注射、肌肉注射、病鱼共栖等方式均可使

海分枝杆菌成功感染四带无须鲃，并引发其多器官

的结节，导致典型的肉芽肿病变，说明四带无须鲃

透明品系是海分枝杆菌的敏感宿主。海分枝杆菌感

染是典型的慢性病，研究显示，该菌一般不导致急

性死亡，一定程度上或可与鱼宿主长期共存，这与

本研究的感染特征非常相似。从组织病理分析发

现，海分枝杆菌感染的主要器官是脾、肾、头肾和肠

系膜等体内组织，其病变过程难以观测；而本研究

选用的品系通体透明，内脏组织可肉眼直接观测，

在感染试验中发现：细菌在鱼体内引起的某些损伤

能实时观测，可以看到病原在体内扩散以及导致机

 

A B
20 μm 20 μm

C D E8 μm 8 μm 8 μm

 
A：脾脏典型的肉芽肿 (箭头所示)，内部或周围有黑色素巨噬细胞中心；B：头肾，多个肉芽肿 (箭头所示)的汇合；C：脾脏肉芽肿内海分枝杆菌被染成

紫红色 (箭头所示)，或散在或成团分布；D：脾脏，细菌位于小的肉芽肿正中 (箭头所示)；E：头肾，肉芽肿内细菌 (箭头所示)的分布。

图 3    典型肉芽肿和海分枝杆菌的结构及其抗酸染色

Fig. 3    Structures and Ziehl-Neelsen staining results of typical granuloma and Mycobacterium marinum
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体反应的动态过程，与普通鱼类比较应用优势明

显，因而，四带无须鲃透明品系是海分枝杆菌感染

研究模型的优良材料。

四带无须鲃具有体型小、繁殖简单、饲养容易、

常年可以获得等特点，其透明突变个体内部器官便

于观测，在同一动物身上或可得到一系列的动态试

验数据，更为直观了解试验过程，可作为鱼类试验

动物系统发展，因而，微生物的控制将是其试验动

物化的重要内容。本研究表明，四带无须鲃对海分

枝杆菌敏感，且可通过密切接触传播，导致多组织

的病变，严重影响感染个体多个系统的功能。在斑

马鱼中，海分枝杆菌能在群体中长期隐匿存在，其

感染使得试验的敏感性和稳定性难以保障，对于试

验结果的均一性和可重复性有直接影响[16-17]。故海

分枝杆菌应列入四带无须鲃培育过程重点监测的

病原，防止群体内的感染，以保障其作为标准材料

得以应用。

试验表明，肉芽肿病变是海分枝杆菌感染四带

无须鲃的特征病理变化。作为宿主控制病原的重要

策略，肉芽肿作用非常矛盾：虽然将病原菌限制于

较小区域，但其内部的分枝杆菌无法彻底清除，可

处于潜伏甚至繁殖状态，成为细菌在宿主体内重要

栖息地；同时也为细菌在体内的扩散提供新的可

能[5-8]。组织切片常常发现四带无须鲃的多个肉芽肿

外围有纤维结构包裹，形成大的结节；抗酸染色发

现海分枝杆菌分布于结节的不同位置，一定程度说

明四带无须鲃的肉芽肿在对海分枝杆菌的限制及

其扩散中有重要的作用。肉芽肿在机体和病原的相

互作用过程自相矛盾的功能应是疾病慢性化发展

的原因。一方面，肉芽肿内的免疫细胞通过吞噬等

作用杀灭入侵病原；另一方面，海分枝杆菌可依托

肉芽肿逃避机体免疫系统的攻击甚至于在体内扩

散，这种复杂的相互作用关系是疾病发生和发展的

关键[8, 10-11, 17]。四带无须鲃透明品系或可作为海分枝

杆菌感染的模型材料系统发展。

黑色素巨噬细胞中心 (MMCs) 发现于鱼类、爬

行类和鸟类等脊椎动物，通常由带色素的独特细胞

聚集而成[18]。本研究 MMCs 多在鱼的脾和头肾等

组织观察到，而肠系膜等较为少见，符合 MMCs 分
布的基本规律。现有资料表明，鱼类生理或病理的

变化可影响 MMCs 的数量和体积，如饥饿、维生素

E 缺乏、衰老以及三丁基锡等污染物的胁迫等，故

MMCs 或可成为监测鱼体健康以及水体污染指示

指标[19-20]。同时，研究也发现，MMCs通常为淋巴细

胞所包围，且有时可观察到巨噬细胞等与抗原提呈

功能相关的细胞，故有学者认为MMCs和高等脊椎

动物的淋巴结类似，与免疫功能密切相关[21]。对河

鲈 Perca fluviatilis 的研究发现，绦虫 Triaenophorus
nodulosus 寄生形成的肉芽肿周围可观察到MMCs，
而鲁氏耶尔森 Yersinia ruckeri 感染虹鳟 Oncorhyn-
chus mykiss 后导致肾脏MMCs数量发生变化，有学

者认为MMCs吞噬了微生物及其他外来物质，或可

作为一种特殊的肉芽肿[22-23]。从四带无须鲃脾脏、

头肾压片看，肉芽肿结构内大多有色素细胞；组织

切片发现MMCs有的位于结节内，有的分布于结节

周围；抗酸染色在MMCs周围或黑色素细胞间确认

了海分枝杆菌的存在，这提示MMCs与海分枝杆菌

感染有直接关系。正如我们所知，海分枝杆菌的感

染过程非常缓慢，由此引起的慢性炎症或是

MMCs形成的原因，而在此过程中的MMCs与肉芽

肿间的相互关系值得深入研究。
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