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·基础论著· 

海分枝杆菌菌壁蛋白组特性及对Wistar大鼠

致病免疫学特征研究   
林存智  王芳芳  曹艺巍  李海健  张华  李金凤  朱新红 

【摘要】 目的  探讨海分枝杆菌菌壁蛋白组特性及对 Wistar 大鼠致病免疫学特征，提高对海分枝杆菌

致病机制的认识。方法  （1）将临床分离的海分枝杆菌经过培养 7～10 d 后，挑取培养的菌落，加入到 0.9%
氯化钠液体中，离心、PBS 冲洗、超声破碎制备菌壁蛋白。将制备好的样品蛋白进行双向电泳，凝胶图像

分析。（2）应用 McFarland 比浊法，制备菌液，估计所配制的细菌剂量浓度。选取雄性 Wistar 大鼠 45 只，

数字随机法分成 3 组：实验组 A 和 B、对照组，每组 15 只。取菌液 0.1 ml（浓度：3×108 cfu/ml）经尾静

脉注射感染 A 组，腹腔注射感染 B 组，对照组经尾静脉注射 0.9%氯化钠 0.1 ml 液体。感染第 4 周后抽取尾

静脉血液 1 ml，采用 ELISA 法分别检测 3 组大鼠血清中 sIL-2R、TNF-α 和 IFN-γ 表达。结果  （1）海分

枝杆菌菌壁蛋白分子质量处于 10～100 kD，PI 值主要分布于 4.5～6.0 之间，在 pH 4.5～5.5 之间蛋白点分布比

较密集，主要集中在偏酸性侧。（2）实验组 A 和 B 大鼠血清中 sIL-2R、TNF-α 和 IFN-γ 表达无统计学差异（实

验组 A 和 B 之间，t =1.39～1.91, P=0.065～0.174），分别与对照组比较均有统计学差异（A 组与对照组比较，

t=5.98～24.08，P<0.05；B 组与对照组比较，t=3.79～27.62，P<0.05）。结论  海分枝杆菌菌壁致病性蛋白在

10～100 kD 之间，Wistar 大鼠全身感染 4 周后可引起白细胞介素表达增强。 
【关键词】 分枝杆菌，海； 大鼠，Wistar； 白细胞介素类； 菌壁蛋白； 凝胶图像 
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【Abstract】 Objective  To explore the character of Mycobacterium marinum(M. marinum)germ wall 
protein and the immunology to Wistar rats, as well as improve the understanding of the pathogenic mechanism of 
M. marinum. Methods  (1)The colonys of the clinical isolates of M. marinum were picked up and cultured for 7 
to 10 days, added to 0.9% sodium chloride liquid, centrifuged and washed with PBS fluid, then extracted bacterial 
wall protein broken by ultrasound. We analyzed the M. marinum protein by two-dimensional electrophoresis and 
gel-image. (2) Germ liquid was made by McFarland nephelometry. Forty-five male Wistar rats were selected, and 
divided into three groups by numeral random, including experiment group A and B, and control group. Every 
group has fifteen rats. Group A were infected with 0.1 ml germ-fluid (germ density 3×108 cfu/ml) via tail vein, 
while Group B by intraperitoneal injection, but the control group only accepted 0.1 ml normal saline via tail vein. 
Took 1 ml blood from tail vein after infected four weeks, and assayed the expression of sIL-2R, TNF-α and IFN-γ 
respectively in serum by ELISA. Results (1)The molecular weight of M. marinum's germ wall-held proteins was 
between 10-100 kD, the Isoelectric Point(PI)was between 4.5-6.0. The protein points concentrate at pH 4.5-5.5, 
mainly in acid side. (2)The expressions of sIL-2R, TNF-α and IFN-γ had no statistical difference between group A 
and B(tA-B=1.39-1.91, P=0.065-0.174), but all of them had significant difference compared with the control group 
respectively(tA=5.98-24.08, P<0.05; tB＝3.79-27.62, P<0.05). Conclusion  The pathogenic germ wall-held 
proteins of M. marinum are about 10-100 kD, and the expression of interleukins will increase after infected four 
weeks in Wistar rats.  34 
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海分枝杆菌为条件致病菌，主要存在于海水、游

泳池、养鱼池或淡水中，或寄生在鱼、虾和蟹类体表

面。对人类不直接引起感染，大多数情况下见于人体

皮肤有损伤后接触海分枝杆菌，或者皮肤受到鱼、虾

或蟹的直接刺伤而导致感染，早期全身症状表现不明

显，以局部皮肤的红肿、脓性分泌物附着、结节样改

变为主，抗炎治疗效果差。多被误诊为腱鞘炎，早期

得不到及时治疗，如果是患者免疫力低下，可以造成

病情加重，出现多结节样改变、皮肤溃烂，重者甚至

截肢。以往诊断为游泳池肉芽肿或鱼结核病，现将从

我院确诊的 1 例海分枝杆菌手指感染的临床病例中分

离培养出的海分枝杆菌菌株进行大鼠实验，探讨海分

枝杆菌胞壁致病蛋白特性及感染后引起大鼠免疫学

改变。 

资料与方法 

一、临床资料及菌株来源 
患者男，52 岁，渔民，右手中指被活鱼刺伤 5 h

后，开始红、肿、疼痛，1 个月后皮肤破损处开始有脓

液溢出，初步诊断为“腱鞘炎”，行手术切开引流、清

扫，给予头孢氨苄 0.5 g/次，每日 3 次，治疗 10 d 后未

见好转，自行停药。2 个月后再次出现黄色脓液溢出，

而且伤口面积增大。来我院行第二次手术，术前留取

脓液，采用改良罗氏培养基，32 ℃恒温环境避光进行

培养，7～10 d 可以看见菌落生长。经中国海洋大学水

产学院病害与免疫学教育部重点实验室菌型鉴定为海

分枝杆菌。手术组织病理检查结果：考虑“皮肤结核”

感染可能。 
二、材料与方法 
（一）动物 
选取雄性 Wistar 大鼠 45 只，周龄 6～8 周，平均

体质量（400±25） g，数字随机法分成实验组 A 和 B
组、对照组，每组各 15 只。在动物实验室内，每组动

物分别饲养，喂食同样的鼠粮。实验鼠是由青岛市药

检所和青岛市动物检验检疫所提供的健康合格的雄性

Wistar 大鼠。 
（二）实验方法 
1. 菌株分离及菌液配制：将临床分离的海分枝杆

菌经过改良罗氏培养基培养 7～10 d 后，挑取培养的菌

落，置于 0.9%生理盐水 5 ml 中，摇匀，应用 McFarland
比浊法估计所配制的细菌剂量，见表 1。 

2. 海分枝杆菌胞壁蛋白制备：用无菌 0.9%氯化钠

液体收集培养好的海分枝杆菌菌落，6000×g 离心，

10 min，收集沉淀。60 ℃，90 min 灭活后，用 PBS
（pH=7.4）冲洗 2 次，每次 6000×g 离心，10 min。所 

表 1  McFarland 比浊法估计细菌浓度 

试管号 1% BaCl2（ml） 1% H2SO4（ml） 
相当于每毫升的 

细菌数（亿） 

1 0.1 9.9 3 

2 0.2 9.8 6 

3 0.3 9.7 9 

4 0.4 9.6 12 

5 0.5 9.5 15 

6 0.6 9.4 18 

7 0.7 9.3 21 

8 0.8 9.2 24 

9 0.9 9.1 27 

10 1.0 9.0 30 

 
得沉淀用匀浆缓冲液溶解后，超声破碎 15 min。溶解

物 27 000×g，4 ℃离心，20 min，收集沉淀，再用匀

浆缓冲液冲洗，然后 27 000×g，离心，20 min，收集

沉淀。沉淀用酶 PBS 缓冲液溶解，4 ℃放置过夜后，

用匀浆缓冲液冲洗 2 次，再用 PBS 缓冲液，pH 7.4，
冲洗 2 次，每次 6000×g 离心，10 min，所得沉淀用

8 mol/L 尿素，5%甘油，室温裂解 2 次，共 2 h，均匀

混合。10 000×g 离心，1 h，所得上清液透析浓缩，收

集浓缩液置－20 ℃备用。Bradford 法测得样品中蛋白

质质量浓度，得到质量浓度为 0.5 mg/ml 的海分枝杆菌

菌株的细胞壁蛋白。 
3. 双向电泳及凝胶图像分析：样品用上样缓冲液

稀释，每根 17 cm pH 4～7 的 IPG 预制胶条中蛋白质

上样量为 250 μg。样品的吸收与胶条的重泡涨同步进

行，50 V 主动水化。聚焦温度 17 ℃，聚焦电压小时数

60 kV/h。聚焦完毕后，胶条先在平衡液 1 中平衡

15 min，再在平衡液 2 中平衡 15 min。平衡好的 IPG
预制胶条转移到 SDS-PAGE 凝胶上，用低熔点琼脂糖

封胶液封闭，待封胶液凝固后进行第二向垂直电泳。 
电泳槽中装满电泳缓冲液，并打开温控系统，调

节温度为 15 ℃。将平衡好的 IPG 胶条浸入电极缓冲液

中几秒钟。将 IPG 胶条小心的放置于 SDS 胶面上，并

轻压使 IPG 胶条与 SDS 胶面充分结合，上面覆盖 2 ml
热的琼脂糖溶液（75 ℃），使琼脂糖在 5 min 内凝固。

其余的 IPG 胶条重复上述操作。将胶盒插入电泳槽中，

开始电泳。采用垂直的 SDS 胶电泳，电泳过程中去除

IPG 胶条。当溴酚蓝染料迁移到胶的底部边缘即可结

束电泳。电泳后的胶转移到染色盒里固定，准备银氨

染色。用 Molecolar Image Fx 凝胶图像扫描后，PDQuest
软件进行图像的分析处理。 

4. 血清 ELISA 检测方法：实验 A 组经尾静脉注
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射 0.1 ml 菌液，B 组经腹腔注射 0.1 ml 菌液（浓度：3
×108 cfu/ml），对照组经尾静脉注射 0.9%氯化钠

0.1 ml。感染 4 周后处死大鼠，留取静脉血 1 ml，采用

ELISA 方法分别检测血清中 sIL-2R、IFN-γ 和 TNF-α。
ELISA 实验方法按照试剂盒说明书进行操作，本实验

所用 sIL-2R、IFN-γ 和 TNF-α 试剂盒是由上海森雄科

技实业有限公司提供。 
三、统计学处理 
实验数据采用 SPSS 16.0 统计软件包进行统计学

处理，并以均数±标准差（ x s± ）表示，各组数值方

差分析后，比较采用 t 检验，以 P＜0.05 为差异有统计

学意义。       

结    果 

1.  ELISA 检测血清中细胞因子的结果：大鼠感染

4 周后血清中 sIL-2R、TNF-α 和 IFN-γ 的分泌均较对照

组有明显增加，实验组 A 和 B 组分别与对照组比较，

差异均有统计学意义（A 组与对照组比较，t=5.98～
24.08，P＜0.05；B 组与对照组比较，t=3.79～27.62，P
＜0.05），实验组 A 和 B 之间差异无统计学意义（t=1.39～
1.91，P=0.065～0.174），见表 2。 

表 2  外周血清中细胞因子检测结果（pg/ml， x s± ） 

组别 鼠数 sIL-2R TNF-α IFN-γ 
实验组 A 15 55.6±4.2a 34.3±2.2a 38.4±3.1a 
实验组 B 15 53.7±3.2a 32.8±2.5a 36.4±2.6a 
对照组 15 26.4±2.1 29.6±2.1 21.5±1.2 

注：与对照组比较，aP＜0.05 

 

2. 双向电泳凝胶图谱分析：海分枝杆菌菌株细胞

壁凝胶图谱中软件检测到 490 个蛋白质斑点，分子质

量范围均处于 10～100 kD。细胞壁蛋白的等电点（PI）
值主要分布于 4.5～6.0，其中在 pH 4.5～5.5 之间蛋白

分布比较密集，5.5～6.0 之间的蛋白点比较稀散，偏碱

性侧的蛋白几乎没有，蛋白主要集中在偏酸性侧（图

1）。 

讨    论 

海分枝杆菌为非结核分枝杆菌的一种亚型，为条

件性致病菌，可以引起人类的感染，尤其在海洋渔业

作业人员及热带鱼观赏养殖人员，其感染机会明显增

加。高危因素为鱼类接触史，尤其是被鱼或虾蟹类刺

伤，大部分仅表现为皮肤的感染，局部皮肤结节、溃

疡或化脓样病变，大多持续时间较长，抗生素治疗效

果差[1-3]。海分枝杆菌感染后病理表现为结核性肉芽肿

样改变，干酪样坏死少见，与结核分枝杆菌在病理上

难以区别，确诊需做菌种鉴定。海分枝杆菌在 28～
32 ℃恒温环境，改良罗氏培养基中生长良好，需要避

光培养，7～10 d 后即可见菌落生长。  
IFN-γ 作为 Th1 型细胞因子对机体起到免疫保护

作用，当有机体受到致病菌的感染时，IFN-γ 的分泌会

增加。我们的实验结果表明：Wistar 大鼠受到海分枝

杆菌的感染后第 4 周，血清中 IFN-γ 的含量明显增加，

与对照组比较有明显的改变，差异有统计学意义。但

感染途径不同，血清中并未引起 IFN-γ 分泌的差异。

可能的原因经尾静脉直接进入血液，菌壁抗原刺激循

环 T 细胞致敏后分泌 IFN-γ，而腹腔注射后通过间接途

径使 T 淋巴细胞致敏，导致 IFN-γ 分泌。Frantz 等[4]

研究认为分枝杆菌感染的小鼠可以使鼠产生 INF-γ 增

加，这样有利于抵抗外源病原体的侵入。Guidry 等[5]

用分枝杆菌的菌体抗原成分刺激小鼠，也可以使 INF-γ
的分泌增加。研究结果与本研究结果基本相似。Ordway
等[6]认为在分枝杆菌感染期间，实验鼠分泌 INF-γ 明显

增加，目的是保护机体免疫损伤，阻止肉芽肿的形成。 
TNF-α 前体是以跨膜蛋白的形式存在于细胞内，

在细胞外被剪切成 17 kD 的成熟形态（157 个氨基酸）。

活性的 TNF-α 以三聚体的形式存在，很多细胞都能合

成 TNF-α，包括各种免疫细胞（单核细胞、巨噬细胞、

T 细胞、B 细胞、粒细胞、NK 细胞）和非免疫细胞（上

皮细胞、纤维细胞、肌细胞、Kuppfer 细胞等）。TNF-α
的合成受到很多因素的影响，其生理功能最早认为是

有抗肿瘤活性，现在已明确不仅能调节肿瘤细胞的生

长，对很多细胞的生长、分化和代谢都有影响。TNF-α
是免疫宿主反应的快速反应因子，其另一特点是在免

疫疾病中有病理性作用。我们研究大鼠感染海分枝杆

菌 4 周后，分泌 TNF-α 的能力增加，与对照组大鼠血

清中 TNF-α 的差异有统计学意义。TNF-α 在抗肿瘤方

面发挥有效的生物学作用，保护机体免于肿瘤的发生，

抑制肿瘤细胞或杀伤肿瘤细胞。TNF-α 作为一种炎症

性细胞因子，Hwang 等[7]认为促炎症反应因子 TNF-α
的分泌在分枝杆菌感染的小鼠是受到限制的，以免造

成组织病理学的改变。Rottman 等[8]研究认为 IFN-γ 和

TN F-α 在控制小鼠感染分枝杆菌方面是重要的因素，

它们控制分枝杆菌的迟缓生长。IFN-γ 受体或 TNF-α
受体缺陷的小鼠，肝脏和脾脏的损伤明显。Bhatnagar
等[9]研究认为 BCG 感染的小鼠，可以产生 TNF-α，与

我们的研究相一致。 
细胞因子通过结合细胞表面相应的细胞因子受体

而发挥生物学作用，IL-2R 为Ⅰ型细胞因子受体家族成

员，其受体有游离的形式即可溶性细胞因子受体

（sIL-2R）。sIL-2R 可作为相应细胞因子的运载体，也
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可与相应的膜型受体竞争配体而起到抑制作用。Chu
等 [10]研究认为人类感染结核分枝杆菌后，血清中

sIL-2R 的分泌会增加，应用 IL-2 治疗后 sIL-2R 分泌会

减少。本研究表明：海分枝杆菌感染的大鼠 4 周后血

清中 sIL-2R 水平明显增高，说明大鼠体内存在免疫功

能的异常，与对照组比较 sIL-2R 差异有明显的统计学

意义。Lawn 等[11]研究认为结核分枝杆菌感染后引起

sIL-2R 分泌增加，合并 HIV 病毒感染后分泌降低，可

能是 T 淋巴细胞的激活受到损害，CD4 淋巴细胞的消

耗有关。与 Tada 等[12]研究一致，而且认为 sIL-2R 水

平与 C-反应蛋白水平和血沉呈现正相关，与人血白蛋

白呈负相关。Montes 等[13]提出 sIL-2R 分泌水平与初始

和记忆 T 细胞亚群无关。    
人感染海分枝杆菌的病例近几年来报道有增加的

趋势，对于被鱼、虾、蟹刺伤后，或者皮肤损伤接触

鱼虾或海水等可能存在海分枝杆菌的环境，创伤经过

抗感染治疗后难以愈合，甚至有加重的趋势，应该及

时进行致病菌的培养及分离，进一步进行菌型鉴定或

组织病理学检查，指导以后的治疗。 
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