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白藜芦醇抑制嗜水气单胞菌毒力作用研究
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(1. 南京农业大学无锡渔业学院, 无锡 214081; 2. 中国水产科学研究院淡水渔业研究中心,
农业部淡水渔业和种质资源利用重点实验室, 无锡 214081)

摘要: 为探索白藜芦醇(Resveratrol, Res)在水产动物细菌病防控中的应用价值, 实验以淡水养殖中重要的细菌

病原嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)为研究对象,  通过设置药物浓度梯度,  检测其对嗜水气单胞菌生

长、生物膜形成和溶血活性的抑制作用, 和对毒力及群感调控系统相关基因表达的影响; 同时通过人工感染

异育银鲫(Carassius auratus gibelio)试验检测其对鱼体保护作用和对鱼体炎症相关因子基因表达的影响。结

果显示: 白藜芦醇对嗜水气单胞菌的最小抑菌浓度(MIC)>1024 μg/mL; 浓度低于64 μg/mL时, 对菌株生长影响

不显著; 浓度≥32 μg/mL时, 对病原菌株生物膜形成和溶血活性具有显著抑制作用(P<0.05), 且随剂量增加而

增强。荧光定量RT-PCR结果分析发现白藜芦醇能引起嗜水气单胞菌群感调控系统中luxR和luxS基因分别显

著上调和下调表达;  外膜蛋白基因omp表达显著下降。人工感染试验发现攻毒前两小时腹腔注射25、50和
100 mg/kg白藜芦醇处理组的异育银鲫死亡率显著下降, 鱼体炎症相关的肿瘤坏死因子(TNF-α)和Ⅱ型干扰素

(IFN-γ)的mRNA表达量也显著下降。研究表明药用植物大黄、虎杖等所含白藜芦醇成分能有效抑制嗜水气

单胞菌毒力, 降低鱼体炎症反应的功效; 腹腔注射25—100 mg/kg白藜芦醇对感染病原菌的异育银鲫有一定保

护作用。

关键词: 中草药;   白藜芦醇;   嗜水气单胞菌;   毒力

中图分类号: S942.5           文献标识码: A           文章编号: 1000-3207(2019)04-0861-08

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)是一种

在淡水生态环境中广布的革兰氏阴性菌, 普遍存在

于自然界水体、土壤和水生动物体表及消化道内
[1],

在特定条件下可引起水生动物局部或全身感染, 尤
其在渔业生产中每年都会造成养殖鲤(Cyprinus
carpio)、鲫(Carassius auratus)、团头鲂(Megalo-
brama amblycephala)、斑点叉尾鮰(Ietalurus pune-
taus)和罗非鱼(Oreochromis spp.)等养殖品种暴发

出血性败血病, 是淡水养殖中影响较大的条件性致

病菌
[2, 3]

。基于大量病原生物学研究发现嗜水气单

胞菌的菌毛(Pilus)、外膜蛋白(Outer membrane pro-
tein, OMP)、溶血素(Hemolysin)、气溶素(Aerolysin)、
生物膜(Biofilm)等在病原菌株的黏附、入侵、定

植、毒素分泌、宿主营养夺取和增殖等致病过程

中发挥重要作用
[4—7]

。同时, 病原菌能通过群体感

应(Quorum sensing, QS)调控系统协同细胞群体生

长、毒力和抗逆性等
[8, 9]

。当前, 在水产养殖中抗

生素、化学药物、疫苗和微生物制剂等被广泛应

用于防控嗜水气单胞菌引起的细菌出血病; 然而,
抗生素仍然是最主要的防控手段。随着病原菌耐

药性、水环境污染和食品安全等问题日益受到国

家和公众的广泛关注, 水产细菌病防控迫切需要探

索研发新的防治策略和药物。

中草药应用于临床防控人、畜和水生动物疾

病已有几千年的历史。近年, 中草药药理学研究快

速推动中草药资源的开发和利用。药用植物提取

物中的多糖、生物碱、酸、萜类、皂苷和黄酮类

等具有重要的杀虫、抑菌、抗炎和抗氧化等作

第 43 卷 第 4 期 水   生   生   物   学   报 Vol . 43 ,  No . 4
 

2019 年   7  月 ACTA HYDROBIOLOGICA SINICA J u l . ,  2 0 1 9 

 
 

收稿日期: 2018-07-02; 修订日期: 2019-01-04
基金项目: 国家自然科学基金(31572662);  江苏省自然科学基金(BK20171152);  现代农业产业技术体系建设专项(CARS-45-18)资助

[Supported by the  Natural  Science Foundation of  China (31572662);  Jiangsu Natural  Science Foundation (BK20171152);
Earmarked Fund for China Agriculture Research System (CARS-45-18)]

作者简介: 谭宏亮(1993), 男, 重庆人; 硕士研究生; 研究方向为鱼类病害。E-mail: 377477842@qq.com
通信作者: 习丙文, E-mail: xibw@ffrc.cn; 谢骏, E-mail: xiej@ffrc.cn

http://dx.doi.org/10.7541/2019.102


用。白藜芦醇(Resveratrol, Res)是一种天然单体化

合物, 存在于药用植物大黄(Rheum palmatum)、虎

杖(Reynoutria japonica)和藜芦(Veratrum nigrum)等,
具有抗菌、抗炎和抗氧化等功效

[10—12], 能够抑制细

菌病原泳动、群体感应、生物膜形成、鞭毛基因

表达和溶血活性
[12—17]

等。

本研究通过体外试验分析白藜芦醇对嗜水气

单胞菌生长和毒力相关基因表达的影响, 并通过人

工感染试验检测白藜芦醇对感染嗜水气单胞菌异

育银鲫(Carassius auratus gibelio)的保护作用和对

鱼体炎症相关因子表达的影响。

1    材料与方法

1.1    试验菌株和培养条件

本实验所使用的嗜水气单胞菌株NJ-35由南京

农业大学刘永杰教授实验室馈赠。菌株保存在

−80℃甘油管中, 使用前在NB平板划线, 28℃过夜

培养, 挑取单克隆。

1.2    药品和试剂

白藜芦醇(99%)购自aladdin、二甲基亚砜

(DMSO)购自碧云天公司、NB培养基购自青岛海

博生物技术有限公司、无菌脱纤维绵羊血购自南

京森贝伽生物科技有限公司。基因转录表达分析

试剂: RNAiso Plus, One Step SYBR® PrimeScriptTM

PLUS RT-PCR Kit (TaKaRa)等均购自大连宝生物

有限公司。

1.3    白藜芦醇对嗜水气单胞菌生长的影响

将白藜芦醇溶解于DMSO配置成母液, 稀释备

用。取嗜水气单胞菌NJ-35单菌落于NB液体培养

基(蛋白胨10 g/L、牛肉浸粉3 g/L、氯化钠5 g/L)中
过夜培养(28℃, 180 r/min), 离心(3000 r/min, 5min)
后弃上清, 用无菌生理盐水调整细菌A600=0.3。菌

液按(1% v/v)接种量转接至含白藜芦醇(浓度分别为

1024、512、256、128、64、32和16 μg/mL)的
NB培养基中; 设置培养基内不添加白藜芦醇的空

白对照组和添加等量DMSO的溶剂对照组; 控温摇

床中(28℃、180 r/min)培养26h, 每2h取样检测

A600值。试验设置3个重复, 根据取平均值绘制生长

曲线。

1.4    白藜芦醇对嗜水气单胞菌生物膜形成的影响

根据Vasudevan等[18]
的结晶紫染色法检测菌株

生物膜。菌液按(1% v/v)接种量转接至含有白藜芦

醇(浓度分别为128、64、32 和16 μg/mL)的NB培养

基中, 设置空白对照组和DMSO溶剂对照组。在充

分混匀后, 转入至96孔细胞培养板中, 28℃静置培

养48h后, 吸出菌液并测定细胞浓度, 同时用无菌

PBS清洗培养孔后, 先后用100 μL 40%甲醛固定

15min, 1%结晶紫溶液染色5min; 干燥后加入100 μL
33%冰醋酸, 37℃ 孵育30min溶解结晶紫。用全波

长酶标仪(Multiskan G, Thermo Scientific)测定培养

孔中溶液的A590值, 试验重复3次, 各试验组设置3个
重复。由于不同试验组细菌生长存在差异, 每个样

品孔测得的A590值需要消除由细菌浓度造成的差异;
生物膜A590(相对值)= A590(测量值)/A600(细菌浓

度值)。
1.5    白藜芦醇对嗜水气单胞菌溶血活性的影响

根据Mao等[19]
的试验方法检测嗜水气单胞菌

NJ-35溶血活性。菌液按(1% v/v)接种量转接至含

有白藜芦醇(浓度分别为128、64、32和16 μg/mL)
的NB培养基中, 设置培养基内不接种嗜水气单胞

菌的空白对照组和不添加白藜芦醇的阳性对照

组。摇床培养(28℃、180 r/min)8—16h, 调整各组

A600值到1.0, 用过滤膜(0.22 μm)过滤除细菌细胞。

将绵羊红细胞用PBS稀释成5%悬浮液, 37℃水浴

30min。取50 μL细菌过滤液加入5 mL红细胞悬液

中, 37℃静止孵育30min, 室温下5000 r/min离心

10min。取上清液测定A405值, 试验重复3次, 各试验

组设置3个重复。用此公式计算溶血百分比: H%=
(AS−A0)/(A100−A0)(AS: 添加药物组A405值, A0: 空白

对照组A405值, A100: 阳性对照组A405值)。
1.6    白藜芦醇对嗜水气单胞菌毒力相关基因表达

的影响

用无菌生理盐水调整细菌A600=0.3, 菌液按

(1% v/v)接种量转接至含白藜芦醇(浓度为64 μg/mL)
的NB培养基中过夜培养, 对照组接入不含白藜芦

醇的NB培养基中; 5000 r/min离心1min, 弃上清, 根
据RNAiso Plus试剂盒的操作说明, 提取细菌总

RNA; 使用NanoDrop 2000 (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA)测定样品RNA浓度并调整浓

度至40 ng/μL, 冻存于−80℃备用。以嗜水气单胞菌

rpob作为内参基因, 检测细菌溶血素基因hly, 外膜

蛋白基因omp ,  群感系统相关基因 luxR、 luxS、
qseb表达量的变化。样品RNA反转录和荧光定量

分析溶液配制参照One Step SYBR® PrimeScriptTM

PLUS RT-PCR Kit (Takara)试剂盒的方法和步骤。

荧光定量分析检测采用ABI PRISM 7500 Real-time
PCR Systeam仪器, 基因相对表达量分析用2−ΔΔCt

方

法; 试验所用引物见表 1。
1.7    白藜芦醇对异育银鲫的保护作用

异育银鲫[(50±10) g; (10±1.5) cm]由中国水产

科学研究院淡水渔业研究中心南泉实验基地提供,
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在室内循环水养殖系统中驯化2周, 水温26℃。将

试验鱼随机分为4组, 每组设3个重复, 每个重复

30尾。在用病原菌嗜水气单胞菌攻毒前1h, 每组分别

注射白藜芦醇(药物鲶鱼体重: 0、25、50和100 mg/kg)。
病原菌接种于无菌NB培养基中, 28℃、180 r/min
培养18h, 离心收集细胞, 用无菌PBS调整浓度接近

半致死量1×106 CFU/mL, 每尾鱼腹腔注射100 μL菌
液, 攻毒后连续观察7d, 记录死亡量。7d后每组随

机采取21尾鱼的肝脏和血清(3500 r/min, 15min)保
存于−80℃备用。根据RNAiso Plus试剂盒的操作

方法, 对肝脏样品的总RNA进行提取, 使用Nano-
Drop 2000测定RNA的浓度后用Nuclear-free wa-
ter调整浓度至40 ng/μL, 且A260/ A280值在1.8—2.0,
冻存于−80℃冰箱备用。β-actin作为内参基因, 根
据实时荧光定量RT-PCR试剂盒使用说明在ABI
PRISM 7500 Real-time PCR Systeam仪器中检测免

疫相关基因TNF-α mRNA、IFN-γ mRNA、IL-10
mRNA表达量变化, 数据分析用2−ΔΔCt

方法, 试验所

用引物见表 2。
1.8    数据统计分析

试验数据结果以平均值±标准误(Mean±SEM)
表示, 其中毒力因子mRNA表达量数据使用SPSS
19.0统计软件中的独立样本T检验法比较分析; 其
他数据使用软件中的单因素方差分析(One-way
ANOVA)进行检验, 使用Duncan氏法进行组间多重

比较, P<0.05为差异显著。

2    结果

2.1    白藜芦醇抑制嗜水气单胞菌生长

如图 1所示, 空白对照组和溶剂DMSO试验组

生长曲线基本重合, 溶剂DMSO不影响嗜水气单胞

菌NJ-35的生长。白藜芦醇浓度≤32 μg/mL时对

NJ-35的生长没有明显的影响(P>0.5), 在白藜芦醇

浓度≥64 μg/mL时, 明显抑制了嗜水气单胞菌的生

长, 菌株进入对数生长期的时间出现了延迟, 且生

长平台期菌液浓度明显低于对照组(P<0.5)。随着

白藜芦醇浓度增加, 嗜水气单胞菌进入对数生长期

的时间也随之延迟, 且稳定期的最大值也随之降

低。白藜芦醇对嗜水气单胞菌的最小抑菌浓度

(MIC)明显高于1024 μg/mL。
2.2    白藜芦醇对嗜水气单胞菌生物膜形成的影响

如图 2所示, 溶剂DMSO对嗜水气单胞菌NJ-
35生物膜形成无显著影响(P>0.5), 白藜芦醇浓度为

16 μg/mL时, 对NJ-35生物膜形成抑制率为2.5%, 与
对照组相比无显著差异(P>0.5), 在白藜芦醇浓度为

32 μg/mL时, 生物膜形成抑制率为12.4%, 与对照组

相比有显著差异(P<0.5)。在白藜芦醇浓度为64和
128 μg/mL时, NJ-35生物膜抑制率分别为40.5%和

44.6%, 差异显著(P<0.5)。
2.3    白藜芦醇对嗜水气单胞菌溶血活性的影响

如表 3所示, 溶剂DMSO试验组溶血率为98%,
对嗜水气单胞菌NJ-35溶血无明显影响(P>0.5); 白
藜芦醇浓度为16 μg/mL时, 溶血率为94.8%, 抑制溶

血效果不显著(P>0.5); 当白藜芦醇浓度为32 μg/mL
时, 溶血率为78.8%, 能显著抑制NJ-35溶血活性

(P<0.5)。白藜芦醇对嗜水气单胞菌NJ-35溶血活性

的抑制作用呈现剂量依赖, 白藜芦醇浓度越高抑制

效果越强。

表 1   荧光定量PCR所用引物

Tab. 1   Primers used for quantitative PCR

引物
Primer 序列Sequence (5′－3′) 用途Usage

rpob-F  GGATCACGGTGCCTACAT rpob定量
正向引物

rpob-R  TAACGCTCGGAAGAGAAGA rpob定量
反向引物

hly-F  TCCGCACTATCTTGGCATCC hly定量
正向引物

hly-R  TCTACCTCAACGTCAACCGC hly定量
反向引物

omp-F  GCAGAACAAACCGCTCAAGG omp定量
正向引物

omp-R  CGATCAGGGATTCGGTGGAG omp定量
反向引物

luxR-F  GCAGACCCCGAACAAGGACACC luxR定量
正向引物

luxR-R  CACGCATGAAACCGGCAAACAG luxR定量
反向引物

luxS-F  GACTTCGGGGTGAGAAACGG luxS定量
正向引物

luxS-R  AAGATGTAGCTGGCGCAGAA luxS定量
反向引物

qseb-F  CCAGTCTTCCCGCATCACCAAC qseb定量
正向引物

qseb-R  GAGCTCCCTGTCCTCTCCCCGC qseb定量
反向引物

表 2   荧光定量PCR所用引物

Tab. 2   Primers used for quantitative PCR

引物Primer 序列Sequence (5′－3′) 用途Usage

β-actin-F TTGAGCAGGAGATGGGAACCG β-actin定量
正向引物

β-actin-R AGAGCCTCAGGGCAACGGAAA β-actin定量
反向引物

TNF-α-F TCATTCCTTACGACGGCATTT TNF-α定量
正向引物

TNF-α-R CAGTCACGTCAGCCTTGCAG TNF-α定量
反向引物

IFN-γ-F CGCATGGAGAATGATAGTCTGGA IFN-γ定量
正向引物

IFN-γ-R TCATCTTCCTTGATCGCCCATAG IFN-γ定量
反向引物

IL-10-F GCAGACCCCGAACAAGGACACC IL-10定量
正向引物

IL-10-R CACGCATGAAACCGGCAAACAG IL-10定量
反向引物
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2.4    白藜芦醇对嗜水气单胞菌毒力相关基因表达

的影响

如图 3所示, 菌株接种到含64 μg/mL白藜芦醇

的培养基后, 嗜水气单胞菌NJ-35毒力相关基因表

达呈现不同的变化趋势。Ⅰ型群感系统相关基因

luxR表达量显著上调(P<0.5), Ⅱ型群感系统相关基

因luxS、外膜蛋白omp表达量显著下调(P<0.5), 其
中溶血素hly、Ⅲ型群感系统相关基因qseb下调不

显著(P>0.5)。
2.5    白藜芦醇对感染嗜水气单胞菌的异育银鲫死

亡率的影响

如图 4所示, 异育银鲫攻毒后7d累计死亡率, 试
验中对照组7d累计死亡率超过50%, 腹腔注射白藜

芦醇的处理组死亡率低于对照组, 其中注射浓度为

25 mg/kg组的7d累计死亡率为29.1%, 50 mg/kg组
7d累计死亡率为20.8%, 100 mg/kg组累计死亡率最

低为12.5%。试验表明腹腔注射白藜芦醇可降低异

育银鲫的死亡率。

2.6    白藜芦醇对感染嗜水气单胞菌的异育银鲫肝

脏基因表达量的影响

如图 5所示, 异育银鲫注射病原菌后肝脏组织

中炎症因子TNF-α、IFN-γ mRNA表达量显著上调

(P<0.5), 白藜芦醇处理组TNF-α mRNA和IFN-γ
mRNA的表达量显著下调(P<0.5);  其中TNF-α
mRNA表达量在注射浓度为50 mg/kg白藜芦醇时达

到最低; IFN-γ mRNA表达量在注射浓度为100 mg/
kg白藜芦醇时达到最低。而抑制炎症因子IL-10
mRNA表达量在注射嗜水气单胞菌NJ-35后显著降

低, IL-10 mRNA表达量在注射浓度为50 mg/kg白藜

芦醇时达到最低。

3    讨论

3.1    白藜芦醇对病原菌的最小抑菌浓度

白藜芦醇是一种天然多酚, 存在于多种植物中,
具有广谱抗菌作用(Anti-bacterial activity); 能显著

抑制多种致病菌的生长、泳动、毒力和生物膜形

成等
[20]
。本研究首次报道了白藜芦醇对水生动物重要

细菌病原嗜水气单胞菌的抗菌作用。在此前的研究

中, 白藜芦醇对不同来源细菌菌株的最小抑菌浓度

存在较大差异。如He等[21]
发现白藜芦醇对具核梭杆

菌(Fusobacterium nucleatum)的MIC值为100 μg/mL。
Jung等[22]

在对43株人畜来源细菌的药敏试验分析

发现, 白藜芦醇对其中40株菌的MIC≥1000 μg/mL。
本研究发现白藜芦醇对嗜水气单胞菌的MIC值与

后者研究结果相似(≥1000 μg/mL)。由于1000 μg/mL
接近白藜芦醇在溶剂中的最大溶解浓度, 因此, 后
续研究主要关注白藜芦醇在低浓度条件下对嗜水

气单胞菌的抗菌作用。

表 3   白藜芦醇对嗜水气单胞菌溶血活性的影响

Tab. 3   The effect of resveratrol on the hemolytic activity
Aeromonas hydrophila

药物浓度Concentration 溶血率Hemolytic rate

0 100%a

DMSO 98%±1.1a

16 (μg/mL) 94.8±2.4%a

32 (μg/mL) 78.8±2.7%b

64 (μg/mL) 60.6%±1.1c

128 (μg/mL) 42.6%±1.4d

注: 不同字母表示有显著差异(P<0.05)
Note: Different letters indicate significant differences (P<0.05)
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图 1   嗜水气单胞菌NJ-35在不同浓度的白藜芦醇培养基中生

长曲线

Fig. 1   The effect of resveratrol on the growth of Aeromonas hy-
drophila NJ-35
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图 2   白藜芦醇对嗜水气单胞菌NJ-35生物膜形成的影响

Fig. 2   The effect of resveratrol on the biofil formation of Aero-
monas hydrophila NJ-35
1. 对照组control; 2. DMSO; 3. 16 μg/mL; 4. 32 μg/mL; 5. 64 μg/mL;
6. 128 μg/mL
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3.2    白藜芦醇影响病原菌群感调控系统基因表达

嗜水气单胞菌具有复杂的群感调控系统(如
Ⅰ型LuxR/I, Ⅱ型LuxS/AI-2和QseBC), 能根据菌体

周围环境中信号分子, 协同调控细胞群体的生长、

运动性、毒力表达和生物膜生成等, 在病原菌致病

过程中发挥重要作用
[23—28]

。研究表明嗜水气单胞

菌ahyⅠ基因缺失, 显著降低影响Ⅰ型群感调控系

统信号分子AHL表达, 菌株致病性显著下降
[29]

。王

娜
[25]

研究发现嗜水气单胞菌luxS基因缺失株在生物

膜形成能力、黏附能力与溶血活性都出现减弱, 相
关基因的表达量下调。同时, 张小军等

[30]
研究发现

嗜水气单胞菌luxS缺失株不产生Ⅱ型群感系统的信

号分子AI-2, 并影响AHLs合成; 说明群感调控系统

间具有一定交互调控作用。Ⅲ型群感系统(Qse-
BC双组分调控系统)广泛存在于革兰氏阴性杆菌

中, 参与细菌的毒力、鞭毛和生物膜的形成。本研

究发现64 μg/mL白藜芦醇处理嗜水气单胞菌后, 其
群感调控系统中luxR基因显著上调表达, luxS基因

显著下调表达, 但QseB基因无显著变化。这说明白

藜芦醇可以影响嗜水气单胞菌Ⅰ型和Ⅱ型群感调

控系统基因表达。

3.3    白藜芦醇影响病原菌生物膜生成和毒力因子

活性

生物膜作为细菌一种十分重要的胞外结构, 参
与细菌黏附、物质运输以及自我保护等功能。本

研究发现白藜芦醇(32—128 μg/mL)能显著抑制嗜

水气单胞菌生物膜形成。白藜芦醇对霍乱弧菌(Vi-
brio cholera)抑菌作用研究表明其可以通过与病原

菌转录调控因子AphB相结合, 从而在不抑菌的情

况下减弱细菌形成生物膜的能力
[15]

。白藜芦醇浓

度≥32 μg/mL时, 嗜水气单胞菌的溶血活性显著降

低, 但溶血素基因hly的表达量并没有明显的变化。

嗜水气单胞菌能够分泌多种与溶血活性相关的毒

力因子, 其中属于溶血性毒素
[25]

的气溶素和溶血素
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图 3   白藜芦醇对嗜水气单胞菌NJ-35毒力相关基因转录表达

的影响

Fig. 3   Effect of resveratrol on the virulence gene expression in
Aeromonas hydrophila NJ-35
1. luxR; 2. luxS; 3. Hly; 4. Qseb; 5. Omp; 柱形图的上标“*”表示

差异显著mean significant difference, P<0.05
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图 4   嗜水气单胞菌攻毒后异育银鲫累计死亡率

Fig. 4   Cumulative mortality rate (%) of crucian carp after Aero-
monas hydrophila challenge in 7 days
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图 5    肝脏组织炎症因子转录表达变化

Fig. 5    The effect of resveratrol on the expression of Liver tissue inflammatory factors
柱形图上不同字母表示有显著差异, P<0.05

Different letters indicate significant differences, P<0.05
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是最重要的致病因子
[32]

。它们主要通过作用于细

胞膜磷脂结构与活性从而破坏细胞膜
[25, 33]

或作为

细胞膜孔蛋白导致大量离子涌入引起渗透失衡使

细胞死亡
[34]

。有研究认为气溶素基因aer和丝氨酸

蛋白酶基因ahpA是嗜水气单胞菌具有致病力的关

键基因, 而溶血素hly与嗜水气单胞菌的致病力并不

相关
[5], 但也有研究者提出致病性嗜水气单胞菌必

定存在aer或hly基因
[35], 同时存在aer和hly两个基因

时为强毒株
[36]

。嗜水气单胞菌的溶血活性可能通

过多个基因共同发挥作用。菌体外膜蛋白是嗜水

气单胞菌黏附宿主细胞主要作用因子和重要的免

疫抗原
[37, 38]

。白藜芦醇(64 μg/mL)处理嗜水气单胞

菌后omp基因表达量下调, 说明嗜水气单胞菌受白

藜芦醇的影响黏附能力减弱。在实验过程中, 作者

发现白藜芦醇与嗜水气单胞菌胞外产物直接共同

孵育, 并不能直接改变胞外产物的溶血活性(数据

未发表)。因此, 白藜芦醇对嗜水气单胞菌溶血活

性和生物膜形成的影响可能通过调控群感因子表

达进而影响下游毒力相关因子。

3.4    白藜芦醇促进鱼体抗病原菌感染力

研究表明白藜芦醇腹腔注射大鼠(20 mg/kg)
1h后, 在心、肝、肾、肠等组织中都能检测到白藜

芦醇, 且肝脏浓度最高, 达到6.72 μg/mL[39], 因此, 本
研究采用白藜芦醇腹腔注射浓度为20—100 mg/kg。
攻毒试验结果表明白藜芦醇对感染嗜水气单胞菌

的异育银鲫有显著保护作用, 药物处理组死亡率都

低于对照组。白藜芦醇对异育银鲫的保护作用可

能从两方面发挥作用, 一方面鱼体组织分布的白藜

芦醇能减弱病原菌的毒力, 另一方面白藜芦醇能降

低鱼体自身炎症反应。白藜芦醇在人和其他动物

体内被发现具有很好的抗炎症作用。适度的机体

炎症反应对抑制病原具有重要作用, 但长期过高的

炎症因子表达, 会损伤鱼体甚至导致死亡
[31]
。Yu等[40]

研究显示, 大黄鱼(Larimichthys crocea)高死亡率组

脾脏组织中往往具有更高的促炎症因子表达量, 这
或许意味着炎症因子表达量和死亡率也存在一定

关系。TNF-α和IFN-γ都是促炎症因子, 参与动物体

内的免疫调节, TNF-α被认为是炎症因子中的核心

因子, 当发生病原体感染时, 炎症细胞被激活后会

释放大量如TNF-α等的炎症介质, 而且较严重的组

织中往往会有更高的TNF-α蛋白表达量和TNF-α
mRNA表达量

[41]
。杨智景等

[42]
在对鳗弧菌(Vibrio

anguillarum)感染香鱼(Plecoglossus altivelis)的研究

中发现血清和巨噬细胞中TNF-α mRNA表达量和

TNF-α蛋白表达量同步上升。本研究中白藜芦醇处

理组促炎症因子TNF-α mRNA和IFN-γ mRNA表达

量显著下调, 表明白藜芦醇可以减弱因病原菌感染

而导致的炎症反应, 从而减轻因炎症而导致的鱼体

损伤。Zhang等[43]
研究证明白藜芦醇可以通过抑制

NF-κB信号通路中p65和IκB的磷酸化以及MAPK信

号通路中p38和ERK的磷酸化, 降低LPS诱导引起的

促炎性细胞因子的表达。Zheng等[44]
研究发现饲料

添加白藜芦醇(0.1 g/kg)能上调吉富罗非鱼肝脏组

织中IL-10 mRNA等抗炎因子的表达量, 降低促炎

症因子TNF-α和IFN-γ mRNA的表达。

综上所述, 白藜芦醇≥32 μg/mL时, 对嗜水气

单胞菌致病力具有显著抑制作用, 对受嗜水气单胞

菌感染的异育银鲫有明显保护作用。白藜芦醇在

预防和治疗水生动物由嗜水气单胞菌引起的细菌

败血症具有重要的应用价值。
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RESVERATROL INHIBITS GROWTH, VIRULENCE AND BIOFILM
FORMATION OF AEROMONAS HYDROPHILA

TAN Hong-Liang1, 2, CHEN Kai2, XI Bing-Wen2, QIN Ting2, PAN Liang-Kun2 and XIE Jun1, 2

(1. Wuxi Fisheries College, Nanjing Agricultural University, Wuxi 214081, China; 2. Key Laboratory of Freshwater
Fisheries and Germplasm Resources Utilization, Ministry of Agriculture, Freshwater Fisheries Research

Center, Chinese Academy of Fishery Science, Wuxi 214081, China)

Abstract: Resveratrol (Res) is an important active ingredient in Chinese herbal medicines such as rhubarb and poly-
gonum cuspidatum with antibacterial, anti-inflammatory and antioxidant properties. To explore its application value in
the prevention and treatment of bacterial diseases in aquatic animals, we explored the antibacterial activity of res-
veratrol against Aeromonas hydrophila, an important bacterial pathogen in freshwater aquaculture. The growth, biofilm
formation, hemolysis inhibition, and virulence related gene expression of A. hydrophila under different resveratrol con-
centrations were detected. The in-vivo protection of resveratrol was confirmed by artificially infecting crucian carp with
A. hydrophila. The results showed that the minimal inhibitory concentration (MIC) of resveratrol against A. hydrophila
was above 1024 μg/mL, and the concentration less than 64 μg/mL did not affect the growth ratio of A. hydrophila. Res-
veratrol with more than 32 μg/mL significantly inhibited the biofilm formation and hemolytic activity of A. hydrophila
(P<0.05) in a dose-dependent pattern. Resveratrol mediated heavy moisture of bacterium group sense of regulation and
of QS system by inducing luxR and reucing luxS gene expression. The expression of omp was significantly down-regu-
lated by resveratrol. Artificial infections showed that the mortality rate of allogynogenetic crucian carp infection in the
25—100 mg/kg resveratrol-treated group was significantly lower than that of the control group, and the expression of
TNF-α and IFN-γ mRNA was significantly decreased. This study showed that resveratrol can effectively inhibit the viru-
lence of A. hydrophila and reduce the inflammatory response at 2500 mg/kg on fish infected with A. hydrophila.
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