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　　摘要：以维生素Ｂ６正常、缺乏、恢复、增强型食物饲喂小鼠，以血浆中维生素Ｂ６主要形式磷酸吡哆醛水平为评价

指标，以小鼠体质量和血糖水平为考察因素，通过饮食营养缺乏构建获得维生素Ｂ６营养缺乏小鼠模型。结果表明，维

生素Ｂ６营养缺乏小鼠血浆中磷酸吡哆醛未能检测，恢复组小鼠血浆中磷酸吡哆醛水平（２１５．６７ｐｇ／ｍＬ）得到较大的

恢复，与对照组（１５７．００ｐｇ／ｍＬ）之间没有显著性差异（Ｐ＞０．０５）；且维生素Ｂ６营养增强组小鼠血浆中磷酸吡哆醛水

平（３４１．６７ｐｇ／ｍＬ）显著高于其他各组（Ｐ＜０．０５）；维生素Ｂ６营养缺乏４周后小鼠平均体质量（１５．６２ｇ）显著低于维

生素Ｂ６正常小鼠（１８．３１ｇ），补充维生素Ｂ６后小鼠体质量迅速恢复；同时，缺乏期维生素Ｂ６营养缺乏小鼠的空腹血

糖水平始终低于正常小鼠，补充维生素Ｂ６后其水平恢复缓慢。
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　　维生素Ｂ６是一种水溶维生素，包括吡哆醇（ｐｙｒｉｄｏｘｉｎｅ，
ＰＮ）、吡哆醛（ｐｙｒｉｄｏｘａｌ，ＰＬ）和吡哆胺（ｐｙｒｉｄｏｘａｍｉｎｅ，ＰＭ）３种
形式，活化形式主要是５－磷酸吡哆醛（Ｐｙｒｉｄｏｘａｌ５′－ｐｈｏｓ
ｐｈａｔｅ，ＰＬＰ）。它是维持人体生理功能必需的微量营养素，以
辅酶形式参与糖、蛋白质和脂肪酸的正常代谢，并与白细胞、

血红蛋白的合成相关。近年来研究还显示，维生素Ｂ６有一定
的抗氧化能力，能够清除氧自由基［１］。在生活中，维生素 Ｂ６
的摄入常被忽视，维生素 Ｂ６缺乏在中国人群中比较普遍，
２０１２年深圳市居民膳食结构调查显示，人们对核黄素、硫胺
素、维生素Ｂ６、叶酸和钙等微量元素摄入量偏低，其中维生素
Ｂ６缺乏最为严重，仅为推荐摄入量的１６％

［２－３］。维生素 Ｂ６
缺乏虽然不会直接造成严重症状，但会导致虚弱、失眠、神经

紊乱、唇干裂、舌炎、口腔炎、动脉硬化、贫血以及细胞介导免

疫损坏等一系列容易被忽视的慢性健康问题。通常，维生素

Ｂ６亦是糖代谢、氨基酸和ＤＮＡ合成不可或缺的辅酶
［４］，对人

体生长发育具有重要的影响。因此，阐述维生素Ｂ６对人体免
疫等生理功能的影响的分子机制，获得其营养缺乏型的小鼠

模型尤为重要。本研究采用自建配方，手工烘焙加工维生素

Ｂ６正常、缺乏、恢复、增强型小鼠饲料，通过４周的缺乏饲喂
和４周的恢复饲喂试验，以血浆中维生素Ｂ６活化形式磷酸吡

哆醛水平为评价指标，以小鼠体重和血糖水平为考察因素，通

过饮食营养缺乏构建获得维生素Ｂ６营养缺乏小鼠模型，进一
步丰富维生素Ｂ６在生理功能调节中作用的理论。

１　材料与方法

１．１　材料
正常雄性３周龄Ｂｌａｂ／ｃ小鼠２８只购自上海史莱克动物

中心。

１．２　试剂
饲料中的蔗糖、盐、植物油等均为食品级，购自欧尚超市，

纤维素购自阿拉丁（试剂）上海有限公司，维生素Ａ、Ｄ、Ｅ、Ｂ１、
Ｂ２、Ｂ６、Ｂ１６购自上海信谊药业有限公司，烟酸和泛酸来自上海
捷瑞生物技术有限公司，硒和微生素选用美国斯旺森公司保

健品，矿质元素为相应化学纯试剂。强生稳豪型血糖试纸

（ＯＮＥＴＯＵＣＨＵｌｔｒａＴｅｓｔＳｔｒｉｐｓ）购自强生公司，标准品磷酸吡
哆醛购自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．３　方法
１．３．１　试验设计　将２８只雄性３周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分
为２组：缺乏组（２１只）和对照组（７只）。分别采用维生素Ｂ６
缺乏和正常的自制饲料饲喂４周。然后，将缺乏组随机再分
为３组：缺乏组、恢复组和增强组，每组７只，分别采用维生素
Ｂ６缺乏、正常、增强的自制饲料继续饲喂４周，对照组喂完全
饲料，构建维生素Ｂ６缺乏小鼠模型。
１．３．２　维生素 Ｂ６缺乏饲料的配制　参照 Ｍｉｌｌｅｒ等试验配
方［５－７］和国家标准ＧＢ１４９２４．３—２００１《实验动物　小鼠大鼠
配合饲料》，在小鼠饲料基本营养构成的基础上，根据饲料成

品的特性，对饲料中的成分比例进行调整，添加了淀粉，最终

形成的配方见表１。

—６６２— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第２期



表１　Ｂａｌｂ／ｃ小鼠饲料主要成分

饲料类别

饲料组成（％）

蔗糖 酪蛋白 淀粉 纤维素粉 大豆油
矿物质

混合物

维生素

混合物
甲硫氨酸

酒石酸

氢胆碱

维生素Ｂ６
含量（ｍｇ／ｋｇ）

维生素Ｂ６完全饲料 ４０ ２０ １８ ８ ５ ３．５ １ ０．３ ０．２ ０．７０
维生素Ｂ６缺失饲料 ４０ ２０ １８ ８ ５ ３．５ １ ０．３ ０．２ ０．００
维生素Ｂ６增强饲料 ４０ ２０ １８ ８ ５ ３．５ １ ０．３ ０．２ ７．００

　　注：１％维生素混合物含有７ｍｇ／ｋｇ的维生素Ｂ６，增强饲料中维生素Ｂ６的含量为每日推荐摄入量的１０倍。

　　除维生素Ｂ６外，其他矿物质和维生素组成则参照国家标
准ＧＢ１４９２４．３—２００１《实验动物　小鼠大鼠配合饲料》，具体
见表２和表３。水溶性维生素片研磨成粉末后，溶解于水中；
化学级矿物质试剂原料称量后溶解于水中。在蛋白、糖、油等

组要成分按比例混合后，加入适当比例维生素水和矿物质水，

加入适量脂溶性维生素，同时加入各组对应的维生素 Ｂ６的
量，补充一定水分，捏成面团，分割成直径１ｃｍ的粗棒状或者
长圆柱形的颗粒，微波加热，淀粉糊化后冷却成型，每日早上

投喂。由于水溶性维生素加热易分解，在饮用水也按照相同

配方添加水溶性维生素，定时定量补充。

小鼠饲养在上海交通大学实验动物中心完成，饲养环境

条件为：光照／黑暗时间为１２ｈ／１２ｈ，温度（２４±１）℃，湿度
（６０±５）％。

表２　饲料维生素组成

维生素名称 含量 维生素名称 含量

维生素Ａ １４０００ＩＵ／ｋｇ 烟酸 ６０ｍｇ／ｋｇ
维生素Ｄ １５００ＩＵ／ｋｇ 泛酸 ２４ｍｇ／ｋｇ
维生素Ｅ １２００ＩＵ／ｋｇ 生物素 ０．２ｍｇ／ｋｇ
维生素Ｋ ５ｍｇ／ｋｇ 维生素Ｂ１２ ０．０２２ｍｇ／ｋｇ
维生素Ｂ１ １３ｍｇ／ｋｇ 叶酸 ６ｍｇ／ｋｇ

表３　饲料矿物质组成

矿物质名称 含量（ｍｇ／ｋｇ）
ＭｇＣｌ２·６Ｈ２Ｏ ２０００

ＫＣｌ ５０００
ＮａＣｌ ２０００

ＦｅＣｌ３·３Ｈ２Ｏ １２０
ＭｎＣｌ２·４Ｈ２Ｏ ７５
ＣｕＳＯ４·５Ｈ２Ｏ １０
ＺｎＣｌ２ ３０
硒片 ０．２

１．３．３　小鼠生长指标的测定　小鼠饲养期间，每周四下午对
所有小鼠进行称质量，比较不同组小鼠质量变化。

１．３．４　小鼠血糖的测定　小鼠饲养期间，每周五上午投喂饲
料前，尾部取血，采用强生血糖仪（强生稳豪倍易型血糖仪）

配合强生试纸测定空腹血糖。

１．３．５　小鼠血浆磷酸吡哆醛水平分析　饲喂８周后，参考
Ｍｉｄｕｔｔｕｎ等对Ｂ族维生素的测定方法［８］，使用液相色谱串联

质谱（ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）分析小鼠血浆中维生素 Ｂ６活化形式磷酸
吡哆醛含量。仪器采用上海交通大学分析测试中心的超高效

液相色谱（ＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣｓｙｓｔｅｍ，ＭＡ，ＵＳＡ）串联三段四级
质谱仪（ＡＢＳＣＩＥＸ，Ｔｏｒｏｎｔｏ，Ｏｎｔａｒｉｏ，Ｃａｎａｄａ）。

采样：每组小鼠取３个平行，毛细管眼眶取血，冰上保存，
１ｈ内２０００ｇ、４℃离心 １０ｍｉｎ，取上清。样品的前处理：
６０μＬ血样加入等体积三氯乙酸（ＴＣＡ，６０ｇ／Ｌ），冰上混合
１ｈ，５８００ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ。转移上清至新的 ＥＰ管中，氮
吹吹干后１００μＬ甲醇定容。

色谱条件如下，色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＳＢ－Ｃ１８。测定离
子对：２４６．００／９７．００。流动相：组分Ａ，６５０ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸；组分
Ｂ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ七氟丁酸溶解于流动相 Ａ；组分 Ｃ，９０％乙腈。
流速，１．３ｍＬ／ｍｉｎ。标准品用甲醇溶解，配制１００ｎｇ／ｍＬ，半
数稀释制作标准曲线。得到Ｒ２＝０．９９７５，０．３０４～１００ｎｇ／ｍＬ
的检测限。

２　结果与分析

２．１　不同处理小鼠生长水平差异
由图１可见，饲养初期，各组小鼠体质量基本一致。饲养

３周，缺乏组各组小鼠体质量都显著低于对照组小鼠（Ｐ＜
００５），第４周继续保持该趋势。当恢复组和增强组小鼠恢复
维生素 Ｂ６补充后，小鼠体质量迅速增长，接近对照组水平。
此时，缺乏组小组体质量仍然显著低于其他各组。维生素 Ｂ６
增强饲养２周后，增强组体质量高于恢复组，但差异不明显。
最后２周，恢复组和增强组小鼠体质量基本没有差别，略低于
对照。说明补充日常所需维生素Ｂ６即可以满足生长需求，迅
速恢复生长水平。

２．２　维生素Ｂ６缺乏对小鼠血糖的影响
由图２可见，试验初期，维生素 Ｂ６缺乏组小鼠空腹血糖

水平低于正常的对照组小鼠。第２周时，这种现象最为明显，
对照组小鼠的空腹血糖水平显著高于其他各组小鼠。整个试

验期，维生素Ｂ６缺乏小鼠的平均血糖水平都低于对照组。当
缺乏小鼠开始补充维生素 Ｂ６时１周（试验第５周），可以看
到，其他各组小鼠平均空腹血糖水平仍低于对照组。但之后
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的６～８周，增强组小鼠空腹血糖水平始终略高于对照组，恢
复组小鼠与对照组基本一致，只有缺乏组小鼠平均空腹血糖

水平始终低于其他各组。可见，维生素 Ｂ６对于机体维持
空腹血糖水平有一定影响，缺乏后再补充可逐渐回复正常

水平。

２．３　维生素Ｂ６缺乏对血浆中ＰＬＰ的影响
ＰＬＰ是体内维生素Ｂ６水平的重要指标。图３结果显示，

在维生素Ｂ６缺乏饮食小鼠中，ＰＬＰ没有检测到。其他３组，
ＰＬＰ含量从大到小依次为增强组（３４１．６７ｐｇ／ｍＬ）＞恢复组
（２１５．６７ｐｇ／ｍＬ）＞对照组（１５７．００ｐｇ／ｍＬ），表明在４周的恢
复期后，小鼠体内的维生素 Ｂ６水平得到了很好的恢复，甚至
是伴随大剂量增强得到提升。但是，１０倍增强的饮食并未在
ＰＬＰ水平上体现出相应的放大倍数。同时，恢复组的小鼠血
浆中ＰＬＰ水平表现要优于对照组。结果表明维生素 Ｂ６缺乏
后，补充日常饮食建议维生素Ｂ６剂量即可。

３　结论与讨论

由于维生素Ｂ６是碳水化合物、脂肪、蛋白质代谢的重要辅

酶，维生素Ｂ６对机体健康生长有重要影响。早在１９４５年，对
维生素Ｂ６进行饲喂研究发现，维生素Ｂ６缺乏小鼠体质量会低
于正常小鼠［５］。近期Ｄｏｋｅ等的研究也显示维生素Ｂ６缺乏会
影响组织生长［６］。本试验也发现维生素Ｂ６缺乏小鼠体质量显
著低于正常小鼠，这与Ｌｅｗｉｃｋａ等研究认为补充维生素 Ｂ６可
以显著增加大鼠的体质量［９］类似。Ｈｕｇｅ等研究也发现缺乏维
生素Ｂ６会导致大鼠的生长率比正常饮食低一半

［１０］，而本研究

则进一步阐明，缺乏维生素Ｂ６导致的生长缓慢，是可以通过及
时补充日常所需的维生素Ｂ６得到迅速改善的。

碳水化合物代谢在２种类型的糖尿病中都有重要影响。
血糖主要由胰岛素调控。维生素 Ｂ６的缺乏会导致胰腺和血

循环中的胰岛素量减少［１１］。空腹血糖的水平主要可以反映

胰岛素对血糖的调节作用。空腹血糖量越低，表明胰岛素对

血糖的调节能力减弱，胰岛素功能下降。维生素Ｂ６可能对血
糖调节有影响。Ｓｏｌｏｍｏｎ等研究表明补充吡哆醇可以降低链
霉素引起的糖尿病动物的血糖水平［１２］；在高血糖症的情况

下，磷酸吡哆醛和总的维生素Ｂ６及其衍生物水平也会显著下
降［１３］；在机理上，Ｔｏｙｏｔａ等的研究则显示，维生素 Ｂ６缺乏小
鼠胰岛素Ｂ细胞的功能会退化［１４］。可以看到在缺乏期，缺乏

维生素Ｂ６的小鼠空腹血糖含量普遍低于对照组。维生素 Ｂ６
缺乏小鼠胰岛素调节能力下降。

维生素Ｂ６缺乏小鼠血液循环中磷酸吡哆醛缺失，体质量
生长变缓，血糖调节能力下降，试验采取的饲料和饲养方法可

以有效得到维生素Ｂ６缺乏小鼠模型。在维生素Ｂ６长期缺乏
的情况下，继续缺乏、恢复维生素 Ｂ６供应、１０倍增强维生素
Ｂ６可以补充每日饮食所需的维生素Ｂ６，就能逐渐恢复正常生
长和提高血糖调节能力。
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埃里格孢的生物学特性及致病性初步研究

王庆容，王福群
（遵义师范学院生命科学学院／贵州省赤水河流域植物资源保护与应用研究特色重点实验室，贵州遵义５６３００２）

　　摘要：从患病鳜鱼鳃部分离到１个菌株，通过分子鉴定和形态鉴定，初步鉴定为埃里格孢（Ｅｍｂｅｌｌｉｓｉａａｌｌｉｉ）。将该
菌株在不同温度和不同ｐＨ值条件下培养，根据二者对其生长速率的影响来进行生物学特性初步研究；再以草鱼和鲤
鱼为感染对象，用该菌进行回复感染，对其致病性作初步研究。结果表明：埃里格孢在 ｐＨ值为５．０～１１．０下均能生
长，以ｐＨ值为９．０～１１．０时生长最佳；在５～３５℃时，该菌都能生长，以２０℃时生长最快，温度为４０℃时该菌几乎不
能生长。在实验室条件下，单一菌株对草鱼和鲤鱼不具有致病性。

　　关键词：埃里格孢（Ｅｍｂｅｌｌｉｓｉａａｌｌｉｉ）；生物学特性；致病性；鳜鱼；草鱼；鲤鱼
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通信作者：王庆容（１９７２—），女，贵州遵义人，教授，研究方向为动物
分子生物学、养殖动物疾病的中草药防治。Ｅ－ｍａｉｌ：６１０１９４９７７＠
ｑｑ．ｃｏｍ。

　　埃里格孢（Ｅｍｂｅｌｌｉｓｉａａｌｌｉｉ）属于暗色砖格分生孢子真菌
埃里格孢属，它可以寄生于大蒜鳞茎，引起黑褐色病斑，后期

病斑凹陷失水干燥，表面密生黑色霉层，菌丝体表生至埋生；

在ＰＤＡ和ＰＣＡ培养基上生长迅速，菌落呈正圆形、黑色，产
生大量分生孢子，菌丝部分细胞可膨大形成厚垣孢子。其分

生孢子在水中，２５℃下４ｈ左右即可萌发。萌发时主要从两
端细胞开始，也可以从中间细胞开始，萌发芽管生长迅速，

４８ｈ左右萌发的芽管即可分化形成菌丝或次生分生孢子梗，
产生次生分生孢子。萌发的分生孢子细胞可产生１至数个芽
管，分生孢子梗亦可萌发产生芽管，亦可很快转变成次生分生

孢子梗［１］。

埃里格孢通常是从植物体表分离，本研究首次从患病鳜鱼

鳃部分离到，未见从其他动物体表分离到的报道。通过不同温

度和不同ｐＨ值对其生长速率影响来进行生物学特性初步研
究后，再以草鱼和鲤鱼为感染对象，用该菌进行回复感染，对其

致病性进行初步研究，进一步了解埃里格孢对动物的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
从鳜鱼的鳃部分离到的菌株，在 ＰＤＡ培养基上纯培养，

将纯培养的菌种保存于４℃冰箱备用。
１．２　方法
１．２．１　菌株的分离鉴定　提取菌株 ＤＮＡ，扩增其１８ＳｒＲＮＡ
基因。扩增使用的引物是通用引物 ＮＳ１与 ＮＳ６［２］，将菌株的
１８ＳｒＲＮＡ基因序列输入 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，查找相似菌种。
将真菌接种到ＰＤＡ培养基上，２５℃恒温培养 ３～１２ｄ，每天
观察菌落形态与颜色。再在显微镜下观察其产孢结构，分生

孢子梗着生情况，孢子形态、大小与颜色等。采用分子鉴定和

形态鉴定方法与步骤，具体步骤见文献［３］。
１．２．２　不同ｐＨ值对埃里格孢的影响　供试 ｐＨ值为５．０、
６．０、７．０、８．０、９．０、１０．０和１１．０的ＰＤＡ平板，共７个处理，平
行做３次。切取菌龄一致的菌饼（直径８ｍｍ），将其置于平板
中央，在２８℃下恒温培养，观察并记录菌落的生长速率，培养
２４ｈ后采用十字交叉法测定菌落直径［４］，试验周期为７ｄ。
１．２．３　不同温度对埃里格孢的影响　供试温度为５、１０、１５、
２０、２５、３０、３５、４０℃共８个温度梯度，平行培养３次，切取菌
龄一致的菌饼（直径８ｍｍ），将其置于平板中央，在２８℃下
恒温培养，观察并记录菌落的生长速率，培养２４ｈ后采用十
字交叉法测定菌落直径，试验周期为７ｄ。
１．２．４　埃里格孢的致病性　用埃里格孢回复感染草鱼和鲤
鱼，提前买一批供试鱼，等到供试鱼在自然条件下生长稳定，

开始进行回复感染。将鱼分装到养鱼箱中，每箱数量为 １０
尾，平行做３次，１箱对照组，２箱试验组。对照组不进行任何
处理；试验组用浸泡法（在鱼的胸鳍处用小刀割１个３～５ｃｍ
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