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环境胁迫因子对蜡样芽孢杆菌毒力

基因表达和致病性的影响

王　琰，刘金兰
（天津农学院水产学院／天津市水产生态及养殖重点实验室，天津 ３００３８４）

　　摘要：为明确培养温度、ｐＨ值和亚硝酸盐浓度对蜡样芽孢杆菌毒力基因表达和致病性的影响，利用反转录 ＰＣＲ
（ＲＴ－ＰＣＲ）对ｈｂｌＣ、ＣｙｔＫ、ｐｌｃＲ、ｎｈｅＡ、ｂｃｅＴ等５种毒力基因的表达进行了研究，同时运用正交试验研究其对斑马鱼致
病性的影响。结果显示，蜡样芽孢杆菌毒力基因表达受温度、ｐＨ值和亚硝酸盐浓度的影响，其中ｈｂｌＣ、ＣｙｔＫ、ｐｌｃＲ、ｎｈｅＡ
在 ３５℃时高效表达，而ｂｃｅＴ则在２５℃高效表达；ｈｂｌＣ、ＣｙｔＫ、ｐｌｃＲ、ｂｃｅＴ在ｐＨ值为８．５时高效表达，而 ｎｈｅＡ在 ｐＨ值
为７．２时高效表达；ｈｂｌＣ、ＣｙｔＫ、ｐｌｃＲ、ｂｃｅＴ、ｎｈｅＡ均在亚硝酸盐浓度为３．０ｍｇ／Ｌ时高效表达。通过正交试验得出ｈｂｌＣ、
ｐｌｃＲ、ｎｈｅＡ在第９组条件下高效表达，即温度２５℃、ｐＨ值６．０、亚硝酸盐浓度０．７５ｍｇ／Ｌ；而ｂｃｅＴ在第１组条件下高效
表达，即温度３５℃、ｐＨ值８．５、亚硝酸盐浓度０．７５ｍｇ／Ｌ；Ｃｙｔｋ在第４组条件下高效表达，即温度２５℃、ｐＨ值８．５、亚
硝酸盐浓度１．５ｍｇ／Ｌ。正交试验条件下基因表达的研究结果得到斑马鱼攻毒试验结果的支持。
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　　蜡样芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓｃｅｒｅｕｓ，Ｂｃ）属芽孢杆菌科
（Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ）芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）革兰氏阳性杆菌，部分菌
株为条件致病菌［１］。蜡样芽孢杆菌普遍存在于陆上动物中，

可以引起人类的腹泻［１］、牲畜的腹泻和乳房炎等疾病［２－３］，还

会引起水生动物（如中华鳖［４］、刺参［５］、斑点叉尾 ［６］和黄颡

鱼［７］）致病死亡。因此，蜡样芽孢杆菌不仅危害动物的健康，

影响其经济价值；更严重时会影响人类健康。蜡样芽孢杆菌

具有多种毒力基因，包括溶血素ＢＬ基因（ｈｂｌＣ）、肠毒素 Ｔ基

因（ｂｃｅＴ）、细胞毒素Ｋ基因（ＣｙｔＫ）、多效调控因子（ｐｌｃＲ）、非
溶血性肠毒素（ｎｈｅＡ）、呕吐基因（ｃｅｓ），这些毒力基因在细菌
致病过程中起重要作用［８］。

鱼病的发生是宿主、病原和环境三者相互作用的结果。

环境胁迫可以分为急性胁迫和慢性胁迫，指的是鱼类所处的

生存环境产生急剧变化而对其产生刺激，从而能打破鱼类正

常的生理功能，对其健康造成不利影响［９］。在鱼类养殖过程

中，温度、ｐＨ值、亚硝酸盐浓度等是影响鱼体正常生长的重要
胁迫因子。由于鱼类是水生变温动物，它的生长发育与水环

境温度密切相关。温度不仅直接影响正常的生长发育与鱼体

生理功能，而且间接制约了水体中氨氮和溶解氧等理化因子

的含量［１０］。ｐＨ值作为不可忽视的胁迫因子之一，过高或过
低都会对鱼体产生影响［１１］。亚硝酸盐浓度过高可以降低鱼

体血液载氧能力，造成组织缺氧，甚至导致窒息死亡［１２－１４］。
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研究蜡样芽孢杆菌大多集中在食品领域，在水产上相对

较少，关于其毒力基因表达的研究非常缺乏。开展环境胁迫

因子对细菌毒力基因表达的研究，将有助于阐明细菌的流行

病规律、蜡样芽孢杆菌感染的发生机理，以及提供有效的生态

学防治措施。本试验将研究温度、ｐＨ值和亚硝酸盐浓度这３
种常见环境胁迫因子的变化对蜡样芽孢杆菌５种毒力基因表
达的影响，同时运用正交试验研究其对斑马鱼致病性的影响，

以期能明确养殖条件变化对蜡样芽孢杆菌致病性的影响。

１　材料与方法

１．１　材料
试验用Ｂｃ分离自有典型临床出血症状的半滑舌鳎，经检

验含溶血素 ＢＬ基因（ｈｂｌＣ）、肠毒素 Ｔ基因（ｂｃｅＴ）、细胞毒素
Ｋ基因（ＣｙｔＫ）、多效调控因子（ｐｌｃＲ）、非溶血性肠毒素
（ｎｈｅＡ），由天津农学院水产动物病害实验室保种。斑马鱼购
自天津市中环花鸟鱼虫市场，长度为３．０～３．５ｃｍ，均健康无
病，经过１周暂养，待试验鱼稳定后，用于试验。
１．２　培养基
１．２．１　单因素培养基　（１）温度组（Ｔ）。将２２１６Ｅ海水液体
培养基调ｐＨ值为７．２，不加亚硝酸盐。（２）ｐＨ值组（Ｐ）。将
２２１６Ｅ海水液体培养基ｐＨ值分别调为６．０、７．２、８．５，不加亚
硝酸盐。（３）亚硝酸盐浓度组（Ｙ）。在ｐＨ值为７．２的２２１６Ｅ
海水液体培养基中加入亚硝酸盐使其浓度为 ０．７５、１．５０、
３．００ｍｇ／Ｌ。　
１．２．２　正交试验设计　采用正交试验设计方法设计３因素
（温度、ｐＨ值、亚硝酸盐浓度）３水平，因素与水平见表１。在
基础２２１６Ｅ海水液体培养基中按照表２方案进行配制。

表１　环境胁迫因子正交试验因素水平

水平
因素

Ａ：温度（℃） Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：亚硝酸盐浓度（ｍｇ／Ｌ）
１ ２５ ６．０ ０．７５
２ ３０ ７．２ １．５０
３ ３５ ８．５ ３．００

表２　环境胁迫因子正交试验方案

序号
Ａ：温度
（℃） Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：亚硝酸盐浓度

（ｍｇ／Ｌ）
１ ３５ ８．５ ０．７５
２ ２５ ７．２ ３．００
３ ３５ ６．０ ３．００
４ ２５ ８．５ １．５０
５ ３０ ８．５ ３．００
６ ３５ ７．２ １．５０
７ ３０ ７．２ ０．７５
８ ３０ ６．０ １．５０
９ ２５ ６．０ ０．７５

１．３　试验方法
１．３．１　细菌培养　在３组（每组３个重复）单因素培养基
中，分别加入１００μＬ保存在－２０℃的 Ｂｃ菌株。Ｔ组分别在
２５、３０、３５℃摇床１８０ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ；Ｐ组和Ｙ组在３０℃摇
床１８０ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ。

在配制好的９组正交试验培养基中，分别加入１００μＬ保
存在－２０℃的Ｂｃ菌株。按照表２的设计，分别在对应温度
的摇床１８０ｒ／ｍｉｎ培养１２ｈ。
１．３．２　ＲＮＡ的制备和反转录　将经过“１．３．１”节方法培养
的细菌菌液１．０ｍＬ，放入１．５ｍＬ无核酸酶的离心管中离心
留沉淀及１００μＬ上清，充分振荡悬浮细菌，直至没有细胞团
块。然后按照飞捷（ＲＮＡｆａｓｔ２００）ＲＮＡ提取说明书步骤进行
ＲＮＡ提取。对提取的 ＲＮＡ样品均进行凝胶电泳成像检测，
检验提取的ＲＮＡ中无基因组ＤＮＡ污染。

将提取的ＲＮＡ测浓度之后，按照ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔＲＴＫｉｔ试剂
盒说明书进行反转录。ＰＣＲ扩增所用引物参照表３。ＰＣＲ反
应体系（２０μＬ）包括：２×ＴａｑＰＣＲＭｉｘ（天根）１０μＬ，２５μｍｏｌ
的引物各１μＬ，模板ＤＮＡ１μＬ，用灭菌超纯水调整终体积至
２０μＬ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，
５６℃ 退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共３５个循环；７２℃ ８ｍｉｎ。
通过１．０％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ扩增结果。

表３　Ｂｃ毒力基因引物序列及扩增产物长度

目的基因 引物序列（５′→３′）
退火温度

（℃）
扩增长度

（ｂｐ）

ｈｂｌＣ ＣＣＴＡＴＣＡＡＴＡＣＴＣＴＣＧＣＡＡ；ＴＴＴＣＣＴＴＴＧＴＴＡＴＡＣＧＣＴＧＣ ５６ ６９９
ｂｃｅＴ ＴＴＡＣＡＴＴＡＣＣＡＧＧＡＣＧＴＧＣＴＴ；ＴＧＴＴＴＧＴＧＡＴＴＧＴＡＡＴＴＣＡＧＧ ５６ ４００
ＣｙｔＫ ＣＧＡＣＧＴＣＡＡＧＴＴＧＴＡＡＣＡ；ＣＧＴＧＴＧＴＡＡＡＴＡＣＣＣＡＧＴＴ ５６ ５３７
ｐｌｃＲ ＣＴＡＴＴＡＴＴＡＴＡＴＧＴＧＡＧＡＴＧＡＡＴＴＧＴＡＴＧＧＴＡＡ；ＡＧＡＣＧＴＴＴＧＧＡＴＧＴＴＡＣＴＣＣ ５６ ５８１
ｎｈｅＡ ＴＡＣＧＣＴＡＡＧＧＡＧＧＧＧＣＡ；ＧＴＴＴＴＴＡＴＴＧＣＴＴＣＡＴＣＧＧＣＴ ５６ ４７７

１６ＳｒＲＮＡ ＧＣＧＧＣＧＴＧＣＣＴＡＡＴＡＣＡＴＧＣ；ＣＴＣＡＧＧＴＣＧＧＣＴＡＣＧＣＡＴＣＧ ５６ ２６７

１．３．３　Ｂｃ致病性试验　根据表２的正交试验方案，进行正
交试验。调试好试验水体各项指标后，在２２１６Ｅ海水液体培
养基培养，调试最终浓度为１０８ＣＦＵ／ｍＬ的 Ｂｃ对鱼体进行养
殖功毒试验。根据 ７ｄ内试验鱼体死亡情况，记录其死亡
率（％）。

２　结果与分析

２．１　单因素对Ｂｃ毒力基因表达的影响
２．１．１　温度对Ｂｃ毒力基因表达的影响　从表４和图１至图

５可以看出，在温度梯度下，ＣｙｔＫ和 ｐｌｃＲ差异不显著，其中
ＣｙｔＫ和ｐｌｃＲ３５℃时基因表达较强；ｂｅｃＴ在温度为２５℃时基
因表达显著高于３０、３５℃，３０、３５℃间差异不明显；ｎｈｅＡ在温
度为３０、３５℃时基因表达显著高于２５℃，但３０℃的基因表
达与３５℃时差异不显著；ｈｂｌＣ在温度为２５、３５℃时基因表达
显著高于３０℃，而２５、３５℃基因表达间差异不显著。
２．１．２　ｐＨ值对Ｂｃ毒力基因表达的影响　从表５和图１至
图５可以看出，在 ｐＨ值梯度下，ＣｙｔＫ和 ｎｈｅＡ基因表达均差
异不显著，其中ＣｙｔＫ在ｐＨ值为８．５时基因表达较强，ｎｈｅＡ
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表４　不同温度值对Ｂｃ毒力基因表达的影响

温度

（℃）
基因表达的电泳半定量结果

ＣｙｔＫ ｂｅｃＴ ｈｂｌＣ ｐｌｃＲ ｎｈｅＡ
２５ ０．５５±０．０４ａ ０．５６±０．０６ａ ０．６２±０．０４ａ ０．５５±０．０６ａ ０．５６±０．０１ｂ
３０ ０．４６±０．０４ａ ０．３６±０．０１ｂ ０．４７±０．０３ｂ ０．５２±０．０３ａ ０．８５±０．０７ａ
３５ ０．５８±０．０３ａ ０．３９±０．０４ｂ ０．６５±０．０４ａ ０．６４±０．００ａ ０．９２±０．０５ａ

　　注：同列数据后不同小写字母表示处理间差异显著（Ｐ＜０．０５）。表５、表６同。

在ｐＨ值为７．２时基因表达较强；ｂｅｃＴ、ｈｂｌＣ和 ｐｌｃＲ均在 ｐＨ
值为８．５时基因表达显著高于 ｐＨ值为７．２和６．０，而 ｐＨ值
为７．２、６．０间基因表达差异不显著。
２．１．３　亚硝酸盐浓度对Ｂｃ毒力基因表达的影响　从表６和
图１至图５可以看出，ＣｙｔＫ在亚硝酸盐浓度为３．００ｍｇ／Ｌ时
的基因表达显著高于 ０．７５、１．５０ｍｇ／Ｌ，而浓度为 ０．７５、
１．５０ｍｇ／Ｌ间差异不显著；ｈｂｌＣ、ｎｈｅＡ均在浓度为 １．５０、
３．００ｍｇ／Ｌ时基因表达显著高于 ０．７５ｍｇ／Ｌ时，并且均在
３．００ｍｇ／Ｌ时基因表达略高于１．５０ｍｇ／Ｌ时；ｂｅｃＴ和 ｐｌｃＲ均
在浓度 ３．００ｍｇ／Ｌ时基因表达显著高于浓度为 １．５０、
０．７５ｍｇ／Ｌ时。
２．２　正交试验对Ｂｃ毒力基因表达的影响

影响 ＣｙｔＫ基因表达的因素依次为亚硝酸盐浓度 ＞温
度＞ｐＨ值，三者之间均无显著差异（表８），基因表达最高组
是第４组，即温度２５℃、ｐＨ值８．５、亚硝酸盐浓度１．５０ｍｇ／Ｌ
（表７）；影响ｂｅｃＴ基因表达的因素依次为温度 ＞亚硝酸盐浓
度＞ｐＨ值，三者之间差异不显著（表９），基因表达最高组是
第１组，即温度３５℃、ｐＨ值８．５、亚硝酸盐浓度０．７５ｍｇ／Ｌ
（表７）；影响ｈｂｌＣ基因表达的因素依次为温度 ＞ｐＨ值 ＞亚
硝酸盐浓度，三者间差异不显著，基因表达最高组是第９组，
即温度２５℃、ｐＨ值６．０、亚硝酸盐浓度０．７５ｍｇ／Ｌ（表７）；影
响ｐｌｃＲ基因表达的因素依次为温度 ＞亚硝酸盐浓度 ＞ｐＨ
值，三者间差异不显著（表１１），基因表达最高组是第９组，即
温度２５℃、ｐＨ值６．０、亚硝酸盐浓度０．７５ｍｇ／Ｌ（表７）；影响
ｎｈｅＡ基因表达的因素依次为温度 ＞亚硝酸盐浓度 ＞ｐＨ值，
三者间差异不显著（表１２），基因表达最高组是第９组，即温
度２５℃、ｐＨ值６．０、亚硝酸盐浓度０．７５ｍｇ／Ｌ（表７）。第１
组至第９组Ｂｃ毒力基因表达结果见图６至图１４。
２．３　环境胁迫因子对Ｂｃ致病性的影响

影响Ｂｃ致死率的因素为温度 ＞亚硝酸盐浓度＞ｐＨ值，
三者之间无显著差异，其致死率最高组为第 ９组，即温度
２５℃、ｐＨ值６．０、亚硝酸盐浓度０．７５ｍｇ／Ｌ（表１３、表１４）。

３　讨论与结论

３．１　单因素对Ｂｃ毒力基因表达的影响
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表５　不同ｐＨ值对Ｂｃ毒力基因表达的影响

ｐＨ值
基因表达的电泳半定量结果

ＣｙｔＫ ｂｅｃＴ ｈｂｌＣ ｐｌｃＲ ｎｈｅＡ
６．０ ０．４９±０．０１ａ ０．３３±０．０１ｂ ０．４６±０．０２ｂ ０．４５±０．０１ｂ ０．７２±０．０５ａ
７．２ ０．４６±０．０１ａ ０．３６±０．０１ｂ ０．４７±０．０３ｂ ０．５２±０．０３ｂ ０．８５±０．０７ａ
８．５ ０．５３±０．０５ａ ０．５３±０．０３ａ ０．７４±０．０２ａ ０．７６±０．０２ａ ０．８３±０．０１ａ

表６　不同亚硝酸盐值对Ｂｃ毒力基因表达的影响

亚硝酸盐浓度

（ｍｇ／Ｌ）
基因表达的电泳半定量结果

ＣｙｔＫ ｂｅｃＴ ｈｂｌＣ ｐｌｃＲ ｎｈｅＡ
０．７５ ０．５３±０．０２ｂ ０．２１±０．０３ｃ ０．４０±０．０１ｂ ０．１７±０．００ｃ ０．７４±０．０１ｂ
１．５０ ０．４７±０．０３ｂ ０．３１±０．０２ｂ ０．６１±０．０１ａ ０．４５±０．０１ｂ ０．９４±０．０２ａ
３．００ ０．６６±０．０１ａ ０．４０±０．０１ａ ０．６６±０．０６ａ ０．８０±０．０１ａ ０．９５±０．０２ａ

表７　Ｂｃ毒力基因表达正交试验结果

组别
因素 电泳半定量结果

Ａ：温度（℃） Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：亚硝酸盐浓度（ｍｇ／Ｌ） ＣｙｔＫ ｂｅｃＴ ｈｂｌＣ ｐｌｃＲ ｎｈｅＡ
１ ３５ ８．５ ０．７５ ０．７８ １．２１ ０．７２ ０．５１ １．０２
２ ２５ ７．２ ３．０． ０．７３ １．０５ ０．６０ ０．５４ ０．７７
３ ３５ ６．０ ３．００ ０．５７ ０．８３ ０．５８ ０．５１ ０．７３
４ ２５ ８．５ １．５０ ０．９０ ０．９２ １．０１ ０．７１ ０．８０
５ ３０ ８．５ ３．００ ０．５９ ０．８０ ０．８４ ０．５９ ０．６５
６ ３５ ７．２ １．５０ ０．８１ ０．８１ ０．７９ ０．８３ ０．８３
７ ３０ ７．２ ０．７５ ０．７２ ０．７２ ０．４６ ０．４６ ０．５８
８ ３０ ６．０ １．５０ ０．８５ ０．５５ ０．５２ ０．５１ ０．７３
９ ２５ ６．０ ０．７５ ０．７０ １．００ １．０６ １．０１ １．０９

表８　ＣｙｔＫ正交试验结果方差分析

来源 Ⅲ型方差 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
温度 ０．００７ ２ ０．００３ ０．５３６ ０．６５１
ｐＨ值 ０．００５ ２ ０．００２ ０．３８１ ０．７２４
亚硝酸盐浓度 ０．０７７ ２ ０．０３８ ６．０４５ ０．１４２
误差 ０．０１３ ２ ０．００６

表９　ｂｅｃＴ正交试验结果方差分析

来源 Ⅲ型方差 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
温度 ０．１６０ ２ ０．０８０ ８．０２５ ０．１１１
ｐＨ值 ０．０５２ ２ ０．０２６ ２．５９３ ０．２７８
亚硝酸盐浓度 ０．０６９ ２ ０．０３５ ３．４６９ ０．２２４
误差 ０．０２０ ２ ０．０１０

表１０　ｈｂｌＣ正交试验结果方差分析

来源 Ⅲ型方差 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
温度 ０．１２６ ２ ０．０６３ ０．９７１ ０．５０７
ｐＨ值 ０．０８８ ２ ０．０４４ ０．６７９ ０．５９５
亚硝酸盐浓度 ０．０１６ ２ ０．００８ ０．１２６ ０．８８８
误差 ０．１３０ ２ ０．０６５

表１１　ｐｌｃＲ正交试验结果方差分析

来源 Ⅲ型方差 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
温度 ０．０８４ ２ ０．０４２ ０．５５３ ０．６４４
ｐＨ值 ０．０１０ ２ ０．００５ ０．０６６ ０．９３８
亚硝酸盐浓度 ０．０３３ ２ ０．０１７ ０．２１７ ０．８２２
误差 ０．１５２ ２ ０．０７６

表１２　ｎｈｅＡ正交试验结果方差分析

来源 Ⅲ型方差 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
温度 ０．０９６ ２ ０．０４８ ２．２５６ ０．３０７
ｐＨ值 ０．０２６ ２ ０．０１３ ０．６０４ ０．６２３
亚硝酸盐浓度 ０．０４８ ２ ０．０２４ １．１３２ ０．４６９
误差 ０．０４２ ２ ０．０２１

　　为明确环境对Ｂｃ毒力基因表达的影响，本试验选择了温
度、ｐＨ值和亚硝酸盐浓度３种环境胁迫因子进行研究。研究
结果显示，Ｂｃ毒力基因的表达总体上是受温度、ｐＨ值和亚硝
酸盐浓度影响。试验结果表明，在温度、ｐＨ值和亚硝酸盐浓
度３种环境胁迫因子影响下，ＣｙｔＫ与ＰｌｃＲ均在３种因子得最
高值时表达高效，原因在于 ＣｙｔＫ基因的表达是由 ＣｙｔＫ启动
子序列上的ｐｌｃＲ调节因子所控制，同时在 ＣｙｔＫ的氨基酸末
端序列含有１个分泌信号的多肽，这种多肽能调控ＣｙｔＫ毒素
的分泌［１５］。同时 ｈｂｌＣ也在３种因子的最高值时表达高效，
与近年来在广东顺德、中山、惠州出现的中华鳖暴发病症状

（腹甲有出血斑，颈部充血肿大，竖起身体浮于水面，以７月
左右为发病的高峰期）［４］相一致。发病池塘夏季水温较高，

水中可能出现缺氧，造成中华鳖身体浮于水面。ｂｅｃＴ作为肠
毒素基因在温度２５℃时表达高效，与黄颡鱼患病时胃、肠道
发白，肠内无食，并且该病在每年的９—１０月流行现象［７］相一

致，而ｂｅｃＴ在ｐＨ值和亚硝酸盐最高值时表达高效，水体中鱼
类死亡造成ｐＨ值和亚硝酸盐含量增高，进而加速 ｂｅｃＴ基因
表达。温度和亚硝酸盐浓度对 ｎｈｅＡ的影响要大于 ｐＨ值，非
溶血性肠毒素（ｎｈｅ）的蛋白质成分与ｈｂｌ区别很大，不具有明
显的溶血性［１５］，但和ｈｂｌＣ一致是在温度和亚硝酸盐最高值
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表１３　环境胁迫因子对Ｂｃ致病性正交试验结果

组别
因素

Ａ：温度（℃）Ｂ：ｐＨ值 Ｃ：亚硝酸盐浓度（ｍｇ／Ｌ）
死亡率

（％）

１ ３５ ８．５ ０．７５ ５３．３３
２ ２５ ７．２ ３．００ ４６．６７
３ ３５ ６．０ ３．００ ６．６７
４ ２５ ８．５ １．５０ ４３．３３
５ ３０ ８．５ ３．００ ４０．００
６ ３５ ７．２ １．５０ ４６．６７
７ ３０ ７．２ ０．７５ ３．３３
８ ３０ ６．０ １．５０ ５０．００
９ ２５ ６．０ ０．７５ ６６．６７

表１４　环境胁迫因子对Ｂｃ致病性正交试验结果方差分析

来源 Ⅲ型方差 自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值
温度 ０．０７５ ２ ０．０３８ ０．３５ ０．７４
ｐＨ值 ０．０２７ ２ ０．０１３ ０．１２ ０．８９
亚硝酸盐浓度 ０．０３６ ２ ０．０１８ ０．１７ ０．８６
误差 ０．２２ ２ ０．１１

时表达高效，共同作用毒力基因表达。

３．２　正交试验对Ｂｃ毒力基因表达的影响
环境中同时存在或先后降临的胁迫因素往往不是一种，

而是多种。不同的胁迫因素之间有相互作用［１６］。因此正交

试验能反映环境胁迫因子共同作用下对 Ｂｃ毒力基因表达的
影响。运用正交试验研究环境胁迫因子不同比例条件下的

Ｂｃ毒力基因表达，从而找到其表达高效时环境胁迫因子的配
比。根据试验结果，ＣｙｔＫ基因表达量最高为第４组，即温度
２５℃、ｐＨ值８．５、亚硝酸盐浓度１．５ｍｇ／Ｌ；而 ｂｅｃＴ基因表达
量最高为第 １组，即温度 ３５℃、ｐＨ值 ８．５、亚硝酸盐浓度
０７５ｍｇ／Ｌ；ｈｂｌＣ、ｐｌｃＲ、ｎｈｅＡ基因表达量最高均为第９组，即
温度２５℃、ｐＨ值６．０、亚硝酸盐０．７５ｍｇ／Ｌ。在温度较低时，
弱碱和强碱均能使毒力基因表达高效，因此在温度较低时，要

控制水中的ｐＨ值来降低基因表达；当温度较高时，强碱更能
使毒力基因表达高效。而水中亚硝酸盐的含量在 ０．７５、
１．５ｍｇ／Ｌ水平时更能使毒力基因表达高效。
３．３　环境胁迫因子对Ｂｃ致病性的影响

环境胁迫因子对鱼体的各种刺激对鱼类具有致死性［１７］，

毋庸置疑其会严重影响水产经济；即使是亚致死性的胁迫，也

足以引起鱼类的应激反应。虽说应激反应是机体的一种保护

性反应，但由于血液皮质激素水平升高，使机体在对应激原的

反应时有可能抑制机体特异性和非特异性的防御能力，并导

致对病原的敏感性增高［１８］。正交试验结果表明，影响 Ｂｃ致
死率的因素影响由大到小依次为温度＞亚硝酸盐＞ｐＨ值，其
中温度对致病性影响最强烈。低温会严重影响热带和亚热带

生活的水生动物［１９］。这印证了在第９组（温度 ２５℃、ｐＨ值
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６．０、亚硝酸盐浓度０．７５ｍｇ／Ｌ）时，斑马鱼的致死率最高。斑
马鱼在ｐＨ值为６．０时死亡率高，因为低ｐＨ值对鱼的感官和
呼吸器官有毒害作用，使其摄食能力下降、耗氧量升高、生存

能力减弱。此外，过低ｐＨ值会导致渗透压调节机制失调，打
破血液酸碱平衡，从而阻碍鱼体生理生化机制的正常运

作［２０］。亚硝酸盐的毒性作用是由于亚硝酸盐进入血液后，将

血红蛋白分子的Ｆｅ２＋氧化成为 Ｆｅ３＋，抑制血液的载氧能力，
从而造成组织缺氧、神经麻痹甚至窒息死亡［２１－２２］，加速鱼类

死亡。本试验虽然显示环境胁迫因子对斑马鱼的致死率没有

显著影响，但是在正交试验条件下环境胁迫因子对Ｂｃ毒力基
因表达起支持作用，为预测实际养殖池塘中发病率的大小和其

发病的危险程度提供相关参考，以便于早做调节，减少损失。
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