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01 实验背景
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1.集约化农业的快速发展

实验背景



6 实验背景

2.细菌性疾病出现导致较高的经济损失



7 实验背景

3.

抗
生
素
成
为
首
选
治
疗
策
略



8 实验背景

4.抗生素的长期使用会导致药物残留和耐药性等负面影响



9 实验背景

5.益生菌大量的被研究来取代抗生素。



10 实验背景

6.肠道内土著菌株成为益生菌的筛选的候选者。

7.本实验选择草鱼肠道内三株菌株（Shewanella 

xiamenensis A-1，S.xiamenensis A-2，Aeromonas veronii A-

7）进行研究单个或组合使用，其对草鱼的先天免疫以及

抗病能力的影响。



02 材料和方法



12 材料和方法

喂食草鱼菌株筛选 饲料制作

对照组 A1组 A2组 B组 MIX组

取材检测



13 材料和方法

1.实验材料：草鱼   35g±5g 

2.实验环境：水温 25℃左右，

每天亮灯16小时，每天按体重2%

投喂，每天喂食两次，每天换

30%的水。

饲料配方



14 材料和方法

菌种的选择流程图

草鱼

计数、染色

不喂食喂食

麻醉并取肠道

匀浆并涂布培养

挑选、鉴定、保存
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菌种的选择：分两组鱼，每组10条，其中一组按体重2%喂食，另一组

不喂食。喂食28天实验结束后使用MS-222进行麻醉，处死草鱼并取出肠道，

用灭菌的0.85％鱼用生理盐水冲洗去除肠内容物。称取0.5g肠道在5mL中无

菌0.85％鱼用生理盐水中匀浆。设置9个稀释梯度并取出100微升涂布于琼

脂培养基（NAP）中。25℃，培养48h，对细菌菌落进行计数和表征观察，

革兰氏染色。随机三十个挑选不同表型的菌落，通过16S rDNA基因测序鉴

定。最后，选择三株溶血和注射测定并保存在-70℃。

材料和方法



16 材料和方法

饲料制作流程图

三株菌株

28℃培养

收集并调节浓度

喷入混合 冷冻干燥、储存
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饲料的制作：取三株菌株接种在NB培养基中，28℃培养

2天。之后4℃，3000g，离心10分钟进行收集，用无菌的0.85％

NaCl溶液洗涤两次并调节细菌浓度在108 cell/ml。

饲料制作分为5组，将活细菌悬浮液的量慢慢喷入饲料中，在

鼓式搅拌机中部分地混合。饲料使用冷冻干燥至水分10％左右，然

后粉碎并储存在-20°C。

菌株的生存能力采用计数NAP上接种的菌落数的方法来保证。

材料和方法



18 材料和方法

血清样品免疫指标测定：在第7天，14天，21天和28天每养

殖单元随机取3条鱼，收集血液样本，并混合三条鱼的血液以减少个体间

变异。每个养殖单元的血液分为三份：

1）取1 ml血液样品立即用于白细胞分离，并调节至1×107cell/ml。

2）取1ml血液样品4℃，3000g离心10分钟收集血清，保存在-20°C。 

3）取100μl其余的血液样品用于RNA提取。



19 材料和方法

呼吸爆发活力测定： 

1.将硝基蓝四唑（NBT）和PMA，溶解在二甲基亚砜（DMSO）中。

2.依次加入100μl稀释的白细胞，100μlPMA和将100μlNBT到无菌EP管中。

3.25℃下温育30min后540g 离心10min。

4.轻轻取出上清液，将细胞用1ml 70％甲醇固定3分钟后用70％甲醇洗涤两次。

5.将formazan blue crystals溶于140μl DMSO和120μl 2M KOH中。

6.以KOH / DMSO为空白对照，通过分光光度计在630nm下测量所得溶液的

OD值。



20 材料和方法

吞噬活性测定：

1.取 1×107cell/ml-1白细胞悬浮液100μl置于25℃的无菌玻璃载玻片

上30min， 然后加入1×108cell/ml-1酵母悬浮液100μl到细胞单层。 

2.将载玻片在25℃下孵育45分钟，然后用PBS（pH 6.2）洗涤三次。 

3.玻璃片用乙醇固定，干燥并用吉姆萨染色。

4.在显微镜下计数200个吞噬细胞，计算吞噬细胞的百分比。



21 材料和方法

溶菌酶活性测定：在530nm处导致0.001min -1的吸光度降低的血清溶菌

酶的量。

总血清蛋白、白蛋白、球蛋白含量的测定：自动生化分析仪分析。

补体C3测定：使用南京建成血清补体C3测定试剂盒测定。

攻毒试验：养殖实验结束后取出每养殖单元取出10条鱼，分别注射嗜水

气单胞菌，攻毒14天并不喂食。每天观察草鱼死亡数，并计算相对保护率

（RPS）。



22 材料和方法

实时定量PCR分析基因的表达



03 结      论
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无饲喂组

气
单
胞
菌
属

谢
瓦
氏
菌
属

弧
菌
属

假
单
胞
菌
属

27.12％ 47.46％ 14.57％ 10.85％

饲喂组

气
单
胞
菌
属

谢
瓦
氏
菌
属

弧
菌
属

假
单
胞
菌
属

23.10％ 38.29％ 26.90％ 11.71％

 结果表明，鲤鱼的本土肠道细菌主要由气单胞菌属，谢瓦氏菌属，

弧菌属和假单胞菌属组成。

结果分析



25 结果分析

体液免疫反应

A1，A2，B，MIX组血清蛋白，白蛋白，球蛋白含量均显着升高



26 结果分析

体液免疫反应

在整个试验中，与对

照组相比，A1，A2，

B和MIX组中的血清溶

菌酶活性观察到显着

增加（P＜0.05）。



27 结果分析

体液免疫反应

在实验中，A1，A2，

B，和MIX中补体C3

水平明显高于对照组

（P＜0.05）。 而且，

MIX组在第21天和第

28天具有比其他组更

高的活性。



28 结果分析

细胞免疫反应

在整个试验中，A1，A2，

B和MIX的呼吸爆发活

力均显着增加（P＜

0.05）。但是B组与其他

实验组相比较低。



29 结果分析

细胞免疫反应

喂食7天后，所有实验组

中吞噬活性显着增加（P

＜0.05）。 且与其他实

验组相比，MIX组吞噬

能力明显提高。



30 结果分析

免疫基因表达量

整个试验中，与对照

组相比，在A1，A2，

B和MIX组中观察到

IL-8的表达量显着增

加（P＜0.05）。



31 结果分析

实验中，在第7天，

第14天，在A1，A2

和MIX组中，IL-1β

的表达观察到上调。

免疫基因表达量



32 结果分析

实验中，在第7，14

和28天，A1，A2和

MIX的TNF-α的表达

明显高于对照组。

免疫基因表达量



33 结果分析

 实验中，在第7，14

或28天，A1，A2，B

和MIX组中，溶菌酶

C的表达显着上调。

免疫基因表达量



34 结果分析

疾病的抵抗能力

累积死亡率：

A1 =46.67％，A2 = 33.33％

B = 53.33％，MIX = 26.67％

对照组=80％，在感染后第

14天，MIX、A1和B组的累

积死亡率和RPS与对照组相

比有显着性差异（P＜0.05）。

对照

B

A1

A2
MIX



04 讨  论



36 讨论

1.整个试验中，A1，A2，B和MIX组中鱼的非特异性免疫力增

强，特别是A1，A2和MIX组与对照组相比，呼吸爆发显着增加。

2.血清补体C3的水平在A1，A2，B和MIX组中短期增加可能会

受益于鱼的健康影响。

3.溶菌酶C在成熟的巨嗜细胞中含量很高并随巨噬细胞的发育，

溶菌酶的含量不断提高，说明溶菌酶活力越高免疫越强。
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4.血清中血清蛋白，白蛋白和球蛋白水平变化的是归因于益生

菌的短期现象。

5.MIX组的保护率高于其他组，可能是因为益生菌的配比与先

天免疫反应或升高的免疫相关基因的表达密切有关。

讨论
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优点：

1.分析较为全面，是一篇基础知识丰富的文章。

2.方法介绍较多，为以后自己设计实验提供参考。

3.文章旁征博引，参考内容很多。

缺点：

1.一些数据出现的结果未给出解释。

2.讨论中只是说有人做出同样的结果，但具体原因未解释。

读完之后
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