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摘要 根据GenBank中致病性嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)气溶素(aerolysin,Aer)基因的序列

设计引物,以来自湖北的鱼源A.hydrophila分离株为模板扩增出aer基因的ORF序列,克隆到pMD18-T载体

上进行序列测定。测序结果表明,A.hydrophila的aer基因的系统进化树中国内菌株聚为一支,国外菌株聚为

一支。通过pET-32a(+)载体构建Ah15株aer基因的表达载体pET32a-15,转化大肠杆菌BL21(DE3)pLysS
中进行诱导表达,通过SDS-PAGE分析,显示与预期大小约72.2ku相吻合的融合蛋白带,且以包涵体形式存

在。浓缩后的包涵体蛋白免疫新西兰大白兔获得了重组蛋白的抗血清,Westernblot结果显示,兔抗血清可以识

别A.hydrophila的重组毒素,说明该基因的重组蛋白具有很好的免疫原性,可作为A.hydrophila基因工程疫

苗研制的候选基因。
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  嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)隶属

于气单胞菌科(Aeromonadaceae)气单胞菌属(Aer-
omonas),是人、畜及水生动物共患的条件致病菌,
也是气单胞菌属的模式种[1]。该细菌广泛存在于水

环境和土壤中,是多种水产动物的主要致病菌。由

A.hydrophila导致的淡水鱼类细菌性败血症,对我

国淡水养殖业的危害尤为严重,每年都会造成严重

的经济损失甚至导致生态污染[2]。国内外学者针对

A.hydrophila及其引起的病害开展了大量研究,已
经确认了该菌的致病性与毒力因子密切相关。其毒

力因子分为两类,一类是外毒素,主要包括气溶

素[3]、溶血素[4]、胞外蛋白酶[5];另一类是内毒素,主
要包括S层[6]、脂多糖[7]及4-型鞭毛[8]。

气溶素(Aer)是A.hydrophila的主要毒力因

子之一,目前在GenBank中可以搜索到世界各地提

交的气溶素基因序列约100多条。该基因编码的

Aer蛋白是细菌通道形成毒素,具有溶血性、细胞毒

性和肠毒性,由463个氨基酸组成,分子质量约51.5

ku[9]。研究结果表明,Aer是 A.hydrophila 的重

要共同保护性抗原之一[10-12],朱大玲[13]克隆了A.
hydrophila强毒株XS91-4-1的aer基因全序列,为

Aer的进一步研究奠定了基础。郭闯等[14]虽直接

从A.hydrophila培养上清中纯化得到Aer并制备

单克隆抗体,ELISA检测具较高阳性率,但 Aer仍

为粗提毒素,且蛋白回收率仅为15%。
迄今为止,A.hydrophila造成了淡水鱼类的大

量死亡,而对引起的淡水鱼类细菌性败血症主要依

靠抗生素治疗,大量使用抗生素类药物必然导致耐

药菌株的产生,不仅对有效防治这种疾病带来阻碍,
抗生素类药物在水产品和环境中的残留还对人类健

康产生威胁。A.hydrophila疫苗的研制和应用受

到了广泛关注,不过,由于A.hydrophila抗原成分

复杂,且存在众多血清型,不同地区流行的菌株在毒

力和免疫原性等方面存在着明显差异,导致该菌的

灭活疫苗使用受到限制。因此,在寻找该菌的共同

保护 性 抗 原 的 基 础 上 研 制 疫 苗,是 提 高 A.hy-
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drophila疫苗预防疾病效果的关键。Aer作为A.
hydrophila的共同保护性抗原之一,在抗原性、毒
力及基因结构方面已有较多的报道[6,15-17],但免疫

原性方面的报道尚不完善[14]。本研究对 A.hy-
drophila国内分离菌株潜在的共同保护性抗原aer
基因进行克隆、融合表达并制备了多克隆抗体,旨在

为研制基因工程疫苗奠定基础。

1 材料与方法

1.1 菌株和载体

Ah15由笔者所在实验室鉴定保存[18],大肠杆

菌DH5α购自大连宝生物工程有限公司;大肠杆菌

BL21(DE3)pLysS购自北京庄盟国际生物基因科

技有限公司;pMD18-T载体、pMD19-Tsimple载体

购自TaKaRa公司;pET-32a(+)由笔者所在实验

室保存。
1.2 主要试剂

HindⅢ、BamHⅠ、X-gal、IPTG、DNA marker
DL2000、PCR试剂盒购自TaKaRa公司;T4DNA
连接酶、蛋白 Marker购自Fermentas公司;DNA
凝胶回收试剂盒、质粒提取试剂盒购自AxygenBi-
osciences公司;碱性磷酸酶(AP)标记的羊抗兔购

自武汉三鹰生物技术有限公司;NBT/BCIP浓缩显

色液购自上海索莱宝生物科技有限公司;1kbDNA
Ladder购自北京庄盟国际生物基因科技有限公司;
氨苄青霉素(Amp)和氯霉素(Cam)等试剂均为进

口的分析纯级别。
1.3 aer 基因的扩增、克隆及测序

DNA模板提取方法参照试剂盒说明书。根据

GenBank中发表的嗜水气单胞菌aer基因序列(登
陆号:DQ186611.1和EU650663)的ORF上下游区

域,利用Clustalx软件比对,手工设计了1对特异性

引物F/R,由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。F:5′-CGCTGGTGAACGTATGTCAATG-
3′,R:5′-CGGTTCCATCACTACAACGCACT-3′,
引物长度为1482bp。

PCR反应体系和程序:50.0μL 体 系,10×
PCRBuffer(Mg2+Plus):5.0μL,dNTPs:4.0μL,

Taq酶:0.5μL(5U/5.0μL),F/R:各1.0μL
(10.0μmol/L),模板DNA:2.0μL,加ddH2O补

足至50.0μL。94℃预变性5min;94℃1min,

49℃1min,72℃1.5min,共30个循环;72℃延伸

10min。

PCR产物1.0%凝胶电泳,DNA凝胶回收试剂

盒回收和纯化PCR产物。纯化的PCR产物连接到

pMD18-T载体、转化、蓝白斑筛选,挑取白斑,PCR
鉴定,阳性克隆送上海生工生物工程技术服务有限

公司测序。
1.4 序列特征和生物信息学分析

测序结果在NCBI的Blast里进行同源性分析,
通过 在 线 分 析 系 统(http://www.cbs.dtu.dk/

services/SignalP/)预测序列的信号肽,跨膜区的预

测采用在线分析系统(http://bp.nuap.nagoya-u.
ac.jp/sosui/),将成熟肽氨基酸序列输入在线分析

系统(http://pfam.janelia.org/search/sequence)
分析Aer特有的结构域。系统进化树采用 MEGA
4.0程序进行分析,选取同源性高的国内外气单胞

菌属的aer基因序列(表1),用邻接法构建系统进化

树,其中以杀鲑气单胞菌(A.salmonicida)17-2菌

株为外群(outgroup),bootstrap值为1000。
1.5 融合表达载体的构建及原核表达

将测序正确的重组质粒命名为 Aer-T18。质粒

提取试剂盒提取重组质粒(Aer-T18),并以其为模板。
根据测序结果设计切除信号肽序列的引物,并根据基

因内部酶切位点和pET-32a(+)载体的多克隆位点

情况,在引物的5′端相应加入酶切位点,所用引物为

F2/R2。其中,F2:5′-CGCGGATCCATGGCAGAGC-
CCGTCTAT-3′,R2:5′-CCCAAGCTTCTGCCGT-
TATTGATTGGC-3′,引物长度为1413bp。

PCR反应体系和程序与上述描述一致,纯化的

PCR产物连接pMD19-Tsimple载体、转化、挑取白

斑、双酶切,表达载体pET-32a(+)双酶切,在 T4
DNA连 接 酶 的 作 用 下 连 接、转 化 BL21 (DE3)

pLysS感受态细胞,阳性克隆测序。阳性克隆接种

于含有Amp/Cam的LB液体培养基过夜培养,以

1∶100的比例扩大培养至D600=0.5~0.8,取1mL
菌液作为未诱导组,1.0mmol/L的IPTG诱导表

达,分别收集诱导1、2、3、4、5h的菌液,收获菌体、
超声破碎、高速离心,分离上清和沉淀进行可溶性

分析。
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表1 用于进行气溶素基因进化分析的气单胞菌属菌株

Table1 ThestrainsofAeromonasusedtothephylogeneticanalysisofaerolysingene

菌株Strain 登录号 Acessionnumber 产地Locus 参考文献 Reference

Ah15 HQ425625 中国China 本文 Thisstudy
Ah563 HQ425626 中国China 未发表 Unpublished
A.hydrophilaXS-91-4-1 DQ186611 中国China [14]

A.hydrophilaBZ EF450824 中国China [19]

A.hydrophilaNK EF450825 中国China [19]

A.hydrophilaTPS-30 FJ380998 中国China [20]

A.hydrophilaAh-J1 DQ408263 中国China [20]

A.hydrophilaML316 AF539467 中国China [21]

A.hydrophilaBA17 DQ302121 中国China 未发表 Unpublished
A.hydrophilaGA1 DQ302122 中国China [22]

A.hydrophilaHA7 DQ302123 中国China [22]

A.hydrophila AB021152 中国China 未发表 Unpublished
A.hydrophilaHB1 HQ656578 中国China 未发表 Unpublished
A.hydrophilaZN1 EF189591 中国China 未发表 Unpublished
A.hydrophilaAH1 X65045 日本Japan [23]

A.hydrophilaAH14 EU650663 印度India 未发表 Unpublished
A.hydrophilaAEOHFPA M16495 法国France [24]

A.hydrophilaAHBHP3 AF485759 马来西亚 Malaysia 未发表 Unpublished
A.hydrophilaAHTKB2 AF485762 马来西亚 Malaysia 未发表 Unpublished
A.hydrophilaAHK4 AF485772 马来西亚 Malaysia 未发表 Unpublished
A.hydrophilaAHK7 AF485764 马来西亚 Malaysia 未发表 Unpublished
A.hydrophilaAHK11 AF485766 马来西亚 Malaysia 未发表Unpublished
A.hydrophilaAHC11 AF485767 马来西亚 Malaysia 未发表 Unpublished
A.salmonicida17-2 X65048 日本Japan [25]

1.6 融合蛋白的浓缩

收集诱导表达的菌体,重悬于BindingBuffer
(0.5 mmol/L NaCl,20.0 mmol/L Tris,5.0
mmol/L咪唑,pH7.9)中,冰浴超声破碎、离心,沉
淀重悬于包涵体洗涤液(0.5mmol/LNaCl,20.0
mmol/LTris,5.0mmol/L咪唑,6.0mol/L尿素,

pH7.9)中,置4℃过夜、12000r/min离心40
min,取上清。从6.0mol/L尿素浓度,梯度透析,每

0.5mol/L为一个梯度,每个梯度透析12h,直至尿

素完全透析出来。PEG20000浓缩,-20℃保存。
1.7 SDS-PAGE 分析

蛋白样品12.0%聚丙烯酰胺凝胶电泳,样品在

浓缩胶中低压80V电泳约20min,当样品进入分

离胶后,电压调整为120V,继续电泳约120min至

溴酚蓝前沿至凝胶底部。电泳结束后,考马斯亮蓝

R250微波染色1min、水煮脱色,分析蛋白条带。
1.8 多克隆抗体的制备

浓缩的蛋白经12.0% SDS-PAGE电泳,切胶

回收于研钵中,加入适量PBS,研磨成很细的颗粒

状,作为免疫原接种新西兰大白兔。2.0mL浓缩

蛋白(约500.0μg)多点注射背部两侧和脚掌,每点

注射0.2mL。2周后加强免疫1次,剂量为300.0

μg,方法同上。第2次免疫11d后,颈动脉取血。
将全血37℃水浴1h、4 ℃放置过夜,3000r/min
离心10min,吸取上层血清,分装后于-20℃冻存。
1.9 Western blot 分析

浓缩的蛋白经SDS-PAGE凝胶电泳,Western
blot具体操作方法参照文献[3],简述如下:将蛋白

转移至PVDF膜,用3.0%BSA的TBS溶液(10.0
mmol/LTris-HClpH7.5;150.0mmol/LNaCl)

4℃封闭过夜;用TBST溶液(0.05% Tween20)洗
膜10min,稀释的抗血清(1∶8000,1∶4000,

1∶2000,1∶1000,1∶500)作为一抗,37℃1h;二
抗为AP标记的羊抗兔,TBST溶液洗膜4次,每次

10min,用NBT/BCIP浓缩显色液显色。

2 结果与分析

2.1 aer 基因的序列特征

Ah15分离株PCR产物大小为1482bp(图1),
登录号为 HQ425625,为A.hydrophilaaer 基因序

列的ORF区域,Editseq软件推导的氨基酸序列包

含494个氨基酸残基,无跨膜区,前23个氨基酸为
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信号肽,24~106个氨基酸为 Aer的 APT结构域

(aerolysin/pertussistoxindomain),119~477aa区

域为Aer结构域。Ah15的aer基因序列与国内分

离株核苷酸同源性为97%~99%,与国外分离株核

苷酸同源性为94.0%~99.0%。aer基因的分子系

统进化树显示A.hydrophila分为3个单系类群,
分离于国内的 A.hydrophila 菌株聚为一支,表现

较高的支持率,为第一类群,Ah15落于第一类群;
来自日本、印度和马来西亚的 A.hydrophila 菌株

聚成一支,为第二类群;第三类群为分离自法国的

A.hydrophilaAEOHFPA菌株,处于系统树最底

部(图2)。

 M:DNA marker(DL2000);1:阴性对照 Negativecontrol;

2:aer扩增产物PCRfragmentofaer.

图1 aer的PCR扩增

Fig.1 AmplificationofaergenefragmentwithPCR

图2 用邻接法构建的气溶素蛋白的进化树

Fig.2 ThephylogenetictreeofaerolysinconstructedusingtheNeighbor-Joiningalgorithm

2.2 重组质粒 pET32a-15 的鉴定

双酶切结果显示2条带,分子质量小的条带为

1413bp(图3)。测序结果表明重组质粒pET32a-
15的aer基因序列的 ORF区域未移码,无任何

突变,表 明 aer 基 因 成 功 连 接 于pET-32a(+)
载体。

2.3 表达分析

融合蛋白分子质量约为72.2ku,与预期大小

吻合。未经IPTG诱导的BL21/pET32a-15没有发

现目的条带,诱导表达的菌体BL21/pET32a-15出

现目的条带,分别在3、4和5h时得到高效表达,

4h时条带最明显,表达量最大(图4)。菌体超声上
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 M1:DNA marker(DL2000);M2:1kbDNALadder;1-5:

HindⅢ和BamHⅠ酶切消化的pET32a-15pET32a-15digestedby

HindⅢandBamHⅠ.

图3 重组质粒的酶切鉴定结果

Fig.3 Identificationofrecombinantplasmid
byrestrictedendonucleasedigestion

 M:标准蛋白 marker;1、2、3、4、5、6分别是诱导0、1、2、3、4h后

的pET32a-15的菌体总蛋白 M:Proteinmarker;Lane1,2,3,4,5

and6:0h,1h,2h,3h,4h,5hinducedpET32a-15.

图4 不同诱导时间Aer的表达产物的SDS-PAGE分析

Fig.4 SDS-PAGEanalysisoftheaerolysin
expressionatdifferentinductiontimes

 1、2分别为Aer超声上清和沉淀 Thesupernatantandprecipi-
tateofinducedE.colicellsexpressingAer,respectively.

图5 37℃下Aer表达产物的可溶性分析

Fig.5 Dissolvabilityanalysisoftheaerolysinexpressedin
E.coliunderinductiontemperaturesof37℃

清中没有发现目的条带,而在沉淀中出现目的条带

(图5)。
2.4 蛋白的浓缩与免疫原性

浓缩的包涵体蛋白以高浓度的可溶形式存在,

Westernblot结果显示,利用浓缩的包涵体制备的

兔抗血清可以很好地识别嗜水气单胞菌产生的Aer
毒素,效价为1∶8000(图6)。

 1、2、3、4、5分别为1∶8000,1∶4000,1∶2000,1∶1000,

1∶500的抗血清Lane1,2,3,4and5:Anti-serumof1∶8000,

1∶4000,1∶2000,1∶1000,1∶500.

图6 用抗 Aer的兔血清 Westernblot
检测菌体总蛋白中的重组蛋白

Fig.6 ThefusionproteinsweredetectedbyWestern

blotanalysisusingtherabbitserumofanti-Aer

3 讨 论

A.hydrophila 是我国淡水鱼类主要的致病菌

之一,研究发现不同菌株的致病性存在差异,该菌的

气溶素、溶血素、S层及外膜蛋白是重要的毒力因

子,毒力因 子 与 致 病 性 有 一 定 关 系[3-8]。潘 晓 艺

等[26]对A.hydrophilaTPS-30菌株的丝氨酸蛋白

酶基因(Spe)与溶血素基因(Hly)进行了融合表达,
并对表达的蛋白进行免疫原性分析,发现融合蛋白

保留了免疫原性。本研究以鱼源 A.hydrophila
Ah15为研究对象,克隆了其aer基因。通过比对

Aer的 核 苷 酸 和 氨 基 酸 序 列,我 们 发 现 A.hy-
drophila核苷酸序列之间的差异多位于密码子的第

3位,即沉默突变,不会引起氨基酸序列的变化,对
蛋白的功能无影响。构建的系统进化树表明,A.
hydrophilaAh15分离株与国内菌株聚在一支,而
来自国外的A.hydrophila 菌株聚为另一支,表现

出明显的地理差异性,说明 Ah15株的aer基因与

国内分离株的aer 基因同源性更高。Ah15的aer
基因序列与2株国内分离株A.hydrophilaXS-91-
4-1和Ah563相似性最高,为99%,A.hydrophila
XS-91-4-1和 Ah563均分离于湖北地区,说明同一

地区分离菌株的aer基因具有较高相似性,而Ah15
与国外分离株核苷酸同源性为94.0%~99.0%,说
明气溶素基因具有高度的保守性,表明该基因适合

作为基因工程疫苗的候选基因。
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aer的ORF区为功能区域,故诸多的研究着眼

于此。李寿崧等[19]对A.hydrophila的BZ和 NK
菌株克隆得到1393bp的aer部分序列,未能得到

完整的ORF区。Singh等[16]对aer的ORF区域进

行原核表达,并得到高纯度的 Aer融合蛋白,但未

进行效价测定。因此,我们不能推断该Aer是否具

有免疫原性。郭闯等[14]直接从A.hydrophila培养

上清中纯化Aer并制备了单克隆抗体,该蛋白为粗

提毒素且蛋白回收率较低。本研究构建的pET表

达载体在大肠杆菌BL21(DE3)pLysS中获得高效

表达,表达产物以包涵体形式存在,经透析和浓缩,
重组毒素以可溶形式存在,原核表达的重组毒素经

免 疫 新 西 兰 大 白 兔 得 到 的 多 克 隆 抗 体 效 价 为

1∶8000,可以识别重组毒素,具有很好的免疫原

性,表明A.hydrophila的aer基因有望作为制备工

程疫苗的侯选基因。
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Prokaryoticexpressionandpolyclonalantiserumpreparation
ofaerolysinofAeromonashydrophila

DUNa GUZe-mao YUANJun-fa LINLi ZHAIYan-hua LIUXue-qin LUOYu-liang

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity/FreshwaterAquaculture
CollaborativeInnovationCenterofHubeiProvince/KeyLaboratoryofFreshwaterAnimal

Breeding,MinistryofAgriculture,Wuhan430070,China

Abstract Aeromonashydrophilaisacausativeagentofmotileaeromonassepticaemia(MAS)and
hasbeenassociatedwithillnessinabroadspectrumofhosts,includingmammals,reptiles,amphibians
andfish.Aerolysin(aer)geneisoneofimportantvirulentfactorsofA.hydrophila.WehaveisolatedA.
hydrophilaAh15fromfishfarms,andithascausedhighmortalityoffishinHubeiProvince,China.In
ordertoobtainpurifiedAerproteinforpolyclonalantibodypreparation,aergenefromA.hydrophila
Ah15wasamplifiedbyPCR,subsequently,theaergenefragmentwasclonedintoT-vectorandse-
quenced.Thelengthofaergenewas1482bpandGenBanknumberwasHQ425625.Thededucedopen
readingframecontained494aainwhich24-106aawasaerolysin/pertussistoxindomain.Basedontheaer
genesequencesfrom23strainsofA.hydrophilaisolatedfromdifferentcountries,phylogeneticanalysis
showedthatallstrainsweredividedintothreegroupsandAh15fellintothefirstgroupwhichwerealli-
solatedfromChina.Abandof72.2kufusionproteinwasobservedbysodiumdodecylsulfatepolyacryl-
amidegelelectrophoresis(SDS-PAGE)afterexpressioninEscherichiacoliBL21(DE3)pLysSand
highestexpressionlevelwasdetectedintheinclusionbody4hoursafterinducedbyaddingIPTG.West-
ern-blottingresultsshowedthatthepolyclonalantiserumobtainedbyimmunizingrabbitswiththepuri-
fiedproteincouldrecognizetherecombinantfusionproteinandthetiterwas1∶8000.Takentogether,

therecombinantaerolysinhasgoodimmunogenicity,andwillbeagoodcandidateforvaccinedevelop-
ment.

Keywords Aeromonashydrophila;aerolysin;prokaryoticexpression;polyclonalantiserum
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