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胞外产物及其活性比较
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摘要　为探讨致病性气单胞菌的致病力与其胞外产物和毒力因子之间的关系,联合利用PCR、SDSＧPAGE、

平板扩散及分子进化等方法对７株鳗源气单胞菌的胞外毒力因子进行比较研究.结果显示,该７株致病菌所含

有的胞外毒力基因(hly、aer、ast、act、alt、ahpA、epr和exu)在种类和数量上差异显著,其中hly 可能是鳗源气

单胞菌重要的致病因子;不同致病菌的胞外蛋白在种类和数量上都存在差异,其中分子质量约为５０．７ku的蛋

白,其分泌量高且在鳗源气单胞致病菌中较保守;该７株致病菌胞外产物均具有溶血、酪蛋白酶和卵磷脂酶活

性,胞外产物活性与毒力基因的分布一致;胞外毒素基因hly 和ahpA具有较高的属间保守性,而exu 则具有较

好的种间特异性.
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　　气单胞菌属(Aermonas)为兼性厌氧的革兰氏

阴性杆菌,广泛存在于淡水、半咸水,乃至海水中[１].
目前已报道的有嗜水气单胞菌(A．hydrophila)、维
氏气单胞菌(A．veronii)、豚鼠气单胞菌(A．caviＧ
ae)、温和气单胞菌(A．sobria)、杀鲑气单胞菌(A．
salmonicida)和简达气单胞菌(A．jandaei)等３０
种[１Ｇ５].嗜水气单胞菌、维氏气单胞菌和豚鼠气单胞

菌等是最常见、危害最严重的人Ｇ鱼共患致病性气单

胞菌[４,６],可引起水产动物的烂鳃、赤皮、穿孔、肠

炎、竖鳞和出血性败血症等,给水产养殖业带来巨大

的经济损失[４,７Ｇ９];也可引起人类的腹泻、创伤感染、

胃肠炎、败血症等[４,１０Ｇ１１],严重感染可导致患者死

亡[１０,１２],严重威胁人类生命与健康.
致病性气单胞菌的毒力因子主要包括外毒素、

胞外蛋白酶和转移酶等胞外产物[１,４].外毒素是一

类由致病菌分泌的可溶性毒性蛋白,常见的包括溶

血素(其编码基因hly)、气溶素(编码基因Aer)和
肠毒素(包括热稳定细胞兴奋性肠毒素(编码基因

ast)、热不稳定性细胞兴奋性肠毒素(编码基因alt)

及细胞毒性肠毒素(编码基因act)等[６,１３].溶血素

可导致机体组织溃疡、败血和坏死等病理变化,临床

表现为败血症[１,１４Ｇ１６];气溶素是细胞通道形成毒素,

具有溶血性、细胞毒性、肠毒性[１,７,１６Ｇ１９];肠毒素通过

与宿主细胞发生不可逆结合,引起水样腹泻、肠胃

炎、严重时导致宿主死亡[２０Ｇ２１],此外,有报道肠毒素

也具有溶血性、细胞毒性和肠毒性[７,１３,１９,２１Ｇ２２].胞外

蛋白酶也是一类分泌型蛋白,常见的有丝氨酸蛋白

酶(编码基因ahpA)、热敏感胞外蛋白酶(编码基因

epr)和其他胞外蛋白等[１,２３].丝氨酸蛋白酶具有直

接毒性,能够攻克宿主的免疫防御机制,引起组织损

伤,还有助于细菌的营养吸收、对宿主细胞吸附、扩
散、繁殖并引起感染[１９,２３Ｇ２６];热敏感胞外蛋白酶(编
码基因epr)可协同其他毒力因子共同作用于宿

主[２６];其他胞外蛋白酶具有活化致病因子的作用,
可酶解外毒素前体变成具有活性的外毒素发挥其生

物学作用[１].转移酶作为另一类胞外分泌蛋白,主
要包括核酸酶(编码基因exu)和磷脂酶(编码基因

lip).核酸酶虽无直接致病性,但是其参与了几乎
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所有毒力因子的分泌和转运过程[７,２７Ｇ２８];磷脂酶是

能够催化水解二酞基甘油和所有的甘油磷脂,从而

破坏质膜,损坏细胞,在不产溶血素的杀鲑气单胞菌

中起到溶血素的作用[１,２９].
鳗鲡(Anguillaspp．)是世界重要的经济鱼类,

中国鳗鲡养殖产量约占全球的７０％,其主要养殖种

类包括日本鳗鲡(Anguillajaponica)、欧洲鳗鲡

(A．anguilla)和美洲鳗鲡(A．rostrata)[３０Ｇ３１].近

３０年来,养殖鳗鲡细菌性疾病频繁发生,制约了中

国鳗鲡养殖业的健康可持续性发展,其中致病性气

单胞菌是最常见的一类致病菌[３２].笔者所在课题

组前期从具有不同症状的鳗鲡体内分离鉴定了７株

气单胞菌,人工感染发现不同菌株间致病性差异大,
为探讨其原因及揭示菌株致病性与毒力因素间的关

系,笔者从基因、蛋白质和生物活性等方面对这７株

气单胞菌进行研究,旨在为鳗源性气单胞菌的致病

机制研究提供参考,并为鳗鲡疾病的防控与安全施

治积累数据.

1　材料与方法

1.1　菌　株

１)气单胞菌株:笔者所在课题组分离自罹病鳗

鲡,经人工感染试验确认其致病性(表１).该７株

致病菌经过生化鉴定和管家基因(gyrB)全序列分

析,鉴定结果为:B０９、B６９和 B７９为维氏气单胞菌

(Aeromonasveronii);B１１、B４８和 B５２为嗜水气单

胞菌(A．hydrophila);B１４为豚鼠气单胞(A．caviＧ
ae)(表１).

２)其他非气单胞菌株:B８１迟钝爱德华氏菌

(Edwardsiellatarda)、B８８ 创 伤 弧 菌 (Vibrio
vulnificus)、B１００２溶藻弧菌(V．alginolyticus)为
本课题组收集菌株;金黄色葡萄球菌(StaphyloＧ

表１　气单胞菌菌株来源

Table１　Sourcesofthe７Aeromonasstrainsisolatedfromeels

种属

Genus
菌株

Strains
鳗鲡种类

Species
病灶

Lesions
主要症状

Symptoms
人工感染致死率/％

Lethalltyrates
维氏气单胞菌

A．veronii
B０９

欧洲鳗鲡

A．anguilla
肝脏 Liver

肠道水肿,皮肤出血点

Intestinalswelling&dermorrhagia
７(１/１５)

维氏气单胞菌

A．veronii
B６９

日本鳗鲡

A．japonica
肾脏 Kidney

臀鳍充血,烂鳃,肝肾肿大

Finsdermorrhagia,rottengill,
swellingofliver&kidney

１００(７/７)

维氏气单胞菌

A．veronii
B７９

日本鳗鲡

A．japonica
肝脏 Liver

败血症,肝穿孔

Septicemia,liverperforation
１００(１５/１５)

嗜水气单胞菌

A．hydrophila
B１１

欧洲鳗鲡

A．anguilla
鳃 Gill

严重烂鳃,败血症

Rottengill,septicemia
１００(１５/１５)

嗜水气单胞菌

A．hydrophila
B４８

日本鳗鲡

A．japonica
鳃 Gill

肾脏肿大,肠道水肿

Swellingofliver&kidney
８５(６/７)

嗜水气单胞菌

A．hydrophila
B５２

美洲鳗鲡

A．rostrata
肾脏 Kidney

烂鳃,败血症

Rottengill,septicemia
１００(７/７)

豚鼠气单胞菌

A．caviae
B１４

欧洲鳗鲡

A．anguilla
肝脏 Liver

严重烂鳃,败血症

Rottengill,septicemia
５３(８/１５)

coccusaureus)ATCC６５８３、铜绿假单胞菌(PseudoＧ
monasaeruginosa)ATCC９０２７、肺 炎 克 雷 伯 氏 菌

(Klebsiellapneumoniae)ATCC１３８８３ 购 自 广 东

省微生物保藏中心;嗜肺巴斯德杆菌(Pasteurella
pneumotropica)ATCC１２５５５,为中国食品药品检

定研究 院 实 验 动 物 资 源 研 究 所 邢 进 副 研 究 员

惠赠.
1.2　毒力基因的克隆与鉴定

根据已报道气单胞菌２个管家基因(gyrB 和

DnaK)与８个胞外毒力基因(hly、aer、ahpA、ast、

alt、act、epr、exu),采用表１中的引物,分别以７株

气单胞菌和７株其他菌株基因组模板进行PCR扩

增.PCR 程序参数为:９４ ℃ ３ min;９４ ℃ ３０s,

５８℃３０s,７２℃１min,３０个循环;７２℃１０min.

PCR反应体系:基因组模板 ０．２μL,上下游引物各

０．４μL(１０μmol/L),２×HSTMReaction Mix１２．５

μL,TaqDNA聚合酶(２．５U/μL)０．１μL,超纯水加

至２５μL.PCR扩增结束,用１．５％的琼脂糖凝胶电

泳进行鉴定,在凝胶成像仪中观察并拍照,PCR 产

物纯化、连接载体和测序等参照本课题组的研究报

道[３３Ｇ３４]:产物回收利用GelExtractionKit胶回收试

剂盒(OMEGA公司);在南京金斯瑞生物科技有限

公司测序.在毒性基因检测时,PCR 阳性结果用

“＋”表示;阴性结果用“－”表示.

７７
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表２　气单胞菌２个管家基因和８个毒力基因的引物序列

Table２　Sequencesandsourcesoftheprimersusedforamplificationofthedifferentvirulencegenes

靶基因

Targetgene
引物序列(５′Ｇ３′)
Primersequence

扩增大小/bp
Sequencesize

参考文献

Reference

gyrB
TCCGGCGGTCTGCACGGCGT
TTGTCCGGGTTGTACTCGTC

１１２４ [３５]

DnaK
ATGAAGAAGACCGCCGAAG
TGCAGCACGTGAATGGTC

８１６ [３６]

hly
GGCGTGATTCGACAAGGAGA
ACATCCAGATTCGGCACGA

１２０３ 本研究 Thisstudy

aer
CCTATGGCCTGAGCGAGAAG
CCAGTTCCAGTCCCACCACT

４３１ [３７]

ast
ATCGTCAGCGACAGCTTCTT
CTCATCCCTTGGCTTGTTGT

５０４ [３８]

alt
TGACCCAGTCCTGGCACGGC
GGTGATCGATCACCACCAGC

４４２ [３９]

act
GAGAAGGTGACCACCAAGAACA
AACTGACATCGGCCTTGAACTC

２３２ [３９]

ahpA
TGCCCATCGCTTCAGTTCA

GTGCGGCTGAACATGTAGTCA
７１９ 本研究 Thisstudy

epr
CTAGGAGGCGGGCA

ATGACACTCTTGCTCACCACCC
４３２ [４０]

exu
GGACATGCACAACCTCTTCC
GATTGGTATTGCCTTGCAAG

３２３ [３７]

1.3　胞外蛋白的制备及分析

分别挑取单菌落至１０mLLB液体培养基(胰
蛋白胨:０．１g,酵母提取物:０．０５g,氯化钠:０．１g)
中,于２８℃,１００r/min培养３６h后,取培养液于

４℃５０００r/min离心１０min取上清液,经孔径为

０．２２μm 滤膜过滤后,４℃ ３３１８r/min离心超滤

(截流分子质量为１０ku,Pierce/ThermoScientific,

RockＧford,IL,USA)６０min,体积浓缩为５０μL(浓
缩倍数约为２００倍).取１０μL浓缩液分别与 ５×
SDS凝 胶 加 样 缓 冲 液 按 ４∶１ 混 和,９８ ℃ 加 热

５min,进行 SDSＧPAGE,采用５％ 浓缩胶,１５％ 分

离胶,TrisＧ甘氨酸ＧSDS缓冲液(２５０mmol/L 甘氨

酸,２５mmol/LTris,０．１％ SDS,pH８．３),１２０V 电

泳约２．５h.LB培养基做阴性对照.
1.4　胞外蛋白活性测定

采用琼脂平板打孔法[２７,４１],分别用超纯水配制

无菌的酪蛋白(０．４％)、蛋黄(２．５％)、淀粉(０．２％)、
明胶(０．４％)、吐温８０(１．０％)及尿素(２．０％)LB琼

脂平板(１．５％琼脂)及血平板(含５％脱纤维羊血),
购自南京便诊生物科技有限公司,测定该７种致病

性气单胞菌的酪蛋白酶、卵磷脂酶、淀粉酶、明胶酶、
脲酶及溶血活性.在相应的孔中加２μL处于对数

生长期的菌液或LB培养基(阴性对照),２８℃培养

１０h(延迟期)、１８h(对数期)、２４h(平台期)和４８h

(衰亡期),观察结果.
结果判定如下.明胶酶活性:以加入沉淀试剂

(HgCl２１５g,浓盐酸２０mL,加蒸馏水至１００mL)
后,含明胶的培养基出现透明圈;淀粉酶活性:以加

入卢戈氏碘液(５．８８gI２和１．１８gKI溶于１００mL
蒸馏水)后,含淀粉的培养基出现透明圈;溶血性:血
平板中出现透明圈;酪蛋白酶活性:以加入１０％的

三氯乙酸后酪蛋白培养基出现不透明圈;卵磷脂酶

活性:含蛋黄的培养基出现不透明圈;脲酶:含尿素

的培养基变红.若出现上述现象,为阳性结果,用
“＋”表示.阴性结果用“－”表示.
1.5　序列比对与同源性分析

利用NCBI数据库、生物学软件 Clustalx１．８３和

MEGA５．０５,对７株病原菌扩增获得的部分毒力基因

序列进行氨基酸序列进行比对及同源性分析,并利用

邻接法(NＧJ法)构建基于核苷酸序列的系统进化树.

2　结果与分析

2.1　毒力基因的差异分析

利用PCR技术分析了２个气单胞菌管家基因

(gyrB 和DnaK)及８个常见胞外蛋白毒力基因

(２个胞外蛋白酶,５个外毒素及１个转移酶基因)在

１４株试验菌(７株气单胞菌和７株非气单胞菌)中分

布情况.结果显示:７株非气单胞菌中均未检测到

８７
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上述任何基因,７株气单胞菌中均检测到２个管家

基因(gyrB 和 DnaK)和 ２ 个 毒 力 基 因 (epr 和

aer);其余６个毒力基因在７株气单胞菌中的检出

率因种属而异.其中,aphA 在嗜水气单胞菌(３/３)
和部分维氏单胞菌(１/３)呈阳性;ast在维氏气单胞

菌(３/３)和部分嗜水气单胞菌(２/３)呈阳性;hly 在

部分嗜水气单胞菌(２/３)和部分维氏气单胞菌(２/３)
呈阳性;act在部分嗜水气单胞菌(１/３)和部分维氏

气单胞菌(１/３)呈阳性;alt仅在部分嗜水气单胞菌

(２/３)呈阳性;exu 在维氏气单胞菌(３/３)呈阳性和

豚鼠气单胞菌(１/１)呈阳性,却在嗜水气单胞菌(３/

３)中呈阴性;３个肠毒素基因在豚鼠气单胞菌却均

呈阴性.不同气单胞菌株所携带的毒力基因的个数

不同,除B１４仅含有３个毒力基因外,其余６株菌均

检测到５~６个毒力基因,且每个菌株所检测到的毒

力基因种类也各不相同(表３).
表３　２个管家基因及８个毒力基因在１４株菌中的分布情况

Table３　DistributionofthetwohouseＧkeepinggenesandtheeightvirulencegenesin１４strains

种属

Species
菌株代码

Strainsnumber
人工感染致死率/％

Lethalltyrates

管家基因和毒力基因 Housekeepinggenesandvirulencegenes

gyrB DnaK epr aer hly aphA ast act alt exu

嗜水气单胞菌 A．hydrophila B５２ １００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

嗜水气单胞菌 A．hydrophila B１１ １００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ －

维氏气单胞菌 A．veronii B６９ １００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋

维氏气单胞菌 A．veronii B７９ １００ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － － ＋

嗜水气单胞菌 A．hydrophila B４８ ８５ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋ －

维氏气单胞菌 A．veronii B０９ ５３ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ － ＋

豚鼠气单胞菌 A．caviae B１４ ７ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － － － ＋

迟钝爱德华氏菌 E．tarda B８１ / － － － － － － － － － －

创伤弧菌V．vulnificus B８８ / － － － － － － － － － －

溶藻弧菌V．alginolyticus B１００２ / － － － － － － － － － －

金黄色葡萄球菌S．aureus ATCC６５８３ / － － － － － － － － － －

铜绿假单胞菌 P．aeruginosa ATCC９０２７ / － － － － － － － － － －
肺炎克雷伯氏菌

K．peneumoniae
ATCC１３８８３ / － － － － － － － － － －

嗜肺巴斯德杆菌

P．pneumotropica
ATCC１２５５５ / － － － － － － － － － －

　注:“＋”表示为阳性,“－”表示阴性,“/”表示未检测.下表同.Note:“＋”denotespositiveresult,“－”denotesnegativeresult,“/”deＧ

notesnodetection．Thesameasbelow．

2.2　胞外产物的电泳分析

致病菌于２８℃培养３６h,培养液经超滤管浓缩

后,通过SDSＧPAGE电泳分析其胞外蛋白.以已知

标准蛋白质分子质量的对数与其在 SDSＧPAGE 电

泳相对迁移率作图,进行线性回归,得到线性关系方

程y＝－０．０２３x＋２．１４８,R２＝０．９９２.计算出图１
中箭头所指的蛋白质分子质量分别为５０．７、４８．３、

４１．２和３０．０ku.结果显示,除２株维氏气单胞菌

(B６９和B７９)胞外蛋白分泌量过低外,其余５株气

单胞菌的胞外蛋白分泌量较多,其产物的分子质量

为３０~７０ku.不同菌株间电泳条带数目和条带的

浓度差异较大,然而,分子质量为５０．７和３０．０ku的

条带是５株气单胞菌共有条带,且５０．７ku条带含

量最高(图 １).此外,分子质量为４８．３和４１．２ku
的条带为３株嗜水气单胞菌所特有.

　泳道 M:标准蛋白质标记;泳道１~７:分别为 B０９、B１１、B１４、

B４８、B５２、B６９和B７９;泳道 ８:LB培养基(阴性对照).LaneM:

Proteinmarker;Lane１Ｇ７:ExtracellularproteinsofB０９,B１１,B１４,

B４８,B５２,B６９& B７９,respectively;Lane８:LBmedium(negative
control)．

图１　７株气单胞菌胞外蛋白的SDSＧPAGE电泳图谱

Fig．１　SDSＧPAGEelectrophoresisprofileforextracellular

proteinsfromsevenAeromonasstrains

９７
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2.3　胞外产物的生物活性分析

不同致病菌在不同生长阶段所分泌的胞外产物

的活性可能存在差异,因此,本研究分别选取了１０h
(延缓期)、１８h(指数期)、２４h(平台期)和４８h(衰
亡期)４个时间点测定了试验菌株的胞外产物的生

物活性(表４).结果显示:这７株致病性气单胞菌

在该４个时间点均检测到明显的溶血、酪蛋白酶和

卵磷脂酶活性,同时,均无法检出脲酶和淀粉酶活

性.２株嗜水气单胞菌(B１１和B４８)在４个时间点

均可检出明胶酶活性,另 １ 株(B５２)仅在平台期

(２４h)和衰亡期(４８h)检测到明胶酶活性;维氏气

单胞菌和豚鼠气单胞菌均未测到明胶酶活性.
表４　７株病原菌在不同培养时间胞外产物生物活性测定结果

Table４　Extracellularproteinbiologicalactivitiesof７Aeromonasstrainsfromeelsatdifferentculturaltimes

种属

Species
菌株

Strains
时间/h
Time

胞外蛋白生物活性 Extracellularproteinbioactivities
溶血性

Hemolysis
酪蛋白酶

Caseinase
卵磷脂酶

Lipase
明胶酶

Amylase
脲酶

Urease
淀粉酶

Amylase

嗜水气单胞菌

A．hydrophila

B１１

１０ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

１８ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

２４ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

４８ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

B４８

１０ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

１８ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

２４ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

４８ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

B５２

１０ ＋ ＋ ＋ － － －

１８ ＋ ＋ ＋ － － －

２４ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

４８ ＋ ＋ ＋ ＋ － －

维氏气单胞菌

A．veronii

B１１

１０ ＋ ＋ ＋ － － －

１８ ＋ ＋ ＋ － － －

２４ ＋ ＋ ＋ － － －

４８ ＋ ＋ ＋ － － －

B４８

１０ ＋ ＋ ＋ － － －

１８ ＋ ＋ ＋ － － －

２４ ＋ ＋ ＋ － － －

４８ ＋ ＋ ＋ － － －

B５２

１０ ＋ ＋ ＋ － － －

１８ ＋ ＋ ＋ － － －

２４ ＋ ＋ ＋ － － －

４８ ＋ ＋ ＋ － － －

豚鼠气单胞菌

A．caviae
B１４

１０ ＋ ＋ ＋ － － －

１８ ＋ ＋ ＋ － － －

２４ ＋ ＋ ＋ － － －

４８ ＋ ＋ ＋ － － －

2.4　毒力基因的氨基酸序列同源性分析

为了研究毒力基因在种属间的特异性,克隆并

测定了３类代表性的毒力基因片段(外毒素中的溶

血素基因hly、胞外蛋白酶中的丝氨酸蛋白酶基因

ahpA 和转移酶中的核酸酶基因exu)核苷酸序列,

利用Clustalx１．８３对其氨基酸序列进行同源性分

析,并利用 MEGA５．０５进化树邻接法(NＧJ法)构建

系统进化树.多重序列比对结果显示:本研究克隆

的４条溶血素hly 序列在气单胞菌属内较保守,属
内相似度为９４．２７％,种内相似度大于９８％,该结果

０８



　第１期 熊　静 等:７株鳗鲡致病性气单胞菌毒力基因胞外产物及其活性比较 　

与进化树结果一致;分别选取气单胞菌属、弧菌属、
金黄色葡萄球菌及芽孢杆菌属等细菌共２０条序列

进行邻接法(NＧJ法)系统进化树构建,结果显示本

研究的４条hly 氨基酸序列与数据库中的嗜水气单

胞菌,包括同是气单胞菌属杀鲑气单胞菌的hly 氨

基酸序列聚成一支,支持率约为９９％;而与弧菌科、
金黄色葡萄球菌及芽孢杆菌属相似基因的氨基酸序

列距离越来越远(图２).

图２　溶血素基因hly部分氨基酸序列系统进化树

Fig．２　PhylogenetictreesbasedonhlysequencesshowingtherelationshipsofAeromonasspecies
　　
　　丝氨酸蛋白酶基因ahpA 多重序列比对结果显

示:本研究克隆的４条ahpA 序列在气单胞菌属内

亦保 守,属 内 相 似 度 约 ８６．５１％,种 内 相 似 度 约

９０％,该结果与进化树结果基本一致;分别选取气单

胞菌属、弧菌属、假单细胞菌属等细菌共１９条序列

以邻接法(NＧJ法)构建系统进化树,结果显示本研

究的４条ahpA 与数据库中气单胞菌属ahpA 聚成

一支,支持率为１００％;而与假单胞菌属、弧菌属等

其他序列明显位于不同的分支上(图３).
核酸酶基因exu 多重序列比对结果显示:本研

究克隆的４条exu 序列在气单胞菌属内具有较高

种间特异性,属内相似度为９５．９８％,种内相似度则

大于９９％,该结果与进化树结果相一致;分别以气

单胞菌属、大肠杆菌、弧菌属、沙门氏菌等２１条序列

构建进化树,结果显示:本研究中克隆的３条维氏气

单胞菌exu 序列与数据库中的维氏气单胞菌exu
序列聚成一支,支持率为７０％;１条豚鼠气单胞菌

exu 序列与数据库中的豚鼠单胞菌exu 序列聚成一

支,支持率为９９％;４条气单胞菌exu 序列与数据

库中其他气单胞菌聚成一支,支持率为１００％;均与

其他大肠杆菌、弧菌属、沙门氏菌的序列明显位于不

同的分支上(图４).

由此看出,本研究中鳗源气单胞菌hly 和ahＧ

pA 具有较高的种属保守性,而鳗源气单胞菌exu
序列则具有较好的种间特异性.

１８
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图３　丝氨酸蛋白酶基因ahpA 部分氨基酸序列系统进化树

Fig．３　PhylogenetictreesbasedonahpAsequencesshowingtherelationshipsofAeromonasspecies

图４　核酸酶基因exu部分氨基酸序列系统进化树

Fig．４　PhylogenetictreesbasedonexusequencesshowingtherelationshipsofAeromonasspecies

3　讨　论

3.1　毒力基因是决定鳗源气单胞菌菌株致病力的

重要因素

　　菌株所携带的毒力基因是不同菌株间致病力差

异的重要原因[３,６Ｇ８,１１,１３Ｇ１４,１６,１９,２１,２８,４２].研究表明hly
基因是鱼、虾等水生动物致病性气单胞菌的重要致

病因子.Heuzenroeder等[１４]和 Wang等[２１]通过免

疫学试验和基因敲除等方法在幼鼠模型实验中证实

hly 是鱼源性和食源性(其他水产品)气单胞菌致病

２８
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力的主要毒力因子;Zhou等[１６]也发现在发病鱼体

样本中hly 检出率明显高于环境样品;刘杰等[４３]分

析了４７株黄沙鳖源的气单胞菌毒力基因型,提出将

携带hly 基因作为气单胞菌有毒株鉴定标准的建

议.与上述研究相似,本研究发现,尽管大多数菌株

被检测到５~６个毒力基因,然而,毒力基因hly 是

鳗鲡致病(致死)的最重要毒性基因之一.７株气单

胞菌中hly(＋)菌株的人工感染使鳗鲡的致死率达

到１００％,而hly(－)菌株致死率明显下降(最高达

８５％).此外,Albert等[１３]发现ast(＋)alt(＋)菌
株在腹泻样品中的检出率明显高于正常样品和环境

样品,本 研 究 发 现 aphA (＋)ast(＋)alt(＋)

act(－)菌株的人工感染鳗鲡致死率为 ８５％,而

aphA(－)ast(－)act(－)alt(－)菌株的人工感染

的死亡率仅为７％,因此,推测ast(＋)alt(＋)可能

是鳗鲡致病菌的重要毒力基因.本研究还发现

aphA(－)ast(＋)act＋alt(－)菌株的人工感染致

死率为５３％,因此,ast和act二者之一,或二者共同

也可能在鳗鲡致病(致死)中起重要作用,然而,由于

本研究数据有限,该结论有待进一步研究确认.
3.2　胞外产物生物活性与菌株毒力基因直接相关

不同菌株胞外产物的生物活性与菌株对机体的

致病机理及临床症状等相关.如外毒素的溶血活性

可直接破坏鱼体血细胞引发败血症等[２４];一些蛋白

酶如酪蛋白酶、卵磷脂酶和明胶酶等具有分解胶原、
蛋白质、脂类等生物活性,起到溶解机体肌肉组织、
结缔组织等作用,间接为病原菌提供营养物质[４].
分析本研究结果发现,致病菌的胞外产物活性与毒

力基因直接相关,如本研究的７株试验菌株均表现

出明显的溶血活性(表４),除豚鼠气单胞菌B１４外,
其他６株致病菌都检测到至少１种以上的溶血活性

相关的外毒素基因,即这７株气单胞菌的溶血活性

可能与其编码的外毒素基因直接相关.至于豚鼠气

单胞菌B１４具有溶血活性,却未能检测到溶血相关

毒力基因存在,可能由于该菌株溶血性毒力基因超

出本研究检测的基因范围,前人也有类似的毒力基

因与相关胞外蛋白生物活性不相符的情况[２６,４１,４４].
此外,７株试验菌株的酪蛋白酶和卵磷脂酶活性表

现与基因epr 和ahpA 密切相关.Tsong等[４５]指

出epr编码的胞外蛋白与其他的锌金属蛋白酶序列

同源,具有酪蛋白酶活性;而ahpA编码的蛋白则可

水解卵磷脂、蛋白酶及弹性蛋白等[１９].

3.3　分子质量为 50.7 ku 条带可能是气溶素

Chopra等[４６]发现气单胞菌胞外产物中１条分

子质量约为５２ku的保守条带,通过分子克隆的方

式将该蛋白的基因得以扩增和重组表达,发现该蛋

白具有细胞毒性、肠毒性和溶血活性,并将该蛋白称

为肠毒素.Buchley等[４７]却提出将该蛋白[４６]归类

为气溶素更准确,他指出气溶素与上述蛋白有着很

多的相似性,在气单胞菌保守、分子质量约为５１．５
ku,且 同 样 具 有 细 胞 毒 性、肠 毒 性 和 溶 血 活 性.

Wang等[４８]也从患病鲫分离到的嗜水气单胞菌培

养液上清中分离到的１种分子质量为５５．２ku的具

有溶血性、肠毒素和细胞毒性的 HEC毒素,且对同

型和异型的嗜水气单胞菌的攻击均显示出极显著的

保护作用.除此之外,董传甫等[４４]也在９株气单胞

菌的胞外产物中发现了分子质量约为５０ku的共同

蛋白条带.本研究发现在５株气单胞菌的胞外产物

中均有一分子质量约为５０．７ku的条带,高度保守,
且含量最高(图１).尽管本研究中还未来得及对该

蛋白进行更加细致深入的研究,但根据目前的实验

结果推测该蛋白可能是气溶素.首先,根据毒力基

因检测结果的保守性发现,在这５株菌检测结果均

为阳性的仅有aer 和epr 基因,而aer 基因编码的

蛋白分子质量约为５１ku,恰好与SDSＧPAGE电泳

图谱上保守蛋白的分子质量相符;其次,这５株菌的

胞外蛋白均表现出明显的溶血活性(表４),这与气

溶素生物活性相吻合;因此,推测本研究发现的５０．７
ku蛋白可能是气单胞菌中保守性的具有溶血活性

的气溶素.此外,本研究还发现hly 和ahpA 具有

较高的种属保守性,有望用于属内种间的分子检测;
而exu 则具有较好的种间特异性,可望用于开发种

内诊断试剂或毒力菌株分型.
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Analysisofvirulencegenes,extracellularproductsandactivities
amongsevenAeromonasstrainsisolatedfromeels

XIONGJing１,２,３　LAIXiaojian１,２,３　YUQin１　GUOSonglin１,２　XUJisong１,２,３　HUANG Wenshu１,４

１．FisheriesCollegeofJimeiUniversity,Xiamen３６１０２１,China;

２．EngineeringResearchCenteroftheModernIndustryTechnologyforEel,

MinistryofEducation,Xiamen３６１０２１,China;
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Abstract　ToclarifytherolesofvirulencegenesandextracellularproductsplayedinthepathogenicＧ
ityofAeromonas,PCRamplification,SDSＧPAGEelectrophoresis,platediffusionandphylogeneticanalyＧ
siswereusedinthisstudytoinvestigateintothedifferencesofextracellularvirulencefactorsfrom７
trainsofpathogenicAeromonasisolatedfromdiseasedeels．Theresultsshowedthatthese７strainswere
significantlydifferentintheamountandtypesofvirulencegenes(hly,aer,ast,act,alt,ahpA,eprand
exu),ofwhichhly maybemainlyresponsibleforthepathogenicityofAeromonas．Theextracellular
productsofthe７Aeromonasstrainsweredifferentinboththeamountandtypes,but５strainscontained
an~５０．７kuproteinwhichmightbetheproductofaergene．Allthe７AeromonasstrainsexhibitedheＧ
molyticactivity,proteaseactivityofcaseinandlecithininallthedifferentgrowthphasestested,andtheir
detectableactivitieswereconsistentwithexpressionofvirulencegenes．Geneshlyandahp werehighly
conservedbetweengenus,whileexuwasspecificevenwithinspecies．

Keywords　Aeromonas;extracellularproducts;biologicalactivity;virulencegenes
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