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摘　要:中华鳖(Trionyxsinensis)细菌性疾病主要由气单胞菌感染引起的 ,通过脱脂奶平板检测及酶活性试验

得出温和气单胞菌 TL97528株分泌的胞外蛋白酶为丝氨酸蛋白酶 , 而丝氨酸蛋白酶是气单胞菌的主要毒力因

子。根据已发表的嗜水气单胞菌的丝氨酸蛋白酶基因序列保守区域设计引物 , PCR扩增出一长度为 809 bp

大小的特异片段 ,该序列在 Genbank上的登录号为 FJ357446。对该序列进行分析发现 , 已发表的温和气单胞

菌(Aeromonassobria)丝氨酸蛋白酶基因(GenBank登录号为 AF253471)同源性为 98%、与其他几株已发表的

嗜水气单胞菌 (Aeromonashydrophila)丝氨酸蛋白酶基因(GenBank登录号分别为 AF126213、AY841795、

DQ127822、CP000462、CP000644、AF159142)同源性分别为 98%、 82%、 82%、82%、 81%、 81%, 与杀鲑气单胞

菌(Aeromonassalmonicida)丝氨酸蛋白酶基因(GenBank登录号为 X67043)同源性为 80%。 用 DNAstar软件

分析 ,与鳖源温和气单胞菌 TK961010株的同源性为 98%, 与鱼源嗜水气单胞菌 BSK-10、TPS-30和 J-1株有

较高的同源性 ,均为 81%。同时分析了丝氨酸蛋白酶基因的进化关系 ,发现中华鳖分离的气单胞菌 TL97528

株与 TK961010株关系较近;从鱼分离的气单胞菌 BSK-10、TPS-30和 J-1株聚为一簇 ,亲缘关系较近。
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Abstract:AeromonassobriaTL97528, isolatedfromsoft-shelledturtle(Trionyxsinensis), isthepathogenof

Trionyxsinensisbacterialdisease.Andserineproteaseisthemajorvirulencefactorofaeromonas.Apairof

primerswasdesignedaccordingtothenucleotidesequencesoftheserineproteasegeneofaeromonasspecies

reportedinGenBank.Desiredfragmentabout809 bpwasamplifiedfromTL97528 genomebythespecific

primers.ThePCRproductwasclonedintoPMD 18-Tvectorandsequenced.Thesequencehasbeen

depositedintheGenBankdatabase(accessionnumberFJ357446)andwascomparedwiththecorresponding

regionsofaeromonasstrainsregisteredinGenBankandTL961010, BSK-10, TPS-30, J-1 byDNAstar.

ThenucleotidesequenceofTL97528 showed98% homologytoAF253471, 98% toAF126213 , 82% to

AY841795, 82% toDQ127822, 82% toCP000462, 81% toCP000644, 81% toAF159142, 80%
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homologytoX67043 and98% homologytoTK961010, 81% homologytoBSK-10, TPS-30, J-1.

PhylogenetictreeofserineproteasegenesequenceshowedthatstrainTL97528 closedtogetherwith

TK961010.BSK-10, TPS-30 andJ-1 wereclusteredtogether.

Keywords:Trionyxsinensis;aeromonas;serineprotease;gene;cloning

　　中华鳖(Trionyxsinensis)是我国名特优水产

养殖种类 ,随着养殖规模的扩大及养殖时间的增

加 ,病害威胁日益凸现。气单胞菌已被证实为中

华鳖肠道出血性败血症 、穿孔病 、腐皮病和红脖

子红底板病等的主要病原
[ 1-3]

,其分泌的胞外产

物中主要包括的外毒素和胞外蛋白酶都是重要

的致病因子
[ 4-6]

。目前 ,防治水生动物气单胞菌

病主要使用抗生素 ,抗生素的残留和抗药性已严

重危害人类公共卫生安全;同时由于气单胞菌血

清型较多 ,单价灭活疫苗保护性并不好 ,因此 ,通

过对不同的气单胞菌菌株蛋白酶基因序列的比

较有助于发现具有共同基因序列的片段。本试

验通过在气单胞菌丝氨酸蛋白酶基因序列保守

区域设计引物进行 PCR扩增获得气单胞菌

TL97528丝氨酸蛋白酶基因序列片段 ,并对其进

行分析 ,以期为气单胞菌快速检测或确诊 、基因

工程亚单位疫苗和 DNA疫苗的开发 、蛋白酶的

结构和进化关系等研究提供依据。

1　材料与方法

1.1　菌株和质粒载体

气单胞菌菌株 TL97528、TK961010、BSK-10、

TPS-30和 J-1为本单位分离或保存;TL97528和

TK961010为温和气单胞菌 ,分离自患病的中华

鳖
[ 1]
, BSK-10和 TPS-30为嗜水气单胞菌分离自

患病的鲫和鳊
[ 7]
, J-1株由南京农业大学分离自

鲫
[ 5]
。 E.coliDH5α为浙江大学动科院动物传染

病实验室保存 , PMD18-TVector连接试剂盒购自

宝生物工程公司。

1.2　酶和其它试剂

Taq酶 、dNTP、限制性内切酶 PstⅠ和 EcoRⅠ、

蛋白酶 K和溶菌酶均购自宝生物工程公司 , LB

培养基所用蛋白胨和酵母粉为 OXOID公司产品 ,

PCR纯化试剂盒为上海申能博采公司产品;引物

合成和产物测序委托上海申能博采公司完成 。

1.3　蛋白酶活性检测

参照李焕荣等
[ 8]
的方法 ,在 TSA固体培养基

中加入 1%的脱脂奶 ,划线接种待检气单胞菌菌

株 TL97528、TK961010、BSK-10、TPS-30和 J-1,

30 ℃培养过夜。

1.4　蛋白酶鉴定

参照 Liu等
[ 9]
稍微改动:气单胞菌接种 TSB

液体培养基 , 30℃培养过夜 ,菌液离心取上清 ,截

留为 10ku的超滤杯浓缩即为粗制蛋白酶;取一

底物为 1%酪蛋白的琼脂平板打孔 ,孔内分别加

入 30 μL含有 EDTA, EGTA, PMSF, 碘乙酸 ,

L-半胱氨酸 , SDS, DTT, 2-巯基乙醇 , CuCl2 ,

ZnCl2 , CaCl2和 MgCl2(浓度见表 1)的粗制蛋白

酶 ,并设一阳性对照(只加蛋白酶)和阴性对照

(TSB液体培养基), 30 ℃过夜 , 10%三氯乙酸终

止;分别测溶蛋白圈直径 ,与阳性对照作比较(两

者的比值乘上 100%)即为蛋白酶相对活性 。

1.5　PCR检测

1.5.1　细菌 DNA提取

细菌 DNA提取用蛋白酶 K/SDS法
[ 10]
进行 ,

挑取 TL97528单菌落接种 TSB液体培养基 , 30℃

摇床培养过夜;取 1.0 mL菌液于 1.5 mL离心管

中 , 10 000 r/min离心 5min,弃上清;500 μL溶液

Ⅰ重悬浮细菌;加入溶菌酶至终浓度为 5mg/mL,

37 ℃作用 30min;加入蛋白酶 K至终浓度为 0.1

mg/mL和 50 μL的 10%SDS, 65℃水浴 3h;用等

体积苯酚 ,氯仿抽提 3次;取上清加入 1/10体积

3mol/L乙酸钠(NaAc)和 2倍体积无水乙醇 ,轻

摇析出 DNA, 12 000 r/min离心 5 min, 弃上清 ,

70%乙醇洗涤 2次 ,自然干燥 , TE溶解备用 。

1.5.2　PCR引物设计

从 GenBank上读取气单胞菌丝氨酸蛋白酶

基因序列 , DNAstar软件分析后在 AF126213最保

守 部 位 设 计 引 物。 上 游 引 物 P1:5 ' -

TCGGTAGCAACATCTTCCTGAG-3 ' , 下 游 引物

P2:5' -CGATTCGCCGTAGAACTTGT-3' ,其中上游

引物与丝氨酸蛋白酶基因 AF126213的 890 ～ 912

bp相同 ,下游引物与丝氨酸蛋白酶基因 1 679 ～

1 698bp相同 ,预计扩增片段长度为809 bp。
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1.5.3　PCR扩增

根据所设计引物的 Tm值 ,设定 PCR退火温

度 54 ℃;PCR程序为:94 ℃预变性 5 min, 94 ℃

变性 40s, 54 ℃退火 1 min, 72 ℃延伸 1 min, 35

个循环后 72 ℃延伸 10 min。PCR反应体系为 50

μL,其中包括 100 pg的模板 , 10 ×Buffer(不含

MgCl2)5 μL, MgCl2(25 mmol/L)5 μL, 10μmol/L

上下游引物各 1μL, Taq酶 0.5μL(2.5U), Mili-Q

水补足至 50 μL。

1.5.4　PCR产物鉴定

用 1%琼脂糖进行电泳 ,在凝胶成像仪(Bio-

Rad)中观察 ,拍照 ,检测片段长度是否与预计长

度一致。

1.6　PCR产物克隆

上述 PCR产物用 PCR产物试剂盒纯化 ,按

PMD18-TVector试剂盒说明进行连接 ,取 5 μL

连接产物转化感受态细胞 E.coliDH5α,涂布含

100 μg/mL氨苄青霉素(AMP)的 LB平板 , 37 ℃

过夜;次日挑单菌落 ,碱裂解法抽取质粒 。

1.7　重组质粒的鉴定

1.7.1　酶切鉴定

用限制性内切酶 PstⅠ和 EcoRⅠ对抽取的质

粒进行双酶切 ,酶切产物用 1%琼脂糖电泳 ,并以

PCR产物为对照 。

1.7.2　PCR鉴定

用上述合成的引物 ,按 1.5.3所述方法以抽

提的重组质粒为模板进行 PCR。

1.8　DNA序列分析

重组质粒委托上海申能博采生物公司测序 ,

所得序列在 GenBank上与其他气单胞菌菌株丝

氨酸蛋白酶基因进行同源性比较 。同样方法获

得本实验室保存的另 4株气单胞菌 TK961010、

BSK-10、TPS-30和 J-1丝氨酸蛋白酶基因序列 ,用

DNAstar比较同源性。

1.9　进化树构建及分析

将完成测序的 TL97528、TK961010、BSK-10、

TPS-30和 J-1丝氨酸蛋白酶基因序列与已发表的

6株嗜水气单胞菌 (GenBank登录号分别为:

AF126213、 AY841795、 DQ127822、 CP000462、

CP000644、 AF159142 )及 杀 鲑 气 单 胞 菌

(X67043)、温和气单胞菌(AF253471)丝氨酸蛋

白酶基因序列用 DNAstarMegalign软件构建进化

树 ,分析进化关系。

2　结果

2.1　蛋白酶活性检测

在培养箱过夜后 ,平板上单菌落周围出现明

显的溶蛋白圈 ,说明 TL97528、TK961010、BSK-10、

TPS-30和 J-1 5株气单胞菌均表现出较强的蛋白

酶活性 ,细菌分泌的蛋白酶将培养基中的脱脂奶

消化 ,使得菌落周围形成透明圈 ,而未长菌落的

培养基部分则可见脱脂奶的乳白色。

2.2　蛋白酶鉴定

通过各种酶活抑制剂对酶活性的影响 ,得出

丝氨酸蛋白酶抑制剂 PMSF对该蛋白酶有明显抑

制作用 ,而金属蛋白酶抑制剂 EDTA和 EGTA及

半胱氨酸蛋白酶抑制剂碘乙酸对酶活影响则不

是很明显(表 1),由此初步确定菌株 TL97528分

泌的蛋白酶为丝氨酸蛋白酶 。

表 1　酶活抑制剂 、螯合剂及金属离子对蛋白酶活性影响

Tab.1　Effectsofproteaseinhibitors, chelatingagentsandmetalionsonpurifiedECPprotease

试剂 浓度(mmol/L) 相对活性(%)

EDTA 5 100

EGTA 5 113

PMSF 5 54

碘乙酸 10 75

L-半胱氨酸 5 120

SDS 10 140

DTT 2.5 75

试剂 浓度(mmol/L) 相对活性(%)

2-巯基乙醇 5 75

CuCl2 10 58

ZnCl2 10 58

CaCl2 10 130

MgCl2 10 100

阳性对照 100

阴性对照 0
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2.3　PCR产物

以 TL97528菌株基因组为模板 ,经 PCR扩

增 , 1%琼脂糖凝胶电泳显示 PCR产物大小为

800 bp左右 ,与预计片段大小相符(图 1)。

图 1　TL97528基因组 PCR产物

Fig.1　PCRamplicationofTL97528

serineproteasegene

1.标准分子量DL2000;2.PCR产物。

2.4　重组质粒的鉴定

重组质粒经 PstⅠ和 EcoRⅠ双酶切 ,出现预

期的两个条带 ,较小的条带片段大小与以重组质

粒为模板 PCR扩增获得的产物大小相当(图 2)。

说明 PCR产物连接 T载体 PMD18-T成功。

2.5　DNA序列分析

TL97528菌株丝氨酸蛋白酶基因片段测定的

序列递交 GenBank,该序列在 Genbank上的登录

号为 FJ357446。同时进行同源性比较 ,结果表明

TL97528菌株丝氨酸蛋白酶基因片段与 GenBank

上已发表的温和气单胞菌(A.sobria)丝氨酸蛋白

酶基因(GenBank登录号为 AF253471)同源性为

98%,与其他几株已发表的嗜水气单胞菌 (A.

hydrophila)丝氨酸蛋白酶基因(GenBank登录号

图 2　重组质粒的鉴定

Fig.2　Identificationofrecombinantplasmid

1.标准分子量 DL2000;2.经双酶切鉴定;3.PCR鉴定。

分 别 为 AF126213、 AY841795、 DQ127822、

CP000462、CP000644、AF159142)同源性分别为

98%、82%、82%、82%、81%、81%,与杀鲑气单胞

菌(A.salmonicida)丝氨酸蛋白酶基因(GenBank

登录号为 X67043)同源性为 80%。用 DNAstar软

件分析 ,与鳖源温和气单胞菌 TK961010株的同

源性为 98%,与鱼源嗜水气单胞菌菌株 BSK-10、

TPS-30、J-1株的同源性均为 81%。

2.6　系统进化关系

根据序列同源性比对结果 ,选取同源性高的

菌株的序列构建系统进化树(图 3),发现其中分

离自国内的菌株中 ,鳖源分离株 TL97528株与

TK961010株聚为一簇;从鲫 、鳊等鱼源的分离株

PHP99、BSK-10、 J-1和 TPS-30株聚为一簇;欧洲

鱼源分离株 MT0004、A449和 AG2聚为一簇 。从

此系统进化树可看出 ,国内分离株的丝氨酸蛋白

酶基因与宿主存在一定的相关性 。

3　讨论

蛋白酶是气单胞菌的主要致病因子之一 ,与

菌株毒力密切相关
[ 11]
。气单胞菌能产生多种蛋

白酶 ,这些蛋白酶可以克服宿主的防御机制 ,引

起组织损伤 ,有助于细菌入侵 , 同时也为细菌增

殖提供营养
[ 12-13]

。李槿年等
[ 6]
研究认为气单胞

菌的胞外蛋白酶和外毒素如溶血素等在致病性
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方面起协同作用 ,蛋白酶能活化溶血素 。其他的

一些研究也证实了蛋白酶是气单胞菌重要致病

因子 , Cumberbatch等
[ 14]
发现 ,在细菌培养过程中

加入丝氨酸蛋白酶抑制剂 PMSF降低了一株 Ah

胞外产物的毒性;储卫华等
[ 15]
用转座子 Tn916诱

变 AhJ-1株的蛋白酶缺失株 MJ-1,发现该菌株对

鲫致病力明显降低 。

图 3　气单胞菌丝氨酸蛋白酶基因的进化树

Fig.3　PhylogenetictreeofAeromonasbasedonserineproteasegenes

　　检测气单胞菌能否分泌胞外蛋白酶是判定

该菌株有无致病性的重要依据 ,而气单胞菌胞外

蛋白酶的分泌受到环境 、营养成分及培养温度等

因素影响 , 体外培养往往不能分泌胞外蛋白

酶
[ 16]
。因此通过 PCR扩增细菌蛋白酶基因可以

方便 、准确地检测到细菌是否具有分泌胞外蛋白

酶的能力 。 PCR检测细菌毒力基因关键在于引

物的设计
[ 17]
, 本试验所用的 PCR引物基于

GenBank上已发表的气单胞菌丝氨酸蛋白酶基因

保守区域设计 ,不仅适用于试验菌株 TL97528,而

且另一株分离自中华鳖的气单胞菌 TK961010以

及分离自鱼的气单胞菌 BSK-10、TPS-30与 J-1均

能通过 PCR扩增获得特异性的丝氨酸蛋白酶基

因片段 ,扩增获得基因序列比较发现同源性相差

较大 ,充分说明了试验所用 PCR引物保守性较

高;结合底物平板试验更说明了 PCR检测蛋白酶

基因的特异性和准确性 。

通过 TL97528与其他来源的气单胞菌丝氨

酸蛋白酶基因同源性比较及构建进化树发现 ,

TL97528与同样分离自中华鳖的气单胞菌

TK961010株丝氨酸蛋白酶基因同源性最高 ,进化

关系近 ,同样分离自鱼的气单胞菌 PHP99、BSK-

10、TPS-30与 J-1株丝氨酸蛋白酶基因同源性也

最高 ,进化聚为一类 ,而与其他来源的气单胞菌

菌株丝氨酸蛋白酶基因则有一定的差异 ,提示气

单胞菌丝氨酸蛋白酶基因可能跟宿主存在相关

性。这可能与宿主生理条件差异 、不同养殖环境

有一定关系 ,细菌生长条件的改变导致基因的变

异。因此 ,基于这种考虑 ,在寻找气单胞菌胞外

丝氨酸蛋白酶基因保守区域的同时 ,也寻找基因

变异区域 ,对于研究亚单位疫苗 、蛋白酶的结构

以及对宿主的致病机理可能更有帮助 ,也有利于

发现更有针对性的诊断方法和治疗方法。关于

气单胞菌丝氨酸蛋白酶基因的报道 ,国内仅有储

卫华等
[ 18]
报道的嗜水气单胞菌 J-1株丝氨酸蛋

白酶基因片段 ,本实验研究中华鳖源和鱼源分离

株的气单胞菌中克隆丝氨酸蛋白酶基因 ,并对不

同地区和不同来源的气单胞菌丝氨酸蛋白酶基

因进行系统进化分析 ,初步得出国内分离株的气

单胞菌丝氨酸蛋白酶基因可能跟宿主存在相关

性。由于气单胞菌丝氨酸蛋白酶基因序列资源

的限制 ,本研究的样品量受到限制 ,对于不同种

或不同来源的气单胞菌菌株的丝氨酸蛋白酶基

因分析留待以后进一步深入研究 。期望本实验

的研究结果 ,能对气单胞菌感染水生动物的致病

机理研究有所帮助 。
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