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摘　要：为探讨碳酸氢钠对嗜水气单胞菌毒力基因表达的影响，利用荧光定量ＰＣＲ技术，以未添加碳酸氢钠
的嗜水气单胞菌为对照组，添加０．０２４、０．０４８、０．０７２、０．０９６和０．１２０ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢钠的嗜水气单胞菌为实验
组，对嗜水气单胞菌的３个主要毒力基因———溶血素基因（ＡＨＨ１）、气溶素基因（ＡｅｒＡ）和弹性蛋白酶基因
（ａｈｙＢ）进行相对表达分析。结果表明，５个实验组嗜水气单胞菌的ＡＨＨ１、ＡｅｒＡ和ａｈｙＢ表达量均显著低于对
照组。且随着碳酸氢钠浓度的增加，基因表达呈逐渐下调趋势。人工感染结果表明，添加碳酸氢钠培养的嗜

水气单胞菌对斑马鱼的半致死量明显比对照组高，而且随着碳酸氢钠浓度的增加，嗜水气单胞菌对斑马鱼的

半致死量呈现逐渐加大的趋势，表明毒力逐渐减小。

关键词：嗜水气单胞菌；碳酸氢钠；致病性；ＦＱＰＣＲ；毒力因子；基因表达
中图分类号：Ｓ９１７　　　文献标志码：Ａ

　　嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）是革兰
氏阴性菌，隶属气单胞菌科、气单胞菌属［１］。该

菌广泛存在于所有的内陆水环境、水底沉积物和

水生生物体中，有致病性和非致病性菌株之分。

致病性嗜水气单胞菌频繁地威胁到鱼类健康，尤

其是在密集投饵的高密度水产养殖中。它是养

殖鱼类潜在的致病菌，能引起包括赤皮病、细菌

性败血症等鱼类疾病［２］。在我国，此菌曾引起南

方各省鲫、草鱼、鲢、鳙等鲤科鱼类爆发败血症，

给养殖户带来极大经济损失［３］。

嗜水气单胞菌存在多种毒力因子，这些毒力

因子与该菌的致病性存在密切关系。已知的毒

力因子有溶血素［４］、气溶素［５］、胞外蛋白酶［６］、外

膜蛋白［７］等。溶血素（ＡＨＨ１）是嗜水气单胞菌的
主要毒力因子之一［８］，能引起幼鼠肠道积液，并

通过产生功能性孔洞从而破坏红细胞［９］。研究

表明，温度、ｐＨ等许多因素可影响溶血素基因的
表达，从而影响致病菌嗜水气单胞菌的毒力［１０］。

气溶素（ＡｅｒＡ）作为嗜水气单胞菌的主要毒性物

质，因存在种属特异性而成为致病性菌株的象

征［１１］。研究表明ＡｅｒＡ缺失株对小鼠的半致死量
是野生株的２０倍以上［１２］。气溶素具有溶血性、

肠毒素毒性以及细胞毒性，抗胰酶，不耐热［１３］。

气溶素与红细胞表面的特定糖蛋白受体结合，通

过聚合作用形成毒素六聚体，插入到红细胞的脂

质双分子层中，形成孔洞，增强细胞膜渗透性，导

致细胞破裂死亡［１４］。弹性蛋白酶（ａｈｙＢ）是嗜水
气单胞菌的重要毒力因子，能够水解弹性蛋白，

且与其他的金属蛋白酶具有高度的序列相似性，

ａｈｙＢ突变株的半致死量比野生株高 １００倍以
上［１５］。

在一定条件下，碳酸氢钠能抑制细菌生

长［１６］，已有研究表明碳酸氢钠对大肠杆菌、乳酸

菌、金黄色葡萄球菌、假单胞菌等病原菌有抑制

作用［１６１７］。前期实验证明碳酸氢钠达到特定浓

度后能有效抑制嗜水气单胞菌生长。在水产养

殖生产中，碳酸氢钠被用做治疗某些细菌性疾病

的辅助药物［１８］，这除了与致病菌生长有关，是否
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还与其毒性相关？其主要毒力相关的基因表达

有何变化？为探究碳酸氢钠对嗜水气单胞菌毒

力基因表达的影响，本实验用不同浓度的碳酸氢

钠培养嗜水气单胞菌，采用荧光定量ＰＣＲ技术对
嗜水气单胞菌编码溶血素、气溶素、弹性蛋白酶

等３种主要毒力因子的基因进行相对表达分析，
以期能初步了解碳酸氢钠对嗜水气单胞菌毒力

因子的影响规律。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　菌株及其复壮

嗜水气单胞菌（菌株编号：ＡＴＣＣ７９６６）来源
于ＡＴＣＣ。菌株接种于 ＬＢ培养基，２８℃、２００ｒ／
ｍｉｎ培养２４ｈ，再接种到绵羊血平板培养基复壮，
２８℃培养２４ｈ后挑选溶血圈大的单个菌落接种
于ＬＢ培养基，培养２４ｈ接种到１％脱脂奶蔗糖
胰蛋白胨培养基，２８℃培养２４ｈ后挑选溶蛋白
圈大的单个菌落接种于 ＬＢ培养基，做复壮菌种
（具溶血性和胞外蛋白酶活性），甘油保存于 －８０
℃冰箱备用。
１．１．２培养基

ＬＢ培养基、１％脱脂奶蔗糖胰蛋白胨培养基
分别参照文献［１９２０］自行配置。若无特殊说
明，实验所用培养基均为液体培养基。绵羊血平

板，杭州百思生物技术有限公司生产。细菌总

ＲＮＡ提取试剂盒由Ｏｍｅｇａ公司生产。
１．２　实验方法
１．２．１　总ＲＮＡ的提取

以分别添加 ０．０２４、０．０４８、０．０７２、０．０９６和
０．１２０ｍｏｌ／Ｌ碳酸氢钠培养的嗜水气单胞菌为实
验组，未添加碳酸氢钠的为对照组，于２８℃恒温
摇床中培养至对数期，４℃条件下８０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，去除上清，收集菌体。利用细菌总ＲＮＡ
提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ公司）提取ＲＮＡ，操作步骤按
试剂盒提供的方法进行。

所有提取的 ＲＮＡ样本均使用１６ＳｒＲＮＡＦ／
１６ＳｒＲＮＡＲ进行ＰＣＲ检测，均未发现扩增产物，
说明提取的ＲＮＡ中无基因组ＤＮＡ污染。
１．２．２　荧光定量ＰＣＲ

使用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ试剂盒进行第一链 ｃＤＮＡ的合成，其步骤
参照试剂盒使用说明。实验所用内参基因为１６Ｓ

ｒＲＮＡ。
　　采用软件 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ６．０设计引物，具体
引物序列见表１。所用引物均由宝生物工程（大
连）有限公司合成。

表１　目的基因与内参基因的引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｏｆｔａｒｇｅｔａｎｄｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｅｎｅｓ
引物名

Ｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

ＮＣＢＩ登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ
ＡＨＨ１Ｆ ｇｃｃｇａｇｃｇｃｃｃａｇａａｇｇｔｇａｇｔｔ 参考文献［２１］
ＡＨＨ１Ｒ ｇａｇｃｇｇｃｔｇｇａｔｇｃｇｇｔｔｇｔ
ＡｅｒＡＦ ｃｔｃｃａａｇａｔｃｃｃｇｇｔｇａａｇａ ＥＵ２５４２１７．１
ＡｅｒＡＲ ｇａａｇｃｃａｃｔｃａｇｃｇｔｃａｇｇｔａｈｙ
ａｈｙＢＦ ｃｔｔｃｇｇｃａａｃｇｔｇｇｔｇｔｔｃ ＤＱ１３７１３８．１
ａｈｙＢＲ ｃａｔｔｃｔｃｇｔａｇｔｔｇｃｇｇｃｔｇｔ
１６ＳＦ ｃｔｔｃｇｇｇａａｔｃａｇａａｃａｃａｇｇ Ｘ７４６７７．１
１６ＳＲ ｇｃｔｇｇｃａａｃａａａｇｇａｃａｇｇ

　　荧光定量 ＰＣＲ采用 ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ
（ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒进行。使用２μＬ的反
转录产物用于ＰＣＲ反应。在 ＰＣＲ管中加入下列
成分：ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ （２×）１２．５μＬ，
ＰｒｉｍｅｒＦ（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＰｒｉｍｅｒＲ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
１μＬ，反转录产物２μＬ，ｄＨ２Ｏ８．５μＬ。

反应条件：９５℃变性３０ｓ，９５℃５ｓ，６０℃３０
ｓ，４０个循环，溶解温度８５℃。
１．２．３　碳酸氢钠浓度与嗜水气单胞菌致病性关
系的研究

将ＡＴＣＣ７９６６株在碳酸氢钠浓度为 ０．０２４、
０．０４８、０．０７２和０．０９６ｍｏｌ／Ｌ的培养基中培养至
对数期后，４℃条件下 ８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
上清，用灭菌生理盐水悬浮，０．０２４、０．０４８和
０．０７２ｍｏｌ／Ｌ组做 １０倍稀释菌体浓度至 ２．４×
１０５ｃｆｕ／ｍＬ、０．０９６ｍｏｌ／Ｌ组５倍稀释至４．８×１０５

ｃｆｕ／ｍＬ。每个稀释浓度０．６ｍＬ，分别注射于健康
斑马鱼腹腔，每组３０尾，１０尾一个平行。观察并
记录４８ｈ内死亡数，并根据直线内插法计算半致
死量（ＬＤ５０）。实验所用斑马鱼均购自广州市威
记鱼行，暂养一周，鱼的死亡率不超过１０％可用
于人工感染实验。

１．２．４　数据处理
实验采用２－ΔΔＣｔ方法对不同碳酸氢钠浓度下

嗜水气单胞菌样品基因的表达水平进行相对定

量分析。实验数据采用平均值±标准差（Ｍｅａｎ±
ＳＤ）表示，利用单因素方差分析检测组间差异。
按照线性回归法计算 ＬＤ５０。实验数据使用 ＩＢＭ
ＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓＶ２０．０、ｅｘｃｅｌ进行分析。

８９１



２期 陈江凤，等：碳酸氢钠对嗜水气单胞菌致病性及其主要毒力相关基因表达的影响

２　结果与分析

２．１　不同碳酸氢钠对嗜水气单胞菌毒力基因表
达的影响

５个实验组ＡＨＨ１的表达与对照组之间均存
在显著性差异（Ｐ＜０．０５），０．０２４ｍｏｌ／Ｌ组和
０．０４８、０．０７２、０．０９６、０．１２０ｍｏｌ／Ｌ组均存在显著
性差异，０．０４８ｍｏｌ／Ｌ组和 ０．０７２、０．０９６、０．１２０
ｍｏｌ／Ｌ组均存在显著差异，但０．０７２、０．０９６、０．１２０
ｍｏｌ／Ｌ组之间差异不显著。除碳酸氢钠浓度为
０．０４８ｍｏｌ／Ｌ的实验组，另外 ４个实验组 ＡＨＨ１
的表达量随着碳酸氢钠浓度的增加而降低。随

着碳酸氢钠浓度的增加，ＡＨＨ１的表达量呈现逐
渐下调趋势（图１ａ）。
５个实验组 ＡｅｒＡ的表达与对照组之间均存

在显著性差异（Ｐ＜０．０５），０．０２４ｍｏｌ／Ｌ组与
０．０４８ｍｏｌ／Ｌ组之间差异不显著，０．０２４ｍｏｌ／Ｌ与
０．０７２、０．０９６、０．１２０ｍｏｌ／Ｌ组之间差异显著，
０．０４８ｍｏｌ／Ｌ组与０．０７２、０．０９６、０．１２０ｍｏｌ／Ｌ组
之间差异显著，０．０７２、０．０９６、０．１２０ｍｏｌ／Ｌ组之
间差异不显著（图１ｂ）。

添加了碳酸氢钠的嗜水气单胞菌的 ａｈｙＢ表
达量均显著低于对照组的表达量。０．０４８ｍｏｌ／Ｌ
组与０．０９６ｍｏｌ／Ｌ组之间差异显著，其他各实验
组之间差异均不显著（图１ｃ）。
２．２　碳酸氢钠浓度与嗜水气单胞菌致病性的关系

由图２可知，相比于对照组的嗜水气单胞
菌，添加了碳酸氢钠培养的嗜水气单胞菌对斑马

鱼的半致死量明显比对照组高，即碳酸氢钠浓度

范围在０．０２４～０．０９６ｍｏｌ／Ｌ时能降低嗜水气单
胞菌的毒力；而且随着碳酸氢钠浓度的增加，嗜

水气单胞菌对斑马鱼的半致死量呈现逐渐加大

的趋势，即毒力逐渐减小。

３　讨论

本研究表明，碳酸氢钠对嗜水气单胞菌的

ＡＨＨ１、ＡｅｒＡ和ａｈｙＢ基因表达具有一定影响。碳
酸氢钠浓度在０．０２４～０．１２０ｍｏｌ／Ｌ范围时，５个
实验组的 ＡＨＨ１、ＡｅｒＡ和 ａｈｙＢ基因表达量均显
著低于对照组。且随着碳酸氢钠浓度的增加，实

验组基因表达量呈递减趋势，与嗜水气单胞菌人

工感染斑马鱼的实验结果相符。由此可推测碳

酸氢钠可能是通过降低嗜水气单胞菌的溶血活

性及分解弹性蛋白的能力，降低细菌毒性。

图１　不同碳酸氢钠浓度下
嗜水气单胞菌毒力因子的表达

Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｖｉｒｕｌｅｎｃｅｆａｃｔｏｒｓｉｎ
Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａｇｒｏｗｉｎｇｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｏｄｉｕｍｂｉｃａｒｂｏｎａｔｅ

不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）
ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｓｍｅａｎｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓａｔＰ＜０．０５

图２　不同碳酸氢钠浓度添加下
嗜水气单胞菌的半致死量

Ｆｉｇ．２　ＬＤ５０ｏｆＡ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＮａＨＣＯ３

９９１
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　　ＡＨＨ１、ＡｅｒＡ和ａｈｙＢ都是嗜水气单胞菌重要
的毒力因子，在细菌致病过程中起重要的作用。

嗜水气单胞菌的感染过程包括：利用粘附因子粘

附宿主，借助外膜蛋白和孔蛋白入侵宿主，依靠

胞外蛋白酶固定在宿主破损的部位；合成分泌溶

血素等外毒素减轻宿主的免疫反应以及破坏红

细胞；夺取寄主的营养成分，导致溶血和出血，引

起宿主死亡［２２］。在整个感染过程中，嗜水气单胞

菌的外毒素和胞外蛋白酶在对宿主的入侵、溶血

和菌体本身的营养供应等方面起着极其重要的

作用。本次实验结果表明添加碳酸氢钠后溶血

素基因、气溶素基因和弹性蛋白酶基因的表达显

著下调。结合嗜水气单胞菌对斑马鱼的感染过

程推测碳酸氢钠可能是通过降低嗜水气单胞菌

的溶血活性和分解弹性蛋白的能力来降低细菌

毒性。在今后的研究中，可在此研究基础上继续

对嗜水气单胞菌的溶血素和气溶素进行提纯和

溶血特性分析，以及对弹性蛋白酶进行提纯分

析。

到目前为止，碳酸氢钠对细菌毒力影响的报

道不多，已有的研究表明，细菌中的某些蛋白质

能够感应环境中的碳酸氢钠，诱导某些毒力基因

表达，从而提高细菌的毒力和杀伤力［２３２４］。

ＢＡＳＥＬ等［２５］证实碳酸氢钠可以诱导霍乱弧菌的

毒力基因表达。本研究的结果和前人的研究结

果存在差异，究其原因可能是由于细菌的种类不

同，对碳酸氢钠的反应应答也不相同。研究表

明，气单胞菌可以根据不同的宿主和外部环境生

长条件，迅速调整和适应宿主的内部环境。同

时，在不同的条件下，还必须沉默一些基因，精确

的基因沉默和基因激活是气单胞菌致病性所必

需的。不同的基因对不同的环境信号做出响应，

或在多个信号同时出现时做出响应。许多环境

信号可以调节毒力基因的表达。毒力基因往往

也受多种条件的调控。这允许不同的基因对几

种不同的环境信号做出单独的响应，或对各种不

同的信号同时出现时做出应答。环境因子可在

多种层次上调节毒力基因的表达，包括转录的起

始和终止、ｍＲＮＡ的转换、翻译的起始以及翻译后
的修饰、蛋白质的转化和ＤＮＡ的结构［２２］。另外，

碳酸氢钠属弱碱性盐，加入液体培养基后能升高

其ｐＨ。碳酸氢钠使嗜水气单胞菌的毒力基因表
达下调，可能受到ｐＨ的影响。研究表明，在碱性

条件下（ｐＨ＝９．０），只有溶血素基因才能表达，气
溶素、外膜蛋白、粘附素等毒力基因的表达减弱

或停止［２６］。储卫华和陆承平也证实，ｐＨ过高不
利于胞外蛋白酶的产生［２７］。碳酸氢钠对嗜水气

单胞菌毒力基因表达的减弱作用是否与 ｐＨ有
关，仍需进一步研究。
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