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嗜水气单胞菌 J 一 1 株丝氨酸蛋 白酶基因克隆与序列分析
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摘要
:
根据 已发表的气单胞菌胞外蛋白酶基因核昔酸序列

,

设计和合成了一对引物
,

以嗜水气单胞菌 A IU 一 l 的

基因组 D NA 为模板
,

通过 Pc R 技术
,

扩增 到约 g oo bP 的丝氨酸蛋白酶基 因片段
,

并克隆到质粒载体 PG EM 一 T

中进行测序和分析
,

结果表明扩增的丝氨酸蛋白酶基 因片段与已发表的嗜水气单胞菌丝氨酸 蛋白酶 A heZ 的 同

源性有 87 %
,

扩增片段编码 343 个氨基酸
,

推测的分子量 为 35 7 00
,

计算机 软件分析表 明编码的氨基 酸有较高

的抗原性
,

可作为核酸疫苗 的侯选基因片段
。
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嗜水气单胞菌 (Ae ro mo nas
hyd ror hi la

,

An )是

引致水生动物疾病 的重要病原
,

给水产养殖业造

成极大的经济损失 [ ‘〕
。

嗜水气单胞菌的保护性抗

原很多
,

如 s层蛋白圈
,

外膜蛋白[3j
,

蛋白酶等
,

其

致病性与胞外致病因子有密切关系
。

嗜水气单胞

菌的胞外致病 因子有毒素
、

蛋 白酶
、

载铁体等
,

其

中毒素和蛋白酶是主要的致病因子闭
,

蛋 白酶能

引起组织的损伤
,

而毒素活性 的发挥需要蛋白酶

的酶解
,

才能使无活性的毒素前体活化成有活性

的毒素
。

由于嗜水气单胞菌的血清型很 多
,

因此
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灭活疫苗的效果受到限制
,

为解决这一问题
,

寻找

保护性抗原
,

以制备对不 同血清型的菌株均有保

护作用的疫苗势在必行
。

根据已经发表的蛋白酶

序列设计一对特异性引物
,

从嗜水气单胞菌 J 一 1

株中扩增得到丝氨酸蛋 白酶的部分序列
,

并对其

序列进行分析
,

以期为研制嗜水气单胞菌保护性

抗原的基 因工程疫苗奠定基础
。

材料与方法

1
.

1 供试菌株及质粒载体

嗜水气单胞菌 J 一 1 株 (Ah J 一 l) 系陈怀青等

从江苏省某养殖场患病的螂 (Ca
r
ra ssi us au ra 扭: )分

离鉴定 〔5 〕
,

由南京农业大学动物医学院兽医微生

物组保存
。

大肠杆菌 (E
.

。01 1)D H5
a

由本室保存
,

克隆载体 pG EM 一 T sys te m 购 自Pro m eg a 公司
。

A hl 一 1 接 种于营养肉汤培养基
。

2 8 ℃ 培养 24 h
,

大肠杆菌接种于 LB 培养基
,

37 ℃培养 12 一 2 0h
。

1
.

2 主要试剂

蛋白酶 K
,

为美国生命技术公司产品
, r

raq 酶

为宝生物工程 (大连 )有限公司产品
。

1
.

3 蛋白酶检测

采用脱脂奶平板法
。

将细菌接种在含 1
.

5 %

脱脂奶的 TA S 平板上
,

37 ℃培养 24 h
,

观察溶蛋白

圈
。

有透明圈的菌株
,

说明其产生蛋白酶
,

无透明

圈的
,

说 明不产生蛋白酶 t“J
。

1
.

4 PCR

引物设计 从 G en B an k 中读取鱼源 A 巨丝氨

酸蛋 白酶基 因 Ah eZ
,

随 后 利用 Pri me rs
.

0 在其

ORF 内高度保守序列中设计一对 引物
,

正引物 5
’

端加酶 B am H l切位点
,

反引物 5
’

端加 班lld l 酶

切位点
。

其序列为
:

上游引物 (Pl )
:

5
’ 一 a ttg g a te c e tg e c ta te g e ttc a g tte a 一 3

’

下游引物 (P2 )
:

5
’ 一 g e taag e ttg eatc

e g tg e e g ta ttc c 一 3
’

其中 Pl 与丝氨酸蛋 白酶基 因的 49
一
69 位核昔酸

相同
,

P2 与丝氨酸蛋白酶基因的 9 2 3 ~ 9 41 位的核

昔酸互补
。

这对引物可扩增出长度为 8 93 bP 的一

段 D NA 片段
。

引物 由宝生物工程 (大连 )有限公司合成
,

用

dd HZ o 按 50 p m ol
·

此
一 ‘稀释

,

一 20 ℃冻存备用
。

D NA 的提取 参照 文献 「7 ]稍加改进
,

步骤

如下
:

将过夜培养 的细菌液 1
.

sm L 10 00 0 r
·

m in
一 ’

离心 5而
n ,

沉淀用 5 67 凡 的 TE 缓冲液 (pHB
,

0) 重

悬
,

加人 50 拜L 的 1 0 % sD s 和 s 拌L 20叱
·

m L
一 ‘的

蛋白酶 K
,

充分混匀
,

37 ℃水浴 l h
,

加人 100 拼L S

mo l
·

L 一 ’ N aC I
,

充分混匀再加人 80 拼L CTAB
/ N aCI

溶液
,

混匀
,

6 5 ℃水浴 10 而
n ,

加 人等体 积 的氯

仿
: 异 戊 醇 (2 4 :

l) 混 匀
,

1 2 0 0 o r
·

而
n 一 ‘
离 心

10 m in
,

吸取 上 清 加 人 等体积 的 酚
:
氯仿

: 异

戊醇 (2 5 : 2 4 : i )
,

混匀
,

1 2仪刃r
·

而h 一 ‘
离心 lorni

n ,

吸取上清
,

加人 0
.

6 体积 的异丙醇
,

使 D N A 充分

沉淀
,

12 0 0 0 r
·

而
n 一 ‘离心 2 0 m in

,

沉淀用 70 % 的乙

醇洗涤 2 次
,

然后在室温下干燥
,

使 乙醇挥发
,

沉

淀用 5 0 拌L 的 T E (p珊
.

0 )溶解
。

PCR 扩增丝氨酸蛋 白酶基 因 在灭菌的 0
.

5

m L EP pe n
do rf 管中依次加入 10 x re ac tio

n
bu ffe

r lo

拼L
,

dNT P (2
.

5

~
1

·

L
一 ‘)8 拼L

,

引物各 1 拼L
,

T aq 酶

0
.

5 拼L
,

模板 l 此
,

超纯水补足 100 拼L; 然后采用 以

下步骤 进行 咒R 循环 : 9 4 ℃
,

6 0 5
,

5 5 ℃ 60 5 ,

7 2 ℃

90 5 ,

3 5 个循环
,

再 7 2℃ 维持 10而
n 。

PC R 产物于

l % 的琼 脂糖 进行 凝胶 电泳
。

PC R 产物 的纯化

G ib c o B R L 回收试剂盒 回收
。

.

1
.

5 丝氨酸蛋白酶基因的克隆

连接反应 使用 p G EM 一 T 载体
,

载体与外

源 D N A 的摩 尔比 1 : 3
。

1印L 连接反应体系
。

组

成如下
: 10 x bu ffe

r l拼L
,

pG EM 一 T 载体 一拌L
,

纯化

的 PC R 产物 5 拼L
,

T 4 连接酶 1 拼L
,

灭菌超纯水补

至 10 拼L
,

4 ℃连接过夜
。

大肠杆 菌 D H5
a

感受态的制备和转化 采用

c ac l: 制备 D HS
。 感 受态 细胞

,

在 含有氨 节青霉

素
、

x 一 G al 和 IPT G 的 LB 平板上挑取白色菌落
。

1
.

6 重组质粒的 PCR 鉴定

把初步筛选到的阳性克隆以碱裂解法提取质

粒
,

以质粒为模板
,

用引物 P1
、

咫 按前述方法进行

Pc R 扩增
,

电泳观察扩增结果
。

1
.

7 重组质粒测序

重组质 粒由宝生物工程 (大连 )有 限公 司测

序
。

正向引物 为 T 7 Pro m ot er
Pri me

r ,

反向 引物 为

SP6 Pr o m o te r Prim e r o

1
.

8 丝氨酸蛋白酶氨基酸序列预测

一级结构的预测用 D NAs tar 软件进行
r。

2 结果

2
.

1 PC R 法扩增结果

采用 Pl
,

咫 引物对嗜水气单胞菌 AhJ 一 1 株
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进行 PC R 扩增后
,

取 l 拼L 的扩增产物进行电泳
,

结果可检测到一条约 90 obP 带 (其 中有 1 8bP 为加

人的酶切位点和保护碱基 )(图 1 )
。

2
.

2 扩增产物的克隆和重组质粒的 P CR 鉴定

将扩增得到的约 g oo bP 的片段克隆到 pG EM

一 T 载体上
,

并转化到 D H 5a 感受态菌中
。

挑取

白色菌落
,

以碱裂解法提取质粒
。

以重组质粒
、

载

体质粒以及 八上J 一 1 基因组作模板
,

用引物 Pl
、

咫

进行 Pc R 扩增
,

重组质粒能扩增出 90 0 b p 的片段
,

载体质粒扩增结果为阴性
,

阳性对照 八山1 一 1 基 因

组扩增结果为阳性 (图 2 )
。

2 3 4 5 2 3 4 5

2 1洲〕~

1(X X】~
750 ~
S 刀~
2 50 ~

100 一

2以刃~
1《XX】~
7 50 ~
500

- 州卜

2 50 ~

的~

图 1 嗜水气单胞菌 A hJ 一 l 株

丝氨酸蛋白酶基 因扩增结果

Fi g
.

1 PC R re su lts o f AhJ 一 1 sen 口e 一 p r o te ase
ge

n e

L an e l
.

2砚洲X〕如 M a rk e r ; 2 一 5
.

p ro d u c ts o f 咒R

图 2 重组质粒 PC R 鉴定

Fl g
.

2 PC P an al ysis of th e re e

om bi n
an t Pl

a sm id

1
.

2
000

b p Mar ke r ; 2
.

载体质粒扩增结果
; 3

.

重组质粒扩增结果 ;

4 , 5
.

Ab J 一 1 基 因组扩增结果

L
姗

1
.

2以M〕b p Ma r ke r ; 2
,

PG EM 一 T am Plifi ed 勿 PCR ; 3
.

re e o m bin an t Pla s皿d a m PI访ed b y 咫R ; 4
,

5
.

咒R Pro du e ts o f A山】一 1

g e n o r n e

2
.

3 序列分析

重组质粒 D N A 序列测定结果显示 pGE M 一 T

的插人片段由 g n 个核昔酸组成
,

因该核昔酸序

列分离 自异育银卿 (Ca rra
s sius a u ra tu 。 ib elio )的嗜

水气单胞菌
,

取异育银卿拉丁文种名的首字母
,

将

其命名为 se ‘AJ (图 3 )
。

2
.

4 Ser CAI 核昔酸序列与其他细菌核昔酸序列

比较

用 B LA ST 在 Ge nB an k
、

EM[B L
、

D D B J 和 PD B

核酸序列库中对 SeIC Af 序列进行 同源性分析
,

结

果发现与嗜水气单胞菌丝氨酸蛋 白酶 An eZ 基 因

(AF 15 91 42 )有 8 7 % 的同源性
,

与杀蛙气单胞菌杀

蛙亚种丝 氨酸蛋 白酶 as pA (5 5 1 0 30 )有 84 % 的同

源性
,

与其他细菌的核昔酸序列也有一定 的同源

性
。

2
.

5
‘

丝氨酸蛋白酶结构预测

使用 D N A star 软件对所 扩增的 Se汇AI 核昔

酸序列进行分析
,

发现其编码一个 由 3 43 个氨基

酸组成 (图 4 )
,

分子量 3 57 00 的蛋白质
,

其中有 51

个带电荷的氨基酸 (K
,

R
,

D
,

E )
,

1 18 个疏水 氨基

酸(A
,

I
,

L
,

F
,

w
,

v )
,

l一。个极性氨基酸 (N
,

C
,

Q

s
,

T
,

Y )
,

等电点 (p l)为 5
.

3
,

具有抗原性
。

3 讨论

嗜水气单胞菌是我国淡水鱼重要的致病菌之

一
,

其不同菌株致病力不同
,

研究表明嗜水气单胞

菌的致病性与其胞外产物有着密切的关系
,

而其

胞外蛋白酶又是其中的不可缺少的致病因子
。

许

多研究都将蛋 白酶的产生与致病性联系在一起
。

c u

mb erb atc h 等囚发现
,

在细菌培养过程 中
,

丝氨

酸蛋 白酶抑制剂 (PM sF )可降低嗜水气单胞菌胞

外产物的毒性
。

K an ai 和 w ak ab aya sh i[
9〕报道

,

在

自然条件下将金属蛋白酶注射到豚鼠体内会导致

出血
。

Th un
e
等L侧 研究表 明

,

热敏感 丝氨酸蛋 白

酶(P1 )与中等热稳定蛋 白酶 (P3 )对鱿的半数致死

量分别为 3 愧
·

g 一 ’和 8 魄
·

g 一 ’。 H s u
等[l1 〕指 出

,

产弹性蛋 白酶多的 1 株菌株比产酶少的 9 株致病

性强
。

sak ai[‘2 〕研究表明
,

杀鲤气单胞菌突变菌株

毒力丧失与蛋 白酶缺失有关
。

将纯化的嗜水气单

胞菌的蛋白酶肌肉注射到异育银卿
,

导致注射部
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ACGTCGCAT叱TC CCGG CC GCCATG GCG GCCGCGGGAA TTCG A竹A竹GGATCCCTG CCTATCGCTT CAGTTCAG

GCAAGTG AGAGTTG CAc CC以竹GAc cG GCAA GG AAGC CGG cc TcG ATACCGGCCGC AG CAGCGCAGCG CGc TG CCTG C

CCGGCATCAAC CCGC TGC A姚ATCAG CAG TG GQ、CCTGCTC AACAG C揣CCAG AA TGCC竹CAGCTCCCGCGGCG GCGT

GGCAG GCAA CG AC口CAA CCT CT GGTG “CACA(二CGTACCGG CG TG CAG GG TC AG GG CATC AAcG TGGCCGTGGTGGAT

GAc GG CCTGGC CATC GCTCATcc GGAc 竹GGCa 汰C从TG TG cG CCCT GGCT CGAA GAA cG TGGTGACCG(; CAG TAG CG

ACCCCACCC比ACCG AT CCGGAC AG TGCTCACG( 二CACCTCGGTCTC CGGCCTGAT CGGGGCGGTCGACAA TAG CATCGG

CACCCTG GG GG TGGCCCCCCGTG TCCAGCTGCA( 子GGG TT CAA CCTGC TG GATG AG比CAG CAA GCAGCTG CAGAAA GAC

TGGATC TAT GCGCTG GGCGGCAGCACCGCCACC(子CCGACAA CCGGG TCTT CAA CCAG AGCT ACGGCATG AGCCTGGTG G

ATCCGCAAA GCGCCAGCGG GCT喘ATCA喘TT C了、GCTc GATCGCCT GTT CGAG CAGCAGAC CC AG CAGGCG CAGGG CGC

GGCCTACAT CAAGGCGGCA GG CAA CGG C竹CAA (二CGCATCGCCGCGGGTG ACTACA TG TT CAGCCGC AC CGGCGTCCTG

CCCAA GCT GCCG TTC GAG AA CAG CAA CATAGAC (芜CTC CAA CAG CAA C竹CTG GAAC CTGG TGG TG AGC GCCATCAA CG

CCG AC GGAATA CG竹CCTC CTA CTCCAG CG TCG (}CAGC AA CG TC竹CCTG AGCGCCCC CGG CG GGGAATACG GCAc GGA

TG CAA GCTTAG CAATCACT AGTGAA TT CG CGGC(二GC口GCAG GTCGACCATAT GGGAGAGCTCCCAA CGCG竹GGA TGC

ATAGCT

图 3 嗜水气单胞菌 J 一 1 株丝氨酸蛋白酶基因序列

Fi g
.

3 Seq u en e e o ;f s

eri n e 一 p r o te a se g en e of A b J 一 1

TSHAPG RHGGRGNSllGSLPIASV QA SES〔丁PLTGKEAGLDTGRSSAA RCL民INPLQD的洲LLNS 因NA FSSR

GGVAGND LNLWWAHRTGV QG QG INV AV V DD GLAIAH PDLADNV RPG SKNV V TG SSDPTPTDPDSAHGTS V SGLIGAV DN

S IGTLGVAPRV QLQG FNLLDERSKQLQKDWIYAL
,

GGSTATAI) NR V FN QSYGHSLV DPQSAS GLDQv QLDRLPE QQ TQQ A

QG AAYIKAAG NGFNR IAA GDYMFS RTGV LPKLPF
产ENSNIDPSNSNFWNLV V SAINAD G IRSSYSSV GSNV FLSAPGG EY

GTDASLAITSEFAA ACRST IWESSQRV GCIA

图 4 丝氨酸蛋白酶基因 se rC AI 推测的氨基酸序列

Flg
.

4 S eq l le n c :e of de du
e e d Pr o te in o f S e

rC AI

位组织液化
,

而整个胞外产物注人会引起更严重

的病理反应 [‘“〕
。

对于嗜水气单胞菌胞外蛋 白酶

的免疫原性
,

Has tin g 和 El lis 〔’4 〕用福尔马林灭活的

杀鲤气单胞菌胞外产物免疫家兔
,

发现毒素和蛋

白酶的抗体均产生
。

秦磊等〔‘5〕的研究 表明嗜水

气单胞菌蛋白酶与迟缓爱德华菌脱毒多糖对小鼠

有免疫保护力
。

蛋白质的性质主要取决于氨基酸序列和空间

构象
,

但一级结构决定高级结构
。

通过对嗜水气

单胞菌 An J 一 l 株的丝氨酸蛋白酶的氨基酸序列

的比较有助 于对蛋 白酶的高级结构和 功能的了

解
。

通过 B LA sT 进行同源性 比较
,

与另一丝氨酸

蛋白酶 A五eZ 的 同源性有 87 %
,

这 给疫 苗的研究

增加了一定 的难度
,

但 由于抗原的决定簇仅 由十

几个氨基酸决定
,

且扩增 的蛋 白酶片段 的氨基酸

有很高的抗原性
。

因此
,

可 以选用蛋 白酶保守部

分作为疫苗和诊断用品的抗原
。
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