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摘要! 将+C乙酰高丝氨酸内酯酶基因#'--.VJL.:$插入表达载体 N2W$DF构建了原核表达载

体 N2W$DF>'--.VJL.:" 转化大肠杆菌后筛选具有活性的重组子并对纯化的目的蛋白 ,GG(C

,/(: 的酶学性质进行了研究!同时研究了纯化的酶液对嗜水气单胞菌 ,W33<@:: 溶血素

#1]E56ISGK!1]E$&细胞肠毒素 #3I_5_5KGQ]K_]̂5_5bGK! ,S_$&胞外蛋白酶 #2b_̂FQ]66O6F̂

N 5̂_]FS]!2N$&丝氨酸蛋白酶#0]̂GK]N 5̂_]FS]!0N$及磷脂酶 ?̀5#?̀5SN`56GNFS],#!?̀5$等 " 个

毒力因子表达的影响" 结果表明!N2W$DF>'--.VJL.: 在大肠杆菌中大量表达+C乙酰高丝氨酸

内酯酶!纯化后的+C乙酰高丝氨酸内酯酶的最适作用条件为 N1D7%!!% [!在 N1:7% Y##7%

的范围内能够稳定的存在!在 D% [条件下保温 !% EGK后酶活力能够维持在 :"m以上%且该酶

对多种金属离子&化合物和中性蛋白酶都具有很好的抗性%该酶对多种底物都具有一定的降解

作用%以 !C5b5C3DC10-为底物时的 =

E

值为 %7%#" EE56>-%比活力为"D!7!! )>EL" +C乙酰

高丝氨酸内酯酶在培养 D `及 #$ `时对嗜水气单胞菌 " 个毒力因子的表达量都具有明显的下

调趋势#@i%7%"$" 本实验通过测定,GG(C,/(: 的酶学性质及证明,GG(C,/(: 可以通过降解

嗜水气单胞菌产生的信号分子来抑制其毒力因子的表达!从而为将其应用于水产环境及致病

性嗜水气单胞菌的生物防治奠定理论基础"

关键词! +C乙酰高丝氨酸内酯酶% 原核表达% 嗜水气单胞菌% 毒力因子测定

中图分类号! Z<D:% 0@#<7#&&&&&&&文献标志码',

&&细菌根据特定信号分子的浓度可以检测自身

或周围环境中其它细菌的数量变化+ 当信号分子

达到一定的浓度阈值时"能启动菌体中相关基因

的表达来适应环境中的变化"这一调控系统被称

为细 菌 的 群 体 感 应 系 统 # HO5 ÔE S]KSGKL"

Z0$

)# 9$*

"群体感应现象广泛存在于自然界中+

+C乙酰高丝氨酸内酯#,1-$是一类广泛存在于

革兰氏阴性细菌中调控群体感应系统的信号

分子)!*

+

目前根据碳链长度和 3

!

位的取代基不同可

将,1-信号分子分为 =% 多种)=*

"但这些信号分

子都具有相同的高丝氨酸内酯环和相似的调控机

制"其中信号分子达到特定的浓度是引发病原菌

表达致病因子的关键+ 如果能够降解 ,1-"使其

无法达到引发致病因子表达的临界浓度"病原菌

也就失去了其致病力)"*

+ 因此将 ,1-信号分子

作为细菌病害的新靶标位点"已经成为生物防治

细菌病害的一条新途径+

据报道"群体感应调控着水产动物主要病原

细菌的毒性基因的表达"如!嗜水气单胞菌及杀鲑

气单胞菌的 Z0系统中产生的 3=C10-#+C

PO_FK5I6C-C̀5E5S]̂GK]6FQ_5K]$可调控毒力因子

的表达): 9<*

+ 因此"控制病原细菌群体感应路径

成为近年来国际上兴起的鱼类细菌病防治的新手



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.
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段)< 9D*

"其中利用可以淬灭信号分子的淬灭酶来

淬灭病原细菌群体感应是重要举措之一+ +C乙

酰高丝氨酸内酯酶是一类研究最为深入(应用最

为广泛的淬灭革兰氏阴性细菌产生的 +C乙酰高

丝氨酸内酯#,1-$类信号分子的淬灭酶"此类淬

灭酶通过水解进入胞内的,1-分子的内酯键"降

低其浓度"使致病基因不能表达"从而阻止了病原

菌对宿主的侵染)@*

+

嗜水气单胞菌是引起人(畜共患病的重要病

原菌"也是导致水产养殖暴发性流行病的主要病

原菌之一"其毒力因子如溶血素(肠毒素(蛋白酶

及脂肪酶等"受群体感应系统中,1-信号分子的

调控)#% 9##*

+ 因此可以尝试利用 +C乙酰高丝氨酸

内酯酶降解其信号分子达到抑制嗜水气单胞菌毒

力因子表达的目的"最终实现对嗜水气单胞菌所

引起各类疾病的生物防治+

本实验在获得苍白杆菌#."%0#9'"&0*)SN7$

U$!# 来源 +C乙酰高丝氨酸内酯酶基因 # '--.V

JL.:$的基础上"尝试对其进行原核表达"并利用

实时荧光定量 ?3*技术检测该酶对嗜水气单胞

菌毒力因子表达的影响"为全面应用 +C乙酰高丝

氨酸内酯酶防治水产养殖细菌性病原菌奠定

基础+

#&材料与方法

!"!#材料

菌种与载体&&苍白杆菌U$!# 由中国农业

科学院生物技术研究所伍宁丰研究员馈赠'嗜水

气单胞菌,W33<@:: 购自中国农业科学院菌种保

藏中心#$%%D$'报告菌株 JE&*);<'"-;/+A\3""

#N'B!<$$ #N'B!D=$ #N'B=#%$由南京农业大学朱

军教授馈赠'大肠杆菌 V-$# 购自北京全式金生

物公司"质粒 N2WC$DF为本实验室保存+

培养基&&液体-V培养液"用于菌株活化'

,WEE培养基)#$*

"用于测定 +C乙酰高丝氨酸内

酯酶活+

主要试剂与仪器&&燕麦木聚糖(胰蛋白酶(

*

C糜蛋白酶(蛋白酶 A(枯草芽孢杆菌蛋白酶(胶

原蛋白酶(3=C10-(3:C10-(3<C10-(3DC10-(

3#%C10-(3#$C10-(3#=C10-(!C5b5C3:C10-(!C

5b5C3DC10-(!C5b5C3#%C10-(!C5b5C3#$C10-(!C

5b5C3#=C10-(!C̀IR 5̂bIC3#$C10-和 !C̀IR 5̂bIC

3#=C10-均购自 0GLEF公司+ ŴFH 酶(R+W?(各

种限制性内切酶及 *]8]̂ ŴF,Q]反转录试剂盒

均购自WFAF*F'N2,0\CW! 载体(;+,产物纯化

试剂盒(质粒小提试剂盒(细菌基因组提取试剂

盒(;+,产物胶回收纯化试剂盒(细菌总*+,提

取试剂盒均购自北京天根生化科技有限公司'

0\V*?̂]EGb 2b 3'I

"

购自 WFAF*F公司'连接

酶购自/K8G_̂5L]K公司"镍柱(去糖基化酶N/:# 1

购自+2V公司'其他试剂均系进口分装或国产分

析纯+ 本研究使用的主要仪器有?3*仪#W]Q̀K]

公司$'0;0C?,d2系统 #,FE]̂S̀FE N`F̂EFQGF

PG5_]Q̀$+

!"$#'--<?FC<P 基因片段的克隆与融合表达载

体的构建

利用WF66C?3*的方法从苍白杆菌中扩增得

到,GG(C,/(: 编码基因 '--.VJL.:+

设计引物 ,:C.!"sC3dd,,WW3,,,W333C

,Wd,,,W3d,d,33,dW3C!s',:C*! "sCWW,,C

d3dd33d3W3,dd33dWd3,dW3dC!s#划横线

的部分分别为N"# *

!

和 M#&

!

的酶切位点$"由

上海生工合成+ 以苍白杆菌 U$!# 基因组 ;+,

为模板"扩增目的片段+ ?3*反应条件!@" [预

变性 " EGK'@= [ !% S":$ [ !% S"<$ [ # EGK"共

!% 个循环'<$ [延伸 #% EGK+

用M#&

!

和 N"# *

!

双酶切目的片段 '--.V

JL.:"连接于同样经 M#&

!

(N"# *

!

双酶切的

N2WC$DF表达载体上"构建融合表达载体 N2WC

$DFR'--.VJL.:"转化大肠杆菌V-$#"阳性克隆送

北京擎科公司测序+

!"%#A..LHA]LP 目的蛋白的诱导表达及纯化

,GG(C,/(: 诱导表达目的蛋白&&挑取阳性

重组子接种于 " E--V液体培养基"!< [培养过

夜+ 按 $m的接种量扩培于 $%% E--V液体培养

基"当 (;

:%%

为 %7: Y%7D 时"加入终浓度为 #

EE56>-的/?Wd于 $% [诱导 #$ ` 后收集菌体+

将收集的菌体用 #% EE56>-的?V0清洗 # 次"液

氮冷冻 $ Y! EGK"超声破碎后离心收集上清即为

目的蛋白+

,GG(C,/(: 表达水平的检测&&参照文献

)#!*的操作方法进行操作+

,GG(C,/(: 目的蛋白的纯化&&将细胞破

碎后收集的上清液过镍柱纯化蛋白+ 选取 $%

EE56>-ŴGS(%7" E56>-+F36缓冲液分别加入

$%(=%(:%(D%(#%%($%%(!%% EE56>-不同浓度

$!*$



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

&&& 水&产&学&报 !" 卷

的咪唑"N1调至 <7:"配成不同浓度梯度的洗脱

液 +W,C%(+W,C$%(+W,C=%(+W,C:%(+W,CD%(

+W,C#%%(+W,C$%% 及 +W,C!%%+ 等体积梯度

洗脱后用 0;0C?,d2验证为单一条带后送天津

生物芯片技术有限责任公司进行一级质谱

分析+

!">#A..LHA]LP 酶学性质的测定

参照文献)#!*的操作方法进行操作+

!"O#添加A..LHA]LP 对嗜水气单胞菌毒力基因

表达量的影响

嗜水气单胞菌毒力因子的扩增及 ?3*验证

根据文献查找嗜水气单胞菌的毒力因子"最终选

取 " 个报道过受信号分子调控的毒力因子为研究

对象)#%"##"#=*

+ 再根据嗜水气单胞菌 ,W33<@::

基因组设计这 " 个毒力因子特异性引物及内参基

因0$#P的特异性引物#表 #$+

表 !#嗜水气单胞菌A&CCQdPP 内参基因及毒力因子特异性引物

&'("!#&6*+/*,.3.,/-.9*-+13F/%D81#$%-(' A&CCQdPP 3',01--*3*-*2,*'27-*3*-*2,*4*2*

基因

L]K]

d]KVFKc K57>

-5QOSWFL

引物名称!引物序列

N ĜE]̂KFE]!N ĜE]̂S]HO]KQ]

片段大小>PN

âFLE]K_SGl]

0$#P 3?%%%=:$>,1,~=%$D#S_FKRF̂R$ ,̀FC*N5VC!=$@.!,dddW,W3dd3d,d,,d,W3

,̀FC*N5VC!<<<*!3,ddWddWW3,,3WW3,d3,

!"%

'+& +3~%%D"<%>,1,~%D%= ,̀FCFS_C$:$.!d,d,Wdd3d3Wdd,,,,Wd3

,̀FCFS_C"D!*!3,W,ddWd3d,W,d3Wd,d3

!$$

%;) ,VA!:=$">,1,%=!D ,̀FC̀]EC$@".!W,W33d,33,,W33WdWW,33

,̀FC̀]EC:#"*!dW3,dddW33,ddWWdW,Wd

!$$

+$ \?~D"<#@">,1,~$:D< ,̀FC0NC$<:.!,dddW3,ddd3,W3,,3dWd

,̀FC0NC:$$*!33,33,dd3W3,W,33dW,d

!=D

;$ \?~D"<$$#>,1,~$<#! ,̀FC2NC$!:.!d,ddddd33WWd,W3,,d3

,̀FC2NC=D$*!,333d3W3dW3,3W3,333

$=D

$%# \?~D"=:!#>,1,~%#%= ,̀FC?̀5C#@.!W,3d33d3,dWWdW3,dWd

,̀FC?̀5C$"!*!dd,W,d33WdddW3dWdd,

$!"

注!1]E!溶血素(,S_!细胞肠毒素(2N!胞外蛋白酶(0N!丝氨酸蛋白酶(?̀5!磷脂酶+

+5_]S!1]E!1]E56ISGK",S_!3I_5_5KGQ]K_]̂5_5bGK"2N!2b_̂FQ]66O6F̂N 5̂_]FS]"0N!0]̂GK]N 5̂_]FS]"?̀5!?̀5SN`56GNFS],#7

&&嗜水气单胞菌Q;+,的获得&&将嗜水气单

胞菌,W33<@:: 按 #m接种于 -V培养基中"!%

[培养 D `后取 # E-于 #7" E-离心管中用天根

总 *+,提取试剂盒提取嗜水气单胞菌 ,W33

<@:: 的总*+,#操作方法参照试剂盒使用说明

书$+ 然后尽快将提取的总 *+,用 *]8]̂ ŴF

,Q]反转录试剂盒反转录成 Q;+,+ 反转录成

Q;+,的条件!!% [ #% EGK'=$ [ $% EGK'@@ [ "

EGK'= [ " EGK+ 用0$#P内参基因验证Q;+,的

反转录效果+

添加,GG(C,/(: 对嗜水气单胞菌毒力基因表

达量的影响&&将嗜水气单胞菌 ,W33<@:: 接

种于 =%% E--V培养基中混匀后分装 $ 瓶#每瓶

#@% E-$+ 然后分别向各瓶中加 #% E-酶液

#,GG(C,/(: $ 和 #% E-热灭活的酶液 #,GG(C

,/(:$+ 将其放入 !% [摇床中培养"每隔 = ` 取

样一次至 $= ` 结束+ 取出的样品分别测定其光

吸收值"同时将取出的样品 #$ %%% >̂EGK 离心 #

EGK后分别收集上清和菌体'收集的上清用于测

定样品中的淬灭酶剩余活性"收集的菌体用于嗜

水气单胞菌的总 *+,的提取#每组样品 ! 个平

行$"而后分别反转录成 Q;+,用 #VG5C*FR 的

GZ"$ZC?3*进行检测+ ZC?3*的检测体系为 $%

#

-!#%

#

-0\V* ?̂]EGb 2b 3'I

"

' $

#

-的

Q;+,模板'#

#

-#D EE56$的?#'#

#

-#D EE56$

的?$':

#

-的 RR1

$

(+ ZC?3*的检测条件为步

骤 #!预变性 @" [ ! EGK'步骤 $!三步法扩增 @"

[ $% S""$ [ !% S"<$ [ !% S=% 个循环'步骤 !!

熔解曲线从 :" [ Y@" [每 #% 秒上升 %7" [+

每个反应管均设置 ! 个平行"实验重复两次+ 将

实验所得结果用相对定量法# 9

22

?

_

法$

)#"*计算

毒力因子表达量的变化+

$&结果

$"!#'--<?FC<P 目的基因的获得

以苍白杆菌 U$!# 的基因组 ;+,为模板利

用?3*技术扩增得到 +C乙酰高丝氨酸内酯酶基

因#图 #$+ 结果显示"从菌株 U$!# 基因组 ;+,

!!*$
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中扩增得到一个约 D%% PN 左右的单一条带为目

的片段"命名为 '--.VJL.:+ '--.VJL.: 全长为

D#% PN"编码由 $:@ 个氨基酸组成的蛋白质"其推

导理论分子量为 !=7%D cO"等电点为 "7$=+ 所编

码的蛋白质命名为 ,GG(C,/(: #d]KVFKc K57

'+"<$%="$+

图 !#融合基因电泳图

U7# cP N6OS;+,标记' # Y!7+C乙酰高丝氨酸内酯酶基因

'--.VJL.:+

I.4"!#@:*,0-1/61-*+.+4-'/613'--<?FC<P

U7# cP N6OS;+,EF̂c]̂' # 9!7+CFQI6C̀5E5S]̂GK]6FQ_5KFS]

L]K]'--.VJL.:7

$"$#A..LHA]LP 的表达和纯化

为在体外研究 ,GG(C,/(: 的功能和酶学特

性"首先将目的片段连接 N2WC$DF表达载体在大

肠杆菌#NE"#(-$V-$#中进行表达+0;0C?,d2

检测表明 #图 $$"由 ,GG(C,/(: 编码的蛋白经

/?Wd诱导后在大肠杆菌 V-$# 中表达一个 !" cO

左右的蛋白与理论分子量一致+ 收集诱导后的菌

体"经超声破碎后 #$ %%% >̂EGK 离心 " EGK 取上

清镍柱纯化后得到单一条带的目的蛋白+ 将得到

的纯酶液置于含 # g?V0缓冲液的透析袋中"= [

过夜透析"而后用?2dD%%% 浓缩酶液"浓缩后的

酶液置于 = [冰箱备用+

图 $#A..LHA]LP 在大肠杆菌中表达

#7N2WC$DF空载体未加入/?Wd表达' $7N2WC$DF空载体加入

/?Wd诱导表达' !7N2WC$DFC'--.VJL.: 载体未加入 /?Wd表

达' =7N2WC$DFC'--.VJL.: 加入/?Wd诱导表达+

I.4"$#@X/-*++.1213A..LHA]LP .2G/"#(-

#7Ẁ]8FQFK_N2WC$DFJG_̀5O_]bN ]̂SSG5K' $7Ẁ]N2WC$DF

GKROQ_]R PI /?Wd' !7 Ẁ] N2WC$DFC'--.VJL.: JG_̀5O_

]bN ]̂SSG5K' =7Ẁ]N2WC$DFC'--.VJL.: GKROQ_]R PI /?Wd7

&&质谱分析结果如下!

图 %#大肠杆菌表达的KH乙酰高丝氨酸内酯酶质谱分析

I.4"%#WCH@G]HDGaDG'2':<+.+13-*,19(.2'20A..LHA]LP *X/-*++*7.2G/"#(-

$"%#A..LHA]LP 酶学性质的测定

温度与 N1值&&'--.VJL.: 编码的蛋白质

,GG(C,/(: 在 N1:7% Y#%7% 范围内具有活性"其

中 N1D7% 的条件下酶活最高"即 N1D7% 为,GG(C

,/(: 的最适 N1#图 =CF$',GG(C,/(: 在 N1范围

为 N1:7% Y#$7% 间都很稳定"可以保持 D%m以

上的酶活#图 =CP$',GG(C,/(: 在 % Y<% [范围内

有酶活"其中 !% [为最适作用温度"温度高于 :%

[时酶活仍保持在 !%m左右#图 =CQ$',GG(C,/(:

在 D% [保温 !% EGK后剩余酶活力为 :<7<#m#图

=CR$+

金属离子及相关化学试剂的抗性&&测定结

果表明"除0;0外其余离子或化学试剂对酶活没

有显著影响#表 $$+

中性蛋白酶抗性&&+C乙酰高丝氨酸内酯

酶,GG(C,/(: 对胰蛋白酶(

*

C糜蛋白酶(枯草芽孢

杆菌蛋白酶,(胶原蛋白酶具有极强的抗性"测定

结果表明"与上述中性蛋白酶混合处理 # ` 后其

剩余酶活力都为 @@7@%m'但与蛋白酶 A混合处

理 # `后其剩余酶活力都为 "%7#@m#图 "$+

%!*$
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图 >#A..LHA]LP KH乙酰高丝氨酸内酯酶性质

F(P(Q(R分别为+C乙酰高丝氨酸内酯酶的最适 N1(N1稳定性(最适温度及温度稳定性+

I.4">#&6**2V<9'0.,,6'-',0*-.+0.,13KH',<:H6191+*-.2*:',012'+*A..LHA]LP

F"P"QFKR R ]̂N ]̂S]K__̀]5N_GEOEN18F6O]"_̀]N1S_FPG6G_I"_̀]5N_GEOE_]EN]̂F_O ]̂FKR _̀]_]EN]̂F_O ]̂S_FPG6G_I 5a+CFQI6C̀5E5S]̂GK]

6FQ_5KFS]" ]̂SN]Q_G8]6I7

表 $#KH乙酰高丝氨酸内酯酶对相关化学试剂的抗性

&'("$#@33*,013-*:*E'20,6*9.,':.12+'27-*'4*20+01 KH',<:H6191+*-.2*:',012'+*

化学试剂

]̂FL]K_

相对酶活力>m ]̂6F_G8]FQ_G8G_I

# EE56>- #% EE56>-

化学试剂

]̂FL]K_

相对酶活力>m ]̂6F_G8]FQ_G8G_I

# EE56>- #% EE56>-

3A #%%7%% #%%7%%

+G0(

=

@@7D< @@7:%

+F36 @@7#% @@7#%

BK0(

=

#%% @@7<:

A36 #%%7## @@7:% ?P,Q #%% @@7<:

-G36 @D7#% @D7#%

.]36

!

@@7D< @@7:%

3F36

$

@@7<# @@7<:

UK0(

=

@@7<# @@7<:

UL0(

=

@D7D< @@7=#

,L+(

!

@@7!# @@7#@

3536

$

@@7<# @@7<: 0;0 D$7=@ <%7$%

3̂36

!

@@7!# @@7=#

1

CE]̂QFN_5]_̀FK56 @@7<# @@7=#

3O0(

=

#%%7$D @@7D@ 2;W, @@7<# #%%

3A #%%7%% #%%7%% 3A #%%7%% #%%7%%

图 O#KH乙酰高丝氨酸内酯酶中性蛋白酶抗性

#7对照"$7

*

C糜蛋白酶"!7蛋白酶A"=7胰蛋白酶A""7枯草芽孢杆菌蛋白酶":7胶原蛋白酶+

I.4"O#&6*-*+.+0'2,*1306*KH',<:H6191+*-.2*:',012'+*01 /-10*'+*+

#73A"$7

*

CQ̀IE5_̂INSGK"!7N 5̂_]GKFS]A"=7_̂INSGK""7SOP_G6GSGK":7Q566FL]KFS]7

&!*$
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## 期 张美超"等!淬灭酶,GG(C,/(: 酶学性质及对嗜水气单胞菌毒力因子的表达调控 &&

&&底物多样性&&+C乙酰高丝氨酸内酯酶

,GG(C,/(:对不同底物酶活力测定结果分别为3<C

10-#!#:7#= )>E-$(3DC10-##$:7#% )>E-$(

3#%C10-#$D<7<= )>E-$(!C5b5C3DC10-#D<<7%=

)>E-$(!C5b5C3#%C10-#$!$7#< )>E-$(!C5b5C

3#$C10-##<$7@= )>E-$(!C5b5C3#=C10-#$@7=:

)>E-$( !C̀IR 5̂bIC3#$C10-# $D7$% )>E-$( !C

5b5C3:C10-#%7@$ )>E-$'同时对 3=C10-(3:C

10-也具有一定的降解作用"但对 3#$C10-(!C

`IR 5̂bIC3#=C10-(3#=C10-降解作用不明显+

动力学测定&&+C乙酰高丝氨酸内酯酶

,GG(C,/(: 的动力学测定结果为 C

EFb

e#$#7@"

KE56>#EL.EGK$"=

E

e%7%#" EE56>-+

比活力测定&&+C乙酰高丝氨酸内酯酶

,GG(C,/(: 的比活力为 "D!7!! )>EL+

$">#添加A..LHA]LP 对嗜水气单胞菌毒力基因

表达量的影响

以嗜水气单胞菌 ,W33<@:: 的基因组 ;+,

为模板利用?3*技术分别扩增得到 %;)('+&(;$(

+$($%#等 " 个毒力因子的基因片段及内参基因

0#$P的基因片段+

提取嗜水气单胞菌 ,W33<@:: 的总 *+,"

而后迅速用反转录试剂盒将提取的 *+,反转录

成Q;+,"再以Q;+,为模板用 0#$P 基因引物验

证Q;+,的反转录质量#图略$+ 结果表明在 !"%

PN处得到单一条带+

嗜水气单胞菌生长曲线的绘制"分别测定添加

,GG(C,/(:及等量灭活 ,GG(C,/(: 为对照培养了

=(D(#$($= `的嗜水气单胞菌菌液的光密度值#图

:$"结果表明"在分别添加,GG(C,/(: 与等量灭活

,GG(C,/(:为对照培养 % Y$= `"菌液的光密度值

没有明显差异#@h%7%"$+

图 P#嗜水气单胞菌A&CCQdPP 生长曲线

KS!无显著性差异

I.4"P#?-1506,8-E*13F/%D81#$%-(' A&CCQdPP

KS!K5 SGLKGaGQFK_RGaa]̂]KQ]

&&将分别添加 ,GG(C,/(: 及等量灭活 ,GG(C

,/(: 为对照培养了 %(=(D(#$($= ` 的嗜水气单

胞菌离心取上清分别测定其剩余,GG(C,/(: 酶活

力#图 <$+ 结果表明"其剩余酶活力分别为 #7:D(

#7:=(#7$$(%7D<(%7:# )>E-'同时收集各时间点

的菌体分别提取嗜水气单胞菌 ,W33<@:: 总

*+,"用琼脂糖凝胶电泳验证结果表明分别在

@%% 和# "%% PN处有两条目的片段即 #:0*+,和

$!0*+,"而后迅速用反转录试剂盒将提取的

*+,反转录成Q;+,"再以这些 Q;+,为模板用

实时定量 ?3*的方法检测嗜水气单胞菌 " 个毒

力因子表达量的变化"结果表明"在添加淬灭酶培

养 = ` 时 1]E(,S_(0N 这三个毒力因子表达量没

有明显的变化"毒力因子 ?̀5 的表达量显著性下

调#@i%7%"$"因子2N的表达量呈现明显的上调

#@i%7%"$'但培养 D(#$ ` 时 " 个毒力因子表达

量均呈现显著性下调#@i%7%"$'在培养 $= ` 时

1]E(,S_这两个毒力因子的表达量仍然呈显著性

下调#@i%7%"$"但 2N(0N(?̀5 这三个毒力因子

的表达量调控呈明显上调#@i%7%"$+ 从得到的

结果看"+C乙酰高丝氨酸内酯酶 ,GG(C,/(: 起到

了抑制该原菌毒力因子表达量的作用+ $= `时可

能是由于添加 +C乙酰高丝氨酸内酯酶的活力有

所降低使得调控毒力因子的能力有所减弱"从而

导致部分毒力因子的表达量上调+

!&讨论

本研究报道的 +C乙酰高丝氨酸内酯酶与其

他已报道的芽孢杆菌来源的 +C乙酰高丝氨酸内

酯酶基因的相似性只有 #$m左右+ 通过酶学性

质研究表明"该酶的最适 N1为 N1D7%"最适温度

为 !% ["与已报道的 +C乙酰高丝氨酸内酯酶的

最适 N1及温度一致)#: 9#<*

"但本实验报道的+C乙

酰高丝氨酸内酯酶具有更好的热稳定性"在 D% [

处理 !% EGK 后酶活剩余 :<7<%m左右"比张美超

等)#!*报道的+C乙酰高丝氨酸内酯酶的比活力高

百倍以上"因此具有较高的实际应用价值+

目前"将+C乙酰高丝氨酸内酯酶应用于植物

病原菌的生物防治中已取得一定的进展+ ;(+d

等)#D 9#@*研究表明芽孢杆菌来源的 '--J基因表达

的 +C乙 酰 高 丝 氨 酸 内 酯 酶 ,GG, 可 以 使

@;"&#9'"&;0-*)"'0#&#F#0*)03d# 分泌的胞外酶

显著降低'将'--J基因转入烟草和马铃薯结果表

'!*$
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图 Q#添加A..LHA]LP 对嗜水气单胞菌A&CCQdPP O 个毒力基因表达量的影响

F"P"Q"R"]代表存在显著性差异"字母相同差异不显著"字母不相同差异显著+ ,71]E"V7,S_"372?";70N"27?̀5+

I.4"Q#@33*,0+13A..LHA]LP 1206*4*2**X/-*++.1213E.-8:*2,*3',01-+.2F/%D81#$%-(' A&CCQdPP

F"P"Q"R"]E]FK SGLKGaGQFK_RGaa]̂]KQ]S7Ẁ]SFE]6]__]̂ ]̂N ]̂S]K_K5 SGLKGaGQFK_RGaa]̂]KQ]7

明"在转入 '--J基因的烟草叶片和马铃薯块茎上接

种病原菌"不出现病斑或显著推迟病斑的出现'将

'--J基因转化J"-:#F#0',"-&0*((-后显著降低了菌

株信号分子的产生和致病性)$%*

'近几年"将+C乙酰

高丝氨酸内酯酶应用于水产病原菌的防治中也有

一些报道+ 如将+C乙酰高丝氨酸内酯酶基因与木

聚糖酶基因融合后进行表达的融合蛋白 0-$V中

的+C乙酰高丝氨酸内酯酶对锦鲤鱼肠液具有一定

的抗性)#!*

'312+等)#<*研究发现芽孢杆菌来源的

+C乙酰高丝氨酸内酯酶,GG,CV"=: 可延缓嗜水气

单胞菌,W33<@:: 对锦鲤的侵染+ 因此"将+C乙

酰高丝氨酸内酯酶应用于水产养殖病原菌的生物

防治中具有较强的实际意义+

利用+C乙酰高丝氨酸内酯酶降解信号分子来

达到生物防治致病性嗜水气单胞菌成为我们研究

的目的+ 本实验选取的嗜水气单胞菌 ,W33<@::

为全基因组测序的菌株"其遗传背景清楚)$#*

"其基

因组中具有 -Ob/>*同源蛋白)$$*

"而 -Ob/是合成

+C乙酰高丝氨酸内酯类信号分子的合成酶"-Ob*

是+C乙酰高丝氨酸内酯类信号分子的受体蛋

白)$$ 9$!*

"用检测菌株A\3""检测其产信号分子的

产生实验中证明了上述结论)$=*

'同时"嗜水气单胞

菌,W33<@:: 具有产生溶血性(肠毒性和细胞毒

性等生物学活性因子的溶血素基因(胞外蛋白酶基

因(细胞肠毒素基因"具有直接致病性或活化其他

致病因子的丝氨酸蛋白酶基因)##*

"以及具有细胞

毒性及微弱溶血性的磷脂酶等)$" 9$<*毒力因子+

综上所述" 本研究选取嗜水气单胞菌

#!*$
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## 期 张美超"等!淬灭酶,GG(C,/(: 酶学性质及对嗜水气单胞菌毒力因子的表达调控 &&

,W33<@:: 的 " 个毒力因子为研究对象"利用实

时定量?3*技术检测添加 +C乙酰高丝氨酸内酯

酶对毒力因子表达量的影响+ +C乙酰高丝氨酸

内酯酶对嗜水气单胞菌致病基因具有一定的下调

作用"可以降低其致病性毒力因子的表达量以达

到生物防治致病性嗜水气单胞菌对其宿主的侵染

及毒害"同时该研究也为将其应用于对致病性嗜

水气单胞菌的生物防治奠定理论基础+

此外"本研究分离(纯化得到的+C乙酰高丝氨

酸内酯酶可应用水产养殖环境"利用实时定量?3*

技术检测证明"该酶对嗜水气单胞菌的致病因子具

有下调作用"因此"将该酶应用于水产养殖中致病

性嗜水气单胞菌的生物防治具有潜在的应用前景+
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8ĜO6]KQ]5aJ;0#)#/'+%1:0#$%-(' 'C#)'*7*]S]F̂Q̀

GK 4]_]̂GKF̂I 0QG]KQ]"$%%<"D!#$$!#"% 9#":7

)##*&A1,',+31/VA"01,'"A(B-(4,24";&'(7

+C,QI6̀5E5S]̂GK] 6FQ_5K]S GK8568]R GK HO5 ÔE
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