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高丝氨酸内酯酶 %̂G]= 对嗜水气单胞菌 $FG&

浸浴攻毒斑马鱼保护效应的研究
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摘要! 为评价斑马鱼口服高丝氨酸内脂酶 &)7;6 对嗜水气单胞菌 %!71 浸浴攻毒的保护效应!

实验设置基础料与实验料两组饲料!实验料是在基础料中按 / #5M 饲料添加 %酰基高丝氨酸

内酯酶 &)7;6"以下简称 &)7;6#!通过高浓度"217 <13

8

AT>59'#及低浓度"310 <13

8

AT>59'#

两组剂量的嗜水气单胞菌 %!71"以下简称 %!71#分别浸浴攻毒斑马鱼!在 12 =$29 =$/ @$0 @

和 19 @ 取鳃丝$肠道壁$肝和肾样!采用实时荧光定量 6-$法检测取样器官中 %!71 量!并统计

攻毒周期内的死亡率!来评价高丝氨酸内酯酶 &)7;6 的保护力& 结果显示(在攻毒周期内所取

组织内均检测到 %!71!按菌数肠 D鳃 D肝 D肾!其中高 %!71 剂量未加酶组各组织 %!71 数量均

分别明显高于低剂量处理组& 在高剂量攻毒条件下!加酶组各组织 %!71 数量均显著低于未加

酶处理组"=A3137#!鳃除外'在低剂量攻毒条件下!未加酶组的 %!71 数量在鳃 "/ @#$肠

"317$1$/$0 及 19 @#$肝"/ @#和肾"0 @#显著高于加酶组"=A3137#!其余差异不显著"=D

3137#& 此外无论在高$低剂量攻毒条件下!加酶组的死亡率均低于未加酶组!其中低剂量攻

毒 0 @ 及以后其死亡率显著低于对照 "=A3137 #& 结果表明!口服 &)7;6 可以有效预防

%!71

*

310 <13

8

AT>59'范围内的侵袭&

关键词! %酰基高丝氨酸内酯酶' 嗜水气单胞菌' 浸浴攻毒' 实时荧光定量 6-$

中图分类号! *;9/444444444444 文献标志码(&

44嗜水气单胞菌 #;/%-8-,$&H*"%-+H'2$$属革

兰氏阴性菌"是我国淡水养殖鱼类爆发性流行病

主要病原"给我国水产养殖业带来巨大经济损

失
&1 52'

( 近年来研究表明"该菌的致病性与其所

产生的血溶素)气溶素)基质金属蛋白酶)生物膜

形成)*层蛋白)胞外酶等多种毒力因子有关"而

这些毒力因子 #或部分$受到其分泌信号高丝氨

酸内酯 %7丁酰高丝氨酸内酯 #-97+*'$和 %7己

酰高丝氨酸内酯#-67+*'$的调控
&/ 57'

(

人们已经从一些原核生物和真核生物中鉴定

出一些群体感应 #以下简称 I*$淬灭酶和抑制

剂"研究表明"I*淬灭酶可以降解细菌 I*系统

的信号分子 &+'"干扰细菌 I*系统"抑制病原菌

毒力基因表达"该类酶主要包括酰基高丝氨酸内

酯酶和酰基高丝氨酸氨基转移酶
&6 58'

( 陈瑞东

等
&;'

采用嗜水气单胞菌 #;/%-8-,$&H*"%-+H'2$

&D--0;66$与%7酰基高丝氨酸内酯酶8796 腹腔

注射鲤##*+%',(&!$%+'-$"可以显著提高存活率"

但是由于该酶在室温条件下保存不稳定"且腹腔

注射方式很难大规模在水产养殖中实施应用( 张

美超等
&13'

用来源于苍白杆菌的 %7酰基高丝氨酸

内酯转移酶 &)"6 与嗜水气单胞菌#;4H*"%-+H'2$

&D--0;66$共培养"同时监测溶血素)细胞肠毒

素)胞外蛋白酶)丝氨酸蛋白酶及磷脂酶 6=/ 等 7

个致病因子的表达情况"结果表明在共培养 8 =

12 = 时 &)"6 对毒力因子的表达都具有明显的下

调作用 #=A3137$( -2/ 等
&11'

研究获得 %7酰基

高丝氨酸内酯酶 &)7;6"酶学性质研究表明较适
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宜于水产养殖环境应用"有效性及剂量效应实验

结果表明该酶的添加量为 /13 =913 #5M 饲料(

但该研究尚需完善之处包括!#1$攻毒用嗜水气

单胞菌浸浴浓度选择单一"缺乏不同浓度间比较"

无法反应复杂的生产实践环境%#2$缺乏靶组织

病原菌丰度变化数据"产生保护效应的生物学基

础不清晰( 因此"本研究拟丰富这两处的数据"为

&)7;6 水产养殖实践应用提供支撑(

14材料与方法

&'&(攻毒菌株

嗜水气单胞菌 %!71 #%!71$从患病鲫鱼体内

分离"由南京农业大学刘永杰老师提供"'8培养

基 28 L恒温培养 29 =(

&'!(溶血素部分基因获得及 ZG.>)引物设计

根据 %-8)上提交的嗜水气单胞菌溶血素序

列"用 H,B& 913 软件找到保守区"设计特异性

引物"扩增出其保守区序列"将目的基因连接

K,2;N D/ 载体"挑选出阳性克隆测序"将获得的

溶血素基因序列用 6F:9?F6F?9:?F713 软件设计

I76-$特异性引物"并通过 %-8)数据库进行同

源比对验证( 引物序列由北京擎科新业生物科技

有限公司合成"引物序列见表 1(

表 &(荧光定量 .>)引物

+,-'&(+92D/012/367/6B47/23"2C"2M4,C808,80E2.>)

引物名称

KF:9?F329?

引物序列

KF:9?F;?Q>?3A?

+?9/0N;:3 I( 7P-D&--&--&--D---DBD-B-&&D--/P

+?9/0N;:3 I$ 7PD--&BD---&--&-DD-&-DD-&---/P

&'*(实验用鱼

实验用斑马鱼#.$,'- %/%'-$购自北京中蔬大

森林市场"选取 /3 日龄左右的健康斑马鱼 1 333

尾"暂养于中国农业科学院饲料研究所农业部饲

料生物技术重点开放实验室水产养殖室内( 每天

换水 13E"投喂基础饲料 1 次#饱食$"暂养 19 @

后开始实验"实验期间水温维持在 27 =28 L(

&';(实验饲料

实验设计基础料和实验料( 实验料是在基础

料里加入来源于芽孢杆菌 &)7;6 原核表达纯化的

%酰基高丝氨酸内酯酶"使其最终酶活为 / #5M

饲料"酶活测定参考文献&;'的方法"饲料配方见

表 2(

表 !(基础饲料原料成分及配比

+,-'!( Ĉ@/2502C83%67/14B,087C67/892

-,3,B5028 _

原料

:3MF?@:?3G;

组成

A/9K/3?3G

脱脂鱼粉 T:;= 9?20 99163

大豆粕 ;/NO?23 9?20 29133

面粉 T0/>F 29133

豆油 ;/NO?23 /:0 2133

磷酸二氢钙 A20A:>9 @:=N@F/M?3 K=/;K=2G? 2123

.A磷酸酯 92M3?;:>92;A/FON0K=/;K=2G? 3113

硅型氯化胆碱 ;:0:A/3 A=/0:3?A=0/F:@? 31/3

多矿 &12'

9:3?F209:S

3123

多维 &12'

J:G29:3 9:S

3123

膨润土 O?3G/3:G? 2193

&'<(实验设计

实验设计 6 个处理组"分别是 &!饲喂基础饲

料"8!饲喂含淬灭酶基础料"-!饲喂基础饲料 ?

217 <13

8

AT>59'%!71 浸浴攻毒"4!饲喂含淬灭

酶基础料 ?217 <13

8

AT>59'%!71 浸浴攻毒",!

饲喂基础饲料 ?310 <13

8

AT>59'%!71 浸浴攻

毒"(!饲喂含淬灭酶基础料 ?310 <13

8

AT>59'

%!71 浸浴攻毒( 预实验表明嗜水气单胞菌浸浴

攻毒半致死剂量#19 @$为 119 <13

8

AT>59'"为了

评估 &)7;6 酶保护效应"因此选择 2 倍半致死剂

量与 152 半致死剂量的 %!71"分别是 217 <13

8

和

310 <13

8

AT>59'( 每个处理组 8 个平行"其中每

组 7 个平行用于攻毒结果观察"另外 / 个平行用

于取样( 13 '实验缸加入经曝气处理的自来水

/ '"放入 23 尾斑马鱼"每隔两天换水并重新加入

新培养 %!71 菌株( 实验鱼每天于 ;!33 和 17!33

进行饱食投喂"发现死鱼立即捞出"并记录(

&'=(采样处理

在实验的 317)1)/)0)19 @ 时"从每个取样缸

内取出 2 尾斑马鱼( 在无菌条件下剖取鳃丝)肠

道壁
&12'

)肝)肾组织"将同组组织样等量混合"使

用匀浆器研磨充分" 523 L保存(

&'L(#$%提取

4%&提取方法采用溶菌酶与 -D&8联用

法
&1/'

"其步骤如下!样品中加入 233

#

'13 9M5

9'溶菌酶"/0 L保温 1 ="再加 7

#

'23 9M59'

蛋白酶 C混匀" /0 L保温 1 =%再加入 1 9'

-D&8裂解液#2E -D&8"119 9/05'%2-0"3132

9/05',4D&"311 9/05'DF:;7-0"312E巯基乙

7;
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醇"2E*4*$于 67 L保温 2 ="每隔 /3 分钟轻轻

上下摇 匀( 再 加 等 体 积 的 酚) 氯 仿) 异 戊 醇

#27C29C1$"置于 13 333 F59:3 离心 7 9:3"取上清

液加 1 倍体积的乙丙醇和 1513 体积的 %2&A# K+

916$"于 523 L下静置 13 9:3 后于 12 333 F59:3

离心 13 9:3( 将提取的 4%&采用 D:23M?3 普通

4%&产物纯化试剂盒纯化"117E琼脂糖胶检

测 4%&(

&'\(荧光定量 .>)

*Y8$B$,,%购于东阳纺"荧光定量 6-$

反应体系为 23

#

'"13

#

'92;G?F9:S"317

#

9/05'

+?9/0N;:3 I("317

#

9/05'+?9/0N;:3 I$"1

#

'

模板( 实时定量采用两步 6-$扩增法" ;7 L

13 ;"预变性";7 L 7 ;"63 L /3 ;"循环数 93"反

应结束后"对获得的信号和数据进行处理(

标准曲线的制备"将标准品质粒作 13 倍系列

稀释( 得到 13

8

)13

0

)13

6

)13

7

)13

9

)13

/

A/K:?;5

#

'

系列标准模板( 采用引物进行荧光定量 6-$"得

到各自的 #

G

值"以 #

G

值为纵坐标"以起始模板浓

度的对数为横坐标"制作标准曲线(

&'](数据分析

数据用 *6**1213 软件进行方差分析"显著

性分析采用单因素方差分析"显著性水平设 =A

3137(

24结果

!'&(溶血素部分基因获得及 ZG.>)引物设计

以嗜水气单胞菌 %!71 基因组 4%&为模板

顺利获得 %!71 溶血素部分基因序列 #图 1 $ "测

序结果表明其为嗜水气单胞菌的溶血素基因"

与已报的嗜水气单胞菌 &D--0;66 同源性为

;0E"通过 6F:9?F6F?9:?F713 软件进行引物设

计"设计结果见表 2( 验证结果表明"&)8两个

对照组在 /7 个循环以后才出现目的条带"%!71

攻毒在 /3 个循环内就可被检测"另基线选择位

点 /2 个循环阈值"因此 &)8组的结果未能体

现"同时证明嗜水气单胞菌在正常鱼体内含量

很低#图 2"图 /$ (

图 &(嗜水气单胞菌 $FG& 溶血素部分基因测序结果

?0@'&(.,/80,B32M42C"2/234B876#&9:"5869)7' $FG& 9217B:30C

!'!(组织样病原菌丰度检测

实时荧光定量 6-$测定斑马鱼经浸浴攻毒

19 @ 内鳃)肠)肾)肝组织中 %!71 菌数见图 2( 结

果表明"各组织内 %!71 丰度随着取样时间发生变

6;
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化"总趋势肠 D鳃 D肝 D肾"其中高剂量攻毒未加

酶组组织样检测到的病原菌 %!71 丰度高于低剂

量处理组(

在高剂量攻毒条件下"鳃 %!71 丰度处于

13

/

=13

9

"在 317 和 1 @ 时加酶组 %!71 丰度明显

低于未加酶组#=A3137$"/ 和 19 @ 时无明显差

异#=D3137$"而 0 @ 时加酶组却显著高于未加酶

组#=A3137$%肠未加酶组 %!71 丰度均明显高于

加酶组#=A3137$"未加酶组 %!71 丰度随着取样

周期呈下降趋势"而加酶组 %!71 丰度基本维持不

变%肝 %!71 趋势更明显"随取样周期未加酶组

%!71 丰度呈显著下降趋势"且未加酶组 %!71 丰

度均显著高于加酶组 #=A3137 $ %肾不加酶组

%!71 丰度均高于加酶组#=A3137$ "且 0 @ 加酶

组与不加酶处理的 %!71 丰度均显著高于其它取

样时间点#=A3137$ #图 2$ (

在低剂量攻毒条件下"鳃 %!71 丰度在 13

/

左

右"未加酶组在 3 =1 @ 时呈上升现象"而后呈缓

慢下降趋势"317)1 和 0 @ 时加酶组 %!71 丰度显

著低于未加酶组 #=A3137 $%肠 %!71 丰度为

13

/

=13

7

"取样周期内不加酶组 %!71 丰度均显著

高于加酶组#=A3137$"其中未加酶组在 1 和 / @

时缓慢下降"0 @ 时显著上升#=A3137$"而 19 @

时又恢复到攻毒后初始水平%肝 %!71 丰度无论加

酶与否均维持于 13

2

水平"除 / @ 时未加酶显著上

升外#=A3137$"其余时间点均无显著差异#=D

3137$%肾 %!71 丰度在 317 =/ @ 时呈缓慢下降趋

势#=D3137$"0 @ 时加酶与不加酶组 %!71 呈显

著上升趋势#=D3137$"而 19 @ 时恢复到 / @ 水

平"整个攻毒周期内加酶组 %!71 丰度均显著低

于未加酶组#=A3137$ #图 2$ (

图 !($FG& 浸浴攻毒斑马鱼实时荧光定量 .>)检测各组织嗜水气单胞菌丰度

肩标不同字母的表示差异显著#=A3137$ (

?0@'!(+92M4,C80B,80E2/234B8376#&9:"5869)7' -: M4,C80,C80E2

/2,BG8012.>)0CR2-/,60397/@,C3,682/-,89"9,BB2C@2

&@:TT?F?3G0?GG?F2O/J?G=?A/0>93;U:G= 2T:M>F?9?23;;:M3:T:A23G@:TT?F?3A??S:;G?@#=A3137$1

!'*(浸浴攻毒死亡统计

通过 %!71 浸浴攻毒评价淬灭酶对斑马鱼的

保护效率"&)8组在实验过程中均无死亡现象出

现"表明淬灭酶 &)7;6 对鱼体无毒性 #图 /$( 在

%!71 攻毒后的 2 =7 @ 时间内攻毒处理组的死亡

率呈急剧上升趋势"在 6 =; @ 时间段内死亡情况

有所趋缓"至 13 @ 后趋于稳定( 低剂量攻毒各组

中"饲喂酶的斑马鱼#(组$死亡率与对照饲料 ,

组相比在 0 @ 后的死亡率呈显著性下降 #=A

3137$%高剂量攻毒各组"4组死亡率略低于 -组

#= D3137$(

0;
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图 *(斑马鱼各处理组浸浴攻毒累积死亡率

"

表示 ,与 (处理组在取样点内差异显著(

?0@'*(+92"414B,80E217/8,B08: /,8276

R2-/,6039-: -,89"9,BB2C@2

"

9?23 G=?;:M3:T:A23G0N @:TT?F?3A?;2F??S:;GO?GU??3 ,23@ (

MF/>K 2GG=?;29K0?@ K/:3G1

/4讨论

本研究通过嗜水气单胞菌的毒力因子血溶素

基因作为待检靶基因成功实现了鱼体各组织嗜水

气单胞菌的定量"具有检测快)敏感性高)特异性强

等优点"最小检出率达到 133 AT>59'水平( 这一

方法早前已应用于不同环境样的定性或定量检测"

显现对于常规细菌培养分离技术的明显优

势
&1"19 517'

"因此该方法的实施为快速准确定量分析

不同环境中嗜水气单胞菌的丰度提供了保障(

研究表明"水产动物的体表)鳃及肠道是病原

菌的首要入侵部位"然后再进入肝脏)脾脏)肾脏

或皮下等各组织器官"最终实现感染致死
&16 51;'

(

本研究中通实时荧光定量 6-$在斑马鱼各组织

器官中均检测到受试病原菌"其总丰度趋势肠 D

鳃 D肝 D肾"显示肠道是嗜水气单胞菌在斑马鱼

中的主要侵染部位( 鳗鲡感染嗜水气单胞菌在

6)29 和 98 = 取肠道样"通过免疫组织化学定位法

发现在 98 = 内随着感染时间变化其肠道组织中

嗜水气单胞菌数量呈现上升趋势
&10'

"本研究中高

剂量攻毒条件下在感染的 29 = 内亦发现类似结

果( 研究表明嗜水气单胞菌的病灶主要在肝)肾

两器官"而对肠的影响较小
&23 52/'

"这与本实验结

果相符合!攻毒初期虽然肠道内检测出大量嗜水

气单胞菌"而其死亡率却维持在较低水平(

近些年"以降解革兰氏阴性菌群体感应信号

分子#&+'$来防治水产细菌性病原菌的新策略

受到广泛关注( 含信号分子降解和产多聚
"

羟

基丁酸的细菌可以有效保护丰年虾对抗 C'?%'-

H$%5/*'感染
&29'

%饲料中添加 %酰基高丝氨酸内

酯降解富集物 # ,-;$ 可以有 效地 提高沼 虾

#7$!%-?%$!H'(8%-&/,?/%L''$的存活率而对其生

长无影响
&27'

%通过腹腔注射淬灭酶与嗜水气单胞

菌后显著降低斑马鱼的死亡率
&;'

( 本研究结果

也证实淬灭酶 &)7;6 可以有效地降低由病原菌

%!71 感染斑马鱼引起的死亡率( 上述研究却缺

少淬灭酶阻断病原菌入侵各组织器官的丰度变化

数据"本研究为国际上首次报道( 本研究数据表

明"口服淬灭酶 &)7;6 后斑马鱼各组织内病原菌

丰度均显著低于对照"鳃与肠道表现最为突出(

鳃和肠道作为物理性防御的第一道屏障"极易受

到病原菌的入侵"养殖条件下检测出的病原菌数

量高于其它器官组织
&26'

( 有研究表明信号分子

&+'可调控病原菌生物膜的形成)迁移能力及相

关毒力因子的表达
&20 528'

"淬灭酶 &)7;6 降解信号

分子 &+'后影响 %!71 所调控的相关因子的表达"

影响其在宿主内的生存)繁殖和入侵能力"最终体

现宿主免疫保护率提升( 本研究高剂量攻毒"虽然

&)7;6 可以显著降低肠道病原菌 %!71 的丰度"但却

未表现显著免疫保护率改善"推测原因是短时间内

病原菌数量过高"而淬灭酶 &)7;6 瞬时效应有限"

导致一部分病原菌成功侵染宿主体内"并逐步蓄

积"最终导致死亡( 因此"高比活淬灭酶的研制或

最适添加量"以及受阻断的病原菌细菌是否会诱导

宿主产生特异性免疫将会是下一步研究的重点(
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