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筛选用转座子 Tn gl 6 诱变的具有免疫原性的

嗜水气单胞菌蛋白酶缺失株
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,

陆承平
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,

江苏 南京 21 仪刃5)

摘要 : 以携带质粒 pAM 120 (A p r 江℃“ Tn 91 6) 的大肠杆菌 CG 120 株为供体菌
,

与受体菌嗜水气单胞菌 J- 1 株
,

采用

滤膜接合法进行接合转移
,

在选择平板 (含 Tc
、。fz 和脱脂奶 )上进行筛选

,

筛选出 6 株蛋白酶缺失株 (B CI 、 se
一

)
,

E C Pase
一

菌株其生长速度
,

对正常卿血清的抗性降低
,

用脱脂奶平板法及底物法检测
,

蛋白酶产量明显降低
。

与

亲本 J
一1 株相 比

,

突变株致病力降低
,

对卿的半数致死量大于 l护 ( J
一 1 株对卿的半数致死量为 s x l护 )

。

用

a 】姗
一

突变株 加仆 1 株的 18h 培养物 ( 5
x l护C FU )接种健康卿

,

不产生亲本 J- 1 株引起的病变及死亡
。

用 MJ
一 l

活菌免疫卿
,

在第 5 周产生较高的凝集抗体
,

且对强毒株 J- l 的攻击有保护作用
。

表明蛋白酶是嗜水气单胞菌

的一 个重要的毒力因子
,

E C P剐记
一

突变株仍具有免疫原性
。
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嗜水气单胞菌 (Ae

~
入州哪丙ila

,

Ah )能致多种动物的败血症及人类的腹泻
,

尤其是淡水鱼的败

血症【‘〕
。

An 的致病性与其分泌的胞外产物有关
,

研究表明与 s
一

层蛋白
、

毒素
、

铁载体
、

胞外蛋 白酶等有

关[z]
。

凌红丽等〔
’]研究表明胞外蛋白酶和溶血素是嗜水气单胞菌的主要致病因子

。

将粗提的胞外产物

( E CP s )注射鱼体能引起虹蹲鱼的死亡和组织损伤
。

将提纯的胞外蛋 白酶腹腔注射卿
,

引起卿的死亡且

出现典型的由 Ah 引起的败血症症状
,

而提纯 的胞外蛋白酶肌 肉注射娜会引起注射部位组织液化
、

糜

烂 [’]
。

已知 Ah 的胞外蛋 白酶的结构基因位于染色体
_

上
,

为了确定胞外蛋 白酶 (a , a se )的致病作用
,

将

转座子插人细菌染色体
,

筛选缺陷型突变株
,

与亲本比较分析确定 EC Pa se 的作用
。

Tn gl 6 是来源于革兰氏阳性菌粪链球菌 ( st reP to。
℃。五记

C al is
,

D S1 6) 的接合转座子
,

编码四环素抗性

基因 (Tc r)
,

可以在多种革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌之间发生接合转移
,

具有广泛的宿主范围
,

可通过

一种不依赖重组的切除
一

插人机制
,

插人到目的复制子的一个或多个位点囚
。

本试验用 Tn g l6 对 Ah 进

行接合诱变
,

筛选 EC Pa s e 一

的突变菌株
,

以深人研究 E CP a s e 在 Ah 致病性中的作用及其对 An 免疫原性

的影响
。

1 材料与方法

1
.

1 菌株
、

质粒及培养

供体菌为大肠杆菌 ( E
.

co li )C G 12 0 携带质粒 pA M 120
,

携带 Tn gl 6
,

具有氨节青霉素抗性 (AP
『

)
,

四环

素抗性 (Tc
r

)标记
,

由加拿大 Cl e
we n 博士惠赠

。

受体菌为嗜水气单胞菌 J
一

1 株
,

具有头袍哇琳抗性 (
c fz

r

)

标记
,

由本实验室分离鉴定并保存
。

大肠杆 菌在 LB 培 养基 中置 3 7 ℃ 培养
,

An 在 蔗糖 胰 蛋 白陈水 中置 2 8℃ 培 养
。

蛋 白酶 的

测定用 含 1
.

5 % 的脱脂奶 Ts A 平板及底物法
,

所用抗生素的终浓度为
: 头抱哇琳 ( c fz )l oo 拜g

·

mL
一 ’ ,

四环

素( Tc ) 10 拼g’mL
一 ’ ,

氨节青霉素(AP )25 拌g’mL
一 ’。

1
.

2 细菌的接合及 E CPa s e 一

菌株的筛选

供体菌大肠杆菌 C G 120 接种于 LB 培养基中
,

37 ℃摇床培养过夜
,

受体菌 An 接种于蔗糖胰蛋 白陈
水中

,

28 ℃摇床培养至对数生长后期备用
。

分别取供体菌液和受体菌液按 1 : 2 (W V )混合
,

总菌数约为

1护C FU
,

轻轻摇匀后
,

4 以刃r
·

而
n 一 ’
离心 5而

n ,

收集菌体
,

用生理盐水洗涤 1 一 2 次
,

菌体溶于与原混合液

等体积的生理盐水中
,

取 100 拼L 滴于孔径为 0
.

45 拜m 的灭菌微孔滤膜上
,

滤膜置不含抗生素的 TS A 平板

表面
,

37 ℃培养 24 h 后
,

将滤膜放置装有 ZmL 生理盐水的三角烧瓶 中
,

轻摇
,

洗下菌体
,

取 100 拼L 菌液连

续 10 倍稀释
,

取 100 拜L 菌液涂布在含有 Tc ( 10 拼g’mL
一 ’)

、 c fz (1 00 2丈g
·

mL
一 ’)的含 1

.

5 % 脱脂奶的 T SA 平

板上
,

另取等量的菌液涂布在不含 Tc
、 c fz 的 T SA 平板上

,

以计算接合频率
。

37 ℃培养 48h 后
,

挑选没有

明显溶蛋白圈的菌落作为 E CP a s e
一

菌株
。

1
.

3 Tn gl 6 在 Ah 中的稳定性

将 EC Pa
s e 一

菌株在不含 Tc 的 LB 培养基中以 1% 接种量 28 ℃摇震培养 24 h 后
,

再以 1% 接种量接种

于新鲜的 LB 培养基中
,

取 100 拜L 连续 10 倍稀释
,

涂布于含 Tc 和不含 Tc 的 1
.

5 % 脱脂奶 Ts A 平板上
,

3 7℃培养 24 h 传 10 代
。

用含 Tc 的 TS A 平板上的菌落数与不 含 Tc 的 TS A 平板上的菌落数之 比乘以

100 % 表示 Ah 转移接合子的稳定性
。

1
.

4

1
.

4
.

1

突变菌株特性

EC P 斑尤 活性测定

将 J
一

l
、

甜
一

1
、

甜
一

4 接种于 l oo mL 的蔗糖胰蛋白脉水中
,

27 ℃摇床培养
,

参照李焕荣等的方法 [e]
,

每

隔 12 h 用底物法测定酶活性
。
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1
.

4
.

2 E CP as e 一
突变菌株的生长速度

将 J
一

1接种于 LB 中
,

MJ
一

1 接种于 LB 以及含 2 % 的甘氨酸和丙氨酸的 LB 中
,

37 ℃摇床培养
,

每隔

8h 测定细菌生物量 (人 1。)
。

1
.

4
.

3 ECP 朗e 一MJ
一

1 对正常螂血清的抵抗力

将健康螂用 MS
一

2 2 2 (甲磺酸三卡因
,

S IG M人 公司 )麻醉
,

尾静脉采血
,

分离血清
。

参照 玫
u n g 等

的方法 [v]
,

将在 T s B
,

25 ℃培养 24 h 的呱
一

1 菌体离心收集
,

用 PB s 洗涤 3 次
,

将菌体悬浮在灭菌的 Ts B

中
,

使菌液浓度为 2
.

o x l护 CF U
.

mL
一 ’ ,

取 lmL 加人等量的血清
,

25 ℃孵育
,

每隔 1h
,

取 100 “L 菌液稀释

涂布
,

细菌计数
。

同时作亲本 J
一

1株对血清抗性对照
。

1
.

4
.

4 E C P a s e 一

突变菌株的溶血性

将突变菌株 MJ
一

1 接种于含 5 % 的兔鲜血平板上
,

28 ℃培养 24 h
,

观察其溶血性
。

1
.

5 鱼体试验

异育银卿 ( Ca ~
ius au ra t us ibe占动

,

以下简称卿 )购 自南京市水产研究所养殖场
,

每尾约 100 一 巧0g
,

在水温为 (27
士 l) ℃的水族箱内充氧饲养

,

水体积为 30 L
。

观察 7 d
,

证实无病后
,

用于试验
。

根据 EC Pa se
一

突变株 的特性
,

以及脱脂奶平板上溶蛋 白圈
、

血琼脂平板上溶血能力
,

筛选 MJ
一

1 株用

于鱼体试验
。

1
.

5
.

1 鱼体感染进程试验

取证实无病的螂
,

分 3 组
,

每组 14 尾
,

背部肌 肉注射 0
.

11l lL 含 5 x l护 c FU 的 J
一

1 和突变菌株 树
一

l
,

对照组注射相同量 的生理盐水
,

观察 7d
,

每天每组采 2 尾
,

取注射部位组织及肾脏约 5g
,

研磨
,

稀释
,

涂

布于 TS A 平板上
,

比较细菌菌落数
。

1
.

5
.

2 Ec Pa
s e 一

柑
一

1 株半数致死量 (L场
! )的测定

用无菌生理盐水将肉汤培养物 (培养 24 h) 作连续 10 倍稀释
,

稀 释度为 ro
一 ’一 10

一 “ ,

用平板法进行

细菌计数
,

然后将 ro
一 ’ 一 10

, 4稀释度的细菌悬液分别腹腔接种 6 尾螂
,

每尾 O
.

Zm L
,

置水族箱内充氧饲

养
,

水温 20 ℃
,

观察 7 d
,

按 R e ed
一

Mu e n c h 法计算突变菌株 呱
一

1 的半数致死量图
。

1
.

5
.

3 免疫保护试验

全 菌凝集试验
:
将 40 尾健康螂随机分成 2 组

,

试验组每尾腹腔注射 0
.

2 fnL 含 2 x l护 c Fu 的 阳
一

1
,

对照组注射 0
.

2mL 的生理盐水
,

每隔一周尾静脉采血
,

分离血清
,

参照 Ro be rs on 等的方法〔”〕进行微量板

凝集试验
,

检测卿对 A ll J
一

1 的全菌凝集抗体
。

攻击试验
: 在接种呱

一

1 后第 6 周
,

用 50 LD 50 的 J
一

1 攻击
,

观察 7d
,

记录死亡数
,

并根据公式计算免疫

保护率 ( Rp S )
,

R p S ( % ) 二 (l
一

免疫组死亡数 / 对照组死亡数 )
x 100 [’0]

。

2 结果

2
.

1 Tn gl 6 接合转移诱变劫

用微孔滤膜接合法接合诱变
,

用含 Tc
、 c fz 的 1

.

5 % 脱脂奶 T SA 平板筛选 An EC Pa
s e 一

突变菌株
,

获

得 c fzr
、

Tc
r
抗性接合子 1 5 32 个

,

其接合频率约为 l
.

s x ro
一 5 (按供体细胞计算 )

,

筛选得无溶蛋白圈的菌

株 6 株
,

分别为树
一

卜 6
。

接合子的稳定性表明
,

在无选择压力下 (不含 Tc 的 LB 培养基 )
,

连续传代 10

代
,

E C P a s e
一

NU
一

l 中带有 Tc
r

的细菌可达 9 4
.

5 %
,

其他 5 株突变株也有较高的稳定性
。

分 别在 80 % -

9 5
.

5 % 之间
。
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2
.

2 鱼体试验结果

2
.

2
.

1 EC P斑妃 一

MJ
一

1 株 L D助

将呱
一

1 株的 24 h 含 2
.

2 x l护 CR J 菌液 ro
一 ’

一 ro
一 4
稀释接种

,

进行 L D , 〕测定
,

7 d 内仅 10
一 ’组有

2 尾死亡
,

表明 N仆 1 的 u 与〕
大于 105

,

可认为是无

毒力菌株〔川 (表 l )
。

2
.

2
.

2 感染进程

表 I N日
一

1 对异育银细的半数致死 t

T a b
.

I T七e L l、! of EO 内既
一 N叮一 to

C
.

口“比曲” 汤叻勿

细菌稀释度 接种细菌数 ( C风J ) 接种鱼数 死亡鱼数

2066 006610alov砂砂10 一 l

10
一 2

10
一
3

10
一 4

生理盐水

2
.

2 X

2
.

2 x

2
.

2 X

2
.

2 X

0 6 0

注射 J
一

l 株组的 14 尾螂 24 h 内有 2 尾死亡
,

未死者出现呼吸加快
,

平衡失调
。

4O h 时发现 14 尾全部死亡
,

且注射部位出现肿胀
、

出血
、

糜烂
、

液化
,

注射部位 24 h 细菌达 7 x l护 C F U
.

g 一 ‘
,

死亡的螂注射部位细菌则高达 l护 CF t J
.
一 ‘g ; 而注射 MJ

一

1 的 14

尾螂除被处死的以外无一死亡
,

24 h 注射部位细菌含量为 3 x l护 C Fu
·

g 一 ‘ , ’

肾脏的细菌含量为 2
.

3 x 103

c Fu
·

g
一 ’ ,

48 h 以后注射部位细菌含量一直处于 1护 cI 刃
·

g
一 ’的水平

。

2
.

2
.

3 免疫保护试验结果

注射 o
.

ZmL 含有 2 x l护C R J MJ
一

1 的螂在第 5 周时
,

发现其全菌凝集效价最高
,

达 1 : 2 ”
,

第 6 周时用

50 L珠
)的 J

一

1 进行攻击
,

结果发现用 MJ
一

1 免疫组 的相对存

活率为印%
。

2
·

3 EC Pa se
一

突变株特性

突变株蛋白酶的产量极低
,

但有轻微 的溶血性
。

在脱

脂奶平板上经 48 h 培养 MJ
一

l 无明显溶蛋白圈
,

其余都有不

同程度的溶蛋白圈
,

呱
一

4 溶蛋白圈最大
。

用底物法测定蛋

白酶活性
,

发现川
一

1
、

MJ
一

4 的蛋白酶产量与亲本株 J
一

1 相比

明显降低( 图 1 )
,

突变株的生长速度也显著低于亲本株 (图

2 )
。

MJ
一

1 对正常螂血清的抗性也降低 (图 3 )
。

一奋- 川
一 l8CUA

几

q�门

.-.

n�八八日U自

0寸叶V\生训避一公洲

0 12 2 4 36 48

时问 / h

6 0 72

图 1 细菌蛋白酶产量活性测定

Fig
.

1 R o te ase Pr ed u c ti on of s tr ai n s

J 一1
、

M J
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、
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.
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图 2 细菌生长速度

Fi g
.

2 G r o w th r a te of s tr ai ns J
一

1
、

图 3 细菌对正常血清的抗性

Fi g
.

3 Re si st a n c e of s

tha ns to n o n 刀a i s e r u m

3 讨论

嗜水气单胞菌引起多种养殖鱼类的败血症
,

其致病因子有多种
,

究竟哪种致病因子在致病过程中起

主导作用尚无定论
,

而 E C Pa se 一直被认为是一种致病因子
。

许多研究都将 EC Pa se 的产生与致病性联

系起来
。

玩
u ng 和 s tev ~

「‘2〕用转座子 ( Tn s) 诱导嗜水气单胞菌获得蛋白酶缺失株
,

没有改变细菌的其

他特性 ;他们同时将野生株与蛋白酶缺失株对虹缚作攻毒试验
,

背侧肌肉注射
,

模拟 自然损伤部位感染
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Ah 的过程
,

结果野生株使注射部位迅速感染
,

而注射蛋白酶缺失株的鱼并不引起疾病的症状
。

本试验

用转座子 Tn g l6 诱导 Ah 蛋 白酶缺失株获得成功
,

Tn g l6 带有 Tc 抗性
,

它以一种特殊 的切离
一

插人机制
,

从供体质粒或染色体上切离的 Tn g l6 通过结合进人新的受体菌
,

就可 以插人与其有同源序列的染色体

或质粒上
。

嗜水气单胞菌的 E Cp 趾记 结构基 因位于染色体上 [ls 〕
,

通过抗性 和无溶蛋 白圈即可筛选 出蛋

白酶缺失株
。

E CPas e
缺失株 MJ

一

1 不产生蛋 白酶
,

仅有轻微 的溶血性
,

这可能是由于溶血素是以前体的

形式分泌的它必须在蛋 白酶的作用下
,

才能成为有活性的溶血素
。

试验中发现有轻微的溶血现象
,

则可

能是由于有极少量的诱变子回复突变
,

成为带有蛋 白酶基 因的菌株
。

E CP as e 一

缺失菌株 Mi
一

l 对正常螂

血清的抗性降低
,

对螂的致病力降低
,

这与文献「12 」的研究一致
。

许多疫苗仅诱导有限的保护作用
,

且只在短期内有效
,

活的
、

减毒疫苗通常更为有效
。

毒力缺失株

活减毒株作为疫苗免疫动物在兽医上广为应用
,

而在水产上尚未见报道
。

本试验研究发现 E CPa 阴
一

突

变株 MJ
一

1 的 L D团大于 1护
,

可认为是一株无毒力菌株
。

其他几株突变菌株蛋 白酶产量都高于 树
一

1
,

且

都有轻微的溶血现象
,

其毒力势必高于MJ
一

l 株
。

用 树
一

1 作为活疫苗注射免疫螂
,

对强毒株的攻击显示

一定的保护作用
,

这提示 E CP as e 一

缺失株并没有改变其菌体表面特性
,

呱
一

l 的表面抗原仍然存在
,

能刺

激机体产生针对细菌菌体抗原的抗体
,

使卿对强毒的攻击有一定 的保护
。

此种主要毒力因子缺失可作

为研究鱼类的疫苗的新手段
。
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