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嗜水气单胞菌气溶素和溶血素基因的
克隆与结构预测
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摘要 :从患出血病草鱼体上分离出 1个菌株 ,传统分类学及 16S rRNA基因鉴定其为嗜水气单胞菌 ,人工感染实

验显示该分离菌株为强毒株。克隆该菌株的气溶素 ( aerolysin, aerA )基因和溶血素 ( hemolysin, h lyA )基因 ,序列

分析显示这 2个基因只有 46. 7%的同源性。B last分析显示 , hlyA基因与 GenBank上已登录的 h lyA序列具有较

高的同源性 ,而 aerA基因与已登录的 aerA基因以及一些 hlyA序列也具有较高的同源性。对与 aerA基因同源

性较高的这些 h lyA序列进行结构域预测 ,发现它们均具有 APT结构域和气溶素结构域 ,说明它们实际上应是

aerA基因 ,只是命名上与 h lyA基因混淆。用 DNA star软件预测 aerA和 hlyA的抗原区 ,显示它们均具有很好的

抗原性。用特异性引物检测菌株的 aerA基因和 h lyA基因 ,结果显示 2株毒力株均有特异条带 ,而无毒株则未

扩增到特异条带 ,说明 aerA和 hlyA有可能作为鉴定嗜水气单胞菌毒力菌株的标记。
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　　Abstract:A bacteria strain was isolated from grass carp which suffered from hemorrhage. The bacteria

strain was identified as Aeromonas hydrophila by both traditional taxonom ic method and 16 s rRNA identifica2
tion, and it was identified as a virulent strain by artifical infection experiment. Aerolysin ( aerA ) gene and he2
molysin ( h lyA ) gene of the strain were cloned. Sequence analysis showed that these two genes shared lower

sim ilarity (46. 7% ). B last analysis showed that h lyA genes had higher sim ilarities with their counterparts reg2
istered in GenBank, while the aerA genes had higher sim ilarities with their counterparts as well as some h lyA

genes. Analysis of these h lyA genes which shared high sim ilarities with aerA gene, showed that all these genes

possessed APT(Aerolysin /pertussis toxin domain) domain and aerolysin domain, which indicated that they are

actually aerA genes, but they were named m istakenly as h lyA genes. Prediction of the antigenicities of aerA
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and h lyA by DNAStar software indicated that the two genes possess antigenicity. Specific p rimers for the two

genes were designed and used to detect aerA and h lyA genes. PCR detection of the aerA and h lyA of two viru2
lence strains showed h lyA and aerA positive. The non - virulence strain was h lyA and aerA negative. The result

suggests that aerA gene could be used as a marker of A. hydroph ila virulence.

Key words:A erom onas hydroph ila; aerA; h lyA; gene; sequence

嗜水气单胞菌隶属弧菌科气单胞菌属 ,为一类嗜温性、运动性的气单胞菌 ,是气单胞菌的模式种。

嗜水气单胞菌可引发养殖鱼类的暴发性败血症 ,是 20世纪 80年代末至今引发中国、菲律宾、泰国、印度

等亚洲国家传统池塘养殖鱼类暴发性疾病的最重要的病原之一 ,水产养殖业因此遭受了严重的经济损

失 [ 1 ]。

气溶素和溶血素均是嗜水气单胞菌重要的毒力因子 ,近年来对这 2个毒力基因的研究越来越受到

重视 [ 2 - 6 ]。气溶素是由气单胞菌属菌株以无活性、可溶的二聚体前体形式分泌的一类可溶性蛋白 ,由

463个氨基酸 (Am ino acid, aa)组成 ,分子质量为 51. 5 ku。该毒素具有溶血性、细胞毒性和肠毒性 ,是

气单胞菌主要的毒力因子之一 [ 7 - 10 ]。溶血素 ( hemolysin /haemolysin) ,又称细胞溶素 ( cy - totoxin) ,也是

嗜水气单胞菌重要的毒力因子 [ 11 ]。Aoki等从罐装牛奶中分离的 A. hydroph ila ATCC7966菌株中克隆测

序 2个溶血素基因 (AHH - 1, AHH - 2)。AHH - 2基因只在 A. hyd roph ila ATCC7966中检测到 ; AHH - 1

基因则在不同的 A. hyd roph ila和 A. sa lm on icida菌株中分布 ,分析氨基酸序列表明有一段高亲水性的 N

-末端区域 ,具有导肽的特征 [ 12 ]。溶血素属于穿孔毒素 (poreform ing toxin) ,又名攻膜毒素 (membrane

disrup ting type) , 能直接作用于宿主细胞的细胞膜 ,造成其结构和功能的紊乱 ,使大量细胞内成分泄漏 ,

导致细胞死亡。溶血素不仅能溶解红细胞 ,还损害其它多种类型的真核细胞 ,包括血小板、成纤维细胞、

心肌细胞、单核细胞、粒细胞和内皮细胞等。

本研究从草鱼病鱼体上分离了 1株嗜水气单胞菌 ,克隆了该菌的气溶素和溶血素基因 ,进行序列与

结构分析 ,并进行毒力株与非毒力株的此 2个基因的 PCR扩增检测 ,为鱼类嗜水气单胞菌毒力株的快

速鉴定以及基因工程疫苗的研制奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　供试菌株、宿主菌和质粒

从草鱼病灶处分离了 2株菌 ,即 W p3菌株和 Zc1菌株 ,通过生理生化以及 16 S rRNA和 gyrB 基因

克隆与分析 ,鉴定其为嗜水气单胞菌。人工感染草鱼实验显示 W p3为强毒株 , Zc1为弱毒株 [ 13 ]。嗜水

气单胞菌无毒株 N T由本实验室保藏。大肠杆菌 Escherich ia coli DH5α宿主菌由本实验室保藏 ,克隆用

质粒是 pDM - 18T Vector System,购自 Takara公司。

1. 2　主要试剂

DNA提取试剂盒 ( E. Z. N. A SQ Tissue DNA Kit) ,质粒提取试剂盒 ( E. Z. N. A Plam id M inip rep Kit)

和胶回收试剂盒 ( E. Z. N. A Gel Extraction Kit)为美国 Omega公司产品 , PCR扩增试剂盒 ( Takara LA

PCR Kit Ver2. 1)购自宝生物 (大连 )工程有限公司。

1. 3　引物设计与合成

分别比较分析已登录 GenBank的气溶素基因全序列 (DQ186611、EU650663、M16495)和溶血素基因

全序列 (AB206039、AY442273、DQ189994、U81555) ,根据这些序列的保守区域分别设计引物 P1和 P2,

P3和 P4。P5和 P6则参照 Pollard等 [ 14 ]设计的用于扩增 aerA基因片段的特异性引物。引物由上海生

工生物技术有限公司合成 ,引物序列见表 1。

1. 4　aerA和 h lyA基因的扩增

W p3菌株接种于普通 LB培养基中 , 28 ℃培养 18 h。取 1 mL菌液提取基因组 DNA,具体操作参照

E. Z. N. A SQ Tissue DNA Kit推荐的方法。提取的基因组 DNA用 8 g/L琼脂糖凝胶电泳检测 , - 20 ℃

保存备用。
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M. DNA marker III; 1. aerA扩增片段 ; 2. h lyA扩增片段。

M. DNA marker III; 1. Amp lified fragment of aerA;

2. Amp lified fragment of hlyA.

图 1　嗜水气单胞菌 aerA基因和 h lyA基因的扩增

Fig. 1　Amp lification of aerA gene and

hlyA gene from the A. hydroph ila

表 1　扩增气溶素和溶血素全基因以及气溶素片段使用的引物

Tab. 1　Pr im ers for am plif ica tion of the full length of aerA and h lyA genes

and partia l fragm en t of aerA gene of A. hydroph ila

目标基因

Target genes

引物

Primers

序列

Sequence (5’- 3’)

扩增长度 / bp

Size

气溶素 P1 GGATCGCATATTGAAGCC 1 369

aerA P2 CCATCACTACAACGCACT

溶血素 P3 GACAGGCAAGTAGAATAACGC 2 122

hlyA P4 CCCGCTCATCGAAAACAAGGC

气溶素特异性片段 P5 CCARGGCTGCACA 209

aerA specific fragment P6 TTTCWCCGGTAACAGGATTG

　　以 W p3菌株的基因组 DNA为模板 ,分别以 P1和 P2、P3和 P4为引物进行 PCR扩增。引物 P1、P2

扩增采用热启动方式 ,反应条件为 : 95 ℃预变性 7 m in后加入 Taq酶 ,进入循环 : 94 ℃变性 1 m in, 65 ℃

退火 45 s, 72 ℃延伸 2 m in,共 34个循环 ,最后一个循环结束时 72 ℃延伸 10 m in;引物 P3、P4扩增的反

应条件为 : 94 ℃预变性 5 m in后进入循环 , 94 ℃变性 1 m in, 58 ℃退火 45 s, 72 ℃延伸 2 m in,共 34个

循环 ,最后一个循环结束时 72 ℃延伸 5 m in, PCR产物 4 ℃保存。用 10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测 PCR

产物。切下目的带 ,胶回收试剂盒回收 ,回收产物与 pMD18 - T Vector连接并转化大肠杆菌 DH5α菌株

感受态细胞 ,涂布于含氨苄青霉素的 LB平板上 , 37 ℃培养 12～16 h。挑取单个菌落接种于含氨苄青霉

素的 LB液体培养基中 , 37 ℃、200 r/min振荡过夜 ,取 2μL菌液为模板进行 PCR鉴定 ,阳性克隆送测序。

1. 5　嗜水气单胞菌强毒、弱毒与无毒株 h lyA基因和 aerA基因片段扩增

分别以 W p3、Zc1和 N T菌株的基因组为模板 ,以 P3和 P4为引物扩增 h lyA 基因 ,反应条件同上。

以 P5和 P6扩增 aerA基因片段 ,反应条件为 : 94 ℃预变性 7 m in后进入循环 : 94 ℃变性 1 m in, 57 ℃退

火 1 m in, 72 ℃延伸 1 m in,共 33个循环 ,最后一个循环结束时 72 ℃延伸 5 m in, 4 ℃保存。

1. 6　序列分析与结构预测

采用 B last( http: / /www. ncbi. nlm. nih. gov / )和 DNA vector NT8软件进行序列同源性分析 , Clust2
alx1. 81和 Mega4软件构建进化树。应用 DNAStar软件 , 采用 Kyte - Doolittle等方法预测蛋白的亲水性

( hydrophilicity) [ 15 ]
, Em ini法预测表面可及性 ( accessibility) [ 16 ]

, Jameson - Wolf法预测抗原性 ( antigenici2
ty) [ 17 ]

,当亲水性大于 0,抗原指数大于 0,表面可及性大于 1时 ,形成表位的可能性大 ,综合其结果确定

为抗原区。通过在线分析系统 ( http: / /www. cbs. dtu. dk / services/SignalP / )预测序列的信号肽 ,将成熟

肽氨基酸序列输入在线分析系统 Pfam HMM s

( http: / /pfam. sanger. ac. uk / search)分析 aerA 和

h lyA基因特有的结构域。

2　结果与分析

2. 1　aerA和 h lyA基因的扩增与序列分析

以嗜水气单胞菌 W p3菌株基因组为模板 ,引

物 P1和 P2、P3与 P4进行扩增 ,获得与预期相符

的特异性条带 (图 1 ) ,长度分别为 1 392 bp 和

2 122 bp。扩增片段经克隆与测序 , 显示获得

aerA和 h lyA基因全长序列。

所克隆的 aerA基因和 h lyA 基因序列分别通

过 B last与 GenBank上的序列进行比较。与 aerA

基因同源性最高的前 10个序列包括 : 3个气溶素

基因 ,即 DQ186611、EF450824和 M16495,同源性
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“[ ]”代表 GenBank登录号。“ [ ]”indicated the accession nos. in GenBank.

图 2　根据 A. hydroph ila aerA和 h lyA序列建立的系统进化树

Fig. 2　Phylogenetic tree based on sequences of aerA and h lyA genes of A. hydroph ila

分别为 96. 4% , 92. 1%和 90% ; 即 6 个溶血素基因 , DQ408263、DQ302123、DQ302122、FJ380998、

AF539467、X65045和 EF450824,同源性为 94 % ～99. 6% ; 1个细胞溶解性肠毒素基因 ,M84709,同源性为

93. 6%。与 hlyA基因同源性最高的前 10个序列中有 9个为嗜水气单胞菌溶血素基因 , AY442273、U81555、

AF146599、AB206039、AB206041、EU009398、AB206040、EF681111和 DQ189994,同源性为 94. 7% ～99. 7%; 1个

A. sa lm onicida溶血素基因 , X65049,同源性为 85. 9%。本实验所克隆的气溶素基因和溶血素基因间的

同源性则仅为 46. 7% , 在 GenBank上的登录号分别为 GU229024, GU229025。

2. 2　aerA和 h lyA的系统进化分析

根据 A. hydroph ila W p3的 aerA和 h lyA 基因序列构建系统进化树 (图 2)。在此进化树中 , aerA 和

h lyA基因序列分成二个独立分支。h lyA基因与 GenBank中的其他 h lyA基因聚类 ,而在 aerA基因的分支

中 ,除了有 GenBank中登录的 aerA基因序列外 ,还有多个 h lyA基因序列。

2. 3　aerA和 h lyA的抗原性预测

经 DNAStar软件预测 ,并综合亲水性、表面可及性以及抗原指数 3项指标 ,预测可形成抗原表位的

氨基酸区域数为气溶素有 27个 ,溶血素有 22个 (表 2,图 3)。
表 2　D NAStar预测抗原表位

Tab. 2　Pred iction of ep itopes by D NAStar software

相关参数

Related parameters

预测区域 (氨基酸 )

Predicting regional (Am ino acid)

aerA抗原区综合分析

Antigenic regional of aerA

20～22, 38～51, 80～86, 111～116, 150～153, 148～153, 157～163, 170～171, 181

～182, 195～197, 200～202, 204～213, 223～231, 234～252, 255～263, 281～283,

286～288, 290～294, 301～205, 323～325, 328～329, 347～356, 364～381, 397～

398, 402～403, 422～424, 443～449

hlyA抗原区综合分析

Antigenic regional of hlyA

18～20, 94～96, 119～120, 134～139, 226～228, 237～239, 247～249, 268～270,

285～286, 288～291, 307～312, 342～343, 367～371, 394～399, 402～403, 413～

416, 444～446, 474～481, 490～498, 520～524, 539～547, 587～594
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上图 :气溶素 ( aerA )基因 ;下图 :溶血素 ( h lyA )基因。

Up: Aerolysin ( aerA ) gene; Down: Hemolysin ( hlyA ) gene.

图 3　气溶素 ( aerA )基因和溶血素 ( h lyA )基因的亲水性、表面可及性和抗原性预测

Fig. 3　Prediction of hydrophilicity, surface p robability and antigenicity of aerA gene and h lyA gene

上图为 aerA基因 ,下图为 h lyA基因。

Up: Aerolysin ( aerA ) gene; Down: Hemolysin ( h lyA ) gene.

图 4　aerA基因和 h lyA基因的 Pfam HMM s结构域分析

Fig. 4　Pfam HMM search of structure domains of aerolysin and hemolysin genes

2. 4　aerA和 h lyA的结构域分析

通过在线分析系统 Pfam HMM s进行分析 (图 4) , W p3菌株 aerA 基因的前 8～106 aa为气溶素的

APT结构域 (Aerolysin /pertussis

toxin domain) , 119～491 aa区

域为气溶素结构域 ; W p3菌株

h lyA基因的前 7～196 aa为溶

血毒素 N端 (Hemolytic toxin N

term inal) ; 222～484aa区域属

于白细胞素 /溶血素家族结构

域 (Leukocidin /Hemolysin toxin

fam ily)。

分析与 W p3菌株 aerA 基

因同源性高的前 5 个序列 :

DQ186611 ( AH aerolysin )、

DQ302123 (AH hemolysin)、DQ302122 (AH hemolysin)、DQ408263 (AH hemolysin)、AF539467 (AH he2
molysin) ,结构域预测发现它们也都具有 APT结构域以及气溶素结构域 ,说明它们实际上应是 aerA基

因 ,只是命名上与 h lyA基因混淆。

2. 5　aerA与 h lyA基因毒力相关性分析

以 aerA基因特异性扩增引物 P5与 P6, h lyA基因扩增引物 P2和 P3,分别扩增 W p3和 Zc1菌株以及

嗜水气单胞菌无毒株 N T。W p3和 Zc1菌株均有 209 bp的 aerA的特异性条带和 2 122 bp的 h lyA条带 ,
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M: DNA Marker; 1～3:W p3, Zc1和 N T菌株 hlyA扩增产物 ;

4～6:W p3, Zc1和 N T菌株 aerA片段扩增产物。

M: DNA Marker; 1～3: PCR p roducts of h lyA ofW p3, Zc1 and N T;

4～6: Products of aerA ofW p3, Zc1 and N T.

图 5　3株嗜水气单胞菌 aerA基因片段和 h lyA全基因的扩增

Fig. 5　Amp lification of aerA gene fragment and

hlyA gene for the strainsW p3, Zc1 and N T

而 N T 菌株则无 aerA 的特异性条带和

h lyA条带 (图 5) ,说明 aerA和 h lyA可作为

鉴定嗜水气单胞菌毒力菌株的标记。

3　讨　论

嗜水气单胞菌分泌的胞外产物有多

种 ,其中气溶素 ( aerolysin)、溶血素 ( hemo2
lysin)和蛋白酶是嗜水气单胞菌的重要致

病因子 ,与致病性相关 [ 11 - 13 ]。气溶素和溶

血素属于溶血性毒素 ( hemolitic toxic) [ 18 ]
,

其毒力作用与结构特征有关。气溶素的

ATP结构域能促进气溶素与靶细胞表面特

异性受体的结合 ,并使气溶素转化成为插

入的状态 ,导致产生细胞膜通道、细胞渗透

压升高 ,最终细胞裂解 [ 8, 19 ]
;气溶素结构域

则是气溶素、其它相关的溶血素毒素及杀

白细胞毒素 ( leukocidin S)亚单位通道形

成的部分 [ 19 ]。溶血素还具有水溶性跨膜毒素的特征结构 —溶血毒素 N端 ( hemolytic toxin N term inal) ,

可与三段β -折叠的溶血素结构域组成一个“门闩 ”[ 20, 21 ]。

本实验克隆到的草鱼嗜水气单胞菌分离株 W p3菌株的 h lyA基因序列与 GenBank上的相应序列具

有较高同源性 (94. 7% ～99. 7% )。但与 W p3菌株 aerA基因高同源性的序列中除了有 aerolysin基因 (同

源性为 90% ～96. 4% )外 ,还有 hem olysin基因 (同源性为 94% ～99. 6% )。在系统进化树中 ,这些序列

混合聚类于 aerA基因分支中。对 aerA基因以及与之同源性较高的这些 h lyA序列结构域进行预测 ,发

现它们均具有气溶素典型的 APT和气溶素结构域 ,缺少 h lyA的溶血素 N端结构域。序列与结构域的

相似性说明这些与 aerA基因聚类的 h lyA基因实际上应是 aerA基因 ,只是命名上与 h lyA基因混淆。

蛋白质的亲水性、表面可及性、柔韧性等在抗原的形成方面发挥着重要的作用 ,用 DNA star软件预

测 aerA和 h lyA的抗原性 ,显示它们分别有 28个和 22个氨基酸区域指标达到抗原区的标准 ,说明两个

基因均具有很好的抗原性。

嗜水气单胞菌有致病菌株和非致病菌株之分 ,而嗜水气单胞菌的致病性与胞外产物密切相

关 [ 9 - 10, 22 ]。编码气溶素和溶血素的基因常被用于鉴别嗜水气单胞菌的毒力菌株 [ 23 - 24 ]。但嗜水气单胞

菌的致病性菌株是否与这 2个毒力基因相关不同的研究者有着不同的结论。有些发现致病性分离株均

有 aerA,大部分有 h ly基因 [ 25, 13 ]
;有的则发现致病性分离株至少扩增到 aerA或 h lyA基因的一种 ,而非致

病性分离株中未扩增到 aerA或 h lyA基因 [ 26, 13 ]
;有些则发现 h lyA基因的存在与致病力无关 ,而 aerA基因

的存在则与毒株的毒力相关 ,且二个基因均呈阳性的菌株可能是强毒株 [ 13, 27 ]。本实验在强毒株与弱毒

株中均扩增到 aerA和 h ly基因 ,而非毒力株则均未扩增到 ,说明 aerA基因和 h lyA基因的分布与菌株的

毒力相关。但关于有毒与无毒株此二个基因的分布以及基因与毒力大小的相关关系仍需更多的菌株检

测加以确证。
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