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摘　要:采用 PCR扩增的方法对 9株鱼源嗜水气单胞菌 Aeromona s hydroph ila中的气溶素基因 (aerA)、 溶血素

基因 (h lyA) 和丝氨酸蛋白酶基因 (ahpA) 进行了扩增。结果表明 , 6 /9的 A.hydroph ila中存在 aerA基因 , 8 /9

的 A.hydroph ila中存在 h lyA基因 , 而在 7 /9的 A.hydroph ila中检测到 ahpA基因。通过比较基因检测的结果与嗜水

气单胞菌对鲫鱼的致病性 , 发现 ahpA阴性菌株是无毒株 , 强毒株都呈 aerA+h lyA +ahpA +基因型。 aerA +hlyA +

ahpA+基因型是致病性嗜水气单胞菌主要的基因型。 本研究首次发现 ahpA阳性的嗜水气单胞菌皆为毒力菌株 ,

并且发现 aerA和 ahpA基因存在相关性 , 探讨了嗜水气单胞菌致病性与毒力基因分布的关系。
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　　嗜水气单胞菌 Aeromonas hydroph ila隶属于气

单胞菌科 Aeromonadaceae气单胞菌属 Aeromonas,

广泛存在于水 、 土壤和水产动物。是水产养殖动物

的主要病原菌之一 , 可引起养殖水产动物的传染

性 、暴发性疾病 , 导致严重的经济损失。嗜水气单

胞菌是条件致病菌 , 国内外学者皆对其进行了深入

的研究 , 大量的研究表明该菌的致病性与其众多的

毒力因子密切相关
[ 1 - 7]

。已报道该菌的主要毒力因

子有气溶素
[ 1]
、 溶血素

[ 2]
、 胞外蛋白酶

[ 3 -5]
及 S

层蛋白
[ 6, 7]
等。本试验用 PCR方法对我国九株鱼源

嗜水气单胞菌的编码气溶素 、 溶血素 、胞外丝氨酸

蛋白酶 3种毒力基因进行扩增 , 分析 3种基因在不

同菌株间的分布情况 , 并比较了它们对异育银鲫毒

力的差异 , 探讨嗜水气单胞菌毒力与毒力基因分布

的相关性。

1　材料和方法

1.1　实验材料

1.1.1　实验菌株及培养　试验菌株 A.hydrophila

XS91 - 4 - 1
[ 8]
、 ST78 - 3 - 3

[ 9]
、 58 - 20 - 9

[ 10]
、

C1和 C2皆由本实验室分离并鉴定保存;菌株 T4、

HA9、 HA15、 HA50来自南京农业大学陆承平教授

惠赠 , 分离自罹病中华鳖 。各菌株均分别接种普通

琼脂斜面 (28℃培养 24 h)复苏。然后接种 5mL

的 LB液体培养基 28 ℃培养 24 h备用。

1.1.2　实验鱼　异育银鲫 Carrassius aura tus ibebio

(以下简称鲫鱼)由中科院水生生物研究所关桥养

殖场提供 , 质量每尾约 80 ～ 100 g。实验前在持续

流水的水泥池 (容积为 500 L)中驯养两周 , 证实

健康无病后 , 用于实验 。实验期间水温控制在 25

℃左右 , 隔天投喂商业配合饲料加青饲料。

1.2　实验方法

1.2.1　PCR检测

(1)引物设计。根据已报道的文献 , 3种毒力

基因分别选择一对特异性引物进行 PCR扩增 , 引

物序列见表 1。引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成 , 用 DW 按 50 μmo l /L的浓度溶解 ,

-20 ℃保存备用。

(2)基因组 DNA的提取。 ①常规酚 -氯仿抽

提法:参照文献 [ 14] 稍加改动 。②煮沸法:参

照文献 [ 3] 稍加改动 , 步骤如下:菌接种 LB普

通培养基 , 28 ℃培养 24 h;5 000 r /m in离心 10

m in收集 , 用 TE洗涤两次 , 然后加入 200 μL TE ,

混匀 , 沸水浴 10 m in。离心取上清直接用于 PCR

扩增 , 现配现用。

(3) PCR反应。采用 25μL体系:10×Ex Taq

Bu ffe r, 2.5μL;dNTP M ixture(各 2.5mmol /L), 2

μL;引物 (20 μmol /L)各 1 μL;模板 DNA , 1μL;
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表 1　3种毒力基因 PCR扩增引物序列

Tab.1　The p rim er sequences for PCR am plifica tion o f three A.hydrophila virulence genes

基因名称 引物名称 引物序列 (5′-3′) 预计扩增产物长度 /bp

气溶素基因

aerA

溶血素基因

hlyA

丝氨酸蛋白酶基因

ahpA

A1[ 11]

A2

H 1[ 12]

H 2

PA1[ 13]

PA2

CAAGAACAAGTTCAAGTGGCCA

ACGAAGGTGTGGTTCCAGT

GGCCGGTGGCCCGAAGATACGGG

GGCGGCGCCGGACGAGACGGGG

ATTGGATCCCTGCCTATCGCTTCAGTTCA

GCTAAGCTTGCATCCGTGCCGTATTCC

309

592

911

TaKaRa Ex Taq (5 U /μL), 0.125 μL;加灭菌蒸

馏水至 25μL。然后按以下步骤进行 PCR循环环:

94 ℃预变性 2 m in;94 ℃ 30 s, 60 ℃ (aerA)或

62 ℃ (h lyA)或 55 ℃ (ahpA) 30 s, 72℃ 2 m in,

35个循环;72 ℃延伸 10 m in。

(4) PCR反应产物电泳 、回收和测序。 PCR扩

增产物取 5 μL经 w =1.2%进口琼脂糖凝胶 (含适

量的 EB)电泳 , 用 Gene-Genius凝胶成像系统拍

照 、 记录和分析。扩增产物用凝胶纯化试剂盒纯化

后 , 克隆到 pGEM-T载体 , 进行序列测定 , 测序由

上海生工生物工程技术服务有限公司完成。

1.2.2不同 A.hydrophila菌株对鲫鱼的致病性

(1)细菌数的测定。将两次活化后的嗜水气单

胞菌用 w =0.5%生理盐水洗脱菌苔 , 按李爱华
[ 15\]

所述 , 用分光光度计精确调配 , 使终浓度为 3×10
8

cfu (菌落形成单位)  mL
- 1
。

(2)对鲫鱼的毒力试验。将以上方法配制的菌

液 , 稀释 10倍终浓度为 3×10
7
cfu mL

- 1
, 同批同

源实验鱼被随机分为 9个试验组和对照组 , 每个实

验组各 5尾鱼。试验组腹腔注射稀释菌液 (0.3mL /

尾), 对照组注射无菌生理盐水 。实验鱼均放在同等

规格的水族箱中静水饲养 , 每天观察 2次 , 记录死

鱼数并及时移出死亡鱼。实验持续 1周。

2　结　果

2.1　3种毒力基因 PCR扩增结果

2.1.1　电泳分析 　9株嗜水气单胞菌的基因组

DNA经 PCR扩增之后 , 3种毒力基因扩增到的片

段都与预期的片段大小相吻合。图 1显示 9株

A.hydrophila中 3种基因的分布情况:aerA基因 6

株阳性 , 3株阴性;hlyA基因 8株阳性 , 1株阴性;

ahpA基因 7株阳性 , 2株阴性。

2.1.2　序列测定　随机选取上述 3种基因的 PCR

扩增片段 , 进行测序 , 结果发现所有测序片段的大

小和序列均和预计的相同 。说明所扩增的基因即为

目的基因。

图 1　9株 A. hydrophila中 aerA (A)、 hlyA (B)

以及 ahpA (C) 基因的 PCR扩增结果

F ig. 1　PCR am plifica tion o f aerA (A), hlyA (B) and

ahpA (C) genes from nine strains o fA.hydroph ila

(1、 2、 3、 4、 5、 6、 7、 8、 9代表 A.hydrophila菌株 XS91 -

4 -1、 ST78 - 3 -3、 58 - 20 - 9、 C1、 C2、 T4、 HA9、 HA15、

HA50, respective ly)

2.2　对异育银鲫致死性

9株毒力基因分布各异的嗜水气单胞菌株中 ,

A.hydrophila XS91 - 4 - 1和 C2当腹腔注射菌液浓

度为 3×10
7
cfu时 , 2 d内的致死率为 100%, 其它

菌株对应的实验组有不同程度的死亡情况 (图 2)。

其中 A.hydroph ila ST78 -3 - 3和 58 - 20 -9两株菌

浓度达到 7.5×10
9
cfu, 并以相同剂量腹腔注射鲫

鱼 , 也未见死鱼现象。根据各菌株的致死率和致死

速度判断其相应的致病性见表 2。
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表 2　9株嗜水气单胞菌对异育银鲫毒力及其与

基因分布之间的关系

Tab. 2　 The re lationship between the distribution o f virulence

genes o f n ine A.hydrophila stra ins and their

pa thogenesis to Carrassius au ra tus ibebio (n =5)

菌株
基因检测 1)

areA hlyA ahpA
致死率 /% 致病性

XS91-4-1 + + + 100 强

ST78-3-3 - + - 0 无

58-20-9 - + - 0 无

C1 + + + 40 中

C2 + + + 100 强

T4 + + + 100 中

HA9 + + + 100 中

HA15 - - + 40 中

HA50 + + + 40 中

对照组 0

　1) +:阳性; -:阴性

3　讨　论

嗜水气单胞菌是我国淡水鱼类的重要的机会性

致病菌 , 然而它又是自然界的正常菌群之一。多数

菌株对鱼类没有致病性 , 但有些却有不同程度的致

病性。许多研究已经表明该菌的气溶素 、 溶血素及

蛋白酶是重要的毒力因子
[ 1 -3]

。本试验中用于检测

的 3种毒力基因 aerA、 hlyA及 ahpA在嗜水气单胞

菌的致病过程中起重要作用。 9株鱼源嗜水气单胞

菌 PCR扩增结果为 , aerA在 6 /9、 h lyA 8 /9、 ahpA

7 /9的 A. hydroph ila 中扩增阳性。 aerA
+
hlyA

+

ahpA
+
基因型的菌株占 6 /9。

PCR扩增结果与其对鲫鱼致病性实验结果比

较发现 , 当 2 d内致死率为 100%的强毒株呈

aerA
+
h lyA

+
ahpA

+
基因型 。虽然 T4、 HA9和 HA50

菌株的毒力相对较弱 , 但也属于 aerA
+
h lyA

+
ahpA

+

基因型 , 可见所有具有 aerA
+
h lyA

+
ahpA

+
基因型的

菌株都是有毒株 , 有些甚至还是强毒株。

表 2的结果还显示 , 所有 ahpA阳性的菌株皆

为有毒株 , 这一现象是我们的首次发现 。蛋白酶是

嗜水气单胞菌的毒力因子之一 , 能够直接引起宿主

组织损伤 , 有利于细菌的入侵和营养的供给。所以

它的存在与否直接与菌株的毒力相关 。菌株 HA 15

尽管 aerA、 h lyA均为阴性 , 但 ahpA阳性 , 对鲫鱼

的致病性中度。这一结果支持了嗜水气单胞菌毒力

是由包括溶血性毒素的众多毒力因子决定的观

点
[ 11, 17]

。

有研 究 表明 气 溶 素 (AerA ) 和 溶 血素

(H lyA)共同影响 A.hydroph ila的毒力
[ 16]
, 因此常

采用 PCR检测 aerA和 hlyA的方法来鉴定气单胞菌

的潜在致病性
[ 11, 12]

。我们研究发现在几乎所有的

菌株中都检测到 hlyA 基因的存在 , 此结果与

M icheal
[ 16]
和 Gonzá lez - Se rrano

[ 17]
的实验结果是一

致的 , 并且没有发现该基因与菌株的毒力存在相关

性。菌株 ST78 -3 - 3和 58 - 20 - 9呈 ahpA阴性 ,

尽管 hlyA
+
阳性 , 其菌液浓度达到 7.5×10

9
cfu致

死率仍为 0。与之相反 , 我们发现 ahpA基因的存

在与菌株的毒力相关 , 且该基因与 aerA基因的存

在呈正相关。 aerA
-
ahpA

+
基因型的菌株有潜在的

致病性 , 而 aerA
+
ahpA

+
基因型的菌株可能是强毒

株。所以建立 aerA和 ahpA双毒力基因的 PCR检测

方法是嗜水气单胞菌毒力预测的可取方法。

此外 , 对于 PCR扩增前的基因组的提取 , 试

验发现酚 -氯仿法和煮沸法两种方法都可以获得很

好的试验结果 , 煮沸法步骤简单 , 用时较短 , 而且

比较经济 , 缺点是需现配现用。
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The Corre lation Between the D istribution Pattern ofV irulence

Genes and the V irulence ofAeromonas hydroph ila Stra ins

ZHU Da-ling
1, 2
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1
,WANG J ian-guo

1
, LIM ing

1
, Cai Tao-zhen

1
, HU Ging

3
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of Sciences,Wuhan 430072, China;2. G radu te School of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100039, China;

3. Schoo l of L ife Sciences, Nanchang University, Nanchang 330029, China)

Abstract:N ine strains of Aeromonas hydrophila iso lated from d iseased fish or soft-she lled tortoise w ere tested for

the presence of th ree viru lence genes including the genes encod ing ae ro ly sin, hemo ly sin and ex trace llu lar serine

pro tease (i. e. aerA , hlyA and ahpA , respectively). These genes w ere investiga ted using po lymerase chain reaction

(PCR)w ith spec ific p rime rs fo r each gene. And the pa thogenic ities to Carrassius auratus ibebio of these stra ins

w ere also assayed. PCR results demonstra ted that the distribu tion patterns o faerA , hlyA and ahpA were different in

these strains. 6 /9 o fA. hydrophila strainsw e re aerA positive, 8 /9 of stra ins w ere h lyA po sitive, whereas, 7 /9 o f

strainsw ere ahpA positive. How ever, the assay fo r pathogenesis found that two strains(Aeromonas hydrophila XS91

- 4 -1 and C2)were strong v irulen t, tw o stra ins (Aeromonas hydrophila ST78 - 3 - 3 and 58 - 20 - 9) av irulen t

and the rest m idd le viru lent to the fish. In conc lusion, there are sign ificant corre lation be tw een the distribution

pattern of the three virulence genes and the pathogenicity to Carrassius auratus ibeb io. A ll strong v irulen t A.

hydrophila strains we re aerA
+
h lyA

+
ahpA

+
geno type, and all aerA

+
h lyA

+
ahpA

+
stra ins w ere viru len.t Strainsw ith

the geno type o faerA -hlyA -ahpA
+
hadm idd le pa thogenicity. In the present study, we found fo r the first time tha t

all A. hydrophila isola tesw ith the ahpA positive w ere viru lent toCarrassius auratus ibebio. Additionally, therew as

a positive corre lation be tw een the v irulence o fA. hydrophila and the presence of aerA and ahpA.

Key words:Aeromonas hydrophila;v iru lence gene;PCR de tec tion;pathogenicity
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