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摘　要：嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）是水环境常见的病原体，具有较强致病性。在本研究中，首次敲
除了嗜水气单胞菌ａｇｕＡ基因，通过转录组分析发现ａｇｕＡ基因敲除后细菌的黏附、致病、胺代谢等生物过程下
降。通过ｑＲＴＰＣＲ进一步验证发现１０个黏附基因、９个发病基因和８个胺代谢基因的ｍＲＮＡ表达水平明显
下降；此外，转录组水平分析结合ｑＲＴＰＣＲ验证发现Ⅵ型分泌系统基因、Ⅱ型分泌系统基因、鞭毛合成相关基
因、菌毛合成相关基因、溶血基因、Ⅰ型分泌系统基因、肠毒素基因、ＲＴＸ基因等毒力基因的 ＲＮＡ表达水平也
出现下调。与野生菌株（ＷＴ）相比，ａｇｕＡ敲除株（ΔａｇｕＡ）感染金鱼的致病力降低了８６．６％，且ａｇｕＡ敲除株生
物膜形成能力降低了１６．６％。以上结果显示，ａｇｕＡ基因与嗜水气单胞菌的致病性密切相关。
关键词：嗜水气单胞菌；胍丁胺脱亚胺酶；毒性；致病性
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　　嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）作为一
种具有传染性的鱼类病原菌，一旦在水体暴发，

可在１～２周内杀死８０％～１００％ 的鱼类［１２］。被

嗜水气单胞菌感染的鱼类通常出现出血性败血

症、皮肤溃疡、尾部或鳍腐烂症状［１，３５］。针对嗜

水气单胞菌引起的疾病，使用最多的方法是添加

抗生素，但长期使用抗生素会导致大量的致病菌

产生耐药性［６７］。目前，在水产养殖领域，防治嗜

水气单胞菌比较有效的方法是各类疫苗的应用，

其中减毒活疫苗比较接近自然状态下的感染，对

鱼体具有更加持久的保护力［８］。减毒活疫苗的

研制需要有针对性地对细菌的致病性和致病机

理进行深入了解。研究［９］发现，细菌感染鱼类的

过程中，生物膜的形成和细菌的黏附性对于细菌

病原体建立感染通常至关重要。革兰氏阴性细

菌形成的生物膜中许多物质被视为毒力因

子［１０１１］。研 究［９］ 表 明，在 铜 绿 假 单 胞 菌

（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）中，腐胺的积累显著促
进生物膜的形成。

腐胺由氨基酸脱羧产生，能与动物细胞膜相

互作用破坏细胞膜的稳定性，最终导致肠细胞坏

死［１２１４］，还可通过增强其他多胺（例如组胺）的毒

性而具有间接毒性作用［１５１６］。在革兰氏阴性菌

中，腐 胺 通 过 精 氨 酸 脱 羧 酶 （Ａｒｇｉｎｉｎｅ
ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ，ＡＤＣ）代谢途径合成，其中胍丁胺
脱亚胺酶作为胍丁胺的唯一底物，最终转化为氨

和腐胺，在嗜水气单胞菌中，ａｇｕＡ控制胍丁胺脱
亚胺酶的合成［１７２１］。为了更好地理解腐胺与细

菌毒性的关系，本研究敲除了嗜水气单胞菌ａｇｕＡ
基因，并通过转录组测序了解其对毒性相关基因

表达的影响，评估了敲除 ａｇｕＡ基因后嗜水气单
胞菌的致病性。

１　材料与方法

１．１　材料及试剂
嗜水气单胞菌 ＡＴＣＣ７９６６、大肠杆菌 ＣＣ１１８

（ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＣＣ１１８）、ｐＳＲ４７ｓ质粒和 ｐＨｅｌｐｅｒ
质粒 均 为 本 实 验 室 保 存。金 鱼 （Ｃａｒａｓｓｉｕｓ
ａｕｒａｔｕｓ）为网上购买，产地为山东潍坊。所有引
物均由生物技术（上海）有限公司合成（表１）。
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表１　基因敲除所用引物
Ｔａｂ．１　Ｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ
引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）
引物长度

Ｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ
用途

Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ａｇｕＡ Ｆ１ ＣＧＡＧＣＴＣＧＴＡＣＡＣＣＡＡＧＡＴＧＣＡＧＴＣＧ ３８６ 上游同源臂序列含Ｓａｃｌ酶切位点

ａｇｕＡＦ２ ＧＴＣＴＡＣＡＣＴＣＴＴＣＧＡＣＣＡＧＣ
ＧＴＣＴＴＧＡＴＧＣＴＣＡＴＣＧＣＡＡＧ ＰＣＲ引物重叠序列

ａｇｕＡＦ３ ＣＴＴＧＣＧＡＴＧＡＧＣＡＴＣＡＡＧＡＣ
ＧＣＴＧＧＴＣＧＡＡＧＡＧＴＧＴＡＧＡＣ ３９７ ＰＣＲ引物重叠序列

ａｇｕＡ Ｆ４ ＧＡＣＴＡＧＴＣＣＣＴＴＧＡＣＣＡＧＡＴＡＧＣＴＧＴＣ 上游同源臂序列含Ｓｐｅｌ酶切位点

ｐＳＲ４７ｓＭ１３
ｐＳＲ４７ｓＶＥＣＲ

ＣＡＧＧＡＡＡＣＡＧＣＴＡＴＧＡＣ
ＧＡＴＴＴＧＣＡＧＡＣＴＡＣＧＧＧＣＣＴＡ ３５３ 验证重组质粒的ＰＣＲ引物

１６ＳＦ ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ １４４２ 鉴定细菌种类的ＰＣＲ引物
１６ＳＲ ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ
注：“　”表示保护碱基；“　”表示酶切位点；“　”表示融合ＰＣＲ中的反向互补引物；ｐＳＲ４７ｓＶＥＣＲ和ｐＳＲ４７ｓＭ１３为质粒上单克隆位点集中区的引物。

Ｎｏｔｅｓ：＂　 ＂ｉｓｔｈｅｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｂａｓｅ； ＂　＂ｉｓｔｈｅｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｓｉｔｅ；＂　＂ｉｓｔｈｅｒｅｖｅｒｓｅｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｙｐｒｉｍｅｒｉｎｆｕｓｉｏｎＰＣＲ；ｐＳＲ４７ｓＶＥＣＲａｎｄｐＳＲ４７ｓＭ１３ａｒｅｐｒｉｍｅｒｓｉｎｔｈｅｓｉｎｇｌｅｃｌｏｎｉｎｇｓｉｔｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｒｅｇｉｏｎｏｎｔｈｅｐｌａｓｍｉｄ．

１．２　嗜水气单胞菌ａｇｕＡ敲除株的构建
应用同源重组方法在嗜水气单胞菌野生型

（菌株号：ＡＴＣＣ７９６６）染色体上敲除 ａｇｕＡ［２２］。
在ａｇｕＡ基因序列两端各选取两段ＤＮＡ片段作为
同源臂，将２个片段进行融合 ＰＣＲ，得到融合片
段。将融合片段连接到自杀质粒 ｐＳＲ４７ｓ中以产
生 ｐＳＲ４７ｓΔａｇｕＡ重组质粒，转化至大肠杆菌
ＣＣ１１８中，涂布于含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的 ＬＢ
平板上，挑取阳性单菌落并进行菌落 ＰＣＲ，所用
引物为质粒上的 ｐＳＲ４７ｓＭ１３和 ｐＳＲ４７ｓＶＥＣＲ
引物。将ＰＣＲ所得产物进行测序验证，将验证正
确、含有ｐＳＲ４７ｓΔａｇｕＡ质粒的大肠杆菌 ＣＣ１１８、
含有ｐＨｅｌｐｅｒ质粒的大肠杆菌ＣＣ１１８和野生型嗜
水气单胞菌混合后进行接合实验，将接合后的菌

落涂布于含有 Ａｍｐ和 Ｋａｎ的 ＬＢ固体培养基上
过夜培养，挑取单菌落至含有 Ａｍｐ和 Ｋａｎ的 ＬＢ
液体培养基中进行ＰＣＲ验证，验证为双条带的菌
株即为接合成功的菌株。将接合成功的菌株涂

布于含有１５％蔗糖的 ＬＢ平板上筛选，挑选蔗糖
平板上的单菌落至含有１５％蔗糖的ＬＢ液体培养
基中培养１２ｈ。使用引物ａｇｕＡＦ１和ａｇｕＡＦ４进
行ＰＣＲ验证，将验证具有单条带且和重组质粒的
ＰＣＲ条带大小相同的菌株进行测序，根据测序碱
基序列与融合片段碱基序列的一致性判断该菌

株是否为 ａｇｕＡ基因敲除株。用于 ａｇｕＡ基因敲
除的引物和菌株鉴定引物，见表１。

１．３　总 ＲＮＡ提取和转录组测序
将嗜水气单胞菌的 ａｇｕＡ敲除株和野生株在

ＬＢ固体培养基上划线，２８℃过夜培养。分别挑
取ａｇｕＡ敲除株和野生株３个单菌落至５ｍＬＬＢ
液体培养基中，２８℃、１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养２０ｈ，
取１ｍＬ菌液于无酶离心管中，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ收集菌体，向离心管中加入２００μＬ２０
ｍｇ／ｍＬ溶菌酶溶液，３７℃孵育５ｍｉｎ，用ＲＮＡｐｒｅｐ
ｐｕｒｅＣｅｌｌ／ＢａｃｔｅｒｉａＫｉｔ提取细菌总 ＲＮＡ。用琼脂
糖凝胶电泳检测ＲＮＡ质量，确认ＲＮＡ未降解，且
无基因组污染，用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００测定总 ＲＮＡ质
量浓度。根据 ＲＮＡ质量浓度，将嗜水气单胞菌
ａｇｕＡ敲除菌株和野生菌株的３个平行样品分别
混合，一部分送至北京诺禾致源科技股份有限公

司，利用Ｉｌｌｕｍｉｎａ进行转录组测序，另一部分用于
实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）。
１．４　反转录和ｑＲＴＰＣＲ

为检测ａｇｕＡ敲除后对嗜水气单胞菌毒力和
致病性的影响，使用实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）来
验证转录组测序中毒力表达下调的相关基因，从

下调基因中选择代表性基因进行ｑＲＴＰＣＲ。
用ＨｉＳｃｒｉｐｔⅢ １ｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ

（＋ｇＤＮＡｗｉｐｅｒ）合成 ｃＤＮＡ，按照说明使用 Ｂｉｏ
ＲａｄＣＦＸ软件和ｑＰＣＲＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ进
行ｑＲＴＰＣＲ，１６ＳｒＲＮＡ作为内参基因，根据所得
Ｃｑ值，用 ＳＰＳＳ软件计算不同基因的 Ｐ值，用
Ｇｒａｐｈｐａｄ软件比较基因表达的差异［２３］。

０５４
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１．５　制作细菌生长标准曲线
利用嗜水气单胞菌 ａｇｕＡ敲除株和野生型株

的标准曲线计算细菌浓度。复苏嗜水气单胞菌

ａｇｕＡ基因敲除株和野生株，在 ＬＢ固体培养基上
划线，于２８℃恒温培养箱中培养过夜，挑取单菌
落到１ｍＬＬＢ液体培养基中，２８℃摇床振荡培养
１２ｈ，取５０μＬ菌液接种于５０ｍＬＬＢ液体培养基
中，２８℃摇床１５０ｒ／ｍｉｎ振荡培养。４０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ收集菌体，用无菌生理盐水洗涤 ３
次，加入５０ｍＬ无菌生理盐水重悬菌液，用紫外
分光光度计检测细菌溶液 ＯＤ６００。用无菌生理盐
水以２倍梯度将菌液最终稀释至３２倍，分别吸取
１００μＬ不同梯度的 ａｇｕＡ敲除株和野生株菌液，
用生理盐水稀释１０６倍，涂布于 ＬＢ固体培养基
平板上，每个梯度分别涂３个平行平板，２８℃培
养，直至长出单个菌落，计数后，以ＯＤ值为Ｘ轴、
以细菌数为Ｙ轴绘制标准曲线。

根据固体培养基平板计数和相应的 ＯＤ６００计
算得出嗜水气单胞菌野生株标准曲线方程为ｙ＝
７×１０８ｘ－２×１０７，Ｒ２＝０．９４７，嗜水气单胞菌ａｇｕＡ
敲除株的标准曲线方程为ｙ＝３×１０８ｘ－５４０５８６，
Ｒ２＝０．９８３。
１．６　金鱼半数致死浓度（ＬＤ５０）的测定

用于实验的金鱼，体长为 ７～８ｃｍ，身体健
康，游动活跃，无外伤，在水温２８℃下饲养２周后
用于实验。实验设置１３个组，其中６组注射嗜水
气单胞菌野生株，６组注射嗜水气单胞菌ａｇｕＡ敲
除株，１组注射无菌生理盐水作为对照。每组２０
尾金鱼，进行腹腔注射。ａｇｕＡ敲除菌株的注射量
为 ３．０５４×１０８、３．０５４×１０７、３．０５４×１０６、３．０５４×
１０５、３．０５４×１０４和 ３．０５４×１０３ＣＦＵ／尾，野生型
菌株的注射量为 ２．２５×１０８、２．２５×１０７、２．２５×
１０６、２．２５×１０５、２．２５×１０４和２．２５×１０３ＣＦＵ／尾，
注射后将金鱼置于２８℃清水中饲养，每天换１／２
水，连续观察７ｄ，记录各组死亡率。采用改良寇
氏法计算金鱼半致死浓度（ＬＤ５０）。寇氏法

［２４］的

基本运算公式如下：

ＬＤ５０＝ｌｇ
－１∑１／２（Ｘｉ＋Ｘｉ＋１）（Ｐｉ＋１－Ｐｉ）（１）

式中：Ｘｉ为注射剂量的对数；Ｐｉ为每组金鱼死亡
率。

１．７　生物膜形成分析
复苏嗜水气单胞菌 ａｇｕＡ敲除株和野生株在

ＬＢ平板上划线，挑取单菌落至 ＬＢ液体培养基
中，２８℃摇床培养（１５０ｒ／ｍｉｎ）。当菌液生长至
对数期，用 ＬＢ液体培养基稀释菌液至 ＯＤ６００为
０．０１，９６孔板中每孔加入１００μＬ稀释菌液，２８℃
培养２０ｈ。用 ２００μＬ无菌 ＰＢＳ溶液洗涤 ２次
（用２００μＬ２５％甲醛固定１０ｍｉｎ，吸干液体并自
然风干），每孔加入２００μＬ０．１％结晶紫染色液
染色２０ｍｉｎ，弃去结晶紫染色液后，用无菌 ＰＢＳ
冲洗多余染料，至ＰＢＳ无色，超净台中吹干，每孔
加入２００μＬ３３％冰醋酸溶液，室温摇床轻轻摇
晃１５ｍｉｎ以溶解结晶紫，用酶标仪测量样品孔中
液体的ＯＤ５９０；每种菌株设６个平行组，试验数值
为６次的平均值±标准差（Ｍｅａｎ±ＳＤ）［２５］。

２　结果

２．１　嗜水气单胞菌ａｇｕＡ基因缺失株的构建
挑取接合实验中含有 Ａｍｐ和 Ｋａｎ的 ＬＢ固

体培养基上的单菌落，立即进行菌落 ＰＣＲ，同时
用嗜水气单胞菌野生株和重组质粒作为对照。

结果显示，ＰＣＲ产物在琼脂糖凝胶电泳中有２条
条带，大小相差１０００ｂｐ左右，且小条带大小在
７５０ｂｐ左右，与重组质粒条带大小相似，大条带
大小为１５００～２０００ｂｐ，与嗜水气单胞菌野生株
条带大小相似。用高质量浓度蔗糖培养基培养

后的菌液ＰＣＲ产物电泳图结果呈单条带，大小约
为７５０ｂｐ，与融合片段长度一致。选择图１（ａ）中
８～１５泳道蔗糖筛选后只有单条带的菌株进行测
序，将测序结果和嗜水气单胞菌野生株的序列输

入网站ＥＭＢＬＥＢＩ（Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｔｏｏｌｓｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ）进行序列比对。结果显示，与
嗜水气单胞菌野生株相比，ａｇｕＡ基因成功缺失，
缺失的片段长度为１０８４ｂｐ［图１（ｂ）］，表明已经
成功地从嗜水气单胞菌基因组中敲除了 ａｇｕＡ基
因。
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（ａ）基因敲除细菌接合和筛选结果电泳图，１～７泳道均为接合菌株；８～１５泳道为蔗糖筛选后的 ａｇｕＡ敲除株，１６为以 ＷＴ基因组
ＤＮＡ为模板的阴性对照；（ｂ）测序序列比对结果图，“［］”中为缺失片段。
（ａ）Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｇｅｎｅｋｎｏｃｋｏｕｔｂａｃｔｅｒｉａｌｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｔｈａｔｌａｎｅｓ１－７ａｒｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ．ＩｎｔｈｅＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓａｆｔｅｒ
ｓｕｃｒｏｓｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，８－１５ａｒｅｔｈｅｓｃｒｅｅｎｅｄａｇｕＡｋｎｏｃｋｏｕｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ，ａｎｄ１６ａｒｅｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈＷＴｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡａｓｔｈｅｔｅｍｐｌａｔｅ．
（ｂ）Ｉｎｔｈｅｒｅｓｕｌｔｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｓｅｑｕｅｎｃｅａｌｉｇｎｍｅｎｔ，＂［］＂ｉｓｔｈｅｆｒａｇｍｅｎｔｋｎｏｃｋｅｄｏｕｔ．

图１　嗜水气单胞菌ａｇｕＡ基因敲除ＰＣＲ结果凝胶电泳图和测序比对结果图
Ｆｉｇ．１　ＧｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆＡ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａａｇｕＡｋｎｏｃｋｏｕｔｅｄＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ

２．２　ａｇｕＡ敲除株与野生株的转录组比较分析
如图２（ａ）所示，转录组测序结果分析中共有

１３９０个基因发生了下调，１１２６个基因发生了上
调。图２（ｂ）为下调的差异基因 ＧＯ富集条目，
ＧＯ富集中最显著的富集为细胞膜成分的富集，
其次为磷酸烯醇丙酮酸依赖性糖磷酸转移酶系

统 （Ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｕｇａｒｐｈｏｓ
ｐｈｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｙｓｔｅｍ）、碳水化合物运输蛋白

（Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔ）、转运蛋白（Ｔｒａｎｓｐｏｒｔ）。
重要的是，在下调的差异基因 ＧＯ富集中还包含
细胞黏附、发病和胺的代谢，这些都与细菌的致

病性密切相关。在 ＫＥＧＧ代谢途径中，与野生菌
株相比，ａｇｕＡ敲除株有８１条代谢途径发生了下
调。其中最显著的前４条是ＡＢＣ转运蛋白系统、
半乳糖代谢、双组分系统、磷酸转移酶系统，这４
种代谢途径的Ｐ＜０．００１，都极其显著富集。

２５４
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图２　嗜水气单胞菌ａｇｕＡ敲除株和野生株差异基因火山图和下调ＧＯ富集条目
Ｆｉｇ．２　Ｖｏｌｃａｎｏｍａｐｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｏｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ｅｎｔｒｉｅｓｂｅｔｗｅｅｎＡ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａａｇｕＡｋｎｏｃｋｏｕｔｓｔｒａｉｎａｎｄｗｉｌｄｓｔｒａｉｎ

２．３　ａｇｕＡ缺失影响嗜水气单胞菌毒力相关基因
的表达

转录组测序结果分析发现与嗜水气单胞菌

野生株相比，ａｇｕＡ敲除株很多与毒力相关基因发
生了下调，根据转录组测序分析，下调基因１３９０
个。在这些下调基因中，筛选出 ４３个与细菌毒

性相关的基因，这４３个基因均属于膜组分中的
基因，包括：１３个Ⅵ型分泌系统基因（ｖｇｒＧ、ｔｓｓＩ、
ｈｃｐⅠ、ｔｓｓＦ、ｔｓｓＧ、ｔａｇＨ、ｔｓｓＫ、ｖａｓＦ、ｃｌｐＶ、ｔａｇＯ、ｔｓｓＡ、
ｔｓｓＭ和ｐａａＲ蛋白基因）；８个菌毛相关蛋白基因
（ｍａｔＢ、ｆｉｍＡ、ｃｐａＢ、ｐｉｌＸ、ｔａｄＢ、ｆｌｐＪ、ｆｌｐＬ、ｐｉｌＵ）；７个
溶血基因（ｔｄｈ、ｓｕｎＴ、ｍｌｔＢ２、ｙｆｈＤ１、ｙｆｈＤ２、ｃｃｍＦ２、
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ｎｒｆＥ）；８个Ⅰ型分泌系统基因（ｐｕｌＥ、ｇｓｐＨ、ｇｓｐＮ、
ｔａｄＣ、ｇｓｐＢ、ｈｌｙＤ１、ｈｌｙＤ２、ｈｌｙＤ３）；３个鞭毛合成相
关基因（ｆｌｉＩ、ｆｌｉＲ、ｆｌｈＢ）；２个肠毒素基因（ａｓｔ、
ａｃｔ）；２个ＲＴＸ毒素基因（ｒｔｘＡ、ｒｔｘＤ）。表２为转
录组结果中下调基因的下调倍数。

　　对下调的差异基因ＧＯ富集中的细胞黏附过
程、发病过程和胺代谢过程中的基因进行了ｑＲＴ
ＰＣＲ验证，验证结果如图３所示：发病过程中的
基因除ｓｐｖＢ基因外，ａｇｕＡ敲除株的其他发病基
因都发生了非常显著的下调；除 ｃｈｅＲ１基因外，
ａｇｕＡ敲除株其他胺代谢过程中的基因都发生了
非常显著的下调。ｑＲＴＰＣＲ验证结果与转录组
结果趋势一致。

２．４　敲除 ａｇｕＡ基因影响嗜水气单胞菌的生物
膜形成

转录组分析发现膜成分相关基因的表达也

受到ａｇｕＡ敲除的影响，进一步的ｑＲＴＰＣＲ显示，
１２个下调膜组分的毒力基因中，除 ｃｃｍＦ２没有
发生显著的下调，ａｇｕＡ敲除株其他１１个基因的
表达量均发生了非常显著的下调［图４（ａ）］，１０
个细菌黏附过程中的基因也受到 ａｇｕＡ敲除的影
响而发生了显著下调［图４（ｂ）］；生物膜分析结
果显示与嗜水气单胞菌野生株相比，ａｇｕＡ敲除株
的细胞膜形成能力显著降低［图４（ｃ）］。
２．５　ａｇｕＡ基因缺失株对金鱼的致病性评价

表３为嗜水气单胞菌野生株和 ａｇｕＡ敲除株
注射金鱼的 ＬＤ５０实验结果。注射嗜水气单胞菌
野生株死亡的金鱼症状表现为腹部积血，皮肤腐

烂发白，而注射 ａｇｕＡ敲除株后死亡的金鱼症状
表现为腹部积血，但皮肤腐烂的症状减少。嗜水

气单胞菌野生株对金鱼的 ＬＤ５０为 １．０２×１０
６

ＣＦＵ／尾，嗜水气单胞菌 ａｇｕＡ敲除株对金鱼的
ＬＤ５０为７．６０×１０

６ＣＦＵ／尾，相比之下，ａｇｕＡ敲除
株对金鱼的ＬＤ５０比野生株降低了８６．６％，相比野
生株，ａｇｕＡ敲除株生物膜形成能力下降了１６．６％
［图４（ｃ）］。

表２　毒力基因的下调倍数
Ｔａｂ．２　Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｆｏｌｄｓｏｆ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｖｉｒｕｌｅｎｃｅｇｅｎｅｓ

基因分类

Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｓ
基因名称

Ｇｅｎｅｎａｍｅ
下调倍数

Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｍｕｌｔｉｐｌｅ

Ⅵ型分泌系统基因
ＧｅｎｅｏｆｔｙｐｅⅥ
ｓｅｃｒｅｔｏｒｙｓｙｓｔｅｍ

ｖｇｒＧ ２．８６
ｈｃｐＩ ４．７６
ｔｓｓＦ ５．２８
ｔｓｓＧ ３．３５
ｔａｇＨ ３．９０
ｔｓｓＫ ４．１８
ｖａｓＦ ４．００
ｃｌｐＶ ３．２４
ｔａｇＯ ６．７４
ｔｓｓＡ ５．４６
ｔｓｓＭ ３．５８
ｐａａＲ ６．１４
ｔｓｓＩ ５．７８

菌毛合成相关基因

Ｐｉｌｉｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ｍａｔＢ ２．９８
ｆｉｍＡ ２．９９
ｃｐａＢ ５．５９
ｐｉｌＸ ３．４０
ｔａｄＢ ７．７５
ｆｌｐＪ ８．３８
ｆｌｐＬ ５．８６
ｐｉｌＵ ２．４８

溶血相关基因

Ｈｅｍｏｌｙｓｉｓｒｅｌａｔｅｄ
ｇｅｎｅｓ

ｔｄｈ ４．５３
ｓｕｎＴ ７．５５
ｍｌｔＢ２ ４．６６
ｙｆｈＤ１ ３．２３
ｙｆｈＤ２ ３．８９
ｃｃｍＦ２ ４．１５
ｎｒｆＦ ４．２４

Ⅰ型分泌系统基因
ＧｅｎｅｏｆｔｙｐｅⅠ
ｓｅｃｒｅｔｏｒｙｓｙｓｔｅｍ

ｐｕｌＥ ２．２４
ｇｓｐＨ ２．０７
ｇｓｐＮ ２．４３
ｔａｄＣ ８．２９
ｇｓｐＢ ２．１１
ｈｌｙＤ３ ２．５０
ｈｌｙＤ２ ２．８９
ｈｌｙＤ１ ３．６３

鞭毛合成相关基因

Ｆｌａｇｅｌｌｕｍｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

ｆｌｉＩ ３．６９
ｆｌｉＲ ４．１７
ｆｌｈＢ ２．７０

肠毒素基因

Ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎｇｅｎｅ
ａｓｔ ５．０９
ａｃｔ ７．４３

ＲＴＸ毒素基因
ＲＴＸｔｏｘｉｎｇｅｎｅ

ｒｔｘＡ ３．６５
ｒｔｘＤ ５．２９
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柱状图上方含“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５）；柱状图上方含“”代表差异较显著（Ｐ＜０．０１）；柱状图上方含“”代表差异
极显著（Ｐ＜０．００１）。
＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）；＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜
０．０１）；＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．００１）．

图３　转录组分析结果中细菌毒性相关的下调基因以及腐胺合成相关的胺代谢过程中的基因ｑＲＴＰＣＲ验证
Ｆｉｇ．３　ＶａｌｉｄａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｑＲＴＰＣＲｆｏｒｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｒｅｌａｔｅｄ

ｔｏｂａｃｔｅｒｉａｌｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅａｎａｌｙｓｉｓ

柱状图上方含“”代表差异显著（Ｐ＜０．０５）；柱状图上方含“”代表差异较显著（Ｐ＜０．０１）；柱状图上方含“”代表差异
极显著（Ｐ＜０．００１）。
＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０５）；＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜
０．０１）；＂＂ａｂｏｖｅｔｈｅｂａｒｇｒａｐｈｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｅｘｔｒｅｍｅｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ｐ＜０．００１）．

图４　嗜水气单胞菌野生株和ａｇｕＡ敲除株细胞膜的形成或黏附能力验证
Ｆｉｇ．４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｒａｄｈｅｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｗｉｌｄｓｔｒａｉｎ

ｏｆＡ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａａｎｄｔｈｅａｇｕＡｋｎｏｃｋｏｕｔｓｔｒａｉｎ

３　讨论

嗜水气单胞菌是一种常见的机会性病原

体［２６］。ａｇｕＡ基因参与革兰氏阴性菌中胍丁胺转
化为氨和腐胺的过程，氨和腐胺对动物细胞都有

毒性作用，许多毒力的作用因素可能会因腐胺的

减少而减弱［１２１４，１７１８］，本研究首次在嗜水气单胞

菌中敲除了腐胺形成途径中的 ａｇｕＡ基因。研究
表明，在铜绿假单胞菌、单核李斯特菌（Ｌｉｓｔｅｒｉａ

ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ）和 变 形 链 球 菌 （Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
ｍｕｔａｎｓ）中敲除ａｇｕＡ基因或通过灭活剂使胍丁氨
脱氨酶失活后，３株菌的生物膜形成受到显著影
响，且细菌毒力显著下降，由于生物膜与细菌的

持续感染相关，因此敲除 ａｇｕＡ后铜绿假单胞菌
的感染能力显著下降［２７］，这与本研究中 ａｇｕＡ缺
失后，嗜水气单胞菌的生物膜合成下降现象一

致［２８３０］。
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表３　对金鱼注射不同浓度梯度的嗜水气单胞菌野生株和ａｇｕＡ敲除株后，金鱼的死亡率
Ｔａｂ．３　ＧｏｌｄｆｉｓｈｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｎｇｗｉｌｄｓｔｒａｉｎｓａｎｄａｇｕＡｋｎｏｃｋｅｄｏｕｔｓｔｒａｉｎｏｆ

Ａ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔｓ

菌株

Ｓｔｒａｉｎ
注射量Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｖｏｌｕｍｅ／

（ＣＦＵ／尾）
死亡数量

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｄｅａｔｈｓ／尾
存活数量

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｓ／尾
死亡率

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ／％

嗜水气单胞菌野生株

ＷｉｌｄｓｔｒａｉｎｏｆＡ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ

２．２５×１０８ ２０ ０ １００
２．２５×１０７ １７ ３ ８５
２．２５×１０６ １０ １０ ５０
２．２５×１０５ ４ １６ ２０
２．２５×１０４ ２ １８ １０
２．２５×１０３ １ １９ ５
０ １ １９ ５

嗜水气单胞菌ａｇｕＡ敲除株
ａｇｕＡ／ｓｔｒａｉｎｏｆＡ．ｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ

３．０５４×１０８ ２０ ０ １００
３．０５４×１０７ １２ ８ ６０
３．０５４×１０６ ３ １７ １５
３．０５４×１０５ １ １９ ５
３．０５４×１０４ ２ １８ １０
３．０５４×１０３ １ １９ ５

０ １ １９ ５

　　对ａｇｕＡ敲除株和野生株进行了转录组测序
分析，在转录组 ＧＯ分析结果中，ａｇｕＡ敲除株的
黏附 过 程 （ＧＯ：００３０１５５，ＧＯ：０００７１５５，ＧＯ：
００２２６１０）、致病过程（ＧＯ：０００９４０５）、胺代谢过程
（ＧＯ：０００９３０９，ＧＯ：００４２４０１，ＧＯ：０００６５９５）均发
生了显著的下调富集。通过比较嗜水气单胞菌

ａｇｕＡ基因敲除株和野生株的转录组，发现４３个
毒性相关基因发生了下调，包括：１３个Ⅵ型分泌
系统（Ｔ６ＳＳ）基因；８个菌毛合成相关基因；７个溶
血基因；５个Ⅱ型分泌系统基因；３个Ⅰ型分泌系
统基因，３个鞭毛合成相关基因；２个肠毒素基
因；２个ＲＴＸ基因。Ｔ６ＳＳ的基因簇在几种革兰氏
阴性病原体中高度保守，主要功能是介导毒力因

子的细胞外输出，抑制吞噬细胞的吞噬活性并介

导细胞毒性［３１］。敲除ａｇｕＡ后，Ｔ６ＳＳ很多组件的
表达下降；菌毛通过对介质表面的黏附和聚集，

在ＤＮＡ转移、噬菌体结合、微菌落和生物被膜形
成、运动和发育等生命活动中起着关键作用［３２］，

ａｇｕＡ的敲除导致嗜水气单胞菌菌毛组成蛋白的
表达量显著降低，势必影响菌毛的合成，进而影

响细菌的黏附能力。溶血性细胞毒素的产生被

认为是气单胞菌属致病潜力的有力证据［３３］，能在

红细胞膜上形成直径约２ｎｍ的孔径，允许水和
离子穿过细胞膜流入红细胞膜内，从而导致红细

胞的破裂，这也是导致病鱼腹腔血液积聚的重要

原因之一［３４］，敲除ａｇｕＡ后，溶血素基因的表达量
显著下降，显然，嗜水气单胞菌中 ａｇｕＡ与溶血素

的形成有复杂的联系，但还需进一步地研究。

Ｔ２ＳＳ介导多种毒素、脂肪酶和水解酶的细胞外传
递，这些毒素、脂肪酶和水解酶可分解复杂的碳

水化合物，从而为细菌在环境中的生存提供优

势，另外Ｔ２ＳＳ分泌的一些特定蛋白质有助于生
物膜的形成，维持细菌本身生物膜的结构和稳定

性［３５］，ａｇｕＡ的敲除使得Ｔ２ＳＳ组分的表达量显著
下降。α溶血素（ＨｌｙＡ）依靠Ⅰ型分泌系统
（Ｔ１ＳＳ）分泌到细菌细胞外，ＨｌｙＤ是 Ｔ１ＳＳ中的一
个六聚体，组成一个通道，为 ＨｌｙＡ的输出提供了
连续的跨膜导管［３６］，并且，ＨｌｙＤ的完整性对于分
泌的ＨｌｙＡ最终折叠成其活性形式至关重要［３７］，

ａｇｕＡ的敲除使ＨｌｙＤ的表达显著下降，影响 ＨｌｙＡ
的折叠和分泌。鞭毛是细菌的一种运动性结构，

在细菌黏附、生物被膜形成、信号传导、胞外多糖

产生等方面具有重要作用。同时，鞭毛作为生物

被膜支架有助于细菌细胞膜的稳定［３２］，ａｇｕＡ敲
除后，鞭毛合成基因的表达显著下降，影响鞭毛

的形成，因此影响生物膜的形成和细菌的运动

等；热稳定性细胞强直肠毒素（ａｓｔ）、热不稳定性
细胞强直肠毒素（ａｌｔ）、细胞毒性肠毒素（ａｃｔ）在
气单胞菌的发病机制中起重要作用，是气单胞菌

的重要毒力因子，它们的存在可以看作是毒力的

指标［３８］，肠毒素通过与靶细胞表面的糖蛋白结合

并寡聚化，导致宿主肠细胞膜穿孔，肠细胞隐窝

和绒毛退化而死亡［３９］。重复序列蛋白毒素

（ＲＴＸ）是革兰氏阴性菌分泌的一种大型异质毒

６５４
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素，由保守的重复区域和一个自动加工的蛋白酶

结构域组成，能够抑制嗜中性粒细胞，诱导多种

细胞类型的细胞溶解（红细胞、上皮细胞、巨噬细

胞）［４０］，ａｇｕＡ敲除后 ａｓｔ、ａｃｔ、ｒｔｘＡ，ｒｔｘＤ的表达量
都显著下降。基于转录组分析结果，对相应的下

调基因做了ｑＲＴＰＣＲ验证，包括１２个毒力基因、
１０个黏附基因、９个发病基因和８个胺代谢基因，
验证结果与转录组结果基本一致，大部分的基因

都发生了极显著的下调，表明这些基因表达受到

了ａｇｕＡ的影响，大量的基因下调很有可能降低
嗜水气单胞菌的毒性和致病性。

本研究通过对金鱼腹腔注射得出嗜水气单

胞菌ａｇｕＡ敲除株和野生株的 ＬＤ５０，发现 ａｇｕＡ敲
除株ＬＤ５０比野生株降低了８６．６％。溶血素、肠毒
素、ＲＴＸ毒素能够直接破坏金鱼的细胞，从而直
接对金鱼产生致病性。气单胞菌属的致病性是

多因素的，涉及单独或不同基因产物的共同作

用［１８］。安全性是减毒活疫苗开发的主要问题之

一，嗜水气单胞菌 ａｇｕＡ敲除株能否作为减毒活
疫苗还需要进一步的实验或基因改造，但本研究

为嗜水气单胞菌减毒活疫苗的研究提供了新的

思路。

从实验结果来看，敲除 ａｇｕＡ基因后，几种毒
素的表达量下降了，证明敲除 ａｇｕＡ确实影响了
嗜水气单胞菌对金鱼的致病能力。３个分泌系统
主要通过影响毒素的分泌和细胞膜的形成而影

响细菌的致病性和毒性，另外，细菌菌毛和鞭毛

影响细菌生物膜的稳定性和黏附性，从而影响细

菌在金鱼体内的定殖。并且，生物膜可以保护细

菌免受恶劣环境条件的影响，抵抗宿主免疫反应

攻击，提高体外存活率，促进细菌在宿主体内定

殖和感染，与细菌的致病性密切相关［４１］。研

究［４２］表明，携带更多毒力基因的菌株具有更高的

毒性，敲除 ａｇｕＡ确实使得嗜水气单胞菌很多毒
力基因的表达下降了，且对嗜水气单胞菌生物膜

形成能力产生明显影响。综上所述，在嗜水气单

胞菌中敲除ａｇｕＡ使得细菌的毒性和致病性显著
下降。
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