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摘要　　采用复性电泳技术 ,研究环境 p H、温度及培养时间对哈维氏弧菌 TS2628 菌株胞外产物

( ECP)蛋白酶活性的影响。结果表明 ,胞外产物蛋白酶最适反应 p H 在 815左右 ,酸对 ECP蛋白酶

活性的抑制明显强于碱对它的抑制作用 ;最适反应温度在 20～50 ℃之间 ,20 ℃以下或 50 ℃以上蛋

白酶活性则受到明显抑制 ,表明蛋白酶不仅对高温敏感 ,对低温也很敏感 ;培养 12 h的胞外产物蛋白

酶活性最强。最适温度和 p H条件下 ,主要出现 3种蛋白酶 ,其中分子量为 94 kDa和 26 kDa的两种

蛋白显示了很强的蛋白酶活性 ,而且能在比较极端的温度和 p H 值条件下保持活性 ,而分子量为 35

kDa蛋白酶只在最适反应条件下出现 ,并且该蛋白酶的最适反应条件与弧菌病暴发时的环境条件极

为相似。由此可推测分子量 94 kDa和分子量为 26 kDa的两种蛋白可能是弧菌维持生存所必需 ,而

分子量为 35 kDa的蛋白酶虽然只出现在特定条件下 ,却可能在致病过程中起重要作用。
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Study on protease activities of the ECP of pathogenic bacterium
Vibrio ha rveyi strain TS2628
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ABSTRACT　　SDS2gelatin2PA GE assay was used to st udy t he effect s of p H , temperat ures ,

and growing time on t he p rotease activities of t he ext racellular p roduct s ( ECP) of V ibrio har2
vey i TS2628 st rain. The result s showed t hat t he optimal p H for ECP protease activity was a2
bout 81 5 and t he p rotease activity was inhibited more easily by lower values of p H t han by high2
er ones. The optimal temperat ure for t he protease was 20～50℃, and significant decrease in ac2
tivity was observed at temperat ures below 20℃or above 50℃, which indicated t hat t he p rotease

was sensitive to bot h low and high temperatures. The highest level of t he ext racellular p roduct

p rotease activity was p resent after 12h incubation. Under t he condition of optimal temperat ures
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and p H , t here were t hree kinds of p rotease p resent : 94kDa , 26kDa and 35kDa. The 94kDa and

26kDa proteases displayed high activity and could remain active under ext reme temperatures and

p H , while t he 35kDa protease was only active under t he optimal condition , which was similar to

t he condition for t he out burst of pat hogenic vibrio . It is suggested t hat t he 94kDa and 26kDa

proteases were necessary in maintaining t he vibrio survival and t he 35kDa protease could play an

important role in t he pat hogenicity of t he bacteria.

KEY WORDS　　V ibrio harvey i 　Ext racellular p roduct s　Protease

　　胞外产物 ( ECP)是致病菌在生长繁殖过程中释放出的代谢产物 ,是侵染机体的主要成分之一。ECP可以

抵抗宿主免疫因子的作用 ,分解破坏宿主机体的组织成分 ,有利于其他病原的进一步侵染 ;还可以破坏机体血

淋巴中凝血系统的酶活性 ,破坏血细胞 ,影响其功能发挥 ,并导致溶血现象的发生等等 ,因此 ECP成为决定病

原菌毒力的重要因素之一。

ECP的致病成分主要有蛋白酶、溶血素、肠毒素、细胞毒素等等。致病性弧菌能产生多种蛋白酶 ,主要有半胱

氨酸蛋白酶、丝氨酸蛋白酶、弹性蛋白酶、胶原蛋白酶、明胶酶等等 (吴后波等　2003)。蛋白酶的活性对病原菌的

致病性具有重要作用 ,而且已在多种鱼、虾的病原弧菌中发现具有强烈致病作用的胞外蛋白酶。哈维氏弧菌是水

产养殖中常见的条件致病菌 (Austin et al . 　2006) ,关于其胞外产物蛋白酶的研究也有零星报道 ( Fukasawa et al .

1988a ,b ; Liu et al . 　1997 ; Lee et al . 　1995 ; Zhang et al . 　2000) ,但研究结果往往因人而异 ,说明 ECP蛋白酶受

多种因子影响 ,不同来源菌株的蛋白酶生化性质各不相同 ,因此有必要对所分离到的哈维氏弧菌 TS2628菌株的

EPC蛋白酶的生物活性及影响因子进行研究 ,以探寻蛋白酶与病原菌致病性之间的关系。

复性电泳法也称明胶原位消化法 ,它是 20世纪 70年代初建立起来的一种电泳技术 ,该技术的特点是在丙

烯酰胺胶液中加入易为蛋白酶水解的明胶 ,明胶在电泳过程中不发生位移 ,而蛋白酶与 SDS结合发生可逆变

性 ,电泳完毕后用 TritonX2100等非离子去垢剂去除 SDS恢复蛋白酶活性 ,经过适当温育 ,考马斯亮兰 R250

染色后在无蛋白酶作用的地方胶被染成兰色 ,而有蛋白酶作用的地方胶呈现无色透明区 ,透明区的位置可反映

蛋白酶的等电点和相对分子量 ,而透明区的大小和透光度可反映酶的活性强弱 ( Heussen et al . 　1980) 。这种

技术已经在动植物发育和衰亡过程蛋白酶活性变化的研究中得到广泛应用 (J iang et al . 　1999 ; Paul 　1998 ;

张胜新等　1997) ,但在有关细菌蛋白酶活性研究方面还鲜有报道。

本试验以养殖青石斑鱼 Epi nep hel us aw oara溃疡病分离的细菌性病原哈维氏弧菌 TS2628株为对象 ,尝

试采用复性电泳技术 ,研究环境 p H值、温度及培养时间对该菌胞外产物蛋白酶活性的影响 ,为探索弧菌的致

病机制提供理论基础 ,并探寻防治弧菌病的有效措施。

1　材料与方法

1 . 1　材料

1. 1. 1　实验菌株

哈维氏弧菌 TS2628菌株于 2002年由本实验室从患溃疡病的青石斑鱼分离保存 (Qin et al . 　2006) 。

1. 1. 2　主要试剂

培养基为胰大豆胨琼脂 ( TSA)和胰大豆胨肉汤 ( TSB) (北京陆桥医学生物技术公司) ,配制时 NaCl 含量

加至 20‰。丙稀酰胺、十二烷基磺酸钠 ( SDS)等主要生化试剂均为 BBI公司产品 ,其他常规化学试剂为国产

分析纯。

1 . 2　方法

1. 2. 1　胞外产物的制备

菌种接种 TSB培养基 ,30 ℃培养 24 h 后离心收集菌体 ,无菌 PBS (p H712)反复洗涤菌体 3 次 ,最后将
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PBS稀释的菌悬液均匀涂布于表面覆盖着灭菌玻璃纸的 TSA平板上 ,30 ℃培养 ,培养 12、24、36、48、60和 72

h后分别收集样品。用适量无菌 PBS 悬浮玻璃纸上的细菌及其分泌物 ,并将其收集到 115 ml 离心管中 ,

25 000 g 4 ℃离心 60 min ,收集上清液用 0122μm滤纸过滤 ,Bradford方法测定蛋白含量后小量分装置 - 20℃

备用。

1. 2. 2　胞外产物的复性电泳

1. 2. 2. 1　p H对哈维氏弧菌 TS2628胞外产物蛋白酶活性的影响

参照有关文献 (Zhang et al . 　2000 ; Heussen et al . 　1980 ; 　J iang et al . 　1999 ; Paul et al . 　1998)并

稍作改进。具体如下 :电泳采用 5 %的积层胶、10 %分离胶 ,制备分离胶时加入 011 %的明胶作为底物。哈维氏

弧菌 TS2628培养 36 h的胞外产物样品与等体积非变性上样缓冲液混合 ,室温下静置 10 min后上样 ,每个上

样孔加入 415μg样品。电泳采用 Bio2Rad公司 mini2PRO TEAN IITM装置 ,在 4 ℃下 50V 预电泳 15 min 后

100 V恒压电泳 2 h。电泳完毕 ,用复性缓冲液漂洗凝胶两次 ,每次 15 min。然后将凝胶按泳道切割成大小相

仿的胶条 ,置于 p H分别为 4、6、7、815和 10的反应缓冲液中 ,35 ℃温育 3 h。染色液染色 30 min ,脱色液脱色

至透明区域清晰透亮。同样条件下制备不含明胶的聚丙稀酰胺凝胶 ,同时进行电泳、染色和脱色 ,根据蛋白质

Marker的分子量计算出蛋白酶的大致分子量。

1. 2. 2. 2　温度对哈维氏弧菌 TS2628胞外产物蛋白酶活性的影响

方法基本同 1. 2. 2. 1 ,但反应缓冲的 p H值固定为 7 ,反应温度分别为 4、10、20、30、50、60、80 和 100 ℃。

1. 2. 2. 3　培养时间对哈维氏弧菌 TS2628胞外产物蛋白酶活性的影响

电泳样品为经过 12、24、36、48、60和 72 h培养的胞外产物 ,上样量都是 4μg ,反应温度为 35℃,反应缓冲

液 p H为 7 ,其余同 1121211。

2　结果

图 1　p H对病原菌胞外产物蛋白酶活性的影响

Fig. 1　Effect of the incubation buffer p H on the protease

activity of ext racellular product s

2. 1　pH对哈维氏弧菌 TS2628 胞外产物蛋白酶活性

的影响

　　从图 1可以看出 :一种分子量约为 94kDa 的大分

子蛋白酶的活性在 p H 高于或低于 815 时都有所减

弱 ,变化并不强烈 ;另一种为分子量约为 35kDa ,这种

蛋白酶的活性相对较弱 ,而且对 p H极其敏感 ,只出现

在 p H7～815的范围内 ,过酸或过碱则消失 ;还有一种

分子量约为 26kDa 的蛋白酶 ,这种蛋白酶活性很强 ,

尤其是在反应缓冲液为最适 p H即 p H = 815时 ,表现

出的透明区范围最大 ,它对 p H 有一定的敏感度 ,在

p H低于或高于 815 时蛋白酶的活性都受到抑制 ,并

在反应 p H = 4时几乎完全消失。

2. 2　温度对哈维氏弧菌 TS2628胞外产物蛋白酶活性的影响

由图 2也可以看到哈维氏弧菌胞外产物中 3种主要的蛋白酶 ,温度对分子量 94kDa的大分子蛋白酶的影

响较 p H对它的影响明显 ,最适反应温度在 30～50 ℃之间 ,低于 30 ℃或高于 50 ℃蛋白酶活性受到抑制 ,而且

该酶对高温的耐受性强于对低温的耐受性 ,100 ℃下温育 3h仍保持一定的活性 ,而在 4 ℃下活性完全消失 ;分

子量为 35kDa的蛋白酶对温度也非常敏感 ,只出现在 20～50 ℃的温度范围内 ;而分子量为 26kDa的蛋白酶的

最适反应温度是 30～50 ℃,随着温度的升高或降低 ,该酶所处位置出现的透明区逐渐缩小 ,透明度逐渐减弱。
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2. 3　培养时间对哈维氏弧菌 TS2628胞外产物蛋白酶活性的影响

如图 3所示 ,培养时间长短对哈维氏弧菌蛋白酶

种类和活性的影响较为显著。大体而言 ,所有样品中

12 h培养的胞外产物蛋白酶活性最强 ,随着培养时间

增加蛋白酶活性有逐渐下降的趋势 ,但培养时间达

60h蛋白酶活性有所回升。

就蛋白酶的种类而言 ,分子量为 94kDa 的大分子

蛋白酶和分子量约为 26kDa 的蛋白酶为所有样品所

共有 ,其中 94kDa大分子蛋白酶的活性随培养时间的

增长逐渐减弱 ;26kDa 的蛋白酶活性则是在 36h 出现

明显下降 ,之后培养时间增加对其活性影响不太明显。

而 35kDa的蛋白酶在 12 和 24h 样品中没有出现 ,在

36h中出现后随培养时间增长活性有逐渐增强的趋

势。在 12和 24h样品中还出现两条大致分子量分别

为 41kDa和 50kDa的蛋白酶 ,培养 12h这两种蛋白酶

都显示很强的活性 ,到 36h两种蛋白酶几乎全部消失。

另外 ,一种大分子量约为 42kDa 的蛋白在 60h样品中

开始出现 ,72h该酶活性略有升高 ;还有一种分子量约

为 44kDa的蛋白酶则是在 72h才出现。

3　讨论

大量研究证明致病菌的蛋白酶与病原菌对宿主的

入侵、损害及致死等机制紧密相关 ,因此对致病菌蛋白

酶的研究已成为病害研究的热点。早期对哈维氏弧菌

胞外蛋白酶的研究发现 ,不同菌株纯化得到的胞外产

物蛋白酶并不相同。如从哈维氏弧菌 FLA211菌株纯

化得到的蛋白酶是一个四聚体 ,分子量为 84kDa ,在 p H810和 55℃条件下显示最大活性 ,在 40℃以下活性稳

定。试验证明 ,该蛋白酶是一种对金属螯合剂敏感的碱性蛋白酶 ( Fukasawa et al . 　1988a) ;而另一株哈维氏

弧菌 FL N2108则纯化得到两种对金属螯合剂敏感的碱性蛋白酶 ,分别为 49kDa和 46kDa的二聚体 ,在 p H810

～ 910和 50 ℃条件下显示最大活性 ,在 45 ℃下活性稳定 ( Fukasawa et al . 　1988b) 。Liu等 (1997)纯化哈维

氏弧菌 820514菌株得到的胞外产物蛋白酶则是一种半胱氨酸蛋白酶 ,大致分子量为 38kDa ,经 24 h培养的蛋

白酶产物最大活性出现在 p H810和 50 ℃的条件下 ,与 Fukasawa的研究结果有相似的地方。Saeed (1995)则

发现培养 36 h的哈维氏弧菌胞外产物的蛋白酶活性和溶血活性最强 ,而 Zhang和 Austin (2000)却认为哈维氏

弧菌胞外产物的毒性与培养基及培养基中 NaCl的浓度有关 ,对试验虹鳟 Oncorhy nchus m y kiss 毒性最强的是

在 NaCl的浓度为 1 %的胰大豆胨琼脂 ( TSA)培养基上培养 24h 的胞外产物 ,该产物具有最强的酪蛋白酶活

性。

综合前人的研究发现 ,不同学者所发现的哈维氏弧菌胞外产物蛋白酶的种类及生化性质不尽相同 ,主要是

与弧菌的来源和生长环境密切相关。在本研究中哈维氏弧菌 TS2628菌株的蛋白酶组成因培养时间不同而有

所变化 ,但最适反应 p H在 815左右 ,酸对 ECP蛋白酶活性的抑制明显强于碱对它的抑制作用 ;最适反应温度

在 20～50 ℃之间 ,20 ℃以下或 50 ℃以上蛋白酶活性则受到明显抑制 ;12h培养的胞外产物蛋白酶活性最强 ,

之后随着培养时间的增加蛋白酶活性有逐渐下降的趋势 ,但培养时间达 60h蛋白酶活性有所回升。本研究的

菌株哈维氏弧菌 TS2628源自厦门同安湾患病青石斑。同安湾地处亚热带海区 ,夏季特别是在持续高温炎热
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的气候下 ,海水的表层水温有时可达 30 ℃以上 ;同时海洋又是一个巨大的缓冲体系 ,它的 p H 值偏碱性 ,一般

保持在 715～814之间 ,高温干旱的天气海水 p H 值略有升高 ,而低温或多雨的天气海水 p H 值则有所下降。

海区的这些水文特征与病原菌蛋白酶的最适反应条件接近 ,这大概也是哈维氏弧菌引发的溃疡病易在高温、干

旱的气候条件下暴发 ,而在大量降雨气温下降之后病害得到缓解的原因之一。另外 ,最适温度和 p H 条件下 ,

主要出现 3种蛋白酶 ,其中分子量为 94kDa和 26kDa的两种蛋白酶显示了很强的活性 ,而且能在比较极端的

温度和 p H值条件下保持活性 ,而分子量为 35kDa的蛋白酶只在最适反应条件下才出现 ,而且它的最适条件与

病害暴发时的环境条件极其相似。由此可推测分子量 94kDa 和 26kDa 的两种蛋白酶可能是弧菌维持生长繁

殖所必需 ,而分子量为 35kDa的蛋白酶虽然只出现在最适条件下 ,却可能在病原菌的致病性中起重要作用。

总之 ,通过对哈维氏弧菌 TS2628菌株胞外产物蛋白酶活性的研究发现 ,在适宜环境条件下其胞外产物蛋

白酶具有很强的生物活性。另外 ,哈维氏弧菌胞外产物蛋白酶的种类至少 3种以上 ,而且种类随培养时间长短

不同而有所变化 ,环境 p H、温度和培养时间对各种蛋白酶活性都有不同程度的影响。可以推测 ,哈维氏弧菌

胞外产物蛋白酶在该菌的致病过程中具有重要作用 ,但其对鱼类的致死浓度及致病机理还有待进一步研究。
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