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和厚朴酚对嗜水气单胞菌气溶素表达的抑制作用
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摘要: 为了研究不同浓度和厚朴酚对嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)致病力的影响, 筛选抗嗜水气单胞

菌感染的天然化合物,  通过溶血试验、免疫印记试验、荧光定量PCR试验和动物试验进行了研究。结果发

现, 和厚朴酚能在亚抑菌浓度下降低嗜水气单胞菌培养物上清中的溶血活性; 蛋白免疫印迹试验发现和厚朴

酚能降低嗜水气单胞菌气溶素的分泌; 荧光定量PCR试验进一步表明和厚朴酚与嗜水气单胞菌共培养后降低

了气溶素编码基因aerA的转录而降低气溶素的分泌。此外, 通过动物试验发现和厚朴酚治疗能显著提高斑点

叉尾鮰( Ictalurus punctatus )嗜水气单胞菌感染模型的存活率。以上研究表明, 和厚朴酚能通过降低气溶素编

码基因aerA的转录而降低嗜水气单胞菌的致病力, 和厚朴酚是一种潜在的新型抗嗜水气单胞菌感染的先导化

合物。

关键词: 嗜水气单胞菌;   气溶素;   和厚朴酚;   感染

中图分类号: S917.1           文献标识码: A           文章编号: 1000-3207(2020)03-0541-05

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)是一种

常见的条件性致病菌, 广泛存在于自然界中, 可引

起水生动物、陆生动物和人的多种感染性疾病
[1]
。

嗜水气单胞菌是淡水养殖的主要病原菌之一, 常引

起养殖鱼类的严重疾病, 是严重威胁水产养殖业健

康发展的重要病原菌
[2]
。长期以来, 水产养殖动物

嗜水气单胞菌感染的治疗主要依赖于抗菌药物, 但
由于抗菌药物的长期不合理使用导致嗜水气单胞

菌出现了严重的耐药性
[3]
。此外, 化学抗菌药物在

水产养殖中的广泛使用对水环境造成了一定程度

的污染
[4]
。近年来研究表明, 嗜水气单胞菌的致病

力与其分泌的外毒素密切相关, 因此抗毒力策略成

为近年来研究抗嗜水气单胞菌感染药物的新途径
[5]
。

嗜水气单胞菌能分泌多种毒力因子, 包括溶血

素、气溶素和肠毒素等。气溶素是嗜水气单胞菌

分泌的主要毒力因子, 与嗜水气单胞菌的致病性密

切相关, 是鉴别致病性嗜水气单胞菌的标志
[6]
。气

溶素具有溶血性、肠毒性和细胞毒性, 成熟的气溶

素能结合到真核细胞表面特定的糖蛋白受体, 插入

细胞膜的脂质双分子层并形成具有孔道的七聚体,
破坏细胞的渗透压平衡并导致细胞死亡

[7]
。气溶素

对多种真核动物细胞敏感。研究发现, 敲除气溶素

基因的嗜水气单胞菌相比较野生型其致病力显著

下降甚至消失
[8]
。因此, 气溶素成为研究抗嗜水气

单胞菌感染药物的新靶标。

和厚朴酚是中药厚朴的主要成分之一, 具有抗

菌、抗炎、抗氧化和抗癌等多种生物学活性
[9]
。然

而和厚朴酚对嗜水气单胞菌毒力因子表达的影响尚

无报道。本研究发现和厚朴酚在亚抑菌浓度下通过

抑制嗜水气单胞菌气溶素编码基因aerA的转录降低

气溶素的分泌, 降低嗜水气单胞菌的致病力, 从而提

高斑点叉尾鮰嗜水气单胞菌感染模型的存活率。

1    材料与方法

1.1    菌株与实验动物

嗜水气单胞菌XS-91-4-1由中国科学院水生生

物研究所李爱华研究员馈赠; 健康斑点叉尾鮰(200±
10) g由本实验室饲养。
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1.2    试验材料

和厚朴酚、恩诺沙星(含量>98%)购自中国食

品药品检定研究院; TaKaRa RNA PCR kit (AMV)和
SYBR Premix Ex Taq购自TaKaRa公司; 兔抗气溶

素多克隆抗体由本实验室制备保存; 辣根过氧化物

酶(HRP)标记的羊抗兔IgG二抗购自鼎国生物公司;
脱纤维羊血购自南京茂捷微生物科技有限公司。

1.3    试验方法

最小抑菌浓度(MIC)的测定　　采用美国临床

和实验室标准协会(CLSI)推荐的肉汤微量稀释法

测定和厚朴酚、恩诺沙星对嗜水气单胞菌XS-91-
4-1的最小抑菌浓度

[10]
。

生长曲线　　将嗜水气单胞菌XS-91-4-1在
BHI液体培养基中培养至对数生长前期(A600=0.3,
28℃), 将培养菌分别置于6个50 mL的锥形瓶中,
每瓶20 mL, 分别加入不同浓度(1、2、4、8、16 μg/
mL)的和厚朴酚 ,  在28℃条件下继续培养5h, 每
30min取菌液测定一次OD600的吸收值, 不加药物的

锥形瓶设置为阴性对照组。

溶血试验　　将嗜水气单胞菌XS-91-4-1在
BHI液体培养基中培养至对数生长前期(A600=0.3,
28℃), 将培养菌分别置于5个50 mL的锥形瓶中,
每瓶10 mL菌液 ,  分别加入浓度为0、1、2、4、
8 μg/mL的和厚朴酚, 在28℃条件下继续培养至

A600=0.5时高速离心(8000×g, 1min)收集上清液。

向收集的上清液中加入终浓度为10 μg/mL的胰蛋

白酶在室温反应10min以激活上清液中的气溶素。

向1.5 mL离心管中加入100 μL激活的上清液, 875 μL
溶血缓冲液, 25 μL脱纤维绵羊红细胞, 充分混匀,
在37℃条件下孵育20min后10000 ×g离心1min, 取
上清液测定OD543的吸收值。去离子水作为阳性对

照(100%溶血组), 溶血缓冲液作为阴性对照(0溶血

组),  每组样品的吸光度与阳性对照的比值作为

溶血百分比 ,  每个浓度组均开展3个独立的重复

试验。

免疫印迹试验　　将嗜水气单胞菌XS-91-4-
1在B H I液体培养基中培养至对数生长前期

(A600=0.3, 28℃), 将培养菌分别置于5个50 mL的锥

形瓶中, 每瓶10 mL菌液, 分别加入浓度为0、1、
2、4、8 μg/mL的和厚朴酚, 在28℃条件下继续培

养至A600=1.5时高速离心(8000×g, 1min)收集上

清。培养物上清做SDS-PAGE电泳后采用湿法转

膜仪将蛋白转印至0.45 μm的PVDF膜上, 5%脱脂奶

粉封闭2h, 抗嗜水气单胞菌气溶素抗体常温孵育1h,
HRP标记的羊抗兔 IgG二抗常温孵育1h ,  采用

ECL发光液检测上清液中气溶素的含量。

荧光定量PCR试验　　将嗜水气单胞菌XS-
91-4-1在BHI液体培养基中培养至对数生长前期

(A600=0.3, 28℃), 将培养菌分别置于5个50 mL的锥

形瓶中, 每瓶10mL菌液, 分别加入浓度为0、1、
2、4、8 μg/mL的和厚朴酚, 在28℃条件下继续培

养至A600=1.5时高速离心(8000×g, 1min)收集菌

体。菌体采用天根细菌总RNA提取试剂盒提取菌

体RNA, 采用TaKaRa RNA PCR kit(AMV)试剂盒合

成cDNA, SYBR Premix Ex Taq试剂盒进行荧光定

量PCR试验 ,  通过ΔΔCt法分析气溶素编码基因

aerA的表达水平, 以16S rRNA作为内参。每个药物

浓度组均开展3个独立的重复试验。

斑点叉尾鮰嗜水气单胞菌感染模型　　60尾
健康斑点叉尾鮰分别置于3个200 L的玻璃缸中, 每
组20尾, 保持水温为28℃, 溶氧5.5—5.7 mg/L, 攻毒

前暂养7d。嗜水气单胞菌XS-91-4-1菌株在BHI培
养基中培养至对数生长中期(A600=1.0), 将菌液离

心, 菌体用无菌PBS洗涤2次后用麦氏比浊管重悬

至1.5×108 CFU/mL, 阳性对照组和治疗组每条鱼腹

腔注射200 μL稀释好的菌液, 阴性对照组腹腔注射

200 μL无菌PBS。治疗组于感染后6h后口灌20 mg/
kg的和厚朴酚, 每12h一次, 连续给药3d, 每天观察

并记录各组鱼的死亡情况。

统计分析　　体外试验数据来自3个独立的试

验结果, 以Mean±SD表示, 应用SPSS 14.0软件对不

同处理组数据进行差异显著性检验; 存活率应用

Prism 5.0软件进行log-rank分析。0.01<P<0.05代表

差异显著, P<0.01代表差异极显著。

2    结果

2.1    和厚朴酚对嗜水气单胞菌生长的影响

最小抑菌浓度试验结果表明和厚朴酚、恩诺

沙星对嗜水气单胞菌XS-91-4-1的MIC分别为32和
4 μg/mL, 该结果提示和厚朴酚对嗜水气单胞菌XS-
91-4-1有一定的抑菌活性, 而该菌株对恩诺沙星呈

现一定程度的耐药。当采用不同浓度梯度的和厚

朴酚与该菌株共培养后发现, 和厚朴酚浓度在16 μg/
mL以下时对嗜水气单胞菌XS-91-4-1的生长几乎无

影响(图 1), 该结果提示和厚朴酚在亚抑菌浓度下

对嗜水气单胞菌的生长无抑制作用。

2.2    和厚朴酚抑制嗜水气单胞菌上清液的溶血

活性

通过溶血试验发现和厚朴酚能剂量依赖性的

降低和厚朴酚与嗜水气单胞菌XS-91-4-1菌株共培

养上清液的溶血活性。当和厚朴酚的浓度分别为

1、2、4、8 μg/mL时, 嗜水气单胞菌培养物上清的
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溶血活性从无药物处理组的83.65%分别下降至

65.33%、55.27%、36.48%和18.95% (图 2)。
2.3    和厚朴酚抑制嗜水气单胞菌气溶素的表达

通过溶血试验表明, 和厚朴酚处理后可以降低

嗜水气单胞菌培养物上清的溶血活性, 为了进一步

证实该抑制作用是否由于和厚朴酚处理后抑制了

嗜水气单胞菌气溶素的表达而导致的, 本研究通

过蛋白免疫印迹试验分析了共培养上清液中气溶

素的含量。不同浓度和厚朴酚与嗜水气单胞菌共

培养后能降低其培养物上清液中气溶素的表达量

(图 3)。

2.4    和厚朴酚抑制嗜水气单胞菌aerA基因的转录

嗜水气单胞菌气溶素是由aerA编码的蛋白, 本
研究通过荧光定量PCR法分析了和厚朴酚对嗜水

气单胞菌气溶素编码基因转录的影响。如图 4所
示, 与空白组相比, 和厚朴酚处理后嗜水气单胞菌aerA
基因的转录降低, 当药物浓度为8 μg/mL时aerA基
因的转录下调了5.26倍。

2.5    和厚朴酚治疗能降低斑点叉尾鮰感染模型的

死亡率

根据体外试验结果发现和厚朴酚能显著降低

气溶素的表达, 提示其对斑点叉尾鮰嗜水气单胞菌

感染模型有潜在的治疗作用。治疗试验发现, 阳性

对照组8d内存活率为10%(图 5), 感染鱼出现了体表

溃疡等症状; 口灌20 mg/kg和厚朴酚的试验鱼存活

率为70%(图 5); 阴性对照组存活率为100%(图 5);
与阳性对照组相比, 和厚朴酚治疗后其存活率显著

提高。该结果表明, 和厚朴酚对斑点叉尾鮰嗜水气

单胞菌感染具有良好的治疗效果。

3    讨论

抗生素是20世纪医学上最伟大的发现之一, 成
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图 1   和厚朴酚与嗜水气单胞菌共培养后的生长曲线

Fig. 1   Growth curves of A. hydrophila co-cultured with different
concentrations of honokiol
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图 2   和厚朴酚与嗜水气单胞菌XS-91-4-1共培养上清的溶血

活性

Fig. 2   Hemolytic activity of supernatants of A. hydrophila XS-
91-4-1 co- cultured with honokiol

气溶素
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图 3   嗜水气单胞菌培养物上清中气溶素的表达量

Fig. 3   Expression of aerolysin in A. hydrophila supernatant
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图 4   和厚朴酚对aerA基因表达的影响

Fig. 4   The effect of honokiol on the expression of aerA gene
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图 5   和厚朴酚对斑点叉尾鮰嗜水气单胞菌感染模型的治疗

作用

Fig. 5   The protective effect of honokiol against A. hydrophila infe-
ction in a channel catfish model
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为治疗动物和人类细菌性感染的主要手段, 有力保

障了人类健康和养殖业的健康发展
[11]

。自青霉素

应用于临床治疗细菌性感染后, 大量的抗生素被相

继发现
[12]

。尽管抗菌药物的发现和使用为临床治

疗细菌性感染做出了巨大贡献, 但由于长期的不合

理使用导致了大量耐药菌甚至多重耐药菌的产

生
[13]

。自20世纪60年代开始, 化学抗菌药物在水产

养殖中的应用日益广泛, 但随后也带来了严重的耐

药性问题, 对人类的健康也造成了潜在的威胁
[14]

。

因此, 亟待研发新的抗菌药物以应对耐药菌感染的

挑战。抗毒力药物是近年来研究的热点之一, 该类

药物不会对病原菌的生存造成选择性压力, 因此不

易导致耐药菌的产生
[15]
。

成孔毒素(Pore-forming toxins, PFTs)在细菌致

病过程中其重要作用, 是一种潜在的抗毒力药物研

究靶标, 如金黄色葡萄球菌溶血素、肺炎链球菌溶

血素和嗜水气单胞菌气溶素等
[16]

。Chakraborty
等

[8]
构建了嗜水气单胞菌气溶素缺失菌株, 通过他

们的研究发现, 气溶素缺失后该菌株对中国仓鼠卵

巢(CHO)细胞的细胞毒性显著下降, 对小鼠动物模

型的致病剂量显著上升, 而回补菌株又获得了与野

生型菌株类似的致病力。Rama 等[17]
研究发现, 迷

迭香酸能通过抑制群体感应系统降低嗜水气单胞

菌毒力因子的表达而降低其致病力。杜娜等
[18]

研

究发现, 腹腔注射气溶素抗血清对异育银鲫嗜水气

单胞菌感染有较好的保护作用。以上研究表明, 气
溶素可以作为研究抗嗜水气单胞菌感染药物研究

的靶标。

和厚朴酚是一种木质素类化合物, 通过最小抑

菌浓度测定发现其具有一定的抗菌活性。但通

过生长曲线试验发现, 和厚朴酚在亚抑菌浓度下

(8 μg/mL及以下浓度)对受试嗜水气单胞菌的生长

没有影响。Meng等[19]
研究发现, 和厚朴酚与李斯

特杆菌(Listeria monocytogenes)共培养后能通过抑

制其溶血素编码基因hly转录而降低其溶血素在培

养物上清中的表达量, 从而降低李斯特杆菌的致病

力。但和厚朴酚对嗜水气单胞菌气溶素表达的抑

制作用尚未有报道。通过本研究发现, 1 μg/mL以
上浓度的厚朴酚对嗜水气单胞菌气共培养物上清

的溶血活性有极显著的抑制作用; 蛋白免疫印记和

荧光定量PCR试验发现和厚朴酚能通过抑制气溶

素编码基因aerA的转录而降低上清液中气溶素的

含量。陈江凤等
[20]

研究了碳酸氢钠对嗜水气单胞

菌气溶素基因表达的影响, 发现添加碳酸氢钠能降

低气溶素基因等毒力因子的表达, 从而提高嗜水气

单胞菌对斑马鱼(Barchydanio rerio var)的致死剂

量。但该研究中碳酸氢钠的剂量较高, 如作为内服

制剂在动物体内难以达到有效浓度。本试验在体

外研究部分为了提高和厚朴酚的溶解性将其溶解

在二甲基亚砜(DMSO)中, 制备了浓度为40960 μg/
mL的储液; 体内试验时采用40% PEG400作为溶剂

制备了和厚朴酚乳化剂, 当给斑点叉尾鮰灌服20 mg/
kg剂量时取得了显著(P=0.0019)的治疗效果

[21]
。因

此, 厚朴酚可以作为治疗斑点叉尾鮰耐药性嗜水气

单胞菌感染的候选药物。
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THE INHIBITORY EFFECT OF HONOKIOL ON AEROLYSIN
SECRETION BY AEROMONAS HYDROPHILA

DONG Jing1, XU Ning1, LIU Yong-Tao1, ZHANG Lu-Shan1, YANG Qiu-Hong1,
YANG Yi-Bin1, ZHOU Shun1, SONG Yi2 and AI Xiao-Hui1

(1. Yangtze River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Wuhan 430223, China;
2. Chinese Academy of Fishery Sciences, Beijing 100039, China)

Abstract: To investigate the effects of honokiol on the pathogenicity of Aeromonas hydrophila and identify novel
drugs against infections caused by A. hydrophila, hemolytic assay, Western-Blotting, real-time PCR and animal assay
were performed. The results showed that honokiol could inhibit the hemolytic activity of A. hydrophila by inhibiting the
expression of aerolysin in a co-culture model with sub-inhibitory concentrations. The real-time PCR results revealed
that honokiol could suppress the transcription of aerolysin encoding gene aerA. Moreover, honokiol treatment could
significantly increase the survival rate of the channel catfish infected with A. hydrophila. These results demonstrate that
honokiol could reduce the pathogenicity of A. hydrophila by inhibiting the transcription of aerA gene, and that Hono-
kiol is a promising candidate of the novel drug against A. hydrophila infections.
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