
第 �� 卷 第 � 期

� � �  年 � 月

水 生 生 物 学 报
� �  � � � � � �  !� ∀� � ���  �� ���

� � �
�

� �
,

� �
�

�

� � ��
,

� � �  

研究简报 �
二 嗜水气单胞菌胞外蛋白酶的检测

李焕荣
’

陈怀青 陆承平
“
夏德全

�南京农业大学动物医学院
,

南京 �� 侧刃��

� � ��� � � � �  ! ∀ �� � � � � � �

�� � � 」百左凸怀口八讨�

� � � � �  � � � �� � �。 �

� ��  ��石��  才

� ��
�

�� 
� �

,

�为即 � � � �� �� �
,

�� �� �� �� �� 
� � � 为� � 叫� ��

。拢罗 �� 干’� �邵沁叮 再血右七加
子
,

从对吻 丧砷对王姆“ 咖田滋勺
,

从对魄 �� 仪珍��

关键词 嗜水气单胞菌
,

胞外蛋白酶 ��
,

检测

� �� � 份�� �� � 匆诗印为左口
,

�� �� 习��  � �� � � �� �� 田泥 义 �它� � ��� �
,

�服玉�

嗜水气单胞菌〔�� � 勿
,

由咧泣刀“ �� � � �� �� ��� � ���〕可产生各种致病因子 �� 一 ’�
,

引致人和多种水生

动物发病
。

胞外蛋白酶��� �功�� �山�� � �� �已�涨污
,

���� �� � 即是其中之一
。

建立 � ���� 的快速
、

特异的

检测方法非常必要
。

材料与方法

� � 菌株

本试验所用 �� 株气单胞菌
,

除有 �株系从非养殖塘水分离外
,

其他均为兽医及鱼病临床分离株
,

有广泛的宿主地区代表
。

� � ! ∀#次沈 的制备与纯化

将培养 �� 的 � �  一 �接种蔗糖胰蛋白陈培养基中
,

�� ℃ 摇床�引叉冲 � �培养 �� �
,

离心
,

上清液

经硫酸按沉淀
、

� �� � 一 纤维素离子交换层析与阮� � � �� � � 一 ����分子筛层析
,

获一纯化的 ������
,

经 �� � 一队� �
,

分 子量约 义�
,

取名为 � � �� �� �� 尹 ��

�� �� ���硬侧刘抗体的制备

用经两次层析纯化的 �� �� �次瓷又免疫 � 只小自鼠
。

免疫程序为 � 初次免疫用灭活 �� �� �
,�� ��

与弗氏完全佐剂
,

而后用弗氏不完全佐剂取代弗氏完全佐剂
,

��� 及 ��� 两次强化免疫
。

每次均为腹腔

注射
,

蛋白含量均为 �� � � 只
,

琼扩效价达 川 � 以上
,

采用眼角穿刺法采血
,

制备抗血清
,

�� ℃ 灭活

叨俪��
,

一 �� ℃ 冷冻贮存备用
。
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� � �� 喊一 � � �� � 检测方法建立

参照有关文献 �� 稍加改动
,

进行蛋白酶 � � �� 试验
。

程序如下 � 加 知 �蛋白酶样品于硝酸纤维膜

�� �� 的光面
,

�� ℃ 烘干
。

置封闭液中 �� ℃ 封闭 ��
,

洗涤 � 次
,

每次 力刀访
,

在 ��� 伪稀释的鼠抗 � � 

�� �理记�� 抗血清中 �� ℃ 孵育 ��
,

同上洗涤
。

然后置于酶标羊抗鼠抗体中
,

�� ℃ �� 后洗涤
,

于酶基

质液�� � �� 中显色
,

待斑点出现后
,

用去离子水洗涤
,

终止反应
�

未接种细菌的肉汤作为阴性对照
。

�� 气单胞菌 �� �理沈 的检测

对 �� 株气单胞菌分别用 � 种方法进行 � ��雀记 的测定
。

� ��� � 脱脂奶琼脂平板法阉 将培养 ��� 的细菌分别接种含 �� 脱脂奶的琼脂平板上
,

�� ℃ 培养
,

观

察溶蛋白圈的情况
。

��� � 底物 ��翻曰� 自�� 检测法 按 照 ���� 和 ���

�
� 方 法 阳 稍加改动

。

将缓冲液 ��� � �� � � ��

� � � 一 � � �
,

� � �
�

�
,

�
�

��间�
,

酶样品��
�

��司�
,

底物 ����
,

�加伪阴访
,

� �脚
� 公司产品

,

�
�

��� � 力口到试

管中混合
,

�� ℃ 孵育 ��
,

三氯乙酸��� � � ��
,

� ��
,

�
�

�� 耐�中止反应
,

室温再放 犯而� ,

离心
,

去

沉淀
,

等体积上清液 和 �� �� ,�� � �� � 混合
,

显色
,

分光光度计 � � ��� 波长测吸收值
,

煮沸 �伽� �� 灭

活的酶样品为空白对照
。

细菌培养时间 �� �
。

�
�

��  � � � 一�� � 酪蛋白原位消化法例 �
�

�� 酪蛋白直接加人 丙烯酞胺中聚合
,

然后加 �� � 培养的细

菌上清液
,

� � 下进行电泳
,

用 �
�

�� 的�� �� � � 一 �田浸泡凝胶 加咖��
,

再置 �� ℃ 温箱中作用 ��
,

考

马斯亮兰染色
,

观察无色清晰条带的情况
。

�
�

��  �场� 一� �  ! � 法 将摇床培养 �� � 的 �� 株气单胞菌的上清液
,

分别加 �川 于硝酸纤维�� �� 膜的

光面
,

烘干
,

封闭
,

洗涤等步骤同 �
�

�
。

通过 �� � 一 ��� �� 检测各菌株所产的蛋白酶
,

以产生明显的斑

点判为阳性
,

阴性对照为未接种细菌的肉汤
。

� 结果与讨论

用不�司提纯过程中的 � � � � ��� 包被
,

进行 �� �一 ��� � � 法检测
,

可检测的 � � �� � ��� 的 � � 仙

值分别为
�

�� � 一 � 培养物上清液 �乃��
,

提纯的 �� �� ���� �� 为 �仪汤 �表 ��
。
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