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摘要: QseBC 是一种普遍存在于细菌的双组分调控系统(two-component regulatory system, TCS), 能感应细胞外环境

因子信号, 在调控细菌毒力中发挥着重要作用。为了研究嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila) QseC 在识别和响应

宿主应激激素去甲肾上腺素(norepinephrine, NE)及其对毒力因子表达的调控作用, 本实验首先构建了嗜水气单胞

菌 NJ-35 缺失突变株 ΔqseC 与互补株 qseC+, 分析了在 NE 诱导下野生株和突变株的体外毒力因子表达和鱼体死亡

率的变化。结果表明, qseC 的缺失抑制了 NE 对嗜水气单胞菌的促生长作用, 降低了 NE 对生物膜形成能力和溶血

活性的增强作用及其对罗非鱼的致死率, 而对运动性、脂肪酶与蛋白酶活性没有产生显著影响。本实验明确了嗜

水气单胞菌 QseC 能够响应 NE, 从而调节菌株的毒力, 对全面认识嗜水气单胞菌的致病机理及其与宿主的互作机

制有着重要意义, 并为探索疾病防控新技术奠定相关理论基础。 
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嗜水气单胞菌广泛存在于水体和土壤中, 不
仅能引起水生动物暴发运动性气单胞菌败血症

(motile aeromonad septicemia, MAS), 造成大量死

亡, 还能引发人体肠胃炎和出血病, 威胁人类健

康[1]。嗜水气单胞菌是条件致病菌, 往往在水生动

物处于急剧变化的外界因素下, 如温度、溶氧、

捕捞等, 侵染宿主并在宿主体内快速增殖, 造成

疾病的发生[2]。研究表明, 宿主在应激条件下(损
伤、炎症、环境改变等)对细菌的易感性明显增  
强 [3]; 同时, 机体内的病原菌可识别并响应宿主

产生的神经激素信号, 如儿茶酚胺类激素, 调节

细菌生长和毒力相关基因的表达[4]。因此, 越来越

多的研究关注病原菌的毒力调控系统及其对外界

环境因素的响应机制。  
在细菌中, 双组分调控系统是广泛使用的信

号转导机制, 能够感受外界环境变化, 通过磷酸

化信号的传递, 调节体内相关基因的转录, 从而

对刺激作出应答以适应环境, 得以生存[5]。QseBC
双组分调控系统广泛存在于革兰氏阴性菌中, 是
一种毒力调控系统[6-7], 由 Sperandio 等[8]在肠出

血性大肠杆菌(enterohemorrhagic Escherichia coli, 
EHEC)中首次发现。随后在许多病原菌中也发现

了该系统的存在, 如鼠伤寒沙门氏菌(Salmonella 
enterica serovar Typhimurium, Stm)[9]、迟钝爱德华

氏 菌 (Edwardsiella tarda)[10] 、 尿 道 大 肠 杆 菌

(uropathogenic Escherichia coli, UPEC) [11]等。2006
年 Clarke 等 [12]发现 QseBC 系统中组氨酸激酶

(histidine protein kinases, HK)QseC 可感应环境中

的信号分子, 如自体诱导物-3(autoinducer-3, AI-3)、
肾上腺素(epinephrine, Epi)、去甲肾上腺素(nor-
epinephrine, NE), 激活反应调控蛋白 (response 
regulator, RR)QseB, 调控相关毒力基因表达, 实
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现细菌与宿主之间的信息交流 [13-17]。2010 年

Moreira 等[18]发现 QseC 可以感应 AI-3/Epi/NE 信

号系统, 在体外和体内鼠伤寒沙门氏菌的致病性

中发挥重要作用。2011 年 Wang 等[10]发现迟钝爱

德华氏菌(Edwardsiealla tarda)的 QseBC 系统能够

调控鞭毛运动、纤毛血凝和 III型分泌系统(type III 
secretion system, T3SS)相关基因的表达; 最新研

究表明, QseBC 系统中 QseB 通过调节大肠杆菌鞭

毛基因的表达影响细菌运动与生物膜形成之间的

关系[19]。 
Dong 等[20]和 Gao 等[21]发现 NE 能够显著促

进嗜水气单胞菌 NJ-35 的生长, 提高细菌毒力。

但是, QseBC 双组分调控系统是否参与嗜水气单

胞菌 NJ-35 对 NE 的识别和响应过程, 调控细菌毒

力尚未清楚。 
因此, 本研究以嗜水气单胞菌 NJ-35 为研究

对象, 构建缺失突变株 ΔqseC, 利用去甲肾上腺

素进行体外诱导, 分析野生株和突变株的体外毒

力因子表达和鱼体死亡率的变化, 为全面认识嗜水

气单胞菌与宿主间的互作机制提供新的科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒及培养条件 
嗜水气单胞菌(菌株 NJ-35)由南京农业大学

刘永杰教授馈赠; 自杀质粒 pRE112、互补质粒

pVLT33、缺失株 ΔqseC、互补株 qseC+、大肠杆

菌(Escherichia coli) S17-1 (λpir)等由本实验室购

置或构建。本实验所涉及的嗜水气单胞菌和大肠

杆菌如无特殊说明均用 LB 培养基(Luria Bertani 
broth)分别在 28 ℃或 37 ℃培养, 根据培养需求

加入适宜浓度的抗生素: 氨苄青霉素(ampicillin, 
Amp) 100 μg/mL, 氯霉素(chloramphenicol, Cm) 
34 μg/mL。Serum-SAPI 培养基[22]用于研究 NE 对

嗜水气单胞菌毒力的影响。 
1.2  主要试剂和实验动物 

实验用鱼为中国水产科学研究院淡水渔业研

究中心南泉实验基地提供的奥利亚罗非鱼(Oreo-
chromisc oaureus), 体重(11.1±0.5) g。LB 培养基

购自英国 Oxoid 公司; 无噬菌体低内毒素胎牛血

清(fetal bovine serum, FBS)购自杭州天杭生物科

技股份有限公司; 限制性内切酶 Kpn I、Xma I、
Xba I 与 Hind III 购自赛默飞世尔公司。细菌基因

组 DNA 抽提试剂盒购自生工生物工程(上海)股份

有限公司 ; 重酒石酸去甲肾上腺素 (norepineph-
rine bitartrate)购自 Aladdin 公司。 
1.3  ΔqseC 缺失株和互补株的构建 
1.3.1  重组自杀质粒的构建  根据嗜水气单胞菌

NJ-35 基因组(GenBank 序列号 : CP006870.1)中
qseC 基因及其两翼序列设计两对引物 qseC AF 和

qseC AR, qseC BF 和 qseC BR (表 1)。用试剂盒提

取菌株基因组 DNA, 通过 PCR 扩增分别获得

qseC 基因的上下游片段(上下游片段末端有部分

重叠区)。将上下游片段扩增产物混合作为模板, 
采用引物 qseC AF 和 qseC BR 进行 overlap PCR, 
获得 qseC 开放阅读框(open reading frame, ORF)
内缺失片段, 将该片段与自杀质粒 pRE112 同时

进行 Kpn I 和 Xma I 双酶切, 连接后获得重组自杀

质粒 pRE-delqseC, 转化至感受态细胞 E. coli S17-1 
(λpir), 获得阳性克隆 E. coli S17-1 (pRE-delqseC)。 
1.3.2  接合转移   将阳性重组子 E.coli S17-1 
(λpir) (pRE-delqseC)作为供体菌, 野生株 NJ-35 作

为受体菌, 进行接合转移。将供体菌于 LB(Cm)
培养液中 37 ℃振荡培养至对数生长期(OD600= 
0.4~0.6); 受体菌于 LB(Amp)培养液中 28 ℃培养

至相同的生长状态。各取 1 mL 菌液, 5000 r/min
离心 5 min 后, 去上清, 用无抗 LB 洗涤两次, 分
别用 100 μL 无抗 LB 重悬菌体, 制成混合菌液。

将无菌硝酸纤维素(nitrocellulose, NC)膜贴于 LB
平板中央, 将 100 μL 混合菌液点种在 NC 膜中央, 
28 ℃培养 24 h 后, 洗下菌液, 连续 10 倍梯度稀

释, 各取 100 μL 涂布 LB (Amp + Cm)双抗平板, 
28 ℃静置培养 24 h。 
1.3.3  缺失株 ΔqseC 的筛选和鉴定  挑取双抗平

板中长出的第一次同源重组子, 接种于无抗 LB
培养液中, 28 ℃振荡培养至对数生长期, 在此期

间菌株发生二次同源重组。将菌液 10 倍梯度稀释, 
涂布于含 10%蔗糖的 LB 平板, 挑取单克隆同时

划线 LB (Amp + Cm)、LB (Amp)平板, 28 ℃培养

24 h, 选择只在氨苄平板中生长的单克隆, 分别

用内引物 inner F 和 inner R, 外引物 outer F 和
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outer R (表 1)进行 PCR 鉴定, 获得缺失株 ΔqseC。 
1.3.4  互补株的构建  以嗜水气单胞菌 NJ-35 基

因组为模板, 设计 1 对引物 comp F 和 comp R (表
1), 进行 PCR 扩增, 获得包含 qseBC 开放阅读框

及 其 启 动 子 的 片 段 , 将 该 片 段 与 穿 梭 质 粒

pVLT33 同时进行 Xba I 和 HindⅢ双酶切, 连接后

转化至感受态细胞 E.coli S17-1(λpir), 获得阳性

克隆 E.coli S17-1 (pVLT33-qseBC), 与突变株

ΔqseC 进行接合转移, 涂布 LB(Amp+Kan)平板, 
获得的克隆用引物 comp F 和 comp R 进行 PCR 鉴

定, 筛选正确的互补菌株 qseC+。 
 

表 1  实验所需引物 
Tab. 1  Primers used in this study 

引物 primer 序列(5′−3′) sequence (5′−3′) 

qseC AF CCGGGGTACCGGCTTTGGTGATGACGAGAAGG

qseC AR GGTTGTGGATGTCGAGATCGGCGTTGGCCTCCA
GATAACCGATG 

qseC BF CATCGGTTATCTGGAGGCCAACGCCGATCTCGA
CATCCACAACC 

qseC BR TCCCCCCGGGGGAACAGGACATCCTTGAAACC

inner F GGATCAGTGGCAGAAGGA 

inner R GCTCGTCCTGGTTGTAGA 

outer F TTGGTGGAAGATGATGTGAT 

outer R AGGTGTATGAGGAGTGGTT 

comp F CTAGTCTAGATTCTTCTACGGCGACTTC 

comp R CCCAAGCTTAGGTGTATGAGGAGTGGT 

注: 本表中引物序列的下划线部分为人工引入的 Kpn I、Xma I、
Xba I 与 Hind III 酶切位点. 
Note: The underlined portion of the primer sequence in this table is 
an artificially introduced restriction site. 

 
1.4  体外生长曲线的测定 

挑取野生株 NJ-35 及缺失株 ΔqseC 单克隆于

新鲜的 LB 培养基中, 28 ℃, 180 r/min, 过夜培养, 
5000 r/min 离心 5 min, 弃上清, 用 PBS 溶液洗涤

2 次, 制成 104 CFU/mL 的菌悬液。在 serum-SAPI
培养基中加入 1%的菌液(V/V), 至初始接种量为

102 CFU/mL。当初始接种量>103 CFU/mL 时, NE
对嗜水气单胞菌没有显著的促生长作用, 排除了

细菌的促生长作用对后续实验的影响; NE 终浓度

为 100 μmol/L 时, 对该菌的促生长作用最适宜[21]。

实验组加入终浓度为 100 μmol/L 的 NE (0.01 mol/L 
PBS 作为溶剂, pH 7.2~7.4), 对照组添加等体积

PBS, 28 ℃, 180 r/min 振荡培养 72 h, 每隔 2 h 测

定 OD600 值。 
1.5  泳动能力与群集能力分析 

分别配制含 0.3%和 0.5%琼脂的 serum-SAPI
平板测定细菌的泳动和群集能力, 实验组平板加

入终浓度为 100 μmol/L 的 NE, 对照组加入等体

积的 PBS。将过夜培养的野生株 NJ-35 和缺失株

ΔqseC用 PBS重悬成 1×106 CFU/mL的菌悬液, 取
5 μL 点种在平板中央, 28 ℃静置培养 48 h 后测量

菌落的直径。 
1.6  生物膜形成能力分析 

将野生株 NJ-35 及缺失株 ΔqseC 培养至对数

期(OD600=0.6), PBS 洗涤 3 次, 用 serum-SAPI 培

养基(含 NE 和不含 NE)稀释至 5×106 CFU/mL, 取
200 μL 菌液于 96 孔板, 每个样品 5 个重复, 28 ℃
培养 48 h, 在 Thermo ScientificMultiskan GO 酶标

仪 600 nm 波长处测定样品的吸光度。倒出内容物, 
用 300 μL 无菌 PBS 洗涤 3 次, 200 μL 甲醛固定

15 min, 去甲醛, 干燥 5~10 min, 再用 200 μL 结

晶紫溶液(1%, W/V)染色 15 min, 双蒸水洗涤 5 次, 
干燥 5~10 min, 最后用无水乙醇溶解, 570 nm 波

长处测定样品的吸光度。生物膜相对值=OD570(测
量值)/OD600(细菌浓度值)。 
1.7  脂肪酶活性检测 

按 1.4 制成 1×106 CFU/mL 的菌悬液, 配制含

有 1.5%琼脂和 1%吐温的 serum-SAPI 平板, 实验

组加入终浓度为 100 μmol/L 的 NE, 对照组加入

等量 PBS, 取 5 μL 细菌重悬液点种在平板的正中

央, 培养 48 h 后分别测量菌落和白色沉淀环的直

径, 沉淀环与菌落直径之比即为细菌脂肪酶活性。 
1.8  蛋白酶活性检测 

按 1.4 将野生株 NJ-35 和缺失株 ΔqseC 接至

新鲜的 serum-SAPI 培养基中至初始接种量为

1×102 CFU/mL, 实验组添加终浓度为 100 μmol/L
的 NE, 对照组添加相同剂量的 PBS, 培养至对数

期(OD600=0.6), 4 ℃离心, 取上清, 过滤除菌, 即
为 细 菌 分 泌 的 胞 外 蛋 白 (extracelluar proteins, 
ECP)。取 150 μL ECP 至 2 mL 无菌离心管中, 加
入 1 mL 0.3% azocasein (Tris-HCl 缓冲液, pH 7.5), 
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37 ℃孵育 30 min 后, 加入 500 μL 预冷的 10%三

氯乙酸(V/V)室温放置 10 min, 终止反应, 4 ℃, 
12000 g 离心 10 min, 取 100 μL 上清液至 96 孔酶

标板中, 每孔加入 100 μL 1 mol/L NaOH(中和酸

碱度), 每个样品 5 个重复, 400 nm 波长处测定样

品的吸光度。 
1.9  溶血活性试验 
1.9.1  血平板溶血圈分析  在 serum-SAPI 培养

基中加入 5%绵羊血细胞(V/V), 实验组加入终浓

度为 100 μmol/L 的 NE, 对照组加入等量 PBS, 
制平板。取 1×106 CFU/mL 的菌悬液 5 μL 点种, 
28 ℃静置培养 48 h, 测定溶血圈大小。 
1.9.2  血细胞溶血分析  将绵羊血红细胞用 4 ℃
预冷的 PBS 缓冲液(pH 7.0)多次洗涤，离心弃上

清液(4 ℃、1000 r/min), 保留下层的红细胞。取

245 μL 上述菌株分泌的胞外蛋白于 2 mL 离心管

中, 每管加入 5 μL 洗涤后的红细胞, 37 ℃孵育

30 min, 5000 r/min 离心 10 min, 取 200 μL 上清液

至酶标板中, 测 OD540 值。阴性对照为 PBS, 阳性

对照为 1%曲拉通 X-100(溶血活性为 100%), 溶血

百分比=(样品 OD540–阴性对照 OD540)/阳性对照

OD540。 

1.10  动物试验 
罗非鱼暂养 1 周后, 平均分为 4 个组, 随机分

配至 12个玻璃鱼缸中, 每缸 30尾鱼, 共 360尾鱼, 
水温保持 25 ℃。根据预实验获得的嗜水气单胞

菌 NJ-35 的半数致死浓度(lethal concentration 50, 
LC50) 6.5×106 CFU/mL, 将过夜培养的野生株

NJ-35 和缺失株 ΔqseC 按 1∶100 转接至新鲜的

LB 培养基中, 振荡培养至 OD600=0.6, PBS 洗涤 3
次, 重悬菌液至 5×106 CFU/mL, 每尾鱼腹腔注射

100 μL, 两组注射野生株 NJ-35, 另外两组注射缺

失株 ΔqseC, 4 h 后在感染同种菌株的两组玻璃缸

内各选 1 组注射 100 μL 浓度为 100 μmol/L 的 NE
溶液, 另一组注射等体积 PBS, 以此时刻记为实

验的 0 h, 在 7 d 内及时记录实验鱼死亡数量。 
1.11  数据处理 

所有实验数据均用 Excel 2010 进行统计, 以
平均值±标准差( x ±SD)表示。实验数据采用 Excel 

2010 与 GraphPad Prism 5 软件进行分析和制图, 
用双尾 T 检验法进行数据分析。P< 0.05 认为差异

显著, P<0.01 认为差异极显著。 

2  结果与分析 

2.1  嗜水气单胞菌 NJ-35缺失突变株 ΔqseC与互

补株的构建 
受体菌株 NJ-35 和供体菌株 E. coli S17-1 

(pRE112-qseC)经过接合转移、两次同源重组、蔗

糖复筛和两性平板筛选后, 得到的菌株可能为缺

失株, 也可能是回复突变的野生株, 需通过 PCR
方法进行确认。以野生株 NJ-35 为模板作为阳性

对照, 待检测菌株的扩增结果如果与阳性对照相

同则说明目的基因敲除不成功。如图 1 所示, 经
内引物检测, 待检测菌株无条带; 经外引物检测, 
待检测菌株和野生株获得的 DNA 片段大小相差

约 1 kb, 经测序验证, 与本实验敲除的 qseC 开放

阅读框内缺失片段大小相同, 说明 qseC 部分片段

被成功敲除, 获得缺失株 ΔqseC。 
在鉴定互补株时, 分别以野生株 NJ-35 与缺

失株 ΔqseC 为模板作为阳性对照, 若待检测菌株

的扩增结果有两条带, 一条与野生株 NJ-35 扩增

条带大小相同, 一条与缺失株 ΔqseC 相同, 则说

明目的基因回补成功。经 comp F 和 comp R 引物

对检测与测序验证, 本实验菌株与阳性对照 DNA
片段大小均一致, 说明回补成功(图 1B)。 
2.2  嗜水气单胞菌在 serum-SAPI 培养基中的生

长情况 
如图 2 所示, 与 PBS 对照组相比, NE 的添加

均显著促进了野生株 NJ-35、突变株 ΔqseC 和互

补株 qseC+的生长(P<0.01)。12 h 前, 3 株菌在 PBS
组和 NE 组的生长没有显著差异(P>0.05); 培养至

24 h, 各菌株的生长表现出不同程度的变化。野生

株 NJ-35 的生长显著高于缺失株 ΔqseC (P<0.01), 
互补株 qseC+的生长速率与野生株 NJ-35 没有明

显差异, 说明突变株 ΔqseC 的生长缺陷成功得到

回补。这些结果表明, NE 的添加可以促进嗜水气

单胞菌的生长, 但是 qseC 基因的敲除一定程度上

减弱了 NE 对嗜水气单胞菌 NJ-35 的促生长作用。 
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图 1  PCR 方法鉴定缺失株 ΔqseC (A)与互补株 qseC+ (B) 
M: DL5000 marker; 图 A 中泳道 1、2、C1 和 3、4、C2 分别为待检测菌株内外引物(inner F/R 和 outer F/R)的 PCR 检测结果; 泳
道 1−4 为待检测菌株; C1 和 C2 为野生株 NJ-35, 作为阳性对照. 图 B 中泳道 1、C1、C2 分别为待检测菌株、缺失株 ΔqseC、 

野生株 NJ-35 的 PCR 检测结果. 
Fig. 1  Identification of the mutant ΔqseC (A) and its complementation strain qseC+ (B) by PCR 

M: DL5000 marker. A: lanes 1, 2, C1 and 3, 4, C2 are PCR amplifications using two pairs of primers inner F/R and outer F/R, re-
spectively; lanes 1−4 are the strains to be detected; lanes C1 and C2 are wild-type A. hydrophila NJ-35 as positive control. B: lane 1 is 

the strain to be detected; lane C1 is the mutant ΔqseC, lane C2 is wild-type A. hydrophila NJ-35 as positive control. 
 

 
 

图 2  嗜水气单胞菌在 serum-SAPI 培养基中的生长趋势 
**表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 2  Growth trend of Aeromonas hydrophila in serum-SAPI medium 
** indicates extremely significant difference (P<0.01). 

2.3  NE 对嗜水气单胞菌运动能力的影响 
如图 3 所示, 与 PBS 对照组相比, 嗜水气单

胞菌野生株 NJ-35、缺失株 ΔqseC 与互补株 qseC+
的泳动能力在 NE 处理后均无显著差异(P>0.05); 
在 PBS 对照组和 NE 处理组中, 3 株菌的泳动能力

也没有显著差异(P>0.05, 图 3A)。从图 3B 可看出, 
3 株菌之间的群集能力也没有显著差异(P>0.05)。
表明 NE 不影响嗜水气单胞菌 NJ-35 的泳动能力

与群集能力, qseC 不影响嗜水气单胞菌 NJ-35 的

运动能力。 
2.4  NE 对嗜水气单胞菌生物膜形成能力的影响 

在进行细菌生物膜形成能力实验之前, 本研

究验证了在 5×106 CFU/mL 的初始接种浓度下, 
 

 
 

图 3  NE 处理后嗜水气单胞菌泳动能力(A)和群集能力(B)的变化 
Fig. 3  Swimming (A) and swarming (B) motility of the wild-type Aeromonas hydrophila NJ-35  

and the mutant ΔqseC in the presence of NE 
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NE 的添加不会使野生株 NJ-35 与缺失株 ΔqseC
的生长发生显著差异。这一结果排除了 NE 的促

生长作用对细菌生物膜形成能力的影响。因此 , 
本研究在 5×106 CFU/mL 初始接种浓度下比较了

细菌的生物膜形成能力。从图 4 中可以发现, 与
PBS 对照组相比, NE 的添加显著增强了野生株

NJ-35 的生物膜形成能力(P<0.01); 此外, 无论是

否添加 NE, ΔqseC 的生物膜形成能力均显著低于

野生株(P<0.01), 而互补株 qseC+回补了 qseC 的

缺失所造成的生物膜形成能力的降低。由此推测, 
QseC 在嗜水气单胞菌 NJ-35 的生物膜形成中发挥

着重要作用, 而且 QseC 是 NE 调控该菌生物膜形

成所必需的。 
 

 
 

图 4  NE 处理后嗜水气单胞菌生物膜形成的变化 
**表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 4  Changes in biofilm formation of Aeromonas  
hydrophila in the presence of NE 

** indicate extremely significant difference (P<0.01). 
 

2.5  NE 对嗜水气单胞菌脂肪酶与蛋白酶活性的

影响 
如图 5 所示, 与 PBS 对照组相比, 嗜水气单

胞菌野生株 NJ-35、缺失株 ΔqseC 与互补株 qseC+
的脂肪酶活性和蛋白酶活性在 NE 处理后均无显

著差异(P>0.05); 在对照组和 NE 处理组中, 野生

株 NJ-35 与缺失株 ΔqseC 相比, 两株菌之间的脂

肪酶活性和蛋白酶活性也无显著差异 (P>0.05); 
表明 NE 不影响嗜水气单胞菌 NJ-35 脂肪酶与蛋

白酶的活性, 且该菌脂肪酶与蛋白酶的活性也不

受 QseC 的调控。 
2.6  NE 对嗜水气单胞菌溶血活性的影响 

如图 6A 所示, 在血平板中, 与 PBS 对照组相

比, NE 的添加分别显著增强了野生株 NJ-35 与缺

失株ΔqseC的溶血活性(P<0.05); 在NE处理组中, 
缺失株 ΔqseC 的溶血活性显著低于野生株 NJ-35 
(P<0.01), 互补株 qseC+与野生株 NJ-35 的溶血活

性没有显著差异。在对绵羊血细胞的溶血实验中

(图 6B), NE 的添加显著增加了野生株 NJ-35 的溶

血活性(P<0.05), 而对缺失株 ΔqseC 没有显著影

响; 在 NE 处理组中, 缺失株 ΔqseC 的溶血活性也

显著低于野生株 NJ-35(P<0.01), 互补株 qseC+与

野生株 NJ-35 的溶血活性没有显著差异。结果表

明, qseC 的缺失可能影响了 NE 对嗜水气单胞菌

溶血活性的增强作用。  
2.7  动物试验结果 

嗜水气单胞菌腹腔注射感染罗非鱼后, 鱼体

游动速度减缓, 反应迟钝。如图 7 所示, 在 PBS
对照组中, 野生株 NJ-35 与缺失株 ΔqseC 在正常

情况下对罗非鱼的致死率没有显著差异。添加 NE
后, 第 1 天内野生株组的死亡率为 33.33%, 缺失

株组则为 13.33%; 第 3~7 天内各组基本没有出现  
 

 
 

图 5  NE 处理后嗜水气单胞菌脂肪酶活性与蛋白酶活性的变化 
Fig. 5  Changes of lipase activity and protease activity of Aeromonas hydrophila in the presence of NE 
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图 6  NE 处理后嗜水气单胞菌溶血活性的变化 
*表示差异显著(P<0.05), **表示差异极显著(P<0.01). 

A. 表示野生株 NJ-35 和突变株 ΔqseC 在绵羊血平板中形成的溶血圈大小;  
B. 表示菌株分泌的胞外蛋白对绵羊血细胞的溶血活性. 

Fig. 6  Hemolytic activity of Aeromonas hydrophila in the presence of NE 
* indicates significant difference (P<0.05); ** indicates extremely significant difference (P<0.01). 

A. The size of the hemolysis circle formed by the wild type strain NJ-35 and the mutant strain ΔqseC in the sheep blood plate.  
B. The hemolytic activity of the extracellular protein secreted by the strains on the sheep blood cells. 

 

 
 

图 7  NE 与嗜水气单胞菌 NJ-35 处理后的体内毒性试验 
**表示差异极显著(P<0.01). 

Fig. 7  In vivo toxicity test of Aeromonas hydrophila  
in the presence of NE 

** indicate extremely significant difference (P<0.01). 
 

死亡; 7 d 内野生株组的死亡率为 46.67%, 缺失株

组则为 23.33%。t 检验分析发现, 注射 NE 后, 野
生株和突变株对罗非鱼的死亡率均存在差异, 其
中 NE 极显著增强了野生株的致死率; 且缺失株

的死亡率显著低于野生株 (P<0.01)。这些结果表

明, NE 能够显著提高嗜水气单胞菌 NJ-35 对罗非

鱼的死亡率, 而 qseC 的缺失抑制了 NE 对该菌毒

力增强的作用, 降低了对罗非鱼的死亡率; 由此

推测, 双组分调控系统 QseBC 在 NE 调控嗜水气

单胞菌毒力中可能发挥重要作用。 

3  讨论 

在微生物和宿主协同进化过程中, 许多微生

物已形成特定的调控系统来感知和响应宿主机体

微环境的变化。微生物能够感应宿主在应激状态

下释放的激素, 并将其作为环境信号分子, 调控

自身的致病性和生长等行为。研究表明, 宿主产

生的应激激素 NE 能促进大多数病原菌的生长, 
如空肠弯曲杆菌(Campylobacter jejuni)[23]、肺炎链

球菌(Streptococcus pneumoniae)[24-25]和内氏放线

菌(Actinomyces naeslundii)[26]等。实验室前期研究

发现 NE 也能够显著促进嗜水气单胞菌 NJ-35、
AH196 的生长, 增强细菌毒力[22]。本研究进一步

发现, qseC 的缺失可以降低 NE 对嗜水气单胞菌

NJ-35 生长和部分毒力因子的促进作用。 
在运动性实验分析中, qseC 的缺失没有显著

影响嗜水气单胞菌 NJ-35 的运动能力。然而, 在
鼠伤寒沙门氏菌中, NE 能显著增加野生株的运动

性, ΔqseC 突变株的运动能力显著降低[27]; 在 E. 
tarda 中, 与野生型菌株相比, 缺失突变株 ΔqseC
和 ΔqseB 的泳动能力均显著降低[10]。这可能是由

于QseBC在不同细菌中对运动能力的调控存在着

差异。 
细菌生物膜形成是一个复杂的多因素过程 , 
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涉及依从性、群体感应、细胞壁合成、代谢和应

激反应[28-29]。在不可分型 H 型流感(nontypeable 
haemophilus influenza, NTHi)中, qseC 可以调控生

物膜形成[30]; 血清 13 型副猪嗜血杆菌临床分离

株 EP3(Haemophilus parasuis serovar 13 clinical 
strain EP3)的生物膜形成也与 QseC 密切相关[31]; 
Yang 等[32]发现 Epi/NE 的添加可以促进 E. coli 
K-12 MC1000 野生株的生物膜形成, 却没有影响

ΔqseC 突变株的生物膜形成。本实验发现, NE 诱

导下, qseC 的敲除显著降低了嗜水气单胞菌 NJ- 
35 生物膜的形成能力, 由此推测, QseC 在嗜水气

单胞菌 NJ-35 的生物膜形成中发挥着重要作用。 
溶血活性是病原菌的主要毒力特性, 在致病

过程中发挥着重要作用。E. tarda EIB202 能够通

过QseBC双组分调控系统感应宿主细胞分泌的信

号分子(如肾上腺素等), 从而调控该菌的溶血素

的合成, 影响溶血活性 [33-34]。Khajanchi 等 [35]在

A. hydrophila SSU 的溶血活性实验中发现, 在无

NE 诱导下, ΔqseB 的溶血活性显著低于野生株。

在本实验中, 经 NE 诱导后, qseC 的缺失降低了嗜

水气单胞菌NJ-35的溶血活性, 关于QseC对嗜水气

单胞菌 NJ-35 溶血活性的影响还需进一步探索。 
嗜水气单胞菌的致病是多功能和多因子协同

作用的结果, 包括溶血素、胞外蛋白酶、生物膜

形成和运动性等。罗非鱼攻毒试验结果表明, NE
的添加均能增强嗜水气单胞菌野生株 NJ-35 和突

变株 ΔqseC 对罗非鱼的致死率, 但由于 qseC 基因

的缺失, NE 对 ΔqseC 毒力的增强作用受到了一定

抑制。Moreira 等[36]在研究鼠伤寒沙门氏菌时, 发
现 qseC 的缺失也进一步降低了小鼠的死亡率, 这
与本实验的结果一致。由此推测当 qseC 基因缺失

时, 非 QseC 途径的调控通路可能影响了包括细

菌黏附等相关基因的表达, 同时降低了溶血活性, 
减弱细菌毒力。 

综上所述, qseC基因的缺失抑制了NE对嗜水

气单胞菌 NJ-35 的促生长作用和细菌毒力。这些

结果均表明qseC可通过感应NE来促进嗜水气单胞

菌的生长、生物膜形成能力和溶血活性, 增强对罗

非鱼的致病力, 而 QseC 在识别和响应去甲肾上腺

素过程中依靠的分子机制则需要更深入地解析。 
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Role of sensor histidine kinase QseC of Aeromonas hydrophila in    
response to norepinephrine 
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Abstract: To date, microbial endocrinology has revealed that many microorganisms have evolved specific mecha-
nisms to sense and respond to stress hormones. Catecholamine stress hormones have been demonstrated to stimu-
late bacterial growth and virulence-related gene expression. In bacteria, the QseBC two-component system is 
widely used in signal transduction mechanisms, which have an important impact on bacterial virulence. In this 
signaling system, the sensor histidine kinase QseC is a bacterial receptor for the host epinephrine (Epi)/norepinephrine 
(NE), which activates virulence genes in response to interkingdom cross-signaling. In Aeromonas hydrophila 
NJ-35, NE exhibited the strongest growth stimulation and enhanced virulence. However, it remains poorly under-
stood whether the QseBC two-component system is involved in the recognition and response process of A. hydro-
phila NJ-35 to NE. To determine whether QseC recognizes NE and regulates bacterial virulence, in this study, we 
constructed a qseC gene deletion mutant of A. hydrophila NJ-35 (ΔqseC) and a complement strain (qseC+), which 
were tested in both in vitro and in vivo toxicity under NE induction. Our data provide evidence that the 
growth-promoting effect of NE on ΔqseC was significantly higher than that of the wild-type strain NJ-35, and the 
biofilm formation ability of ΔqseC was remarkably decreased compared to that of the wild-type strain and com-
plement strain qseC+ (P<0.01), with or without NE. Notably, ΔqseC was completely deficient in the promotion of 
the biofilm formation activity by NE, revealing that QseC was necessary for NE to regulate the biofilm formation 
of A. hydrophila NJ-35. Additionally, the hemolytic activity of ΔqseC was strikingly increased (P<0.01), but still 
lower than that of the wild strain NJ-35 and complement strain qseC+ caused by NE, showing that except for QseC, 
NE could regulate the hemolytic activity of A. hydrophila NJ-35 through another non-QseC pathway. Furthermore, 
NE can dramatically increase the mortality of the wild-type strain NJ-35 against tilapia, while the deletion of the 
qseC gene inhibited the enhanced-virulence by NE. However, there were no significant differences in the motility, 
lipase activity, or protease activity between the wild type strain and mutant △qseC. In conclusion, the deletion of 
the qseC gene inhibited the NE-stimulated growth and virulence of A. hydrophila NJ-35, indicating that QseC 
could regulate the pathogenicity of A. hydrophila by recognizing and responding to NE. It is crucial for our study 
to comprehensively understand the pathogenesis of A. hydrophila and the mechanisms behind the interactions be-
tween pathogens and their hosts. This study provides the theoretical foundations for new technologies for preven-
tion and control strategies against bacterial diseases. 
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