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　　摘要：醛酮还原酶是一类依赖ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ的氧化还原酶，在生物体内参与了糖代谢、酮代谢和物质运输等多种生
理过程。为了解黄鳝醛酮还原酶在细胞逆境胁迫中的保护作用，采用液体培养和斑点展示法，比较含黄鳝醛酮还原酶

Ｅａｋｒ的重组菌株和阴性对照菌株在ＮａＣｌ、Ｃｕ２＋和Ｈ２Ｏ２等非生物胁迫下的存活率和生长活力。结果表明，含重组醛酮

还原酶Ｅａｋｒ的大肠杆菌在高渗透压、重金属和氧化胁迫下的生存率显著高于阴性对照，其生存活力也大大增强。提
示黄鳝醛酮还原酶Ｅａｋｒ可能参与了细胞活性氧代谢和物质运输等多种生理过程。
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　　醛酮还原酶（ａｌｄｏｋｅｔｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＡＫＲ）是一类通过与辅
酶ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ结合将醛酮类物质还原为相应醇类的的氧化还
原酶。它包括１６个家族，近２００个成员，在酵母、植物、哺乳
动物以及原核生物中均有报道 ［１］。醛酮还原酶既参与了人

类细胞对外源、内源性毒性物质的代谢过程，也导致了某些重

要疾病的发生与发展［２］。人类醛酮还原酶 ＡＫＲ７Ａ家族的成
员不仅能够抵抗活性醛类物质氧化毒害的作用［３］，而且还参

与了活性氧代谢，是机体重要的防御酶［４－５］；相反，胰脏肿瘤

细胞中ＡＫＲ１Ｂ１０基因被抑制后可有效抑制肿瘤细胞癌变，提
示ＡＫＲ１Ｂ１０可能参与了肿瘤形成的过程［６］。除此以外，

ＡＫＲｓ还可以催化视黄醛还原成视黄醇，影响生物体视觉的
形成［７］，并且在维持膜电位、细胞内外渗透压平衡以及物质

跨膜运输等方面扮演重要的角色［８］。植物和微生物中发现

的醛酮还原酶似乎还是机体抵抗干旱、盐胁迫和重金属等非

生物胁迫的重要因子［９－１０］。目前，国内外对于鱼类醛酮还原

酶功能的研究相对贫乏。代海艳等初步探讨了黄鳝醛酮还原

酶的羰基解毒作用，发现该酶可有效降低丙酮醛和２，３－丁
二酮等羰基化合物的毒害作用［１１］。但对其是否参与了细胞

重金属代谢、盐离子胁迫和活性氧代谢等过程尚不甚清楚。

本研究拟通过对比含黄鳝醛酮还原酶 Ｅａｋｒ菌株和空白质粒
菌株，在高渗透压、重金属和氧化３种逆境胁迫处理下的存活
率及生长活力差异，分析黄鳝醛酮还原酶在细胞非生物胁迫

中的保护作用，为深入了解黄鳝醛酮还原酶的生物学功能提

供参考资料。

１　材料与方法

１．１　试验菌株与试剂
供试菌株含 ｐＥＴ－２８ａ－Ｅａｋｒ重组质粒 ＢＬ２１菌株和

ｐＥＴ－２８ａ空质粒ＢＬ２１菌株，均由长江大学生物医药研究所
保存。抗生素、ＣｕＳＯ４、ＮａＣｌ和Ｈ２Ｏ２等均为国产分析纯。
１．２　方法
１．２．１　重组蛋白的诱导表达检测　该试验于２０１６—２０１７年
在长江大学生物医药研究所动物基因组研究室完成，将实验

室保存的ｐＥＴ－２８ａ－Ｅａｋｒ重组质粒阳性克隆菌株在ＬＢ平板
（含５０ｇ／ｍＬＫａｎａ）上划线，３７℃过夜培养。在平板上挑取单
菌落于ＬＢ液体培养基（含５０ｇ／ｍＬＫａｎａ）中，３７℃２００ｒ／ｍｉｎ
振荡培养。待培养 Ｄ６００ｎｍ值至约 ０．６时，加入终浓度为
０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的ＩＰＴＧ，３７℃诱导培养４ｈ。使用１２％的ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ电泳检测目的蛋白是否表达。
１．２．２　不同胁迫因子处理及存活率、生长活力展示　首先，
用ＬＢ培养基将ｐＥＴ－２８ａ－Ｅａｋｒ重组质粒菌株培养至Ｄ６００ｎｍ
至约为０．６时，加入终浓度为０．１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ诱导培养
４ｈ。取６个ＥＰ管，各加入１ｍＬ诱导后菌液，同时加入ＮａＣｌ，
使ＮａＣｌ终浓度分别为０、５０、１００、１５０、２００、２５０ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃
１５０ｒ／ｍｉｎ培养１ｈ。离心收集菌体，用灭菌水洗涤菌体后，使
用１ｍＬ新鲜ＬＢ重悬。取１０μＬ菌液进行１０１、１０２、１０３、１０４、
１０５、１０６……倍梯度稀释。取５０μＬ稀释后的菌液，均匀涂在
ＬＢ平板（含５０μｇ／ｍＬＫａｎａ）上，于３７℃培养箱中恒温培养
１２ｈ。选择菌落数目在５００以内的平板，用菌落分析仪进行
计数。根据稀释倍数，计算不同浓度ＮａＣｌ处理后大肠杆菌的
存活个数。存活率 Ｓｒ＝（非生物胁迫后菌落总数／空白对照
菌落总数）×１００％。

斑点展示法表征菌落生长活力：将不同胁迫条件处理后

的菌液进行１倍、１０倍、１００倍、１０００倍稀释，取５μＬ点在
ＬＢ平板（含 ５０μｇ／ｍＬＫａｎａ）上，于３７℃培养箱中培养，１２ｈ
后将平板放入菌落分析仪中拍照并保存。将含 ｐＥＴ－２８ａ空
质粒菌株（ＷＴ）做以上相同处理，每个处理重复３次。

同样采用类似方法进行ＣｕＳＯ４、Ｈ２Ｏ２的液体培养和斑点
形成展示。ＣｕＳＯ４胁迫处理终浓度为０、２、４、６、８、１０ｍｍｏｌ／Ｌ，
Ｈ２Ｏ２胁迫处理终浓度为０、１、２、４、８、１６ｍｍｏｌ／Ｌ。
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１．２．３　数据处理与分析　采用 ＳＰＳＳ２０．０进行数据处理和
统计学分析，存活率均用“ｘ±ｓ”表示，Ｐ＜０．０５表示差异显
著，Ｐ＜０．０１表示差异极显著。

２　结果与分析

２．１　ＳＤＳ－ＰＡＧＥ检测诱导表达结果
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳检测结果显示，含ｐＥＴ－２８ａ－Ｅａｋｒ

ＢＬ２１阳性菌株经诱导后可检测到分子量约为３８ｋｕ的特异
条带，大小与预测Ｅａｋｒ分子量相符，空质粒菌株诱导后未检
测到类似分子量蛋白表达。证明 Ｅａｋｒ在大肠杆菌中实现了
高效表达 （图１）。

２．２　非生物胁迫对Ｅａｋｒ表达菌生长的影响
将Ｅａｋｒ表达菌株和空白质粒菌株同时进行ＮａＣｌ胁迫处

理，通过菌落计数仪记录存活菌落数目，计算存活率并进行数

据处理。高盐环境严重影响大肠杆菌的存活率，随着ＮａＣｌ浓
度的升高，空白质粒菌株的存活率显著降低，Ｅａｋｒ表达菌株
存活率变化较小。当 ＮａＣｌ浓度≥１００ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｅａｋｒ表达
菌株和空白质粒菌株存活率差异显著。当 ＮａＣｌ浓度为
２５０ｍｍｏｌ／Ｌ时Ｅａｋｒ表达菌株的存活率约为空白质粒菌株的
２０倍（图２）。斑点展示结果表明，不同浓度的 ＮａＣｌ胁迫对
Ｅａｋｒ表达菌株生长影响较小，但对空白质粒菌株影响显著。
Ｅａｋｒ表达菌株的生长活力明显优于空白质粒菌株。这与
ＮａＣｌ胁迫下存活率统计结果吻合。说明 Ｅａｋｒ可以提高大肠
杆菌对高渗透压胁迫的耐受性（图３）。

　　Ｃｕ２＋胁迫试验发现，随着 Ｃｕ２＋浓度的不断升高，Ｅａｋｒ表
达菌株和空白质粒菌株的存活率均有下降，但空白质粒菌株

存活率下降得更为显著，且Ｅａｋｒ表达菌株的存活率均高于空
白质粒菌株。当 Ｃｕ２＋浓度≥４ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｅａｋｒ表达菌株的
存活率远高于空白质粒菌株的存活率，且差异极显著。在

Ｃｕ２＋浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｅａｋｒ表达菌株的存活率为空白质
粒菌株存活率的５００倍（图４）。斑点展示结果进一步证实，
不同浓度Ｃｕ２＋胁迫下，Ｅａｋｒ表达菌株均比空白质粒菌株生长
旺盛，当Ｃｕ２＋浓度 ＞８ｍｍｏｌ／Ｌ时，空白质粒菌株已无明显菌
落，但Ｅａｋｒ表达菌株仍有部分存活，这与 Ｃｕ２＋胁迫下存活率
统计结果一致（图５）。说明 Ｅａｋｒ的表达可提高大肠杆菌对
耐Ｃｕ２＋胁迫的耐受性。
　　比较Ｅａｋｒ表达菌株和空白质粒菌株在不同浓度Ｈ２Ｏ２胁
迫下的存活率发现，随着Ｈ２Ｏ２浓度的不断升高，Ｅａｋｒ表达菌
株和空白质粒菌株的存活率均有下降，但空白质粒菌株存活

率下降得更为显著，且Ｅａｋｒ表达菌株的存活率均高于空白质
粒菌株。在Ｈ２Ｏ２浓度为１６ｍｍｏｌ／Ｌ时，Ｅａｋｒ表达菌株的存

活率为空白质粒菌株存活率的４０倍（图６）。Ｅａｋｒ表达菌株
和空白质粒菌株在培养基上的生长状态也存在明显差异，在

不同浓度Ｈ２Ｏ２下 Ｅａｋｒ表达菌株均比空白质粒菌株生长茂
盛，在Ｈ２Ｏ２浓度≥８ｍｍｏｌ／Ｌ时空白质粒菌株已无明显菌落，
但Ｅａｋｒ表达菌株的菌落基本完整（图７）。说明 Ｅａｋｒ的表达
可以显著提高大肠杆菌对氧化胁迫的耐受性。
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３　讨论和结论

醛酮还原酶广泛分布于原核和真核生物中，具有多种生

物学功能［１２］。大部分ＡＫＲ都能以醛类物质作为底物［１３］，是

一类重要的解毒酶［１４］。人类肝脏ＡＫＲ７Ａ可以代谢黄曲霉素
等强致癌物质，在肝脏抗氧化过程中起到关键作用［４］；蓝藻

醛酮还原酶基因ＡＫＲ３Ｇ１能够催化还原脂质氧化过程中产生
的有毒羰基化合物［１５］；野生大麦表达外源基因拟南芥

ＡＫＲ４Ｃ９时，可以显著提高对重金属铬和盐胁迫的耐受性［１６］；

同时在大肠杆菌中表达醛酮还原酶基因 ＡＬＤＲＸＶ４，显著提高
了对高盐、高渗透压、重金属和醛类物质等非生物胁迫环境下

的耐受性［９］；醛酮还原酶ＡＫＲ１７Ａ１在大肠杆菌中表达，显著
提高了大肠杆菌对镉、砷、干旱、盐及高温等非生物胁迫下的

耐受性［１７］，以上研究均显示，醛酮还原酶在细胞非生物胁迫

中起到关键保护作用。笔者的研究结果也证实，重组黄鳝醛

酮还原酶Ｅａｋｒ赋予重组大肠杆菌较强的抗高渗透压、氧化胁
迫及重金属伤害的能力。在 Ｅａｋｒ的保护下，大肠杆菌在
ＮａＣｌ、Ｃｕ２＋和Ｈ２Ｏ２胁迫中的生存率分别提高了 ２０、５００、４０
倍。这些结果提示，黄鳝体内的醛酮还原酶可能也是一种重

要的机体抵御胁迫危害的保护酶。但 Ｅａｋｒ在生物体内的具
体作用及调控机制尚不明确，需要进一步深入研究。笔者的

研究为鱼类醛酮还原酶的生物学功能研究提供了参考资料。
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不同盐度下５种中草药对２种水产动物
致病菌的抑菌效果比较

石洪癑１，陆　颖１，卢正义２，王庆奎１，孙学亮１

（１．天津市水产生态及养殖重点实验室／天津农学院水产学院，天津３００３８４；２．天津市晨辉饲料有限公司，天津３０１８００）

　　摘要：采用牛津杯法比较不同盐度（０、１％、２％、３％、４％）下五倍子、石榴皮、诃子、黄芩、乌梅５种中草药对迟缓爱
德华氏菌和嗜水气单胞菌的抑菌效果，测定了最小抑菌浓度。结果表明，５种中草药对迟缓爱德华氏菌和嗜水气单胞
菌都有不同程度的抑菌效果，其中黄芩和五倍子抑菌作用较强，乌梅抑菌作用较差，而诃子和石榴皮的抑菌作用一般，

但石榴皮对嗜水气单胞菌的抑菌作用较为明显。不同盐度下，５种中草药对这２种致病菌的最小抑菌浓度（ＭＩＣ）有
差异。高盐度时，５种中草药对迟缓爱德华氏菌的ＭＩＣ较低，均≤２５ｍｇ／ｍＬ，抑菌效果较好；而低盐度时，各个中草药
ＭＩＣ均在２５ｍｇ／ｍＬ及以上，抑菌效果较差。在盐度为０时，５种中草药对嗜水气单胞菌的ＭＩＣ最低，抑菌效果最好。
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１５ＪＣＺＤＪＣ３３６００、１５ＪＣＺＤＪＣ３４０００）；天津市水产产业技术体系创新
团队（编号：ＩＴＴＦＲＳ２０１７００４、ＩＴＴＦＲＳ２０１７００３）；天津市种业科技重
大专项（编号：１６ＺＸＺＹＮＣ００１２０）。
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（０２２）２３７８１２９９；Ｅ－ｍａｉｌ：ｗａｎｇｑｋ＠ｔｊａｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。

　　嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ）和迟缓爱德华氏菌
（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ）是２种常见的水产动物致病菌，引起水产
动物大量死亡，对水产业造成重大威胁［１－５］。目前，对于各种

水产动物致病菌的防御多采用抗生素和化学药物，但抗生素

和化学药物长时间使用具有诸多弊端，如增强致病菌的耐药

性、造成养殖动物体内药物残留量日趋增多、使养殖水环境受

到污染、引起过敏反应等，这些都导致抗生素和化学药物的使

用受到限制［６－７］。

近年来，越来越多的中草药被用于防治细菌性传染病。

中草药作为一种天然药物，可直接作用于细菌等微生物的结

构和代谢而发挥其抗菌作用。研究表明，许多中草药具有明

显的杀菌抑菌作用，并具有无抗药性、无残留及不会引起药源

性疾病等优点［８－１０］。开展抗菌中草药的筛选和应用研究对

于动物细菌性疾病的防治具有重要意义［１１］。

目前，关于中草药对水产动物致病菌的抑菌、杀菌研究报

道较多［１２－１７］，但中草药在不同盐度下的抑菌、杀菌作用未见

报道。鉴于水体盐度对中草药的抑菌效果影响较大［６］，因此

研究中草药在不同盐度下的抑菌效果，更具指导意义。本试

验在现有报道的基础上［６－９，１１－１５］，筛选出五倍子（Ｒｈｕｓ
ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ）、乌梅（Ｓｃｕｔｅｌｌａｒｉａｂａｉｃａｌｅｎｓｉｓ）、石榴皮（Ｔｅｒｍｉｎａｌｉａ
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