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嗜水性產氣單胞菌α溶血基因之選殖

陳日召 it* 、陳建宏、黃獻龍

國立台灣海洋大學水產養處學急

要

嗜水性產氣草胞菌 Aeromon α s hydrophila 二十七病原

菌株 , 由感染之水產生物病變部位分離出 , 用做篩選溶血基
因之來源。以羊血培養基作溶血茵之表面培養時 , 可由其溶
血毒素之徐徐釋出 , 所形成之溶血環的澄清或半透明 , 將之
區別為α型 ( 不完全溶血 ) 及戶型 ( 完全溶血 ) 。受篩檢之

二十七嗜水性產氣草胞菌株 , 依此標準可分為三大類。三茵
株之溶血表現型 , 於血液培養基表面 , 形成混濁之半透明狀
溶血環 , 歸類於α型。十六菌株之溶血環為澄清且透明 , 因
此可歸之於戶型。但其中入茵株於血液培養基表面 , 不顯現
溶血現象。

撿測二十七株嗜水性產氣草月色菌 , 是否攜有質體及帶抗
藥性 , 於鹼性溶解法分離質體時 , 結果十菌株於0.7% 洋菜

膠電泳分離 , 以 EtBr 染色觀察證實帶有質體。其餘十七茵

株貝lJ 不滯質體 , 。又每一個菌株 , 全抹於TSB 洋菜培養基添加
,

不同抗生素之平板上 , 培養生長檢測抗藥性 , 結果就抗藥茵
株數目而言 , 抗 streptomycin, ampicillinJ)lnovobiocin 抗

藥菌株分別多達 17, 16 及 15 萬株 , 可視為嗜水性產氣單月色萬
之自然抗藥性。其次 kanamycin, tetracyclin 及 erythromy-

Cln 抗藥菌抹 , 分別為 11, 10 及 9 菌株。而 chloramphenicol

抗藥菌株最少 , 僅有 5 菌株。
表現α溶血型之嗜水性產氣草月色茵 AH20 葫株 , 不帶有

質體 , 且僅對 ampicillin 及erythromycin 具抗藥性
, 因此其

溶血基因之緩慢釋出機制 ? 適合用做替代基因進娃用 , 且易
於用抗生素控制 , 因此由其染色體 , 利用 Hind HI 酵素剪

切 7 轉遞於pJD C64 載體 , 遠處α溶血基因。向 2400 重組質

體中 , 篩選出一 pAH20 α3 於Escherichia coli D1-Ljx 細胞轉
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形篩選 7 仍可測得α溶血遺傳性狀童是表現 , 顯示此Hind
III DNA 片段帶有α溶血基因。以羊血紅血球作溶血活性測
定 , 僅茵體生長之未經純化之娃、浮液 , 即可測得溶血值為 4

溶血單位。因此確定轉症之Hind III DNA 片段 , 確帶有α
溶血基目 , 此pAH20 α3 所攜帶之DNA 片段約為 3.3 Kb 。

遺傳訊息的儲存 , 早已被證實位於染色體上。由於可切斷核苦酸之剪
切聽 (Restriction Enzyme) 及其他修飾晦 (Modification Enzyme) 被發
現 , 並大量開發製成商品 , 可利用來剪切染色體成不同大小之核苦酸片
段 , 並可做任意隨機重複連結組合。設若核苦酸片段帶有遺傳訊息 , 當與
另→能單獨於細胞內複製 T 而不受染色體複製控制之質體接合時 , 於外界
給予一定之壓力條件下 , 諸如添加抗生素或營養物等 , 作為選殖基因時之
標幟 , 能大量複製核苦酸片段 , 並表現所攜帶基因之遺傳訊息 , 此種近代
生物技術之發展 , 導至對生命領域的研究 , 有更深一層的認知。於應用科
技上 , 能將自然界 , 細胞內原始存在的單一基因 , 透過基因轉殖於適當之
載體 , 以數倍至數十倍基因擴增 (Gene Copy Number Amplification) ,
以達利用倍增基茵產物之目的 ? 其影響之深遠 , 自倍受囑目。

生物技術之應用於水產養殖 , 無論在促進魚體成長 , 生殖生理之控
制 , 食性改變或誘導等等 , 利用遺傳基因之調控 , 以達實際利用或研究之
自的 , 皆為提昇產業科技之必然趨勢。目前已轉殖成功之生長激素 , 應用
於虹縛 Salmo g α irdneri (Agellon et al. 1988) , 已有實際成功之先例 ,
選殖抗寒蛋白 (Fletcher et al. 1988) , 位腺促進激素 (Sekine et al. 1989,
Kuwana et al. 1988, Chang et al. 1988a, Chang et al. 1988b) 等 , 也有
利於水產養殖之發展 , 與實際上之應用。基因轉殖魚之開發 (Fletcher

and Davies 1991) , 既能為水產養殖未來之展望開拓美麗的遠景 , 其應用
之技術 , 勢必加以開發方能配合。目前能於實驗室完成基因之轉殖成功
後 , 如何將基因帶入魚體細胞之技術 , 最成功者當為顯微針注射法 (Pen-

man et al. 1990, Chen and Powers 1990) , 然實際上於人工養殖場之實
施 ? 則受限於技術之繁雜 , 設備之昂貴 , 及熟練之操作技巧 , 而不易推廣
此法。因此設計另一簡便易行之方法 , 則有待建立。

分泌機制為細菌細胞 , 針對某些特定基因產物之需要 ? 於基因表現
後 , 將基因產物透過一定之程序 , 箱入細胞膜中 , 經由特定之分泌機制 ,
再將之釋出細胞外 (Wickner et al. 1991) 。此種穿透細胞壁之過程 , 為分
泌蛋白基因之特有機制 (Howard and Buckley 1985a, Howard and

Buckley 1985b) 。因此若能選定某一特定之分泌基因 , 將其結構基因切
除 , 利用遺傳工程酵素之轉接 , 將欲轉殖之促進生長基因加以取代 , 而仍

一 82 一

一、目。

,.



保有原分泌基因之分泌機制功能 , 則能透過細菌之適當分泌 , 而將基因產

物釋出 , 達到基因轉殖利用之目的。
嗜水性產氣單胞菌 A. hydrophila 為養殖池水生常態菌 (Chen and

Kou 1987), 其致病之原因 ? 溶血毒素被認為是重要致病原因之一 (How-

ard and Buckley 1982) , 因被感染之發病魚 , 魚體常呈溶血現象 ( Egusa

1967) 。然絕大部份由池水中分出之嗜水性產氣單胞菌 y 並未顯現病原

性 , 因此又稱為條件,
性病原菌 (Snieszko 1964) 。由於此一特性 , 因此溶血

現象於生物技術之開發上 , 便有利用之價值。基本上 , 溶血基因產物之釋
出 , 必須能穿透細胞壁 , 釋出細胞體外 , 方能有所作用。因此若能將所欲
選殖之促進生長基因 , 取代溶血基因結構本體 , 但保留溶血基因促進子之
控制基因產物釋出構造 , 理論上能將欲轉殖之促進生長基因產物 , 透過溶
血基因釋出機制之功能 , 徐徐將選殖之基因產物釋出 , 因而達到基因轉殖
利用之目的 , 同時又能去除溶血毒素之有害功能。然欲利用此機制之先決
條件有二 , 其一為菌體本身 , 除溶血毒素外不具其他病原性 , 其二為菌
體 , 需易為人為控制 , 並能利用抗生素加以消滅 , 以防造成生態上之後遺
症。嗜水性產氣單胞菌之溶血基因 , 若能符合上述之要件 , 則於促進生長
激素基因之選殖時 , 便有利用與開發之空間。本實驗之白的 , 即在選殖符
合上述條件之溶血基因 , 以利開發水產養殖新技術。

二、材料與方法

(一) 、菌株來源與培養基 :

嗜水性產氣單胞菌A. hydrophila 二十七菌株 , 為鍾虎雲教授 ( 台

大動物系 ) 採集自 1976 至 1989 年間 , 由嗜水性產氣單胞菌感染之病魚
患部 , 分離培養鑑定 , 並作成冷凍乾燥保存。用前以 1 ml TSB

(L7�% trypton  ¬ ; .0.3% ,soy tone; 0.5% NaCl; 一. 0:25 % K2 HPO4 ;

0.25 % dextrose) 活化冷凍保存菌。並以千分之一稀釋於新鮮之TSB
broth (DIFC 凹 , 於3TC 下重新生長 , 並混入 10% 甘油 , 分裝保存於
一 80 �

C 冷凍櫃中。菌株之培養皆為百分之一稀釋 , 生長於3TC 下 , 至
細胞濃度為 2-3 X 108 cfu / ml 時 , 用作各種試驗用途。轉殖用之 Es-

cherichia coli 菌株DR 加 , 貝 fj 生長於LB broth (1.0 % tryptone; 0.5 %

yeast extract; 1.0 % NaCl) 於 37
�

C 下振盪培養。用作重組基因之載

體 y 為攜有終結子之質體pJDC64 (Chen and Morrison 1988, Chen

and Morrison 1987) , 為 pJDC9 之衍生質體。
(二) 、質體與染色體之萃取 :

染色體之萃取 , 依Marmur(1961) 之方法 ? 僅以 0.1 % Triton - X
-100 來取代 lysozyme 用於溶解嗜水性產氣單胞菌之細胞壁。小量質
體之萃取 , 以鹼性溶解之方法 (Birmboin and Doly 1979) 萃敢 , 用作
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迅速檢定重組基因之片段。大量純化之質體 , 則需進一步透過 CsCl-

EtBr 分層高速離心 ? 並透析純化 (Sambrook et al. 1989) 。萃取之質

體及染色體 , 均以分光光度計 , 於紫外光波長 260 nm 下 , 定其質
量。

(三) 、抗藥性之測定 :

抗生素 ampicillin (Ap), novobiocin (Novo), kanamycin (Km),

streptomycin (Sm) 皆溶於無菌去離子水中 , chloramphenicol (Cm)

溶於 100% 酒精 , erythromycin (Em) 溶於95% 酒精 , tetracycline

(Tc) 溶於50% 酒精並以錫箔紙包裝遮光。經由 0.2um 孔徑過濾除菌處

理之抗生素 , 除 Novo. Sm. Km 保存於4
�

C 下 , 其餘抗生素皆保存於
一 20 �C 。篩選抗藥菌時 , 於培養基中添加之濃度 , 分別為 Ap 25

ug / ml, Cm 20 ug / ml , 其餘皆為 10 ug / ml 。

-個�、溶血型之判定 :

受檢測之菌株 , 於十倍連續稀釋至適當量後 , 塗抹於含2% 羊血

血液TSB 培養基表面 , 置於 37
�

C 培養箱中 , 於48 小時內觀察 , 每一
培養基之菌落數 , 介於 50-150 之間者 , 菌落外圓形成環狀帶之澄清
透明者 , 視為戶溶血型 , 呈混濁狀者 , 視為α溶血型。

(到、溶血基因選殖策略 :

嗜水性產氣單胞菌株AH20 之染色體製備已如前途。於限制梅
Hind III 剪切後 , 轉殖入載體pJDC64 之Hind III 位置 , 如園一所
示 , 以DNA 質量 , 染色體 : 質體為 5:1 之比例 , 連結做重組質體。
轉殖入 DH5cx 細胞中 7 利用 Isopropy 1- {3- D- Thio galactopyranoside
(IPTG) 及 5- Bromo-4-Chloro-3-Indoly 1 {3- D-Galactopyranoside
(X-Gal) 誘導 , 以區別帶有原始載體之藍色菌落 , 及攜有重組質體之
白色菌落。計算其菌落數目及轉形效率後 , 再塗抹於2% 羊血血液培

養基表面 , 於37T 下培養 48 小時 , 篩選有溶血環形成之菌落。將這些
菌落挑出並做小量萃取其質體 , 並以 Hind III 剪切 , 釋出轉殖之
DNA 片段 , 量其大小 , 以萃取之重組質體再轉殖於新配製具有轉形
能力 (competence) 之DH5 α細胞 , 再篩選溶血環形成之遺傳特性 ? 能

重複表現者 , 再做純化 , 並保存於一 80
�C 冷凍櫃中。

的、溶血活性之測定 :

大腸桿菌DH5 α / pAH20 α菌株生長於LB 培養液中 , 於 37
�

C 下培
養 40/J ＼時 , 浸潰細菌培養液於O

�C, 十分鐘後 , 再於4
�

C 下 10000 rpm

離心十分鐘 , 其上層澄清液含有溶血毒素 , 取0.1 ml 測溶血活性。於

96 小圓格免疫用小培養血中 7 放置 0.1 ml PBS 緩衝液 (10 mM 磷酸
鍋 , pH 7.4; 150mM NaCl; 0.1 % Bovine Serum Albumine) , 以二
倍連續稀釋方式 , 將含溶血毒素之澄清液稀釋 ? 再添加等量之 PBS 緩

衝液含 1.6% 羊血 (Buckley and Howard 1988) , 置於 37
�
C 觀察 24 小
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園一 Flow chart of isolation of haemollytic gene from A. hydrophi/a strain AH20.

MCS

pJDC64

6.4 kb

Chromosome of AH20 strain

Step 1. Restriction with HindIII endonuclease

--------------------------- rj

Step 2. Ligation and transformation into DH5a competent cells.

Step 3. Screening of blue/white colonies by IPTG and X-Gal induction.

Step 4. Screening of haemolytic phenotypes by plating on the surface of sheep blood ag 訂 .
Step 5. Extraction and determination of the size of HindIII DNA insert.

時 , 有血紅素釋出之最大稀釋倍數 , 則定為溶血單位。欲測得較高之
溶血值時 , 將細胞培養之離心上澄液 , 移入透析膜中 , 外凰覆蓋
Polyethylene glycol (PEG) 6000 (Merck) , 置於4

�C 下約 2 小時 ,
以去離 ,子水清游去除膜外PEG 6000, 剪開透析膜 , 可抽取濃縮數倍之
細胞培養離心上澄液 , 再取 0.1 ml 如上所述測溶血活性。

三、結 果
(一) 、自然存在質體之分佈 :

細胞溶解後 , 於鹼性溶解法去除大部份雙股螺旋染色體時 7 質體
仍可容忍而存在。於洋菜膠上電泳分離核苦酸 , 並以 EtBr 染色脫色
後 , 再於槳外燈檯下檢視 , 並記錄質體之存在與否 , 結果如表一所
示。當以噬菌體 Ie / HindIII 作為測量核苦酸片段大小之依據時 , 十菌
株AH3, AH9, AH13, AH16, AH17, AH 凹 , AH21, AH23, AH25,
AH27 皆可觀察到 21 Kb 以下之質體存在。而其餘十七菌株 , 除染色
體外 , 未能檢測到有質體存在之證據。
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(二) 、嗜水性產氣單胞菌菌株抗藥性之測定 :

二十七菌株於TSB 培養基中 , 振盪培養於 37
�

C 下 , 至總菌數為 2
�3 X 108 cfu / ml 時 , 於帶有抗生素之TSB 培養基表面作塗抹 , 各抗
生素之定量 , 以基因重組時 , 用作篩選標幟之常用藥量為基準。於稀
釋各菌株做TSB 平板表面塗抹後 , 置於 37

�

C 培養箱中 , 觀察48 小時 ,
抗藥菌落之形成 , 為總數少於百萬分之一時 , 指 10-2 稀釋平板培養

基 , 無抗藥菌落形成 , 亦即少於300 個抗藥菌落形成時 , 則視為對某
一特定之抗生素具有感受性 , 以 H 一 " 表示 , 。若菌落數介於 102 � 103

之間 , 則以 "+ / 一 " 表之。結果亦如表一所示。就七種抗生素之抗藥
菌數分佈而言 , streptomycin, ampicillin 及novobiocin 之抗藥菌株

為最多 , 分別為 17, 的及 15 菌株。其次為抗kanamycin, tetracyclin

及 erythromycin 菌株 , 分別為 11, 10 及 9 株。而 chloramphenicol 之
抗藥菌株最少 , 僅為 5 株。就每一個菌株之抗藥種類而言 ? 三菌株 -
AH14, AH15, AH25 具有 6 種抗藥性 , 四菌株AH7, AH22, AH24,
AH26 具有 5 種抗藥性 , 六菌株AH3, AH13, AH16, AH17, AH18,
AH19 具有 4 種抗藥性 , 三菌株AH1, AH5, AH6 具有 3 種抗藥性 , 五
菌株AH4, AH9, AH20, AH23, AH27 具有 2 種抗藥性 , 二菌
株AH2, AH21 具有 1 種抗藥性 , 四萬株AH8, AH10, AHll, AH12
不具抗藥性。

但) 、溶血型之分佈 :

溶血現象之觀察 , 以菌落周圍是否形成溶血環狀帶而判定。因溶
血毒素由細胞釋出至細胞體外 , 方能溶解培養基上之紅血球。此點可
視為溶血基因 , 具有分泌機制之依據。大腸桿菌之 C't,p 及 y 三溶血
型 , (Lovell and Rees 1960, Snyder and Koch 1966, Walton and

Smith 1969) 也是依此來判定。所得之結果 , 亦如表一所示。三菌株
AH3, AH14, 及AH20 為α溶血型。十六菌株AH2, AH4, AH5,

AH7, AH9, AH10, AHll, AH12, AH13, AH15, AH16, AH 凹 ,
AH22, AH 鈍 , AH25, AH26 為戶溶血型。餘八菌株 AH1, AH6,

AH8, AH17, AH 凹 , AH21, AH23, AH27 不顯現溶血特性。其中 F
溶血型之菌株 , 於 24 小時內 ? 皆可觀察到澄清透明之溶血環狀
帶。而α型之溶血環形成較遲, 約40 小時左右可明顯區別出。由於此
一特性 , AH20 菌株 , 不具質體 , 除抗 ampicillin 及 erythromycin

外 , 不具其他抗藥性 , 且α溶血毒素之釋出 , 非常遲緩 , 因此其α溶
血基因 , 可能適合本計劃欲利用其作基因轉殖之目的 , 故選AH20 菌
株之染色體 , 用作α溶血基因分離之來源。

(四) 、 AH20 菌株之溶血基因 :

經由載體pJDC64/ Hind In 連結之AH20 / Hind nI 剪切之
DNA 片段 , 於接合晦 (T4 DNA Ligase) 作用下 , 將逢機接合之重組
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質體 , 置於 0.7% 洋菜膠電詠分離下檢測。於確定重組質體存在後 ,
以盼及氯仿純化重組質體 , 並於酒精冷凍沉澱後 , 真空乾燥重組質
體 p 並溶解於去離子水中。再以電穿孔法 (Electroporation) , 於設定
25000 volts / cm, toon, 25uF 之情況下 ? 進行重組質體之轉
形 (Transformation) 。在轉殖入DH5 α細胞時 , 於LB 篩選培養基中 ,
添加 200 ug / ml erythromycin 以抑制非轉形之細胞生長 , 並以
IPTG 及X-Gal 誘導DH5a 及pJD C64 所攜帶之 lacZ 變體基因 , 以凸顯
帶有pJD C64 質體之DH5a 藍色菌落 , 及獲得重組質體之白色菌落。
經由2400 帶有重組質體之白色菌落中 , 於血液培養基表面做塗抹培
養 ? 於 37 �

C 培養條件下 ? 觀察 48 小時。將形成溶血環之 4 菌落重新挑
出 , 並重複塗抹於血液培養基表面 , 以確定溶血環可重復形成。其中
一菌落 , 經由 40 小時 37

�

C 培養後 , 呈現混濁之溶血環。於菌種純化
後 , ﹒再塗抹於血液培養基表面 , 於相同之培養條件下 , 仍呈現均勻‘
之α溶血型。於分離此菌之重組質體 ? 再轉殖入DH5 α細胞時 , α溶
血之遺傳特性 ? 仍能於相同之培養環境下 ? 重複呈現 , 因此可確定此
Hind In DNA 片段 , 確帶有溶血基因 ? 因此定此重組質體為pAH20

α3 。做質體剪切比對後 , 以噬菌體 A / Hind nI 之核苦酸片段之長糧
大小為依據 , 定出此DNA 片段約為 3.3 Kb 。

(到、溶血活性 :

除血液培養基之觀察溶血環形成外 7 溶血活性之測定 , 為確定溶
血毒素存在之直接證據。轉殖之 3.3 Kb Hind nI DNA 片段 7 若帶有
溶血毒素 , 且能分泌至細胞培養液中 , 則可定其溶血單位。當僅以
DH5a / pAH20 α 3 非純化之菌培養液 , 利用羊血之紅血球作溶血試驗
時 , 於 37

�

C 4 小時觀察 , 即可測得 4 溶血單位 , 至 24 小時觀察 , 增
為 16 最大溶血單位 , 此後即不再增大溶血單位 ( 表二 ) 。雖然溶血單位

很低 , 但足以證明此Hind In DNA 片段 , 確帶有α溶血基因。當以
PEG 6000, 將非純化之細胞培養之離心上澄液 , 濃縮 12.5 倍時 , 再
測其溶血單位 , 於 37

�

C 24 小時可觀察到最大溶血值 , 其溶血單位增
為64 , 再濃縮至200 倍 7 於相同之實驗條件下 , 溶血單位增為 128 。

四、討 論
水產用藥廣範被使用於水產養殖場 , 抗藥菌之分離 , 早已有人調查

過 , 且其分佈之比例與使用抗生素之頻率成正比 (Waltman and Shotts,

1986, Aoki et al. 1986, Aoki et al. 1987) 。由於受檢測之嗜水性產氣單
胞菌株 , 皆為由本省養殖場患A. hydrophila 感染魚之病變部位篩選而
得 , 因此其抗藥性之存在 , 應為預期。例如 AHI4. AH15 及AH25 菌株 ,
其抗藥性即多達六種 , AH7. AH22. AH24. AH26 菌株之抗藥性也達五種
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表二 Haemolytic activity of crude supernatant from DH5 α /pAH20 α 3
strain.

Concentration

of

supernatant

IX 12.5 X 2∞ x

Haemolytic
Units * 16 64 128

咱 aemolytic units (H 切 were defined by the maximal inversion of two folds serial dilution

of the lysis of sheep blood.

之多。由於novobiocin 為R-S Medium (Shotts and RimIer 1973) 於設計
上 , 用於直接篩選水生病原菌A. hydrophila 之用途。又Aeromonas

Agar Base (Ryan) 為OXOID 公司 (Hampshire, England) 開發之直接篩選
A. hydrophila 之合成培養基 , 篩選時需添加 ampicillin, 亦即 ampicillin

早日 novobiocin 應視為A. hydrophila 之天然抗藥性。另 streptomycin 雖無

人利用其作篩選培養基中之主成份 , 本實驗發現其抗藥菌株數目很高 y 因
此亦可視為此菌之天然抗藥性

R 質體之存在 , 早已被人懷疑與抗藥性有關 (Aoki and Kitao

1981) , 台灣也會作過抗藥性分佈之調查 (Chen and Kou 1987) , 因此欲利
用做基因選殖之菌種 , 不具 R 質體 , 白為篩選條件之一。由於鹼性溶解
法之迅速可萃取存在之質體 , 於洋菜膠電泳分離後 , 經由 EtBr 染色 , 即
可在紫外光照射下 , 辨別質體之存在與否。二十七受檢A. hydrophila 菌
株 , 很容易便可判定是否帶有質體。至於質體與前途之抗藥性 , 是否有關
聯 , 或抗藥性僅落於染色體中 , 由於本實驗篩選基因之條件 , 為菌體不具
質體及不具或少抗藥性 ? 因此質體是否帶有抗藥基因 , 則未作進一步之檢
測、。、

溶血基因之最大特徵 , 在於基因表現後 , 存在於細胞中 , 經由分泌機
制 y 釋出細胞外方有溶血功能。嗜水性產氣單胞菌之重要 F 溶血基因 (Ho-

ward and Buckley 1986) , 其產物 aer 叫ysin (Dooley and Trust 1988) 已

被分離出 , 且其核苦酸序列也已定出 (Howard et al. 1987), 其生化上之
最大特性 , 即在基因之原始產物並無溶血功能 (Howard and Buckley

1985a) , 需要經酵素切除 C-terminus (Howard and Buckley 1985b) 方有
功能。於血液培養基表面培養時 ,fJ 溶血毒素之釋出 , 於 37

�

C 下 , 很快的
於18 小時便可觀察到 , 形成透明澄清之溶血環。而本實驗檢測之α溶血毒
素 , 則遲至40 小時 , 方可明顯區別出混濁狀溶血環。顯示α溶血基因產物
之釋出與 F 溶血毒素不同。α溶血機制顯有延緩基因產物釋出之趨勢 , 因
此將有高經濟價值之基因 , 透過緩慢釋出分泌機制 , 當比迅速釋出基因產
物於外界環境中 , 可能更能有效被利用。
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已轉殖之 F 溶血基因產物 , 經由液層分析、硫胺沉澱、去鹽等純化處
理 , 可浪 li 得 8192 溶血單位 (Howard and Buckley 1985b) 。又Aoki 及
Hirono 也分離出不同之戶溶血基因AHH-1 及AHH-2 。其核苦酸序列也

被定出 (Aoki and Hirono 1991, Hirono and Aoki 1991) , 其AHH -1溶血

毒素經由 50 倍60% 硫胺沉澱濃縮 , 其溶血活性可測得 1024 溶血單位。兩者
之溶血活性湖試 , 皆於 37

�

C 下觀察 1 小時 , 顯見戶溶血毒素活性很強 , 能
迅速打破紅血球膜 , 使血紅素釋出。但α溶血毒素相對比較之下 , 則顯得
溶血反應遲緩。於 37

�

C 下 24/J ＼時 , 方能完全觀察到最大溶血效應。由於測
定之溶血活性為非純化α溶血毒素 7 因此不排除有抑制物的效應存在 ? 故
無法檢測到較高之溶血值。但其緩慢之溶血效應 , 應與自血液培養基 , 於
40 小時方能觀察到遲緩之溶血環形成吻合。又本實驗以吳郭魚與羊血做初
步溶血試驗比較時 , 結果完全一致 , 由於去纖羊血容易購得 , 且量大 , 因
批溶血菌之篩選 , 溶血單位之測定 , 管以羊血為之。

由於AH20 菌株之α溶血基因產物之緩慢釋出 , 及此菌不帶有質體 ,
並不具多重抗藥性 , 符合預期基因利用之條件 , 故選其染色體用做分離溶
血基因之來源。AH8 菌株不具質體 , 也無抗藥性 , 然其無溶血現象 , 故排
除篩選做為溶血基因之來源。 AH10, AH11, AH12 菌株 , 雖也不具質體 ,
且無抗藥性 , 但其表現戶溶血型 , 由於aer 叫YSln 已被分離出 , 且帶有p 溶
血基因之質體 pPH4 已由 Dr. Buckley 處獲得 , 故也未列入用做分離溶血
基因之來源。

溶血基因之分離 , 除初步篩選 , 可由血液培養基 , 直接觀察到溶血環
形成外 , 其生物活性之溶血功能 , 須能直接測得溶解紅血球 , 並釋出血紅
素。由 AH20 菌株選殖之α溶血基因 , 經由轉殖於pJDC64 載體中 , 並命
名為pAH20 晶 , 於轉形入DH5 α細胞時 , 利用其溶血分泌機制 , 確定其溶
血毒素分泌至細胞體外。因此於菌體培養 401j 、時 , 離心取其上層澄清液合
溶血毒素 , 利用羊血紅血球做指標 , 確可測得血紅素釋出 , 因而證實pAH

20ct3 攜帶之DNA 片段帶溶血基因。
當以PEG 6000 濃縮細胞培養液之離心上澄液時 , 亦可增加單位體積

內α溶血毒素之濃度。因此於 12.5 倍濃縮時 , 可觀察到溶血單位增為 64 白

為預期。當以 PEG 6000 於200 倍濃縮時 , 溶血單位增至 128 , 與Aoki and

Hirono (1991) 測AHH -1於60% 硫胺沉澱 , 濃縮50 倍可得 1024 溶血單位相

比 , 則顯的增加倍數偏低。其可能之原因 , 為α溶血毒素 , 其自然之溶血
效應原本不高 , 何況為非純化時。當與硫胺沉澱之部份純化 AHH-l 溶血

毒素相比 , 自顯得偏低。純化之α溶血毒素 , 其溶血單位之倍增 , 當為預
期 , 以 aer 叫YSln 為例 , 純化之 F 溶血毒素 , 可測得 8192 溶血單位 , (How-

ard and Buckley 1985b) 。當未純化時 , 僅於細胞上澄液加 trypsin 活化

aerolysin 溶血毒素時 , 僅測得 32 溶血單位 (Howard and Buckley

1986) 。
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α溶血基因己選殖成功 , 然其基因結構 , 核苦酸序列 , 尚未定出。欲
利用此一基因之分泌功能 , 其基因結構之分析 , 則有先行了解之必要 , 且

為做下一步基因替換轉殖之重要依據。
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