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摘要：为构建嗜水气单胞菌 ompA 和 flaA 基因重组干酪乳杆菌并分别检测其表达产物对鲤
生长及免疫效果的影响，实验将目的基因克隆至乳酸菌穿梭表达质粒 pPG612中，并电转
至干酪乳杆菌中，经诱导后包被饲料对鲤进行饲养 56 d，称重并采集血清及组织，分析生
长指标及免疫指标变化。在 56 d饲养免疫结束后结果显示，生长指标显示重组干酪乳杆菌
组与对照组无显著差异，表明重组干酪乳杆菌对生长无影响；免疫效果分析显示，血清中
IgM 表达水平显著上升。血清中AKP、LZM、SOD、CAT、C3和C4也均显著升高。荧光定量
PCR检测发现，免疫后肝脏、脾脏、头肾及肠组织中的细胞免疫因子基因 IL-1β、IL-8、
TNF-α、NF-κB、 TLR5及 MYD88的表达水平有不同程度的显著提升；其中 TLR5及
MYD88表达量在 Lc-mcs-flaA 组高于 Lc-mcs-ompA 组。攻毒后 Lc-mcs-ompA 与 Lc-mcs-flaA
组免疫保护率分别为 59%与 54%，显著高于对照组。研究表明，本实验构建的重组干酪
乳杆菌 Lc-mcs-ompA 与 Lc-mcs-flaA 免疫鲤能刺激机体产生免疫应答反应，进而提高自身
存活率，为预防鱼类嗜水气单胞菌感染的口服免疫制剂的研发奠定基础并提供科学理论依据。
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嗜水气单胞菌 (Aeromonas hydrophila)是一种

人-兽-水生生物共患病原菌，其致病性较强，对

多种不良环境均具有耐受能力，广泛存在于淡水、

淤泥以及土壤中[1-2]，可引起不同种类水生生物如

乌鳢 (Channa argus)、黄颡鱼 (Pelteobagrus fulvidr-
aco)、中华鲟（Acipenser sinensis）、中华鳖 (Tri-
onyx sinensis)、鲤 (Cyprinus carpio)、鲫 (Carassius
auratus)和虾等发病。除此之外，嗜水气单胞菌可

通过侵染伤口及水感染的方式进行传播，引起人

类各种疾病，例如腹泻、肠胃炎、脑膜炎和细菌

性败血症等[3-6]。近年来，国内外关于分离自不同

类型食物和腹泻患者体内的嗜水气单胞菌的报道

越来越多，对从事相关行业人员的健康造成了不

小的威胁[7-10]。同时，养殖人员在疾病防治中滥用

抗菌药物，导致产生多重耐药性菌株，给鱼类疾

病的预防和控制带来新的挑战  [11-13]。目前，关于

嗜水气单胞菌的治疗机制尚未阐明，因此，对其

致病机制及疾病防控研究不仅对水产养殖业有巨
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大的经济价值，而且对公共卫生健康的发展也有

重大意义。部分研究表明，嗜水气单胞菌的致病

力与其毒力因子的数量及其毒力因子之间的交互

作用相关，如肠毒素、黏附素、溶血素和气溶素

等可能存在交叉作用或协同作用[14-17]。外膜蛋白 A
(OmpA)和鞭毛蛋白 A(FlaA)是嗜水气单胞菌重要

的黏附因子，在细菌入侵机体过程中增强其黏附

性和致病性，且具有良好的免疫原性 [18-20]，能有

效激发机体的体液免疫和细胞免疫，以及补体介

导的免疫系统，因此，在鱼类基因工程疫苗的研

究中可作为良好的候选因子[21]。由于养殖中各方

面的特殊性，渔用疫苗的接种方式受到很大限制。

乳酸菌是鱼类肠道中固有菌群，能够在肠道中定

殖，机体应激反应小，近年来被广大研究者青睐，

同时乳酸菌表达系统可将外源蛋白表达于菌体细

胞内，有利于促进局部或全身黏膜免疫反应, 可作

为活菌的疫苗抗原载体，且表现出较高的安全性[22]。

本实验选用干酪乳杆菌 (Lactobacillus casei)
做口服疫苗的递承载体，分别构建锚定表达型嗜

水气单胞菌 ompA、flaA 基因重组干酪乳杆菌，通

过口服包被饲料对健康鲤进行免疫，并对其生长

及免疫原性进行评价，从而为防治嗜水气单胞菌

的新型口服疫苗免疫制剂的研发及应用奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    菌种和质粒

嗜水气单胞菌 W12、干酪乳杆菌 ATCC393、
pPG612质粒和大肠杆菌 (Escherichia coli)穿梭表

达载体 pET-32a均由吉林农业大学预防兽医实验

室保存，大肠杆菌 DH5α购自北京全式金生物技

术有限公司。 

1.2    主要试剂

氯霉素和氨苄青霉素购于上海阿拉丁生化科

技股份有限公司；MRS琼脂培养基和肉汤培养基

购于广东环凯微生物科技有限公司；蛋白胨、酵

母提取物、氯化钠和琼脂粉购于北京缘生化科技

有限公司；Es Taq Mix、Master Taq Mix、质粒小

提试剂盒、His标签纯化试剂盒均购于康为世纪生

物科技有限公司；DNA标准分子量、蛋白预染Mar-
ker、  ECL发光液、蛋白预染 Marker、限制性内

切酶 (Xho I、BamH I、EcoR V、Sma I)均为 TaKaRa
公司产品；HRP标记的羊抗鼠 IgG抗体、Prefect

Real Time 和 Tli RNaseH Plus、反转录试剂盒均购

于 TransGen Biotech生物公司；细菌基因组 DNA
提取试剂盒购自 Sigma公司、RNA提取试剂盒购

自天根生化科技 (北京)有限公司；琼脂糖凝胶回

收试剂盒、聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS-PAGE)快
速配制试剂盒、ECL发光液、磷酸盐缓冲液

(PBS)、乳糖均购于北京索莱宝科技有限公司；免

疫球蛋白 M (IgM)、碱性磷酸酶  (AKP)、溶菌酶

(LZM)、超氧化物歧化酶  (SOD)、过氧化氢酶

(CAT)、补体 3 (C3)和补体 4 (C4) ELISA试剂盒

均购于江苏晶美生物科技有限公司。 

1.3    实验动物

300尾实验用健康鲤体质量约 (20.00±0.33) g，
均购自长春市青怡坊，置于 27 °C水箱暂养 2周。 

1.4    目的基因克隆及纯化

将冻干保存的嗜水气单胞菌 W12接种于 10
mL LB液体培养基，过夜培养后提取基因组 DNA，

并以其为模板进行 PCR扩增 (表 1)。参照胶回收

试剂盒说明书进行胶回收，获得纯化的目的基因

flaA 和 ompA，并送生物公司测序。 

表 1    引物序列

Tab. 1    Primer sequences

引物
primers

序列
sequences

长度/bp
length

flaA-F CGACTAGTATGGGCCTTTTTATCAACACT 912

flaA-R CCGATATCTTAGCCTTGCAGCAGCTGAAG

ompA-F CCACTAGTATGATGAAAATGGCTCCTT 1 023

ompA-R CGGATATCTTATTGCTGAACTTCTTGTAC

IL-1β-F TCCGATGACACTGAAGAAT 172

IL-1β-R GATGTACTGAGCCGAAGG

IL-8-F CTTCTCGGCTGTATCTGTG 160

IL-8-R TTCCTCTTGCGACTCTTC

TNF-α-F ACAATACCACCCCAGGTCCCA 182

TNF-α-R ACGCAGCATCCTCTCATCCAT

NF-κB-F CAGCCAAAACCAAGAGGGAT 168

NF-κB-R TCGGCTTCGTAGTAGCCATG

Myd88-F AAAGTTGACTTGTGGACGAT 177

Myd88-R ATTGACAGCAACTTTCCCAC

TLR5-F GATTATGATGGTGGTAGGG 192

TLR5-R CACTGGCTTAGGTTGGTC

β-actin-F CACTGTGCCCATCTACGAG 198

β-actin-R CCATCTCCTGCTCGAAGTC
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1.5    原核表达载体的构建

将纯化后检测正确的目的基因按照反应条件

(94  °C  5  min； 94  °C  1  min、 52  °C  1  min、 72  °C
1 min，30个循环；72 °C 10 min)进行 PCR扩增

并回收基因 flaA 和 ompA。反应体系： Primer-
STAR Max 12.5 μL；dd H2O 8.5 μL；引物 P1、P2
各 1 μL；基因组 DNA 2 μL。将目的基因与克隆载

体 pMD18-T连接，构建重组克隆质粒，并通过普

通热激法转化入大肠杆菌感受态 DH5α，培养后

提取重组质粒并测序鉴定；将成功构建的 pMD18-
T-flaA、pMD18-T-ompA 分别用 Spe I和 EcoR V双

酶切并回收目的片段，同时分别用 Spe I和 EcoR
V双酶切表达载体 pPG-612回收目的片段，其酶

切反应体系：质粒 20 μL，上下游限制性内切酶

各 3 μL，10×Buffer 5 μL，ddH2O 19 μL。将目的片

段与载体片段通过 T4连接酶 16 °C金属浴过夜连

接，连接体系：载体片段 1 μL，目的基因纯化产

物 4 μL，后将连接产物转化至 MC1061感受态细

胞中，培养 2.5 h后，离心并取 150 μL MRS肉汤

培养基重悬并涂布于抗性平板中培养过夜 (氯霉素：

10 μg/mL)，挑取疑似阳性克隆于氯霉素抗性的

Luria-Bertani培养基过夜培养，提取质粒测序鉴定。

将鉴定正确的重组锚定表达型质粒命名为mcs-ompA
和 mcs-flaA。 

1.6    重组干酪乳杆菌的构建及鉴定

将干酪乳杆菌 ATCC393冻干菌用 MRS肉汤

培养基厌氧活化传代培养后，取 1 mL菌液接种

于 100 mL MRS培养基中，37 °C厌氧条件下培养

至OD600 约为0.6。冰浴30 min后，4 °C下5 000 r/min
离心 10  min弃上清液。预冷 CaCl2  (0.06  mol/L)
缓冲液重悬菌体，洗涤 3次，离心并收集菌体沉

淀，用冷藏的 CaCl2  (0.06  mol/L，含有 15 %甘

油)10 mL溶液洗涤 1次，并离心收集菌体。最后

用 2 mL的 CaCl2 (0.06 mol/L，含有 15 %甘油)重
悬，以 150 μL分装 1.5 mL EP管后置于−80 °C保存。

通过电转化方法将重组锚定表达型质粒 mcs-
ompA 和 mcs-flaA 电转至干酪乳杆菌 ATCC 393感

受态细胞。电转化方法：干酪乳杆菌感受态冰上

复苏 30 min，取 20 μL质粒混入感受态细胞，并

冰浴 5 min，转入间距为 2 mm的预冷电击杯；电

转仪电击 (参数：2.3 kV，3 ms)后，迅速加入 1 mL
含有蔗糖的MRS恢复性培养基 (蔗糖  15 %)，冰

浴 10 min后 37 °C恒温厌氧培养 3 h，5 000 r/min
离心 10 min，取 150 μL灭菌后的 MRS肉汤培养

基重悬，均匀涂布于 MRS抗性琼脂平板上 (氯霉

素：10 μg/mL)，倒置于 37 °C恒温箱中厌氧过夜

培养。对疑似阳性菌落进行培养，按照质粒提取

试剂盒说明书操作规程提取干酪乳杆菌的质粒，

进行 PCR鉴定。 将测序正确的重组乳杆菌命名为

Lc-mcs-ompA 与 Lc-mcs-flaA。 

1.7    重组干酪乳杆菌的表达与鉴定

将构建的重组干酪乳杆菌 Lc-mcs-ompA 与 Lc-
mcs-flaA 接种于 5 mL MRS (含 10 g/mL红霉素)的
液体培养基中， 30 °C厌氧培养过夜。 取 1 mL接种于

50 mL MRS液体培养基中，30 °C厌氧静置培养

至 OD600 为 0.3 时，加入木糖诱导 12 h，以上述方

法诱导含空载体 pPG的干酪乳杆菌 (Lc-mcs) 作为

对照，将诱导后菌液在 4 °C下 12 000 r/min离心

5 min，收集菌体沉淀，取 10 mL PBS洗涤 3次收

集菌体沉淀，溶菌酶作用 1 h后，离心并收集菌

体沉淀，取 1 mL PBS重悬，按照 1∶50的比例加

入 4×SDS-PAGE Buffer 混合均匀，煮沸 10 min，4 °C
离心5 min，取上清液，进行 SDS-PAGE检测。 

1.8    鲤饲养免疫

将诱导后的 Lc-mcs-ompA、 Lc-mcs-flaA、Lc-
mcs重组菌株、干酪乳杆菌  (ATCC 393) 及  PBS
分别均匀地包被饲料，烘干后的包被基础鱼粮平

均包含 1×108 CFU/g重组菌株。将实验鲤随机分

为 5组，每组 40尾，分别为 Lc-mcs-ompA 免疫组、

Lc-mcs-flaA 免疫组、 空质粒组 (Lc-mcs)、干酪乳

杆菌组 (ATCC 393)和  PBS 空白组，免疫途径为

口服免疫。饲养 56 d后随机取 5尾鲤进行尾静脉

采血，采集血液后，37 °C 促凝 1 h，4 °C 静置过

夜，4 000 r/min 离心 10 min，收集血清并采集肝

脏、脾脏、头肾及肠等组织样品，立即置于液氮

中冷冻，并在−80°C下储存。测定增重率 (WGR)、
平均增重率 (AWGR)、生长率 (SGR)和饲料转化

率比率 (FCR)，以及肝体比 (VSI)和脏体比 (HSI)。 

1.9    血清指标检测

采用间接 ELISA法检测鲤 IgM水平。并按照

酶活性测定试剂盒操作说明书检测每组血清中

LZM、AKP、SOD 、CAT、C3和 C4含量。 

1.10    细胞免疫因子基因表达量的测定

饲养免疫 56 d后，随机取出免疫组及对照组

鲤采集肝脏、脾脏、头肾和肠道等组织样本，提

取总  RNA 后反转录成  cDNA，荧光定量 PCR
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(qPCR) 检测鲤细胞免疫因子基因   IL-1β、 IL-8、
TNF-α、NF-kB、TLR5及 MYD88的表达量情况。 

1.11    免疫保护效果检测

免疫 56 d后停食 2 d，对鲤进行攻毒实验，

攻毒组 (Lc-mcs-ompA 组、  Lc-mcs-flaA 组、 Lc-
mcs组、干酪乳杆菌组和  PBS组)每尾腹腔注射

0.2 mL嗜水气单胞菌 (1×108 mL/CFU)，未攻毒组

(negative)作为阴性对照组，观察其临床症状并记

录攻毒后各组鲤的死亡情况，初步检测重组干酪

乳杆菌 Lc-mcs-ompA 和 Lc-mcs-flaA 的免疫效果。 

1.12    数据分析

采用 SPSS 20.0软件对鲤生长、抗氧化及免

疫指标进行单因素方差分析，若方差分析显著，

进一步进行 Duncan氏多重比较，分析组间差异显

著性，显著水平设定为 P<0.05，实验数据采用平

均值±标准差 (mean±SD)表示。 

2    结果
 

2.1    目的基因克隆、纯化及原核表达载体的构建

实验成功克隆了 flaA 及 ompA (图 1)，并成功

构建了原核表达载体 mcs-flaA 和 mcs-ompA (图 2)。 

2.2    重组干酪乳杆菌的构建及表达

SDS-PAGE检测结果显示，成功将重组表达

载体电转至干酪乳杆菌，且获得的重组干酪乳杆

菌 Lc-mcs-flaA 与 Lc-mcs-ompA 表达出对应大小的

蛋白条带 (图 3)。 

2.3    生长指标检测

生长指标检测结果显示，饲料中添加重组干

酪乳杆菌与对照组之间各项指标无显著差异

(P>0.05)。添加重组干酪乳杆菌组较对照组相比，

显著提高鲤的 AWGR和 SGR(P<0.05)，但 HSI、
VSI与对照组间无显著差异 (P>0.05)。Lc-mcs组
与对照组各项指标无显著差异 (P>0.05)(表 2)。 

2.4    血清指标检测

5组鲤饲养免疫 56 d后停食 1 d，每组随机

挑选 5尾称重后进行尾静脉采血，测定血清中的

IgM抗体水平。结果显示，干酪乳杆菌组、Lc-
mcs-ompA 组和 Lc-mcs-flaA 组 IgM抗体水平均显

著高于 PBS组 (P<0.05)，同时 Lc-mcs-ompA、Lc-
mcs-flaA 组 IgM 抗体水平显著高于干酪乳杆菌组

(P<0.05)，且 Lc-mcs-ompA组抗体水平高于 Lc-
mcs-flaA 组。Lc-mcs-ompA 组免疫效果相对最好

(图 4)。 LZM、AKP、 SOD、 CAT、 C3和 C4与

IgM的结果趋势相似 (图 5)，Lc-mcs-ompA、Lc-
mcs-flaA 和干酪乳杆菌相较于对照组均显著提高

(P<0.05)，Lc-mcs-ompA 组和 Lc-mcs-flaA组显著高

于干酪乳杆菌组 (P<0.05)，Lc-mcs-ompA 组和 Lc-
mcs-flaA 组二者之间的差异不显著 (P>0.05)，但

Lc-mcs-ompA 组相对优于 Lc-mcs-flaA 组的免疫效

果，Lc-mcs与对照组间无显著差异 (P>0.05)。 

2.5    细胞免疫因子基因 qPCR检测

以 β-actin 为内参基因，qPCR检测重组干酪
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图 1    目的基因克隆检测 flaA (a) 和 ompA (b)

M. 标准物质 2 000；1~6. flaA PCR产物；7~12. ompA PCR产物；

下同

Fig. 1    Cloning and detection of target gene
flaA (a) and ompA (b)

M. marker 2 000; 1-6. flaA PCR product; 7-12. ompA PCR product; the
same below
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图 2    原核表达载体检测 flaA (a) 和 ompA (b)

M1. 标准物质 2 000；M2. 标准物质 5 000

Fig. 2    Prokaryotic expression vector detection of
flaA (a) and ompA (b)

M1. marker 2 000; M2. marker 5 000

76 水    产    学    报 46 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


乳杆菌免疫后鲤的各个组织 IL-1β、IL-8、TNF-α、

NF-kB、TLR5和 MYD88的相对表达量。IL-1β、IL-

8、 TNF-α 和 NF-κB 表达量结果显示， Lc-mcs-

ompA、Lc-mcs-flaA 和干酪乳杆菌组显著高于对照

组 (P<0.05)，Lc-mcs-ompA 和 Lc-mcs-flaA组显著

高于干酪乳杆菌组 (P<0.05)，Lc-mcs-ompA组相对

优于 Lc-mcs-flaA 组，但不显著 (P>0.05)。而组织

中 MYD88、TLR5的表达量 Lc-mcs-flaA 组显著高

于其他 4组 (P<0.05)，而此 4组之间无显著差异

(P>0.05)。各组中组织间免疫相关基因表达量不同，

头肾组织中表达量相对优于其他组织，但其相较

于各组织之间不显著 (P>0.05)，其次是肠道和肝脏

(图 6)。
  

2.6    免疫保护效果检测

饲养免疫 56 d后停食 2 d，采用嗜水气单胞

菌攻毒 8  d，结果显示，PBS组全部死亡，Lc-
mcs组和干酪乳杆菌组分别在 9和 13 d后全部死

亡，Lc-mcs-ompA 与 Lc-mcs  -flaA 存活率分别为

59%与 54%(图 7)。 

表 2    生长指标检测结果

Tab. 2    Test results of growth indexes

项目
project

组别　groups

PBS Lc-mcs Lc-mcs-flaA Lc-mcs-ompA 干酪乳杆菌　L. casei

初始体质量/g　IBM 15.000±0.030 15.000±0.030 15.000±0.030 15.000±0.030 15.000±0.030

终末体质量/g　FBM 48.070±0.020a 50.250±0.001a 50.080±0.031a 50.040±0.038a 56.170±0.002b

平均增重率/%　AWGR 215.220±0.040a 235.800±0.140a 231.040±0.040a 228.160±0.110a 270.750±0.002b

特定生长率/(%/d)　SGR 2.050±0.010a 2.160±0.050a 2.130±0.010a 2.120±0.030a 2.330±0.050b

脏体比/%　VSI 14.210±0.070 14.180±0.060 14.230±0.080 14.190±0.210 14.420±0.130

肝体比/%　HSI 3.250±0.020 3.370±0.020 3.350±0.010 3.370±0.050 3.390±0.030

注：表格同行肩标不同小写字母表示差异显著(P<0.05)
Notes: in the same row, values with different lowercases letters indicate significant differences (P<0.05)

M

72

57
42

31

24

18

21 3 4 5 flaAku

32 ku

M 76 8 9 1110 ompAku

(a)

72

57

42

31

24

18

35 ku

(b) 
图 3    重组干酪乳杆菌 Lc-mcs-flaA(a)和 Lc-mcs-ompA(b) 的蛋白表达结果

M. 蛋白标准物质 8~125，1、11. 阴性，2~5. flaA 产物, 6~10. ompA 产物

Fig. 3    Protein expression results of recombinant L. casei Lc-mcs-flaA(a) and Lc-mcs-ompA(b)
M. protein marker 8-125; 1,11. negative; 2-5. flaA protein product, 6-10. ompA protein product
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图 4    血清免疫球蛋白 IgM检测

1.  PBS，2.  Lc-mcs，3. L.  casei ATCC 393，4.  Lc-mcs-flaA，5.  Lc-
mcs-ompA，不同小写字母表示差异显著 (P<0.05)，图 5同

Fig. 4    IgM detection of serum
1.  PBS;  2.  Lc-mcs;  3. L.casei  ATCC  393;  4.  Lc-mcs-flaA;  5.  Lc-mcs-
ompA, values with different lowercases letters indicate significant differ-
ences (P<0.05), the same as Fig.5
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3    讨论

嗜水气单胞广泛存在于淡水、土壤、河流

和海水中，对环境具有较强的适应能力，是目前

水产养殖中一种常见的致病菌，感染多种水生生

物  [23]，引起暴发性、传染性疾病，对水产养殖业

的发展造成巨大的经济损失。研究发现，其感染

的对象不同，临床症状亦不同，如异育银鲫 (C.
auratus gibelio)、鲇 (Silurus asotus)、莫桑比克罗

非鱼 (Oreochromis mossambicus)、花鲈 (Lateolab-
rax japonicus)和西伯利亚鲟 (A. baerii)感染后表现

为体表及脏器不同程度地出血和充血等  [24-25]；花

鲈感染后腹部出现红斑，肛门红肿等；鲇属

(Silurus)、鳕属  (Gadus)和虾虎鱼科 (Gobiidae)鱼

类感染后，鱼体表鳞片脱落，出现溃疡，严重者

出现溃烂  [26-27]。研究表明其致病性与其携带的多

种毒力因子密切相关, 主要包括外毒素、胞外蛋白

质酶、结构蛋白和信号相关蛋白等。为有效控制

嗜水气单胞菌的感染，研制具有针对性、高效性

的基因工程类疫苗成为当下研究的热点。

随着基因工程疫苗的深入研究，相关报道表

明，OmpA和 FlaA具有良好的免疫原性，其在受

到刺激时可以引起机体的体液和细胞免疫，对病

原体的识别、信号传导及催化具有重要作用[28-29]。

Fang等[30] 研究发现，嗜水气单胞菌外膜蛋白可阻

断菌株对 EPC细胞的黏附，表明该蛋白是嗜水气

单胞菌共同抗原成分之一。荣娜等[31] 研究同样表

明外膜蛋白具有良好的免疫原性，是构成菌体抗
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图 5    血清相关免疫指标检测

Fig. 5    Serum related immune index detection
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原的重要免疫原。Zhang等 [32] 通过对维氏气单胞

菌 (A. veronii) OmpAⅠ进行重组乳酸菌的构建及免

疫原性分析，结果显示重组菌可明显提高细胞免

疫因子的表达水平，提高免疫保护率，说明

OmpAⅠ具有免疫原性。Rabaan等 [33] 研究发现，

气单胞菌缺失鞭毛之后，体外黏附能力较野生株

有明显的衰减，说明鞭毛蛋白对抵御细菌入侵起

重要作用。Huleatt等[34] 以鞭毛蛋白作为佐剂免疫

小鼠 (Mus musculus)后，产生的抗体水平高于对

照组，表明鞭毛蛋白作为外源抗原能够提高机体

的免疫应答水平。综上所述，外膜蛋白和鞭毛蛋

白是一种良好的免疫保护性抗原，在水产基因工

程疫苗的研发上有良好的发展前景。

本实验克隆了嗜水气单胞菌的 ompA 和 flaA，
构建了锚定型重组干酪乳杆菌 Lc-mcs-ompA 与 Lc-
mcs-flaA，包被基础饲料进行了为期 56 d的养殖

实验，其生长指标结果显示，重组干酪乳杆菌组

与对照组比较无显著差异，不影响鲤的生长，表
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图 6    各组织中细胞免疫因子基因表达量检测

不同小写字母表示组间差异显著 (P<0.05)

Fig. 6    Detection of cytokine genes expression in various tissues
Values with different lowercases letters indicate significant differences between different groups (P<0.05)
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明重组干酪乳杆菌对鱼类生长无副作用，而干酪

乳杆菌组与对照组相比显著提高了鲤的生长性能。

Zokaeifar等 [35] 研 究 表 明 ， 2 株 枯 草 芽 孢 杆 菌

(Bacillus  subtilis)对凡纳滨对虾 (Litopenaeus van-
namei )的增重率和特定生长率有显著提高，与本

结果中干酪乳杆菌组结果相一致。同样蔡怡山

等 [36] 研究表明，枯草芽孢杆菌、植物乳杆菌 (L.
plantarum)和 粪 肠 球 菌 (Enterococcus  faecalis)按
2∶3∶1或 3∶2∶1配比混合使用可以提高直立海

马 (Hippocampus erectus)幼苗的生长性能。刘建

华等[37] 研究发现，复合益生菌发酵液对仔猪日增

重提高 28.6%，仔猪断奶体质量增加 19.3%等。

以上研究结果均与本实验结果一致，但与重组干

酪乳杆菌的结果有所出入，推测可能与免疫功能

消耗机体的能量有关。

血清中存在多种免疫相关因子，其表达水平

与鲤抵抗病原菌入侵的能力呈正相关，因此本研

究在饲养免疫结束后检测了鲤血清中相关免疫指

标，其中 IgM为鱼类重要的免疫球蛋白，参与机

体多项非特异性免疫，结果显示，重组干酪乳杆

菌能显著提高 IgM的含量，说明其能激活宿主体

液免疫，与 Tian等[38] 及 Zhang等[32] 研究结果相一

致。同样 C3、C4在细菌入侵机体时起到至关重

要的清除作用，与白细胞吞噬能力相似；溶菌酶

如 SOD、CAT和 AKP等通过裂解细菌保护宿主。

本研究结果显示，Lc-mcs-ompA、Lc-mcs-flaA 激

活 C3、C4、LZM、SOD、CAT和 AKP表达的能

力显著优于对照组，结果与胡蕾等[39] 研究中气单

胞菌弱毒疫苗能诱导杂交鳢肝脏中 C3表达量上调

相一致。Zhang等[32] 将 ompA I的重组干酪乳杆菌

口服免疫鲤，结果显示 AKP、LZM和 SOD表达

量明显增高。刘小玲等[40] 研究发现嗜酸乳杆菌能

提高吉富罗非鱼 (O. niloticus GIFT)血清中 SOD、

AKP活性。张晓辉[41] 研究表明，芽孢杆菌可明显

提高凡纳滨对虾免疫因子的表达量。刘淑兰等[42]

研究表明投喂复合益生菌后大西洋鲑 (Salmo
salar)的消化酶和非特异性免疫指标显著升高，与

本研究中干酪乳杆菌能够提高相关免疫因子表达

量的结果一致。

为进一步评价重组干酪乳杆菌的免疫效果，

实验又对各组织中相关免疫因子进行了荧光定量

PCR检测。TNF-α在病原入侵机体时能通过提高

体温杀灭病原菌，本研究中 Lc-mcs-flaA 组与 Lc-
mcs-ompA 组相较于对照组显著提高了各组织中

的 TNF-α 表达量，与 Tian等 [38] 和 Zhang等 [32] 研
究结果相一致。IL-1β 是重要炎症因子之一，能够

独立杀菌或诱导细胞凋亡，进而达到清除病原的

功能，本研究中 Lc-mcs-ompA 与 Lc-mcs-flaA 均能

诱导机体产生高水平的 IL-1β，并显著高于其他三

组，与张东星等 [43] 关于维氏气单胞菌 ompA Ⅰ
基因重组植物乳杆菌的构建及其表达产物的免疫

原性分析结果相似。同样与 Kong等 [44] 表达维氏

气单胞菌 flaB 基因重组干酪乳杆菌的构建及其表

达产物的免疫原性分析中免疫指标检测结果相似。

实验结果显示，Lc-mcs-ompA 能够诱导 TNF-α、
IL-8、IL-1β 和 NF-κB 更高水平的表达，其原因可

能是 OmpA作为细菌膜上主要蛋白，在机体内有

特异性识别受体，能够激活相关免疫通路上调

TNF-α、IL-8、IL-1β 和 NF-κB。而在各组织中 TLR5
和 MYD 88的表达量，Lc-mcs-flaA 组显著高于其

他组，主要由于 TLR5是鞭毛蛋白的特异性受体，

而鞭毛蛋白激活 TLR5受体之后促进相关免疫反

应，进而分泌 MYD 88。攻毒后 Lc-mcs-ompA 和

Lc-mcs-flaA 相对保护率分别为 59%和 54%，显著

高于对照组和空质粒组，与测定的指标结果相符，

同时也表明 2种重组干酪乳杆菌均有一定保护作

用。与 Tian等 [38]、Zhang等 [32] 和 Kong等 [44]的研

究结果相一致，即重组基因工程菌能够提高免疫

后鱼体的存活率。尽管 TLR5是 FlaA蛋白的特异

受体，其信号传导通路在抗病过程中具有重要作

用，但是信号传导的持续会导致各种炎症因子的

高表达，导致机体自身免疫紊乱并引发 TLR相关

的免疫疾病 [45]，因此其可能是Lc-mcs-flaA 较 Lc-
mcs-ompA 免疫原性弱的原因之一。 

4    结论

本研究通过构建基因工程重组干酪乳杆菌 Lc-
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图 7    攻毒后免疫保护率

Fig. 7    Immune protection rate after challenge

80 水    产    学    报 46 卷

https://www.china-fishery.cn 中国水产学会主办    sponsored by China Society of Fisheries

https://www.china-fishery.cn


mcs-ompA 和 Lc-mcs-flaA，对鲤进行饲养免疫实验，

在生长指标无显著变化情况下，其相关免疫指标

均呈显著变化，表明其重组菌能够诱导机体产生

较高水平的免疫能力，提高抵抗细菌入侵的能力，

起到一定的免疫保护作用。本研究结果为水产养

殖业疾病防治提供可行的探索方向，为水产基因

工程口服疫苗的研究奠定基础。

（作者声明本文无实际或潜在的利益冲突）
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Effects of recombinant Lactobacillus casei from Aeromonas hydrophila
ompA and flaA genes on the growth and immunity in

common carp (Cyprinus carpio)

ZHAO Linhui 1,2,3,4,     TIAN Jiaxin 2,3,4,     KONG Yidi 2,3,4,     PENG Sibo 1,2,3,4,    
SHAN Xiaofeng 4,     WANG Guiqin 2,3,4*

(1. College of Life Sciences, Jilin Agricultural University, Changchun    130118, China;
2. Joint Laboratory of Modern Agricultural Technology International Cooperation, Ministry of Education,

Jilin Agricultural University, Changchun    130118, China;
3. Ministry of Education Laboratory of Animal Production and Quality Security,

Ministry of Education, Jilin Agricultural University, Changchun    130118, China;
4. Jilin Provincial Key Laboratory of Animal Nutrition and Feed Science, Jilin Agricultural University, Changchun    130118, China)

Abstract:  To  construct  recombinant Lactobacillus  casei  with  ompA  and  flaA  of Aeromonas  hydrophila  and  to
detect  the growth and immunogenicity of their  expression products to common carp, Cyprinus carpio,  the target
genes  were  cloned  into Lactobacillus  Shuttle  expression  plasmid  pPG612,  and  electric-transfered  into L.  casei.
Fish were fed with dietary mixed with different recombinant L. casei for 56 days, and we weighed and collected
serum  and  tissues,  and  analyzed  the  growth  and  related  immune  index  changes;  feeding  at  56  days  after  the
immunization,  the growth index results  showed that  the recombinant L. casei had no significant difference com-
pared with the control group, which showed that it had no effect on growth, immune indexes. Results showed that
level of IgM in serum was significantly increased, alkaline phosphatase (AKP), lysozyme (LZM), superoxide dis-
mutase  (SOD),  catalase  (CAT),  Complement  3  (C3)  and  Complement  4  (C4)  were  also  significantly  increased,
qRT-PCR detection found that  the expression levels  of  Interleukin 1β (IL-1β),  Interleukin 8 (IL-8),  Tumor Nec-
rosis Factor α (TNF-α),  Nuclear factor-kappa B (NF-κB), Toll-like receptor 5 (TLR) and myeloid differentiation
factor  88  (MYD88)  in  liver,  spleen,  kidney  and  intestinal  tissues  after  immunization  increased  significantly  to
varying degrees; the expression of TLR5 in the Lc-mcs-flaA group was higher than that in Lc-mcs-ompA groups;
after challenge, the immune protection rates of Lc-mcs-ompA and Lc-mcs-flaA were 59% and 54%, respectively,
and the survival  rate  was significantly  higher  than control  group.  The constructed recombinant L.  casei Lc-mcs-
ompA and Lc-mcs-flaA immuned carp could stimulate the body to activate immune response, thereby increasing its
survival rate. It is an oral solution for preventing fish Aeromonas hydrophila infection. The research and develop-
ment of immune preparations laid the foundation and provided scientific theoretical basis.
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immunity
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