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摘要! 参照 83B9=BU 上登录的哈维氏弧菌外膜蛋白 E85K基因序列!设计引物扩增 E85K的

开放阅读框!序列分析结果显示该基因全长 697 HI$ 将其定向克隆到原核表达载体 I,G7/2=

" C#!在大肠杆菌 9'21 中成功表达出带 +>D7N=C 的融合蛋白!融合蛋白分子量约为 9/1: UE!

且主要以包涵体形式存在$ 优化的表达条件为 /0 P!)6G8浓度 311 <</05'!诱导时间 7 A$

将纯化的融合蛋白免疫 *6(昆明小鼠制备多克隆抗体!,')*&方法检测抗体效价达1A/3 333!

X3DN3MB7H0/N结果表明鼠抗 "<IX 血清能与诱导后的重组蛋白发生特异反应!提示 "<IX 可

能是哈维氏弧菌的一种重要保护性抗原$ 为进一步研究哈维氏弧菌外膜蛋白 E85K基因

2%&疫苗对红笛鲷的免疫保护效果!构建了真核表达重组质粒 I42%&7"<IX!然后将真核质

粒免疫接种红笛鲷$ 6-$结果显示!免疫接种后第 0 =2: 天!在红笛鲷的肌肉%头肾%肝脏和

脾脏组织中均存在质粒分布&$G76-$结果显示!免疫接种后第 0 =2: 天!红笛鲷上述组织均

有目的基因的表达$ ,')*&结果表明!红笛鲷体内血清产生了抗 "<IX 蛋白的高效价抗体$

X3DN3MB7H0/N分析表明!2%&疫苗免疫后红笛鲷体内表达了相应的目的蛋白!并诱导产生了相

应抗体$ 攻毒实验结果表明!免疫保护率高达 63J!可见 I42%&7"<IX 可作为红笛鲷预防哈

维氏弧菌感染的有效候选疫苗之一$

关键词! 哈维氏弧菌& 外膜蛋白& "<IX& 免疫原性& 2%&疫苗

中图分类号! L0:7& *89119244444444文献标志码'&

44哈维氏弧菌#M$=#$% ',#D(A$$广泛存在于海洋

环境中"是一种常见的革兰氏阴性杆菌"可感染鱼

类+虾类及贝类等多种经济动物"给海水养殖业造

成了 巨 大 的 经 济 损 失
)1*

( 红 笛 鲷 # <-/;,*-)

),*9-$*(-)$是我国沿海的重要养殖鱼类之一"近年

来随着海水鱼类养殖密度的不断增大和环境的日

益恶化"海水鱼弧菌病频繁暴发"其中由哈维氏弧

菌引发的弧菌病危害较重( 因此"开展弧菌病的免

疫学研究显得非常迫切( 虽然哈维氏弧菌发现较

早"但是对其完整的致病机理尚不十分清楚"因宿

主物种的不同"毒力存在较大差异
)2*

"致病性与胞

外产物#,-6$如溶血素+蛋白酶+脂多糖及外膜蛋

白等有密切的关系
)/*

( "W3BD等
)9*

通过实验"证实

哈维氏弧菌的毒力与细胞表面的疏水性和含铁产

物相 关( 张 晓 华 等
)7*

以 虹 鳟 # E*&%#'A*&'-)

8AQ$))$和蛙为模型动物"对哈维氏弧菌可能的致

病因子做了详细的比较研究"发现由该菌分泌的胞

外产物中的溶血素是引起鱼体致病的重要因子(

外膜蛋白#/EN3M<3<HM=B3IM/N3>BD""<ID$是革兰

氏阴性菌外膜的主要结构"它位于细菌细胞膜表
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面"当病原菌入侵和感染宿主时"可起到粘附素作

用"在维持细菌形态+物质代谢及细菌的致病等方

面有重要作用
)6*

( 研究表明"细菌的外膜蛋白具有

良好的免疫原性"可刺激机体产生体液免疫和细胞

免疫"且具有异种血清型的免疫交叉保护性"是一

种潜在的共同保护性抗原
)0*

(

"<IX 是哈维氏弧菌的一种重要的微孔蛋

白"由 233 =2/3 个氨基酸组成"它由 : 股
'

片层

组成一股狭长的亲水性通道"研究表明该结构可

能与细菌适应不同的环境压力有关
):*

( 关于弧

菌的 E85K已开展了较多的研究( %=BF>等
)8*

通

过对霍乱弧菌 # M$=#$% &'%.(#,($ 的外膜蛋白

"<IX 和调控蛋白 G/@$的研究"证实 "<IX 是

其重要保护性抗原之一( 刘明智等
)13*

对嗜水气

单胞菌 #@(#%8%*,)'A?#%5'$.,$外膜蛋白 E85K

进行基因克隆和原核表达分析"将融合蛋白 +>D7

X 免疫草鱼 #3/(*%5',#A*9%?%* $?(..-)$"结果表

明"融合蛋白能使草鱼产生明显免疫应答"攻毒实

验结果显示免疫组草鱼获得了 70J=:6J的相对

保护率"证明了重组嗜水气单胞菌外膜蛋白

"<IX 可作为草鱼嗜水气单胞菌基因工程亚单

位疫苗(

由哈维氏弧菌引起的疾病"生产上多采用抗

菌类药物预防"对于疫苗的研究多停留在全菌灭

活疫苗+亚单位疫苗阶段
)11*

( 2%&疫苗
)12*

是将

编码某种抗原蛋白的外源基因直接导入机体"并

通过宿主细胞的表达系统合成抗原蛋白"诱导宿

主产生对该抗原蛋白的免疫应答"以达到预防和

治疗疾病的目的( 与传统疫苗相比"2%&疫苗具

有生产成本低+易于保存+免疫时间长等优点
)1/*

(

本实验首先克隆出哈维氏弧菌外膜蛋白 E85K

基因"验证了该基因编码蛋白的免疫原性'其次以

构建的重组真核表达质粒 I42%&7"<IX 为抗原

免疫红笛鲷'最后对该 2%&疫苗的免疫保护效

果做了初步的研究(

14材料与方法

'(')质粒及菌株

病原菌株哈维氏弧菌 :!3036 分离自广东省

湛江市某鱼排患病的红笛鲷'"I&%.$2+7

(

+"I

&%.$9'21#2,/$+I,G7/2=# C$+I42%&/11 # C$

菌株及质粒由广东省水产经济动物病原生物学及

流行病学重点实验室保存(

'(;)实验动物

实验用昆明系 *6(级 : 周小鼠#23 =27 C$购

自广东医学院实验动物中心"在温度为 1: =

22 P"相对湿度为 73J=63J 条件下"于本实验

室动物饲养室暂养 1 周后进行实验( 红笛鲷购自

湛江某鱼排"健康有活力+体质量 /3 C 左右"水温

2: =/3 P"每日投喂小杂鱼"室内养殖室暂养一

周后用于实验(

'(<)主要试剂

海洋动物组织基因组 2%&提取试剂盒购自

北京天根生化科技有限公司',@ G=V 2%&聚合

酶"IQ271:G购自 G=R=$=公司'限制性核酸内切

酶 B,8+)+C'% )"G9 连接酶购自美国 %,9公司'

#%)L713 柱式 GM>Y/0总 $%&抽提试剂盒购自上

海生工生物技术有限公司'+$67标记的山羊抗鼠

)C8及 2&9显色试剂盒购自武汉博士德生物工

程 有 限 公 司' ,=D?*4M>IN (>MDN7DNM=BF 42%&

*?BNA3D>D*EI3MQ>@ 试剂盒购自北京全式金生物

技术有限公司'无内毒素质粒提取试剂盒#,BF/7

(M3360=D<>F Q=@>R>N$购自 "Q,8&公司(

'(C)哈维氏弧菌 $%&提取及 F=9I基因扩增

将保存的哈维氏弧菌 :!3036 菌种"接种于 G*9

培养基"2: P振荡培养过夜"待 "2

633

约为 319 =316

时"取 / <'菌液"离心收集菌体并提取哈维氏弧菌

2%&( 根据83B9B=U 上登录的哈维氏弧菌外膜蛋

白E85K基因序列#登录号 &-$76/0811$设计 1 对

7T末端含有B,8+

&

和C'%

&

酶切位点#下划线$的接

头引物扩增其开放阅读框#"$($!

上游引物 X(1! 7T7-8-88&G--&G8&&&7

&&&&-&&G-G8-&8GG7/T

下游引物 X$1!7T7--8-G-8&8GG&8&&7

-GG8G&&--&--8-G8&G7/T

以哈维氏弧菌 2%&为模板进行 6-$扩增"反

应条件为 87 P预变性 / <>B"87 P变性 /3 D"63 P

退火 /3 D"02 P延伸 83 D"共 // 个循环"最后 02 P

延伸 : <>B( 6-$产物经 112J琼脂糖凝胶电泳检

测后切胶回收"最后以摩尔比 1A/ #插入片段5载

体$比例克隆入 IQ271:G载体"蓝白斑筛选单菌

落"将阳性克隆送上海生物工程有限公司测序(

'(D)原核表达载体构建

将重组质粒 IQ21:7"<IX 和表达质粒 I,G7

/2=# C$分别接种于新鲜的含氨苄青霉素#133

!

C5

<'$的 '9液体培养基中扩大培养"将提取的

39:1
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IQ21:7"<IX和 I,G7/2=# C$质粒分别采用限制

性内切酶 B,8+)和 C'% )双酶切 / A'对目的条带

和载体切胶回收"采用 G

9

连接酶连接"连接产物转

入 2+7

(

感受态'将阳性克隆扩大培养"提取 I,G7

"<IX重组质粒"将重组质粒转化至 9'21#2,/$

感受态"蓝白斑筛选单菌落"阳性克隆送测(

'(E)表达条件优化及蛋白纯化

将构建成功并保种的重组质粒菌液扩大培

养"设定 )6G8浓度为 311+312+310 和 113 <</05

'"分别在 2:+/0 P下诱导不同的时间"确定最佳

诱导条件"采用 *2*76&8,电泳分析各表达产

物( 最佳诱导条件下采用 +>DGM=I

GQ

+6亲和层

析柱纯化重组蛋白"不同浓度的咪唑洗脱液洗脱

重组蛋白"R9333 9M=FO/MF 蛋白质定量试剂盒测

定蛋白浓度(

'(R)免疫原性分析

将纯化的重组蛋白皮下多点注射免疫 *6(级

: 周龄雄性小鼠"每只免疫 233

!

C'实验组首次采

用弗氏完全佐剂乳化抗原免疫"每隔 1 周加强免疫

1 次"共加强免疫 / 次"加强免疫采用弗氏不完全佐

剂乳化抗原'对照组同样的方法注射无菌 69*( 末

次免疫 1 周后眼球采血"分离血清保存备用( 以纯

化蛋白为抗原"本实验里制备的鼠抗血清为一抗"

+$6标记的山羊抗鼠 )C8为二抗",')*&测定效

价"X3DN3MB7H0/N分析鼠抗血清的免疫反应性(

'(\)真核重组质粒的构建及抽提

将重新提取的重组质粒 IQ21:7"<IX 和质

粒 I42%&/11 # C$"分别采用限制性内切酶

B,8+)和 C'% )双酶切"酶切产物纯化后利用 G

9

连接酶连接"对构建成功质粒测序鉴定( 将重组

质粒 I42%&7"<IX 和 I42%&/11# C$分别接种

于 &<I

C

5'9 液体培养基中扩大培养" 采用

"Q,8&无内毒素质粒大提试剂盒抽提质粒(

'(b)真核质粒免疫红笛鲷

挑选有活力+健康无异常+体格均衡的红笛鲷

173 尾"将鱼体随机分为 / 组"每组 73 尾"肌肉注

射真核质粒'实验组 &!每尾鱼注射 23

!

C#溶于

73

!

'无菌生理盐水 $ 真核重组质粒 I42%&7

"<IX'对照组 9!每尾鱼注射 23

!

C#溶于 73

!

'

无菌生理盐水$空质粒 I42%&/11# C$'对照组 -

每尾鱼注射 73

!

'无菌生理盐水(

'('Z)目的基因的核酸水平检测

取免疫接种后第 0 天和第 2: 天红笛鲷肌肉+

脾脏+头肾和肝脏组织"提取各组织 2%&'GM>Y/0

法提取各组织 $%&并立即反转为 42%&一链模

板( 分别以提取各组织的 2%&和 42%&为模

板"X(1 和 X(2+内参基因
!

0,&/$* 为引物( 重组

质粒为阳性对照'注射的空质粒为阴性对照"以

G0 和 I42%&/11$ 为 引 物( 6-$ 方 法 检 测

E85K目的基因表达( 所用引物见表 1(

表 ')检测所需引物

>9?(')=6.0768A87:.43F7:737#3.14

检测目标

N=MC3N

引物

IM><3MD

引物序列#7T5/T$

D3VE3B43#7T5/T$

!

0,&/$*

'

* 8-&8&G8G88&G-&8-&&8-&88&

'

& -8--G8&8G8G8G&G8&8&&&G8

I42%&

G0 G&&G&-8&-G-&-G&G&888

I42%&/11$ G&8&&88-&-&8G-8&88

E85K

X( -8-88&G--&G8&&&&&&&-&&G-G8-&8G

X$ --8-G-8&8GG&8&&-GG8G&&--&--8-

'('')目的基因的蛋白水平检测

取免疫接种第 19 天的红笛鲷血清"以目的

基因 E85K纯化的蛋白为抗原"红笛鲷血清为

一抗#1A1 333$ "兔抗红笛鲷 )CQ#实验室保存$

为二抗# 1A1 733 $ "+$6标记的羊抗兔为三抗

#1A23 333$"进行 X3DN3MB7H0/N分析'取免疫接种

后第 0+19+21+2:+/7 天的红笛鲷血清",')*&检

测各组血清抗体效价( 抗体效价根据 65%值来

确定( 65%B#待检血清的 "2

973

5空白对照的

"2

973

$ 5# 阴 性 血 清 的 "2

973

5空 白 对 照 的

"2

973

$( 当 65%D211 时抗血清的最高稀释倍数

为其最终抗体效价"用 *NEF3BN/D/7N3DN统计显著

性差异(

'(';)鱼体攻毒保护实验

从免疫接种第 /7 天的 &+9+-/ 组中每组随

机抽取 27 尾"每尾腹腔注射 311 <'的哈维氏弧菌

#1 >03

:

-(#5<'$活菌悬液'另从未免疫组中取 27

尾鱼注射相同剂量的无菌69*作为健康对照组2'

19:1
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活菌攻毒后每天观察并记录各组鱼发病和死亡情

况"连续观察 17 F"对病鱼死鱼进行病理解剖和病

原分离鉴定"确定是否因为活菌攻毒而死( 实验结

束后计算各组相对免疫保护率#M30=N>S3I3M43BN=C37

DEMS>S=0"$6*$"其计算公为 $6*B#1 5免疫组死亡

率5对照组死亡率$ >133J(

24结果

;(')F=9I的克隆及原核表达载体构建

以哈维氏弧菌 2%&为模板"利用特异引物

6-$扩增出 697 HI 的目的条带"与预期相符'将

其插 入 克 隆 载 体 IQ271:G" 然 后 将 IQ21:7

"<IX 和 I,G7/2=质粒经双酶切"G

9

连接酶连

接"组成重组质粒 I,G7"<IX"重组质粒经B,8+)

和 C'% )双酶切鉴定"结果出现 2 条带"一条为

I,G7/2=# C$的 7 933 HI 左右的条带"另一条为

697 HI 左右的目的条带#图 1$(

;(;)重组蛋白的免疫反应性分析

重组蛋白经 )6G8诱导后可表达分子量 9/1:

UE 的融合蛋白"其中 I,G表达的融合标签为

2319 UE"*2*76&8,凝胶电泳分析与实验预期相

符 #图 27=$'最佳诱导条件为 )6G8浓度 311

<</05'+温度 /0 P+诱导 7 A#数据未列出$'菌

体超声波破碎后"*2*76&8,检测目的蛋白主要

以包涵体形式存在"提取包涵体后"+>DGM=I

GQ

+6

亲和层析柱纯化重组蛋白"咪唑最佳洗脱浓度为

/73 <</05'#数据未列出$( 纯化蛋白免疫小鼠

第 9 次的第 0 天"眼球采血"分离血清"然后

,')*&检测鼠抗血清抗体效价达 1 A/3 333'

X3DN3MB7H0/N分析发现""<IX 抗血清能与诱导

后重组蛋白发生特异反应#图 27H$(

图 ')重组质粒 5+>̂@05O 酶切鉴定

Q112'2333 2%&分子量标准' Q211RH 2%&分子量标准'

11I,G7"<IX5B,8+)CC'% )

-./(')>F7:73760.493.141G3F767#10?.494352980.:

5+>̂@05O ?J 74̀J0767836.#3.14

Q112'2333 2%& Q=MU3M' Q211RH 2%& '=FF3M' 11I,G7

"<IX5B,8+)CC'% )

图 ;)5+>̂@05O 在大肠杆菌中表达 P$P̂=&V+分析$9%和 @05O 融合蛋白的 O783764̂?213分析$?%

#=$Q1蛋白分子量标准' 11I,G7/2=未诱导' 21I,G7/2=诱导' /1I,G7"<IX未诱导' 91I,G7"<IX 诱导的全菌蛋白 71纯化后的

"<IX蛋白# H$Q1预染标准分子量蛋白' 11实验组抗血清与融合蛋白反应结果' 21对照组抗血清与融合蛋白反应结果

-./(;)P$P̂=&V+$9%94:O783764̂?213$?%9492J8.81G3F75A6.G.7:@05O GA8.1456137.4

#=$Q1IM/N3>B </034E0=M<=MU3M' 11I,G7/2=W>NA/EN)6G8>BFE4N>/B' 21I,G7/2=W>NA )6G8>BFE4N>/B' /1I,G7"<IX W>NA/EN)6G8

>BFE4N>/B' 91I,G7"<IX W>NA )6G8>BFE4N>/B' 71IEM>O>3F "<IX IM/N3>B'# H$Q1IM3DN=>B3F IM/N3>B <=MU3M' 11M3=4N>/B M3DE0NH=D3F /B

NA3DI34>O>4I/0?40/B=0=BN>H/F? =BF NA3"<IX OED>/B IM/N3>B' 21M3=4N>/B M3DE0NH=D3F /B NA3=BN>D3ME< /O3 F=? I/DN7>B[34N>/B =BF NA3

"<IX OED>/B IM/N3>B
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;(<)真核质粒双酶切鉴定及质粒抽提

将双酶切的 IQ21:7"<IX 目的基因与双酶

切的质粒 I42%&/11# C$采用 G

9

连接酶连接"构

建成功的重组质粒命名为 I42%&7"<IX( 重组

质粒经 B,8+)和 C'% )双酶切后"电泳鉴定成功

插入了一段约 697 HI 的序列 #图 /$( 提取的质

粒经微量核酸定量仪检测 &2635&2:3 值都介于

1107 =11:7 之间"说明提取的质粒纯度较高"

I42%&7"<IX 浓度为 60: BC5

!

'" I42%&/11

# C$浓度为 629 BC5

!

'"质粒纯度+浓度均符合实

验要求(

;(C)基因的 0!%&和 $%&水平检测

鱼体注射重组质粒后第 0 天和第 2: 天"$G7

6-$检测 E85K基因在鱼体的肌肉+头肾+肝和

脾脏组织中均有不同程度的表达#图 9$"左图为

免疫第 0 天+右图为免疫第 2: 天"阳性对照为质

粒的 6-$结果(

图 <)重组质粒 5#$%&̂@05O 双酶切鉴定

Q12'13333 2%&分子量标准' 1"21I42%&7"<IX5B,8+)

CC'% )

-./(<)>F7:73760.493.141G3F767#10?.4943

52980.:5#$%&̂@05O ?J 74̀J0767836.#3.14

Q12'13333 2%& Q=MU3M' 1" 21I42%&7"<IX5B,8+ )C

C'% )

图 C)免疫后第 R 天和第 ;\ 天 F=9I在红笛鲷各组织中表达的 !>̂=*!检测结果

Q12'2333 标记' 11头肾' 21脾脏' /1肝脏' 91肌肉' 71阳性对照

-./(C)+L56788.141G9.07:F=9I .43.88A781GG.8F14R3F94:;\3F:9J ?J !>̂=*!

Q12'2333 <=MU3M' 11A3=F U>FB3?' 21DI033B' /10>S3M' 91<ED403' 71I/D>N>S34/BNM/0

44鱼体注射重组质粒后第 0 天和第 2: 天"从

2%&水平检测重组质粒 I42%&7"<IX 在肌肉+

头肾+肝和脾脏组织的转染情况"6-$均扩增出

了约 697 HI 的条带"结果证明质粒转染成功#图

7$"图中约 203 HI 条带为阴性对照 空质粒

I42%&/11# C$组电泳图片(

图 D)红笛鲷接种第 R 天和第 ;\ 天后重组质粒 5#$%&̂@05O 在各组织中的分布

Q12'2333 标记' 11头肾' 21脾脏' /1肝脏' 91肌肉' 71阳性对照' 与 1"2"/"9"7 对应的为阴性对照

-./(D)$.836.?A3.141GK9##.47$%&.4G.8F3.88A78890527:14R3F94:;\3F:9J

Q12'2333 <=MU3M' 11A3=F U>FB3?' 21DI033B' /10>S3M' 91<ED403' 71I/D>N>S34/BNM/0' 4/MM3DI/BF W>NA 1"2"/"9"7 =M3B3C=N>S34/BNM/0

/9:1
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;(D)O783764̂?213分析和血清抗体效价检测

取免疫接种后第 2: 天的红笛鲷血清进行

X3DN3MB7H0/N分析"结果表明"鱼体血清中能够检

测到一条分子量大小约为 29 UE 的特异条带"空

质粒对照组没有特异条带"说明目的蛋白在鱼体

内表达#图 6$( ,')*&方法测定抗体效价"结果

表明"红笛鲷在免疫后发生了特异免疫应答"所有

免疫组与非免疫对照组间都存在明显差异"在第

1 周就可检测到抗体产生"第 / 周抗体水平达到

最大值 1A2 :86#图 0$(

图 E)O783764̂?213检测 F=9I基因在红笛鲷体内的表达

Q1蛋白分子量' 11注射空质粒 I42%&的红笛鲷血清' 21注

射 I42%&7"<IX的红笛鲷血清' /1注射生理盐水的红笛鲷

血清

-./(E)O783764̂?2139492J8.81GF=9I

7L567887:.4G.8F3.88A78

Q1</034E0=MW3>CAN' 11D3ME< >B[34N3F W>NA B3C=N>S34/BNM/0

I42%&' 21D3ME<>B[34N3F W>NA I42%&7"<IX 2%&S=44>B3O/M

9 W33UD' /1D3ME<>B[34N3F W>NA B/M<=0D=0>B3

图 R)间接 +NQP&法测定的免疫鱼抗体效价

-./(R)&43.?1:J 3.37681GK9##.4937:G.8F:737#37:

?J +NQP&

;(E)相对免疫保护率

当哈维氏弧菌攻毒后"实验组及对照组红笛

鲷在 17 F 内都出现了不同程度的死亡"相继死亡

的时间集中在攻毒后的 7 =8 F"随后情况基本稳

定"对部分发病鱼的症状观察"以及病灶组织分

离"确定了死亡原因的确是因为注射了哈维氏弧

菌而引起鱼体感染发病的( 实验结果表明!质粒

I42%&7"<IX 组获得了 63J的相对保护率"空

质粒 I42%&/11 对照组只有 17J的相对保护率"

生理盐水对照组则全部死亡"攻毒后 69*健康对

照组的红笛鲷全部存活#图 :$(

图 \)重组真核质粒免疫后的红笛鲷

用哈维氏弧菌攻毒后的存活率

-./(\)PA6K.K9269371G7*(:)E;#)';(

9G376?7.4/ #F92274/7:H.3FJ#K"#$ &:"<'G#

/4讨论

外膜蛋白存在于细菌表面"与宿主的免疫系

统直接接触"能够激发宿主细胞发生免疫反应"因

此宿主的免疫反应与细菌的外膜蛋白密切相

关
)19*

( 本研究首先克隆出哈维氏弧菌外膜蛋白

基因 E85K"然后将该基因所编码相应蛋白在大

肠杆菌中表达( 因为大肠杆菌原核表达系统以其

成本低廉+操作简单等优点"被广泛应用于基因的

原核表达
)17*

"所以本研究采用功能强大的 I,G原

核表达系统( I,G7/2=# C$的 %5-端带有 6 个氨

基酸的 +>D7N=C"在蛋白纯化时利用 +>D7N=C 标签的

特性纯化目的蛋白"是原核表达常用的载体
)16*

(

温度是影响重组蛋白表达的重要因素"本实验研

究表明诱导温度为 /0 P时"重组蛋白的表达量明

显高于 2: P时的表达量"并且重组蛋白主要以包

涵体形式存在( 包涵体不利于融合蛋白的正确折

叠"且复性较难"而且会影响目的蛋白纯化
)10*

"因

此在蛋白纯化之前通过超声细胞破碎+尿素法提

99:1
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取包涵体"来获得复性的可溶性 "<IX 重组蛋

白( 在最佳生长温度和相对湿度条件下"小白鼠

生长良好"身体无异常"待饲养一段时间后"将纯

化的重组蛋白腹腔皮下多点注射免疫小白鼠"最

终获得了高效价的鼠抗血清"免疫印迹显示该血

清可与 "<IX 蛋白发生特异反应"提示哈维氏弧

菌外膜蛋白 "<IX 是它的保护性抗原之一"为

E85K的 2%&疫苗研究提供了理论依据(

有效的疫苗既能够增强机体的体液免疫"又

能够促进机体细胞免疫'亚单位疫苗虽然能够诱

导机体产生较强的体液免疫"但是机体细胞免疫

常常表现不足'2%&疫苗可以同时引起机体的细

胞免疫和体液免疫反应"而且以细胞免疫为

主
)1:*

( 鱼类常用的 2%&疫苗载体有 I42%&/+

I42%&/11 等"本研究以 )BS>NM/C3B 公司研发的

I42%&/11 为真核载体"该载体含有复制原点

#*.93$+新霉素和青霉素抗性+人巨细胞瘤病毒

启动子#6-Q.$"-I8基元等结构"保证了 2%&

疫苗有较强的转录激活作用"使抗原基因能够有

效的在细胞中表达并引发一系列的免疫反应
)18*

(

2%&疫苗常用的接种方式包括肌肉注射+口服+

浸泡+基因枪法 9 种方式"肌肉注射免疫虽然会存

在动物的应激反应和劳动强度大等问题"但是却

能够取得较好的免疫效果"同时肌肉注射法又能

够诱导抗原基因的持久表达
)23*

( 研究表明"鱼类

2%&疫苗一般注射剂量为 1 =73

!

C"鱼体大小

13 =27 C 之间免疫效果较好"背鳍肌肉注射幼鱼

能够获得持久的免疫保护
)21*

( *EB 等
)22*

用海豚

链球菌#F/#(5/%&%&&-)$*$,($抗原基因 F$,13 组成

的 2%&疫苗 I*>=13 免疫平均体质量为 23 C 的大

菱鲆#F&%5'/',.8-)8,>$8-)$"每尾肌肉组织接种

93

!

C"结果表明接种 98 F 仍能检测到质粒残留(

本实验选择的注射剂量为 23

!

C"注射方式为肌

肉注射"注射体积为 73

!

'"红笛鲷体内产生了高

效价血清"并且取得了较强的免疫反应( 到目前

为止"鱼类 2%&疫苗的研究主要集中在病毒方

面"如病毒性出血败血症病毒 #.+*.$

)2/*

+传染

性造血坏死病毒 # )+%.$

)29*

+鱼类虹彩病毒

#$*).$

)27*

等的研究"而有关细菌 2%&疫苗的研

究报道并不多见"这可能与细菌本身的特点相关"

细菌结构比病毒组成更加复杂"如鞭毛+粘附素+

外膜蛋白+蛋白酶类等均可作为抗原的候选基因(

RE<=M等
)26*

将鳗弧菌 #M$=#$% ,*9-$..,#-8$ /: UE

的主要外膜孔蛋白作为抗原基因构建了 2%&疫

苗"23

!

C5尾接种尖吻鲈 #<,/()&,.&,#$G(#$"攻毒

实验结果构建的 "Q6/: 2%&疫苗对尖吻鲈的相

对免疫保护率为 7716J"并且免疫时间长达

98 F( 本研究成功构建了真核表达质粒 I42%&7

"<IX"免疫红笛鲷后"核酸水平可以检测到基因

的表达"蛋白水平也能够检测到抗原蛋白的表达"

并且疫苗持续表达时间达 1 个月以上'攻毒实验

结果表明"I42%&7"<IX 组获得了 63J的相对

免疫保护率"说明疫苗免疫接种红笛鲷后"对鱼体

产生了一定的免疫保护作用"以期为鱼用弧菌

2%&疫苗的进一步研究+养殖病害的防治提供理

论依据和实践经验(
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