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摘要! 为研究溶藻弧菌鞭毛蛋白@2$#基因4%&疫苗对红笛鲷的免疫保护作用!实验构建了重

组真核表达质粒 KA4%&7T02-并将该质粒肌肉注射红笛鲷!采用 6-$$$D76-$$,')*&和攻毒

试验等方法检测了该真核表达质粒在红笛鲷组织内的分布$表达和对红笛鲷的免疫保护&

6-$结果显示!免疫接种 0 和 28 @!注射点周围肌肉$鳃$肾脏$肝脏和脾脏都存在质粒分布'

$D76-$结果显示!免疫接种后第 0 天$19 天和 28 天!红笛鲷不同组织内均有目的基因表达&

,')*&结果表明!鱼血清内产生了抗(02-蛋白的抗体!表明 4%&疫苗免疫后鱼体表达了目的

蛋白!并诱导产生了相应抗体& 攻毒实验表明!免疫后的红笛鲷能较好地抵抗致病性溶藻弧菌

的感染& 结果表明!质粒 KA4%&7T02-可能是抵抗溶藻弧菌感染的有效的疫苗候选物&

关键词! 红笛鲷' 溶藻弧菌' 4%&疫苗' 免疫保护率

中图分类号! I087' *;91444444444 文献标志码(&

44弧菌病是由弧菌属细菌引起的一类细菌性疾

病"其中尤以溶藻弧菌)副溶血弧菌)鳗弧菌等引

起的疾病危害严重"其爆发流行给海水鱼类)贝类

及甲壳类等经济动物的养殖业造成巨大的经济损

失"严重影响了水产养殖业的发展
&1 5/'

( 有效控

制这些疾病已成为水产养殖业持续增长的迫切要

求( 目前"水产养殖中主要采用抗生素等化学药

物防治鱼类细菌性病害"但是抗生素等化学药物

的长期使用"会使病原菌产生抗药性"且对养殖水

域的生态环境造成严重的污染和破坏"药物残留

还会对人类构成潜在的威胁
&9 57'

( 因此"开发预

防水产病害的相关疫苗"对于水产养殖业的健康

发展具有十分重要的意义(

近年来"鱼用疫苗已从病原体疫苗)亚单位疫

苗发展到 4%&疫苗的研制阶段
&6'

( 4%&疫苗

也称核酸疫苗)基因疫苗"是将含有编码保护性抗

原蛋白的基因序列和表达所必需调控元件的质粒

4%&直接导入动物组织"使抗原蛋白经过内源性

表达并递呈给免疫系统"诱发机体产生特异性体

液免疫和细胞免疫应答"形成对相应病原的免疫

保护作用
&0'

( 4%&疫苗在人类和哺乳动物研究

中已取得一定进展"部分疫苗已进入临床试验阶

段"而鱼类 4%&疫苗的研究则相对滞后
&8'

(

弧菌通常具有 / 类抗原!鞭毛抗原 #+抗

原$)菌体抗原#"抗原$)表面抗原#C抗原$( 鞭

毛抗原与细菌的免疫保护性密切相关"因此"鞭毛

抗原既是病原细菌疫苗的重要材料"又是制备免

疫保护特异性强的疫苗的先决因素
&;'

( 本实验

以溶藻弧菌鞭毛蛋白 @2$#基因的重组真核表达

质粒 KA4%&7T02-

&13'

为抗原免疫红笛鲷#G()M$,(&

&$,L(',/(&$"研究该质粒在红笛鲷组织中的分布

和 @2$#基因的表达"在免疫后第 28 天以活菌攻

击"分析 4%&疫苗对红笛鲷的免疫保护效果"探

索防治弧菌病的鱼用 4%&疫苗的可行性(

14材料与方法

&'&(菌株"实验鱼和质粒

溶藻弧菌强毒株 +Y;;31"自广东省湛江海
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域患病红笛鲷鱼体中分离获得"并保存在广东省

水产经济动物病原生物学及流行病学重点实验室

暨广东省水产经济动物病害控制重点实验室%

Q&!H/%'!'$ !-2'4+7

$

菌株由本实验室提供&基因

型!(7?3@&0=;@1D#F5"9?$ ;>K,99 G=:71F?A&'

-

7&;6 F?0&'

&

#2FM(7'2ARN2$ #16M

/

83@ '2AR

&

H17'(

表达质粒 KA4%&/11 # ?$由夏立群博士惠

赠( 重组质粒 KA4%&7T02-由梁海鹰等
&13'

构建(

实验用红笛鲷购自广东省湛江市特呈岛"饲

养于湛江港麻斜鱼排"投喂小杂鱼饲养( 为平均

体质量#23 B7$ M 的 1 龄鱼"鱼体体格健壮"游动

活泼"无外伤(

&'!(工具酶和试剂

6F:9?*D&$

DH

+*4%&聚合酶"Q!-$

!

)

6H-

!

等限制性核酸内切酶购自 D2C2$2公司%

提取无内毒素质粒试剂盒 #6>F?':3V

DH

+:6>F?

602;9:@ (:0G?F6>F:T:A2G:/3 C:G;$购自英韦创津公

司%动物组织基因组提取试剂盒购自 D2C2$2公

司%A4%&第一链合成试剂盒购自北京全式金生

物技术有限公司(

&'*(真核重组质粒 D"#$%G6B,>抽提和纯化

将空质粒 KA4%& /11 和重组质粒 KA4%&7

T02-的阳性克隆分别接种于 7 9''8液体培养

基#含 &9K 133

#

M59'$"/0 L震荡培养过夜(

次日按 1C133 的比例扩大培养"参照试剂盒说明

书提取质粒"并保存在 523 L备用(

&';(实验鱼免疫

实验鱼随机分为 / 组"每组 97 尾"采用肌肉

注射法对实验鱼进行免疫"注射部位为鱼背鳍基

部肌肉( 实验组!每尾鱼注射 13

#

M#溶于 73

#

'

无菌生理盐水$真核重组质粒 KA4%&7T02-%对照

组
!

!每尾鱼注射 13

#

M#溶于 73

#

'无菌生理盐

水$空质粒 KA4%&/11%对照组
'

!每尾鱼注射 73

#

'无菌生理盐水(

&'<(真核重组质粒在鱼组织中的分布检测

取免疫接种后第 0 天)28 天的红笛鲷"每组

取 / 条"无菌操作取注射点周边肌肉)鳃)脾脏)头

肾和肝组织"采用动物组织基因组提取试剂盒提

取各组织的 4%&( 以上述各组织 4%&为模板"

进行 6-$扩增(

上游引物 6-/!7P7--BB&&DD-&DBB-DBD7

&&-&BDD&BD&-D7/P#Q!-$

!

$

下游引物 6-9!7P7--B-D-B&BDD&-DB-&7

&D&BDB&-&DDB-7/P#6H-

!

$

阳性对照为重组质粒"阴性对照为注射空质

粒和 68*的红笛鲷各组织( 扩增产物经 1E琼脂

糖凝胶电泳)鉴定(

&'=((7'A基因的表达检测

免疫接种后第 0 天)19 天和 28 天"取上述红

笛鲷各组织约 73 9M 用 D$)Z/0试剂提取总 $%&"

再用 A4%& 第一链合成试剂 盒逆 转录合 成

A4%&( 用引物 6-/)6-9"以 A4%&为模板进行

6-$反应( 以鱼的
!

3$!)', 基因作为阳性对照(

参照不同鱼的
!

3$!)', 基因进行比对设计引物(

"

*1! 7P7B-&B&DBDBB&D-&B-&&B-&B7

B&7/P

"

&1!7P7-B--DB&BDBDBD&DB&B&&&DB7/P

反应程序为 ;9 L 7 9:3 预变性%;9 L变性

/3 ;"78 L退火 23 ;"02 L延伸 23 ;"/9 个循环%

02L延伸 13 9:3%T02-!;9 L 7 9:3%;9 L变性

1 9:3"7; L退火 93 ;"02 L延伸 1 9:3"/3 个循

环%02 L延伸 13 9:3(

&'L([P̂S%检测血清中抗体滴度

免疫后第 0 天"19 天"21 天和 28 天的红笛

鲷"尾静脉取血"9 L静置过夜"分离血清运用酶

联免疫吸附试验#,')*&$检测抗体效价( 用纯化

的重组蛋白 (02-为抗原包被 ;6 孔板"根据预实

验确定最适抗原浓度为每孔 8

#

M5133

#

'( 待测

鱼抗 (02-血清为一抗"倍比稀释"二抗为 1C833

稀释的兔抗红鱼 )MH"三抗为 1C9 333 稀释的辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔 )MB( 四甲基联苯胺

#DH8$溶液显色后"加入 213 9/05'+

2

*"

9

终止

反应"在酶标仪上读出波长 973 39的吸光值"抗

体效价根据 =DP值来确定( =DP>待检血清的

"4

973

5阴性血清的 "4

973

( 当 =DPD213 时抗血

清的最高稀释 倍数 为 其 最 终 抗 体 效 价( 用

*G>@?3G,;)7G?;G统计显著性差异(

&'\(攻毒保护试验

在免疫后 28 @"将上述 / 组实验鱼从湛江港

麻斜鱼排取回实验室( 暂养一周后"每组随机取

27 尾"每尾腹腔注射 311 9'113 <13

8

AT>59'的

活菌悬液%观察 19 @"记录实验鱼的发病与死亡情

况"对濒死鱼进行病理解剖和病原的再分离以确

定是否死于攻毒活菌引起的感染"存活下来的鱼

饲养于实验室继续观察( 实验结束后计算免疫保

621
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1 期 梁海鹰"等!溶藻弧菌鞭毛蛋白 @2$#基因 4%&疫苗对红笛鲷的免疫保护 44

护率#$6*$( 计算公式为 <=J#E$ >#1 5免疫

组死亡率5对照组死亡率$ <133

&11'

(

24结果

!'&(质粒的浓度和纯度检测

提取的重组质粒 KA4%&7T02-经电泳检测

#图 1$"第 2 泳道为所提质粒( 经分光光度计测

定"KA4%&7T02-浓度为 733

#

M59'""4

2635283

D

118"说明质粒的纯度较高(

图 &(重组质粒 D"#$%G6B,>提取结果

11

-

79',"

*

@:M?;G4%&分子量标准% 21KA4%&7T02-质粒(

?0@'&([H8/,"807C/234B876D"#$%G6B,>

11

-

79',"

*

@:M?;G4%&92FV?F% 21KA4%&7T02-K02;9:@1

!'!(.>)检测重组质粒的分布

在注射部位肌肉)头肾)鳃)肝和脾脏等的

4%&中均扩增出了 1 177 OK 的片段%阴性对照红

笛鲷各组织均未扩增出目的片段#图 2"图 /$(

!'*()+G.>)检测 (7'A基因的表达

$D76-$检测结果显示!注射重组质粒后第 0

天"各组织中 @2$#基因均有不同程度的表达%28 @

后各组织仍有表达#图 9$(

!';(抗体效价检测

免疫后的红笛鲷"分别在第 0 天"19 天"21 天

和 28 天采血和收集血清"用间接 ,')*&法测定

抗体效价( 结果表明"红笛鲷在免疫后都发生特

异免疫应答"免疫组与 68*阴性对照组存在显著

差异#=A3131$"在免疫后第 9 周抗血清效价达

最高值为 1C8 1;2"第 1 周效价最低为 1C1 7/6"第

2 和 / 周效价都是 1C/ 302"对照组抗体效价没多

大变化"为 1C2 =1C8"为方便比较"效价以 '/M

2

值表示#图 7$(

图 !(红笛鲷接种 L 5后重组质粒在各组织中的

分布#,$及阴性对照 .OS#-$

114'2333 4%&分子量标准% 21肝脏% /1脾脏% 91头肾% 71

鳃% 61注射部位肌肉% 01阳性对照(

?0@'!(#038/0-4807C76E,""0C2#$%0C60398033423

3,1DB257CL 5,:3#,$,C5#-$.OSC2@,80E2"7C8/7B

114'2333 4%&92FV?F% 210:J?F% /1;K0??3% 91=?2@ V:@3?N% 71

M:00% 61:3<?AG?@ 9>;A0?% 01K/;:G:J?A/3GF/01

图 *(红笛鲷接种 !\ 5后重组质粒在各组织中的

分布#,$及阴性对照 D"#$%*'&#-$

114'2333 4%&分子量标准% 21肝脏% /1脾脏% 91头肾% 71

鳃% 61注射部位肌肉% 01阳性对照(

?0@'*(#038/0-4807C76E,""0C2#$%0C60398033423

3,1DB257C!\ 5,:3#,$,C5#-$D"#$%*'&

C2@,80E2"7C8/7B

114'2333 4%&92FV?F% 210:J?F% /1;K0??3% 91=?2@ V:@3?N% 71

M:00% 61:3<?AG?@ 9>;A0?% 01K/;:G:J?A/3GF/01

021
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图 ;(接种后 L 5%&; 5和 !\ 5后目的基因在红笛鲷

各组织中表达的 )+G.>)检测结果

#2$接种 0 @% # O$接种 19 @% #A$接种 28 @% # @$对照
!

3$!)',

基因(

114'2333 4%&分子量标准% 21肝脏% /1脾脏% 91头肾% 71

鳃% 61注射部位肌肉(

?0@';([HD/23307C76,0125@2C20C803342376

60397CL%&; ,C5!\ 5,:3-: )+G.>)

#2$ 0 @2N;K/;G:3<?AG:/3% # O$ 19 @2N;K/;G:3<?AG:/3% #A$ 28

@2N;K/;G:3<?AG:/3% # @$A/3GF/0

!

3$!)',1

114'2333 4%&92FV?F% 210:J?F% /1;K0??3% 91=?2@ V:@3?N% 71

M:00% 61:3<?AG?@ 9>;A0?1

图 <(间接 [P̂S%法测定的免疫鱼抗体效价

?0@'<(%C80-75: 8082/376E,""0C,8256039

5282"825-: [P̂S%

!'<(免疫保护率

试验鱼在活菌攻毒后 19 @ 内出现了程度不

等的死亡率"死亡时间集中在攻毒后 9 =; @"以后

趋于稳定"未免疫的对照组全部死亡#图 6$( 部

分发病鱼出现体表充血发红的症状"从濒死鱼肝)

肾中重新分离到了溶藻弧菌"确认死于攻毒引起

的感染( 注射真核重组质粒 KA4%&7T02-的实验

组获 得 了 ;2E 的 免 疫 保 护 率% 注 射 空 质 粒

KA4%&/11 的对照组
!

免疫保护率 28E"注射生

理盐水的对照组
'

全部死亡(

图 =(重组真核质粒免疫后的红笛鲷用

溶藻弧菌 Ad]]Y& 攻毒后的存活率

?0@'=(S4/E0E,B/,8276;&+'*1.)*2.+,682/

"9,BB2C@25K089H&'71)*87:=)!.+Ad]]Y&

/4讨论

鱼类疫苗的免疫接种方法主要包括注射)浸

泡)口服和基因枪接种 9 种方式( 注射免疫尽管

存在动物的应激和人工劳动强度大等问题"但却

能使鱼类免疫接种取得较好效果
&12'

( 目前"大部

分的鱼类 4%&疫苗均采用的是注射免疫( 注射

部位一般选择在肌肉"腹腔"静脉和皮下( 其中以

肌肉注射最常见"肌肉注射能诱导疫苗基因的强

而持久的表达
&1/'

( 一般来说"适用鱼类的 4%&

疫苗注射剂量范围是 1 =73

#

M"体积范围在 13 =

73

#

'"注射剂量往往因实验鱼的种类和个体大小

而有所变化"但并不是越高的注射剂量越能引起

更高的免疫应答
&6'

( +?KK?00等
&19'

研究结果显

示"用 3132

#

M5

#

'质粒 4%&溶液注射平均重量

13 M 的虹鳟#0,!-%H*,!H(&8*I'&&$能够产生免疫

保护( 本研究我们选择的注射剂量为 13

#

M"注

射方式为肌肉注射"注射体积为 73

#

'"产生了较

强的免疫反应(

4%&疫苗注射入鱼体后可避免在注射部位

被降解并到达其他的组织器官
&17 516'

"&3@?F;/3

等
&10'

用荧光素酶作报告基因"肌肉注射不同大小

的虹鳟"发现小鱼的不同组织如鳃)脾脏)肾脏等"

可检测到荧光素酶活性)但肌肉中的酶活性并不
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最高%而在大鱼中"荧光素酶的表达则局限在注射

部位( 这两者的区别可能是因为疫苗在小鱼体内

可迅速分布到不同组织"也可能与试验方法及敏

感度有关
&6'

( 本研究 6-$结果显示!免疫接种 0

@ 后"注射点周围肌肉)鳃)头肾)肝脏)脾脏等部

位存在质粒分布"1 个月后"各组织还能检测到质

粒的存在%$D76-$检测结果显示!免疫接种后第

0)19 和 28 天"红笛鲷不同组织内均有目的基因

表达( 上述结果表明"接种重组质粒 KA4%&7T02-

后"该重组质粒可分布于接种红笛鲷的多种组织

内)并在一定时间内持续表达"这种表达可不断提

供抗原并刺激机体产生特异性的免疫应答( 类似

的结 果 在 4%& 疫 苗 对 石 斑 鱼 # Q+',/+H/2(&

$K-$%$$

&18'

和牙鲆 #=$%$2'!H)H*&-2'5$!/(&$

&1;'

的

免疫研究中也存在(

本研究显示"KA4%&7T02-注射入鱼体后第 0

天就可检测到抗 (02-的抗体"抗体效应至少存在

28 天( C23?00/;等
&23'

用含
"

7半乳糖苷酶 #02AR$

基因的质粒 4%&注射免疫金鱼"0 @ 后在金鱼血

清中能检测到抗
"

7半乳糖苷酶的抗体( +?KK?00

等
&21'

用含 .+*.7B基因的质粒 4%&注射虹鳟"

2/ @ 后能检测到抗 B蛋白的抗体"血清抗体浓度

在 / =8 周间达到峰值"抗体形成的浓度维持高水

平达数周之久(

尽管鱼类 4%&疫苗的免疫机制还不是很清

楚"但很多研究表明 4%&疫苗可以提供较好的

保护效果( 例如研究最多的虹鳟 4%&疫苗的攻

毒实验中"'/F?3Z?3 等
&22 529'

构建了带有 )+%.病

毒 B蛋白基因的 4%&疫苗能够诱导 07E的虹鳟

产生较高水平的免疫保护( 而抗 .+*.的 4%&

疫苗"根据注射量不同"可以达到 08E到 ;8E的

保护率( 笔者在之前的研究中构建了溶藻弧菌鞭

毛蛋白 @2$#基因的基因工程亚单位疫苗"并研究

了该疫苗的免疫保护作用"发现它对红笛鲷的免

疫保护率为 89E

&27'

( 本研究中攻毒实验发现免

疫组的死亡率远远低于阴性对照组与空白对照

组"免疫保护率可达 ;2E"且鱼发生死亡的情况

相对于其它两组出现时间晚( 结果证实"实验构

建的 4%&疫苗对预防由溶藻弧菌引起的疾病可

能起到积极作用"将有望运用于生产实践中(
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