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尼罗罗非鱼无乳链球菌Sip蛋白乳酸菌活载体

口服疫苗的研制及其免疫效果
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摘要：链球菌病是威胁我国罗非鱼养殖产业健康发展的重要病害之一。为研制出免疫效
果好、操作简便的罗非鱼链球菌病疫苗，本研究构建重组表达无乳链球菌Sip蛋白的穿
梭质粒pNZ8124-Sip，通过酶切和测序验证后电转化乳酸乳球菌NZ9000，获得能够诱导
重组表达无乳链球菌Sip蛋白的乳酸菌活菌载体疫苗。采用SPS-PAGE电泳摸索最佳诱导
浓度和诱导时间以获得最大表达量，通过镍柱纯化目的蛋白并进行Western blot检测；利
用不同浓度的重组乳酸菌活载体疫苗灌胃口服免疫尼罗罗非鱼，采用间接ELISA法测定
免疫后血清抗体水平变化，通过人工腹腔注射感染无乳链球菌获得相对免疫保护率。研
究结果显示，构建的重组乳酸乳球菌可通过nisin诱导表达大小为48 ku特异性蛋白，与目
的蛋白大小一致；PAGE电泳显示，重组蛋白主要以可溶蛋白和包涵体2种形式存在，其
中胞内可溶性蛋白浓度达7.65 mg/mL；诱导表达的最佳条件为100 ng/mL nisin诱导6 h；
Western blot检测结果显示，诱导蛋白可与鼠抗His标签抗体特异性结合。口服免疫结果
显示，中浓度组(2.24×1010 CFU/mL)和低浓度组(2.24×109 CFU/mL)免疫2次能够显著提高
尼罗罗非鱼的血清抗体水平和抗无乳链球菌感染能力，中浓度免疫组的相对免疫保护率
最高为41.0%。本研究可为罗非鱼链球菌病口服疫苗的研究奠定基础，具有广阔的应用
前景。
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1967年，罗非鱼(Oreochromis spp.)成为联合

国粮农组织推荐的优良养殖品种，目前已有

135个国家养殖罗非鱼，其已成为第二个被全世

界广泛养殖的淡水鱼类 [1-2]。随着养殖规模的扩

大，养殖环境不断恶化，罗非鱼病害频发。2009年

以来罗非鱼链球菌病在我国南方主养区大范围

地暴发，在国外，如马来西亚、巴西、美国等

地区也有暴发，严重威胁罗非鱼的健康养殖 [3-4]。

无乳链球菌(Streptococcus agalactiae)为革兰

氏阳性菌，是鱼类条件致病菌，主要危害温水

性鱼类，1966年第一次在金色美鳊(Notemigonus

crysoleucas)中分离得到 [5]。海水和淡水鱼类中均

有无乳链球菌感染的报道，其主要引起败血症

和脑膜炎 [6-8]。无乳链球菌按Lancefield血清型分

类归为B群无乳链球菌 (group B streptococcus,

GBS),根据荚膜多糖抗原可分为Ia、Ib及II-IX等

10种血清型 [9 ]。无乳链球菌有多种表面抗原蛋

白，其中研究较多的有荚膜多糖抗原、Alp蛋白
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家族(α、Rib、R28和Alp2等表面抗原蛋白)、β蛋
白、ScpB蛋白、Lmb蛋白、FbsA蛋白、Sip蛋白

和LrrG蛋白等，这些表面抗原蛋白常用作GBS亚
单位疫苗的候选蛋白 [10-14]。通过不同血清型GBS
的多基因组分析和筛查研究显示，ScpB蛋白、

Sip蛋白、C5α+Rib蛋白和β蛋白4个候选抗原蛋白

可用作通用型GBS疫苗[15]。Sip蛋白是在2000年由

Brodeur通过免疫学筛选获得并命名的，其存在

于所有血清型的GBS菌株中，且高度保守，相似

率高达98%[16]。Sip蛋白在多种动物模型中进行免

疫实验，均发现其有较强的免疫原性[17-18]。

目前，针对罗非鱼无乳链球菌病尚无科学

有效的防治措施，主要依赖抗生素类化学药物

进行防治，易导致菌株耐药性和药物残留。疫

苗具有安全、高效、无残留等优点，可替代抗生

素类药物成为罗非鱼链球菌病防控的重要途

径。目前，罗非鱼无乳链球菌疫苗主要有灭活

疫苗[19]、减毒疫苗、DNA疫苗[20]和基因工程亚单

位疫苗等多种类型 [3]。灭活疫苗成分相对复杂、

对不同个体免疫效果差异大、对细胞内寄生细

菌保护效果相对较弱；减毒疫苗毒力可能恢

复，同时贮藏运输条件高；基因工程亚单位疫

苗较难分离纯化；上述疫苗普遍采用注射免疫

方式，大批量免疫导致工作量大。益生菌活载

体疫苗是以益生菌为载体菌，通过基因工程技

术重组病毒、细菌或寄生虫等病原基因，构建

能表达外源抗原或携带外源DNA疫苗的重组益

生菌，这些重组菌能通过口服或滴鼻的方式将

抗原传递至宿主黏膜系统，进而刺激免疫宿主

产生免疫反应 [21]。乳酸乳球菌(Lactococcus lactis)
被公认为安全级(generally recognized as safe, GRAS)
微生物，是人和动物肠道内的常见细菌，用于

活载体疫苗制备已经相当成熟。Li等 [22]利用衣壳

VP2基因插入乳酸杆菌 /大肠杆菌穿梭载体pPG1
(胞外锚定质粒)或pPG2 (分泌型质粒)后转化乳酸

杆菌，口服免疫结果显示，分泌型重组菌可作

为虹鳟 (Oncorhynchus mykiss)抗 IPNV感染的候

选活细菌疫苗。Anuradha等 [23]用嗜水气单胞菌

(Aeromonas hydrophila)气溶素基因D1和D4插入

pNZ8048质粒后电转乳酸菌NZ9000，灌胃口服免

疫尼罗罗非鱼(O. niloticus)后其相对免疫保护率

为70%~100%。乳酸乳球菌口服活载体疫苗因具

有生产成本低、制备简单、无需分离纯化、易

于标准化、安全性好、可直接口服、无需佐

剂，适合大规模群体免疫等特点，在罗非鱼链

球菌疫苗的开发利用中具有广阔的应用前景，

但目前关于尼罗罗非鱼源无乳链球菌Sip蛋白的

乳酸菌活菌载体口服疫苗尚未见报道。

本研究通过重组构建表达尼罗罗非鱼无乳链

球菌Sip蛋白的乳酸乳球菌NZ9000-pNZ8124-Sip，
优化其表达条件并进行Western blot验证后制备成

乳酸菌活载体疫苗，通过灌胃口服的方式免疫

尼罗罗非鱼，通过无乳链球菌人工感染获得其

免疫保护效果。本研究可为罗非鱼链球菌病口

服疫苗的研究奠定基础，具有广阔的应用前景。

1    材料与方法

1.1    实验材料及试剂

实验用尼罗罗非鱼取自中国水产科学研究院

珠江水产研究所高要水产种质中心，全长(8±1) cm，

体质量(15±2) g。无乳链球菌为本实验室分离、鉴

定和保存的尼罗罗非鱼源致病菌株 (WC1535)。
大肠杆菌MC1063 (Escherichia coli，MC1063)、
乳酸乳球菌NZ9000、pNZ8124质粒和Nisin购自

REBIO公司。

质粒提取、胶回收试剂盒购自OMEGA公

司，pMD19-T Vector、限制性内切酶、T4 DNA
连接酶、His  B ind亲和纯化镍柱试剂盒购自

TaKaRa公司；蛋白超滤管PVDF膜购自PALL公

司，鼠抗His单克隆抗体购自Abmart公司，辣根

过氧化物酶 (HRP)标记的羊抗鼠抗体购Protein-
tech公司；ECL化学显色液购自Millipore公司；

Easy II western marker购自北京全式金生物技术有

限公司；其他试剂均为国产分析纯。

1.2    Sip基因重组表达载体的构建

根据  GenBank公布的无乳链球菌Sip基因序

列(CP0001141)，设计特异性上下游引物SipF (5′-
CGGGGTACCCCCAAGAAACAGATACGACG-
3′)和SipR (5′-CCCAAGCTTTTAGTGATGGTGATG-
GTGATGGTTAAAGGATACGTGAA-3′)，SipF
带有Kpn I酶切位点(下划线所示)，SipR带有Hind
III酶切位点(下划线所示)和6个His的标签序列(斜
体所示)，引物由广州艾基生物技术有限公司合

成。提取无乳链球菌基因组DNA，以其为模板

进行PCR扩增，扩增体系总体积为25 μL：上下

游引物SipF、SipR 各0.5 μL (10 mmol /L) ，模板

DNA 0.5 μL，mix预混液12.5 μL，双蒸水11 μL。

PCR反应条件：94 °C预变性5 min；94 °C变性
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30 s，52 °C退火30 s，72 °C延伸90 s，共30个循

环；72 °C终延伸10 min。琼脂糖凝胶电泳回收目

的条带后连接pMD19-T质粒，转化E. coli DH5α感
受态细胞，重组菌株DH5α-pMD19-T–Sip 涂布

于含氨苄青霉素(10 μg/mL)的LB固体培养基上，

置于37 °C培养箱过夜培养。阳性克隆经PCR和

Kpn I、Hind III双酶切鉴定后送至广州艾基生物

技术有限公司测序验证。

从DH5α-pMD19-T-Sip菌株中提取质粒pMD19-
T-Sip，将pMD19-T-Sip质粒和pNZ8124质粒分别

进行Kpn I、Hind III双酶切，酶切条件为37 °C孵

育4 h，胶回收酶切后的Sip片段和pNZ8124质
粒，T4 DNA连接酶16 °C连接过夜，将连接产物

转化E. coli MC1061感受态细胞，获得重组菌株

MC1061-pNZ8124-Sip，阳性克隆经PCR和Kpn I、
Hind III双酶切鉴定后进行测序验证。

从MC1061-pNZ8124-Sip菌株中提取pNZ8124-
Sip质粒电击转化乳酸乳球菌NZ9000感受态细

胞，构建重组菌株NZ9000-pNZ8124-Sip。电转的

条件为2 000 V，200 Ω，电击4.5~5 ms。阳性克隆

经PCR和Kpn I、Hind III双酶切筛选鉴定后进行

测序验证。

1.3    Sip蛋白诱导表达条件的优化和SDS-
PAGE电泳

将测序验证的重组乳酸乳球菌NZ9000-
pNZ8124-Sip和NZ9000-pNZ8124接种至5 mL的含

氯霉素(10 μg/mL)的BHI液体培养基中，30 °C下

过夜静置培养，第2天以1∶50比例扩大培养，培

养至OD600 约为0.4时，加入不同浓度的nisin诱导

剂，设置实验组诱导浓度梯度分别为10，100和
1 000 ng/mL，对照组为未加诱导剂的NZ9000-
pNZ8124-Sip和未含有目的基因的空载体NZ9000-
pNZ8124，30 °C下诱导4 h，摸索最佳诱导浓

度。在最佳诱导浓度条件下设置诱导时间梯度

为0、1、2、4、6和8 h，摸索最佳诱导时间。诱

导后8 000 r/min离心10 min分离菌体和培养基，

以菌体质量(g)、PBS缓冲液体积(mL)比为1∶1混
合后液氮研磨破碎，8 000 r/min离心后分离菌液

上清液和沉淀；培养基中分泌蛋白通过30 ku超
滤管浓缩，6 000 r/min离心10 min，保存超滤管

中浓缩的培养基，然后进行SDS-PAGE凝胶电泳。

1.4    Sip重组蛋白的纯化、蛋白含量测定与

Western blot检测

重组乳酸乳球菌NZ9000-pNZ8124-Sip诱导表

达后采用His标签蛋白纯化试剂盒根据说明书步

骤纯化Sip重组蛋白。通过SDS-PAGE凝胶电泳检

测纯化效果，并采用BCA法测定纯化蛋白的含量。

取纯化后的Sip蛋白SDS -PAGE电泳后用湿

转法转印至PVDF膜上，使用5%脱脂奶粉溶液在小

型摇床上4 °C封闭1 h，将PVDF膜置于鼠抗His
单克隆抗体(1∶2 000稀释)溶液中，4 °C孵育过夜。

次日，将PVDF膜经TBST缓冲溶液清洗3次，每

次5 min；再用辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗

体(1∶5 000稀释)室温孵育2 h，TBST缓冲溶液洗

脱3次后采用ECL化学发光法显影并采集图像。

1.5    重组乳酸乳球菌口服免疫实验及其免疫

保护效果评价

将实验鱼随机分为6组，每组160尾，暂养

2周后进行免疫实验。用5 L的螺口瓶大量培养

NZ9000-pNZ8124-Sip、NZ9000-pNZ8124和
NZ9000菌株，其中重组乳酸乳球菌NZ9000-
pNZ8124-Sip在最佳诱导条件下(100 ng/mL nisin
条件下诱导6 h)诱导表达，NZ9000-pNZ8124和
NZ9000菌株不诱导。5000 r/min离心10 min收集

上述菌体后采用PBS缓冲溶液重悬，通过比浊法

测定菌液浓度。NZ9000-pNZ8124-Sip用PBS缓冲

溶液稀释成3个浓度梯度，分别为2.24×109、2.24×
1010和2.24×1011 CFU/mL，NZ9000-pNZ8124和
NZ9000菌株稀释浓度为2.24×1010 CFU/mL，采用

上述菌液进行灌胃口服免疫尼罗罗非鱼(100 μL/尾)，
空白对照组灌胃口服等体积的PBS缓冲溶液，每

组3个重复，每个重复50尾。隔周免疫1次，共免

疫2次。第1次免疫后第1、2、4、8、16和21天分

别从每组中随机取3尾鱼，尾静脉采血，分离血

清。采用间接ELISA法测定血清抗体水平，具体

操作：用包被缓冲液稀释纯化的Sip蛋白至5 ng/μL，
每孔100 μL加至96孔酶标板，4 °C孵育过夜；PBST
溶液洗涤3次后加入封闭液，37 °C封闭2 h；PBST
溶液洗涤3次后加入1∶50比例稀释的尼罗罗非鱼

血清，37 °C孵育1 h；PBST溶液洗涤3次后加入

HRP标记的兔抗尼罗罗非鱼IgM抗体(1∶1 000 稀
释) ，37 °C孵育1 h；PBST洗涤3次后用TMB显色

液显色30 min，加入2 mol/L H2SO4终止反应，采

用酶标仪测定450 nm波长下的OD值。

首次免疫后第21天采用无乳链球菌WC1535
(培养条件：血平板，37 °C)进行人工感染实验，

攻毒所用的菌液浓度为2.25×107 CFU/mL (LD50)。
对各组实验鱼进行腹腔注射攻毒，每尾注射
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100 μL，每组注射20尾，水温为(31±2) °C，连续

2周统计各组鱼死亡情况，计算各组相对免疫保

护率(relative percent survival，RPS)。
相对免疫保护率(RPS)计算公式：

RPS=[1–(免疫组死亡率 /对照组死亡率 )]×
100%

1.6    统计分析

运用SPSS 22.0软件中单因素方差分析方法

对各组相对免疫保护率及其抗体水平之间差异

的显著性进行分析(P<0.05 表示差异显著；P<0.01
表示差异性极显著)。

2    结果

2.1    Sip基因重组穿梭表达载体的构建

构建的pNZ8124-Sip质粒经Kpn I、Hind III双
酶切后，1%琼脂糖凝胶电泳结果显示有3 260 bp
和1 265 bp左右的2条条带，分别与pNZ8124载
体、PCR扩增的Sip片段大小一致(图1)，将经酶

切、菌液PCR鉴定正确的重组质粒送样测序，结

果与预测序列一致，说明成功构建了尼罗罗非鱼

无乳链球菌Sip蛋白乳酸菌重组表达质粒pNZ8124-
Sip。

2.2    Sip蛋白诱导表达条件的优化及其主要存

在形式

30 °C条件下诱导4 h，NZ9000-pNZ8124空载

体及nisin诱导剂浓度为0、10 ng/mL时重组乳酸

菌无相应的特异条带出现，而nisin浓度为100、
1 000 ng/mL时均有特异性条带，且在nisin浓度为

100 ng/mL时条带最明显，条带在48 ku左右，大

小与Sip目的蛋白分子量预期大小相符，说明nisin
浓度为100 ng/mL为最佳诱导浓度，也说明了重

组蛋白在乳酸菌NZ9000表达载体中成功表达

(图2)。在获得最佳诱导浓度的前提下，为了获

得最佳诱导时间，将重组表达菌在30 °C、nisin
诱导剂浓度为100 ng/mL的条件下分别诱导0、
1、2、4、6和8 h，结果显示，除了0 h其他各组

均有目的蛋白的表达，且在6 h时目的蛋白表达

量最大，说明nisin诱导6 h为最佳的诱导时间(图3)。
在最佳诱导条件下诱导后取重组乳酸乳球

菌的全菌液、破碎后上清液、破碎后沉淀、纯
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图 1    重组表达质粒pNZ8124-Sip的双酶切鉴定和

PCR鉴定

M．DNA Marker DL5000；1．pNZ8124经Kpn I单酶切；2.阳性克

隆中扩增的Sip基因；3.pNZ8124-Sip Kpn I和Hind III双酶切；

4．pNZ8124-Sip经Kpn I单酶切

Fig. 1    Digestion and PCR identification of recombinant
plasmid pNZ8124-Sip

M. DNA Marker DL5000; 1. recombinant plasmid of pNZ8124 digested
by Kpn I; 2.PCR product of Sip gene; 3.pNZ8124-Sip digested by Kpn I
and Hind III; 4. pNZ8124-Sip digested by Kpn I
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图 2    重组乳酸乳球菌在不同nisin浓度下

诱导表达产物的SDS-PAGE分析

M. 蛋白Marker；1. 未诱导NZ9000-pNZ8124菌上清液蛋白；2. 未
诱导NZ9000-pNZ8124-sip菌上清液蛋白；3. 诱导剂浓度为10 ng/mL
重组菌上清液蛋白；4. 诱导剂浓度为100 ng/mL重组菌上清液蛋

白；5. 诱导剂浓度为1 000 ng/mL重组菌上清液蛋白

Fig. 2    SDS-PAGE analysis of the induced expression
products of recombinant L. lactis at different

nisin concentrations
M. protein Marker; 1. supernatant protein of NZ9000-pNZ8124 bacteria ;
2. supernatant protein of NZ9000-pNZ8124-sip bacteria; 3. supern-
atant protein of recombinant bacteria induced with 10 ng/mL nisin;
4. supernatant protein of recombinant bacteria induced with 100 ng/mL nisin;
5. supernatant protein of recombinant bacteria induced with 1 000 ng/mL
nisin
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化后的目的蛋白和浓缩的培养基中可溶性蛋

白，进行10% SDS-PAGE电泳分析。结果显示，除

空白对照外均有目的蛋白表达，且破碎后沉淀

中的特异条带最亮，其次为破碎后上清液，培

养基中特异条带最暗，说明重组表达的Sip蛋白

主要以包涵体和胞内可溶性蛋白形式存在，少

量能够分泌到胞外的培养基中(图4)。

2.3    Sip重组蛋白Western blot分析与蛋白含量

测定

重组乳酸乳球菌诱导表达的胞内可溶性目

的蛋白纯化后进行Western blot分析，ECL化学发

光法显色结果显示，经纯化的重组蛋白在PVDF
膜上呈现清晰的单一印迹，且和预期大小一致

(图5)。纯化后的胞内可溶性Sip蛋白通过BCA法

测定其含量可达7.65 mg /mL，可用于后续的口服

免疫实验。

2.4    重组乳酸菌口服免疫后尼罗罗非鱼血清

特异性抗体水平变化及其相对免疫保护率

间接ELISA法检测各组尼罗罗非鱼初次免疫

后第1、2、4、8、16和21天的血清抗体水平结果

发现，NZ9000、NZ9000-8124以及高浓度的

NZ9000-8124-sip (2.24×1011 CFU/mL)并不能引起

尼罗罗非鱼的特异性免疫反应而产生相应抗体；

而中浓度NZ9000-8124-sip (2.24×1010 CFU/mL)
和低浓度NZ9000-8124-sip (2.24×109 CFU/mL)可显

著提高血清特异性抗体水平(P<0.05)，且随着时

间推移呈现先增加后降低的趋势，分别在16 d和
4 d达到峰值，中浓度组的抗体水平要高于低浓

度组(图6)。
首次免疫后第21天人工注射感染无乳链球

菌，结果发现，中浓度组(NZ9000-8124-sip-2)和
低浓度(NZ9000-8124-sip-3)组的相对免疫保护率

较高，显著高于高浓度组(NZ9000-8124-sip-1)和
NZ9000组(P<0.05)，中浓度组的相对免疫保护率

最高，为41.0%(图7)。

3    讨论

无乳链球菌是罗非鱼的重要致病菌，链球

菌病的大面积暴发严重制约着罗非鱼养殖产业

的健康发展。本研究利用分泌型诱导表达载体
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图 3    重组乳酸乳球菌在不同诱导时间下表达产物的

SDS-PAGE分析

M. 蛋白Marker；1. 未诱导重组菌上清液蛋白；2. 诱导时间1 h重
组菌上清液蛋白；3. 诱导时间2 h重组菌上清液蛋白；4. 诱导时

间4 h重组菌上清液蛋白；5. 诱导时间6 h重组菌上清液蛋白；

6. 诱导时间8 h重组菌上清液蛋白

Fig. 3    SDS-PAGE analysis of the expression products of
recombinant L. lactis at induced time

M. protein Marker; 1. supernatant protein of uninduced recombinant bacteria;
2. supernatant protein of recombinant bacteria induced 1 h; 3. supernatant
protein of recombinant bacteria induced 2 h; 4. supernatant protein
of recombinant bacteria induced 4 h; 5. supernatant protein of recombinant
bacteria induced 6 h; 6. supernatant protein of recombinant bacteria
induced 8 h
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图 4    重组乳酸乳球菌诱导表达产物的

SDS-PAGE分析

M. 蛋白Marker；1. 未诱导重组菌上清液蛋白；2. 未诱导重组菌

全菌蛋白；3. 重组菌诱导全菌蛋白；4. 重组菌诱导后上清液蛋

白；5. 重组菌诱导后沉淀蛋白；6. 纯化后的上清液蛋白；7. 培
养基中分泌蛋白

Fig. 4    SDS-PAGE analysis of induced expression
products of recombinant L. lactis

M. protein Marker；1. supernatant protein of uninduced recombinant
bacteria；2. total protein of uninduced recombinant bacteria；3. total
protein of induced recombinant bacteria；4. supernatant protein of induced
recombinant bacteria；5. precipitated protein of induced recombinant
bacteria；6. purified supernatant protein；7.secretory protein in medium
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pNZ8124构建了重组表达Sip蛋白的乳酸乳球菌

NZ9000-pNZ8124-Sip，并成功诱导目的蛋白的表

达，nisin诱导剂浓度为100 ng/mL，诱导时间为6 h
时目的蛋白获得最大表达量。研究表明，pNZ8124
表达载体中nisA启动子的活性由nisR (胞浆内反

应调节子)和nisK (膜结合感应蛋白)双组分调节系

统调节，nisK接受外源nisin肽信号，自身磷酸化

后激活nisR，之后nisR激活nisA启动子，启动下

游基因的表达，该启动子的活性与培养基中的

nisin浓度成线性关系，其诱导效率可达1 000倍以

上 [24]。Shigemori等 [25]利用pNZ8148质粒构建了重

组表达过敏原荞麦蛋白的乳酸菌NZ9000，其最

佳nisin诱导浓度为100 ng/mL，最佳诱导时间为3 h，
这与本研究结果类似。但在大多数乳酸菌表达

载体的研究中，最常用的nisin的浓度为10 ng/mL，
最佳诱导时间为2.5~6 h，这可能与表达载体、表

达菌株以及重组蛋白的差异性有关。

本研究结果显示，重组表达Sip蛋白主要存

在于破碎后菌液上清液和沉淀中，培养基中目

的蛋白量较少，这表明Sip蛋白主要以胞内可溶

蛋白和包涵体2种形式存在，培养基中的分泌型

蛋白含量最少。外源蛋白在乳酸菌中表达，由

于不完全折叠或错误折叠而产生疏水性表面，

从而导致其聚集形成包涵体，不具有生物学活

性；而正确折叠成天然结构的外源蛋白则以可

溶性蛋白形式存在，具有生物学活性[26]。虽然本

研究构建的重组表达载体利用乳酸菌USP45的信

号肽来引导Sip蛋白的分泌表达，但是其分泌表

达效率较低，这与USP45的信号肽的异源性以及

分泌蛋白前体所形成的构象密切相关[27]。本研究

构建的重组乳酸菌可诱导表达大量具有生物学

活性的可溶性Sip蛋白，浓度可达7.65 mg/mL，可

直接用于鱼体免疫，无需蛋白复性。重组表达

Sip蛋白纯化后经Western blot分析表明，目的蛋

白可与鼠抗His的单克隆抗体特异性结合显示单

一条带，说明目的蛋白成功表达。

重组乳酸菌灌胃口服免疫尼罗罗非鱼结果

显示，中浓度组(2.24×1010 CFU/mL)和低浓度组

(2.24×109 CFU/mL)免疫2次能够显著提高尼罗罗

非鱼的血清抗体水平和抗无乳链球菌感染能

力。乳酸菌活载体疫苗激活鱼体免疫应答的作

用机制即携带目的抗原蛋白的乳酸菌进入肠

道，被吞噬细胞吞噬后呈递目的抗原蛋白，在

肠道黏膜表面首先启动黏膜免疫，再由免疫球

蛋白IgT的抗体介导产生特异性系统免疫反应和

相应的抗体[28]。中浓度组和低浓度组尼罗罗非鱼

首次免疫后，血清特异性抗体水平均呈现先增

加后递减的趋势，中浓度组的血清抗体峰值大

于低浓度组，且持续时间也较长。这说明重组

乳酸菌中浓度组口服免疫能够更为显著地激活

鱼体的免疫反应，这与该组产生较高的相对免

疫保护率相吻合。重组乳酸菌高浓度组免疫

后，其免疫保护效果和血清抗体与NZ9000阴性

对照相比无显著差异，其可能由于高浓度组免

疫剂量过高，使鱼体肠道产生了免疫耐受。免

疫耐受是肠道免疫系统先天存在的一种生理功

能，在栖息菌和食物抗原不应答、不引起炎症

反应和保持肠道组织完整性等方面具有重要作

用[29]。研究表明，疫苗免疫剂量是影响其免疫效

果的重要因素之一，剂量过高易引起免疫耐受

或毒性反应，导致抗原特异性应答的T细胞与

B细胞在抗原刺激下不能被激活，不能产生特异
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图 5    重组乳酸乳球菌诱导表达Sip蛋白的

Western blot分析

M1. Western Marker；M2. 蛋白Marker；1. 纯化后的胞内可溶性

Sip蛋白

Fig. 5    Western blot analysis of the Sip protein induced
by recombinant L. lactis

M1. Western Marker；M2. protein Marker；1. purified intracellular
soluble Sip protein
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图 6    重组乳酸乳球菌口服免疫尼罗罗非鱼后血清抗体水平的变化

* 代表相同时间点各组与PBS对照组之间存在显著性差异(P<0.05)， **代表差异极显著(P<0.01)；NZ9000-8124-sip-1为高浓度(2.24×1011 CFU/mL)
免疫组，NZ9000-8124-sip-2为中浓度(2.24×1010 CFU/mL)免疫组，NZ9000-8124-sip-3为低浓度(2.24×109 CFU/mL)免疫组

Fig. 6    The change of serum antibody level of O. niloticus orally immunized by recombinant L. lactis
* represents it was significantly different compared with PBS control group at the same time point (P<0.05), ** represent extremely significant (P<0.01),
NZ9000-8124-sip-1 respresents the group immuned with high concentration of recombinant bacteria (2.24×1011 CFU/mL), NZ9000-8124-sip-2
respresents the group immuned with midium concentration of recombinant bacteria (2.24×1010 CFU/mL), NZ9000-8124-sip-3 respresents the group
immuned with low concentration of recombinant bacteria (2.24×109 CFU/mL)
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图 7    重组乳酸乳球菌口服免疫尼罗罗非鱼的相对免疫保护率

数值为mean±SD；各组上方字母不同表示组间差异显著，P<0.05；NZ9000-8124-sip-1为高浓度(2.24×1011 CFU/mL)免疫组，NZ9000-8124-
sip-2为中浓度(2.24×1010 CFU/mL)免疫组，NZ9000-8124-sip-3为低浓度(2.24×109 CFU/mL)免疫组

Fig. 7    The RPS of O. niloticus orally immunized with recombinant L. lactis
Data were shown as mean±SD; the different letters above columns represent significant difference, P<0.05; NZ9000-8124-sip-1 respresents the group
immuned with high concentration of recombinant bacteria (2.24×1011 CFU/mL), NZ9000-8124-sip-2 respresents the group immuned with midium
concentration of recombinant bacteria (2.24×1010 CFU/mL), NZ9000-8124-sip-3 respresents the group immuned with low concentration of recombinant
bacteria (2.24×109 CFU/mL)
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性免疫效应细胞及特异性抗体[30]。

Li等 [22]制备的猪(Sus scrofa)轮状病毒Vp4荚
膜蛋白乳酸菌活载体疫苗以浓度为109 CFU/mL的

浓度口服免疫小鼠(Mus musculus)可显著诱导其

产生非特异性免疫和特异性免疫。Anuradha等 [23]

构建了嗜水气单胞菌气溶素基因D1和D4乳酸菌

活载体疫苗，口服免疫尼罗罗非鱼后结果显

示，基因D1活载体疫苗口服浓度106 CFU/mL组

的效果较优于108 CFU/mL组，而基因D4的结果

则与之相反。结合上述研究结果和本实验结果

可以推断，重组乳酸菌疫苗的最佳口服免疫浓

度与所携带的抗原基因、免疫对象和表达载体

均有关系，本实验中2.24×1010 CFU/mL为该疫苗

的最佳免疫浓度，不同乳酸菌活载体疫苗的最

佳免疫浓度需要进行摸索。Rioux等 [31]用6种血清

型无乳链球菌(Ia/c，Ib，II，III，V和VI)的Sip蛋
白注射免疫小鼠后，获得了89%的相对免疫保护

率。黎炯等 [32]利用重组Sip蛋白注射免疫罗非鱼

获得的最高相对免疫保护率为87%，罗非鱼血清

抗体滴度达到1∶128 000。本研究表明，中浓度

的重组乳酸菌口服免疫尼罗罗非鱼免疫保护效

果最高，为41.0%，这远低于上述研究中Sip蛋白

注射免疫的保护效果，这可能与免疫方法以及

肠道黏膜系统对抗原的摄取效率有关，因此进

一步优化口服免疫方法、开展抗原胞外锚定表

达或抗原摄取细胞定向呈递是我们下一步研究

工作。本研究可为罗非鱼链球菌病口服疫苗的

开发奠定理论基础，对利用疫苗防控罗非鱼链

球菌病从而实现罗非鱼的无抗健康养殖具有重

要意义。
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Preparation of live recombinant Lactococcus lactis vaccine expressing Sip
protein of Streptococcus agalactiae isolated from tilapia
(Oreochromis niloticus) and immunogenicity analysis

CAI Yuzhen 1,2,     LIU Zhigang 1,     LU Maixin 1*,     KE Xiaoli 1,     GAO Fengying 1,     CAO Jianmeng 1

(1. Key Laboratory of Tropical and Subtropical Fishery Resource Application and Cultivation, Ministry of Agriculture,
Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou    510380, China;

2. National Demonstration Center for Experimental Fisheries Science Education,
National Pathogen Collection Center for Aquatic Animals, Shanghai Ocean University, Shanghai    201306, China)

Abstract: Streptococcosis is a serious disease that threatens the development of Oreochromis niloticus industry in
China. In order to make a vaccine of Streptococcus agalactiae with high immune efficiency and simple operation,
we constructed a recombinant shuttle-plasmid pNZ8124-Sip which could express Sip protein of S. agalactiae. The
recombinant plasmid was electro-transferred into Lactococcus lactis NZ9000 after being identified by enzyme
digestion and sequencing analysis. The SDS-PAGE was used to obtain the optimumly induced concentration of
nisin and induction time. The Sip protein was purified by Ni-chelating affinity chromatography and tested by
Western blot. O. niloticus was vaccinated orally by gavage with different concentration of the recombinant L. lactis
NZ9000-pNZ8124-Sip. The ELISA was used to test the change of serum antibody. The relative percent survival
(RPS) was obtained by artificial abdominal injection with S. agalactiae.The SDS-PAGE showed that the molecular
weight of expressed protein was 48 ku, which is equal to the expected protein size. The recombinant protein
mainly existed as soluble protein and inclusion bodies. The concentration of purified protein could reach 7.65
mg/mL. The optimal condition was induction with 100 ng/mL nisin for 6 h. Western blot results showed that the
recombinant Sip protein could be specifically combined with the mouse anti-His tag antibody. Oral immunization
showed that the serum antibody and the resistance to S. agalactiae were significantly improved in the middle
concentration group (2.24×1010 CFU/mL) and the low concentration group (2.24×109 CFU/mL). The RPS of the
middle concentration was 41.0%, which was the highest. This study can lay a foundation for research on oral
vaccine of O. niloticus against S. agalactiae and has a broad prospect of application.

Key words: Oreochromis niloticus; Streptococcus agalactiae; Sip protein; live recombinant Lactococcus lactis
vaccine; immunogenicity
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