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［摘要］ 从发病的养殖鳗鲡中分离出创伤弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ） 和嗜水气单胞菌 （Ａｅｒｏｍｏｎａ
ｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） ， 提取其基因组 ＤＮＡ， 再通过 ＰＣＲ 法克隆创伤弧菌外膜蛋白 ＯｍｐＵ 和嗜水气单胞菌外膜蛋白

ＯｍｐⅡ的基因全长。 采用融合 ＰＣＲ 法体外连接这 ２ 个基因表达膜外片段的序列并成功构建了二联表达载体

（ｐＧＥＸ － ２Ｔ － Ｖｉｂｒ － Ａｅｒｏ － ｈｉｓ）。 在大肠杆菌 （ＢＬ２１） 的吸光度 Ａ６００为 ０􀆰 ６ ～ １􀆰 ０ 时， 采用 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＩＰＴＧ
诱导剂， １６ ℃过夜诱导表达。 表达产物经离心柱亲和层析纯化后获得分子量为 ８２􀆰 ２ ｋｕ 的外膜蛋白。 蛋白

经透析复性后免疫于鳗鲡以测定其血清抗体效价。 结果表明， 重组蛋白注射组的鳗鲡血清抗体效价在免疫

后第 １４ 天和第 ２１ 天显著 （Ｐ ＜ ０． ０５） 高于 ＰＢＳ 对照组， 第 ２８ 天和第 ４２ 天达到极显著 （Ｐ ＜ ０． ０１） 水平。
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０　 引言
养殖鳗鲡时常发生由细菌性病原引起的病害， 使鳗鲡养殖户蒙受巨大经济损失。 嗜水气单胞菌

（Ａｅｒｏｍｏｎａ ｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） 和创伤弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ ｖｎｌｎｉｆｉｃｕｓ） 是引起养殖鳗鲡发病的 ２ 种主要病原菌， 人工养殖

的日本、 欧洲和美洲鳗鲡均可因其引发肝脏溃疡、 肾肿大、 败血症、 烂尾或烂鳃等传染性疾病［１ －２］。 化学

药物或抗生素在很长的一段时期内被用于有效治疗这些病原引起的疾病， 由于耐药性等原因， 导致可供选

择使用的安全药物减少［３］， 因而疫苗作为安全可靠的防病药物越来越受水产研究者的重视。 近年来， 关于

嗜水气单胞菌和创伤弧菌灭活全菌或亚单位疫苗的研究均有过报道［４ －６］， 但灭活疫苗毒性较大， 而单联亚

单位疫苗则不能解决这 ２ 种病原菌复合感染的问题。 迄今为止， 未见嗜水气单胞菌和创伤弧菌二联外膜蛋

白表达以及表达产物免疫原性的相关报道。 自 ２００２ 年以来， 本试验室分离到 ８７ 株鳗鲡病原菌， 经生化和

分子生物学鉴定结果表明， 气单胞菌和创伤弧菌为养殖鳗鲡的主要致病菌［７］。 本文分别克隆嗜水气单胞菌

外膜的Ⅱ型孔蛋白 （ＯｍｐⅡ） 和创伤弧菌外膜蛋白 Ｕ （ＯｍｐＵ） 的基因全长， 选取其可直接接触免疫系统的

膜外多肽部分对应的基因片段， 采用融合 ＰＣＲ 法将这 ２ 个基因片段连接后进行联合表达， 用表达产物免疫

美洲鳗鲡后测定其特异性抗体水平， 以期能研究出同时抵抗这 ２ 种病原菌感染的二联亚单位疫苗。

１　 材料与方法
１􀆰 １　 菌株与质粒

自养殖的发病鳗鲡中分离的创伤弧菌和嗜水气单胞菌， 经 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序列分析和 Ｂｉｏｌｏｇ 菌鉴系统

鉴定到种［７］。 大肠杆菌 Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ ｃｏｌｉ ＪＭ１０９ 和 Ｅ􀆰 ｃｏｌｉ ＢＬ２１ （ＤＥ３） 购于 ＴａＫａＲａ 公司。 表达载体

（ｐＧＥＸ －２Ｔ － Ｈｉｓ） 经商业化 ｐＧＥＸ －２Ｔ 质粒改造加入 Ｈｉｓ 标签后兼具 Ｇｓｔ 和 Ｈｉｓ 标签 （４９１６ ｂｐ）， 含

ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨ Ｉ 等酶切位点， 具 Ａｍｐ 抗性。
１􀆰 ２　 细菌基因组 ＤＮＡ 的提取

将创伤弧菌与嗜水气单胞菌接种于含 ０􀆰 ５％ （质量分数） 氯化钠的 ＬＢ 液体培养基中 ２８ ℃培养

１６ ｈ， 收集菌体后用天根生化科技有限公司的试剂盒提取基因组 ＤＮＡ， 具体操作参照试剂盒说明书。
提取的 ＤＮＡ 经 １％ （质量分数） 琼脂糖电泳测定其分子量后调其质量浓度为 ５０ ｎｇ ／ μＬ， 备用。
１􀆰 ３　 基因片段的选择与扩增

在本试验室已经递交的 ＯｍｐＵ （ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ： ＫＹ０７２９５７） 和 ＯｍｐⅡ （ＧｅｎＢａｎｋａｃ⁃
ｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ： ＫＣ２９７６８２） 基因全长的膜外区域， 分别选择 ６５７ ｂｐ （３０７ ｂｐ—９６３ ｂｐ） 与 ８４３ ｂｐ
（２３８ ｂｐ—１０８０ ｂｐ） 进行扩增。

扩增 ＯｍｐＵ 基因片段用的引物 Ｐ１： ５′－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣｔａｃｇｃａｇｇｔｃｔａｇｇｃｇｇｃａａｇｔ－３′引入了 ＥｃｏＲⅠ位点；
Ｐ２： ５′－ＡＣＣＣＧＡＧＣＣＡＣＣＡＣＣＧＣＣＣＧＡＧＣＣＴＡＴＡＣＧａｇｃｇｔａｇｃｃａｇｃａｃｃｇｃｃａａｃｔ－３′引入了 ２１ ｂｐ 连接序列 （阴
影） 和 ９ ｂｐ 的保护性碱基 （斜体）。 扩增ＯｍｐⅡ基因片段用的引物 Ｐ３： ５′－ＴＣＧＧＧＣＧＧＴＧＧＣＧ⁃
ＧＣＴＣＧＧＧＴＧＧＣＧＧＡＴＣＡｔｃｃｇｇｔａｔｃｇｃｃａａｇａｃｔｇａａｔｇ－３′引入了 ２１ ｂｐ 与 Ｐ２ 的 ５′端互补的序列 （阴影） 和

９ ｂｐ的保护性碱基 （斜体）； Ｐ４： ５′－ＣＣＧＧＡＡＴＴＣｃｔｇｇａｔｃｔｔｇｔａｃｔｃｇｇｔｇｔａｇｇｃ－３′引入了 ＢａｍＨⅠ位点。
分别以 Ｐ１、 Ｐ２ 和 Ｐ３、 Ｐ４ 为引物扩增 ＯｍｐＵ 和 ＯｍｐⅡ的基因片段， 扩增条件如下： １０ × Ｐｆｕ Ｂｕｆｆ⁃

ｅｒ； ＭｇＳＯ４ ２􀆰 ５ μＬ； ｄＮＴＰ Ｍｉｘ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ５ μＬ； Ｐ１ 或 Ｐ３ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ４ μＬ； Ｐ２ 或 Ｐ４
（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ）０􀆰 ４ μＬ； 模板 ＤＮＡ （５０ ｎｇ ／ μＬ） １􀆰 ３ μＬ； Ｐｆｕ ＤＮＡ Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ０􀆰 ４ μＬ； 超纯水补足至

·２·
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２５ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件和 ＰＣＲ 产物胶回收方法参考文献 ［８］ 进行。
１􀆰 ４　 融合 ＰＣＲ 连接基因片段

第一步 ＰＣＲ： 条件同 １􀆰 ３， ５２􀆰 ８ ℃退火 ４０ ｓ， 循环 １３ 次。 反应体系中以 ＯｍｐＵ 和 ＯｍｐⅡ基因胶回收

片段各 １２５ ｎｇ 为模板。
第二步 ＰＣＲ 反应条件同第一步， 反应体系中的 Ｐｆｕ Ｂｕｆｆｅｒ、 ｄＮＴＰ 和 Ｐｆｕ 酶同第一步， 取第一步 ＰＣＲ

产物 ５ μＬ 为 ＤＮＡ 模板， Ｐ１ （１０ ｍｍｏｌ） １ μＬ、 Ｐ４ （１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ０􀆰 ５ μＬ， 超纯水补足 ２５ μＬ。
取第二步的 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖电泳确定连接产物是否成功扩增， 胶回收纯化， 备用。

１􀆰 ５　 重组表达载体的构建

质粒提取和感受态细胞的制备法 （ＣａＣｌ２法） 参照文献 ［９］。 质粒和基因连接产物的双酶切条件：
质粒 （ｐＧＥＸ －２Ｔ －Ｈｉｓ） １ μＬ （约 ０􀆰 ５ μｇ） 或基因连接产物 ８ μＬ （约 ０􀆰 ５ μｇ）， １０ × ＢａｍＨⅠ缓冲液 ２
μＬ， ＢａｍＨⅠ１ μＬ， ＥｃｏＲⅠ１ μＬ， 加超纯水至 ２０ μＬ， 轻轻混匀并稍离心。 ＰＣＲ 仪内 ３７ ℃孵育 ５ ｈ， ８０ ℃
２０ ｍｉｎ 酶热失活， 酶切产物胶回收并测定其质量浓度。 连接反应体系 （２０ μＬ） 的设计参考文献 ［８］。
１􀆰 ６　 菌落 ＰＣＲ、 双酶切和测序法筛选和鉴定重组质粒

从培养好的具 Ａｍｐ 抗性的 ＬＢ 培养基平板上， 牙签随机挑选 １０ 个单克隆置于含 ３００ μＬ ＬＢ 液体培

养基 （氨苄青霉素终质量浓度为 ８０ μｇ ／ ｍＬ） 的离心管中。 ３７ ℃、 ２８０ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床培养 ８０ ｍｉｎ 后分别以

１０ 管菌液为 ＤＮＡ 模板， 参考文献 ［８］ 的方法扩增表达载体上的连接基因序列。 提取阳性重组质粒以

ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ进行双酶切， 检验有无双基因片段插入。 质粒的双酶切方法同 １􀆰 ５。 选取 Ａｍｐ 平板上

的阳性重组子， 利用表达载体 ｐＧＥＸ －２Ｔ － ｈｉｓ 的通用引物对重组子中连接的双基因进行测序与分析。
１􀆰 ７　 外膜蛋白重组子的表达与表达形式的鉴定

将含有重组质粒的 ＢＬ２１ 菌划平板后置于生化培养箱中过夜培养， 然后液体培养基摇床扩大培

养， 菌液吸光度 Ａ６００为 ０􀆰 ６ ～ １􀆰 ０ 时加入诱导剂异丙基 － β － Ｄ － 硫代吡喃半乳糖苷 （ ＩＰＴＧ） １２５ μＬ，
使菌液 ＩＰＴＧ 终浓度为 １􀆰 ０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ， １８０ ｒ ／ ｍｉｎ、 １６ ℃摇床诱导过夜后取诱导重组菌全菌， 冰浴超声

破碎菌体 ５ ｍｉｎ （９０ Ｗ、 破碎 １ ｓ、 停 ３ ｓ）， 取沉淀、 上清和重组菌全菌进行 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测，
同时设未诱导全菌作对照。
１􀆰 ８　 表达蛋白的纯化与复性

样品用镍柱纯化前应进行处理， 处理步骤如下： 取最适诱导条件下的 ５００ ｍＬ 菌液， ４ ℃、
５０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ， 沉淀于适量灭菌水中重悬， 同条件再离心 １ 次， 沉淀转移至 ５０ ｍＬ 离心管后加

入 ４０ ｍＬ 缓冲液 （含 ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 尿素）、 ４００ μＬ 苯甲基磺酰氟 （ＰＭＳＦ） 溶液 （１􀆰 ７４ ｇ ＰＭＳＦ 加入１００ ｍＬ异
丙醇） 冰浴超声破碎菌体 ５ ｍｉｎ； ４ ℃、 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心破碎后的菌体， 离心 ５ ｍｉｎ 后取出沉淀。 取上

清重复于 ４ ℃、 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心并取沉淀。 合并 ２ 次的沉淀于 ＰＢＳ 中重悬， 再 ４ ℃、 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心

洗涤重悬液， ５ ｍｉｎ 后取沉淀。 在沉淀中加入 ６ ｍＬ 预冷的结合缓冲液 （尿素４８０􀆰 ４８ ｇ、 磷酸钠 ７􀆰 ６ ｇ、 氯

化钠 ２９􀆰 ２２ ｇ、 咪唑 １􀆰 ３６ ｇ、 甘油 １００ ｍＬ， 双蒸水定容至 １０００ ｍＬ， 调节 ｐＨ 至 ７􀆰 ４４） 菌体重悬； ４ ℃、
离心 ５ ｍｉｎ （２０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ）， 上清转移后沉淀再离心 １ 次， 合并 ２ 次的上清于镍柱 （ＰｕｒｅＣｕｂｅ Ｎｉ － ＮＴＡ
Ａｇａｒｏｓｅ， １０ ｍＬ） 进行蛋白纯化 （操作步骤参考说明书）， 纯化蛋白冻干后备用。
１􀆰 ９　 鳗鲡外膜蛋白抗血清的制备与效价测定

将冻干的二联蛋白用 ０􀆰 ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＢＳ （ｐＨ ７􀆰 ２） 稀释为 １ ｍｇ ／ ｍＬ， 取适量与等体积的弗氏不完全

佐剂充分混合， 同时设 ＰＢＳ 注射对照组。 取混合液或 ＰＢＳ 对每尾鳗鲡腹腔注射 ０􀆰 ２ ｍＬ， 于注射后第

７， １４， ２８， ４２ 天每组麻醉鳗鲡 ５ 尾， 断尾取血， 血液室温静置 １ ｈ， ４ ℃放置过夜， ３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ 后取血清， 用间接 ＥＬＩＳＡ 法测定鳗鲡血清抗体效价， 检测方法参照文献 ［９ － １０］。
１􀆰 １０　 数据统计与分析

试验结果采用 ＳＰＳＳ １３􀆰 ０ 软件进行方差分析 （Ａｎｏｖａ）， 同时采用多重比较 （Ｄｕｎｃａｎ 法， 双尾）
确定其差异显著性。 测定结果采用平均值 ±标准差表示后输入 ｏｒｉｇｉｎ ８􀆰 ０ 软件作图。

·３·
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２　 结果
２􀆰 １　 基因片段扩增与连接

基因片段扩增与连接的琼脂糖电泳分析结果 （见图 １） 表明： ＯｍｐＵ 和 ＯｍｐⅡ基因中表达膜外多

肽的基因片段得到扩增， 序列分析表明扩增的序列顺序完全正确， 前者为 ６５７ ｂｐ， 后者为８４３ ｂｐ。 ２
个基因片段经两步法连接后， 第一步 ＰＣＲ 在约 １５００ ｂｐ 处有条带 （９ ＋ ６５７ ＋ ２１ ＋ ８４３ ＋ ９ ＝ １５３９ ｂｐ）；
第二步 ＰＣＲ 扩增出清晰的双基因片段连接条带， 此产物经胶回收测序证实 １００ ％正确， 包括接头和 ２
个酶切位点在内， 全长 １５３９ ｂｐ。
２􀆰 ２　 质粒与基因连接产物双酶切

将纯化的质粒 ｐＧＥＸ －２ＴＨ － Ｈｉｓ 用 １％琼脂糖凝胶电泳检测。 结果表明： 质粒纯化效果良好 （见
图 ２ 泳道 １）； 该质粒采用 ＥｃｏＲ Ⅰ和 ＢａｍＨ Ⅰ双酶切后发现其基本为单一条带 （见图 ２ 泳道 ２）； 二

联基因片段与 Ｔ 载连接后经 ＥｃｏＲ Ⅰ和 ＢａｍＨ Ⅰ双酶切， 获得带有酶切位点的双基因连接产物 （见图

２ 泳道 ３） 酶切效果良好， 产物可以用于构建重组质粒。

M M 1st M 2nd

kp kp kp

OmpUOmpⅡ

图 1 PCR 扩增的 2 个基因片段及其体外连接后电泳结果

Fig.1 Agarose gel electrophoresis of PCR products of two gene
fragments (OmpU and OmpⅡ) and the combined DNA fragment

M 1 M 2 M 3

图 2 质粒和双基因连接产物双酶切电泳结果

Fig.2 Agarose gel electrophoresis of the extracted plasmid
and double digestion products of purified plasmid and two

gene combined fragments

说明：M—DNA marker； 泳道 1—质粒提取结果； 泳道
2—双酶切质粒;3—双酶切基因连接产物。
Notes：M—DNA marker;lane 1—the extracted plasmid;lanes 2 and
3—purified plasmid and combined gene digested by EcoRⅠ and
BamHⅠrespectively.
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说明：M—DNA marker；1-4—4 个菌落的 PCR 产物电泳结果；
1′-4′—重组表达载体双酶切后的 2 个条带。

Notes：M—DNA marker;1-4—agarose gel electrophoresis of PCR products of 4
colonies；1′ -4′ —four bands of the recombinant expression vector digested by
EcoRⅠand BamHⅠ.

图 3 菌落 PCR 产物及其琼脂糖电泳结果

Fig.3 Agarose gel electrophoresis of the colony PCR

２􀆰 ３　 重组质粒的鉴定

任取 ４ 个菌落经 ＰＣＲ 鉴定， 发现全部

扩增出预期大小片段的目的条带， 约有

１５４０ ｂｐ （见图 ３， １ － ４）。 将扩增出目的

片段的菌落进行扩大培养， 提取并纯化重

组质粒， 经 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ双酶切获得

预期大小的 ２ 个条带 （见图 ３， １′ － ４′），
分别为约 ５ ｋｂ 的 ｐＧＥＸ － ２Ｔ － Ｈｉｓ 质粒和

约 １􀆰 ５ ｋｂ 的连接片段。 经测序分析， 连接

序列 １００ ％与预期条带相符。
２􀆰 ４　 目的蛋白表达形式的鉴定

ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳表明， 重组的二联融

合表达蛋白主要存在于菌液超声波破碎的

沉淀 （见图 ４ 泳道 ３、 ４） 中， 而在上清中

·４·
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没有检测到表达蛋白 （见图 ４ 泳道 ５）， 表明该二联蛋白的表达形式是包涵体。
２􀆰 ５　 目的蛋白的镍柱纯化与复性

融合蛋白在咪唑浓度分别为 １０， ２５， ２５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 条件下获得纯化， 将二联融合外膜蛋白稀释并

去除尿素， 蛋白复性成功后溶解于 ＰＢＳ 可观察到是透明无沉淀的。 复性液经 ＳＤＳ － ＰＡＧＥ 电泳检测后

发现在８２􀆰 ２ ｋｕ处有一微弱蛋白条带 （见图 ５ 泳道 １）， 表明蛋白复性后没有降解或断裂。
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说明：M—蛋白质 marker；泳道 1—未诱导的重组菌；泳道
2—诱导的重组菌；泳道 3-4—超声破碎重组菌诱导表达
的沉淀；泳道 5—超声破碎重组菌诱导表达的上清。
Notes：M—protein marker ;1—expression of recombinant BL21 with
no induction;2—expression of recombinant BL21 after induction;3-
4—expression of pellet of the ultrasonication sample;5—expression
of supernatants of the ultrasonication sample.

说明：M—蛋白质 marker； 泳道 1—复性后的二联蛋白条
带；泳道 2—二联蛋白纯化后条带；泳道 3-4—重组菌全
菌蛋白。
Notes：M—protein marker；1—band of the renaturated OMP;2—band
of the purified OMP;3-4—band of whole lysated cells of the recombi鄄
nant bacteria BL21.

图 4 目的蛋白表达形式的 SDS-PAGE 电泳结果

Fig.4 SDS-PAGE electrophoresis analysis of different
expression form of the target protein

图 5 蛋白纯化与复性后的 SDS-PAGE 电泳结果

Fig.5 SDS-PAGE electrophoresis analysis of the
purified and renaturated expression protein
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说明：Log2 稀释度, mean value ± S.D，N=5；** 和 * 分别
表示同一时间点组间存在极显著 (P<0.01) 和显著 (P<
0.05)差异。
Notes： Each datum column represents the mean of log 2 antibody
titers with standard error bar，N=5；** and * indicate significant
differences at P<0.01 and P<0.05 between treatment groups and
PBS control group，respectively.
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图 6 外膜蛋白二联表达产物（100 滋g /尾）免疫后
14，21，28，42 天鳗鲡血清特异性抗体的 ELISA 效价

Fig.6 Antibody titers of vaccinated American eels
(Anguilla rostrata) on 14,21，28 and 42 days post vaccination

２􀆰 ６　 表达蛋白免疫鳗鲡后的初步免疫原性

鳗鲡经二联表达外膜蛋白免疫后， 从第 １４ 天

开始就产生了显著高于 ＰＢＳ 组效价的抗体 （见图

６）； 第 ２８ 天和第 ４２ 天， 表达蛋白免疫注射组极

显著 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） 高于对照组。 这表明表达的二联

蛋白免疫原性好， 免疫后抗体持续的时间较长。

３　 讨论
２ 个外膜蛋白基因连接时应除去其膜内信号

肽和跨膜区序列， 因此段序列所表达的多肽不能

接触鱼类的免疫系统， 从而不具免疫原性。 本试

验考量以上原则， 选择了 ２ 个外膜蛋白基因中表

达膜外区域的序列片段 （ＯｍｐＵ 和 ＯｍｐⅡ分别为

６５７ ｂｐ 和 ６８７ ｂｐ）， 尽可能提高表达产物的免疫原

性［１１］。 本研究在设计连接基因的接头时， 于 Ｏｍ⁃
ｐＵ － Ｒ 和 ＯｍｐⅡ － Ｆ 引物的 ５′端均增加了一段反

向互补序列， 该连接序列编码的氨基酸序列 （ＳＰ⁃
ＰＰＰＳＰ） 富含柔韧性好的半胱氨酸 （Ｐ） 和精氨酸

·５·
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（Ｓ）， 从而易暴露 ２ 段外膜蛋白的抗原表位［８］。 笔者曾对嗜水气单胞菌Ⅱ型孔蛋白和迟缓爱德华氏菌

ＯｍｐＳ２ 外膜蛋白基因连接后表达的外膜蛋白进行了免疫原性研究， 结果发现连接表达的外膜蛋白充

分保留了 ２ 个外膜蛋白的免疫原性［９］。 本研究构建了爱德华氏菌 ＯｍｐⅡ和创伤弧菌 ＯｍｐＵ 的二联蛋白

表达载体并进行了高效表达， 从而为鳗鲡 ２ 株常见病原菌的二联亚单位疫苗的研究奠定了基础。
影响外源基因在大肠杆菌内表达的因素较多。 重组表达的目的蛋白分子量一般应在 ５ ～ １００ ｋｕ 之

间［１２］。 合适的表达载体对重组蛋白的表达也有重要影响。 课题组在表达重组蛋白方面有较丰富的研

究经验， 本次试验采用的融合表达载体 （ｐＧＥＸ － ２ＴＨ － Ｈｉｓ） 中含有启动子及 Ｌａｃ 操纵子基因、 ＳＤ
序列， ＳＤ 序列上游是 ＧＳＴ 标签， 下游是 ６ 个 Ｈｉｓ 标签， 研究结果表明该载体对二联外膜蛋白进行了

高效表达。 诱导重组蛋白表达的条件对重组蛋白能否成功表达也有影响， 包括诱导温度、 诱导时间、
诱导剂浓度和诱导时菌液浓度［１３ － １４］。 文献 ［１５］ 的研究结果表明， 通常选择的三个诱导温度 （１６、
２５、 ３７ ℃）， 在蛋白表达量上无明显差异， 但是低温有利于重组蛋白的折叠和构象的形成， 因此本研

究采用 １６ ℃ 进行诱导表达。 根据本课题组之前的研究结果表明， 诱导剂 ＩＰＴＧ 的浓度在 ０􀆰 ２５ ～
１􀆰 ００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ都可表达， 诱导时间在 ３ ～ ９ ｈ 时对表达量影响不大， 诱导时菌液 Ａ６００ ｎｍ在 ０􀆰 １ ～ １􀆰 ０ 之间

均能高效表达。
重组蛋白的纯化方法包括柱层析、 离子交换层析、 亲和层析等， 而亲和层析是利用生物大分子之

间专一的亲和力而达到分离纯化的目的， 具有低成本、 高选择、 回收效率高和纯度高等特点， 尤其适

用于表达蛋白中含有 ＧＳＴ 和 Ｈｉｓ 标签的纯化［１６］。 Ｈｉｓ 标签为连续 ６ 个组氨酸， 含 Ｈｉｓ 标签的重组蛋白

可进行组氨酸亲和层析； ＧＳＴ 标签是一个含有 ２１１ 个氨基酸的蛋白， 标签蛋白的分子量在 ２６ ｋｕ 左

右， 该蛋白为谷胱甘肽硫转移酶， 含有 ＧＳＴ 标签的重组蛋白可进行谷胱甘肽硫转移酶亲和层析 （Ｈｉｓ
标签表达的外源多肽分子量不足 １ ｋｕ）。 本研究是在目的蛋白的前端加入 ＧＳＴ 标签， 尾部加入 Ｈｉｓ 标

签， ＧＳＴ 标签亲和层析只能纯化可溶性蛋白， 而 Ｈｉｓ 标签亲和层析则可用于可溶性和包涵体蛋白的纯

化。 由于重组蛋白 （ＯＭＰ － Ｖｉｂｒｉｏ － Ｅｄｗａ） 表达时以包涵体形式存在， 并且携带 Ｈｉｓ 标签， 之前采用

自动蛋白核酸层析系统 ＡＫＴＡ ｐｕｒｉｆｉｅｒ １００ 来纯化重组蛋白费时费力［１６］， 而本次试验使用的镍柱中含

氯化镍， 既可与含 Ｈｉｓ 标签的重组蛋白结合， 也可与咪唑结合， 调整咪唑洗脱浓度就可将杂蛋白与目

的蛋白进行高效分离， 整个过程操作简单， 省时省力。
本试验采用表达的二联外膜蛋白免疫鳗鲡后， 检测了其抗血清的效价， 初步研究了二联外膜蛋白

的免疫原性。 结果表明， 表达的二联外膜蛋白免疫后早期 （第 １４ 天和第 ２１ 天） 抗体水平就显著

（Ｐ ＜ ０． ０５） 高于 ＰＢＳ 注射组， 晚期 （第 ２８ 天和第 ４２ 天） 则出现极显著 （Ｐ ＜ ０． ０１） 差异， 说明表达

的二联外膜蛋白具有较好的免疫原性。 此外， 研究结果表明， ＰＢＳ 对照组的鳗鲡也存在一定量的血清

抗体 （见图 ６）， 由于创伤弧菌和爱德华氏菌是鳗鲡养殖池中的常见菌， 鳗鲡可能在本试验进行之前

已经接触过这 ２ 株菌［１７ － １８］。 总之， 本研究结果为鳗鲡创伤弧菌和迟缓爱德华氏菌的二联外膜蛋白亚

单位疫苗研究奠定了基础。
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