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副溶血弧菌免疫原性蛋白的鉴定及克隆表达
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要!运用蛋白质组学及免疫学技术筛选和鉴定副溶血弧菌的外膜蛋白中具有较好免疫原性的外膜蛋白!为

防治副溶血弧菌类疾病的亚单位疫苗的研发奠定基础%用灭活的副溶血弧菌免疫
VLG

小鼠制备抗血清'通过对外

膜蛋白进行
4M46ZQSH

和
R0:;0)*O,';

分析筛选免疫原性蛋白!经
cQUMV67K_

$

7K_6c4

质谱分析!对免疫原性

蛋白进行鉴定%克隆表达免疫原性蛋白
=Z"D"$

!并对该蛋白的表达条件进行优化!最后纯化蛋白
=Z"D"$

!并免疫

小鼠获得抗血清!通过
R0:;0)*O,';

验证蛋白
=Z"D"$

的免疫原性%结果&免疫小鼠所得到的抗血清效价为

%iB"""

'经免疫印迹分析确定了
%$

种外膜蛋白具有较好免疫原性!其中
%"

种外膜蛋白经质谱分析得到鉴定!分别

为
UZ46+::0I\,

<a

)';02*

!

=Z"D"$

!

c+,;'

a

')2*

!

L/2;'

a

')2*

!

KI

a

L

!

KI

a

Q

!

KI

a

8

!

KI

a

`

!

=Z%$A!

和
=Z"F##

%

成功构建免疫原性蛋白
=Z"D"$

的高表达菌株'该菌株在低温低转速的条件下诱导!目的蛋白仍以包涵体形式存在!

在
!C[

!

$$")

$

I2*

!

VZ7S

终浓度为
%II',

$

U

的条件下诱导!目的蛋白表达量较高!纯化得到蛋白
=Z"D"$

并验证

了该蛋白的免疫原性%表明在副溶血弧菌的外膜蛋白中存在多种与免疫原性相关的蛋白!且部分蛋白为首次发现

具有免疫原性%

关键词!副溶血弧菌'外膜蛋白'免疫原性'

=Z"D"$

中图分类号!

fB%%

!!!

文献标志码!

Q

(
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引
!

言

副溶血弧菌"

D4JE4$

X

/E/./(I$C

8

W4Q%U

#

=Z

$是海

洋环境中最常见的细菌类群之一#属于革兰氏阴性嗜

盐性弧菌)

%

*

&该菌是海水养殖动物的重要病原菌之

一#给养殖业带来严重的经济损失)

$

*

#同时也是一种

食源性致病菌)

!

*

#易引起食物中毒#尤其在沿海地区

发病率较高)

A

*

&此外#副溶血弧菌还可能引发伤口感

染#甚至可导致败血症或死亡#其对人类的危害已引

起全世界的关注&以往对副溶血弧菌的预防和治疗

主要使用抗生素#众所周知#抗生素的大量使用易导

致机体产生抗药性#造成水污染+环境恶化及影响生

态平衡等问题)

B6#

*

&而采用免疫保护的方法来预防和

治疗副溶血弧菌感染不仅对人和动物无毒副作用+无

药物残留#并且对疾病有良好的防治效果)

C6F

*

&

近年来#已有大量研究表明革兰氏阴性菌外膜

蛋白具有免疫原性)

%"6%!

*

#因此#较为系统的研究副溶

血弧菌外膜蛋白的免疫原性#筛选具有强保护性的

抗原#可为亚单位疫苗的研制开发提供积极的参

考)

%A

*

&本文以副溶血弧菌为研究主体#运用蛋白质

组学技术筛选及鉴定具有免疫原性的外膜蛋白#通

过原核表达系统表达关键免疫原性蛋白#可为筛选

候选疫苗靶位奠定理论基础#对海水养殖鱼类疾病

的防治具有重要理论意义和应用价值#同时为筛选

具有较高免疫保护作用的疫苗候选靶位和控制弧菌

感染提供免疫学基础&

!

!

实验材料和方法

%>%

!

材
!

料

2GQ$C4MTB

(

菌种+

2GQ$C4OU$%

菌种+副溶血



弧菌菌株
GVcM$$%"#!!

#原核表达载体
a

H7@$D+

"

g

$均由本实验室保存%

VLG

小鼠购自杭州师范大

学#

4LǸ

"浙$

$"%%@""AD

%

Z=M_

膜购自
c2,,2

a

')0

公司%

;/

V

酶及相应
ZLG

反应有关试剂购自上海莱

枫生物科技有限公司%各种限制性内切酶#

7AM?Q

连接酶及其相关试剂购自宝生物工程"大连$有限公

司%胶回收试剂盒购自上海华舜生物技术有限公司%

蛋白胨+酵母提取物购自英国
KW'2X

公司%十二烷

基肌氨酸钠+

VZ7S

+

+̀*

+

QI

a

购自华东医药股份有

限公司&

%>$

!

方
!

法

%>$>%

!

抗血清制备

将副溶血弧菌培养至
KM

#""

约为
">D

#稀释至密

度约为
%]%"

C

5-(

,

IU

)

%B

*

#离心后加入等体积
">!P

的福尔马林#

A[

灭活
$A/

)

%A

*

#涂板验证菌体无活性

后#

#""")

,

I2*

离心
%"I2*

#洗涤去除福尔马林#用

等体积
ZO4

重悬#重悬液作为抗原免疫小鼠#

!""

#

U

,只#共免疫
!

只小鼠#隔周加强免疫
%

次#加强

免疫共
B

次#第五次免疫
BX

后断尾取血#

M';6

HUV4Q

法测定效价&然后内眦取血#制备血清#小

管分装#

@$"[

保存&

%>$>$

!

外膜蛋白提取

外膜蛋白的提取采用改进的
4+)d':

<

,

法)

%#6%C

*

#

操作如下!副溶血弧菌培养至对数期#

#""")

,

I2*

离心
%"I2*

收集菌体&菌体超声破碎后#

A[

下

%$""")

,

I2*

离心
%BI2*

#将上清液于
A[

#

%"""""

)

,

I2*

超速离心
%/

#所得沉淀即为膜蛋白&膜蛋白

用缓冲液"质量分数为
$P

的十二烷基肌氨酸钠#终

浓度为
B"II',

,

U

的
7)2:6TL,

#

a

TC>B

$重悬#室

温放置
A"I2*

#再次超速离心"条件同上$#所得沉

淀即为外膜蛋白&外膜蛋白用缓冲液"终浓度为
B"

II',

,

U

的
7)2:6TL,

+

%B"II',

,

U

的
?+L,

#体积比

为
%"P

的甘油+

">DP

的
;)2;'*N6%""

$溶解#小管分

装#

@D"[

保存&

%>$>!

!

免疫原性蛋白的筛选及确定

将提取的外膜蛋白进行
4M46ZQSH

及
R0:;6

0)*O,';

分析#显示特异性条带的蛋白即为免疫原

性蛋白&从凝胶上切取免疫原性蛋白条带#参照

4/095/0*d'

等)

%D

*的方法经胶内酶解处理后#进行

cQUMV67K_c4

,

c4

质谱分析#并经
cQ4LK7

$>"

搜索蛋白质数据库#以确定蛋白质种类&

%>$>A

!

重组质粒
a

H7@$D+

"

g

$

@DT"D"$

构建

根据
?LOV

中获取
DT"D"$

基因序列信息#辅

用引物设计软件
Z)2I0)B>"

设计正向引物
Z%

和反

向引物
Z$

#引物序列见表
%

&

表
!

!

/!(%('

的
3<*

扩增引物

引物 序列"

Bm

"

!m

$

限制性

酶切位点

Z%

"

_

$

SSQQ77LLQ7Q7SQ7SSQLQQQ

777777QQSS7

3S(V

Z$

"

G

$

LLSL7LSQS77QS7SSQQSL7S6

7QQSS

!.$V

!!

注!下划线标示出限制性酶切位点&

以副溶血弧菌的基因组
M?Q

为模板#

Z%

,

Z$

为引物进行
ZLG

扩增!

FA[

+

!I2*

%

FA[

+

!":

#

BB[

+

!":

#

C$[

+

F":

#共
!"

个循环%

C$[

+

%"I2*

&

ZLG

产物和载体
a

H7@$D+

"

g

$分别用
3S(V

+

!.$V

限制性酶进行双酶切#酶切产物用
7AM?Q

连接酶

连接后转化
MTB

(

感受态细胞#筛选阳性克隆#并进

行
ZLG

鉴定和双酶切鉴定&

%>$>B

!

蛋白
=Z"D"$

的诱导表达

将重组质粒
a

H7@$D+

"

g

$

@DT"D"$

转化

OU$%

感受态细胞#挑单克隆振荡培养过夜#转接培

养至
KM

#""

约为
">A

"

">#

#在
!C[

#

$$")

,

I2*

#

VZ7S

终浓度为
%II',

,

U

的条件下诱导表达#诱导

A/

后取样#通过
4M46ZQSH

和
cQUMV67K_

,

7K_6c4

加以鉴定&

%>$>#

!

蛋白
=Z"D"$

表达条件优化

以
">%II',

,

U

+

">BII',

,

U

+

%II',

,

U

的

VZ7S

分别在
!C[

和
$"[

条件下诱导表达蛋白

=Z"D"$

#

!C[

条件下
$$")

,

I2*

诱导
A/

#

$"[

条件

下
%"")

,

I2*

诱导
$"/

&诱导后分别取样进行
4M46

ZQSH

分析#确定蛋白
=Z"D"$

表达的最佳诱导剂

浓度和温度&

%>$>C

!

蛋白
=Z"D"$

的纯化

收集诱导后的菌体并用
ZO4

洗涤
!

次#超声破

碎#在
A[

#

%$""")

,

I2*

离心
%BI2*

#弃上清&在室

温下#按质量体积比
%

,

A"

的比例依次用洗涤液
/

"终浓度为
%">"II',

,

U

的
7)2:6TL,

"

a

TD>"

$+

%h"II',

,

U

的
HM7Q

$+洗涤液
'

"终浓度为
%">"

II',

,

U

的
7)2:6TL,

"

a

TD>"

$+

%>"II',

,

U

的

HM7Q

#体积比为
%P

的
7)2;'*N6%""

$+洗涤液
2

"终浓度为
%">"II',

,

U

的
7)2:6TL,

"

a

TD>"

$+

%h"II',

,

U

的
HM7Q

#

$I',

,

U

的尿素$洗涤沉淀

$/

#

A[

离心取沉淀#得到目的蛋白
=Z"D"$

&

%>$>D

!

蛋白
=Z"D"$

的免疫原性验证

利用纯化的蛋白
=Z"D"$

免疫小鼠#获得抗

$DD
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血清#通过
M';6HUV4Q

法检测抗血清效价#并通

过
R0:;0)*O,';

实验验证蛋白
=Z"D"$

的免疫

原性&

'

!

结果与分析

$>%

!

抗血清制备

以灭活的副溶血弧菌作为抗原免疫小鼠
B

次#

采用断尾取血法获取血液#获得血清并分装#将血清

分别稀释
%""

+

B""

+

%"""

+

$"""

+

B"""

倍后#经
M';6

HUV4Q

法检测抗血清效价#约为
%iB"""

#结果如

图
%

所示&

图
%

!

M';6HUV4Q

分析抗血清效价

%>%i%""

%

$>%iB""

%

!>%i%"""

%

A>%i$"""

%

B>%iB"""

$>$

!

免疫原性蛋白筛选

采用十二烷基肌氨酸钠抽提法并结合超速离心

提取副溶血弧菌的外膜蛋白#分别进行
4M46ZQSH

和
R0:;0)*O,';

分析#筛选出免疫原性蛋白#确定

位置并标上编号#如图
$

所示&

图
$

!

=Z

外膜蛋白的
4M46ZQS

"

Q

$和
R0:;0)*

O,';

分析"

O

$

c>

预染
c+)d0)

%

Q>4M46ZQSH

#

%>

蛋白
=Z"D"$

%

O>R0:;0)*O,';

#

$>

蛋白
=Z"D"$

$>!

!

免疫原性蛋白确定

切取对应的免疫原性蛋白条带#经过胶内酶解#质

谱分析#确定免疫蛋白分别为
UZ46+::0I\,

<a

)';02*

#

=Z"D"$

#

c+,;'

a

')2*

#

L/2;'

a

')2*

#

KI

a

L

#

KI

a

Q

#

KI6

a

8

#

KI

a

`

#

=Z%$A!

和
=Z"F##

&其中标号为
%%

和
%$

的

蛋白检测分数较低#可靠性低#未列入表中#详细见表
$

&

表
'

!

免疫原性蛋白质谱鉴定结果

编号

%

$

!

A

B

#

C

D

F

%"

蛋白名称

UZ46+::0I\,

<a

)';02*

/

<a

';/0;25+,

a

)';02*=Z"D"$

I+,;'

a

')2*

a

)05():')

5/2;'

a

')2*

'(;0)I0I\)+*0

a

)';02*L

a

)05():')

'(;0)I0I\)+*0

a

)';02*KI

a

Q

'(;0)I0I\)+*0

a

)';02*KI

a

8

'(;0)I0I\)+*0

a

)';02*KI

a

Q

'(;0)I0I\)+*0

a

)';02*KI

a

`

/

<a

';/0;25+,

a

)';02*=Z%$A!

/

<a

';/0;25+,

a

)';02*=Z"F##

登录编号

3

2

3

$DDFC%%!

3

2

3

$DDFCBC#

3

2

3

$$DBB%D!D

3

2

3

$DDFCB!A

3

2

3

!$DAC"""C

3

2

3

$DF"%"A%

3

2

3

$DDFF$A%

3

2

3

$DF""%"!

3

2

3

%C"FA#A

3

2

3

$DDFD"%C

3

2

3

$DDFCCA"

基因名称

C

X

WR

DT"D"$

C/IB

$I

X

0

$I

X

9

$I

X

"

$I

X

9

$I

X

Y

DT%$A!

DT"F##

分子量

DFA%A

B%D#%

A#!B"

A"C#A

!#""!

!#%"B

!#$#!

!B#AB

$FAAD

%FC#F

%AC$!

检测分数

FF

F!

$%B%

!%D

%DCA

$B$

%BD

%!!

DBB

%%F

#!

$>A

!

重组质粒
a

H7@$D+

"

g

$

@DT"D"$

的构建

提取重组质粒
a

H7@$D+

"

g

$

@DT"D"$

以
Z%

和
Z$

为引物进行
ZLG

鉴定#并用
3S(V

+

!.$V

进行

双酶切鉴定#

%P

琼脂糖凝胶电泳检测#电泳在
%A%"

\

a

处有明显条带#与预期的目的条带大小相符#在

!"""\

a

偏小处有一条明显的条带#与预期的载体

大小相符#说明重组质粒
a

H7@$D+

"

g

$

@DT"D"$

构建成功&

$>B

!

蛋白
=Z"D"$

的表达

将重组质粒
a

H7@$D+

"

g

$

@=Z"D"$

转化

OU$%

感受态细胞中#挑单克隆摇菌过夜#转接培养

至
KM

#""

约为
">A

"

">#

#用
%II',

,

U

的
VZ7S

诱导

表达
!C[

#

$$")

,

I2*

诱导
A/

后取样#进行
4M46

ZQSH

实验#发现在
B%dM+

处蛋白量明显增加"如

图
!

箭头所示$&将该蛋白条带进行质谱分析#表明

该蛋白为
=Z"D"$

#质谱结果如表
!

所示&
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图
!

!

OU$%

菌株诱导前后全菌蛋白
4M46ZQSH

c>

预染
c+)d0)

%

%>OU$%

诱导后全菌蛋白%

$>OU$%

诱导前全菌蛋白

表
$

!

蛋白
X3(%('

的质谱鉴定

蛋白名称 登录编号 基因名称 分子量 检测分数

/

<a

';/0;25+,

a

)';02*=Z"D"$

3

2

3

$DDFCBC#DT"D"$ B%D#% %DD

$>#

!

蛋白
=Z"D"$

表达条件优化

以
">%

+

">B

+

%II',

,

U

的
VZ7S

分别在
!C[

和

$"[

条件下诱导目的蛋白表达#

!C[

条件下
$$"

)

,

I2*

诱导
A/

#

$"[

条件下
%"")

,

I2*

诱导
$"/

&

诱导后分别取样进行
4M46ZQSH

分析#结果如图
A

所示#

$"[

条件下
">BII',

,

UVZ7S

诱导的蛋白表

达量相对较高#

!C[

条件下
%II',

,

UVZ7S

诱导的

蛋白表达量相对较高&将
$"[

#

">BII',

,

UVZ7S

诱导表达的重组菌超声离心后#上清与沉淀分别进

行
4M46ZQSH

#鉴定目的蛋白的存在形式#如图
B

所示#上清中未显示目的蛋白#而沉淀中在
B%dM+

处有明显条带#证明低温低转速诱导下#该蛋白亦以

图
A

!

蛋白
=Z"D"$

表达条件优化

c>

低分子量蛋白
c+)d0)

%

%>

诱导前%

$>$"[

#

VZ7S

">%II',

,

U

%

!>$"[

#

VZ7S">BII',

,

U

%

A>$"[

#

VZ7S%>"II',

,

U

%

B>!C[

#

VZ7S">%II',

,

U

%

#>!C[

#

VZ7S">BII',

,

U

%

C>!C[

#

VZ7S%>"II',

,

U

包涵体形式存在&

图
B

!

超声后上清及沉淀的
4M46ZQSH

c>

蛋白
c+)d0)

%

%>

超声后沉淀%

$>

超声后上清

!C[

条件下#经
%II',

,

U

的
VZ7S

诱导的重组

菌#超声所得沉淀经洗涤液
/

+

'

+

2

依次洗涤后#所得沉

淀用
ZO4

重选后#取少量重悬液制样进行
4M46ZQSH

#

分析目的蛋白
=Z"D"$

的纯化效果#结果如图
#

所示&

图
#

!

纯化后蛋白
=Z"D"$

的
4M46ZQSH

c>

蛋白
c+)d0)

%

%>

超声后上清%

$>

超声后沉淀%

!>

纯化的蛋白
=Z"D"$

$>C

!

验证蛋白
=Z"D"$

的免疫原性

用纯化的蛋白
=Z"D"$

免疫小鼠#采用断尾取血

方法获得适量的血液#处理得到血清#经
M';6HUV4Q

法检测抗血清及正常血清对外膜蛋白
=Z"D"$

的效

价#将血清分别稀释
%""

倍#

B""

倍#

%"""

倍#

$"""

倍

和
B"""

倍进行实验#结果发现实验组血清稀释
B"""

倍时仍发生阳性反应#而正常血清稀释
$"""

倍时既

无阳性反应#结果如图
C

所示&通过
R0:;0)*O,';

验

证蛋白
=Z"D"$

的免疫原性#结果如图
D

所示&

图
C

!

蛋白
=Z"D"$

免疫后血清
M';6HUV4Q

效价测定

%>%iB""

%

$>%i%"""

%

!>%i$"""

%

A>%iB"""

ADD

!!!!!!!!!!!!!!

浙
!

江
!

理
!

工
!

大
!

学
!

学
!

报
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图
D

!

蛋白
=Z"D"$

免疫印迹实验

c>

蛋白预染
c+)d0)

%

%>

蛋白
=Z"D"$

$

!

结
!

论

本研究选用副溶血弧菌为研究对象#制备得到

效价达
%iB"""

的抗血清#副溶血弧菌外膜蛋白经

4M46ZQSH

及
R0:;0)*O,';

实验发现有多条蛋白

条带发生阳性反应#证明有多种蛋白与免疫原性相

关#经
cQUMV67K_

,

7K_6c4

分析#确定了免疫原

性 蛋 白 种 类#分 别 为
UZ46+::0I\,

< a

)';02*

#

=Z"D"$

#

c+,;'

a

')2*

#

L/2;'

a

')2*

#

KI

a

L

#

KI

a

Q

#

KI

a

8

#

KI

a

`

#

=Z%$A!

和
=Z"F##

&其中
KI

a

8

和
KI

a

`

已经被证实与免疫原性相关)

%F6$"

*

#而

UZ46+::0I\,

< a

)';02* U

a

;M

#

=Z"D"$

#

=Z$DB"

#

=Z%$A!

和
=Z"F##

为首次发现为免疫原性蛋白&

免疫原性外膜蛋白的确定为筛选高免疫保护性的疫

苗候选靶位和控制弧菌感染提供免疫学基础#为亚

单位疫苗的进一步开发和研制提供参考&

本研究选择免疫原性蛋白
=Z"D"$

深入研究#

构建重组质粒
a

H7@$D+

"

g

$

@DT"D"$

#并成功诱

导表达纯化蛋白
=Z"D"$

&实验表明
$"[

#

%""

)

,

I2*

#

">BII',

,

UVZ7S

诱导和
!"[

#

$$")

,

I2*

#

%II',

,

UVZ7S

诱导的蛋白表达量较高#但低温低

转速诱导并不能抑制该蛋白以包涵体形式表达&纯

化得到蛋白
=Z"D"$

#并证明该蛋白有免疫原性&

这为副溶血弧菌免疫原性蛋白的保护性分析提供研

究基础&
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