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嗜水气单胞菌外膜蛋白基因 !"#$% 的

高效表达及其免疫原性

谢俊锋 叶巧真" 何建国 戴伟君 黄 晓 何鸣筱 陈 诚
（中山大学生命科学学院 生物防治国家重点实验室，广州 &!%$5&）

摘 要 根据嗜水气单胞菌外膜蛋白基因 (3456 的核苷酸序列设计引物，运用聚合酶链式反应（BCD）扩增出与预

期大小相符的基因片段。将此基因片段克隆至质粒 EDF92 G 的 .+3HI 和 70(DI 位点，构建重组质粒，转化大肠杆

菌 JK$!（L9#），经 IB2M 诱导获得高效表达，FLF/BGM9 蛋白电泳表明在 #616NL 处出现超强特异带，占总蛋白的

&!O。以 +;/+2G/C(?PQR-S3 抗体进行 T3US3V? W)(S 分析证明该 #616NL 的蛋白为所表达的融合蛋白。纯化融合蛋白注

射雄性新西兰大白兔可诱导产生特异抗体。9KIFG 和 T3US3V? W)(S 检测结果显示，该抗体与表达的融合蛋白和从嗜

水气单胞菌中提取的 #016 NL 外膜蛋白均呈阳性反应，表明所表达的融合蛋白仍保持原有外膜蛋白的免疫原性，为

此融合蛋白作为疫苗的候选成份提供理论基础。
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嗜水气单胞菌（ 8%*(3($+& "29*(4"#,+）普遍存在

于土壤和水体环境中，一般认为是条件致病菌［!］，可

引起多种动物的败血症，对淡水养殖动物的危害尤

为严重［$］。此菌存在有多种血清型，随地域和宿主

的不同而有所差异，限制了灭活疫苗的使用范围。

解决此问题的关键在于找出嗜水气单胞菌的共同保

护性抗原，以制备对不同血清型菌株均有保护作用

的疫苗。

外膜蛋白基因 (3456 是我们新近发现的基因，

与嗜 水 气 单 胞 菌 E(V;?!基 因 的 核 苷 酸 序 列 有

"#1&O的同源性，各编码 #&! 和 #&& 个氨基酸，其氨

基酸序列的前 $% 个氨基酸残基均为信号肽［#］，由此

推断 X:E2F 是 B(V;?!家族的外膜蛋白，而 B(V;?!
较为广泛地存在于嗜温气单胞菌中，可激活补体经

典途径（C!<）
［4］。本研究选取嗜水气单胞菌外膜蛋白

基因 (3456 在大肠杆菌中进行表达并分析其免疫

原性，旨在为进一步研究 X:E2F 及其能否作为基因

工程亚单位疫苗的候选成分奠定基础。

! 材料与方法

!"! 材料

!"!"! 菌株和载体：嗜水气单胞菌（G>60!%%4）分离

自患病的濒死中华鳖，由中山大学生命科学学院寄

生虫研究室保存。质粒载体：EDF92 G（ I?Z;SV(R3?，

图 !），受体菌：大肠杆菌 [K!/J)Q3、JK$!（L9#），均由

香港大学动物系 LV* F *,* C>-? 惠赠。

!"!"# 实验动物：$ \ #NR 新西兰雄性大白兔，购自

广东省医学实验中心。

!"!"$ 试剂和酶类：酶类购自 BV(:3R-2, 和 MIJCX
JDK2,公司。试剂均为分析纯。

!"# 方法

!"#"! BCD 扩增：反应条件为 6&] &:;?，! 个循环；

6&] 4&U，&&] 4&U，5$] !:;?，#% 个循环；5$]延伸

!%:;?。

!"#"# 基因克隆与表达：BCD 产物用琼脂糖凝胶回

收试剂盒（购自 MIJCX JDK2,公司）回收。BCD 产物

以 .+3HI 和 70(DI 酶 切，定 向 克 隆 至 表 达 质 粒

EDF92 G，转化大肠杆菌 [K!/J)Q3；经酶切分析、序列

测定筛选得到重组质粒（EDG/(:E#）（如图 $）。EDG/
(:E# 转化大肠杆菌 JK$!（L9#），在含 &%"R^:K G:E
的 FXJ 培养基中以 IB2M 诱导表达 4>。离心收菌

后，用 ! _ BJF 重悬，液氮中冻融 # 次，加入等量体积

的 $ _ FLF 上样缓冲液进行 FLF/BGM9 电泳。



图 ! 表达质粒 "#$%& ’ 结构图及其多克隆位点

()*+! ,-" ./ "#$%& ’ -01 )23 ,4$

图 5 重组质粒 "#’6.7"8 构建过程

()*+5 4.0329:;2).0 ./ 9<;.7=)0-02 ">-37)1 "#’6.7"8
!?@4# "9.1:;2；5?A)0<-9 ">-37)1；8?#<;.7=)0-02 ">-37)1

!"#"$ 包涵体的收集、纯化、洗涤和溶解：参照参考

文献［B］的方法进行。

!"#"% 融合蛋白的纯化：以 @9.C.01&, 4.>:70（D)-6
*<0）亲和凝胶柱纯化融合蛋白，参照操作说明书进

行。

!"#"& $E$6@’F% 电泳：按常规的方法在小型蛋白

电泳仪 上 进 行 恒 压 电 泳。所 用 的 分 离 胶 浓 度 为

!5G，浓缩胶为 HG，!IIJ 电泳约 8K 至溴酚蓝跑至

胶底，取下胶后用染色液染色 8I7)0 以上，脱色液脱

色至背景干净。观察蛋白带型，干胶保存。

!"#"’ 蛋白转印（L<32<90 =>.2）：按常规方法在蛋白

转印装置上进行蛋白转移。HM，BIJ 转印约 5K。转

移于硝酸纤维素膜上的蛋白的检测参照 N0O)29.*<0

公司《’02)6P"9<33&, ’02)=.1Q》免疫检测方法进行。

!"#"( 嗜水气单胞菌 R,@ 的提取：参照参考文献

［S］。

!"#") 免疫血清的制备：对约 5?BT* 的纯种新西兰

雄性家兔以皮下多点注射进行免疫。第一次注射剂

用完全福氏佐剂与纯化的融合蛋白混合研磨均匀后

使用，第二次注射剂用不完全福氏佐剂混合。总注

射量为 I?5*UT* 体重。两针之间间隔 !B V 5I1，并于

第二针 W V !I1 后取血。颈动脉放血 BI V WI7A，置

于 8WM，8I7)0，然后 HM过夜，低速离心后取上清即

为血清。

按常规方法进行 %AN$’ 检测以测定血清效价。

# 结 果

#"! *+, 扩增

根据嗜水气单胞菌外膜蛋白基因 !"#$%（F<06
C-0T登录号：’(5WSS8X），设计 ! 对引物，扩增去除编

码信号肽序列的 !IIY =" !"#$% 部分结构基因。上游

引 物 为：BZ ’’FF’&44F4’F&FF&&&’&F’4 8Z，引 入

&’"[N 位 点；下 游 引 物 为：BZ 44F’’&&4&6
&’F’’F&&F&’&&F 8Z，引入 ()!#N 位点，总扩增片段

长为 !I5H="。@4# 扩增的结果显示，在约 !T= 处出现

一条亮带，表明扩增出与预期大小相符的 E\’ 片段。
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!"! 重组质粒的构建

用 !"#!" 和 $%&#" 双酶切 $#%&’ ( 和 )*# 产

物，进行粘端连接，转化大肠杆菌 +,-./012。随机挑

取单菌落培养，碱裂解法提取质粒，经双酶切，-3琼

脂糖电泳观察到与预期的基因片段大小相符的约

45/ 和 -5/ 的两条片段（图 4），初步认定为阳性克隆

子。对重组质粒进行 67( 测序，序列分析结果表明

插入的片段是缺失编码信号肽序列的 &#’() 基因，

且该片段以正确的方向插入质粒中，重组质粒再转

入溶源大肠杆菌 8,9-（6&4）中进行 ")’: 诱导表达。

图 4 重组质粒的 $%&#";!"#!" 酶切鉴定

<=>?4 62@2AB=CD@=EC EF A2GEB/=CDC@ $0DHB=IH /J $%&#";!"#!"
-K-5/ 67( 0DII2A；9 L M? #2GEB/=CDC@ $0DHB=IH I=>2H@2I

/J $%&#";!"#!"

图 N 表达产物的 %6%.)(:& 分析

<=>?N %6%.)(:& DCD0JH=H EF 2O$A2HH=EC $AEI1G@H
-K)A2H@D=C2I 0EP BE02G10DA $AE@2=C BDA52A；9K)1A=F=2I F1H=EC $AE@2=C；

4K7E@ A2GEB/=CDC@ /DG@2A=D；NQMK#2GEB/=CDC@ /DG@2A=D；

RKST)H EF * K +,-.&’+/0"

!"# 表达产物的鉴定

根据测序的结果，借助 67(H@DA 软件进行序列

分析表明缺失信号肽序列的 &#’() 基因可编码 44M
个氨基酸、推定分子量为 4RKU56 的蛋白，再加上

$#%&’ ( 质粒上编码的约 456 的蛋白片段，推测融

合蛋白为 4UKU56。表达菌经冻融处理、进行 %6%.
)(:& 电泳，而后，一块胶用考马斯亮蓝 #.9MV 染色，

显示在预期大小处有特强的蛋白染色带（图 N）；另

一块胶用电转移方法把蛋白转移至硝酸纤维膜进行

W2H@2AC /0E@ 分析，用识别融合蛋白中的表达载体 7

端前导肽的抗体 7=.7’(.*ECX1>D@2 检测也显示在预

期大小处有阳性反应带出现（图 M），表明已表达出

预期 的 重 组 蛋 白。利 用 *%.UMV 凝 胶 薄 层 扫 描 仪

（%!"T(6YZ’T）检测 %6%.)(:& 电泳胶，得出此融合

蛋白占菌体总蛋白的 M-3。由于目的基因片段在

$#%&’ 表达载体系统中高效表达，表达产物有时部

分形成包涵体。

图 M 用 7=.7’(.*ECX1>D@2 抗体进行 W2H@2AC /0E@ 分析

<=>?M W2H@2AC /0E@ DCD0JH=H 1H=C> @[2
DC@=/EIJ EF 7=.7’(.*ECX1>D@2

-K)A2H@D=C2I 0EP BE02G10DA $AE@2=C BDA52A；9K)1A=F=2I F1H=EC $AE@2=C；

4K7E@ A2GEB/=CDC@ /DG@2A=D；NK<1H=EC $AE@2=C =C 0JHD@2

!"$ 融合蛋白的免疫原性

以表达的融合蛋白为抗原免疫新西兰大白兔，

&,"%( 效价测定，免疫 MVI 时可诱生抗体滴度为 - \
-V9N 的抗融合蛋白血清。以此融合蛋白抗体为一

抗，羊抗兔.!#) 血清（博士德）为二抗进行 &,"%( 和

W2H@2AC /0E@ 检测，结果显示，该抗体不仅与表达的融

合蛋白呈阳性反应，而且与从嗜水气单胞菌中提取

的外膜蛋白混合物（&,"%( 检测结果）及 4RKU 56 外

膜蛋白呈阳性反应（图 R），表明所表达的融合蛋白

仍保持原有外膜蛋白的免疫原性。

图 R 用融合蛋白的抗体进行 W2H@2AC /0E@ 分析

<=>?R W2H@2AC /E0@ DCD0JH=H 1H=C> @[2 DC@=/EIJ EF F1H=EC $AE@2=C
-K)A2H@D=C2I 0EP BE02G10DA $AE@2=C BDA52A；9QMKST)H EF * K +,-.&’+/0"；

4K7E@ A2GEB/=CDC@ /DG@2A=D；NQRK#2GEB/=CDC@ /DG@2A=D

# 讨 论

已有报道通过基因工程表达的 ST) 具有良好
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的免疫原性和保护作用［!］。实验经诱导表达产生分

子量为 "#$#%& 的融合蛋白，可引起动物机体的免疫

反应，说明该蛋白具有免疫原性，而且由其诱导产生

的抗体作为一抗，在 ’()*+ 检测中可与提取自嗜水

气单胞菌的 ,-. 混合物起阳性反应，/012034 5672 分

析进一步显示该抗体可与 "8$# %& 外膜蛋白结合。

说明缺失编码信号肽序列的 !"#$% 基因和质粒片

段共 同 表 达 的 融 合 蛋 白 与 野 生 型 嗜 水 气 单 胞 菌

"8$# %& 外膜蛋白（即 ,9:;*）的抗原结合位点没有

改变，有望作为基因工程亚单位疫苗的候选成分，而

且融合蛋白不需要进行切除 <=端质粒肽段非目的

片段的操作，这将大大降低 ,9:;* 融合蛋白基因工

程疫苗的成本。

在实验过程中，诱导表达的融合蛋白偶尔形成

包涵体。估计是经 ).;> 诱导后，!"#$% 基因高效表

达，以至融合蛋白在大肠杆菌内过量积存，菌体为了

物质和功能的平衡，形成了包涵体。在 /012034 5672
实验中，包涵体和菌裂解液中所得的融合蛋白均可

以与融合蛋白抗体结合，因此包涵体的融合蛋白不

用经过复性处理仍保存有抗原抗体结合的活性。鉴

于在裂解液中的融合蛋白的表达量已高达 ?@A，因

此在其它生物学活性实验中不考虑使用包涵体中的

融合蛋白。

!"#"!"$%"&（参考文献）

［ @ ］ BC4DC B -，*EC374 ( +，*EFD0E G &’ () H IJ32E03 12JDF01 74 5F7KE09=

FKC6 KEC3CK203F12FK1 C4D 103767LFK :37:032F01 7M 2E0 L04J1 +037974C1H

* +),-,.() /,.0!1,!)，@##8，’(（N）：@#"O P @#""
［ Q ］ R’ S T（叶巧真）H *2JDU 74 2E0 :C2E7L041 7M 30D C4D VEF20 C5D79F=

4C6 1E066 DF10C10 7M ;3F74UW 1F4041F1H .E & 2E01F1 7M *J4 RC2=*04 X4F=

Y031F2U，>JC4LZE7J，@###
［ " ］ [X+<> \（黄晓），R’ S T（叶巧真），[’ B >（何建国）&’ () H

]674F4L C4D 10^J04K0 C4C6U1F1 7M 7J203 90953C40 :3720F4 L040 !"#$%

7M 2&0!"!-(3 4560!#4,)( H *!70-() !8 9,34&0,&3 !8 +4,-(（水 产 学

报），QOO@，)*（8）：??Q P ??N
［ _ ］ -03F47 *，<7LJ03C1 - -，+LJF6C3 + &’ () H +K2FYC2F74 7M 2E0 K79:60=

9042 K6C11FKC6 :C2EVCU（]@^ 5F4DF4L）5U 9017:EF6FK 2&0!"!-(3 45:

60!#4,)( 7J203 90953C40 :3720F4H ;-8&.’ ;""7-，@##N，++（N）："NQ?

P "N"@
［ ? ］ *C95377% B，I3F21KE ’ I，-C4FC2F1 ;H /!)&.7)(0 .)!-,-<：2 )(1!0(:

’!05 "(-7() H Q4D 0D，<0V R73%：]76D *:3F4L [C3573 (C573C273U

.3011，@#N#
［ 8 ］ ][’< [ S（陈怀青），(X ] .（陆承平）H +4C6U1F1 7M *=6CU03 :37=

20F4 C4D ,-. K79:71F2F74 74 2&0!"!-(3 4560!#4,)( H *!70-() !8

=(->,-< 2<0,.7)’70() ?-,@&03,’5（南 京 农 业 大 学 学 报），@##"，,+
（QO）：8# P !"

［ ! ］ T[+, \ ‘（赵香汝）H *23JK2J30 C4D MJ4K2F74 7M 5CK203FC6 7J203 909=

53C40 :3720F4H +4,-&3& *!70-() !8 A&’&0,-(05 %.,&-.& (-6 $&.4-!)!<5
（中国兽医学报），@###，)-（@O）：QO P Q"

./0 "123044567 68 !"#$%$&’( )*+#$,)-.’ $%,/0 9070 :7; </0
=>>?76@075A5<B 68 !0A6>C57:7< D>2.&

\)’ BJ4=I04L R’ SFC7=TE04! [’ BFC4=>J7 &+) /0F=BJ4
[X+<> \FC7 [’ -F4L=\FC7 ][’< ]E04L

（%’(’& B&5 C(1 !8 D,!.!-’0!)，%.4!!) !8 C,8& %.,&-.&3，%7- E(’ a %&- ?-,@&03,’5，F7(-<G4!7 ?@OQ!?，+4,-(）

EC4<3:A< .3F9031 V030 D01FL40D 5C10D 74 !"#$% L040 30:7320D 30K0426U H /F2E 2E0 1:0KFMFK :3F9031，740 2C3L02 M3CL9042 C57J2
@OQ_5: 6CK%F4L 2E0 1FL4C6 10^J04K0 7M !"#$% L040 VC1 C9:6FMF0D M379 2 H 4560!#4,)( L0479FK &<+ YFC .]‘H ;E0 !"#$% L040
VC1 EU:030W:30110D J1F4L L040 MJ1F74 0W:3011F74 Y0K273 :‘*’; 1U1209，C4D 2E0 30K795F4C42 ,-. 0WEF5F20D C 1FZ0 7M "#$#%&
VF2E *&*=.+>’ C4D /012034 5672 C4C6U1F1，VEFKE 1E7V0D C57J2 ?@A 7M 272C6 6U1C20 :3720F41 H +42F57DU 27 2E0 :J3FMF0D 30K795F=
4C42 ,-. 30CK20D 472 746U 27 2E0 30K795F4C42 ,-. 5J2 C617 27 2E0 :J3FMF0D ,-.1 M379 2 H 4560!#4,)( F4 ’()*+ C4D 2E0 "8$#%&
,-. F4 /012034 5672 H ;E0 301J62 F4DFKC201 2EC2 2E0 30K795F4C42 ,-. EC1 2E0 1C90 0:F27:0 VF2E 2E0 4C2J30 740 H

F0B G63;4 2&0!"!-(3 4560!#4,)(，7J203 90953C40 :3720F4 ,9:;*，!"#$% L040，L040 0W:3011F74，F99J47L04FKF2U

‘0K0FY0D：@O=ON=QOO@
;EF1 V73% VC1 1J::7320D 5U >3C42 M379 2E0 <C2F74C6 <C2J3C6 *KF04K0 I7J4DC2F74 7M ]EF4C（<7H"OOOO@QN）H
! ]73301:74DF4L CJ2E73 H ;06：N8=QO=N_@@"!#"；ICW：N8=QO=N_O"8Q@?；’=9CF6：̂FC7ZE04UbUCE77H K79

"O"" 期 谢俊锋等：嗜水气单胞菌外膜蛋白基因 !"#$% 的高效表达及其免疫原性




