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摘要 根据已发表的哈维氏弧菌(Vibrioharveyi)外膜蛋白OmpU的基因序列设计1对特异性引物,应用

聚合酶链式反应(PCR)方法,自哈维氏弧菌致病菌株基因组中扩增获得一段约1000bp的序列,构建重组载体

pMD18-T-OmpU;测序结果表明,该基因与已发表的哈维氏弧菌外膜蛋白OmpU序列存在98%以上的相似性,

该序列在GenBank上的登录号为FJ919231。构建表达质粒pET-30a(+)-OmpU 后转化至大肠杆菌 E.coli
BL21(DE3),在IPTG诱导下实现高效表达,SDS-PAGE显示重组蛋白分子质量约为41ku,与预期基本相符。

重组蛋白以包涵体形式表达。以脲素法得到初步纯化的重组蛋白,以50μg/mL的剂量注射免疫大黄鱼幼鱼,

经间接ELISA法检测了4~8周后特异性抗体的效价,同时检测了注射后4周的免疫保护率。结果表明,4~8
周内特异性抗体效价持续升高,达到log28.0以上,4周时的相对免疫保护率为85%。试验结果显示了重组哈

维氏弧菌外膜蛋白OmpU具有良好的免疫原性,可作为亚单位疫苗的开发对象。
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  哈维氏弧菌(Vibrioharveyi)是一种能产生单

极端鞭毛的革兰氏阴性杆菌,是海水养殖中常见的

致病菌,由其引起的弧菌病是水产养殖经济动物中

最为严重的疾病之一,可造成巨大的经济损失[1]。
外膜蛋白(outermembraneproteins,Omps)是革兰

氏阴性菌特有的外膜主要结构成分,在维持细菌细

胞结构稳定、细胞的物质交换及细菌的致病过程中

起着十分重要的作用,同时,部分病原菌的Omp也

具有良好的免疫原性,不仅可以激发机体的体液免

疫应答,而且还可引起细胞免疫,有可能作为疫苗的

有效成分[2-4]。外膜蛋白OmpU是弧菌的一种重要

孔蛋白,在霍乱弧菌(Vibriocholerae)中起到抗胆

盐和粘附因子的作用,同时也是一种保护性抗原[5];
在创伤弧菌(V.vulnificus)中,OmpU同样具有免

疫原性[6-7]。关于鳗弧菌Ompu免疫原性的研究也

已展开[8],相关研究工作在哈维氏弧菌中尚未见报

道。本试验开展哈维氏弧菌外膜蛋白 OmpU的基

因克隆、原核表达和免疫原性研究,旨在为进一步研

制疫苗提供依据。

1 材料与方法

1.1 病原菌株、质粒和表达菌株

病原株哈维氏弧菌ZJ2008分离自浙江省象山

港海水网箱中的患病大黄鱼(Rseudosciaenacro-
cea);EschericiacoliDH5α和BL21(DE3)菌株由

浙江万里学院生物与环境重点实验室保存。
1.2 分子生物学试剂

DNA Marker、限 制 性 核 酸 内 切 酶 EcoRⅠ、

SalⅠ、BamHⅠ、HandⅢ、pMD18-T载体克隆试剂

盒购自 TaKaRa 公司;异丙 基-β-D-硫 代 半 乳 糖 苷

(IPTG)、琼脂糖、PCR纯化试剂盒购自上海生工生物

工程有限公司。其余试剂均为进口或国产分析纯。
1.3 哈维氏弧菌总 DNA 的提取及 OmpU 基因的

克隆

  取超低温冻存的ZJ2008甘油菌1支,在TCBS
平板上划线接种复苏,28℃培养18h,选取单克隆,
挑斑转接于Zobell2216E培养基,28℃,60r/min
振荡培养12h以上,取1.5mL菌液于Ependoff离
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心管中,5000r/min离心1min,弃上清;灭菌水悬

浮细菌,6000r/min离心4min,洗涤2次;加入35

μLddH2O和35μLTZ缓冲液(4% TritonX-100,

5.0mg/mLNaN3,溶于25mmol/LpH8.0的

Tris-HCl中),-20℃放置30~40min;沸水浴10
min;冰浴10min;5000r/min离心5min,收集上

清作为PCR模板,于-20℃保存。
根据GenBank上已登录的哈维氏弧菌外膜蛋

白 (OmpU)基 因 成 熟 肽 编 码 序 列 (登 录 号:

AY332563)设计1对引物,上游引物1:5′-CGG-
GATCCGCTGAACTTTACA ACCAAGAC-
3′;下游引物2:5′-CCCAAGCTTTTAGAAGTC
GTAACGTAGACC-3′,分别在引物的5′端引入

BamHⅠ和 HindⅢ酶切位点。PCR反应条件为:

94℃预变性5min;94℃45s,60.5℃45s,72℃
90s,共30个循环,再72℃延伸10min。PCR产物

经1%琼脂糖凝胶电泳检验后割胶回收并用试剂盒

纯化,最后以物质的量之比1∶3(载体/插入片段)
的比例克隆入pMD18-T 载体,在含氨苄青霉素

(100μg/mL)的LB平板上挑取阳性克隆,经双酶

切和PCR鉴定后送上海英俊公司测序。
1.4 表达质粒构建

对测序正确的阳性克隆提取质粒DNA 并进行

BamHⅠ、HandⅢ酶切,同时用相同的内切酶对表

达质粒pET-30a酶切。胶纯化回收酶切的目的基

因片段和pET-30a载体片段,建立连接反应。连接

产物转化E.coliBL21(DE3)感受态细胞,涂布LB
(含卡那霉素50μg/mL)平板,挑取单个菌落,接种

于5mLLB(含卡那霉素50μg/mL)培养基中,

37℃振荡培养过夜。碱裂解法抽提质粒,经酶切鉴

定、PCR反应阳性后鉴定为含重组表达质粒的阳性

重组子。
1.5 重组蛋白的表达和纯化

将含有重组质粒的表达菌液以1∶100的比例

接种于新鲜的LB培养基(含50μg/mL卡那霉素)
中,37℃继续振荡培养至D600达到0.4~0.6,加入

IPTG至终浓度为1mmol/L,诱导表达。表达产物

的检测采用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS-PAGE)[8]进行,采用解离非连续缓冲系统垂

直板电泳,分离胶质量分数为12%。
确定重组蛋白形成包涵体后,在最佳条件下诱

导菌体表达,菌液用缓冲液 A[50mmol/LTris-
HCl(pH 8.0),2 mmol/L EDTA,100 mmol/L
NaCl]漂洗,8000r/min离心15min,重复1次。
将漂洗过的菌体细胞悬浮于缓冲液B[50mmol/L
Tris-HCl(pH 8.0),1 mmol/L EDTA,100
mmol/LNaCl,1% TritonX-100](V/V)中,调节使

悬浮液密度约为每毫升含0.1g菌体细胞,超声波

破碎,镜检,破碎率高于95%,5000r/min离心15
min,收集包涵体沉淀。将包涵体沉淀分别用Buff-
erⅠ[50mmol/LTris-HCl(pH8.0),2mmol/L
EDTA,100mmol/LNaCl,0.5% TritonX-100(V/

V),4mol/L脲素]、BufferⅡ[50mmol/LTris-HCl
(pH8.0),2mmol/LEDTA,100mmol/LNaCl,

3% TritonX-100(V/V)]中、BufferⅢ[50mmol/L
Tris-HCl(pH 8.0),2 mmol/L EDTA,100
mmol/LNaCl,0.5% TritonX-100(V/V),2mol/L
盐酸胍]中,超声波振荡洗涤1次,5000r/min,离
心15min收集包涵体。最后溶解在含高浓度脲素

的缓冲液C(8mol/L脲素,10mmol/Lβ-巯基乙

醇,100 mmol/LTris-HCl(pH8.0),2 mmol/L
EDTA,2mol/L脱氧胆酸钠)中,室温放置30min,

8000r/min,离 心30 min,取 上 清。上 清 过 Ni-
NTA亲和层析柱进一步纯化。将纯化产物置于透

析袋中,用PBS缓冲液(0.02mol/L,pH7.4)透析,
透析液每8h换1次,透析6次。
1.6 大黄鱼的免疫和人工攻毒

平均质量为50g的健康大黄鱼购自浙江省象

山港养殖网箱,在室内水泥池(3.0m×1.6m×
2.0m)充气暂养1周后进行免疫试验。试验开始

之前先取5尾鱼的血清,作为阴性对照。试验分3
组,分别为灭活全菌苗免疫组[0.5% 福尔马林灭活

的全菌疫苗(formalinkilledwholecells,FKC),菌
浓度1.0×109cfu/mL]、重组外膜蛋白 OmpU(0.5
mg/mL)免疫组和对照组。每组40尾,以腹腔注射

法分别注射0.2mL上述抗原,对照组则注射相同

剂量的灭菌PBS。以沙滤海水充气暂养,每日早晚

各投喂1次海水鱼湿颗粒饵料,投饵率为8%,每日

吸污换水1次。免疫注射4周后进行攻毒试验,每
尾分别注射0.2mL1.0×108cfu/mL的活菌液,观
察2周,记录每日的发病和死亡鱼情况,统计死亡

率,计 算 免 疫 保 护 率 (relativepercentsurvival,
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RPS);对死亡鱼进行无菌解剖和病原分离,以确定

是否死于攻毒菌引起的感染。攻毒菌液浓度由前期

预备试验确定,并收集预试中感染2周后存活鱼的

血清,-80℃保存。试验期间水温为自然水温,范
围为20~24℃ 。

免疫保护率:RPS/%= (1- 免疫组死亡率/对

照组死亡率)×100[15]

1.7 免疫与抗体的 ELISA 检测

在免疫试验开始前,取10尾健康鱼的血清,作
为阴性对照。以注射器从尾椎静脉取血,室温静置

2h后,移入4℃冰箱过夜,次日,以4000r/min离

心10min,分离血清,-80℃保存。在免疫后4~8
周,从每组中随机取5尾试验鱼,采集血清,4℃保

存,检测抗体效价。

ELISA检测按照常规方法进行。在预备试验

中以 方 阵 法 分 别 测 定 抗 原 的 包 被 浓 度,OmpU
8μg/mL。全菌抗原为经煮沸的哈维氏弧菌ZJ2008
的菌悬液,以pH9.6的碳酸钠缓冲液稀释至1×
109个/mL。96孔酶标板分别以上述抗原包被,大
黄鱼抗血清以2倍系列稀释度加到各孔中,初始稀

释度为1∶8,每个稀释度加并排的两孔作为重复;
第12孔加100μLPBS作为空白对照。以兔抗大黄

鱼免疫球蛋白血清(稀释度1∶500)和 HRP标记的

羊抗兔IgG(稀释度1∶1000,鼎国生物,北京)检测

结合到抗原上的特异性抗体。以邻苯二胺 OPD显

色缓冲液显色30min后,加2mol/LH2SO4终止反

应。在酶标仪(Thermolabsystems)492nm波长处

读取OD值。试验血清吸光度值(P)=待检血清

OD值-空白OD值,阴性对照血清吸光度值(N)=
阴性血清OD值-空白OD值,当两者比值P/N >
2.1时,则判断为阳性;阳性孔的最大稀释度即为抗

体效价。以Student-t检验在置信度水平P<0.05
计算显著性差异。

2 结果与分析

2.1 OmpU 的 PCR 克隆与原核表达载体的构建

以新鲜提取的哈维氏弧菌菌株的 DNA 为模

板,以相应的引物经PCR扩增出1条约1000bp的

特异性条带,经T-A克隆连入pMD18-T载体。阳

性克隆提取质粒经PCR反应(图1A)和酶切鉴定

(图1B),分别出现相应大小的目的片段。重组T载

体测序结果经BLAST软件搜索比对,与已登录的

哈维氏弧菌外膜蛋白基因OmpU 同源性达97%,
表明克隆到的序列是 OmpU 成熟肽编码序列,长

963bp,预期编码320个氨基酸残基,DNASTAR
预测的分子质量为40.09ku,该序列在GenBank上

的登录号为FJ919231。

M.核酸分子质量标准 DNAmarker;

1.PCR产物PCRproducts;

2.重组质粒的酶切 Restrictionenzymeresultsoftherecombinant.

图1 外膜蛋白OmpU的PCR产物及重组质粒

pET30a-OmpU的酶切鉴定

Fig.1 PCRproductionofOmpUandidentificationof
recombinantplasmidpET30a-OmpUbyrestrictionenzyme

2.2 重组蛋白的表达

12%的SDS-PAGE凝胶电泳图谱显示,诱导后

含重组质粒BL21在40.09ku位置出现了1条明显

的表达蛋白带,而不含重组质粒的对照BL21菌体

中无此蛋白条带(图2);SDS-PAGE显示的此蛋白

条带分子质量约为41ku,与DNASTAR推导的融

合表达蛋白(40.09ku)相符。重组蛋白出现在表达

液的沉淀中,上清中无,表明目的蛋白以包涵体的形

式表达。

M.Proteinmarker;

1.诱导前 Un-induced;2.诱导后 Afterinduced.

图2 表达产物的SDS-PAGE分析

Fig.2 SDS-PAGEanalysisofexpressionproducts
2.3 重组外膜蛋白对大黄鱼的免疫保护

免疫4周后对各试验组鱼进行活菌人工攻毒,
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OmpU免疫组相对免疫保护率为67.6%,达到了有

效免疫保护;同期灭活菌苗组的免疫保护率稍高,为

75.7%(表1)。
表1 人工攻击后各免疫组的死亡率和免疫保护率

Table2 CumulativepercentmortalityandRPSofvaccinated

largeyellowcroaker(Pseudosciaenacrocea)

分组

Group

剂量/
(μg/mL)
Dose

样本数

Sample

死亡数

No.of
death

死亡率/%
Mortality

免疫保
护率/%
RPS

OmpU 50 40 12 30.0 67.6
FKC 50 40 9 22.5 75.7
Control 50 40 37 92.5 0.0

2.4 ELISA 检测结果

在不同免疫时期分别取血清用间接ELISA方

法检测特异性抗体。结果表明,4~8周内特异性抗

体效价持续升高,达到log28.0以上。

图3 OmpU免疫后抗体检测

Fig.3 DetectionofantibodyafterimmunizedwithOmpU

3 讨 论

关于弧菌外膜蛋白 OmpU已经开展了较多的

研究。现有报道表明,弧菌外膜蛋白OmpU是一类

保守性较高的孔蛋白[10];在霍乱弧菌中,OmpU已

被证实是一种具有免疫保护作用的孔蛋白从而被应

用于疫苗研制[5]。在创伤弧菌中,一种分子质量为

36ku的主要外膜蛋白诱导了保护性免疫,该蛋白

N端氨基酸序列与该 OmpU 同源[6-7]。对鳗弧菌

OmpU的基因克隆和免疫原性的研究也已展开,大
肠杆菌表达的重组蛋白能与鳗弧菌外膜蛋白抗体很

好地反应,指示了该蛋白具有免疫反应性,可能是良

好的免疫原[8]。在副溶血弧菌中,OmpU对大黄鱼

的免疫原性已被证实[11]。同时,推导的氨基酸序列

比对结果表明,哈维氏弧菌、副溶血弧菌、溶藻弧菌、
创伤弧菌、霍乱弧菌等的 OmpU存在60%以上的

同源性,提示了OmpU是弧菌种类中较为保守的一

类功能蛋白。OmpU有可能作为一种共同保护性

抗原成分用于开发亚单位疫苗来防治水产动物弧菌

病。
本研究成功克隆到哈维氏弧菌ZJ2008株的

OmpU成熟肽的编码基因,构建了原核表达载体

pET30a-OmpU;表达和纯化的重组蛋白免疫大黄

鱼获得了有效的保护性免疫,免疫后的4~8周内,
在试验鱼血清中检测到了高水平的特异性抗体,提
示了抗体应答与保护性免疫的相关性。研究表明,
鱼类抗体的产生需要一定的时间周期,多数鱼类受

抗原刺激后往往在2周时才有少量可测的抗体,以
后抗体效价经历一个缓慢升高的过程,在4周后达

到比较高的效价值[12-14]。研究结果显示了哈维氏弧

菌外膜蛋白OmpU具有较强的免疫原性,在感染过

程中是良好的保护性抗原。
值得一提的是,本研究中全菌苗免疫组的保护

率和抗体效价水平均略高于 OmpU免疫组,但是,
一旦攻击菌株或自然感染的菌株血清型发生改变,
那么,全菌苗免疫的这种有效性就不确定了,而采用

相对保守性的外膜蛋白免疫鱼类,则有可能对各种

血清型毒株的感染均有效。进一步工作中有必要开

展多种血清型分离株中该种蛋白的保守性及重组蛋

白免疫对不同来源毒株攻毒的保护力研究,为开发

安全系数高、免疫效果理想的亚单位疫苗和基因工

程疫苗奠定理论基础。
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Cloning,ExpressionandImmunogenicityAnalysis
ofOmpUofVibrioharveyiZJ2008

HUANGHui1 MAOZhi-juan2 CHENJi-gang2

1.CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;

2.BiologicalandEnvironmentalCollege,ZhejiangWanliUniversity,Ningbo315100,China

Abstract AccordingtoOmpUgenesequencepublishedinGenBank,primersweredesignedandthe
DNAfragmentofabout1000bpwasamplifiedbyPCRfromgenomicDNAofVibrioHarveyiZJ2008,

isolatedfromdiseasePseudosciaenacrocea.ThegenewasclonedintopMD18-Tvectorandsequenced,

thensubmittedtoGenBankwithanaccessionnumberFJ919231.BlastNresultshowedthatthesequence
sharedidentityof99.0% withOmpUofVibrioharveyi.ThesequencewassubclonedintopET-30are-
sultedwiththerecombinantplasmidpET30a-OmpUwhichwasfurthertransferredintohostbacteriaE.
coliBL21(DE3)withIPTGinductionforexpression.SDS-PAGEprofilesshowedtheexpectedMWof
therecombinantOmpUwasaround41ku.Theproteinwasexpressedintheformofinsolvablefusion
bodiesandwaspreliminarypurifiedbyureamethod.Fortypiecesoflargeyellowcroakerwereindividual-
lyimmunizedwith50μgoftherecombinantproteinbyintraperitonealinjection.Fourweeksaftervacci-
nation,tenpieceswereartificiallychallengedbyintraperitonealinjectionwithlivebacteriaandthemor-
talitywasrecordedinthefollowing14d.Relativepercentageofthesurvivalrateoftheimmunizedgroup
reached85%.SpecificantibodylevelwasdetectedbyindirectELISAafter4-8weekspostvaccination.
Resultinganincreaseofantibodytiterstotheimmunizedrecombinantprotein.Thepresentstudydem-
onstratedstrongimmunogenicityoftherecombinantOmpU.OmpUofV.harveyishouldbegiven
enoughattentionfortheirpotentialapplicationinvaccinedevelopment.

Keywords Vibrioharveyi;OmpU;cloning;prokaryoticexpression;immunogenicity
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