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鳗鲡病原菌外膜蛋白三联表达载体的构建、
表达与表达产物的纯化
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摘要 为研制能同时预防鳗鲡3种常见病原菌感染的三联外膜蛋白疫苗,分别选择创伤弧菌(Vibrio
vulnificus)、迟缓爱德华氏菌(Edwardsiellatarda)和嗜水气单胞菌(Aeromonashydrophila)外膜蛋白的om-

pU、ompA 和ompporinП 基因,设计特异性引物后分别扩增基因中表达外膜蛋白膜外区域且抗原决定簇丰富

的3个基因片段并通过融合PCR技术进行连接。根据表达载体(pGEX-2T-his)的限制性酶切位点,在连接片段

的两端引入BamHⅠ和 EcoRⅠ两个酶切位点,将3个外膜蛋白基因片段与质粒连接后成功构建了重组表达载

体。重组表达载体成功转化大肠杆菌(E.coliBL21)后,当菌液浓度(D600nm)为0.8时加入0.25mmol/LIPTG,

16℃培养过夜后得到了高效表达。表达产物用镍柱进行洗脱纯化后经梯度尿素复性获得了分子质量约85ku
的高纯度蛋白。
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  近20年来,养殖鳗鲡疾病发生越来越频繁,在
很大程度上制约了我国鳗鲡养殖业的发展,其中细

菌性疾病对鳗鲡养殖的影响最大[1-2],而创伤弧菌、
迟缓爱德华氏菌和嗜水气单胞菌是3种鳗鲡最常见

的病原菌[3-5]。治疗这些细菌性疾病的化学药物因

其残留或产生抗药性等原因难以应用于养殖实践。
近年来,鱼类病原菌外膜蛋白的免疫原性研究成为

热点,研究发现以上3种病原菌均具有免疫原性较

好的外膜蛋白[6-8]。一般而言,同属不同种的病原菌

之间存在共同的外膜蛋白保护性抗原成分,这些成

分免疫后产生的抗体能抵抗属内多种病原菌的感

染[9]。然而,通过GenBank数据库比对分析发现,
不同属病原菌外膜蛋白基因的同源性低,无法筛选

到共同外膜蛋白抗原。因此,本研究分别选取弧菌

属、爱德华氏菌属和气单胞菌属的3个常见鳗鲡病

原菌种,设计特异性引物分别扩增ompU、ompA 和

ompporinП 三个外膜蛋白基因全长序列,选取其

理论上免疫原性较好且表达多肽位于膜外的3个基

因片段,采用融合PCR的方法拼接这3个片段,将
拼接好的序列与质粒连接后构建了重组表达载体,

在适宜条件下该重组表达载体得到了高效的表达。
表达的基因工程三联外膜蛋白可为其进一步的免疫

原性研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 主要材料

创伤弧菌(B88)、迟缓爱德华氏菌(B79)和嗜水

气单胞菌(B11)取自鳗鲡菌种库,均采用功能基因

测序分析和biolog微生物鉴定系统鉴定到种[10]。

pGEX-2T-his质粒:国家海洋局第三海洋研究所馈

赠,在商业化质粒pGEX-2T加入 His标签后兼具

Gst和His标签,含EcoRⅠ和BamHⅠ等多个酶切

位点,并具有Amp抗性。
1.2 外膜蛋白基因片段的选择与引物设计

通过对3种菌外膜蛋白基因全长所表达蛋白的

结构、亲水性和抗原决定簇等的分析[11],根据嗜水

气单胞菌、迟缓爱德华氏菌和创伤弧菌3个外膜蛋

白基因序列的分析结果,在3个基因的膜外区域选

择免疫原性和亲水性都比较好的DNA片段,分别

为嗜水气单胞菌Ⅱ型孔蛋白基因(172~711bp)的
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540bp、迟缓爱德华氏菌ompA 基因(181~609bp)
的429bp和创伤弧菌ompU 基因(319~831bp)
的513bp。扩增3个片段的引物设计方法如下:

第1步:分别在B88、B79、B11两端设计1对引

物 (5′-3′):B88 (F1:GGCGGCAAGTTTGGT-
GAAGTG;R1:TTGGCTGTTCGTTTCTGCGT-
TG),B79(F2:GCTTTCTTCGGCTACCAA;R2:

CGGAGCAGCGACTTCATC),B11 (F3:TTC-
TACGACGTGCTGGAACC; R3:AGAAGAGC-
CACTCACGTTGG)。

第2步:根据要求分别在R1和F3的5′端设计接

头区域(阴影部分),2个接头分别与B79两端的15个

碱基互补。即:R1-1=5′GTAGCCGAAGAAAGC+
R13′;F3-1=5′GAAGTCGCTGCTCCG +F33′。
如下:

F2:5′GCTTTCTTCGGCTACCAA3′;

3′CTACTTCAGCGACGAGGC5′:R2

3′R1+CGAAAGAAGCCGATG5′:R1-1

F3-1:5′GAAGTCGCTGCTCCG+F33′

第3步:在F1和R3的5′端加上酶切位点(阴
影部分)和保护性碱基:CGCGGATCC(BamHⅠ)
和CCGGAATTC(EcoRⅠ)。最终合成的引物序

列 为 (5′-3′):B88 (F1-1:CGCGGATCC+F1;

R1-1:GTAGCCGAAGAAAGC+R1),B79 (F2;

R2),B11 (F3-1:GAAGTCGCTGCTCCG+F3;

R3-1:CCGGAATTC+R3)。
1.3 外膜蛋白基因片段的扩增与体外连接

按如下50μL体系分别扩增3个菌的外膜蛋白

基因片段:超纯水37.5μL;10×TaqBuffer(含有

KCl5μL);MgCl2(25mmol/L)3μL;dNTP(10
mmol/L)1μL;DNA模板2μL;正反向引物(10

μmol/L)各0.5μL;TaqDNAPolymerase0.5

μL。PCR反应条件:94℃预变性5min;94℃变性

1min,分 别 于52℃(B88)、51℃(B79)和62℃
(B11)退火45s,72℃延伸45s,30个循环;72℃延

伸10min。1%琼脂糖电泳检验扩增到的片段大

小。扩增的目的片段用DNA胶回收试剂盒回收并

测定浓度。两步法PCR[13-14]连接上述3个片段:
第1步PCR(B88和B79片段连接):10×Pfu

Buffer(含 MgSO45μL);dNTP (10 mmol/L)

1μL;B79胶回收片段250ng;B88胶回收片段

250ng;PfuDNAPolymerase0.7μL;超纯水补足

50μL。PCR反应条件:94℃预变性5min;94℃变

性40s,55℃退火40s,72℃延伸4min,13个循环。
此时获得少量的连接产物。

第2 步 PCR:10×Pfu Buffer (含 MgSO4
5μL);dNTP(10mmol/L)1μL;第1步的PCR
连接产物10μL;B88正向引物(10mmol/L)1μL;

B79反向引物(10mmol/L)1μL;PfuDNAPoly-
merase0.7μL;超纯水补足50μL。PCR反应条

件:94℃预变性5min;94℃变性40s,55℃退火

40s,72℃延伸4min,13个循环;72℃延伸10min。

1%琼脂糖电泳检验扩增到的连接片段大小。胶回

收连接片段并测定浓度。
以上2步骤获得B88和B79的连接片段,再用

同法将该连接片段与B11连接。
1.4 拼接片段与质粒 pGEX-2T-his 的连接

质粒和拼接片段分别双酶切:BamHⅠ酶1μL;

EcoRⅠ酶1μL;缓冲液2μL;提取的质粒(或拼接

片段)8μL;超纯水8μL。小离心机上离心30s后

置PCR仪,37℃3h,80℃20min。1%琼脂糖凝胶

电泳检测并胶回收,测定浓度。连接反应体系:双酶

切过的pGEX-2T-his30ng;双酶切过的目的基因

与载体物质的量之比3∶1;10×T4Buffer2μL;

T4DNA连接酶1μL;超纯水补足20μL;置PCR
仪,16℃连接16h。
1.5 重组载体的转化、筛选和鉴定

取10μL本文“1.4”中拼接片段与质粒连接成

的重 组 载 体 加 入200μL -70℃保 存 的 E.coli
BL21感 受 态 细 胞 中,轻 轻 吸 吹20次。冰 浴40
min,置于水浴锅内42℃水浴90s后(不能摇动)立
即埋入冰中2min。加入600μL37℃预热的LB液

体培养基,置于培养箱中37℃,150r/min复壮60
min。分别取150μL、450μL涂平板(含 Amp80

μg/mL),待表面液体渗进培养基后倒置培养基,

37℃过夜培养16h。
用牙签挑取10个单克隆于含300μLLB液体

培养基(含Amp80μg/mL)的1.5mL离心管里,

37℃、280r/min培养80min。采用如下体系(50

μL)扩增表达载体上的连接基因序列:10×Buffer
5μL;10mmol/LdNTP0.5μL;引 物 F1-1和

R3-1(终 浓 度 0.1μmol/L)各 0.2μL;Taq 酶

(5U/μL)0.2μL;DNA模板2μL;补无菌水至

50μL。梯度PCR反应:94℃预变性5min;94℃变

性1min,55~60℃梯度退火(每个梯度约相差

0.5℃)1min,72℃延伸2min,30个循环;72℃10

501
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min,4℃保存。1%琼脂糖电泳检测。
1.6 蛋白诱导表达及其表达形式鉴定

IPTG浓度在0.25~2.00mmol/L、诱导温度

16~37℃、诱导时间1.5~7h时产生的目的蛋白表

达量一般无明显差异[12],在此探讨不同菌液初始浓

度时IPTG诱导对蛋白表达的影响。将含有重组载

体的BL21(DE3)划平板(含Amp80μg/mL),37℃
过夜培养后挑取单菌落到 LB液体培养基中(含

Amp80μg/mL)过夜培养,再按1∶100的比例用

LB液 体 培 养 基 稀 释,16℃ 250r/min培 养,待

D600nm为0.1、0.3、0.6、0.8、1.0时,分 别 加 入

1mol/LIPTG使其终浓度为0.25mmol/L,诱导

5h后进行SDS-PAGE电泳检测蛋白表达情况。当

D600nm= 0.8 时,加 入IPTG 至 终 浓 度 为 0.25
mmol/L,16℃250r/min过夜培养后取诱导重组

菌全菌,将部分菌液超声波破碎,离心取沉淀和上

清,同时取未诱导的重组BL21全菌作为对照进行

电泳检测。
1.7 表达蛋白纯化、复性与冻干浓缩

取500 mL 经IPTG 诱 导 过 夜 的 菌 液,4℃
5000r/min离心10min;菌体加入适量4℃预冷的

超纯水重悬后离心;菌体加入40mL2mol/L尿素

结合缓冲液和400μLPMSF,冰浴超声破碎菌体

(90W,破碎1s,停3s;共5min);4℃,10000
r/min离心5min;沉淀用4℃预冷的PBS重悬,同
条件离心,沉淀加适量(6mL)预冷的结合缓冲液

(A液)重悬菌体(避免气泡);平衡后4℃20000
r/min离心5min,取上清并转移到新的离心管,即
为粗提的外膜蛋白样品。

镍柱纯化外膜蛋白变性后 SDS-PAGE 电泳

检测。
蛋白复性与冻干:以0.01mol/LPBS(pH=

7.4)分别配制8、6、4、2、1和0mol/L的尿素缓冲液

各1000mL,调pH至7.9,置4℃备用;将镍柱纯

化的蛋白样品装入预处理好的透析袋,置8mol/L
和6mol/L尿素PBS缓冲液各12h,依次置4、2、1
和0mol/L尿素的PBS缓冲液8h,双蒸水中16h,
更换双蒸水1次。取10μL复性液SDS-PAGE电

泳检测。蛋白样品置-70℃过夜后冷冻干燥为粉

末,分装后置-70℃备用。
1.8 连接产物的亲水性和免疫原性预测

将连接产物的碱基序列转换成氨基酸序列后,
用DNAstar软件的 Editseq和Protean程序分别

对该蛋白质进行亲水性和免疫原性的分析预测[11],
再对B88、B79、B11的外膜蛋白片段进行免疫原性

分析。

2 结果与分析

2.1 3 个基因膜外片段的扩增和连接

采用3对引物进行PCR扩增后,3个外膜蛋白

基因片段均得到扩增(图1,泳道1、2、3),序列分析

表明扩增的基因片段大小与预期相符(B88:513bp、

B79:429bp、B11:540bp)。B88与B79的连接片段

与预期大小(942bp)相符(泳道4),泳道5是3个基

因连接后的片段,可见1482bp处有一清晰的条

带,与预期大小相符,将该连接片段胶回收后用于下

一步的双酶切。

 M:Marker;泳道1~3分别为B88、B79和B11外膜蛋白基因

PCR的扩增结果;泳道4为B88与B79连接的PCR扩增结果;

泳 道 5 为 3 个 基 因 连 接 的 PCR 扩 增 结 果。M:Marker;

1-3:PCRamplifiedresultsofthreeompgenefragments;4:The

fusedsequenceofB88andB79;5:Thefusedsequenceofthree

fragments.

图1 PCR扩增3个外膜蛋白基因片段与

其连接产物的琼脂糖凝胶电泳结果

Fig.1 Agarosegelelectrophoreticresultsofthree

genefragmentsandtwofusedsequences
2.2 质粒和基因拼接片段的双酶切

分别将质粒pGEX-2T-his(图2,泳道1)和3个

基因连接产物(泳道2)用BamHⅠ和 EcoRⅠ双酶

切,经1%琼脂糖凝胶电泳检测发现条带清晰,无杂

带,表明酶切效果良好,酶切位点选择正确。
2.3 不同菌液初始浓度诱导表达结果

从图3可以看出,重组菌初始菌浓度D600nm在

0.1~1.0范围时,通过IPTG诱导均能表达目的蛋

白。当D600nm为0.1和0.3时,目的蛋白的表达量

比较少(泳道1、2),但是当D600nm为0.6至1.0时,
目的蛋白表达量较多且无明显差异(泳道3~5)。

601
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 M:Marker;1:双酶切后的质粒;2:双酶切后连接片段。M:

Marker;1:Thedigestedplasmid;2:Thedigestedfusedfragment.

图2 质粒和3个基因拼接片段双酶切后

的琼脂糖凝胶电泳结果

Fig.2 Agarosegelelectrophoreticresultsoftheplasmid
andthefusedfragmentofthreeompgenefragments

digestedbyEcoRⅠandBamHⅠ

 M:Marker;1~5表示D600分别为0.1、0.3、0.6、0.8、1.0时以

IPTG诱导重组菌表达目的蛋白的结果。M:Marker;1-5:The

expressedproteininducedbyIPTGat0.1,0.3,0.6,0.8and1.0

oftheD600nmvalueofBL21respectively.

图3 不同菌液初始浓度IPTG诱导表达目

的SDS-PAGE电泳结果

Fig.3 SDS-PAGEelectrophoreticresultsofthe
expressionproteininducedbyIPTGatdifferent

concentrationofE.coliBL21
2.4 目的蛋白表达形式的鉴定

从图4可知,未加与加入IPTG诱导的重组菌

分别不表达或表达目的蛋白(泳道1、2)。加IPTG
诱导表达的目的蛋白主要存在于超声波破碎菌液后

的沉淀中(泳道3、4),在上清中没有发现目的蛋白

(泳道5~6),表明该目的蛋白是以包涵体形式表

达的。
2.5 表达蛋白的纯化与复性

经复性的目的蛋白在透析袋中透明无沉淀,表
明复性成功。取10μL透析袋中液体进行SDS-
PAGE电泳检测。发现在85ku处有一蛋白条带

(图5,泳道1),虽然比较微弱,但是无杂带且与目的

蛋白大小(85ku)相符,表明复性效果良好,蛋白没

有发生断裂或降解。

 M:Marker;泳道1:未诱导的重组菌;泳道2:诱导的重组菌;

泳道3~4:重组菌诱导表达超声破碎离心后的上清;泳道5-6:重

组菌诱导表达超声破碎离心后的沉淀。M:Marker;1:Without

IPTGincucedrecombinantBL21;2:IPTGinducedrecombinant

BL21;3-4:Supernatantsofultrasonicationandcentrifugationof

therecombinantBL21;5-6:Pelletofultrasonicationandcentrifu-

gationoftherecombinantBL21.

图4 目的蛋白表达形式的SDS-PAGE分析结果

Fig.4 SDS-PAGEelectrophoreticresults
oftheformoftheexpressedprotein

 M:Maker;泳道1:纯化蛋白;泳道2:复性蛋白;泳道3:未纯化

蛋白.1:Purifiedprotein;2:Renaturatedprotein.3:Unpurified

protein.

图5 纯化与复性蛋白的SDS-PAGE电泳结果

Fig.5 SDS-PAGEelectrophoresisanalysisofthe

purifiedandrenaturatedexpressedprotein
2.6 重组表达蛋白的亲水性分析

经Plot-Kyte-Doolittle法预测重组外膜蛋白的

亲水性(纵坐标正值越大,表明蛋白亲水性越强),结
果发现重组蛋白95%以上的区域处于正值,说明该

蛋白具有良好的亲水性,属水溶性蛋白(图6)。
2.7 连接片段与未连接片段表达蛋白的免疫原性

预测

  经Jomeson-Wolf法预测重组外膜蛋白的免疫

原性(纵坐标正值越大,蛋白的免疫原性越强)。结

果表明,重组外膜蛋白约90%的区域大于0,表明该

蛋白具有良好的免疫原性。根据图7的主要峰型,
可以推测重组蛋白主要有25个抗原决定簇位点,在
蛋白质上的氨基酸序列分别为2-7、13-19、35-40、

42-49、69-76、82-89、107-117、136-149、168-175、204-
212、225-230、238-243、248-258、271-277、291-299、
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 编号为氨基酸位置Scalenumberdenotesthepositionofaminoacids.下同 Thesameasbelow.

图6 重组蛋白亲水性分析

Fig.6 Hydrophicityanalysisofrecombinantprotein

图7 重组蛋白抗原决定簇分析

Fig.7 Immunogenicityanalysisoftheexpressedprotein

310-316、337-347、352-359、362-370、376-381、385-
392、420-428、449-455、458-465、490-496。

经Jomeson-Wolf法分别预测B88、B79、B11所

选外膜蛋白片段的免疫原性(图8),发现B88有9
个抗原决定簇,氨基酸序列分别为1-6、8-15、32-40、

41-46、65-75、76-85、105-114、133-143、164-171。

B79有7个抗原决定簇,氨基酸序列分别为29-38、

50-55、63-70、72-84、95-104、113-124、135-143。B11
有10个 抗 原 决 定 簇,氨 基 酸 序 列 分 别 为6-17、

21-28、34-41、46-51、59-66、68-75、102-112、130-138、

图8 B88、B79、B11外膜蛋白片段表达蛋白的抗原决定簇分析结果

Fig.8 ImmunogenicityanalysisofB88,B79,B11outermembraneproteinsequences

139-148、170-177。

3 讨 论

有研究表明,目的蛋白对应的基因序列对蛋白

表达有 一 定 影 响,当 基 因 片 段 的 G+C 含 量 在

50%~70%之间且当表达蛋白分子质量在5~100
ku时蛋白更易表达[15]。同时,表达多肽位于膜外

且抗原决定簇丰富的蛋白能产生较好的免疫保护作

用。在选择基因片段进行拼接时,本研究综合考虑

了以上因素并选择了合适的基因片段。本研究所表

达蛋白的分子质量为85.16ku,拼接基因表达的重

组外膜蛋白亲水性和免疫原性分析结果表明,所选

基因片段长度合适,表达的蛋白亲水性和免疫原性

良好(图6,7)。
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本研究所选择的外膜蛋白表达基因片段自身不

含BamHⅠ、EcoRⅠ酶切位点,且质粒pGEX-2T-
his含有这2个酶切位点。因此,在设计基因片段引

物时于B88正向和B11反向引物的5′端分别加上

BamHⅠ和EcoRⅠ酶切位点。为将3个基因片段

连接起来,需在B88反向和B11正向引物5′端加上

接头,有文献将GSGGSGG或SPPPPSP作为接头

区[12,16],但本次研究选择B79外膜蛋白(ompA)基
因片段两端各15bp的碱基互补序列作为接头区,
这样通过“两步PCR法”[13-14]就可逐步将3个基因

片段连接起来。测序结果表明碱基配对和密码子排

列顺序无误,酶切位点选择正确,接头区选择无误。
在连接B88、B79和B11外膜蛋白基因片段时,本研

究先用“两步法PCR”连接B88和B79的基因片段,
将上述连接好的基因片段割胶回收之后再与B11
的基因片段连接,这样就达到了将3个外膜蛋白基

因片段连接在一起的目的。
在将拼接基因与质粒pGEX-2T-his连接时,先

将拼接基因与T载体连接,然后重组T载体转化入

E.coliJM109感受态细胞中,LB液体扩大培养后,
提取重组T载体,双酶切重组T载体之后,胶回收

可获得大量带有酶切位点BamHⅠ和 EcoRⅠ的外

膜蛋白基因片段,再将该片段与质粒pGEX-2T-his
连接,这样就避免了拼接基因直接与质粒pGEX-
2T-his连接时造成的连接困难等问题。

本研究所选择的载体pGEX-2T-his同时具有

GST和His标签,因所表达的蛋白为包涵体蛋白,
故利用His标签亲和层析进行该蛋白的纯化。笔者

所在课题组以前采用AKTApurifier100自动蛋白

核酸层析系统,但是这种方法操作复杂,并且一次纯

化所需时间较长。本试验采用镍柱离心柱型亲和层

析方法纯化蛋白,镍柱中的氯化镍能与含有 His标

签的蛋白结合,通过调整咪唑的浓度可以将目的蛋

白与杂蛋白高效分离,最终得到高纯度的目的蛋白,
此种方法操作简单、省时省力,并且蛋白的纯化效果

良好。用镍柱纯化蛋白时需严格按照说明书处理待

纯化的样品,当镍柱中的树脂床颜色明显变浅时应

该对镍柱进行复性。
以外膜蛋白作为抗原成分进行单价疫苗的研究

较多[17-19],尽管研究结果均发现外膜蛋白是一种较

好的细菌疫苗抗原,但单价疫苗只能预防一种或同

属内几种病原菌的感染。有人将病原菌脂多糖和病

毒主要衣壳蛋白制成二联疫苗,发现对细菌感染的

相对免疫保护率达到了62.97%[20]。秦磊等[21]将

嗜水气单胞菌 HEC毒素和胞外蛋白酶分别与38
株迟缓爱德华氏菌的脂多糖及脱毒多糖偶联,结果

表明三联疫苗能同时保护小鼠免受2种病原菌的感

染。最近有研究[22]将嗜水气单胞菌OmpporinП
和迟缓爱德华氏菌OmpS2基因表达膜外多肽的序

列连接后进行表达,发现表达产物免疫后能使美洲

鳗鲡同时抵抗2种病原菌的感染。本研究首次将3
个基因(B88、B79、B11)的外膜蛋白连接起来,以期

达到一种疫苗同时预防3种常见鱼类病原菌感染的

效果,此次研究发现该重组蛋白预测有25个抗原决

定簇(图7),而选择的B88、B79、B11外膜蛋白片段

一共有26个抗原决定簇(图8),表明该连接表达蛋

白的抗原决定簇位点基本未被遮盖,此研究结果为

该蛋白后续的三联外膜蛋白的免疫原性研究准备了

良好的材料。
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Construction,expressionandpurificationoftripleexpressionvectorof
outermembraneproteinofthreepathogensisolatedfromdiseasedeels

ZHAOJin-ping DUANLi-hua GUOSong-lin

FisheriesCollegeofJimeiUniversity/EngineeringResearchCenterofthe
ModernIndustryTechnologyforEel,MinistryofEducation,Xiamen361021,China

Abstract Inordertoacquirevaccineantigenoftripleoutermembraneprotein(omp)whichcan
simultaneouslypreventthreecommonpathogensineel,threegenesofompU,ompAandompporinП
wereselectedfromVibriovulnificus,EdwardsiellatardaandAeromonashydrophila,respectively.
Threegenefragmentswhichencodedtheouterregionsofthethreeompsandshowedrichepitopeswere
amplifiedandcombinedbytwotimesof“two-steps”fusionPCR.Accordingtotherestrictionsitesofthe
expressionvector(pGEX-2T-hisplasmid),tworestrictionsitesofBamHⅠandEcoRⅠwereaddedtothe
5′pointsoftwoprimerswhichareusedtoamplifyfragmentsofompUandompporinП,respectively.
ThefusionfragmentwasconnectedwithpGEX-2T-hisplasmidandtherecombinantexpressionvector
whichexpressedthefusionompwasconstructed.AfterthevectorwastransformedintoE.coliBL21,the
fusionompwithamolecularweightof85kuwashighlyexpressedbyusing0.25mmol/LIPTGtoin-
ducethetansformant(E.coliBL21)overnightat16℃inasuitablebacteriaconcentration(D600nm=
0.8).Theexpressedproteinwaselutedandpurifiedbynickelcolumn,andthenrenaturatedbydialysis
withgradientofurea.

Keywords Edwardsiellatarda;Vibriovulnificus;Aeromonashydrophila;tripleoutermem-
braneprotein;expressionandpurification

(责任编辑:边书京)

011


