
第３５卷 第５期

２０１６年　９月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３５　No．５

Sep．２０１６,９７~１０４

收稿日期:２０１５Ｇ１１Ｇ１０
基金项目:福建省自然科学基金项目(２０１５J０１１４３);福建省教育厅项目(JA１５２８３)
段丽华,硕士研究生．研究方向:水产动物病害防治．EＧmail:lhduan６５＠１６３．com
通信作者:郭松林,博士,副教授．研究方向:鱼类病害与免疫防治．EＧmail:gsl＠jmu．edu．cn

迟钝爱德华氏菌外膜蛋白基因工程
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摘要　构建迟钝爱德华氏菌外膜蛋白重组表达载体后,表达纯化获得分子质量约５３ku的外膜蛋白.将

１００尾日本鳗鲡均分为２组,分别腹腔注射牛血清白蛋白(BSA,０．５mg/mL)和迟钝爱德华氏菌外膜蛋白(Omp,

０．５mg/mL)０．２mL/尾.于免疫后第７、１４和２８天采集鳗鲡血液、粘液、肝脏和肾脏,测定各时间点的补体活

性、溶菌酶活性、全血细胞转化水平和血清抗体效价.结果发现,外膜蛋白组鳗鲡的补体活性于免疫后第７天极

显著高于对照组;其抗体效价于第１４天和第２８天显著或极显著高于对照组.免疫后第２８天以迟钝爱德华氏

菌、嗜水气单胞菌和创伤弧菌(１．０×１０７cfu)腹腔注射感染鳗鲡.结果发现,外膜蛋白组鳗鲡对迟钝爱德华氏

菌、嗜水气单胞菌和创伤弧菌的相对免疫保护率分别为７１．４％、５０．０％和１２．５％.表明鳗鲡注射迟钝爱德华氏

菌基因工程表达外膜后显著提高了其对迟钝爱德华氏菌感染的抵抗力,对嗜水气单胞菌的感染也有明显的交叉

保护效果,但对创伤弧菌的交叉保护效果较弱.
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　　养殖鳗鲡现已成为我国产业化和出口创汇最多

的水产品之一[１Ｇ２],年出口创汇约７亿~１０亿美元.
随着养殖品种的增多和养殖面积的扩大,养殖中细

菌性疾病发生频繁,感染后死亡率较高[３Ｇ４].迟钝爱

德华氏菌(Edwardsiellatarda)是养殖鳗鲡的主要

致病病原菌之一[５Ｇ６].目前已在爬行动物、鸟类、哺
乳动物、人类及环境水[７Ｇ８]等样品中分离到迟钝爱德

华氏菌.最近的研究致力于找到一种对不同血清型

的迟钝爱德华氏菌具有普遍抗原性的蛋白.作为重

要的保护性抗原,革兰氏阴性细菌表面的外膜蛋白

(outermembraneprotein,Omp)在宿主体内具有良

好的免疫原性[９Ｇ１０].研究表明,对于同属不同种或

同种不同血清型菌株的感染,某些外膜蛋白可产生

交叉保护作用,因此外膜蛋白现已成为亚单位疫苗

研究中最具潜力的抗原候选成分之一[１１Ｇ１３].获得外

膜蛋白的方法主要有分离纯化和重组表达２种方

法.有研究将提取的迟钝爱德华氏菌外膜蛋白

(Omp)３７ku制备成疫苗并对乌鳢进行免疫,结果

发现其具有抗体水平高、出现时间早、持续时间较长

等优点[１４];提取的外膜蛋白免疫牙鲆后第１０、３０和

１００天进行攻毒试验,分别 获 得 了 ３０％、７１％ 和

５３％的相对免疫保护率[１５].但国内外以重组表达

的方法获得迟钝爱德华氏菌外膜蛋白并对其免疫原

性进行的研究尚未见报道.因此,本试验采用基因

工程手段获取迟钝爱德华氏菌重组外膜蛋白,腹腔

注射免疫日本鳗鲡(Anguillajaponica)后检测其

全血细胞转化的刺激指数、补体活性、溶菌酶活性和

抗体水平等,从４个方面分别探讨其对日本鳗鲡非

特异性和特异性免疫功能的影响,从而确定其免疫

原性,为迟钝爱德华氏菌外膜蛋白亚单位疫苗的研

制提供参考.

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器

EcoRⅠ、BamHⅠ 酶,氨 苄 青 霉 素 (Amp),

OPD,SDS,BSA,DTT,GＧ２５０,RＧ２５０,IPTG,咪唑,
尿素,DMSO,弗氏不完全佐剂(Sigma),RPMI１６４０
细胞培养液,MTT,肝素钠,羊抗兔IgM,APS;超声
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波破碎仪(Scientz),冷冻干燥机(北京博医康实验仪

器有 限 公 司),SDSＧPAGE 蛋 白 电 泳 装 置 (BIOＧ
RAD).
1.2　菌株、质粒及鳗鲡

迟钝爱德华氏菌(B７９)、嗜水气单胞菌(B１１)和
创伤弧菌(B８８)由鳗鲡病原菌菌种库提供,３株菌种

经Biolog菌种鉴定系统鉴定到种[１６Ｇ１８].

pGEXＧ２TＧOmpＧEdwaＧHis重组质粒:Amp抗

性,经测序成功连接的目的基因序列完整,无颠倒.

１００尾健康无病史的日本鳗鲡购自福建福清养

殖场,体质量(３０±１０)g.
1.3　重组蛋白诱导条件及其表达形式鉴定

将３７℃过夜摇床培养的含重组质粒的 BL２１
菌以１∶１００的比例稀释,３７℃,２５０r/min摇床培

养,待ΔD６００nm值为０．８时,加入IPTG 使其终浓度

为０．２５ mmol/L,分 别 诱 导 ０、３、５、７、９h.待

ΔD６００nm值分别为 ０．１、０．３、０．６、０．８、１．０ 时,加入

IPTG使其终浓度为０．２５mmol/L,诱导５h.待

ΔD６００nm值为０．８时,加入IPTG使其终浓度为０．２５
mmol/L,１６℃,２５０r/min摇床培养过夜,超声波破

碎,离心,取沉淀和上清.
1.4　重组蛋白的纯化与复性

菌液于１６℃经IPTG诱导５h后,５０００r/min
４℃ 离心１０min;以超纯水离心洗涤,分别加入４０
mL２mol/L尿素结合缓冲液和４００μLPMSF,４℃
超声破碎菌体５min(９０ W,破碎１s,停３s),４℃
１００００r/min 离心５min;PBS重悬,同样条件离

心.以４℃预冷的结合缓冲液重悬,４ ℃ ２００００
r/min离心５min,上清即为待纯化的粗提外膜蛋白

样品.
将得到的粗提蛋白样品与变性平衡液等量混匀

后上镍柱,涡旋振荡器上振荡３０min后同条件离

心,弃废液.取变性清洗液６mL 加入柱内,４℃
２４２５r/min离心２min,弃废液,重复３次.取变性

洗脱液 ３ mL 加入柱内,４ ℃ ２４２５r/min 离 心

２min,重复３次,收集３次的液体.
以０．０１mol/L的PBS(pH＝７．４)分别配制０、

１、２、４、６和８mol/L的尿素缓冲液各１０００mL,调

pH 至７．９,４℃放置;将蛋白样品装入透析袋,分别

放置于８mol/L和６mol/L的尿素PBS缓冲液中

透析１２h;放置于４、２、１和０mol/L的尿素PBS缓

冲液中各透析８h;移至双蒸水中１６h,中途换水

１次,透析过程在４℃进行.复性液置－７０℃过夜

后,冷冻干燥至呈粉末状,备用.
1.5　鳗鲡免疫注射和样品采集

将１００尾鳗鲡均分为２组,暂养１周.分别腹

腔注射０．５mg/mL 的外膜蛋白和 BSA,每尾０．２
mL.于免疫后的第７、１４和２８天采样,每组每次

６尾.取每尾鳗鲡的抗凝血用于分离全血细胞,进行

培养与转化实验.制备鳗鲡血清并分别采集鳗鲡体

表粘液、肝脏和肾脏各０．１g,加入０．５mL的 PBS
(０．０１mol/L,pH＝７．４),匀浆,１００００r/min离心

１０min,取上清－７０℃保存,用于测定补体活性、抗
体效价和溶菌酶活性.
1.6　血细胞培养与转化

根据已有研究[１９]方法,向２．７mLRPMI１６４０
细胞培养液中加入３００μL灭活补体的鳗鲡血清(终
质量分数１０％),称作 A培养液.向２．１mLRPMI
１６４０细胞培养液中加入３００μL灭活补体的鳗鲡血

清和６００μL质量浓度１００μg/mL的ConA(终质量

浓度２０μg/mL),称作B培养液.将 A、B２种培养

液分别加入９６孔细胞培养板中,５０μL/孔.血细胞

悬液,５０μL/孔,每个样品设２个平行.２５℃培养

４８h,加入５mg/mL MTT,１５μL/孔.继续２５℃
培养４h,２５２８r/min离心１５min,用灭菌的纸巾吸

出上清,加入 DMSO,２００μL/孔.充分振荡混匀.
酶标仪上测 OD５７０nm,根据公式计算样品的细胞刺

激指数(SI值):SI值 ＝B 培养液中某一样品的

OD５７０nm平均值/A 培养液中该样品的 OD５７０nm平均

值－１.
1.7　补体活性测定

按 表 １ 所 列 加 入 所 需 试 剂,水 浴 过 后 测

OD５４２nm,该样品最终的补体活性等于与５０％溶血

标准管 OD 最接近的样品所对应的补体活性[１６].
采集鳗鲡新鲜血液的红细胞后,按照１∶４９的比例

加入巴比妥缓冲液(BBS)得到２％ ERBC.取２０

μL的２％ ERBC,８０μL蒸馏水,混匀;加入８０μL
１７g/L的高渗盐水,混匀;加入２０μL的２％ ERBC
制得５０％溶血标准管.以巴比妥缓冲液(BBS)作为

空白对照.
1.8　溶菌酶活性测定

将配制好的应用菌液、标准品应用液和待测样

品(血清、粘液、肝脏、肾脏匀浆悬液)置于３２℃恒温

培养箱中１０min,向每孔酶联板中加入１０μL的待

８９
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表１　补体溶血活性测定方法

Table１　Theassayofthehemolyticactivityofthecomplement

编号

Number

巴比妥
缓冲液/μL

Barbitalbuffer
solution

１∶２０稀释血清/μL
Serumdiluted

atthe
ratio１∶２０

２％鳗鲡红细
胞悬液/μL

２％eelsred
bloodcells

２单位溶血素/μL
２unitsof
hemolysin

水浴温度/℃
Waterbath

temperature

水浴时间/min
Waterbath

time

补体溶
血活性

Complement
activities

１ ５６ ４ ２０ ２０ ３７ ３０ ２００．０

２ ５４ ６ ２０ ２０ ３７ ３０ １３３．０

３ ５２ ８ ２０ ２０ ３７ ３０ １００．０

４ ５０ １０ ２０ ２０ ３７ ３０ ８０．０

５ ４８ １２ ２０ ２０ ３７ ３０ ６６．６

６ ４６ １４ ２０ ２０ ３７ ３０ ５７．１

７ ４４ １６ ２０ ２０ ３７ ３０ ５０．０

８ ４２ １８ ２０ ２０ ３７ ３０ ４４．４

９ ４０ ２０ ２０ ２０ ３７ ３０ ４０．０

１０ ６０ ０ ２０ ２０ ３７ ３０ －

１１ １００μL５０％溶血标准管１００μL５０％standardhemolysistubes
１２ １００μL巴比妥缓冲液１００μLbarbitalbuffersolution

　注:“－”表示未加入样品对应的无补体溶血活性.Note:“－”thereisnocomplementactivitieswithoutserumadded．

测样品和标准品,迅速用排枪加入１００μL应用菌

液,酶标仪中振荡２０s,分别于３０s和４．５min测定

OD５３０nm值.溶菌酶的计算方法为:血清的溶菌酶浓

度(U/mL)＝(样品孔 OD４．５min－该样品孔 OD３０s)/
(标准孔 OD４．５min－标准孔 OD３０s)×标准品质量浓

度(２．５μg/mL或２００U/mL);粘液/肝脏/肾脏溶

菌酶浓度(U/mL)＝(样品孔 OD４．５min－该样品孔

OD３０s)/(标准孔OD４．５min－标准孔OD３０s)×标准品

质量浓度(２．５μg/mL或２００U/mL)/样品质量浓

度(０．２g/mL).
1.9　ELISA 法测定鳗鲡血清抗体效价

向９６孔板中加入１００μg/mL的重组外膜蛋白

(用包被稀释液稀释),每孔１００μL,空白对照加包

被稀释液,４℃包被过夜.次日,PBST洗涤液洗涤,

２００μL/孔,洗涤３次,每次５min.加１％的BSA/

PBST 封闭液,２００μL/孔,３７ ℃ 孵育 ２h.洗 板

３次,每次５min.加封闭液倍比稀释的鳗鲡血清

(２４~２９等６个稀释度),阴性对照和空白对照加封

闭液,１００μL/孔,３０℃孵育１h.洗板３次,每次

５min.加封闭液稀释的兔抗鳗鲡IgM(１∶１５００),

１００μL/孔,３７℃孵育１h.洗板３次,每次５min.
加封闭液稀释的羊抗兔酶标抗体(１∶１５０００),每孔

加入１００μL后３７℃孵育３０min.洗板４次,每次

５min.加底物溶液 OPD,５０μL/孔,显色１５min,
以 ２ mol/L 的 终 止 液 终 止,５０ μL/孔. 测 定

OD４９２nm值.样品的血清效价为(样品 OD－空白对

照 OD)/(阴性对照 OD－空白对照 OD)≥２的最高

稀释倍数,最终血清效价为经Log２转化后的数值.
1.10　攻毒感染与免疫保护率测定

免疫后第２８天,２组鳗鲡分别采用迟钝爱德华

氏菌(１．１×１０８cfu/mL)、嗜水气单胞菌(０．５×１０８

cfu/mL)和创伤弧菌(４．０×１０８cfu/mL)腹腔注射感

染,０．２０ mL/尾.注射后放 入 不 同 的 水 族 箱 中,

８尾/箱,做好标记,对鳗鲡１４d内的死亡情况进行

记录并按公式计算外膜蛋白组相对保护率.计算公

式为:相对免疫保护率＝(１－外膜蛋白组死亡率/

BSA组死亡率)×１００％.
1.11　统计学分析

２组数据间的差异显著性用 SPSSStatistics
２０．０中的独立样品t检验进行检测.以数据的平均

值±标准差(mean±SE)为依据,利用软件 Origin
７．５作图[２０].用卡方检验 (ChiＧSquare,Likelihood
Ratio)确定免疫保护率结果的差异显著性.

2　结果与分析

2.1　不同诱导时间与 OMP 的表达

经IPTG诱导３h(图１,泳道２)、５h(图１,泳道

３)、７h(图１,泳道４)、９h(图１,泳道５)后,重组菌均

能表达目的蛋白且无明显差异.
2.2　不同菌液初始浓度与 OMP 的表达

经IPTG诱导,不同浓度的菌液均能表达目的

蛋白(图２).菌液初始浓度 ΔD６００nm值为０．３至０．８

９９
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时,目的蛋白表达量较多且无明显差异(图２,泳道

２,３,４).

　M:Marker;１~５表示诱导０、３、５、７、９h后目的蛋白表达结果

TheexpressedproteininducedbyIPTGafter０,３,５,７and９hreＧ

spectively．

图１不同诱导时间对目的蛋白表达情况影响

的SDSＧPAGE分析结果

Fig．１　SDSＧPAGEelectrophoresisanalysis
oftheexpressedproteininducedby

IPTGafterdifferenttimeofE．coliBL２１

　M:Marker;１~５ 表示诱导菌液初始浓度分别为 ΔD６００nm ＝

０．１、０．３、０．６、０．８、１．０时目的蛋白的表达结果 TheexpressedproＧ

teinofBL２１inducedrespectivelybyIPTGat０．１,０．３,０．６,０．８and

１．０oftheΔD６００nmvalue．

图２　不同诱导菌浓度对目的蛋白表达

情况影响的SDSＧPAGE分析结果

Fig．２　SDSＧPAGEelectrophoresisanalysis

oftheexpressedproteininducedbyIPTGat

differentconcentrationofE．coliBL２１

2.3　目的蛋白表达形式鉴定

重组菌未加入IPTG 诱导表达时,无目的蛋白

(图３,泳道３).加IPTG 诱导表达后,在上清中未

发现目的蛋白(泳道１),其主要存在于沉淀中(泳
道２),表明该目的蛋白的表达形式为包涵体形式.
2.4　蛋白的纯化与复性

对外膜蛋白的复性情况进行检测,发现在约５３

ku处有一蛋白条带(图４,泳道５~８),与目的蛋白

大小(５３．２２ku)相符,表明蛋白没有发生断裂或降

解,说明目的蛋白的复性效果良好.

　M:Marker;１:诱导表达超声破碎离心后重组菌上清 SupernaＧ

tantsoftheexpressedrecombinantBL２１;２:诱导表达超声破碎离

心后重组菌沉淀 PelletoftheexpressedrecombinantBL２１;３:未

诱导重组菌 ExpressionofrecombinantBL２１withoutinduction．

图３　鉴定目的蛋白表达形式的SDSＧPAGE分析结果

Fig．３　SDSＧPAGEelectrophoreticanalysis

oftheexpressedprotein’sform

　M:Marker;１~４:纯化后蛋白 Purifiedprotein;５~８:复性后

蛋白 Renaturatedprotein．

图４　纯化与复性后蛋白的SDSＧPAGE电泳分析结果

Fig．４　SDSＧPAGEelectrophoresisresultsoftheexpressed

proteinafterpurifiingandrenaturating
2.5　血细胞转化试验

在免疫后第７和１４天,外膜蛋白组的全血细胞

转化水平高于BSA组,但是由于个体差异较大(SE
值较大)并未达到显著水平(图５).
2.6　补体活性

免疫后第７和２８天,外膜蛋白组的补体活性显

著高于BSA组(图６,P＜０．０５),在第１４天,外膜蛋

白组的补体活性高于 BSA 组,但并未出现显著性

差异.
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图５　鳗鲡免疫后不同时间全血细胞转化

的刺激指数(mean±SE;n＝６)

Fig．５　SIofwholebloodcellsatdifferent
daysoftheimmunizedeels

　∗:同一时期两组间差异显著(P＜０．０５).∗indicatesignificant
(P＜０．０５)differencesbetweenimmuneandcontrolgroup．

图６　鳗鲡免疫后不同时间补体活性(mean±SE;n＝６)

Fig．６　Complementactivityatdifferent
daysoftheimmunizedeels

2.7　溶菌酶活性

免疫处理后,外膜蛋白组和 BSA 组鳗鲡血清

(图７A)、肝脏(图７B)、肾脏(图７C)和粘液(图７D)
中的溶菌酶活性并未出现显著性差异.第７、１４和

２８天,外膜蛋白组肝脏中的溶菌酶活性均明显高于

BSA组,但未达到显著性水平.第１４天,外膜蛋白

组血清中溶菌酶活性高于 BSA 组,但无显著性

差异.
2.8　血清抗体效价

从图８可以看出,免疫后第１４天和２８天,外膜

蛋白 组 的 抗 体 效 价 显 著 (P ＜０．０５)或 极 显 著

(P＜０．０１)高于BSA组.
2.9　鳗鲡攻毒感染后的相对免疫保护率

攻毒试验结果中,外膜蛋白组的鳗鲡分别对创

伤弧菌、嗜水气单胞菌及迟钝爱德华氏菌产生了

１２．５％、５０．０％及７１．４％的相对免疫保护率(图９).
以迟钝爱德华氏菌攻毒后１４d内BSA组和外膜蛋

白组鳗鲡的死亡率分别为８７．５％(死亡７条)和

２５％(死亡２条).卡方检验表明,免疫后外膜蛋白

组与BSA 组累积死亡率存在显著性(P＜０．０５)差
异.以嗜水气单胞菌攻毒１４d内BSA组和外膜蛋

白组鳗鲡的死亡率分别为１００％(死亡８条)和５０％
(死亡４条).卡方检验表明,免疫后外膜蛋白组与

BSA组累积死亡率存在显著性(P＜０．０５)差异.感

染创伤弧菌后BSA组和外膜蛋白组的鳗鲡在１４d
内的死亡率分别为１００％(死亡８条)和８７．５％(死

图７　鳗鲡免疫后不同时间血清(A)、肝脏(B)、肾脏(C)、粘液(D)溶菌酶活性(mean±SE;n＝６)
Fig．７　Lysozymecontentinserum(A),liver(B),kidney(C),skinmucus(D)atdifferentdaysoftheimmunizedeels
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　∗∗与∗:外膜蛋白组与BSA组分别存在极显著差异(P＜０．０１)和显著(P＜０．０５);∗∗ and∗indicatemark

significant(P＜０．０１)andsignificant(P＜０．０５)differencesrespectivelybetweenimmuneandcontrolgroup．

图８　不同时间包被B７９血清抗体效价(mean±SE;n＝６)

Fig．８　SerumtitersofimmunizedeelsatdifferentdaystoB７９

　∗:该时期外膜蛋白组和BSA组存在显著性差异(P＜０．０５).∗:Thereissignificant(P＜０．０５)differencesbetweentestandcontrol

groupatonetime．

图９　B７９(A)、B１１(B)和B８８(C)攻毒感染鳗鲡的累计死亡率

Fig．９　ThecumulativemortalityrateofimmunizedeelsafterchallengedbyB７９(A),B１１(B)andB８８(C)

亡７条),外膜蛋白组的累积死亡率与BSA 组的累

积死 亡 率 于 攻 毒 后 第 ３ 天 出 现 显 著 性 差 异

(P＜０．０５).

3　讨　论

本试验采用基因工程手段获取迟钝爱德华氏菌

重组外膜蛋白,腹腔注射免疫日本鳗鲡后检测其全

血细胞转化的刺激指数、补体活性、溶菌酶活性和抗

体水平,从而对其免疫原性和鳗鲡免疫后病原菌攻

毒感染的保护率进行了初步研究.
有研究表明,细菌重组外膜蛋白能否成功表达

与诱导条件存在一定的相关性[１７,２１Ｇ２２],诱导条件通

常包括诱导时间、诱导温度、诱导时菌液初始浓度和

诱导剂浓度等.本研究对诱导时间和菌液初始浓度

进行探讨,得到了与已有研究一致的结果[１７],即诱

导３、５、７或９h对目的蛋白的表达量无明显影响.
菌浓度ΔD６００nm为０．３、０．６或０．８时表达量较高且无

明显差异.

２０１
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免疫后第７和１４天,外膜蛋白组的全血细胞转

化水平均高于BSA 组,但差异不显著,这可能与试

验鳗鲡个体间差异较大相关[１３].
免疫处理后,本研究外膜蛋白组和BSA组鳗鲡

血清(图７A)、肝脏(图７B)、肾脏(图７C)和粘液

(图７D)中的溶菌酶活性并未出现显著差异.本研

究对照组采用BSA代替了其他研究采用的PBS,同
时,对照组采用等量弗氏不完全佐剂与BSA均匀混

合,由于细胞产生的溶菌酶主要用于吞噬菌体或弗

氏佐剂等异物,故本研究结果与其他对照组未加佐

剂的研究结果存在较大的差异[１３,１６Ｇ１８,２３].另外,溶
菌酶活性也受鱼体的健康状况、规格、环境温度、pH
值、离子强度、季节等多种因素的影响[２３Ｇ２５],这也可

能是本研究溶菌酶测定中个体差异较大的原因.
免疫后的第７、１４和２８天,外膜蛋白组的平均

补体活性均高于BSA组(图６),且在第７天和第２８
天均达到显著性水平(P＜０．０５).有趣的是,免疫

后第１４天并未出现显著性差异,原因有待于进一步

分析.
免疫后第１４天和第２８天,外膜蛋白组的抗体

效价显著(P＜０．０５或P＜０．０１)高于BSA 组,这与

已有的许多研究结果一致[１６Ｇ１８],表明本研究使用的

迟钝爱德华氏菌表达外膜蛋白具备较强的免疫

原性.
本次攻毒试验中,经免疫的鳗鲡分别对迟钝爱

德华氏菌和嗜水气单胞菌获得了７１．４％和５０．０％
的相对免疫保护率.表明表达的外膜蛋白不但可增

强鳗鲡对迟顿爱德华氏菌感染的抵抗力,其对嗜水

气单胞菌的攻毒感染也有明显的交叉保护效果.有

研究表明[２６],嗜水气单胞菌的外膜蛋白和海洋弧

菌、迟钝爱德华氏菌及部分肠杆菌科细菌外膜蛋白

具有一定的同源性,其也可对迟钝爱德华氏菌产生

交叉保护作用.
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Immunogenicityofoutermembraneproteinexpressed
bygeneengineeringofEdwardsiellatarda

DUANLihua　FENGJianjun　GUOSonglin　CHENYihang　RUANCaizhang

FisheriesCollegeofJimeiUniversity/EngineeringResearchCenterof
theModernIndustryTechnologyforEel,MinistryofEducation,Xiamen３６１０２１,China

Abstract　Theexpressedoutermembraneprotein(Omp,about５２ku)ofEdwardsiellatarda was
purifiedaftertherecombinantexpressionvectorwasconstructed,transferredintoE．coliBL２１andinＧ
duced．Atotalof１００healthyJapaneseeels(Anguillajaponica)wasdividedinto２groupsandintraperＧ
itoneallyinjected(i．p)withbovineserumalbumin(BSA,０．５mg/mL)andtheoutermembraneprotein
(Omp,０．５mg/mL),respectively．On７,１４and２８dpostＧvaccination,theblood,skinmucus,liverand
kidneyofeelswerecollectedtoevaluatethelysozymeandcomplementactivities,stimulationindexand
specificantibodytiters．Thecomplementactivitiesinthe Ompgroup wereextremelysignificantly
(P＜０．０１)higherthanthatoftheBSAgroupon７d．ThespecificantibodytitersintheOmpgroupwere
significantly(P＜０．０５orP＜０．０１)higherthanthatoftheBSAgroupon１４dand２８d．Thelysozyme
activitiesandstimulationindexesshowednosignificantdifference(P＞０．０５)betweentwogroups．The
relativepercentsurvival(RPS)ofOmpwere７１．４％,５０．０％and１２．５％respectivelyafterchallengedby
E．tarda,A．hydrophilaorV．vulnificus．TheseresultssuggestedthattherecombinantexpressedOmp
couldsignificantlyimprovetheimmunefunctionandresistanceofA．japonicaagainstE．tarda．ItalsohadsigＧ
nificantcrossprotectionagainstA．hydrophila,buthadweakcrossprotectionagainstV．vulnificus．

Keywords　Anguillajaponica;Edwardsiellatarda;outermembraneprotein;immunogenicity;

relativepercentsurvival(RPS)

(责任编辑:边书京)

４０１




