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嗜水气单胞菌与迟顿爱德华氏菌二联外膜蛋白
的表达及其初步免疫原性
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摘要 在构建鳗鲡病原性嗜水气单胞菌与爱德华氏菌二联外膜蛋白重组表达载体的基础上,采用不同的诱导剂

(IPTG)浓度、诱导温度、诱导时间和诱导时菌液浓度对重组表达载体的表达条件进行探讨。结果表明,不同诱

导剂(IPTG)浓度、诱导温度、诱导时间和诱导时菌液浓度对该载体的表达无明显影响。在菌液浓度 D600nm=
0.8时,采用0.25mmol/L的IPTG经16℃诱导培养过夜后表达。表达产物采用 ÄKTApurifier-100蛋白质纯

化仪,结合 His标签柱亲和层析后获得分子质量87.1ku的高纯度蛋白。蛋白经透析复性后免疫鳗鲡以初步研

究其免疫原性。结果表明,免疫后第28天,重组蛋白不同剂量注射组的鳗鲡血清中抗体效价均显著高于PBS注

射对照组,初步表明该重组表达蛋白具有良好的免疫原性。
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  鳗鲡养殖长期受细菌性疾病的困扰。已发现的

鳗鲡细菌性病原有十几种,包括嗜水气单胞菌、兽生

气单胞菌、温和气单胞菌、肫鼠气单胞菌、威隆气单

胞菌、迟顿爱德华氏菌、致伤弧菌、鳗弧菌和非01群

霍乱弧菌等[1-4]。我们近10年来从发病的养殖鳗鲡

分离到87株病原菌,其中有61株病原性气单胞菌

和13株迟顿爱德华氏菌。革兰氏阴性病原菌表面

的外膜蛋白(outermembraneproteins,OMP)是一

种重要的保护性抗原,在宿主体内具有良好的免疫

原性[5-6]。某些 OMP可对同属不同种或同种不同

血清型菌株的感染产生交叉保护,从而成为亚单位

疫苗最具潜力的抗原候选成分之一[7-8]。养殖鳗鲡

长期受气单胞菌和爱德华氏菌2个病原菌属的感

染[9-11],而这2个病原菌属外膜蛋白基因的同源性

很低,研制的单种外膜蛋白亚单位疫苗无法产生交

叉保护。因此,笔者采用这2个菌属的代表菌种嗜

水气单胞菌和迟顿爱德华氏菌的基因组为模板,分
别扩增其外膜蛋白基因全长,选取其表达外膜蛋白

膜外多肽部分的基因片段进行体外连接后构建了外

膜蛋白双基因重组表达载体[12]。为进一步获得该

表达蛋白并研究其免疫原性,本研究拟探讨该表达

载体的表达条件,以选择适宜的表达条件进行该二

联外膜蛋白的高效表达和纯化,同时采用表达蛋白

背部肌肉注射免疫美洲鳗鲡(Anguillarostrata)以
初步确定该蛋白的免疫原性,从而为外膜蛋白基因

工程二联疫苗的研制奠定基础。

1 材料与方法

1.1 主要试剂与仪器

OPD,BSA,SDS,DTT,G-250,IPTG,弗氏佐

剂(Sigma);咪唑(Amresco);R-250(TrisGENER-
AYBIOTECH);预染蛋白 Marker(Tiangen);未预

染蛋 白 Marker(Fermentas);羊 抗 兔IgG(Ther-
mo);APS(上海生工);AKTApurifier10,Ni-Seph-
arose-Fastflow(GE);鱼安定(MS-222);超声破碎仪

(Scientz);冷冻离心机(Sigma);蛋白电泳装置(Bio-
rad);气浴摇床(Thermo)。
1.2 质粒、菌株和鳗鲡

pGEX-2T-OMP-his重组质粒:嵌入质粒的目

的基因序列完整,无颠倒,质粒具有Amp抗性。E.
coliBL21(DE3)为高效原核表达工程菌。嗜水气单

胞菌(B11)和迟顿爱德华氏菌(B79)由集美大学水
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产学院鳗鲡病原菌菌种库提供,2株菌经Biolog菌

鉴系统分别鉴定到种,其16SrDNA序列已经递交

至GenBank,其序列与其他网上已经递交的相应菌

种的同源性均在99%以上[12]。50尾用于免疫原性

研究的美洲鳗鲡(Anguillarostrata)购自集美大学

鳗鲡养殖场,平均体质量50g,健康无发病史。
1.3 外膜蛋白诱导表达及其表达形式

含pGEX-2T-OMP-his的BL21菌于37℃过

夜培养,按约1∶100的比例加入LB液体培养基

(pH6.88,含50μg/mLAmp),混匀后37℃250
r/min培养约4.5h。

①诱导剂(IPTG)浓度:待吸义度值D600nm约为

0.8时,加IPTG溶液至终浓度分别为0、0.1、0.25、

0.5、1.0和2.0mmol/L。作为对照,将IPTG加入

含空质粒(pGEX-2T-his)的BL21菌至终浓度为1.0
mmol/L,37℃诱导表达5h后进行SDS-PAGE电

泳检测。

②诱导温度:待D600nm约为0.8时,加IPTG溶

液至终浓度为0.25mmol/L,分别于16、25和37℃
诱导过夜后电泳。

③诱导时间:待D600nm约为0.8时,加IPTG溶

液至终浓度为0.25mmol/L,37℃分别诱导0、1.5、

3、5和7h后电泳。

④诱导时菌浓度:BL21菌 OD值分别为0.1、

0.3、0.6、0.8或1.0时,加入1mol/LIPTG溶液至

0.25mmol/L,37℃诱导5h后电泳。

⑤蛋白表达形式:待D600nm=0.8时,加IPTG
至终浓度为0.25mmol/L,250r/min,16℃过夜培

养后取诱导重组菌全菌,参照文献[4]进行超声波破

碎,取其沉淀和上清,同时取未诱导重组BL21全菌

经超声波破碎的沉淀和上清作为对照进行电泳

检测。
1.4 SDS-PAGE 电泳

分离胶和压缩胶的制备参照文献[13]进行。
上样前,分别取经IPTG诱导和未经诱导的菌液1
mL离心收集菌体,40μL无菌双蒸水重悬,加等量

2×上样缓冲液,煮沸10min,12000r/min离心

3min,取上清10μL。纯化蛋白可直接取5μL样

品和等量2×上样缓冲液在PCR管内混合后95℃
5min变性。装好电泳装置后加电泳缓冲液至上下

贮槽内,加样孔加入样品或 Marker10μL/孔。接

通电源,恒流 (10mA)至样品在浓缩胶部分浓缩成

一条线后,加大电流 (18mA)至溴酚蓝指示剂达到

距离底部约1cm时停止电泳。取出凝胶用双蒸水

漂洗后采用考马斯亮蓝G-250染色液染色20min,
再放入脱色液中脱色,待蛋白条带清晰后拍照。
1.5 外膜蛋白纯化、复性与冻干浓缩

取500mL经IPTG16℃诱导的菌液,4℃、

5000r/min离心10min,菌体加适量灭菌水重悬

后离心洗涤。菌体加40mL2mol/L尿素结合缓

冲液和400μLPMSF,冰浴超声破碎菌体(70%功

率,破碎1s,停止3s;5min),10000r/min,4℃离

心5min,沉淀(包涵体蛋白)用PBS重悬后离心,沉
淀加适量预冷的结合缓冲液(约6mL)重悬菌体;平
衡后20000r/min4℃离心5min,上清再离心一次

后取上清备用。
打开 AKTApurifier100蛋白核酸层析系统,

超纯水冲洗系统10min后用4~8个柱体积(CV)
的结合缓冲液预平衡 His亲和层析预装柱,流速

2mL/min,上清样品缓慢上样后用7CV的结合缓

冲液(20mmol/L咪唑)洗除杂蛋白;用5~10CV
的洗脱缓冲液(500mmol/L咪唑)洗脱表达蛋白并

按峰体积收集。
透析法复性蛋白简述如下:配制含6、4、2、1和

0mol/L尿素的PBS缓冲液各1000mL(pH7.9),
将用8mol/L尿素适度稀释的纯化蛋白样品(0.2~
0.5mg/mL)装入透析袋,4℃置6mol/L尿素PBS
缓冲液12h、依次置4、2、1和0mol/L的尿素PBS
缓冲液中8h,透析袋转移至双蒸水中4℃透析8h,
更换双蒸水透析1次。蛋白样品置-80℃过夜冻

存后冻干成粉末,备用。
1.6 鳗鲡抗外膜蛋白抗血清的制备

将冻干的二联蛋白用0.01mol/LPBS(pH7.2)
稀释为1mg/mL(高质量浓度组)和0.5mg/mL(低
质量浓度组),取适量与等体积的弗氏不完全佐剂充

分混合,同时设PBS注射对照组。取混合液或PBS
每尾鳗鲡背部肌肉注射0.2mL,于注射后第14天和

第28天每组麻醉鳗鲡5尾,断尾取血,血液室温静

置1h,4℃放置过夜,2500r/min离心10min后取

血清,分装后-20℃冻存,备用。
1.7 间接 ELISA 法测定鳗鲡血清抗体效价

以包被液稀释外膜蛋白干粉至500μg/mL,

100μL/孔加于酶标板,每个样品加2个孔,同时设

2个包被液空白对照孔,4℃包被过夜;次日用洗涤

液(PBST)洗板3次,5min/次;加1% BSA200

μL/孔,30℃孵育2h,PBST洗板3次,5min/次;
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加经50倍稀释的鳗鲡血清样品100μL/孔,30℃孵

育1h,洗板3次;加经200倍稀释的兔抗鳗鲡IgM
抗血清[14]100μL/孔,30℃孵育1h,洗板3次;加

1000倍稀释的羊抗兔酶标抗体100μL/孔,30℃孵

育40min;洗板4次;充分拍干,加 OPD底物溶液

50μL/孔,室温放置10min,加终止液50μL/孔后

测D492nm值。
1.8 数据统计与分析

采用SPSS13.0软件将D492nm值进行方差分析

(Anova),同时采用多重比较(Duncan法,双尾)确
定其差异显著性。数据以平均值±标准差表示

(mean±SD)后输入Origin8.0软件[15]作图。

2 结果与分析

2.1 IPTG 诱导表达的条件

在0.25~2.00mmol/L范围内,不同IPTG浓

度均能诱导表达分子质量87.1ku的融合二联外膜

蛋白(图1A,泳道1~4),其诱导重组菌BL21的表

达量无明显差异;空质粒和无IPTG诱导的重组菌

均未表达该外膜蛋白(图1A:泳道5~6)。IPTG终

浓度为0.25mmol/L,16、25和37℃下过夜诱导的

重组菌都可表达该融合蛋白,且表达量也无明显差

异(图1B,泳道1~3);重组菌37℃诱导1.5~7.0h
时 均 能 产 生 重 组 蛋 白 且 表 达 量 亦 无 明 显 差 异

(图1C,泳道2~5),但0h诱导时未能产生目的蛋

白(图1C:泳道1);0.25mmol/L的IPTG在重组菌

5个不同菌浓度(D600nm0.1~1.0)诱导时都能产生特

异性重组融合蛋白,但D600nm为0.6和0.8时的菌浓

度诱导产生的目的蛋白量较多(图1D:泳道1~5)。
2.2 目的蛋白的表达形式

本研究结果表明,特异性重组融合蛋白主要存

在于超声波破碎菌液后的沉淀中(图2,泳道3~4),

 M:Marker;A:泳道1~4:IPTG浓度分别为0.25、0.5、1.0、2.0mmol/L;泳道5:0.5mmol/LIPTG诱导未重组菌;泳道6:无

IPTG诱导的重组菌;B:泳道1~3:16、25和37℃诱导重组菌的表达;C:泳道1~5:诱导0、1.5、3、5、7重组菌BL21的表达;D:泳道

1~5:IPTG诱导时菌浓度(D600nm)分别为0.1、0.3、0.6、0.8、1.0时重组菌的表达。M:Marker;A1-4:IPTGinducedat0.25,0.5,

1.0,2.0mmol/L,respectively;5:Non-recombinantBL21inducedby0.5mmol/LIPTG;6:RecombinantBL21withoutIPTG.B1-3:

IPTGinducedat16℃,25℃,37℃respectively.C1-5:0.25mmol/LIPTGinducedrecombinantBL21for0,1.5,3,5and7h,respec-
tively.D1-5:0.25mmol/LIPTGinducedrecombinantBL21atdifferenttheopticaldensity(600nm)of0.1,0.3,0.6,0.8and1.0,re-
spectively.

图1 不同IPTG诱导浓度(A)、诱导温度(B)、诱导时间(C)、诱导时菌浓度(D)

对重组菌表达目的蛋白影响的SDS-PAGE电泳分析

Fig.1 SDS-PAGEelectrophoresisanalysisoftheeffectofdifferentIPTGconcentration(A),

temperatures(B),time(C)andconcentrationofBL21(D)ontheexpressionoftargetprotein
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而在上清中没有检测到表达蛋白(图2,泳道5~6)。
表明该目的蛋白是以包涵体形式表达的。

 M:Marker;泳道1:未诱导重组菌;泳道2:诱导重组菌;泳

道3-4:超声破碎并离心后沉淀;泳道5~6:超声破碎离心后上

清。M:Proteinmarker;1:RecombinantBL21withoutIPTG

induction;2:RecombinantBL21withIPTGinduction;3-4:Pel-

letoftheexpressedrecombinantBL21afterultrasonicationand

centrification;5-6:Supernatantsoftheexpressedrecombinant

BL21afterultrasonicationandcentrification.

图2 目的蛋白表达形式的SDS-PAGE电泳分析

Fig.2 SDS-PAGEelectrophoresisanalysisofdifferent

expressionformonthetargetproteinexpression

2.3 目的蛋白(OMP-Arom-Edwa)的亲和层析纯化

选择280nm检测紫外吸收曲线,从咪唑浓度

为20mmol/L时开始洗脱(%B为0),洗脱约3mL
后出现杂蛋白峰,至约20mL时,杂蛋白已经完全

被洗脱;此时改用500mmol/L咪唑溶液洗脱(%B
为100),至约26.5mL时出现目的蛋白洗脱峰

(图3)。
2.4 表达蛋白的复性

重组融合外膜蛋白经梯度尿素和双蒸水透析

后最终溶解于PBS中,发现透明无沉淀,表明复性

成功。取10μL复性液进行SDS-PAGE电泳检测,
发现在87.1ku处有一条微弱的蛋白条带(图4泳

道1箭头处),表明复性效果良好,蛋白没有降解和

断裂。
2.5 表达蛋白的免疫原性

鳗鲡经不同剂量的表达蛋白免疫后,于第14天

产生了一定效价的抗体,其中高剂量蛋白免疫组略高

于低剂量组,后者又高于PBS注射对照组。至第28
天,表达蛋白免疫注射组(包括低剂量和高剂量组)均
显著(P<0.05)高于对照组,高剂量和低剂量注射组

也存在一定的差异,但未达到显著性水平(图5)。

%B:500mmol/L咪唑溶液的使用百分数/%Percentof500mmol/Limidazolesoution

图3 目的蛋白AKTApurifier100蛋白核酸层析系统的亲和层析纯化

Fig.3 AfinitychromatographypurificationoftargetproteinbyAKTApurifier100

3 讨 论

表达载体的选择对于外源蛋白能否在大肠杆

菌中正确表达起着非常重要的作用。本研究构建了

非融 合 表 达 载 体 (pET-His)和 融 合 表 达 载 体

(pGEX-2T-His)并均进行蛋白表达,结果发现仅融

合表达载体(pGEX-2T-His)能成功表达出目的蛋

白。2个表达载体都含有启动子、Lac操纵子基因和

SD序列,但融合表达载体(pGEX-2T-His)SD序列

的上游具GST标签。本研究结果表明,非融合蛋白
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表达载体pET-His可以构建重组载体,但无法表达

出重组蛋白,这与之前单外膜蛋白表达的研究结

果[16]类似,可能与不明原因导致控制表达的相关基

因缺失有关,确切原因有待于进一步研究证实。

 M:蛋白 Marker;泳道1:复性蛋白条带;泳道2:纯化蛋白条

带;泳道3~5:重组菌表达全菌蛋白条带。M:Proteinmarker,

1:Bandoftherenaturatedprotein;2:Bandofthepurifiedprotein;

3-5:Bandoftheexpressedproteinofwholelysedrecombinant

BL21.

图4 纯化及复性后蛋白的SDS-PAGE电泳分析

Fig.4 SDS-PAGEelectrophoresisanalysisofthe

purifiedandrenaturatedexpressedprotein

 同一时间内小写字母不同表示不同处理间存在显著(P<0.05)

差异。Eachbarrepresentsthemeanof5eelsofeachgroupateach

timepoint.Withinatimepoint,meanswithdifferentlowercase

lettersaresignificant(P<0.05).

图5 外膜蛋白二联表达产物低剂量(50μg/尾)与
高剂量(100μg/尾)免疫后鳗鲡血清特异性抗体的

ELISA效价(D492nm值,mean±S.D,n=5)

Fig.5 Opticaldensity(492nm)valueofserumantibody
titersineelsinjectedwithPBSorexpressedproteinatthe
doseof50μg/eel(lowdose)and100μg/eel(highdose)

  为获得能高效表达并能快速纯化的目的蛋白转

化菌株,我们同时构建了3种表达载体来分别转化

2种不同的表达菌株[12]。研究过程中,我们首先分

别构建了携带目的基因的3个表达载体pGEX_2T-

His、pGEX_4T-2和pET-32a并成功转化至表达型

大肠杆菌E.coliBL21和E.coliDE3,结果发现载

体pET-32a转化进入2种大肠杆菌后均无法正常

表达外膜蛋白,而表达载体pGEX_4T-2转化至2种

大肠杆菌后虽然均能大量表达,但表达产物不易纯

化[17]。另外,我们还构建了携带目的基因的3个重

组表达载体pET-His、pET-21a和pGEX_4T-2并

分别转化入表达型大肠杆菌E.coliBL21和E.coli
DE3,但尽管进行了多次条件优化,这3个未携带谷

胱甘肽S-转移酶基因的载体在2种表达菌株中均

未能获得表达,这可能与密码子的嗜性和表达载体

的调控因子相关,有待于进一步的研究证实。因此,
在进行细菌外膜蛋白表达过程中应慎重选择表达载

体[18-19],可同时采用多种表达载体和表达菌株进行

试验以筛选载体与表达菌株的最佳组合。
大量研究表明,诱导条件与重组蛋白表达存在

一定的相关性[20-22],如诱导剂浓度、诱导温度、诱导

时间和诱导时菌液浓度。本研究结果表明,诱导剂

IPTG浓度可在0.25~2.0mmol/L之间,诱导温

度可选择16、25或37℃,诱导时间在3~9h对表

达量的影响仅略有差异,诱导时菌液浓度 D600nm

0.1~1.0间的5个水平都有相近的表达。因此,这
些因素的差异对pGEX-2T-His载体转化的大肠杆

菌外膜蛋白表达影响不明显。有研究表明[23],低温

诱导表达有利于表达蛋白的折叠和构象等形成,故
本研究采用16℃进行外膜蛋白的诱导表达。目的

蛋白基因序列对其蛋白表达也有一定影响,如蛋白

的亲疏水性,蛋白基因的G+C含量和表达蛋白的

分子质量大小等。另有研究表明[24],亲水性强的区

域表达量比较高,小于5ku或大于100ku的蛋白

都难以表达。另外,表达基因G+C含量大于70%
时会导致大肠杆菌的表达量下降。本研究选择的基

因表达片段亲水性强,G+C含量在50%~70%,蛋
白分子质量为87.1ku,故得到了高效表达。

在表达 蛋 白 纯 化 方 面,本 研 究 中 表 达 载 体

pGEX-2T同时具有GST和 His亲和标签。含 His
标签的表达蛋白可进行组氨酸亲和层析。具GST
标签的表达载体在表达外源蛋白时会增加一个约为

26ku大小的融合蛋白,该蛋白为谷胱甘肽硫转移

酶,而His标签表达的外源多肽分子质量不足1ku。
由于本研究表达的二联外膜蛋白以包涵体形式存

在,并且携带His标签,故使用含尿素的结合缓冲液

使之变性后以NiSepharose6FastFlow纯化柱和

001



 第1期 王 玉 等:嗜水气单胞菌与迟顿爱德华氏菌二联外膜蛋白的表达及其初步免疫原性  

自动蛋白核酸层析系统 AKTApurifier100来纯

化[25]。试验中采用的蛋白纯化方法是较经典的方

法,我们进行了适度的改良,即在菌体超声波之前加

入一定量的β-巯基乙醇和甘油以在纯化过程中保护

表达蛋白。此外,使用2mol/L尿素结合缓冲液可

显著洗涤杂蛋白,纯化过程中将更大程度地减少干

扰。另外就是在纯化过程中应尽量保持低温,以避

免目的蛋白降解。
就二联外膜蛋白的免疫原性而言,由于特异性

抗体水平是评价蛋白质免疫原性的重要指标,故本

研究以不同剂量二联表达蛋白免疫鳗鲡以初步研究

其免疫原性。结果表明,与PBS注射组相比,不同

剂量 表 达 蛋 白 免 疫 后 第 28 天 抗 体 水 平 显 著

(P<0.05)升高,表明表达蛋白在一定程度上提高

了鳗鲡的体液免疫水平,具有较好的免疫原性。另

外,不同剂量的免疫蛋白产生的抗体水平无显著差

异(P>0.05),表明在后续的免疫效果研究中可以

使用50μg/尾的剂量进行研究[8,26]。试验还发现对

照组鳗鲡血清中也存在较高效价的血清抗体(高

ELISA值),由于气单胞菌和爱德华氏菌是淡水中

的常见病原菌,鳗鲡很可能在本试验前已经接触过

该菌[27],故对照组也具有一定含量的抗体[28-29]。当

然,亦不排除PBS注射组的较高ELISA值由酶联

板本身的非特异性吸附所致。
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Expression,purificationandimmunogenicityofabivalentoutermembrane
proteinofAeromonashydrophilaandEdwardsiellatardafromdiseasedeels

WANGYu FENGJian-jun GUOSong-lin LINPeng

FisheryCollegeofJimeiUniversity/AnguillaModernEngineeringResearchCenter
ofIndustrialTechnologyoftheMinistryofEducation,JimeiUniversity,Xiamen361021,China

Abstract Onthebasisoftheconstructionofanexpressedvectorwhichexpressesabivalentout
membraneprotein(OMP)ofAeromonashydrophilaandEdwardsiellatardafromdiseasedeels,opti-
mumexpressionconditions,includingdifferentIPTGconcentration,temperature,timeandbacteriacon-
centrationoftherecombinantexpressionvectorwerestudied.TheresultsindicatedthatdifferentIPTG
concentration,temperature,timeandbacteriaconcentrationhadnosignificantinfluenceontheexpression
oftherecombinantprotein.AbivalentOMPwasexpressedbyusing0.25mmol/LIPTGtoinducethe
tansformant(E.coliBL21)overnightat16℃inasuitablebacteriaconcentration(D600nm=0.8).Thebi-
valentOMPwithamolecularweightof87.1kuwasthenpurifiedandobtainedbyNickelChelatingAf-
finityChromatographywithÄKTApurifier-100proteinpurificationsystem.Afterrenaturatedbydialy-
sis,thepurifiedproteinwasinjectedtoAmericaneels(Anguillarostrata)tostudyitsimmunogenicity.
Theresultsindicatedthatthetitersofserumantibodyineelsat28dafterimmunization,wassignificant-
ly(P<0.05)enhancedingroupsinjectedwithdifferentdosesoftherecombinantproteincomparewith
thePBSinjectiongroup,indicatinggoodimmunogenicityoftherecombinantprotein.

Keywords bivalentOMP;Aeromonashydrophila;Edwardsiellatarda;Anguillarostrata;im-
munogenicity
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