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嗜水气单胞菌（"0-7%7#&* <.,-7A<$’&，<C）普遍存在于 淡水，污水及土壤中，是一种人兽共患病菌，对淡水养殖动
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物的危害尤为严重，是引起鱼类暴发性疾病的重要病原之

一［! " #］。由于此菌抗原成分复杂，存在众多血清型，不同

地区流行的菌株在毒力和免疫原性方面存在着明显差异，

灭活疫苗的使用受到限制，商品化生产不理想［$］。因而关

键在于能否找出此嗜水气单胞菌的共同保护性抗原，以制

备针对不同血清型菌株均有保护性的疫苗。

细菌外膜蛋白具有良好的免疫原性，不仅可激发机体

的体液免疫，而且还可引起细胞免疫可与其他血清型的嗜

水气单胞菌有免疫交叉反应，具有异种血清型的免疫交叉

保护作用，是一种潜在的共同保护性抗原［%］，嗜水气单胞

菌 ! 层蛋白，外毒素和外膜蛋白具有良好的免疫保护效

果。因此，我们克隆嗜水气单胞菌主要外膜蛋白基因，在

大肠杆菌中进行 "#"$ 基因表达并分析其抗原性，为研

制嗜水气单胞菌外膜蛋白基因工程疫苗奠定基础。

! 材料与方法

! %! 菌株和载体

嗜水气单胞菌 "&’() 由本实验室于 *++( 年 ’ 月 ()
日从从福建省长乐患病欧鳗肝上分离鉴定，! " #$%& ,-.!
为本室保存，! " #$%& /&*(（,0’），12034564( 为福建省农

科院遗传工程重点实验室惠赠，120"46 0789 :;<=>? 试剂

盒为 $?>@;A7 公司产品。

! %" 主要试剂

BC6$，’() 酶，限制性内切酶，$DE 纯化试剂盒，F$62，

34A7G，甲丙烯酰胺、C，C’4亚甲双丙烯酰胺、60"0, 购自

上海生工公司产品，&/ 培养基为 !HA@7 公司产品，$DE 引

物由上海生工公司合成。

! #$ %&’ 的扩增、克隆和鉴定

$DE 扩增 I-"&’() ,CI 的抽提参照文献

［)］进行，根据 2;J/7JK 中发表的嗜水气单胞菌外膜蛋白

（序列号 IL(5).MN），辅用分子生物学引物设计软件 #GHA>
)% + 设 计 了 ( 对 $DE 引 物。 引 物 (：. ’ O
2D222I6DDI62IIII622D6DD66D（含 *(+- F 位点）；

$DE 引 物 *：.’O D2DI66I6D62IID6II26D。反 应 体

系：反应总体积 *."&，BB-*# ()%N."&，(+ P $DE QRSS;?（内

含 (%+ @@>G·&O ( "ADG*）*%."&，$(（(+"@>G·&O (）("&，$*
（(+"@>G·&O (）("&，BC6$（* @@>G·&O (）*%."&，’() 酶（.
T），+% *."&，模板 ,CI ("&。反应条件：预变性 M5 UN
@HJ，M5 U ( @HJ，.+ U( @HJ，N* U* @HJ，’+ 个循环 ，N* U
延伸 (+ @HJ。(V琼脂糖上恒压 )+ : 电泳约 ( W，紫外灯下

观察结果，自动凝胶成像扫描仪拍照及处理。

$DE 产物的克隆和鉴定 $DE 扩增产物用

$DE产物纯化试剂盒说纯化后，按照 120"46 0789 :;<=>?
使用说明连接到 120"46 0789 :;<=>? 上，D7DG* 转化法转

化大肠杆菌 ,-.!，在涂有 F$62，3427G 和 (++"A·@&O (

I@1X 的 &/ 平板上涂布进行初步筛选，挑取白色菌落抽

提重组质粒，用 *(+- F ，,(% F 酶切进行鉴定，阳性重组质

粒命名为 6>@1。将阳性重组质粒 6>@1 送至上海生工公

司测序。

! %( 表达载体的构建和鉴定

用 *(+- !，,(% ! 酶切 12034564( 质粒与重组的

120"46 0789 载体质粒得到的目的 ,CI 片段通过 65 连

接酶连接，D7DG* 转化 ! " #$%& /&*(（,0’），涂布于含有 (++

"A·@&O ( I"$X 的 &/ 平板上，随机挑取菌落，抽提重组质

粒，用 *(+- F，,(% F 酶切鉴定其为阳性克隆重组子，命名

为 $>@1。

! #) *+*% 基因在大肠杆菌中的表达和检测

嗜水气单胞菌主要外膜蛋白基因在大肠杆菌

中的表达 挑阳性重组单菌落接种于 * @& 含 I@1X

的 &/ 液体培养基 ’N U活化过夜，次日以 (Y(++ 转接入含

I@1X 的 &/ 液体培养基，’N U振摇至 #,)++J@为 +% ) Z +% [
之间时，加入 F$62 使其终浓度为 +%( @@>G·&O (，继续培养

’ W 后，分 装 于 011;JB>?S 管，离 心 取 菌 体，加 入 *++"&
BB-*#，振开，超声波 (++ \ 的功率破碎 ) 次，每次 (+ 8，间

隔 (+ 8，(* +++ ?·@HJO (离心 . @HJ，取上清，再加入 5+"& .
P 上样缓冲液，沸水浴 . @HJ，离心 ( @HJ，上清用于 !,!4
$I20 电泳和 \;8=;?J4QG>= 检测。

!,!4$I20 和 \;8=;?J4QG>= 检测表 达 产 物

按常规的方法在小型蛋白仪上进行。所用分离胶的浓度

为 (*V，浓缩胶为 5V，考马斯亮蓝染色。\;8=;?J4QG>=：按

常规的方法进行恒压 (++ : ( W，胶上的蛋白转移到 CD 膜

上，加 ( Y .++ 稀释的一抗（鼠抗嗜水气单胞菌主要外膜蛋

白抗血清），加 (Y*+ +++ 稀释的标记 I$ 酶的羊抗鼠血清，

C/6O /DF$ 显色。

* 结果

" #! %&’ 扩增和重组质粒的鉴定

$DE 反应可以扩增出约 (% ( KQ 的 ,CI 片段，与预期

扩增的目的片段大小相符合，回收目的片段（图 (），将它

克隆到 120"46 0789 载体上，重组质粒经 *(+- F 和 ,(% F
酶切鉴定，可得到阳性重组质粒，命名为 6>@1（图 *），用

*(+- F 和 ,(% F 双酶切 6>@1 质粒得到目的基因，并把它

克隆到 $2034564( 表达质粒上，经 *(+- F 和 ,(% F 双酶切

鉴定，可以得到阳性重组质粒 $>@1（图 ’）。

" #" *+*% 基因的同源性分析

"#"$ 基 因 的 2;JQ7JK 登 录 号 为 ,]++[5N+。应 用

,CI8=7? 软件进行序列分析，证实嗜水气单胞菌主要外膜

蛋白基因（">@1）有 ( 个核苷酸长度为 (+’. J= 的开放阅

读框，其 2DV的含量为 )+%*MV，编码 ’55 个氨基酸，所编

码的蛋白大小为 ’)% +[ K,，等电点为 .% ’(.，含有 ’+ 个碱

性氨基酸，’) 个酸性氨基酸，(’’ 个疏水性氨基酸，NM 个极

性氨基酸。经 /G78= 比较，它与 2;J/7JK 中的非鳗源嗜水
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气单胞菌外膜蛋白基因（!"#$%&），杀鲑气单胞菌外膜蛋

白基因 !"#’’ 基因（!(#)*+’’），鳖源嗜水气单胞菌外膜蛋

白基因 !"#,( 基因（!"#$%&,(）的核苷酸的同源性分别为

-./，0-/，11/；而氨基酸的同源 性 达 -0/，0-/，11/
（图 2）。

图 1 嗜水气单胞菌 *$%& 基因

的 +34 扩增电泳图谱

56781 +34 9%&:6;6<9=6$> $;
*$%& 7?>? $; $ % &’()!#&*+

18 +34扩增产物；@81 ABCD! 标准分子

量

18 +34 9%&:6;6<9=6$> &E$FG<=H；@8 1 AB

CD! *9EA?E

图 @ 重组质粒 ,$%& 的 ,+""’ I -+.’
酶切鉴定结果

5678@ 3J9E9<=?E6K9=6$> $; E?<$%B6>9>=
&:9H%6FH BL ,+""’ I -+.’ F67?H=6$>

18 1 AB CD!标准分子量；@8 ,$%& 的酶

切鉴定

18 1 AB CD! *9EA?E；

@8 ,$%& F67?H=?F BL ,+""’ I -+.’

图 M 重组质粒 +$%& 的 ,+""’ I -+.’
酶切鉴定结果

5678M 3J9E9<J?E6K9=6$> $; E?<$%B6>9>=
&:9H%6FH BL ,+""’ I -+.’ F67?H=6$>

18 1 AB CD!标准分子量；@8 +$%& 酶切

鉴定

18 1 AB CD! *9EA?E；

@8 +$%& F67?H=?F BL ,+""’ I -+.’

!"# 嗜水气单胞菌主要外膜蛋白基因在大肠杆菌

中表达

将阳性重组质粒 +$%& 转化大肠杆菌菌 NO@1（CPM）感

受态细胞中，MQ R恒温培养 10 J，提取质粒，双酶切及 +34
鉴定正确后，将转化菌接种于含 !*+S 的 ON 培养基，培养

至对数生长期后经 ’+,T 诱导，(C(#+!TP 电泳检测显示，

在质粒 +$%& 表达的全菌体蛋白中，在约 U@ AC 处可见一条

明显的蛋白特征带，这与预期估计的相对分子质量一致，蛋

白表达形式为包含体表达（图 .）。通过嗜水气单 胞 菌

*OM1U主要外膜蛋白经 V?H=?E>#B:$= 实验后，在相应的 U@
AC处可见带出现，而对照组没有，表明通过基因工程手段

表达的此主要外膜蛋白（*)*+）具有免疫原性（图 U）。

M 讨论

嗜水气单胞菌 ( 层蛋白，外毒素和外膜蛋白均具有良

好的免疫保护能力，龚晖等［U］曾克隆表达了嗜水气单胞菌

外毒素基因，并及其制备了其表达表达产物 ’(3)*H，免疫

欧鳗取得了良好的免疫保护力。但是由于外毒素有毒性，

表达分泌量比较少，作为疫苗的成本会增加，故探索嗜水气

单胞菌外膜蛋白基因工程亚单位疫苗的研究，以期能降低

生产成本。

细菌的外膜蛋白具有良好的免疫原性，不仅可以刺激

体液免疫而且对细胞免疫亦有刺激作用。外膜蛋白按其在

细胞中的拷贝数高低分为主要蛋白和微量蛋白，而主要蛋

白包括 外 膜 ! 蛋 白（)%&!），微 孔 蛋 白（+$E6>H），脂 蛋 白

（O&&）。目前除了克隆表达的鳖源的嗜水气单胞菌的外膜

蛋白 /"#,( 基因外，对鳗源嗜水气单胞菌主要外膜蛋白基

因研究仍无任何相关的报道［Q，0］。我们克隆了嗜水气单胞

菌主要外膜蛋白基因全长为编码 M22 个氨基酸，分子量为

MU8W0 AC 的蛋白，并在大肠杆菌中进行了高效表达，对进一

步研究该基因蛋白的结构和功能，作为候选的疫苗蛋白提

供了物质来源。

实验中诱导表达的融合蛋白为包含体，但是经超声破

碎等处理后仍与外膜蛋白抗血清有很强的反应，而 V?H=?E>#
B:$= 反应中由于血清可能没有进行足够的吸附处理，所以

背景仍然较深，需在后续的实验中进行进一步的处理研究。

实验所用的 !"*OM1U 来自福建省某鳗场患暴发性败

血症病鳗上分离到的菌株，经血清学分型表明此菌株是福

建省两大主要血清型之一（待数据发表），并且这株菌的主

要外膜蛋白与其他血清型的嗜水气单胞菌有免疫交叉反

应，具有异种血清型的免疫交叉保护作用［-］，因此，克隆

!"*OM1U 的 *)*+ 基因可为进一步研制嗜水气单胞菌外

膜蛋白基因工程疫苗奠定基础。
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图 ! "#$%&’( $)$* 基因与 "#+,-.，"/+,-.00 基因和 "#+,-.1/ 基因的所推导的氨基酸序列比较

2345! 6,-.789: ;, :9:<=9: 7-3>, 7=3: ?9@<9>=9 ,A
;B9 ,<;98 -9-C87>9 .8,;93> 49>9 A8,- !"#$%$&’( )*+#$,)-.’
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图 ! 表达产物的 "#"$%&’( 分析

)*+,! "#"$%&’( -.-/01*1 23 4567411*2. 67284*.
9：诱导前的 6’(:;<$9；=：诱导后的 6’(:;<$9；

>,蛋白质标准分子量；?：诱导前的 >2@6$6’(:;<$9；

;：诱导后 >2@6$6’(:;<$9

9,6’(:;<$9 A*8B2C8 D%<’ *.ECF8*2.；=：6’(:;<$9 A*8B

D%<’ *.ECF8*2.；>：%7284*. @-7G47；?：>2@6$6’(:;<$9 A*8B2C8

D%<’ *.ECF8*2.；;：>2@6$6’(:;<$9 A*8B D%<’ *.ECF8*2.

图 H 用主要外膜蛋白抗体进行 I41847.$J/28 分析

)*+,H I41847.$J/28 -.-/01*1 C1*.+ 8B4 -.8*J2E0
23 @-K27 2C847 @4@J7-.4 67284*.

>：蛋白质标准分子量；9：诱导后的 >2@6$6’(:;<$9；

=：导前的 >2@6$6’(:;<$9

>：%7284*. @-7G47；9：>2@6$6’(:;<$9 A*8B D%<’

*.ECF8*2.；=,6’(:;<$9 A*8B2C8 D%<’ *.ECF8*2.
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