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间接 RZYVB检测方法的初步建立
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摘要! 溶藻弧菌是中国南部水产养殖业中弧菌病的最主要病原菌!数量居海洋类弧菌之首!其

快速检测具有重要意义$ 以溶藻弧菌国内标准株,X33#??"= 基因组>+,为模板!A3*扩增

出外膜蛋白D@%O基因!将其克隆入表达载体 W2XD%BF中!获得重组质粒 W2XD%BFD(EW_!限

制性内切酶结合琼脂糖凝胶电泳分析和序列测定结果表明!该序列开放读码框正确且与已发

表的(EW_结构编码序列完全一致$ 将重组质粒 W2XD%BFD(EW_转化大肠杆菌 C-%# W-KH

2!高效表达重组蛋白!将其纯化后免疫小鼠所得的高免血清能外膜蛋白 (EW_特异性结合!

表明体外表达的重组蛋白(EW_具有良好的免疫原性和反应原性$ 利用该抗溶藻弧菌外膜

蛋白(EW_的抗血清建立了间接2-/0,检测方法!检测灵敏度为 #$

"

3.)@E-!能特异性检测

出溶藻弧菌!与其他菌株无交叉反应$

关键词! 溶藻弧菌& D@%O基因& 原核表达& 间接酶联免疫吸附法

中图分类号! [?B;& 0=#?&&&&&&&文献标识码',

&&溶藻弧菌"L)$()/ .9")*/9'6)-+,#为革兰氏阴

性嗜盐菌!广泛存在于海水中!寄主范围广!可引

起人类伤口感染+食物中毒+中耳炎+胃肠炎)#*

!

同时可引起海洋动物如海水鱼+虾+贝+蟹伤口感

染+胃肠炎和败血症等!严重影响我国水产养殖业

的发展)%*

( 因此!在水产养殖病害监控及水产品

的加工销售过程中!溶藻弧菌一直是检验检疫的

重点(

外膜蛋白" 5L9MREMEVRFOMWR59MGO!(EW#是

弧菌特有结构外膜的重要组成成分( 在感染和诱

导宿主免疫反应的过程中起重要作用!在禽大肠

杆 菌 " 2,-=1()-=). -/9)#

)!*

+ 嗜 水 气 单 胞 菌

"N1(/@/*.,='G(/%=)9.#

)"*

+杀鲑气单胞菌 "NK

,.9@/*)-)G.#

)<*

+鳗弧菌"LK.*"+)99.(+@#+副溶血

弧菌"LK%.(.=.1@/9'6)-+,#等病原菌中均有报道(

外膜蛋白(EW_是一种宽宿主的噬菌体受体!广

泛存在于海水鱼致病性弧菌中!位于弧菌细胞壁

外膜的外层!是弧菌细胞表面一种组成性蛋白!具

有同外界广泛接触的机会!它们之间有较高的相

似性);*

!是弧菌的主要表面抗原之一(

酶联免疫吸附法 "MOiKEMD6GOPMN GEELO5D

H5RVMO9FHHFK!2-/0,#是比较成熟的简便+快速+

特异+敏感+便于临床推广应用的诊断技术!广

泛应用于生物学和医学等许多领域( 对鱼类细

菌性疾病的快速检测也在国内外报道较多!是

迄今为止较为常用的检测手段( 本实验将溶藻

弧菌的外膜蛋白基因 D@%O克隆到原核表达载

体 W2XD%BF构建重组质粒 W2XD%BFD(EW_!诱导

表达并纯化蛋白!免疫小鼠制备外膜蛋白 (EW_

的多克隆抗体!初步建立了溶藻弧菌间接

2-/0,检测方法!为进一步开发诊断试剂奠定

基础(

#&材料与方法

$%$&细菌菌株和质粒

溶藻弧菌 ,X33#??"= 菌株由浙江省出入境



&&& 水&产&学&报 !" 卷

检验检疫局技术中心微生物室黎昊雁高级工程师

惠赠!鳗弧菌FKLD1$B$?$# 由本实验室分离保存!

哈维氏弧菌"LK=.(41')#,X33!!B;; 菌株购自中

国普通微生物菌种保藏中心! 副溶血弧菌

,X33!!B"?+ 铜 绿 假 单 胞 菌 " 3,1+G/@/*.,

.1(+")*/,.#由浙江省疾控中心馈赠( 大肠杆菌

>1<

&

和C-%# W-KH2菌株购自AR5EMQF公司!克

隆载体 WY>#=DX4M895R购自 0GQFEF公司!原核

表达载体 W2XD%BF购自+5]FQMO公司(

$%"&工具酶与试剂

[/,gLG8P UM62b9RF89G5O 试 剂 盒 购 自

[/,U2+公司'0>0DA,U2低分子量蛋白标准购

自中国科学院上海生物化学研究所'R7.8 >+,

聚合酶+X

"

>+,连接酶+HG1

"

和 ?.@1

"

等均

购自 XF_F*F公司'羊抗鼠 /QU"碱性磷酸酶共

价结 合 # 等 均 购 自 0GQEF公 司' C3/A@+CX

056L9G5O为 ,ERMH85公司产品'其余药品试剂均

为进口分析纯( 溶藻弧菌免疫血清由本实验室

制备( 抗鼠 /QU"碱性磷酸酶共价结合#购自

0GQEF公司( 溶藻弧菌免疫血清由本实验室制

备( 用试管凝集法测定抗体效价及交叉反应效

价)?*

( 用哈维氏弧菌+铜绿假单胞菌+副溶血弧

菌+鳗弧菌菌株进行交叉试验!有交叉反应的菌

株"副溶血弧菌#进行吸附!即在免疫血清中加

入过量的已经灭活了的该菌细胞!混匀!在 " \

下过夜!离心!取上清过量除菌( 吸附后的血清

经测定如无交叉反应!即可分装!于 :?$ \下保

存备用(

$%#&溶藻弧菌A=%B基因的克隆和鉴定

菌体 >+,的抽提按 CG5HWGO XGHHLMUMO5EG8

>+,2b9RF89G5O _G9"CG5.6Lb 公司#操作说明进行(

根据UMOMCFOP上已登录的相关弧菌的D@%O基因

序列设计引物$4,D(EW_" m#$33,X,XU3UD

X,,,X3,3XXXX,U3X3!4,D(EW_" :#$ 3UUD

,X33XX,U,,3XXUX,,UXX,3,U3,,!"下划线

为添加的限制性内切酶 HG1

"

和 ?.@1

"

的识别

序列#( A3*扩增产物经 #d"Q;L#琼脂糖凝胶

中电泳"#$$ 4#初步鉴定后!克隆于 WY>#=DX载

体构建重组质粒( 通过氨苄抗性及蓝白斑筛选重

组子!提取质粒进行A3*鉴定(

$%1&原核表达载体的构建&诱导表达及可溶性

分析

用HG1

"

和 ?.@1

"

双酶切"双酶切反应体

系如表 % 所示#质粒 WY>#=DXD(EW_!纯化回收

后定向插入经同样内切酶双酶切的原核表达载体

W2XD%BF中!构建可在大肠杆菌中表达的重组质

粒 W2XD%BFD(EW_( 将其转化大肠杆菌 C-%#

W-KH2菌株!挑取单个菌落!抽提质粒!经 A3*

和酶切鉴定正确后!进一步测序鉴定(

将测序正确的重组菌置于 < E--C培养液

中"含 _FO

m

<$

%

Q@E--C#!!? \振摇过夜(

次日!以 #n#$$ 的比例接种于新鲜的 -C培养基

中!!? \继续振荡培养至 (>

;$$

达到 $7< e$7B!

加 /AXU至终浓度为 #$$

%

Q@E-!在 !?\下

#B$ e%$$ R@EGO 摇床培养 " S 诱导表达( 离心

收集菌体!用 %$ E-AC0悬浮菌体!超声破碎(

#% $$$ cQ!离心 #< EGO!分别取上清和沉淀!取

#<

%

-加入等体积的 % c样品缓冲液!沸水中加

热 < EGO!#% $$$ cQ 离心 # EGO( 取上清!经

0>0DA,U2电泳分离!考马斯亮蓝UD%<$ 染色检

测表达情况(

$%>&表达产物的纯化及抗血清制备

按照钱荣华等)B*的方法进行包涵体溶解得

到可溶性蛋白!应用 CG565QG8>L5T65I#$ HKH9ME

纯化蛋白( 将纯化的 (EW_蛋白免疫小鼠制备

抗血清( 首次免疫用弗氏完全佐剂乳化!加强免

疫 ! 次!用弗氏不完全佐剂乳化( 最后一次免疫

后断食 ! N!眼动脉取血!" \静置制备抗血清(

$%?&,(6:(0)I3.*::5)9分析

取融合表达产物及空载体表达产物进行

0>0DA,U2电泳!用制备的鼠抗溶藻弧菌外膜蛋

白(EW_阳性血清为一抗!羊抗鼠/QU"碱性磷酸

酶共价结合#为二抗进行 ^MH9MRODV6599GOQ 检测!

最后采用C3/A@+CX显色!具体操作参照徐晓娟

等)=*的方法进行(

$%[&间接RZYVB的初步建立

间接2-/0,方法实验过程&&将所用抗原

用 $7$< E56@-碳酸盐缓冲液"W1=7;#作适当稀

释后包被酶标板!每孔 #$$

%

-!;$ \烘干包被抗

原( 加入含 <$ Q@-脱脂奶粉的封闭液!每孔 #<$

%

-!!? \孵育6S( AC0X洗涤后!加入适当稀释

的抗血清"2-/0,缓冲液稀释#!同时设对照!每

孔 #$$

%

-!!? \孵育 % S( AC0X洗涤后!加入6@

< $$$ 的羊抗鼠 /QU:碱性磷酸酶"0GQEF!2-/0,

缓冲液稀释#作为二抗!每孔 #$$

%

-!!? \孵育 %

S( AC0X洗涤!加入 6EQ@E-的 WD+WW"0GQEF!

!('$
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溶于底物缓冲液!W1=7B#!每孔 #$$

%

-!!? \黑

暗中孵育 !$ EGO!测(>

"$<

值(

棋盘滴定法选择抗原包被浓度和一抗最适工

作浓度&&将 #$

B

3.)@E-浓度的溶藻弧菌作系

列 #$ 倍梯度稀释至 #$

<

3.)@E-!抗血清"作为

一抗#和阴性血清做 #n;$$+#nB$$+#n# $$$ 稀释!

每个稀释度都以 AC0X作为空白对照进行间接

2-/0,!且设置 ! 个平行孔( 以测得的 (>

"$<

值为

#7$ 左右!且A@+值"阳性对照 (>

"$<

值 :空白对

照(>

"$<

值@阴性对照 (>

"$<

值 :空白对照 (>

"$<

值#最大的抗原浓度和抗体稀释度作为抗原+抗

体最适反应比)#$*

(

敏感性实验&&将溶藻弧菌菌悬液稀释成

#$

?

3.)@E-!而后进行一系列 #$ 倍梯度稀释至

#$

!

3.)@E-!将抗血清及阴性血清按 #nB$$ 稀

释!每个稀释度设置 ! 个平行孔!同时以 AC0X

作为空白对照!进行间接 2-/0,实验( 以产生

的 A@+值
(

%7# 判为阳性!确定最小抗原检测

浓度)##*

(

交叉实验&&用 Y8.FR6FON 比浊法将溶藻弧

菌+副溶血弧菌等菌浓度都定为 #$

?

3.)@E-!于

;$ \烘干包被酶标板!每株菌平行包被 ! 孔!阴

性血清和阳性血清均采用 #nB$$ 的稀释度!同时

以AC0X作为空白对照!进行间接2-/0,实验!以

产生的 A@+值
(

%7# 判为阳性!确定交叉反应

情况)##*

(

%&结果与分析

"%$&重组质粒<R2I"\-IX+<K的构建及鉴定

经 A3*扩增得到约 B$= VW 的特异性条带

"图 # #!与预期值一致( 重组质粒 W2XD%BFD

(EW_进行HG1

"

和?.@1

"

双酶切!产生一条与

A3*产物大小一致的片段"图 %#!将该重组质粒

送上海生工生物工程技术服务有限公司测序!序

列分析表明该重组质粒含有外膜蛋白D@%O基因

序列!且没有发生突变!该基因在 UMOMCFOP 中的

登录号为 >[$;!<BB!其预测的 (EW_蛋白分子

量约为 %=7" PL!表明重组质粒 W2XD%BFD(EW_构

建成功(

"%"&原核表达和抗血清制备

重组质粒在大肠杆菌 C-%# W-KH2中经

/AXU诱导表达"图 !#!出现两条高表达目的蛋

白带!分子量分别为 %=7" PL 左右和小于 %=7"

PL( 取表达菌体超声波破碎并离心后的上清和

沉淀!进行 0>0DA,U2电泳!可见融合表达产物

大部分以包涵体形式存在于菌体沉淀中( 包涵

体经破碎纯化!目的蛋白溶于缓冲液中!经

CG565QG8>L5T65I#$ HKH9ME纯化后!电泳检测结

果显示两条带蛋白均可通过镍柱亲和层析被纯

化出来"图 !#!初步分析它们均是具有 1GHD9FQ

的目的蛋白( 将纯化的蛋白免疫小鼠!制备抗

血清(

图 $&溶藻弧菌的A=%B基因4HN产物电泳图

Y$# PV >+,标准分子量".MREMO9FH公司#' #7A3*扩增

产物(

C59%$&B9-0*6(9(.(.(8:0*<;*0(656*74HN

<0*=F8:*7/=%B9()(*3:-5)(=3D

-+<.5758-:5*)70*+C<.3")*/3'5)-+,

Y$# PV >+,YFRPMR".MREMO9FH85EWFOK#' #7A3*WR5NL895T

/@%OQMOM7

图 "&重组质粒的酶切和4HN鉴定结果

Y$# PV >+,标准分子量".MREMO9FH公司#' #$A3*鉴定结

果' %$?.@1

"

和HG1

"

双酶切鉴定结果(

C59%"&R.(8:0*<;*0(6565=():5758-:5*)*7:;(

<R2I"\-IX+<K0(8*+35)-):<.-6+5=3D

0(6:058:5*)()̂D+(-)-.D656-)=4HN-)-.D656

Y$ # PV >+, YFRPMR" .MREMO9FH35EWFOK #' #$ A3*

GNMO9GTG8F9G5O RMHL69H' %$?.@1

"

FON HG1

"

N5LV6MMOiKEM

RMH9RG89G5O NGQMH9G5O RMHL69H7

$('$
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图 #&<R2I"\-IX+<K重组质粒在大肠杆菌中的

诱导表达和,(6:(0)I3.*::5)9结果

Y$0>0DA,U2低分子量标准蛋白质' #$C-%# A6KH2表达菌

株/AXU诱导 " S' %$W2XD%BF空载体/AXU诱导' !$W2XD%BFD

(EW_重组表达载体未诱导' "+<$W2XD%BFD(EW_重组表达

载体/AXU诱导' ;+?$重组蛋白纯化后的电泳结果' B$C-%#

空载体菌体蛋白硝酸纤维素杂交膜印迹' =$(EW_蛋白硝酸

纤维素杂交膜印迹(

C59%#&V@VI4B'R-)-.D656*7<R2I"\-IX+<K

(O<0(665*)5);<-/3)

Y$WR59MGO EFRPMR' #$959F6WR59MGO 5TC-%# A6KH2VF89MRGF' %$

9SMVF89MRGF85O9FGO W2XD%BFW6FHEGN GONL8MN VK /AXU' !$9SM

VF89MRGF85O9FGO W2XD%BFD(EW_W6FHEGN O5ODGONL8MN VK /AXU'

"+<$9SMVF89MRGF85O9FGO W2XD%BFD(EW_ W6FHEGN GONL8MN VK

/AXU' ;+?$ WLRGTGMN RM85EVGOFO9WR59MGO' B$X59F6WR59MGO 5T

C-%# VF89MRGFRMF89IG9S FO9GHMRLE' =$X59F6WR59MGOH5TVF89MRGF

85O9FGO RM85EVGOFO9(EW_7

"%#&,(6:(0)I3.*::5)9检测

&^MH9MRODV6599GOQ检测表明!制备的抗血清

能与转化有 W2XD%BFD(EW_质粒的C-%# W-KH2

裂解物的两条高表达目的蛋白带均起强特异性

反应!与纯化后的目的蛋白在分子量为 %=7" PL

处也有一特异性免疫反应带"图 !#!抗血清与

W2XD%BF载体空转的 C-%# W-KH2裂解物不

起反应(

"%1&抗原&抗体最适工作浓度的确定

从表 # 可以看出!当抗原浓度为 #$

?

3.)@

E-+一抗稀释度为 #nB$$ 时!所得的 (>

"$<

值在

#7$左右!且A@+值较大!因此本实验采用抗原浓

度为 #$

?

3.)@E-+抗体稀释度为 #nB$$ 作为抗原

抗体最适工作浓度(

"%>&敏感性实验

敏感性实验用最适稀释度的血清"#nB$$!

L;L#!通过间接2-/0,实验!测定抗原检测的灵

敏度( 测定结果显示!菌悬液浓度为#$

"

3.)@E-

时即可检出!即每孔 #$

!

3.)@E-"表 %#(

"%?&交叉实验

检测副溶血弧菌+鳗弧菌+哈维氏弧菌+铜绿

假单胞菌与抗溶藻弧菌阳性血清交叉反应情况!

溶藻弧菌作对照( 结果显示!只有溶藻弧菌呈阳

性!其余细菌均呈阴性"表 !#(

表 $&棋盘滴定法确定抗原&抗体最适工作浓度

2-3%$&@(:(0+5)-:5*)*7:;(*<:5+F+-):59()8*)8():0-:5*)-)=:;(*<:5+F+-):56(0- 8*)8():0-:5*)

一抗稀释度

HMRLENG6L9G5O

抗原包被浓度"3.)@E-#

FO9GQMO 85O8MO9RF9G5O

#$

B

#$

?

#$

;

#$

<

#n;$$

W5HG9G]MHMRLE(>

"$<

%7=B% #!! #7%?; $"$ $7=<$ %=% $7%<! ;;"

OMQF9G]MHMRLE(>

"$<

$7#<= $%B $7#"B "#? $7#%# =?? $7##% ;"!

A@+ "B7%$! B;$ %!7=%# #=$ !?7"$$ !?$ ##7<$; ="$

#nB$$

W5HG9G]MHMRLE(>

"$<

#7;B= $;$ #7#%B "#? $7"!< #$B $7#B" B#%

OMQF9G]MHMRLE(>

"$<

$7#;< ;<" $7#%! =B? $7##" ?%! $7##$ B=<

A@+ %!7=!# <B$ "#7<<? !;$ %#7;;? ?B$ ?7!!# =""

#n# $$$

W5HG9G]MHMRLE(>

"$<

$7=<B !"? $7="" #<= $7!!B "#; $7#!$ <=!

OMQF9G]MHMRLE(>

"$<

$7#;$ <#$ $7#!< $## $7#%= <%$ $7#%! ?#?

A@+ #"7$#? ;=$ %!7;$B "!$ ?7B=" <;# #7%B$ ?$!

表 "&免疫血清敏感性实验结果

2-3%"&N(6F.:*7-):56(0- 6()65:5E5:D

#$

?

#$

;

#$

<

#$

"

#$

!

阳性血清(>

"$<

W5HG9G]MHMRLE(>

"$<

#7?=# $=$ $7B<# ?#! $7"=" %## $7%!# "<B $7#B! "%B
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表 #&免疫血清交叉实验结果

2-3%#&N(6F.:*7-):56(0- 80*66:(6:

溶藻弧菌

LK.9")*/9'6)-+,

副溶血弧菌

LK%.(.=.1@/9'6)-+,

鳗弧菌

LK.*"+)99.(+@

哈维氏弧菌

LK=.(41')

铜绿假单胞菌

3K.1(+")*/,.

阳性血清(>

"$<

W5HG9G]MHMRLE(>

"$<

#7=;" %" $7!$% ;"< $7!?? ="= $7%%= %=# $7"$! %;" !

阴性血清(>

"$<

OMQF9G]MHMRLE(>

"$<

$7#=B "=! $7%$; ;?% ? $7%%" #% $7%!= %<" $7%<% %#!

A@+ %#7$?; =$" #7==B !?$ % #7#=! #!; $7=%% <B= %7$;; %%" ;

交叉反应 8R5HHDRMF89G]G9K m : : : :

!&讨论

外膜蛋白是革兰氏阴性菌细胞壁的特有成

分!位于细菌的表层!具有直接与机体免疫系统接

触的机会!并且在维持外膜结构!保证物质运输!

作为大肠菌素+噬菌体受体以及参与 .因子结合

等方面有重要作用)#%*

( 另外!(EW 在细菌致病

性和免疫性中的作用也日益受到重视( 鳗弧菌+

副溶血弧菌+溶藻弧菌+嗜水气单胞菌和杀鲑气单

胞菌等菌的外膜蛋白已成功获得分离);!#!*

(

(EW_是一种孔蛋白!在结构和生物学功能方面

具有保守性!它是细菌细胞内外物质交流的通道!

同时也是细菌定植于宿主组织的主要粘附素(

/O5LM等)#"*从蛋白水平和基因水平上证实外膜蛋

白(EW_在海水鱼致病性弧菌中普遍存在!说明

外膜蛋白(EW_是一种宽宿主的噬菌体受体!广

泛存在于多种弧菌之中(

溶藻弧菌是中国南部水产养殖业中弧菌病的

最主要病原菌)#<*

( 本实验利用 A3*技术以溶藻

弧菌国内标准株 ,X33#??"= 基因组 >+,为模

板成功扩增出外膜蛋白 D@%O基因!将其克隆入

表达载体 W2XD%BF!鉴定和筛选出含 D@%O基因

正确阅读框架的 W2XD%BFD(EW_重组质粒!进一

步转化进诱导表达系统2K-/9)C-%# W-KH2!诱导

表达获得重组蛋白( 本研究中原核表达出现两条

高表达条带!其中一条略小于预测大小!都可经过

镍柱亲和层析被纯化!说明两者均具有1GH9FQ 标

记!是表达的重组蛋白!惟大小不同且其中一条略

小!可能是由于表达过程中提前终止引起的(

^MH9MRODV6599GOQ 免疫印迹分析发现!用纯化的融

合重组蛋白免疫小鼠制备的鼠抗高免血清抗体能

特异性识别外膜蛋白的两条表达带!表明该重组

蛋白具有良好的免疫原性和反应原性(

目前对溶藻弧菌的检测方法报道很多!如常

规的微生物学检测+>+,指纹技术)#;*

+实时荧光

定量A3*

)#<!#?*

+>+,微阵列技术)#?*等( 采取常

规的细菌分离及生化鉴定的方法!费时较长'而

A3*技术虽然具有特异性好+检测速度快且灵敏

等优点!但是成本较高( 间接 2-/0,方法是血清

学检测方法中较为敏感+特异的方法!具有操作方

便+易重复+所需仪器设备简单等优点!目前已在

医学临床上和生物学研究中广泛地用于检测各种

抗原+抗体(

选择合适的抗原是建立间接 2-/0,检测方

法的关键( 黄志坚等)#!*研究发现与4,:-A0和

灭活菌苗相比 4,:(YA具有较强的免疫原性(

本研究利用抗溶藻弧菌外膜蛋白 (EW_的抗血

清建立了 2-/0,检测方法!检测灵敏度为 #$

"

3.)@E-( 另外!吸附实验去除了抗血清中溶藻

弧菌与其他细菌的多数共同抗体!增加了与溶藻

弧菌反应的特异性( 为了更好的将这种方法应用

于养殖生产实践!可通过进一步的完善!将研究成

果转化为商品化的检测试剂盒!可能会具有良好

的应用前景(
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