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溶藻弧菌外膜蛋白（6%!789）的免疫原性及免疫保护性

黄志坚， 何建国
（中山大学生命科学学院，广东 广州 %!"&+%）

摘要：利用初步制备的溶藻弧菌外膜蛋白（:.;/5 $/$45%2/ <5:;/&2 := !"#$"% &’(")%’*+",-.，6%!789）、溶藻弧菌蛋白

分子 量 %)>? 外 膜 蛋 白（6%!789%)）和 溶 藻 弧 菌（ !"#$"% &’(")%’*+",-.，6%）灭 活 菌 苗、溶 藻 弧 菌 脂 多 糖

（’&<:<:’-(%11)%5&0/( := !"#$"% &’(")%’*+",-.，6%!@9A）菌苗等进行主动保护性和被动保护性的实验比较，6%!789、

6%!789%) 免疫组小鼠免疫后用活菌攻击，免疫保护率为 $& ,%B - )$ ,+B，而 6%!@9A 组和 6% 灭活菌苗组的免

疫保护率为 %"B - $& ,%B，对照组的免疫保护率仅为 $ ,+B。用不同抗血清免疫小鼠，活菌攻击后，6%!789 组

存活率达到 %( ,(B和 $$ , +B，6%!789%) 组次之，存活率为 ’"B和 %"B，6% 灭 活 菌 组 的 存 活 率 为 (( , (B和

’$ ,+B，对照组为 !( ,(B。与对照组相比较，6%!789 组差异较显著，保护效果较好。溶藻弧菌外膜蛋白和蛋白

分子量 %) >? 外膜蛋白的保护性效果高于溶藻弧菌灭活菌苗和溶藻弧菌脂多糖的保护性效果，证明外膜蛋白

（:.;/5 $/$45%2/ <5:;/&2，789）具有较强的免疫原性。迟发性超敏反应试验也证明，789 能诱发变态反应，间接

证明 789 具有较强的引起细胞介导免疫反应的能力。因此实验证明，6%!789、6%!789%)是能在小鼠产生体液

免疫和细胞介导免疫的保护性抗原。
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近年来，我国海水养殖业发展迅速，网箱养殖

石斑鱼规模也不断扩大。养殖海区网箱数量增

多，养殖密度增大，养殖水域环境逐渐恶化，疾病

的危害日益严重。石斑鱼疾病病原主要包括细

菌、病毒和寄生虫等，国内外有所报道［# $ %］。细菌

病是石斑鱼养殖中的主要病害之一，严重时死亡

率高达 &’B ( "’B，造成巨大的经济损失。我们

在广东省各地进行流行病学调查，从患病鲑点石

斑鱼（01&’2132$,- 4#/&(）分离了数株细菌，经细菌学

常规鉴定、细菌自动和半自动鉴定系统鉴定和人

工感 染 及 回 归 感 染 试 验，确 认 溶 藻 弧 菌（ !&./&(
#$%&’($)*&+,-）能引起鲑点石斑鱼细菌性疾病［) $ *］。

人们研究了不同种类的菌苗以预防和治疗细菌性

疾病。目前，对于溶藻弧菌感染的防治主要是利

用抗生素和减毒、灭活疫苗。抗生素的长期使用

易使鱼类产生耐药性，而且抗生素的残留会通过

食物链对人类造成危害。减毒疫苗的安全性难以

掌握。在众多种细菌菌苗中，较常用的为灭活的

全菌体菌苗，但因为制备过程中抗原活性容易受

到破坏，而且残留的其它杂质可能会使鱼体出现

炎症而死亡，内毒素容易产生副作用，具有不完善

性。 另 外， 许 多 学 者 利 用 脂 多 糖

（"75)5)"3’,66$,&7+%’，C1D）作为抗原免疫动物，但

由于 C1D 菌苗的毒性，具有极高程度的副作用，且

需要不同 C1D 血清型混合以进行有效治疗。因此

人们一直都在试图寻找能针对不同血清型的具有

共同保护性抗原的成分，研制能保留免疫原性，而

无副作用的亚单位疫苗。

外膜蛋白（)(#%& 2%24&,9% 5&)#%79，/01）作为

革兰氏阴性菌特有结构外膜的主要结构，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 E 因子结合等方面有重要作用［&］。

另外 /01 在细菌致病性和免疫性中的作用也日

益受到重视［"，+］。本研究在了解 -,./01 主要特

性的基础上，对溶藻弧菌外膜蛋白（-,./01）在小

鼠的免疫原性和免疫保护性进行深入的研究，为

寻找针对石斑鱼的溶藻弧菌保护性抗原和制备

/01 菌苗奠定基础。

# 材料与方法

) >) 菌株

-,$ #、-, $ ,、-, $ %、-, $ )、-, $ !、-, $ *、

-, $ & 菌株系从患病鲑点石斑鱼分离，-, $ " 菌

株、-, $ + 菌株、-, $ ## 菌株、-, $ #% 菌株分别为

西班牙马拉加大学 0)&797:) 博士，美国伊利诺伊

大学 F%7+)9: G$)(，日 本 名 古 屋 大 学 076$7)
H)22, 和 日 本 东 京 大 学 海 洋 研 究 所 I,J($7)
K):(&% 赠送，-, $ #’ 菌株和 -, $ #, 菌株分别购于

中国微生物菌种保藏管理委员会普通微生物中心

（<L0<<）和中国医学细菌保藏中心（<0<<）。

) >* 小鼠

M=H 纯系，#" ( ,,:，来源于广东省医学实验

动物中心。经饲喂 # 周无异常后供实验用。

) >+ 免疫原的制备

溶藻弧菌外膜蛋白 -, $ % $ /01 的制备

参照有关外膜蛋白的制备方法［#’］，选取 -, $ % 菌

株制备 -, $ % $ /01。超声处理采用超声波破碎

仪（E7’$%& D67%9#7;76，!!’ D)976 N7’2%24&,#)&）。样

品的蛋白浓度用紫外 O可见蛋 白 核 酸 分 光 光 度

（1$,&2,67, P7)#%6$，Q"#&)’6)5%6 ,’’’，Q- O -7’74"%
D5%6#&)5$)#)2%#%&）测定。制备的 -, $ /01 进行

DND $ 1!L@ 电泳以检定制备效果。

-, $ % $ C1D 的制备 采用改进的酚 $ 水

抽提法［##］。

-, $ % 灭活菌苗 将 -,./01 菌株接种

?D! - #BM,<C 培养基，,"R培养。’ > %B甲醛生

理盐水洗菌成悬液，*’R水浴灭活，稀释成 #’"·
2C $ #备用。

-, $ % $ /01!"抗原 将制备的 -, $ /01
进行常规 DND $ 1!L@ 电泳，切下目的蛋白带用等

渗盐水将凝胶匀浆捣碎，稀释成适当浓度备用。

) >, -./012 在小鼠中诱导的主动免疫保护

主动保护性试验 方法 !：分别用制备的

-, S T S /01（UV!:·2CS W）、-, S T S /01UX（WVV
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!!·"#$ %）、&’ $ #()（%*!!·"#$ %）和灭活的 &’
$ + 菌（%*, -./·"#$ %）腹腔注射小鼠，两周后加

强，对照组注射无菌盐水。末次注射后 %* 0 各组

用 1* 2 #31*&’ 菌（ 2 %*4 -./·"#$ %）腹腔注射进

行攻击。

方法 5：于第 % 天、第 1 天分别腹腔注射 * 6 %
"# &’ $ + $ 78(（1*!!·"#$ %）、&’ $ + $ 78(1,

（%**!!·"#$ %）、$% $ #&’（%*!!·"#$ %）和灭活的

&’ $ + 菌（%*, -./·"#$ %），对照组注射无菌生理

盐水。40 后用适当剂量活菌（ 2 %*4 -./·"#$ %）

腹腔注射进行攻击。

免疫保护性测定 活菌攻击后，对照组和

免疫组观察 %9 0，每天记录死亡数，计算每组的存

活率。

组织匀浆液中细菌的计数 在不同间隔时

间处死小鼠，取攻击鼠的肝、脾、肾称重，(5) 匀

浆，取上清 %* 倍系列稀释，然后涂布于琼脂平板

上。:, ;培养，测定菌落形成（-./）的数目。

血清收集 分别收集对照组和免疫组小鼠

的血清，1< ;灭活 +* "=>，$ :* ;贮存备用。

! 6" 被动保护性试验

&’、&’ $ 78(、&’ $ 78(1,兔抗血清的制备及

鉴定 按照制备多克隆抗体的常规方法获得兔

抗血清，贮存于本实验室。抗 血 清 用 免 疫 印 迹

（?@AB@C> DEFB）鉴定。常规十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶（AF0=G" 0F0@HIE AGEJ’B@ $ KFEI’HCIE’"=0@
!@E @E@HBCFKLFC@A=A，)3) $ (MNO）电泳（5=F $ P’0 微

型垂直电泳系统），半干式碳板转移槽（3QR $!
9*- 型，北京六一仪器厂）进行电转移，脱脂奶粉

封闭，磷酸吐温缓冲液（(5)R）洗涤，先后与兔抗

&’ $ 78( 血 清、羊 抗 兔 辣 根 过 氧 化 物 酶

（S""G>F!EFDGE=> N $ LFCA@C’0=AL K@CFT=0’A@，S!N $
UP(）振摇 %L，二氨基联苯胺（3M5）显色。

免疫 方 法 %：分 别 用 灭 活 的 &’、&’ $
78(、&’ $ 78(1,抗血清尾静脉注射小鼠，每只 * 6
: "#，对照组注射无菌盐水。%L 后用 1** 2 #31*

活菌（ 2 %*, -./·"#$ %）进行腹腔注射攻击。方法

:：分别用 &’、&’ $ 78(、&’ $ 78(1,组稀释的抗血

清腹腔内注射小鼠（每只 * 6 1 "#），对照组注射等

量生理盐水，:9 L 后用活菌（ 2 %*, -./·"#$ %）攻

击，观察 %* 0。

统计不同方法处理的各组的小鼠的死亡情

况，计算存活率。

! 6 # 迟 发 性 超 敏 反 应（ $%&’(%$ ) *(+%
,(+%-.%/.0*010*(，234）试验

分别用制备的 &’V+V78(（1*!!·"#$ %）和灭

活 &’V+ 菌（%*, -./·"#$ %）注射小鼠左后足垫（每

只 * 6 : "#），右后足垫注射等量体积的含 * 6 *:W
RC=BF> X $ %** 的盐水作对照。分别在 :9 L 和 4: L
测量足垫的厚度。

! 65 O#S)M 检测不同抗原免疫后产生抗体的效

价

在免疫后的不同时间分别收集经灭活 &’、&’
$ 78(、&’ $ #() 等抗原免疫的小鼠的血清，按常

规间 接 O#S)M 法 测 定 效 价。分 别 以 &’、&’ $
78(、&’ $ #() 等为包被抗原，一抗为不同稀释度

血清，二 抗 为 羊 抗 兔 S!N $ UP(（博士德，武汉，

%Y,***），底物为 7(3（邻苯二胺，华美生物工程公

司）。用 酶 标 仪（5=F $ P’0，8F0@E 11* 8=HCFKE’B@
C@’0@C）测定，比较待测孔 73 值（(）与阴性对照孔

73 值（Z）的比值，若 ( [ Z!: 6% 为阳性，( [ Z \ :6 %
为阴性。

: 结果

6 7! &’ $ 78( 及抗 &’ $ 78( 血清制备及鉴定

不同来源 &’（&’ $ % $ &’ $ ]）的 78( 图谱显

示（图 %），有多条外膜蛋白带，一般有 1 ^ ] 条，分

子量多集中在 :* ^ ]* _3 之间，其中在 1, _3 有 %
条较粗大的蛋白带，约占蛋白总量的 11W ^ 4*W
以上，为所有 &’ 菌株共有。

采用多克隆抗体常规制备方法获得抗 &’ $
78( 血清，?@AB@C> DEFB 显示抗 &’ $ 78( 血清主

要识别 1, _3 蛋白带（图 :）。

图 % 不同来源 &’ 的 78( 图谱

.=!6% RL@ AK@HBCG" FJ FGB@C "@"DC’>@ KCFB@=>A FJ
! " #$%&’($)*&+,- JCF" 0=JJ@C@>B AFGCH@A

% $ ]：&’ $ % ^ &’ $ ]；8：蛋白分子量标准

#’>@A % $ ]：&’% ^ &’ $ ]；8：8FE@HGE’C ‘@=!LB "’C_@C
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! !! 主动保护性试验

"#$ %&’、"# $ %&’()免疫组小鼠免疫后用

活菌攻击，免疫保护率为 *+ ! (, - )*! .,，而 "#
$ /’0 组和 "# 灭 活 菌 苗 组 的 免 疫 保 护 率 为

(1, - *+! (,，对照组的免疫保护率仅为 * ! .,。

"# $ %&’、"# $ %&’()体现较好免疫效果（表 2）。

图 + 34564789:;<6 结果

=>?!+ 34564789:;<6 <@ #86>547# <@ <A647
B4B:7#84 C7<64>8 <@ ! " #$%&’($)*&+,-

#，:："# 抗血清；D，E："# $ %&’ 抗血清；&：蛋白分子量标准

&：&<;4DA;#7 F4>?G6 B#7H47；#，:：#86>547AB <@ ! " #$%&’($)*&+,-；

D，E：#86>547# <@ <A647 B4B:7#84 C7<64>8 <@ ! " #$%&’($)*&+,-

! !" 被动保护性试验

用不同抗血清免疫小鼠，活菌攻击后，"# $
%&’ 组存活率达到 (I ! I,和 ** ! .,，"# $ %&’()
组次之，存活率为 J1,和 (1,，"# 灭活菌组的存

活率为 II !I,和 J* ! .,，对照组为 2I ! I,。与对

照组相比较，"# $ %&’ 组差异较显著，保护效果

较好（表 +）。

! !# 组织匀浆液中细菌计数

在活菌攻击后的不同时期，分别处死经不同

抗原免疫的小鼠，计数肝、脾、肾脏器菌数。对照

组小鼠在 2 - (E 体内菌数剧增，到第 K 天已先后

死亡；%&’ 组小鼠在 2 - ( E 菌数有下降，在 ( - 2I
E 维持在一定水平，直到 I1 E 仍有下降。与对照

组和其他组比较，%&’ 组菌数下降较快，体现较

好的抗菌机制（图 I）。

! !$ %&’ 试验

免疫 21 只小鼠，注射 %&’ 的小鼠的足垫较

注射前有明显增厚，肿胀，与对照组相比较有显著

差异（. L 1!12）（表 I，表 J）。

表 ( )* + ,-.、)*+ ,-.$/和 )*+ 0.1、23*45267 )* 对小鼠的主动免疫保护性

&*89( :45267 ;<=5745267 ;=5734> =? 5@7 )* + ,-.，)*+ ,-.$/ *3A )*+ 0.1，23*45267 )* 23 B247

分组
?7<AC5

剂量（!?·B/$2）
E<54

实验数
B>D4 8<!

死亡数
8<! <@ E4#6G

死亡率（,）
B<76#;>6M

免疫保护率（,）
5A7N>N#; C47D486#?4

"# $ %&’（B46G<E O） (1 2( + 2I !I )* !.
"# $ %&’（B46G<E P） (1 2( J +* !. .I !I
"# $ %&’()（B46G<E O） 211 ) + +( .(
"# $ %&’()（B46G<E P） 211 ) I I. !( *+ !(
"# $ /’0（B46G<E O） 21 21 J J1 *1
"# $ /’0（B46G<E P） 21 21 (1 (1 (1
>8#D6>N4 "#（B46G<E O） 21) Q=R·B/$2 2( J +*!. .I !I
>8#D6>N4 "#（B46G<E P） 21) Q=R·B/$2 2( . J*!. (I !I

对照
D<867<;

无菌生理盐水
5647>;>S4E 5#;>84 2( 2J KI!I * !.

表 ! 抗 )*、)*+ ,-.、)*+ ,-.$/血清对小鼠的被动保护性效果

&*89! .*CC267 ;<=5745267 ;=5734> =? *352 + )*，*352 + )* + ,-. *3A *352 + )* + ,-.$/ C7<DB 23 B247

#86> $ "# $ %&’ 547AB
2 +

#86> $ "# $ %&’() 547AB
2 +

#86> $ "# 547AB
2 +

对照
D<867<;

剂量（B?·B/$2）E<54 1 !+ 1 !( 1 !+ 1 !( 1 !+ 1 !( 无菌盐水
5647>;>S4E 5#;>84

实验数
B>D4 8<! 2( 2( 21 21 2( 2( 2(

死亡数
E4#6G T<! ( . ( * ) 21 2I

死亡率（,）
B<76#;>6M II !I J* !. (1 *1 (I!I ** !. )* !.

存活率（,）
5A7N>N#; C47D486#?4 ** !. (I !I (1 J1 J*!. II !I 2I !I
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图 ! 免疫小鼠攻击后 "# 菌

在不同脏器（肝、脾、肾）中的分布情况

$%&’! ()*+,- ./)01 *2 .-#3314&15 6#.,1)%# %4 3%01)，
783114 #45 9%541: *2 %;;/4%<15 ;%.1 6: "# = >?@

表 ! 不同免疫组小鼠足垫肿胀试验结果（"#$）

%&’(! )*+&,*- .//01&- 2*31/43* 54 657*

分组
&)*/8

足垫肿胀增厚值
#55%4& *2 2**,8#5

"# = >?@ A’BC D A’AE（!!A’AF 两组差别非常显著）

%4#.,%01 "# A’GB D A’FF（! H A’AG 两组差别无显著）

对照
.*4,)*3 A ’IJ D A’F

表 # 不同免疫组小鼠足垫肿胀试验结果（8"$）

%&’(# )*+&,*- .//01&- 2*31/43* 54 657*

分组
&)*/87

足垫肿胀增厚值
#55%4& *2 2**,8#5

"# = >?@ A’EA D A’FI（!!A’AF 两组差别非常显著）

%4#.,%01 "# A’JI D A’FI（!!A’AF 两组差别非常显著）

对照
.*4,)*3 A ’IJ D A’F

" ’9 :;<=> 检测结果

在不同免疫时期分别取血清用间接 KLMNO
方法检测特异性抗体（图 C）。>?@ 组能产生较高

效价的特异性抗体，抗体效价不断增加，在第 J 周

达到最高，约 F P FAIC 以上，第 B 周开始下降。而

L@N 组和灭活 "# 组次之。

图 C "# = >?@、"# = L@N 和灭活 "# 免疫后抗体检测

$%&’C Q1,1.,%*4 *2 #4,%6*5: #2,1) %;;/4%<15 +%,-
"# = >?@，"# = L@N #45 %4#.,%01 "# #4,%&14

! 讨论

溶藻弧菌是沿海地区食物中毒和散在性腹泻

的重要病原菌，广泛存在于世界各地海水和海产

品中，其数量居海洋类弧菌之首。早在 FER! 年，

S%#91 就证实该菌对人类有致病作用，主要是引起

肠道外感染。近年来，世界各地均陆续报道从急

性胃肠炎患者粪便中检出溶藻弧菌。李文科等报

道由溶藻弧菌引起食物中毒，并从分离菌检出 NT
和 LT 肠毒素。同时溶藻弧菌也是许多水产动物

的致 病 菌，特 别 是 海 水 养 殖 品 种，如 中 国 对 虾

（!"#$"%& ’()#"#&)&）、日本对虾（! * +$,-#)’%&）、尖吻

鲈（.$/"& ’$0’$1)2"1）、真鲷（!$31-&-4%& 4$+-1）、台湾

地区的石斑鱼（5,)#",("0%& 4$0$6$1)’%&）、赤点石斑

鱼（5 * $7$$1$）、黑鲷（ 8,$1%& $%1$/$），鲻鱼（9%3)0
’",($0%&），大菱鲆（ 8’-,(/($04%& 4$:)4%&），双壳贝

类等［FI = FG］。

外膜是革兰氏阴性菌特有的结构，位于细菌

的表层，具有直接与机体免疫系统接触的机会。

纯化的 >?@ 有可能作为菌苗来预防相应的细菌

感染。多年来，已有多种菌纯化或部分纯化了

>?@，如伤寒沙门氏杆菌、痢疾杆菌、脑膜炎奈瑟

氏菌、淋病奈瑟氏菌、绿脓杆菌、志贺氏菌、6 型流

感嗜血杆菌、大肠杆菌、霍乱弧菌、奇异变形杆

菌［FJ = FB］等，并深入探讨了其免疫原性和免疫保

护性，结果表明 >?@ 菌苗具有显著的免疫保护作

用。>?@ 菌苗作为一种新型的非细胞型菌苗，具

有广阔的前景。

国内有少数学者分离了鳗弧菌、副溶血弧菌

和溶藻弧菌的外膜蛋白并研究其特性［FA，FE，IA］，

但未见关于免疫原性和免疫保护性的详细报道。

我们利用初步制备的 "# = >?@ 菌苗、"# = >?@GB
菌苗与 "# 灭活菌苗、"# = L@N 菌苗相比较，发现

前两者的保护性效果高于后两者，证明 >?@ 具有

较强的免疫原性。QTU 试验也证明，>?@ 能诱发

变态反应，间接证明 >?@ 具有较强引起细胞介导

免疫（V?M）的能力。因此实验证明，"# = >?@、"#
= >?@GB是能在小鼠产生体液免疫和细胞介导免

疫的保护性抗原。关于 "# = >?@ 对于石斑鱼的

免疫保护性的试验正在积极进行中。

>?@ 免疫时伴随 L@N 抗体同时产生，与其中

含微量 L@N 有关。由于 L@N 与 >?@ 在细菌细胞

壁中紧密结合，用一般提取方法很难完全将其去
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除。微量 !"# 与 $%" 牢固结合在一起，与 $%"
的抗原决定簇形成 !"# & $%" 复合物，维持一定

抗原 天 然 构 型，也 可 能 对 $%" 起 免 疫 佐 剂 作

用［’］。!"# 是 一 种 型 特 异 性 的 保 护 性 抗 原，而

$%" 菌苗却可针对所有的菌株，$%" 菌苗具有更

大的优越性。

本文初步制备的 () & $%"、() & $%"*+具有

较理想的免疫保护性，可作为 $%" 菌苗的候选成

分。进一步的研究可利用分子生物学方法，通过

遗传工程表达，大量获取 $%"，研制新型口服基

因靶向控释疫苗，以深入研究 () & $%" 菌苗的

作用机制、效果和在生产实践中的应用。
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