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摘要! 从许氏平
!

粘液&背鳍&鳃等部位分离筛选到同一菌株.j$=!经形态学观察&生理生化特性

及热激蛋白 ;""10A;"#基因序列分析!鉴定菌株.j$= 为海分枝杆菌$ 分别用酚:氯仿:甲醇

法&乙醇:酚水法和传统热酚水法提取菌株.j$= 的脂多糖"-A0#!分析了-A0的组成和抗原性

差异$ 0>0CA,a2结果表明!! 种方法提取的-A0条带分布基本相同!主要条带分子量分别为

#<&#;和 %! TH!其中以乙醇:酚水法提取的-A0含量和纯度最高!热酚水法提取的-A0条带最

多!抗原性最好$ iYI9Y\LCQ6599FLP显示!海分枝杆菌抗血清主要与-A0的 #< TH条带发生特异性

免疫反应$ 高碘酸氧化免疫印迹结果表明!仅传统热酚水法提取的-A0在 #< TH 分子量区域有

弱的阳性条带出现!其他方法提取-A0与抗血清的免疫反应呈阴性$ 高碘酸氧化2-/0,反应显

示!-A0经高碘酸氧化后与海分枝杆菌.j$=抗血清的反应活性降低!(>

<$"

明显减弱$

关键词! 许氏平
!

% 海分枝杆菌% 脂多糖% 抗原性

中图分类号! W=!N7N% 0=#?&&&&&&&文献标志码',

&&海分枝杆菌#<=5%.,56)&"'--,&"0'-$是鱼

类和两栖类等的条件致病菌"属腐生性非结核分

枝杆菌"一般生活于 %" V!? ]的水环境中"能够

感染 #"$ 种海水或淡水鱼)虾)蟹类&#'

( 目前已开

展了针对海分枝杆菌的基因组)毒力因子及在鱼

体内的感染过程和症状等的研究&% :;'

( 海分枝杆

菌感染天然宿主斑马鱼后"巨噬细胞会转移到感

染位点并且吞噬分枝杆菌"菌体在巨噬细胞内生

长繁殖"最后形成类似结核分枝杆菌在人肺部形

成的肉芽肿&!"? :N'

( 虾)蟹类和硬棘鱼类等感染海

分枝杆菌后"本身可能无明显症状"但刺伤其它水

产动物甚至人类后会引起被刺个体感染"造成皮

肤软组织溃疡"难以治愈"进而引起被感染个体的

继发性感染"危害极大&= :#$'

( 目前"已建立了海

分支杆菌的 A3*C*.-A)+YI9CA3*以及反相高效

液相色谱分型鉴定等检测方法&## :#!'

"但对于海分

枝杆菌的宿主范围)肽聚糖)胞壁蛋白)脂多糖及

其免疫学特性的研究还未见相关报道(

实验从海产硬棘鱼类许氏平
#

# K).,(6)(

(5$*)2)*"$体表分离出菌株.j$="经鉴定为海分枝

杆菌"使用不同方法提取海分枝杆菌的脂多糖

#-A0$"对其组成和抗原性进行了分析"以期为海

分枝杆菌的免疫学及 -A0亚单位疫苗的研究提

供资料(

#&材料与方法

()(*细菌的分离

许氏平
#

购自青岛小港水产品市场"体长

#%" m"$ 8D"体表有轻度溃疡"解剖观察内脏无

明显病变%大鼠购自青岛市药检所(

无菌条件下从许氏平
#

粘液)背鳍)鳃等部

位分离细菌"接种于罗氏培养基平板上"!< ]培

养 ? V#% Z"挑取疑似海分枝杆菌菌落进行纯化

培养"直至获得纯培养菌#编号为 .j$=$"于液

体培养基冻存液#含 #"U甘油$中 :N$ ]保存

备用(

(),*细菌形态及生理生化鉴定

将纯化的菌株.j$= 稀释涂布于罗氏培养基
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#

体表分离海分枝杆菌的鉴定及其脂多糖的抗原性分析 &&

平板"分两组"!< ]避光培养 ? V#% Z 后"观察菌

落特征( 将其中一组置于光下至少 %< J"观察其

变化( 取培养物进行萋 :纳氏抗酸染色#jFYJ6C

+YY6IYL E8FZC_EI9I9EFL$"光学显微镜下观察菌体

形态(

菌株.j$= 的生理生化特征实验参照/常见

细菌系统鉴定手册0

&#<'和/伯杰氏细菌学鉴定手

册0

&#"'

#第九版$(

()>*热激蛋白 M@"ESAM@#鉴定

3O,B@+E36法提取菌株.j$= 基因组>+,"

O2缓冲液溶解"作为模板进行 10A;" 基因的

A3* 扩 增( 所 用 正 向 引 物 为 OQ##! "SC

,33,,3a,OaaOaOaO33,OC!S%反向引物为

OQ#%! "SC3OOaO3a,,33a3,O,333OC!S

&##'

(

反应体系为 "$

$

-"反应条件为 =< ]变性 # DFL"

"$ ]复性 # DFL"?% ]延伸 # DFL"!$ 个循环%?%

]温育 #$ DFL( A3*产物回收纯化方法参照

>+,回收试剂盒说明书#OÈE*E公司$"纯化产

物交由上海生物工程技术有限公司进行序列

测定(

将所测得的10A;" 基因序列通过 B6EI9软件

在aYLBELT数据库中进行同源性比对"选取序列

相似性高的菌株"采用 36HI9E6d#7N 软件进行多

序列匹配排列"用 ^YPE%7# 软件采用邻接法

#+YFPJQ5\C'5FLFLP DY9J5Z$构建系统发育树"通过

自举分析#B559I9\ER$进行置信度检验"自举数集

# $$$ 次(

()?*细菌aAS提取及多糖测定

将菌株 .j$= 接种于罗氏培养基"!< ]培养

! V< 周收集表面培养物"?$ ]水浴 % J 灭活细

菌"用蒸馏水和生理盐水洗涤后"置于 :%$ ]保

存备用(

酚:氯仿 :甲醇法&&参照文献&#;'的方

法将 $7% P细菌用 " D-AB0#R1?7<$悬浮"超声

波破碎"离心收集上清液"等体积的酚s氯仿

##s#"FWF$抽提 ! 次"抽提后的上清用 < 倍体积

的氯仿s甲醇#%s#"FWF$抽提 % 次"透析过夜"加

入>+EIY

#

和*+EIY"!? ]水浴 < J"透析过夜"

贮存备用(

乙醇:酚水法&&参照文献&#?'的方法将

$7% P细菌加蒸馏水 " D-"超声波破碎"加>+EIY

#

及*+EIY各 $7! DP"!? ]温育 < J%加入 "$U

乙醇溶液于 < ]放置 % J"冷冻干燥%加苯酚和蒸

馏水各 ! D-"在 ;N ]水浴中成匀相"冷却后取出

水相"再加蒸馏水 ! D-于酚相中萃取 # 次%合并

% 次水相"< ]透析"去除沉淀"回收所得为 -A0"

贮存备用(

传统热:酚水法&&参照i20OA1,-等&#N'

的热酚:水法(

多糖测定&&采用苯酚 :硫酸法&#='测定多

糖含量"以糖含量为横坐标"(>

<=%

值为纵坐标"制

作标准曲线( 取待测多糖按上述方法测得 (>

<=%

值"计算相应的多糖含量(

()@*海分枝杆菌 B̀ KT 抗血清的制备

将菌株.j$=于 !< ]培养 #< Z"AB0#R1?7<"

$7$# D56@-$洗涤收集细菌"以 $7"U甲醛 < ]灭活

<N J"涂布平板无活菌( < ]离心去除甲醛"AB0重

悬( 菌悬液与弗氏完全佐剂 %s# 混匀"采用皮下 ;

点注射法免疫大鼠"每点注射 $7# D-%% 周后加强

免疫"菌悬液与弗氏不完全佐剂 %s# 混匀"同法注

射%!周及 <周后分别加强免疫 #次"尾静脉注射菌

悬液 $7% D-"无佐剂( 最后一次免疫 ? Z后采血制

备抗血清":%$ ]保存备用(

()M*海分枝杆菌aAS的组成

将所提取的海分枝杆菌 -A0进行 0>0C

A,a2电泳"浓缩胶为 <7?"U"分离胶为 #"U(

电泳结束后"采用 O0,/等&%$'的方法进行银染(

BF5C\EZ凝胶成像系统采集图像"aY6CA\5 ELE6[IY\

分析软件分析不同方法提取-A0的组成(

()U*高碘酸氧化免疫印迹反应

将不同方法提取的海分枝杆菌 -A0经 0>0C

A,a2分离后转印至 A4>.#^F66FR5\Y$膜上"恒压

!$ 4"< ]转移 % J( 其中一张膜在 #$ D-高碘酸

缓冲液中#$7$# D56@-高碘酸溶于 $7$" D56@-乙

酸钠缓冲液中"R1<7"$氧化 # J"另一张膜不经过

高碘酸氧化处理( 将两张膜置于"U脱脂奶粉中"<

]封闭过夜"AB0O#AB0含 $7"U OGYYL %$$洗涤 !

次"每次" DFL%将膜浸于#s# $$$#FWF$稀释的海分

枝杆菌.j$=抗血清中"!? ]孵育 # J"AB0O洗涤%

再将膜置于#s" $$$#FWF$稀释的碱性磷酸酶#,A$

标记的羊抗鼠/P#0FPDE$中"!? ]孵育 # J"AB0O

洗涤%将膜放入含有氯化硝基四氮唑蓝#+BO"上海

生工生物有限公司$)" :溴 % :氯 % :吲哚:磷酸

#B3/A"上海生工生物有限公司$的显色缓冲液中

室温避光显色 %$ V!$ DFL"去离子水洗涤以中止反

应( 室温干燥"暗处保存(

%!%#
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()̂*高碘酸氧化Na]S'反应

将-A0#"

$

P@D-$加入 =; 孔酶标板"每孔

#$$

$

-"< ]包被过夜%分别加入 #$$

$

-及 %$$

$

-高碘酸缓冲液室温氧化 % J"每孔设 ! 个对照"

对照组不经高碘酸氧化处理( 处理组及对照组同

时进行间接 2-/0,"海分枝杆菌 .j$= 抗血清作

为第一抗体",A标记的羊抗鼠/P 作为第二抗体(

显色后测定反应孔在 <$" LD处的光吸收值(

()T*海分枝杆菌aAS的抗原性分析

将海分枝杆菌 .j$= 于罗氏培养基培养 #< Z

后"$7N"U无菌生理盐水洗脱"^8.E\6ELZ 比浊法

调整菌浓度为 = g#$

N

3.)@D-"分别采用尾静脉

和腹腔注射方式感染大鼠"于发病期采血制备抗

血清" :%$ ]保存备用( 预先取正常血清作为

对照(

分别以 #7" g#$

N

3.)@D-的细菌悬液和 "

$

P@D-的不同方法提取 -A0#$$

$

-包被 =; 孔

酶标板"AB0包被酶标板分别作为空白"< ]过

夜%次日加入 !U牛血清白蛋白于 !? ]封闭 # J"

AB0O洗 ! 次"每次 " DFL%每孔加入 #$$

$

-稀释

##s# $$$"FWF$的待检血清"阴性对照组加入 #$$

$

-AB0"!? ]温育 # J"AB0O洗涤%每孔加入 #$$

$

-稀释的,A标记的羊抗鼠/P抗体"!? ]温育 #

J"AB0O洗涤%每孔加入 #$$

$

-新配制的对硝基

苯磷酸脂#A+AA$发色液"室温避光发色 " V#"

DFL"<$" LD处测(>值"A@+r%7# 为阳性(

%&结果

,)(*细菌的分离鉴定

从许氏平
#

粘液)背鳍)鳃等部位分离筛选到

同一菌株.j$="其菌落呈圆形"乳白色"小黄花菜

状"形态为0#光滑型$"表面干燥( 细菌抗酸染色

为阳性"在光学显微镜下为直或略弯曲的棒状"有

的似竹状"有分枝趋势"部分聚集成团状"无芽孢"

不运动"直径 # V#$

$

D#图 #$( !< ]培养的两组

菌株.j$= 生长情况完全相同"经光照后产生明

显的黄色色素( 在对氨基苯磺酸)葡萄糖琼脂及

噻吩 :% :羧酸酰肼培养基上均生长"在 "U

+E36)麦康凯琼脂培养基上不生长"具有耐热触

酶)脲酶)芳香硫酸酯酶及过氧化氢酶的特性%吐

温 N$ 水解实验呈阳性"硝酸盐还原反应为阴性"

亚硝酸盐还原反应为阳性#表 #$"生理生化特性

初步鉴定菌株.j$= 为海分枝杆菌(

图 (*菌株 B̀ KT 的`d&抗酸染色结果"R.:c,K

#

; #

B2#)(*-C6.$28OD.<7:6<517<3D<7:.24B̀KT"R.:c,K

#

;#

表 (*菌株 B̀ KT 与海分枝杆菌'伯杰氏手册(

"第九版#生理生化特征比较

-./)(*!3;9.:2<343D9CF<2313#2$.1.48/23$C6;2$.1

$C.:.$76:2<72$<3D<7:.24B̀ KT .48<"4-&'3*4

鉴定项目

F9YD

菌株.j$=

I9\EFL .j$=

海分枝杆菌

<A-,&"0'-

耐热触酶

85L9\EXYL9F5L 5_JYE9C\YIFI9EL9

o o

对氨基苯磺酸

IH6_ELF6F8E8FZ"A+B

o o

噻吩:% :羧酸酰肼

9JF5RJYLYC%C8E\Q5c[6F8E8FZ

J[Z\EeFZY"O31

o o

芳香硫酸酯酶

E\5DE9F8IH6_E9EIY

o o

亚硝酸盐还原试验

LF9\F9Y\YZH89F5L 9YI9

o o

尿素酶 H\YEIY o o

"U+E36生长 P\5G9J 5L "U

I5ZFHD8J65\FZY

: Z

硝酸盐还原 LF9\E9Y\YZH89F5L : :

过氧化氢酶r<" DD泡沫

8E9E6EIYr<" DD_5ED

o o

葡萄糖琼脂 P6H85IYEPE\ o o

麦康凯琼脂 ^E835LTY[ : :

吐温 N$ 水解#" V#" Z$

9GYYL N$ J[Z\56[IFI

o o

%" ]生长 %" ]"P\5G9J o o

%N ]生长 %N ]"P\5G9J o o

!? ]生长 !? ]"P\5G9J o Z

<$ ]生长 <$ ]"P\5G9J : :

<" ]生长 <" ]"P\5G9J : :

注!* o+ 为阳性%* :+为阴性%*Z+ 代表部分菌株阳性(

+59YI!* o+"R5IF9FXY% * :+"LYPE9FXY%*Z+"## :N=U 5_I9\EFLIE\Y

R5IF9FXY7

&!%#
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体表分离海分枝杆菌的鉴定及其脂多糖的抗原性分析 &&

&&菌株.j$= 的10A;" 基因序列核酸扩增结果

显示"以总>+,为模板"经分枝杆菌10A;" 通用

引物OQ## 和OQ#% 扩增得到 <!< QR 的核酸条带

#图 %$( 核酸测序后的B6EI9分析结果显示"该序

列与<A-,&"0'-#,'!$?;!;$最为接近"相似性达

==U( 系统发育分析结果表明"该菌株与 <A

-,&"0'-#,'!$?;!;$和<A-,&"0'-#^^)""N!#$

聚为一个分支的置信度较高"为 N"U#图 !$(

,),*aAS提取及多糖测定结果

将酚:氯仿 :甲醇法)乙醇 :酚水法和传统

热酚水法提取的海分枝杆菌 -A0"采用苯酚 :硫

酸法测得 -A0浓度分别为 #"!)! !"$ 和 # $%N

$

P@D-(

图 ,*菌株 B̀ KT 的ESAM@ 基因的A!+扩增产物

^7̂ E\TY\% #7菌株.j$= 的10A;" 基因的A3*扩增产物(

B2#),*A!+.;912D2689:385$7<3DESAM@

#646<3D<7:.24B̀ KT

^7̂ E\TY\% #710A;" PYLYA3*R\5ZH895_I9\EFL .j$=7

图 >*以ESAM@ 基因构建的分枝杆菌系统发育树

B2#)>*ACF13#64672$7:663D<8:)0-:.$&'*4/.<6834ESAM@ #646

,)>*海分枝杆菌 aAS的 S%SOA'VN及高碘酸

氧化免疫印迹结果

! 种不同方法提取的海分枝杆菌 -A0经

0>0CA,a2后银染结果显示"在 #<)#; 和 %! TH

分子量处形成了较为清晰的条带"为核心多糖部

分( 传统热酚水法提取的 -A0所含蛋白带较多"

条带清晰"且 #< TH处的条带浓度明显较高%乙醇

:酚水法所提 -A0较纯%酚 :氯仿 :甲醇法提取

的-A0纯度较高"但得率较低#图 <$(

&&海分枝杆菌 -A0的 iYI9Y\LCQ6599FLP 结果显

示#图 "$"不同方法提取的 -A0免疫印迹条带基

本相同( 海分枝杆菌.j$= 抗血清主要与 -A0低

分子量的条带反应"在 #< TH 左右形成阳性条带

#图 "C,)B)3$%而乙醇:酚水法及传统热酚水法

提取的 -A0在高分子量区域与抗血清也有较弱

反应( 经温和高碘酸氧化后"仅传统热酚水法提

取的-A0在 #< TH分子量区域有弱的阳性条带出

现#图 "CE)Q)8$(

'!%#
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图 ?*不同方法提取海分枝杆菌aAS的

S%SOA'VN结果

^7̂ E\TY\" E7酚:氯仿:甲醇法提取的-A0" Q7乙醇 :酚水

法提取的-A0" 87传统热酚水法提取的-A0(

B2#)?*S%SOA'VN3DaAS2<31.768D:3;

<"4-&'3*4/F 82DD6:647G.F<

^7̂ E\TY\" E7-A05Q9EFLYZ Q[ RJYL56C8J65\5_5\DCDY9JEL56

Yc9\E89F5L% Q7-A05Q9EFLYZ Q[ Y9JEL56CRJYL56GE9Y\Yc9\E89F5L%

87-A05Q9EFLYZ Q[ J59RJYL56GE9Y\Yc9\E89F5L7

图 @*不同方法提取海分枝杆菌aAS在

高碘酸氧化前后的Y6<76:4O/137724#结果

^7̂ E\TY\",)B)3"分别为高碘酸氧化前酚:氯仿 :甲醇法)

乙醇:酚水法及传统热酚水法提取 -A0的 iYI9Y\LCQ6599FLP

结果% E)Q)8"分别为高碘酸氧化之后"! 种方法提取 -A0的

iYI9Y\LCQ6599FLP结果(

B2#)@*Y6<76:4O/137724# 3DaAS2<31.768D:3;<"4-&'3*4

/F 82DD6:647G.F</6D3:6.48.D76:96:238.763H28.7234

^7̂ E\TY\","BELZ 3" QY_5\YRY\F5ZE9Y5cFZE9F5L"iYI9Y\LC

Q6599FLP 5_ -A0 5Q9EFLYZ Q[ RJYL56C8J65\5_5\DCDY9JEL56

Yc9\E89F5L"Y9JEL56CRJYL56GE9Y\Yc9\E89F5L ELZ J59RJYL56GE9Y\

Yc9\E89F5L% E"Q ELZ 8"E_9Y\RY\F5ZE9Y5cFZE9F5L"iYI9Y\LCQ6599FLP

5_-A05Q9EFLYZ Q[ EQ5XYCDYL9F5LYZ 9J\YYDY9J5ZI7

,)?*高碘酸对海分枝杆菌 aAS免疫反应性的

影响

从表 % 可以看出"几种不同方法提取的 -A0

经高碘酸氧化后"与海分枝杆菌.j$= 抗血清的反

应活性明显降低"(>

<$"

明显减弱(以酚 :氯仿 :

甲醇法为例"#$$ 和 %$$

$

-组的平均值分别为

$7#"! <和 $7#!< #"而未经高碘酸处理的-A0组平

均值为 $7<%" !"说明提取的海分枝杆菌-A0抗原

性受高碘酸影响"且高碘酸浓度越高"影响越大(

表 ,*不同方法提取海分枝杆菌aAS在高碘酸氧化前后的Na]S'结果

-./),*R6D3:6.48.D76:96:238.763H28.7234&Na]S'3D<"4-&'3*4aAS2<31.768/F 82DD6:647G.F<

酚:氯仿:甲醇法

RJYL56C8J65\5_5\DCDY9JEL56

DY9J5Z

乙醇:酚水法

Y9JEL56CRJYL56

GE9Y\DY9J5Z

传统热酚水法

J59RJYL56

GE9Y\DY9J5Z

#$$

$

-高碘酸 #$$

$

-RY\F5ZE9Y $7#"! < $7$=% ; $7%"? %

%$$

$

-高碘酸 %$$

$

-RY\F5ZE9Y $7#!< # $7$NN ! $7%!; !

无高碘酸 GF9J5H9RY\F5ZE9Y $7<%" ! $7<<! # $7<"! ;

阴性对照 LYPE9FXY85L9\56 $7$N< "

空白对照 85L9\56 $7$"# !

,)@*> 种方法提取的海分枝杆菌aAS的抗原性

海分枝杆菌及 ! 种方法提取的 -A0对健康

大鼠血清检测结果呈阴性#图 ;$( 传统热酚水法

提取的 -A0对两种方式感染海分枝杆菌的大鼠

血清检测结果均呈阳性"且腹腔注射组的 A@+值

明显高于尾静脉注射组%海分枝杆菌和酚 :氯仿

:甲醇法)乙醇 :酚水法提取的 -A0对尾静脉注

射组的大鼠血清检测结果呈阴性"对腹腔注射组

的大鼠血清呈阳性"且阳性结果的 A@+值低于传

统热酚水法提取的 -A0"说明腹腔注射的海分枝

杆菌更易激发大鼠体内的免疫反应"传统热酚水

法提取的 -A0抗原性好于酚 :氯仿 :甲醇法和

乙醇:酚水法提取的-A0(

(!%#
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体表分离海分枝杆菌的鉴定及其脂多糖的抗原性分析 &&

图 M*海分枝杆菌及不同方法提取aAS的抗原性分析

A@+n(>血清@(>阴性对照%脂多糖 #)%)! :分别为酚 :氯

仿:甲醇法)乙醇:酚水法和传统热酚水法提取的-A0%#7健

康大鼠血清%%7尾静脉注射感染海分枝杆菌的大鼠血清%!7腹

腔注射感染海分枝杆菌的大鼠血清(

B2#)M*'472#642$27F .4.1F<2<3D<"4-&'3*4.48

aAS2<31.768/F 82DD6:647G.F<

A@+n(> IY\HD@(> LYPE9FXY85L9\56% -A0#" %" ! :-A0

Yc9\E89YZ Q[ RJYL56C8J65\5_5\DCDY9JEL56DY9J5Z"Y9JEL56CRJYL56

GE9Y\DY9J5Z ELZ J59RJYL56GE9Y\DY9J5Z"\YIRY89FXY6[% #7L5LC

FDDHLY\E9IY\HD% %7IY\HD5_\E9FL_Y89YZ GF9J <A-,&"0'-XFE

9EF6XYFL FLkY89F5L% !70Y\HD5_\E9FL_Y89YZ GF9J <A-,&"0'-XFE

EQZ5DFLE6FLkY89F5L

!&讨论

10A;" 基因是热激蛋白 ;$ 家族成员之一"由

P\52-% 基因编码"具有高度保守性"为所有分枝

杆菌所共有的基因&%#'

( 2+,等&%%'检测了非结核

分枝杆菌10A;" 基因"结合*.-A技术"鉴定出 N

例皮肤感染性肉芽肿患者皮损组织培养液中的龟

分枝杆菌)海分枝杆菌)偶发分枝杆菌和鸟分枝杆

菌( 本实验从许氏平
#

粘液)背鳍)鳃等部位分离

到菌株 .j$="通过形态学观察)生理生化特性和

10A;" 基因序列分析鉴定菌株 .j$= 为海分枝

杆菌(

细菌脂多糖是细菌细胞壁外膜中的重要组成

部分"由核心多糖)(:多糖和类脂质 ,! 部分组

成( 一般认为 -A0是革兰氏阴性菌外膜中的重

要成分&#; :#?'

( 分枝杆菌类群属于革兰氏阳性菌

群"但其细胞壁中却含有独特的 -A0成分"其中

结核菌多糖类物质占细胞壁含量的 !$U V<$U(

海洋分枝杆菌具有与结核分枝杆菌非常相似的细

胞壁结构"也含有相应的多糖成分( 国内外对结

核分枝杆菌-A0成分的研究较多&#; :#?"%!'

"但对于

同属分枝杆菌属的海分枝杆菌 -A0的相关研究

报道甚少( 本实验采用三种不同方法提取了海分

枝杆菌 -A0"发现其 ! 条主要条带中"#< TH 条带

能够与海分枝杆菌抗血清发生特异性的免疫反

应( ! 种提取方法中以乙醇 :酚水法提取的 -A0

较纯且总浓度最高%传统热酚水法提取 -A0的条

带较多"对菌株 .j$= 感染小鼠血清抗体水平的

检测中"A@+值最高"抗原性最强( 在用高碘酸氧

化后"-A0免疫反应性明显降低"说明海分枝杆菌

-A0与菌株.j$= 抗血清的结合部位主要为多糖

成分"致使它们的免疫反应受温和高碘酸氧化的

影响"这与目前的研究结果相一致&%<'

( 但经高碘

酸氧化后"传统热酚水法提取 -A0的 #< TH 条带

的免疫反应仍呈弱阳性"其原因尚待进一步研究(

目前学者们致力于海分枝杆菌亚单位疫苗的

研究"发现海分枝杆菌,PN",PYLY疫苗对杂交条

纹石斑鱼有较好的免疫保护作用&%"'

%海分枝杆菌

-A0具有较好的免疫激发作用&%;'

( 本实验采用

不同方法提取的 -A0血清学敏感性均高于细菌

颗粒本身"推测其用于检测或作为疫苗的效果将

会比灭活细菌好"所提取 -A0为海分枝杆菌亚单

位疫苗的研制奠定了基础( 但对于所提取的-A0

在鱼类免疫反应和免疫调节中的作用还有待进一

步研究(

由于引起人类结核病的结核分枝杆菌仍然是

严重危害人类健康的病原菌&%?'

( 海分枝杆菌与

结核分枝杆菌同属分枝杆菌属"亲缘关系极为相

近"基因同源性高达 ="U以上"且生长周期相对

较短"致病性和传染性低"与结核分枝杆菌有相似

的致病特征"因此近年来越来越多研究者将海分

枝杆菌作为研究结核分枝杆菌的模式菌株&%N :%='

(

本实验对海分枝杆菌的分离鉴定及其 -A0的组

成和抗原性研究"也为结核分枝杆菌亚单位疫苗

的研究提供了参考(
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