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摘要! 为了探讨草鱼出血病病毒" 3̀*4#4B" 亚单位疫苗对草鱼出血病的免疫保护作用!将

D1" 基因克隆进原核表达载体 U2DE#=9" l#!构建了重组质粒 U2D#=9" l#E4B"$ 0>0EB,̀ 2

和eQ\PQ:JET65PPGJK显示!重组4B" 蛋白的分子量约为 @! SR!主要以包涵体形式存在!重组蛋

白占菌体总蛋白的 #$W左右&+G

# l柱纯化后的重组蛋白!以每尾 <$$

#

K 肌肉注射免疫草鱼

"%@ _#$ OF!"$ _%#$ K#!并在第 %@%#%%#=%@C%?$ 天通过间接凝集反应检测抗体水平!结果显

示!免疫注射后第 %@ 天可检测到鱼体产生的特异性抗体!第 #% 天达到最高峰!第 ?$ 天仍可检

测到抗体的存在&免疫注射第 #% 天人工接种 3̀*4!免疫后的草鱼对出血病的保护力

达 %$$W$

关键词! 草鱼出血病病毒& 原核表达& 纯化& 免疫

中图分类号! 0C@%& X?=<&&&&&&&文献标志码',

&&草鱼出血病病毒#K:9\\O9:U :Q5^G:R\" 3̀*4$

是双链*+,#M\*+,$病毒"主要引起中国淡水养

殖主要品种草鱼#048%'1)2(*%5'<'% /<8662$在鱼

种阶段发生出血病"死亡率高达 C$W以上"给水

产养殖业造成巨大损失*% ;#+

( 免疫技术在水产养

殖疾病防治中已取得了一定的效果*!+

"而疫苗是

水产疾病防治最有效的途径之一*@+

( 目前"临床

上应用国家农业部批准的 3̀*4甲醛灭活疫苗"

也是亚洲唯一商业化的草鱼出血病疫苗*< ;"+

"死

苗安全性好"制造容易"但是由于部分抗原成分被

破坏"故存在免疫效果不理想)免疫力持久性差等

问题( 传统减毒疫苗又称弱毒疫苗"疫苗免疫力

强)作用时间长"但存在一定的安全隐患"具有潜

在的致病危险"成本高"并且注射困难*?+

"因此生

产上急需安全)有效)质量可控的草鱼出血病

疫苗*=+

(

基因疫苗又称核酸疫苗( >+,疫苗是指含

有编码抗原基因的真核表达质粒 >+,"经直接接

种体内后"可被宿主细胞摄取"并转录)翻译)表达

出相应的抗原"然后通过不同途径刺激机体产生

针对此种抗原的免疫应答( 章怀云等*C+采用外

源>+,处理方法"将鲤精液)肝脏的总 >+,以

精子载体处理草鱼受精卵"获得了数批经外源

>+,处理的草鱼群体( 研究结果显示"经鲤总

>+,处理的当年草鱼对草鱼出血病病毒的抗性

显著增强( 徐诗英等*%$+构建了核酸疫苗载体

U.9\PZ9OE

!

E4B?

%

E4B?

#

"免疫草鱼结果显示"该核

酸疫苗载体对草鱼病毒性出血病有较好的免疫保

护效果( 亚单位疫苗有抗体出现早)滴度高)持续

时间长等优点"而且它具有胸腺依赖性免疫原的

性质*%%+

( YI9JK等*%#+在大肠杆菌中表达了带1G\

标签的 3̀*44B? 蛋白"并且研究了基于蛋白的

3̀*4检测方法"但没有研究重组 4B? 蛋白对草

鱼出血病的免疫效果( 1Q等*? ;=+利用大肠杆菌
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成功表达 3̀*4外壳蛋白4B< 和4B?"并制备了

抗4B< 和4B? 特异性抗体"发现该抗体可以体外

中和病毒"表明4B< 和4B? 重组蛋白有成为亚单

位疫苗的可能性"但并没有在草鱼上研究其免疫

保护效果( 通过对 3̀*4进行三维结构重建)衣

壳蛋白结构及特性研究发现"4B" 蛋白与哺乳动

物正呼肠孤病毒
0

# 蛋白相似"均在内核和外壳的

连接中起着重要作用*#+

( 4B" 蛋白是 3̀*4的

核衣壳之一"且有弱的 M\*+,结合能力*%!+

( 用

纯化的草鱼呼肠孤病毒蛋白免疫家兔制备抗血

清"发现病毒结构蛋白 4B%)4B<)4B")4BC 的抗

血清具有中和效价"4B" 诱导的中和抗体效价最

高"推测4B" 是病毒多肽中的主要中和抗原*%@+

"

适合作为候选抗原而用于草鱼疫苗研究*%< ;%"+

(

周勇等*%?+成功构建了融合表达草鱼呼肠孤病毒

4B" 蛋白和绿色荧光蛋白的植物表达载体

U3,8Z/,%!$#E4B""为研究转基因植物表达疫

苗奠定了基础( .9JK 等*%=+在昆虫细胞#0[C$中

成功共表达了 3̀*44B" 和增强型绿色荧光蛋

白#2̀ .B$基因( 尽管已有较多的学者开展了草

鱼出血病的疫苗研究"但至今仍未见重组 4B" 蛋

白对草鱼出血病免疫效果的研究"因此本研究选

用4B" 为候选抗原基因"构建了原核表达载体

U2D#=9# l$E4B""在用大肠杆菌成功表达目的蛋

白的基础上"用 +G

# l柱纯化的重组蛋白免疫注射

草鱼"初步研究了草鱼中 4B" 特异性抗体的产生

规律以及对草鱼出血病的免疫保护作用"期望为

草鱼出血病亚单位疫苗的研制提供进一步的

帮助(

%&材料与方法

!&!'实验材料

实验草鱼购自江苏扬州市邗江区长江系家鱼

原种场'草鱼出血病病毒# 3̀*4$"由深圳市动植

物检疫局江育林研究员惠赠"并由江苏省水生动

物疫病预防控制中心扩增'带有 4B" 完整 (*.

的重组质粒 U8>%CDE4B")表达载体 U2DE#=9

# l$#+5^9KQ公司$);,&)8(/&)/2 &'6/D̀ %)Z-#%

#>2!$菌株由苏州大学医学部基础医学与生物科

学学院分子生物学研究室保存(

!&('实验方法

U2D#=9" l#E4B" 表达载体的构建&&重组

质粒 U8>%CDE4B" 经;&'*

'

A@/%<

$

#.Q:FQJP9\

公司$双酶切后"回收D1" 基因片段#%7#! ST$"克

隆进同样酶切的 U2DE#=9# l$"获 U2D#=9# l$E

4B" 重组表达载体"并送生工生物工程#上海$有

限公司测序验证(

重组 4B" 在大肠杆菌中的的诱导表达&&

重组质粒 U2D#=9# l$E4B" 转化大肠杆菌 Z-#%

菌株"挑取单个菌落接种于 ! F--Z培养基#含

<$

#

KAF-卡那霉素$中"!? a培养过夜( 取 !$

#

-活化菌液至 ! F--Z液体培养基中"!? a培

养"待(>

"$$

值达到 $7@ _$7" 时加入 /BD̀ #终浓

度为 % FF56A-$进行诱导表达"诱导时间分别为

%)#)!)@)< 和 " I(

0>0EB,̀ 2和eQ\PQ:JET65PPGJK&&收集诱导

表达菌体"与 # ]0>0上样缓冲液混合"煮沸 <

FGJ"%# $$$ :AFGJ 离心 < FGJ 后"取上清进行

0>0EB,̀ 2#浓缩胶为 <W"分离胶为 %$W$分析"

电泳结束后" 将蛋白条带转移至 B4>.膜

#9FOXR96GU5:$上"用含 !W Z0,的BZ0D缓冲液

@ a封闭过夜'加入 %m% $$$ 稀释的鼠抗1G\E" 抗

体#北京天根公司$"!? a孵育 % I'%m# $$$ 稀释

的1*B标记的羊抗鼠 /K #̀北京博奥森公司$"

!? a反应 !$ FGJ'每次反应后均用 BZ0D洗膜 !

次'最后用 >,Z*生工生物工程#上海$有限公

司+显色(

为了分析重组蛋白的存在方式"取诱导表达

菌液 #$$ F-"离心收集菌体( 以 #$ F-超声破碎

液#%W D:GP5JkE%$$)< FF56A-D:G\136)#7C#<

FKAF-+936)"$7$" FKAF-尿素"U1=7$$重悬

沉淀"冰上超声破碎#=$ e"每次 %$ \"停 %$ \"总

时间 !$ FGJ$ 至菌液转清" < $$$ :AFGJ 离心

@$ FGJ"转移上清到新的 2B管备用'沉淀用超声

破碎液清洗 ! 次"去离子水清洗 % 次( 取沉淀"加

入 ! F-变性液#< FF56A-D:G\136)%$W甘油)

#7C#< FKAF-+936) @=$7@= FKAF-尿素" U1

=7$$"@ a过夜( 然后进行0>0EB,̀ 2(

重组4B" 蛋白的纯化&&离心收集诱导表

达菌体"加入适量变性液"@ a过夜"%# $$$ :AFGJ

离 %$ FGJ"取上清过 +G柱纯化"整个过程在 @ a

中完成( +G柱用 < 倍柱床体积的 83,3E$#即变

性液$平衡后"加入待纯化的样品"调整流速至 "

滴AFGJ"使样品中带 1G\E标签的蛋白与 +G柱螯

合'用 < 倍柱床体积 83,3E$ 除去未结合蛋白'

再用由83,3E%$$$#< FF56A-D:G\136)%$W 甘

("#
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! 期 刘&林"等!草鱼出血病病毒4B" 蛋白的原核表达)纯化及免疫效果 &&

油)#C7## FKAF-+936)@=$7@= FKAF-尿素)

"=7$< FKAF-咪唑"U1=7$$稀释的不同浓度的

咪唑洗脱液洗脱样品"按每 % F-分步收集"测定

(>

#=$

"分步收集的样品加 # 倍体积的无水乙醇于

;#$ a静置 % I"@ a %# $$$ :AFGJ 离心 %$ FGJ"

弃上清"沉淀用适量的 % ]BZ0溶解" ;#$ a保

存( 临用前加入等体积 # ]0>0凝胶加样缓冲

液"%$$ a"煮 < FGJ"%# $$$ :AFGJ"< FGJ"取上清

进行0>0EB,̀ 2检测(

鱼体免疫&&于实验前 # 周"选取健壮无病

的同一批次草鱼鱼种#体长 %@ _#$ OF"体质量

"$ _%#$ K$于 %C _## a水温中充氧饲育( 重组

4B" 蛋白##7<

#

KA

#

-$与氢氧化铝佐剂#深圳高

盛源国际贸易有限公司$等体积混匀"按 @$$

#

-A

尾背鳍基部肌肉注射免疫鱼体"同时设未免疫的

草鱼为对照组"每组 @$ 尾(

致敏红细胞的制备&&绵羊 %(& 型红细胞

#上海源叶生物科技有限公司$用 BZ缓冲液

#$7%% F56A-U1?7# $洗 ! 次"取沉积红细胞

$7% F-"与 $7% F- 3̀*4和 # F-BZ缓冲液混

合"电磁搅拌下缓慢滴加 $7#< F-戊二醛

##7<W$"于室温搅拌 @ I 后"用 BZ缓冲液洗 !

次"然后加稀释液 #$ F-配成 $7<W致敏红细胞

悬液(

间接凝集法测抗体效价法&&草鱼免疫注射

重组蛋白后"每天观察鱼的活动情况和死亡情况"

并且在第 %@)#%)#=)@C)?$ 天随机取 ! 尾草鱼尾

静脉采血"于灭菌离心管中"@ a过夜"# $$$ :A

FGJ离心 %$ FGJ"分离血清" ;#$ a保存"采用间

接凝集反应检测抗体效价*%C+

(

免疫保护力检测&&疫苗注射后第 #% 天"将

3̀*4病毒液用含双抗#%$$

#

KAF-青霉素"<$

#

KAF-链霉素$的灭菌生理盐水稀释至 ->

<$

的

%$

%7<倍"经胸鳍基部分别注射已免疫的草鱼和普

通草鱼"每组感染 #$ 尾"每尾 $7# F-"分箱饲养"

控温#!% q%$ a"充气增氧"定时喂料"检查)记录

发病情况"最后根据统计结果计算死亡率和保护

力( 免疫保护力#*B0$ f*#对照组死亡率 ;免

疫组死亡率$A对照组死亡率+ ]%$$W

*#$+

(

#&结果与分析

(&!'表达载体IS/0(K3" T#0a1. 的鉴定

重组质粒 U2DE#=9# l$E4B" 经 ;&'*

'

Q

@/%<

$

双酶切后"可检测到约 %7#! ST 的片段

#图 %$"与预期切出的片段大小相符"证明 D1"

基因已成功克隆到原核表达载体 U2DE#=9# l$

中"测序结果显示 D1" 基因序列正确"并与 U2DE

#=9# l$中的 1G\E标签序列位于同一读码框中"

表明 U2DE#=9# l$E4B" 已按设计要求正确

构建(

图 !'重组质粒 IS/0(K3" T#0a1. 的酶切鉴定

87>+,>-<$$$ 89:SQ:' %7D1" 的B3*鉴定' # _!7;&'*

'

A

@/%<

$

双酶切 U2DE#=9# l$E4B"(

E6@&!'S?̀F78;6@89A6=?3?;12)3?3>F969=<

IS/0(K3" T#0a1.

87>+, >-<$$$ 89:SQ:' %7B3* U:5MROP5[D1""9FU6G[GQM

[:5FU2DE#=9# l$E4B"' # ;!7U2DE#=9# l$E4B" MGKQ\PQM

bGPI ;&'*

'

9JM @/%<

$

7

(&('重组a1. 蛋白的鉴定

将鉴定正确的质粒 U2D#=9# l$E4B" 及空载

体 U2DE#=9# l$转化表达菌Z-#%"挑取阳性单克

隆培养"经/BD̀ #终浓度为 % FF56A-$诱导表达

后"收集诱导表达菌体总蛋白"以鼠抗 1G\" 单克

隆抗体进行 eQ\PQ:JET65PPGJK 鉴定( 结果显示在

@! SR处出现明显的特异性条带#图 #$"与理论分

子量一致"表明4B" 已在大肠杆菌中成功表达(

(&*'诱导表达时间的优化

将 U2DE#=

"

# l$E4B" 重组菌经/BD̀ 分别诱

导 %)#)!)@)< 和 " I 后"收集菌体进行 0>0E

B,̀ 2检测#图 !$( 凝胶灰度扫描分析显示"随

着诱导时间的增加"重组蛋白的表达水平增加"至

诱导 < I"达到最高值"重组蛋白占菌体总蛋白的

比例约为 #$W(

)"#
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图 ('重组a1. 蛋白的L#L01%WS和d89A85?04>=AA6?@分析

87标准分子量蛋白#%$ _#$$ SR$' %"%V7U2DE#=9# l$转化菌' #"#V7U2DE#=9# l$E4B" 转化菌(

E6@&('%?3>F969=<L#L01%WS3?;d89A85?04>=AA6?@ =<58"=746?3?Aa1.

87U:5PQGJ F9:SQ:#%$ ;#$$ SR$' %"%V7P:9J\[5:FQM ;C&'6/Z-#% \P:9GJ bGPI U2DE#=9# l$' #"#V7P:9J\[5:FQM ;C&'6/Z-#% \P:9GJ bGPI

U2DE#=9# l$E4B"7

图 *'诱导时间与重组a1. 表达水平的关系

87标准分子量蛋白' %7U2DE#=

"

# l$转化菌' # _?7U2DE#=

"

# l$E4B" 转化菌分别用/BD̀ 诱导 %)#)!)@)< 和 " I(

E6@&*'C?;:"A6=?8MI58996=?=<IS/0(K

&

" T#0a1. 6?

<%(*54̂ D(! 9A536?

87U:5PQGJ F9:SQ:' %7P:9J\[5:FQM ;C&'6/Z-#% \P:9GJ bGPI U2DE

#=9# l$' # ;?7P:9J\[5:FQM ;C&'6/Z-#% \P:9GJ bGPI U2DE#=

"

# l$E4B" bQ:QGJMROQM bGPI /BD̀ [5:%"#"!"@"< 9JM " I"

:Q\UQOPĜQ6d7

(&+'a1. 重组蛋白的可溶性分析

取诱导表达菌液 #$$ F-"离心收集菌体( 冰

上超声破碎离心后"收集上清"同时沉淀加入适量

变性液 @ a 过夜( 菌体超声波裂解上清和菌体

超声波裂解沉淀进行 %$W 0>0EB,̀ 2分析#图

@$( 结果显示"菌体超声波裂解上清中目的蛋白

条带的比例较小"而菌体超声波裂解沉淀中含大

量的目的蛋白"说明重组表达的 4B" 蛋白主要以

包涵体形式存在(

(&,'重组a1. 蛋白的纯化

包涵体用变性液溶解"离心取上清"经 +GE

+D,1G\ETGJM螯合亲和层析柱纯化"再利用不同

咪唑浓度的洗脱液进行置换"洗脱特异结合的蛋

白(收集蛋白洗脱液"用0>0EB,̀ 2检测洗脱效

果#图 <$"结果显示"当用 %$ FF56A-的咪唑洗脱

时"有大量杂蛋白被洗脱( 随着咪唑浓度的增加"

洗脱液中杂蛋白量含量逐渐下降( 用 %$$ FF56A

-的咪唑溶液洗脱时"洗脱效果较佳"在 0>0E

B,̀ 2胶中有一条 @! SR的目的条带"且几乎观察

不到其它杂蛋白条带(

图 +'大肠杆菌表达的重组a1. 蛋白的可溶性分析

87标准分子量蛋白' %7U2DE#=

"

# l$转化菌' #7U2DE#=

"

# l$E4B" 转化菌' !7U2DE#=

"

# l$E4B" 转化菌的裂解上清'

@7U2DE#=

"

# l$E4B" 转化菌的裂解沉淀(

E6@&+'L=>:46>6AF 3?3>F969=<58"=746?3?Aa1.

I5=A86?8MI58998;6?<%(*54

87U:5PQGJ F9:SQ:' %7P:9J\[5:FQM ;C&'6/Z-#% \P:9GJ bGPI U2DE

#=9# l$' #7P:9J\[5:FQM ;C&'6/Z-#% \P:9GJ bGPI U2DE#=

"

# l$E4B"' !7PIQ\RUQ:J9P9JP5[P:9J\[5:FQM ;C&'6/Z-#% \P:9GJ

bGPI U2DE#=

"

# l$E4B" 6d\9PQ' @7PIQ U:QOGUGP9PG5J 5[

P:9J\[5:FQM ;C&'6/Z-#% \P:9GJ bGPI U2DE#=

"

# l$E4B" 6d\9PQ7

!"#
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! 期 刘&林"等!草鱼出血病病毒4B" 蛋白的原核表达)纯化及免疫效果 &&

图 ,'纯化a1. 重组蛋白的L#L01%WS分析

% _?7不同浓度#%$)#$)<$)%$$)#$$)!$$ 和 @$$ FF56A-$咪唑

洗脱样品' =7U2DE#=

"

# l$转化菌' C7U2DE#=

"

# l$E4B" 转

化菌(

E6@&,'L#L01%WS3?3>F969=<AH8I:56<68;

a1. 58"=746?3?AI5=A86?

% ;?7PIQUR:G[GQM U:5PQGJ Q6RPQM Td %$"#$"<$"%$$"#$$"!$$ 9JM

@$$ FF56A-5[K6d5c96GJ \56RPG5J":Q\UQOPĜQ6d' =7P:9J\[5:FQM

;C&'6/Z-#% \P:9GJ bGPI U2DE#=

"

# l$' C7P:9J\[5:FQM ;C&'6/

Z-#% \P:9GJ bGPI U2DE#=

"

# l$E4B"7

(&.'重组a1. 蛋白的免疫效果

草鱼注射蛋白疫苗后"按不同免疫时间检测

抗体水平"结果如图 " 所示"与对照组相比"草鱼

免疫注射重组4B"蛋白后"在血液中均可检测到

抗体"并在第 #% 天达到高峰"随后呈下降趋势"并

且在免疫后第 ?$ 天仍能检测到抗体( 统计学分

析表明"与对照相比"抗体水平具有显著差异( 数

据以正偏差形式表示#Of!$#

""

Eo$7$%$(

图 .'免疫草鱼血液中抗a1. 抗体水平的变化

E6@&.'/H8"H3?@89=<AH83?A60a1. 3?A64=;F >8J8>6?

AH84>==;=<AH8677:?6̀8;@5399"35I9

&&为了进一步检测免疫效果"草鱼免疫注射重

组4B" 蛋白第 #% 天"人工接种 3̀*4"定时喂

料"检查)记录发病情况"结果#表 %$显示"攻毒

@ _? M 后"对照组 %$$W发病死亡"死亡鱼肌肉)

鳃盖)肠道有轻度充血和出血"少部分鱼体腹腔出

血"肝胰脏发白"表现出明显的出血病症状'而免

疫组末见感染发病"表明用纯化的重组 4B" 蛋白

免疫草鱼对出血病具有较好的免疫保护作用(

表 !'免疫接种重组a1. 蛋白对草鱼出血病的免疫保护作用

/34&!'C77:?=I5=A8"A6=?=<58"=746?3?Aa1. I5=A86?3@36?9AW2)a

组别

K:5RU\

实验鱼数A尾

J575[[G\I

死亡鱼数A尾

J575[[G\I MQ9PI

死亡率AW

F5:P96GPd :9PQ

免疫保护力AW

GFFRJ5U:5PQOPG5J

免疫组 GFFRJGHQM K:5RU #$ $ $ %$$

对照组 O5JP:56K:5RU #$ $ %$$ ,

!&讨论

草鱼呼肠孤病毒复制与轮状病毒极其相

似*#%+

( 研究结果显示"轮状病毒4B" 诱导的/K,

抗体可经血循环进入小肠上皮细胞"在穿过小肠

上皮细胞的过程中与病毒形成复合物"抵抗病毒

的原发感染*##+

( 将表达轮状病毒衣壳蛋白 4B"

的转基因马铃薯给鼠口服后"可在鼠的血清和肠

内分别检测到抗 4B" /K`和 /K,抗体*#!+

( 对

3̀*4不同衣壳蛋白抗血清的中和能力研究结果

显示"4B%)4B<)4B")4BC 的抗血清均具有中和

病毒的作用"但 4B" 诱导的中和抗体效价最

高*%@ ;%"+

( 目前"已分离到多种 3̀*4毒株"病毒

结构蛋白的同源性分析显示"不同毒株间 4B" 蛋

白的同源性达到 CCW"保守性相对较好"因此"选

用4B" 作为亚单位疫苗"不仅免疫效果好"而且

也有可能对多种 3̀*4毒株攻击具有较好的免

疫保护作用(

由于大肠杆菌表达系统具有易于操作)表达

高效和稳定等优点"因此得以广泛应用*#@+

( 表达

载体 U2DE#=9# l$具有与+G

# l高亲和结合特性的

" 个组氨酸标签序列"便于重组蛋白的纯化"降低

技术难度( 因此"本研究选择 U2DE#=9# l$为表

达载体"构建了 3̀*4D1" 基因的重组表达载体"

0>0EB,̀ 2和eQ\PQ:JET65PPGJK 检测结果显示"重

组表达质粒转化菌用/BD̀ 诱导 < I后"重组4B"

蛋白的表达水平达到最高"约占菌体总蛋白的

#$W"表明D1" 基因在大肠杆菌表达菌中得到了

""#



!""#!

!

$$$%&'()*+,-%'.

&&& 水&产&学&报 !" 卷

高效表达"且能被鼠抗 1G\" 单克隆抗体识别"在

分子量为 @! SR处有特异性条带( 对 D1" 基因表

达的蛋白进行可溶性与不可溶性分析后"显示表

达蛋白主要以包涵体的形式存在"这可能是因为

重组表达蛋白部分折叠或错误折叠所引起"大肠

杆菌菌体内环境相对比较还原"从而导致包涵体

形式表达的产物主要以还原形式存在"不能形成

正确的分子二硫键*#< ;#"+

( 蛋白的纯度对保证疫

苗的质量至关重要"在用+G柱亲和层析纯化重组

4B" 蛋白时"发现不同浓度的咪唑缓冲液对重组

蛋白的洗脱效果明显不同"当用 %$$ FF56A-的

咪唑溶液洗脱时"纯化的重组蛋白中几乎无杂蛋

白"表明洗脱效果较佳"该研究结果为大量获得重

组4B" 蛋白"制备 3̀*4亚单位疫苗提供了有益

的帮助(

抗体产生水平和体内抗体的维持时间是评估

疫苗的重要指标( 草鱼免疫注射重组 4B" 蛋白

后"在不同检测时间点"草鱼血液中的抗体水平均

高于对照组"说明纯化的重组 4B" 蛋白具有良好

的免疫原性'检测结果显示"免疫注射后的草鱼其

血液中抗体水平在第 #% 天达到高峰"随后呈下降

趋势"该结果与体内抗体的消长规律相符( 在免

疫后第 ?$ 天仍能在血液中检测到 4B" 抗体"推

测重组4B" 疫苗对草鱼出血病有较长时间的免

疫保护作用( 尽管重组 4B" 蛋白免疫草鱼后"能

在血液中检测到特异性抗体"但总体来说"抗体水

平不是特别高"推测与免疫剂量)免疫次数)使用

的佐剂是否合适及佐剂乳化状态等多种因素有

关( 攻毒后"对照组发病死亡的鱼经解剖分析后"

表明死因是由 3̀*4引起的"排除了其他病原菌

导致的死亡"而免疫组草鱼没有出现感染发病死

亡"这在一定程度上评估了 4B" 作为亚单位疫苗

的潜在可能性"可以认为4B" 作为 3̀*4亚单位

疫苗具有良好的前景(
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