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鳗源迟缓爱德华氏菌菌蜕的构建及制备条件优化 
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广东省免疫技术重点实验室, 广东 广州  510380) 

摘要: 菌蜕具有完整细菌表面抗原结构, 可诱导机体的体液和细胞免疫应答, 成为疫苗制备

的候选之一，为了探讨鳗鲡迟缓爱德华氏菌菌蜕疫苗的可行性, 实验采用基因重组技术构建

了噬菌体 PhiX174 裂解酶基因(Lysis E)的温控表达载体, 转化迟缓爱德华氏菌, 成功制备其

菌蜕, 并对菌蜕形态、溶菌动力学、裂解效率以及制备条件等进行了研究。结果表明, 细菌

菌蜕表面形成溶菌孔道, 细胞因内容物流失而发生明显的皱缩; 构建的迟缓爱德华氏菌诱

导后 1 h 开始裂解, 5 h 后裂解基本完成, 裂解效率为 99.99%, 冷冻干燥后重悬涂布平板, 未

检出活菌, 电镜观察表明冻干前后细胞形态未见明显变化; 构建的迟缓爱德华氏菌分别在

OD600 值为 0.4 和 0.6 进行诱导, 其裂解过程和裂解效率没有明显区别; 分别用 LB、BHI、

NB 3 种培养基进行比较研究, 其中 LB 培养基制备的菌蜕细胞较完整、裂解完全, 是制备迟

缓爱德华氏菌菌蜕最优培养基。本研究成功构建了鳗源迟缓爱德华氏菌菌蜕, 并对其制备条

件进行了优化, 为鳗鲡爱德华氏菌病疫苗开发奠定了基础。 
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爱德华氏菌病是目前全球水产养殖业最具威

胁的疾病之一, 迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tar-
da) 是其主要病原[1], 同时该菌还是一种重要的人

兽共患病的病原, 可引起人的脑膜炎、肝脓肿、蜂

窝组织炎、骨髓炎和败血症等[2]。迟缓爱德华氏菌

是一种兼性胞内寄生的革兰氏阴性杆菌, 无荚膜, 
不形成芽孢, 周生鞭毛、运动, 兼性厌氧。由于其

胞内寄生的特点, 使得天然免疫、抗体免疫应答和

体液抗菌物质等难以对其起作用, 导致以体液免

疫应答为主的迟缓爱德华氏菌灭活疫苗和亚单位

疫苗免疫保护效果不理想。机体抗胞内菌感染主要

依赖细胞免疫, 即通过效应性T细胞(包括CD4
+Thl

细胞和 CD8
+Tc 细胞)发挥作用, 因此, 研制出能引

发细胞免疫应答的新型疫苗是鳗鲡爱德华氏菌病

疫苗开发的主要方向之一。 
菌蜕(bacterial ghosts)是革兰氏阴性菌被噬菌

体 PhiX174 裂解酶基因 E 裂解形成的不含任何胞

内物质的细菌空壳。20 世纪 80 年代奥地利学者

Witte 等[3]率先制备了大肠杆菌菌蜕, 随后国内外

学者成功研制出多种病原菌菌蜕[4]。这种基因灭活

过程不会改变细菌本身内外膜结构, 因而菌蜕具

有完整的细菌表面抗原结构, 它可以在不添加佐

剂的情况下产生较强免疫反应, 同时, 由于菌蜕表

面存在着鞭毛和纤毛等结构, 易于在特定组织和

细胞中黏附, 更容易被巨噬细胞和树突状细胞识

别, 增加了与抗原递呈细胞接触的机会, 使机体既

能产生体液免疫反应也能产生细胞免疫反应[5]。为

了探讨鳗鲡迟缓爱德华氏菌菌蜕疫苗的可行性 , 
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本研究将构建的含有裂解酶基因的菌蜕温控载体

导入鳗鲡迟缓爱德华氏菌致病株, 制备迟缓爱德

华氏菌菌蜕, 研究其裂解效率、制备条件, 为进一

步研发有效的菌蜕疫苗奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  菌株与质粒 

迟缓爱德华氏菌菌株 AnGH080301[6]、大肠杆

菌 DH5α 由本实验室保存。大肠杆菌 PhiX174 噬菌

体 DNA 从纽英兰公司(New England BioLabs Inc., 
USA)购买。克隆载体 pMD18-T Vector 为 TaKaRa 公

司产品。原核表达质粒 pBV220 由本实验室保存。 
1.2  PhiX174 裂解酶基因克隆 

参照 GenBank 已登录的大肠杆菌 PhiX174 噬

菌体裂解酶基因(Lysis E)序列设计引物: Phi-F: 5′- 
ATGGTACGCTGGACTTTGTG-3′和 Phi-R: 5′-AC 
ATTACATCACTCCTTCCG-3′, 由上海生工生物

工程技术服务有限公司合成。以大肠杆菌 PhiX174 
基因组 DNA 为模板, 用 Phi-F 和 Phi-R 为引物进行

PCR 扩增, 50 μL 反应体系含有: 10×PCR Buffer 5 μL, 
10 mmol/L dNTP(each) 1 μL, Phi-F(20 μmol/L)2 μL, 
Phi-R(20 μmol/L)2 μL, Taq 酶(5 U/μL)0.5 μL, DNA 1 
μL。反应条件为 95  ℃ 预变性 2 min;  95  ℃ 变性

30 s, 55 ℃退火 30 s, 72 ℃延伸 1 min, 30 个循环; 
72 ℃延伸, 7 min。取 5 μL PCR 产物, 1%琼脂糖凝

胶电泳检测 PCR 扩增结果。 

PCR 产物经 DNA Gel Extraction Kit 纯化后, 

与 pMD18-T Vector 用 T4 DNA 连接酶连接过夜。

转化大肠杆菌 DH5α, 蓝白斑筛选重组子。由上海

生工生物工程技术服务有限公司测序。 
1.3  菌蜕表达质粒 pBVLysis E 构建 

设计并合成了 1 对引物 gE-F: 5′GCGAATTC 

ATGGTACGCTG3′和 gE-R: 5′GCGGATCCTTATC 

ACTCCTTC 3′ (下划线示 EcoRⅠ、BamHⅠ酶切位

点), 通过 PCR 对 Lysis E 基因两端进行改造, 用

EcoR Ⅰ和 BamHⅠ分别酶切载体 pBV220 和改造

过的Lysis E基因, 纯化后用T4 DNA连接酶连接过

夜, 转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞, 培养后提取

质粒进行酶切鉴定。 
1.4  大肠杆菌菌蜕制备及裂解效率的测定 

将鉴定为阳性的大肠杆菌 DH5α(pBVLysis E)
菌株接种于 3 mL(Amp 终浓度 50 μg/mL)的 LB 液

体培养基, 30 ℃恒温摇床, 200 r/min 培养过夜。次

日将过夜培养液按 1∶100 接种于 100 mL(Amp 终

浓度 50 μg/mL)的 LB 液体培养基, 200 r/min 摇床

培养至 OD600=0.4∼0.5, 迅速升温至 42 ℃进行诱导, 
诱导后 1 h 内每隔 15 分钟取样, 1 h 后每隔 20 分钟

取样, 测 OD600 的吸光值, 同时用不含 pBVLysis E 
质粒的大肠杆菌 DH5α作为对照。分别取诱导前、诱

导后的菌液 100 μL, 适当稀释后涂布于 LB(Amp 终

浓度 50 μg/mL)平板, 37 ℃恒温培养 12 h, 计数活

菌数(CFU)。裂解效率(%)=(1−裂解终止时 CFU /诱导

开始时 CFU)×100, 每个样做 5 个平行, 取平均值。 
1.5  迟缓爱德华氏菌菌蜕制备及裂解效率测定 

参照吴海珍等 [7]方法制备迟缓爱德华氏菌

AnGH080301 电击感受态细胞, 向感受态细胞中加

入重组质粒 pBVLysis E 2 µL(100 ng/µL), 进行电

击转化(电击参数为 25 µF, 200, 1.8 kV), 将电击细

胞转入 1.5 mL 的离心管中, 28 ℃复苏 2 h, 取 100 
µL菌液连续 10倍倍比稀释, 涂布培养于 BHI(Amp
终浓度 50 μg/mL)平板, 28 ℃恒温培养 24 h, 筛选

阳性克隆, 计数转化子并计算电转化效率(转化子

/µg DNA)。将筛选得到的迟缓爱德华氏菌 AnGH-
080301(pBVLysis E)接种于 4 mL BHI(Amp 终浓度    
50 μg/mL)培养基中, 28 ℃、220 r/min 过夜培养, 次
日按 1∶100 转接到 100 mL BHI(Amp 终浓度 50 
μg/mL)中, 28 ℃、220 r/min 培养至 OD600=0.4, 迅速

升温至 42 ℃进行诱导, 直至 OD600 值趋于稳定, 裂
解终止。裂解效率测定同 1.4。 
1.6  迟缓爱德华氏菌菌蜕制备条件优化 

不同诱导起点对菌蜕生产的影响    将迟缓

爱德华氏菌 AnGH080301(pBVLysis E)接种于 4 mL 
LB(Amp 终浓度 50 μg/mL)培养基中, 28 ℃、220 
r/min 培养过夜, 次日按 1∶100 转接到 2 瓶 100 mL 
LB(Amp 终浓度 50 μg/mL)中, 28 ℃、220 r/min 摇

床培养, 菌液 OD600 值分别至 0.4 和 0.6 左右时, 迅
速升温至 42 ℃进行诱导, 每隔 30 分钟取样, 测菌

液 OD600 吸光值, 直到菌株吸光值趋于平稳为止, 
裂解效率按 1.4 中方法进行。 

不同培养基对菌蜕生产的影响    将迟缓爱

德华氏菌 AnGH080301(pBVLysis E)分别接种于

LB、BHI、营养肉汤(NB)3 种培养基中(Amp 终浓度

均为 50 μg/mL), 28 ℃、220 r/min 过夜培养, 次日

按 1∶100 转接到 100 mL 相应的 AMP 抗性培养基
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中, 28 ℃、220 r/min培养至OD600值为 0.4 左右, 迅
速升温至 42 ℃进行诱导, 每隔 30 分钟取样, 测菌

液 OD600 吸光值, 直到吸光值趋于平稳, 裂解效率

按 1.4 中方法进行。 
1.7  电镜观察 

分别将裂解后大肠杆菌、迟缓爱德华氏菌菌蜕

细胞 4 000×g、4 ℃离心 15 min, 用 0.01 mol/L PBS
洗涤 3 次, 用 2.5%戊二醛 4 ℃固定 24 h 以上, 经
多步乙醇脱水, 丙酮脱水等步骤处理后用扫描电

镜进行观察, 同时采集大肠杆菌、迟缓爱德华氏菌

作为对照。 

2  结果 

2.1  裂解酶基因克隆及菌蜕表达质粒构建 

以 PhiX174 噬菌体 DNA 为模板, PCR 扩增出

一条与目的片段大小相符的 DNA 片段(图 1), 克隆

至 pMD18-T 载体, 测序结果显示目的基因大小

276 bp, 经 Blast 比对分析, 序列与 GenBank 登录

的大肠杆菌 PhiX174 噬菌体裂解酶基因序列一致。

将改造后的 Lysis E 基因克隆至原核表达载体

pBV220 中, 构建重组质粒, 经 EcoR I 和 BamHⅠ

酶切鉴定及测序分析 , 成功构建出含噬菌体

PhiX174 裂解酶基因 Lysis E 的重组质粒, 命名为

pBVLysis E(图 2)。 
 

 
 

图 1  Phi X 174 噬菌体 Lysis E 基因的 PCR 扩增 
M. DL200 分子量标记; 1. Lysis E 基因扩增产物。 
Fig. 1  PCR amplification of Lysis E gene of Phi X 174 
M.DL200 bp DNA marker; 1.product of Lysis E gene. 
 

2.2  大肠杆菌 DH5α菌蜕构建及溶菌动力学 

含 pBVLysis E 质粒的大肠杆菌 DH5α经 42 ℃
热诱导, 30 min 时 OD600 开始下降, 表明细菌开始

裂解, 3 h 后 OD600 趋于平稳, 细菌裂解基本完成

(图 3)。扫描电镜显示, 裂解后的大肠杆菌菌蜕保 

持基本细胞形态, 细胞表面因为细胞内容物流失

而发生明显的皱缩, 并能看到菌蜕细胞上的溶菌

孔道, 溶菌孔道总是位于细胞两极(图 4, 箭头所示

为溶菌孔)。涂布菌落计数显示, 大肠杆菌活菌浓度

从诱导前的 8.81×109 CFU/mL下降至诱导后的 2.5× 
104  CFU/mL, 裂解效率为 99.999 7%。结果说明， 
构建的 pBVLysis E 质粒能够有效表达大肠杆菌噬

菌体裂解酶基因, 且能有效诱导大肠杆菌裂解, 可
以尝试用于迟缓爱德华氏菌菌蜕的构建。 
 

 
 

图 2  重组子 pBVLysis E 酶切鉴定 
M1. λ-Hind  digest Ⅲ 分子量标记; M2.DL2000分子量标记;  

1. EcoRⅠ和BamHⅠ双酶切重组质粒; 2.Lysis E基因。 

Fig. 2  The restriction mapping analysis of the 
 recombinant plasmids pBVLysis E 

M1.λ-Hind  digestⅢ  marker; M2.DL2000 marker;  
1: pBVLysisE/ EcoRⅠ and BamHⅠ; 2. Lysis E gene. 
 

2.3  迟缓爱德华氏菌 AnGH080301 菌蜕构建及溶 
菌动力学 

质粒 pBVLysis E 转化迟缓爱德华氏菌, 转化

效率为 3.27×105 转化子/µg DNA。转化 pBVLysis E
质粒的迟缓爱德华氏菌 AnGH080301 经 42℃热诱

导, 1 h 开始 OD600 下降, 细菌开始裂解, 5 h 后

OD600 趋于平稳, 细菌裂解基本完成(图 5)。扫描电

镜显示, 迟缓爱德华氏菌已裂解形成菌蜕, 与正常

的细菌相比, 菌蜕细胞由于内容物的流失而明显

皱缩变形, 菌蜕细胞的中部可见明显的裂解孔道, 
部分细菌甚至发生剧烈裂解而崩塌（图 6, 箭头所

示崩塌位置)。涂布菌落计数显示, 迟缓爱德华氏菌

活菌浓度从诱导前的 4.69×109 CFU/mL 下降至诱

导后的 5.7×104 CFU/mL, 裂解效率为 99.99％。冻

干后菌蜕细胞涂布平板, 未检出活菌, 扫描电镜显

示冻干前后细胞形态未见明显变化(图 7)。 
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图 3  42 ℃诱导后大肠杆菌 DH5α(pBVLysis E)
生长及裂解曲线 

E.coli ghost: 含裂解质粒 pBVLysis E 的大肠杆菌 DH5α; native 
E.coli:大肠杆菌 DH5α。 

Fig. 3  Growth and lysis curves of  
E.coli DH5α(pBVLysis E) by temperature  

induction of gene E expression 
At time zero, the cultures were shifted from 28  to 42℃  ℃.E.coli 
ghost: E.coli DH5α (pBVLysis E); native E.coli：native E.coli. 
 

2.4  迟缓爱德华氏菌菌蜕制备条件优化 

不同诱导起点对菌蜕产生的影响    分别将

迟缓爱德华氏菌 AnGH080301(pBVLysis)培养至

OD600 为 0.4 和 0.6 时进行诱导表达, 溶菌动力学实

验结果显示, OD600 为 0.6 的培养物诱导 2 h 后, 其
吸光值开始下降, 较OD600为 0.4的延迟30 min, 而
其裂解剧烈程度和最终的裂解效率均没有明显差

别, 诱导 24 h 后涂板均未检出活菌(图 8)。 

不同培养基对菌蜕产生的影响    分别采用

BHI、NB、LB 3 种培养基中制备迟缓爱德华氏菌

菌蜕, 在相同条件下诱导表达, 菌蜕裂解程度和裂

解时间存在明显差别(图 9), 在 BHI 中诱导 30 min
后吸光值开始急速下降, 2 h 后下降速度减慢, 5 h
后基本趋于平稳; 在 NB 中诱导 1 h 后吸光值开始

缓慢下降, 10 h 后降至 0.2 左右; 在 LB 中诱导 1.5 h
后开始缓慢下降, 7 h 后降至 0.2 左右。迟缓爱德华

氏菌重组菌株在 BHI、NB、LB 3 种培养基中裂解

8 h 后 , 活菌数分别下降至 0、2.9×105、6.5×104  
CFU/mL, 裂解效率分别为 100%、99.99%、99.999  
9%。诱导 24 h 后分别取 100 µL 菌液稀释 10 倍涂

布于 LB(含 AMP50 µg/mL), BHI 和 LB 平板培养的

菌液未检出活菌, NB 培养的菌液有少量活菌存在

(2×102 CFU/mL)。扫描电镜结果显示, BHI 培养基

中菌蜕裂解孔道较大(约 500 nm), 多出现在菌蜕细

胞中央部位, 细胞甚至完全裂开, 细胞碎片较多; 
而 LB、NB 培养基培养的菌蜕细胞则比较完整, 裂
解孔道较小(100 nm 左右), 多出现在细胞两极, 其
中 LB 培养基中的细胞塌陷更明显(图 10)。综合以

上结果, 3 种培养基中裂解效率: BHI>LB>NB, 裂解

剧烈程度 : BHI>NB>LB, 细胞完整性 : LB=NB> 
BHI, 因此, 以 LB 作为迟缓爱德华氏菌菌蜕制备

的培养基既能达到较高的裂解效率, 又具有较好

的细胞完整性, 是制备迟缓爱德华氏菌菌蜕的最

优培养基。 
 

 

 
 

图 4  大肠杆菌 DH5α菌蜕扫描电镜观察 
(a) 正常大肠杆菌 DH5α; (b) 大肠杆菌 DH5α 菌蜕, 箭头所示为裂解孔道。 

Fig. 4  Evaluation of E.coli(DH5α) ghosts by SEM 
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(a) Native E.coli(DH5α); (b) ghosts of E.coli(DH5α), Arrow shows the trans-membrane lysis tunnel. 

 
 

图 5  42 ℃诱导后迟缓爱德华氏菌

AnGH080301(pBVLysis E)生长及裂解曲线 
E.tarda ghost：含裂解质粒 pBVLysis E 的迟缓爱德华氏菌

AnGH080301; E.tarda：正常迟缓爱德华氏菌 AnGH080301。 

Fig. 5  Growth and lysis curves of E.tarda (pBVLysis E) 
by temperature induction of gene E expression 

At time zero, the cultures were shifted from 28 ℃ to 
42 ℃.E.tarda ghost: E.tarda(pBVLysis E) ghost; E.tarda: 
native E.tarda. 

3  讨论 

由于菌蜕在制备过程中保留了完整的表面抗

原结构, 具有与活细菌相媲美的免疫原性, 能引发

机体强烈细胞免疫 [5,8]及体液免疫应答 [9-10], 成为

迟缓爱德华氏菌等胞内寄生菌疫苗构建重要选择。

已有学者构建了从牙鲆[11]、大菱鲆[12-13]等分离的迟

缓爱德华氏菌菌蜕, 本研究成功构建了鳗源迟缓

爱德华氏菌菌蜕, 并对其制备条件进行了优化, 为

鳗鲡爱德华氏菌病疫苗开发奠定了基础。 
3.1  表达系统及裂解效率  

菌蜕制备是通过控制噬菌体 Lysis E 基因的表

达来实现, 因此调控元件的选择直接影响菌蜕的

裂解效率, 本研究采用对温度敏感的 λpR/pL-cI857
表达系统构建了 Lysis E 温控表达载体, 成功制备 

 

 
 

图 6  迟缓爱德华氏菌菌蜕扫描电镜观察 
(a) 正常迟缓爱德华氏菌; (b) 爱德华氏菌菌蜕, 箭头所示为细菌崩塌位置。 

Fig. 6  Evaluation of E.tarda ghosts by SEM 
(a) Native E.tarda; (b) E.tarda ghosts, Arrow shows the trans-membrane lysis tunnel. 
 

 
 

图 7  E.tarda 菌蜕冻干前后扫描电镜观察比较 



11 期 李宁求, 等: 鳗源迟缓爱德华氏菌菌蜕的构建及制备条件优化 1759 

http: //www.scxuebao.cn 

(a) 冻干前 E.tarda 菌蜕; (b) 冻干后 E.tarda 菌蜕, 箭头所示为裂解孔道。 
Fig. 7  SEM of E.tarda ghosts and E.tarda ghosts by lyophilization 

(a) E.tarda ghost; (b) E.tarda ghosts by lyophilization, Arrow shows the trans-membrane lysis tunnel. 

 
 

图 8  不同诱导起点下迟缓爱德华氏菌 
AnGH080301 菌蜕生长及裂解曲线 

E.tarda ghost(1)、E.tarda ghost(2)分别表示细菌生长至 OD6000.4 和

0.6 时进行诱导; E.tarda 表示迟缓爱德华氏菌 AnGH080301 
(pBVLysis E)在 28 ℃条件下生长曲线。 
Fig. 8  Growth and lysis curves of E.tarda AnGH080301 

(pBVLysis) by temperature induction of 
 gene E expression at different growth points 

At time zero, the cultures were shifted from 28 ℃ to 42 ℃ 
except E.tarda. E.tarda ghost(1), E.tarda ghost(2) represent 
E.tarda AnGH080301 (pBVLysis E)induction at OD6000.4 or 0.6; 
E.tarda represents AnGH080301(pBVLysis E)growth in LB me-
dium at 28 ℃. 
 

 
 

图 9  迟缓爱德华氏菌 AnGH080301(pBVLysis E)菌蜕

在不同培养基中的生长及裂解曲线 
BHI、LB、NB 分别表示迟缓爱德华氏菌 AnGH080301(pBVLysis 
E)在 BHI、LB、NB 培养基中生长及裂解曲线; C 表示迟缓爱德

华氏菌 AnGH080301(pBVLysis E)在 LB 培养基中 28 ℃培养作

对照。 
Fig. 9  Growth and lysis curves of E.tarda AnGH080301 

(pBVLysis E) in three different medium 
At time zero, the cultures were shifted from 28 ℃ to 42 ℃ 
except C. BHI,LB,NB represent E.tarda AnGH080301(pBVLysis 
E)growth in BHI,LB,NB media respectively; C represents An-
GH080301 (pBVLysis E)growth in LB medium at 28℃ as a control. 
 

出大肠杆菌及迟缓爱德华氏菌菌蜕, 诱导 3 h 大肠

杆菌裂解效率达 99.999 7%, 诱导 5 h 迟缓爱德华

氏菌裂解效率为 99.99%, 其裂解效率与其他研究

者的结果类似[11,14]。相对于化学物质诱导表达系统, 
本研究构建的热敏感表达系统具有无毒性、对细菌

表面抗原破坏小等优点更适合于菌蜕的制备。 

3.2  制备条件优化 
诱导起始时间直接影响菌蜕最终产量, 一般

来说诱导起始时间越晚产量越高。但 Lubitz 等[15]

研究发现细菌活性对细菌的裂解有重要影响, 活
性不强的细菌和未正常分裂细菌不能正常裂解。

Witte 等[16]研究也指出，蛋白 E 融入大肠杆菌细胞

后依靠细胞的质子动力势产生裂解作用。本研究结

果表明, 构建的迟缓爱德华氏菌分别在 OD600 为

0.4 和 0.6 进行诱导, 其裂解过程和裂解效率没有

明显区别。因此, 在细菌对数生长期内, 适当增大

诱导时细菌浓度, 对菌蜕的规模化生产具有实际

意义。同时, 本研究比较了 LB、BHI、NB 3 种培

养基对迟缓爱德华氏菌菌蜕生成的影响, 结果表

明不同培养基对菌蜕裂解效率、裂解完成时间、裂

解程度和裂解孔道大小均存在明显差异。在 BHI
培养基中裂解孔道最大, 甚至完全裂开, 8 h 后完

全灭活 , 裂解效率最高 , 但细胞碎片较多 ; 而在

LB、NB 培养基中裂解孔道较小, 细胞较完整, 但
是诱导 24 h 后, NB 中仍能检测到活菌, LB 中则未

检出活菌, 导致这种差别的原因可能是培养基中

盐离子浓度及营养成分存在差异。已有报道表明，

培养基的成分和培养环境影响菌蜕的产生, 如增

加培养基中 Mg2+浓度可以增大菌蜕的裂解孔道[17], 
霍乱弧菌菌蜕只有在 AKI 培养基中 30 ℃培养时才

表达霍乱弧菌菌毛蛋白(TCP), 而在BHI中 37 ℃培

养时则检测不到 TCP 蛋白的表达[18]。综上所述, LB
培养基制备的菌蜕细胞较完整、裂解完全, 是制备

迟缓爱德华氏菌菌蜕的最优培养基。但具体是何种

成分对菌蜕形成产生影响及其作用机理、表面抗原

成分是否存在区别有待进一步的研究。 

3.3  安全性 
菌蜕作为一种调控基因表达进行失活的疫苗

其安全性是大家关注的焦点。理论上来说, 菌蜕形

成时细菌 DNA 已大量流失, 因此作为疫苗进入动

物体内后基因水平转移的风险较小, 比传统灭活

疫苗(含细菌全部的 DNA)具有更高的生物安全性。

虽然实验构建的载体在大肠杆菌中获得了较高的

裂解效率, 但菌蜕裂解效率仍未达 100%, 且实验

还发现在大肠杆菌裂解末期会有变异株产生, 能
够耐受 E 蛋白介导的裂解。本研究构建的迟缓爱

德华氏菌菌蜕诱导 24 h后, 仍没有变异株产生, 这
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可能是由于迟缓爱德华氏菌不是噬菌体PhiX174天然

宿主的原因,  Panthel 等[19]也得到类似的结果。本研

究构建的迟缓爱德华氏菌在诱导 1 h 后 OD600 值才

开始下降, 较大肠杆菌(30 min 开始下降)迟, 表明

质粒裂解能力在迟缓爱德华氏菌中比在大肠杆菌

中弱, 这可能是由于野生型细菌细胞壁对裂解酶

蛋白 E 敏感性较低的缘故。虽然野生型迟缓爱 

 
 

图 10  不同培养基制备的迟缓爱德华氏菌 AnGH080301 菌蜕扫描电镜观察 
(a) 正常 E.tarda AnGH080301; (b) E.tarda AnGH080301(pBVLysis E)在 BHI 培养基中制备的菌蜕; (c) E.tarda AnGH080301(pBVLysis 
E)在 LB 培养基中制备的菌蜕; (d) E.tarda AnGH080301(pBVLysis E)在 NB 培养基中制备的菌蜕。 
 

Fig. 10  Evaluation of E.tarda AnGH080301 and E.tarda AnGH080301 ghosts  
growth in different media by SEM  

Native E.tarda AnGH080301; (b) E.tarda AnGH080301(pBVLysis) ghosts growth in BHI medium; (c) E.tarda AnGH080301(pBVLysis) ghosts 
growth in LB medium; (d) E.tarda AnGH080301(pBVLysis) ghosts growth in NB medium. 
 
 

德华氏菌开始裂解时间较大肠杆菌晚, 裂解时间

较长, 但其裂解效率并未减弱, 且由于不会产生细

菌变异株, 因而具有更好的安全性。研究结果表

明，将诱导后的迟缓爱德华氏菌菌蜕进行冷冻干燥

后重悬, 涂布平板没有检测到活菌。说明冻干过程

可将菌蜕生产中未被裂解的少数活菌完全灭活 , 
对此结果有两种解释: 一是认为裂解之后菌蜕细

胞中残留的活菌数较少, 在冻干过程中没有添加

任何保护剂, 这些残留的少数活菌在冻干过程中

死亡[20]; 二是认为残留活菌细胞膜中插入了裂解

酶蛋白 E 而脆性更强, 因此在冻干过程中细胞膜

碎裂, 从而达到完全灭活的效果[17]。扫描电镜结果

显示, 冻干前后迟缓爱德华氏菌菌蜕形成没有产

生明显变化, 冻干过程可使菌蜕完全灭活, 又方便

保存, 延长保存时间。 
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Construction of Edwardsiella tarda ghosts from eel and  
their optimization of preparation conditions 

LI Ning-qiu, YU Lu-jun, FU Xiao-zhe, LIU Li-hui, LIN Qiang,  
CHANG Ou-qin, SHI Cun-bin, HUANG Zhi-bin, WU Shu-qin* 

(Key Laboratory of Fishery Drug Development, Ministry of Agriculture, Key Laboratory of Aquatic Animal Immune Technology,  
Guangdong Province, Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Guangzhou  510380, China) 

Abstract: Edwardsiellosis caused by Edwardsiella tarda is one of the most serious diseases in the eel cul-
ture industry. Bacterial ghosts, which have native surface antigenic structures and can induce humoral and 
cellular immune response, have become candidate of vaccine development. To explore the feasibility of E. 
tarda ghost vaccine in eel, E. tarda ghosts were generated by the thermal controlled expression of the 
PhiX174 lysis gene E in present study. At the same time the morphology, lysis kinetics, lysis efficiency and 
preparation conditions were also studied. Holes were observed in Escherichia coli and E. tarda ghosts by 
scanning electron microscopy and the bacteria become withered due to the loss of bacterial content. The 
lysis kinetics in E. tarda were also compared with those in E.coli. Generation of ghosts in the transfor-
mants of E. coli and E. tarda carrying plasmid pBVlysisE was performed successfully by increasing the 
incubation temperature up to 42℃. Compared to E. coli, in which lysis was observed within 30 min and 
was completed 3 h after induction of E gene expression, onset of E. tarda lysis occurred 1 h after tempera-
ture elevation and the lysis process was completed 5 h after induction. At the end of the lysis process, the 
efficiency of ghost induction in non-lyophilized E. tarda was 99.99%, as the results of 5 replicate experi-
ments showed. However, no bacterial growth was detected in lyophilized E. tarda and there is no obvious 
difference in bacterial morphology before and after lyophilization. The lysis kinetics and lysis efficiency 
had no difference between beginning of induction at OD600=0.4 and 0.6. Among LB, BHI and NB medium, 
LB medium is the best for preparation of E. tarda because in this medium the ghosts are more integrated 
and lysed completely. In the study we successfully constructed E. tarda ghosts and optimized their preparation 
conditions, which will provide the foundation for development of vaccine against edwardsiellosis in eel. 
Key words: eel; Edwardsiella tarda; ghost; optimization of preparation condition 
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