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摘要! 'GG9蛋白是无乳链球菌较保守的表面蛋白之一# 为获得罗非鱼源无乳链球菌 'GG9蛋

白并探讨其在罗非鱼体内的免疫原性!本实验根据 9F>K3>U 中已报道的人源无乳链球菌 7$$?

基因序列!设计特异性引物!扩增获得罗非鱼源无乳链球菌的 7$$?基因# 分析表明!其 "$(

为 2 /84 OD!编码 908 个氨基酸!与人源无乳链球菌 7$$?基因核苷酸序列的相似性高达

:0150J# 'GG9蛋白含有 / 个保守的 '$$结构域!并可形成多个抗原表位# 将 7$$?基因片段

克隆转入原核表达载体 D,C8/23$ =%!构建重组质粒 D,C8/23$ =% 67$$?!K0)+-%K'24$5,/%

22 Q诱导表达 8 M# *5*87&9,显示!诱导表达蛋白的分子量为 4301: U=!并且该重组蛋白以

可溶和包涵体 2 种形式存在# 经 +;<K;>N 亲和柱纯化及超滤管浓缩后!'GG9可溶蛋白浓度达

/153 :I6:'# 鱼体注射免疫实验表明!'GG9可溶蛋白对罗非鱼的相对免疫保护率达

8:120J!且免疫后 5 周的血清抗体滴度为 4D033# 该研究为深入探讨无乳链球菌'GG9蛋白作

为罗非鱼基因工程疫苗的潜在应用价值奠定了基础#

关键词! 罗非鱼& 无乳链球菌& 'GG9蛋白& 原核表达& 蛋白纯化& 免疫原性

中图分类号! B901& *:54666666666 文献标志码'&

66罗非鱼#8$,+)>$+=%(<DD1$具有食性杂+生长

快+繁殖力强+适应性广等优点"是世界范围主要

养殖品种之一* 近年来"随着罗非鱼链球菌病的

暴发"其养殖业受到了巨大的危害* 本实验室通

过生理生化分析+分子鉴定和人工回归感染等实

验"确认南方罗非鱼主产区大规模暴发的链球菌

病 主 要 病 原 为 无 乳 链 球 菌 # 4<$,#<+)+))'(

*.*-*)<%*,$

(4)

* 无乳链球菌为革兰氏阳性菌"呈

球形或卵圆形"成对或短链状排列"过氧化氢酶和

氧化酶反应为阴性"-&27#-MG;<E;F"&EU;><3>N

2=>AM87FEFG<F>$呈阳性"且大多为
(

溶血
(2)

* 按

'3>AFV;F0N 血清学分类"无乳链球菌归为 K群链

球菌#9G/=D K(<$,#<+)+))'($"因该群仅有无乳链

球菌 4 种"因此无乳链球菌也称 K群链球菌

#9K*$*

利用疫苗预防罗非鱼链球菌病是未来主要发

展趋势之一* 链球菌部分表面蛋白具有较好免疫

原性"并被证明是理想的候选蛋白疫苗和免疫检

测靶标* 目前已发现并完成动物实验的 9K*表

面蛋白有 -13肽酶
(/ 75)

+-

'

蛋白
(1)

+$;O 蛋白
(8)

+

*;D 蛋白
(9 70)

以及 K7*蛋白
(:)

等* 'GG9蛋白是

9K*较保守的表面蛋白之一"存在于所有的 9K*

菌株 中
(43)

* 因 该 蛋 白 含 有 '$$# 0F=A;>F8G;AM

GFDF3E$结构"*FFDFG<3=N 等
(43)

将其命名为 'GG9*

'$$结构"即富亮氨酸重复序列"通常由 23 <2:

个氨基酸残基组成
(44)

"其广泛存在于真核和原核

生物的细胞和组织中* 该结构最早发现于人类血

清中"被认为是一种未知功能的糖蛋白"即富亮氨

酸
'

2

8糖蛋白 #0F=A;>F8G;AM

'

2

8I04A/DG/EF;> $

(42)

*

实验表明"人源 9K*'GG9蛋白为小鼠抵抗不同

血清型 9K*的感染提供了良好的免疫保护
(43)

"

且该蛋白的多肽片段能促进吞噬细胞对 9K*的

吞噬功能
(4/)

* 但鱼源无乳链球菌 'GG9蛋白对鱼

类抵抗 9K*感染+刺激鱼类免疫应答等方面的研
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究目前尚未见报道*

本实验克隆了罗非鱼源无乳链球菌 7$$?基

因的主要功能区序列"分析了其核酸和氨基酸序

列"并对 'GG9蛋白的结构和抗原表位进行了预

测"同时运用基因工程手段构建了重组表达质粒

D,C8/23# =$ 67$$?"初步完成了 'GG9重组蛋白

对罗非鱼抵抗 9K*感染的免疫保护效果研究*

为罗非鱼无乳链球菌基因工程疫苗的研制及应用

奠定了基础*

46材料与方法

$%$&实验菌株及试剂

罗非鱼源无乳链球菌强毒株 'S4("分离于患

病吉富罗非鱼#9)(C8$,+)>$+=%(&%-+<%)'($"由国

家罗非鱼产业技术体系养殖与病害研究室分离+

鉴定并保存*

细菌基因组 5%&提取试剂盒购自 "2,9&

公司' D254:8C.FAE/G+限制性内切酶及 K0)+-%

5+1

'

菌株购自 C3P3$3公司'胶回收+质粒提取

试剂盒和 K0)+-%K'24 #5,/$菌株购自 C;3>IF>

公司'D,C8/23# =$.FAE/G和 +;<K;>N 亲和纯化

试剂盒购自 2FGAU 公司'C

5

5%&连接酶购自

7G/:FI3公司'蛋白超滤管和 7.5(膜购自 7&''

公司'鼠抗 +;<单克隆抗体购自 &O:3GE公司'辣

根过氧化物酶 #+$7$标记的羊抗鼠抗体购自武

汉博士德生物工程有限公司'+$7标记的兔抗罗

非鱼 )I2抗体购自南京钟鼎生物技术有限公司'

,-'化学发光液购自 2;00;D/GF公司'C2K显色

液购自 K;/D3>N3公司'K*("(,,

*

TF<EFG> :3GUFG

购自北京全式金生物技术有限公司'其他试剂均

为国产分析纯*

$%'&!''D克隆质粒的构建

根据 9F>K3>U 中已报道的人源无乳链球菌

7$$?基因序列#登录号!&X:3:83114$"设计一对

特 异 性 引 物" 上 游 引 物 # 74 $! 1a8

-99&&CC-&C9C-CCC&&&&-&&9C&&&98/a

#下划线为 K)+$

$

酶切位点$'下游引物#72$!1a8

-9-C-9&9CC&CCCC-CC9-C-9CCCC--8/a# 下

划线为 N>+

$

酶切位点$"均由上海生工生物工程

有限公司合成*

培养罗非鱼源无乳链球菌 'S4(菌株至对数

生长期"收集菌体* 提取无乳链球菌基因组

5%&"并以此为模板"进行 7-$扩增* 扩增体系

总体积为 13

!

'!上下游引物 74+72 各 4

!

'#43

::/06'$"43 BK=VVFG#含 2I

2 =

$1

!

'"5 BN%C7

4

!

'"6*2 5%&聚合酶 311

!

'"模板 5%&2

!

'"

灭菌双蒸水补足* 7-$反应条件!:5 Q预变性 1

:;>':5 Q /3 <"11 Q 51 <"92 Q 2 :;> 41 <"共 /1

个循环'92 Q延伸 43 :;>* 7-$产物经 4J琼脂

糖凝胶电泳检测并回收"构建质粒 D254:8C6

7$$?"转入 K0)+-%5+1

'

"经单克隆菌液 7-$和

K)+$

$

+N>+

$

双酶切筛选鉴定后送上海英骏生

物技术有限公司测序*

$%+&!''D基因及氨基酸序列分析

利用 %-K)的 "$((;>NFG和 K'&*C分析

7$$?基因的开放阅读框"并进行序列的相似性分

析* 运用 5%&<E3G8,N;E*FL 软件翻译 'GG9氨基酸

序列"分析其相对分子量及等电点"利用 ,?7&*48

7G/E73G3: 分 析 其 氨 基 酸 序 列' 利 用 %-K)

-/><FGHFN 5/:3;><分析其 蛋白结 构域' 应 用

7*)7$,5./1/ 预测该蛋白的二级结构'应用

,?7&*487G/E*A30F进行亲疏水性预测'C2+22

*FGHFGH213 预测跨膜区'5%&<E3G87G/EF3> 预测其

可形成抗原表位的氨基酸区域*

$%K&!''D表达质粒的构建与重组蛋白的诱导

表达

将 D254:8C67$$?克隆质粒和原核表达质粒

D,C8/23# =$ 用 K)+$

$

+ N>+

$

双酶切"用 C

5

5%&连接酶连接回收的 7$$?片段与酶切后的

D,C8/23# =$" 构建表达质粒 D,C8/23# =$ 6

7$$?"转入 K0)+-%K'24#5,/$"经菌液 7-$筛选

和K)+$

$

+N>+

$

双酶切鉴定"挑选阳性克隆进行

测序*

将测序正确的重组菌扩大培养"加入终浓度

为 314 ::/06'的)7C9"22 Q诱导 8 M 后"离心收

集菌体进行超声波破碎"*5*87&9,检测上清液

和沉淀* 选择高表达的菌株"以 4D433 的比例接

种到 133 :''K#&:D

=

$培养基里大规模培养至

对数生长期 #"5

833

A318$后加入终浓度为 314

::/06')7C9"22 Q诱导重组蛋白表达* 离心收

集菌体后"用 23 :'K;>N;>I O=VVFG# 23 ::/06'

CG;<8+-0"133 ::/06'%3-0"1 ::/06';:;N3R/0F"

D+A91:$悬浮"冰浴超声破碎 83 :;>"超声时间

1 <"间隔 43 <"功率 /33 T* 离心保存上清液可溶

蛋白"沉淀用含 2 :/06'脲的7K*溶液清洗 2 次*

用含 0 :/06'脲的 7K*溶液彻底溶解包涵体"再

229
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分别用 13 倍体积的 5 :/06'脲 7K*+2 :/06'脲

7K*和 K;>N;>I O=VVFG逐步透析复性"每次 48 M*

$%T&#//Z重组蛋白的亲和纯化"^8458/7-1.5

分析与蛋白含量测定

将上步收集的可溶蛋白和包涵体分别过 +;<

K;>N 亲和柱纯化* 按照操作说明依次加入 1 倍

体积 AM3GIFO=VVFG#13 ::/06'%;*"

5

$和 / 倍体

积 K;>N;>I O=VVFG"再加入 1 倍体积可溶蛋白或包

涵体"孵育 23 :;> 后"用 43 倍体积 K;>N;>I O=VVFG

清洗"再以 23+53+83+03+433 和 233 ::/06'咪唑

梯度洗脱"收集每步洗脱液* *5*87&9,检测可

溶蛋白和包涵体洗脱的浓度和纯化效果" 723 Q

分装保存纯化后的可溶蛋白和包涵体*

重组蛋白经 *5*87&9,电泳后"用湿转法

转至 7.5(膜* 1J脱脂奶粉封闭后进行抗体孵

育"一抗为 &O:3GE的鼠抗 +;<8C3I 单克隆抗体

#4D1 333稀释 $ " 5 Q低速摇床过夜孵育"用

CK*C漂洗 / 次"每次 43 :;>"再加入 +$7标记

的羊抗鼠二抗 # 4D43 333 稀释 $ "常温孵育 4 M

后用 CK*C漂洗* 采用 ,-'化学发光法显影并

采集图像*

采用纯化后的 'GG9可溶蛋白进行后续的罗

非鱼免疫保护实验* 用 K-&法测定超滤管浓缩

纯化后的可溶蛋白含量*

$%G&#//Z可溶蛋白的免疫"攻毒实验与血清抗

体滴度的检测

选取同等规格的健康吉富罗非鱼(体质量平

均为#813 @412$ I)"实验前暂养 4 周后"将实验

鱼随机分为 2 组备用* 用 7K*稀释纯化后的

'GG9可溶重组蛋白至所需浓度"进行腹腔注射免

疫"实验组 'GG9可溶蛋白免疫剂量为 2

!

I6I#蛋

白量6鱼体质量$"对照组注射等体积 7K** 实验

组和对照组每组 /8 尾鱼"每组设重复* 免疫 5 周

后"以 9K*半致死浓度 '5

13

#214 B43

8

AV=6:'$"

对所有实验鱼进行腹腔攻毒"每尾注射 433

!

'*

连续记录各组鱼死亡情况"2 周后"计算免疫相对

保护率#GF03E;HFDFGAF>E<=GH;H30"$7*$"公式为

$7*A#4 7实验组死亡率6对照组死亡率$ B433J

免疫后第 2+5 周"每组随机挑选 / 尾鱼"尾静

脉采血"收集血清* 按间接 ,')*&法测定血清抗

体滴度!包被缓冲液稀释 'GG9可溶蛋白至 43 >I6

!

'"每孔 433

!

'加至 :8 孔酶标板"5 Q过夜'

7K*C洗涤后加入封闭液"/9 Q封闭 2 M'7K*C洗

涤后加入采集的罗非鱼血清"按第 4 孔 4D433 比

例稀释"/9 Q孵育 4 M'7K*C洗涤后加入 +$7标

记的兔抗罗非鱼 )I2抗体#4D4 333 稀释$"/9 Q

孵育 4 M'7K*C洗涤后用 C2K显色液显色 /3

:;>"加入 2 :/06'+

2

*"

5

终止反应* "5值采用

酶标仪 513 >:波长测定"按
)

值大小判定结果

#

)#

214 即为阳性$*

)

A#测定样本 "5值 7空白对照 "5值$ 6

#阴性血清 "5值 7空白对照 "5值$

26结果

'%$&!''D基因的克隆与鉴定

以无乳链球菌基因组 5%&为模板"7-$扩

增 7$$?片段"7-$产物经 4J琼脂糖凝胶电泳

后"在 2 533 OD 左右有 4 条特异的 5%&条带"与

预计的片段大小 2 /84 OD 一致* 回收该片段"重

组到 D254:8C克隆载体中"获得重组克隆质粒

D254:8C67$$?* D254:8C67$$?经 K)+$

$

+N>+

$

双酶切后"4J琼脂糖凝胶电泳显示有 2 条分别

为 2 933 和 2 533 OD 左右的条带"分别与 D254:8

C载体#2 8:2 OD$+7-$扩增的 7$$?片段大小一

致#图 4$*

图 $&罗非鱼无乳链球菌克隆质粒

BA($H\"_!''D的双酶切鉴定

215%& 23GUFG

+

' 41重组克隆质粒 D254:8C67$$?' 21

D254:8C67$$?经 K)+$

$

单酶切' /1D254:8C67$$?经 N>+

$

单酶切' 51D254:8C67$$?经 K)+$

$

+N>+

$

双酶切

@3;%$&P2875393C,53.7.9/8C.0-37,75B1,4032.9

BA($H\"_!''D-: /845/3C53.787̀:0823;8453.7

215%& 23GUFG

+

' 41GFA/:O;>3>ED03<:;N /VD254:8C6

7$$?' 21D254:8C67$$? N;IF<EFN O4 K)+$

$

' /1D254:8C6

7$$?N;IF<EFN O4 N>+

$

' 51D254:8C67$$? N;IF<EFN O4 K)+$

$

3>N N>+

$

'%'&!''D基因及氨基酸序列分析

重组质粒 D254:8C67$$?的测序结果表明"

罗非鱼源无乳链球菌 7$$?基因有 4 个由 2 /84

/29
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个碱基组成的完整开放阅读框#"$($"已上传至

9F>K3>U"登录号为 P-:23045* 其与已报道的人

源无乳链球菌 7$$? 基因 # 9F>K3>U 登录号!

&X:3:83114 $ 核 苷 酸 序 列 的 相 似 性 高 达

:0150J"与化脓链球菌# 4<$,#<+)+))'(#"+.,&,($

全基因序列#9F>K3>U 登录号!&,3353:214$相似

性 达 09J" 与 停 乳 链 球 菌 # 4<$,#<+)+))'(

C"(.*-*)<%*,$的全基因序列 #9F>K3>U 登录号!

&734444514$相似性也达 09J*

5%&<E3G8,N;E*FL 预测表明"罗非鱼无乳链球

菌 7$$?基因的 "$(编码 4 条由 908 个氨基酸残

基组成的肽链"相对分子量为 001145 4 U="理论等

电点为 :128"分子式为 -

/:14

+

8/5/

%

43:1

"

4405

*

42

*

,?7&*487G/E73G3:推导'GG9氨基酸序列成分分析

显示#表 4$"蛋白质中含量较高的氨基酸为 'F=

#4310J$+'4<#4312J$"含量较少的氨基酸为 -4<

#314J$和 CGD#31/J$"不含有 740和 *FA*

通过 -/><FGHFN N/:3;> 分析发现"罗非鱼无乳

链球菌 'GG9序列的第 2 <:/+403 </30+219 </98

个氨基酸残基之间均有保守的 '$$结构域 #图

2$* 7*)7$,5预测结果表明"罗非鱼无乳链球菌

'GG9的二级结构组成中无规则卷曲占 8010/J"

(

8

折叠和
'

8螺旋分别占 241/9J和 :10J*

表 $&罗非鱼无乳链球菌 !''D基因序列推导氨基酸组分

",-%$&N.0B.4353.7.9,037. ,C322826C82-:

!''D ;878.9531,B3, B/-5-9-,3(-0

类型

E4DF

比例6J

DFGAF>E

氨基酸

3:;>/ 3A;N

数量

>=:OFG

比率6J

G3E;/

疏水性氨基酸

M4NG/DM/O;A

3:;>/ 3A;N

/013

&03#&$ 11 913

)0F#)$ 59 813

'F=#'$ 01 4310

2FE#2$ 44 415

7MF#($ // 512

7G/#7$ 29 /15

CGD#T$ 2 31/

.30#.$ 59 813

亲水性氨基酸

M4NG/DM;0;A

3:;>/ 3A;N

/219

&<>#%$ 18 914

90>#B$ /9 519

904#9$ 59 813

*FG#*$ 51 119

CMG#C$ 52 11/

C4G#X$ 21 /12

-4<#-$ 4 314

酸性氨基酸

3A;N;A3:;>/ 3A;N

4/12

&<D#5$ 55 118

90=#,$ 12 818

碱性氨基酸

O3<;A3:;>/ 3A;N

4814

&GI#$$ /5 51/

+;<#+$ 48 213

'4<#P$ 03 4312

图 '&罗非鱼无乳链球菌 #//Z结构预测结果

@3;%'&U/823C53.7/84615.9C.748/D822.0,3737#//Z.9531,B3, B/-5-9-,3(-0

66亲6疏水性分析表明"'GG9多肽链有 / 个主

要的疏水区"主要位于氨基酸序列的 285 <292

位"84/ <824 位"984 <999 位"整个蛋白质疏水性

最大值为 /1422"最小值为 721889"亲水区域远

大于疏水区域* 在线预测工具 C2+22 *FGHFG

H213 进行跨膜区预测"结果显示该肽链存在跨膜

区"位于第 91: <990 位氨基酸之间* 根据 P4EF

等
(45)

关于指数与表位形成的关系"当亲水性大于

3"抗原指数大于 3"表面可及性大于 4 时"形成表

位的可能性较大"5%&<E3G87G/EF3> 推测 'GG9蛋

白可以形成多个抗原表位#图 /$*

'%+&!''D重组表达质粒的构建与鉴定

将克隆的 7$$?片段重组入 D,C8/23# =$原

核表达载体* 原核表达质粒 D,C8/23# =$ 67$$?

经K)+$

$

+N>+

$

双酶切后"琼脂糖凝胶电泳检测

显示在 1 :33 OD 左右有一明显条带"大小与酶切

后的 D,C8/23# =$质粒一致'在 2 533 OD 左右处

有 4 条特异的 5%&条带"符合 7$$?片段的大小

#图 5$* 将经酶切+菌液 7-$鉴定正确的重组质

粒送样测序"结果与克隆重组质粒测序一致"说明

重组表达质粒构建正确*

'%K&#//Z重组蛋白的诱导表达和纯化

将重组表达质粒转化入 K0)+-%K'24#5,/$"

22 Q下诱导表达 8 M"诱导后在 443 U= 左右有 4

条明显的条带"条带大小约等于 'GG9蛋白分子量

0011 U= 与 D,C8/23# =$载体的融合标签 2315 U=

之和"表明重组蛋白在大肠杆菌 # K()>,$%)>%*

)+-%$表达载体中成功表达* 冰浴超声破碎后

*5*87&9,检测发现"在上清液和沉淀中均有重

组目的蛋白 "且上清液中的条带比沉淀中的颜

529
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图 +&罗非鱼无乳链球菌 #//Z氨基酸序列的亲水性"表面可及性和抗原性预测

@3;%+&U/823C53.7.9<:2/.B<313C35:#46/9,C8B/.-,-3135: ,72,753;873C35: .9#//Z

图 K&重组表达质粒 BI"\+',$ a% _!''D的

双酶切鉴定和 UN?鉴定

2123GUFG5'41333' 41重组表达质粒 D,C8/23# =$ P7$$?' 21

D,C8/23# =$ P7$$?经 K)+$

$

和 N>+

$

双酶切' /1D,C8/23

# =$ P7$$?经 K)+$

$

单酶切' 51D,C8/23# =$ P7$$?经 N>+

$

单酶切' 11菌液 7-$产物

@3;%K&(3;8453.7,72UN?32875393C,53.7.9

/8C.0-37,75B1,4032BI"\+',$ a% _!''D

2123GUFG5'41333' 41GFA/:O;>3>ED03<:;N /VD,C8/23# =$ P

7$$?' 21D,C8/23# =$ P7$$? N;IF<EFN O4 K)+$

$

3>N N>+

$

'

/1D,C8/23# =$ P7$$? N;IF<EFN O4 K)+$

$

' 51D,C8/23# =$ P

7$$?N;IF<EFN O4 N>+

$

' 117-$DG/N=AE

色深"说明 'GG9重组蛋白以可溶蛋白和包涵体 2

种形式存在"在 22 Q诱导条件下以可溶蛋白为

主* 可溶蛋白和已变性+复性的包涵体经 +;<

K;>N 亲和柱纯化"均在 433 ::/06'咪唑浓度下

成功洗脱"纯化后的可溶蛋白和包涵体目的条带

单一"与诱导蛋白大小一致#图 183$*

'%T&#//Z重组蛋白的 ^8458/7-1.5分析和蛋白

含量测定

对未诱导重组菌全菌蛋白+重组菌诱导产物+

可溶蛋白+包涵体+纯化后的可溶蛋白+纯化后的

包涵体进行 TF<EFG> O0/E分析",-'化学发光法

显色发现"除未诱导菌液之外均显示明显的目的

条带"纯化后的可溶蛋白和包涵体条带单一+清晰

#图 18O$*

纯化后的可溶蛋白经超滤管浓缩后"K-&法

测定其含量为 /153 :I6:'"用于后续的免疫保

护实验*

图 T&#//Z重组蛋白诱导表达产物的 S(S\U*ZI$,%和 ^8458/7-1.5$-%分析

2

4

1蛋白 :3GUFG' 2

2

1@F<EFG> :3GUFG' 41未诱导重组菌全菌蛋白' 21重组菌诱导产物' /1未纯化的可溶蛋白' 51未纯化的复性后包

涵体' 11纯化后的可溶蛋白' 81纯化后的包涵体

@3;%T&S(S\U*ZI,7,1:434$,%,72^8458/7-1.5$-%.98JB/84482/8C.0-37,75#//ZB/.5837

2

4

1DG/EF;> :3GUFG' 2

2

1@F<EFG> :3GUFG' 41E/E30DG/EF;> /V=>;>N=AFN GFA/:O;>3>EO3AEFG;=:' 21E/E30DG/EF;> /V;>N=AFN GFA/:O;>3>E

O3AEFG;=:' /1=>D=G;V;FN </0=O0FDG/EF;>' 51=>D=G;V;FN ;>A0=<;/> O/N4 3VEFGGF>3E=G3E;/>' 11D=G;V;FN </0=O0FDG/EF;>' 81D=G;V;FN ;>A0=<;/> O/N4
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'%G&#//Z可溶蛋白对罗非鱼的免疫保护效果

用 2

!

I6I#蛋白量6鱼体质量$的 'GG9可溶

蛋白免疫尼罗罗非鱼"5 周后"用 214 B43

8

-(#6

:'的罗非鱼源无乳链球菌人工攻毒免疫组和对

照组"免疫组罗非鱼死亡率较低"相对免疫保护率

达 8:120J#表 2$*

表 '&#//Z可溶蛋白对罗非鱼抗无乳链球菌感染的免疫保护作用

",-%'&P0067.B/.58C53.7.9#//Z4.16-18B/.5837,;,3745B/-5-9-,3(-03798C53.737531,B3,

组别

IG/=D

攻毒鱼尾数

>/1AM300F>IFN

存活鱼尾数

>/1<=GH;H30

存活率6J

<=GH;H30G3EF

相对免疫保护率6J

$7*

蛋白组 DG/EF;> IG/=D 80 1: 08198 8:120

7K*组 7K*IG/=D 81 /9 181:2

'%Y&罗非鱼血清抗体水平的 I#PS*分析

用 ,')*&法分别测定了免疫后第 2 周和第 5

周的罗非鱼血清* 结果表明"蛋白免疫组血清抗

体滴度明显高于对照组"'GG9可溶蛋白组免疫后

2 周和 5 周的血清分别稀释 4D533+4D033 时仍为

阳性结果"显示了较高的抗体水平* 并且免疫后

2 周血清抗体最大 "5值为 31/14 1"免疫后 5 周

为 3158/ 1#表 /$*

表 +&I#PS*检测免疫罗非鱼血清的抗体滴度

",-%+&I#PS*,7,1:4349./,753-.2: 5358/.95<8300673̀82531,B3,

稀释度

N;0=E;/>

"5值 "5H30=F

免疫后 2 周

2 @FFU<D/<E8;::=>FN

蛋白组

DG/EF;> IG/=D

7K*组

7K*IG/=D

免疫后 5 周

5 @FFU<D/<E8;::=>FN

蛋白组

DG/EF;> IG/=D

7K*组

7K*IG/=D

阴性血清

>FI3E;HF<FG=:

空白对照

A/>EG/0

4D433 31/14 1 3128/ 1 3158/ 1 31/3: 1 31401 1 31422 3

4D233 31248 3 31492 3 31289 3 31499 3 31414 3 31424 3

4D533 31402 3 314/9 1 31401 3 31428 3 314/9 3 31439 1

4D033 314/9 3 31422 3 31459 1 31440 3 314/4 3 31440 1

4D4 833 31441 1 31435 3 3144: 3 3144/ 1 31425 3 31441 3

4D/ 233 31445 1 313:8 1 31429 3 31442 3 31445 1 31422 1

注!表中血清抗体 "5值均为平行组的平均值

%/EF<!EMF"5H30=F</V<FG=:3>E;O/N4 ;> EMFE3O0F3GF3HFG3IF</VEMFD3G300F0IG/=D<

/6讨论

目前防治罗非鱼链球菌病的方法主要包括抗

生素及化学药物治疗* 但生产实践中发现"抗生

素药物的不当使用容易引发细菌耐药性
(41)

"而化

学药剂对环境污染大"容易引起药物残留* 疫苗

能为鱼类提供病原特异性抗体或抵抗能力"成为

链球菌病免疫预防研究的主流方向* 目前大多数

候选 9K*疫苗是利用荚膜多糖刺激机体引起免

疫反应产生抗体
(48 749)

"但无乳链球菌血清型众

多
(40)

"这表明针对不同血清型的 9K*可能需要

不同的疫苗
(4:)

"这使传统的荚膜多糖疫苗因为免

疫原性单一而受到限制
(23)

* 因此"研制针对所有

不同血清型 9K*的保守蛋白抗原疫苗逐渐成为

研究热点
(43"24 725)

* 有学者通过不同血清型 9K*

的基因组分析和筛查"发现了一系列的蛋白候选

抗原
(21)

"'GG9蛋白便是其中之一* 于丽华等
(4/)

研究表明"'GG9蛋白是人源无乳链球菌重要表面

毒力蛋白之一"其在小鼠体内表现出了良好的免

疫原性*

本研究首先克隆了罗非鱼源无乳链球菌

7$$?基因序列"K'&*C分析发现"其与人源无乳

链球菌 7$$?基因 #&X:3:83114 $ 同源性高达

:0150J* 'GG9蛋白含有 / 个保守 '$$结构域"

靠近氨基酸序列的氨基端"分布于无乳链球菌表

面* K;FG>F等
(28)

+-3O3>F<等
(29)

以及 *3OFE等
(20)

均 发 现" 单 核 细 胞 增 生 李 斯 特 菌 # 7%(<,$%*

=+&+)"<+.,&,($的内化素是具有 '$$结构的复合

蛋白家族"其能够增强李斯特菌侵染细胞的能力*

KG;><EFG等
(2:)

研究表明"粪肠球菌 #K&<,$+)+))'(

B*,)*-%($ 类 似 内 化 素 的 表 面 蛋 白 ,0G&

#F>EFG/A/AA300F=A;>F8G;AM DG/EF;> &$包含有 '$$

结构域"它不仅与该菌在体内的传染过程密切相

关"而且还能刺激粪肠球菌产生炎性反应* 此外"

829
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肺炎链球菌 # 4<$,#<+)+)'(#&,'=+&%*$表面蛋白

7AD&#D>F=:/A/AA30AM/0;>FO;>N;>I DG/EF;> &$氨

基端有 22 <28 个氨基酸长度的 '$$结构"与细

胞黏附作用有关"能够显著保护小鼠免患肺炎和

败血症
(/3)

* *FFDFG<3=N 等
(43)

通过基因组筛查发

现人源无乳链球菌 'GG9蛋白是一个保守"与细胞

壁结合的 9K*表面蛋白"且能以一种剂量依赖关

系黏附于上皮细胞表面"在 9K*感染中发挥着黏

附因子的作用"而且"'GG9蛋白免疫小鼠后"能刺

激机体产生大量的 )I9抗体"使其免受 9K*感

染* 由此推测 'GG9蛋白与无乳链球菌感染及细

胞黏附密切相关"揭示了 'GG9蛋白作为潜在候选

蛋白疫苗的可能性*

本研究通过对罗非鱼源无乳链球菌 'GG9的

氨基酸序列分析"发现 7$$?基因的 "$(编码 4

条由 908 个氨基酸残基组成的肽链"其中 'F= 含

量最高"占所有氨基酸组分的 4310J"这与 'GG9

特殊的保守结构密切相关* 7$$?基因的氨基酸

序列特征预测显示"'GG9蛋白含有跨膜区"这与

已报道的 'GG9蛋白定位于 9K*的表面相对应*

此外"'GG9蛋白亲水区占据该蛋白肽链的区域远

大于疏水区域"且本实验可表达可溶蛋白"因此该

蛋白为亲水蛋白* 抗原表位预测显示"7$$?基因

编码的氨基酸能够形成多个抗原表位* 该结果与

人源无乳链球菌 'GG9蛋白相一致*

为了获得大量高纯度的表达蛋白"选择合适+

高效的表达载体是关键* 较多研究者采用 D,C8

/23# =$作表达载体"均获得高产量的包涵体蛋

白
(/4 7/2)

* 而且通过温度与诱导剂浓度的调整"可

获得高纯度的可溶蛋白
(//)

* 本研究在高温 /9 Q

下"以 311 ::/06'的 )7C9诱导表达 'GG9蛋白

主要以包涵体形式存在'当温度降低到 22 Q时"

)7C9浓度降低到 314 ::/06'"诱导 8 M 后"'GG9

蛋白能以可溶蛋白和包涵体 2 种形式存在"且可

溶蛋白含量较高"浓缩后浓度达 /153 :I6:'"这

说明降低诱导温度和诱导物浓度可以增加可溶蛋

白的表达* 'GG9可溶蛋白和包涵体纯化后"经

TF<EFG> O0/E分析"均显色条带单一"能与鼠抗 +;<

的单克隆抗体发生良好的免疫反应"说明 'GG9蛋

白表达成功"可用于后续鱼体免疫实验*

'GG9蛋白的免疫原性初步研究表明"未使用

佐剂 的 情 况 下" 攻 毒 后 相 对 免 疫 保 护 率 达

8:120J"表明 'GG9蛋白对罗非鱼具有免疫保护

效果* ,')*&法检测免疫后罗非鱼血清抗体水

平"免疫后 5 周血清抗体滴度高于免疫后 2 周*

弗氏佐剂是常用的免疫佐剂"有助于刺激机体产

生免疫应答"提高应答抗体滴度
(/5)

* 因此"选择

高效佐剂与 'GG9蛋白联合免疫罗非鱼"以进一步

提高该蛋白对罗非鱼的免疫保护效果"将是下一

步的研究重点*
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