
!""#!

!

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

第 /0 卷第 12 期

3214 年 12 月 5

水5产5学5报

!"#$%&'"(()*+,$),*"(-+)%&

./01/0" %/112

"231" 3214

文章编号!1222 62714#3214$12 61449 611 4")!121110785672132142120702

收稿日期!3214821837555修回日期!321482;812

资助项目!广东省海洋经济创新发展区域示范专项#E432138:218228$ '国家科技支撑计划#3213:&41;:23(3213:&41;:2/$ '广东

高校国际合作创新平台#321/?6TS2229$

通信作者!吴灶和",8;<=0!R@S</TC:17/=2/;

溶藻弧菌双组分调控系统 P@:%U减毒活疫苗的构建

及其免疫效果评价

张燕飞1!3!/!8

!5庞欢瑛1!3!/

!5简纪常1!3!/

!5鲁义善1!3!/

!

汤菊芬1!3!/

!5吴灶和3!/!7

"

#1=广东海洋大学水产学院"广东 湛江5438299'

3=广东省水产经济动物病原生物学及流行病学重点实验室"广东 湛江5438299'

/=广东省水产经济动物病害控制重点实验室"广东 湛江5438299'

8=肇庆市水产技术推广中心"广东 肇庆5437272'

4=仲恺农业工程学院"广东 广州5412334$

摘要! 为了研究溶藻弧菌双组分调控系统 NDB4,减毒活疫苗对鱼体的免疫保护作用!本研究

采用 "PCJ0<B G-$和同源重组技术!构建了 B5,<5B5,G"B5,<G#基因无标记基因框内敲除突

变株% 对野生株和缺失突变株的生物学特性及致病性进行了比较研究!发现 B5,<G的缺失对

溶藻弧菌的生长速率和胞外蛋白酶活性的影响不明显!但是突变株的泳动能力$生物被膜形成

能力较野生株下降% 斑马鱼致病性实验结果显示!突变株毒力下降 ;9=4 倍!表明减毒株构建

成功!可以作为减毒活疫苗的候选菌株% 突变株在鱼体内存活能力实验结果显示!注射免疫 ;

D 后!鱼体内未检测到该菌% 以突变株
"

B5,<G为抗原!分别用注射和浸泡的方式免疫斑马

鱼!免疫后第 39 天用溶藻弧菌和哈维氏弧菌攻毒!评估该疫苗候选株及不同免疫方式对斑马

鱼的保护效果% 实验结果表明!免疫后的斑马鱼能够抵抗溶藻弧菌的感染!其中注射免疫组的

免疫保护率达 9/=/I!浸泡免疫组次之"77=;I#&同时!该减毒活疫苗能刺激斑马鱼对哈维氏

弧菌产生交叉保护效应!其中注射免疫组的免疫保护率为 74=4I!浸泡免疫组为 44=3I% 以

上结果表明!B5,<G基因敲除突变株可能是抵抗溶藻弧菌感染的有效候选减毒活疫苗%

关键词! 溶藻弧菌& NDB4,& 减毒活疫苗& 斑马鱼& 免疫保护率

中图分类号! *0815 文献标志码'&

55双组分调控系统 #3R/82/;B/ACA3JC?@0<3/J>

H>H3C;$是细菌信号转导机制的重要因子之一"在

细菌捕捉外界信号的过程中起着极其重要的作

用"它所操纵的信号转导包括病原菌对宿主的识

别和侵袭以及进一步的致病或共生
%1 63&

) 双组分

调控系统 NDB4,是由组氨酸激酶 NDB4和反应

调控因子 NDB,组成的"其能感知环境中 N

>

缺少

或高渗透压胁迫"从而调控下游相关基因的表达

以适应环境压力) NDB4是一种感应蛋白"其 %

端含有 &LG结合位点"-端结构域含有组氨酸磷

酸化位点) 当外界信号作用于激酶的膜外配体结

合区时"NDB4的&LG结合部位被激活"水解&LG

使 NDB4发生自身磷酸化) 随后"磷酸基团转移

到 NDB,的天冬氨酸位点上并使 NDB,发生磷酸

化) 磷酸化的 NDB,与 NDB(&:-的启动子结合"

启动 NDB(&:-的转录"进而维持胞内正常的 N

>

水平和渗透压
%/ 64&

) NDB4,系统不仅参与细菌

耐受环境压力的调控"也与维持部分细菌的毒性

密切相关"如金黄色葡萄球菌 # F.-,12304044'%

-'(>'%$在侵染过程中"由自然环境进入到高 N

>
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水平的宿主体内环境"其 NDB4,转录水平发生上

调"从而引起外毒素基因表达水平上升
%7&

)

近年来"随着养殖环境的恶化"溶藻弧菌引起

的弧菌病频繁暴发"严重影响了水产经济动物养

殖业的健康发展
%; 69&

) 目前"细菌病的治疗仍是

以抗生素为主"由抗生素长期使用而带来的细菌

耐药现象和水产品的药物残留问题不容忽视
%0&

)

免疫防控是通过激发机体自身的免疫防御系统来

提高机体对病害的抵抗能力
%12&

"可在很大程度上

避免细菌耐药性和药物残留的问题"且具有较好

的防病效果) 因而"鱼类疫苗的研发与应用受到

广泛关注) NDB4,双组分调控系统是调控细菌

毒力的重要组分之一"本实验利用 "PCJ0<B G-$

和同源重组方法构建了一株溶藻弧菌 B5,<G双

基因突变株"检测 B5,<G基因敲除后对细菌生物

学性状和毒力的影响"并评价该突变株在鱼体中

的存活能力及其免疫保护效果"将为弧菌减毒活

疫苗的研究和应用提供理论依据)

15材料与方法

!"!#菌株"质粒和实验鱼

溶藻 弧 菌 # J$+($0 -3&$)032.$4'%$ 强 毒 株

+Q0021 分离自广东省湛江港海域患病红笛鲷

# @'.?-)'% %-)&'$)>'%$ 鱼 体" 哈 维 氏 弧 菌

#J*1-(A>2$$强毒株 X!2;27 分离自广东省湛江

市养殖鱼排患病红笛鲷"两者保存于广东省水

产经济动物病原生物学及流行病学重点实验

室'大肠杆菌 4+4

-

由本实验室保存'大肠杆菌

O-1271 #

#

,$($ ( *1;81 #

#

,$($ 和 自 杀 质 粒

B$,113 由中国科学院水生所惠赠'实验用斑马

鱼#<-)$0 (>($0$购自霞山水产市场"每尾鱼体长

/ <8 2;"体质量 2=3 ? 左右"健康"游动活跃"无

外伤"水温调节至 39 M"在室内实验箱暂养 3 周

后用于实验)

!"$#试剂和引物

L)&%<;B :<23CJ=<4%&N=3购自北京天根生

化 科 技 有 限 公 司' G-%2 9'(>

LO

F@=2U EC0

,W3J<23=/A N=3和 G-%29'(>

LO

G0<H;=D O=A=GJCB

N=3购 自 北 京 全 式 金 生 物 技 术 有 限 公 司'

BO4198L载 体( GE 6-7 4%& 聚 合 酶( GJ=;C

*L&$

LO

+*4%&聚合酶(=,) )( F-4)和 L8

4%&连接酶均购自 L<N<$<公司'引物由上海生

物工程有限公司合成#表 1$)

表 !#本研究所用的引物序列

+,-.!#M?O;?41?06:>3B?>53429?52;@A

引物 BJ=;CJH 序列 HCY@CA2C#4+

.

/+ $ 酶切位点 JCH3J=23=/A H=3C

B5,<1 &LE&E-LL-&&&L-L-E-LL

B5,<3 LL&E&LLE-E&E&&ELELE&

B5,G1 &LEE&&-&&-&EE-&&L-

B5,G3 LL&E&EL-LLEE-LE&&&

B5,<87/J EEEEL&--LELEL&E-&--&L&&&L-ELL =,) )

B5,<8=A38JCP &LLE&-E&&EEL&&&&LEEE&&-EE&LL&-&&---L

B5,<8=A387/J -&LLLL&--LL-EL-&&L-&-

B5,<8JCP -E&E-L-&-&-L&&L--&L-LLE-E F-4)

B5,G87/J EEEEL&--&&EEL&LLL-EEE-&&LEE&L =,) )

=5,G8=A38JCP &L-&&-E--LE-LL-L&-LLEELEL--LLE&&&-LL

=5,G8=A387/J E&&E-&EE-ELLE&LE&-L&-

B5,G8JCP EEEEL&--LLL&EEELLEL&&L--ELL-- F-4)

17*J$%&1 LLE-E&E&ELE&E-E&&L--

17*J$%&3 &LEELELE&-EEE-EELELE

!"<#B*73和 B*7C基因的克隆

以溶藻弧菌总 4%&为模板"分别用引物

B5,<15B5,<3 和 B5,G15B5,G3 进行 G-$扩增)

3 个基因的 G-$反应条件均为 08 M预变性 8

;=A'08 M /2 H"73 M 82 H";3 M 72 H"共 /4 个循

环';3 M延伸 12 ;=A) G-$产物经 1I琼脂糖凝

胶电泳检验后"用切胶试剂盒进行切胶回收) 将

G-$产物与 BO4198L载体连接 #载体与插入片

段物质的量的比为 1!/ $"然后转化入大肠杆菌

4+4

-

感受态细胞"菌落 G-$鉴定后阳性克隆送

0441
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上海生物工程有限公司测序)

!"F#缺失株的构建及鉴定

参照方法
%11&

略改动) 采用 "PCJ0<B G-$的

技术"通过两步 G-$得到缺失片段) 第一步"用

特异性引物 B5,G87/J5=5,G8=A38JCP 和 =5,G8=A38

7/J5B5,G8JCP"分别扩增 B5,G基因的上(下游片

段'第二步"以上(下游序列为模板"上游序列 /+

端和下游序列 4+端包含 14 KB 的互补序列"用引

物 B5,G87/J和 B5,G8JCP 进行 G-$扩增"得到

B5,G缺失片段) 测序正确后"利用内切酶 =,) )5

F-4)对 B$,113 自杀质粒和 B5,G缺失片段分别

进行双酶切"将酶切回收后的 B$,113 质粒和

B5,G缺失片段按适当比例混合"在 L8 连接酶的

作用下"构建重组自杀质粒 B$,8

"

B5,G) 将质粒

转化入 G*403$O-1271 感受态细胞"并涂布于

':平板#氯霉素终浓度为 34

!

?5;'$"最后挑取

阳性单菌落"进行 G-$和测序检测)

提取测序正确的重组自杀质粒"转化至

G*403$*1;81) 分别培养含有 B$,8

"

B5,G质粒的

G*403$*1;81 和溶藻弧菌 +Q0021 至菌液 "4

722

值

达到 2=4"取 172

!

'G*403$*1;81 和 82

!

'溶藻

弧菌"8 222 J5;=A 离心 4 ;=A 后"去上清液"重悬

菌体"并将重悬液接种于 L*&平板上 #无抗生

素$"39 M培养 38 T"此时发生第 1 次同源重组)

用 L*:液体培养基冲洗平板"将菌液涂布于含氯

霉素的 L*&平板"39 M培养 89 T) 挑取单菌落"

以 B5,G87/J和 B5,G8JCP 为引物进行菌落 G-$"筛

选第 1 次同源重组突变体)

挑取上一步得到的阳性单菌落"接种于液体

培养基"39 M"322 J5;=A 振荡培养 89 T 后"将菌

液涂布于 L*&平板上#含 12I蔗糖$"39 M培养

89 T) 此时"利用 B$,113 质粒的蔗糖自杀基因

#%-4D$"筛选发生第 3 次同源重组的溶藻弧菌)

挑取单菌落"划线于含有氯霉素的 L*&平板和没

有抗性的 L*&平板上"39 M培养 89 T) 选取仅

在无抗性的平板上生长"而在含氯霉素的平板上

不生长的单菌落"以 B5,G87/J和 B5,G8JCP 为引物

进行菌落 G-$检测"并送测验证突变位点) 根据

测序碱基序列与融合片段碱基序列的一致性结果

来判断该菌株是否为
"

B5,G缺失突变株)

以
"

B5,G敲除突变株为母本株"用上述方法

敲除 B5,<基因"构建
"

B5,<G双基因敲除突

变株)

!"N#突变株的遗传稳定性检测

将突变株
"

B5,<G分别接种至 L*&平板上"

连续盲传 /2 代"用 G-$方法检测"确定其遗传稳

定性)

!"E#细菌的生长速率比较

取等量#"4

722

培养至 2=4$的野生株 +Q0021

和突变株
"

B5,<G菌液"以 1D122 的比例接种到

L*:培养基中"39 M振荡培养"每隔 1 T 测定

"4

722

"每组 / 个重复"取平均值"绘制生长曲线)

!"7#胞外蛋白酶活性检测

参照方法
%13&

略改动"将野生株 +Q0021 和突

变株
"

B5,<G分别涂布于铺有无菌玻璃纸的 L*&

平板上"39 M培养 38 T 后"用液体培养基冲洗细

菌"8 M离心 /2 ;=A"过滤上清液"得到胞外产物)

以煮沸 12 ;=A 的灭活样品作为空白对照"取

122

!

'的样品"每个样品做 / 个重复"分别与

122

!

'偶 氮 酪 蛋 白 溶 液 混 匀" 加 入 /22

!

'

LJ=H8+-'缓冲液"/; M温育 /2 ;=A) 加入 12I

#Z5J$的三氯乙酸 822

!

'"室温静置 /2 ;=A 终

止反应) 离心 4 ;=A 后"将上清液转移至新的离

心管"加入 922

!

'%<"+溶液 #434 ;;/05'$显

色"测定溶液 "4

883

)

!"X#细菌泳动实验

使用无菌牙签分别蘸取野生株 +Q0021 和突

变株
"

B5,<G#"4

722

培养至 2=4$"点种于琼脂含

量为 2=/4I的 L*&平板上"每组设 / 个重复"

39 M静置培养 38 T"用游标卡尺测定泳动圈

直径)

!"R#生物被膜形成能力检测

参照方法
%1/&

略改动"将野生株 +Q0021 和突

变株
"

B5,<G#"4

722

培养至 2=4$转接至 07 孔板"

每孔 322

!

'"每个样品设 7 个重复"同时设置阴

性对照为 L*:培养基"39 M静置培养) 在第 38(

89 和 ;3 T 取样"甲醇固定 32 ;=A 后"结晶紫草酸

铵染料染色 14 ;=A"用水冲洗至无染液流出"晾

干) 最后加入 04I的酒精"室温放置 /2 ;=A"测

定溶液 "4

4;2

)

!"!S#半数致死剂量#/%

NS

$测定

分别接种野生株和突变株
"

B5,<G的单菌落

至 L*:液体培养基中"39 M振荡培养 19 T"以

8 222 J5;=A离心 4 ;=A"收集菌体"用无菌 G:*缓

冲液清洗沉淀 3 次"细菌重悬至 "4

722

A2=4 #约

12

9

-(#5;'$"12 倍梯度稀释菌液"取合适稀释

2741
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度涂布于 L*&平板"进行菌落计数) 确定野生株

的注射浓度!0=31 ?12

/

(0=9; ?12

8

(1=12 ?12

7

(

0=;1 ?12

7

和 1=29 ?12

9

-(#5;'"

"

B5,<G的注

射浓度!0=9; ?12

8

(0=;; ?12

4

(0=43 ?12

7

(1=2/ ?

12

9

和 0=92 ?12

9

-(#5;')

实验用鱼共 332 尾"随机分组"每组 32 尾"用

加热棒将水温调节至 39 M) 实验组以肌肉注射

的方式每尾注射 4

!

'菌液) 对照组以同样方式

注射等量 G:*) 记录 18 D 内实验鱼死亡数目"直

至死亡情况稳定) 观察死鱼状态"并重新分离发

病组织的细菌"确定其是否由溶藻弧菌攻毒致死"

并利用寇氏法
%18&

计算突变株和野生株的半数致

死剂量)

!"!!#突变株在鱼体内的存活能力检测

实验用斑马鱼随机分为 4 组"每组 /2 尾"用

加热 棒 将 水 温 调 节 至 39 M) 取 浓 度 为

12

7

-(#5;'的突变株
"

B5,<G"每尾肌肉注射

4

!

'突变株菌液'对照组!每尾肌肉注射 4

!

'生

理盐水) 注射完成后"每隔 1 D 取样"连续 ; D 取

样) 肾脏和脾脏是溶藻弧菌感染宿主的主要器

官
%14 61;&

"因此"可选取其为减毒株在鱼体内的存

活能力的检测对象) 斑马鱼较小"以组内随机 /

尾鱼为 1 个样本"在无菌条件下取肾脏和脾脏"分

别称重后充分研磨"用生理盐水倍比稀释"涂布于

L-:*平板上"每组设 / 个重复"于 39 M培养 38

T 后"统计板上菌落数) 通过判断菌落形态的一

致性以及随机挑取板上的菌落进行 G-$和 4%&

测序来确定板上菌落是否为目的菌)

!"!$#疫苗的制备与接种

突变株
"

B5,<G于 39 M摇瓶培养 19 T"无菌

人工海水洗涤并悬浮"调节菌液浓度) 实验鱼随

机分为 8 组"每组 92 尾"用加热棒将水温调节至

39 M) 注射免疫组!每尾肌肉注射 4

!

'

"

B5,<G

菌液#4 ?12

;

-(#5;'$'对照组 1!每尾肌肉注射

4

!

'G:*'浸泡免疫组!用 4 ?12

7

-(#5;'浓度

的
"

B5,<G菌液连续充气浸泡未划痕鱼体"时长

/2 ;=A'对照组 3!正常饲养)

!"!<#免疫保护率的测定

在免疫后第 39 天"每组各随机取鱼 /2 尾"肌

肉注射 4

!

'溶藻弧菌#4 ?12

9

-(#5;'$'每组各

随机取鱼 /2 尾"肌肉注射 4

!

'哈维氏弧菌

#4 ?12

9

-(#5;'$'另从未免疫组取健康鱼 /2

尾"肌肉注射 4

!

'无菌生理盐水作为对照组 /)

用加热棒将水温调节至 39 M"记录 18 D 内实验

鱼死亡数目"直至死亡情况稳定"重新分离发病组

织的细菌"确定其是否由活菌攻毒致死) 实验结

束后计算相对免疫保护率 # JC0<3=PCBCJ2CA3<?C

H@JP=P<0"$G*$

I9F#I$ A#1 6免疫组死亡率5对照组死亡

率$ ?122I

%19&

)

!"!F#统计学处理

采用 *G**1;=2 软件对所得的实验数据进行

单因素方差分析"文中
""

表示与同期对照组相比

差异极显著#9B2=21$"

"

表示与同期对照组相

比差异显著#9B2=24$)

35结果

$"!#B*73和 B*7C基因的克隆

G-$扩增获得一条大小约 1 /22 KB 的 B5,<

基因特异条带'以及一条大小约 ;/2 KB 的 B5,G

基因特异条带#图 1$) 测序结果显示"B5,<包含

一个 1 /;8 KB 的开放阅读框#"$($"编码 84; 个

氨基酸'B5,G包含一个 ;/3 KB 的开放阅读框

#"$($"编码 38/ 个氨基酸) 将 3 个基因提交至

ECA:<AU"B5,<登录号为 N!488779"B5,G登录号

为 N!8;7;39 )

$"$#敲除突变株的构建

以溶藻弧菌 +Q0021 为模板"G-$扩增得到

7;2 KB 的 B5,G上游片段和 ;82 KB 的 B5,G下游

片段#图 3"泳道 1(3$"用引物 B5,G87/J5B5,G8JCP

对野生株和缺失株
"

B5,G基因组进行 G-$"

+Q0021 得到 1 723 KB 的片段"

"

B5,G扩增出

1 812 KB的片段#图 3"泳道 /(8$"对扩增产物进

行 4%&测序) 测序结果表明碱基序列与野生型

缺失 B5,G内部片段后的碱基序列完全一致) 以

"

B5,G敲除突变株为模板"G-$扩增得到 814 KB

的 B5,<上游片段和 424 KB 的 B5,<下游片段

#图 3"泳道 4(7$"用引物 B5,<87/J5B5,<8JCP 对野

生株和缺失株
"

B5,<G基因组进行 G-$"+Q0021

得到 1 08/ KB 的片段"

"

B5,<G扩增出 032 KB 的

片段#图 3"泳道 ;(9$) 将扩增产物进行 4%&测

序"测序结果显示碱基序列与野生型缺失 B5,<

内部片段后的碱基序列吻合)

$"<#突变株的遗传稳定性

突变株
"

B5,<G连续盲传 /2 代后"用引物

B5,<87/J5B5,<8JCP和B5,G87/J5B5,G8JCP检测
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图 !#B*73基因的克隆#,$和 B*7C基因的克隆#-$

O!4'3222 4%&分子量标准' 1 </!B5,<G-$产物' 8 <7!B5,GG-$产物

G3C.!#)80434C -A ()*06B*73 C?4?#,$ ,4@B*7C#-$ C?4?

O!4%&;<JUCJ4'3222' 18/!B5,<G-$BJ/D@23H' 887!B5,GG-$BJ/D@23H

图 $#突变株
#

B*73C的构建

O14'3222' 1=B5,G87/J5B5,G8=A38JCP G-$产物' 3=B5,G8=A387/J5B5,G8JCP G-$产物' /(8=B5,G87/J5B5,G8JCP G-$产物' 4=B5,<87/J5

B5,<8=A38JCP G-$产物' 7=B5,<8=A387/J5B5,<8JCP G-$产物' ;(9=B5,<87/J5B5,<8JCP G-$产物' 其中 1(3(8 <7 和 9 为野生株扩增

条带' / 为突变株
"

B5,G扩增条带' ; 为突变株
"

B5,<G扩增条带

G3C.$#)0452>;123040629? 4̀01̀0;2B;2,4252>,34

#

B*73C

O14'3222' 1=G-$BJ/D@23HR=3T B5,G87/J5B5,G8=A38JCP' 3=G-$BJ/D@23HR=3T B5,G8=A387/J5B5,G8JCP' /"8=G-$BJ/D@23HR=3T B5,G8

7/J5B5,G8JCP' 4=G-$BJ/D@23HR=3T B5,<87/J5B5,<8=A38JCP' 7=G-$BJ/D@23HR=3T B5,<8=A387/J5B5,<8JCP' ;"9=G-$BJ/D@23HR=3T B5,<8

7/J5B5,<8JCP"?CA/;=24%&H7J/;3TCR=0D83>BCH3J<=A#0<ACH1"3"887"9$ "3TC;@3<A3

"

B5,G#0<AC/$ <AD ;@3<A3

"

B5,<G#0<AC;$ "RCJC

@HCD <H3C;B0<3CH

"

B5,<G的遗传稳定性"发现
"

B5,<G能扩增出

032 和 1 812 KB 的特异性条带'阴性对照不加模

板"发现不能扩增出特异性条带#图 /$"表明突变

株能稳定遗传)

$"F#细菌的生长速率比较

将实验所得数据进行统计学分析"在同一时

间点"溶藻弧菌野生株 +Q0021 和突变株
"

B5,<G

的生长速率接近"无显著差异#9C2=24$) 溶藻

弧菌整个生长周期较短"生长迅速"于接种后 8 T

左右进入对数生长期""4

722

约为 1=4"在培养 13 T

后进入平台期""4

722

约为 3=;#图 8$)

$"N#泳动性实验

将野生溶藻弧菌 +Q0021 与突变株
"

B5,<G

接种于泳动平板上"其泳动结果如下"野生株泳动

圈为#31=// E2=20$;;"突变株为#1;=1; E2=27$

;;#图 4$) 突变株
"

B5,<G的泳动圈直径小于野

生株#9B2=24$"说明缺失了 B5,<G后"溶藻弧菌

的泳动能力有所减弱) 对 3 种菌的胞外蛋白酶进

行检测"结果发现"溶藻弧菌缺失了 B5,<G基因

后"其胞外蛋白酶的活性没有显著差异#9C2=24$)
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图 <#突变株的遗传稳定性

O!4'3222 分子量标准' 1 和 3 为
"

B5,<G扩增条带' / 为阴

性对照

G3C.<#L?>?@32,>A 52,-3832A 0629? 4̀01̀0;2B;2,425

O!4'3222 ;<JUCJ' 1!G-$BJ/D@23HR=3T B5,<87/J5B5,<8JCP'

3!G-$ BJ/D@23HR=3T B5,G87/J5B5,G8JCP'3TCAC?<3=PC2/A3J/0

?J/@B R<H/

图 F#溶藻弧菌 L̂ RRS! 和突变株
#

B*73C的生长曲线

G3C.F#J>0Q2919,>,12?>3523150629?B*73CB;2,42,4@

A"#(%'$1(4+')&,L̂ RRS!

图 N#溶藻弧菌 L̂ RRS! 和突变株
#

B*73C的泳动能力

G3C.N#MQ,>B34C ,-3832A 0629?B*73CB;2,42,4@

A"#(%'$1(4+')&,L̂ RRS!

$"E#生物被膜形成能力检测

通过检测发现"溶藻弧菌野生株与突变株的

生物膜形成分别在第 89 和第 ;3 T"有极显著差异

#9B2=21"图 7$"说明 B5,<G的缺失可能会影响

溶藻弧菌生物膜的形成)

图 E#溶藻弧菌 L̂ RRS! 和突变株
#

B*73C的

生物膜形成能力

G3C.E#Z30638B 60>B,23040629?B*73CB;2,42,4@

A"#(%'$1(4+')&,L̂ RRS!

$"7#半数致死剂量#/%

NS

$测定

为了验证 B5,<G基因缺失后是否会使致病

菌的毒力下降"采用斑马鱼模型进行感染实验)

突变株
"

B5,<G的半数致死量比野生株提高了

;9=4 倍#表 3$) 对发病鱼进行观察"发现其出现

下颌部和腹部发红肿大(体表充血(游动缓慢等症

状) 对濒死鱼脾脏(肝脏和肠道进行病原分离鉴

定"证实是死于攻毒引发的感染)

$"X#突变株在鱼体内的存活能力检测

为了检测突变株在鱼体内的存活能力"以注

射方式进行攻毒"在攻毒后 1 周内每隔 1 天"取鱼

消毒"在无菌条件下分别取肾脏和肝脏称重"研磨

后倍比稀释涂平板) 对照组菌落数量为2 -(#"

对实验组 L-:*板上菌落进行观察"发现其菌落

形态一致"呈圆形"为凸起和边缘光滑的黄色单菌

落"从形态上可初步判断板上菌落为溶藻弧菌)

随机挑取板上单菌落"用引物 17*J4%& 1517*

J4%&3 进行 G-$和测序验证) 测序结果证实板

上所长的菌为溶藻弧菌) 菌落计数结果显示"在

第 2 <3 天"肾脏和脾脏中突变株的数量有所上

升'在第 / <; 天"肾脏和脾脏中细菌数量出现下

降"第 ; 天基本检测不出突变株#图 ;$)

$"R#免疫保护率

用疫苗候选株
"

B5,<G以注射和浸泡途径免

/741



!""#!

!

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

555 水5产5学5报 /0 卷

表 $#溶藻弧菌 L̂ RRS! 和突变株
#

B*73C对斑马鱼的 /%

NS

测定

+,-.$#/%

NS

@?2?>B34,230450629?B*73CB;2,42,4@A"#(%'$1(4+')&,L̂ RRS!

菌株

K<23CJ=<0H3J<=AH

攻毒浓度

5#-(#5;'$

2/A2CA3J<3=/A

累计结果 2@;@0<3=PCJCH@03H

存活数5尾

H@JP=P<0

A@;KCJ/7

K<23CJ=<

死亡数5尾

DC<3T

A@;KCJ/7K<23CJ=<

死亡率5I

DC<3T J<3C

半数致死剂量5

#-(#5尾$

'4

42

野生株

R=0D H3J<=A

1=29 ?12

9

2 32 122

0=;1 ?12

7

7 18 ;2

1=12 ?12

7

9 13 72

0=9; ?12

8

18 7 /2

0=31 ?12

/

32 2 2

3=83 ?12

8

突变株

"

B5,<G

0=92 ?12

9

/ 1; 94

1=2/ ?12

9

1/ ; /4

0=43 ?12

7

19 3 12

0=;; ?12

4

32 2 2

0=9; ?12

8

32 2 2

1=02 ?12

7

图 7#溶藻弧菌 L̂ RRS! 和突变株在鱼体内的存活能力

G3C.7#M;>D3D,8,-3832A 0629?B;2,425,4@

A"#(%'$1(4+')&,L̂ RRS! '$/'/1

疫斑马鱼) 免疫后第 39 天"用溶藻弧菌 +Q0021

对受免鱼进行攻毒"注射无菌生理盐水的对照组

/ 在 18 D 内未出现死亡"注射免疫组的死亡率为

17=;I"注射免疫对照组的死亡率为 122I"相对

免疫保护率为 9/=/I'浸泡免疫组的死亡率为

//=/I"浸泡免疫对照组的死亡率为 122I"相对

免疫保护率为 77=;I) 对受免鱼进行哈维氏弧

菌 X!2;27 攻毒"结果发现注射免疫组的相对免疫

保护率为 74=4I"浸泡免疫组的相对免疫保护率

为 44=3I#图 9$"表明免疫后的斑马鱼对哈维氏

弧菌有一定的交叉免疫保护力"注射组的相对免

疫保护率略高于浸泡组) 对发病鱼进行观察"发

现其症状与半数致死剂量测定实验中发病鱼的症

状一致) 对濒死鱼脾脏(肝脏和肠道进行病原分

离鉴定"证实死于攻毒引发的感染)

图 X#受免鱼攻毒后的存活率

#<$ 分别用
"

B5,<G以注射和浸泡方式免疫后溶藻弧菌攻

毒'# K$ 分别用
&

B5,<G以注射和浸泡方式免疫后哈维氏弧

菌攻毒

G3C.X#M;>D3D,8>,2?06\?->,6359,62?>-?34C 19,88?4C?@

#<$ =A6C23=/A 2T<00CA?CD R=3T J*-3&$)032.$4'%<73CJ=A6C23CD

P<22=A<3=/A <AD =;;CJHCD P<22=A<3=/A'# K$ =A6C23=/A 2T<00CA?CD

R=3T J*1-(A>2$ <73CJ =A6C23CD P<22=A<3=/A <AD =;;CJHCD

P<22=A<3=/A
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/5讨论

目前关于鱼类病原和宿主的相互作用机制已

经得到了较为深入的分析"以此为理论基础"开发

高效的新型疫苗已成为水产病害研究的一大热

点) 利用基因敲除方法构建减毒菌株"是获得候

选减毒活疫苗的一种重要手段) 本实验以重组自

杀质粒 B$,113 为载体"利用质粒上的正向选择

的氯霉素抗性基因和反向选择的蔗糖敏感基因

#%-4D$"经过 3 次同源重组"获得框内无标记的

B5,<G双基因敲除突变株) 框内缺失突变 #=A8

7J<;CDC0C3=/A$技术构建的突变株"其整体基因转

录和翻译不会受到影响"遗传性状稳定"也不含外

源的抗性基因
%10&

"因此该技术适宜筛选减毒活疫

苗) 在生物学特性实验中"B5,<G双基因敲除突

变株和野生株在生长速率和胞外蛋白酶活性方面

均无明显差异"这与本课题组构建的 B5,<基因

突变株和 B5,G基因突变株的结果一致
%32&

) 生物

被膜的形成是细菌为适应环境而吸附到宿主细胞

膜表面"抵抗药物和宿主免疫应答的一种多细胞

行为
%31 633&

) 在本研究中"发现突变株
"

B5,<G的

生物被膜形成能力明显降低) 该结果和鼠伤寒沙

门氏菌 # F-3/0)>33- .2,1$/'($'/$B5,<缺失株生

物被膜形成的实验结果一致
%3/&

) 金黄色葡萄球

菌的 &083 群体感应通过对双组分调控系统

NDB4,的调控来实现对荚膜多糖合成酶基因转

录的调控
%38&

) 此外"胞外荚膜多糖已经被确定参

与弧菌生物膜的形成) 弧菌生物膜形成的调控机

制是非常复杂的"其涉及许多转录调控程序如双

组分调控系统(群体感应和 -8D=8EOG信号
%34&

)

双组分调控系统 NDB4,在溶藻弧菌生物膜形成

调控过程中担当何种角色有待进一步研究)

本研究用模式动物斑马鱼进行细菌攻毒实验"

B5,<G突变株的半数致死量为1=02 ?12

7

-(#5尾"

野生株的半数致死量为3=83 ?12

8

-(#5尾"突变株

的毒力下降了;9=4 倍) 笔者在之前的研究中构

建的 B5,<基因突变株和 B5,G基因突变株"在攻

毒实验中同样出现毒力下降现象
%32&

) 最近"9@C

等
%7&

发现金黄色葡萄球菌中的双组分调控系统

NDB4,可以调控将近 122 个毒力基因) 因此推

测双组分调控系统 NDB4,的信号转导过程受到

阻碍"将不能完全地发挥其调控毒力因子表达的

作用" 以致出现溶藻弧菌毒力减弱的 结果)

B5,<G突变株毒力减弱表明溶藻弧菌减毒株构建

成功"提示该菌株可作为减毒活疫苗候选株)

减毒活疫苗仍保留活性"疫苗进入鱼体短时

间内会有一定增殖"感染过程类似于自然感染过

程"因此能诱导鱼体作出免疫应答"刺激鱼体长期

地产生抗体
%37&

) 然而"疫苗在受免鱼体内的残留

也成为危害生物和食品安全的隐患) 为检测该突

变株在鱼体内的存活能力"本研究以12

7

-(#5;'

的菌液浓度注射斑马鱼"结果显示在免疫后 1 周

内"肾脏和脾脏内的突变株逐渐被清除"第 ; 天基

本在体内检测不到) 一定剂量的突变株进入鱼

体"受免鱼的免疫系统在受到刺激后"可能会启动

相应的应答机制"从而在短时间内清除鱼体中的

突变株) 遗传稳定性也是评价突变株安全性的一

项重要指标) 本研究发现该突变株具有较好的遗

传稳定性) 上述结果初步确定该突变株是相对安

全的)

免疫效果检测是评价疫苗是否具有实用性最

直接的指标) 本研究用溶藻弧菌对受免鱼进行了

攻毒实验"发现免疫组的死亡率远远低于对照组"

相对免疫保护率达 9/=/I) XT<A? 等
%3;&

用鳗弧

菌#J*-)&'$33-('/$减毒活疫苗 O.&.732/ 免疫

斑马鱼"免疫 1 个月后用鳗弧菌野生株攻毒"发现

免疫组的累积死亡率低于 12I"其对斑马鱼的

$G*达 02I以上) 9=</ 等
%39&

通过框内缺失突变

技术 构 建 18 株 迟 缓 爱 德 华 菌 # G5W-(5%$>33-

.-(5-$敲除突变株"并进行疫苗免疫保护率实验"

发现其对斑马鱼最高的 $G*为 91I) 交叉保护

是鱼类疫苗应用中的常见现象
%30 6/2&

) 减毒活疫

苗保留了病原菌大部分的表面结构"因此容易产

生对同属菌的交叉保护作用) 溶藻弧菌和哈维氏

弧菌同属弧菌属"且具有较高的同源性"有共同的

细胞 表 面 抗 原" 如 外 膜 蛋 白 抗 原 和 鞭 毛 抗

原
%/1 6//&

) 本研究中哈维氏弧菌攻毒实验发现免

疫组的相对免疫保护率达 74=4I"表明该疫苗能

诱导鱼体产生对哈维氏弧菌的交叉免疫保护效

应) 这与 XT<A? 等
%3;&

和潘燕华等
%/2&

的鳗弧菌减

毒活疫苗交叉保护率实验结果相似) 以上结果表

明本实验构建的减毒活疫苗可作为一个有效的候

选疫苗"增强鱼体的综合抗病能力"为渔用弧菌疫

苗的研发以及常见弧菌病的防治提供了实践

经验)

本研究用注射和浸泡方式免疫鱼体"39 D 后
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用活菌进行攻毒"结果发现 3 种免疫方式均有一

定的免疫保护作用"但免疫效果不相同) 庞欢瑛

等
%/8&

用溶藻弧菌突变株
"

A%4K以浸泡和注射方

式免疫斜带石斑鱼 #G,$)>,1>3'%40$0$5>%$"腹腔

注射方式攻毒"发现注射免疫组的 $G*为 98I"

浸泡免疫组的 $G*为 79I) 这可能与浸泡免疫

的免疫机制有关) 黏膜免疫独立于鱼类系统免

疫
%/4 6/7&

"浸泡免疫主要由鱼体黏膜免疫系统#鳃

和皮肤等$产生的黏膜抗体发挥作用
%/;&

) 注射攻

毒使病原菌直接越过黏膜防御进入鱼体"导致黏

膜免疫保护失效) 由此推测"注射攻毒不能准确

反映浸泡免疫的实际保护效果) 因此"在分析疫

苗免疫保护效果时需要对采用的免疫和攻毒途径

进行综合考虑"以获得疫苗的最佳评价效果)
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