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　　摘要：副溶血性弧菌外膜蛋白ＢａｍＡ是β－桶组装ＢＡＭ复合物的核心成分，参与细胞外膜蛋白运送和安装过程，
是潜在的新型靶标抗原，目前其在免疫检测抗原和疫苗中的潜在价值尚未有研究报道。本研究通过生物信息学软件

ＳｎａｐＧｅｎｅ和Ｐｒｏｔｅａｎ分析ＢａｍＡ的序列并筛选出多肽，采用 ＰＣＲ扩增出外膜蛋白 ＢａｍＡ的基因片段，构建重组质粒
ｐＥＴ－２８ａ（＋）－ＢａｍＡ；经大肠杆菌 ＢＬ２１诱导表达 ＢａｍＡ重组蛋白（９０ｋｕ）；多肽与 ＢＳＡ偶联，制备的抗原免疫
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠制备了血清。采用酶联免疫分析（ＥＬＩＳＡ）和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）测定 ＢａｍＡ蛋白及多肽免疫血
清对２４株弧菌的交叉反应。ＥＬＩＳＡ测定结果表明，免疫血清对ＢａｍＡ蛋白的效价在１２１Ｋ以上，对副溶血性弧菌等弧
菌的效价较弱（０．５Ｋ）；免疫印迹结果显示，ＢａｍＡ蛋白血清与副溶血性弧菌 ＣＩＣＣ２１６１７、ＣＩＣＣ２１６１８、杀岩龙虾弧菌
和非Ｏ１型霍乱弧菌等弧菌属细胞裂解物中９０ｋｕ左右的蛋白可发生特异性反应，而对费氏另类弧菌、嗜水气单胞菌
和迟缓爱德华氏菌等非弧菌属无交叉反应。弧菌外膜蛋白 ＢａｍＡ具有弧菌属保守性并可以诱导产生弧菌特异性抗
体，多肽在菌体表面的暴露性可能受到其他抗原的影响，这给后续弧菌诊断抗原和疫苗抗原研究提供了依据。
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　　弧菌是革兰氏阴性嗜盐菌，在海洋环境中分布
广泛，是海产品中常见的食源性致病菌［１－２］。食用

致病性弧菌污染的食物通常会引起急性肠胃炎，重

症患者则表现为脱水、休克昏迷甚至死亡［３］。最常

见的致病性弧菌包括副溶血性弧菌 （Ｖｉｂｒｉｏ
ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、创伤弧菌（Ｖ．ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ）和霍乱弧
菌（Ｖ．ｃｈｏｌｅｒａｅ），其中创伤性弧菌对鱼类的致死率
较高，副溶血性弧菌在海鲜中具有更高的流行

率［４］。此外，弧菌病是一种重要的海洋水产动物病

害，已发现了５０多种易感的水产动物，危害了海洋
水产健康养殖，构成了重要的经济威胁［５］。

弧菌诊断特异性抗原是建立准确、快速弧菌免

疫检测手段的基础，也有助于弧菌病害的防控［６］。

外膜蛋白（ｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ，简称 Ｏｍｐ）因其
基本功能、表面暴露性和在菌株中的保守性，常被

用于疫苗的候选抗原［７］。目前，已证实的弧菌属保

守性和特异性较好的外膜蛋白较少，仍然需要新的

弧菌属外膜蛋白。伦镜盛等分别重组表达了５种弧
菌的外膜蛋白Ｕ（ＯｍｐＵ），来自副溶血性弧菌、创伤
弧菌和拟态弧菌（Ｖ．ｍｉｍｉｃｕｓ）的 ＯｍｐＵ的小鼠免疫
血清与１３种弧菌发生交叉反应，与菌属外不发生免
疫交叉反应，表明 ＯｍｐＵ是弧菌保守的候选免疫抗
原［８］。副溶血性弧菌外膜蛋白 ＶＰ１２４３在弧菌中广
泛分布，具有高度保守性，诱导了对副溶血弧菌、溶

藻弧菌和创伤弧菌的交叉免疫反应和免疫保护，是

预防弧菌感染的多功能疫苗候选蛋白［９］。Ｌｉ等用
同源和异源细菌免疫小鼠，采用免疫蛋白组学确定

了弧菌外膜蛋白的多价疫苗候选物，发现了３０～４０
种弧菌外膜蛋白［１０］。其中，重组外膜蛋白 Ａ
（ＯｍｐＡ）和肽聚糖相关脂蛋白（Ｐａｌ）对溶藻弧菌、嗜
水气单胞菌和荧光假单胞菌均有免疫保护作用。

ＢａｍＡ作为跨膜桶状蛋白具有较好的表面暴露
性，是 β－桶状组装系统（ＢＡＭ）家族的核心成分，
目前在所有已测序的革兰氏阴性菌中均有发
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现［１１－１２］。前期我们建立了生物信息学方法对副溶

血性弧菌４８３１个编码蛋白进行筛选，获得了１０１
个位于外膜的蛋白，并通过表面蛋白质组检验筛选

结果，２种方法均表明 ＢａｍＡ是外膜蛋白，且该蛋白
在弧菌属中具有广泛保守性，具有作为弧菌免疫检

测抗原的潜力。目前，关于弧菌 ＢａｍＡ的重组表达
及免疫原性的研究未见报道，其作为诊断抗原和疫

苗抗原的价值仍不清楚。因此，本研究进一步对

ＢａｍＡ的保守性和基本结构进行分析，并通过生物
信息学方法筛选特异性多肽，采用酶联免疫分析

（ＥＬＩＳＡ）和免疫印迹评价其免疫 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后血
清与７株副溶血性弧菌、９种常见弧菌、发光杆菌等
海洋细菌及其他常见细菌的交叉反应。

１　材料与方法

１．１　菌株、质粒及培养条件
本研究所用的菌株详见表１，于２０１９年４月在

江苏海洋大学实验室中培养。原核表达载体ｐＥＴ－
２８ａ（＋）为笔者所在实验室保存。副溶血性弧菌
（ＣＩＣＣ２１６１７）用含３％ＮａＣｌ的ＬＢ培养基（１．０％胰
蛋白，０．５％酵母提取物，３．０％ ＮａＣｌ）在３７℃条件
下过夜培养。大肠杆菌 ＤＨ５α和大肠杆菌 ＢＬ２１作
为工程菌株，培养条件为ＬＢ培养基（１．０％胰蛋白，
０．５％酵母提取物，１．０％ ＮａＣｌ）３７℃过夜培养，用
于重组质粒构建和蛋白质表达。将 ｐＥＴ－２８ａ（＋）
质粒载体转化到大肠杆菌ＤＨ５α中，保存备用。
１．２　主要试剂及仪器

限制性内切酶 ＢａｍＨⅠ和 ＸｈｏⅠ，均购自宝生
物工程（大连）有限公司；弗氏完全和不完全佐剂、

牛血清蛋白ＢＳＡ，均购自Ｓｉｇｍａ公司；沉淀型四甲基
联苯胺（ＴＭＢ）底物缓冲液，购自广州捷倍斯生物科
技有限公司；质粒抽提试剂盒、卡那霉素、异丙基

β－Ｄ－硫代半乳糖苷（ＩＰＴＧ）、ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、双色预
染蛋白Ｍａｒｋｅｒ、十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝胶
电泳（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）所需试剂，均购自生工生物工程
（上海）股份有限公司；羊抗鼠二抗，购自 Ｊａｃｋｓｏｎ
ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司；４－Ｎ－（马来酰亚胺甲基）环
己烷－１－羧酸磺酸基琥珀酰亚胺酯钠盐（Ｓｕｌｆｏ－
ＳＭＣＣ）和二甲基甲酰胺 （ＤＭＦ），购自 Ｊａｃｋｓｏｎ
ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司；其他化学试剂均
购自上海国药集团化学试剂有限公司；９６孔酶标
板，购自无锡国盛生物工程股份有限公司；透析袋

（截留相对分子质量为１４０００），购自上海桥星贸易

有限公司；酶标仪为ＩｎｆｉｎｉｔｅＦ５０；半干式转膜仪型号
为ＡｍｅｒｓｈａｍＴＭＴＥ７０。

表１　本研究所用菌株

编号 菌株名称 菌株编号

１ 副溶血性弧菌（Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ＣＩＣＣ２１６１７

２ 副溶血性弧菌（Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ＣＩＣＣ２１６１８

３ 副溶血性弧菌（Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ＣＩＣＣ２１６１９

４ 副溶血性弧菌（Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ＣＩＣＣ１０５５２

５ 副溶血性弧菌（Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ＣＩＣＣ２１５２８

６ 副溶血性弧菌（Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ＣＧＭＣＣ１．１６１４

７ 副溶血性弧菌（Ｖ．ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ） ＣＧＭＣＣ１．１６１６

８ 杀岩龙虾弧菌（Ｖ．ｊａｓｉｃｉｄａ） ＭＣＣＣ１Ａ１５０１０

９ 非Ｏ１型霍乱弧菌［Ｖ．ｃｈｏｌｅｒａｅ（Ｎｏｎ－Ｏ１）］ ＭＣＣＣ１Ａ０２６０８

１０ 魔鬼弧菌（Ｖ．ｄｉａｂｏｌｉｃｕｓ） ＭＣＣＣ１Ａ０３５０４

１１ 鳗弧菌（Ｖ．ａｎｇｕｉｌｌａｒｕｍ） ＭＣＣＣ１Ａ０７２９９

１２ 哈维氏弧菌（Ｖ．ｈａｒｖｅｙｉ） ＭＣＣＣ１Ａ００２３２

１３ 解藻酸弧菌（Ｖ．ａｌｇｉｎｏｌｙｔｉｃｕｓ） ＭＣＣＣ１Ａ０３２２０

１４ 坎氏弧菌（Ｖ．ｃａｍｐｂｅｌｌｉｉ） ＭＣＣＣ１Ａ０２６０５

１５ 创伤弧菌（Ｖ．ｖｕｌｎｉｆｉｃｕｓ） ＣＧＭＣＣ１．８６７４

１６ 拟态弧菌（Ｖ．ｍｉｍｉｃｕｓ） ＭＣＣＣ１Ａ０２６０２

１７ 美人鱼发光杆菌（Ｐｈｏｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｄａｍｓｅｌａｅ） ＭＣＣＣ１Ａ００２２３

１８ 霍氏格里蒙特氏菌（Ｇｒｉｍｏｎｔｉａｈｏｌｌｉｓａｅ） ＭＣＣＣ１Ｈ０００８５

１９ 费氏另类弧菌（Ａｌｉｉｖｉｂｒｉｏｆｉｓｃｈｅｒｉ） ＭＣＣＣ１Ａ０２７００

２０ ＡＳＰ嗜水气单胞菌（Ａｅｒｏｍｏｎａｓｈｙｄｒｏｐｈｉｌａ） ＣＩＣＣ１０５００

２１ 迟缓爱德华氏菌（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａｔａｒｄａ） 分离株

２２ 大肠杆菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ） ＳＳＩ８２０００

２３ 阴沟肠杆菌（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒｃｌｏａｃａｅ） ＣＩＣＣ１００１１

２４ 无丙二酸柠檬酸杆菌（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒｍａｌｏｎａｔｅ） ＣＩＣＣ２１５２２

１．３　副溶血性弧菌 ＢａｍＡ蛋白拓扑结构分析及多
肽的筛选

副溶血性弧菌的外膜蛋白ＢａｍＡ的氨基酸序列
（ＧＩ：２８８９９０８４）从美国国家生物技术信息中心的蛋
白数据库（ＮＣＢＩ）中获得，并采用搜索比对工具
ＢＬＡＳＴ分析其与其他弧菌属弧菌序列的同源性水
平。为了直观分析ＢａｍＡ蛋白在弧菌属及革兰氏阴
性菌株蛋白之间的关系，用 ＣｌｕｓｔａｌＸ分析蛋白质序
列的多重比对，并使用 ＭＥＧＡ７．０中的邻接
（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，简称 ＮＪ）法构建系统进化树。
设置了１００００次重复的Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ测试，以检查分支
拓扑的有效性。ＢａｍＡ蛋白质三维结构使用ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ同源建模法在线生物信息学软件进行模拟，
将候选蛋白质的序列输入至序列框中，ＳＷＩＳＳ－
ＭＯＤＥＬ同源建模法可自动找到与目标序列同源的
已知结构作为模板，为目标序列与模板序列创建序
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列比对，根据序列比对，用同源建模软件预测结构

模型，评估模型质量。模拟结构同时通过 Ｉ－
ＴＡＳＳＥＲ［１３］和ＴｒＲｏｓｅｔｔａ［１４］进行了验证。利用 Ｐｙｍｏｌ
软件分析最佳蛋白模型的结构。结合 ＳｎａｐＧｅｎｅ和
Ｐｒｏｔｅｎ软件对副溶血性弧菌外膜蛋白 ＢａｍＡ的保守
区域进行分析，筛选出保守且对弧菌属物种具有特

异性的多肽序列。利用 Ｐｙｍｏｌ软件分析蛋白结构，
将在弧菌属中具高保守性的多肽定位到蛋白结构，

找到其中的暴露性表位氨基酸序列。

１．４　ＢａｍＡ重组质粒的构建和表达
利 用 十 六 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵

（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，简称 ＣＴＡＢ）法提
取ＤＮＡ，副溶血性弧菌外膜蛋白 ＢａｍＡ基因（登录
号为ＢＡ００００３１．２和 ＢＡ００００３２．２），通过 ＰＣＲ进行
扩增。上游引物：５′－ＣＡＣＧＧＡＴＣＣＡＴＧＧＣＧＡＴＴＡＡ
ＧＣＧＡＡＴＴＣＴ－３′，下游引物：５′－ＣＣＧＣＴＣＧＡＧＧＡＡ
ＡＧＴＴＣＴＡＣＣＧＡＴＡＧＴＧＡＡＴ－３′。ＰＣＲ程序为９４℃
预变性５ｍｉｎ；９４℃１ｓ，５８℃４０ｓ，７２℃６０ｓ，３０个
循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。通过１％琼脂糖凝胶电泳检
测ＰＣＲ产物，目的基因和 ｐＥＴ－２８ａ（＋）质粒均用
ＢａｍＨⅠ和ＸｈｏⅠ进行双酶切，并用Ｔ４ＤＮＡ连接酶
进行连接。将重组质粒转化到大肠杆菌 ＤＨ５α中，
用含有５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的 ＬＢ琼脂平板，选择５
个单菌落进行 ＰＣＲ扩增目的基因，并通过测序验
证。将阳性重组质粒转化到大肠杆菌ＢＬ２１中，并保
存在加入１５％甘油的ＬＢ培养基中，－８０℃ 冻存。

用含有卡那霉素（５０μｇ／ｍＬ）抗性的ＬＢ培养基
过夜培养阳性重组菌株，以１∶１００（体积比）加入到
ＬＢ培养液中，在３７℃摇床中孵育至Ｄ６００ｎｍ为０．５～
０．８时，加入诱导剂 ＩＰＴＧ。通过单因素试验优化培
养温度、ＩＰＴＧ浓度（０．１、０．２、０．４、０．８ｍｍｏｌ／Ｌ）和
ＩＰＴＧ诱导时间。最终培养条件为诱导时间１６ｈ，温
度 １６ ℃，诱 导 剂 浓 度 ０．４ ｍｍｏｌ／Ｌ。４ ℃，
５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ３０ｍｉｎ收集菌体，用含有２ｍｏｌ／Ｌ
尿素和１％聚乙二醇辛基苯基醚（ＴｒｉｔｏｎＸ－１００）的
磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２次，在冰浴中２６０Ｗ超
声破碎 ３０ｍｉｎ，超声开 ３ｓ，超声关 ７ｓ。４℃，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液和沉淀，然后
将沉淀溶于含有８ｍｏｌ／Ｌ尿素的５０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ缓
冲液（ｐＨ值为８．０）中。通过１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分
离胶，用５％浓缩胶研究目标蛋白的表达形式（可溶
性表达或包涵体）。

将８ｍｏｌ／Ｌ尿素溶解后的溶液１２０００ｇ、４℃离

心１０ｍｉｎ，取上清液。将上清液通过装有镍离子亲
和层析柱（Ｎｉ－ＮＴＡ）进行纯化，通过优化含咪唑的
尿素缓冲液梯度纯化蛋白，并采用２００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑
洗脱，得到单一条带。纯化后的ＢａｍＡ蛋白，浓度稀
释到 ０．５ｍｇ／ｍＬ，装入透析袋（截断分子量为
１４０００）中，低温梯度透析，用磁力搅拌器低速搅拌，
透析缓冲液（０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，８ｍｏｌ／Ｌ尿素）浓度从
８ｍｏｌ／Ｌ尿素梯度降低至不含尿素的 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ缓冲液。蛋白浓度通过Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法确定。蛋
白质的表达和纯化通过１０％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分离胶进
行验证，并通过考马斯亮蓝Ｒ－２５０染色显示蛋白质
条带，制备的重组ＢａｍＡ蛋白在－８０℃保存，待用。
１．５　多肽偶联

采用 Ｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ作为偶联剂，在 ０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ缓冲液中，７ｍｇ载体蛋白 ＢＳＡ与 ２．３ｍｇ
Ｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ偶联，将反应的溶液移至１０ｋｕ超滤管
中，反复超滤３次以去除多余的 Ｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ。称
取７ｍｇ多肽于ＢＳＡ－ＳＭＣＣ体系中，室温磁力搅拌
１２ｈ，将偶联完成的溶液装入透析袋，并通过蛋白电
泳表征。

１．６　动物免疫
６～８周龄的雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自扬州大学

兽医学院。将纯化的ＢａｍＡ可溶蛋白与弗氏完全佐
剂等体积乳化后免疫小鼠。小鼠第１次免疫使用的
乳化剂为弗氏完全佐剂，之后的加强免疫使用的乳

化剂为弗氏不完全佐剂。共免疫４次，首次和第２
次免疫剂量为 ８０μｇ／只，第 ３、第 ４次免疫剂量减
半。免疫间隔时间为３周，免疫方式为小鼠背部皮
下多点注射。第３、第４次免疫后１周小鼠尾部采
血，获得血清并于 －２０℃ 保存。
１．７　间接ＥＬＩＳＡ和蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）测
定血清效价及交叉反应

表１中的菌株过夜培养并计数后，在１００℃煮
沸１５ｍｉｎ灭活并冷却至室温。用碳酸盐缓冲液
（ｐＨ值为９．６）将菌体浓度稀释到１０８ＣＦＵ／ｍＬ，每
孔 １００μＬ加入到９６孔酶标板中，３７℃包被２ｈ；用
含０．０５％吐温－２０的磷酸缓冲液（ＰＢＳＴ）洗涤３次
后，每孔加２００μＬ含０２％明胶的碳酸盐缓冲液封
闭酶标板，３７℃封闭 ２ｈ；小鼠血清用抗体稀释液
（ＰＢＳ缓冲液，０．１％明胶，００５％ Ｔｗｅｅｎ－２０）稀释
５００倍，并以３倍梯度稀释６个梯度，并用稀释液作
阴性对照，每孔１００μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ；用 ＰＢＳＴ
洗板３次；加入用抗稀稀释４０００倍的辣根过氧化
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物酶（ＨＲＰ）标记羊抗鼠 ＩｇＧ（０．５μｇ／ｍＬ），每孔
１００μＬ，３７℃孵育３０ｍｉｎ；用 ＰＢＳＴ洗板４次；加入
１００μＬ显色液，３７℃孵育１０～１５ｍｉｎ；５０μＬ２ｍｏｌ／Ｌ
硫酸溶液终止反应，用酶标仪测定４５０ｎｍ处吸光度。
当最高稀释度的阳性血清的 Ｄ４５０ｎｍ与空白对照的
Ｄ４５０ｎｍ之比（Ｐ／Ｎ）≥２．１时，该稀释度即为血清效价。

免疫印迹方法参考文献［１５－１６］。简要步骤
为将过夜培养的５０ｍＬ菌液离心，弃上清，用１５ｍＬ
ＰＢＳ缓冲液将沉淀重悬；采用“１．２．４”节中的方法
冰浴破碎；离心取上清，将细菌蛋白上样１０μＬ至
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳仪，分离胶浓度为１０％，浓缩胶浓
度为５％；电泳完成后用半干转膜仪 ＴＥ７０将蛋白
转膜至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，电流为 ３０ｍＡ，
转膜 ３０ｍｉｎ；用５０ｍＬ含５％脱脂奶粉的（ＰＢＳ缓冲
液）封闭ＰＶＤＦ膜上的多余位点，３７℃轻轻振荡２
ｈ；加入２０ｍＬ血清稀释液（稀释１０００倍数），室温
孵育１ｈ；用ＰＢＳＴ洗涤３次，每次在摇床轻轻振荡５
ｍｉｎ，加入２０ｍＬ抗稀稀释的 ＨＲＰ标记羊抗鼠 ＩｇＧ
（０．５μｇ／ｍＬ），室温避光孵育１ｈ；洗涤５次，ＴＭＢ显
色剂显色５～１０ｍｉｎ，有清晰条带出现后洗涤拍照。

２　结果与分析

２．１　ＢａｍＡ蛋白保守性及多肽分析
ＢａｍＡ是外膜蛋白组装复合体的一部分，它参

与β－桶蛋白的组装及其插入外膜［１７］。ＢａｍＡ是
Ｏｍｐ８５超级家族的成员，Ｏｍｐ８５超级家族是一组１６
链β－桶状蛋白，参与细菌和细胞器中的膜蛋白插
入和蛋白分泌反应［１８－１９］。图 １－ａ为大肠杆菌
ＢａｍＡ蛋白的结构图（ＰＤＢ：５Ｄ０Ｏ），图１－ｂ是以大
肠杆菌Ｋ１２的 ＢａｍＡ为模板模拟的副溶血性弧菌
ＢａｍＡ蛋白的结构图，从图中可知 ＢａｍＡ蛋白结构
具有β－桶状结构，具有细胞外的无规则卷曲环区
（由上至下第１条虚线的上方为膜外部分），说明蛋
白具有一定的暴露性。为了进一步了解ＢａｍＡ的保
守性，选取了具有代表性的弧菌属蛋白序列与副溶

血性弧菌ＢａｍＡ蛋白序列进行比对。同源性分析结
果表明，ＢａｍＡ蛋白在所有弧菌中广泛分布，较保守，
序列一致性在８３％以上，与其他革兰氏阴性细菌的
蛋白序列相似性较低，最高相似度在５０％以下，说明
ＢａｍＡ蛋白属内保守性较高，具有一定的特异性。

　　通过ＮＣＢＩ中ＢＬＡＳＴ与副溶血性弧菌ＢａｍＡ蛋
白序列进行比对，结合 ＳｎａｐＧｅｎｅ软件进行分析（图
２），最终选取出相似性在８０％以上的连续氨基酸序
列。利用Ｐｙｍｏｌ软件，将找出的氨基酸序列在模拟
蛋白结构中标记出来，得到４条保守性较高且位于
膜外的表位氨基酸，分别为ＢａｍＡ－１（Ｐ１）ＹＹＹＤＹＳ
ＤＰＴＮＹＲＳＳ、ＢａｍＡ－３（Ｐ２）ＮＧＹＧＱＴＤＧＮＤＮＬＦ、
ＢａｍＡ－４（Ｐ３）ＶＹＲＤＹＳＧＳＮ、ＢａｍＡ－５（Ｐ４）
ＱＡＤＮＩＤＳＳＧＡＬＮＴ，位置见图 １－ｂ，这些序列都是
８～１３ａａ的短肽，分子量为１１６３～１８９６ｕ，这些表
位具有较高的保守性及较好的暴露性，使得 ＢａｍＡ
蛋白具有潜在的检测价值及疫苗价值。

２．２　副溶血性弧菌ＢａｍＡ蛋白的表达及多肽偶联
采用ＣＴＡＢ法从副溶血性弧菌（ＣＩＣＣ２１６１７）中

提取ＤＮＡ，并以此为模板扩增出分子量为２０００～
３０００ｂｐ的基因片段（图３－ａ），与 ＢａｍＡ基因片段
长度（２４１５ｂｐ）一致。将其插入ｐＥＴ－２８ａ（＋）中，
构建的重组质粒经双向测序后与 ＢａｍＡ符合度为
１００％，确认构建成功。
　　采用不同浓度 ＩＰＴＧ及诱导时间诱导 ＢａｍＡ蛋
白表达，培养温度为１６℃，将超声破碎后的上清和
沉淀经ＳＤＳ－ＰＡＧＥ分析。结果如图３－ｂ所示，在
７０～１００ｋｕ出现过表达的蛋白条带，重组质粒带有
６个组氨酸标签，ＢａｍＡ理论分子量为８９ｋｕ，表达的
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蛋白位置与理论值较为吻合。ＩＰＴＧ浓度为
０．４ｍｍｏｌ／Ｌ、诱导时间为６ｈ时，可溶性蛋白表达量
较高，但后期纯化时回收率较低，蛋白ＢａｍＡ最终以
包涵体形式制备，诱导条件为１６℃培养，ＩＰＴＧ浓度
为 ０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，诱导时间为１６ｈ。

为了将多肽与载体蛋白偶联形成完全抗原，所

有多肽的 Ｎ端均用半胱氨酸修饰。通过 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ表征偶联情况，如图４－ａ所示，ＢＳＡ蛋白条
带在与Ｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ连接后移至更高的位置（泳道
２），与多肽反应后蛋白条带进一步上移，说明分子
量进一步增加（泳道３至泳道６），多肽偶联成功。
　　采用Ｎｉ－ＮＴＡ亲和层析柱纯化包涵体蛋白，对
柱子的洗脱采用浓度为８ｍｏｌ／Ｌ的尿素缓冲液，其所
含咪唑浓度分别是５、１０、２００、３００ｍｍｏｌ／Ｌ。如图４－
ｂ所示，在咪唑浓度为２００ｍｍｏｌ／Ｌ时可以在９０ｋｕ
左右得到清晰的单一蛋白条带。可溶性蛋白与包

涵体蛋白相比具有正确的折叠结构，存在着较好的

功能性［２０］。因此，对ＢａｍＡ包涵体蛋白进行纯化和
尿素梯度透析复性，透析复性设置的尿素浓度梯度

分别为８．０、６．０、４．０、３．０、２．０、１．５、１．０、０．５ｍｏｌ／Ｌ，
随后又进行了０．０５ｍｏｌ／ＬＰＢＳ和 ０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
的透析，透析袋中无可见沉淀，提示复性成功。

２．３　免疫血清评价
蛋白抗原在第３次免疫后，用间接ＥＬＩＳＡ方法
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检测小鼠血清对免疫抗原的效价，结果见图５。纵
轴表示４５０ｎｍ处吸光度，横轴表示测试菌株，血清
稀释５００倍。ＢａｍＡ免疫血清对 ＢａｍＡ重组蛋白的
平均吸光度为２．１２１，与副溶血性弧菌 ＣＩＣＣ１０５５２
等包板时的平均吸光度为０４２８，与哈维氏弧菌等
弧菌属包板的平均吸光度为０３４５；对美人鱼发光
杆菌等弧菌属外细菌的平均吸光度为 ０．１５５。
ＢａｍＡ蛋白免疫血清对弧菌及其他细菌菌体效价大
多仅为 ０．５Ｋ，而对 ＢａｍＡ重组蛋白的效价高达
１２１．５Ｋ。说明免疫过程诱导产生了 ＢａｍＡ重组蛋
白的抗体，但血清与菌体的识别性较弱。ＢａｍＡ蛋

白多肽Ｐ１、Ｐ２、Ｐ３、Ｐ４免疫血清对 ＢａｍＡ重组蛋白
的平均吸光度为２．０５８、０．６２５、１２２２、１．１８４，与副
溶血性弧菌包板的平均吸光度分别为 ０．３４４、
０４７８、０．２４３、０．２７８，对哈维氏弧菌等弧菌属包板的
平均吸光度分别为０．３０２、０．３６１、０２１３、０．２３２，对美
人鱼发光杆菌等弧菌属外包板平均吸光度为０１７３，
结果表明免疫血清与菌属外几乎无交叉反应。

ＢａｍＡ多肽免疫血清对ＢａｍＡ蛋白的效价为１３５Ｋ，
而对弧菌及其他细菌菌体的效价大多为 ０．５Ｋ，表
明选取的多肽位于 ＢａｍＡ蛋白表面，受空间结构影
响并不大，但免疫血清与菌体的识别性同样较弱。

　　为验证血清的结合蛋白和交叉反应，采用免疫
印迹进行进一步分析。由图６可知，ＢａｍＡ蛋白血
清与７株副溶血性弧菌以及９株其他弧菌的全菌蛋
白在７０～１００ｋｕ出现显色条带，其中对副溶血性弧
菌ＣＩＣＣ２１６１８及非Ｏ１型霍乱弧菌反应较弱，识别
位置与副溶血性弧菌外膜蛋白 ＢａｍＡ（８９ｋｕ）分子
量大小一致，对弧菌属外的全菌蛋白多数不反应，

只对霍氏格里蒙特氏菌有反应，但在全菌 ＥＬＩＳＡ中

未观察到与霍氏格里蒙特氏菌有交叉反应的。免

疫印迹结果说明ＢａｍＡ重组蛋白免疫血清能与大部
分弧菌的 ＢａｍＡ蛋白产生特异性反应，ＢａｍＡ蛋白
在弧菌属具有较高的保守性和特异性。

３　讨论与结论

弧菌是一种水产动物和人类共患的条件致病

菌，其引起的细菌性病害给我国南美白对虾、海产
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鱼类等水产养殖业造成了较大的经济损失［２１］。细

菌外膜蛋白的序列部分暴露于细胞外环境，这些膜

外多肽结构不仅使外膜蛋白质具有基本的生理或

病理功能，也可以诱导特定的免疫反应［２２－２３］。

外膜蛋白是否可用作潜在的检测抗原和疫苗

抗原应考虑多种因素，包括表面暴露、菌株间的保

守性和诱导免疫反应的能力［２４－２５］。β－桶状外膜
蛋白通常是跨膜或是嵌入细胞膜内，在细胞质中合

成后，通过分泌系统运输到细胞膜上的 β－桶状组
装系统（ＢＡＭ）上，并完成组装和在细胞膜上的定
位。在革兰氏阴性细菌中，ＢＡＭ复合物参与细胞外
膜蛋白运送和安装过程，负责将合成的外膜蛋白插

入并折叠到细菌胞膜［２６－２７］。ＢＡＭ家族蛋白具有较
好的保守性，其中 ＢａｍＡ是该系统的核心并且在细
胞外膜具有较好的暴露性，其他ＢａｍＢ、ＢａｍＣ、ＢａｍＤ
均位于细胞外膜的膜内，ＢａｍＡ由嵌入外膜的 Ｃ末
端β－桶和周质Ｎ末端区域组成，该区域包含多个
与转运相关的表位［２８－２９］。对副溶血性弧菌 ＢａｍＡ
蛋白进行基于弧菌菌株之间的保守性分析结果表明

该蛋白具有较高保守性，与常见弧菌序列一致性达到

８３％，与属外常见菌序列一致性低于５０％。
通过小鼠模型研究了弧菌副溶血性弧菌 ＢａｍＡ

重组蛋白及多肽抗原的免疫原性。ＢａｍＡ重组蛋白
经纯化获得包涵体蛋白并成功复性，制备的 ＢａｍＡ
重组蛋白与天然蛋白具有更为接近的结构。免疫

血清测试结果表明，ＢａｍＡ重组蛋白的抗体可与常
见弧菌及其全菌蛋白发生特异性反应。免疫印迹

中，重组ＢａｍＡ蛋白和弧菌超声破碎裂解物出现的
目的条带位置相同，说明菌体与血清的抗原结合位

点也为ＢａｍＡ蛋白。免疫血清与７种副溶血性弧菌
和９种测试弧菌全菌蛋白发生不同程度的特异性结
合，而与美人鱼发光杆菌、费氏另类弧菌、嗜水气单

胞菌、迟缓爱德华氏菌、大肠杆菌、阴沟肠杆菌、无

丙二酸柠檬酸杆菌没有交叉反应，仅与霍氏格里蒙

特氏菌出现特异性反应条带。霍氏格里蒙特氏菌

是弧菌科中的一种致病菌，２００３年前分类属于弧菌
属，名为霍利斯弧菌（Ｖ．ｈｏｌｌｉｓａｅ），可引起人类肠胃
炎［３０］。因此，与该菌蛋白的反应主要由于较近的亲

缘关系。值得一提的是，本试验采用的弧菌属菌株

较为广泛，且具有代表性，包含了对人类具有致病

性的霍乱弧菌、溶藻弧菌、拟态弧菌，及对水生物具

有致病性的鳗弧菌和哈维氏弧菌［３１］。

ＥＬＩＳＡ和免疫印迹的结果表明，ＢａｍＡ蛋白和

多肽免疫血清对 ＢａｍＡ蛋白具有较强的结合，但与
不同副溶血性弧菌菌体的结合均较弱。免疫印迹

是菌体破碎后的蛋白与免疫血清直接反应，而

ＥＬＩＳＡ则是用菌体包板，ＥＬＩＳＡ中菌体与外膜蛋白
ＢａｍＡ免疫血清结合较差提示抗原抗体的结合可能
受到了菌体表面其他抗原的影响。革兰氏阴性菌

表面存在有荚膜和脂多糖（ＬＰＳ）等抗原，其中荚膜
是副溶血性弧菌等弧菌主要的表面抗原，细菌荚膜

长度为０．２～０．５μｍ，可以掩盖抗体与菌体外膜蛋
白的结合，抵抗宿主免疫系统的杀伤［３２－３３］。Ｖｉｊ等
研究发现，采用菌体免疫结合重组 ＢａｍＡ蛋白加强
免疫的方法制备了８１个大肠杆菌 ＢａｍＡ单克隆抗
体，其中７个抗体可以对大肠杆菌Ｋ１２（缺失核心多
糖）和ＬＰＳ核心多糖突变株（ΔｗａａＤ）有９０％以上的
抑制生长率，证明了 ＢａｍＡ为大肠杆菌的外膜蛋白
并具有中和性抗原表位，但正常大肠杆菌完整的

ＬＰＳ结构限制了抗体与 ＢａｍＡ的接触而不被 ＢａｍＡ
抗体识别［３４］。后续研究可通过设计突变菌株研究

免疫血清与副溶血性弧菌的结合，验证是否存在荚

膜、脂多糖等表面抗原的影响［３５］。这也提示筛选外

膜蛋白作为诊断抗原和疫苗抗原，除了应位于外

膜，具有一定保守性、特异性，还应该考虑其在其他

抗原影响下的表面暴露性。

综上，本研究首次报道了副溶血性弧菌外膜蛋

白ＢａｍＡ重组质粒的构建、重组蛋白的表达纯化、多
肽的筛选和偶联，以及 ＢａｍＡ抗原在小鼠中的免疫
原性。ＥＬＩＳＡ和免疫印迹的结果表明，免疫血清与
弧菌属菌体蛋白存在交叉反应，与迟缓爱德华氏菌

等弧菌属外细菌蛋白无交叉反应，血清与弧菌菌体

的结合效价较低，可能与弧菌表面荚膜等其他表面

抗原的影响有关。该研究证明了弧菌ＢａｍＡ具有弧
菌属保守性和良好的特异性，但表面可暴露性可能

较为有限，这为后续验证研究指明了方向，也为弧

菌属免疫检测抗原和疫苗抗原开发提供了新的影

响因素和研究思路。
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