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摘  要: 从患暴发性败血病的草鱼病灶处分离鉴定了嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila) Wp3菌

株。以其基因组 DNA 为模板扩增外膜蛋白 W 基因(OmpW), 该基因全长为 865 bp, 开放式阅读框

(ORF)为 615 bp, 与标准株 ATCC7966 的 OmpW 基因的同源性为 99.8%。根据 ORF 序列设计引物

扩增 OmpW 成熟肽编码序列并将其插入到表达载体 pQE30 中, 转化大肠杆菌, 经诱导可表达分子

量为 24.7 kD 的带 His 标签的融合外膜蛋白 His-W。用此融合蛋白免疫草鱼, 所得草鱼血清经

ELISA 分析显示呈现阳性反应, 说明重组蛋白能诱导产生抗体。采用实时荧光定量 PCR 分析草鱼

头肾组织 IgM 基因表达水平的变化, 结果显示免疫组 IgM 的表达量均明显高于空白组, 其中低浓

度免疫组(2 μg/g)与空白对照组的差异显著(P<0.05), 说明融合蛋白可使草鱼产生良好的免疫应答

并上调抗体基因表达、产生高效抗体。保护性实验显示, 不同免疫剂量均可使免疫组获得较高保

护率(57%−86%)。结果显示, 重组嗜水气单胞菌外膜蛋白 W 可作为草鱼嗜水气单胞菌基因工程亚

单位疫苗。 
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Abstract: The complete gene sequence of the outer membrane protein W (OmpW) was amplified from 
the genomic DNA of Aeromonas hydrophila Wp3 strain which was isolated from grass carp suffered 
hemorrhage. The OmpW gene was 865 bp in length, containing an open reading frame (ORF) of 615 bp. 
The cloned gene possessed high similarity with that of the standard strain ATCC7966 (99.8%). The se-
quence encoding the mature peptide of OmpW was amplified and inserted into the expression vector 
pQE30. The recombinant vector was transformed into E. coli, and a 24.7 kD recombinant fusion protein 
His-W was expressed. ELISA analysis of the serum of grass carp immunized with His-W showed a 
positive immune reaction, suggesting production of the antibodies. Total RNA of the head kidney of the 
immunized grass carp was extracted and mRNA level of IgM was analyzed by qRT-PCR. Expression 
levels of IgM gene in the immunized group were higher than those of the control group, and significant 
difference (P<0.05) was found in the lowest protein concentration group (2 μg/g). These results showed 
that His-W was able to efficiently induce the immunized grass carp to produce antibodies. Protection 
experiments showed that the immunized groups had higher survival rates than those of the control 
groups (57%−86%). This study suggested that the recombinant protein His-W was a candidate vaccine 
for grass carp A. hydrophila disease. 

Keywords: Aeromonas hydrophila, Outer membrane protein W, Cloning, Genetic engineering expression, 
Immunogenicity, IgM, Protection 

嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila)为革兰氏

阴性菌, 隶属气单胞菌科、气单胞菌属, 为一类嗜温

性、运动性的气单胞菌。嗜水气单胞菌可引发养殖

鱼类的暴发性败血症, 是 20 世纪 80 年代末以来引

发中国、菲律宾、泰国、印度等亚洲国家传统池塘

养殖鱼类暴发性疾病的最重要病原之一, 给水产养

殖业造成了严重的经济损失[1]。研究表明嗜水气单

胞菌有致病菌株和非致病菌株之分。该菌具有多种

血清型, 存在地理区域差异, 故生化表型和抗原性

复杂 [2−4]。传统的嗜水气单胞菌疫苗有灭活全菌疫

苗、弱毒疫苗等, 具有制备工艺简单、成本低廉等

优点, 但也存在着不足之处, 如成分复杂、易对鱼

体产生较大影响, 或存在回复突变的风险, 同时嗜

水气单胞菌复杂的血清型也影响着其免疫保护效

果。基因工程亚单位疫苗是对一个或多个保护性抗

原基因进行重组表达, 具有抗原确定、抗体出现早、

滴度高、持续时间长等优点, 因而成为近年疫苗研

究的热点。 
外膜蛋白(Outer membrane protein, Omp)是革兰

氏阴性菌外膜的主要结构, 在细菌的物质运输、形

态维持和有关物质合成方面起着重要作用。研究表

明细菌的外膜蛋白具有良好的免疫原性, 可激发机

体的体液免疫, 并可引发细胞免疫[5−6], 且具有异种

血清型的免疫交叉保护性, 是一种潜在的共同保护

性抗原[7−10]。蒋蔚等表达纯化了嗜水气单胞菌外膜

蛋白 A (OmpA), 经此蛋白免疫后的兔血清可与 9 株

不同血清型的嗜水气单胞菌起反应, 说明该外膜蛋

白具有很好的免疫原性, 并可能是嗜水气单胞菌的

共同保护抗原 [11]。已有研究表明基因工程表达的

Omp 具有良好的免疫原性。Khushiramani 等在大肠

杆菌中表达了 OmpTS 蛋白, 免疫印度鲤可使鲤产生

抗外膜蛋白 OmpTS 的高效抗体[12]。胡春霞等采用

原 核 表 达 系 统 获 得 嗜 水 气 单 胞 菌 重 组 外 膜 蛋 白

OmpA, Western blot 分析显示该重组蛋白可与抗体

结合, 说明其抗原结合位点没有改变, 口服该重组

蛋白可使小鼠产生一定的免疫保护作用[13]。Ni 等从

嗜水气单胞菌 J-1 菌株中克隆表达并纯化 Omp38, 

免疫兔子获得高效价抗体 , 该抗体能识别包括 J-1
菌株在内的多株不同血清型的嗜水气单胞菌[14]。 

外膜蛋白 W (OmpW)为一类微孔蛋白, 属于小

外膜蛋白家族(Family of small outer membrane pro-

tein)[15], 由 200−230 个氨基酸组成, 可形成由 8 个 β

折叠组成的桶状通道结构、协助疏水性分子通过细

菌外膜[16]。OmpW 广泛存在于革兰氏阴性菌, 如弧
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菌 Vibrio spp., 大肠杆菌 Escherichia coli, 沙门氏菌

Salmonella Typhimurium, 气单胞菌 Aeromonas spp.

等[17]。关于弧菌的 OmpW 已有较多研究, OmpW 基

因存在于所有已知弧菌中, 具有很好的免疫原性且

较为保守, 推断其具交叉免疫保护作用[18−19]。关于

嗜水气单胞菌 OmpW 的研究尚不多见 , Maiti 等

(2009)首次克隆了嗜水气单胞菌 OmpW 基因, 证实

OmpW 分布于大部分气单胞菌中且序列相对保守, 
认为该基因可用于气单胞菌的鉴定[17]。 

草鱼出血病至今仍是广东养殖草鱼的主要病

害之一。本课题组从广东患出血病的草鱼体上分

离到一株致病菌 Wp3 菌株 , 经生理生化鉴定与

16S rRNA 和促旋酶 B 亚单位基因鉴定为嗜水气单

胞菌[20]。本研究克隆了该菌株的 OmpW 基因, 制备

重组蛋白并进行免疫效果评价, 为草鱼嗜水气单胞

菌基因工程亚单位疫苗的研制奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试菌株、宿主菌和质粒载体 
嗜水气单胞菌强毒株 Wp3 菌株为本实验室分

离、鉴定与保存[20]。大肠杆菌 E. coli DH5α 和 M15
宿主菌由本实验室保藏; 表达用质粒为 pQE30, 克

隆用质粒 pDM-18T 购自 TaKaRa 公司。 

1.2  酶和试剂 
质 粒 DNA 提 取 试 剂 盒 和 胶 回 收 试 剂 盒 为

Omega 公司产品; Trizol reagent 和 Novagen His Bind
蛋 白 纯 化 试 剂 盒 购 自 Invitrogen 公 司 ; ReverTra 
Ace-α-® Kit 购自 TOYOBO; EX-Taq DNA poly-
meras 和限制性内切酶购自 TaKaRa 公司 ; Power 
SYBR Green Master Mix 购自 Applied Biosystem 公

司; PCR 产物清洁试剂盒购自 V-gene 公司; T4 DNA
连 接 酶 为 华 美 生 物 工 程 公 司 产 品 ; RNase Free 
DNaseⅠ购自 Promega 公司; 硝酸纤维素膜、鼠抗

His 单抗、辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠抗体、DAB
显色试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司; 兔

抗草鱼血清为本实验室制备与保存; 琼脂糖、DNA
分子 Marker、蛋白分子 Marker 和弗氏不完全佐剂

(FIA) Sigma F-5506 购自广州威佳生物有限公司 , 
其它试剂为国产分析纯试剂。 

1.3  引物设计与合成 
根据 GenBank 上已登录的嗜水气单胞菌基因组

全序列(NC_008570)[21], 利用 Primer 5.0 软件设计引

物 P1、P2 以扩增 OmpW 基因的全序列。根据扩增

到的 OmpW 基因全序列设计引物 P3 (带有 BamHⅠ

位点)和 P4 (带有 Hind Ⅲ位点), 扩增成熟肽序列。

引物由上海生工生物技术有限公司合成, 引物序列

见表 1。 
 

表 1  OmpW 扩增与表达载体构建、qRT-PCR 检测

IgM 基因所用的引物 
Table 1  Primers for cloning and expression of OmpW 

gene and qRT-PCR of IgM 
Primer Direction Sequences (5′→3′) Size (bp)

P1 Fwd TAACTCCGCATTCACATCC 

P2 Rev TAGACACTATCGGCACAAGG 
865 

P3 Fwd TATGGATCCCACCAGGCTGGTG
ATATTC 

P4 Rev TACTGTAAGCTTTCAGAAGCGA
TAGCCGAC 

571 

GCI-F Fwd ATCATCTCCAGAGAGTCCAGGG 

GCI-R Rev GGCAACVACRTCATTGGAGTAG
TC 

176 

EF1α-F Fwd AAAATTGGCGGTATTGGAAC 

EF1α-R Rev TGATGACCTGGGCAGTGAA 
274 

注: 下划线为酶切位点.  
Note: Underlined nucleotides are restriction enzyme digestion sites. 
 
1.4  OmpW 基因的克隆与序列分析 

嗜水气单胞菌 Wp3 菌株接种于普通 LB 培养基

中 , 28 °C 培养 18 h。取 1 mL 菌液提取基因组

DNA, 具体操作参照试剂盒推荐的方法, 提取的基

因组 DNA 经 0.8%琼脂糖凝胶电泳检测, −20 °C 保存

备用。 

以 Wp3 菌 株 的 基 因 组 DNA 为 模 板 , 以 P1

和 P2 为引物进行 PCR 扩增。反应条件为 : 95 °C 

7 min, 加入 Ex-Tag 酶 ; 94 °C 1 min, 65 °C 45 s, 

72 °C 2 min, 34 个循环; 72 °C 10 min。用 1%琼脂糖

凝胶电泳检测 PCR 产物。切下目的条带, 用胶回收

试剂盒回收。回收产物连接于质粒 pMD18-T 并转

化大肠杆菌 DH5α 菌株感受态细胞, 涂布于含氨苄

青霉素(Ampr)的 LB 平板上, 37 °C 培养 12−16 h。

挑取单个菌落接种于含 Ampr 的 LB 液体培养基中, 
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37 °C、200 r/min 振荡过夜, 取 2 μL 菌液进行 PCR

鉴定 , 阳性克隆送上海生工生物技术有限公司测

序。质粒命名为 pT-OmpW。 

利用软件 VectorNTI 6.0 及生物信息网站 NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)、ExPASy (http://www. 
expasy.org/) 、 SignalP 3.0 Server (http://www.cbs. 
dtudk/sevices/SignalP)、DNASTAR 进行全长序列拼

接、ORF 框确定、编码氨基酸序列推导、抗原性预

测 等 。 氨 基 酸 序 列 提 交 3D-JIGSAW 服 务 器

(http://bmm.cancerresearchuk.org/~3djigsaw/), 转 换

成 pdb 文本后应用 Swiss-PdbViewer 软件和 RasMol
软件, 分析蛋白高级结构。 

1.5  重组质粒 pQE30-W 的构建 
提取 pT-OmpW 质粒。以该质粒作为模板, P3、

P4 为引物进行 PCR 扩增。反应条件同上。琼脂糖

凝胶电泳检测 PCR 产物。回收纯化 PCR 产物, 用限

制性内切酶 BamHⅠ和 Hind Ⅲ进行双酶切并纯化, 
pQE30 也经同样双酶切和纯化。把 pQE30 与目的片

段的酶切纯化产物用 T4 连接酶体系连接 , 转化

M15 菌株感受态细胞, 涂布于含 Ampr 的 LB 平板上, 
37 °C 培养 12−16 h。挑取单个菌落接种于含 Ampr

和 Kanr 的 LB 液体培养基中, 37 °C、200 r/min 振荡

过夜, PCR 鉴定, 测序确认插入正确。 

1.6  融合蛋白 His-W 的诱导表达、纯化与检测 
将含重组质粒 pQE-W 的 M15 菌株接种于 3 mL 

LB 液体培养基中培养 12 h, 再以 1:100 转接于液体

培养基中, 待菌液 OD 值达 0.6−0.8 时加入终浓度为

0.1 mol/L 的 IPTG, 诱导 4 h。6 000 r/min 离心 5 min
收集菌体, 用 PBS 洗涤 1 次, 用 PBS 重悬并加入

0.2%的 TritonX-100, 反复冻融 3 次, 将待破碎的细

胞溶液放在冰上 , 进行超声波破碎(Time: 20 min; 
pulse on, 8 s; pulse off, 8 s; Amplitude, 75%)。破

碎后收集沉淀 , 含有包涵体的沉淀经过洗涤液一

(50 mmol/L Tris, 5 mmol/L EDTA, pH 均为 8.0)和洗

涤液二(50 mmol/L Tris, 5 mmol/L EDTA, 2 mol/L 
Urea, pH 8.0)分别洗涤 2 次 , 用变性液重悬沉淀。

37 °C、200 r/min 快摇 1 h, 10 000 r/min 离心 20 min, 
弃掉沉淀。上清液用复性液(0.1 mol/L Tris pH 8.0, 
5 mmol/L EDTA, 5 mmol/L Cysteine)透析 2 次, 每次

16 h。复性后的融合蛋白用 Novagen His Bind 纯化

试剂盒纯化和浓缩。 
纯化后的融合蛋白经 SDS-PAGE 电泳后以半干

转移法转到 0.45 μm 的硝酸纤维素薄膜上, 转移电

压 10 V, 25 min。将此硝酸纤维薄膜用封闭液封闭

1.5 h 后, 先后以兔抗 His IgG (1:2 000 稀释)和带

HRP 标记的羊抗兔 IgG (1:2 000 稀释)在室温中各

孵育 1 h, 最后用 DAB 显色试剂盒显色。 

1.7  融合蛋白 His-W 的免疫与攻毒实验 
以体重 25−30 g 的草鱼为免疫对象, 在水泥池

中暂养一周后进行免疫试验。实验期间水温维持在

28 °C−30 °C, 持续充气。实验开始前取 5 尾鱼的血

清作阴性对照。实验组分 4 组, 注射剂量(蛋白量/
鱼的体重)分别为 2、4、8 μg/g 和空白组, 每组 20
尾, 除空白组外每组均设重复组。用 PBS 稀释融合

蛋白至所需浓度, 与等体积的弗氏不完全佐剂完全

混匀, 腹腔注射 0.2 mL/尾。免疫 2 周后, 再用相同

的蛋白剂量加强免疫 1 次。分别从免疫 2 周和加强

免疫 2 周后的每组鱼中取 3 尾鱼的血清。 
加强免疫 2 周后, 根据预实验结果采用半致死

浓度进行攻毒。攻毒的菌液浓度为 6×107 CFU/mL, 

每尾注射 0.1 mL。观察 2 周, 每日纪录发病与死亡

鱼的数量 , 统计死亡率。计算免疫保护率(Relative 
percent survival, RPS)的公式如下[22]:  

RPS=1－
免疫组死亡数

空白组死亡数
 。 

1.8  ELISA 测定抗体效价 
按刘玉斌的 ELISA 检测方法进行 [23], 简述如

下: 先将 His-W 以 15 mg/L 的浓度包被于酶标板上, 
4 °C 过夜; 过夜后的酶标板用洗涤液洗涤 3 次, 加

入脱脂奶粉 37 °C 封闭 2 h, 洗涤液洗涤 3 次, 加入

免疫组鱼血清(1:200 倍稀释), 37 °C 孵育 1 h, 洗涤

液洗涤 5 次彻底除去未结合物质; 再加入兔抗草鱼

血清(1:10 000 倍稀释), 按照上一步骤的条件孵育后

洗涤液洗涤 3 次 ; 最后加入带 HRP 的羊抗兔 IgG 
(1:32 000 倍稀释)于酶标孔中, 按上述条件进行孵育

和洗涤。用 TMB 显色液显色 20 min 后, 0.5 mol/L 
H2SO4 终止显色并立即在酶标仪(Multiskan Ascent
公司)中读取 OD 值。设置空白对照, 最后按照 γ 的
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大小判定结果(γ≥2.1 即为阳性)[23]。 

γ=
免疫组标本OD值

空白组标本OD值
  

1.9  实时荧光定量 PCR 检测草鱼 IgM mRNA  
根据草鱼 IgM 基因的 ORF 框序列, 设计引物

GCI-F 和 GCI-R 扩增草鱼 IgM 基因。以 EF1α 作

为内参基因 , 其扩增引物为 EF1α-F 和 EF1α-R[24] 

(序列见表 1)。以各组的 cDNA 为模板 , 分别用这

两对引物在普通 PCR 仪(Bio-Rad)上扩增。PCR 产

物分别经 2%琼脂糖凝胶电泳 , 胶回收目的片段 , 
并连接到 pMD-18T 中 , 测序。提取质粒 DNA, 用

紫外分光光度计检测浓度后质粒以 10 倍倍比稀释

(10−3−10−10 pmol/L)。所获的含 IgM 或 EF1α 基因的

重组 T 载体分别命名为 pT-IgM 或 pT-EF1α。Trizol
试剂提取免疫草鱼及对照鱼的头肾组织总 RNA, 反

转录成 cDNA。 
实时荧光定量 PCR 用 Power SYBR Green PCR 

Master Mix 试剂盒在 ABI7300 荧光定量 PCR 仪上进

行。20 μL PCR 反应体系包含: 模板 cDNA 1 μL, 
Power SYBR Green Master Mix 10 μL, 引物 GCI-F、

GCI-R 或 EF1α-F、EF1α-R 各 0.4 μL, ddH2O 8.2 μL。

扩增条件为: 55 °C 2 min, 95 °C 10 min; 95 °C 15 s, 
55 °C 30 s, 72 °C 30 s, 40 个循环。荧光读板温度为

72 °C。PCR 结束后分析溶解曲线, 以确保特异性扩

增。每个样品重复 3 次, 每对引物设置阴性对照。

同时为评估每对引物的扩增效率, 分别以 10 倍倍比

稀释的 pT-IgM 或 pT-EF1α 质粒(2−2×10−5 ng)为模板

绘制标准曲线。所有标准曲线的相关系数 R2 均大于

0.99, 并且对应的 PCR 扩增效率均在 90%−100%之

间。用 2−ΔΔCt 法[25]比较 Ct 值, 计算免疫组草鱼头肾

IgM mRNA 相对于空白组的表达量 , 结果用平均

值±标准差表示。用 SPSS 15.0 软件对不同组间的基

因表达变化进行单因素方差分析, 当 P<0.05 时判定

为差异性显著。 

2  结果与分析 

2.1  OmpW 基因的克隆、序列与高级结构预测 
PCR 扩增获得的 OmpW 基因全长 865 bp, 序列

已登录 GenBank (Accession No. HM114316)。BLAST

显 示 所 得 序 列 与 GenBank 上 的 嗜 水 气 单 胞 菌

ATCC7966 菌株(NC_008570)的 OmpW 的同源性为

99.8%, 与 肺 炎 克 氏 杆 菌 (Klebsiella Pneumoniae, 

AP006725) 、 柯 氏 柠 檬 酸 杆 菌 (Citrobacter koseri, 
CP000822) 和 副 溶 血 弧 菌 (V. parahaemolyticus, 

GQ433372)等的 OmpW 基因的同源性在 71%−81%
间。OmpW 基因的 ORF 为 615 bp。信号肽预测其编

码序列的前 21 个氨基酸残基构成一明显疏水区, 具

信号肽的共同特征。OmpW 成熟肽为 184 个氨基酸, 

分子量约为 23.31 kD。DNASTAR 预测显示成熟肽

氨基酸有 13 个区域可形成抗原表位。 
将所得的成熟肽序列提交到 3D-JIGSAW 服务

器预测高级结构, 结果显示 OmpW 蛋白质分子由 8

个 β 折叠组成一个具有疏水性作用的结构(图 1)。 
 

 

图 1  应用 3D-JIGSAW程序建立的嗜水气单胞菌OmpW
的结构模型 
Fig. 1  OmpW 3-D structure of A. hydrophila constructed 
by 3D-JIGSAW program 
注: 红色: α-螺旋; 黄色: β-折叠; 蓝色: 转角; 白色线条: 其它

残基. 
Note: Magenta: Alpha helices; Yellow: Beta sheets; Pale blue: 
Turns; White: Other amino acid residues.  

 
2.2  重组表达载体的构建、表达纯化与检测 

以重组质粒 pT-OmpW 为模板, 引物 P3、P4 扩

增获得的片段与 pQE30 分别经双酶切后连接并转化

M15, 筛选重组表达载体 pQE-W。携带此表达载体

的基因工程菌经 IPTG 诱导表达, 获得分子量约为

25 kD 的蛋白条带(图 2A), 与预期分子量相符。未经

诱导的基因工程菌株和转化 pQE30 空质粒的 M15

菌株则均未出现相应条带。超声波破碎诱导表达后

的细菌, 检测显示目标蛋白仅存在于沉淀物中, 在
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上清中未检测到, 表明融合蛋白主要以包涵体形式

表达。融合蛋白包涵体经过反复洗涤, 变性溶解、

复性并经镍柱纯化, 获得单一蛋白条带(图 2B)。纯

化蛋白经过 Western blot 分析, 在分子量约 25 kD 处

出现了特异性杂交条带, 与预期的重组蛋白 His-W
分子量大小相符(图 2C)。 

2.3  融合蛋白 His-W 对草鱼的免疫保护作用 
用 3 种不同剂量的 His-W 免疫草鱼, 首次免疫

14 d 后加强免疫 1 次。加强免疫后 14 d, 用嗜水气

单胞菌强毒株 WP3 进行腹腔注射攻毒, 各免疫组均

显示具有免疫保护力(64.0%−78.5%)。攻毒后鱼的存

活情况见表 2。 

2.4  ELISA 检测草鱼血清抗体 
应用间接 ELISA 方法检测草鱼血清。各免疫组

与空白组的 OD 值比值均大于 2.1, 可判定免疫组均

呈阳性, 即血清产生了高效抗体。各免疫组加强免

疫 2 周后的血清效价均高于第 1 次免疫后 2 周的血

清效价, 免疫组 2 μg/g 的效价最高(表 3)。 
 

 

图 2  融合蛋白 His-W 的表达、纯化与免疫原性分析 
Fig. 2  Expression, purification of the recombinant protein His-W and its immunogenicity analysis 

注: A, B: 诱导产物与纯化产物的 SDS-PAGE 分析; C: 融合蛋白 Western blot 分析. M1: 蛋白 Marker; 1, 2: 未诱导与诱导的基因工程菌; 

3: 诱导的空载; 4: 纯化后的融合蛋白; 5: 杂交条带; M2: His 标签 Marker.  
Note: A, B: SDS-PAGE analysis of the induced protein and purified protein; C: Western blot of the recombinant protein. M1: Protein marker; 
1,2: Non-induced and induced engineering strain; 3: Strain transformed with control vector induced; 4: Purified recombinant protein; 5: Hy-
bridized band; M2: His-tagged marker. 
 

表 2  重组 OpmW 免疫的草鱼攻毒后的存活率 
Table 2  Survival rate of grass carp immunized with His-W followed by A. hydrophila challenged 

免疫原/体重 
Immunogen/ 

body weight (μg/g) 

攻毒鱼尾数 
No. challenged 

存活尾数 
No. survival 

存活率 
Survival rate (%) 

免疫保护力 
RPS (%) 

20 18 90 86 
2 

20 16 80 71 

20 14 70 57 
4  

20 16 80 71 

20 17 85 79 
8 

20 15 75 64 

空白组 
Control group 

20 6 30  
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表 3  草鱼血清间接 Elisa 抗体检测结果 
Table 3  Elisa detection of antibody level of the immunized grass carp 

样品 
Sample 

2 μg/g 4 μg/g 8 μg/g 空白组 
Control group 

一免后 2 周 OD450 
The OD450 in two weeks after first immunity 

0.501±0.008 0.520±0.009 0.998±0.011 0 

二免后 2 周 OD450 

The OD450 in two weeks after enhanced immunity 
1.450±0.005 0.831±0.006 1.231±0.004 0.101±0.003 

 
2.5  实时荧光定量 PCR 检测 IgM mRNA 水平 

采用荧光定量 PCR 方法检测草鱼头肾 IgM 的转

录, 结果显示加强免疫 2 周后 3 个不同浓度免疫组

(2、4 和 8 μg/g)的 IgM mRNA 水平均高于对照组, 相

对表达量(免疫组/对照组)分别为 10.6, 7.8 和 8.9 (图

3)。用 SPSS 15.0 软件对免疫组与对照组间的基因表

达变化进行单因素方差分析, 显示免疫组 2 μg/g 与

空白组存在显著性差异(P<0.05)。 
 

 

图 3  2−ΔΔCt 法计算草鱼免疫组 IgM 的相对表达量 
Fig. 3  The relative level of IgM of the immuned grass carp 
calculated by 2−ΔΔCt method 

3  讨论 

OmpW 广泛存在于革兰氏阴性菌中, 研究显示, 

弧菌的 OmpW 具有很好的免疫原性和保守性, 推断

其具有交叉免疫保护作用 [18−19]。但嗜水气单胞菌

OmpW 的研究尚不多见。Maiti (2009)等从鲮鱼病灶

处分离了一株嗜水气单胞菌 , 设计了一对特异性

引物首次克隆了该菌的 OmpW 基因, 并用于扩增

气单胞菌属内的 42 种不同菌, 结果显示除了一种菌

(A. veronii biovar veronii, VTE338)外, 其余的均能

扩增出特异性条带。Western blot 显示利用重组融

合蛋白 OmpW 制备的抗体能与此 42 种菌产生免疫

印迹反应, 说明 OmpW 可能是气单胞菌属的共同保

护性抗原[17]。 

本 研 究 克 隆 了 嗜 水 气 单 胞 菌 Wp3 菌 株 的

OmpW 基因。蛋白高级结构预测该蛋白质分子具有

由 8 个 β 折叠组成的一个具有疏水性作用的结构, 

与大肠杆菌 OmpW 的结构相似, 这种结构可能有利

于在平面脂双层之间形成一个离子通道、穿越整个

细菌外膜, 协助小疏水分子的运输[16]。用 DNASTAR

预测该蛋白的抗原性, 综合亲水性、表面可及性以

及抗原指数 3 项指标, 根据有关指数与表位形成的

关系 , 即当亲水性>0, 抗原指数>0, 表面可及性>1 

时, 形成表位的可能性较大[26−29], 可推测 Wp3 菌株

的 OmpW 成熟肽氨基酸有 13 个区域可形成抗原表

位, 说明该蛋白应具有较强的免疫原性。 

本 研 究 采 用 原 核 表 达 获 得 重 组 融 合 蛋 白

His-W。ELISA 分析显示经该重组蛋白免疫后的草

鱼血清与 His-W 反应均呈阳性, 说明该重组蛋白具

有较强的免疫原性, 其中以 2 μg/g 剂量免疫的草鱼

抗体水平最高。IgM 为一类免疫球蛋白, 占免疫球

蛋白总量的 5%−10%, 有很强的抗原结合能力, 是

初次体液免疫应答中最早出现的抗体, 在机体的早

期防御中起着重要作用, 其转录水平是评价脊椎动

物体液免疫系统产生特异性免疫的有效指标[30−32]。

多数观点认为 IgM 是真骨鱼类所具有的唯一的一种

免疫球蛋白。草鱼 IgM 主要在头肾、中肾和脾脏中

表达 [33]。本研究用 qRT-PCR 方法检测草鱼 IgM 
mRNA, 结果显示各免疫组 IgM mRNA 的水平均比

对照组的高, 且也以低剂量组的转录水平最高。 
刘庆中等使用 50、100 和 200 μg 3 种剂量的重
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组日本血吸虫信号蛋白 14-3-3 免疫小鼠, 结果显示

以 100 μg 抗原量免疫小鼠获得的保护率最好, 免疫

保护性与免疫剂量有一定关系。抗体水平的检测显

示 50 μg 剂量组的抗体水平没有 100 μg 和 200 μg 组

的高, 说明抗体产生的量可能与抗原的量有关, 而

达到一定量后增加抗原量产生的抗体水平将不再增

加[34]。本研究中 3 种剂量的免疫保护率以及 IgM 基

因的转录水平均以低剂量组(2 μg/g)为最高, 但剂量

相关关系不明显。一般在适温条件下, 鱼接种抗原

7−10 d 后出现 Ig 产生细胞, 7−14 d 后血清中出现

Ig[35]。本研究攻毒的时间与 IgM mRNA 测定的时间

均在抗体产生的合适时间范围内 , 实验结果说明 , 
2 μg/g 的重组蛋白剂量已能有效上调 IgM 的转录、

产生免疫保护作用。关于 His-W 的免疫剂量与免疫

保护率间是否存在剂量依赖关系, 以及最适的免疫

剂量, 尚待下一步采用更大的样本量以及更宽的免

疫剂量范围加以确证。 
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稿件书写规范 

专论与综述论文的撰写要点 

专论与综述是本刊重要栏目之一, 主要反映国内外微生物学及相关领域学科研究最新成果和进展, 其

内容要求新颖丰富, 观点明确, 论述恰当, 应包含作者自己的工作内容和见解。因此, 作者在动笔之前必须

明确选题, 一般原则上应选择在理论和实践中具有重要意义的学科专题进行论述。围绕专题所涉及的各个方

面, 在综合分析和评价已有资料基础上提出其演变规律和趋势, 即掌握其内在的精髓, 深入到专题研究的本

质, 论述其发展前景。作者通过回顾、观察和展望, 提出合乎逻辑并具有启迪性的看法和建议。另外, 作者

也可以采用以汇集文献资料为主的写作方法, 辅以注释, 客观而有少量评述, 使读者对该专题的过去、现在

和将来有一个全面、足够的认识。 

需要特别说明的是：在专论与综述中引用的文献应该主要是近 5 年国内外正式发表的研究论文, 引用文

献数量不限。 


