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杀鲑气单胞菌杀日本鲑亚种胞外 

产物毒性及免疫原性分析 

杨嘉龙 周 丽 战文斌 
(中国海洋大学 教育部海水养殖重点实验 室，青岛 266003) 

摘要 用玻璃纸平板法提取了杀鲑气单胞茵杀 日本鲑亚种 Aeromonas salmonicida masoucida的 

胞外产物(ECP)。毒性试验证实，ECP对剑尾鱼 Xiphophorus helleri具有致死性，其半致死量 

(LDs。)为 4。72 g蛋白／g体重。SDS-PAGE表明，ECP由13条蛋白带组成。利用大鼠抗 ECP血清 

进行的Western—blot印迹显示，组成 ECP的13条蛋白带中有 7条具有免疫原性，能够引发机体的免 

疫应答反应产生抗体，其分子量分别为 88、70、42、39、36、22和 15 kDa。 
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Analysis of virulence and immunogenicity of the extracellular 

products(ECP)extract from Aeromonas salmonicida masoucida 
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ABSTRACT The extracellulose products(ECP)of Aeromonas salmonicida masoucida was 

extracted by using cellophane plate technique．It was proved tO be lethal tO swordtail fish(Xi— 

phophorus helleri)，and the LD5o does was 4．72 g protein／g．The ECP was analyzed by SDS— 

PAGE and thirteen proteins were observed． W estern—blot with rat S antiserum against ECP 

showed that seven proteins among those thirteen proteins，whose molecular weight were 88， 

7O，42，39，36，22 and 15 kDa，respectively，were considered tO have immunogenicity and could 

activate the immunoreaction of the hosts to secrete antibody． 
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杀鲑气单胞菌Aeromonas salmonicida为革兰氏阴性杆菌，分布广泛，能够引发多种水产动物的疾病，是 

一 种致病力较强的水产病原菌。它不仅可以引起多种鱼类皮肤溃疡病(McCarthy et a1． 1975；Austi eta1． 

1987；Kitao et a1． 1984；张晓君等 2005)，还可以侵染棘皮动物海胆 Strongylocent rot US(Gilles et a1． 
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1986)和刺参 Apostichopusjaponicus(杨嘉龙等 2007)，并引发疾病 ，造成巨大的经济损失 。 

胞外产物(Extracellular products，ECP)是细菌在生长过程中不断分泌到体外的、具有生物活性的蛋白酶 

类及毒素类物质，能够引发宿主的疾病，不同细菌所产生的胞外产物亦不同。Gudmundsd6ttir等(2001)报道， 

杀鲑气单胞菌无色亚种(A salmonicida ssp．achromogenes)的胞外产物对小鼠具有毒性；Mo等(2002)发现 

鳗弧菌胞外产物对牙鲆 Paralichthys olivaceus具有强致病性；迟钝爱德华氏菌 Edweardsiella tarda的胞外 

产物也具有细胞毒性和动物致病性(葛 艳等 2000)。杀鲑气单胞菌的胞外产物具有良好的免疫原性，能够 

引发宿主的免疫应答反应 ，是一种有效的保护性抗原(Wagner et a1． 2001)。本研究在确定杀鲑气单胞菌杀 

日本鲑亚种Aeromonas salmonicida masoucida胞外产物对刺参的致病性及生物学特性的前期工作基础上(杨 

嘉龙等 2007)，对其毒性、蛋白组成以及免疫原性做了进一步的研究分析，以其为杀鲑气单胞菌胞外产物亚单 

位疫苗的研制与开发提供理论参考。 

1 材料与方法 

1．1 实验材料 

菌株 H1，杀鲑气单胞菌杀 日本鲑亚种 ，分离 自患溃疡病刺参(杨嘉龙等 2007)，由本实验室分离保存 ；健 

康剑尾鱼(平均体重 3．5g)，购于青岛市南山市场；健康大鼠，由青岛市药品检验所提供。 

1．2 胞外产物(ECP)的制备 

用玻璃纸平板法(Inamura et a1． 1984)制备 ECP。具体流程 为：将 菌株 H1接种于营养琼脂液体培养 

基 ，25 C摇床培养 24 h，取 0．2 ml液体培养物涂布于预先放置 1层玻璃纸的营养琼脂平板上 ，25℃培养 24 h。 

每平板用 3 ml磷酸盐缓冲液(PBS，0．01 mol／L pH 7．4)洗下菌体，收集菌悬液于4℃ 7 000 g离心 30 rain，上 

清经0．22 m微孔滤膜过滤除菌后，加入硫酸铵盐析，使硫酸铵终浓度为 2．0 mol／L，室温搅拌 1h，4。C沉降过 

夜 ，4℃、10 000g离心 1h取沉淀 ，适量 PBS(0．01mol／L pH 7．4)重悬沉淀并以 PBS在 4℃透析 24h，每 6h更换 

1次 PBS，透析袋内即为 ECP提取物。 

1．3 ECP的毒性试验 

以牛血清 白蛋 白(BSA)为标准，采用考马斯亮蓝染色法(李建武等 1994)测定 ECP中蛋 白含量 。以 PBS 

对 ECP进行系列稀释。 

以剑尾鱼为实验动物测定 ECP的毒性 。设 4个 ECP浓度组和 1个生理盐水对照组 ，每组 10尾剑尾鱼 

(平均体重 3．5g)，每尾剑尾鱼以腹腔注射的方式注射 0．02ml ECP稀释液，记录剑尾鱼存活情况，用改进的寇 

氏法 (邹玉霞等 2004)计算半数致死量 。 

1．4 抗 ECP血清的制备与纯化 

将 ECP于 8O℃孵育 30 min灭活(杨嘉龙等 2007)，去离子水透析 24 h后真空冻干机冻干浓缩 ，免疫大 

鼠。基础免疫为 ECP与弗氏完全佐剂 1：1混匀，采用背部皮下 6点注射，每点注射 0．1ml；14d后加强免疫， 

ECP与弗氏不完全佐剂 1：1混匀，注射方法同基础免疫 ；21 d后第 2次加强免疫 ，采用尾静脉注射的方法 ，注 

射 ECP 0．2 ml，无佐剂；最后一次免疫后的第 7天，心脏采血，室温倾斜放置 2 h后，转入 4℃过夜，离心(10 

000 g，3O rain，4℃)，取得抗血清 ，一80℃保存备用 。同时取未免疫的阴性血清备用 。 

采用辛酸和硫酸铵两步沉淀法从血清中纯化 IgG(周先碗等 2002)，具体过程如下：抗血清用 4倍体积乙 

酸一乙酸钠缓冲液(0．06 mol／L，pH 4．0)稀释 ，NaOH调 pH 为 4．5；室温下滴加辛酸(25 ml／L血清稀释液)，同 

时缓慢搅拌，然后 4℃、10 000 g离心 30 min；收集上清，加入 10倍体积0．1 mol／L PBS缓冲液，NaOH调 pH 

值为 7．4；计算溶液总体积，按 313 g／L加入硫酸铵粉末，同时缓慢搅拌，防止出现沉淀，4℃静置过夜；次日 

4℃，5 000 g离心 20 rain，沉淀用少量透析液(0．01 mol／L Na2 HPO 一KH PO4，0．015 lmol／L NaC1，pH 7．2) 
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溶解，4℃，透析 12 “后 5000 g离心l2O mirr；吸出上清 唧为纯化韵 电体 毽O 保稿备＼用 ， 

50’ 二．烷摹碛’酸钢j蘖芮 烯碗 旗涎 龟泳 6簧PAGEJ。。 j 
， j H 】 l ， l j( } 、rjlft 一) t ⋯ ， ， 。 

?采用解离非连续缓 系统垂f直板龟泳 将、觐：P与电泳样品缓冲液等体 混匀．，煮怫 岛 釜l却'橱匀薛氟 

每孔加 12 群儡 辨加点 Ma 矗 画 )。 采用’ 懿坩倒酸<、G )l电泳缓帅4赉 4心 件电游 烯酰麟浓 

度：分离胶 浓缩胶 稿 ／口)， 缩胶恒定电流为3b _mA 分离胶恒定电流封l6o嘶 武- V 电溶缮策 

后，凝胶经考写斯亮蓝 (CB >~R250(S~gma)染色后甩 自动凝胶成像系统扫描，Gel—Pi'o'Analy~er软件分柝磐 

蛋 白的分子f量 。 

1．6 Wester 。n—blot印迹 

ECP经 SDS—PAGE分离后用 Mini—Protean cell系统(Bio—rad)转移到孔径为 0．45／,m的硝酸纤维素膜上 ， 

恒流 200mA通电 5h，4。C。转移结束后 ，将膜置于 5 脱脂奶粉中，4。C过夜封闭 ，膜在 PBST(PBS含 0．5 的 

Tween20)中洗涤 3次，每次 5min(下同)。将膜浸于 1：500(v／v)大鼠抗 ECP血清中，37℃孵育 1h，PBST洗 

涤。再将膜浸于 1：1 000(v／v)碱性磷酸酶标记 的羊抗兔 IgG 中，37℃孵育 1h，PBST洗涤。将膜于含有 66 

1氯化硝基 四氮唑蓝 (NBT)、33UI~ 溴一4氯一3吲哚一磷酸 (BCIP)的 lOml NBq~／BCIP缓 冲液 中发色 20～30 

min。去离子水洗涤 ，以中止反应。 

2 结果 

2．1 ECP毒性试验 

ECP对剑尾鱼的毒性试验结果见表 1。当注射每尾鱼的蛋白含量分别为_抛j 幢b．32和 10．16gg时，48h 

内剑尾鱼的死亡率分别为 100V00、60 和 20％，死亡的剑尾鱼注射处肌肉溶解；注射等量 0．85 生理盐水的对 

照组没有出现死亡。 

按改进的寇氏法计算 ECP对剑尾鱼的半致死量 LDso一4．72／~g蛋白／g体重 。 

表 1 ECP对剑尾 鱼的毒 性实验 

Table 1 Toxicity experiment of ECP to Xiphophorus helleri 

对照 Contro1 

2．O32 

1．016 

0．508 

0．254 

0．85 NaC 

0．02 

0．02 

0．02 

0．02 

0．02 

1O 

6 

2 

0 

O 

2．2 SDS-PAGE图谱 

ECP的SDS—PAGE(图1)显示，组成ECP的蛋白大约有 13条蛋白带，多数蛋白集中在 3O～100 kDa，其中 

主要条带有 9条 ，分子量分别为 88、70、42、39、36、3l、22、l8和 15 kDa，另有 4条不太 明显 的蛋白带 100、48、35 

和 23 kDa。 

2．3 Western—blot印迹 

ECP的Western—blot图谱(图1)显示，ECP的免疫反应发色条带主要有 7条，分子量分别为 88、70、42、 
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39、36、22和 15 kDa。说明在 ECP的 13条蛋 白中只有 7条蛋 白带具有较强的免疫原性 ，能够激发大鼠的免疫 

应答反应而产生抗体，其他 6条蛋 白带的免疫原性弱或无。 

制的能力等(陈师勇等 2002)；溶血素可以溶解动物血液 中 卜M k ；2-ECP(SDS—PAGE)；3 ECP(W。 t ̈卜bl。I) 

的红细胞 ，从而对动物造成损伤 ，红细胞溶解后释放的血红蛋 图1 H1一ECP的SDS-PAGE 

白为细菌提供营养物质(雷祚荣 1993)。ECP对剑尾鱼的 图谱与Western blot图谱 

LD5o为 4．72／lg蛋 白／g体重 ，由于 ECP为硫酸铵粗提产物 ， Fig·1 SDS-PAGE and Western—blot of H1一ECP 

尚未进行毒力因子的分离纯化 ，故其毒性相对于纯化的毒素 

为弱 。 

细菌分泌到胞外的蛋 白一般具有复杂的结构。莫照兰(2001)SA鳗弧菌 Vibrio anguillarum 中提取的胞外 

产物蛋白经 SDS—PAGE显示至少具有 14条蛋 白带。本研究从杀鲑气单胞菌杀 日本鲑亚种中分离出的胞外产 

物由分子量不同的 13种蛋白组成 ，分子量为 42 kDa和 36 kDa的两条为其主要蛋 白，进一步的分离纯化与致 

病性分析证明 42 kDa的蛋白为一种丝氨酸蛋 白酶 ，是菌株 H1的毒力因子(Yang et a1． 2008)。 

细菌侵染宿主后向胞外分泌蛋 白酶及溶血素等具有活性 的胞外产物而使宿主致病 ，而机体则通过免疫应 

答反应产生相应的抗体对机体进行保护，因此胞外产物是一种有效的保护性抗原，是制备亚单位疫苗的理想材 

料。莫照兰(2001)制备的鳗弧菌的菌细胞一胞外产物联合疫苗对牙鲆的免疫保护力为 44 ，比单纯的全菌疫 

苗的免疫保护力高 12 。本研究利用大鼠抗 ECP血清对 ECP进行 Western—blot分析 ，发现 13条 ECP蛋 白 

中只有 7条蛋白具有免疫原性，能够引发机体的免疫应答反应产生抗体，其他 6条蛋白免疫原性无或弱，无法 

引发机体的免疫应答 ，这可能与蛋白质的高级结构与空间构象改变而导致的抗原性变化有关。杀鲑气单胞菌 

胞外产物免疫原性的确定为其胞外产物亚单位疫苗的研制与开发、水产动物杀鲑气单胞菌疾病的疫苗防治奠 

定了理论基础。 
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