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迟缓爱德华氏菌 OppA蛋白的免疫原性及免疫保护分析 
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摘要: 迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)是水产养殖动物重要的病原菌, 引起鱼类爱德华氏菌病, 免

疫防治是针对该病的一个有效途径。OppA 是迟缓爱德华氏菌的一个寡肽透过酶组分, 作者开展 OppA

的免疫原性及免疫保护性的研究, 旨在评价其作为鱼类爱德华氏菌病疫苗候选抗原的可行性。将致病

性的迟缓爱德华氏菌 LSE40 的 oppA 克隆于表达载体 pPROEXHTa, 转化入大肠杆菌 BL21(DE3), 表达

重组蛋白 6His-OppA, 并利用 Ni-NTA SefinoseTM kit 进行纯化。以纯化的 6His-OppA 两次注射免疫大

菱鲆(Scophthalmus maximus), 第 34 天后检测血清抗体效价为 1: 1024; 以 LSE40 对免疫的大菱鲆进行

人工感染, 测得免疫保护率是 25.9%。结果表明, OppA 可刺激大菱鲆产生免疫应答, 并具有免疫保护

效果。 
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迟缓爱德华氏菌(Edwardsiella tarda)是一种革兰
氏阴性细菌 , 能引起水生动物发病 , 感染海水和淡
水 鱼 类 引 起 的 疾 病 称 为 爱 德 华 氏 菌 病

(Edwardsiellosis), 给养殖业带来重大经济损失[1-4]。

利用疫苗预防爱德华氏菌病的研究已取得一些进展, 
灭活菌体、细胞碎片、表面脂多糖等菌体成分具有

良好的免疫原性[5-7], 亚单位疫苗、减毒疫苗、DNA
疫苗显示了良好的免疫保护[8-14]。由于迟缓爱德华氏

菌存在血清型差异, 导致一些疫苗的应用效果不稳
定。筛选具有交叉保护作用的抗原是解决这个问题

的一条有效途径。 
细菌的寡肽透过酶(Oligopeptide permease, 简称

Opp)由 OppABCDF 5 个蛋白构成 , 主要负责依赖
ATP水解的寡肽营养摄取[15]。革兰氏阴性菌的 OppA
作为底物结合蛋白 , 能结合多种形式的寡肽 , 为细
菌提供营养 [16], 还可作为细胞膜受体, 参与其他生
理过程的调控 , 如密度感应 [17], 孢子形成 [18], 抗生
素抗性 [19], 菌膜形成 [20], 细胞黏附 [21], 胞内寄生 [22]

等。一些研究显示, 同种细菌的 OppA高度保守, 作
为抗原具有较好的免疫原性, 能够不同程度地诱导
宿主产生免疫应答, 提高宿主针对相应病原的免疫
保护力[23-26]。根据 NCBI 已公布的基因组序列信息, 
爱德华氏菌属的 OppA 氨基酸序列间相似度较高 , 
分布在 92%～99%。因此, OppA 可能是一个抵抗爱

德华氏菌病的良好的交叉保护性抗原。在前期工作

中, 本实验室从迟缓爱德华氏菌 LSE40 fosmid 文库
克隆得到编码寡肽透过酶的 opp 基因簇[27]。本研究

通过体外表达迟缓爱德华氏菌 OppA, 评价该蛋白在
大菱鲆(Scophthalmus maximus)中的免疫原性和免疫
保护效果。 

1  材料与方法 

1.1  菌株、质粒、培养基  
迟缓爱德华氏菌 LSE40 由本实验室从患病大菱

鲆体内分离保存 [8]; 克隆载体 pEASY-T1(氨苄青霉
素抗性)和大肠杆菌 Trans-T1购自北京全式金生物技
术有限公司, 表达载体 pPROEXHTa(氨苄青霉素抗
性)来自 Invitrogen 公司; 大肠杆菌 BL21(DE3)购自
天根生化科技(北京)有限公司 ; 胰蛋白胨大豆肉汤
培养基(液体 TSB 和固体 TSA)用于培养迟缓爱德华
氏菌 , LB 培养基用于培养大肠杆菌 ; 氨苄青霉素
(Amp)的使用质量浓度为 100 mg/L。 
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1.2  实验动物 
大菱鲆购自山东青岛胶南养殖场, 体长 6～8 cm, 

体质量 15 g 左右, 暂养于通气的水族箱, 水温 16～
18℃, 每隔两天换水和投喂饵料。实验前随机选取 3
尾鱼, 取血清与迟缓爱德华氏菌 LSE40 做血清凝集
实验; 同时取鱼的内脏器官匀浆涂布于 TSA 平板进
行细菌分离。在确定未出现凝集反应以及未分离到

细菌的情况下, 该批鱼方能进行后续实验。 

1.3  OppA 表达载体的构建 
根据迟缓爱德华氏菌 LSE40 的 opp 基因簇序  

列[27]设计上游引物 OppA-EcoRI-F(5′-TGAGAATTC- 
GCCGAGGTTCCGGCCGGTGTA-3′, 下 划 线 为

EcoRI 内切酶位点 )和下游引物 OppA-XhoI-R 
(5′-GCCTCGAGCACGACGCGCAATTAATGTTGAA
CG-3′, 下划线为 XhoI内切酶位点), 扩增 oppA基因
的 1583 bp片段, 该片段去除了编码 OppA N端信号
肽的 81 bp。所得 PCR产物克隆到 pEASY-T1 载体, 
转化大肠杆菌 Trans-T1,在 LB+Amp固体平板培养基
上进行蓝白斑筛选 , 挑取白色菌落经扩大培养 , 提
质粒进行 EcoRI/XhoI 双酶切, 选择插入片段大小符
合的阳性重组质粒送上海博尚生物技术有限公司进

行测序。确认克隆序列的正确后, 将插入片段连接到
表达载体 pPROEXHTa, 转化大肠杆菌 BL21(DE3), 
经 LB+Amp 培养基筛选阳性菌落, 进行扩大培养, 
提取质粒经 EcoRI/XhoI 双酶切和 OppA-EcoRI- 
F/OppA-XhoI-R 为引物的 PCR 扩增鉴定插入片段。
含有正确重组质粒的菌株命名为 BL21/HtaOppA; 同
时将空质粒 pPROEXHTa转化到BL21(DE3), 获得对
照菌株 BL21/Hta。 

1.4  OppA 重组蛋白的诱导表达及纯化 
以 37℃、1 mmol/L IPTG诱导培养 BL21/ Hta-

OppA, 同 时 设 BL21/HtaOppA 未 诱 导 对 照 及

BL21/Hta空质粒对照, SDS-PAGE(12%分离胶和 5%
浓缩胶)检测目的蛋白表达情况。对 BL21/HtaOppA
进行表达条件的优化, 设置条件为: IPTG 诱导浓度
0.8、0.4、0.2 mmol/L, 诱导温度 20、26、30、37℃, 
诱导时间 3、4、5 h, 3要素形成 36个组合。每组实
验均以 BL21/Hta为对照。诱导培养的细菌菌液经超
声波破碎、离心, SDS-PAGE检测上清和沉淀, 根据
蛋白表达量的情况确定其中最优的诱导条件组。按

照优化的诱导表达条件对 BL21/HtaOppA 大量培养
(300 mL), 5 000 g离心 6 min收集菌体, 以 Ni-NTA 

SefinoseTM kit(BIO BASIC INC.)纯化目的蛋白。以
SDS-PAGE 检测纯化效果, 以 Bradford 蛋白质定量
试剂盒(天根生化科技(北京)有限公司)测定纯化蛋白
浓度。 

1.5  免疫实验 
将大菱鲆随机分成免疫组和对照组 , 每组 30

尾。纯化的 OppA 重组蛋白 6His-OppA 与等体积完
全弗氏佐剂(Sigma)混合, 以 30 μg 6His-OppA/尾鱼
的剂量 , 对免疫组进行腹腔注射免疫; 对照组则以
等体积 PBS 代替 6His-OppA, 其他条件与免疫组相
同。第 16 天进行二次免疫, 此时改用不完全弗氏佐
剂, 其他处理方法与第一次相同。 

二次免疫后第 34天, 免疫组和对照组分别随机挑
取 3尾鱼, 取血清, 对照组血清作为阴性对照, 以间接
ELISA 方法检测免疫组血清抗体效价[28]。其余的鱼以

浓度为 2.73×104 cfu/尾的 LSE40进行腹腔注射攻毒。
观察并记录死鱼数量, 根据公式计算免疫保护率:  

免疫保护率=(1-免疫组死亡率/对照组死亡率)×
100%[29]。 

2  结果 

2.1  OppA 表达载体构建 
以筛选的BL21/HtaOppA作菌落模板, 以OppA- 

EcoRI-F/OppA-XhoI-R扩增得到的片段大小为 1.6 kb
左右(图 1a)。该 DNA片段去除了 OppA蛋白 N端 27  

 

图 1  重组表达菌株 BL21/HtaOppA的构建和鉴定 
Fig. 1  Construction and identification of recombinant 

strain BL21/HtaOppA 
a. PCR扩增 oppA 片段; 1. BL21/HtaOppA为菌落 PCR模板; 2. 阴
性对照 ; M. DNA marker; b. 重组质粒 pPROEXHTaOppA 的

EcoRI/XhoI 双酶切鉴定 ; 1. 重组质粒 pPROEXHTaOppA 的

EcoRI/XhoI双酶切图谱; M. DNA marker 
a. PCR amplification of oppA; 1. PCR amplification using BL21/ 
HtaOppA as a template; 2. negtive control; M. DNA marker;      
b. Identification of the recombinant plasmid pPROEXHTaOppA 
digested with EcoRI and XhoI; 1. Restriction profiles of the recom-
binant plasmid pPROEXHTaOppA digested with EcoRI and XhoI; 
M. DNA marker 
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个氨基酸的信号肽编码区, 目的是提高 6His-OppA
在大肠杆菌的表达量。同时, BL21/HtaOppA中的质
粒经 EcoRI/XhoI 双酶切产生 1.6 kb 左右的 DNA 片
段(图 1b), 与预期的片段大小一致, 表明成功获得
OppA重组表达菌株 BL21/HtaOppA。 

2.2  OppA 重组蛋白的诱导表达及条件优化 
实验中发现, 经 1 mmol/L IPTG、37 ℃条件诱

导的BL21/HtaOppA, 6His-OppA成功表达(图 2a), 但
是主要以包涵体形式存在于细胞沉淀, 只有 30%左
右的可溶蛋白存在于细胞上清。为提高可溶蛋白含

量, 作者优化了细菌的培养温度、培养时间和 IPTG
诱导浓度, 优化得到的条件为: 在 26 ℃培养条件下, 

以 0.4 mmol/L IPTG诱导 4 h, 此时约有 80%的可溶
性重组蛋白存在于细胞破碎物的上清(图 2b), 经纯
化, 获得了高纯度的目的蛋白(图 2c)。 

2.3  血清抗体效价及免疫保护率 
大菱鲆经两次免疫, 在加强免疫后的第 34 天, 

检测得到的免疫大菱鲆血清抗体效价是 1:1 024。免
疫组和对照组经 LSE40毒株攻毒, 如图 3所示, 对照
组于攻毒后的第 8 天开始出现死亡, 免疫组于攻毒
后的第 11天开始出现死亡; 在攻毒后第 22天, 两组
累积死亡率均趋于稳定, 此时免疫组累积死亡率为
74.1%, 对照组为 100%, 且免疫组死亡时间明显延
后(P<0.01), 计算得到的免疫保护率是 25.9%。 

 

图 2  SDS-PAGE检测 OppA重组蛋白的表达及纯化 
Fig. 2  SDS-PAGE of 6His-OppA in bacteria lysates and in elution buffer   

a. OppA重组蛋白的 SDS-PAGE检测; M. protein marker; 1. BL21/Hta总蛋白(诱导); 2. BL21/Hta总蛋白(未诱导); 3. BL21/HtaOppA总蛋
白(诱导); 4. BL21/HtaOppA 总蛋白(未诱导); b. BL21/HtaOppA 菌株 OppA 重组蛋白的可溶表达优化; M. protein marker; 1 和 3. 
BL21/HtaOppA超声破碎后分离的沉淀和上清 (1 mmol/L IPTG、37 ℃诱导 4 h) ; 2和 4. BL21/HtaOppA超声破碎后分离的沉淀和上清 
(0.4 mmol/L IPTG、26 ℃诱导 4 h); c. 纯化重组 OppA的 SDS-PAGE检测; M. protein marker; 1～5依次是过柱纯化得到的 OppA重组蛋
白 1～5管洗脱液 
a. analysis of 6His-OppA in bacterial lysates; M. protein marker; 1. total cellular proteins of BL21/Hta (induced); 2. total cellular proteins of 
BL21/Hta (uninduced); 3. total cellular proteins of BL21/HtaOppA (induced); 4. total cellular proteins of BL21/HtaOppA (uninduced); b. op-
timization of soluble 6His-OppA expressed in the strain BL21/HtaOppA; M. protein marker; 1 and 3. precipitate and supernatant isolated from 
ultrasonication product of BL21/HtaOppA, respectively (induced at 1 mmol/L IPTG, 37℃ for 4 h); 2 and 4. precipitate and supernatant isolated 
from ultrasonication product of BL21/HtaOppA, respectively (induced at 0.4 mmol/L IPTG, 26℃ for 4 h); c. analysis of 6His-OppA in elution 
buffer; M. protein marker; 1～5. eluate collection of 6His-OppA 

 

 

图 3  以迟缓爱德华氏菌 LSE40攻毒后的大菱鲆累积死亡率 
Fig. 3  Accumulative mortalities of turbot after challenged  

with E. tarda LSE40  

3  讨论 
本研究利用大肠杆菌表达菌株 BL21(DE3), 将

迟缓爱德华氏菌 OppA 蛋白编码基因克隆到表达质

粒 pPROEXHTa 的 6His 标签之后, 获得重组蛋白

6His-OppA。由于诱导表达的目的蛋白主要以包涵体

形式存在 , 蛋白纯化过程中需经变性和复性处理 , 

将会增加操作难度, 所以我们进行了表达条件的优

化。通过降低诱导时的培养温度以及 IPTG浓度, 有

效减少包涵体生成, 使可溶性蛋白含量由 30%提高

到 80%。 

本实验表明, 迟缓爱德华氏菌 OppA 重组蛋白
作为抗原 , 能使大菱鲆产生特异性免疫应答 , 并起



 

22 海洋科学  / 2011年  / 第 35卷  / 第 5期 

到一定的免疫保护作用 , 这与鼠疫耶尔森菌
(Yersinia pestis)和卡他莫拉菌(Moraxella catarrhalis)
的 OppA 蛋白免疫小鼠的结果较一致[23, 26]。根据结

果, 本实验从免疫鱼获得的血清抗体效价(1: 1 024)
低于鼠疫耶尔森菌和卡他莫拉菌的 OppA 免疫小鼠
获得的血清抗体效价(1: 10 000～1: 32 000)。这种血
清抗体效价的差异可能是因为大菱鲆与小鼠相比 , 
免疫系统相对不完善, 免疫应答能力比小鼠弱。另外, 
体外表达抗原的结构变化、免疫剂量、免疫佐剂类

型以及免疫途径等, 都可能导致免疫应答水平和免
疫保护效果的不同[26]。最近的一个研究显示, 通过黏
膜免疫途径免疫卡他莫拉菌的 OppA 蛋白, 提高了
小鼠清除肺部致病性病原的能力[23]。 

ABC 输送器家族蛋白被认为是潜在的针对病原
菌的疫苗候选抗原或药物作用靶点[24]。Opp 为 ABC
输送器家族的一员, 其在抵抗病原侵染方面的功能
日益受到人们的关注。通过本实验得到的初步结果, 
OppA在大菱鲆显示了一定的免疫应答和免疫反应。
作者下一步将在免疫剂量、免疫佐剂类型以及免疫

途径等方面开展工作, 以期提高该蛋白的免疫应答
和免疫保护力, 达到控制爱德华氏菌病的目的。 
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Abstract: Edwardsiella tarda is an important pathogen to aquaculture animals, causing fish edwardsiellosis dis-
eases. Vaccination is an efficient protection against this disease in fish. OppA is a component of the oligopeptide 
permease system of E. tarda. We evaluated the potential of OppA as an antigenic candidate vaccine against ed-
wardsiellosis. The oppA gene was cloned into expression vector pPROEXHTa and expressed in E. coli BL21 (DE3). 
The expressed 6His-OppA was purified with Ni-NTA SefinoseTM Kit and used as an antigen to immunize turbot 
(Scophthamus maximus) twice. At day 34 post-vaccination, the serum antibody titer in the immunized fish was 
1:1024, and the relative percentage survival (RPS) was 25.9% when the immunized turbot was challenged with 
pathogenic E. tarda. The present studies indicate that OppA of E. tarda can induce immune response in fish and 
provide protection against edwardsiellosis. 
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