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摘 要 胞 外蛋 白酶(ECPase)是哈维氏弧 茵GYC1108-1胞外产物的主要致病 因子 ，经鉴定其为 

半胱氨 酸蛋 白酶 ，分子量约 55 kD，能够分解脱脂奶 中的酪蛋 白，命名为 1108一ECPase。本 实验建立 

了胞外蛋 白酶活性平板法检 测 1108 ECPase和 YZ_ECPase的相对酶 活(YZ为 由本 实验 室构建的 

能够分泌 目的蛋 白酶的重组茵)，并利 用这个方法确定 了细菌分泌 ECPase达最高峰 的培养 时间为 

36h，粗提 ECPase最适的饱和硫酸铵浓度为 70 。GYC1 1o8—1和 Yz培养上清经硫酸铵盐析， 

Sephadex G一25凝胶过柱后 ，得到较为纯化的 1108 ECPase和 Y ECPase。选择 白油、蜂胶和弗氏 3 

种不同佐剂与适量抗原混匀，分别免疫 3只 ICR小鼠，并设不加佐 剂免疫组及空 白组作为对照。3 

次免疫后制备 小鼠血清，间接 ELISA测定抗体效价 ，除空白对照外 ，其他 8组小鼠的免疫血清效价 

达 1：1．6×10 ～1：2．56×1 0 ，免疫组的效价从 高到低依次为弗氏> 白油>蜂胶> 不加佐 剂，不 

同佐剂的免疫效果依次为：弗氏>白油>蜂胶。免疫印迹实验结果表明，小鼠血清在 55 kD处有 

明显的反应条带。 
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ABSTRACT V brio harveyi iS a kind of important pathogenic bacteria for seawater animals 

and can bring about severe lOSS tO their culture production． V．harveyi strain GYC1108—1， 

which was isolated from diseased Pseudosciaena crocea in Zhe iang Province in 2003，was identi— 

fied after m0rphological observation，biochemica1 characteristic analysis，1 6 sRNA and HSP60 

gene sequence detection．Earlier research in our laboratory demonstrated that the extracellular 

protease(ECPase)was the major virulent factor of GYC11O8一l and was identified as cysteine 

protease with a molecular mass of 5 5 kDa as estimated by SDS—PAGE．The protease can decom— 

pose the casein of degrease milk and was named as 1108一ECPase．The method of solid LB culture 

medium containing 1 skim milk was established tO detect relative activities of 1108一ECPase 

and YZ—ECPase(YZ iS a recombinant bacteria that can express the target ECPase)．The opti一 

浙江省科技厅重点项口(2005F12005)资助 

收稿 日期 ：2008 11—02；接受 日期 ：2008 12 29 

作者简介 ：郝贵杰(1979一)，女 ，助理研究员，主要从事鱼类病害研究 。E—mail：melissa511@sina．COIII，Tel：(0572)204 51 32 



1O8 渔 业 科 学 进 展 第 31卷 

mum cultivation time of GYC1 1 08—1 and YZ excreting ECPase was 3 6 h and the optimal concen— 

tration of ammonium sulfate for ECPase purification was 70 for the above-mentioned method． 

In this study，1108一ECPase and YZ—ECPase were purified by 7O ammonium sulfate and Seph— 

adex G一2 5 gel filtration for antigens standby．Three different substances A，B and C were cho— 

sen tO be adj uvants．A was a common adj uvant which was a mixture of white oil and Tween一8O： 

B was propolis adjuvant and C was Freund S adjuvant．The purified 1108一ECPase and YZ— 

ECPase antigens were mixed with A，B and C before being applied separately tO immunize 3 ICR 

mouse．The adj uvant—free and blank treatments were designed as contro1．There were nine 

treatments in the immunization test．The immune sera of the mouse were collected after three 

immunizations．Except the blank control，multi—clone antibodies showed high ELISA titers in 

the sera of eight treatments，which were between 1：1．6×10 ～ 1：2．56× 10。．The titers of 

immune sera in different treatments were ranked as C>A>B>adjuvant—free，and it is sugges— 

ted that the adj uvants chosen followes this effectiveness sequence．The result of Western blot 

revealed one clear band in ECPase，which had a molecular mass of 5 5 kDa as tested by mouse 

anti—serum． These results indicated that the prepared l 108一ECPase and YZ—ECPase had good 

immunogenicity，and this work has provided some basic knowledge for further study on genetic 

engineering vaccines． 

KEY WORDS Vibrio harveyi ECPase Adj uvant Indirect ELISA Western blot 

哈维氏弧菌 Vibrio harveyi是引起水产动物致病的一种重要病原 ，能引起鱼 、虾等多类海水养殖动物致 

病，造成很大的危害(毛芝娟等 2002；陈献稿等 2004；Karunasagar et a1． 1994)。笔者所在实验室于 

2003和 2004年分别从浙江台州深水网箱养殖大黄鱼患病鱼体内分离获得较纯的细菌。经生化鉴定及 16S 

rRNA和热激蛋白(HSP60)鉴定证实为哈维氏弧菌，并命名为 GYC1108—1。通过对该菌进行的理化特性及 

致病性研究，证明GYC1108—1株分泌的胞外产物对大黄鱼有致死作用。底物电泳复性染色后显示只有 1 

条透明带，说明GYC1108-1只分泌 1种胞外蛋白酶(ECPase)，分子量约 55 kDa，经蛋白酶抑制试验证实该 

蛋白酶为半胱氨酸蛋白酶。对大黄鱼的攻毒试验结果表明，该蛋白酶对大黄鱼有致死作用，但若被热灭活 

或被白酶 K消化，便失去毒性。上述研究结果已有报道(Shen et a1． 2007)。为了更好地研究该 ECPase 

的致病机理及研制基因工程亚单位疫苗，本实验室利用此酶能够消化脱脂奶的特性，采用表型克隆的方法 

获得了能够稳定分泌该 ECPase的基因工程菌株，命名为 YZ，这为疫苗的研制及该病的控制提供了基础材 

料。但是 GYC1108-1所分泌的ECPase对于受免动物能够产生多大免疫原性，以及 YZ与 GYC1108—1分泌 

的 ECPase是否具有相似的免疫原性，它们与免疫佐剂相混合是否能产生更好的免疫作用均未有报道。本 

文针对这些问题做了一些研究。 

1 材料与方法 

1．1 实验菌株及免疫动物 

哈维氏弧菌 GYC1108—1由本实验室分离鉴定 ，YZ为利用表型克隆的方法获得的能分泌表达胞外蛋 白酶 

的重组菌 ，由本实验室构建 。56 d龄雌性 ICR小 鼠购 自浙江大学医学院实验动物中心。 

1．2 胞外蛋白酶活性平板法检测 

先配制含 1．2 9／6琼脂粉的TSA和 LB培养基，加热溶解后，加入终浓度为 1 的脱脂牛奶，分至灭菌培养 
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皿中冷却。琼脂凝固之后，用打孔器在琼脂上打孑L，孔径约 8 mm，并用少量热琼脂覆盖孔底，每孔加入 30～50 

l粗提的 ECPase，30℃培养箱温育 24 h，加入 lO 的三氯乙酸终止 ，观察孔周 围是否出现透明圈，有透明圈 

者为阳性，同时以液体培养基作为对照。 

1．3 最适硫酸铵饱和度的确定 

各取 50 ml含 1．5 NaC1的 TSB培养基培养 的 GYC1108—1和 YZ，5 000 r／min离心 15 min，分别取上 

清 ，磁力搅拌下分别缓慢加入 30 、4O 、5O 、6O 、70 、8O 、9O 和 100 饱和度的硫酸铵 ，4℃沉淀 2 h， 

8 000 r／rain离心 10 rain，弃上清，沉淀用 1 ml Tris—HC1(50 mmol／I 、pH 7．8)溶解，同样的 Tris HC1缓冲液 

透析过夜 ，并用 1．2法检测蛋 白酶活性。 

1．4 最大量 ECPase分泌时间的测定 

将培养 24 h的 GYC1108—1和YZ菌落分别接种到多瓶 5O ml含 1．5 NaC1的TSB和 I B培养基中，28 IC摇 

床培养 8、12、24、36、48、60和 72 h，用 1．3中确定 的最适饱和度硫酸铵进行 ECPase粗提 ，再用 1．2方法测定 

相对酶活 ，以确定细菌分泌蛋白酶的最佳时间。 

1．5 ECPase的提取与纯化 

大量培养GYC1108 1和 YZ各 500 ml，28。C摇床摇至最适时间。8 000 r／min离心 10 min，分别取上清， 

磁力搅拌下缓慢加入 pH 7．0饱和度硫酸铵至最适饱和度 ，4℃沉淀 2 h。8 000 r／rain离心 10 min，弃上清 ，沉 

淀用 3 ml，rris HCI(50 mmol／I 、pH 7．8)重悬，同样的 Tris—HC1缓冲液透析过夜 ，并用 1．2中方法测定相对酶活。 

制备 Sephadex G一25层析柱 ，柱长 70 cm，直径 1．6 cm。ECPase经上述硫酸铵粗提并透析后，约 7 m1，用 

0．45 m滤膜过滤后上样 。用 pH 7．4 PBS洗脱 ，自动采样器收集洗脱峰 。用 1．2方法测定相对酶活 ，目的蛋 

白酶用 PEG6000浓缩 ，采用考马斯亮蓝法On,0蛋 白浓度 ，标记为 1108一ECPase和 YZ—ECPase，一2O℃保存作为 

免疫原备用 。 

1．6 免疫佐剂的选择 

为了证实 ECPase是否具有免疫原性 ，以及与免疫佐剂相混合是否能产生更好的免疫作用 ，选取 了 3种不 

同佐剂及不加佐剂分别与 ECPase混匀免疫 ICR小鼠。为了比较各佐剂的效果，稀释时取相同的抗原量及最 

终免疫量也一致。各佐剂处理如下： 

白油佐剂 ：油相为 92 (v／v)10号白油加 6 (V／V)司本 ，并加 2 (m／V)硬脂酸铝作为保护剂，水相为 

含抗原的稀释液加 4 Tween一80，水相 ：油相为 1：3乳化 。 

蜂胶佐剂 ：1 g蜂胶加 4 ml酒精 ，浸泡过 夜，5 000 r／rain离心 10 min，取上清 过滤 ，用 PBS稀释 至约 

30 mg／ml，4。C备用。 

弗氏佐剂 ：包括完全和不完全弗 氏佐剂 ，购 自Sigma公司。 

1．7 动物免疫 

取适量的抗原 ，用 0．5 甲醛灭活 24 h，进行适当的稀释，分别与上述的 3种佐剂充分混匀乳化 ，腹部皮下 

分点注射 ICR小 鼠，每组注射 3只小 鼠，每只注射 200 l(含抗原 100 g)，每只小 鼠免疫 3次。 

1．8 鼠抗 ECPase血清抗体效价的测定 

ICR小鼠免疫 3次后，摘眼球取血，放 4℃冰箱过夜，血清自然析出。5 000 r／min离心 10 min，将上清吸 

出备用，间接 ELISA方法测定小鼠血清效价。 

(1)包被 取纯化的 ECPase用包被液CBS(pH 9．6碳酸盐缓冲液)稀释到 10 g／ml，包被 96孔酶标板， 

100 l／孔，4 C冰箱过夜。(2)封闭 取出过夜的ELISA板，用 PBST充分洗涤3～4次，每次3～5 min。用含 



1lO 渔 业 科 学 进 展 第 31卷 

1O％小牛血清的 PBS封闭，200 l／孔，37 oC封闭 3 h，同上洗涤。(3)一抗孵育 每：fL；01JA 100 l鼠抗血清 

(1：1 000开始作系列倍 比稀释)，37。C孵育 1．5 h，同上洗涤。(4)二抗孵育 每孔加入 5O l工作浓度 

(1：1 000)的羊抗鼠IgG酶标抗体，37℃孵育 1．5 h，同上洗涤。(5)显色 加入磷酸一柠檬酸缓冲液配制的 

OPD底物液，每孔 5O l，37。C避光显色 10～15 rain。(6)终止并读数 每孔加 50 l 2 mol／L硫酸终止反应 。 

应用酶联免疫阅读仪读出OD 。。值。P／N≥2．1者判为阳性，P／N~2．1者判为阴性。 

1．9 免疫印迹(Western blot)检测 ECPase的免疫原性 

SDS—PAGE电泳采用不连续缓冲液垂直电泳系统，浓缩胶为 5 ，分离胶为 12％。电泳及免疫印迹参考 

《蛋白质技术手册》进行(汪家政等 2000)。一抗为 1：200稀释的鼠血清，二抗为 1：500的羊抗鼠 IgG酶标 

抗体 。 

2 结果 

2．1 ECPase酶活平板法的建立 

采用 1 脱脂奶加琼脂平板法 ，对哈维氏弧菌 GYC1108—1 

和分泌 目的蛋 白 ECPase的重组菌 YZ的培养上清粗提产物进 

行酶活性检测 。结果表 明，所分泌的 ECPase均具有酪蛋白酶 

活性 ，能分解牛奶中的酪蛋 白，在孔的周围出现明显的透明圈， 

而对照没有 。结果见图 1。 

2．2 最适硫酸铵饱和度的确定 Fig· 

图 1 平板 法测定 ECPase酶活结果 

Activity of ECPase tested by plate method 

通过对 30 ～1()() 梯度的硫酸胺饱和度所沉淀回收的ECPase酶活检测得出，7O 饱和度的硫酸胺沉淀 

获得的 GYC1108一ECPase和 YZ—ECPase的酶活性较高(表 1)。 

表 1 不 同硫酸胺饱和度回收蛋白酶试验结果 

Table 1 The results of ECPase purification by ammonium sulfate at different c0ncentrations 

2．3 菌液分泌 ECPase的最适时间 

细菌培养的 ECPase在8 h时出现轻微蛋白酶活性，然后酶活迅速增加，到 36 h时达到最高峰，并维持一 

段时间，60 h检测时酶活已开始下降(图 2)。 

2．4 ECPase的纯化及浓度测定结果 

用饱和硫酸铵法粗提 GYC1 108—1及 YZ的 ECPase后 ，透析后经 Sephadex G一25层析柱过柱纯化 ，收集洗 

脱峰用 1．2中方法测定酶活。结果显示，透明圈较大并且各管圈的大小较均一，说明二者的ECPase得到较好 

的纯化。将各收集管合并后浓缩，用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度，YZ—ECPase为 7．7 mg／ml，GYC1108一 

ECPase为 6．9 mg／ml。 

2．5 小鼠免疫实验结果 

选用 3种不同免疫佐剂(蜂胶 、白油和弗 氏)分别与适量的纯化的 ECPase免疫小 鼠，方法按 1．8及 1．9。 
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利用间接 ELISA方法测定所制备的小鼠血清效价并比较免疫效果。阴性对照为未免疫 ICR小鼠血清作为一 

抗 ，显色结果 OD 。值均小于 0．05(表 2)。 

表 2 不同免疫佐剂的小鼠血清效价 

Table 2 The titers of anti—sera from mouse immunized by ECPase with different adjuvants 

2．6 免疫印迹 

免疫 印迹结果显示 ，以鼠抗血清作为一抗 时，胞外蛋 白酶与鼠血清在 55 kDa处发生特异性免疫反应。而 

在 38 kDa处有微弱的反应 。说明该胞外蛋白酶有很好的免疫原性(图 3)。 

g 
妄 

匝 

詈 

细菌培养时问(h) 
CultiVation timc ofbacteria 

图 2 不 同培养 时间 ECPase的相对 酶活性 

Fig．2 The relative activity of ECPase for different cultivation time 

3 讨论 

220 kDa 

97 kDa 

一 66kDa 

． 45 kDa 

30kDa 

20 kDa 

图 3 鼠抗 血清的 Western blot分析 

Fig．3 W estern blot analysis of mouse anti—sera 

大量研究证明，致病菌的蛋白酶与病原菌对宿主的入侵、损害及致死等机制紧密相关。因此对致病菌蛋白 

酶的研究已成为病害研究的热点。弧菌是海水动物主要致病菌，近年来关于弧菌分泌的胞外蛋白酶致病作用 

越来越受到重视(Zhang a1． 2000；Shen et a1． 2007；覃映雪等 2008)。弧菌胞外蛋白酶研究最多的是 

鳗弧菌(Kanemofi et a1． 1987；Hiroki et a1． 1985)。溶藻弧菌分泌的胞外产物已经被证实对大黄鱼和对虾 
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有毒性作用(Lee et a1． 1995；金 珊等 2004)。哈维氏弧菌已经有报道的蛋白酶有金属蛋白酶和半胱氨酸 

蛋白酶(Fukasawa et a1． 1988a，1988b；Lee et a1． 1999)。其中，以半胱氨酸蛋白酶研究较为清楚，而且已 

经证实了该蛋白酶为哈维氏弧菌 820514株的主要致病因子，对虾有直接致死作用。本实验室通过对哈维氏弧 

菌 GYC1108—1株的胞外产物进行分析和鉴定，确定其胞外蛋白酶为半胱氨酸蛋白酶，结果另文报道。 

为了更深入的研究哈维氏弧菌 GYC1108—1所分泌的 ECPase的致病机理及控制该病的发生 ，本实验室利 

用表型克隆的方法构建了能够稳定分泌该 ECPase的重组菌 YZ。本实验利用脱脂奶活性平板法证实了二者 

所分泌的ECPase具有相似的酶活性，且最大量分泌该酶的时间为 36 h，这与该菌人工感染大黄鱼发病及死亡 

高峰时间为 36～38 h是一致的，这也说明该酶为 GYC11O8—1主要的致病因子。通过饱和硫酸铵法粗提了 

1108一ECPase和 Yz—ECPase，并用活性平板法测定最适的硫酸铵饱和度为 7O 。用Sephadex G-25层析柱过 

柱进一步纯化 ，得到较纯的蛋 白酶。 

用纯化的蛋白酶作为免疫原进行小鼠免疫实验 ，初步研究了 GYC1108—1和 YZ所分泌的胞外蛋 白酶的免 

疫原性。实验结果表明，除空白对照外，其他 4组小鼠的免疫血清效价达 1：1．6×10 ～1：2．56×10 ，且各组 

血清与另一种不同免疫原的交叉反应效价与相应的免疫原效价差异不大，说明所提纯的两种蛋白酶具有相似 

的免疫原性，同时也进一步说明表型克隆是成功的。这为进一步研制 ECPase亚单位疫苗提供了有力的数据。 

另外 ，考虑到水产养殖的特殊性，一般在合适的时间进行一次免疫 ，所以选择合适 的免疫佐剂，显得尤为重要。 

因为当抗原物质混合佐剂注入机体后，能改变抗原的物理性状，可使抗原物质缓慢地释放，延长了抗原的作用 

时间，佐剂吸附了抗原后，能增加抗原的表面积，使抗原易于被巨噬细胞吞噬。这些作用将大大提高疫苗的免 

疫效果和时间。本实验选择了弗氏、白油和蜂胶作为免疫佐剂 ，以小 鼠为实验动物进行了佐剂 的筛 选，根据 

ELISA效价结果可得出不同佐剂的免疫效果依次为：弗氏>白油>蜂胶>不加佐剂，但从小鼠免疫实验得出， 

白油的免疫毒性较大，会造成免疫部位的腐烂；而弗氏佐剂价格昂贵，临床应用又不太切合实际，所以考虑到使 

用价格及免疫效果，蜂胶是最适合的免疫佐剂。 
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