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创伤弧菌(Vibrio vulnificus)是一种革兰氏染色阴性、
多形性、运动性、有荚膜的嗜盐性细菌, 属于弧菌属第 5
群, 主要生长于海水中、鱼类及贝母类等体内[1]。根据寄

主范围和生化反应类型的不同, 将创伤弧菌分为 3 个生
物型: 生物Ⅰ型(产吲哚)[2]、生物Ⅱ型(不产吲哚)[3]以及

1999 年以色列的研究人员报道的创伤弧菌生物Ⅲ型。其

中创伤弧菌生物Ⅰ型可经口或伤口感染, 引起严重的皮
肤溃疡、创伤感染、肠胃炎和原发性败血症等病症, 在感
染该型菌株的病人中, 发病死亡率高达 60%以上[4,5]；该

型菌株也可引起鳗鲡发病[6,7]；生物Ⅱ型是鳗鲡的病原菌, 
可引起养殖鳗鲡出血性败血病(弧菌病)[8]。笔者实验室于

2003 年 7 月从福建省长乐市发病欧洲鳗鲡分离到毒力较
强的创伤弧菌 FJ03-X2[7], 并鉴定为生物Ⅰ型。 

目前创伤弧菌给福建的鳗鲡养殖业造成了较大的经

济损失, 传统的化学药物防治方法带来了一系列不可克
服的问题, 所以研制高效、低毒疫苗的要求就显得尤为迫
切。随着疫苗学的不断发展, 亚单位疫苗越来越受到人们
的重视 , 与此同时免疫刺激复合物 (Immune stimulating 
complexs, ISCOMs)的疫苗学价值亦备受关注。但是对于创
伤弧菌外膜蛋白(Outer membrane proteins, OMPs)-ISCOMs
亚单位疫苗研究的报道至今仍比较少见。革兰氏阴性菌表

面的外膜蛋白与细菌的致病性及免疫保护性关系     
密切[9,10], 在决定宿主免疫反应的特异性上起着重要作用
[11]。笔者通过此前的研究发现创伤弧菌外膜蛋白具有较

强的抗原性, 推测是主要的免疫原组分之一[12]。本文中, 
我们制备出了创伤弧菌生物Ⅰ型外膜蛋白 ISCOMs 亚单
位疫苗, 用来免疫欧洲鳗鲡进行免疫保护和抗体应答水
平检测试验, 旨在探讨创伤弧菌外膜蛋白 ISCOMs 作为
疫苗的免疫效果 , 为有关疫苗研究和应用提供实验   
依据。 

1  材料与方法 

1.1  实验菌株与动物 
创伤弧菌生物Ⅰ型菌株为本研究室分离、鉴定、保

种[7], 来源于欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla)。该菌株具溶血
活性和酪蛋白酶活性, 对欧鳗幼鳗的半数致死剂量(LD50)
约为 7.1×103 CFU/尾, 并已利用 16S rDNA序列比较分析
及创伤弧菌溶血素特异性 Nested-PCR进行了联合鉴定。 

取自福建长乐鳗鲡养殖场健康欧鳗(规格约为 17 g/
尾)。试验前停食 7d, 检查血清抗体水平, 并杀灭体外寄
生虫, 暂养于 43 cm×35 cm×58 cm的自动恒温循环水族
箱中 , 加水至箱深的 3/5 左右 , 放养密度 15 尾 , 室温
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(24 ±1℃ ) , ℃ 水源为经活性炭吸附和曝气处理的全自动循

环水, 每隔 2 天给予换水 1/3。训饵正常后进行试验, 免
疫一周后适量投喂商用欧鳗饲料。本试验所用鳗鱼单抗由

林天龙等制备保存。 

1.2  摇床法培养创伤弧菌 
TSA 培养    在超净工作台内挑取创伤弧菌接种于

含 1% NaCl的 TSA培养基上划线, 放置在隔水式恒温培
养箱 30℃培养过夜。 

摇床培养    从上述 TSA培养的细菌中挑取单菌落
接种于含 1% NaCl的 TSB培养液(200 mL)中, 摇床(28℃、
180 r/min)培养 24h, 并作对照。 

1.3  创伤弧菌外膜蛋白的提取 
按改进的 Sarkosyl法[13]进行提取。菌体于 4  6000 ℃

r/min 离心洗涤 3 次 , 每次 15min, 沉淀用 20 mmol/L 
Tris-HCl 缓冲液(pH 8.0)重悬, 全菌经超声波破碎 4min 
(功率 200 W, 工作 5s, 间隔 5s)。将破碎菌于 4  6000℃  
r/min离心 15min, 取上清于 4  18000℃  r/min再离心 60min, 
沉淀用 5 mL 20 mmol/L Tris-HCl (pH 8.0、含有 2 mmol/L 
EDTA)缓冲液重悬, 再加入 2倍体积的 0.5% sarkosyl (十
二烷基肌氨酸钠)重悬, 37℃静置 30min后 4  ℃ 18000 r/min
离心 30min, 沉淀用 20 mmol/L Tris-HCl缓冲液(pH 8.0) 
重悬后再 4  18000℃  r/min离心 30min, 沉淀用 10 mmol/L 
PBS (pH 7.4) 重悬沉淀, 即为收集到的外膜蛋白。以 BSA 
(华美)标准法绘制标准曲线, Bradford 法测定蛋白浓度, 
样品分装于−20℃保存。 

1.4  OMP-ISCOMs的制备与鉴定 
参照方勤美等[14]方法制备。将 OMP加入含 2%(质量

分数)非离子去污剂 Mega-10 的 PBS 溶液中, 使之 37℃
裂解 4h, 按照蛋白的含量添加一定比例的 QuilA 至终浓

度为 0.05% (美国康奈尔大学教授 Ted clark博士惠赠), 再
加入卵磷脂和胆固醇 (现配现用 )使其终浓度为 125 
µg/mL；冰浴超声波(200 W)共作用 10min, 然后分别装入
透析袋中对 10 mmol/L PBS (pH为 7.4)透析 72h, 每 4h换
液 一 次 。 Bradford 法 测 定 蛋 白 浓 度 , 即 为 粗 制
OMP-ISCOMs 亚单位疫苗。采用电镜观察法对上述粗制
ISCOMs进行鉴定。取上述 OMP-ISCOMs 10 μL滴在铜网
上, 2%醋酸铀负染, 温箱烤干后置透射电镜(JEM-120EX)
下观察并拍照。 

1.5  免疫、采血与攻毒 
免疫    供试鱼分 3组: OMP免疫组、OMP-ISCOMs

免疫组、对照组。 OMP 免疫组 10 尾健康欧鳗 , 
OMP-ISCOMs 免疫组和对照组各 28 尾健康欧鳗(其中设
采血组 )。以 0.85%灭菌生理盐水将粗制 OMP、
OMP-ISCOMs 调整为 200 µg/mL 的悬液。免疫组以 200 
μL/尾腹腔注射免疫 (40 µg/尾 ), 对照组每尾腹腔注射
0.85%灭菌生理盐水 200 μL。 

采血    免疫后的第 7、14、21、28、35、42 天分别
对OMP-ISCOMs免疫组及对照组随机各取 3尾欧鳗, 以一次
性注射器尾椎采血, 所采血 37℃放置 1h, 4℃过夜, 10000 
r/min离心 10min, 取上清, 分装后于−40℃冰箱冻存备用。 

攻毒    免疫后第 28天攻毒。分 2个实验组和 1个
对照组, 每组 10 尾健康欧鳗。FJ03-X2 菌株细菌培养和
计数后将细菌稀释到浓度为 2.0×105 cfu/mL, 每尾腹腔注
射菌悬液 0.2 mL攻毒。一周内观察并统计结果。分组和
攻毒情况(表 1)。 

依下列公式计算免疫组的免疫保护力。 
免疫保护力(Relative percent survival, RPS)＝[1－(受

免组死亡率/对照组死亡率)]×100% 
 

表 1  攻毒和采血分组情况表 
Tab. 1  Challenge and collect blood groups 

免疫原 
Immunogens 

攻毒剂量 
(cfu/尾) 

Challenge dosage 

攻毒尾数 
Number of fish challenged 

采血尾数 
Number of fish challenged 

OMP（2.4 µg/g） 4.0×104 10 0 

OMP-ISCOMs（2.4µg/g） 4.0×104 10 18 

对照 PBS Control 4.0×104 10 18 

 
1.6  酶联免疫吸附法(ELISA)检测免疫欧洲鳗鲡血清抗

体应答水平 
采用间接 ELISA法测定对应免疫欧鳗的血清抗体效

价。首先分别以全菌、OMP包被 96孔板 4℃过夜。经系

列稀释的 7、14、21、28、35、42d 的 OMP-ISCOMs 免

疫组欧鳗血清为第一抗体, 第二抗体为鼠抗欧鳗免疫球

蛋白单克隆抗体Mab8H1与 7E2腹水抗体[15]等比 1︰1000

稀释, 第三抗体为 1︰5000 稀释的 HRP 酶标羊抗鼠抗体

(Sigma), OPD显色(Sigma)。酶标仪读数, 设空白和阴性对

照, P/N大于 2判为有效。 

1.7  SDS-PAGE和Western-blotting分析 
SDS-PAGE中, 采用 Mini-Protein cellⅡ系统(BioRad)

进行不连续垂直凝胶电泳, 浓缩胶 5%, 分离胶 12%, 染
色凝胶用低分子量标准蛋白。每孔蛋白上样量约 5 µg。 免
疫印迹中, 取首次免疫 21d和 28d的经 1: 800稀释的欧鳗
血清为第一抗体, 第二抗体和第三抗体同 1.6 描述, DAB
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显色(Sigma)。具体步骤参考《蛋白质技术手册》 [16] 进行。 

2  结  果 

2.1  ISCOMs电镜图 
待测样品用 2%醋酸铀染色后在电镜下观察到创伤

弧菌外膜蛋白 ISCOMs的直径在 30—40 nm之间, 呈现较
为典型的笼样球状结构(图 1放大倍数 50000×)。 
 

 
 

图 1  创伤弧菌外膜蛋白-ISCOMs电镜图 

Fig. 1  The Vv-OMP- ISCOMs under electron microscope 
 
 

 
 

图 2 创伤弧菌外膜蛋白 ISCOMs 的 SDS-PAGE 及其相应

Western-blotting图谱 

Fig. 2  SDS-PAGE and Western-blotting patterns of OMP-ISCOMs 
of Vibrio Vulnificus 
M. Marker；1. 创伤弧菌外膜蛋白 ISCOMs；2. 21d 欧鳗血清；3. 28d

欧鳗血清 

M. Protein low range Marker；1. OMP-ISCOMs of Vibrio Vulnificus；
2. Serum of Anguilla anguilla on the 21st day；3. Serum of Anguilla 
anguilla on the 28th day 
 

2.2  创伤弧菌外膜蛋白 ISCOMs 的 SDS-PAGE 和
Western-blotting 
制备的 OMP-ISCOMs经 SDS-PAGE分析(图 2)显示 

具有 4 条主要蛋白条带, 他们的相对分子量分别为 47、
38、36、34 kD。这与此前分析的创伤弧菌外膜蛋白
SDS-PAGE图谱是一致的(另文报道)。在相应的免疫印迹
中, 上述 4条主要 OMP-ISCOMs蛋白条带与第 21天和第
28 天所采免疫欧鳗血清形成较强的免疫反应发色带, 说
明免疫欧鳗能够针对 OMP-ISCOMs产生相应抗体。 
2.3  OMP-ISCOMs免疫欧洲鳗鲡血清抗体应答规律 

ELISA 法测定的免疫组和对照组欧鳗血清抗体

(NS-7d、14d、21d、28d、35d 、42d)的 P/N>2.0, 且差异
显著。免疫欧鳗后, OMP-ISCOMs免疫组血清抗体水平先
呈现上升趋势(第 7天的效价为 1︰100, 第 14天的效价为
1︰3200, 第 21 天的效价为 1︰6400), 免疫后第 28 天达
到峰值, 此时抗体效价可达 1︰12800, 之后开始下降(第
35 天的效价为 1︰3200, 第 42 天的效价为 1︰1600)；但
是在第 42天仍能检测到相应抗体(图 3)。 
 

 
 

图 3  以 Vv-OMP包被时血清抗体效价 

Fig. 3  The kinetics of antibody production in serum coated with 
Vv-OMP 
 

从 ELISA板各孔 OD值变化来看, OMP-ISCOMs免
疫欧鳗后 , 免疫组血清抗体水平先呈现上升趋势 , 免疫
后第 28 天达到峰值, 相应 OD 值为 1.098±0.077, 之后开
始下降; 但是在第 42 天仍能检测到相应抗体, 相应 OD
值为 0.583±0.077 (图 4)。 
 

 
 

图 4  以 Vv-OMP包被时血清抗体应答曲线 

Fig. 4  The kinetics of antibody production in serum coated with 
Vv-OMP 

通过实验分析笔者认为, OMP-ISCOMs 能够刺激欧
鳗产生体液免疫应答, 并且整个应答过程中血清抗体水
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平呈现出一定的消长规律。 

2.4  免疫保护性试验结果 
创伤弧菌 FJ03-X2 菌株的 LD50约为 7.1×103 cfu/尾, 

本研究再结合预攻毒实验, 确定实际攻毒剂量为 4.0×104 

cfu/尾。攻毒结果(表 2): 攻毒 168h 后 OMP 组仍有 8 尾

存活, 免疫保护率为 80%; OMP-ISCOMs 组的 10 尾全部
存活, 免疫保护率为 100%; 对照组则全部死亡。死亡欧
鳗体表发炎、溃烂且伴有出血症, 发病症状较为典型。比
较而言, OMP-ISCOMs免疫组欧鳗对创伤弧菌 FJ03-X2菌
株的抵抗力显著增强, 获得了很好的免疫保护性。 

 
表 2  对照和免疫欧洲鳗鲡对 FJ03-X2 菌株攻击的存活率比较 

Tab. 2  Comparison of relative survival percent of control and immunized Anguilla anguilla against challenge of Vibrio Vulnificus strain 

免疫原 
Immunogens 

攻毒剂量(cfu/尾) 
Challenge dosage 

攻毒尾数 
Number of fish chal-

lenged 

存活率 
Survival after 

72h (%) 

存活率 
Survival after 

168h (%) 

免疫保护力 
RPS 

OMP 4.0×104 10 8/10 7/10 70% 

OMP-ISCOMs 4.0×104 10 10/10 10/10 100% 
对照 

Control 
4.0×104 10 2/10 0/10 0 

 
3  讨  论 

抗原与 Quil A、胆固醇以及卵磷脂结合形成直径为
30—40 nm, 呈笼格状结构的免疫刺激复合物(ISCOMs) [17]。

ISCOMs类似膜表面抗原构造, 这种结构既固化了抗原分
子 , 同时也较好的模拟了体内识别抗原的微环境 , 将可
溶性抗原包装成颗粒性抗原 , 加强了抗原的免疫      
原性[18] 。 

从 1984 年 Morein, et al.首次将免疫刺激复合物
(ISCOMs)技术用于麻疹、副流感病毒-3 型和狂犬病毒膜
蛋白亚单位疫苗的制备到现在, ISCOMs已经被应用于众
多疫苗的研制, 并且免疫效果非常理想。近年来 ISCOMs
在水产动物疾病防治研究中得到了充分的重视。方勤美 
等 [13]将粗提的嗜水气单胞菌溶血素重组表达产物制成

ISCOMs 对鳗鲡进行注射免疫, 保护率可达 100%。董传
甫等[19]将嗜水气单胞菌外膜蛋白制成 ISCOMs 免疫鳗鲡, 
结果证实免疫效果良好且能诱导宿主产生跨血清型的交

叉免疫保护。而董传甫和林天龙等[20]分别用创伤弧菌的

胞外产物(ECPs)和 ECPs-ISCOM 免疫欧鳗, 攻毒后观察
一周, 发现 ECPs免疫组 72h内全部死亡,  ECPs-ISCOM
免疫组的免疫保护率约为 84%, 表现高度的免疫效力。 

本研究制备了创伤弧菌外膜蛋白 ISCOMs, 即
OMP-ISCOMs。通过对欧鳗的免疫保护性试验证实 , 
OMP-ISCOMs (免疫剂量为 40 µg/尾)免疫组的免疫保护
率显著高于 OMP (免疫剂量为 40 µg/尾)免疫组, 在初次
免疫中取得了很好的免疫保护效果, 表明 OMP-ISCOMs
具有较强的免疫原性。这与 Sjolander A, et al.报道嵌入
ISCOMs中的抗原其免疫原性显著增强[21]是基本一致的。

ISCOMs 是一种新型抗原呈递系统, 与其他疫苗抗原呈
递系统不同之处在于, ISCOMs 能活化免疫系统的所有 3
种抗原特异性正向淋巴细胞: 辅助性 T细胞(TH)、细胞毒
性 T细胞(CTL)和 B细胞[22]；因此, ISCOMs 在增强体液

免疫应答的同时诱导细胞免疫应答, 还可通过黏膜途径
递呈抗原, 其具有诱导动物机体产生全面免疫应答的能
力 [23]。本试验结果也支持了上述观点。通过对

OMP-ISCOMs 免疫组欧鳗第 7、14、21、28、35、42 天
血清抗体效价的比较, 发现 OMP-ISCOMs 免疫组第 7 天
的血清效价和对照组第 7 天的效价没有明显差异, 这可
能说明欧鳗体液免疫应答相对哺乳类动物要迟缓一些。根

据实验结果推测 OMP-ISCOMs能诱导欧鳗产生较长时间
的体液免疫应答, 抗体水平具有明显的消长规律。用第
21 天和第 28 天采集的 OMP-ISCOMs 免疫组欧鳗血清进
行免疫印迹证实, OMP-ISCOMs 免疫组欧鳗血清能够和
OMP-ISCOMs 发生清晰的免疫反应, 主要反应条带大致
分子量分别为 47、38、36、34 kD。而这 4种蛋白成分推
测是创伤弧菌重要的免疫原组分之一(另文报道)。目前对
于欧洲鳗鲡免疫机理的研究还处于起步阶段, 笔者建议
可以利用 OMP较强的免疫原性进一步研究欧鳗的体液和
细胞免疫应答类型, 为免疫学方法防治养殖鳗鲡疾病提
供必要的理论依据。 
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