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摘要：【目的】我们前期研究表明副溶血弧菌 SH112 株的 OmpA 蛋白在该菌的致病过程中发挥重要作

用，是亚单位疫苗研制的潜在靶标抗原。本研究进一步对 ompA(VPA1186)基因进行克隆表达，并研究

其免疫学特性。【方法】扩增去除信号肽序列的成熟外膜蛋白 OmpA 的基因片段，定向克隆至表达载体，

基因测序后对其编码蛋白质进行生物信息学分析。重组蛋白 His-OmpA 经纯化后，免疫 ICR 小鼠制备

鼠多抗血清。Western blotting 检测该蛋白的免疫原性及鼠多抗血清的特异性。动物实验验证其免疫保护

率。【结果】成功表达分子量约为 40.0 kDa 的重组蛋白 His-OmpA。制备的鼠多抗血清 ELISA 效价可达

1∶50000 以上。Western blotting 检测结果显示，该血清可与 His-OmpA 蛋白、总外膜蛋白和全菌蛋白

发生特异性反应，说明所表达的目的蛋白保持原蛋白的免疫原性。此外，该高免血清可与其他主要血清

型的副溶血弧菌发生特异性交叉反应，而与其他非副溶血弧菌菌株无交叉反应，表明该血清特异性较高，

且提示 OmpA 蛋白可能是副溶血弧菌属的共同保护性抗原。小鼠免疫保护实验结果表明，该蛋白可提

供约 35%的免疫保护率。【结论】OmpA 蛋白可作为诊断副溶血弧菌感染和亚单位疫苗研制的靶蛋白，

为进一步开展该蛋白的功能研究提供了参考。 
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副溶血弧菌(Vibrio parahaemolyticus)为革兰

氏阴性菌，弧菌属，具嗜盐性。广泛分布于海水、

进海口、海底淤泥、海鲜贝类中 [1]。通常暴发在

近海地区，人类使用污染本菌的鱼、贝类可引致

腹泻、呕吐等食物中毒症状，严重者可引起严重

的胃肠炎、败血症甚至死亡 [2–3]，是主要食源性

致病菌[4]。 

革兰氏阴性菌的细胞壁较薄，由外膜(outer 

membrane，OM)和周质间隙组成。外膜蛋白(outer 

membrane proteins，OMP)是外膜的重要成分，占

外膜的 50%，包括外膜蛋白 A (outer membrane 

protein A，OmpA)、微孔蛋白 (porins)、脂蛋白

(lipoprotein，Lpp)和微量蛋白等 [5]。研究表明，

OmpA 是革兰氏阴性菌主要的外膜蛋白，也是宿
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主免疫系统清除细菌的靶向识别蛋白，介导多种

疾病的发生，同时也激活机体的免疫机制对抗细

菌的感染，是一种重要的细菌毒力因子，影响着

革兰氏阴性菌对机体的黏附、侵袭、发挥毒性作

用等过程[6–7]。此外，革兰氏阴性菌 OmpA 在动物

疫苗上有较好的应用前景[8]。蒋蔚等[9]首次报道了

嗜水气单胞菌 J-1 株 OmpA 蛋白的免疫原性，提

示 OmpA 可能是嗜水气单胞菌的共同保护性抗

原。马文昭等[10]对鲍曼不动杆菌 OmpA 蛋白进行

免疫原性分析，提示该蛋白可用于建立快速的免疫

学检测方法并作为新型亚单位疫苗的候选抗原。 

OmpA 位于细胞壁外膜的最外层，具有同外

界广泛接触的机会[11]。副溶血弧菌共有 4 个 OmpA 

(VPA1186、VP0764、VPA0248、VP0636)，其中

VPA1186 和 VP0764 具有良好的免疫原性和疫苗

开发潜力[12–13]。本实验室先前的研究发现，副溶

血弧菌 ompA 基因(VPA1186)的缺失降低细菌对小

鼠的毒力作用，在该菌的致病过程中发挥一定的

作用，推测其可能是副溶血弧菌的主要保护性抗

原[14]。本研究克隆表达了副溶血弧菌 SH112 株

OmpA 蛋白，并制备鼠抗 His-OmpA 蛋白多克隆

抗体，Western blotting 验证其特异性和对不同血清

型副溶血弧菌的交叉反应，通过动物实验对该蛋白

的免疫保护作用进行分析，从而为进一步研究副溶

血弧菌的快速诊断方法奠定了基础，并为研制副溶

血弧菌基因工程亚单位疫苗提供了新的候选靶位。 

1  材料和方法 

1.1  菌株、质粒和实验动物 

副溶血弧菌 SH112 为临床分离株，血清型为

O3:K6，具有耐热直接溶血素(TDH)、三型分泌系统

(T3SS)和六型分泌系统(T6SS)等毒力相关因子[14–15]。

副溶血弧菌其他血清型的临床菌株 VP502 (O2:KI)、

VP59 (O1:KI)、VP26 (O10:KIII)、VP67 (O4:KII)

由本实验室保存。霍乱弧菌(CICC23794)、创伤弧

菌(ATCC27562)、大肠杆菌 O157:H7 (ATCC35150)

和肠炎沙门氏菌(CVCC1805)分别购买自中国工业

微生物菌种保藏管理中心(CICC)、中国兽医微生物

菌种保藏管理中心(CVCC)和美国模式培养物集存

库(ATCC)。pMD19-T Simple 载体购自 TaKaRa 公司。

原核表达载体 pET-28a(+)由本实验室保存。5 周龄

雌性 ICR 小鼠购自上海杰思捷实验动物有限公司。 

根据 GenBank 上发表的 RIMD 2210633 株

VPA1186 基因(登录号：BA000032)序列，利用 Primer 

premier 5.0 软件设计扩增 VPA1186 基因引物(表 1)。 

1.2  试剂和仪器 

琼脂糖凝胶回收试剂盒购自康宁生命科学(苏

州)有限公司；质粒小提试剂盒、异丙醇硫代-β-D

半乳糖苷(IPTG)和 TMB 底物显色液购自天根生

化科技(北京)有限公司；T4 连接酶、限制性核酸

内切酶 BamH Ι 和 Sac Ι 购自宝生物工程(大连)

有限公司；IDA His.Bind 树脂纯化试剂盒购自 

 
表 1.  本研究所用引物 

Table 1.  Primers used in this study 
Name Oligonucleotide sequences (5′→3′) Product size/bp 

VPA1186-ORF-F ATGAACAAAGTAGCAATTGCAGTAGCAGCA 990 

VPA1186-ORF-R TTATGGTTGAACCATCTCTTGGTATTCG  

VPA1186-F CTAGGATCCGAAATGTATATCGGGGGCAA(BamH Ι) 933 

VPA1186-R TCTGAGCTCTGGTTGAACCATCTCTTGGT(Sac I)  
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MERCK 公司；弗氏佐剂购自 Sigma 公司；BCA 蛋

白浓度测定试剂盒购自碧云天生物技术(上海)有限

公司；HRP 标记的山羊抗鼠 IgG 抗体购自 Abcam

公司；基本型 ECL 发光液购自圣尔生物科技(上海)

有限公司；蛋白分子质量标准购自 TaKaRa 公司；

多功能酶标仪和凝胶成像系统购自 Bio-Rad 公司。 

1.3  VPA1186 编码蛋白质的生物信息学分析 

以 SH112 株基因组为模板，VPA1186-ORF-F/R

为引物，扩增整个编码区的 ompA (VPA1186)基因

序列。将纯化的 PCR 产物连入 pMD19-T Simple

载体，挑取阳性克隆送去测序。用 ClustalX2 和

MEGA-X 软件对 ompA (VPA1186)基因核苷酸序列

进行遗传进化分析并采用邻接法(Neighbor-Joining，

NJ)构建进化树，比较其与 GenBank 上公布的 11 株

不同来源的副溶血弧菌参考菌株的同源性。 

通过 Signal P (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

SignalP/)进行蛋白质的信号肽预测；利用 ProtParam

在线软件(http://web.expasy.org/protparam/)计算蛋白

质的理论分子质量、理论等电点；通过 Protscale 

(http://web.expasy.org/protscale/)分析蛋白质的亲水

性与疏水性；将 SH112 株 ompA (VPA1186)基因与

GenBank 已知的 10 多株副溶血弧菌不同菌株该基

因的核苷酸和氨基酸序列进行对比分析，并应用

SWISS-MODEL (http://www.swissmodel.expasy.org/)

预测蛋白质的三级结构。 

1.4  重组表达质粒的构建、鉴定和目的基因的表达 

以 SH112 株 基 因 组 为 模 板 ， VPA1186-F/ 

VPA1186-R 为引物，扩增去除信号肽编码区的 ompA 

(VPA1186)基因序列。将纯化的 PCR 产物和空质

粒 pET28a(+)分别用 BamH Ι 和 Sac I 双酶切，T4

连接酶连接后，构建重组表达质粒 pET28a-ompA。

将构建的重组质粒转化至大肠杆菌 BL21(DE3)，加

入终浓度为 1 mmol/L 异丙基硫代-β-D-半乳糖苷

(IPTG)，诱导表达重组蛋白，SDS-PAGE 检测蛋白

表达。对诱导表达的 His-OmpA 蛋白，用 MERCK 公

司的 IDA His.Bind 树脂纯化试剂盒进行蛋白纯化。 

1.5  细菌外膜蛋白的提取 

参考文献[16]提取副溶血弧菌外膜蛋白，步骤

简述如下：将 SH112 接种于 250 mL LB 液体培养基

中，振荡培养 24 h。收集菌液于 50 mL 离心管中，

10000g、4 °C 离心 10 min，用 4 °C 预冷的 0.02 mol/L 

Tris-HCl (pH 7.5)洗涤 1 次。10000g、4 °C 离心

10 min，沉淀重悬于 20 mL 上述缓冲液中，超声

破碎。将破碎好的菌体 7000g、4 °C 离心 10 min，

收集上清。后 40000g、4 °C 离心 30 min，沉淀溶

于 25 mL 0.5%十二烷基肌氨酸钠(SLS)。4 °C 静置

过夜后，40000g、4 °C 离心 30 min，沉淀即为副

溶血弧菌 SH112 外膜蛋白，用 2 mL 双蒸水溶解

后于–20 °C 保存。BCA 法测总外膜蛋白蛋白浓度。 

1.6  His-OmpA 蛋白的鼠多抗制备 

将纯化的 His-OmpA 蛋白与等量弗氏完全佐

剂(Sigma 公司产品)混合乳化后，足垫免疫 ICR 小

鼠，共免 5 只，免疫剂量为 0.1 mg/只。14 d 后二

免，剂量同首免，用弗氏不完全佐剂乳化，背部

皮下多点注射。二免后 14 d 后进行三免，剂量和

乳化方法同二免，腿部肌肉注射。第 3 次免疫后

7 d，眼球采血制备血清。用纯化的 His-OmpA

蛋白作为包被抗原(包被浓度为 0.4 μg/mL，每孔

100 μL)，间接 ELISA 方法检测其效价。以总外膜

蛋白、全菌蛋白和表达的 His-OmpA 蛋白为抗原，

Western blotting 检测重组蛋白免疫原性。 

1.7  抗 OmpA 蛋白高免血清的特异性测定 

选择副溶血弧菌主要血清型菌株 VP502、

VP59、VP26 和 VP67，以及霍乱弧菌、创伤弧菌、

大肠杆菌和沙门氏菌菌株，培养至对数生长期，

4 °C、12000g 离心 5 min，收集菌体。以抗 SH112
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株 OmpA 蛋白的血清为一抗，对上述细菌的全菌

蛋白进行 Western blotting 检测，运用 ECL 发光显

色，验证制备血清的特异性。 

1.8  His-OmpA 蛋白免疫效果的初步研究 

为评价 His-OmpA 蛋白免疫保护性，45 只 5 周

龄 ICR 小鼠，随机分为 3 组，每组各 15 只，分别

免疫 1×109 CFU SH112 甲醛灭活全菌疫苗、0.1 mg 的

His-OmpA 蛋白和 PBS。首次免疫用等量弗氏完全佐

剂乳化，二免和三免用等量弗氏不完全佐剂，每 14 d

免疫 1 次。三免后 7 d，以灭活的 SH112 为包被原

(每孔约 1×107 CFU)，小鼠尾尖采血，1000 倍稀释

血清，间接 ELISA 测定各组血清效价水平。三免

10 d 后攻毒。攻毒剂量为每只小鼠腹腔注射 200 μL，

约 2×107 CFU。观察 24 h，记录小鼠死亡情况。 

2 结果和分析 

2.1  基因 ompA (VPA1186)编码蛋白质的生物信

息学分析 

序列分析表明，SH112 株 ompA (VPA1186)基

因共 990 个核苷酸(GenBank 登录号为 MN413200)。

与 11 株副溶血弧菌的 ompA 序列分析结果表明：

其核苷酸序列相似性在 99.0%–100%，氨基酸序列

相似性均为 100%。遗传进化结果分析表明，OmpA

在各菌株间同源性较高，系统进化树进一步显示了

各菌株间的进化关系(图 1)。Signal P 在线软件分析

结果表明，OmpA 蛋白的 N 端有一个端信号肽序

列，位于 1–24 号氨基酸残基。利用 ExPASY 在线

软件中 ProtParam 工具分析结果表明，SH112 的

ompA (VPA1186)编码成熟外膜蛋白理论分子量约

为 33.8 kDa，推测其理论等电点为 4.25，分子式为

C1495H2246N384O489S11，原子总数为 4625，不稳定指

数为 34.47，表明该蛋白为稳定蛋白。运用 ProtScale

在线工具对 OmpA (VPA1186)的分析表明，氨基酸

序列中疏水最大值为 4.500 (亲水性为负，疏水性

为正)，最小值为–4.500，表明该蛋白属于亲水性

蛋白。应用 SWISS-MODEL 预测蛋白质的三级结

构(图 2)，预测该蛋白由 8 个跨膜反向平行的 β-

桶装结构域构成，膜的外表面由 4 个环构成，该

结构符合 OmpA 蛋白超家族的共同特征。 

 

 
 

图 1.  副溶血弧菌 ompA 基因核苷酸序列系统进化树 

Figure 1.  The phylogenetic tree of V. parahaemolyticus ompA gene sequences. The evolutionary distances were 
calculated by MEGA-X software. Bootstrap values at nodes were calculated using 1000 replicates by Maximum 
Composite Likelihood model. Numbers at branching points are bootstrap values. The GenBank accession numbers 
are given in parentheses. 
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图 2.  副溶血弧菌 OmpA 蛋白的三级结构 

Figure 2.  The 3D structure of V. parahaemolyticus 
OmpA protein.  
 

2.2  重组表达质粒的构建和 OmpA 蛋白的表达、

纯化 

通过 PCR 获得目的片段，大小正确(图 3-A)，

对构建的重组表达质粒 pET28a-ompA 进行双酶切

鉴定，结果表明得到 2 条大小分别约 933 bp 和

5900 bp 的片段(图 3-B)，与预期结果一致，测序

结果表明，成功构建该重组质粒。 

该重组质粒经诱导表达后，SDS-PAGE 检测结

果表明，成功表达分子量约为 40 kDa (包含 pET28a

质粒编码的约 6.2 kDa 的标签蛋白)的 His-OmpA 重

组蛋白，该蛋白呈可溶性表达 (图 4)。可 溶 性

His-OmpA 重组蛋白经纯化后(图 5)，可获得浓

度为 2.77 mg/mL 的纯化的 His-OmpA 重组蛋白。 

2.3  His-OmpA 蛋白高免血清制备、效价检测及

其免疫原性检测 

对三免后的血清进行 ELISA 检测，结果表明

制备的抗 His-OmpA 血清，其效价可达 1∶50000

以上。Western blotting 检测结果表明，制备的抗

OmpA 蛋白鼠多抗，与提取的总外膜蛋白、全菌

蛋白和表达的 His-OmpA 重组蛋白均呈现特异性

反应，分别在约 33.8 kDa (总外膜蛋白和全菌蛋白)

和 40.0 kDa (重组蛋白)处显示目的条带，而与阴

性对照牛血清白蛋白(BSA)没有反应(图 6)，表明

纯化蛋白诱导机体产生了良好的免疫反应。 

 

 
 
 

图 3.  重组载体 pET28a-ompA 的构建 

Figure 3.  Constrution of recombinant pET28a-ompA. A: PCR amplification of ompA (VPA1186) gene. Lane 1: 
Negative control; lane 2: A 933bp fragment was amplified from SH112 genomic DNA using primers VPA1186-F 
and VPA1186-R; M: DL2000. B: Identification of recombinant pET28a-ompA by dual-enzyme digestion. Lane 1: 
Double digestion of the recombinant pET28a-ompA with BamH I and Sac I; lane 2: Double digestion of the 
pET28a(+)vector with BamH I and Sac I; M: DL15000. 
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图 4.  BL21 表达菌的 SDS-PAGE 分析 

Figure 4.  SDS-PAGE analysis of His-OmpA expression 
products. M: protein marker; lane 1: pET28a/BL21 
before induced; lane 2: pET28a-ompA/BL21 before 
induced; lane 3: pET28a-ompA/BL21 induced by IPTG; 
lane 4: The protein supernatant fluid of pET28a-ompA/ 
BL21 induced by IPTG; lane 5: The protein deposition 
of pET28a-ompA/BL21 induced by IPTG. 

 

 
 

图 5.  His-OmpA 纯化蛋白的 SDS-PAGE 分析 

Figure 5.  SDS-PAGE analysis of His-OmpA purification. 
M: protein marker; lane 1: purified His-OmpA protein; 
lane 2: supernatant of bacteria with IPTG induction; 
lane 3: blank control (BSA). 

 

运用 BCA 法，对提取的总外膜蛋白进行浓度

测定，结果表明，浓度为 1.3651 mg/mL。用提纯

的 SH112 株总外膜蛋白为包被抗原，抗 SH112 株

总外膜蛋白的血清为阳性对照，未免疫血清为阴

性对照进行 ELISA 检测，当免疫血清以 1:1000 

 
 

图 6.  OmpA 蛋白的 Western blotting 分析 

Figure 6.  Western blotting analysis of OmpA protein. 
M: Protein marker; lane 1: Purified expression protein 
OmpA; lane 2: Total outer membrane protein of SH112 
strain; lane 3: Whole-cell proteins from SH112 strain; 
lane 4: Blank control (BSA). 
 

稀释时，与总外膜蛋白反应的 OD450 值均大于

1.0，标准阴性血清 OD450 的值为 0.10 左右。证明

所表达的 His-OmpA 蛋白能刺激机体产生特异性

抗体。 

2.4  抗 OmpA/(VPA1186)蛋白高免血清的鉴别诊断 

Western blotting 分析表明，SH112 株 OmpA

鼠多抗可与 O2:KI、O1:KI、O10:KIII、O4:KII 血

清型副溶血弧菌(VP502、VP59、VP26 和 VP67)

发生交叉反应，与霍乱弧菌、创伤弧菌、大肠杆

菌和肠类沙门氏菌不发生交叉反应(图 7)，表明制

备的鼠抗 OmpA 多抗具有良好的交叉反应性和特

异性，可用于诊断副溶血弧菌的感染。 

2.5  His-OmpA 蛋白免疫小鼠及免疫效果的初步

研究 

三次免疫后，以全菌为包被原测定血清效价水

平，结果显示，与对照 PBS 免疫组相比，His-OmpA

蛋白组小鼠体内抗体水平显著提高，提示该蛋白

可以产生对 SH112 的保护性抗体(图 8)。三免后 



王亚磊等 | 微生物学报, 2019, 59(10) 1943 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

  

 
 

图 7.  副溶血弧菌和其他非副溶血弧菌全菌蛋白的 Western blotting 鉴定 

Figure 7.  Identification of whole bacterial protein of V. parahaemolyticus stains and non-V. parahaemolyticus stains 
by Western blotting. M: Protein markers; lane 1–9: Whole-cell proteins from V. parahaemolyticus srains: SH112, VP502, 
VP59, VP26, VP67, and non-V. parahaemolyticus stains: V. cholerae, V. vulnificus, E. coli O157:H7 and S. enteritidis. 
 

 
 

图 8.  三免后小鼠体内抗体水平的 ELISA 检测 

Figure 8.  ELISA detection of antibody levels in mice 
after immunization. At the 7th day after the third 
immunity, the serum was collected to detect their titer 
by ELISA with inactivated SH112 as the coating 
antigen. **: P<0.01. 

 

10 d，各组小鼠腹腔注射 SH112 活菌 2×107 CFU，

观察小鼠死亡情况。24 h 后甲醛灭活全菌组死亡

4 只，His-OmpA 重组蛋白组死亡 10 只，PBS 组死

亡 14 只，存活曲线见图 9，结果说明全菌组的保

护率为约 75%，重组蛋白组的保护率约为 35%，该

结果与上述图 8 结果相对应，His-OmpA 蛋白免疫

组的小鼠产生的抗SH112抗体显著低于细菌免疫组。 

 
 

图 9.  感染小鼠的存活曲线 

Figure 9.  Survival curve of mice infected with SH112. 

3  讨论 

副溶血弧菌对水产养殖和人类饮食健康均造

成了巨大威胁[4]。OmpA 是革兰氏阴性菌主要外膜

蛋白，能维持细菌外膜结构完整和细菌形态，在

细菌对宿主的黏附和侵袭，以及宿主免疫系统清

除细菌的靶向识别上起关键作用[17–18]。本研究成

功克隆 SH112 株 ompA (VPA1186)基因，并实现了

OmpA 蛋白的高效表达和纯化。本实验选取的副

溶血弧菌 SH112 为临床分离株，经前期鉴定，血

清型为 O3:K6，为国内主要流行血清型。生物信
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息学表明，SH112 株副溶血弧菌 ompA (VPA1186)

基因核苷酸和氨基酸序列与国内外主要菌株同源

性较高。由于信号肽序列可能会影响外膜蛋白的

可溶性表达及蛋白表达量，因此本研究在克隆目

的基因的时候去除了信号肽序列，结果获得了高

效的可溶性蛋白表达，为后续实验打下良好基础。 

用纯化的 His-OmpA 重组蛋白免疫 ICR 小鼠，

获得高效价的鼠抗血清，将其用于 Western blotting

分析，结果表明重组 OmpA 蛋白、总外膜蛋白和

全菌蛋白均出现目的蛋白条带，表明重组融合蛋

白抗原结合位点没有改变，且抗 OmpA 蛋白小鼠

抗体能够识别天然蛋白，提示该蛋白可能为保护

性抗原。Western blotting 进一步分析表明，SH112

株 OmpA 蛋白的鼠抗血清可与多种血清型的副溶

血弧菌发生特异性结合反应，而与四种其他常见

的食源性病原微生物(霍乱弧菌、创伤弧菌、大肠

杆菌和肠类沙门氏菌)不发生反应，该结果首先提

示该蛋白具有良好特异性，可作为副溶血弧菌诊

断的一个靶标蛋白，可用于研制高灵敏性和特异

性的 ELISA 或胶体金免疫层析检测方法，以实现

副溶血弧菌的快速检测及鉴别诊断。其次本实验

所选取的副溶血弧菌血清型广泛，包含了国内 5 个

主要血清型，特别是近年来广泛流行于上海、舟

山、宁波等地的 O2:KI、O1:KI、O10:KIII、O4:KII

血清型以及杭州湾地区的副溶血弧菌优势血清型

O3:K6[19]，本结果提示 OmpA 蛋白很可能为不同

血清型的副溶血弧菌的共同保护性抗原。 

需要说明的是，ompA (VPA1186)基因理论上

编码分子量为 33.8 kDa 的成熟外膜蛋白，但是在

Western blotting 分析中实际蛋白条带大小约 36 kDa，

原因可能是 OmpA 超蛋白家族(又称热修饰蛋白)，

包括 4 个由 β 折叠组成的细胞外环状结构，N 端

构成 8 个跨膜反向平行的 β-桶装结构域，这一特

殊结构使该蛋白具有温度依赖性，高于 50 °C 经

SDS 加热后，分子构象改变，导致不对称性增加[20–21]。

因此在进行 SDS-PAGE 时，泳动速度显著降低，

导致在 Western blotting 实验结果中的目的条带稍

微上移(图 6 和图 7)。 

目前已有多种实验动物模型用于副溶血弧菌

的致病机制研究，包括小鼠口服感染和腹腔注射

感染，以及兔回肠环结扎、乳兔和小鼠口腔感染

等方法模型[22–23]。研究表明通过口服或腹腔注射

方法感染副溶血弧菌可导致小鼠死亡[24–25]。在我

们之前的研究中[26]已通过小鼠腹腔注射感染方法

来评价疫苗免疫效果。本研究以 His-OmpA 重组

蛋白免疫小鼠进行动物保护性实验，以全菌为包

被原测定血清效价水平来看，免疫 OmpA 蛋白的

小鼠可产生高效的针对副溶血弧菌的特异性抗

体。三免后腹腔攻毒副溶血弧菌 SH112 株，OmpA

蛋白免疫组小鼠存活率明显高于空白组，获得了

约 35%的免疫保护率。这与 Wang 等[8]用迟缓爱德

华菌(Edwardsiella tarda) OmpA 进行小鼠的免疫

保护评价获得的 47.1%的保护率相近。比较攻毒

前后抗体的效价变化，发现攻毒后 24 h 抗体效价

明显降低(结果未显示)，进一步说明攻毒后小鼠体

内产生的抗 OmpA 蛋白抗体与副溶血弧菌发生了

中和作用。我们的结果也表明该膜蛋白的保护性

显著低于灭活菌免疫组，可能单个蛋白的保护性

没有那么高，在后期研究中，我们拟筛选出其他

具有保护性作用的蛋白，做串联表达来制备基因

工程亚单位疫苗，也许可以增加保护率，当然这

需要进一步研究证实，希望有新的发现。 

本 研 究 首 次 报 道 了 副 溶 血 弧 菌 SH112 株

OmpA 蛋白(VPA1186)可能是国内一些主要血清

型的共同保护性抗原，对感染副溶血弧菌的强毒

株具有一定的保护性作用，可作为基因工程亚单
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位疫苗的候选蛋白；此外该蛋白具有良好的特异

性，可作为副溶血弧菌诊断的一个靶标蛋白。以

上结果为 OmpA 作为副溶血弧菌特异性诊断靶标

和基因工程亚单位疫苗的候选成分提供了理论基

础和数据支持。 
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Expression and immunological characterization of the OmpA 
protein from Vibrio parahaemolyticus strain SH112 

Yalei Wang, Quan Wang, Xuerui Bai, Chuangnan Bie, Zhaoguo Chen, Xiangan Han*, 
Wei Jiang* 
Shanghai Veterinary Research Institute, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Shanghai 200241, China 

Abstract: [Objective] OmpA protein (VPA1186) of Vibrio parahaemolyticus SH112 stain plays an important role in 

pathogenesis and can be a potential vaccine candidate against V. parahaemolyticus infection. We expressed and to 

immunologically characterized OmpA protein from strain SH112. [Methods] The ompA gene from strain SH112 was 

amplified by PCR method and cloned into express vector. The coding protein was analyzed according to the 

sequencing analysis. The protein was expressed in Escherichia coli BL21(DE3). The mouse anti-OmpA antiserums 

were generated by immunization of ICR mice with the recombinant protein purified by Ni-NTA. The immunogenicity 

and the specificity of OmpA were detected by Western blotting analysis. The vaccine protective efficacy of OmpA 

was verified by animal challenge experiment. [Results] The 40 kDa recombinant protein His-OmpA was successfully 

expressed. ELISA result shows that the titer of antiserum was above 1:50000. Moreover, Western blotting results 

reveals the antiserum reacted not only specifically with the purified His-OmpA protein but also with outer membrane 

proteins and whole-cell proteins of V. parahaemolyticus, suggesting that the expressed protein remained the 

immunogenicity of original OmpA protein. In addition, Western blotting result reveals that the antiserum reacted 

specifically with about 36 kDa proteins from four other V. parahaemolyticus strains with major serotypes in domestic, 

but not reacted with other non-V. parahaemolyticus strains, suggesting the antiserums have a high specificity and the 

protein maybe a common protective antigen in different V. parahaemolyticus isolates. We further showed that OmpA 

conferred protective effect as about 35% of mice survived V. parahaemolyticus infection. [Conclusion] Our findings 

indicate that OmpA protein could play important roles in development of diagnostic test and may serve as candidate 

vaccine against V. parahaemolyticus infection. 

Keywords: Vibrio parahaemolyticus, OmpA, immunogenicity, protective effect 
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