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嗜水气单胞菌菌蜕的制备及其对银鲫的口服免疫 

储卫华 1,  庄禧懿 1, 陆承平 2* 
(1中国药科大学生命科学与技术学院, 南京 210009) 

(2南京农业大学动物医学院, 南京  210095) 

摘要：菌蜕系统是一个自身具有佐剂性质的新型疫苗体系, 不含细胞质内容物但具有细菌的完整表

面抗原结构, 可诱导机体的体液、细胞免疫应答及增强黏膜免疫反应。本研究通过将带有裂解基因 E

的质粒 pElysis转化至嗜水气单胞菌 J-1株中, 对 Ah J-1(pElysis)进行温度诱导, 温度从 28℃升至 42 , ℃

每隔 15min检测菌液的 OD600值, 测定其溶菌动力学, 并做无菌检验, 用扫描电镜观察裂解后的细菌

形态, 研究其作为口服疫苗对银鲫的效果。结果显示, 通过温度诱导, 嗜水气单胞菌 J-1(pElysis)OD

值在诱导 30min 后开始持续下降, 75min 时开始趋于平稳, 到 120min 溶菌效率达 99.99%, 诱导 16h

后进行无菌检验, 证实其无活菌。扫描电镜观察绝大部分菌体经诱导后形成菌蜕, 细胞两端有溶菌通

道。动物试验表明, 用菌蜕口服免疫的银鲫, 在第 5周产生较高的凝集抗体, 达到 27, 并能维持 2周; 

而甲醛灭活苗组为 26, 维持时间仅一周; 生理盐水对照组效价仅 2。攻击试验表明, 菌蜕疫苗组和甲

醛灭活疫苗组对嗜水气单胞菌强毒株 J-1 的攻击均有保护作用, 其相对保护率分别为 16/20(78.95%)

和 12/20(57.9%), 显示菌蜕疫苗比普通灭活疫苗能更有效地激活机体的免疫保护。    
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嗜水气单胞菌(Aeromonas hydrophila, Ah)能够引

致淡水鱼等的败血症和人的腹泻等[1]。治疗和预防细

菌性鱼病主要依赖抗生素 , 这不仅会引起鱼类生理
上的障碍及药物残留、环境污染、水中有益菌群失调

等一系列问题发生 , 而且会导致细菌的抗药性并会
潜在影响人类细菌性传染病的防治。由于鱼类已经具

有专门的免疫器官和初步的特异性免疫防御机制 , 
接种疫苗可诱导鱼体免疫应答 , 从而达到防治鱼类
细菌性病害的目的。鱼类疫苗免疫主要采用浸泡免疫

和肌肉注射免疫两种方法, 二者各有优缺点：浸泡免
疫方便 , 但效果差 ; 而肌肉注射免疫效果虽然较好 , 
但因其既耗费时间, 又耗费人力而很难推广应用。鉴
于鱼类疫苗免疫方面存在的问题 , 选择一种能口服 , 
并能有效刺激机体产生免疫应答的疫苗成为研究  

热点。 
菌蜕(Bacterial ghosts, BGs)是一种具有佐剂性质

并能携带外源抗原的新型疫苗递送体系 , 它是革兰
氏阴性菌被噬菌体 PhiX174的裂解基因 E裂解后形成
的完整细菌空壳, 虽不含有胞浆成分, 但仍保持细菌
细胞形态、黏附性、细菌表面抗原性等特性。由于它

具有完整的细菌表面抗原结构 , 所以它能直接作为
疫苗使用, 利用基因工程手段, 可以非常便利地将外
源抗原蛋白插入菌蜕的内膜、外膜或周质等多个部位, 
构建重组菌蜕多价疫苗。菌蜕疫苗具有制备方法简

便、安全性好、不需冷藏, 并可以用来制备多价联合
疫苗等优点。因此, 菌蜕技术已成为一项研究开发新
型基因工程疫苗的平台技术 [2~7]。本试验以常用的鲤

科鱼银鲫为试验动物 , 以淡水鱼常见的病原菌嗜水
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气单胞菌为对象, 将裂解基因 E 质粒转化进入, 经热
诱导方法高效制备具有完整外膜的菌蜕 , 研究其裂
解效率、制备条件、形态以及作为口服疫苗对鲫的免

疫效果 , 为进一步研发有效的菌蜕疫苗和佐剂形式
奠定了良好的基础。  

1 材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株及质粒：嗜水气单胞菌 (Aeromonas hy-
drophila, Ah)J-1 株系陈怀青等从患细菌性败血症的
病鱼中分离而得 , 由南京农业大学动物医学院微生
物实验室保存 , AhJ-1 对鲫的半数致死量为 5×103 

CFU[8]。将 AhJ-1 甘油菌种划线接种于 LB琼脂平板, 
28℃培养过夜, 再挑取适量菌体接种于 LB 培养基中
(pH7.2), 28℃震荡培养, 培养 24ｈ后进行细菌计数。 

裂解质粒 pElysis, 带有裂解基因 E, 由本室构建, 
其结构见图 l; E.coli DH5α(pElysis)由本室保存。 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1  含裂解基因 E 质粒 pElysis 示意图 
Fig.1  Partial restriction map of pElysis consisting of the lysis  
gene E. 
 
1.1.2  主要试剂和仪器：主要仪器有： PCR 仪

(170-6701, 美国伯乐 ), 水平电泳仪 (DYCP-31D, 北
京六一仪器厂), 凝胶成像仪(Gel Doc XR 170-8170, 
美国伯乐), 扫描电子显微镜(Hitachi S-2150, 日本)。
胰蛋白胨、酵母浸提取物、氯霉素(catGC+), TaqDNA
聚合酶, dNTP, DNA分子量Marker, 质粒提取试剂盒, 
琼脂糖等试剂均购自上海生工生物工程公司 , 其它
试剂位国产分析纯。 

1.2  嗜水气单胞菌菌蜕的制备 
1.2.1  质粒 pElysis转化嗜水气单胞菌：参照文献[9]
方法进行, 从 E.coli DH5α(pElysis)提取质粒, 并用氯
化钙法将质粒 pElysis 转化入嗜水气单胞菌 J-1 株 , 
28 , ℃ 在氯霉素(30mg/L)抗性的 LB 平板上进行筛选, 
挑取单菌落于 LB 液体培养基(catGC+)中培养, 进行
E 基因 PCR 鉴定, P1：5′-ATGGTACGCTGGACTT- 

TGTG-3′, P2：5′-ACATTACATCACTCCTTCCG-3′。 
1.2.2  Ah J-1 菌蜕的制备：从−70℃冰箱中取出冻存
的 Ah J-1(pElysis)接种于 LB平板上, 28℃恒温箱培养
过夜; 挑单菌落接种于 5mL 氯霉素(30mg/L)抗性的
LB液体培养基中, 28  200r℃ /min摇床过夜培养; 次日, 
转接种于 50ml 氯霉素抗性的 LB 液体中 , 28  ℃

200r/min 摇床培养至 600nm 处 OD 值为 0.4～0.5 时, 
开始把温度迅速升至 42  , ℃ 进行诱导 14~16h即得。 

1.3  Ah J-1(pElysis)溶菌动力学试验 
在 5mL 含 30mg/L 氯霉素的 LB 中接种 Ah J-1 

(pElysis), 28  200r℃ /min 过夜培养, 然后转接 1~2mL
于 50ml含 30mg/L氯霉素的 LB中, 28  200r℃ /min 摇
床培养至 600nm处 OD值为 0.4～0.5时, 将培养物分
为两瓶(各 25mL), 一瓶继续 28℃培养, 一瓶 42℃培养, 
诱导 E基因表达。然后每 15min取样, 测 OD600的吸

光度值, 直到 42℃培养物的 OD600趋于平稳为止。 

1.4  电镜观察 
将诱导 4h 的菌液 4 000g 离心 10min, 用 0.01 

mmol/L PBS 洗涤 3 次, 离心, 以 2.5%戊二醛固定
60min, 经多步乙醇脱水 , 丙酮脱水等步骤处理后用
扫描电镜进行观察。 

1.5  菌蜕疫苗动物试验 
1.5.1  疫苗的制备：菌蜕按 1.2.2 制备, 通过平板计
数进行无菌检测, 确认无菌, 显示溶菌结束。溶菌结
束后离心, 用 PBS洗涤 3次定容到原体积即为菌蜕疫
苗。置 4℃冰箱备用。 

1.6  动物免疫试验   
银鲫(Carassius auratus gibelio, 以下简称鲫)60

尾购自南京市某养殖场 , 每尾约 100~150g, 在水温
为(27±1)℃的水族箱内充氧饲养, 水体积为 30L。观察
7d, 证实无病后, 用于试验。 

将 AhJ-1 和 Ah J-1(pElysis)按 1.1.1和 1.2.2方法
培养, 并记数 , 加入甲醛或升温灭活制备疫苗, 在每
天观察鱼的采食量的基础上 , 将疫苗或生理盐水按
4mL疫苗/1000g饲料, 添加粘合剂, 均匀喷洒在自制
的鱼用普通粉状饲料中并制成颗粒饲料 , 热空气烘
干, 连续投喂 7d。 
1.6.1  全菌凝集试验：将 60尾健康鲫随机分成 3组, 
各组每天通过饲料摄入一定量的疫苗或生理盐水, 各
组剂量分别为：试验组每尾口服含菌蜕疫苗, 对照组
口服含甲醛灭活疫苗和生理盐水的饲料, 每隔一周尾
静脉采血, 分离血清, 参照 Roberson等的方法[10]进行

微量板凝集试验, 检测鲫对 AhJ-1的全菌凝集抗体。 

PRM 

CI857 

pElysis 

PRMLT
Gene E

≈6.5kb 

catGC+ 
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120min 时, 培养物活菌数从 7.5×108CFU/mL 下降到
3.0×103CFU/mL, 溶菌效率达 99.99%。 

1.6.2  攻击试验：在鲫口服菌蜕疫苗后第 6 周 , 用
1.5×107CFU的 J-1攻击, 观察 7d, 记录死亡数, 并根
据公式计算免疫保护率(RPS), RPS=(1-免疫组死亡数
/对照组死亡数)×100%[11]。同时设对照组。  

2.3  电镜观察  
绝大部分细菌经诱导后形成菌蜕 , 呈空泡状的

结构 , 而未裂解的细菌很少 , 呈实体 (见粗箭头所
示)。菌蜕细胞保持了完整的一层细菌外膜, 但由于胞
内的物质已经被溶解 , 细菌表面形态发生明显的皱
缩, 并能看到菌蜕细胞上的溶菌孔道, 溶菌孔道位于
细胞两极(图 4)。 

2  结果 

2.1  转化菌 E 基因的 PCR 鉴定 
将转化子进行 E基因 PCR扩增, 经 1%琼脂糖电

泳, 出现 276bp 的条带, 其结果跟预期的一致, 说明
质粒 pElysis已经成功转化进入嗜水气单胞菌 J-1中。  

 

 

                         
 

图 4  嗜水气单胞菌 J-1 菌蜕电镜照片(2000×) 
图 2  嗜水气单胞菌转化子 E 基因 PCR 产物电泳图 Fig.4  Scanning electron micrograph of A. hydrophila J-1 lysed by 

the induction of the lysis E gene(2000×). Arrows indicate trans-
membrane tunnels. 

Fig.2  Results of PCR products of A.h J-1 transformants consisting 
the E gene. 
 

 2.2  Ah J-1(pElysis)溶菌动力学 
2.4  动物免疫试验   将嗜水气单胞菌 Ah J-1(pElysis)菌株在 28  200℃  

r/min 培养至对数生长期中期, 然后 42℃诱导 E 基因
表达。结果显示, 溶菌在诱导表达后 30min后就开始, 
OD600不断下降, 75min 开始趋于平稳(图 3)。溶菌至 

口服含菌蜕疫苗的鲫在第 5周时, 发现其全菌凝 
集效价最高, 达 1：27(图 5 )。第 6周时用 1.5×107CFU 

的 J-1 进行攻击, 用菌蜕疫苗免疫组的相对存活率为
80%, 免疫保护率(RPS)为 78.95%(表 1), 高于甲醛灭
活组(57.9%)。 

 

 

 

  
 图 3  温度诱导 E 基因表达的嗜水气单胞菌溶菌过程 
图 5  鲫口服菌蜕疫苗后抗体效价 Fig.3  Growth and lysis curves of A. hydrophila J-1(Elysis) by 

temperature induction of gene E expression. At time zero, the cul-
tures were shifted from 28  to 42℃ ℃. 

Fig.5  Serum antibody responses evoked in Carassius auratus 
gibelio following immunization with AhJ-1 ghost. 

表 1  菌蜕免疫组与对照组的相对存活率 
Table 1  The relative percent survival (RPS) of vaccinated with Ah J-1 ghost vaccine and control fish after  

challenged with Aeromonas hydrophila J-1 

Group Number of  
experiment fish 

Number of 
survival 

Ratio of 
survival RPS/% Statistical significance 

Bacterial ghost vaccine 20 16 80.0 78.95 P<0.05 
Formalin killed vaccine 20 12 60.0 57.9 P<0.05 

Saline 20 1 5.0   
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3  讨论 

细菌菌蜕的优势在于保留了与活菌一样的细胞

膜结构和相关抗原蛋白, 并可在壳内携带外来基因。
由于其保留的细菌膜含有完整的膜蛋白 , 菌毛及其
它免疫刺激成分如脂多糖, 肽聚糖等, 这些成分可被
树突状细胞和巨噬细胞的相关膜受体识别 , 有效的
吞噬进而激发相关免疫效应[5, 13, 14], 同时能诱导细胞
因子的产生[15]。细菌菌蜕本身同时又是很好的免疫佐

剂 , 这也是细胞菌蜕作为基因疫苗的运送系统的最
大特点。细菌菌蜕特别适合作为黏膜免疫的疫苗运送

系统 , 通过口服途径也可激发体液和细胞免疫应  
答[16]。 

鱼类的口服疫苗是较为方便的免疫途径 , 但口
服方式及免疫效果均有待进一步改善。李凤玲等为提

高灭活嗜水气单胞菌口服疫苗的效果 , 试用草鱼 α2

巨球蛋白作为保护剂及免疫增强剂[17]。菌蜕口服疫苗

与之相比, 无疑有较大优势 , 免疫原性好 , 菌蜕口服
免疫鲫能有效地刺激鲫抗体的产生 , 其抗体效价和
免疫保护率都高于常规的甲醛灭活组 , 说明菌蜕疫
苗本身具有佐剂的作用[17,18]。添加保护剂后是否可进

一步增强免疫效果, 有待进一步研究。 
转化有噬菌体 PhiX174 的裂解基因 E 的质粒的

方法有多种 , 本研究采用通过氯化钙转化法获得理
想结果, 此法可重复性好 , 易于掌握 , 与其他研究者
的研究结果相类似[19,20]。采用热诱导法当温度由 28℃
升高到 42℃后, 75min裂菌效果已趋于稳定, 14h时就
达到完全裂解 , 比甲醛灭活细菌极大地节省了时间 , 
并且没有甲醛对机体的不良刺激。 
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Generation of Aeromonas hydrophila ghosts and their evaluation as oral vac-
cine candidates in Carassius auratus gibelio 

Weihua Chu 1, Xiyi Zhuang1, Chengping Lu2* 
(1School of Life Science & Technology, China Pharmaceutical University, Nanjing 210009, China) 

(2College of Veterinary Medicine, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract: The bacterial ghost (BG) system is a novel vaccine delivery system endowed with intrinsic adjuvant properties. 
Bacterial ghosts are nonliving Gram-negative bacterial cell envelopes devoid of cytoplasmic contents while maintaining 
their cellular morphology and native surface antigenic structures. They are produced by PhiX174 protein E-mediated 
lysis of Gram-negative bacteria, and can induce humoral and cellular immune response, including mucosal immune 
responses. Plasmid pElysis consisting E gene was transformed into AhJ-1. Through shifting the culture temperature 
from 28  to 42 , ℃ ℃ A. hydrophila J-1 (pElysis) was induced to lyse and the OD600 value of culture media was measured 
every 15 minutes during the induction. The lysed bacteria were observed by scanning electron microscopy (SEM). The 
A. hydrophila ghosts (AHG) used as oral vaccine were also investigated. The OD600 value of A. hydrophila J-1(pElysis) 
began to decline after 30min of induction, and after 75min of induction, the OD600 value decline speed become slowly. 
The efficiency of ghost induction in non-lyophilized A.hydrophila was 99.99%, 16 hours post induced, no live bacteria 
can be detected in culture. Scanning electron microscopy observation proved that most lysed bacteria were emptied. 
Fish vaccination experiments shows that the antibody evoked highest degree after 5 weeks by oral administration of 
bacterial ghost vaccine and the agglutination antibody titer reached 27 and continued two weeks, while the agglutination 
antibody titer of formalin killed vaccine only reached 26 and only maintained one week. After challenged with the parent 
strain J-1, the survival rate of bacterial ghost vaccinated fish was higher than the control group and formalin killed vac-
cine group, the relative percent survival (RPS) was 78.95% (16/20), but the RPS of formalin killed vaccine group was 
57.9% (12/20). This suggests that the bacterial ghost vaccine has higher potential to induce protective adaptive immu-
nity than normal vaccine. 

Keywords: Aeromonas hydrophila; bacterial ghost; vaccine 
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