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罗非鱼无乳链球菌C5a肽酶(ScpB)的原核表达及其免疫原性
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摘要: 以尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)为鱼体样本, 克隆了罗非鱼源无乳链球菌(Streptococcus agalactiae) scpB基因, 构建了原核表达质粒pET32a(+)-scpB, 转入大肠杆菌BL21(DE3)后, IPTG诱导表达, 表达的重组蛋白经镍离子金属螯合柱纯化及超滤管浓缩后, 进行SDS-PAGE和Western blot分析鉴定。纯化的重组蛋白以不同剂量(1 μg/g、3 μg/g、5 μg/g) 免疫尼罗罗非鱼后, 每周检测各实验组鱼体血清非特异性免疫指标[溶菌酶活性、超氧化物歧化酶(SOD)活力]及抗体水平变化情况, 并于免疫4周后以4倍LD50的剂量对其进行人工攻毒。结果显示, 该重组蛋白在大肠杆菌中以包涵体的形式存在; 对尼罗罗非鱼的相对免疫保护率为69.66%~89.00%, 其中5 μg/g组的相对保护率最高; 受免鱼体血清中溶菌酶活性、SOD活力和抗体水平较对照组有极显著提高(P<0.01), 结果表明, 重组蛋白ScpB具有较强的免疫原性和保护作用。本研究旨在为GBS多肽疫苗的研制奠定基础。
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罗非鱼是世界性的养殖鱼类。近年来病害的大量暴发严重危胁了罗非鱼产业的发展。链球菌病是罗非鱼养殖中危害最严重的疾病之一, 该病传染性强, 死亡率高, 治疗困难。卢迈新等[1]通过传统生理生化、分子鉴定及人工回归感染等试验, 确定2009年以来引发南方罗非鱼主产区大规模暴发链球菌病的病原主要为无乳链球菌(Streptoc​occus agalact​iae)。
无乳链球菌是一类广泛分布于自然界的革兰氏阳性菌, 按Lancefield血清分类归为B群, 因而也被称为B群无乳链球菌(group B streptococcus, GBS)。根据荚膜多糖(capsular polysaccharide, CPS)抗原可将GBS分为Ia、Ib 及II-IX等10种血清型。目前针对罗非鱼无乳链球菌病, 尚无科学有效的防治方式。从长远来看, 疫苗防治仍是国际首推且被接受的防治措施。然而由于GBS血清型众多, 且同种血清型的菌株毒力存在差异, 导致不同血清型之间或同一血清型不同菌株之间免疫交叉保护力较低, 而且, 目前大多数候选GBS疫苗是利用荚膜多糖刺激机体引起免疫反应产生抗体[2−6]。这表明不同的血清型可能需要不同的疫苗[7], 基于此, 传统GBS荚膜多糖疫苗的应用受到了极大的限制[8]。因此, 通用疫苗, 即针对所有不同血清型GBS的保守蛋白抗原疫苗逐渐成为研究的热点[9−14]。有学者通过不同血清型GBS的多基因组分析和筛查, 发现了4个蛋白候选抗原[8], 认为可将其联合应用, 作为一种通用GBS疫苗, 其中包括无乳链球菌C5a肽酶 (stre​pto​coccal C5a peptidase from group B streptococ​cus, ScpB)蛋白。
ScpB最早发现于20世纪90年代, 它可以裂解人C5a补体的His-67, 抑制炎症反应, 是介导细菌黏附和入侵靶细胞及引起机体免疫反应的重要蛋白。也是目前发现的较大的细菌表面蛋白, 其存在于各类血清型的GBS菌株中[10]。研究表明, 人源GBS的ScpB蛋白由1 150个氨基酸组成, 前31个为信号肽, 紧邻的68个为蛋白前肽。此外, 该蛋白还含有N端裂解C5a的蛋白酶活性区、蛋白酶相关区、纤维结合素结合区以及C端细胞壁锚定、穿膜结构等5个功能区。酶活性区可以裂解补体C5a, 阻断C5a趋化中性粒细胞的作用, 达到抑制炎症的目的[15]。纤维结合素结合区(Fn)则与宿主细胞的纤维结合素受体结合, 实现黏附和定植宿主细胞。目前, 动物实验证实ScpB蛋白对小鼠具有较好的免疫保护作用, 并且该蛋白存在于所有人源血清型的GBS菌株中, 高度保守, 是GBS疫苗抗原重要候选成分之一[10]。Dmitriev等[16]研究认为所有人源分离的GBS菌株都能够编码scpB基因, 这种scpB基因位于lmb基因的上游, 但从牛分离的GBS菌株只有少数编码scpB基因, 本研究则首次从鱼源GBS中获得scpB基因。
本研究在前期研究基础上[17], 利用原核表达方法表达并纯化了GBS表面蛋白ScpB, 免疫尼罗罗非鱼后, 通过检测血清中的部分非特异性免疫指标及抗体水平变化情况来分析该蛋白的免疫原性, 以期为GBS蛋白疫苗的开发利用奠定基础。
1  材料与方法
1.1  实验材料
实验用尼罗罗非鱼(Oreochromis niloticus)由中国水产科学研究院珠江水产研究所高要种质基地提供, 体质量为(25±0.5) g, 池塘网箱中暂养2周。将罗非鱼随机分至12个组, 每组40尾。实验前每组随机取3尾, 经镜检观察是否有寄生虫, 并解剖, 挑取脑、肝等组织接种细菌, 确定健康后用于实验。实验期间每3天换水1/3, 早晚各饲喂1次, 饲喂量为鱼体质量的3%, 水温控制在(28±2)℃, 并保证氧气充足。
GBS试验菌株由本实验室分离、鉴定并保存, 编号为ZP-N。
1.2  scpB基因扩增及克隆    

根据GenBank上无乳链球菌scpB基因序列(登录号: JQ964085) , 利用Primer 5.0在其开放阅读框上设计1对引物, 并在引物5′端引入酶切位点。上游引物: 5′-CG GGA TCC ATG CCT GAG GCT CAA TTG CTT-3′,  划线部分为添加的BamHⅠ酶切位点; 下游引物: 5′-CGCG CTC GAG CTA TTT TTT AGT TTC TTT TTG -3′, 划线部分为添加的XhoⅠ酶切位点。引物由上海生工生物工程有限公司合成, 预期可扩增出2 799 bp的目的片段。用细菌基因组DNA提取试剂盒(OMEGA)提取GBS ZP-N菌株基因组DNA, 以此为模板, 进行PCR扩增。PCR扩增体系为50 μL: 上下游引物各1 μL(10 pmol/μL) , 10×PCR Buffer 5 μL, 4×dNTP 1 μL, Taq 酶0.5 μL, 模板DNA 2 μL, 灭菌双蒸水39.5 μL。反应条件: 94℃预变性5 min; 94℃ 30 s, 54℃ 45 s, 72℃ 2 min 15 s, 共35个循环; 最后72℃延伸10 min。取5 μL扩增产物用1%琼脂糖凝胶电泳检测扩增结果。用琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒(TIANGEN)回收PCR产物, 连接pMD19-T载体, 构建重组质粒pMD19-T- scpB, 重组质粒转入大肠杆菌DH5α感受态细胞, 经氨苄青霉素(Amp)抗性筛选, 挑取单克隆, 菌落PCR鉴定。阳性克隆送上海英骏生物技术有限公司测序。
1.3  scpB基因原核表达载体的构建    

用质粒小提试剂盒(TIANGEN)提取测序正确的重组克隆质粒pMD19-T-scpB, 用BamHⅠ和XhoⅠ双酶切pMD19-T-scpB和pET32a(+), 分别回收纯化的2 799 bp的目的片段及双酶切后的pET32a(+), 用T4 DNA连接酶试剂盒(Promega)连接7 h, 构建重组表达质粒pET32a(+)-scpB(图1)。将重组表达质粒转化BL21(DE3)感受态细胞, 经Amp抗性筛选, 挑取单个阳性菌落, 接种于含1 mL LB/AMP液体培养基的1.5 mL离心管中, 37℃振荡培养12 h, 用特异引物进行菌落PCR鉴定。对阳性克隆进行扩大培养, 抽提质粒, BamHⅠ和XhoⅠ双酶切鉴定后, 送上海英骏生物技术有限公司测序。
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图1  重组质粒pET32a(+)-scpB构建示意图
Fig. 1  Construction of recombinant plasmid pET32a (+)-scpB

1.4  ScpB蛋白原核表达和SDS-PAGE电泳 

取1 μL构建好的重组融合表达质粒pET32a(+)- scpB, 稀释10倍, 转化至BL21(DE3)感受态。挑取12个鉴定正确的阳性克隆接种于LB/Amp液体培养基, 37℃下200 r/min过夜培养。第2天取上述菌液以1︰100的比例接种于新鲜的5 mL LB/Amp培养液里培养3 h左右, 以达到大肠杆菌的对数生长期(OD600为0.6左右)。加入异丙基- β-D-硫代半苷(IPTG)至终浓度0.5 mmol/L诱导蛋白表达, 37℃ 继续培养6 h。6 000 r/min离心5 min, 收集菌体, 用3 mL PBS和20 μL 30%的Triton X-100重悬菌体, 冰浴超声破碎10 min, 超声时间3 s, 间隔3 s, 功率300 W。破碎好的菌体在4℃, 12 000 r/min条件下离心20 min, 分别收集上清和沉淀。取适量破碎后上清、沉淀、未破碎菌体以及未诱导菌体按1︰1的比例重悬于2×SDS-PAGE上样缓冲液中, 煮沸7 min, 在10% SDS-PAGE凝胶上电泳, 以未诱导菌体作为对照, 100 V恒压电泳90 min。电泳完毕后, 用考马斯亮蓝R-250染色2 h, 脱色后, 观察目的蛋白的表达及分布情况。
1.5  ScpB蛋白包涵体复性及分离纯化  

收集上述1.4原核表达产物的沉淀和上清。沉淀用20 mL Buffer A和Buffer B分别清洗2次后用20 mL Buffer C重悬沉淀, 37℃, 200 r/min快摇1 h, 10 000 r/min离心20 min, 弃掉沉淀。上清用50×体积的Buffer D透析2次, 每次16 h。Buffer A、B、C和D的配方见表1。
镍亲和柱法纯化重组蛋白: 5倍体积Charge buffer清洗镍亲和柱(Novagen); 3倍体积Binding buffer清洗镍亲和柱; 3倍体积透析后重组蛋白与蛋白亲和柱室温孵育10 min; 10倍体积Binding buffer洗涤; 10倍体积Wash buffer洗涤, 收集流通液; 6倍体积 Elute buffer 洗涤, 收集流通液; 加入 6倍体积 Strip buffer 短期存放亲和柱。纯化后的蛋白在4℃用50倍收集蛋白体积的PBS透析两次, 每次16 h。最后用截留分子量为30 kD的PALL超滤管浓缩纯化后的蛋白。蛋白质含量用Bradford法测定, 以牛血清蛋白为标准。纯化所用试剂配方见表2。
表1  包涵体复性所用试剂配方
Tab. 1  The reagent formula for inclusion body renaturation
	试剂 reagent
	配方 formula

	Buffer A
	50 mmol/L Tris (pH8.0), 5 mmol/L EDTA

	Buffer B
	50 mmol/L Tris (pH8.0), 5 mmol/L EDTA,
2 mol/L脲

	Buffer C
	0.1 mmol/LTris (pH8.0), 10 mmol/L DTT, 
8 mol/L脲

	Buffer D
	0.1 mol/L Tris (pH8.0), 5 mmol/L EDTA, 
5 mmol/L Cysteine, 2 mol/L脲


表2  蛋白纯化所用试剂配方
Tab. 2  The reagent formula for protein purification

	试剂 reagent
	配方formula

	8×Binding buffer
	160 mmol/L Tris-HCl(pH 7.9), 
4 mol/L NaCl, 40 mmol/L Imidazole

	8×Wash buffer
	160 mmol/L Tris-HCl(pH 7.9), 
4 mol/L NaCl, 480 mmol/L Imidazole

	4×Elute buffer
	80 mmol/L Tris-HCl(pH 7.9), 
2 mol/L NaCl, 4 mol/L Imidazole

	4×Strip buffer
	80 mmol/L Tris-HCl(pH 7.9), 
2 mol/L NaCl, 0.4 mol/L EDTA

	8×Charge buffer
	40 mmol/L NiSO4


1.6 免疫印迹分析(Western blot)    

纯化的蛋白样品经SDS-PAGE分离后转移至PVDF膜上, 5 %脱脂奶粉(溶于TBST中) 封闭1 h, 以1︰5 000的比例加入一抗鼠抗His-Tag(Abmart), 与膜杂交反应2 h, TBST漂洗3次, 再加HRP标记的羊抗鼠二抗杂交1~2 h, 经TBST多次漂洗后, 用DAB显色。    

1.7  重组ScpB蛋白免疫尼罗罗非鱼及攻毒试验
将纯化的蛋白用PBS稀释至所需浓度, 与完全弗氏佐剂1︰1充分混匀, 漩涡振荡, 达到“油包水”的状态。分别以1 μg/g (F1)(重组蛋白量/鱼体质量)、3 μg/g (F3)和5 μg/g (F5)的剂量对罗非鱼进行腹腔免疫, 每尾100 μL, 对照组(C)腹腔注射等体积的 PBS。每组40尾鱼, 每组设置3个重复。
免疫后第3周同步进行半数致死量试验, 首先对菌株ZP-N进行活化, 并设置梯度1×105 CFU/mL、1×106 CFU/mL、1×107 CFU/mL及1×108 CFU/mL, 腹腔注射攻毒, 每组10尾, 每尾100 μL, 统计累计死亡率, 并用Bliss算法计算半数致死量(LD50)。
免疫4周后用菌株ZP-N腹腔注射攻毒, 浓度为8.4×107 CFU/mL, 每尾100 μL, 观察发病状况, 发现死鱼及时捞出, 记录各组罗非鱼死亡情况, 统计相对免疫保护率(relative percent survival, RPS)。
相对免疫保护率(RPS) = (1－试验组死亡率/对照组死亡率)×100%    

1.8  受免罗非鱼血清采集及免疫指标分析   

从各实验组和对照组随机取6尾罗非鱼, 尾静脉采血, 获得血清后, −20℃保存备用。每7天采血1次, 直至实验结束。溶菌酶(LZ)活性的测定采用空白对照法。超氧化物歧化酶(SOD)活力定义为: 20 μL血清在37℃与底物作用20 min后SOD抑制率达50%时所对应的酶量为1个活力单位(U)。所用试剂盒均购自南京建成生物工程研究所。
采用间接ELISA方法进行罗非鱼血清抗体水平的检测: 包被缓冲液稀释的重组蛋白至2 μg/μL, 加至96孔酶标板中, 每孔100 μL, 置4℃过夜; PBST洗涤3次, 沥干, 加入封闭液, 37℃, 封闭2 h; PBST洗涤5次后加入100 μL以抗体稀释液稀释的一抗, 按第一孔1︰100比例稀释, 37℃放置1 h; PBST洗涤3次后按1︰4 000比例加入封闭液稀释的二抗(二抗为带有HRP标记的兔抗罗非鱼Ig M, 由南京钟鼎生物技术有限公司制备), 37℃放置1 h; PBST洗涤3次后用TMB显色液显色20 min; 加入2 mol/L H2SO4终止反应。在波长450 nm的入射光下通过酶标仪检测吸光值。待检样品OD450大于规定阴性对照(空白组血清) OD450的2.1倍判定为阳性结果。
1.9  统计分析    

利用Excel 2003和SPSS 19.0进行数据统计分析。免疫指标及抗体水平数据采用平均值±标准差(
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±SD)表示。采用单因素方差分析(One-Way ANOVA)中的Duncan氏方法进行多重比较检验来分析各组免疫指标间差异的显著性, 显著性水平为P<0.01。
2  结果与分析
2.1  无乳链球菌scpB基因克隆、序列与抗原表位分析及重组表达质粒的构建与鉴定
PCR扩增产物大小为2 800 bp左右的特异DNA条带, 测序鉴定为2 799 bp, 与预期条带一致(图2)。该序列为C5a肽酶全基因序列中的1个开放阅读框(ORF), 编码932个氨基酸, 分子量约为102.7 kD。Blast显示所克隆到的scpB基因与GenBank上本实验室已登录的罗非鱼GBS的scpB基因序列(JQ964085)相似性100%。用DNAStar软件中的Protean程序分析预测ScpB蛋白表面有多个抗原表位。
阳性重组表达质粒pET32a(+)-scpB用BamH Ⅰ
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图2  罗非鱼无乳链球菌C5a肽酶scpB基因的PCR扩增结果鉴定 

M. Marker Ⅲ; 泳道12. 分离株PCR产物.

Fig. 2  PCR amplification result of C5a peptidase (scpB) gene of tilapia Streptococcus agalactiae
M. DNA MarkerⅢ; Lanes 12. PCR product of strains.
和XhoⅠ进行双酶切鉴定, 1%琼脂糖凝胶电泳检测, 结果在5 900 bp (载体)和2 800 bp左右处各有一条特异的DNA条带(图3), 与测序验证结果一致, 说明重组表达质粒构建成功。
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图3  重组表达质粒的双酶切鉴定 

M. Marker DL 15 000; 1. PCR产物; 2. BamHⅠ和XhoⅠ双酶切鉴定.

Fig. 3  Digestion identification of recombinant plasmid pET32a (+)-scpB

M. Marker DL 15 000; 1. PCR product; 2. Digestion by BamHⅠand XhoⅠ.
2.2  无乳链球菌ScpB蛋白的诱导表达、纯化及Western blot分析
将重组质粒pET32a(+)-scpB转化大肠杆菌BL21(DE3), 经IPTG诱导后在121 kD左右处出现1条明显的条带, 大小与融合蛋白大小一致, 说明scpB基因片段插入表达载体pET32a(+)后在BL21(DE3)中获得了高效表达, 而在未诱导的对照中无此条带(图4)。超声波破碎该工程菌后, 高速离心后分别取上清和沉淀经进行SDS-PAGE电泳分析, 结果表明融合蛋白存在于包涵体中。重组蛋白包涵体复性后经镍亲和柱纯化及PALL超滤管浓缩除盐处理后, 通过Bradford法测定蛋白质含量为5.821 mg/mL。
Western blot分析显示, 重组蛋白与His标签抗体特异性结合, 大小为121 kD, 条带清晰, 表明获得重组蛋白的目的蛋白ScpB(图5)。

2.3  ScpB蛋白的免疫保护及攻毒试验
纯化的重组蛋白稀释至所需浓度后与完全弗
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图4  scpB基因表达产物的SDS-PAGE分析 

M．蛋白质Marker; 1. 重组菌未经IPTG诱导; 2. 重组菌经IPTG诱导.
Fig. 4  SDS-PAGE profile of expressed scpB gene product

M. Protein marker; 1. Recombinant bacterium containing C5a peptidase gene, non-induced; 2. Recombinant bacterium containing
C5a peptidase gene induced.
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图5  ScpB重组蛋白的western blot分析 

M．蛋白质Marker; 1.重组蛋白.

Fig. 5  Western blotting of recombinant protein ScpB

M. Protein marker; 1. Recombinant protein.
氏佐剂混合制备成乳化疫苗后, 腹腔注射免疫尼罗罗非鱼。第3周同步进行半致死量试验, 经计算GBS ZP-N菌株的半数致死量(LD50)为2.164 7× 107CFU/mL。4周后用GBS ZP-N菌株进行腹腔注射攻毒, 攻毒剂量为4倍LD50。攻毒后, 第2天开始出现死鱼, 第3天开始可观察到链球菌感染的典型症状, 各组鱼体死亡数及其相对免疫保护率见表3, 其中对照组的死亡率为55.96%。实验组F1、F3及F5的死亡率分别为16.98%、10.78%和6.60%, 相对免疫保护率分别为69.66%、82.02%和89.00%,  其中F5 (5 μg/g)组免疫保护率最高(表3)。

表3  ScpB蛋白疫苗对罗非鱼无乳链球菌病的免疫保护能力 

Tab. 3  Immunoprotection of the ScpB vaccine against tilapia streptococcicosis

	组别
group
	免疫剂量/(μg∙g1)

immunizing dose
	实验鱼数/尾
nos.of fish
	死亡鱼数/尾
nos.of died fish
	死亡率/%

mortality
	免疫保护率/%

RPS

	F1
	1
	106
	18
	16.98
	69.66

	F3
	3
	102
	11
	10.78
	82.02

	F5
	5
	106
	7
	6.60
	89.00

	C
	空白对照 control
	109
	61
	55.96
	


2.4  血清溶菌酶(LSZ)活性和超氧化物歧化酶(SOD)活力的测定
由图6可知, 在同一时间点, 各免疫组(F1、F3和F5组)血清溶菌酶活性较对照组(C组)都有不同程度的提高。免疫后第2周达到峰值, 随后缓慢下降, 在第5周又急剧上升, 对照组血清溶菌酶活性为(378.14±1.76) U/mL; F1组为(470.38±2.10) U/mL; F3组为(474.14±0.67) U/mL; F5组为(492.57±0.36) U/mL, 比免疫前的平均值(217.47±0.95) U/mL分别提高了1.74倍、2.16倍、2.18倍及2.27倍, 随后一直维持在较高水平。免疫组与对照组间溶菌酶活性均呈极显著差异(P<0.01)。
由图7可知, 除第9周时F1组与对照组无显著差异外, 各免疫组血清SOD活力均极显著高于对照组(P<0.01)。总体呈现为先升后降, 攻毒后(第5周)再上升, 在第6周SOD活力达到峰值, 随后逐渐缓慢下降。
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图6  各免疫组罗非鱼血清中溶菌酶活性的变化情况 

*表示与对照组相比差异极显著(P<0.01).

Fig. 6  Kinetics of lysozyme activities of tilapia in different vaccinated groups

* means extremely significant difference compared with control group (P<0.01).
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图7  各免疫组罗非鱼血清中SOD活力的变化情况 

*表示与对照组相比差异极显著(P<0.01).
Fig. 7  Kinetics of SOD activities of tilapia in different vaccinated groups

* means extremely significant difference compared with control group (P<0.01).
2.5  血清抗体水平
从图8可见, 免疫组IgM抗体水平在免疫后有明显的升高趋势, 免疫组与对照组差异极显著(P<0.01); 免疫后的第3周IgM达到一个较高的值, 第4周稍有下降; 而在第4周攻毒后, 第5周迅速达到最高, 随后虽有缓慢下降, 但是依然保持在一个较高的抗体水平。

3  讨论
ScpB是位于GBS表面的一种高度保守的蛋

白, 存在于所有人源血清型的GBS中[18], 在抵抗细菌感染中起到重要作用。研究表明ScpB具有调理素作用, 能促进巨噬细胞对GBS的杀伤作用, 并且可以阻止C5a与中性粒细胞的结合, 调理吞噬细胞的化学攻击作用[10,19], 同时它与纤维结合素结合后可加速GBS对上皮细胞的侵袭。此外, 由于ScpB蛋白大部分暴露于细菌表面, 是细菌重要的毒力因子和保护性抗原[20−21], 并且具有良好的免疫原性及持久的保护作用, 因此被认为是GBS较理想的候选疫苗成分[10]。
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图8  各免疫组血清中抗体水平的变化 

*表示与对照组相比差异极显著(P<0.01).

Fig. 8  Kinetics of serum antibody titers of tilapia in different vaccinated groups

* means extremely significant difference compared with control group (P<0.01).
当外来抗原进入机体后, 要使机体的免疫系统开始启动, 大部分抗原需要同时具有B细胞和TH细胞决定簇。所以, 在选用制备疫苗的候选重组蛋白时, 应尽量选择既含B细胞决定簇又含激发TH细胞决定簇的肽段[22]。本研究前期获得了罗非鱼GBS ZP-N菌株scpB基因的全长ORF, 软件预测ScpB蛋白的抗原性, 根据抗原相关指数与表位形成的关系[23−24], 笔者发现罗非鱼GBS scpB基因编码的氨基酸可形成多个抗原表位, 因此推测该蛋白在罗非鱼体内也应具有较好的免疫原性。基于此, 本研究首先通过多种生物信息学手段对ScpB蛋白进行了分析, 去除一些不能产生保护性免疫的抗原肽段, 设计了1段既含B细胞决定簇又含激发TH细胞决定簇的肽段, 通过体外重组、原核表达后检测, 发现该重组蛋白主要以包涵体形式存在, 经过复性、纯化, 鉴定浓度达 5.821 mg/mL, 符合实验要求, 且Western blot分析显示其具有免疫原性, 与scpB基因推测结果一致。免疫尼罗罗非鱼后, 其在罗非鱼抗GBS感染中也发挥了较好的免疫效果, 受免罗非鱼各项免疫指标均达到较好的水平, 其中溶菌酶和SOD等非特异性免疫指标[25]显著升高。
非特异性免疫防御是鱼类抵抗病原的第一道防线, 溶菌酶作为鱼类的非特异性免疫物质之一, 在鱼体抵抗病原菌感染的前沿防御机制中起着重要作用。溶菌酶是一种呈抗生性的、由淋巴球分泌的可溶性酶[26], 主要作用于革兰氏阳性菌(G+菌)及某些特定的细菌, 通过酶解病原菌细胞壁的黏多糖而发挥杀菌作用。因此溶菌酶的活性变化直接关系到鱼体的免疫能力和健康水平。有学者使用海豚链球菌(Streptococcus iniae)表面重组Sip11蛋白免疫牙鲆, 结果发现实验组溶菌酶水平明显高于对照组[27]。在本实验中, 对罗非鱼进行ScpB蛋白免疫后, 发现各免疫组血清中溶菌酶活性均极显著高于对照组, 攻毒后的第2周溶菌酶活性迅速达到峰值, 且5 μg/g免疫剂量组(F5)的溶菌酶水平要高于低剂量组(F1和F3) , 说明该蛋白疫苗能通过提高罗非鱼血清中溶菌酶活性来增强其抵抗GBS感染的能力, 且5 μg/g免疫剂量组的效果最佳。
SOD是鱼类体内关键的抗氧化酶之一, 可以清除体内多余的自由基, 使自由基的形成与消除处于一种动态平衡中, 从而免除其对生物分子的损伤等。研究发现, SOD活力与生物的免疫水平呈密切相关[28], 并且对于增强吞噬细胞的防御能力和整个机体的免疫功能有重要作用[29]。本研究中各免疫组SOD活力表现出相同的变化规律, 并呈现一种免疫剂量越大SOD活力越高的现象, 可能是SOD活力与诱导因素之间存在剂量效应关系[30−31]。GBS能通过产生超氧自由基增强对宿主细胞的杀伤作用[32], 而在本实验中, 攻毒后罗非鱼血清中SOD活力维持在一个较高的水平, 这可能是宿主针对性地产生相应SOD来消除这种损伤作用, 从而使自由基的形成与消除保持一种动态的平衡。
此外, 由ScpB蛋白诱导形成的特异性免疫也是非常明显。Cheng等[18]研究表明, 用重组ScpB蛋白或ScpB-CPSⅢ结合物单独免疫小鼠可诱生高滴度的ScpB特异性抗体, 产生不依赖血清型的保护作用, 减少了小鼠血液及肺内GBS定植。Xue等[33]和Santillan等[34]采用多聚物包裹ScpB后, 再行鼻内免疫小鼠, 发现受免小鼠不但血液中产生IgG特异性抗体, 母鼠阴道分泌物中也检测到高水平的IgA, 说明ScpB具有多种免疫渠道。Santillan等[35]以ScpB免疫小鼠, 其血清中同样产生高滴度的ScpB特异性抗体。美国明尼苏达大学甚至已经申请哺乳动物链球菌C5a肽酶疫苗专利(CN1679929)。从以上研究均可看出ScpB蛋白作为无乳链球菌候选疫苗抗原的良好应用前景。本研究用ScpB蛋白免疫尼罗罗非鱼后, 免疫组鱼体IgM抗体水平显著高于对照组, 且攻毒后抗体水平迅速增高并在随后的时间里维持在一个较高的水平, 推测可能是注射ScpB蛋白后罗非鱼体内产生了记忆细胞并刺激机体产生体液免疫。IgM是抗原刺激诱导体液免疫应答中最先产生的免疫球蛋白, 在机体的早期体液防御中起着重要的作用, 其可结合补体, 是评价脊椎动物产生体液特异性免疫的一个重要指标[36−38]。本研究受免罗非鱼血清中检测到高水平的IgM, 表明注射ScpB蛋白后明显的诱生了罗非鱼的特异性免疫, 攻毒后免疫组的抗体水平与对照组之间差异更为显著, 这可能是ScpB蛋白疫苗免疫罗非鱼后, 体内产生了记忆B淋巴细胞, 在遇到病原感染时激活, 产生大量抗体参与特异性体液免疫, 表明ScpB蛋白在罗非鱼体内也能产生较好的免疫原性。
罗非鱼接种无乳链球菌蛋白疫苗后可以明显提高其抵抗无乳链球菌的能力, 且持续作用时间较长。Pasnik等[39]利用S. agalactiae的胞外产物(ECP)进行罗非鱼的免疫实验, 发现免疫保护时间最高可达180 d。黎炯等[40]用Sip蛋白免疫罗非鱼14 d后攻毒, 其免疫保护率最高可达87.0 %, 最低为70.0 %。本实验中采用不同的免疫剂量对罗非鱼进行免疫, 免疫4周后进行攻毒感染实验, 结果表明免疫组罗非鱼的相对保护率最高达89.00 % (F5组, 免疫剂量5 μg/g), 最低为69.66 % (F1组, 免疫剂量1 μg/g), 且其最佳免疫保护剂量与溶菌酶最佳活性剂量一致。进一步说明ScpB蛋白在罗非鱼体内具有较好的免疫保护效果, 有一定的应用前景。
目前水产动物疫苗的开发主要集中在全菌灭活疫苗或胞外产物上, 虽然有一定的免疫效果, 但存在免疫效果不稳定、注射剂量大以及有效保护期短等问题。而蛋白疫苗具有制备容易、可大量生产、使用剂量少、易保存、效果稳定、副反应少及使用安全等优点, 是水产疫苗未来发展的主要方向。ScpB蛋白作为一种候选的疫苗成分, 其具体的免疫机制、最佳免疫途径以及与其他蛋白联合免疫的效果等方面均有待我们进一步深入地研究。
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Prokaryotic expression and immunogenicity analysis of C5a peptidase (ScpB) of Streptococcus agalactiae isolated from tilapia

LI Qingyong1,2, KE Xiaoli1, LU Maixin1, ZHU Huaping1, GAO Fengying1, LIU Zhigang1
1. Pearl River Fisheries Research Institute, Chinese Academy of Fisheries Science, Key Laboratory of Tropical & Subtropical Fishery Resource Application & Cultivation, Ministry of Agriculture, Guangzhou 510380, China; 
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Abstract: Streptococcus agalactiae is a major bacterial pathogen that has caused severe economic losses in many species of freshwater, marine and estuarine fish worldwide. ScpB is a highly conserved surface protein among all group B streptococcus (GBS) strains and is an attractive surface-exposed antigen for inclusion among vaccine components against GBS. In this study, the scpB gene was amplified from the genomic DNA of an S. agalactiae strain isolated from diseased tilapia farmed in Guangdong province, China. The scpB gene contains a 2 799 bp open reading frame (ORF), encoding 932 amino acids. The molecular mass of the deduced protein was 103 kD. Blast analysis showed that it shares high similarity with scpB sequences of human GBSs registered in GenBank. Prokaryotic expression vector pET32a (+) was used to construct a recombinant expression vector pET32a (+)-scpB, which was transformed into Escherichia coli BL21 (DE3). Colonies containing the recombinant expression vector pET32a (+)-scpB were selected and then induced to express using 0.5 mmol/L IPTG for 8 h at 37℃. The expressed recombinant protein was purified by nickel chelate affinity chromatography and ultrafiltration tube enrichment. SDS-PAGE analysis and western blotting showed a specific protein band of about 121 kD. The recombinant strain could produce large amounts of ScpB protein, mainly in the form of an inclusion body. To analyze the immunogenicity of the recombinant protein, the purified fusion protein and Freund’s adjuvant were mixed according to a certain proportions to produce vaccines. Three immune dosages, 1 μg/g(F1), 3 μg/g(F3) and 5 μg/g(F5) were used. Four weeks after immunization, tilapia were challenged by artificial infection with the GBS ZP-N strain, which was previously isolated and confirmed to be a tilapia pathogen by our laboratory. The recorded relative percent survivals (RPS) of the vaccinated groups ranged from 69.99% to 89%, of which group F5 has the highest RPS. The lysozyme activities, superoxide dismutase (SOD) activities and antibody levels (OD450nm) were tested weekly until the end of the experiment. The results showed that after immunization, there were significantly higher lysozyme activities, superoxide dismutase (SOD) activities and antibody activities(OD450) in the vaccinated fish compared with the control group (P<0.01). The results of this study showed that recombinant protein ScpB has a strong immunogenicity and protective effect, laying the foundation for further study of polypeptide vaccines for S. agalactiae.
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