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摘要: 提取表达于四膜虫(Tetrahymena thermophila)细胞膜表面的多子小瓜虫抑动抗原。通过 Western Blotting证实

重组多子小瓜虫抑动抗原约为 35.7 kD, 其免疫原性与多子小瓜虫抑动抗原相似。以 Quil-A作为佐剂, 采用离心、

超声波和透析等方法制备小瓜虫抑动抗原免疫刺激复合物(Iag-ISCOMs)。电镜观察可见 Iag-ISCOMs经磷钨酸负染

后呈直径 30~40 nm的笼格状结构。免疫和攻毒试验证实 Iag-ISCOMs对鳗鲡具有一定保护能力, 攻毒后存活率达

71.4%, 对照组存活率为 43.9%, 结果表明, 本实验成功制备了具有一定免疫原性的 Iag-ISCOMs。 
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多子小瓜虫(Ichthyophthirius multifiliis)是寄

生在淡水鱼类体表的纤毛原生动物, 是鱼类养殖

业的重要病害。目前治疗多子小瓜虫的有效药物

主要是对鱼体、人体和环境不利的化学药物, 这

些药物大多数仅对自由生活阶段的多子小瓜虫有

杀灭作用, 对已寄生于鱼体的多子小瓜虫疗效甚

微。采用免疫方法防治, 诱导鱼体自身产生免疫

能力是防治多子小瓜虫病更为有效、安全的方法。 

在多子小瓜虫的免疫学研究中, 科学家发现

感染过小瓜虫而存活下来的鱼体, 其血清能在鱼

体外凝集多子小瓜虫的感染期幼虫[1]。林天龙等[2]

在多子小瓜虫虫体的细胞外膜分离到一种高度糖

基化的蛋白, 这种蛋白与凝集现象相关, 小瓜虫

免疫鱼血清抗体能特异性地与这种蛋白发生交联

反应, 最终使虫体凝集在一起, 从而抑制小瓜虫

的体外游动能力 , 因而将其命名为抑动抗原

(immobilization antigen, Iag)。Clark等[3]分离并纯

化了抑动抗原, 并证实抑动抗原能够诱导鱼体产

生免疫应答反应并对鱼体产生免疫保护作用。 

虽然抑动抗原具有较好的免疫原性, 如何选

择合适的免疫佐剂应用于鱼类养殖业, 仍是难点

之一。常用的兽用佐剂具有一定效果, 但在鱼类

养殖上的使用受到较大的限制, 例如油基质佐剂

会使注射位点黑化(melanism), 从而影响商品鱼

的品质; 而矿物质乳胶佐剂对鱼类的毒性较大[4]。

免疫复合物 (immunostimulating complexes, IS-

COMs)是一种新型的免疫制剂, 能诱导机体产生

抗原特异的体液和细胞免疫应答[5]。且 ISCOMs

可通过浸浴和口服的方式给药, 因此 ISCOMs 更

适用于鱼类疫苗尤其是基因重组及亚单位疫苗的

研发。 

本实验室已克隆多子小瓜虫抑动抗原序列[6], 

并与美国康奈尔大学联合构建了四膜虫(Tetrahy-   

mena thermophila)表达体系用于表达多子小瓜虫

抑动抗原。该重组四膜虫含有重金属启动子, 能

在氯化镉诱导下在虫体膜表面大量表达小瓜虫抑

动抗原。本实验从重组四膜虫膜表面分离并纯化

了多子小瓜虫的重组抑动抗原, 并用 Quil-A等佐
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剂将其制备成为具有免疫原性的抑动抗原 ISCOMs 

(Iag-ISCOMs), 为多子小瓜虫疫苗的开发奠定试

验基础。 

1  材料与方法 

1.1  主要试剂 

Quil-A由美国康奈尔大学Ted Clark教授惠赠; 

Mega-10 购自华美生物工程公司; Proteose Pep-

tone 购自 DIFCO公司。CdCl2、FeCl3、葡萄糖、

胆固醇和卵磷脂等均为分析纯试剂。 

1.2  虫株、单抗、实验鱼、培养基和攻毒用的多子

小瓜虫 

虫株是以四膜虫为表达体系构建的含抑动抗

原的重组四膜虫, 重组四膜虫虫株编号为 G1。 

单抗为本实验制备的单抗 10H3, 能使重组四

膜虫虫株 G1和血清型为 A的多子小瓜虫(现保存

于美国)这两株虫体在体外产生凝集现象[2]。 

培养基为 SPP。SPP 配制时先将 Proteose 

Peptone 10 g、Yeast Extract 1 g、葡萄糖 2 g溶解

在 1 000 mL 的 H2O 中, 121℃蒸汽灭菌
15 min,冷

却到室温后添加 1 mL 浓度为 33 mmol/L 经无菌

处理的 FeCl3。 

膜蛋白提取试剂盒为上海生工公司的膜蛋白

提取试剂盒(货号 BSP049), 用于抽提虫体膜蛋白。 

实验鱼为欧洲鳗鲡(Anguilla anguilla), 鱼体

质量约 20 g, 养殖水体平均温度为 22℃。 

多子小瓜虫来源于福建永泰某鳗鲡养殖场。

用于攻毒。收集病鱼的多子小瓜虫包囊, 在 24℃

下孵化约 48 h后产生感染期幼虫, 计数后备用。 

1.3  重组四膜虫培养、诱导与虫体凝集检测 

将 100 μL 重组四膜虫从液氮中复苏后, 加入

10 mL SPP培养基, 在 30℃摇床上培养 48 h。随后, 

在培养基中加入 CdCl2 使其终浓度为 2 μg·mL1, 

诱导过夜, 促使抑动抗原大量表达。 

用单抗 10H3对虫体进行凝集试验。在 ELISA

板条上, 第一孔用 Tris-HCl 缓冲液将单抗 10H3

以 1∶100稀释, 并倍比稀释到第 11 孔, 第 12 孔

作为对照孔, 每孔体积为 50 μL。在第 1 到 12 孔

中加入 50 μL诱导后的虫体培养液。5 min后在显

微镜下观察凝集情况。 

1.4  重组抑动抗原的提取 

将诱导后的虫体培养液分装到离心管中 ,   

1 000 g 4℃离心 15 min, 去除上清。再将每管样品

用 1 mL Tris-HCl 缓冲液重悬。加入等量预冷的

2%Triton X-114抽提液混匀, 冰浴 10 min。在 4℃

下, 16 000 r/min离心 10 min,小心吸取上清, 上清

在 37℃下温浴 10 min。将温浴后的上清在蔗糖垫

上 300 g 离心 5 min。可见液体分层, 吸出下部云

雾状的有机溶液, 其中含有所需的目的蛋白(具体

过程参考试剂盒说明书)。 

1.5 变性非还原凝胶电泳和Western Blotting分析 

变性非还原凝胶电泳: 分别配制 4%浓缩胶

和 10%分离胶进行不连续垂直凝胶电泳。蛋白样

品用变性非还原缓冲液稀释后直接上样, 开始电

泳, 电泳后进行电转印。 

Western Blotting: 电转印到硝酸纤维素薄膜

后, 一抗为亲和层析 10H3 单抗(1∶1 000), 二抗

为 AP标记的羊抗鼠血清 IgG (1∶2 000); 抗体反

应结束后用 BCIP-NBT(Sigma)显色。 

1.6  Iag-ISCOMs的制备 

在蛋白抽提液中加入 Mega-10 使其最终质量

分数为 2%, 并在室温下作用 2～4 h。再将此重悬

液 10 000 r/min 4℃离心 30 min,去除沉淀,此上清

中含有抑动抗原蛋白。将蛋白质浓度稀释到约 2 

mg·mL1, 加入 Quil-A 使其在蛋白抽提液中的终

浓度为 0.1%,再加入预先用氯仿融解胆固醇和卵

磷脂使其在蛋白抽提液中的终浓度为 125 

μg·mL1。将此液超声波处理 10 s,间歇 10 s,一共

30次,功率约为 200 W。用 PBS透析 3 d后, 透析

后的 ISCOMs在–20℃下保存。将 ISCOMs溶液稀

释 20倍, 用锇酸负染后在电镜下观察。 

1.7  注射免疫 Iag-ISCOMs 

免疫组: 用 PBS 缓冲液将 Iag-ISCOMs 稀释

至 100 μg·mL1, 用 MS-222将 7尾欧洲鳗鲡麻醉

后, 每尾鱼腹腔注射 0.2 mL稀释后的 Iag-ISCOMs, 

即每尾注射 20 μg Iag-ISCOMs。 

对照组: 用 MS-222 将 7 尾欧洲鳗鲡麻醉后, 

每尾鱼腹腔注射 0.2 mL pH为 7.2 的 10 mmol/L
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磷酸盐缓冲液。 

攻毒: 注射 30 d 后, 以每尾 10 000 个感染期

幼虫的剂量进行浸泡攻毒试验, 攻毒期间观察鱼

体表变化, 攻毒 30 d后结束攻毒。 

2  结果与分析 

2.1  抑动抗原的凝集作用 

单抗 10H3 对诱导后的四膜虫有凝集作用。

单抗在 1∶12 800 出仍然可以使虫体凝集(图 1), 

而对照孔没有凝集现象。说明重组四膜虫经过诱

导后, 能在虫体膜表面表达抑动抗原蛋白。 

 

 
 

图 1  Iag单抗与诱导后的四膜虫工程株的凝集反应 

Fig.1  Aggregation reaction of Iag-mab and recombinant Tet-
rahymena thermophila 

 

2.2  Western Blotting 结果  

Western Blotting 结果显示: 纯化样品中的重

组抑动抗原能与 10H3 单抗发生免疫反应, 其分

子量大小约为 35.7 kD(图 2)。这说明制备的 Iag

具有与多子小瓜虫抑动抗原相似的免疫原性。 

2.3  ISCOMs结构 

经磷钨酸负染后电镜观察本实验所制备的

ISCOMs 颗粒呈直径 30~40 nm 的笼格状结构(图

3), 其结构与相关报道中的 ISCOMs的结构相似[7]。 

2.4  攻毒结果 

攻毒期间 , 免疫组的鳗鲡体表不出现白点 , 

且死亡鱼的鳃部仅有少量虫体。对照组鳗鲡出现

大量白点。攻毒结束后免疫组存活 5尾欧洲鳗鲡, 

存活率为 71.4%; 对照组存活 3 尾 , 存活率为

43.9%。免疫组存活率高于对照组, 两组的生存数

量变化见图 4。 
 

 
 

图 2  从 G1四膜虫提取的重组小瓜虫抑动抗原与单抗

(10H3)反应的 Western Blotting图谱 

Fig.2  Western blotting profile of the reactions between Iag of 
G1 recombination T. multifiliis and monoclonal antibodies(10H3) 

 

 
 

图 3  IAG-ISCOMs的电镜照片 

Fig. 3  Transmission electron microscope photo of Iag-ISCOMs 

 

 
 

图 4  免疫组与对照的存活曲线图 

Fig.4  Survive curves of the immunized group and the 
controlled group 
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3  讨论 

研究表明, 抑动抗原是多子小瓜虫病潜在的

主要保护性抗原, 然而多子小瓜虫还无法大规模

在体外进行培养, 因此难以获得足量的抑动抗原

应用于疫苗制备。本实验培养并诱导重组四膜虫

虫株, 该虫株能在细胞膜外高效表达多子小瓜虫

抑动抗原蛋白。采用离心等方法成功提取四膜虫

膜蛋白制备了 ISCOMs 颗粒。在电镜下观察, 膜

蛋白分布在 ISCOMs 颗粒表面,形成直径 30～40 

nm 的笼格状的典型结构 ,证实成功制备了

Iag-ISCOMs。 

He等[8]采用大肠杆菌表达系统表达了抑动抗

原融合蛋白 , 虽然免疫组的保护率大于对照组 , 

但在攻毒后期免疫组也可以观察到鱼体被多子小

瓜虫感染的现象。而本实验的免疫组在攻毒后 30 

d 内没有观察到体表有白点出现。由于大肠杆菌

的表达产物缺少糖基化修饰, 其天然构象与抑动

抗原差异较大。Wang等[9]分离纯化了多子小瓜虫

的抑动抗原, 采用福氏佐剂注射免疫鱼体并攻毒

后, 免疫保护率约为 70%。, 本实验中经过电泳和

电转印后单抗与目的蛋白能发生反应可以说明 , 

四膜虫表达系统的重组抑动抗原蛋白的明显优势

在于, 它与多子小瓜虫天然的抑动抗原具相似的

免疫原性。接种该蛋白后可诱导鱼体具有免疫保

护性, 这也表明四膜虫表达系统相对于大肠杆菌

表达系统更适合小瓜虫抗原的表达。 

由于鱼类对病原产生免疫保护力是多因子共

同作用的结果, 血清抗体效价往往不能与免疫保

护力正相关, 而攻毒后的免疫保护率是疫苗效果

的直接反映 , 因此 , 本研究仅采用攻毒对 Iag- 

ISCOMs的效果进行评价。本实验仅 1次免疫, 即

可诱导鳗鲡对多子小瓜虫产生一定的免疫保护力,

证实了制备的 Iag-ISCOMs的效果。 

ISCOMs 是近年来发展起来的一种亚单位疫

苗。它能有效地激活免疫系统的 3 种途径, 即体

液免疫、细胞免疫和细胞毒性 T 细胞应答。

ISCOMs 诱导机体产生强烈而持久的免疫应答 , 

相对其他佐剂更优越的免疫学价值[10]。 

本实验中 Iag-ISCOMs 不能产生完全保护作

用的原因分析如下: 首先, 由于不同来源小瓜虫

可能存在一定差异, 重组四膜虫的抑动抗原基因

来自美国的多子小瓜虫, 而攻毒所使用的虫株来

自福建本地 , 两者的抑动抗原结构存在差异 [11]; 

其次, 多子小瓜虫存在免疫逃避机制, 在免疫应

答过程中, 虫体的抑动抗原基因可能发生变异[12]。

另外, 由于多子小瓜虫在体外培养难度较大, 从

发生病害的养殖场获得的攻毒用虫株具有较大的

不确定性, 因此本实验所设置的实验组及对照组

的实验鱼个体偏少(仅 7 尾), 非实验因素的误差

对实验结果有一定的影响。今后拟通过多次免疫

等方法来增强 Iag-ISCOMs的效果。 

ISCOMs 作为新型佐剂虽已被广泛应用于兽

用疫苗研究中[13], 但在水产动物寄生虫方面, 成

熟 ISCOMs商品化的疫苗还未有报道。Iag-ISCOMs

在多子小瓜虫的免疫防治中的具有前景广阔, 它

有高效诱导能力, 而且通过多种免疫途径(如: 注

射、浸泡、口服等)都可能有效诱导鱼类的免疫应

答, 这将使得防治多子小瓜虫更加方便, 成本更

加低廉。这还需要进一步研究其血清及黏膜的免

疫应答规律、生物学等特性。 
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Abstract: The recombinant immobilization antigen (Iag) of Ichthyophthirius multifiliis was extracted from mem-
brane protein of Tetrahymena thermophila. The molecular weight of the recombinant immobilization antigen is 
35.7 kD. In addition, western blotting corroborated that the recombinant Iag had similar immunogenic features to 
the Iag of I. multifiliis. Iag-ISCOMs were prepared by centrifugation, ultrasonic, dialysis and by using Quil-A as 
the adjuvant. Results from negative contrast electron microscopy observations indicate that Iag-ISCOM is a 

cage-like structure with a diameter of 3040 nm. The Iag-ISCOMs provide protection to the eels based on the tri-
als of immunization and challenge. Thus, survival rates of the Iag-ISCOMs and control groups were 71.4% and 
43.9%, respectively. Results show that the Iag-ISCOMs with immunogenicity were successfully prepared. 
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