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摘要: 采用Overlap PCR和同源重组技术, 结合氯霉素(Cm)正向筛选和sacB基因蔗糖负向筛选, 构建了溶藻弧菌(Vibrio alginolyticus)Ⅲ型分泌系统(Type III secretion system, T3SS)注射装置蛋白vscO基因无标记框内缺失突变株ZJ03ΔvscO。在以石斑鱼(Epinephelus coioides)为模型的感染实验中发现ZJ03ΔvscO的毒力较ZJ03下降约150倍。将ZJ03ΔvscO作为减毒活疫苗通过注射、浸泡的途径免疫石斑鱼(Epinephelus coioides)后, 发现其对溶藻弧菌有很好的保护效应, 其中注射组的免疫保护率达84%, 浸泡组次之(68%)。血清效价分析显示, 免疫后第4周注射组和浸泡组的效价均达到最高值, 分别为1: 2 048和1︰128。上述结果表明, 所构建的ZJ03ΔvscO减毒活疫苗可有效提高石斑鱼对溶藻弧菌的免疫力, 并且免疫和攻毒的途径可能是影响免疫保护效果的因子。本研究旨在为溶藻弧菌引起的鱼类疾病防治提供技术支撑。
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弧菌病是海水鱼类最常发生的细菌性疾病, 其中溶藻弧菌是主要的病原之一。该病原菌能够感染斜带石斑鱼(Epinephelus coioides)[1]、红笛鲷(Lut​j​a​nus erythopterus)[2]、大黄鱼(Pseudosciaena cro​cea)[3]等多种海水鱼类, 而且在世界范围内流行[4–5], 给养殖业造成巨大的经济损失。有效控制弧菌病已成为水产养殖业持续增长的迫切要求。目前, 水产养殖中主要采用抗生素等化学药物防治弧菌病, 但长期使用抗生素会使病原产生耐药性, 而且对养殖水域的生态环境造成严重的破坏, 药物残留对人体健康构成潜在的威胁[6]。因此, 开发预防水产病害的相关疫苗, 对于水产养殖业的可持续发展具有十分重要的意义。

随着基因工程技术的发展和应用, 基因工程疫苗的研究取得了快速的进展。其中, 新型减毒活疫苗是最有发展前景的研究领域之一。新型减毒活疫苗主要是用基因工程技术将强毒株毒力相关基因切除构建的活疫苗。毒力相关基因包括管家基因, 如参与编码细菌结构成分的基因, 例如外膜蛋白(outer membrane protein); 参与必要的代谢产物合成的基因, 如芳香族氨基酸等[7]; 参与细菌抵抗宿主机制的毒力基因, 如群体感应基因[8]、铁摄取系统基因[9]、毒力岛(SPI)相关基因[10]、III型分泌系统相关基因[11]等。减毒活疫苗可在免疫动物体内繁殖, 能刺激机体产生全身免疫反应和局部免疫反应, 并对病原体的多种抗原产生免疫应答, 形成对相应病原的免疫保护作用[12]。减毒活疫苗在人类和哺乳动物研究中已取得一定进展, 部分疫苗已进入临床试验阶段。国内鱼类减毒活疫苗的研究虽然相对滞后[13], 但也在稳步发展中, 例如鳗弧菌减毒活疫苗(MVAV6203)[14]、迟缓爱德华氏菌弱毒疫苗[7]等。

溶藻弧菌Ⅲ型分泌系统(Type III secretion system, T3SS)注射装置(injectisome)是细菌特有的一种将分泌蛋白注入宿主细胞的超分子复合物结构, 由多种蛋白组成, 是致宿主细胞死亡所必须的装置[15]。一些研究发现, 不同细菌的T3SS注射装置蛋白基因序列相对保守[16], 提示该结构在感染和致病过程中起重要作用。本研究选取溶藻弧菌T3SS注射装置蛋白VscO, 利用Overlap PCR和同源重组技术, 结合氯霉素(Cm)正向筛选和sacB基因蔗糖负向筛选, 构建溶藻弧菌vscO基因缺失的减毒活疫苗ZJ03ΔvscO, 并评价其对石斑鱼的免疫保护性, 为弧菌引起的鱼类疾病防治提供技术支撑。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1  菌株和载体  溶藻弧菌强毒株ZJ03, 由本试验室从广东省湛江港海域患病红笛鲷鱼体中分离并保存[17];  pMD18-T克隆载体为大连宝生物有限公司(Takara)产品。大肠杆菌DH5α由本实验室保存。大肠杆菌MC1061(λpir)和S17-1(λpir)、自杀质粒pRE112(Cm+)和低拷贝质粒pACYC1​84(Cm+)由中国科学院水生生物研究所谢海侠老师惠赠。

1.1.2  试剂  TIANamp Bacteria DNA Kit购自北京天根生化科技有限公司。Ex Taq DNA聚合酶、T4 DNA连接酶购自Takara公司。Easy Pfu DNA聚合酶、Easy PureTM Quick Gel Extraction Kit、Easy PureTM Plasmid MiniPrep Kit t购自北京全士金生物技术有限公司。所有的引物合成和序列分析均由上海生工生物技术服务有限公司完成。

1.1.3  实验用鱼及饲养条件  实验斜带石斑鱼购自湛江长源水产养殖公司, 体长(17±3) cm, 体质量 (50±5) g, 于饲养池中正常供水并充气。实验期间水温(20±2)℃, 免疫接种前后按常规的养殖程序管理。养殖的斜带石斑鱼活动状态良好, 抽样检查体表无寄生虫, 肝、脾、肾无细菌感染, 不曾发病。
1.2  方法

1.2.1  溶藻弧菌总DNA的提取  将溶藻弧菌ZJ03菌株涂布于TSA平板, 挑选单菌落接种于TSB(2% NaCl)培养基, 28℃振荡培养18 h。取1 mL菌液于离心管中, 10 000 r/min离心5 min收集菌体, 参照试剂盒说明书提取基因组DNA, –20℃保存备用。
1.2.2  引物设计  根据ZJ03的vscO(GenBank登录号为KJ179947)及其上下游的基因序列, 依据Overlap PCR原则, 设计vscO缺失株构建所使用的引物(表1, 单下划线表示反向互补序列, 双下划线表示酶切位点)。

表1  vscO缺失株构建所使用的引物

Tab. 1  Primers used for vscO deletion

	引物
primer
	核酸序列(5′–3′)

nucleotide sequence(5′–3′)

	vscO-F
	AAGGTACCGCGTGCTACTGCTGATGGATT

	vscO-int-R
	TTCTTGGTATTGCCTTTCCTGTGCTGCGGCGTTTGA

	vscO-int-F
	GAAAGGCAATACCAAGAAAAC

	vscO-R
	CGGAGCTCTTATCCATCGGCGTCGGT

	vscO-up
	TTTGCTGCGTCGTCTTGC

	vscO-down
	AGGCGTCTGCTGCTCATA


1.2.3  缺失片段的构建  缺失株的构建参照Lan等[18]的方法进行。采用Overlap PCR的方法, 通过两步PCR完成。第一步, PCR扩增vscO上游序列, 反应条件为: 94℃预变性4 min; 94℃ 30 s, 64℃ 30 s, 72℃ 70 s, 共35个循环, 再72℃延伸 10 min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检验后, 用DNA 胶回收试剂盒切胶回收。第二步, PCR扩增vscO下游序列, 反应条件为: 94℃预变性4 min; 94℃ 30 s, 65℃ 30 s, 72℃ 60 s, 共35个循环, 再72℃延伸 10 min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检验后切胶回收。

1.2.4  vscO缺失片段的融合  以vscO上、下游序列为模板, 以vscO-F和vscO-R为上下游引物进行第二轮PCR扩增, 反应条件为: 94℃预变性4 min; 94℃ 30 s, 54℃ 30 s, 72℃ 60 s, 共35个循环, 再72 ℃延伸 10 min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检验后切胶回收。补加vscO-F和vscO-R引物各1 μL继续PCR反应, PCR循环参数为: 94℃预变性4 min; 94℃ 30 s, 63℃ 30 s, 72 ℃ 80 s, 共25个循环, 再72℃延伸 10 min。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳检验后切胶回收。

1.2.5  自杀质粒pRE112的提取  使用全士金公司的Easy Pure Plasmid MiniPrep Kit试剂盒提取pRE112质粒, –20℃保存。

1.2.6  酶切和酶切产物纯化  利用限制性内切酶Kpn I和Sac I对pRE112质粒以及vscO缺失片段分别进行双酶切。37℃水浴酶切3 h, 电泳分析, 切胶回收酶切片段。

1.2.7  连接和纯化  将酶切回收后的vscO缺失片段与pRE112质粒载体通过T4连接酶连接构建重组自杀质粒pRE-ΔvscO, 并转化入E. coli MC1061感受态细胞。

1.2.8  接合菌株的构建  将测序正确的阳性菌落扩大培养, 提取其重组自杀质粒pRE-ΔvscO, 并转化入接合株E. coli S17-1感受态细胞。

1.2.9  细菌接合试验  (1) 分别过夜培养含有pRE-ΔvscO质粒的E. coli S17-1和野生型溶藻弧菌ZJ03, 至细菌培养液OD600值达到0.5。(2) 分别从培养液中取160 μL E.coli S17-1和40 μL溶藻弧菌ZJ03, 4 000 g, 离心5 min。彻底去上清, 加入50 μL TSB液体培养基重悬细菌沉淀。将细菌重悬液接种于TSA固体培养基平板上(无抗生素), 30 μL/spot, 28℃静置培养24 h。(3) 用TSB液体培养基冲洗TSA平板, 将冲洗下来的菌落稀释后涂布于含有Cm的TSA平板, 28℃静置培养48 h。(4) 挑取单菌落, 以上游臂内部引物vscO-up和下游臂内部引物vscO-down为引物(表1), 进行菌落PCR, 筛选接合成功的单菌落重组子, PCR条件参照1.2.3。

1.2.10  第二次同源重组和缺失株筛选  (1) 选取接合成功的单菌落重组子, 接种于5 mL液体培养基TSB中, 28℃, 200 r/min振荡培养48 h。(2) 将菌液涂布于LB平板上(含有10%蔗糖), 28℃培养48 h。在含有蔗糖的平板上, 利用pRE112质粒的蔗糖自杀基因(sacB), 筛选发生第二次同源重组的溶藻弧菌。(3) 挑取单菌落, 划线于含有Cm的TSA平板和没有抗生素的TSA平板, 28℃培养48 h。(4) 选取仅在TSA平板上生长, 而在含有Cm的TSA平板上不生长的单菌落, 以vscO-up和vscO-down为引物, 菌落PCR进行检测, 并进行扩增后测序, 验证突变位点, 正确的即是ΔvscO缺失突变株。

利用斜带石斑鱼考察ZJ03和ΔvscO的致病力, 具体操作如下: 

(1) 分别接种ZJ03和ΔvscO的单菌落至TSB液体培养基中28℃, 200 r/min摇床培养18 h, 再以1׃100比例转接到新鲜的TSB培养基中, 培养至OD600为0.5左右。(2) 8 000 g离心5 min, 收集菌液沉淀, 用pH7.2的PBS洗清沉淀3次。用PBS调OD600至0.5, 菌液的浓度约为108 cfu/mL。(3) 将两株细菌菌液分别用PBS稀释至104、105、106、107、108 cfu/mL, 每个浓度注射20尾鱼, 每尾鱼腹腔注射0.1 mL相应浓度的菌液。对照组20尾鱼, 注射等量生理盐水。同时以平板计数法测定菌体数量。(4) 将人工感染后的斜带石斑鱼于(20±2)℃水温饲养, 正常换水、喂食。记录15 d内鱼体死亡数目直至死亡情况稳定。观察死鱼症状, 并分离死鱼体内的细菌于TSA平板上培养, PCR检测16S rDNA, 确认死于溶藻弧菌感染。参照改进寇氏法计算半数致死量: lgLD50=Xk－d(∑Pi－0.5), 其中Xk为最大对数剂量, d为相邻的两组对数剂量之差数, Pi为死亡率, i为组号。

1.2.11  疫苗的制备与接种 溶藻弧菌ZJ03于28℃摇瓶培养 18 h, 无菌人工海水洗涤并悬浮, 调节菌液终浓度为1×108 cfu/mL。实验鱼分为3组: (1)对照组, 注射生理盐水 0.2 mL/ 尾; (2)浸泡组, 106 cfu/mL 浓度的减毒活疫苗浸泡6 h; (3)注射减毒活疫苗组, 108 cfu/mL 浓度的减毒活疫苗, 0.2 mL/ 尾。每组 30 尾, 其中(2)、(3)组分别设 3 个平行组。

1.2.12  采血  免疫接种后, 每周从实验鱼尾静脉取血, 每组取3尾。鱼全血室温静置3 h, 再于4℃静置5 h, 离心收集血清, –70 ℃贮存备用。

1.2.13  间接酶联免疫法测定血清抗体的效价 参照文献[19], 用酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测鱼血清抗体效价。

1.2.14  免疫保护率的测定  第1次免疫后的第4周, 每组取鱼25尾, 用溶藻弧菌野生毒株(100倍LD50剂量)攻毒, 腹腔注射0.2 mL/尾, 统计每组鱼攻毒后1周内的疫苗免疫保护力(RPS)。RPS=(1–免疫组死亡率/对照组死亡率)×100 %

2  结果与分析

2.1  基因缺失片段的融合

第一次PCR, 使用引物vscO-F和vscO-int-R扩增出661 bp(图1, 泳道1), 该片段包含vscO 5′的99 bp和上游562 bp; 使用引物vscO-int-F和vscO-R扩增出557 bp(图1, 泳道2), 该片段包含vscO 3′的60 bp和下游497 bp; 第二次PCR, 使用引物vscO-F和vscO-R, 将661 bp和557 bp混合后作为PCR模板, 结果成功将上述两个片段融合, 即得到1 218 bp的融合片段(图1, 泳道3), 该融合片段成功缺失了vscO基因中间的303 bp编码序列。而当使用引物vscO-F和vscO-R对溶藻弧菌ZJ03野生株进行扩增时, 能得到1 521 bp的完整片段(图1, 泳道4)。
2.2  接合菌株的构建

提取测序正确的重组自杀质粒, 转化E.coli
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图1  vscO基因缺失片段的构建过程

M: DNA 分子质量标准 DL 2 000; 1: 上游片段; 2: 下游片段; 3: 缺失型片段; 4: 野生型片段.

Fig.1  Construction of vscO

M: DNA marker DL 2 000; 1: Upstream; 2: Downstream; 
3: Mu​t​​ant type; 4: Wild type.

S17-1感受态细胞中。挑选阳性克隆菌落PCR, 测序鉴定, 得到含有重组自杀质粒的S17-1-pRE- ΔvscO菌株。引物vscO-F和vscO-R菌落PCR扩增出1 218 bp的融合片段, 表明接合菌株构建成功(图2, 1~6泳道)。
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图2  S17-1-pRE-ΔvscO菌株菌落PCR鉴定

M: DNA分子质量标准DL 2 000; 1~6: PCR 产物.

Fig.2  Identification theS17-1-pRE-ΔvscO strains by PCR

M: DNA marker DL 2 000; 1–6: PCR products.

2.3  第一次同源重组筛选

以含有重组自杀质粒的S17-11λpir-ΔvscO菌株为供体菌, 以溶藻弧菌强毒株ZJ03为受体菌, 将两者进行第一次同源重组后涂布于含有氯霉素的平板, 筛选获得第一次同源重组突变体。此时发生的是同源臂间的单交换, 自杀重组质粒pRE112-ΔvscO被整合到ZJ03染色体上, 因此当使用一条上臂内部引物vscO-up和一条下臂内部引物vscO-down时, 将扩增出缺失型和野生型2个片段(图3)。野生型是1 020 bp, 来源于ZJ03染色体; 缺失型是717 bp, 来源于自杀重组质粒pRE112-ΔvscO。
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图3  第一次同源重组PCR鉴定

M: DNA分子质量标准DL 2 000; 1~6: PCR 产物.

Fig.3  Identification the first homologous recombination by PCR

M: DNA marker DL 2 000; 1–6: PCR products.

2.4  第二次同源重组筛选

第一次同源重组后, 将阳性接合子在无抗性的TSB培养基中30℃连续培养, 发生第二次同源重组。此时缺失片段替换掉了正常片段, 使用引物vscO-up和vscO-down只能扩增出缺失型的717 bp(图4, 泳道3)。另外一种结果是发生了回复突变, 使用引物vscO-up和vscO-down能扩增出1 020 bp(图4, 泳道6)。图4中泳道1、2、4、5则是并没有发生第二次同源重组的接合子。
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图4  第二次同源重组PCR鉴定

M: DNA分子质量标准DL 2 000; 1~6: PCR 产物.

Fig. 4  Identification the second homologous recombination by PCR

M: DNA marker DL 2 000; 1–6: PCR products.

2.5  LD50 

将ZJ03和ZJ03ΔvscO分别注射斜带石斑鱼, 攻毒结果显示, 菌株WT和ΔvscO 的LD50分别为2.25×105 cfu/ind 和3.35×107 cfu/ind( P<0.01)。由实验结果可知, vscO的缺失使野生型溶藻弧菌的毒力下降150倍左右。LD50检测结果表明, VscO蛋白影响了溶藻弧菌的致病力。毒力下降的原因, 可能是由于T3SS注射装置蛋白vscO基因的缺失, T3SS效应蛋白不能顺利进入宿主细胞, 不能引发宿主细胞死亡, 从而导致细菌毒力下降。

2.6  受免鱼的抗体滴度

免疫后的斜带石斑鱼, 分别在第1、2、3、4、5、6、7和8周采血和收集血清, 用间接ELISA法测定抗体效价。实验确定 ELISA 法的最佳工作浓度: 抗原包被浓度 1×108 cell/mL; 石斑鱼单抗稀释度1︰10 000; 辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠抗体稀释度 1︰20 000。不同时间各受免鱼血清抗体效价的测定结果见图5。在整个实验过程中, 对照组也能检测到一定的抗体效价, 但变动幅度较小, 变化范围在1︰4~1︰8, 表明注射生理盐水对实验鱼机体的免疫反应较低。而实验组各受免鱼血清的抗体效价在短期内大幅度提高, 免疫后1周可检测到抗体效价明显升高, 第 4 周各组效价依次达到最高值, 分别为1︰8 (对照组)、1︰128 (浸泡组)、1︰2 048 (注射减毒活疫苗组)。
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图5  间接ELISA法测定的免疫斜带石斑鱼的抗体效价

“*”表示各组间差异显著(P<0.05).

Fig. 5  Antibody titers of vaccinated fish detected by ELISA

“*” means difference is significant between different groups (P<0.05).

2.7  受免鱼免疫保护率

对受免鱼进行溶藻弧菌野生株ZJ03攻毒实验, 在感染后2周内, 对照组的斜带石斑鱼全部死亡, 浸泡组受免鱼存活率为68%, 注射组受免鱼存活率为84%(图6)。病鱼的主要症状表现为注射部位充血发红等, 从肝、肾中重新分离得到溶藻弧菌, 确认死于攻击引起的感染。
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图6  受免鱼的免疫保护率

Fig.6  The result of immunoprotective trial on fish

3  讨论

随着DNA重组技术的发展, 基因工程疫苗的研制和应用已成为研究的热点。目前, 绝大多数减毒疫苗的构建是通过定点突变的方法, 即通过突变与代谢和毒力相关的基因, 从而降低病原菌的毒力。在以往的研究中, 多是利用插入突变的方法来构建突变株[20]。但是, 由于插入的基因(多为抗性基因)存在着改变靶基因下游序列的遗传方式的可能性, 近来的研究更多地采用框内缺失突变(in-frame deletion)方法[21], 利用该技术构建的弱毒株, 遗传性状稳定、不带新的抗性基因、不容易发生回复突变, 适宜筛选减毒活疫苗[12]。

T3SS注射装置是近年来微生物特别是病原菌领域中最重要的发现之一, 该发现对研究病原菌与宿主细胞的相互作用和机制做出了最大的贡献[14]。T3SS注射装置相关蛋白基因的缺失株作为减毒活疫苗, 已显示出良好的免疫保护作用。例如, Xiao等[21]构建了迟缓爱德华氏菌T3SS 注射器蛋白编码基因eseBCD突变株, 并发现该突变株毒力显著下降, 对斑马鱼免疫保护力为80.1%。本试验构建了溶藻弧菌ZJ03ΔvscO无标记基因框内缺失突变株, 通过浸泡和注射试验考核其免疫保护力, 结果发现ZJ03ΔvscO对溶藻弧菌有很好的保护效应, 其中注射组的免疫保护率达84%, 与上述研究相似。

本试验中应用ZJ03ΔvscO进行浸泡免疫时, 其抗体滴度和免疫保护力均低于注射组, 类似结果在前人的研究中也有发现[22–23]。这可能与抗体滴度评价方法、攻毒方式有关。在鱼类免疫系统中, 黏膜免疫相对独立于系统免疫之外[24–25], 浸泡免疫主要是体表黏膜免疫系统——鳃和皮肤发挥作用[26]。与注射免疫能提高外周血抗体效价有所不同的是, 浸泡免疫主要提高黏膜抗体效价, 对外周血的抗体效价影响不大。因此, 本试验浸泡组外周血的抗体效价不能反映实际总的抗体效价, 今后仍需完善浸泡组黏膜中抗体效价的测定。一些研究表明浸泡免疫的保护率与攻毒方式有关。王焕然等[27]将TFM作为减毒疫苗通过注射、浸泡的途径免疫牙鲆后, 采用腹腔注射方式攻毒, 发现浸泡组的免疫保护率低于注射组。李杰[7]用迟缓爱德华氏菌弱毒株 LSE40Δaro​AΔe​srB 浸泡免疫牙鲆, 比较注射和浸泡两种方式攻毒, 结果表明注射攻毒的RPS为45%, 浸泡攻毒的RPS为100%。注射攻毒导致浸泡免疫RPS偏低的原因可能是腹腔注射攻毒使病原跨过黏膜屏障直接进入鱼体内部, 导致浸泡组体表黏膜抗体的保护作用失效[28]。由此可推测, 采用注射攻毒的方法不能确切地反映浸泡免疫的实际保护效果。因此, 在对疫苗进行免疫保护效果评价时, 对采用的免疫与感染途径需进行综合考虑, 以获得疫苗的最佳评价效果。另外本研究后续仍需进行ZJ03ΔvscO在鱼体的存活时间等生物安全试验来综合评价其作为减毒活疫苗可行性。
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Construction of live attenuated Vibrio alginolyticus vaccine and its immunogenic and protective effects
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Abstract: Vibrio alginolyticus, a gram-negative bacterium has been described to be among the most common and economically important aquatic pathogen of fish and shellfish. Vaccine immunization is an effective approach to prevent V. alginolyticus infection. And attenuated vaccine could stimulate systemic immune response in host administrated. Now there has been little attenuated vaccine of V. alginolyticus. The type III secretion system (T3SS) is used by bacterial pathogens to inject effector proteins into the cytoplasm of their host cells. And it is an important pathogenic factor of Vibrio alginolyticus. The T3SS consists of a structure called needle complex, which is made of a multi-ring base that spans the bacterial and a needle-like extension that protrudes several nanometers from the bacterial surface. VscO is located at the “needle” site of T3SS. Its role is to escort the molecular chaperone and effector proteins into host cells, and further induced host cell death. In this paper, combining with chloramphenicol (Cm) and sucrose screening, an in-frame deletion mutant of vscO using overlap PCR and homologous recombination technology was constructed. And the LD50 changes of ZJ03ΔvscO mutant strains compared with the strain ZJ03 were examed. Grouper (Epinephelus coioides), body length (17±3) cm, body weight (50±5) g were injected with ZJ03ΔvscO and ZJ03, respectively. The ΔvscO mutant showed about 150 times decrease in virulence in grouper. The ZJ03ΔvscO was used to immunize grouper by way of injection and immersion. The result indicated that the specific antibody titers were markedly higher than that in the control group (P<0.05).The relative percentage survival (RPS) of injection group was 84%, while the RPS of immersion group was 68%. The results showed that the ZJ03ΔvscO of V. alginolyticus has a high immunogenicity, and can be a live attenuated vaccine. In addition, immunity and infection way may be the factor affecting the RPS. The purpose of this study is to provide technical support for fish diseases caused by V. alginolyticus .
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