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弧菌外膜蛋白Ompk基因序列分析及其 
多克隆抗体的制备

丁承超，谢曼曼，曾海娟，刘 箐*
（上海理工大学医疗器械与食品学院，上海 200093）

摘  要：弧菌外膜蛋白（outer membrane protein，OMP）OmpK不仅可激发机体的体液免疫和细胞免疫，而且可在

不同血清型菌株之间产生免疫交叉反应。本研究利用克隆测序和查找GenBank获得20 株弧菌的Ompk基因序列并构

建Ompk系统进化树，对比分析20 株弧菌Ompk基因序列；利用原核表达系统表达野生株Vibrio parahaemolyticus B的
OmpK，纯化OmpK后制备兔多克隆抗体；采用酶联免疫吸附分析法和蛋白质印迹法（Western-blotting）分别检测

抗体效价和特异性。系统进化树和基因序列比对结果显示Ompk基因在弧菌中高度保守，核苷酸序列相似性在77%

以上；原核表达系统成功表达了弧菌OmpK，蛋白经纯化后成功制备的兔多抗效价达1∶16 000；Western-blotting实
验证实抗体具有很好的特异性；OmpK多克隆抗体在弧菌中普遍存在免疫交叉性。因此，弧菌Ompk基因序列分析

及其抗体研制，不仅为弧菌快速免疫学检测提供可能性，也为以OmpK为靶点的水产疫苗研制奠定了基础。
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Gene Sequence Analysis and Polyclonal Antibody Preparation of Outer Membrane Protein, Ompk, in Vibrio
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Abstract: Outer membrane protein (OmpK) in Vibrio not only can stimulate humoral immunity and cellular immunity in the 
body, but also can produce immune cross-reaction among strains of different serotypes. In this paper, cloning of sequences 
and comparison with Genebank sequences were carried out to build Ompk phylogenetic trees of 20 Vibrio strains. A 
prokaryotic expression system was used to express the OmpK of Vibrio parahaemolyticus B, and rabbit polyclonal antibody 
was prepared after OmpK was purified and used to immunize rabbits. Antibody titer and specificity were detected by enzyme 
linked immunosorbent assay (ELISA) and Western-blotting. Phylogenetic tree and gene sequence alignment results showed 
that the Ompk gene was highly conservative in Vibrio and the similarity of nucleotide sequences was approximately 77%. 
OmpK was successfully expressed in the prokaryotic expression system and rabbit polyclonal antibody was successfully 
induced by immunization with the purified protein with a titer of 1:16 000 as detected by ELISA. Western-blotting results 
confirmed that the antibody had good specificity. Vibrio Ompk gene sequence analysis and anti-Vibrio antibody preparation 
will provide a theoretical basis for rapid and high-throughput detection of Vibrio in aquatic products.. 
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由弧菌属（Vi b r i o  s p p .）引起的弧菌病是水产

动物中普遍流行且危害最大的细菌性疾病，鳗弧

菌（Vibrio  angui l larum）、副溶血性弧菌（Vibrio 
parahaemolyticus）等弧菌的危害每年给水产养殖业造成

严重的经济损失[1-2]。弧菌不仅是水产品细菌性疾病的最

重要的病原菌之一，而且部分弧菌如副溶血性弧菌还是

重要的食源性致病菌[3-5]。第九版《伯杰氏细菌学手册》

收录了35 种弧菌属细菌，我国已报道危害严重的弧菌有

10余种。因此，弧菌病的有效预防和检测已成为我国水

产品产业健康可持续发展的重要保障。

外膜蛋白（outer membrane protein，OMP）位于革

兰氏阴性菌表面，呈β-桶状结构，其具有良好的免疫原

性，不仅可激发机体体液免疫和细胞免疫，而且在不同

弧菌及血清型菌株之间具有良好的免疫交叉保护作用，

因而被国内外公认为是一种潜在的共同保护性抗原[6-9]。

近年来的研究也证实了病原细菌OMP在作为保护性抗原

方面的作用：Li Chuchu等[10]证实副溶血弧菌中的OMP 

VP0802氨基酸序列与其他弧菌具有70%左右的同源性，

认为其是制备亚单位疫苗的良好候选材料；1995年Inoue

等[11-12]首次将在V. parahaemolyticus发现的一种分子质量

约为28 kD的OMP命名为OmpK，该蛋白广泛存在于不同

血清型的V. parahaemolyticus中；另外，Li Ningqiu等[13-14]

研究发现从哈维氏弧菌提取的OmpK与溶藻弧菌、副溶血

弧菌OMP具有高度同源性，是弧菌疫苗中一种潜在的共

同抗原。综合分析国内外研究发现，OmpK是一种潜在的

弧菌共同抗原。以Ompk为抗原基因的弧菌渔用疫苗可能

具有较高的免疫保护效率。在食品安全检测方面，OmpK

抗体的制备对提高水产弧菌的快速检测具有重要意义，

利用生物信息学技术和流式细胞术分析发现OmpK抗体能

够识别弧菌中相同或相似的抗原表位，这为水产食品的

安全检测奠定了良好基础[15-16]。李雨辰等[17]建立的OmpK

免疫磁珠检测方法与显色平板法结合较传统的二次增菌

法能够节省72 h，并且相比于常用的免疫学检测方法检测

灵敏度可以提高两个数量级。因此，弧菌Ompk基因序列

分析及其抗体研制，不仅为水产动物的免疫保护提高了

新思路，也为实现试剂盒等快速检测技术检测水产品中

弧菌提供了依据。

本研究根据测序和查找GenBank拟构建弧菌Ompk的
分子进化树。根据所得进化树构建原核表达载体，利用

镍柱对OmpK进行纯化，并用纯化得到的OmpK对新西兰

白兔进行免疫，制备OmpK多克隆抗体。为水产品中弧菌

检测产品如检测试剂盒、试纸条和蛋白芯片的开发和研

制提供理论和实践基础。另外，以启动黏膜免疫系统为

目标，以OmpK为弧菌共同抗原靶标，从疫苗载体和抗

原高效递呈等入手，研发方便使用、高效保护的新型疫

苗，为解决水产品弧菌污染提供新型生物制品。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

限制性内切酶、 Ta q  D N A聚合酶、 d N T P s、
DNA Ladder Marker、T4 DNA连接酶和pMD19-T载体  
大连宝生物公司；实验引物、硫酸铵、H i s单克隆

抗体、异丙基 -β - D -硫代半乳糖苷（ i s o p r o p y -β - D -
thiogalactoside，IPTG）和Ni-IDA亲和纯化柱 上海生

工生物有限公司；3%碱性蛋白胨水、胰蛋白胨和酵母

浸粉 北京陆桥技术有限责任公司；细菌基因组DNA
提取试剂盒、琼脂糖凝胶回收试剂盒和质粒抽提试剂盒  
杭州博日科技生物有限责任公司；辣根过氧化物酶

（horse radish peroxidase，HRP）标记的山羊抗兔二抗、

弗氏佐剂 美国Sigma公司。 
1.2 菌株、质粒与实验动物 

水产品中分离出的17 株弧菌（表1）、大肠杆菌 

（E. coil）BL21和DH5a及pET-30（a）质粒由上海理工

大学系统生物医学研究中心保存；2.5 kg雄性6 月龄新西

兰白兔由第二军医大学实验动物中心提供。

表 1 实验弧菌及其来源

Table 1 Vibrio tested in this study

序号 弧菌 来源

1 V. parahaemolyticus A 野生型

2 V. parahaemolyticus B 野生型

3 V. parahaemolyticus C 野生型

4 V. parahaemolyticus D 野生型

5 V. parahaemolyticus E 野生型

6 V. parahaemolyticus F 野生型

7 V. parahaemolyticus G 野生型

8 V. parahaemolyticus H 野生型

9 V. parahaemolyticus I 野生型

10 V. parahaemolyticus J 野生型

11 V. parahaemolyticus ATCC17802

12 V. parahaemolyticus ATCC33847

13 V. alginolyticus A 野生型

14 V. alginolyticus B 野生型

15 V. alginolyticus C 野生型

16 V. alginolyticus D 野生型

17 V. anguillarum MVM 野生型

1.3 仪器与设备

聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）
仪、凝胶成像仪 香港基因有限公司；SpectraMax M2
酶标仪 美国Molecular Devices公司；Odyssey双色红外

荧光成像系统 美国Li-Cor公司。

1.4 方法

1.4.1 系统进化树的构建及基因序列分析
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利用细菌基因组DNA提取试剂盒提取17 株弧菌

的DNA，根据美国国家生物技术信息中心（National 
Center of Biotechnology Information，NCBI）公布

的副溶血弧菌的Ompk基因序列（GenBank登陆号：

NC_004603.1）采用Primer 3设计Ompk测序引物：

P 1：5 ’ - AT G C G TA A AT C A C T T T TA G C - 3 ’；P 2：
5’-TTAGAACTTGTAAGTTACTGC-3’。利用引物扩增

17 株弧菌的Ompk片段，PCR反应条件为：94 ℃预变性

2 min；94 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸90 s，
35 个循环；72 ℃延伸7 min；4 ℃保存。PCR产物分别

经1.5 g/100mL琼脂糖凝胶电泳，回收电泳产物后连接

pMD19-T载体。将连接成功的产物送由上海华大基因科

技有限公司测序，测序结果连同NCBI已知的3 株弧菌

Ompk序列采用MEGA 6.0邻接（neighbor-joining，NJ）
法构建系统进化树。利用TMHMM Server v. 2.0（http://
www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/）和SignalP 4.1 Server
（http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/）对Ompk基因序

列进行分析，进而分析OmpK具有的功能和性质。

1.4.2 原核表达重组质粒的构建

根据系统进化树亲缘关系选择V. parahaemolyticus B
基因组作为模板，采用Primer 3设计Ompk的表达引物：

P3：5’-ATTGGATCCATGCGTAAATCACTTTTAGC-3’；
P4：5’-ATTAAGCTTTTAGAACTTGTAAGTTACTGC-3’

（引物P3和P4中下划线部分分别为限制性内切酶BamH Ⅰ 

和Hind Ⅲ酶切位点）。使用BamH I和Hind Ⅲ同时对PCR
产物和质粒pET-30（a）进行双酶切；T4 DNA连接酶连接

双酶切后的产物，得到重组质粒；将获得的重组质粒导

入DH5α中，使用PCR和双酶切（BamH Ⅰ和Hind Ⅲ）对

扩增得到的重组质粒进行鉴定。鉴定为阳性的克隆送由上

海华大基因科技有限公司测序，将测序正确的阳性克隆命

名为pET-30（a）-Ompk。最后将重组质粒pET-30（a）-Ompk 
导入大肠杆菌表达菌株BL21中。

1.4.3 蛋白的诱导表达及纯化

取重组大肠杆菌BL21过夜培养，以1∶100（V/V）转

接入新鲜LB培养基中，待OD600 nm达到约0.6时，加入终浓

度为0.3 mmol/L的IPTG，37 ℃培养约8 h后收集菌体[18]。

以无IPTG诱导组作为对照，十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳（sodium dodecyl sulfonate polyacrylamide gel 
electrophoresis，SDS-PAGE）分别检测菌体上清和包涵

体，确定蛋白在原核表达系统中的分子质量大小和分泌位

置并利用Ni-IDA亲和纯化柱对蛋白进行纯化；利用His标
签抗体蛋白质印迹法（Western-blotting）检测纯化后的蛋

白，确定纯化的蛋白为原核表达带有His标签的OmpK。

1.4.4 多克隆抗体的制备

新西兰白兔免疫前耳部取血作为阴性对照血清，

0.5 mL纯化后质量浓度为2 mg/mL的OmpK与等体积的

弗氏完全佐剂混合乳化，颈背部皮下多点注射免疫新

西兰白兔。首次免疫2 周后进行第2次免疫；第2次免疫

2 周后进行第3次免疫；第3次免疫1 周后进行第4次加强

免疫。首次免疫佐剂采用弗氏完全佐剂，后续免疫均采

用弗氏不完全佐剂。最后一次免疫3 d后心脏采血，室

温放置1 h待血清凝固后置于4 ℃冰箱，过夜析出血清

后2 500 r/min离心15 min分离血清。分离后的血清经

33 g/100 mL的硫酸铵沉淀，12 000 r/min离心30 min后
获得的沉淀即为OmpK兔多克隆抗体，最后将抗体置

于－80 ℃冰箱中保存。

1.4.5 多克隆抗体效价检测

将纯化后的OmpK稀释至20 μg/mL，100 μL/孔
加入96 孔板中，37 ℃孵育2 h；加入200 μL封闭液，

37 ℃孵育2 h；加入100 μL不同稀释倍数的OmpK多克

隆抗体，37 ℃孵育1 h，免疫之前兔血清作为阴性对

照；洗涤后加入100 μL HRP标记羊抗兔二抗（pH 7.4、 

0.01 mol/L磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，PBS） 

1∶10 000（V/V）稀释），37 ℃孵育1 h；洗涤后加入

100 μL显色液，37 ℃避光显色15 min；加入50 μL终止液

后测定450 nm波长处光密度值[19]。

1.4.6 多克隆抗体免疫学识别能力验证

纯化后的蛋白样品处理后 S D S - PA G E 电泳，

转硝酸纤维素膜（nitrocellulose f i l ter  membrane，
N C 膜 ） 后 加 入 O m p K 多 克 隆 抗 体 （ 分 别 用 p H 

7.4、0.01mol/L PBS以体积比1∶1 000、1∶2 000、
1∶4   0 0 0 稀 释 ） ， 阴 性 对 照 为 免 疫 前 兔 血 清 

（用pH 7.4、0.01 mol/L PBS 1∶1 000（V/V）稀释），

4 ℃过夜振荡。洗涤后加入HRP标记山羊抗兔二抗（用

pH 7.4、0.01 mol/L PBS 1∶10 000（V/V）稀释），37 ℃
避光振荡1 h，最后使用双色红外荧光成像系统扫描NC
膜，通过显色条带的对比确定OmpK抗体的特异性。

1.4.7 多克隆抗体交叉反应筛查

包被过夜培养后灭活的17 株弧菌，将OmpK多克隆

抗体用pH 7.4、0.01 mol/L PBS 1∶500（V/V）稀释，阴性

血清（用pH 7.4、0.01 mol/L PBS 1∶500（V/V）稀释）

作对照。利用间接酶联免疫吸附分析（enzyme linked 
immunosorbent assay，ELISA）法检测抗体与弧菌之间的

免疫交叉反应。 

1.5 数据分析方法

实验数据用Microsoft Excel与SPSS软件处理。

2 结果与分析 

2.1 系统进化树构建及基因序列分析

由20 株弧菌Ompk基因构建的NJ系统进化树如图1 
所示。经分析Ompk基因在弧菌属中高度保守，核苷
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酸序列相似性在77%以上，V. parahaemolyticus间核苷

酸序列相似性在84%以上（表2）。进化树上游弧菌 

V. parahaemolyticus B与其他弧菌亲缘关系较近，因此以

V. parahaemolyticus B的Ompk基因序列为研究对象。其氨

基酸序列经TMHMM Server v. 2.0和SignalP 4.1 Server
软件分析发现，序列前1～20 个氨基酸为OmpK分泌信号

肽（图2方框内），跨膜分析推测V. parahaemolyticus B的
OmpK整体在细胞膜外，证实OmpK确是一种弧菌OMP。

V. parahaemolyticus C
V. parahaemolyticus G

V. parahaemolyticus A

V. parahaemolyticus H
V. parahaemolyticus B

V. parahaemolyticus EcGS020801

V. parahaemolyticus I

V. parahaemolyticus J

V. parahaemolyticus D

V. parahaemolyticus F

V. parahaemolyticus E

V. parahaemolyticus ATCC17802

V. alginolyticus B

V. alginolyticus A

V. alginolyticus D

V. alginolyticus C

V. anguillarum MVM

V. parahaemolyticus RIMD 2210633

V. cholerae O1 biovar El Tor str. N16961

V. parahaemolyticus ATCC33847

0.01
图 1 基于Ompk基因序列构建弧菌NJ进化树

Fig. 1 NJ phylogenetic tree based on Ompk sequence in Vibrio

表 2 20 株弧菌Ompk的对比分析

Table 2 Comparative analysis of Ompk among 20 Vibrio strains

弧菌菌株 长度/个 分子质量/kD 相似性/%
V. parahaemolyticus A 273 30.0 100
V. Parahaemolyticus B 273 30.0 100*
V. parahaemolyticus C 273 30.0 99
V. parahaemolyticus D 273 30.0 99
V. parahaemolyticus E 264 29.0 88
V. parahaemolyticus F 273 30.0 99
V. parahaemolyticus G 273 30.0 100
V. parahaemolyticus H 273 30.0 99
V. parahaemolyticus I 273 30.0 99
V. parahaemolyticus J 273 30.0 99

V. parahaemolyticus ATCC17802 264 29.0 88
V. parahaemolyticus ATCC33847 273 30.0 99
V. parahaemolyticus EcGS020801 273 30.0 100

V. parahaemolyticus RIMD 2210633 267 29.3 84
V. alginolyticus A 283 31.1 82
V. alginolyticus B 273 30.0 94
V. alginolyticus C 272 29.9 84
V. alginolyticus D 266 29.2 89

V. anguillarum MVM 272 29.9 90
V. cholera N16961 267 29.3 77

注：*.相似性结果为各弧菌菌株 Ompk 的氨基酸序列与 V. parahaemolyticus 
B 的 Ompk 氨基酸序列对比所得。

MRKSLLALSLLAATSAPVMAADYSDGDIHKNDYKWMQFNLMGAFDEKGAGPESSHDYLEMEFGGRSGIFDLYGYDVFNL     80
ASDPGSDKAGEKIFMKFAPRMSLDALTGKDLSFGPVQELYVATLMEWGGNSGVNNQKIGLGSDVMVPWLGKVGLNLYGS   160 
YYGNNKDWNGFQISTNWFKPFYFFENGSFISYQSYIDYQFGMEDKEGNKFNTNTSNGGAMFNGIYWHSDRFAVGYGLKLY   240
KDVYGFEDGKALPWTQTVDSSGVAHYVAVTYKF                                                                                                                              273

图 2 V. parahaemolyticus B OmpK氨基酸序列

Fig. 2 Amino acid sequence of OmpK in V. parahaemolyticus B 

2.2 原核表达重组质粒的构建

M

1 000 bp

700 bp

500 bp
400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

A 1 2

1 kb

2 kb

3 kb
4 kb
5 kb

B M 1 2

A. Ompk基因PCR扩增结果；M. 1 kb DNA Ladder Marker；泳道1. H2O， 

泳道2. pET-30（a）-Ompk；B. 重组质粒双酶切检验结果；M. 5 kb DNA Ladder 
Marker；泳道1. pET-30（a）-Ompk酶切前；泳道2. pET-30（a）-Ompk酶切后。

图 3 重组质粒pET-30（a）-Ompk鉴定结果

Fig. 3 Identification of recombinant plasmid pET-30(a)-Ompk

以V. parahaemolyticus B基因组DNA为模板，进行

Ompk基因的PCR扩增，泳道2获得一段分子质量约800 bp
的片段（图3A）；将PCR产物与质粒pET-30（a）双酶

切后通过T4 DNA连接酶连接；连接产物导入大肠杆菌

DH5α菌株；提取重组质粒，使用BamH I和Hind Ⅲ对扩

增得到的重组质粒进行双酶切鉴定，泳道2分别获得分子

质量约800 bp和5 kb的2 个片段（图3B）。质粒测序结果

证实pET-30（a）连接片段与之前的pMD19-T载体连接片

段的基因序列相同。

2.3 蛋白的诱导表达及纯化

M 1 2 3 4

95 kD
72 kD
55 kD
43 kD

34 kD
26 kD

17 kD

10 kD

M. 蛋白标准Marker；泳道1. IPTG诱导菌体上清液；泳道2. IPTG诱导菌体

包涵体；泳道3. 无IPTG诱导菌体上清液；泳道4. 无IPTG诱导菌体包涵体。

图 4 OmpK在BL21菌株中的表达

Fig. 4 Expression of OmpK in BL21 

将测序正确的重组质粒pET-30（a）-Ompk导入大肠

杆菌表达菌株BL21中，SDS-PAGE电泳分别检测IPTG诱

导组和无IPTG诱导组的菌体上清液和包涵体，确定诱导
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蛋白的大小和在菌体中的分泌位置。结果如图4所示，

泳道2在35 kD位置有明显的诱导蛋白产生，包括Ompk编
码约30 kD和质粒pET-30（a）自带标签蛋白约5 kD；另

外，诱导的蛋白在BL21菌株中形成包涵体。利用Ni-IDA
亲和纯化柱对OmpK蛋白进行纯化（图5A），泳道2为纯

化蛋白。使用His标签抗体Western-blotting检测纯化后的

蛋白（图5B），泳道2在35 kD位置有明显的蛋白条带，

证明该蛋白确为原核表达带有His标签的OmpK蛋白。

M

95 kD
72 kD
55 kD
43 kD

34 kD

26 kD

17 kD

10 kD

1 2A
43 kD

34 kD

MB 1 2

A. SDS-PAGE检测结果；M. 蛋白标准Marker；泳道1. 蛋白样品

纯化前；泳道2. 蛋白样品纯化后；B. Western-blotting检测结果；

M. 蛋白标准Marker；泳道1. 阴性对照；泳道2. 纯化后蛋白样品。

图 5 SDS-PAGE和Western-blotting检测OmpK纯化结果

Fig. 5 OmpK tested by SDS-PAGE and western-blotting

2.4 多克隆抗体效价的检测
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图 6 OmpK多克隆抗体效价

Fig. 6 Polyclonal antibody titer of OmpK tested by ELISA

由图6可知，免疫获得的OmpK多克隆抗体经间接

EILSA法测定，450 nm波长处光密度值大于阴性对照2.1 

倍确定为最终效价，因此其抗体效价可以达到1∶16 000。

2.5 多克隆抗体免疫学识别能力验证

A B C D

A. 抗体1∶1 000稀释；B. 抗体1∶2 000稀释； 

C. 抗体1∶4 000稀释；D. 阴性血清1∶1 000稀释。

图 7 Western-blotting检测OmpK多克隆抗体特异性

Fig. 7 Polyclonal antibody specificity of OmpK tested by western-blotting

采用Western-blotting技术检测由V. parahaemolyticus B
制备的OmpK多克隆抗体特异性。发现不同稀释梯度均

出现明显的条带（图7A、B、C），免疫之前阴性血清 

（图7D）无对应条带，表明制备的OmpK多克隆抗体可与

OmpK蛋白特异性结合，成功制备了OmpK兔多克隆抗体。

2.6 多克隆抗体交叉反应筛查

V. anguillarum MVM
V. alginolyticus D
V. alginolyticus C
V. alginolyticus B
V. alginolyticus A

V. parahaemolyticus ATCC17802
V. parahaemolyticus ATCC33847

V. parahaemolyticus C

V. parahaemolyticus G

V. parahaemolyticus A

V. parahaemolyticus H
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V. parahaemolyticus F
V. parahaemolyticus E

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

OD450 nm

图 8 OmpK多克隆抗体在弧菌中的免疫交叉性

Fig. 8 Immune cross-reactivity of OmpK polyclonal antibody in Vibrio

经间接ELISA法测定OD450 nm值得到17 株实验室保

藏弧菌的效价均在阴性对照血清效价的2.1 倍以上，

即由V. parahaemolyticus B制备的OmpK多克隆抗体与

17 株弧菌存在不同程度交叉（图8）。另外，抗体在 

V.  p a r a h a e m o l y t i c u s 中的免疫交叉反应强于在 

V. alginolyticus和V. anguillarum，测得的交叉性与Ompk分
子的系统进化树（图1）亲缘关系基本一致。

3 讨 论

弧菌长期以来给水产养殖业带来巨大损失，抗生素

是水产养殖中防范弧菌的最主要手段，但随着抗生素滥

用导致细菌抗药性、抗生素残留、水体污染等问题的日

益突出，寻求新的弧菌控制方法已成产业、学术界的共

识[20-21]。而以OmpK为抗原靶标的新型免疫制剂如OmpK
亚单位疫苗等有望成为预防弧菌危害的另一有效手段。伦

镜盛等[22]研究发现在弧菌的OmpK氨基酸序列中存在8 个
高度保守的抗原表位，包括7 个T细胞抗原以及1 个T细胞

和B细胞共有的抗原表位。这些抗原表位中的一个或多个

可能位于细菌表面，而使抗血清中的OmpK抗体能够识别

这些相同或相似的抗原表位。因此，以OmpK为抗原靶标

的OmpK亚单位疫苗在弧菌预防方面具有很大潜力。郑磊

等[23]使用胶囊材料包裹副溶血弧菌融合蛋白FlaA-OmpK 
制成的肠溶口服疫苗的免疫保护效果可达到50%。

在食品安全方面，弧菌常存在于海产品及高盐食品

中，可引起急性肠胃炎，严重时会导致败血病[24]，由于

弧菌引起的食品安全事故层出不穷，研究其快速、准确

的检测方法，为食品企业和监督部门提供技术支撑是控

制该菌污染的主要手段。目前，副溶血性弧菌检测的方

法主要仍以生化反应为基础的国家标准方法为主，该方

法准确但耗时较长。近年来，分子生物学方法如定性、

定量PCR等在检测周期、特异性、准确性等方面显示出

一定的优势，但由于对设备、实验环境、技术人员要求

较高，因此较难在大多数中小食品企业推广使用。综上
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所述，以OmpK抗体研发的快速检测技术在检测弧菌方面

具有时间快、覆盖范围广、操作简便等优势。

本研究通过构建弧菌Ompk分子系统进化树发现

Ompk序列在弧菌中高度保守，其核苷酸序列的相似性在

77%以上，在副溶血弧菌间更是高达88%以上，这些相似

性是决定OmpK在弧菌间具有很强免疫交叉的分子基础。

通过对氨基酸序列的分析发现，OmpK分子自带分泌信号

肽。Mao Zhijuan等[25]成功在毕赤酵母（Pichia pastoris）
表达了哈维氏弧菌的OmpK。这些研究证实OmpK分子

与相应的表达载体结合可以有效将OmpK分子递呈至载

体表面，为弧菌疫苗的开发和研制提供了新思路。本

研究利用纯化后OmpK蛋白制得的多克隆抗体效价可达

1∶16 000，加之OmpK在弧菌间具有较强的免疫交叉性。

因此，以OmpK抗体研发的快速检测工具如免疫层析试

纸、试剂盒等可以在保证较高灵敏度的同时检测多种弧

菌，而以OmpK分子为抗原靶标制得的抗体有望在水产品

检测领域发挥重要作用。
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