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摘　要：鱼类细菌性感染作为十分常见且危害严重的一类水产病害，严重阻碍了我国水产养殖业的发展，

同时也造成了巨大经济损失，而免疫防治作为一种安全有效的防治方法，正逐步受到人们的关注。外膜蛋

白作为革兰氏阴性菌外膜的主要组成成分，不仅在维持细菌正常生命活动中发挥着重要作用，同时具有较

强的免疫原性及交叉免疫原性，可以作为潜在的免疫保护性抗原，在渔用疫苗的研发中具有广阔的应用前

景。该文介绍了鱼类病原菌外膜蛋白的结构组成、种类功能、免疫原性等基本特性，对外膜蛋白在亚单位

疫苗、DNA疫苗、多价多联疫苗及活载体疫苗等渔用疫苗中的应用进行了论述，并从疫苗佐剂应用及铁离

子相关外膜蛋白研究等方面展开讨论，以期为外膜蛋白渔用疫苗研发提供参考。
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Abstract: As a common and serious aquatic disease, bacterial infection of fish has seriously hindered the 
development of aquaculture industry in China and caused huge economic losses.  Immunization prevention and 
treatment as a safe and effective prevention method has gradually attracted people's attention. As the main 
component of the outer membrane of gram-negative bacteria, outer membrane protein (OMP) not only plays an 
important role in maintaining the normal life activities of bacteria, but also has strong immunogenicity and cross-
immunogenicity. Therefore, outer membrane protein can be used as a potential immune protective antigen and has a 
broad application prospect in the development of fishery vaccines. To provide reference and new research ideas for 
the development of OMP fishing vaccines, this review introduces the basic characteristics of OMPs of fish 
pathogens, such as structure composition, category, function and immunogenicity. The application of OMPs in 
subunit vaccines, DNA vaccines, multivalent vaccines and live vector vaccines for fishery vaccines is also 
discussed. In addition, we discusse the application of vaccine adjuvants and iron-related OMPs.
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中国是世界水产养殖第一大国。近年来，我国

渔业发展极为迅速，2018年全国水产品总产量达

6 457.66万吨，占世界水产品总产量的78%，渔业

经济总产值高达25 864.47亿元[1]。然而，随着水产

养殖业集约化、规模化程度不断提高，所面临的各

类病害威胁也在不断加剧，其中细菌性疾病在各类

型病害中占到40%以上，是最为常见且危害最为严
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重的一类疾病。我国每年因水产病害所造成的经济

损失高达数百亿元，严重阻碍了我国水产养殖业的

快速发展。

长期以来，人们常常采用抗生素及化学药品进

行细菌性疾病的防治，而这些措施会造成许多严重

后果。例如，滥用抗生素会导致病原菌耐药性增

强；抗生素还会随血液循环分布于组织器官，直接

抑制吞噬细胞的吞噬功能，从而降低鱼类自身免疫

力；同时，动物体内残留的药物不仅能够通过食物

链对人体健康造成威胁，更在一定程度上破坏了生

态系统的平衡。以上这些问题都将对我国水产养殖

业和人类食品安全等方面构成威胁。因此，人们将

水产养殖病害防治的研究重点转向渔用疫苗开发，

主要集中在如何提高现有疫苗效力及开发新型高

效疫苗上。作为目前最经济有效、最环保的预防

细菌感染的生物制品，渔用疫苗起源于1942年，

Duff首次应用灭活的杀鲑产气单胞菌(Aeromonas 
salmonicida)对硬头鳟进行口服免疫并取得成功

[2]。

直至1975年，美国疫苗有限公司(American Vaccine 
Co. LTD) 才获准生产首例商品性渔用疫苗——ERM
菌苗[3]，此后疫苗的商业化生产及应用促进了渔用

疫苗的研究进展。1984年至今，渔用疫苗的研发进

入攀登发展期，商用疫苗数量由最初的2种发展到

如今的24种，同时疫苗的种类也越来越多样化：早

期的鱼类疫苗以灭活疫苗、减毒疫苗等传统疫苗为

主；随着生物工程技术发展日渐成熟，如今陆续出

现的亚单位疫苗、DNA疫苗、多联多价疫苗、活载

体疫苗等各类新型疫苗，表现出更好的免疫效果、

更高的安全性等传统疫苗无法比拟的独特优势。渔

用疫苗研发进程及免疫保护效果除了受生物技术发

展限制外，还受到多方面因素的影响，其中筛选免

疫保护性良好的抗原对于疫苗研发具有重要价值，

对疫苗免疫保护效果至关重要。外膜蛋白(outer 
membrane protein, OMP)作为革兰氏阴性菌细胞表面

分子，不仅在维持细胞结构及生命活动方面发挥作

用，还被认为是细菌与外界环境相互作用的靶位

点，其暴露的抗原决定簇致使外膜蛋白极易被宿主

的免疫系统所识别，进而引起宿主的体液免疫和细

胞免疫，起到良好的免疫保护作用。同时，一些高

度保守的外膜蛋白诱导产生的免疫对不同种类的病

原菌或同一病原菌的其他血清型具有交叉保护作

用，是一种具有潜力的共同保护性抗原，可以有效

运用到各类新型疫苗研发中。外膜蛋白作为免疫保

护性抗原正成为渔用疫苗开发的研究热点。本文对

鱼类革兰氏阴性病原菌外膜蛋白的组成、功能、免

疫原性及其在渔用疫苗中的应用展开论述，以期为

外膜蛋白疫苗研发提供参考。

1　外膜蛋白

1.1　外膜蛋白的分类及功能

鱼类革兰氏阴性病原菌具有由细胞质膜、肽聚

糖细胞壁和外膜组成的复杂的膜系统[4]，以适应各

种环境条件变化，同时能够有选择性地控制多肽、

蛋白质、核酸及有机物质等各类分子的运输。外膜

是革兰氏阴性菌膜系统所独有的组成结构，位于细

菌的胞浆膜和肽聚糖外侧，由脂双层、外膜蛋白、

脂多糖等组成[5]。其中，外膜蛋白作为革兰氏阴性

菌外膜的主要成分，占外膜总组成的一半，大都具

有由不同偶数个β-折叠构成的β-桶结构，通常这些

桶状结构会进一步形成三聚体或二聚体，甚至更为

复杂的拓扑结构来行使其生物学功能[6]。

外膜蛋白种类繁杂，其中外膜蛋白A (outer 
membrane protein A, OmpA)、微孔蛋白(porin)及脂

蛋白(lipoprotein)等是外膜蛋白中的主要蛋白，它们

在细胞内表达的拷贝数较高，为1×105~2×105/细
胞。OmpA是外膜中相对保守的跨膜蛋白，在维持

细菌结构以及适应环境变化等方面发挥作用。同

时，一些OmpA同系物还可以作为宿主先天和适应

性免疫反应的靶点，从而增强宿主的抵抗力[7]。微

孔蛋白又称基质蛋白，通常通过共价键形式与肽聚

糖及脂多糖相连接，从而形成具有通透特性的相对

非特异性通道，不仅能够保证细菌新陈代谢所必需

的营养物质吸收，而且还能够控制环境中抗菌素及

抑制剂等各类分子的扩散，有助于维持细菌的正常

生命活动。脂蛋白能够通过稳定细胞外膜-肽聚糖

复合体，进而维持细胞外膜结构的稳定性，在蛋白

质分泌、信号转导、细胞壁代谢、抗生素耐药性、

生物膜的形成以及与宿主组织的黏附等方面也发挥

重要作用；此外，还可以作为脊椎动物先天免疫系

统的信号分子，通过Toll样受体引起炎症，引发先

天和适应性免疫反应
[8]。除上述蛋白以外，外膜中

还存在一些含量较低，但同样具有重要生理功能的

蛋白，称之为微量蛋白。现已证明，微量蛋白除了

参与特异性的扩散过程之外，还在细胞生长发育过程

中发挥重要作用，但其生物学功能尚未完全阐明[9]。

1.2　外膜蛋白的免疫原性

已有研究表明，某些细菌的外膜蛋白能够在细

菌致病过程中发挥作用。例如，Song等[10]发现，与
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禽致病性大肠杆菌(avian pathogenic Escherichia coli, 
APEC)正常毒力菌株相比，外膜蛋白基因ybjX突变

菌株的致病性明显减弱。研究发现，外膜蛋白的致

病性主要是由于OMP能够增强细菌对宿主细胞的入

侵、黏附作用，有助于细菌在宿主内存活并逃避宿

主的免疫防御机制[11]。然而，值得注意的是，外膜

蛋白的致病性往往需要在全菌条件下与其他致病因

子协同作用，当前并未有研究证明表达纯化后的

OMP具有致病性。随着对外膜蛋白研究的不断深

入，人们发现外膜蛋白除了与细菌毒力相关外，还

具有良好的免疫原性，不仅能够诱导机体产生体液

免疫、细胞免疫，还能激活补体介导的免疫系统。

在病原菌侵袭宿主的过程中，外膜蛋白极易被

宿主的免疫系统所识别，进而引起免疫相关反应。

在此过程中，外膜蛋白在经过抗原递呈细胞处理、

加工和递呈后，可被抗原特异性淋巴细胞识别并进

行活化、增殖、分化，从而产生效应细胞及免疫效

应因子。此外，由于鱼类具有胸腺、肾脏、脾脏等

主要的免疫器官以及免疫系统重要组分[12-13]，其完

善的免疫系统也奠定了外膜蛋白作为渔用疫苗的理

论基础。目前已有一系列基于外膜蛋白免疫原性进

行的鱼类疫苗研究。例如，Nehlah等[14]将溶藻弧菌

(Vibrio alginolyticus)外膜蛋白OmpK和OmpW基因构

建到pET32 Ek/LIC载体中并在大肠杆菌中表达，

用表达OMPs的灭活大肠杆菌对石斑鱼进行免疫。

攻毒结果显示，rOmpK组、rOmpW组的相对成活

率分别达到100%、63%，血清中检测到溶藻弧菌的

IgM抗体，rOmpK和rOmpW接种组接种后抗体水平

呈上升趋势，表明外膜蛋白OmpK、OmpW均能够

在一定程度上保护鱼类免受溶藻弧菌的感染。Tang
等[15]对鱼肠弧菌(Vibrio ichthyoenteri) OMPs的免疫

保护作用进行了研究，发现OmpT的相对免疫保护

率(RPS)达到76.9%，并且能够明显诱导特异性抗体

的产生和sIg+淋巴细胞的增殖，而且免疫相关因子

表达明显上调，表明OmpT可诱导牙鲆产生较强的

先天免疫和体液免疫应答，对鱼肠弧菌感染具有有

效的免疫保护作用，可作为预防鱼肠弧菌感染的候

选疫苗。

此外有研究表明，外膜蛋白诱导产生的免疫对

不同种类的病原菌或同一病原菌的其他血清型具有

交叉保护作用，是一种潜在的共同保护性抗原[16]。

例如，Peng等[17]对副溶血性弧菌外膜蛋白抗血清和

重组蛋白的被动和主动免疫保护作用进行了研究，

发现其中两种重组蛋白VP1667和VP2369对副溶血

性弧菌(Vibrio  parahemolyticus)、溶藻弧菌(V. 
alginolyticus)、假单胞菌(Pseudomonas)、气单胞菌

(Aeromonas hydrophila)均表现出有效的免疫保护作

用，是潜在的多价疫苗候选疫苗。伦镜盛等[18]用霍

乱弧菌(Vibrio cholerae)的OmpU蛋白免疫小鼠后，

以多种弧菌进行攻毒实验，分析其交叉保护特性；

结果表明，OmpU蛋白抗血清在弧菌种内和种间均

产生显著的免疫交叉反应，能够对小鼠提供43.0%~ 
100%的免疫交叉保护作用。Yadav等[19]在研究嗜水

气单胞菌(Aeromonas hydrophila) OmpC蛋白免疫原

性时发现，OmpC与不同的气单胞菌菌株具有特异

的交叉反应性，可以作为一种有效的疫苗来对抗气

单胞菌的不同菌株。基于以上特性，外膜蛋白已经

逐步成为当前渔用疫苗研发的关注热点。

2　外膜蛋白疫苗的应用

2.1　外膜蛋白亚单位疫苗

亚单位疫苗是指通过提取病原菌中有效的免疫

原成分而制成的成分单一的疫苗，具有免疫特性稳

定、抗体出现早、滴度高、免疫持续时间长等特

点，并且具有较高的安全性[20]。在渔用疫苗研究初

期，利用外膜蛋白制备亚单位疫苗通常采用的方法

是对外膜蛋白直接进行分离纯化。研究表明，纯化

的外膜蛋白在动物体内具有良好的免疫原性，亚单

位疫苗对动物体进行免疫后，抗原能够通过吞噬或

吞饮作用进入抗原提呈细胞形成吞噬体，吞噬体与

溶酶体相互融合形成吞噬溶酶体后，在蛋白酶的作

用下降解为肽，随后肽装载到MHCⅡ类分子上，

抗原肽-MHCⅡ复合物转运至抗原呈递细胞(antigen-
presenting cell, APC)表面，供CD4+ T细胞识别，能

够有效地诱导机体的细胞免疫，产生效应T细胞和

淋巴因子。此外，亚单位疫苗还可以通过激活细胞

毒性T淋巴细胞而诱导机体细胞免疫反应，产生特

异性抗体[21]。有实验数据表明，外膜蛋白亚单位疫

苗在抵抗对应病原菌感染方面，能够提供50%~ 
100%的相对免疫保护率。例如，Zhang等[22]分析了

嗜水气单胞菌外膜蛋白OmpF和OmpK对免疫相关

基因的表达调控作用及对欧洲鳗鲡的免疫保护作

用，结果发现宿主免疫相关因子表达量均有所增

加，且外膜蛋白OmpK对欧洲鳗鲡的相对免疫保

护率为70%，有望成为抵御嗜水气单胞菌感染的

候选疫苗；Valderrama等 [23]利用美人鱼发光杆菌

(Photobacterium damselae)外膜蛋白FrpA以及全菌灭

活疫苗分别对塞内加尔鳎进行注射免疫，攻毒实验
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结果显示，二者的相对免疫保护率分别为72.9%和

79.3%，证明外膜蛋白FrpA可以作为候选蛋白，用

于开发美人鱼发光杆菌亚单位疫苗。虽然多个实验

数据证明了外膜蛋白亚单位疫苗对于抵御病原菌感

染具有较高的应用价值，但外膜蛋白的直接分离纯

化操作过程较为复杂，且制备成本较高、获得率低

下，使得该方法难以在生产实践中得到广泛应用。

随着生物技术的不断发展，当前亚单位疫苗的

研发更多地应用了基因组学、蛋白质组学、基因工

程等生物学技术，基因工程亚单位疫苗应运而生。

对外膜蛋白基因进行序列查询后，设计特异性引物

对目的基因进行扩增，最后选择合适的载体以及表

达系统对目的性外膜蛋白进行重组表达[24]。这种方

法极大地提高了外膜蛋白纯化效率，能够从不可培

养、高致病性或培养成本极高的细菌中获取外膜蛋

白抗原，降低研发及生产成本，有利于大规模投入

到生产实践中。当前利用基因工程重组表达的病原

菌外膜蛋白包括嗜水气单胞菌、溶藻弧菌、副溶血

弧菌外膜蛋白等十余种。这些重组蛋白已经在大黄

鱼、虹鳟、石斑鱼、印度草鱼等众多水产养殖对象

中进行免疫实验。结果表明，这些基因工程外膜蛋

白亚单位疫苗均能够为免疫对象提供50%以上的相

对免疫保护率[25-26]。然而，外膜蛋白亚单位疫苗存

在一个主要问题，灭活疫苗、减毒疫苗等全生物体

疫苗通常包含多种抗原以及其他免疫刺激分子，而

外膜蛋白亚单位疫苗仅包含单一抗原且不具有免疫

刺激作用，免疫原性较差，这可能是由于B细胞受

体交联能力降低以及抗原呈递细胞刺激能力降低而

导致的。因此，外膜蛋白亚单位疫苗通常需要依赖

有效的佐剂诱导免疫，并利用加强免疫接种以确保

长期保护性免疫。

2.2　外膜蛋白DNA疫苗

DNA疫苗是指将带有目的抗原基因的重组质

粒转染或注射到动物体内，使之表达天然抗原物质

的一类疫苗。编码抗原的DNA疫苗能够诱导宿主产

生适应性免疫反应，DNA疫苗经腹腔注射或肌肉注

射等给药途径转染宿主的角质形成细胞或肌细胞，

表达抗原基因，并通过外泌体或凋亡小体释放蛋

白，该蛋白被未成熟的树突状细胞(immature dendritic 
cells, iDC)内化，随后树突状细胞通过组织相容性

复合体MHCⅡ将抗原呈递给淋巴结中的CD4+ T细
胞。DNA疫苗也可直接转染包括iDC在内的抗原呈

递细胞，进行内源性转基因表达，并通过组织相容

性复合体MHCⅠ和MHCⅡ呈递，产生CD8+和CD4+ 

T细胞反应。除细胞免疫反应外，如果宿主B细胞

受体识别蛋白质抗原，在抗原特异性CD4+ T细胞协

助下，能够引发宿主体液免疫反应。与传统疫苗相

比，DNA疫苗具有更高的安全性及更好的稳定性，

并且能够在动物体内长时间存在，为宿主提供持续

的免疫保护[27]，因此广泛应用于癌症、传染性疾病

以及水产养殖等各类疫苗研究中。2005年，首个获

批用于水产养殖的DNA疫苗问世，该疫苗主要用于

保护大西洋鲑鱼免受传染性造血坏死病毒(infectious 
hematopoietic necrosis virus, IHNV)感染，这也是首

个获批用于全球畜牧生产的兽用DNA疫苗。影响

DNA疫苗免疫效果的因素有许多，其中目的基因的

选定是关键，只有准确选择合适的抗原基因，才能

在一定程度上保证构建疫苗的安全性及有效性。病

原菌外膜蛋白具有较高的安全性，同时具有良好的

免疫原性，适用于构建DNA疫苗。例如，将哈维氏

弧菌(Vibrio harveyi) SF-1外膜蛋白基因OmpU插入

PEGFP-N1质粒中构建DNA疫苗，对大菱鲆进行免

疫后产生了特异性抗体反应，并保护宿主免受哈维

氏弧菌感染，免疫保护率达到51.4%[28]。与此同

时，基于质粒可以同时容纳多种抗原基因这一特

性，通过对抗原基因进行优化和组合，可以尝试构

建多价多联DNA疫苗。例如，Li等[29]利用DNA重组

技术，将副溶血弧菌、溶藻弧菌、迟钝爱德华氏菌

(Edwardsiella tarda)及大肠杆菌的OmpA序列进行重

组，构建了43个重组嵌合体基因；溶藻弧菌及迟钝

爱德华氏菌攻毒结果显示，在43种OmpA DNA疫苗

中，EompAs19能够有效预防溶藻弧菌及迟钝爱德

华氏菌感染。这是首次报道利用DNA重组技术开发

多价疫苗，为渔用疫苗的开发提供了新的策略。然

而，虽然针对外膜蛋白DNA疫苗的研究众多，却往

往难以成功应用于生产实践中，主要是由于DNA疫

苗的免疫原性较差，且裸露的质粒DNA在动物体内

会有部分降解，成功进入细胞的DNA分子需要穿过

核膜屏障才能进行转录，这些问题均会影响外膜蛋

白DNA疫苗的生产应用效果。当前，可以采取的优

化措施主要是通过优化启动子及密码子增强抗原表

达，采用纳米载体保护DNA疫苗不被降解，以及使

用佐剂增强对抗原呈递细胞的刺激，提高DNA疫苗

的免疫原性。

2.3　外膜蛋白多联多价疫苗

水产养殖环境复杂，病原菌种类繁多，且不同

种类或不同血清型的病原菌可能存在混合感染的情

况，使用单价疫苗逐一对常见病原菌进行免疫，操
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作难度较大，需要耗费大量人力物力。因此，利用

多种病原菌及其不同血清型之间存在的交叉免疫原

性构建联合疫苗，成为近年来研究比较热门的鱼类

疫苗形式。联合疫苗主要分为多价疫苗和多联疫苗

两种类型。多价疫苗是指由一种病原生物的多个血

清型抗原所制成的、对同一病原菌的若干血清型具

有交叉保护作用的疫苗。例如，李惠和彭宣宪[30]对

常见的水产病原菌外膜蛋白交叉免疫原性进行了较

为系统的分析研究，为外膜蛋白多价疫苗的研究奠

定了基础。他们分别对大肠杆菌、副溶血弧菌、溶

血弧菌、铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginosa)等
主要水产病原菌的118个外膜蛋白进行了免疫保护

作用评价，筛选出24个免疫效果较好的外膜蛋白，

其中9种具有较高的交叉免疫原性，表明外膜蛋白

可以作为多价疫苗研发的潜在研究对象，能够成为

多价疫苗的候选蛋白。多联疫苗是由针对不同病原

菌的抗原按照特定比例混合而成，不仅可以用于预

防多种病原菌感染，还能够避免交叉感染，减轻水

产养殖免疫负担。人们早在19世纪30年代就已经开

始了对多联疫苗的研究
[31]。随着对鱼类病原菌研究

的不断深入，研究人员发现多种水产病原菌之间存

在着交叉保护作用，为研制渔用多联疫苗提供了可

能。例如，Xing等[32]利用鳗弧菌(Vibrio anguillarum)
热休克蛋白Hsp33与迟钝爱德华氏菌OmpC构建了

一种多联疫苗，并对其免疫原性进行分析，发现该

疫苗具有良好的免疫原性，对鳗弧菌、迟钝爱德华

氏菌的免疫相对保护率分别为70%、60%，为多联

疫苗的进一步研究奠定了基础；Guo等[33]利用嗜水

气单胞菌外膜蛋白及鳗弧菌外膜蛋白OmpA构建了

一种多联疫苗，对欧洲鳗鲡进行免疫后检测到机体

内免疫相关基因表达活性、全血细胞增殖、血清和

皮肤黏液抗体效价、超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)活性均显著升高，表明该疫苗可以

有效提高欧洲鳗的免疫功能，并且对预防嗜水气单

胞菌、鳗弧菌和创伤弧菌(Vibrio vulnificus)感染都起

到有效的免疫保护作用，为鱼类多联疫苗的开发提

供了有价值的参考。

2.4　外膜蛋白重组活载体疫苗

活载体疫苗是指以非致病性生物体作为载体，

携带并表达免疫相关抗原基因的一类疫苗，当前常

用的活菌载体主要是无致病性或者减毒致病菌[34]。

由于活载体疫苗中抗原决定簇具有与致病性病原体

抗原相同或相似的构象，且活的细菌载体具有能够

被免疫系统识别的自然特性，因此能够有效诱导黏

膜和全身免疫应答，引发强烈的免疫反应 [35]。例

如，李梅[36]在大肠杆菌及乳酸乳球菌(Lactococcus 
lactis)中分别表达嗜水气单胞菌OmpA，对小鼠进行

口服免疫及嗜水气单胞菌攻毒后，乳酸乳球菌活载

体疫苗表现出良好的免疫保护效果，对小鼠的免疫

保护率高达为90%。后续研究发现，抗原基因在动

物机体内的表达情况及留存时间对活载体疫苗的免

疫效果至关重要。通常来讲，质粒介导的外源基因

在机体内表达水平较高，但随着动物机体的新陈代

谢，质粒数量也在随之减少，便可能引起抗原基因

表达量下降，进而影响免疫效果。因此，构建高水

平持续表达的外源基因表达系统对研发活载体疫苗

是至关重要的，这也是当前水产方面活载体疫苗研

发的重点和难点。

3　外膜蛋白疫苗研究新方向

3.1　应用新型佐剂提高疫苗效力

佐剂作为当前疫苗组成的基本成分[37]，最早起

源于20世纪20年代。1926年，研究人员通过吸附于

铝盐类化合物的白喉类毒素证明了铝佐剂的佐剂活

性。迄今为止，铝盐类佐剂仍然是使用最为广泛的

疫苗佐剂。但与此同时，人们也发现其存在一定缺

陷，例如无法诱导机体产生细胞免疫，无法对多糖

类抗原发挥协助作用等，这些问题大大限制了铝佐

剂在多种疫苗中的应用。随后研制出的种类繁多的

佐剂类型也都具有一定的限制性，例如乳剂类佐

剂、弗氏完全佐剂和脂多糖类佐剂具有极大的毒副

作用，极易对免疫机体造成伤害。常规的佐剂类型

难以满足快速发展的新型疫苗的需求，因此，新型

佐剂的研究开发成为人们的关注重点。当前的新型

佐剂主要有：纳米粒子佐剂、细胞因子、脂质体、

cpG序列等。

1981年，Kreuter和Liehl[38]通过将抗原与纳米

聚合物颗粒相结合，激发机体的细胞免疫及体液免

疫，使得特异性免疫抗体反应延长，证明了纳米材

料具有良好的佐剂活性及更高的稳定性。这主要是

由于纳米粒子不仅在结构上能够与抗原紧密结合，

增加相对表面积和量子尺寸效应，而且能够被细胞

吞噬，从而促进细胞对抗原的摄取，提高抗原呈递

能力[39]。另外，部分研究表明，纳米技术的应用还

能够增加疫苗在机体内的溶解度、稳定性、靶向

性、生物相容性及渗透性[40]。当前用于开发鱼类疫

苗的纳米材料的类型主要有聚合物纳米颗粒、纳米

脂质体、碳纳米管、磷酸钙、石墨烯等。其中碳纳
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米管凭借其极高的稳定性，以及能够携带多种抗原

的特性，使其在生物医学研究中应用最为广泛，尤

其是常应用于各类新型疫苗中。例如，郭壮[41]构建

了7种嗜水气单胞菌外膜蛋白亚单位疫苗及其对应

的碳纳米管载外膜蛋白疫苗，并分别利用注射免疫

及浸泡免疫斑马鱼的方法对外膜蛋白及碳纳米管载

外膜蛋白进行免疫效果评价。结果显示，与普通蛋

白组相比，无论是注射免疫还是浸泡免疫，碳纳米

管载外膜蛋白都能够显著提高免疫相关基因表达

量，增强机体免疫应答反应，提供更强的免疫保护

作用。纳米粒子佐剂作为新型佐剂，虽然具有传统

佐剂无法比拟的优势，但在毒性安全及作用机制方

面还缺乏相关研究，对此仍需要进一步的探索。

随着对细胞因子研究的不断深入，人们发现一

些细胞因子具有明显的免疫佐剂活性，对机体的免

疫应答具有上调作用，可增强机体抗感染能力，增

强疫苗的免疫保护作用
[42]。不同的细胞因子通过不

同的作用机制发挥其佐剂活性，例如，IFN-c上调

Th1反应并增强MHC表达，IL-2、IL-4分别上调

Th1、Th2反应，IL-1刺激T和B细胞成熟，IL-12诱
导强Th1移位等[43]。细胞因子作为新型疫苗佐剂，

在一定程度上对高效渔用疫苗的研发起到了推动作

用。例如，细胞因子IL-1β、IL-2、IL-6、IL-8、
G-CSF作为免疫佐剂能够诱导更强的体液免疫、细

胞免疫，并增强迟发性肠杆菌亚单位疫苗OmpV对

爱德华氏菌病的免疫效果[44-45]。

脂质体是由胆固醇和无毒的天然磷脂形成的球

形囊泡，抗原成分可以被包裹在闭合囊泡内或结合

在囊泡膜上，随脂质体一同被抗原呈递细胞摄取，

诱导体液和细胞介导的免疫反应[46]，同时脂质体还

可以通过控制抗原释放速度进而延长免疫反应时

间。此外，进一步提高脂质体免疫佐剂作用的方法

包括受体介导靶向巨噬细胞、使用多种辅助佐剂、

修饰囊泡的结构特征和使用细胞因子[47]。但由于脂

质体在稳定性及生产成本方面的问题，目前在渔用

疫苗方面并未广泛应用，在外膜蛋白疫苗的研发中

尚无相关研究。

3.2　铁离子相关外膜蛋白的研究为疫苗研发提供新

思路

当前对外膜蛋白的研究主要集中在少数几个高

丰度蛋白上，而对于自然环境条件中铁离子浓度较

低(10-8~10-9 mol/L)的情况下所表达的外膜蛋白，其

免疫原性和免疫保护性的研究较少，缺乏系统的筛

选与分析。如前所述，外膜蛋白在适应外部环境变

化中发挥重要作用，包括对渗透压、抗生素、酸胁

迫以及铁限制(iron-limited)的反应能力[48]等。在对

鱼类病原菌的研究过程中发现，铁是大多数细菌必

需的微量营养素，通常可从铁螯合的铁载体或直接

从含铁的宿主蛋白中获取。对于革兰氏阴性细菌而

言，经典的铁转运系统主要是由外膜蛋白受体、周

质结合蛋白以及内膜ABC转运蛋白协同工作，将铁

离子从细胞表面运送至细胞质[49]，进而参与细菌的

电子传递、DNA合成、三羧酸循环、生物膜形成等

诸多重要的生物学过程。同时研究发现，铁也是细

菌毒力和致病性的关键调控因子，细菌毒力及其致

病性取决于其从宿主体内获取铁的能力[50]，但目前

铁调控细菌毒力的分子机制并未完全阐明。

值得注意的是，当细菌入侵宿主时，往往处于

局部缺铁的环境中，此时某些特定的外膜蛋白在参

与调节细胞内部铁离子平衡中发挥重要的生物学功

能。例如溶藻弧菌外膜蛋白OmpU与细菌内部铁离

子平衡相关[51]，鲍曼不动杆菌(Acinetobacter baumannii)
外膜蛋白OmpW参与细菌的铁吸收[52]等。此外，研

究表明在限铁条件下，作为铁载体复合物和铁转运

血红素复合物受体的外膜蛋白表达上调[53]。对这些

铁调节相关外膜蛋白的免疫保护特性进行研究，有

望筛选出新的渔用疫苗候选蛋白，为当前新型疫苗

的开发提供有效的候选抗原。例如，Wang等[54]通

过定量蛋白质组学方法比较铁限制与营养充分条件

下嗜水气单胞菌蛋白质组表达差异，鉴定出21个上

调的外膜蛋白、10个下调的外膜蛋白，并评估了

5个铁调节相关外膜蛋白对斑马鱼的免疫保护作用；

其中，A0KIU8的相对免疫保护率可达到68.85%，

表明嗜水气单胞菌中部分铁调节蛋白可能成为潜在

的候选疫苗。Xiong等[55]研究了溶藻弧菌外膜蛋白

在限铁条件下的表达变化，并鉴定了相关蛋白的免

疫保护活性，分析得出7种铁离子相关蛋白；攻毒

实验结果表明，VA1061和VPA0860是显性抗原，能

够刺激宿主产生更强的抗体反应，进一步加深了对

鱼类病原菌铁离子相关蛋白的认识。此外，广泛存

在于革兰氏阴性细菌的外膜蛋白OmpW不仅与细菌

毒力及致病性相关，其蛋白表达量的变化还与铁离

子浓度相关[56]，有研究表明该蛋白具有良好的免疫

原性[57]，因此对其进行铁调控机制的研究有利于推

进该蛋白在疫苗研发中的应用。

4　小结及展望

本文对外膜蛋白的组成、功能、免疫原性及其
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在渔用疫苗中的应用进行了论述。外膜蛋白作为革

兰氏阴性菌外膜的主要结构，具有良好的免疫原

性，在渔用疫苗研究中被广泛应用，而生物技术的

不断发展也将进一步推进渔用疫苗的研发进程。与

此同时，还需要继续对以下几个方面进行深入研

究，以期尽快将更多的研究成果投入到生产实践

中。首先，针对当前已有的渔用疫苗种类，在研究

刺激干扰素诱导、抗原呈递以及B细胞和T细胞活

化等作用机制的同时，还要更多地关注疫苗抗原的

特征和传递方式/途径，在常规的注射、浸泡、口

服等给药方式的基础上进行升级改进，针对不同的

疫苗种类选择适当的佐剂类型及免疫方式，以期能

够进一步加强疫苗的作用效果。其次，实验阶段的

疫苗检测内容和评价标准应进一步完善，包括剂量

反应、时间过程和保护作用的特异性等。此外，对

于疫苗的攻毒实验设计应当尽可能地与自然生存环

境相一致，能够反映在当前渔业条件下的疫苗作用

效果。最后，利用生物技术加快新型疫苗的开发利

用是当前的研究重点。随着全基因组测序技术的不

断发展，人们已经掌握了多种鱼类病原菌全基因组

序列，这为利用反向疫苗学识别特异性潜在抗原提

供了基础。mRNA疫苗作为DNA疫苗的一种替代方

法现已用于临床医学。该技术始于1990年，但稳定

性较差、先天免疫原性高和体内传递效率低等因素

限制了mRNA疫苗的发展；当前，mRNA疫苗的稳

定性及给药方法都有所改善，使得mRNA疫苗可以

快速、低成本地进行生产应用
[58]。然而，目前这类

疫苗主要用于预防和治疗癌症，针对细菌性传染病

的mRNA疫苗的临床试验仍处于初级阶段。
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