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脂蛋白ＳＡ２２７５抗体治疗金黄色葡萄球菌脑脓肿的实验初探
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　　［摘要］　目的　探讨脂蛋白特异性抗体通过血脑屏障及其在抑制金黄色葡萄球菌脑脓肿形成中
的作用。方法　利用大肠埃希菌表达并纯化重组金葡菌脂蛋白 ＳＡ２２７５，制备特异性小鼠多克隆抗体
（ａｎｔｉＳＡ２２７５）。制作金葡菌感染脑脓肿模型，利用 ＥＬＩＳＡ法检测经腹腔注射的 ａｎｔｉＳＡ２２７５在小鼠脑
组织中的滴度，评估抗体通过血脑屏障的能力；再利用梯度稀释细菌计数法检测脑脓肿中的细菌载量，

对脑脓肿进行连续病理切片检测脑脓肿的大小，评价抗体 ａｎｔｉＳＡ２２７５治疗金葡菌脑脓肿的效果。
结果　成功获得高纯度ＳＡ２２７５重组蛋白；免疫小鼠获得 ａｎｔｉＳＡ２２７５，效价为１∶５１２００；ａｎｔｉＳＡ２２７５注
射金葡菌脑脓肿模型小鼠后，在动物脑组织中检测到抗体的存在；治疗组小鼠脑脓肿大小和菌载量显著

低于阴性对照组。结论　在金葡菌感染小鼠所致的脑脓肿形成过程中，脂蛋白ＳＡ２２７５特异性抗体可以
通过血脑屏障分布至脑组织，显著抑制脑脓肿的形成及细菌的定植，具有治疗金葡菌脑脓肿的应用前景。
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，简称金葡
菌）是一种重要的致病菌，除可引起皮肤软组织感染、

肺炎、心内膜炎、脓毒症等疾病外，该菌还是脑脓肿的

主要致病菌。近期的一篇Ｍｅｔａ分析显示，在脑脊液及
脓液细菌分离培养阳性的脑脓肿患者中，金葡菌引起

的脑脓肿占１８％（１０７６／５８９４），为第３位致病菌［１］。

　　目前，金葡菌脑脓肿的临床治疗主要包括抗生素
治疗和外科手术治疗［２－３］。然而，由于抗生素的不合

理使用，耐甲氧西林金葡菌（ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳ．
ａｕｒｅｕｓ，ＭＲＳＡ）等多重耐药菌的出现导致脑脓肿的治
疗效果并不理想，脑脓肿患者病死率仍高达 １５％，且
存活病例中约１／３遗留癫痫、智力减退、局灶性神经功
能缺损症状等长期后遗症［２，４］。因此，探索新的金葡

菌脑脓肿特异性治疗手段具有重要的临床意义。

　　近年来，抗毒力因子治疗作为新兴的抗生素替代
疗法备受关注。该方法通过寻找特异性制剂，封闭毒

力因子的致病作用，促进机体免疫机制对致病菌的清

除，实现治疗细菌感染的目的，具有高效、特异、不易产

生耐药等优势［５］。特异性抗体是抗毒力因子治疗首

选制剂之一。然而，在治疗脑脓肿疾病时，抗体能否通

过人体的血脑屏障（ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ，ＢＢＢ）从而实现
治疗作用是个值得探索的问题。有研究表明，金葡菌

在引起脑脓肿的过程中，存在 ＢＢＢ的持续性破坏［６］。

这为利用毒力因子抗体治疗细菌性脑脓肿提供了契

机，但是仍然缺乏相关的实验验证。

　　我们的前期研究表明，金葡菌在导致脑脓肿过程
中，脂蛋白合成的关键酶———二酰基甘油基转移酶

（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，Ｌｇｔ）发挥了重要作用［７］。

受Ｌｇｔ调控的脂蛋白 ＳＡ２２７５是金葡菌的重要毒力因
子之一［８］。为此，本研究以脂蛋白 ＳＡ２２７５为金葡菌
目标毒力因子，通过制备 ＳＡ２２７５重组蛋白和相应的
多克隆抗体，探讨其通过血脑屏障和在抑制金葡菌脑

脓肿形成中的作用，为建立新的细菌性脑脓肿抗毒力

因子疗法奠定实验基础。

１　材料与方法

１．１　实验材料
１．１．１　菌株及动物　　金葡菌 ＭＲＳＡ菌株 Ｎ３１５（同
济大学医学院附属肺科医院余方友教授惠赠），Ｎｅｗ
ｍａｎ株（吉林大学于录教授惠赠）；大肠埃希菌 ＢＬ２１
感受态细菌（购自北京天根生物公司），大肠埃希菌表

达质粒 ｐＥＴ２８ａ（本实验室保存）。ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（购自陆军军医大学实验动物中心）。
１．１．２　仪器与试剂　　ＰＣＲ仪及 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电
泳仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；离心机及超高速低温离心
机（日本ＨＩＴＡＣＨＩ公司）；高压均质机（加拿大 ＡＴＳ公
司）；ＡＫＴＡ蛋白纯化仪（美国ＧＥ公司）；２５μＬ微量注
射器（上海上天仪器公司）；磁力搅拌器（海门其林贝

尔仪器公司）；显微镜 ＢＸ５２（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；
０．４５μｍ针式滤器及１０ｋＤａ超滤管（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公
司）；ＭｕｌｔｉＳｃａｎＧｏ多功能酶标仪（美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
公司）。细菌基因组提取试剂盒（北京天根生物公

司）；ＰＣＲ产物回收试剂盒（美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司）；琼脂
糖（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；卡那霉素（ｋａｎａｍｙｃｉｎ，
Ｋａｎａ），ＩＰＴＧ，磷酸二氢钠，咪唑，氯化钠，无钙、镁 Ｄ
ＰＢＳ及吐温－２０（上海生工公司）；ＰＢＳ干粉（无锡傲锐
东源公司）；ＰＭＳＦ及ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（上海碧云
天公司）；ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ高保真 ＤＮＡ聚合酶，限制性内
切酶及Ｔ４ＤＮＡ连接酶（大连宝生生物公司）；弗氏佐
剂，戊巴比妥钠及低熔点琼脂糖（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
公司）；金葡菌培养基 ＴＳＢ（ＴｒｙｐｔｏｎｅＳｏｙａＢｒｏｔｈ），大肠
埃希菌 ＬＢ培养基胰蛋白胨（Ｔｒｙｐｔｏｎｅ）及酵母提取物
（ＹｅａｓｔＥｘｔｒａｃｔ）（英国Ｏｘｏｉｄ公司）；ｃＯｍｐｌｅｔｅ蛋白酶抑
制剂（瑞士罗氏公司）；脱脂奶粉（武汉博士德公司）；

９６孔板（美国Ｃｏｒｎｉｎｇ公司）；ＥＬＩＳＡ包被液（北京鼎国
公司）；ＥＬＩＳＡ显色试剂盒（美国Ｒ＆Ｄ公司）。
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１．２　实验方法
１．２．１　重组表达质粒的构建　　采用 ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ
５．０软件，以金葡菌 Ｎ３１５基因组序列为模板，在
ｓａ２２７５基因上下游分别设计引物并加入限制性内切
酶位点。上游引物 ｐＥＴ２８ａｓａ２２７５（ＢａｍＨⅠ）Ｆ５′
ＡＡＣＧＧＡＴＣＣＴＧＣＧＧＡＡＴＧＡＡＡＡＡＧＧＡＡＧ３′，下游引
物 ｐＥＴ２８ａｓａ２２７５（ＳａｌⅠ）Ｒ５′ＡＧＣＧＴＣＧＡＣＡＴＡＴ
ＴＣＡＧＴＡＧＧＴＴＴＧＡＡＡＴＴ３′。细菌基因组提取试剂盒
提取Ｎ３１５基因组作为模板，ＰｒｉｍｅＳＴＡＲ高保真 ＤＮＡ
聚合酶ＰＣＲ反应扩增目的片段。经 ＰＣＲ产物回收试
剂盒回收、纯化后，将回收ＤＮＡ片段经１％琼脂糖凝胶
电泳确认。ＰＣＲ产物及ｐＥＴ２８ａ质粒分别经酶切并回
收。Ｔ４ＤＮＡ连接酶将 ｓａ２２７５片段与 ｐＥＴ２８ａ载体进
行连接，连接产物转化至大肠埃希菌ＢＬ２１中，涂布ＬＢ
Ｋａｎａｒ琼脂平板（Ｋａｎａ浓度 ５０μｇ／ｍＬ）。３７℃培养，
挑取单菌落提取质粒，经 ＰＣＲ筛选出阳性转化子，再
经质粒测序鉴定出正确的克隆，即为含有 ｐＥＴ２８ａ
ｓａ２２７５表达载体的转化子。
１．２．２　重组蛋白的诱导表达与纯化　　将 ｐＥＴ２８ａ
ｓａ２２７５／ＢＬ２１转化子接种至 ＬＢＫａｎａｒ液体培养基
（Ｋａｎａ浓度５０μｇ／ｍＬ）中，３７℃振荡培养至Ｄ（６００）≈
０．５，加入终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，２２℃振荡培
养，诱导表达３ｈ。取１００μＬ培养液，１００００×ｇ离心
３ｍｉｎ，收集菌体，加入６０μＬ１×ＳＤＳ上样缓冲液，沸水
水浴变性处理 １０ｍｉｎ。离心后，取上清液经 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ蛋白电泳，筛选得到能表达ＳＡ２２７５重组蛋白的
工程菌，且明确蛋白为可溶性表达。将鉴定正确的工

程菌接种于１Ｌ培养基，加入 ＩＰＴＧ，２２℃振荡培养过
夜。４℃，１００００×ｇ离心 １０ｍｉｎ收集菌体，ＰＢＳ溶液
重悬，经高压均质机将菌体破碎。４℃，１００００×ｇ离心
３０ｍｉｎ收集上清，０．４５μｍ滤器过滤，以备蛋白纯化。
采用配制好的蛋白结合缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢
钠，０．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钠，２０ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ，ｐＨ＝８．０）对镍层析柱进行平衡后，将过滤后的
蛋白样品上样。以蛋白洗脱缓冲液（５０ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸
二氢钠，０．５ｍｏｌ／Ｌ氯化钠，５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑，１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ，ｐＨ＝８．０）对镍柱进行预洗脱，至ＵＶ曲线稳定。
随后，以不同咪唑浓度梯度（２０～５００ｍｍｏｌ／Ｌ）的蛋白
洗脱缓冲液洗脱，每个浓度５～１０个柱体积，收集洗脱
峰处蛋白样品。经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳后，将收集到的目
的蛋白悬液经１０ｋＤａ超滤管浓缩，同时透析并更换缓
冲液为ＰＢＳ，ＢＣＡ法测定浓度后，－８０℃保存。
１．２．３　ＳＡ２２７５重组蛋白免疫 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠制备抗血
清　　将４０μｇＳＡ２２７５重组蛋白与等体积弗氏佐剂
乳化混合后，经皮下、肌肉多点注射ＢＡＬＢ／ｃ小鼠。第

２周及第４周分别重复加强免疫一次，第５周取血制
备含ａｎｔｉＳＡ２２７５的血清。同时，取相同条件饲养的正
常小鼠血清作为阴性对照。ＥＬＩＳＡ检测，酶标仪测定
４５０ｎｍ波长处各孔的吸光度 Ｄ（４５０），计算阳性血清
与阴性血清的吸光度之比（Ｐ／Ｎ），取 Ｐ／Ｎ≥２．１时所
对应的抗体最高稀释倍数作为抗体的效价。血清混合

分装后均于－８０℃保存。
１．２．４　金葡菌感染小鼠脑脓肿模型制作及鉴定　　
依据文献［９］的方法制作金葡菌感染小鼠脑脓肿模
型：取对数生长期 Ｎｅｗｍａｎ菌悬液，离心收集菌体（菌
量为１×１０９ＣＦＵ／ｍＬ琼脂糖），ＤＰＢＳ重悬清洗 ２次，
再加入３ｍＬＤＰＢＳ涡旋振荡重悬，与 １７ｍＬ保温于
４２℃的１．４％低熔点琼脂糖溶液混合（总体积２０ｍＬ，
菌量 １×１０９ＣＦＵ／ｍＬ）。将琼脂糖菌悬液加入 ３０ｍＬ
保温于３７℃的灭菌液体石蜡中，室温搅拌混合１ｍｉｎ，
冰浴搅拌 ２ｍｉｎ。分装于 ２个 ５０ｍＬ离心管中，加入
ＤＰＢＳ平衡，４℃，８００×ｇ离心１０ｍｉｎ，弃上层液，重复用
ＤＰＢＳ清洗４次后，收集琼脂糖球沉淀，加入ＤＰＢＳ至
５０ｍＬ，室温静置５ｍｉｎ，吸取上清，分装于 １．５ｍＬ无
菌 ＥＰ管中，离心浓缩后获得直径约为 ５０～１００μｍ
的金葡菌琼脂糖球悬液。接着，用１％戊巴比妥钠溶液
（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉小鼠，眼科剪备皮以暴露头
皮。碘伏及７５％乙醇消毒后，沿小鼠头部正中矢状线
作１ｃｍ长头皮纵切口，暴露皮下组织及颅骨。定位至
前囟点，并向小鼠嘴侧１ｍｍ，再向右侧旁开２ｍｍ，即
为拟注射部位。以无菌注射器针尖端钻开颅骨窗（直径

０．５ｍｍ左右）。２５μＬ微量注射器垂直进针３ｍｍ，缓慢
将５μＬ琼脂糖球注入小鼠脑内（右侧纹状体）。停留
２ｍｉｎ后缓慢退出针头。缝合头皮切口，碘伏消毒。建
模第３天和第５天，将模型小鼠处死，取出全脑组织。
肉眼观察后，４％多聚甲醛溶液固定，病理切片、ＨＥ染
色，观察脓肿形成，鉴定脑脓肿模型制作效果。

１．２．５　小鼠脑组织总蛋白制备　　将 ２００μＬａｎｔｉ
ＳＡ２２７５抗血清经腹腔注射Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（６～８周龄，
雌性）作为实验组。等体积空白对照血清腹腔注射后

小鼠，则作为血清对照组。ａｎｔｉＳＡ２２７５经腹腔注射
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠而不构建脑脓肿模型，作为阴性对照组。
常规饲养２４ｈ后，将抗体处理组及血清对照组两组预
处理Ｃ５７ＢＬ／６小鼠制作金葡菌感染小鼠脑脓肿模型。
阴性对照组小鼠则不感染金葡菌。７２ｈ后，取出小鼠
脑组织，立即以 ＰＢＳ冲洗并称量。冰浴下，将脑组织
移入离心管中，加入 １ｍＬｃＯｍｐｌｅｔｅ蛋白酶抑制剂溶
液，制备组织匀浆。４℃静置２０ｈ后，４℃，６０００×ｇ离
心３０ｍｉｎ，取上清转移至ＥＰ管中。４℃，１２０００×ｇ离
心１０ｍｉｎ，上清液即为蛋白提取物，－８０℃保存备检。
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１．２．６　ＥＬＩＳＡ检测　　将ＳＡ２２７５蛋白用ＥＬＩＳＡ包被
液稀释后加入 ９６孔板中（１００ｎｇ／孔，体积 ５０μＬ），
４℃放置过夜包被抗原。弃去孔板中液体，每孔加
３００μＬＰＢＳＴ溶液（含 ０．０５％吐温－２０的 ＰＢＳ缓冲
液）清洗后，吸水纸上拍干。重复清洗３次后，每孔加
入１００μＬ封闭液（５ｇ脱脂奶粉加入１００ｍＬＰＢＳＴ混
匀）室温封闭 １ｈ。洗板 ３次后，加入一抗进行孵育
（一抗为１．２．５中所制备的 ３组总蛋白样品）。每孔
加入５０μＬ用封闭液梯度稀释的小鼠脑组织蛋白提取
物，并设置ａｎｔｉＳＡ２２７５梯度稀释阳性对照，３７℃孵育
１．５ｈ。洗板３次后，加入５０μＬ用封闭液１∶５０００稀
释的ＨＲＰ羊抗鼠ＩｇＧ（二抗），３７℃孵育４０ｍｉｎ。洗板
３次后，每孔中加入１００μＬＲ＆Ｄ试剂进行显色后，加
入５０μＬ终止液终止显色反应。酶标仪４５０ｎｍ／５４０ｎｍ
双波长检测每孔吸光度。

１．２．７　抗体ａｎｔｉＳＡ２２７５抑制金葡菌脑脓肿形成实验
　　将２００μＬａｎｔｉＳＡ２２７５抗血清（效价１∶５１２００）经
腹腔注射Ｃ５７ＢＬ／６小鼠（６～８周龄，雌性）作为抗体处
理组。同时，等体积空白对照血清腹腔注射小鼠，作为

对照组。两组预处理Ｃ５７ＢＬ／６小鼠常规饲养２４ｈ后，
分别制作金葡菌感染小鼠脑脓肿模型。建模 ５ｄ后，
取出小鼠脑组织，匀浆后铺板进行细菌计数，或４％多
聚甲醛固定后进行病理切片和 ＨＥ染色。由小鼠大脑
额极向枕极作冠状位的连续切片（层厚 １００μｍ），获
得脑脓肿连续切片。显微镜下（２０×），将切片逐一转
换成图像。利用ＩｍａｇｅＪ软件逐层计算出切片中小鼠
脑脓肿面积。将脑脓肿面积与层厚的乘积累加后，得

出脑脓肿的总体积。

１．３　统计学处理
　　利用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７对实验结果进行统计学分
析，细菌载量及脑脓肿体积组间采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ检
验，ＥＬＩＳＡ检测各组间进行ｔ检验。

２　结果

２．１　ｐＥＴ２８ａｓａ２２７５表达质粒的构建与鉴定
　　将含 ｓａ２２７５基因的 ＰＣＲ扩增片段与 ｐＥＴ２８ａ载
体连接后转化大肠埃希菌ＢＬ２１，从ＬＢＫａｎａ平板上挑
取转化子，提取质粒并进行 ＰＣＲ扩增鉴定。结果如
图１所示，琼脂糖凝胶电泳可见大小约８００ｂｐ的目的
条带，与预期ｓａ２２７５（７７７ｂｐ）的大小相符。进一步质
粒测序结果表明，目标基因序列正确，无移码及突变，

含ｐＥＴ２８ａｓａ２２７５表达质粒的工程菌构建成功。
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Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～４：ｓａ２２７５ＰＣＲ产物条带（７７７ｂｐ）

图１　ｐＥＴ２８ａｓａ２２７５表达质粒ＰＣＲ鉴定

２．２　ＳＡ２２７５重组蛋白的表达及纯化
　　培养工程菌 ｐＥＴ２８ａｓａ２２７５／ＢＬ２１，用 ＩＰＴＧ诱导
表达 ３ｈ，取样进行 ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳分析。如图
２Ａ所示，以未诱导菌作对照，在约３３×１０３处可见目的
蛋白条带，与预期 ＳＡ２２７５重组蛋白理论分子量相一
致。收集工程菌，破碎后制备含重组蛋白上清，采用镍

柱亲和层析法纯化，以含５００ｍｍｏｌ／Ｌ咪唑的蛋白洗脱
缓冲液进行梯度洗脱，收集洗脱峰，经透析、超滤浓缩

后，采用 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳鉴定，得到纯度较高的
ＳＡ２２７５重组蛋白（图２Ｂ）。
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Ａ：ＳＡ２２７５重组蛋白诱导表达；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｃ：未诱导菌对照；１～５：ＳＡ２２７５表达菌，▲：示 ＳＡ２２７５重组蛋白条带。Ｂ：纯化后
ＳＡ２２７５重组蛋白条带；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

图２　ＳＡ２２７５重组蛋白诱导表达及纯化ＳＤＳＰＡＧＥ电泳图
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△：示病灶内坏死出血；▲：示脓肿壁开始形成；◇：示正常脑组织；↑：示脑脓肿壁

图３　ＨＥ染色观察金葡菌感染小鼠脑脓肿模型脑组织病理表现

２．３　金葡菌感染小鼠脑脓肿模型的建立
　　将金葡菌琼脂糖微球接种至 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脑实
质内构建脑脓肿模型。如图３所示，在建模第３天和
第５天分别将小鼠处死，取出脑组织。感染第３天，肉
眼观察可见，小鼠接种侧大脑半球肿胀，中线向对侧偏

移；病理切片低倍镜下可见，脑实质内局限性病灶，形

成占位效应，接种侧大脑半球明显肿胀；高倍镜下可

见，该病灶内坏死出血，伴炎症细胞浸润，脑脓肿壁开

始形成，但尚未与周围正常脑组织构成清晰界限。感

染第５天，肉眼可见，小鼠接种侧大脑半球内脑脓肿形
成，与周围正常脑组织分界清楚；高倍镜下可见，脑脓

肿壁形成，脓肿腔内有大量炎症细胞浸润。上述结果

表明，金葡菌感染小鼠脑脓肿模型制作成功。

２．４　抗体 ａｎｔｉＳＡ２２７５通过脑脓肿模型小鼠 ＢＢＢ的
能力检测

　　经检测 ａｎｔｉＳＡ２２７５多克隆抗体效价为１∶５１２００
（图４Ａ）。为明确在金葡菌感染小鼠引起脑脓肿过程
中，经腹腔注射的抗体能否通过 ＢＢＢ进入脑组织发挥
治疗作用，我们设置实验组动物经腹腔注射 ａｎｔｉ
ＳＡ２２７５后２４ｈ，再接种金葡菌Ｎｅｗｍａｎ株琼脂糖球制
备脑脓肿模型，注射正常小鼠血清的小鼠脑脓肿模型

组（ｎ＝６）为阴性对照，未感染的ａｎｔｉＳＡ２２７５注射组为
空白对照。建模后第 ３天，采集小鼠脑组织，利用
ＥＬＩＳＡ法检测小鼠脑组织中 ａｎｔｉＳＡ２２７５滴度。结果
发现，实验组脑组织中ａｎｔｉＳＡ２２７５滴度显著高于阴性
和空白对照组（图４Ｂ，Ｐ＜０．０１）。这一结果表明，在未
感染小鼠中（空白对照组），抗体不能通过 ＢＢＢ，只有
在金葡菌引起脑脓肿的过程中，抗体才能进入脑组织，

这可能与金葡菌感染导致的小鼠ＢＢＢ破坏有关。
２．５　抗体ａｎｔｉＳＡ２２７５显著抑制金葡菌所致的脑脓肿

形成

　　为验证抗体 ａｎｔｉＳＡ２２７５对金葡菌脑脓肿形成的
保护作用，本研究将小鼠ａｎｔｉＳＡ２２７５抗血清经腹腔注
射给药，２４ｈ后接种金葡菌 Ｎｅｗｍａｎ株制作小鼠脑脓
肿模型。５ｄ后处死小鼠，取出脑组织。将脑脓肿组
织制备匀浆，铺板进行细菌计数。结果如图 ５所示，
ａｎｔｉＳＡ２２７５能显著降低小鼠脑脓肿中的细菌载量
（图５Ａ，ｎ＝８，Ｐ＜０．０５）及脓肿体积（图 ５Ｂ，ｎ＝６，Ｐ＜
０．０５）。ＨＥ染色观察显示，在相近大脑横断面比较，
ａｎｔｉＳＡ２２７５处理组与正常血清对照组小鼠脑内均可
见脑脓肿形成，但ａｎｔｉＳＡ２２７５组小鼠脑脓肿面积明显
减小（图６）。
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Ａ：ａｎｔｉＳＡ２２７５抗体效价，ａｎｔｉＳＡ２２７５抗体效价为１∶５１２００；Ｂ：ａｎｔｉＳＡ２２７５滴度，ａｎｔｉＳＡ２２７５为小鼠脑脓肿模型腹腔注射 ａｎｔｉ
ＳＡ２２７５抗血清；Ｓｅｒｕｍ为小鼠脑脓肿模型腹腔注射正常血清；Ｃｏｎｔｒｏｌ为未构建脑脓肿模型小鼠腹腔注射ａｎｔｉＳＡ２２７５抗血清　
ａ：Ｐ＜０．０１，与ａｎｔｉＳＡ２２７５比较

图４　ＥＬＩＳＡ法检测ａｎｔｉＳＡ２２７５抗体效价及金葡菌脑脓肿模型脑组织中ａｎｔｉＳＡ２２７５滴度计量分析　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
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Ａ：小鼠脑脓肿中的细菌载量；Ｂ：小鼠脑脓肿体积　ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｓｅｒｕｍ比较

图５　ａｎｔｉＳＡ２２７５处理组及正常血清对照组在金葡菌感染小鼠脑脓肿形成中的作用

３　讨论

　　脑脓肿是一种严重的中枢神经系统感染，治疗复
杂性高，难度大，常常需要联合采用抗生素和外科手术

处理［２－３］。金葡菌是引起脑脓肿的常见致病菌［１］。然

而，随着金葡菌耐药性问题日益严峻，临床上使用抗生

素治疗脑脓肿的效果不佳，亟须开展新型治疗方法的

研究和探索［１０］。与抗生素在治疗时不能区分致病菌

与非致病菌的特性相比，针对致病菌特定毒力因子的

抗毒力因子疗法近年来受到广泛关注［５，１１］。抗毒力

因子疗法不是直接杀死病原菌，而是利用特异性抗体

中和致病性毒力因子或者活性化合物分子，抑制病原

菌的毒力，降低其致病性，从而有利于机体的免疫系统

清除病原菌，达到替代抗生素治疗致病菌引起感染的

目的［１１－１２］。采用抗体对毒力因子进行中和是抗毒力

因子疗法常用的手段。在金葡菌感染的抗毒力因子疗

法中，有研究发现金葡菌肠毒素 Ｂ单克隆抗体可以对
该菌导致的小鼠致死性休克发挥保护作用［１３］。然而，

抗毒力因子疗法作为一种新型的治疗方法，应用于感

染引起的中枢神经系统疾病却罕见报道。

　　通过ＢＢＢ是抗毒力因子制剂进入脑组织发挥治
疗作用的关键。ＢＢＢ是由被覆脑微血管的上皮细胞、
周细胞、星形胶质细胞足突、血管基底膜共同组成，由

细胞间紧密连接封闭。ＢＢＢ将中枢神经系统与外周
环境隔离，构成物理、物质转运和代谢的重要屏障，保

护机体免受环境毒素的损伤。正常情况下，ＢＢＢ阻止
大部分物质通透，对通过其转运的物质具有严格的选

择性，尤其是抗体等生物大分子无法透过［１４－１５］。动物

实验研究发现，正常小鼠经腹腔注射给予单克隆抗体

后，在腹腔中随体液经淋巴脉管系统吸收，再入血而分

布至各器官，但在脑组织中的分布有限［１６］。然而，金

葡菌感染可导致ＢＢＢ的破坏。ＭＣＬＯＵＧＨＬＩＮ等［１７］利
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图６　ＨＥ染色观察ａｎｔｉＳＡ２２７５处理组与正常血清对照组小鼠脑脓肿面积

用异硫氰酸荧光素标记的葡聚糖证实，金葡菌感染能

以剂量依赖的方式增加ＢＢＢ的通透性，这一过程可能
与感染降低了ＢＢＢ结构中的内皮细胞钙粘素、密封蛋
白５、闭锁小带１等的表达水平有关。ＢＡＬＤＷＩＮ和
ＫＩＥＬＩＡＮ［６］在金葡菌致脑脓肿形成过程中监测到ＢＢＢ
的持续开放。这些研究表明，小鼠脑脓肿形成过程中，

ＢＢＢ通透性会持续增高，为抗体透过ＢＢＢ发挥脑脓肿
治疗作用提供了可能。

　　金葡菌可编码并表达多种毒力因子，在细菌的定
植和感染过程中发挥重要作用。我们前期研究中证实

Ｌｇｔ、溶血素Ｈｌａ、Ｓ表面蛋白ＳｐＡ是金葡菌引起脑脓肿
的关键毒力因子［７］。Ｌｇｔ为金葡菌合成脂蛋白的关键
酶，负责金葡菌中多种脂蛋白的合成。有研究将金葡

菌 Ｎ３１５株一簇保守的脂蛋白样基因簇（ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｌｉｋｅｇｅｎｅｓ，ｌｐｌ，ｓａ２２７３２２７５）敲除后，发现敲除株刺激
巨噬细胞炎症因子的表达及对小鼠的致病性均显著降

低［８］。ＳＡ２２７５即为该串联脂蛋白中的组分，能与宿主
天然免疫细胞表面的ＴＬＲ２受体结合，激活ＴＬＲ２依赖
的天然免疫系统，诱导宿主炎症反应，增强细菌致病

性，因此是金葡菌重要的毒力因子之一［１８］。本研究以

金葡菌脂蛋白 ＳＡ２２７５为毒力因子靶标，进行了脑脓
肿的抗毒力因子治疗探讨。ＥＬＩＳＡ检测发现，经腹腔

注射的抗体ａｎｔｉＳＡ２２７５不能通过未进行金葡菌感染
的小鼠 ＢＢＢ，而感染小鼠在形成脑脓肿的过程中，抗
体能顺利达到脑组织，至于金葡菌感染导致 ＢＢＢ损害
的机理值得进一步探索。同时，本研究还观察到，到达

脑组织的抗体能发挥治疗作用。具体体现在，治疗组

小鼠在感染５天时脑组织的细菌载量较正常血清对照
组明显降低；脑脓肿的体积也显著缩小。

　　综上所述，本研究以金葡菌脂蛋白 ＳＡ２２７５为靶
标，通过建立金葡菌脑脓肿模型，探讨了抗体在治疗金

葡菌脑脓肿中的作用。发现抗体在金葡菌中枢感染的

前提下能成功通过 ＢＢＢ到达脑组织发挥抗脑脓肿治
疗作用，为金葡菌脑脓肿的治疗提供新的思路和可行

的替代疗法，具有良好的实际应用前景。
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