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铜绿假单胞菌重组ＰｃｒＶＯｐｒＩ疫苗保护小鼠骨折固定术后感染的作用
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　　［摘要］　目的　构建髓内针固定小鼠开放性股骨骨折后铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，
ＰＡ）感染模型，评价候选 ＰＡ疫苗重组 ＰｃｒＶＯｐｒＩ的免疫保护效果。方法　采用大肠杆菌表达 ＰｃｒＶ
ＯｐｒＩ蛋白，依次经亲和、疏水层析纯化得到目的蛋白。Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠在第０、１４、２１天免疫ＰｃｒＶＯｐｒＩ蛋
白后，使用酶联免疫吸附法检测血清中特异性ＩｇＧ抗体及亚型效价。末次免疫后１４ｄ，进行髓内针固定
小鼠开放性股骨骨折术。术后ＰＡＯ１菌株感染，通过比较免疫组与对照组细菌定植、体质量、组织病理
学和Ｘ线影像表现等差异，评价ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原保护效果。结果　ＰｃｒＶＯｐｒＩ免疫组小鼠血清中特异性
抗体水平显著升高（Ｐ＜０．０５），且以 ＩｇＧ１亚型为主；ＰｃｒＶＯｐｒＩ免疫组体质量减轻幅度显著低于对照组
（Ｐ＜０．０５），ＰｃｒＶＯｐｒＩ免疫组软组织、骨内、植入物细菌数量显著低于对照组（Ｐ＜０．０５）；ＰｃｒＶＯｐｒＩ免疫
组炎症病理损伤小于对照组；在观察期结束时，ＰｃｒＶＯｐｒＩ免疫组骨折线清晰且逐渐闭合，呈愈合趋势而
对照组骨折处未见明显愈合。结论　ＰｃｒＶＯｐｒＩ免疫能有效引起小鼠体液免疫应答，在开放性骨折髓内
针固定术后ＰＡ感染模型中具有显著保护效果。
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　　近年来，随着骨科内固定器械的广泛使用，骨科植入
物手术部位的铜绿假单胞菌（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓａｅｒｕｇｉｎｏｓａ，
ＰＡ）感染愈发严重。据研究报道，５％～２０％的革兰阴
性杆菌骨感染是由 ＰＡ引起［１］，其中约１４％的开放性
骨折患者会合并 ＰＡ感染［２］。特别是免疫力低下人

群，可因ＰＡ引发的感染而致病［３］。ＰＡ感染导致的耐
药问题十分严峻，已发展成为多重耐药菌。抗生素的

效果越发难以满足需求，导致临床上抗生素治疗 ＰＡ
感染的效果不理想［４］。因此，ＰＡ引起的骨折术后感
染的预防和治疗成为亟待解决的医学难题。

　　疫苗接种是有效预防ＰＡ感染与流行的重要策略
之一。自２０世纪６０年代以来，全球共计研发了６０余
种对抗ＰＡ的疫苗，仅有１１种进入临床试验，其中３种
进入Ⅲ期临床阶段，最终均宣告失败，尚无 ＰＡ疫苗上
市［５］。抗原是疫苗核心成分，ＰｃｒＶ作为 ＰＡⅢ型分泌
系统关键蛋白［６］，参与效应蛋白从 ＰＡ到宿主细胞的
转移过程。其在结构和功能上保守，８７．７％～９０．２％的
ＰＡ菌株携带ＰｃｒＶ编码基因［７－９］。然而，基于 ＰｃｒＶ重
组表达抗原却未见在 ＰＡ疫苗上应用。有研究表明，
ＰｃｒＶ在大肠杆菌中的表达量低，易沉淀、降解，限制了
ＰｃｒＶ蛋白作为 ＰＡ的抗原［１０］。ＯｐｒＩ作为 ＰＡ的外膜
脂蛋白，能激活 Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ），
进而启动固有免疫应答发挥免疫佐剂的作用，刺激机

体产生多种类型的免疫应答［１１］。抗原融合是有效提

高保护效果的重要手段。本研究拟将 ＰｃｒＶ与 ＯｐｒＩ抗
原融合，构建 ＰｃｒＶＯｐｒＩ融合蛋白，并在开放性骨折感
染模型上评价ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原免疫保护作用。

１　材料与方法

１．１　菌株
　　铜绿假单胞菌菌株 ＰＡＯ１（ＡＴＣＣ，ＭａｎａｓｓａｓＶＡ，
ＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓ），－８０℃冻存；ＰｃｒＶＯｐｒＩ的编码序列

ＰｃｒＶ２８－２９４ＯｐｒＩ２５－６２由上海生工公司合成，连接至载体
ｐＧＥＸ６Ｐ１，转化至Ｅ．ｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）感受态细胞，得
到ｐＧＥＸ６Ｐ１ＰｃｒＶＯｐｒＩ／ＢＬ２１（ＤＥ３）工程菌。
１．２　试剂与仪器
　　Ａｌ（ＯＨ）３佐剂（ＣＲＯＤＡ，Ｄｅｎｍａｒｋ），山羊抗小鼠
ＩｇＧＦｃＨＲＰ（北京中杉生物公司），ＧＳＴ４Ｂ亲和填料和
ＰｒｅＳｃｉｓｓｉｏｎＰｒｏｔｅａｓｅ酶（ＧＥ公司），异丙基βＤ硫代半
乳糖苷（上海生工生物公司），ＴＭＢ底物显色液（北京
天根生物公司），ＡｖａｎｔＰｕｒｅ１５０纯化仪（ＧＥ，美国），
高效液相色谱仪（Ａｌｉｇｅｎｔ，美国），低温高速离心机（卢
湘仪，中国），光学显微镜（永科光学，中国），ＩＶＩＳ
ＳｐｅｃｔｒｕｍＣＴ分析仪（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ，美国）。
１．３　ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原表达与纯化
　　将重组质粒 ｐＧＥＸ６Ｐ１ＰｃｒＶＯｐｒＩ转化至 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＢＬ２１（ＤＥ３），抗性平板上挑取单克隆接种至含氨苄抗生
素ＬＢ培养基中，１８０ｒ／ｍｉｎ、３７℃培养过夜。取２０ｍＬ的
菌液加入到２Ｌ含氨苄的ＬＢ培养基中，２２０ｒ／ｍｉｎ、３７℃
培养至Ｄ（６００）约为 ０．８时，加入终浓度 ２００μｍｏｌ／Ｌ
ＩＰＴＧ诱导剂，１５０ｒ／ｍｉｎ、１６℃培养 １２ｈ。诱导结束
后，收集菌体并经超声裂解后上清液与 ＧＳＴ４Ｂ结合，
ＰｒｅＳｃｉｓｓｉｏｎＰｒｏｔｅａｓｅ酶切，收集 ＰｃｒＶＯｐｒＩ初纯样品。
ＰｃｒＶＯｐｒＩ初纯样品经Ａｖａｎｔｐｕｒｅ１５０纯化仪通过阴离
子交换层析、疏水层析，内毒素吸附树脂进行精细纯

化。通过ＳＤＳＰＡＧＥ及 ＨＰＬＣ分析 ＰｃｒＶＯｐｒＩ纯化结
果，Ｎ端氨基酸测序验证ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原表达准确性。
１．４　小鼠与免疫
　　选取６～８周龄 ＳＰＦ级雌性 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠（北京
维通利华实验动物公司），按随机数字表法分为２组，
每组１０只，体质量 １８～２２ｇ。免疫组（ＰｃｒＶＯｐｒＩ）将
２０μｇ的 ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原与 Ａｌ（ＯＨ）３佐剂混合吸附
１ｈ，经肌肉注射免疫。对照组（ＰＢＳ）用等体积抗原保
存缓冲液ＰＢＳ作为阴性对照。各组小鼠分别在０、１４、
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２１ｄ免疫，共计免疫３次。实验动物遵循３Ｒ原则，符合
伦理标准（动物实验伦理编号：ＡＭＵＷＥＣ２０２１１２８９）。
１．５　血清中特异性抗体的检测
　　末次免疫后７ｄ，小鼠尾静脉取血分离血清，通过
ＥＬＩＳＡ法测定免疫小鼠血清中抗 ＰｃｒＶＯｐｒＩＩｇＧ的滴
度。酶标板每孔１００μＬ将ＰｃｒＶＯｐｒＩ稀释到６μｇ／ｍＬ
的抗原包被液，４℃包被过夜，洗涤３次。每孔２５０μＬ
１％ＢＳＡ封闭液，３７℃封闭２ｈ，洗涤。将抗 ＰｃｒＶＯｐｒＩ
血清（１∶１０００）梯度稀释，３７℃孵育 １ｈ，洗涤。将
ＨＲＰ标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ抗体
（１∶５０００）分别加入酶标板中，３７℃孵育 ４０ｍｉｎ，洗
涤。加入１００μＬＴＭＢ底物显色液，避光孵育 １０ｍｉｎ
并终止，在４５０ｎｍ处读取光密度值。以待测样本（Ｓ）
与阴性对照（Ｎ）比值即Ｓ／Ｎ值≥２．１作为阳性结果判
断标准。

１．６　开放性骨折术后感染模型的构建
　　参考ＯＥＺＥＬ等［１２］进行开放性骨折模型构建。小

鼠腹腔麻醉，待深度麻醉，侧卧固定，剃除腿部毛发并

用碘伏消毒。保持小鼠左下肢伸直状态下于前外侧沿

股骨从髋关节至膝关节做一纵向切口，长０．８～１．０ｃｍ，
分离股外侧肌和股二头肌，抬起张阔筋膜肌，将股骨充

分暴露在手术视野中，使用线锯在股骨骨干中上 １／３
交界处断开股骨。将长度为０．８ｃｍ的克氏针置于股
骨骨折断端两侧的骨髓腔内，使股骨得以固定，生理盐

水冲洗伤口，６０蚕丝线缝合切口，用微量注射器于骨
折处接种１．０×１０７ＣＦＵ的铜绿假单胞菌 ＰＡＯ１。术后
常规给水及饮食，观察小鼠切口的愈合情况以及造模

前后小鼠体质量的变化数值。

１．７　ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原免疫保护效果及对骨折愈合的影响
　　ＰＡＯ１细菌感染后３ｄ，小鼠实施安乐死，从胫骨
近端到股骨中段采集组织样本，分离股骨与植入物。

软组织样本通过匀浆器研磨，股骨与植入物经 １ｍＬ
ＰＢＳ２５ｋＨｚ超声处理１０ｍｉｎ，涡旋２ｍｉｎ后分离细菌。
组织匀浆和超声处理溶液进行梯度稀释后，取 １０μＬ
涂布于ＬＢ平皿上，３７℃培养１５ｈ，进行菌落计数。小
鼠骨折术后感染第１、７、１４天，使用 ＩＶＩＳＳｐｅｃｔｒｕｍＣＴ
小动物活体三维成像仪 ＣＴ扫描记录骨折及其愈合
情况。

１．８　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９软件进行统计学分析。实
验数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间采用非配对 ｔ检验，多组间
采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　重组ＰｃｒＶＯｐｒＩ蛋白的纯化与鉴定
　　 ｐＧＥＸ６Ｐ１ＰｃｒＶＯｐｒＩ／ＢＬ２１（ＤＥ３）工程菌经
２００μｍｏｌ／ＬＩＰＴＧ诱导，ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原以可溶形式表
达。经纯化后，ＳＤＳＰＡＧＥ检测结果显示，ＰｃｒＶＯｐｒＩ
抗原理论分子量为３５．５×１０３，电泳条带位置与理论值
相符且纯度较高（图 １Ａ）。进一步通过 ＨＰＬＣ检测
ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原的纯度，结果显示其纯度为９８．３％（图
１Ｂ）。ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原 Ｎ端氨基酸检测序列与理论氨
基酸序列一致。

２．２　重组ＰｃｒＶＯｐｒＩ诱导的体液免疫应答
　　为了分析小鼠血清中 ＰｃｒＶＯｐｒＩ特异性 ＩｇＧ及亚
型，末次免疫后７ｄ进行ＥＬＩＳＡ检测。ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原
在小鼠体内可诱导产生高效价的特异性抗体，较 ＰＢＳ
组明显升高（Ｐ＜０．０５，图 ２Ａ）；ＰｃｒＶＯｐｒＩ组 ＩｇＧ亚型
ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ均能检出，ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ｂ抗体滴度较
ＰＢＳ组明显升高（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ～Ｄ），且 ＩｇＧ１明显高
于ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ。结果提示ＰｃｒＶＯｐｒＩ能有效刺激Ｔｈ１
和Ｔｈ２型体液免疫反应，且主要是Ｔｈ２型应答。
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图１　ＰｃｒＶＯｐｒＩ重组蛋白纯化ＳＤＳＰＡＧＥ电泳及ＨＰＬＣ检测
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２．３　重组ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原免疫保护效果
　　为了评价ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原在小鼠体内的保护作用，
构建了开放性骨折感染ＰＡ模型。如图３Ａ显示，感染
后３ｄ，ＰｃｒＶＯｐｒＩ组手术切口逐渐愈合，ＰＢＳ组切口未
见愈合且伴有少量脓液；第７天，ＰｃｒＶＯｐｒＩ组腿部毛发
逐渐恢复生长，ＰＢＳ组手术切口周围未见生长。此外，
ＰｃｒＶＯｐｒＩ组体质量减轻幅度明显低于 ＰＢＳ组（Ｐ＜
０．０５，图３Ｂ）。软组织、股骨、植入物细菌定植分析显
示，ＰｃｒＶＯｐｒＩ组的细菌负荷显著低于ＰＢＳ组（Ｐ＜０．０５，
图３Ｃ）。结果提示ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原通过抑制铜绿假单胞
菌在软组织、股骨、植入物上的定植而发挥保护作用。

２．４　重组ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原免疫对小鼠骨折愈合的影响
　　为了在开放性骨折感染 ＰＡ模型中进一步评价

ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原免疫对骨折愈合的影响，对骨组织进行
组织病理学观察，结果显示 ＰｃｒＶＯｐｒＩ组的肌肉软组
织形态正常，而ＰＢＳ组的软组织被 ＰＡＯ１细菌吞噬分
解，伴有明显的炎症病理改变，包括炎性细胞浸润和出

血。ＰｃｒＶＯｐｒＩ组的股骨仅出现少量炎症细胞浸润，而
ＰＢＳ组股骨感染严重且伴有大量出血（图４Ａ）。ＣＴ扫
描结果显示，ＰｃｒＶＯｐｒＩ组骨折处出现丘状钙化骨痂，
且随时间增加骨折线逐渐清晰且逐渐闭合，呈愈合趋

势；而ＰＢＳ组骨折处钙化骨痂形成较少，感染后出现
固定植入物穿透膝关节，未见明显愈合（图４Ｂ）。这些
结果提示ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原免疫对 ＰＡ感染后骨折的愈
合具有改善作用。
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图２　ＥＬＩＳＡ法检测抗ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗体效价及抗体亚型分析
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图３　ＰｃｒＶＯｐｒＩ重组蛋白对小鼠骨折固定术后感染铜绿假单胞菌的免疫保护效果
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Ａ：ＨＥ染色观察ＰＡＯ１感染后小鼠组织、股骨形态变化；Ｂ：ＰＡＯ１感染后小鼠左侧股骨（左股骨骨干中部骨折）Ｘ线表现

图４　ＨＥ染色和Ｘ线观察ＰｃｒＶＯｐｒＩ重组蛋白免疫对小鼠股骨骨折愈合的影响

３　讨论

　　抗原筛选和优化是成功研制 ＰＡ疫苗的核心环
节。将 ＰｃｒＶ与 ＯｐｒＩ抗原通过柔性 Ｌｉｎｋｅｒ（ＧｌｙＳｅｒ
ＧｌｙＧｌｙＳｅｒＧｌｙ）融合，有助于融合蛋白的正确折
叠［１３－１４］。所以，本研究中的 ＰｃｒＶ、ＯｐｒＩ抗原经融合
后，抗原稳定且可溶性较好，避免了 ＰｃｒＶ抗原溶解性
差和易降解的问题。本研究证实 ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗原能诱
导机体产生较强的 Ｔｈ１和 Ｔｈ２免疫应答，其中以 Ｔｈ２
型应答为主。这可能取决于本研究采用 Ａｌ（ＯＨ）３佐

剂，该佐剂主要倾向于Ｔｈ２型免疫应答［１５］。有研究表

明，ＰｃｒＶ抗原能够诱导Ｔｈ１７应答反应，细胞因子 ＩＬ１７
在ＰＡ感染早期表达迅速升高，并持续存在从而发挥

保护效果［１６］。ＰｃｒＶＯｐｒＩ蛋白所诱导的免疫效应物主
要是 Ｂ淋巴细胞产生的抗 ＰｃｒＶＯｐｒＩ特异性 ＩｇＧ抗
体，它可能通过以下途径发挥其功能：第一，抗 ＰｃｒＶ
ＯｐｒＩ抗体结合毒素的酶活性位点，阻断毒素的释
放［１７］；第二，调理吞噬和抗ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗体依赖的细胞
介导的细胞毒性作用［１８］；第三，抗ＰｃｒＶＯｐｒＩ抗体通过
经典途径激活补体系统［１９］，产生多种效应功能，有效

杀伤铜绿假单胞菌。

　　本研究构建的小鼠铜绿假单胞菌开放性骨折感染
模型，可为ＰＡ疫苗临床试验候选模型提供理论指导。
对于ＰＡ开放性骨折感染模型，国内外鲜有报道。大
多数骨折感染模型动物多选择家兔、羊、犬等［２０］，但对

于疫苗评价需大批量的模型进行保护性验证。因此，

９８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（３）



构建小鼠开放性骨折感染模型具有十分重要的意义。

ＴＨＯＭＰＳＯＮ等［２１］通过小鼠股骨关节植入携带 ＰＡ的
克氏针造成感染。ＳＨＩＥＬＳ等［２２］将克氏针置入鼠双侧

股骨骨髓腔内，于鼠尾静脉中注入细菌。细菌感染方

式也是影响模型稳定的重要因素，植入物携带细菌以

及尾静脉注射细菌等方式依然存在诸多局限性。细菌

感染剂量不准确、细菌定植部位不精确是造成模型失

败的主要原因之一。本研究骨折感染模型在参考

ＴＨＯＭＰＳＯＮ等［２１］基础上，模拟临床上骨折病理症状，

股骨中处折断，并用克氏针固定，微量注射器精准定植

ＰＡ。模型构建简便，易操作，感染剂量可控。然而该
模型不足之处在于髓内植入物单一固定未有钛固定材

料稳定。需进一步了解小鼠股骨髓腔的形态结构、皮

质厚度以及髓内针的直径或长度是否会影响骨愈合。

　　铜绿假单胞菌易感染复发，难以清除［２３］。研究报

道，铜绿假单胞菌感染定植主要在皮肤软组织、肺部、

创口处［２４－２８］。临床上抗生素治疗 ＰＡ感染愈发困难，
患者感染ＰＡ后治疗周期长。疫苗等免疫学方法是防
控 ＰＡ感染的重要手段。本研究初步探索了 ＰｃｒＶ
ＯｐｒＩ抗原免疫能有效减少 ＰＡ骨折感染细菌定植，对
ＰＡ骨折感染后愈合具有改善作用。
　　综上所述，ＰｃｒＶＯｐｒＩ免疫能有效引起小鼠体液免
疫应答，在开放性骨折髓内针固定术后 ＰＡ感染模型
中具有显著保护效果。
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