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不同佐剂对重组鲍曼不动杆菌ＰＫＦ的免疫效果研究
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　　［摘要］　目的　比较不同免疫方式、不同佐剂对重组鲍曼不动杆菌ＰＫＦ的免疫效果。方法　构建
重组质粒，经诱导表达纯化获得重组 ＰＫＦ，分别联合氢氧化铝、ＡＳ０３肌注（ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ，ｉｍ）免疫以及
ＬＴＫ６３、ＬＰ１３４滴鼻（ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ，ｉｎ）免疫小鼠，共分为７组：ＰＢＳ组；肌注免疫组：ＰＫＦ（ｉｍ）组、ＰＫＦ＋Ａｌ
（ｉｍ）组、ＰＫＦ＋ＡＳ０３（ｉｍ）组；滴鼻免疫组：ＰＫＦ（ｉｎ）组、ＰＫＦ＋ＬＴＫ６３（ｉｎ）组、ＰＫＦ＋ＬＰ１３４（ｉｎ）组。ＥＬＩＳＡ
检测免疫后小鼠血清中特异性 ＩｇＧ以及黏膜部位 ｓＩｇＡ的水平；构建鲍曼不动杆菌肺部感染亚致死模
型，测定攻毒后小鼠血液和肺部细菌定植量，评价疫苗保护作用。结果　肌注免疫组中，ＡＳ０３辅助ＰＫＦ
诱导最高的特异性ＩｇＧ抗体水平（Ｐ＜０．０１）；滴鼻免疫组中，ＬＴＫ６３显著提升肺泡灌洗液中特异性 ｓＩｇＡ
水平（Ｐ＜０．０１）；攻毒后细菌定植量检测结果显示，ＰＫＦ＋ＡＳ０３肌注组细菌定植量与单用ＰＫＦ组相当，而
滴鼻组中ＬＴＫ６３可以显著降低细菌定植量（Ｐ＜０．０１）。结论　ＬＴＫ６３可以辅助ＰＫＦ更好地发挥对鲍曼
不动杆菌肺部感染的保护作用，表明疫苗介导的黏膜免疫应答对保护感染可能更加重要。

　　［关键词］　 鲍曼不动杆菌；佐剂；ＰＫＦ；免疫效果
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　　鲍曼不动杆菌（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ，Ａｂ）是重
症监护病房的第五大常见病原体，对常用的抗生素容

易产生耐药，感染后死亡率很高［１－２］。鲍曼不动杆菌

常引起肺炎、菌血症、尿路感染、脑膜炎、伤口和软组织

感染等一系列感染性疾病［３］，其对消毒剂也具有高度

的耐受性，已成为医院防治的一个巨大挑战［４］。

　　疫苗接种是一种有效且具有成本效益的传染病预
防形式［５］，现有鲍曼不动杆菌疫苗的候选抗原，包括

ＯｍｐＡ［６］、ＯｍｐＫ［７］、ＯｍｐＷ［８］、Ｏｍｐ２２［９］、ＰＫＦ［１０］、
ＢａｍＡ［１１］、ＮｕｃＡｂ［１２］、ＦｉｌＦ［１３］等。其中 ＰＫＦ是一种可
抵抗补体杀伤和抑制生物膜形成的蛋白酶［１４］。

ＢＯＬＯＵＲＣＨＩ等［１０］将 ＰＫＦ作为 Ａｂ疫苗抗原，用氢氧
化铝作为佐剂，Ａ．ｂａｕｍａｎｎｉｉＡＴＣＣ１９６０６攻毒后小鼠
存活率可达到８０％。表明ＰＫＦ作为抗原对于Ａｂ具有
一定保护作用，是很有前途的Ａｂ疫苗靶点。
　　ＡＳ０３是一种基于角鲨烯的水包油型乳剂佐剂，含
有α生育酚作为免疫增强成分，其佐剂效应要显著优
于氢氧化铝佐剂［１５］。此外，鲍曼不动杆菌主要引起肺

部感染，抗原特异性黏膜免疫应答可能更有利于保护

鲍曼不动杆菌感染。ＬＴＫ６３是一种不具有毒素活性的
大肠杆菌突变体重组蛋白，具有显著的黏膜佐剂效

应［１６］；本课题组前期还设计与合成了一种新型脂肽类

佐剂ＬＰ１３４，其具有显著的ＴＬＲ２激动活性，并可以辅
助抗原诱导特异性呼吸道黏膜免疫应答［１７］。本研究

分别评价氢氧化铝、ＡＳ０３作为肌注免疫佐剂以及
ＬＴＫ６３、ＬＰ１３４作为滴鼻免疫佐剂对重组 ＰＫＦ的免疫
增强作用以及攻毒保护效果，以期为鲍曼不动杆菌的

免疫途径以及佐剂选择提供借鉴。

１　材料与方法

１．１　实验动物和菌株
　　ＳＰＦ级雌性 Ｃ５７小鼠，６～８周龄，体质量 １６～
２０ｇ，购于北京维通利华生物科技有限公司，所有小鼠

饲养在本实验室 ＳＰＦ级动物房。鲍曼不动杆菌
Ａ．ｂａｕｍａｎｎｉｉＡＴＣＣ１７９７８和Ａ．ｂａｕｍａｎｎｉｉＬＡＣ４菌株
由本实验室自存。

１．２　试剂
　　胰酪胨大豆肉汤培养基（ＴＳＢ）购自北京奥博星公
司；ＴＭＢＥＬＩＳＡ底物及 ＴＭＢ显色终止液购自 Ａｂｃａｍ
公司；ＰＢＳ缓冲液粉末（ｐＨ值７．３）、ＨＲＰ标记的山羊
抗小鼠ＩｇＧ购自中杉金桥公司；ＨＲＰ标记的山羊抗小
鼠ＩｇＡ、ＨＲＰ标记的山羊抗小鼠 ＩｇＧ１、ＨＲＰ标记的山
羊抗小鼠 ＩｇＧ２ａ购自 Ａｂｃａｍ公司；吐温２０购自碧云
天公司；质粒大提试剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；彩色预染
蛋白Ｍａｒｋｅｒ（２６６１６）购自赛默飞公司；ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白
上样缓冲液（５×）购自达科为生物公司。
１．３　重组质粒的构建和转化
　　根据核苷酸序列设计ＰＣＲ扩增引物，上游引物序
列为 ＰＫＦｐＧＥＸ１：５′ＣＧＣＧＧＡＴＣＣｇｃｔｇｔｔｇａｔｔｔｔｔｃａａａ３′，
下游引物序列为 ＰＫＦｐＧＥＸ２：５′ＣＣＧＧＡＡＴＴＣｔｔａｃｔｇ
ａａｔａｃｇｔａａａｃ３′。按照试剂盒说明书方法提取ＰＫＦ全基
因组作为模板，随后进行 ＰＣＲ扩增，并将 ＰＣＲ产物回
收。按照常规方法构建 ｐＧＥＸ６ｐ２载体，用 ＢａｍＨⅠ
和ＥｃｏＲⅠ对ＰＫＦＰＣＲ回收产物和ｐＧＥＸ６Ｐ２载体进
行双酶切，将载体ｐＧＥＸ６ｐ２酶切后回收产物和ＰＫＦ
酶切后回收产物置于 ＴａＫａＲａＤＮＡ Ｔ４Ｌｉｇａｓｅ和
ＴａＫａＲａ１０×Ｔ４ＤＮＡＬｉｇａｓｅＢｕｆｆｅｒ体系中１６℃过夜连
接；随后将连接产物 ｐＧＥＸ６ｐ２ＰＫＦ序列转化至
ＤＨ５α感受态细胞，利用氨苄青霉素进行抗性筛选。
挑取单菌落培养后提取质粒，以质粒为模板通过双酶

切验证，最后将鉴定成功的重组质粒 ｐＧＥＸ６ｐ２ＰＫＦ
转化至ＸＬ１ｂｌｕｅ感受态细胞。
１．４　重组质粒的诱导表达和蛋白纯化
１．４．１　重组质粒的诱导表达　　吸取 ５μＬｐＧＥＸ
６ｐ２ＰＫＦ／ＸＬ１ｂｌｕｅ菌液加入 ６０ｍＬ含 １００μｇ／ｍＬ氨
苄青霉素的ＬＢ液体培养基中，３７℃震荡培养过夜；在

８５９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



６Ｌ含１００μｇ／ｍＬ氨苄青霉素的ＬＢ液体培养基中，按
１∶１００接种培养过夜的菌液，３７℃震荡培养６ｈ；加入
ＩＰＴＧ至终浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ，２５℃诱导过夜表达。
１．４．２　ＰＫＦ蛋白的纯化及验证　　菌液诱导 １６ｈ
后，收集菌液，５０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，弃上清，按
１∶１０（质量体积分数）加入ＰＢＳ重悬菌体；将重悬菌液
经超声破碎仪破碎；破碎后的菌液１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ。上柱：将上清与１５ｍＬＧＳＴ填料４℃结合过
夜，将柱子保持在一定高度，打开盖子，用离心管收集

流穿液，用１ｍｏｌ／ＬＮａＣｌＰＢＳ洗脱填料３次并收集洗
脱液；然后向填料中加５ｍＬＰＰ酶和５０ｍＬＰＢＳ，４℃
酶切５ｈ，再次收集流穿液，之后加入５０ｍＬＰＢＳ洗脱
填料并收集洗脱液；最后用０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ洗脱填料
并收集洗脱液。将上述收集的破菌上清、破菌沉淀、各

步骤流穿、高盐洗柱液、ＰＰ酶切后上清、ＰＢＳ洗柱液留
样，ＳＤＳＰＡＧＥ电泳检测表达结果。留样中分别加入
５×ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液，混匀，１００℃煮 ６ｍｉｎ，
１０μＬ／孔上样，５μＬ／孔加入彩色预染蛋白标准品，电
泳结束用瞬蓝溶液染色并清水脱色，在凝胶成像仪观

察电泳结果。

１．５　小鼠免疫分组和程序
　　本实验动物分２批进行，第１批实验小鼠分７组：
ＰＢＳ组、ＰＫＦ肌注（ｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒ，ｉｍ）组、ＰＫＦ＋铝佐剂
Ａｌ（ｉｍ）组、ＰＫＦ＋ＡＳ０３（ｉｍ）组、ＰＫＦ滴鼻（ｉｎｔｒａｎａｓａｌｌｙ，
ｉｎ）组、ＰＫＦ＋ＬＴＫ６３（ｉｎ）组、ＰＫＦ＋ＬＰ１３４（ｉｎ）组，每组６
只小鼠。第２批攻毒实验小鼠分５组：ＰＢＳ组、ＰＫＦ肌
注组、ＰＫＦ＋ＡＳ０３肌注组、ＰＫＦ滴鼻组、ＰＫＦ＋ＬＴＫ６３滴
鼻组，每组１０只小鼠。
　　疫苗样品的制备：每剂含２０μｇＰＫＦ，肌注组铝佐
剂为５０μｇ／只，ＡＳ０３佐剂为２５μＬ／只，５０μＬ／只于小
鼠大腿两侧肌注。滴鼻组 ＬＴＫ６３佐剂为 ５μｇ／只，
ＬＰ１３４为１０μｇ／只，先行腹腔注射１％异戊巴比妥麻
醉后，２０μＬ／只滴注于小鼠两侧鼻腔。分别于第 ０、
１４、２８天免疫小鼠。
１．６　样本采集
　　末次免疫后１４ｄ取小鼠阴道灌洗液样品，处死小
鼠并采集小鼠眼球血、肺泡灌洗液和鼻腔灌洗液，低温

离心后分别收集上清并于－８０℃保存待用。
１．７　ＥＬＩＳＡ方法检测特异性抗体滴度
　　１０μｇ／ｍＬＰＫＦ蛋白于酶标板包被４℃过夜；次日
用１％ＢＳＡ／ＰＢＳＴ封闭液３７℃封闭２ｈ；样品用 ＰＢＳＴ
缓冲液稀释后加入酶标板，３７℃孵育１ｈ；ＨＲＰ标记的
山羊抗小鼠ＩｇＧ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ按１∶５０００稀释，ＨＲＰ标
记的山羊抗小鼠 ＩｇＡ按 １∶１００００稀释，３７℃孵育
４０ｍｉｎ；每孔加入１００μＬＴＭＢ显色液，室温条件下避

光显色，随后每孔加入１００μＬ终止液终止反应。测定
光密度值 Ｄ（４５０），待测样品孔 Ｄ（４５０）／阴性对照孔
Ｄ（４５０）≥２．１的最高稀释倍数为待测血清的抗体滴
度。各步骤间用ＰＢＳＴ缓冲液洗酶标板３次。
１．８　鲍曼不动杆菌 ＬＡＣ４菌株特异性小鼠血清 ＩｇＧ

抗体水平

　　将Ａ．ｂａｕｍａｎｎｉｉＬＡＣ４菌株用三线法接种于ＴＳＡ
平板３７℃培养过夜；挑取单菌落接种于２０ｍＬＴＳＢ培
养基中，３７℃、２２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养过夜；取２００μＬ活
化后的菌液加入２０ｍＬＴＳＢ培养基中３７℃振荡培养
３ｈ。８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集菌体，菌体加入ＰＢＳ
缓冲液重悬并用超声破碎仪裂解，破菌后５０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ并收集上清液。按ＢＣＡ法检测上清中蛋白
的浓度，按２００μｇ／ｍＬ全蛋白包被酶标板，小鼠血清用
ＰＢＳＴ缓冲液按１∶２００稀释，其他详细步骤同实验１．７。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　ＬＡＣ４菌株培养方法同实验 １．８，菌液与蛋白上
样缓冲液混合，１００℃金属浴加热６ｍｉｎ使蛋白变性。
电泳时样品１０μＬ／孔，彩色预染蛋白标准品５μＬ／孔，
电泳结束后将目的条带转移到ＰＶＤＦ膜上；用含５％脱
脂奶粉的ＴＢＳＴ浸泡 ＰＶＤＦ膜，室温摇床封闭 ２ｈ；随
后用含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ按１∶５００稀释血清，使膜
浸于一抗孵育液中室温孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ反复洗膜
１５ｍｉｎ；用稀释血清的相同稀释液稀释 ＨＲＰ标记的山
羊抗小鼠 ＩｇＧ，将 ＰＶＤＦ浸于二抗孵育液中室温孵育
１ｈ，再次 ＴＢＳＴ充分洗涤 ＰＶＤＦ膜；发光液 Ａ液与
Ｂ液按１∶１混合，用滤纸吸干膜上水分后滴加发光液，
最后将ＰＶＤＦ膜放置于成像仪上曝光成像。
１．１０　鲍曼不动杆菌攻毒
１．１０．１　小鼠攻毒　　小鼠末次免疫 １４ｄ后采取腹
腔注射 １％异戊巴比妥麻醉，用鲍曼不动杆菌
Ａ．ｂａｕｍａｎｎｉｉＬＡＣ４菌株０．５×１０７ＣＦＵ／只进行气管插
管攻毒，２４ｈ后处死小鼠。
１．１０．２　细菌定植　　小鼠眼球血处理：为防止血凝，
眼球血需快速稀释 １０倍并连续稀释 １０８倍，随后，取
１０μＬ稀释后的眼球血滴在ＴＳＡ平板上。
　　小鼠肺部处理：取出小鼠肺部，取１ｍＬ无菌 ＰＢＳ
缓冲液加入组织研磨器中研磨，将研磨液连续稀释

１０１０倍后取１０μＬ进行点板。点板时需注意稍倾斜平
板使液体缓慢滑下，菌液尽量舒展开，拖出尾部。平板

放在３７℃培养箱过夜。
１．１１　统计学分析
　　数据通过 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．４．０软件分析，连续
变量以 珋ｘ±ｓ表示，组间差异采用单因素方差分析，Ｐ＜
０．０５认为差异有统计学意义。

９５９　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）
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Ａ：质粒双酶切鉴定　１、２：质粒；Ｍ：标准；Ｂ：重组 ＰＫＦ的表达与纯化；１：ＩＰＴＧ诱导前；２：ＩＰＴＧ诱导后；３：菌液离
心后上清；４：菌液离心后沉淀；５：流穿液；６：第 １次洗脱液；７：ＰＰ酶切后回收液；８：第 ２次洗脱液；Ｍ：标准；
Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测重组ＰＫＦ免疫血清与全菌蛋白中天然ＰＫＦ的反应性　１：ＰＫＦ；Ｍ：标准

图１　重组质粒双酶切验证以及ＰＫＦ蛋白的诱导表达、纯化及表征

２　结果

２．１　重组质粒的构建和转化
　　以 Ａ．ｂａｕｍａｎｎｉｉＡＴＣＣ１７９７８全基因组为模板，
ＰＣＲ扩增ＰＫＦ基因片段，片段大小为１６２４ｂｐ。将目
的基因构建至表达载体 ｐＧＥＸ６ｐ２，双酶切鉴定结果
显示基因片段大小与预期一致，表明 ｐＧＥＸ６Ｐ２ＰＫＦ
重组表达质粒构建成功（图１Ａ）。将鉴定正确的质粒
转化至 ＸＬ１ｂｌｕｅ感受态细胞，获得 ｐＧＥＸ６Ｐ２ＰＫＦ／
ＸＬ１ｂｌｕｅ重组基因工程菌株。
２．２　重组ＰＫＦ的表达、纯化以及表征
　　利用ＩＰＴＧ对ｐＧＥＸ６Ｐ２ＰＫＦ／ＸＬ１ｂｌｕｅ重组基因
工程菌株进行诱导，并采用亲和层析法进行重组 ＰＫＦ
蛋白的纯化。ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白电泳跟踪重组蛋白的表
达以及纯化情况（图１Ｂ），纯化后 ＰＫＦ蛋白经灰度扫
描计算其纯度为 ９７．０％，相对分子量约为 ４６×１０３。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示重组 ＰＫＦ免疫血清可以与鲍曼
不动杆菌ＬＡＣ４全菌蛋白中的 ＰＫＦ蛋白进行特异性
结合（图１Ｃ），表明重组表达的ＰＫＦ蛋白结构正确，并
具有显著的免疫原性和免疫反应性。

２．３　重组ＰＫＦ联用不同佐剂免疫后小鼠血清特异性
ＩｇＧ抗体水平

　　小鼠免疫及采样时间如图２Ａ所示。末次免疫后
１４ｄ，ＥＬＩＳＡ测定小鼠血清中 ＰＫＦ以及全菌特异性
ＩｇＧ抗体滴度。肌注组中，与氢氧化铝佐剂相比，ＡＳ０３
可以显著诱导更高的 ＰＫＦ以及全菌特异性 ＩｇＧ抗体
水平（Ｐ＜０．０１）；而滴鼻免疫组中，与单用抗原相比，
ＬＴＫ６３和ＬＰ１３４两种佐剂均未能显著促进特异性血
清ＩｇＧ抗体应答（图２Ｂ、Ｃ）。
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１：ＰＢＳ组；２：ＰＫＦ（ｉｍ）组；３：ＰＫＦ＋Ａｌ（ｉｍ）组；４：ＰＫＦ＋ＡＳ０３
（ｉｍ）组；５：ＰＫＦ（ｉｎ）组；６：ＰＫＦ＋ＬＴＫ６３（ｉｎ）组；７：ＰＫＦ＋ＬＰ１３４
（ｉｎ）组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：免疫程序；Ｂ：ＰＫＦ特异性血清 ＩｇＧ抗体滴度；Ｃ：全菌特
异性血清ＩｇＧ抗体滴度

图２　小鼠免疫程序以及血清特异性ＩｇＧ抗体效价

２．４　重组ＰＫＦ联用不同佐剂免疫后小鼠黏膜特异性
ｓＩｇＡ抗体水平

　　末次免疫后１４ｄ，ＥＬＩＳＡ检测小鼠阴道灌洗液、肺
泡灌洗液以及鼻腔灌洗液等黏膜部位 ＰＫＦ特异性
ｓＩｇＡ抗体水平。结果显示，滴鼻免疫组中 ＬＴＫ６３显著
提升肺泡灌洗液中的特异性 ｓＩｇＡ抗体水平（Ｐ＜０．０１，
图３），其他各组均未能检测到显著的 ｓＩｇＡ抗体应答，
表明ＬＴＫ６３与ＰＫＦ联用可以显著促进呼吸道特异性
黏膜免疫应答。

２．５　重组ＰＫＦ联用不同佐剂免疫后小鼠血清 ＩｇＧ抗
体亚型的水平

　　通过ＥＬＩＳＡ检测免疫后小鼠血清中ＩｇＧ抗体亚型

０６９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图３　小鼠黏膜部位特异性ｓＩｇＡ抗体水平
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１：ＰＢＳ组；２：ＰＫＦ（ｉｍ）组；３：ＰＫＦ＋Ａｌ（ｉｍ）组；４：ＰＫＦ＋ＡＳ０３（ｉｍ）组；５：ＰＫＦ（ｉｎ）组；６：ＰＫＦ＋ＬＴＫ６３（ｉｎ）组；７：ＰＫＦ＋
ＬＰ１３４（ｉｎ）组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１

Ａ：血清特异性ＩｇＧ１抗体水平；Ｂ：血清特异性ＩｇＧ２ａ抗体水平；Ｃ：血清特异性抗体ＩｇＧ２ａ与ＩｇＧ１比值

图４　小鼠血清中特异性ＩｇＧ２ａ与ＩｇＧ１抗体水平

的水平。结果显示，不同途径、不同佐剂均可提升特异

性ＩｇＧ１抗体水平（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图４Ａ），但是对特
异性 ＩｇＧ２ａ抗体的水平无影响（图 ４Ｂ）。此外，从
ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１比值看，各佐剂均辅助抗原激发了 Ｔｈ２偏
向性免疫应答（图４Ｃ）。
２．６　重组ＰＫＦ联用不同佐剂对鲍曼不动杆菌肺部感

染的保护作用

　　于末次免疫后１４ｄ，对小鼠进行鲍曼不动杆菌肺
部感染亚致死攻毒，通过分析小鼠肺组织和血液中的

细菌载量来评估疫苗的保护效果。攻毒后肺组织细菌

定植量检测结果显示，ＰＫＦ＋ＡＳ０３肌注组细菌定植量
与单用ＰＫＦ组相当，而滴鼻组中ＬＴＫ６３佐剂可以辅助
ＰＫＦ显著降低肺部的细菌定植量（Ｐ＜０．０１）；血液中细
菌定植结果显示，肌注免疫中，ＰＫＦ＋ＡＳ０３组与单用抗
原组相比定植量无统计学差异；而滴鼻免疫中，ＬＴＫ６３
佐剂同样可显著降低血液细菌载量（Ｐ＜０．０１）。
ＬＴＫ６３佐剂与ＰＫＦ联用时，肺组织和血液中的细菌定
植量均显著降低，见图５。说明 ＬＴＫ６３可以辅助 ＰＫＦ

更好地发挥对鲍曼不动杆菌肺部感染的保护作用，这

与ＰＫＦ＋ＬＴＫ６３组小鼠黏膜部位特异性ｓＩｇＡ抗体水平
升高的结果相符。
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１：ＰＢＳ组；２：ＰＫＦ（ｉｍ）组；３：ＰＫＦ＋ＡＳ０３（ｉｍ）组；
４：ＰＫＦ（ｉｎ）组；５：ＰＫＦ＋ＬＴＫ６３（ｉｎ）组；ａ：Ｐ＜０．０５，
ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：免疫攻毒程序；Ｂ：肺部细菌定植量；Ｃ：血液细菌定植量

图５　小鼠免疫攻毒程序以及肺部和血液中细菌定植量
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３　讨论

　　目前鲍曼不动杆菌的候选疫苗分为外膜囊泡疫
苗、灭活全菌疫苗和重组蛋白亚单位疫苗。鲍曼不动

杆菌主要通过肺部呼吸道途径感染，传统肌肉注射途

径接种疫苗可有效诱导保护性全身免疫反应，难以在

黏膜表面引发抗原特异性免疫应答［１８］，所以，黏膜途

径免疫可能在控制病原体从黏膜部位进入机体方面更

具优势。

　　ＰＫＦ作为鲍曼不动杆菌的候选保护性抗原，是一
种分泌的丝氨酸蛋白酶，间接抑制 Ｃ３和备解素，与血
清抗性相关的补体失活相关。ＰＫＦ蛋白暴露在细胞
外的空间中，具有主要的免疫原性表位和大量的 ＭＨＣ
（Ⅰ类和Ⅱ类）结合位点，可以在人类或动物模型中引
起保护性免疫反应［１９］。

　　佐剂可以增强抗原特异性反应，并重塑免疫应答
类型。佐剂通过多种机制的组合发挥作用，包括招募

免疫细胞，增强抗原的摄取和呈递，诱导细胞因子和趋

化因子的产生，以及促进抗原和抗原递呈细胞运输到

引流淋巴结［２０］。本研究除了选择传统氢氧化铝佐剂，

还比较了几种不同佐剂，如ＡＳ０３、ＬＴＫ６３和ＬＰ１３４，探
究不同佐剂对重组鲍曼不动杆菌 ＰＫＦ的免疫效果。
实验结果表明，肌注免疫中联用 ＡＳ０３佐剂诱导显著
的特异性血清 ＩｇＧ抗体水平，滴鼻免疫中联用 ＬＴＫ６３
佐剂显著提升了特异性ｓＩｇＡ抗体水平。
　　在ＢＯＬＯＵＲＣＨＩ等［１０］的实验中只加入传统氢氧

化铝佐剂，证明重组蛋白ＰＫＦ作为鲍曼不动杆菌疫苗
抗原对血流感染具有一定的保护作用，未对其他佐剂

诱导抗体水平以及保护作用进行评估。本研究采用滴

鼻、肌注两种免疫途径，重组 ＰＫＦ联合氢氧化铝、
ＡＳ０３、ＬＴＫ６３和 ＬＰ１３４等多种佐剂免疫小鼠。结果
表明，与单用抗原组相比，虽然 ＡＳ０３肌肉注射可以诱
导更高水平的ＰＫＦ特异性血清 ＩｇＧ应答，但对鲍曼不
动杆菌肺部感染的保护作用却与单用抗原相当。在滴

鼻免疫组中，ＬＴＫ６３可以显著提升呼吸道黏膜特异性
ｓＩｇＡ的抗体水平，并且发挥了比单用抗原更显著的免
疫保护效果，提示在保护鲍曼不动杆菌肺部感染中，黏

膜免疫应答可能发挥了更加重要的作用。下一步，我

们将构建鲍曼不动杆菌肺部感染致死模型，进一步评

价疫苗的保护效果，并深入探讨其保护机制。
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ｆａｃｔｏｒ，ａｇａｉｎｓｔＭＤＲＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ［Ｊ］．ＳｃｉＲｅｐ，

２０１７，７（１）：１２４１１．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５９８０１７１２７８９３．

［１２］ＧＡＲＧＮ，ＳＩＮＧＨＲ，ＳＨＵＫＬＡＧ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

ｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｉｎｓｉｌｉｃｏｐｒｅｄｉｃｔｅｄＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉｏｕｔｅｒ

ｍｅｍｂｒａｎｅｎｕｃｌｅａｓｅ，ＮｕｃＡｂ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，

２０１６，３０６（１）：１－９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｉｊｍｍ．２０１５．１０．

００５．

［１３］ＳＩＮＧＨＲ，ＧＡＲＧＮ，ＳＨＵＫＬＡＧ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ

ｅｆｆｉｃａｃｙｏｆＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉｏｕｔｅｒｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅｉｎ，

ＦｉｌＦ，ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｉｎｓｉｌｉｃｏａｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｖａｃｃｉｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅ

［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１６，７：１５８．ＤＯＩ：１０．３３８９／

ｆｍｉｃｂ．２０１６．００１５８．

［１４］ＫＩＮＧＬＢ，ＰＡＮＧＢＵＲＮＭＫ，ＭＣＤＡＮＩＥＬＬＳ．Ｓｅｒｉｎｅ

ｐｒｏｔｅａｓｅＰＫＦｏｆＡｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉｒｅｓｕｌｔｓｉｎｓｅｒｕｍ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｉｏｆｉｌｍｆｏｒｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＩｎｆｅｃｔ

Ｄｉｓ，２０１３，２０７（７）：１１２８－１１３４．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｉｎｆｄｉｓ／

ｊｉｓ９３９．

［１５］ＰＵＬＥＮＤＲＡＮＢ，ＳＡＲＵＮＡＣＨＡＬＡＭＰ，Ｏ’ＨＡＧＡＮＤＴ．

Ｅｍｅｒｇｉｎｇｃｏｎｃｅｐｔｓｉｎｔｈｅｓｃｉｅｎｃｅｏｆｖａｃｃｉｎｅａｄｊｕｖａｎｔｓ［Ｊ］．

ＮａｔＲｅｖＤｒｕｇＤｉｓｃｏｖ，２０２１，２０（６）：４５４－４７５．ＤＯＩ：１０．

１０３８／ｓ４１５７３０２１００１６３ｙ．

［１６］ＤＡＨＯＲＡＶＰ，ＣＯＮＣＥＩ?ＯＦＲ，ＤＥＬＬＡＧＯＳＴＩＮＯＡ，

ｅｔａｌ．ＮｏｎｔｏｘｉｃｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｏｆＬＴａｓｐｏｔｅｎｔａｄｊｕｖａｎｔｓ［Ｊ］．

Ｖａｃｃｉｎｅ，２０１１，２９（８）：１５３８－１５４４．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．

ｖａｃｃｉｎｅ．２０１０．１１．０９１．

［１７］ＭＡＯＬ， ＬＩＵ Ｃ， ＬＩＵ ＪＹ， ｅｔａｌ． Ｎｏｖｅｌｓｙｎｔｈｅｔｉｃ

ｌｉｐｏｐｅｐｔｉｄｅｓａｓｐｏｔｅｎｔｉａｌｍｕｃｏｓａｌａｄｊｕｖａｎｔｓｅｎｈａｎｃｅｄＳＡＲＳ

ＣｏＶ２ｒＲＢＤｉｎｄｕｃｅｄｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，

２０２２，１３：８３３４１８．ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｉｍｍｕ．２０２２．８３３４１８．

［１８］ＬＹＣＫＥＮ． Ｒｅｃｅｎｔ ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｉｎ ｍｕｃｏｓａｌ ｖａｃｃｉｎｅ

ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ：ｐｏｔｅｎｔｉａｌａｎｄ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎｓ［Ｊ］． ＮａｔＲｅｖ

Ｉｍｍｕｎｏｌ，２０１２，１２（８）：５９２－６０５．ＤＯＩ：１０．１０３８／

ｎｒｉ３２５１．

［１９］ＳＯＬＴＡＮＩＳＨＩＲＡＺＩＡ，ＡＺＩＺＩＯ，ＢＯＬＯＵＲＣＨＩＮ，ｅｔａｌ．

Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｉｎｓｉｌｉｃｏａｎａｌｙｓｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｓｅｒｕｍ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｓ ｐｒｏｍｉｓｉｎｇ ｖａｃｃｉｎｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ ａｇａｉｎｓｔ

Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒｂａｕｍａｎｎｉｉ［Ｊ］．Ｖａｃｒｅｓ，２０１７，４（３）：６４－７１．

ＤＯＩ：１０．２９２５２／ｖａｃｒｅｓ．４．３．４．６４．

［２０］ＡＷＡＴＥＳ，ＢＡＢＩＵＫＬＡ，ＭＵＴＷＩＲＩＧ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆ

ａｃｔｉｏｎｏｆａｄｊｕｖａｎｔｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１３，４：１１４．

ＤＯＩ：１０．３３８９／ｆｉｍｍｕ．２０１３．００１１４．
（收稿：２０２２１１２８；修回：２０２３０１２１）
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