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铜绿假单胞茵外膜蛋白疫苗的制备 

廖立新 曹郁生 李国辉 陈燕 

铜绿假单胞菌是一种常见的重要条件致病菌，当机体抵 

抗力下降、免疫缺陷、代谢性疾病、恶性肿瘤以及烧伤后，均 

容易引起感染，导致威胁生命的感染性休克。近年来，外膜 

蛋白(outer membrane protein，OMP)备受关注⋯。OMP疫苗 

不仅具有良好的免疫原性，还有很好的交叉保护作用 ‘ ，对 

严重烧伤患者也具有保护作用，并能产生高滴度的抗体 。 

本研究拟通过实验证实铜绿假单胞菌 OMP的免疫效果。 

一

、材料与方法 

1．菌种：铜绿假单胞菌(CMCC 10104)菌株 由中国药品 

生物制品鉴定所提供。 

2．OMP抗原的制备：将文献[5]的方法略加改进后用上 

述菌株来制备 OMP抗原。 

3．动物的免疫：将 4只 日本大耳白兔(江西省实验动物 

中心)随机分成50~g／kg(A组)、250 g／kg(B组)两个 OMP 

抗原免疫剂量组 ，每组 2只。免疫部位包括兔背部、腹股沟、 

足底皮下等处，行多点注射。共免疫 3次，第 l天免疫接种 

有完全福氏佐剂的 OMP抗原，第 4、7天接种不完全福 氏佐 

剂的OMP抗原。 

4．抗体的分离：首次免疫后第 7天起，每隔7 d采集兔血 

分离血清 1次 ，至第 56天。 

5．酶联免疫吸附测定 (ELISA)法检测抗体效价：包被 

OMP浓度为 l mg／L，一抗为 l：200稀释的抗血清，二抗为标 

记有辣根过氧化物酶的羊抗兔 IgG(1：2 000)。以空 白对照 

调零，波长 492 nm下测定吸光度(A)值。以抗血清 A值的 

两倍为阴性血清的 A值时，其最大稀释倍数作为抗体效价。 

6．玻片凝集试验：将浓度 为 9．2 X 10“集落形成单位 

(CFU)／L铜绿假单胞菌的等渗盐水悬液与用等渗盐水倍 比 

稀释的抗血清在微量滴定板上混匀，室温放置 l0 min，按常 

规判定效价。 

7．保护实验：(1)半数致死量(LD )的确定：用细胞计数 

板在显微镜下测定细菌浓度，设计 l X 10 、l X 10 、l X 10。、l X 

lO 、l X l0 5个稀释度 。根据文献[3]的方法，本研究用 5 

～ 6周雄性小鼠(江西省实验动物 中心 )3O只，体重 2O～25 

g，设5个稀释组和等渗盐水对照组，每组 5只。在各组小鼠 

腹腔内注射 l ml菌液，观察 4 d。计算 LD 。(IgLD =高于 

50％死亡的稀释度对数 +距离比例 X稀释系数的对数)。 

(2)半保护剂量(PD 用 A组兔免疫后 56 d的血清)的测 
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定 ：另取 3O只小鼠，取其中25只小鼠作为5个稀释组 ，腹腔 

内注射 l m1原血清或 2倍稀释梯度的血清 ，余下5只小鼠注 

射等量空白血清作为等渗盐水对照组。2 h后注射 3O～4O 

倍 LD 的菌液 l ml，观察4 d，计算其死亡数及 PD 。。 

二、结果 

1．抗体效价：用 OMP免疫后 7 d大耳兔即有抗体产生， 

且 >l：l 000；B组免疫后 7一l4 d效价略高于 A组，但 2l d 

明显低于 A组，42 d效价达顶峰，并维持至56 d。见表 l。 

2．玻片凝集试验：抗体能与铜绿假单胞菌产生凝集，并 

产生较高的效价(表2)。 

表 2 两组兔抗体玻片凝集试验的效价比较 

注：A组注射 OMP抗原50~g／kg，B组注射 OMP抗原 250 g／kg 

3．保护实验：LD 。为 6．3 X 10 CFU／L。等渗盐水对照组 

5只小鼠均死亡，LD 。测定存活小鼠共 l7只(表 3)。PD 。测 

定存活小鼠 l9只(表 4)。半保护血清稀释度为 l：2l，相当 

于 0．05 ml血清。 

表3 LD 。测定结果 

三、讨论 

OMP是嵌合在脂多糖和磷脂层外膜上的蛋白，其参与微 

表 1 两组兔抗体效价比较 

注：A组注射 OMP抗原 50 g／kg，B组注射 OMP抗原250~g／kg 
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孔及其他结构的形成 ，并具有不同功能。细菌外膜与宿主免 

疫活性细胞的相应膜受体相互作用，刺激细胞和体液免疫的 

形成，可作为细菌疫苗的候选蛋白。陈洁等⋯已证实OMP疫 

苗对幽门螺杆菌感染具有免疫保护作用。 

铜绿假单胞菌是一种导致院内感染最常见的重要条件 

致病菌，易引起威胁生命的感染性休克。因此寻找有效的防 

治方法极为重要。本研究制备的铜绿假单胞菌 OMP具有较 

强的免疫原性，注射后 l周即产生较高的抗体效价，而且还 

有较强的免疫保护作用。保护实验结果表明，A组兔免疫后 

56 d血清的半保护剂量为0．05 ml，这将为临床防治铜绿假 

单胞菌提供一条新思路。 
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兔角膜碱烧伤后早期尿激酶型纤溶酶原激活剂及其 

受体的表达 

严军 杨恬 曾益军 杨进 

作为纤溶酶原激活剂／纤溶酶原激活剂抑制剂 (plas- 

minogen activator／plasminogen activator inhibitor，PA／PAI)级 

联的重要因子，尿激酶型纤溶酶原激活剂 (urokinase type 

PA，uPA)及其受体 uPA．R具有高效的分解细胞外环境蛋白 

酶的作用。研究表明，uPA和 uPA—R在角质形成细胞 的迁 

移、增殖 、分化以及重建上皮组织等方面发挥着十分重要的 

作用⋯，但有关它们在角膜碱烧伤中的作用鲜见报道。本实 

验对兔角膜碱烧伤后早期 uPA和 uPA—R的表达进行了研究。 

一

、 材料与方法 

1．角膜上皮细胞的分离和培养：空气注射法处死健康新 

西兰大白兔(第三军医大学实验动物中心)，分离角膜上皮细 

胞，组织块法常规培养。 

2．体外实验分组 、碱烧伤模型建立和免疫细胞化学(im— 

munocytochemistry，ICC)研究：原代角膜上皮细胞随机分为 

实验组(20瓶)和对照组(5瓶)。实验组细胞待长满瓶壁后 

用 0．1 mol／L NaOH(25 ml培养瓶加入 0．2 ml NaoH)处理 

1．5 min模拟碱烧伤。伤后 6、l2、24、48 h在 4 条件下用 

丙酮固定(每个时相点5瓶)，以备后续实验。对照组细胞用 

无菌等渗盐水处理，48 h后固定，方法同实验组。利用 uPA 

和uPA—R单克隆抗体(美国Santa Cruz公司)和ICC试剂盒 

(北京中山生物技术有限公司)检测体外条件下uPA和uPA—R 

的表达 】。采用 TIGERTM细胞图像仪和分析软件 Version 

3．3(重庆大学信息通信技术中心)检测阳性结果的平均吸 

光度(A)值。 

3．体内实验分组、碱烧伤模型建立和免疫组织化学(im— 

munohistochemistry，IHC)研究：健康新西兰大 白兔 35只，随 

机分为实验组(30只)和对照组(5只)。实验组兔用 20 g／L 
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异戊巴比妥钠溶液(30 mg／kg)麻醉，0．1 mol／L NaOH处理角 

膜以达到Ⅳ级烧伤标准 。实验组兔在碱烧伤后 6、12、24、 

48、96、192 h处死，每时相点5只，取角膜固定后包埋切片， 

行HE、二氨基联苯胺(DAB)染色并作镜下观察 。对照组 

兔用等渗盐水处理角膜，处理后 192 h取角膜，同上切片并观 

察。利用uPA和uPA．R单克隆抗体和 IHC试剂盒(北京中 

山生物技术有限公司)检测体内条件下 uPA和uPA—R的表 

达 ，并同前进行图像分析。 

4．统计学处理 ：数据以x±s表示 ，采用 student t检验对 

结果行显著性差异分析。 

二、结果 

1．体外研究中 uPA和 uPA—R的表达：uPA和 uPA—R在 

碱烧伤后 6 h的表达均较低且稳定；碱烧伤后 l2 h，二者的表 

达量明显升高(P<0．05)，至伤后24 h达到最大值；伤后 

24—48 h，uPA和 uPA．R的表达又迅速下降。见表 l。 

表 1 体外研究中兔角膜上皮细胞碱烧伤后uPA 

和 uPA—R的表达(x±s) 

注：与对照组比较，女尸<0．05；与伤后 24 h比较，#尸<0．01 

2．体内研究中uPA和 uPA．R的表达：病理切片显示，碱 

烧伤 12 h时，上皮细胞的最外侧发生不同程度的凹陷，上皮 

细胞收缩、胞核拉长 ，细胞排列无序，并有向基底面聚集 的趋 

势(图1)。uPA和uPA．R在体内的表达规律与体外表达相 

似，但表达量明显低于体外研究结果。碱烧伤48 h以后，二 
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