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粪肠球菌介导的铜绿假单胞菌重组疫苗诱导小鼠的
保护力及细胞免疫应答*

欧兴坤,李文桂**

(重庆医科大学附属第一医院传染病寄生虫病研究所,重庆400016)

【摘要】 目的 研究基于粪肠球菌(Ef)载体的铜绿假单胞菌(Pa)重组疫苗rEf(pGEX-LasR)诱导小鼠的保护力及细胞

免疫应答。 方法 分别将5×109CFU的疫苗株、空载体株和Ef株菌液口服灌胃免疫BALB/c鼠,每周3次,连续3
周;初次免疫后4周用5×107CFU的Pa01株菌液滴鼻攻击小鼠,2周后杀鼠剖检;菌落计数检测小鼠肺细菌负荷,MTT
法检测小鼠脾细胞增殖水平,荧光激活细胞分选仪(FACS)检测小鼠脾细胞CD4+/CD8+T细胞亚群和脾细胞凋亡水

平;采用PaAg体外刺激培养小鼠脾细胞48
 

h,PCR扩增IL-2、IFN-γ、IL-12、IL-17和Fox3+ 基因。 结果 疫苗组、空
载体组和Ef对照组小鼠肺细菌负荷分别为(7.616±0.010)lgCFU/g、(8.876±0.011)lgCFU/g和(8.902±0.010)lgC-
FU/g,疫苗组显著降低(P<0.01);与空载体组和Ef对照组比较,疫苗组小鼠脾细胞CD4+T细胞亚群显著增加(P<
0.01),脾细胞增殖活性增强(P<0.01)、凋亡率减低(P<0.01);疫苗组小鼠脾细胞DNA可扩增出IL-2、IFN-γ、IL-12、

IL-17和Fox3+基因条带,空载体组和对照组未扩增出条带。 结论 Pa重组疫苗rEf(pGEX-LasR)可诱导小鼠产生细

胞免疫应答,促进小鼠脾细胞IL-2、IFN-γ、IL-12、IL-17和Fox3+基因的表达,降低Pa01攻击小鼠后的肺细菌负荷。
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【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

cell-mediated
 

immunity
 

and
 

protective
 

efficacy
 

induced
 

by
 

Enterococcus
 

faecalis-

mediated
 

Pseudomonas
 

aeruginosa
 

LasR
 

vaccine
 

in
 

mice. Methods BALB/c
 

mice,6-8
 

weeks
 

old,were
 

divided
 

into
 

3
 

groups(7
 

mice/group),and
 

immunized
 

3
 

times
 

a
 

week
 

for
 

3
 

weeks
 

with
 

live
 

E.faecalis
 

containing
 

pGEX-LasR,E.fae-
calis

 

containing
 

blank
 

vector,and
 

E.faecalis
 

at
 

a
 

dose
 

of
 

5×109
 

CFUs/mouse
 

in
 

a
 

volume
 

of
 

100
 

μl.4
 

weeks
 

post
 

first
 

immunization,groups
 

were
 

challenged
 

by
 

nasal
 

drip
 

with
 

10
 

μl
 

of
 

P.aeruginosa
 

bacterial
 

suspension
 

at
 

a
 

concentration
 

of
 

1×106CFU/μl.2
 

weeks
 

post
 

challenge,mice
 

were
 

sacrificed,then
 

lungs
 

were
 

collected
 

for
 

bacterial
 

loads
 

investigation
 

and
 

spleens
 

were
 

isolated
 

for
 

cytological-testing.The
 

splenocyte
 

CD4+/CD8+T
 

cell
 

subsets
 

and
 

splenocyte
 

apoptosis
 

were
 

de-
tected

 

with
 

fluorescence
 

activating
 

cell
 

sorter,splenocyte
 

proliferation
 

was
 

determined
 

with
 

MTT
 

assay.Splenocytes
 

were
 

isolated
 

and
 

stimulated
 

in
 

vitro
 

with
 

PaAg,then
 

the
 

IL-2,IFN-γ,IL-12,IL-17
 

and
 

Fox3+genes
 

were
 

amplified
 

using
 

PCR.
 Results The

 

bacterial
 

loads
 

of
 

vaccine
 

group,blank
 

vector
 

group
 

and
 

E.faecalis
 

group
 

were
 

(7.616±0.010)
 

lgCFU/

g,(8.876±0.011)
 

lgCFU/g
 

and
 

(8.902±0.010)
 

lgCFU/g.There
 

was
 

significant
 

reduction
 

in
 

bacterial
 

loads
 

of
 

vaccine
 

group
 

versus
 

control
 

groups(P<0.01).It
 

was
 

observed
 

also
 

that
 

the
 

percentage
 

of
 

CD4+T
 

cell
 

and
 

proliferative
 

activity
 

of
 

splenocytes
 

in
 

vaccine
 

group
 

increased
 

(P<0.01
 

for
 

all),and
 

the
 

rate
 

of
 

apoptosis
 

of
 

splenocytes
 

decreased
 

(P<
0.01).The

 

IL-2,IFN-γ,IL-12,IL-17
 

and
 

Fox3+genes
 

were
 

amplified
 

from
 

genomic
 

DNA
 

of
 

splenocyte
 

in
 

vaccine
 

group.
 Conclusion The

 

rEf(pGEX-LasR)
 

vaccine
 

against
 

P.aeruginosa
 

can
 

induce
 

protection
 

and
 

cell
 

immune
 

resonpse
 

in
 

mice,it
 

may
 

cause
 

an
 

increase
 

in
 

expression
 

of
 

IL-2,IFN-γ,IL-12,IL-17
 

and
 

Fox3+genes.
【Key

 

words】 Pseudomonas
 

aeruginosa;vector-based
 

vaccine;LasR;Enterococcus
 

faecalis;cell-mediated
 

immunity***
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  铜绿假单胞菌(Pseudomonas
 

aeruginosa,Pa)是
一种常见的革兰阴性机会致病菌,通过基因调控网络,

Pa可以改变代谢途径适应多种生存环境(包括人体体

表、口腔、呼吸道和医疗物品表面等)[1],在感染过程中

则表现为毒力因子的多样性和生长状态的改变(如生

物膜或小菌落突变体的形成)[2-4]。Pa还可通过先天

性、获得性或适应性机制抵抗多种抗菌药物,造成难治

性感染[2],多重耐药菌株的感染是导致肿瘤、烧伤、手
术以及呼吸机支持治疗等患者死亡风险增加的重要危

险因素[6-7]。接种疫苗可以保护危险人群,改善患者预

后,是一种有效的Pa防治手段,然而Pa疫苗的研发

至今仍面临诸多挑战[8]。

Pa易突变,即使在同一患者体内也可分离到不同

的菌株[9],体液免疫对机体的保护力不足,开发可激活

细胞免疫的抗原呈递策略对Pa疫苗的研发十分重

要[10]。以益生菌为载体递送靶抗原的载体疫苗(vec-
tor-based

 

vaccine)是一种重要的新型疫苗开发策略,
其优势在于益生菌本身可非特异性刺激人体免疫系

统,发挥免疫佐剂作用[11]。作者前期构建了以粪肠球

菌(Enterococcus
 

faecalis,Ef)为载体的Pa重组疫苗

rEf(pGEX-LasR)[12],本研究以该载体疫苗口服免疫

BALB/c小鼠,观察其诱导的细胞免疫应答以及应对

Pa01株攻击下的保护作用。

材料与方法

1 材料

1.1 菌 株 与 实 验 动 物  Pa(Pa01 株)、Ef
(ATCC470077株)由重庆医科大学附属第一医院传

染病寄生虫病研究所保存;疫苗株rEf(pGEX-LasR)
和空载体株rEf(pGEX-1λT)由本室制备;6~8周龄雌

性BALB/c小鼠购自重庆医科大学实验动物中心,实
验操作符合重庆医科大学实验动物伦理委员会要求。

1.2 主要试剂与仪器 Pa抗原(PaAg)和LB培养基

由本研究所制备保存;胎牛血清(FBS)为北京鼎今生

物科技公司;RPMI1640培养基、DNA提取试剂盒和

PCR试剂盒为上海生工公司;FITC标记的兔抗大鼠

IgG抗体、大鼠抗小鼠CD4+/CD8+ 抗体为北京邦定

泰克公司;Annexin
 

V-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒

为深圳欣博盛公司;刀豆蛋白A(Concanavalin
 

A,Co-
nA)为 美 国 Sigma公 司;酶 标 仪 为 美 国 Scientific

 

Thermo公司;荧光激活细胞分选仪为美国BD公司;

PCR仪为美国Bio-Rad公司。

2 方法

2.1 细菌的培养 疫苗株、空载体株及Ef株用含

10%
 

FBS的LB培养基培养,Pa01株用普通LB培养

基培养(37
 

℃,200
 

r/min振摇培养48
 

h);离心收集菌

体沉淀(3
 

000
 

r/min,10
 

min,离心半径15
 

cm);制备

细菌悬液(疫苗株、空载体株和Ef株菌液浓度为5×
107

 

CFU/μl,Pa01株浓度为5×106
 

CFU/μl)。

2.2 小鼠的免疫与攻击试验 21只BALB/c鼠随机

分为疫苗组、空载体组和Ef对照组,每组7只,分别以

100
 

μl的疫苗株、空载体株和Ef株进行灌胃免疫,每
周3次,连续3周,初次免疫后4周以10

 

μl的Pa菌液

进行滴鼻攻击。

2.3 小鼠的肺细菌负荷检测 攻击后2周杀鼠,无菌

取小鼠肺组织匀浆,按1∶10~10
 

000稀释,分别取10
 

μl涂布接种于LB平板,37
 

℃培养48
 

h计数菌落。

2.4 小鼠脾细胞增殖检测 参照文献[13]制备浓度

为5×106/ml的脾细胞悬液(用含10%
 

FBS的RP-
MI1640培养基悬浮脾细胞),并加入100

 

μl的青霉素

(10
 

U/μl)和链霉素(10
 

μg/μl)。取1ml脾细胞悬液

加入24孔板,每个样本加3孔(分别为原液组、PaAg
组和ConA组),PaAg组和ConA组分别加入10

 

μg/
孔的PaAg和ConA刺激细胞;然后每孔分别加入10

 

μl的 MTT(5
 

mg/ml),置于CO2 培养箱(CO2 浓度

5%,37
 

℃培养4
 

h);弃上清,加入DMSO
 

150
 

μl/孔,
混匀后于570

 

nm处测定吸光值。

2.5 小鼠脾细胞凋亡检测 按2.4分组方法分别加

入脾细胞悬液、PaAg和ConA,置于CO2 培养箱中培

养18
 

h后,每孔收集1×106 个细胞,加1
 

ml的4
 

℃预

冷的PBS洗涤,然后分别加入1∶4稀释的结合缓冲

液100
 

μl/孔、Annexin
 

V-FITC
 

5
 

μl/孔和PI
 

10
 

μl/
孔,混匀后室温避光反应15

 

min;FACS检测细胞凋

亡。

2.6 小鼠脾细胞CD4+/CD8+ 亚群检测 取200
 

μl
脾细胞悬液,加1

 

ml的PBS洗涤,3
 

000
 

r/min(离心

半径15
 

cm)离心3
 

min,,弃上清;加入1%阻断液100
 

μl,37
 

℃孵育1
 

h;PBS洗涤后分别加入大鼠抗小鼠

CD4+/CD8+单抗5
 

μl,4
 

℃反应30
 

min;PBS洗涤,加
入FITC标记的兔抗大鼠IgG抗体5

 

μl,4
 

℃反应30
 

min;PBS洗 涤,然 后 用 FACS检 测 脾 细 胞 CD4+/

CD8+亚群。

2.7 脾细胞体外刺激与基因扩增 取1
 

ml脾细胞悬

液加入24孔板,再加入PaAg
 

10
 

μg/孔,刺激培养48
 

h,收集脾细胞提取 DNA,PCR 扩增IL-2(95
 

℃
 

5
 

min;94
 

℃
 

30
 

s,59
 

℃
 

90
 

s,72
 

℃
 

1
 

min,共35个循

环;72
 

℃
 

10
 

min)、IFN-γ(95
 

℃
 

2
 

min;95
 

℃
 

30
 

s,55
 

℃
 

1
 

min,72
 

℃
 

30
 

s,共循环40次;72
 

℃
 

2
 

min)、IL-
12(95

 

℃
 

2
 

min;95
 

℃
 

20
 

s,56
 

℃
 

20
 

s,72
 

℃
 

20
 

s,共

40个循环;72
 

℃
 

5min)、IL-17(95
 

℃
 

5
 

min;95
 

℃
 

10
 

s,56.3
 

℃
 

30
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,共45个循环;72
 

℃
 

10
 

min)和Fox3+基因(95
 

℃
 

30
 

s;95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,
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72
 

℃
 

30
 

s,共40个循环;72
 

℃
 

10
 

min),引物见表1。
扩增产物进行1.2%琼脂糖凝胶电泳鉴定。

2.8 统计学分析 采用SPSS26.0分析数据,计量资

料以x±s表示,肺细菌计数转化为对数值进行分析,
多组间比较采用单因素方差分析和LSD检验,P<
0.05为差异有统计学意义。

表
 

1 PCR引物
Table

 

1 PCR
 

primer
 

sequence
引物
Primers

序列(5'-3')
Sequences

PCR产物(bp)
PCR

 

products

IL-2-F AACAGCGCACCCACTTCAA 453
IL-2-R TTGAGATGATGCTTTGACA
IFN-γ-F ATGAACGCTACACACTGCATCT 399
IFN-γ-R GAGCTCATTGAATGCTTGG
IL-12-F GCGGATTCCCGGTCCAGCATGTGTCAA 300
IL-12-R GCGAATTCCAGGTTTCGGGACTGGCTAA-

GA
IL-17-F GCGGATTCGAATGTGAATCAACCT-

GAAAGTC 380
IL-17-R GCGAATTCTTCCCAGATCACAGAGG-

GATATCT
Fox3+-F GCGGATTCTCTTGCCAAGCTGGAAGACT 250
Fox3+-R

GCGAATTCAGCTGATGCAGCATGAAGT-
GTGG

表
 

2 免疫及攻击后小鼠肺组织细菌菌落计数
Table

 

2 The
 

number
 

of
 

colony-forming
 

units
 

of
 

bacteria
in

 

the
 

lung
 

of
 

immunized
 

and
 

challenged
 

mice
分组 例数 免疫菌株 菌落计数lg(CFU/g)

疫苗组 7 rEf(pGEX-LasR) 7.616±0.010*

空载体组 7 rEf(pGEX-1λT) 8.876±0.011
Ef对照组 7 Ef(ATCC470077) 8.902±0.010

  注(Notes):*与空载体组和Ef对照组比较,P<0.01(Compared
 

with
 

blank
 

vector
 

group
 

and
 

Ef
 

groupP<0.01)。

结 果

1 肺细菌负荷

疫苗组小鼠的肺细菌负荷相比于空载体组和Ef
对照组减少了约1.2

 

lg(CFU/g),比较差异有统计学

意义(F=36621.974,P<0.01),疫苗组肺细菌负荷

低于空载体组和Ef对照组(t=232.288和237.085,

P均<0.01)(表1)。

2 脾细胞增殖

在不同培养条件下,疫苗组小鼠的脾细胞增殖水

平均显著高于空载体组和Ef对照组(F=1915.240、

1406.373和802.485,P均<0.01)。不同刺激原之间

比较,脾细胞增殖水平ConA组>PaAg组>原液组

(F=1316.895,P<0.01,图1)。

3 脾细胞凋亡

疫苗组小鼠脾细胞凋亡率在PaAg/ConA刺激下

以及原液中均显著低于空载体组和Ef对照组(F=
89.225、48.528和83.740,P 均<0.01)。不同刺激原

间比较,脾细胞凋亡率最高为ConA组,最低为原液

组,比较差异有统计学意义(F=7554.170,P<0.01)
(图2)。

  注:*与空载体组和Ef对照组比较,P<0.01;a 与原液组比较,P
<0.01;b与PaAg刺激组相比,P<0.01。

图
 

1 免疫及攻击后小鼠脾细胞增殖检测

Notes:*
 

Compared
 

with
 

blank
 

vector
 

group
 

and
 

Ef
 

group,P<0.
01.a

 

Compared
 

with
 

original
 

group,P<0.01.
 b

 

Compared
 

with
 

PaAg
 

group,P<0.01.
Fig.1 Detection

 

of
 

splenocyte
 

proliferation
 

in
 

immunized
and

 

challenged
 

mice

  注:*与空载体组和Ef对照组比较,P<0.01;a 与原液组比较,P
<0.01;b与PaAg刺激组相比,P<0.01。

图
 

2 免疫及攻击后小鼠脾细胞凋亡检测

Notes:*
 

Compared
 

with
 

blank
 

vector
 

group
 

and
 

Ef
 

group,P<0.
01.a

 

Compared
 

with
 

original
 

group,P<0.01.b
 

Compared
 

with
 

PaAg
 

group,P<0.01.
Fig.2 Detection

 

of
 

splenocyte
 

apoptosis
 

in
 

immunized
and

 

challenged
 

mice

4 脾细胞CD4+/CD8+亚群

疫苗组小鼠脾CD4+ 细胞比例较空载体组和Ef
对照组显著升高(F=577.143,P<0.01),CD8+细胞

比例无明显差异(F=1.161,P>0.05)(图3)。
5 细胞因子和Fox3+基因的PCR检测

体外刺激培养经疫苗免疫及Pa01株攻击后的小

鼠脾细胞,提取DNA进行PCR,可从疫苗组小鼠脾细

胞扩增出453、399、300、380和250
 

bp的IL-2、IFN-γ、

IL-12、IL-17和Fox3+ 基因条带(图4)。空载体组和

Ef对照组未扩增出相应基因片段。

讨 论

LasR是LuxR家族的蛋白,参与调节Pa的多种

生物合成与代谢途径,是一种与Pa生长代谢密切相

关的蛋白质[15-16]。LasR在细菌生长早期即可表达,氧
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化应激、铁限制和种群密度等多种因素可刺激其表达

水平升高[15-16]。研究显示纯化的LasR蛋白可诱导小

鼠免疫系统抵抗Pa攻击,可作为Pa疫苗的一种候选

抗原[17]。本研究以Ef作为活菌载体表达LasR抗原,
口服灌胃BALB/c鼠,发现疫苗组小鼠在Pa01株攻

击后的肺细菌负荷显著低于对照组,提示以Ef为载体

构建活菌重组疫苗可诱导小鼠产生免疫保护力。

  注:*与空载体组和Ef对照组比较(Compared
 

with
 

blank
 

vector
 

group
 

and
 

Ef
 

group),P<0.01。
图
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  M DNA标志物 1~7 细胞因子及Fox3+基因扩增产物 A~
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图
 

4 免疫及攻击后小鼠脾细胞因子及Fox3+基因变化
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genes
Fig.4 The

 

changes
 

of
 

cytokines
 

gene
 

and
 

Fox3+
 

gene
 

of
 

splenocytes
in

 

immunized
 

and
 

challenged
 

mice

Ef是一种乳酸菌,具有良好的耐酸、耐胆盐以及

肠道上皮黏附特性,肠道中的Ef可被 M细胞摄取,在
甘露糖受体的介导下被肠道固有层和淋巴结中的巨噬

细胞吞噬,进而在不引起炎症反应的同时刺激宿主免

疫系统[18]。Diaz等[19]采用Ef(CECT7121株)联合针

对牛呼吸系统疾病(bovine
 

respiratory
 

disease,BRD)
的疫苗免疫BALB/c鼠,发现口服Ef制剂可增强小鼠

对BRD疫苗的免疫应答,提高特异性抗体滴度、抗体

亲和力以及脾细胞培养上清液中IFN-γ水平。Chen
等[20]以Ef(MDXEF-1株)为载体构建了表达3-1E抗

原的艾美耳球虫(Eimeria
 

tenella)载体疫苗,将该疫

苗口服免疫仔鸡,可刺激仔鸡产生高水平血清特异性

IgG和盲肠分泌性IgA,外周血单核细胞 CD4+ 和

CD8+细胞比例增加,脾细胞IL-2和IFN-γ表达水平

升高。本研究采用以Ef(ATCC47077株)为载体的Pa
疫苗口服灌胃免疫BALB/c鼠,免疫后2周采用Pa01
株进行滴鼻攻击,发现疫苗组小鼠的脾细胞增殖活性

显著升高,且在PaAg刺激下脾细胞增殖活性进一步

增强;FACS检测脾细胞亚群显示CD4+T细胞比例

显著增加,但CD8+T细胞无明显差异。CD4+T细胞

在调节机体对各种病原体的适应性免疫应答中发挥重

要作用,可强化或抑制机体免疫反应、调节多种免疫细

胞功能和辅助CD8+T细胞应答。研究表明Pa疫苗

诱导的Th细胞可在中性粒细胞减少的小鼠模型中产

生保护力[21];Th17型CD4+T细胞可通过募集中性粒

细胞提供针对多种血清型Pa的保护作用[10];Treg细

胞的免疫调节功能可抑制过度的免疫反应,减少Pa
感染患者的组织损伤[21]。在本研究中,采用PaAg体

外刺激经免疫及PA01株攻击后的小鼠脾细胞,发现

疫苗 组 小 鼠 脾 细 胞 IL-2、IFN-γ、IL-12、IL-17 和

Fox3+基因表达升高,推测口服rEf(pEGX-LasR)疫
苗可通过肠道黏膜相关淋巴组织(MALT)呈递LasR
抗原,刺激小鼠免疫系统,促进脾脏的初始T细胞增

殖分化为Th1、Th17和 Treg细胞,从而发挥免疫保

护作用。
细胞凋亡是机体维持稳态和清除病原体感染的重

要手段之一,但过度的凋亡会导致机体免疫屏障破坏,
引起严重的病理性改变。Pa感染可通过多种途径诱

导机体免疫细胞凋亡,从而抵抗宿主免疫系统的杀伤

作用。Pa的群体感应信号分子3-O-C12-HSL可特异

性促进巨噬细胞凋亡,减弱其吞噬活性,抑制宿主

CD4+T细胞向Th1和Th2细胞分化[23]。Pa还可通

过死亡受体和线粒体途径诱导淋巴细胞的广泛凋亡,
预防细胞凋亡的策略能够改善机体的免疫功能,从而

增强机体的抗感染能力[24]。本研究中,疫苗组小鼠在

Pa01株攻击后,脾细胞凋亡率较空载体组和对照组明

显降低,说明口服该疫苗具有抑制淋巴细胞凋亡的潜

力。
综上所述,本研究采用Ef(ATCC47077株)表达

LasR蛋白作为抗原递送载体,口服免疫可刺激小鼠脾

细胞增殖,抑制脾细胞凋亡,诱导小鼠产生细胞免疫应

答,并有效降低了Pa01株攻击后小鼠的肺部细菌负

荷。
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