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自组装铜绿假单胞菌纳米疫苗在支气管扩张伴急性感染小鼠模型中的保护作用研究
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［摘要］ 目的 构建小鼠支气管扩张（简称支扩）伴急性感染模型，评价自组装铜绿假单胞菌

（Pseudomonas aeruginosa，PA）纳米颗粒疫苗 rePO-FN 的免疫原性及保护效果。方法 ①将 6～8 周龄

SPF级C57BL/6雌性小鼠（体质量为 18～20 g）按随机数字表法分为（n=6）：生理盐水组、弹性蛋白酶低

剂量组、弹性蛋白酶中剂量组和弹性蛋白酶高剂量组。采用气管内连续 3 d滴注不同剂量弹性蛋白酶

的方法构建小鼠支扩模型，生理盐水组气管内滴注 30 μL生理盐水，弹性蛋白酶低剂量组、弹性蛋白酶

中剂量组和弹性蛋白酶高剂量组分别滴注 30 μL含有 0. 65、1. 30及 2. 60 U 弹性蛋白酶的生理盐水溶

液。通过ELISA实验比较支扩造模第 14、21天小鼠肺部 IL-6浓度及肺部病理组织改变情况，判断是否

造模成功。②构建携载编码 rePO-FN蛋白基因的重组质粒，并用大肠杆菌进行表达。采用亲和层析纯

化后对目标蛋白进行复性，从而得到目的蛋白。通过 SDS-PAGE蛋白凝胶电泳实验、动态光散射实验、

分子筛层析及透射电镜等方法对 rePO-FN蛋白的理化性质进行分析。③将C57BL/6J小鼠按随机数字

表法分为（n=10）：PBS组、rePO组、rePO-FN组和 Ferritin组。rePO-FN、rePO、Ferritin组分别免疫 100 μL
含有 10 μg rePO-FN、rePO或Ferritin蛋白的PBS缓冲液，PBS组免疫 100 μL PBS缓冲液。分别于第 0、7、
14天肌肉注射免疫，用ELISA法检测血清中特异性抗体。末次免疫 7天后使用PA急性感染模型，比较

PBS组、rePO组和 rePO-FN组生存率和细菌定植差异。将C57BL/6J小鼠滴注 2. 60 U弹性蛋白酶构建支

气管扩张模型后，按随机数字表法分为（n=10）：支扩 PBS组、支扩 rePO组和支扩 rePO-FN组，于支扩造

模 21天后进行免疫。末次免疫 7天后使用 PA 急性感染模型，比较各组之间生存率和细菌定植差异。

结果 ①与生理盐水组相比，气管内滴注反复弹性蛋白酶可引起小鼠肺组织 IL-6浓度升高（P<0. 05），

且可见不同程度的支气管壁结构破坏、肺泡融合、水肿、中性粒细胞浸润、出血的变化，且随剂量增加严

重程度增加，表明成功构建小鼠支扩模型。②成功制备分散性良好的纳米颗粒 rePO-FN，平均粒径为

91. 28 nm，其 Zeta电位约为-6. 5 mV，粒径分布指数为 0. 306。分子筛层析测定 rePO-FN蛋白的出峰体

积为 8. 80 mL，计算得出 rePO-FN颗粒的分子量约为 1 400 kDa。③rePO-FN组和支扩 rePO-FN组免疫后

在PA XN-1菌株急性感染下的生存率显著高于PBS对照组（P<0. 05），肺组织细菌定植量分别低于 rePO
组及支扩 rePO组免疫后（P<0. 05）。结论 rePO-FN免疫能高效诱导高效的小鼠体液免疫应答，并且在

支扩小鼠中有显著保护效果。
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Protective role of self-assembled nanoparticle vaccine of Pseudomonas aeruginosa 
in a mouse model of bronchiectasis with acute infection
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Hongrong1， GU Jiang2， WANG Ying2， ZOU Quanming2  1College of Pharmacy， Dali University， Dali， Yunnan； 
2National Engineering Research Center of Immunological Products， Faculty of Pharmacy and Laboratory Medicine， 
Army Medical University （Third Military Medical University）， Chongqing； 3Chongqing Yuanlun Biotechnology Co. ， 
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［Abstract］ Objective　To establish a mouse model of bronchiectasis with acute infection and 
evaluate the immunogenicity and protective effect of a self-assembling Pseudomonas aeruginosa (PA) 
nanoparticle vaccine rePO-FN based on fusion of PcrV-OprI (rePO) protein with self-assembling ferritin 
(Ferritin).  Methods　① SPF-grade female C57BL/6 mice (aged 6~8 weeks, weighing 18~20 g) were 
randomly allocated into normal saline group, and low- , medium- and high-dose elastase groups (n=6).  A 
mouse model of bronchiectasis was established via intratracheal instillation of different doses of elastase 
(30 μL of normal saline containing 0. 65, 1. 30 and 2. 60 IU elastase) for 3 consecutive days.  At 14 and 21 d 
after modeling, ELISA and HE staining were performed respectively to detect the concentration of IL-6 and to 
observe pathological changes in lung tissue in order to confirm the modeling.  ② A recombinant plasmid 
encoding the gene of fusion protein rePO-FN was constructed and expressed in E.  coli.  The target protein was 
purified via affinity chromatography and renatured to obtain the desired protein.  The physicochemical 
properties of the rePO-FN protein were characterized using SDS-PAGE protein gel electrophoresis, dynamic 
light scattering, molecular sieve chromatography, and transmission electron microscopy.  ③ C57BL/6J mice 
were randomly divided into PBS group, rePO group, rePO-FN group, and Ferritin group (n=10).  The mice in 
the above groups were immunized intramuscularly with 100 μL PBS buffer alone or containing 10 μg of 
corresponding proteins on days 0, 7, and 14.  ELISA was used to measure the specific antibodies in serum.  In 
7 d after the final immunization, an acute PA infection model was used to compare the survival rates and 
bacterial colonization among the PBS, rePO, and rePO-FN groups.  After establishing a bronchiectasis model 
by intratracheal instillation of 2. 60 IU of elastase in C57BL/6J mice as described above, the mice were 
randomly divided into bronchiectasis PBS group, bronchiectasis rePO group, and bronchiectasis rePO-FN 
group (n=10).  Immunization was conducted at the same dose and procedure as described above, in 21 d after 
bronchiectasis modeling.  At the 7th d after the final immunization, an acute PA infection model was used to 
compare the survival rates and bacterial colonization among the groups.  Results　①Repeated intratracheal 
instillation of elastase significantly increased the concentration of IL-6 in the lung tissue when compared to the 
content of the normal saline group (P<0. 05).  Pathological observations revealed varying degrees of bronchial 
wall destruction, alveolar fusion, edema, neutrophil infiltration, and hemorrhage, with the severity increasing 
with elastase dose, which confirming successful establishment of the mouse model of bronchiectasis.  ② Well-
dispersed rePO-FN nanoparticles were successfully prepared, with an average particle size of 91. 28 nm, 
a Zeta potential of approximately -6. 5 mV, and a polydispersity index (PDI) of 0. 306.  Molecular sieve 
chromatography determined the elution volume of rePO-FN protein to be 8. 80 mL, corresponding to a 
molecular weight of approximately 1 400 kDa.  ③Under acute PA XN-1 strain infection, the survival rate of 
the rePO-FN immunization group and the bronchiectasis rePO-FN immunization group were significantly 
higher than that of the PBS control group (P<0. 05).  Additionally, bacterial colonization in the lung tissues 
was significantly lower in the rePO-FN immune group and the bronchiectasis rePO-FN immune group under 
acute PA XN-1 strain infection than that in the rePO group and the bronchiectasis rePO group (P<0. 05).  
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Conclusion　Our vaccine rePO-FN can effectively trigger a strong humoral immune response and provide 
significant protection against PA infection in a mouse bronchiectasis model.  

［Key words］ Pseudomonas aeruginosa； bronchiectasis； rePO-FN； immunoprotection
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支气管扩张（简称支扩）是一种以肺结构破坏为

特征的慢性损伤性疾病，其病理特征可表现为不可逆

的支气管扩张和反复发生的化脓性感染［1］。有研究报

道，欧洲支扩发病率近 10年显著增加了 40%，每 10万

人中就有 52~1 000 人的支扩患者［2］。我国支扩患者

相 较 欧 洲 各 国 的 患 者 ，支 气 管 扩 张 严 重 指 数

（Bronchiectasis Severity Index，BSI）评分为重度支扩的

患者比例更大，疾病严重程度总体上更高［3］。感染是

支扩急性加重、加速病程进展的重要原因，其中铜绿

假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，PA）是支扩中度、

重度患者痰液中最常分离到的致病菌［4］。支扩合并

PA感染的特点为反复感染、慢性定植，目前主要的治

疗方式为长期的抗生素使用。因此，支扩患者中分离

的 PA菌株的抗生素耐药率高于平均耐药率［5］，然而，

抗生素的治疗效果并不理想，因此迫切需要研发新的

预防及治疗药物和手段。

接种疫苗是预防 PA 感染、流行的有效方式与重

要策略，然而迄今为止还没有针对 PA的疫苗上市［6］。
抗原是疫苗的核心组份，PcrV 是 PA 三型分泌系统

（T3SS）关键组分之一［7］，参与细菌毒素分泌与转运的

过程，并且在不同分离株中有较高的保守性［8］，是 PA
免疫设计的关键靶点之一［9］。OprI作为 PA 的外膜脂

蛋白之一，可以通过激活 Toll 2 和 Toll 4 受体（toll-like 
receptor，TLR），有效启动宿主的固有免疫应答［10］，并
且在与其他蛋白融合时，OprI能够发挥免疫佐剂的作

用［11］。在前期筛选 PA 疫苗抗原 PcrV、OprI 并成功构

建融合蛋白 PcrV-OprI（rePO）［12］，并在动物实验中展

现了较好的保护效果［13］。
重组亚单位疫苗作为一种新型疫苗，虽然安全性

较好，但免疫原性有限，常需通过添加佐剂或优化递

送系统等方式提高免疫应答［14］。通过自组装纳米颗

粒递送候选抗原可以有效提高其抗原免疫原性及保

护效果［15］。铁蛋白是具有自组装特性的纳米颗粒，具

有生物相容性高、可生物降解性强、热稳定性良好等

优点［16］。铁蛋白具有多个异源抗原插入区域，能提供

多种修饰选择，使其成为一个很有前途的抗原呈递平

台［17］。基于以上工作基础，本研究通过融合的方式将

rePO与铁蛋白的亚单位融合表达，使其有序展示在铁

蛋白壳的外表面，制备 rePO-FN自组装纳米颗粒，并在

小鼠支扩伴急性感染模型中评价其免疫保护作用。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　实验动物与菌株　　6~8周龄 SPF级C57BL/6
雌性小鼠，体质量 18~20 g，购自北京维通利华实验动

物技术有限公司。PA XN-1 菌株（CTCC M2015730），

-80 ℃冻存，由陆军军医大学药学与检验医学系国家

免疫生物制品工程技术研究中心保存。DC 2. 4 细胞

购自美森细胞科技有限公司，由本实验室保存。重组

质粒 pET-28a（+）-rePO-FN由前期研究构建［13］，并由本

实验室保存。本研究中使用的所有方案经过中国人

民解放军陆军军医大学实验动物福利伦理审查委员

会批准（AMUWEC20224495）
1. 1. 2　试剂与仪器　　硫酸卡那霉素购自生工生物

公司，胰蛋白胨、酵母提取物、琼脂购自英国 Oxoid 公

司，氯化钠购自国药集团公司，含有硫酸卡那霉素的

LB固体培养基由氯化钠、胰蛋白胨、酵母提取物、琼脂

和硫酸卡那霉素制得，含有硫酸卡那霉素的 LB 液体

培养基由氯化钠、胰蛋白胨、硫酸卡那霉素和酵母提

取物制得，Tris购自生工生物公司，Tris-HCl缓冲液由

Tris、氯化钠配制，并由盐酸调节至 pH=8. 5，HRP标记

山羊抗鼠 IgGs 抗体购自中杉生物公司，4% 异氟烷购

自毕得医药公司，弹性蛋白酶（猪胰）购自生科云选生

物科技有限公司，TMB 底物显色液购自生工生物公

司 ，异 丙 基 - β -D 硫 代 半 乳 糖 苷（ isopropyl β -D-

thiogalactoside，IPTG）购自生工生物公司，PBS 购自中

杉金桥公司，Tween-20 购自生工生物公司，PBST 由

PBS 与 Tween-20 配 制 ，牛 血 清 蛋 白（bovine serum 
albumin，BSA）购自生工生物公司，Ni Bestarose FF 购

自鸿格鹏生物技术有限公司，质粒提取试剂盒购自美

国Omega公司，完全培养基购自达科为生物技术有限

公司，大肠杆菌 E. coli BL21（DE3）感受态细胞购自日

本TaKaRa公司，IL-6 ELISA试剂盒购自达科为生物技

术有限公司，光学显微镜购自永科光学公司，低温高

速离心机购自卢湘仪公司，Avant Pure 150纯化仪购自

美国GE公司。
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1. 2　方法

1. 2. 1　 小 鼠 支 气 管 扩 张 模 型 的 建 立　　 参 考

LONGHINI-DOS-SANTOS等［18-21］进行支气管扩张模型

的构建。将C57BL/6小鼠按随机数字表法分为（n=6）：

生理盐水组、弹性蛋白酶低剂量组、弹性蛋白酶中剂

量组和弹性蛋白酶高剂量组。用 4 %异氟烷吸入麻醉

后，采用连续 3 d 气管内滴注不同剂量弹性蛋白酶的

方法构建小鼠支扩模型。其中生理盐水组气管内滴

注 30 μL生理盐水，弹性蛋白酶低剂量组、弹性蛋白酶

中剂量组和弹性蛋白酶高剂量组分别滴注 30 μL含有

0. 65、1. 30 及 2. 60 IU 弹性蛋白酶的生理盐水溶液。

于第 14、21 天每组按随机数字表法抽取 3 只小鼠，用

4%异氟烷吸入麻醉后取完整肺组织，经 4％多聚甲醛

溶液室温固定后，进行脱水、包埋、切片、苏木精-伊红

染色，在显微镜下观察炎性病理组织改变，包括支气

管壁破损情况、肺组织出血、炎性细胞浸润程度和肺

泡结构的完整性。同时，每组按随机数字表法抽取

3 只小鼠通过ELISA法检测肺组织匀浆 IL-6浓度。结

合各组小鼠肺组织 IL-6 浓度变化及肺组织病理切片

观察结果综合判断是否造模成功［19-21］。
1. 2. 2　rePO-FN 的表达与纯化　　将重组质粒 pET-

28a（+）-rePO-FN 转化至大肠杆菌 E. coli BL21（DE3），

涂布于含有硫酸卡那霉素的LB固体培养基 37 ℃培养

过夜后挑取阳性单菌落，接种于 10 mL含有硫酸卡那

霉素的LB液体培养基中，在37 ℃恒温摇床（180 转/min）
上培养过夜；将一次活化的菌液按照 1∶100的体积比

加入 20 mL 含有硫酸卡那霉素的无菌 LB 液体培养基

中进行二次活化，在 37 ℃恒温摇床（220 转/min）上培

养至 OD（600）值为 0. 8，用 0. 2 mmol/L IPTG 诱导，在

37 ℃ 180转/min下孵育过夜。诱导结束后，以12 000转/min
室温离心 15 min收集菌体并经超声裂解，收集沉淀后

重悬于 50 mmol/L Tris-HCl （150 mmol/L NaCl，pH=
8. 5） 缓冲液后用透析袋进行透析，透析后用 8 mol/L
尿素溶于缓冲液进行包涵体的复性。将复性后的蛋

白以 8 000 r/min室温离心 10 min离心取上清，经Ni柱
纯化后得到 rePO-FN蛋白。

1. 2. 3　 rePO-FN 的理化性质分析　　对 rePO-FN 进

行 SDS-PAGE 凝胶电泳，并通过 Superose 6 Incrase 
10/300 GL 分子筛层析、动态光散射和透射电镜对

rePO-FN的理化性质进行检测分析。

1. 2. 4　免疫方法　　将C57BL/6J小鼠按照随机数字

表法分为（n=10）：PBS、rePO-FN、rePO 和 Ferritin 组。

rePO-FN、rePO、Ferritin 组分别免疫 100 μL 含有 10 μg 
rePO-FN、rePO或Ferritin蛋白的PBS缓冲液，PBS组免

疫 100 μL PBS缓冲液。各组小鼠在 0、7、14天经肌肉

注射免疫，共计3次。

1. 2. 5　血清中特异性抗体的检测　　按照免疫程序

于第0、7、14天对各组小鼠进行免疫，每次免疫后第7天，

取小鼠尾静脉血孵育后分离血清，通过ELISA法测定

免疫小鼠中抗 rePO 免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，

IgGs）效价。将 rePO用抗原包被液稀释到 4 μg/mL，以
每孔 100 μL铺于酶标板，4 ℃包被过夜。用PBST缓冲

液洗涤 3 次，每次 1 min 后每孔加入 250 μL 含有

1%BSA的PBST缓冲液，37 ℃封闭 2 h后洗涤。将血清

稀释到合适浓度后进行梯度稀释，37 ℃孵育 1 h 后洗

涤。将HRP标记的山羊抗鼠 IgGs抗体用PBST缓冲液

以体积比 1∶7 500进行稀释，以每孔 100 μL 加入酶标

板中，37 ℃孵育 40 min 后洗涤。每孔加入 100 μL 
TMB底物显色液避光孵育10 min后终止显色，于450 nm
处读取吸光值。以待测样本（S）与阴性对照（N）比值，

即S/N≥2. 1作为阳性结果进行判断。

1. 2. 6　rePO-FN的保护效果评价　　为评价 rePO-FN
的保护效果，末次免疫后第 7天，将各免疫组小鼠按照

随机数字表法分为致死组和亚致死组。致死组包含

rePO-FN组、rePO组、PBS组，每组各5只。亚致死组包

括 rePO-FN 组、rePO 组及 PBS 组，每组 5 只小鼠。用

4% 异氟烷吸入麻醉后，通过气管插管的方式分别向

肺部注入 20 μL 致死剂量的 PA XN-1 菌液（1. 31×106 
CFU/只）和亚致死剂量的 PA XN-1 菌液（5. 24×105 
CFU/只）。致死剂量组每间隔 12 h观察一次，连续 7 d
记录小鼠存活情况。亚致死剂量组在攻毒后 24 h 取

小鼠肺组织进行细菌定植实验。每组各取 5只攻毒后

的小鼠，用 4%异氟烷吸入麻醉后，眼球摘除法取血后

脱颈处死小鼠，用 75%酒精浸湿皮毛 2 min，在无菌操

作台中解剖后，取出肺组织置于含有 1 mL无菌PBS缓

冲液的匀浆器中研磨充分，取 50 μL肺组织匀浆用无

菌PBS缓冲液进行以 1∶5的初始体积比例进行倍比稀

释，将稀释后的组织匀浆充分混匀后取 10 μL涂布于

LB固体培养平板上，置于 37 ℃孵箱中培养过夜，次日

取出平板进行菌落计数。

1. 2. 7　rePO-FN 在支气管扩张模型中的保护效果评

价　　为了评价 rePO-FN在小鼠支扩模型中的保护效

果，将 C57BL/6J 小鼠滴注 2. 60 IU 弹性蛋白酶构建支

扩模型后，于支扩造模后第 21天进行免疫。按照数字

随机表法进行分组（n=10）：支扩 rePO-FN 组、支扩

rePO 组、支扩 PBS 组。支扩 rePO-FN、支扩 rePO 组分

别免疫 100 μL含有 10 μg rePO-FN或 rePO蛋白的PBS
缓冲液，支扩PBS组免疫 100 μL PBS缓冲液。各组小
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鼠在 0、7、14天经肌肉注射免疫，共计 3次。致死组包

含支扩 rePO-FN组、支扩 rePO组、支扩 PBS组，每组各

5只。亚致死组包括 rePO-FN组、rePO组及 PBS组，每

组 5只小鼠。用 4%异氟烷吸入麻醉后，通过气管插管

的方式分别向肺部注入 20 μL 致死剂量的 PA XN-1
（1. 31×106 CFU/只）和亚致死剂量的 PA XN-1（5. 24×
105 CFU/只）。致死组每间隔 12 h 观察一次，连续 7 d
记录小鼠存活情况。亚致死剂量组在攻毒后 24 h 取

小鼠肺组织进行细菌定植实验，详细方法同上。

1. 2. 8　安全性评估　　rePO-FN组小鼠在第0、7、14天
经肌肉注射 100 μL含有 10 μg rePO-FN蛋白的 PBS缓

冲液。末次免疫后各组按照随机数字表法随机选取

3 只小鼠，用 4% 异氟烷吸入麻醉后，脱颈处死小鼠后

取其心、肝、脾、肺、肾保存于 4%多聚甲醛中。取 3只

未经处理的空白小鼠取其尾静脉血，取 500 μL红细胞

并置于浓度为 25、50、100、200 μg/mL的 rePO-FN溶液

和 1% Triton X-100 中进行细胞溶血实验，其中 1% 
Triton X-100作为 positive组。将培育好的DC 2. 4细胞

密度调整至 1×105个，每孔 100 μL 置于 96 孔板，每组

3 个复孔，37 ℃孵育 24 h，洗涤后分别加入浓度为 0、
25、50、100、200 μg/mL的 rePO-FN溶液，37 ℃孵育 24 h
洗涤后用 CCK-8 法进行检测，用酶标仪检测各孔于

450 nm处的吸光度值。

1. 2. 9　统计学分析　　采用 GraphPad Prism 9 软件

进行统计学分析，两组数据间采用非配对 t检验，多组

数据间采用 ANOVA 因素方差分析，生存率分析采用

Kaplan-Meier 分析。符合正态分布的计量资料以 x̄±s
表示。P<0. 05认为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　支气管扩张模型的建立

为了判断小鼠支扩模型是否成功建立，首次滴注

后第 14、21 天取小鼠肺组织匀浆上清检测 IL-6 浓度

（图 1A）。结果显示，第 21 天气管内滴注三种不同剂

量弹性蛋白酶的小鼠肺组织匀浆中 IL-6 浓度显著升

高，且随弹性蛋白酶剂量增加而增加（图 1B）。弹性蛋

白酶各组与生理盐水组的 IL-6浓度存在显著差异（P<
0. 05，图 1B）。同时，取小鼠肺组织作病理组织切片观

察小鼠肺组织变化情况。结果显示，生理盐水组小鼠

肺泡结构清晰、支气管壁结构完整，未见明显出血、水

肿和炎症变化，低剂量组、中剂量组、高剂量组都可见

不同程度的支气管壁结构破坏、肺泡融合、水肿、中性

粒细胞浸润、出血的变化，且随剂量增加严重程度增加。

3 个剂量组第 21 天肺组织破坏程度均高于第 14 天

（图 1C）。结果表明，3种剂量的弹性蛋白酶气管内滴

注均能造成小鼠支气管扩张典型病理变化，表明小鼠

支扩模型成功建立。

2. 2　rePO-FN蛋白的纯化与结构表征

在大肠杆菌中 rePO-FN 融合蛋白以可溶形式表

达，纯化后经 SDS-PAGE检测显示，rePO-FN蛋白的相

对分子质量约为 55. 0 kDa，电泳条带位置与理论值相

符。rePO-FN 纯度约为 92. 4%（图 2A）。动态光散射

检测结果显示，rePO-FN 蛋白在水溶液中形成单一对

称峰，平均粒径约为 91. 28 nm，通过 Zeta 电位检测其

电位约为 -6. 5 mV，粒径分布指数（polymer dispersity 
index，PDI）为 0. 306（图 2B）。采用 Superose 6 Incrase 
10/300 GL 分子筛层析柱测定 rePO-FN 蛋白的出峰体

积为 8. 80 mL。根据该层析柱说明书中标准蛋白质出

峰体积与分子量的回归曲线，计算得出 rePO-FN 颗粒

的分子量约为 1 400. 0 kDa。rePO-FN 单体理论分子

量为 55. 0 kDa，结合FN蛋白以 24聚体形式存在，因此

本研究推测 rePO-FN 蛋白在水溶液中以 24 聚体存在

（图 2C）。此外，透射电镜下也观察到 rePO-FN蛋白形

成典型的纳米颗粒（图 2D）。以上结果表明，重组表达

的 rePO-FN在水溶液中形成均一的纳米颗粒。

2. 3　rePO-FN蛋白诱导的体液免疫应答

为评估 rePO-FN 的免疫原性，采用 ELISA 法检测

了血清中抗 rePO特异性 IgGs抗体水平。在检测的3个

时间点（第 7、14、21 天），rePO-FN 免疫组的抗体水平

均显著高于 rePO 单体组（P<0. 05，图 3A）。此外，在

Ferritin或PBS组小鼠中，未观察到显著的抗 rePO特异

性抗体产生（图 3A）。上述结果表明，与 rePO 单体相

比，rePO-FN能够更有效地诱导小鼠的体液免疫应答。

2. 4　rePO-FN蛋白免疫保护效果

为评价 rePO-FN 蛋白在小鼠体内的免疫保护效

果，于末次免疫后第 7 天采用致死剂量的 PA XN-1 菌

株对小鼠进行攻毒。结果表明，rePO-FN 免疫组小鼠

的生存率为 100%，显著高于 rePO 组和 PBS 组（P<
0. 05）。Kaplan-Meier 分析发现，rePO-FN 免疫组与

rePO组之间生存时间的差异具有显著性，且两组均显

著优于 PBS 组（图 3C）。此外，XN-1 亚致死剂量攻毒

实验结果表明，rePO-FN 免疫组小鼠的肺部定植细菌

数量显著低于 rePO 组和 PBS 组（P<0. 05，图 3B）。上

述结果表明，rePO-FN的免疫对PA感染具有显著的保

护作用，且其保护效果优于 rePO单体。

2. 5　rePO-FN 蛋白在支气管扩张模型中的免疫保护

效果

为了进一步评价 rePO-FN蛋白在小鼠支扩模型中
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图1　支气管扩张模型的建立
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图2　rePO-FN蛋白的表征
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对 PA感染的免疫保护效果。通过气管内滴注弹性蛋

白酶的方式构建小鼠支扩模型，按照免疫程序进行免

疫。于末次免疫后第 7 天采用致死剂量的 XN-1 菌株

对各组小鼠进行攻毒。结果表明，支扩 rePO-FN 组免

疫后生存率为100%，显著高于支扩PBS组免疫后小鼠

生存率（P<0. 05，图 4B）。XN-1 亚致死剂量攻毒实验

结果表明，支扩 rePO-FN 组免疫后肺部定植细菌数量

显著低于支扩 rePO 组和支扩 PBS组免疫后小鼠的肺

部定植细菌数量（P<0. 05，图 4A）。以上结果表明免

疫 rePO-FN在支气管扩张伴急性感染模型中具有显著

的保护效果，且保护效果优于 rePO单体。

2. 6　rePO-FN蛋白的初步安全性评价

为了评估 rePO-FN 蛋白的体内外安全性，本研究

通过病理组织切片、细胞溶血实验及细胞毒性实验进

行了初步评价。DC 2. 4 细胞毒性实验证实，当 rePO-

FN蛋白浓度处于25～200 μg/mL内时，细胞活力值稳定
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在 90%以上，且浓度依赖性变化不显著（图 5A），表明

rePO-FN 蛋白在该浓度范围内未产生明显毒性作用。

细胞溶血实验中，rePO-FN 蛋白在 25~200 μg/mL 浓度

区间内未诱发明显溶血现象，且治疗浓度下的溶血率

始终维持在 5%以下（P<0. 000 1，图 5B）。病理组织切

片结果显示，与PBS组相比，rePO-FN免疫组小鼠的心

脏、脾脏、肺脏及肾脏等主要脏器均未呈现显著的组

织病理学改变（图 5C）。以上结果表明，rePO-FN蛋白

在实验条件下表现出良好的生物安全性。

3　讨论

3. 1　rePO-FN增强免疫应答潜在机制

在本项研究中，通过基因工程技术构建铁蛋白亚

基N端与 rePO抗原相连的融合蛋白，实现抗原分子在

铁蛋白纳米颗粒表面的有序组装。该策略不仅显著

提升了抗原负载密度，更通过空间拓扑优化增强了抗

原递呈效率。动物实验结果显示，相较于单体 rePO抗

原，rePO-FN 疫苗肌注免疫可显著增强抗原特异性抗

体效价。然而，其详细的免疫激活的分子机制尚不清

楚，还需要进一步的深入研究。

3. 2　小鼠支扩合并PA感染模型建立与应用

PA在支扩患者痰液中分离率为 20. 8%［3］，远高于

其它致病菌。PA感染与支扩患者肺功能减弱、病情恶

化、住院频率及死亡风险增加显著相关，严重威胁支

扩患者生命健康。因此，亟需建立适用于评价 PA 疫

苗保护效果的支扩模型。以往研究中常使用气管内

注入PA的方式建立支扩模型［22］。但该模型不适用于

评价 PA 疫苗的保护效果，故选择以滴注弹性蛋白酶

的方式进行建模，这种建模方式主要利用外源性的弹

性蛋白酶打破肺内蛋白酶与抗蛋白酶系统的平衡，达

到破坏支气管及肺组织的目的［23］，最终成功建立小鼠

支扩模型。然而，临床上除通过炎症指标与病理变化

诊断支扩外，还会综合考虑患者症状、肺功能检查结

果以及影像学特征表现［1］。未来研究需纳入更多贴近

临床诊断的指标，增加支扩模型全面性和准确性，与

临床实际更具关联性。
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图5　rePO-FN的体内外生物安全性评价
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3. 3　本研究局限性与贡献

临床上，支扩患者可与呼吸道定植的 PA 长期存

在相对平衡的状态，这与急性加重期的反应和病程明

显不同［24］。本研究建立的模型仅模拟了由PA感染导

致支扩急性加重的过程，可评价疫苗在支扩患者中针

对 PA 急性感染的保护作用。然而，该模型不能反映

支扩患者与 PA 长期定植相互作用过程，因此需进一

步建立支扩合并 PA 慢性感染动物模型，以更加贴近

临床应用场景。

综上所述，本研究成功构建了基于铁蛋白的 PA
自组装纳米颗粒疫苗 rePO-FN，证实该疫苗肌肉注射

免疫可引起小鼠高效体液免疫应答。并且，成功建立

了小鼠支气管扩张伴 PA 急性感染模型，并明确了

rePO-FN的保护效果，为下一步成功研发PA疫苗打下

了基础。
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