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一、中文摘要：
綠膿桿菌為革蘭氐陰性桿菌，在自然界中分佈很廣，是目前院內感染之主要致病
菌。但此菌極易產生抗藥性引起治療上之困難，故發展免疫治療法來預防、治療綠膿
桿菌感染，以取代傳統的抗生素療法，是近年來對抗綠膿桿菌感染主要研究的方向。
而由臨床統計資料顯示綠膿桿菌最常感染燒傷病人，是燒傷病人治療時最大的困擾。
本計劃以燒傷小老鼠的動物模式，探討如何依據已知之綠膿桿菌致病機制，發展出更
安全、有效的免疫治療法。我們模擬臨床治療時之可行方法，直接在老鼠皮膚燒傷處
先皮下注射家兔抗綠膿桿菌各種主要致病因子的抗血清，同時亦在健康皮膚處注射多
價的抗綠膿桿菌融合疫苗，評估此種局部被動免疫療法及接種融合新疫苗在預防、治
療綠膿桿菌感染的效果。

已知綠膿桿菌會分泌多種有毒物質，其中以綠膿桿菌外毒素 A (PE)之毒性最強，

而其所分泌會破壞組織的水解酵素中，則以彈性蛋白酵素(Elastase) 的活性最強。本

計劃亦利用遺傳工程技術，大量純化無毒性之綠膿桿菌 PE類毒素(toxoid)、彈性蛋白

酵素及在綠膿桿菌 17 種不同血清型的細胞壁上抗原性均相同之綠膿桿菌外膜蛋白 I

和 F，再將各種純化蛋白免疫家兔，以製備有中和毒性作用、或加強巨噬細胞吞噬作

用之抗血清，我們曾評估這三類抗血清對燒傷老鼠進行局部被動免疫(passive local 

immunotherapy)的治療效果。同時我們亦以遺傳工程技術，將外膜蛋白 I、F和彈性蛋

白酵素的基因依序接於已刪除毒性區域 III 之綠膿桿菌外毒素 A (PE∆III)之羧基端，

以製造綠膿桿菌融合新疫苗(recombinant hybrid vaccine)。結合多種可刺激宿主產生有

保護作用之抗原，來製造融合疫苗是目前細菌疫苗發展的新趨勢。本計劃之完成除可

提供燒傷病人最佳之治療方法，亦可進一步瞭解綠膿桿菌所分泌之各種毒素在其致病

機制中所扮演之角色，尤其重要的是本計劃的完成已證實此融合新疫苗能刺激患者產

生全方位對抗致病菌之免疫能力，故本計劃兼具基礎及臨床應用之雙重意義。

關鍵詞：綠膿桿菌、燒傷老鼠、局部被動免疫療法、融合疫苗。

Abstract：
Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen which has become a major 

cause of nosocomial infections.  Therapy for P. aeruginosa infection is hindered by its 
well-known antibiotic resistance.  Thus, a potential therapeutic alternative to antibiotic 
drugs is the development of immunotherapy through either passive or active 
immunization.  Since the leading cause of morbidity and mortality in severe burn 
wound patients is infection of P. aeruginosa, we have used a mouse burn wound 
infection model to evaluate the efficacy of passive local immunotherapy and active 
immunization by a new hybrid vaccine against P. aeruginosa.

The pathogenesis of P. aeruginosa is multifactorial; this bacteria is invasive and 
toxigenic after infection.  The most potent cytotoxic agents produced by P. aeruginosa
is Pseudomonas exotoxin A (PE) and hydrolytic enzyme elastase.  In this study, we 
have used genetic engineering technique to purify nontoxic PE, elastase and the outer 
membrane proteins I and F (OprI and OprF) of P. aeruginosa.  Rabbit antiserum against 
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PE, elastase, OprI or OprF has been administrated directly to the burned wounds 
inoculated with lethal doses of P. aeruginosa.  The survival rate and quantification of P. 
aeruginosa in local burned skin and systemic liver tissue have been measured.  In 
addition, a more potent vaccine containing the receptor binding, membrane translocation 
domains of PE, elastase and the outer membrane proteins I and F of P. aeruginosa have 
been constructed.  We have demonstrated that this chimeric protein may induce 
antibodies not only neutralizing the toxicity of PE and elastase but also preventing the 
colonization of P. aeruginosa by fixing the complement and promoting the 
opsonophagocytic activity of macrophages.  Therefore, this study has supplied the 
burned patients an effective treatment, and also gave us more evidences to understand the 
pathogensis of P. aeruginosa infection.  Especially, it is a good example to show us the 
potential of a new hybrid vaccine against infectious agent.

Keywords ： Pseudomonas aeruginosa, burned mice, passive local immunotherapy, 
recombinant hybrid vaccine。

二、緣由與目的：
綠膿桿菌為革蘭氐陰性桿菌，在自然界中分佈很廣，是目前院內感染之主要致

病菌(1)。臨床治療時，綠膿桿菌極易產生抗藥性，引起治療上之困難(2)，一旦此菌
侵入患者組織或血液後，常出現急性肺炎或菌毒血症(bacterimea) (3)。已知綠膿桿菌
在繁殖過程中，會產生多種和致病性有關之毒素和水解酵素﹐我們針對綠膿桿菌所
分泌毒性最強之綠膿桿菌外毒素 A (Pseudomonas exotoxin A; PE)，以遺傳工程技術
刪除此毒素羧基端三十八個胺基酸，使 PE 之毒性完全喪失，但仍保有大部份抗原
性﹐使其成為無毒性之 PE 類毒素(toxoid)。動物實驗証明此類毒素可有效刺激動物
產生中和 PE毒性之抗體(4)，但無法阻止此菌在病人體內繁殖﹐破壞組織細胞。所以
我們進一步將二種綠膿桿菌外膜蛋白 I﹑F和無毒性之 PE結合而製造綠膿桿菌新疫
苗 PEIF，此融合蛋白不但可刺激免疫後之動物產生中和 PE毒性的抗體且可產生具
調理作用之抗體，會和侵入之多種血清型綠膿桿菌細胞表面結合，固定補體，破壞
綠膿桿菌，並可加強巨噬細胞之吞噬作用，多管齊下，達到最好之免疫效果(5)。外
膜蛋白 I﹑F 是綠膿桿菌細胞表面的主要抗原，和脂多醣(lipopolysaccharide)比較，
外膜蛋白 I﹑F不但無毒性且在各不同型綠膿桿菌的細胞壁上抗原變異小，很適合取
代脂多醣刺激宿主產生可和綠膿桿菌細胞表面結合的抗體(6)。我們曾以燒傷老鼠的
動物模式來測試此新疫苗的有效性，實驗結果雖證實可增加燒傷老鼠的存活率。但
在實驗設計上，我們先以綠膿桿菌新疫苗 PEIF 免疫老鼠，六星期後當老鼠體內產
生抗體後，再進行燒傷老鼠的實驗，這和臨床實際發生燒傷感染的情況有別。雖然
我們證實了 PEIF 確可刺激宿主產生有保護作用的抗體，但因為綠膿桿菌對免疫力
正常的健康人是沒有致病性的，我們不需要將綠膿桿菌疫苗接種列入常規的疫苗接
種項目中，也就是說燒傷病患不會在事前就接種過綠膿桿菌疫苗，待燒傷後再進行
主動免疫接種疫苗時，往往緩不濟急。
靜脈注射免疫球蛋白(intravenous immunoglobulin, IVIG)已被用來治療、預防多

種傳染病(7,8)，但 IVIG須使用同種動物免疫球蛋白，否則易產生血清病(serum sickness)
的副作用，同時燒傷處的組織壞死，血管堵塞，不但阻礙抗生素的擴散，且由靜脈
注射的免疫球蛋白往往也無法有效到達細菌感染部位(9)。近年來有人提倡使用局部
被動免疫療法(Passive local immunotherapy) 來克服免疫球蛋白擴散不良的限制，使
抗體可直接、快速在感染部位發揮殺菌作用(10,11)。而且因為是局部在皮膚傷口處使
用抗血清，和 IVIG 相比，較不易產生急性過敏反應。本計畫的第一部份即是依據
已知綠膿桿菌主要致病因子，利用遺傳工程技術，大量純化無毒性之綠膿桿菌 PE
類毒素(toxoid)、彈性蛋白酵素及抗原性穩定之綠膿桿菌外膜蛋白 I和 F，再將各種
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純化蛋白免疫家兔，以製備有中和毒性作用、固定補體或加強巨噬細胞噬菌作用之
抗血清，我們將先評估這三類抗血清對燒傷老鼠進行局部被動免疫的治療效果。
本計畫第二部份的目標則是繼續發展有效的綠膿桿菌新疫苗，依據已知之綠膿

桿菌致病機制，以期製備出有全方位保護效果之綠膿桿菌融合新疫苗。我們已將外
膜蛋白 I、F的基因依序接於已刪除毒性區域 III之綠膿桿菌外毒素 A (PE∆III)之羧
基端(5)，PEIF 具有 815 個氨基酸，分子量為 90KD，而彈性蛋白酵素的分子量為
37KD。我們曾嘗試將彈性蛋白酵素的基因再依序接於 PEIF之羧基端，此 PEIFL的
質體雖構築成功，但因分子量太大，在 E.coli 無法大量表現。本計畫重新檢討如何
構築既保有各致病因子重要之 B cell epitopes，又能成功地在 E.coli中大量表現的融
合蛋白。我們仍將已刪除毒性區域 III之綠膿桿菌外毒素 A (PE∆III)的基因置於融合
蛋白的 N端，因為綠膿桿菌外毒素 A的區域 Ia為受體結合區，而區域 II則為移位
區，二者不但可有效刺激宿主產生可中和綠膿桿菌外毒素 A的抗体，還可以更有效
率的將此融合蛋白帶入細胞。而外膜蛋白 I 是綠膿桿菌細胞壁上之脂蛋白，蛋白部
份只有 64 個氨基酸，有報告以抗外膜蛋白 I 的單源抗體找到兩個主要的 B cell 
epitopes，一位於 N端，但另一則只認全長的外膜蛋白 I (12)，所以我們亦保留全長的
外膜蛋白 I 將其接於 PE(∆III)的 C 端。而以單源抗體找到的外膜蛋白 F 之 B cell 
epitopes則都位於此蛋白的 C端(13,14)，因此我們選用外膜蛋白 F 之氨基酸 190至 350
片段。最後考量彈性蛋白酵素的 active site及 neutralizing epitopes的位置(15,16)，我們
選用彈性蛋白酵素的片段則由氨基酸 220 至 420。此重新構築的綠膿桿菌新疫苗
PEIFL包含約 830個氨基酸，分子量約為 91KD。

三、結果與討論：

1. 綠膿桿菌主要致病因子 PE 類毒素(toxoid)、彈性蛋白酵素及外膜蛋白 I和 F融合蛋白

之純化：  為了方便融合蛋白的純化，本計劃選用帶 His-tag的表現載體 pET-15b系

列來表現構築的融合蛋白。經 IPTG刺激後這些融合蛋白一般均會在大腸桿菌 E. coli 

strain BL21(DE3)中大量產生，形成不可溶的包涵體(inclusion bodies)，而且在其胺基

端均帶有 6個組胺酸，所以可先用超音波震盪法將大腸桿菌打破，再以 6M尿素溶解

包涵體，接著利用 Novagen公司的 Ni+2-charged His-Bind層柱來純化帶有 His-Tag的融

合蛋白，最後再用透析法去除尿素，以 Amicon公司的過濾膜來濃縮純化蛋白質。被

成功送入載體 pET-15b中(2)。而彈性蛋白酵素及外膜蛋白 I和 F之基因則是抽取綠膿

桿菌標準菌株 PAO1(ATCC 15692) 的染色體 DNA(genomic DNA)後，以 PCR的方法

來增殖。總之，表現這三種融合蛋白的質體已構築完成，而純化該蛋白質的條件亦已

設立。

2. 將各種純化蛋白免疫家兔製備抗血清並以酵素免疫吸附作用(ELISA) 來決定免疫血

清中各種抗體的效價：
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我們將融合蛋白與 Freund’s complete adjuvant充分混合，皮下接種在家兔背部六處不同

位置，每組二隻，每隻接種 200µg 純化蛋白。在第 21和 35天再分別追加注射 300µg 和

400µg/rabbit與 Freund’s incomplete adjuvant 充分混合之融合蛋白。免疫後家兔分別在第

42、 60 天採血，分離血清並純化免疫球蛋白，並以酵素免疫吸附作用(ELISA)測定抗體

效價。

3. 燒傷老鼠的動物模式：

本實驗是參考 Holder 所用的方法。各組 BALB/c 小白鼠先注射 sodium pentobarbitol 

(0.71µg/g)將老鼠麻醉，剃掉老鼠背部的毛。將  一塊防火隔熱的 Teflon中間開一長方

形空窗(35 x 25 mm)，緊貼於剃掉毛的老鼠背上，滴 0.5ml 95%酒精後，點火燃燒空窗

下的老鼠皮膚，正確計時 15 秒，此時該老鼠約有 30%的皮膚被燒傷。燒傷後即刻腹

腔注射 0.5ml 生理食鹽水，補充水份。實驗進行前，先計算各種綠膿桿菌菌株，對燒

傷小白鼠的 LD50。將小白鼠燒傷後，皮下接種 0.2 ml 2倍 LD50的各綠膿桿菌菌株於

燒傷部位，觀察這些老鼠的存活率，每天上、下午各記錄一次，持續觀察 10 天；未

接種綠膿桿菌的燒傷老鼠應百分之百存活。

4. 局部被動免疫療法效果之評估:

每組燒傷老鼠皮下接種 LD100的各綠膿桿菌菌株後三小時，於燒傷部位皮下注射 0.2 

ml, 5mg各種抗綠膿桿菌主要致病因子之免疫球蛋白，每天早晚各注射一次，連續治

療三天，記錄這些老鼠的存活率，持續觀察 10 天。本實驗擬分為五大組，除對照組

注射未免疫家兔免疫球蛋白，其餘四組分別注射抗 PE 類毒素(toxoid)、彈性蛋白酵

素、外膜蛋白 IF融合蛋白及同時注射前述三種免疫球蛋白。而每大組 15 隻 BALB/c
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小白鼠又分為三小組，分別注射前述 3株不同的綠膿桿菌。

本實驗除在 10天內觀察、記錄各組燒傷老鼠的存活率，並再用 25 隻 BALB/c小白鼠，

分為五大組，燒傷後只感染綠膿桿菌標準菌株 PAO1，如前述用各種免疫球蛋白進行局

部被動免疫治療三天後，犧牲老鼠，取其肝臟及燒傷感染處皮膚檢體，稱重後以 0.2 ml

無菌生理食鹽水磨碎(homogenized) 檢體，序列稀釋後塗於綠膿桿菌選擇性培養基

(Centrimide Agar plate)上，定量每克檢體中有多少 CFU (colony forming unit)。此結果可

讓我們評估各種免疫球蛋白殺菌和抑制綠膿桿菌由局部傷口蔓延體內的能力。

四、計畫成果自評：

本計畫是利用遺傳工程技術合成包含有 pseudomonas exotoxin片段、elastase、外膜蛋

白 I and F之 Chimeric疫苗，本計畫進一步證明針對各種病原菌之致病機制，設計製造有

效的混合疫苗，此為目前無論研發病毒或細菌疫苗發展的新趨勢。經由 Medline search

後, 目前國內外尚無這種四合一的綠膿桿菌新疫苗，故正將實驗結果整理欲申請專利中。
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