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摘   要：【目的】评价模拟正常肠道和肿瘤微环境的 pH 条件下制备的具核梭杆菌外膜囊泡(outer 
membrane vesicles, OMVs)的安全性和免疫原性，为后期开发基于外膜囊泡的具核梭杆菌疫苗奠定

基础。【方法】采用超高速离心和密度梯度离心方法制备在不同 pH 条件下生成的外膜囊泡，建立

人结肠癌细胞 HCT116、人正常结肠上皮细胞 HCoEpiC、小鼠巨噬细胞 Raw264.7 感染模型；采用

3-(4,5-二甲基噻唑 -2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐 [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide, MTT]和细胞活性检测试剂盒(cell counting kit-8, CCK-8)检测细胞增殖的影响；用流式细

胞仪和贴壁细胞原位荧光检测细胞凋亡情况；通过小鼠的血常规检测体内安全性；通过酶联免疫

吸附法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)检测免疫原性；通过细胞黏附抑制实验检测免

疫保护效果。【结果】酸性条件生成的外膜囊泡(acidic outer membrane vesicles, aOMVs)和中性条

件生成的外膜囊泡(neutral outer membrane vesicles, nOMVs)对人正常结肠上皮细胞 HCoEpiC、人

结肠癌细胞 HCT116 和小鼠巨噬细胞 Raw264.7 的细胞增殖均无显著性影响，也不能引起细胞凋

亡；aOMVs 和 nOMVs 在浓度为 25 μg/mL 处理红细胞时仍未见明显的溶血现象产生，并且在小

鼠体内血常规和全血检测指标数据均在正常范围内；aOMVs 和 nOMVs 均具有免疫原性，可有效

减少具核梭杆菌在结肠癌细胞 DLD-1 上的黏附，aOMVs 抗体性能优于 nOMVs 抗体。【结论】

aOMVs 和 nOMVs 的安全性均良好，均具有免疫原性，aOMVs 优于 nOMVs。 

关键词：具核梭杆菌；外膜囊泡；免疫原性；黏附抑制 
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Abstract: [Objective] To evaluate the safety and immunogenicity of outer membrane vesicles 
(OMVs) of Fusobacterium nucleatum prepared under the pH conditions simulating normal 
intestinal and tumor microenvironments, and to lay a foundation for the later development of 
OMV-based vaccines against F. nucleatum. [Methods] Ultra-high-speed centrifugation and 
density gradient centrifugation were employed to isolate the OMVs of F. nucleatum under 
different pH conditions. Three models of human colorectal cancer cells (HCT116), human colonic 
epithelial cells (HCoEpiC), and mouse macrophage Raw264.7 were infected by F. nucleatum. The 
cell proliferation was assessed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
bromide (MTT) assay and cell counting kit-8 (CCK-8) assay, and the cell apoptosis were 
evaluated by flow cytometry and in situ fluorescence of adherent cells. The safety in vivo was 
detected by blood routine and whole blood index of mice. The enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) was employed to examine the cell immunogenicity, and the adhesion inhibition 
assay was conducted to assess cell immunoprotection. [Results] Acidic outer membrane 
vesicles (aOMVs) and neutral outer membrane vesicles (nOMVs) had no significant different 
effects on the proliferation or apoptosis of HCoEpiC, HCT116, and Raw264.7 cells. Both 
nOMVs and aOMVs at a concentration of 25 μg/mL did not lead to significant hemolysis of red 
blood cells, and the routine blood and whole blood test results of the mice treated with aOMVs 
were within the normal ranges. The results demonstrated that both aOMVs and nOMVs 
exhibited good immunogenicity and reduced the adhesion of F. nucleatum to colon cancer cells 
DLD-1. The aOMVs outperformed nOMVs regarding immunogenicity. [Conclusion] Both 
aOMVs and nOMVs had good safety and immunogenicity, and aOMVs were superior to 
nOMVs. 
Keywords: Fusobacterium nucleatum; outer membrane vesicle; immunogenicity; adhesion 
inhibition 
 
 

具核梭杆菌(Fusobacterium nucleatum)是一

种革兰氏阴性、专性厌氧的无芽孢杆菌，菌体呈

梭型，不具备运动能力，是一种机会性致病菌[1]。

研究表明，F. nucleatum 在肠道中的丰度与结直

肠癌直接相关，其携带多种毒力因子，可诱导促

炎症反应、肿瘤细胞的增殖、迁移以及促炎免疫

微环境的形成，促进结直肠癌发展与转移[2-4]。

在肿瘤发生早期，研究发现 F. nucleatum 细胞表
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面的黏附素 A (FadA)蛋白可以通过与结直肠癌

细胞的细胞上皮标记物钙黏蛋白(E-cadherin)结
合，进而激活 β-连环蛋白(β-catenin)信号通路，

促进肿瘤细胞的增殖能力；此外，F. nucleatum
细胞表面的 FadA 蛋白还可增加内皮通透性，促

使 F. nucleatum 和其他细菌渗透到血液中[5]。F. 
nucleatum 还可以通过其外膜自转运蛋白(Fap2)
定位到高表达半乳糖 -N- 乙酰 D- 半乳糖胺

(Gal-GalNAc)的肿瘤细胞表面，使其富集在结直

肠癌组织中，通过抑制免疫细胞活性从而帮助肿

瘤细胞获得免疫逃逸[6]。Liu 等[7]通过蛋白质组

学分析发现，F. nucleatum 外膜囊泡中包含 98 种

蛋白，其中 6 种自体转运蛋白与 V 型分泌系统

有关；其中 V 型分泌系统是革兰氏阴性菌中重

要的毒力因子分泌途径，又称为自转运蛋白，通

常作为细菌的毒力因子参与细菌的黏附、聚集、

侵染、生物膜形成、血清抗性和细菌毒性等生理

过程。 
细菌外膜囊泡 (outer membrane vesicles, 

OMVs)是革兰氏阴性菌外膜释放到细胞外环境

中的球形双层小泡，大小约为 100−300 nm[8-9]。

在革兰氏阴性菌中，因其细胞外膜与肽聚糖之间

的交联作用减弱、周质空间中错误折叠蛋白积

累、细胞外膜局部曲率增加和细胞爆炸性裂解等

作用使其不断从细胞表面分泌出 OMVs。革兰氏

阴性菌细胞膜由内膜(inner membrane, IM)和外

膜(outer membrane, OM)组成，中间是肽聚糖层

(peptidoglycan, PG) 和 周 质 空 间 (periplasmic 
space)，外膜和肽聚糖层通过膜锚定蛋白 (如
Lpp、OmpA 和 Tol-Pal 复合物)连接 [10-13]。因

OMVs 起源于细菌外膜，因此含有大量细菌外膜

成分，如磷脂、脂多糖、多种蛋白质以及一些来

自 IM 和 OM 之间的周质成分，它们在释放过程

中被包裹在囊泡腔中[14-16]。OMVs 包含多种病原

体相关分子模式，能够与宿主模式识别受体结

合，从而激活宿主免疫系统，促进细胞因子分泌

和细胞焦亡[17-18]。此外，OMVs 还携带大量来自

细菌的毒素、黏附素等，通过与宿主细胞相互作

用，对癌细胞发挥细胞毒性作用，具有内在的抗

肿瘤活性[19-20]。另外，由于 OMVs 独特的中空

结构和组成成分，其在革兰氏阴性菌的感染、微

生物宿主间相互作用及作为抗菌和抗肿瘤药物

递送的载体等方面发挥着重要的功能[21-24]。 
目前，来源于禽致病性大肠杆菌(avian pathogenic 

Escherichia coli)[25]、副猪嗜血杆菌(Haemophilus 
parasuis)[26]和胸膜肺炎放线杆菌(Actinobacillus 
pleuropneumoniae)[27]等细菌的外膜囊泡已被研

究证明可作为疫苗或疫苗递送系统，诱导有效的

免疫保护反应。OMVs 作为疫苗或疫苗递送系统

优势明显。首先，其表面存在多种抗原，可有效

降低病原体引起的靶抗原发生突变的可能性，从

而减少逃逸变体的产生[28-29]。其次，OMVs 具有

内在佐剂的能力，比传统佐剂更安全且能够引起

全面免疫[30]。最后，OMVs 还可以作为黏膜转运

蛋白，将抗原转运到黏膜屏障[31-32]。 
综上所述，细菌外膜囊泡具有良好的抗原性

和免疫原性。Zhang 等[33]研究初步表明，具核梭

杆菌外膜囊泡具备刺激宿主引起强大免疫保护

的特性。本研究在前期对具核梭杆菌外膜囊泡蛋

白组学研究的基础上，评估了不同 pH 条件下培

养获得的具核梭杆菌外膜囊泡的安全性，考察了

刺激新西兰大白兔产生抗体以及免疫产生的抗

体性能，探讨不同 pH 培养条件对具核梭杆菌免

疫原性的影响，为更好地开发基于外膜囊泡的具

核梭杆菌疫苗提供了理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, DMSO)购
自Sigma-Aldrich公司，3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-
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二苯基四氮唑溴盐[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 
2,5-diphenyltetrazolium bromide, MTT] 购 自

Amresco 公司，Cell counting kit-8 (CCK-8)购自

APExBIO 公司。RPMI 1640 培养基、0.25%胰蛋

白酶(含 EDTA)、0.25%胰蛋白酶(不含 EDTA)、
Anbtibiotic-Antimycotic (100×)均购自 Gibco 公

司。培养细胞用的胎牛血清(fetal bovine serum, 
FBS)购自 PAN 公司。人结肠癌细胞株 HCT116
购自武汉普诺赛生命科技有限公司，人正常结肠

上皮细胞株 HCoEpiC 由中国科学院大连化学物

理研究所惠赠，小鼠巨噬细胞株 Raw264.7 和人

结肠癌腺癌上皮细胞 DLD-1 均购自武汉尚恩生

物 技 术 有 限 公 司 ， Fusobacterium nucleatum 
ATCC 23726 购自美国菌种保藏中心(American 
Type Culture Collection)。新西兰大白兔购自南京

巴傲得生物科技有限公司，3 周龄雌性无特定病

原体(specific pathogen free, SPF)小鼠购自北京

维通利华实验动物技术有限公司。 

1.2  具核梭杆菌两种外膜囊泡的提取及纯化 
哥伦比亚血琼脂平板培养，置于有厌氧袋的

厌氧箱中，37 ℃静置培养。F. nucleatum 种子液

培养通过挑取单菌落转接在 30 mL 体系 TSPC 
(0.03% TSB，0.01% BactoTM Peptone，0.25 mg/mL 
L-cysteine)培养基，通入无菌 N2，37 ℃恒温培养

箱中密封静置培养。中性条件下 F. nucleatum 扩

大培养是将种子液按 1%转接在 2 L 体系 TSPC
液体培养基中，补充 38.4 mL 中性 L-cysteine (酸
性条件下 F. nucleatum 扩大培养是补充 30.1 mL
酸性 L-cysteine)，充无菌 N2，密封后于 37 ℃恒

温培养箱中静置培养 40 h 左右。然后将 2 L 培

养好的 F. nucleatum 菌液，在 4 ℃、8 500×g 离

心 25 min，取上清。上清液过水膜并浓缩至总体积

为 30 mL 左右。浓缩后的液体分装至超速离心管

中，4 ℃、200 000×g 离心 4 h，去掉上清，沉淀用

400 μL 1×PBS 重悬，获得粗提的 OMVs。将碘克沙

醇梯度离心液用含 0.85% NaCl 的 30 mmol/L 4-羟
乙基哌嗪乙磺酸缓冲液(hydroxyethyl piperazine 
ethanesulfonic acid, HEPES)稀释至以下浓度：

40%、35%、30%、25%、20%、15%，并按浓度

由大到小加入同一超速离心管中，每个梯度 500 μL，
最后加入粗提的 400 μL OMVs。4 ℃、135 000×g
离心 16 h 后，去掉最上层 1 mL 液体，将剩下的

液体由上至下每 200 μL 分装至 1.5 mL 离心管

中，依次取样进行 12% SDS-PAGE，考马斯亮蓝

染色，观察蛋白质条带。蛋白条带对应的液体中

含有 OMVs，收集蛋白条带所对应的样品，    
20 倍体积 1×PBS 稀释，稀释后的液体分装至离

心管中，4 ℃、200 000×g 离心 4 h，去掉上清，

沉淀用 400 μL 1×PBS 重悬，获得纯化的 OMVs。 

1.3  MTT 法测定细胞增殖 
将 HCT116 细胞、HCoEpiC 细胞、Raw264.7

细胞(每孔细胞数为 1.2×104 个)接种于 96 孔平底

培养板中，与浓度为 0、25、50、100 μg/mL 的

aOMVs 和 nOMVs 共孵育 24 h。每孔加入 100 μL
的 MTT试剂孵育 4 h，每孔加入 100 μL的 DMSO
溶液使用多功能酶标仪检测 OD490 值以评价细

胞活力。 

1.4  CCK-8 法测定细胞增殖 
将 HCT116 细胞、HCoEpiC 细胞、Raw264.7

细胞(每孔细胞数为 1.2×104 个)接种于 96 孔平底

培养板中，与浓度为 0、25、50、100 μg/mL 的

aOMVs 和 nOMVs 共孵育 24 h。每孔加入 100 μL
的 CCK-8 溶液孵育 2 h，使用多功能酶标仪检测

OD450 值以评价细胞活力。 

1.5  贴壁细胞原位荧光检测细胞凋亡 
将 HCT116细胞、HCoEpiC细胞和 Raw264.7

细胞以 5.0×105个/mL 细胞浓度接种于 12孔细胞

培养板中，向实验组中加入 aOMVs 和 nOMVs
各 10 μL，阴性对照组中加 10 μL 1×PBS，空白

组直接加完全培养基共孵育 24 h。加入 195 μL 
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Annexin V-FITC 结合液染，5 μL Annexin V-FITC
染料，轻轻混匀，最后加入 10 μL 碘化丙啶

(propidium iodide, PI)染色液，混匀，室温避光孵

育 15 min，在倒置荧光显微镜下观察，Annexin 
V-FITC 为绿色荧光，碘化丙啶(propidium iodide, 
PI)为红色荧光。 

1.6  流式细胞仪检测细胞凋亡 
将 HCT116 细胞、HCoEpiC 细胞、Raw264.7

细胞以 1.0×106 个/mL 细胞浓度接种于 6 孔细胞

培养板中，再将细胞放入细胞培养箱中，37 ℃
培养 12 h，直至细胞完全贴壁。实验组中分别加

入 100 μL aOMVs 和 nOMVs，阴性对照组中加

100 μL 1×PBS，空白组直接加完全培养基共孵育

24 h。加入适量胰酶细胞消化液(无 EDTA)消化

后，用细胞培养液把细胞吹打下来，转移到离心

管内，1 000×g 离心 5 min，弃上清，收集细胞，

用 1×PBS 轻轻重悬细胞并计数。加入 195 μL 
Annexin V-FITC 结合液轻轻重悬细胞，再加入   
5 μL Annexin V-FITC，轻轻混匀，加入 10 μL PI
轻混匀。室温避光孵育 15 min，随后置于冰浴中，

利用流式细胞仪进行检测。 

1.7  具核梭杆菌外膜囊泡的体外溶血性实验 
取得的小鼠血液在 4 ℃、100×g离心 10 min，

去除上层血清，将取得的红细胞沉淀用 PBS 洗

涤 3 次。将所得红细胞沉淀用 PBS 配制成 10%
的红细胞悬液。随后取 500 μL 的血液和 500 μL
不同浓度的外膜囊泡(25、50、100 μg/mL)混合，

于 37 ℃孵育 2 h。以超纯水作为阳性对照，PBS
作为阴性对照。将孵育管 4 ℃、100×g 离心 10 min，
取上清 100 μL 加入到 96 孔板，于多功能酶标仪

检测 540 nm 处吸光度值。对每个处理组进行   
3 次重复。溶血率计算如公式(1)所示。 

( )
( )

(%) 100
OD OD

OD OD
 −

= × −  

实验组 阴性对照

阳性对照 阴性对照

溶血率       (1) 

式中：OD 阳性对照是样品为纯水所测上清 OD540 值，

OD 阴性对照是样品为 PBS 所测上清 OD540值，OD 实验组

是样品为不同浓度囊泡所测上清 OD540 值。 

1.8  具核梭杆菌外膜囊泡的小鼠血常规检测 
小鼠进行尾部静脉注射浓度为 25 μg/mL 的

aOMVs 和 nOMVs，连续给药 3 d 后，采集适量

的小鼠血液样本(空白对照组、实验组)加入到含

有肝素的抗凝管中，利用全自动生化仪测定相关

参数，包括红细胞计数 (red blood cell count, 
RBC) 、 白细胞 计数 (white blood cell count, 
WBC)、血红蛋白浓度(hemoglobin concentration, 
HGB)、血小板计数(platelet count, PLT)等。另外，

取对照组与实验组小鼠全血进行血项分析，检测

血清中天冬氨酸转氨酶(aspartate aminotransferase, 
AST) 、谷丙转氨酶 (alanine aminotransferase, 
ALT)、尿素氮(blood urea nitrogen, BUN)和肌酐

(creatinine, CREA)等指标的变化，评估 aOMVs
和 nOMVs 在体内的代谢情况以及对小鼠生理功

能的潜在影响，从而更全面地了解外膜囊泡在体

内的安全性。 

1.9  具核梭杆菌外膜囊泡的动物免疫 
挑选两只健康的新西兰大白兔，对未免疫的

新西兰大白兔进行采血，作为免疫阴性对照。采

用背部脊柱两侧皮下各 3 个点平均注射，首次免

疫 21 d 后进行第一次加强免疫，之后每次免疫

间隔为 10−14 d。在第三次加强免疫 7 d 后进行

阳性血的采集。阳性血在 1 200×g 离心 15 min，
两次离心后放入无菌 50 mL 冻存管中，并加入

适量体积的 0.02%叠氮钠溶液，放入−20 ℃冰箱

保存。 

1.10  用 ELISA 法检测新西兰大白兔血清

抗体水平 
将浓度为 5 μg/mL aOMVs和 nOMVs抗原分

别以 100 μL/孔包被 96 孔酶标板，37 ℃孵育 2 h；
用 PBST (PBS+0.05% Tween-20)洗涤液洗涤 3 次，

5%脱脂奶粉封闭 1.5 h，再用 PBST 洗涤液洗涤
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3 次；按照 100 μL/孔将待测样品加入对应包被

抗原的孔中，于 37 ℃孵育 1.5 h 后洗涤 3 次；再

将 HRP-羊抗兔 IgG 以 200 μL/孔加入，37 ℃孵

育 1 h 后洗涤 3 次；加入底物液 150 μL/孔，室

温反应 20 min，最后每孔加入终止液 50 μL。用

酶标仪测 OD450 值。以 P/N 值(P 代表阳性值，N
代表阴性值)为参考来表示 aOMVs 和 nOMVs 刺

激新西兰大白兔血清抗体分泌水平，标准如公式

(2)所示。 
OD ODP

N OD OD
−

=
−

对阳

对阴

空白 照性血清

空白 照性血清

                      (2) 

式中：OD 阳性血清是来自接受 aOMVs 或 nOMVs
刺激的阳性血清样品的 OD450 值，OD 阴性血清是

未接受抗原刺激的阴性血清样品的 OD450 值，

OD 空白对照是无抗原的空白孔的 OD450 值。 

1.11  细胞黏附抑制试验 
将 F. nucleatum 在 TSPC 培养基中培养 10 h

至 OD600=0.8，25 ℃、6 000×g 离心 5 min，去掉

上清，用 1×PBS 重悬沉淀至 OD600=0.5，以适量

Dio 染料标记，常温染色 5−20 min 后，室温下   
6 000×g 离心 5 min，弃上清，继续用 1×PBS 重

悬沉淀，6 000×g 再次离心 5 min，除去未结合

的染料，加入适量 RPMI 1640 培养基重悬沉淀

至 OD600=0.2。在混有体积分数为 1%新西兰大白

兔血清的 RPMI 1640 培养基中连续稀释 4 倍，

于 37 ℃与荧光标记的 F. nucleatum 1:1 孵育 2 h。
100 μL细菌/血清混合物与 HCT116细胞共培养，

感染细胞在 37 ℃孵育 12 h。洗涤去除未结合的

细菌后，利用激光共聚焦显微镜观察，于酶标仪

检测激发和发射波长分别为 488 nm和 550 nm的

值来定量荧光。 

2  结果与分析 
2.1  具核梭杆菌外膜囊泡对细胞增殖的影响 

为验证 aOMVs 和 nOMVs 对不同细胞增殖

的影响，分别用 MTT 和 CCK-8 法对 aOMVs 和

nOMVs 处理后的不同细胞的活性进行了检测。

如图 1 所示，当浓度达到 25 μg/mL 时，HCoEpiC
细胞、HCT116 细胞和 Raw264.7 细胞的生存率

达到 90%以上。随着浓度的上升，细胞生存率

有轻微的下降趋势，浓度达到 100 μg/mL 时，

HCoEpiC 细胞、HCT116 细胞和 Raw264.7 细胞

的生存率依然能保持在 80%以上，表明 aOMVs
和 nOMVs 对 HCoEpiC 细胞、HCT116 细胞和

Raw264.7 细胞增殖均无影响。CCK-8 法也验证

了该结果(图 1)，初步证明 aOMVs 和 nOMVs 的

细胞毒性较低。 

2.2  具核梭杆菌外膜囊泡对细胞凋亡的影响 
为考察 aOMVs 和 nOMVs 对不同细胞凋亡

的影响，将 2 种外膜囊泡分别与不同细胞共孵

育，随后进行 Annexin V-FITC 染色和 PI 染色，

分别采用倒置荧光显微镜和流式细胞仪进行检

测。其中，Annexin V-FITC 标记早期凋亡细胞(绿
色荧光)；PI 标记坏死细胞或晚期凋亡细胞(红色

荧光)。倒置荧光显微镜结果如图 2A 所示，在空

白对照组中出现少许的红色和绿色荧光，表明只

有很少部分 HCoEpiC 细胞、HCT116 细胞和

Raw264.7 细胞发生了凋亡，这类凋亡通常是细

胞自发凋亡造成的(图 2A 中 1、2A 中 4、2A 中

7)。如图 2A 中 2、2A 中 5、2A 中 8 所示，aOMVs
引起极少的 HCoEpiC 细胞、HCT116 细胞和

Raw264.7 细胞发生凋亡，在视野中看到的红色

荧光相较于对照组和 nOMVs 组多一些，证明

aOMVs 主要使 HCoEpiC 细胞、HCT116 细胞和

Raw264.7 细胞发生晚期凋亡。由图 2A 中 3 观察

到，视野中既有绿色荧光也有红色荧光，说明

nOMVs引起HCoEpiC细胞发生早期凋亡和晚期

凋亡。由图 2A 中 4 和 2A 中 9 观察到，大多数    
细胞发红色荧光，证明 nOMVs 主要引起 HCT116
和 Raw264.7 细胞发生晚期凋亡。综合以上结果， 
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图 1  Fusobacterium nucleatum aOMVs 和 nOMVs 对细胞生长的抑制作用 
Figure 1  Inhibition effects of Fusobacterium nucleatum aOMVs and nOMVs on the growth of cells. 
Cytotoxicity by MTT and CCK-8 assay. A: aOMVs, HCoEpiC cells. B: nOMVs, HCoEpiC cells. C: aOMVs, 
HCT116 cells. D: nOMVs, HCT116 cells. E: aOMVs, Raw264.7 cells. F: nOMVs, Raw264.7 cells. *: P<0.05. 
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图 2  倒置荧光和流式细胞仪检测 aOMVs 和 nOMVs 感染细胞后的细胞凋亡结果 
Figure 2  The apoptosis of cells infected by aOMVs and nOMVs detected by fluorescence-activated cell sorter 
and fluorescence microscopy. A: The figure of apoptosis results detected by fluorescence microscopy. 1: 
Control, HCoEiC cells; 2: aOMVs, HCoEpiC cells; 3: nOMVs, HCoEpiC cells; 4: Control, HCT116; 5: 
aOMVs, HCT116 cells; 6: nOMVs, HCT116 cells; 7: Control, Raw264.7 cells; 8: aOMVs, Raw264.7 cells; 9: 
nOMVs, Raw264.7 cells. Red: PI-labelled cells; Green: FITC-labelled cells (scale bar=20 μm). B: The figure of 
apoptosis results detected by fluorescence-activated cell sorter. 
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与空白组相比，aOMVs 和 nOMVs 对 HCoEpiC
细胞、HCT116 细胞和 Raw264.7 细胞的凋亡无

显著影响。其次，通过流式细胞仪进一步验证了

外膜囊泡对细胞凋亡的影响，结果如图 2B 所示，

aOMVs 处理 HCoEpiC 细胞、HCT116 细胞和

Raw264.7 细胞后，细胞总凋亡比例 (12.1%、

1.1%、1.4%)与活细胞比例(87.9%、98.3%、98.0%)
相比较小，可视为正常凋亡范围；nOMVs 处理

HCoEpiC 细胞、HCT116 细胞和 Raw264.7 细胞

后，细胞总凋亡比例(6.6%、3.6%、0.9%)与活细

胞比例(93.4%、96.1%、98.9%)相比较小，同样

可视为正常凋亡范围，说明 aOMVs 和 nOMVs
对 HCoEpiC 细胞、HCT116 细胞和 Raw264.7 细

胞凋亡无显著影响。 

2.3  具核梭杆菌外膜囊泡的体外溶血性评价 
为确保材料的生物安全性以便开展后续的

动物实验，对 aOMVs 和 nOMVs 进行了溶血性

能的评估。与阳性对照组相比，阴性对照组和

浓度在 0−50 μg/mL 范围内的 aOMVs 和 nOMVs
均未观察到明显的溶血现象，未导致大量红细

胞的破裂，其溶血率小于 5%，当 nOMVs 的浓

度达到 100 μg/mL 时，产生了轻微的溶血现象

(图 3A、3B)，由此说明外膜囊泡在静脉注射剂

量为 25 μg/mL 时具有良好的血液相容性，可进

行小鼠体内实验。 

2.4  具核梭杆菌外膜囊泡的体内安全性 
小鼠在接受 25 μg/mL 外膜囊泡注射给药 3 d

后的血检指标如表 1 所示，其血小板数目(PLT)、
血红蛋白(HGB)、红细胞(RBC)等血液指标均在

正常范围内，表明外膜囊泡在血液中具有良好的

稳定性。从表 2 可以得出，在反映肝脏损伤及炎

症反应的指标检测中，注射材料后的小鼠谷草转 
 

 
图 3  aOMVs 和 nOMVs 的溶血实验图 
Figure 3  Hemolysis test of aOMVs and nOMVs. A: aOMVs; B: nOMVs.  
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表 1  注射 aOMVs 和 nOMVs 后小鼠的血常规检测结果  
Table 1  Blood routine results of mice injected with aOMVs and nOMVs 
Parameters (units) Abbreviations aOMVs results nOMVs results Ranges 
White blood cell count (×109/L) WBC 4.120 5.060   0.800−10.600 
Neutrophil count (×109/L) Neu# 0.640 1.020   0.230−3.600 
Lymphocyte count (×109/L) Lym# 3.290 4.210   0.600−8.900 
Monocyte count (×109/L) Mon# 0.100 0.520   0.040−1.400 
Red blood cell count (×1012/L) RBC 9.760 9.890   6.500−11.500 
Hemoglobin (g/L) HGB 137.000 140.000 110.000−165.000 
Hematocrit (%) HCT 41.000 47.000  35.000−55.000 
Mean corpuscular volume (fL) MCV 48.500 50.000  41.000−55.000 
Mean corpuscular hemoglobin (pg) MCH 16.000 15.500  13.000−18.000 
Mean corpuscular hemoglobin 
concentration (g/L) 

MCHC 338.000 345.000 
300.000−360.000 

Coefficient of variation of red blood 
cell distribution width (%) 

RDW-CV 15.000 16.100 
 12.000−19.000 

Standard deviation of red blood cell 
distribution width (fL) 

RDW-SD 30.000 26.500 
 23.000−39.000 

Platelet count (×109/L) PLT 1 250.000 923.000 400.000−1 600.000 
Mean platelet volume (fL) MPV 5.200 5.000   4.000−6.200 
Platelet distribution width PDW 13.600 14.200  12.000−17.500 
Plateletcrit (%) PCT 0.552 0.669   0.100−0.780 

 

表 2  注射 aOMVs 和 nOMVs 后小鼠的血液指标检测结果  
Table 2  Blood index detection results of mice injected with aOMVs and nOMVs 
Parameter (unit) Abbreviation Control group results aOMVs results nOMVs results Range 
Aspartate aminotransferase (U/L) AST 105.000 112.000 134.000  36.310−235.480 
Alanine aminotransferase (U/L) ALT  48.000 51.200 56.440  10.006−96.470 
Lactate dehydrogenase (U/L) LDH 522.230 500.120 514.700 157.410−899.720 
Creatine kinase (U/L) CK 984.200 1 053.000 1 135.000   0.000−2 070.550 
Urea (mg/dL) BUN  17.410 15.220 16.740  10.810−34.740 
Creatinine (U/L) CREA  25.000 24.190 21.890  10.910−85.090 
Uric acid (U/L) UA  76.440 65.230 68.710  44.420−224.770 
 

氨酶(AST)和谷丙转氨酶(ALT)，均与正常组小

鼠基本一致；乳酸脱氢酶(LDH)和肌酸激酶(CK)
等心脏炎症损伤的指标也未见异常；尿素

(BUN)、肌酐(CREA)和尿酸(UA)等肾功能指标

也处于正常范围内，表明外膜囊泡在体内具有良

好的生物安全性。 

2.5  具核梭杆菌外膜囊泡免疫新西兰大白

兔血清抗体水平和效价的测定 
为了进一步验证外膜囊泡膜蛋白的抗原性，

对新西兰大白兔进行免疫并检测其血液中抗体

水平。结果显示，41 d 和 48 d 的免疫后，ELISA

试验的 P/N 值均≥2.1，表明新西兰大白兔体内产

生了抗体。41 d 时，检测不同稀释度的特异性血

清抗体 P/N 值，aOMVs 为 11.58、8.95、6.77、
3.40、1.69，nOMVs 为 28.4、26.25、18.60、17.05、
6.50 (图 4A、4C)。48 d 时，抗体水平达到高峰，

aOMVs 和 nOMVs 的 P/N 值分别为 44.25、25.59、
20.09、12.53、7.44 和 60.69、52.03、48.50、43.54、
22.09 (图 4B、4D)。总之，经过 3 次加强免疫后，

试验组和阳性对照组的新西兰大白兔都已经有

较高抗体水平，尤其是 3 次加免后一周(48 d)，
各组抗体水平达到最高峰。 
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图 4  aOMVs 和 nOMVs 免疫新西兰大白兔血清特异性 IgG 抗体的产生和效价 
Figure 4  Production and titer of serum-specific IgG antibodies of New Zealand white rabbits stimulated by 
aOMVs and nOMVs. A: Antibody secretion stimulated by aOMVs at 41 d. B: Antibody secretion stimulated by 
aOMVs at 48 d. C: Antibody secretion stimulated by nOMVs at 41 d. D: Antibody secretion stimulated by 
nOMVs at 48 d. **: P<0.01; ***: P<0.001; ****: P<0.000 1. 
 
2.6  抗体对具核梭杆菌细菌黏附抑制效果 

为了分析比较 aOMVs 和 nOMVs 免疫产生

抗体的性能，将不同浓度的两种抗体与荧光标记

的 F. nucleatum 孵育 24 h 后，采用两种方法检测

黏附在结肠癌细胞上的 F. nucleatum 数量。结果

显示，在共聚焦显微镜下观察到，随着 aOMVs
抗体(图 5A)和 nOMVs (图 5B)添加量增加，绿色

荧光逐渐减弱，表明经过 aOMVs 抗体和 nOMVs
抗体处理的 DLD-1 细胞可以有效地减少 F. 

nucleatum 在 DLD-1 上的黏附。图 5C 是通过酶

标仪检测激发光的荧光强度的结果，发现在各浓

度的抗体作用下，与 aOMVs 抗体共孵育的绿色

荧光强度均低于与 nOMVs 抗体共孵育的绿色荧

光强度，表明与 aOMVs 抗体共孵育后的 F. 
nucleatum 黏附能力低于与 nOMVs 抗体共孵育

后的 F. nucleatum，证明 aOMVs 所产生的抗体

抑制 F. nucleatum 黏附 DLD-1 细胞的能力更强，

aOMVs 抗体性能优于 nOMVs 抗体。 
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图 5  抗 aOMVs 和 nOMVs 血清对 Fusobacterium nucleatum 黏附结肠癌细胞的影响 
Figure 5  Effect of anti-aOMVs and anti-nOMVs serum on Fusobacterium nucleatum adhesive capacity to 
colon cancer cells. In the images, green represents FITC-labelled Fusobacterium nucleatum and blue represents 
nuclei of DLD-1 cells. Scale bar=25 µm. A: Effect of anti-aOMVs on Fusobacterium nucleatum adherent colon 
cancer cells. B: anti-nOMVs serum on Fusobacterium nucleatum adherent colon cancer cells. C: Quantification 
of anti-nOMVs and anti-aOMVs serum on Fusobacterium nucleatum adherent colon cancer cells. 

 

3  讨论与结论 
OMVs 是细菌在生长过程中自然分泌的一

种具有双层膜的囊泡结构，外膜组成部分与亲本

细菌类似，无繁殖复制能力，研究证明其比细菌

具有更优的生物安全性[34]，并且因其携带多种

亲本细菌的抗原，在引发淋巴 B 细胞活化方面

非常有效，可刺激一种较强的保护性免疫反应[35]。

因此，将外膜囊泡作为主要抗原应用于具核梭杆

菌疫苗研究具有可能性。然而，在不同培养条件

下形成的外膜囊泡对具核梭杆菌的免疫效应如

何尚不清楚。 
本研究利用超速离心技术和密度梯度离心

技术，从酸性和中性培养条件下获得的具核梭杆

菌液体培养上清液中提取并制备了酸性外膜囊

泡(aOMVs)和中性外膜囊泡(nOMVs)。前期研究

表明，两种外膜囊泡的物理性质和蛋白组成方面

均有差异[33]，本研究进一步对其安全性和免疫

原性进行详细分析和验证。通过流式细胞和细胞

毒性试验发现，两种外膜囊泡对人正常结肠上皮

细胞 HCoEpiC、人结肠癌细胞 HCT116 和小鼠

巨噬细胞 Raw264.7 细胞凋亡以及增殖均无显著

影响，经外膜囊泡注射后小鼠体内的血常规和全

血的血液指标均在正常范围内，表明两种外膜囊

泡具有较好的安全性。将两种外膜囊泡作为抗原

免疫刺激新西兰大白兔，在无任何佐剂存在的情

况下，均能够引起强烈的 lgG 抗体反应，表明两

种外膜囊泡均具有较强的免疫原性，aOMVs 免

疫原性优于 nOMVs。体外抗体免疫抑制黏附实

验结果表明，aOMVs 和 nOMVs 抗体处理后具

核梭杆菌黏附或进入 DLD-1 细胞的数量显著减

少，aOMVs 抗体处理组比 nOMVs 抗体处理组

细胞数量更少。具核梭杆菌外膜中携带多种黏附

蛋白，如 FadA 和 Fap2，这些蛋白可被利用于黏

附以及靶向肿瘤细胞[5]。OMVs 起源于具核梭杆

菌的外膜，其外膜中保留着与其母细胞相类似的

外膜蛋白，进而与具核梭杆菌竞争黏附并聚集于

结直肠癌细胞的表面，使 aOMVs 和 nOMVs 抗
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体对细胞起到免疫保护作用，减少了具核梭杆菌

对肿瘤细胞的侵袭。上述实验表明，两种外膜囊

泡均满足疫苗低毒或无毒以及免疫保护性基本

条件[36]，可作为具核梭杆菌疫苗候选抗原。 
对 aOMVs 实验组和 nOMVs 对照组间的差

异蛋白分析结果表明，相较于 nOMVs，aOMVs
中有 8 个外膜蛋白表达量发生显著变化，其中

D5REW7 蛋白上调最为显著，D5REW7 是一种

外膜蛋白 A (outer membrane protein A, OmpA)家
族蛋白。OmpA 是革兰氏阴性菌的外膜蛋白，在

细菌的侵袭、耐药、形成生物膜及维持菌体外膜

完整性上均起重要作用。OmpA 因具有稳定的结

构以及已证实的免疫原性表位，使其认定良好的

疫苗靶点[37-39]。截至目前，OmpA 蛋白已经作为

大肠杆菌[40]和铜绿假单胞菌[41]的候选疫苗。尽

管 OmpA 具有免疫原性并显示出一定程度的保

护作用，但它们是否可作为替代抗体疗法仍然需

要进一步研究。未来可以集中于在 aOMVs 中显

著上调的 D5REW7 蛋白的识别和验证，并探讨

该蛋白在设计针对具核梭杆菌疫苗和预防结肠

癌方面的潜力。综上所述，来自酸性条件下制备

的具核梭杆菌外膜囊泡由于具有优良的毒力因

子抗原性，因此有望开发为结直肠癌的免疫防治

的新手段。 
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