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疫苗生产的新途径一 转基因植物 
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摘 要：与发酵生产方式相 比，转基因植物疫苗生产技术具有高效、经济和简便等特点 植物表达 

系统生产外 源蛋白一般采用两种方式：(1)编码外源抗原基 因与植物基因组稳定整合；(2)利用 

植物病毒载体，使外源蛋 白在植物细胞中瞬时表达。 植物 系统生产的抗原疫苗可保持 自然免疫原 

性质， 1：3服后能够诱发体液和粘膜免疫反应。 
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Vaccine production in transgenic plants 
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Abs~act： Transgenie plants as vaccine production systems represent all economical simple and 

highly effective alternative to fermentatiorr-based production systems．Them are two different 

strategie~for transgene expression in plants．(1)Stable genomic integration using genes encoding 

foreign antigens．(2)Transient expression using viral vectors．Th e vaecine~produced by transgnnie 

plants retain native imr~unongenic properties，The edible vaccine~ C．qtll stimulate humora]and 

mucosal immunonresponses． 
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生物科学和现代技术的飞速发展，使原有的传统疫苗生产方式逐渐发生改变。近年来．转基因植 

物作为一种新的生产体系正得以探人研究，在重组蛋白药物和抗体制备领域已显示诱人前景。同时也 

提出了转基因植物系统生产医用疫苗这一概念，与传统的细菌系统、酵母系统和哺乳动物细胞系统相 

比，植物表达系统具有高效、价廉及方便等特点。 目前利用转基因植物制备疫苗的研究在国内处于起 

步阶段．至今尚未见正式报道。 

1 口服疫苗与粘膜免疫反应 

细菌和病毒等感染性 因子可通过各种途径，定居或侵袭上皮细胞膜．而针对此类感染的疫苗必须 
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能够刺激粘膜免疫系统，在粘膜表面 (如消化道和呼吸道上皮 )产生分泌型 IgA。应用亚单位疫苗或 

可溶性抗原进行 口服免疫。其诱导免疫反应的效果较差，抗原用量大 (毫克级水平)。况且发酵法生 

产的亚单位疫苗成本昂贵，难于推广应用。由于转基因植物可在其可食用部分表达抗原，因此可作为 

低廉的口服疫苗生产和输送体系。随着发展中国家对腹谣性疾病新型 口服疫苗需求的增加，不少来 自 

肠道病原微生物的抗原成为转基因植物表达的外源蛋白。早期有关烟草的转基 因研究报道较多 ⋯ 。 

由于烟叶中含有大量有毒的生物碱，如表达的抗原不经严格的纯化，是不可能用于喂养动物的。目前 

较多采用土豆作为外源蛋白表达的宿主。这是因为土豆的块茎可作为小鼠的饲料。况且外源基因转染 

土豆数月后。块茎组织即可长出用于喂养动物。近来发展了针对人用疫苗的香蕉转化体系 “ 。并对 

外源基因于香蕉果实高效表达的条件进行研究。尽管作为动物饲料的谷物，如苜蓿、玉米和豆类等较 

难形成同一的转基因模式，但它们仍是动物疫苗的首选宿主 

2 植物表达系统生产外源蛋 白的方式 

主要分为两种方式 (1)外源 DNA经土壤根癌菌 T—DNA载体或微粒子轰击等直接方式转人 

植物。稳定整合到植物的核基因组上；(2)采用植物病毒载体。使外源蛋自在植物 中瞬时表达 

2 1外 

1990年的国外专利文献最先报道应用植物表达系统生产可食用疫苗的概念 其将链球菌突变株 

spaA蛋白基因经土壤杆菌介导转化。稳定地整台人烟草基因中并获表达：表达量 占烟草叶片蛋白的 

0-02％。1992年 Mason等成功地在转基因烟草片中表达乙型肝炎表面抗原 (HBSAg)基因  ̈。表 

达量 占烟草可溶性蛋白的 0．01％，电镜检测为 22 nm 球形颗粒。活性与蛋白结构分析表明与重组酵 

母表达的 HBSAg几乎相同，显示植物表达的外源蛋白能够正确折叠。将植物生产的 HBSAg粗提物 

免疫小鼠后。可激发与传统乙肝疫苗类似的免疫反应，也能产生各型 IgG 和 IgM。在抗乙型肝炎病 

毒感染过程中，T淋巴细胞介导的免疫反应起着关键作用。从免疫小鼠的淋巴结中分离 出 T淋巴细 

胞。在体外经烟草或酵母表达的HBSAg刺激后呈现增殖现象，表明植物生产的 HBSAg包含 B细胞 

和T细胞抗原决定簇，并以病毒样颗粒形式存在。其结构与目前商品化疫苗类似。 

导致儿童严重腹泻的常见病菌包括霍乱弧菌及相关的肠毒性大肠杆菌。据报道 口服灭活的霍乱孤 

菌和霍乱毒素 B亚基 (CT—B)对霍乱弧菌和肠毒性大肠杆菌感染具有保护作用 0)。但 CT—B的制 

备成本昂贵，限制了其推广应用。研究发现大肠杆菌不耐热肠毒素 (LT)是一种在结构，功能和抗 

原性三方面均与霍乱毒素 (CT)十分相似 的多 聚蛋 白质。LT 由一个分子量 27 KD 的 A亚基 

(LT—A)和分子量 11．6KD 的 B亚基 (LT-B)五聚体组成  ̈。LT_B五聚体与粘膜上皮细胞表面 

的 GM 神经节苷脂特异结合后，促使有毒性的LT—A进人细胞。因此 LT_B和 cT_B均可作为合适 

的 口服免疫原。在 LT_B的C末端加人微粒体滞 留序列 (Scr--Glu-Lys—Asp．Glu-Lcu)后，可提 

高其在转基因烟草和土豆中的表达水平。L_T—B在微囊中的分离有助于单个亚基结合成稳定的五聚体 

形式-经凝胶色谱和与神经节苷脂亲合力的分析，发现转基因烟草生产的 LT_B至少部分呈五聚体 

形式 给鼠喂食 4次5 g转 LT—B基因土豆后，肠道粘膜和血清中均出现相应的抗体：而喂食正 

常土豆组。未诱发免疫反应。表明口服含外源抗原的食物能够诱发免疫反应 

2．2应用植物病毒载体瞬时表达外源抗原 

应用植物重组病毒可在植物细胞中瞬间高效表达重组抗原。烟草花叶病毒 (TMV)表达外源蛋 

白有两种方式：(1)通过病毒基因组启动子控制外源基因的转录：(2)外源蛋 白或多肽通过与病毒表 

壳蛋白融合方式 抗病毒蛋白一∞天花粉蛋白可以第一种方式于转染植物中高效表达 们，而颗粒形 
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式存在 (TMV粒子)的外 源蛋白更具免疫原性 因此与衣壳蛋 白融合是一种更佳 的表达方式 

Turpen等报道将携带疟原虫抗原决定簇的多肽，以内部或 C端融舍方式与 TMV衣壳蛋白重组后转 

染烟草，均能稳定产生高滴度的重组病毒 f 7)。蛋白印迹检测显示相应的抗疟原虫单抗可识别该重组 

衣壳蛋白。哺乳动物 B卵母细胞的透明带蛋白 (ZP3)可作为免疫避孕的靶蛋白 将含有 l3个氨基 

酸抗原决定簇的小鼠ZP3，在植物中以 TMV衣壳蛋白融合方式表达。该重组病毒免疫小鼠后．可诱 

发抗 ZP3中和抗体产生，同时卵巢发生病理改变，免疫小鼠出现避孕现象 。 

豇豆斑驳病毒 (CPMV)做为外源多肤的表达系统的优点在于：表达量高 (每 kg植物组织可产 

病毒 l～2 g)，温度稳定性好及病毒易于纯化。CPMV是一 20面体颗粒，各含 60个拷贝大 小表面 

蛋白。研究表明口蹄疫病毒的抗原决定簇可与 CPMV衣壳蛋白融合表达，但重组病毒在系列传输后 

发生插入 RNA丢失现象 。该表达方式有利于基因的稳定融合． 已用于制备人鼻病毒 l4和人免 

疫 缺 陷性 病毒 (HIV)的抗 原决 定簇， 动物实 验显 示表 达产 物具有 免疫 原性 。所诱 导的 抗 

CPMV-HIV嵌合抗体能够中和 3株不同的HIV—1． 

3 展 望 

植物系统生产的抗原疫苗可保持天然免疫原的形式，这使得大规模方式生产抗原疫苗成为可能。 

如果抗原日服后能激发有效的免疫反应，则该类疫苗因其制备成本低廉，便于运输，极具发展前景。 

但目前仍存在一些有待改进的问题，包括如何提高外源蛋白的表达水平，表达的外源蛋 白在植物收获 

后如何稳定地保存，如何增强一些抗原的日服免疫原性等。此外，随着植物系统生产疫苗技术的发 

展，有关口服抗原的变态反应性及免疫耐受性也正受到密切关注。如果外源蛋白属食物中的正常组 

份，需要确定诱发ra服免疫反应的抗原水平是否低于其诱发免疫耐受水平。 由于ra服免疫反应具有抗 

原特异性．需要在分析单一疫苗的基础上，确定何类植物最适于疫苗的生产，这也将涉及探索外源蛋 

自在相应植物组织和细胞中的表达方式 总之，在可食用疫苗研究方面，动物疫苗 比人用疫苗更有前 

景；同时该领域的研究将促进对相关机制的认识．从而推动整个疫苗研制的发展。 
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