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［摘　 要］ 　 细菌活载体疫苗是指将某一病原体的特定抗原基因插入到细菌基因组或其质粒，然后

在其增殖过程中直接表达外源抗原或将携带的外源 ＤＮＡ 递呈到宿主细胞的一类重组细菌。 细菌

活载体疫苗能够诱导机体产生粘膜免疫、体液免疫和细胞免疫，是目前传染病预防控制、肿瘤免疫

治疗、免疫调节等方面的重要研究方向之一。 从细菌活载体疫苗的构建及应用两个方面进行介绍，
以期为细菌活载体疫苗的研究与应用提供参考。
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　 　 疫苗是预防和控制传染病的最有效和最经济

的技术手段。 通过采用疫苗进行免疫接种，全球已

经消灭了天花、牛瘟等重要人和动物传染病。 ＤＮＡ
重组技术的出现和快速发展，为基因工程疫苗的研

究提供了良好的技术平台。 目前以细菌和病毒为

载体，构建表达特定目的蛋白的活载体疫苗已成为

疫苗研究的热点之一。
１９８０ 年 Ｓｃｈａｆｆｎｅｒｒ 研究发现 ＳＶ４０ ＤＮＡ 可以直

接通过细菌转移到哺乳动物细胞，这一发现为细菌

活载体疫苗的研究奠定了基础［１］。 细菌载体疫苗

是利用基因工程技术将目的 ＤＮＡ 质粒或保护性抗

原核酸片段插入到细菌基因组或质粒，通过细菌自
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然感染将其运输到靶细胞、组织和器官后，诱导机

体对特定病原产生有效的免疫应答反应。 利用一

些细菌如沙门菌、乳酸杆菌等构建的活载体活疫

苗，可以通过口服和鼻内等途径进行接种，从而诱

导粘膜免疫，这对于通过呼吸道感染或肠道感染疾

病的预防是非常有效的［２］。 此外，相比病毒活载体

疫苗，细菌活载体疫苗的生产成本低，生产工艺简

单且利于纯化，这也是近些年细菌活载体疫苗研究

成为热点的重要原因之一。

１　 细菌活载体疫苗的构建及表达系统的类别

目前，细菌活载体疫苗构建的方式主要分为两

种，一种是将外源基因整合到细菌染色体，另一种

是将外源基因整合到细菌质粒中。 染色体整合是

将细菌某段非必须基因组敲除后替换为目的基因，

或直接插入表达外源抗原的表达盒，这种构建方式

可以保证异源基因的稳定性［３］。 另一种方式是将

外源基因插入到细菌质粒中，利用细菌质粒的表达

元件表达目的抗原，诱导机体产生免疫反应。 一般

而言，由构建的载体细菌直接表达外源基因从而刺

激宿主免疫反应的载体系统称为原核表达系统，而

由构建的载体细菌将外源基因传递至宿主细胞，由

宿主细胞表达外源基因从而刺激宿主免疫反应的

称为真核表达系统［４］。

１．１　 原核表达系统 　 在细菌原核表达系统中，细

菌自身产生外源抗原运输至抗原提呈细胞，外源抗

原可以在细菌内合成，也可以通过表面展示和分泌

系统运出细菌［５ ］。 细菌表达外源抗原要克服基因

组稳定性和免疫原性两个方面的挑战。 在防止目

的抗原丢失、无质粒细菌过度生长的众多构建策略

中，平衡致死系统是最为经典的方法：即敲除或突

变细菌活载体的复制必须基因，使携带的质粒能够

编码细菌复制必须蛋白，导致无质粒或少质粒的子

代细菌无法正常代谢而死亡。 例如弱毒鼠伤寒沙

门氏菌的 ａｓｄ 基因编码 β－半醛脱氢酶，该酶不仅与

氨基酸的合成有关，还介导了细胞壁的合成，因此

敲除细菌 ａｓｄ 基因后，构建含有编码 ａｓｄ 基因的

质粒，这样存活的子代鼠伤寒沙门氏菌就都携带

质粒［６］，确保外源基因的稳定性和有效表达。

合适的启动子是调控表达效率、诱导足够免疫

应答的关键点。 Ｈｏｈｍａｎｎ 发现利用组成型启动子

构建的鼠伤寒沙门氏菌载体虽然能高水平的表达

外源抗原，但表达的抗原不能诱导产生足够的免疫

保护；而诱导型启动子 Ｐｐａｇｃ 使细菌被巨噬细胞吞

噬后才可表达大量抗原，并诱导产生足够的免疫保

护［７］。 分析其原因，是因为组成型启动子在表达大

量外源抗原时，增加了细菌代谢负担从而降低了免

疫原性。 因此构建的细菌的特征应是在最初免疫

时尽可能减少外源抗原的表达量，而在细菌定植和

诱发免疫应答时最大化表达外源抗原［８］。

细菌分泌系统和表面展示也是较为广泛使用

的两种技术手段。 Ｋａｎｇ 和 Ｃｕｒｔｉｓｓ 将肺炎克雷伯菌

ＰｓｐＡ 基因与沙门氏菌 β－ｌａｃｔａｍａｓｅ 的分泌信号整

合，构建了可以分泌 ＰｓｐＡ 的沙门氏菌活载体疫苗，

该菌株诱导的体液免疫比非分泌型 ＰｓｐＡ 的菌株强

１ 万倍［９］。 细菌表面展示是用基因重组方法将外

源蛋白表达于细菌表面，将外源抗原基因与编码外

膜蛋白的基因如 ＯｍｐＡ，ＬａｍＢ 融合，产生的融合蛋

白定位在细胞膜外刺激并增强机体免疫应答。 此

外，将刺激免疫反应的一些细胞因子和外源抗原共

表达也可提高细菌活载体的免疫原性。

１．２　 真核表达系统　 具有侵袭性的载体细菌进入

宿主靶细胞后菌体裂解，质粒释放到胞质内，释放

的质粒通过真核细胞的转录和翻译机制表达目的

蛋白并经修饰、折叠，从而刺激机体产生免疫反应。

该类细菌载体疫苗的作用机理类似 ＤＮＡ 疫苗，但

克服了 ＤＮＡ 疫苗接种剂量大，免疫原性差，质粒生

产成本较高等缺点［１０］，而且细菌活载体还可以特

异性的被抗原提呈细胞识别，加工，诱导比 ＤＮＡ 疫

苗作用更持久有效的免疫保护［１１］。 鼠伤寒沙门氏

菌、志贺氏菌、产单核细胞李氏杆菌等均可以将其

携带的真核表达质粒转运至真核细胞内。 但到目

前为止，通过细菌活载体运输质粒的机制尚未研究

清楚，推测可能与细菌侵染特性有关。

细菌载体质粒一般由真核表达框和载体骨架

·３７·
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两个部分组成，表达框包含启动子、多克隆位点、

５＇ＵＴＲ和 Ｐｏｌｙ Ａ；骨架包含复制起始位点 Ｏｒｉ、抗生

素抗性基因或其他选择性标志基因。 可通过优化

真核表达框元件和精简载体骨架来提高质粒的稳

定性和安全性 ［１２］。 真核表达系统中，能在宿主细

胞内高效表达蛋白的启动子起着至关重要的作用，

ＣＭＶ、ＳＶ４０ 和鼠白血病病毒启动子是真核表达常

用的启动子。 Ｚｈｉ－Ｌｉ Ｘｕ 研究发现 ＣＭＶ 增强子，启

动子和含有 ｉｎｔｒｏｎ Ａ 的 ５＇ＵＴＲ 联用可以在体内和

体外诱导高水平的基因表达［１３］；Ｇａｒｇ 研究发现

ＣＭＶ 增强子与 β－ａｃｔｉｎ 启动子，ＷＰＲＥ 等元件联合

组成杂合启动子能表达更高水平的 ＨＡ 蛋白，诱发

强烈的免疫保护反应［１４］。 一些非病毒启动子也能

有效表达抗原基因，Ｋｏｓ 利用胶原启动子在皮肤细

胞特异性表达 ＩＬ－１２［１５］。 大肠杆菌 Ｏｒｉ ＣｏｌＥ１ 作为

ｐＵＣ 载体的 ＯｒｉＶ，也一直是 ＤＮＡ 疫苗起始位点的

良好选择，可以使质粒在细菌内有 ５００～７００ 的拷贝

数［１６］。 Ｐｏｌｙ Ａ 对基因的表达也有很大的影响，

ＤＮＡ 疫苗常使用的 Ｐｏｌｙ Ａ 序列包括 ＳＶ４０，兔

β－ｇｌｏｂｉｎ和牛生长激素的 Ｐｏｌｙ Ａ 序列［１７］。 由于使

用抗性基因作为选择标志可能会导致抗性基因的

传播和宿主微生物种群的改变，欧洲药品管理局

（ＭＥＡ）推荐选择抗生素抗性基因以外的标志基因

来降低生物安全风险，目前已有营养缺陷性菌株，

毒素－抗毒素系统，ＲＮＡ 标记和 ＯＲＴ 系统来用于替

代抗生素抗性标志基因，并取得了较好的进展［１８］。

２　 细菌活载体疫苗研究进展

用于载体疫苗研究的细菌有多种，主要包括沙

门氏菌、产单核细胞李氏杆菌、乳酸菌、百日咳波氏

杆菌、枯草芽孢杆菌等，利用这些细菌构建的多种

载体疫苗已进入临床试验阶段，其中用百日咳波氏

杆菌构建的表达 ＥＶ７１ 病毒 ＳＰ７０ 的载体疫苗，用

干酪乳酸杆菌以及产单核细胞李氏杆菌表达的人

乳头瘤病毒 Ｅ７ 蛋白的载体疫苗等已进入了一期临

床实验。

２．１　 沙门氏菌活载体疫苗　 沙门氏菌是兼性胞内

寄生菌，属于革兰氏阴性菌，因其可通过化学突变

或基因工程方法进行减毒或致弱，是目前研究最多

的细菌载体之一。 减毒沙门氏菌作为活载体时，以

口服或鼻腔途径进行免疫，可通过自然感染模式将

目的抗原蛋白或携带的目的抗原质粒运送到宿主

细胞内，诱导机体产生免疫反应。 Ｘｕ 利用亚硝基

胍诱导伤寒沙门氏菌非定点突变得到了 Ｔｙ２１ａ 血

清型变异株，并构建了表达痢疾志贺菌 Ｏ－Ｐｓ 的载

体疫苗，疫苗通过腹膜内接种小鼠后，可以检测到

抗痢疾 志 贺 菌 的 ＩｇＧ， 攻 毒 后 小 鼠 存 活 率 达

１００％［１９］，该疫苗已进入临床前实验；Ｂｕｍａｎｎ 利用

Ｔｙ２１ａ 株构建了表达铜绿假单胞菌 ＯｐｒＦ－ＯｐｒＩ 的载

体疫苗，人通过口服或鼻腔接种后可检测到高水平

抗铜绿假单胞菌的 ＩｇＧ 和 ＩｇＡ［２０］，该疫苗已进入一

期临床实验；Ａｅｂｉｓｃｈｅｒ 利用 Ｔｙ２１ａ 株构建了表达幽

门螺杆菌抗原的载体疫苗，通过口服接种后有 ６９％

志愿者检测到特异性辅助 Ｔ 细胞，该疫苗已进入一

期临床实验［２１］。

在所有细菌活载体疫苗研究中，沙门氏菌的研

究是最广泛深入的。 国内学者构建了多种用于动

物疫病预防的沙门氏菌活载体疫苗。 陈凯构建了

表达肠炎沙门氏菌 ＳＥＦ１４ 菌毛的重组减毒禽伤寒

沙门氏菌 ＳＧ９Ｒ（ｐＹＡ３３４２－ｓｅｆ），鸡经两次免疫后可

检测到高水平的 ＩｇＧ，攻毒后免疫组鸡组织病变显

著低于对照组［２２］。 鲜思美将鸭瘟病毒 （ ＤＥＶ）

ｇＢ ／ ＮＰ２８基因插入到真核表达质粒 ｐｃＤＮＡ３．１ 后转

化到减毒沙门氏菌，口服免疫雏鸭后，用强毒攻击

可提供 ７５％以上的保护［２３］。 王君耀构建了表达旋

毛虫 ４３ ｋｕ ＥＳ 蛋白的重组减毒沙门氏菌，口服免疫

小鼠后可刺激脾脏和肠系膜淋巴结的增殖，产生较

高水平的抗体和细胞因子，攻毒后免疫小鼠体内旋

毛虫数量显著减少［２４］。

２．２　 乳酸菌活载体疫苗 　 乳酸菌是一种非致病

菌，广泛用于食品工业，是目前认为最安全的细菌

载体之一。 许多研究表明乳酸球菌可以将 ＤＮＡ 质

粒递送到宿主细胞内［２５］。 也有研究报道，将金黄

色葡萄球菌的纤连蛋白结合蛋白 Ａ 基因或产单核

细胞李氏杆菌的内化蛋白 Ａ 基因整合到乳酸菌的
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基因组后，可增加其对宿主细胞的侵袭性［２６］，同时

可提高其递送 ＤＮＡ 的能力。 此外，也有研究表明

某些种类的乳酸杆菌显示出与巨噬细胞活化有关

的非特异性佐剂效应［２７］。 Ａｄａｃｈｉ 采用干酪乳酸杆

菌构建的表达 ＨＰＶ Ｅ７ 蛋白的载体疫苗通过口服、
皮内和肌肉途径免疫小鼠后利用流式细胞技术和

ＥＬＩＳＰＯＴ 等技术进行分析，发现可诱导产生有效的

粘膜免疫应答［２８］。 Ｒａｍａｓａｍｙ 利用乳酸乳球菌构

建的表达恶性疟原虫 ＭＳＡ２ 的载体疫苗，通过口服

和鼻腔途径接种兔后，利用 ＩＦＡ 检测到有效的免疫

反应，其中口服后血清中的抗体水平更高［２９］。 但

乳酸菌在体内定植时间较短，无法诱发足够稳定的

免疫保护，基础研究不足等问题也制约着乳酸菌活

载体疫苗的研究进程［３０］。
３　 展　 望

通过近二十年的研究，细菌活载体疫苗已经取

得了一定的进展，研制的许多细菌载体疫苗已被临

床试验证明有效。 此外，细菌活载体作为 ＤＮＡ 疫

苗、肿瘤疫苗或某些细胞因子的递呈系统有着明显

优势，沙门氏菌等肠道菌群对肠粘膜的树突状细胞

和巨噬细胞有天然的趋向性，可以诱导包括粘膜免

疫在内的较为广泛的免疫应答［３１］。 同时细菌载体

某些成分如革兰氏阴性菌的脂多糖和革兰氏阳性

菌的脂磷壁酸能够刺激机体产生炎性细胞因子，使
之发挥佐剂的作用，诱导产生较强的免疫应答［３２］。

细菌活载体疫苗研究目前所面临的挑战主要

包括两个方面：一方面是如何使其诱发更持久有效

的免疫保护，在保证免疫效力的同时如何提高活载

体的稳定性［３３］；另一方面是临床应用的安全性，如
其对环境潜在的安全隐患，毒力返强可能对宿主造

成的健康危害，细菌耐药性的公共卫生风险等问

题［３４］。 与病毒活载体疫苗不同，虽然很多细菌活

载体疫苗已进入临床试验阶段，但是至今仍然没有

商品化的细菌活载体疫苗。 因此，筛选更合适的细

菌活载体，构建更安全的表达系统，研发新的免疫

策略，将是今后可商品化应用的细菌活载体疫苗研

究的重点方向。
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