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口蹄疫植物疫苗的研究进展

余云舟，金宁一，王 罡
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摘 要：植物疫苗是利用植物表达重组抗原蛋白来生产疫苗。在植物中表达的抗原能够

保持其自身的免疫原性。论文简要阐述了近 "$ 年来用植物表达系统生产口蹄疫疫苗的研究
进展、优缺点及其应用前景。
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生物技术在农业中的应用主要有两个方向：一是利用基因工程生产转基因农作物，

使得主要的粮食作物和经济作物具有抗虫、抗病、抗逆和增产等特点，即转基因食品；二

是利用转基因植物生产医用产物。如利用转基因植物!包括重组植物病毒’生产疫苗、抗
体及蛋白质多肽等。植物基因工程疫苗是当前分子生物学研究领域的一大热点，已经有

十几种疫苗在植物体内获得了成功的表达，如乙肝病毒表面抗原 !-./,0’疫苗 1"2*3、大肠

杆菌热不稳定毒素 . 亚单位!456.’疫苗 1%2)3、霍乱肠毒素 . 亚单位 !756.’疫苗 182""3和口蹄

疫病毒 !9:;<’疫苗 1"&2"=3等。将植物作为一种生物反应器来表达外源抗原生产疫苗，具

有广阔的应用前景和重要的科学研究价值，在学术界和农业领域也引起了人们极大的

关注。

! 植物疫苗表达系统
植物疫苗是把植物基因工程技术与机体免疫机理相结合，生产出能够使机体获得

特异性抗病能力的疫苗。用植物生产基因工程疫苗主要有两种表达系统，一是稳定表达

系统，把编码结构性抗原决定簇参与诱导保护性免疫应答的病原体 ;>, 序列构建在植
物表达载体中，利用农杆菌介导或基因枪轰击等方法，将抗原基因转化到植物细胞中，

并整合到植物细胞染色体上，整合了外源基因的植物细胞在一定条件下可生长成新的

植株，这些植株在生长过程中可表达出疫苗，并把这种性状遗传给子代，形成表达疫苗

的植物品系 1")3。本系统具有以下优点：!通过有性或无性繁殖的方法，可以获得大量的
转基因植株；"通过有性杂交的方法，可以获得多价疫苗的转基因植物；#通过利用组
织特异性表达启动子可以使抗原基因蛋白在器官或组织中特异性表达。二是暂时表达

系统，主要是利用基因工程植物病毒为载体将编码疫苗抗原决定簇基因序列插入植物
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病毒基因组中，再用此重组病毒感染植物，抗原基因随病毒在植物体内复制、装配而得

以高效表达。这一方法又可分为两种策略：一种是将抗原基因置于病毒基因组启动子控

制之下 !"#$，另一种是将抗原基因与病毒外壳蛋白基因融合在一起 !%&$。其中以第 % 种表达
方式产物更具有免疫原性。目前作载体的主要有烟草花叶病毒 ’()*+、豇豆花叶病毒
’,)-*+、花椰菜花叶病毒’,.)*+和马铃薯 / 病毒 ’-*/+等。本方法的优点为表达量高，
而且一般认为植物病毒不会传染动物，无交叉感染，但缺点是不能稳定遗传，表达产物

仅为瞬时，而且每次以病毒为载体的表达系统每个宿主材料都要接种病毒载体。严格地

说，此方法已不属于转基因植物的范畴，因为病原基因并不整合进植物基因组中。

! 植物疫苗的作用原理
利用转基因植物生产疫苗，就是指将抗原基因导入植物，使其在植物中表达，人或

动物摄取该植物或食用其提取的抗原蛋白质，就可产生对该抗原的免疫应答。植物抗原

引起的保护机制还在研究中，但显然植物细胞壁正好是抗原的临时保护伞，使它们在胃

分泌物中相对安全。当细胞壁在肠中开始溶化时，抗原逐渐释放出来激活哺乳动物的免

疫系统。消化疫苗时，植物抗原由粘膜免疫系统如胃肠道及呼吸道衬里’012123+的抗原取
样细胞—) 细胞’4.56 78005+将抗原传递给巨噬细胞，巨噬细胞和其它抗原呈递细胞再将
抗原展示给辅助性 ( 细胞。当辅助性 ( 细胞识别外源的蛋白质片段后，就会刺激 9 细胞
产生和释放能够中和抗原的抗体。当疾病因子出现时，记忆辅助性 ( 细胞一方面刺激细
胞毒 ( 细胞攻击受感染细胞，一方面迅速刺激记忆 9 细胞分泌中和抗体，消灭入侵的病
原体，并对“敌人”发动更为广泛的攻击。用植物生产的食用疫苗可同时具有激活粘膜应

答和全身应答的双重效应，这将更有益于帮助哺乳动物增强对许多危险微生物的防御。

" 口蹄疫植物疫苗的研究现状
口蹄疫 ’:;;6 .2< 4;=6> <158.58，:)?+是由口蹄疫病毒 ’:;;6 .2< 4;=6> <158.58 @1A=5，

:)?*+引起的危及猪、牛偶蹄动物的一种急性、高度接触性、发热性和毁灭性的传染病，
牛和猪等偶蹄动物感染后，会迅速传播，感染率和死亡率高，被国际兽疫局 ’BCD+列为 E
类传染病。目前防治口蹄疫的方法主要有 F 种：一是严格的检疫措施及封锁疫区；二是
捕杀疫区内的所有病畜和易感动物，并进行彻底消毒；三是广泛的免疫预防。但前两种

无论对经济还是社会都造成很大的影响，因而提前免疫防治成为控制该病的有效手段，

所以，人们将力量集中于生产研制口蹄疫疫苗上。口蹄疫病毒’:)?*+是口蹄疫的主要病
原，:)?* 的结构蛋白 -" 为口蹄疫病毒的抗原位点，其结构蛋白 -" 成熟后裂解为
*-"、*-%、*-F、*-G，其中 *-" 为主要抗原位点，能诱导机体产生抗 :)?* 中和抗体和
抗病毒保护性免疫，是基因工程疫苗研究的对象。口蹄疫疫苗主要有传统疫苗和新型疫

苗。传统疫苗包括弱毒疫苗和灭活疫苗。而传统疫苗由于免疫期短，存在散毒和毒力“返

祖”等问题，所以人们积极探索安全有效的新型疫苗。植物基因工程疫苗是新型疫苗中

最具有发展前景的一种疫苗。

!"# 暂时表达系统
"##% 年 H;4;255;II 等利用豇豆花叶病毒 ’,-)*+两个基因组的全长 7?JE 克隆，将

口蹄疫结构蛋白基因 *-" 成功插入 ,-)* 小衣壳蛋白基因的编码区中，重组质粒能转
录 KJE，并用机械方式接种于豇豆植株。接种植株的叶提取物电镜检测显示，存在聚集
的 ,-)* 状颗粒。由被侵染的叶组织纯化出杂合的病毒粒子，进行免疫实验，结果显示
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能诱导特异性免疫应答。!""" 年 #$%&’((’($) 等将 *+,- 结构蛋白基因 -.! 成功地插入
到烟草花叶病毒 /0+-12! 基因组，接种烟草，用叶子提取物做免疫实验，也检测到免疫
原性，能诱导特异性免疫应答。与同时进行的 -.! 转基因苜蓿的试验相比有更好的对
*+,- 免疫应答保护率。中国科学院上海植物生理生态研究所经过反复筛选，利用烟草
花叶病毒研制成一种安全性很高的新型口蹄疫疫苗。该所科研人员从烟草中提取大量

携带 !! 肽、!3 肽重组的 0+- 病毒颗粒，用它制成口蹄疫疫苗并将该疫苗在模式动物豚
鼠和乳鼠身上进行免疫效率的测定。豚鼠免疫实验和乳鼠保护实验显示，这种疫苗具有

良好的免疫性，在接受动物体内可激发出较高水平的中和抗体，抵抗病毒的入侵。但是，

该系统尚有几个关键性问题需要解决：!抗原的纯化；"弱毒株系的选择，即病毒对植
物的侵染不仅不能使植物生长异常，还要保证抗原基因的整合不会使病毒失去侵染和

复制的能力；#现有植物病毒载体侵染的植物宿主范围有限。
!"# 稳态表达系统
由于暂时表达系统存在一些问题，利用稳态表达系统表达 *+,- 疫苗近年来成为

研究热点。如 !""4 年 56(($77’ 等利用转基因拟南芥表达口蹄疫结构蛋白 -.!。他们将
*+,- -.! 基因转化到拟南芥 /!"#$%&’()%) *+#,%#-#1中，用植物叶子提取物注射小鼠，免
疫动物对 -.! 区 !89:!;< 合成肽、结构蛋白 -.! 和完整病毒粒子均可产生特异的抗体
反应。这是首次利用转基因植物表达抗原引起动物产生抗病毒的全身免疫反应。!""" 年
#$%&’(’=$>) 等构建了 -.! 基因的植物双元表达载体，农杆菌介导法转化苜蓿，获得转基
因植株，用转基因苜蓿叶子提取物注射小鼠和用新鲜叶子直接饲喂小鼠均可产生抗病

毒特异免疫反应。?<<! 年 56(($77’ 等将含 *+,- -.! 抗原基因 ,@A 构建到植物表达载
体上，转化马铃薯，获得转基因植株，口服饲喂后能够检测到特异性抗体，将其表达产物

提取物免疫动物能够诱导动物产生特异性免疫应答。另外，?<<? 年 ,BC D6E>’C 等把口蹄
疫病毒 -.! 结构蛋白 !89:!;< 多肽 /-.! !89:!;<1基因片段插入到 F2D 基因的前面构
成融合基因，转化苜蓿得到转基因植物，通过检测 F2D 基因的表达，结果证明该多肽在
苜蓿中表达，并也能诱导动物的特异性免疫应答。这些研究结果表明，用植物表达系统

完全有可能生产有效安全的口蹄疫疫苗。

! 转基因植物生产口蹄疫疫苗的优缺点及其应用前景
目前世界上使用的口蹄疫疫苗仍是以口蹄疫弱毒疫苗为主，尽管这些弱毒疫苗是

预防口蹄疫的有效手段，但存在着传播口蹄疫病毒的潜在危险性。因此，利用转基因植

物作为生物反应器生产的口蹄疫疫苗易被广大农场主接受和推广应用。与其它基因工

程疫苗相比，转基因植物生产基因工程疫苗具有以下优点：

!植物是一个能进行大规模生产的廉价生产系统。在获得稳定遗传的转基因植物
后，扩大耕种面积就能提高疫苗的产量，它的上游生产成本较低，而能直接食用的植物

疫苗不需特殊贮存条件，同时还可省去下游的加工开支。

"植物细胞具有完整的真核表达系统性。植物具有完整的真核细胞表达系统，表达
的产物可进行糖基化、酰胺化、磷酸化和亚基正确装配等，正由于具有这些转译后加工

特点，使其表达产物与高等动物细胞表达的产物具有一致的免疫原性和生物学活性，保

持了自然状态的免疫原性。使用方便，可直接口服免疫，并产生较强的体液和粘膜免疫

反应，比传统的免疫途经更有效，便于推广和普及用转基因植物生产疫苗。

#植物疫苗的安全性。转基因植物生产的疫苗中植物病毒不感染人体，故表达产物
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安全可靠，起保护作用的是抗原蛋白，无毒性和副作用，无残存 %&’ 污染和潜在致病、
致癌性。

!植物疫苗使用方便，特别是用玉米或苜蓿做疫苗可直接食用，可大范围免疫动
物。

()%* 植物疫苗有很大的优势，并且也取得了一定的研究进展，但仍存在很多需要
进一步解决的问题。主要表现在：

"重组蛋白的表达问题。重组蛋白疫苗的表达量低，表达效率不稳定，表达效率的
提高是亟待解决的问题，这是一个关键性的问题。但以上问题可考虑使用下述策略来解

决：使用强启动子、前导序列和增强子；优化选择植物偏爱密码子；不稳定序列的去除；

整合非依赖性的表达；伴侣蛋白促进蛋白质的正确表达；通过修饰抗原蛋白基因序列将

其定靶于胞内表达；选用易于释放疫苗的植物品种等。

#重组蛋白的转译后修饰及糖基化问题。植物糖基化模式与动物糖基化模式的不
同是否会影响重组 *+, 蛋白抗原结合性、特异性，其理化性质与生物活性与动物和细菌
来源的蛋白之间是否存在一定差异，目前还未见详细报道，有待于进一步研究。

$直接食用时易被消化问题，这也同时是一个作用机理问题。细胞壁是阻止抗原被
降解的第一道屏障，植物细胞膜和细胞器膜可进一步保护抗原避免胃液、肠液的降解作

用，植物细胞的次生壁可以使内含物释放得更慢，直到到达小肠内植物细胞壁才开始破

裂逐步释放抗原，从而实现免疫功能，但需要对其中的细节问题进行研究。也可以采取

在抗原基因上附加修饰基因或吸附基因序列-如菌毛蛋白基因.，保护疫苗不易被迅速消
化，使之长时间地停留在消化系统内，以增强抗消化作用。另外，*+, 结构蛋白为口蹄疫
病毒的核心抗原位点，但其易突变，可造成保护力不强，长期应用可造成免疫耐受方面

的问题。

!表达产物的提取加工费用问题。用转基因植物生产的基因工程疫苗，有的可以直
接食用，而有的则需要提取纯化抗原，除去植物碱和其它的一些有毒物质，所以要进一

步研究和建立植物外源蛋白的提取和纯化技术，其后期的费用也是相当大的，并且如何

进行重组蛋白大规模的提取与纯化还需要进一步研究发展。另外，如何长期保存贮存在

植物种子中的重组蛋白等问题还有待于以后解决。

本实验室正在进行口蹄疫植物疫苗的研究工作，将 ()%* +, 全长基因转化玉米和
马铃薯，获得了转基因植株 /#,0，下一步对其表达水平及免疫活性进行检测，以期获得食

用口蹄疫植物疫苗。我们构建的载体含有用于提高目的基因转录和翻译的调控元件，能

够在植物中高效高量表达有活性的蛋白产物，并且目的基因是全长 +, 结构蛋白基因，
而不是 *+,-主要抗原位点.或多肽序列，从而有可能解决以前用转基因植物生产疫苗外
源蛋白表达量低、保护性的免疫力不强和容易引起免疫耐受等难题，为利用转基因植物

生产口蹄疫植物疫苗提供了探索性研究。大量研究表明，在转基因植物中表达的病毒抗

原，在经过基因工程处理后具有良好的免疫原性，并且这种抗原在安全性、经济性、稳定

性和有效性等方面都要优于现有的各种疫苗。采用转基因植物作为生物反应器生产口

蹄疫疫苗-包括其它各种疫苗.，特别是能食用的疫苗具有很广阔的应用前景和潜在的社
会经济效益，它完全能够开辟一个生产廉价疫苗的全新领域。
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