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转基因植物疫苗的研究现状及前景
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　　[摘　要 ]　简介了基因疫苗的特点,综述了利用转基因植物作为口服疫苗的研究现状及发展前景。
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　　200 多年前,人类首次利用疫苗防治疾病取得

了出人意料的惊喜。经过几代科学家的努力,疫苗已

成为人类目前最成功、最有效的防病手段。传统的疫

苗有两大类[1, 2 ]:即减毒活疫苗和灭活疫苗。减毒活

疫苗虽然效果较好,但存在一定程度的安全问题;灭

活病原体疫苗比第一类疫苗安全,但效果差。

随着科技的发展,特别是分子生物技术的迅速

发展,人们利用基因工程技术开发出专一性强、安全

性高的高科技疫苗,即重组疫苗。这种疫苗是通过把

激发机体免疫反应的病原体基因分离出来,重组到

无害的生物体内而制备的。最初生产的是亚单位疫

苗[2 ] ,不具感染力,但不能激活主要组织相容性复合

体 (M HC) É 分子,因而很难激活 T 杀伤细胞,激活

免疫反应能力差。针对亚单位疫苗的缺陷,又开发了

基因疫苗 (或称DNA 疫苗) , 它是把外源基因克隆

在表达质粒上,直接注入动物体内使其表达,产生抗

原而激活免疫力。这种疫苗可有选择地激活不同的

免疫途径,能激活M HCÉ和M HCÊ分子,进而激活

T 细胞或间接激活B 淋巴细胞而产生抗体[3 ]。

传统疫苗和重组疫苗虽然有效, 但对生产、贮

藏、运输、使用等各个环节要求较严,成本较高,在最

需要疫苗的第三世界国家推广应用困难很大。1992

年世界卫生组织 (W HO ) 提出了“儿童疫苗计划

(CV I)”, 鼓励运用新技术, 研究、开发和生产成本

低、不用冷藏、可以直接食用的防病疫苗[1 ]。

1　转基因植物疫苗的研究开发现状

近年来,转基因植物在某些生物制品的生产上

已取代了传统的微生物系统,而成为一种颇有吸引

力和较为经济的生产手段,已经被用作生产蛋白、糖

类和脂类的生物反应器[4～ 6 ],尤其是利用转基因植

物进行药物生产。比利时利用转基因烟草得到高产

量的五肽神经肽; 美国利用转基因植物生产白细胞

介素 2 ( IL 2) ; 荷兰用转基因马铃薯生产人的血清白

蛋白;韩国用转基因番茄和烟草生产人的胰岛素[7 ];

美国在转基因烟草中提取栝楼素 (T richosann in)用

于治疗爱滋病[8 ]。80年代以来,仅日美两国开发的

生物技术新药物就达 224种,目前在美国已有 50多

种生物药物、疫苗和各种生物制剂投放市场, 尚有

400多种生物试剂正在临床试验[9 ]。

利用转基因植物生产医药取得了一系列成果,

科学家进一步设想利用转基因技术生产用作疫苗的

食用植物[10 ]。他们将免疫机理与植物DNA 重组技

术相结合,生产出能使人体获得特异抗病能力的食

用疫苗。这种疫苗极其安全,因为植物病毒基本不感

染人体,而利用动物病毒介导哺乳动物细胞所生产

的疫苗可能感染人类,这就消除了人们的担心。

细菌和病毒因子可侵染或在上皮组织繁殖,抵

御侵染的有效疫苗必须能刺激粘膜免疫系统在粘膜

表面分泌免疫球蛋白 IgA (S2IgA )。一般来说,通过

口服产生的粘膜抗原释放的免疫反应比通过注射产

生的粘膜免疫反应效果好。已经证明,包括几种活的

或灭活的微生物在内的特殊的抗原具有口服免疫原

性。与皮下注射免疫相比,使用亚基或可溶性抗原的

口服免疫常常在刺激免疫反应方面效率较高,且抗

原需要量较小。早期的植物表达来自于肠内的病原

体抗原,人们把抗原组装成类似类病毒颗粒的有效

结构, 希望抗原更能抗消化, 更易到达肠胃淋巴组
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织,且异源抗原一旦进入肠胃淋巴组织时,更容易被

觉察[11 ]。这些研究成果为利用转基因植物生产口服

疫苗提供了理论及实践依据。

1990 年, Curtiss R 等报道[11 ] ,利用转基因烟草

可表达链球菌变异株 spaA 蛋白,口服 spaA 后在唾

液中发现分泌免疫球蛋白 IgA (S2IgA )。这是第一例

利用植物表达系统生产口服疫苗的报道。

1991年,美国德克萨斯州农工大学生物科学技

术研究所 ( IBT )的A rn tzen 研究小组开始研究用口

服疫苗防治肠内疾病,包括由细菌引起的霍乱和腹

泻。他们成功地把大肠杆菌的抗原基因导入烟草和

马铃薯,并使这两种作物表达了大肠杆菌的抗原蛋

白,食用这种马铃薯的小白鼠血液和肠胃器官的粘

膜中都存在大肠杆菌抗体。该研究小组还将一种引

起腹泻的DNA (N orw alk V irus, NV )导入莴笋、番

茄和马铃薯,并发现这 3 种转基因蔬菜中都含有抗

大肠杆菌病毒的抗原蛋白,这种物质对霍乱细菌有

免疫作用[1, 11 ]。

美国 Scripp s研究所M itch H ein 利用土壤农杆

菌把霍乱毒素的无毒性 Β链基因转移到苜蓿细胞,

再将其培养成苗,食用这种苜蓿苗,霍乱毒素 Β链很
快被喉、肠胃等部位的分泌性粘液细胞吸收,刺激特

异性抗体的大量产生,使机体获得对霍乱的免疫。华

盛顿大学Roy Curtis[12 ]成功地开发出一种转基因烟

草,能生产抗龋齿细菌的疫苗,英国科学家也有类似

研究,开发了一种抗龋齿细菌的抗原蛋白。

目前这一领域研究较深入的是利用转基因植物

生产口服乙型肝炎疫苗的研究[11, 13, 14 ]。乙型肝炎是

危害全人类健康最重要的传染病之一,它是由乙肝

病毒 (HBV )侵染引起的,目前全世界大约 3. 5亿人

慢性感染HBV ,每年由HBV 感染引起的肝硬化等

各种疾病 (包括肝癌)可造成 100～ 200万人死亡。由

于 HBV 可通过血液、体液、母婴等多种方式传播,

且发病机理较为复杂,目前清除HBV、防止肝细胞

坏死的治疗效果仍不理想。因此,W HO 规定,接种

HBV 疫苗是控制乙肝发生的唯一经济有效的途

径[11 ]。分子生物学家试图通过转基因植物获得安

全、经济、有效、更适合广大发展中国家的乙肝疫苗。

1992 年, IBT 的A rn tzen 小组利用转基因技术

将美国临床使用的乙肝表面抗原 (HB sA g)基因导入

烟草并使之表达[1, 11 ] ,首先证明了这种疫苗蛋白能

够在植物中表达。把从这种烟叶中提取的构成乙肝

疫苗的HB sA g注入小鼠胃内,小鼠产生了免疫反应

抗体, HB sA g 的平均颗粒为 200 nmolöL ,其浮力密

度、抗原性同酵母及乙肝病人血清中得到的类似。总

之,在植物中表达的抗原,其表位HB sA g T 细胞和

B 细胞是保守的,烟草植株中产生的蛋白和市场商

用抗原相似。

1995 年, A rtzen 小组的M ason 等又将 HB sA g

基因转入马铃薯得到表达,用这种马铃薯喂养小鼠,

在小鼠体内检测到保护性抗原,包括粘膜抗体,它们

分泌到循环系统,能抵御细菌的侵染[11 ]。这个实验

证明,转基因植物中的抗原可安全通过动物消化道

最终成为粘膜性抗原,不会被蛋白酶降解,而且只需

口服少量的乙肝表面抗原蛋白就可产生良好的免疫

应答反应,并不比肌肉注射所需的量大。

利用烟草和马铃薯只是为了研究工作的方便,

真正要使转基因植物成为口服疫苗而应用,必须能

在生食或只需简单加工 (抗原蛋白加热会受到破坏)

的植物如蔬菜、水果上大量表达抗原蛋白。1996年

M ason 等利用基因枪将HB sA g 的DNA 导入香蕉,

有望得到含HB sA g基因的香蕉。

2　转基因植物疫苗研究中的问题

2. 1　转基因植物在人或动物体内免疫反应的途径

　　初步研究认为,这类疫苗进入人和动物体后通

过粘膜免疫系统产生粘膜抗原,引起人或动物产生

免疫反应达到免疫效果。

2. 2　口股疫苗能否忍受胃酸和各种消化酶的作用

研究表明,确有少量抗原蛋白经过消化系统时

被消化。但一般认为,植物细胞抗消化能力强,有助

于保护产生免疫作用的抗原蛋白,若在抗原基因附

近加上一些修饰基因或吸附基因序列,则口服疫苗

不易被迅速消化,可较长时间停留在消化系统。

2. 3　提高转基因植物中蛋白表达量

通过使用强启动子、前导序列和增强子,优化选

择密码子,整合非依赖性的表达等手段可提高蛋白

表达水平。目前转基因植物疫苗抗原蛋白的浓度为

10～ 30 gökg,进一步提高植物抗原蛋白的含量或增

加这种转基因植物食用量,可提高免疫反应水平。

2. 4　抗原蛋白在转基因植物中的稳定性

抗原蛋白在转基因植物中能否稳定遗传,存在

时间有多长,在植物收获前后有何变化等问题也有

待进一步研究。

3　转基因疫苗的食品安全性

转基因疫苗同其他转基因技术食品一样,其食

品安全性评价应普遍遵循 1993 年经济发展合作组
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织 (O ECD )提出的实质等同性原则, 即生物技术生

产的食品及其成分是否与目前市场上销售的食品具

有实质等同性[15 ]。实质等同性分析主要包括表型性

状、关键性营养成分、毒性物质和过敏性蛋白分析

等。其中关键毒性物质指该物种中固有的有显著毒

性的物质及其含量 (如马铃薯的茄碱、番茄的 Α2番
茄素等) ; 过敏蛋白具有对 T 2细胞和B2细胞的识别
区,产生专一性 IgE (免疫球蛋白 E)抗体[16 ]。分析上

述成分在哺乳动物体内的水解速率,是考查产品是

否具有安全性的重要参数。若某一产品与市售食品

有实质等同性,则认为它与市售食品一样安全。

食品安全性中的另一个重要问题是标记基因的

安全性评价。标记基因的安全性包括其本身的安全

性和标记基因编码蛋白的安全性。标记基因本身是

DNA ,与其它任何DNA 的组成没有区别, DNA 进

入消化道后很快被降解,因此,W HO (1991)与 FDA

(1994)认为食品中的转基因DNA 本身并无安全性

问题。基因水平转移的可能性非常小, 一方面因

DNA 可很快被降解, 另一方面即使DNA 完整存

在,其转移并整合进受体细胞也是一个非常复杂的

过程,包括很多环节。标记基因编码的蛋白的安全性

包括毒性、过敏性及蛋白功能等,目前尚无资料表明

这些蛋白有危害性。迄今为止,只有以下两种标记基

因具有相对详尽的安全性评价资料,即 aph2Ê 卡那
霉素抗生标记基因和草甘膦抗生标记基因 (编码

EPSPS) ,是公认可以安全使用的两种标记基因。

总之,利用转基因植物生产口服疫苗的研究时

间虽短,但进展喜人。随着对转基因植物中基因表

达、产物免疫性和临床评价研究的进一步深入,必将

开辟一条疫苗生产新途径。届时,疫苗的获得就会象

获得苗木和种子一样简单,从而造福全人类。
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