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转基因植物疫苗的研究进展
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摘　 要:随着基因工程技术、免疫学和分子生物学技术的飞速发展,疫苗的种类不断增多、生产方式不断

建立和优化。 利用转基因技术将植物作为生物反应器,生产出转基因植物疫苗已成为研究热点之一。
转基因植物疫苗的制备主要通过目标抗原的确定、受体植物的选择、植物表达载体的构建、转化、表达及

检测等步骤组成。 目前,转基因植物疫苗按照功能可大体分为细菌疫苗、病毒疫苗、寄生虫疫苗、避孕疫

苗及糖尿病疫苗等,并已成功在植物中陆续表达了抗原基因。 经一系列生物或临床试验后,在机体中均

产生了明显的免疫应答,在试验范围内分别起到了抵抗病原微生物、防治寄生虫、避孕、预防治疗糖尿病

等作用。 通过优化启动子、选取高表达量受体植物、采用外源蛋白叶绿体表达、敲除转基因植物抗性基

因等手段,将不断弥补转基因植物疫苗应用方面的不足。 本文主要综述了转基因植物疫苗创制的基本

流程、研究进展等,以期为今后转基因植物疫苗的开发和应用提供参考与思路。
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　 　 转基因植物疫苗是利用分子生物学与基因工程技

术将抗原编码基因通过构建植物表达载体导入受体植

物,利用植物的全能性使其在体内表达出具有免疫活

性的蛋白质,得到能使机体具有免疫原性的基因重组

疫苗,机体通过注射或食用含目标抗原的转基因植物

蛋白,激发免疫系统产生免疫应答,从而产生特异性的

抗病能力[1]。 1987 年第 38 届组织培养协会 ( The
Tissue Cutural Association)年会提到了转基因植物的

研究,Curtiss 等[2]于 1990 年率先获得含链球菌变异株

(Streptococcus mutants)表面抗原 A(spaA)的转基因烟

草。
转基因植物疫苗以植物作为生物反应器,可以在

植物内对抗原进行表达,同时对蛋白进行准确的加工

修饰,相较于传统疫苗,具有生产成本低、生产周期短、
成功率高,易形成规模化生产等优势。 尽管转基因植

物疫苗的研究还处于起步阶段,但已报道的转基因植

物生物试验取得了很大进展。 截止目前,常见转基因

植物疫苗的目标抗原(附表 1)包含细菌类[如霍乱毒

素 B 亚单位(Choleratoxin B subunit,CTB)、大肠杆菌

不耐热肠毒素 B 亚单位 ( Escherichia coli heat-labile
toxin B subunit, LTB)、 结核杆菌素 (Mycobacterium
tuberculosis)、 幽 门 螺 旋 杆 菌 细 胞 毒 素 相 关 蛋 白

(Helicobacter pylori Cytotoxin associated protein)等]、病
毒类[如乙型肝炎病毒(Hepatitis B virus)、口蹄疫病毒

(Foot and Mouth Disease Virus, FMDV)、 轮 状 病 毒

(Rotavirus,RV)、诺沃克病毒(Norwalk Virus,NV)等]、
寄生 虫 类 [ 如 疟 原 虫 ( Plasmodium )、 吸 血 虫

(Schistosoma)、肝片吸虫(Fasciola hepatica)等]、避孕

类[如透明带(Zona Pellucida,ZP)]及糖尿病类[如胰

岛素原(Proinsulin,PROIN)、GAD65 抗原表位等],受
体植物从较为简单的模式植物烟草、拟南芥,逐渐扩展

为表达量相对较高的 番 茄、 莴 苣、 白 菜 ( Brassica
pekineniss)、大豆、羽扇豆、玉米、马铃薯等。

美国最先批准 Tacket 等[3] 将转入 LTB 的马铃薯

进行了临床试验:14 名志愿者中,11 名食用转基因马

铃薯,3 名食用非转基因马铃薯,其中 11 名志愿者中

有 10 名检测到血液中含有抗体。 随后,Kapusta 等[4]

也进行了含乙肝病毒表面抗原( hepatits B surface an

8072



　 12 期 转基因植物疫苗的研究进展

tigne, HBsAg)莴苣的临床试验,结果显示,3 名志愿者

在 2 个月内进行 2 次免疫,两周后检测体内的抗体滴

度最高可达 100 IU·L-1。 随着生物技术的不断发展和

优化,转基因植物疫苗可能开创疫苗生产及应用的新

途径,其产生的经济及社会效益将极大地推动疫苗研

制、病原防治、机体免疫方面的发展。

1　 转基因植物疫苗创制的基本流程

常规转基因植物疫苗的获取途径有两种:1)稳定

性遗传表达:通过抗原的结构基因构建植物表达载体,

再借助一系列方法将外源基因整合至植物基因组,获
得能够稳定遗传的目标植株;2)瞬时性高效表达:瞬
时表达系统中外源 DNA 与受体植物基因组并不发生

整合,而是在导入细胞一定时间后进行表达。 植物中

建立该系统的方法包括聚乙二醇法、电激法、基因枪

法、病毒感染法和农杆菌介导法等。 以最常用的病毒

感染法为例(图 1) [5],将目标抗原与作为载体的植物

病毒进行融合表达,感染植株或植物细胞后,使之瞬时

表达。 常规需对表达的目标蛋白进行分离及纯化以确

定其表达准确性,最后进行生物检测,获取转基因植物

疫苗。

图 1　 转基因植物疫苗的基本操作流程[5]

Fig.1　 Basic operational procedures for transgenic plant vaccines[5]

1. 1　 目的抗原的选择

转基因植物疫苗生产的是亚单位疫苗,其中仅含

具有免疫原性的抗原结构基因,不含其他遗传信息。
通过使用这种疫苗,可以使机体诱导产生免疫应答从

而起到抵抗病原微生物、防治寄生虫、避孕、预防治疗

糖尿病等作用[6]。 在选择抗原时,首先要选取病原体

具有免疫活性的抗原 DNA,一般为病原体表面编码糖

蛋白的基因。 而对于易变异的病毒,则选取各亚型共

有的核心蛋白为主要保护性抗原基因序列[7]。 目前,
已成功将细菌、病毒、寄生虫等部分结构基因作为外源

基因导入受体植物并得到有效地表达,并检测到良好

的免疫原性。
1. 2　 受体植物的选择

转基因受体植物的选择对于抗原编码基因的表达

量及口服疫苗的应用前景有着十分重要的意义。 受体

植物应具备易遗传操作、表达量高、基因序列已知、易
再生、种植区域广泛、易于储存及运输和适宜口服等特

点[8]。 在选择受体植物的过程中,要根据各种植物的

优势与不足,所表达的疫苗类型以及免疫对象来选择

合适的受体植物。 烟草作为最早的模式植物生物反应
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器,因其无法直接食用等缺点,不易于大规模推广生

产。 随着转基因技术的日趋成熟,能够利用的转基因

植物种类越来越多,目前常用于表达转基因疫苗的植

物有芥菜、芒果(Mangilera indica)、莴苣、菠菜、番茄、
胡萝卜、苹果、豇豆、苜蓿及一系列农作物等(附表 1)。
1. 3　 表达载体的构建

载体的构建是通过酶切等手段将目的基因与选取

的质粒进行连接,验证并提纯后转化至感受态细胞,从
而用于植物的外源蛋白表达。 构建植物表达载体的主

要目的是将目的基因进行修饰改造,使其转入受体植

物后表达符合需求,常用稳定遗传表达载体包括

Gateway、pBI 系列、pCAMBIA 系列、pRTL 系列、pPZP
系列等(附表 2),而瞬时表达系统通常选用花椰菜花

叶病毒(Cauliflower mosaic virus,CMV)、烟草花叶病毒

(Tobacco mosaic virus,TMV)等作为载体。
1. 4　 载体的表达与转化

1. 4. 1　 稳定性表达系统　 稳定表达系统是将外源抗

原基因序列连接至载体上,并通过一系列方法将免疫

原基因导入植物细胞中,使其在植物基因组中稳定地

整合,在一定条件下将含有外源基因的植物细胞诱导

长成新的植株,并在生长过程中表达目标抗原基因,将
此性状传给子代,成为表达疫苗的品系[9]。 目前广泛

运用的基因整合方式有两种:一是整合到核基因组;二
是整合到叶绿体基因组。 该表达系统可以通过使用种

子、块茎、根和叶组织来积累重组抗原。 稳定表达系统

的优点在于整合稳定、无需纯化、安全性好,可同时将

多个外源基因进行表达,且较易获得大量转基因株系,
但同时也存在目标蛋白表达量低、表达效率低、外源基

因易失活、植株再生和纯合周期长、基因插入而造成的

位置效应等弊端[10]。
1. 4. 2　 瞬时性表达系统　 瞬时表达系统是将编码疫

苗抗原决定簇基因序列插入病毒基因组中,基于植物

病毒对植物的感染,以病毒作为载体将重组病毒接种

至植物叶片上,使得抗原基因随病毒在植物体内进行

复制、转录、翻译和装配,在转基因植物或细胞中产生

多拷贝重组蛋白基因[11]。 该体系具有用时较短、简单

易操作、表达速度快、拷贝数高、不存在染色体上的位

置效应等优点,而缺点是工作量较大、不能稳定遗传以

及外源基因易丢失等。
1. 5　 转基因植株的检测

根据自身试验需要,转化成功的植株要进行检测,
以验证其表达出的疫苗抗原蛋白的真实性,一般分为

三个阶段:一是针对导入的目标抗原核酸的检测;二是

针对外源基因编码表达的目标蛋白的检测;三是进行

生物试验,检测表达的目标蛋白是否具有生物活性

(图 2)。
关于核酸的检测分为 DNA 与 RNA 的检测。 目前

常用 的 检 测 DNA 的 技 术 有 聚 合 酶 链 式 反 应

(polymerase chain reaction, PCR),包括常规 PCR[12]、
竞争性定量 PCR、实时荧光定量 PCR、多重 PCR、数字

PCR[13]、巢式和半巢式 PCR[14] 等,Southern blot,核酸

等温扩增技术[15],包括环介导等温扩增、依赖核酸序

列的等温扩增、链替代扩增和滚环扩增等,此外还有

DNA 芯片、表面等离子共振传感器[16]等方法。
现有常用的蛋白质检测技术有 Western blot[17]、

ELISA、测流免疫测定[18]、磁免疫电化学传感器、二维

凝胶电泳[19]、质谱法、蛋白芯片等。 除此之外,还应进

行一系列生物试验,包括环境抗性试验、生物饲喂试

验、生物注射试验及临床试验等。

2　 基因植物疫苗的研究现状

转基因植物疫苗的研究按受体植物可分为烟草、
拟南芥、番茄、苜蓿、苹果、马铃薯等,按功能大致可分

为五类,分别为细菌疫苗、病毒疫苗、避孕疫苗、糖尿病

疫苗和寄生虫疫苗。 目前,数十种转基因植物疫苗已

进入动物试验,并检测出良好的免疫原性。 一些转化

编码基因的植物疫苗,如 HbsAg、LTB、诺沃克病毒等,
也已进入临床试验,用于预防和治疗乙型肝炎及细菌

性腹泻,并在人体中产生免疫应答,显示出良好的免疫

效果。
2. 1　 细菌疫苗

2. 1. 1　 霍乱肠毒素 B 亚单位　 CTB 能与肠道粘膜细

胞表面特异性的神经节苷脂结合而引起腹泻。 最早由

Arakawa 等[20]将该基因导入马铃薯中,并获得稳定遗

传的植株,小鼠经静脉注射后,其腹泻累积减少 60%;
随后 Kim 等[21]也成功将该基因通过农杆菌转化至马

铃薯植株;Jiang 等[22] 借助农杆菌介导法将 CTB 基因

转入番茄植株,获得较高纯度可溶性蛋白,将表达抗原

基因的番茄饲喂小鼠一段时间后,在小鼠的血清和黏

膜中检测出了霍乱毒素抗体。 尽管 CTB 已在胡萝

卜[23]等可食植物中成功表达,但 Soh 等[24] 认为水稻

更适合应用于口服疫苗,且获得了谷类作物中 CTB 含

量较高的转基因植物,水稻种子中目标蛋白表达量在

可溶性总蛋白中可达到 21. 3 ng·μg-1。 CTB 的研究相

对较早,转化体系也相对较为成熟,现多与其他抗原进

行融合表达。
2. 1. 2　 大肠杆菌不耐热肠毒素 B 亚单位　 大肠杆菌
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图 2　 转基因植物的常规检测方法

Fig.2　 Conventional detection methods for transgenic plants
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不耐热肠毒素(heat-labile toxin,LT)是由 1 个 A 亚单

位(LTA)和 5 个 B 亚单位(LTB)组成,其中 B 亚单位

具有与真核细胞表面的 GM1-神经节苷脂受体特异性

结合的能力。 LTB 不仅是强烈的免疫原,也是一种强

有力的黏膜免疫佐剂。 LTB 基因最早由 Haq 等[25] 于

1995 年在烟草和马铃薯中得到表达,通过管饲法免疫

的小鼠产生了肠粘膜抗 LTB 免疫球蛋白,并且喂养小

鼠新鲜转基因马铃薯块茎也引起口服免疫。 而后

Mason 等[26]和 Lauterslager 等[27] 也分别以农杆菌转化

法将 LTB 基因导入马铃薯,并检测到小鼠产生了粘膜

免疫反应。 目前无毒性的 LTB 表达蛋白已在玉米[28]

等植株中得到表达,且 Soh 等[24] 在水稻球蛋白(Glb)
启动子的控制下获得更高表达的外源蛋白,应用于口

服疫苗以预防腹泻。 由于人们习惯土豆和水稻熟食,
但高温可能导致外源蛋白变性失活,从而影响免疫效

果,故提高可直接食用植物的表达效率将有助于该类

疫苗在人类临床上的发展。
2. 1. 3　 幽门螺旋杆菌　 幽门螺杆菌病是一种螺旋形、
微厌氧、对生长条件要求十分苛刻的细菌,已确认为是

慢性胃炎和化性溃疡的主要致病因子。 幽门螺旋杆菌

细胞毒素相关蛋白(cytotoxin-associated gene A, CagA)
已成功转入烟草和番茄[29]。 Zhang 等[30] 利用农杆菌

转化法获得转尿素酶 B 亚单位(urease B, UreB)胡萝

卜植株,转化和再生的胡萝卜根中表达的 UreB 蛋白为

25 μg·g-1,并且有效诱导了小鼠的免疫反应,此外,
UreB 抗原还在拟南芥[31]、烟草和水稻等植物中进行

了表达。 而 Yang 等[32]通过构建包含花生种子特异性

启动子 Oleosin 的二元载体,获得高产 UreB 蛋白的转

基因花生植株;Kalbina 等[33] 也于 2010 年成功构建 3
种不同幽门螺旋杆菌 TonB 蛋白载体,其表达量差异

并不大,植物中的表达蛋白质浓度占总可溶性蛋白质

的至少 0. 05%。 近年来,幽门螺杆菌的相关基因的研

究主要集中在细胞毒素相关蛋白(CagA)和尿素酶及

其亚单位(Urease)上,但鲜有研究者对表达的上述 3
种外源蛋白的免疫效果进行比较。 考虑到该类转基因

植物疫苗的未来发展,研究者还应进一步探究其不同

抗原基因表达产物的免疫活性。
2. 1. 4　 其他细菌疫苗　 结核分枝杆菌是引起结核病

的病原菌,可侵犯全身各器官,以肺结核最多见。 目前

已有结核杆菌 ESAT - 6 在番木瓜[13] 以及结核杆菌

MPT64 在胡萝卜[34]中分别进行了表达。 Módolo 等[35]

在 2018 年获得了结核杆菌糖蛋白 APA 转基因拟南芥

植株;Hajibehzad 等[36]将志贺氏痢疾杆菌 IpaD 在烟草

中获得瞬时表达,烟草叶片和毛状根中均检测到

IpaD,且烟草毛状根中可溶性总蛋白最高表达量为

0. 94 ng·μg-1。 Tregoning 等[37] 于 2003 年将破伤风毒

素 C 片段( tetanus C segment, TetC)通过叶绿体转化

烟草,烟草叶绿体中积累的 TetC 占可溶性细胞总蛋白

的 10%,质体所表达的 TetC 抗体使小鼠产生了粘膜免

疫应答。 从以上研究结果来看,细菌疫苗的研究还处

于初级阶段,由于研究范围的限制,大多细菌疫苗以模

式植物为主,且未能进入临床研究和试验,日后该类疫

苗临床试验的开展将为人类抵御各类细菌病原体提供

新的方向。
2. 2　 病毒疫苗

2. 2. 1　 乙型肝炎病毒疫苗　 乙型肝炎病毒携带者最

终会因肝硬化或肝癌而死亡。 乙肝表面抗原(hepatitis
B sarface antigen, HBsAg)现已有表面 S、M、L、HBc 等

蛋白获得表达。 Mason 等[38] 最早将 HbsAg 导入烟草

中,获得转基因植株。 动物实验证明,将抗性植株叶片

的蛋白提取物注入接种乙型肝炎病毒的小鼠中后,产
生的免疫反应与酵母表达的 HbsAg 相当。 随后也成

功获得了含编码基因的番茄[39]、香蕉[40]、胡萝卜[41]、
花生[42]、人参[43]、大豆[44]、苹果[45]、豇豆[46]、烟草[47]

等植株。 Deineko 等[48] 发现将 preS2-S 抗原定向转运

至内质网腔的信号肽序列,可明显增强目标蛋白在转

基因胡萝卜中的积累,这为转基因植物疫苗的研制提

供了新的思路。 Thanavala 等[49]将 HBsAg 抗原含量为

8. 5±2. 1 μg·g-1的转基因马铃薯对 42 名志愿者进行

了试验,随机分为 3 组,结果显示,食用 HBsAg 马铃薯

的志愿者均表现出滴度明显增强的效果,且食用次数

越多滴度越高。 乙型肝炎病毒易产生变异,可使机体

免疫应答低下,增加了肝炎发病率及患者死亡率,转基

因植物疫苗在乙型肝炎病毒方面的研究将为临床上治

疗由该病毒引发的疾病提供新的方法。
2. 2. 2　 口蹄疫病毒疫苗 　 口蹄疫 ( foot-and-mouth
disease virus,FMDV)是由口蹄疫病毒引起的一种感染

偶蹄动物的急性、热性、高度接触性传染病。 其结构蛋

白基因 VP1 为主要抗原位点,可产生中和抗体、诱导

免疫反应,是重点研究对象[50]。 1993 年,Usha 等[51]

率先将 VP1 基因插入豇豆花叶病毒 (Cowpea Mosaic
Virus,CPMV)外壳蛋白基因组中,将利用杂合病毒粒

子制备的成疫苗免疫豚鼠,结果在机体中检测到抗体

蛋白。 随后,将该编码基因陆续导入了拟南芥、苜蓿、
烟草、马铃薯、番茄等植物中并成功表达,获得了具有

免疫原性的抗体蛋白。 此外,Dus Santos 等[52] 利用农

杆菌转化法将口蹄疫病毒(FMDV)衣壳蛋白前体 P1
及蛋白酶 3C 导入苜蓿,将转基因植物提取物 3 次免疫
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小鼠,10 d 后在小鼠血样中检测到特异性 FMDV 抗

体。 FMDV 表位疫苗的研究一直广受关注, O 型

FMDV 合成肽疫苗现已被应用于猪的免疫,具有明确

的免疫保护效果。 针对抗原结构差异较大的 A 型

FMDV 表位疫苗的免疫效果是广受关注的研究内容,
将为未来 A 型 FMDV 的防控提供新的方法。
2. 2. 3　 轮状病毒　 轮状病毒属于呼肠孤病毒科,是病

毒性腹泻最主要的病原物。 研究证实,轮状病毒表面

抗原 VP7、VP4 具有中和抗原活性,VP6 具有保护抗原

活性,具有较高的免疫原性和反应原性[53-54]。 已报道

将轮状病毒 VP7 导入马铃薯和胡萝卜中,结果均反映

在植株中产生了具有活性的抗原蛋白。 Kim 等[55] 将

轮状病毒 VP6 导入番茄细胞,在悬浮培养体系中,借
助丁酸钠的诱导获得最高重组 VP6 0. 73 mg·L-1;而
Dong 等[56]利用农杆菌转化法获得了转基因轮状病毒

VP6 苜蓿植株,苜蓿中 VP6 蛋白表达量占总可溶性蛋

白的 0. 28%,强饲小鼠后,小鼠的腹泻症状明显减轻。
轮状病毒是引起婴儿及幼龄动物胃肠炎和腹泻的主要

病因,从研究结果上看,VP6 蛋白可能具有更好的免疫

效果且具有更广泛的应用前景。
2. 2. 4　 其他人类致病病毒 　 人类免疫缺陷病毒

(human immunodeficiency virus,abbr: HIV),是于 1981
年首次在美国发现的造成人类免疫系统缺陷的一种病

毒。 它是一种感染人类免疫系统细胞的慢病毒

(Lentivirus),属逆转录病毒。 2002 年 Zhang 等[57] 报道

了将人类免疫缺陷病毒(HIV-1) P4 蛋白导入烟草。
随后 Karasev 等[58]运用基因枪法获得转 HIV-1 Tat 蛋
白基因菠菜,对小鼠进行时隔一周的 3 次口服免疫,发
现小鼠体内 Tat 抗体滴度升高,并在接种 4 周后达到

峰值。 截至目前,HIV-1 的 gap 及 gp120 在番茄中得

到表达,Vafaee 等[59] 于 2018 年在转基因莴苣中获得

较高的重组蛋白,表达量高达 8. 942 μg·100 mg-1。
人乳头瘤病毒(Human papilloma virus,HPV)是一

种属于乳多空病毒科的乳头瘤空泡病毒,是球形 DNA
病毒,可引起人类良性的肿瘤和疣。 现已成功将 HPV
-16 L1 转入马铃薯[60]、烟草[61] 和番茄[62-63]。 此类疫

苗还有诺沃克病毒疫苗[64]、结肠直肠癌(Carcinoma of
colon and rectum) 疫苗[65]、 非霍奇金淋巴瘤 ( Non-
hodgkin’ s lymphoma,NHL)疫苗[66]、麻疹病毒(Measles
virus, MV ) 疫 苗[67]、 扎 伊 尔 埃 博 拉 病 毒 ( Zaire
ebolavirus)疫苗[68-69]、登革热病毒(Dengue virus,DV)
疫苗[70]、人巨细胞病毒 (Human cytomegalovirus) 疫

苗[71]、花粉过敏疫苗[72]、狂犬病病毒 (Rabies virus,
RV) [73-74]等。 这些致病病毒主要集中于瞬时表达,未

来在上述病毒的稳定遗传表达方面的发展,将推动各

病毒类疾病在临床上的预防和治疗。
2. 2. 5　 其他动物致病病毒　 动物致病病毒通常会对

牲畜、家禽类动物的饲养过程带来巨大损失,为有效防

止病害带来的灾难性后果,现已成功获得一批转基因

植物疫苗。 Tien 等[75] 将猪流行性腹泻病毒(Porcine
Epidemic Diarrhea Virus, PEDV)S1D 抗原通过叶绿体

转化法导入烟草,植株可溶性 S1D 蛋白单独表达量约

为总量的 0. 07%,融合蛋白 S1D-CTB 表达水平达到

1. 4%;An 等[76]获得了表达猪生殖和呼吸综合征病毒

(Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus,
PRRSV)GP4D 和 GP5D 蛋白的拟南芥植株,在转化的

拟南芥中获得 1. 66%目标蛋白,并在生物试验的猪体

内检测到特异性抗体。 2015 年,Mbewana 等[77]在烟草

中瞬时表达了甲型 H5NI 禽流感病毒 M2e 蛋白,并将

植物产生的重组蛋白纯化后注射到小鼠中,Western 印

迹分析证实在免疫的小鼠血清中存在 M2e 特异性抗

体。 动物与人类的生活息息相关,对畜禽类动物的病

原微生物密切关注并及时采取预防措施不仅有利于保

护动物,减少饲养损失,还可间接地对人的生命健康产

生积极影响。
2. 3　 寄生虫疫苗

疟疾是世界性的严重寄生虫病。 寄生虫病严重危

害养殖业,在生产实践中,因化学药物的大量使用,导
致许多寄生虫已产生抗药性,传统的化学药物防治方

法受到了严重挑战,而转基因植物疫苗开辟了有效控

制寄生虫病的途径。 Turpen 等[78] 将编码疟原虫抗原

决定簇基因插入烟草花叶病毒,以构建植物病毒载体,
然后转染烟草, 在叶片中获取到 0. 4 ~ 1. 2 mg·g-1 湿

重重组蛋白。 李霞等[79] 将疟原虫多表位抗原基因与

CTB 基因融合构建植物表达载体,随后转化至烟草,经
PCR 检验证实整合成功。 目前,已有弓形虫 SAG1 基

因[80]、肝片吸虫主要保护性抗原基因 FH3、日本血吸

虫铁蛋白[81] 基因转入到番茄、紫花苜蓿和油菜植株

中,并成功获得了表达抗原的转化植株。
2. 4　 避孕疫苗

哺乳动物卵透明带是由卵母细胞及颗粒细胞分泌

并覆盖于卵母细胞及着床前受精卵外的一层基质,ZP
蛋白在精卵结合及精子穿透卵透明带中起着非常重要

的作用,影响受精过程的成败。 Fitchen 等[82] 将小鼠

ZP3 蛋白的抗原决定簇插入 TMV 的衣壳蛋白中,转染

植物并获得高水平的融合蛋白,用这些提取病毒样颗

粒作为抗原进行肠胃外免疫,使得小鼠血清抗体识别

了体内的 ZP3 表位,且发现透明带聚集有抗 ZP3 抗
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体,从而达到了避孕的效果。 截至目前,转基因避孕疫

苗的报道相对较少,若转基因避孕疫苗开发成功,则将

极大地便利相关人群。
2. 5　 糖尿病疫苗

人类Ⅰ型糖尿病是一种器官特异性自身免疫疾

病,目前主要通过注射胰岛素来控制高血糖。 陈丽[83]

将胰岛素原和胰岛素 B 链(insulin B chain,INSB)导入

马铃薯,获得转基因植株;而侯宇清[84] 利用基因枪法,
将多Ⅰ型糖尿病发生的一种自身抗原—肽 P277 与

CTB 融合基因转入小麦,获得转基因糖尿病疫苗。
Ruhlman 等[85]通过叶绿体转化法将 CTB 与人胰岛素

原(Pins)导入烟草,与阴性对照的胰岛中剩余的少量

β 细胞相比,CTB-Pins 处理的小鼠的胰岛中产生胰岛

素的 β 细胞显著增加,具有较低的血液或尿液葡萄糖

水平; Kwon 等[86] 在 烟 草 中 使 CTB 与 艾 塞 那 肽

(exenatide)进行融合表达,其表达水平达到总叶蛋白

的 14. 3%; Choi 等[87]使用瞬时转化法,在普通烟草叶

片中检测到艾塞那肽-4 与人转铁蛋白融合蛋白产量

高达 37 μg·g-1,并且在本塞姆氏烟草的瞬时转化叶中

获得 137 μg·g-1的表达量。 糖尿病作为人体的一种代

谢障碍疾病,若不进行有效地控制,将为人体带来一系

列致命的影响,而糖尿病疫苗在各类可食用植物方面

的研制,将为各类型糖尿病人的治疗提供新的手段,这
在糖尿病防治历程中具有里程碑式的意义。

3　 总结与展望

相较于传统疫苗转基因植物疫苗有极大的优势,但
还存在一些问题:1)抗原表达效率低:这也是目前转基

因植物疫苗所面临的最大问题之一,外源蛋白表达含量

低,在使用过程中易失去生物活性,限制了其开发与应

用。 2)生物安全性:转基因植物的基因渗入[11],一方面

转基因植物的抗生筛选可能对应用机体产生不可预测

的危害,另一方面若进行大规模的种植也可能会对周围

环境中其他生物造成一定影响。 3)免疫效果差:转基因

植物作为一种口服疫苗使用时,其外源蛋白会经消化系

统被不同程度地降解,从而降低抗原性[88]。 4)耐受性:
机体的免疫耐受性是免疫剂量、免疫程序、抗原特异性

等多因素综合作用的结果,当机体对该疫苗产生免疫耐

受性,会导致免疫效果变差。
针对上述问题,目前对于转基因植物疫苗的优化

可采取以下措施:1)不同的启动子在不同的转基因植

物中表达效率差异大,且不同植物对目标抗原的表达

量也不同,因此,采取优化启动子或优选受体植物的方

法提高目标蛋白的表达量。 此外,将抗原 DNA 整合至

叶绿体基因组或核基因组也有利于提高表达效率。
2)利用叶绿体的母系遗传使外源蛋白靶向于叶绿体

也可以解决基因渗入的不良影响。 此外,也可在种子

特异性或花粉特异性启动子的控制下,使用可逆抑制

基因以产生不育植物或利用基因工程技术对转基因植

物的抗性基因进行敲除。 3)尝试使用沙门氏菌和弧

状霍乱杆菌作为载体菌株[89] 或利用包衣对口服疫苗

进行保护性包被从而提高其在消化道内的稳定性,提
高免疫效果。 4)可减少服用或使用次数,加大单次摄

入量等方式以避免耐受性问题。
综上所述,因植物疫苗能提供相对廉价的蛋白质

源,故利用转基因植物开发新型疫苗是一种较经济有

效的途径,且具有广阔的发展前景。 相信随着植物学、
免疫学、分子生物学等各个学科领域的迅速发展,对转

基因植物的编码基因表达、产物植株的免疫原性和临

床评价的深入研究,转基因植物疫苗能够不断优化,得
到广泛应用并造福人类。

附表 1　 目标抗原与受体植物、表达系统对照表

Schedule 1　 List of target antigens, their recipient plants and expression systems

疫苗种类
Types of vaccine

目标抗原
Target antigen

受体植物
Recipient plants

表达系统
Expression system

参考文献
References

细菌疫苗
Bacterial vaccine

链球菌变异株表面抗原 A
Streptococcus mutants surface antigen A

烟草
Nicotiana tabacum

— [8]

霍乱毒素 B 亚单位
Choleratoxin B subunit

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [21]

番茄
Lycopersicon esculentum

稳定表达法 [22]

水稻
Oryza sativa

稳定表达法 [24]

合成基因 CTB:p210:CETPe
Synthetic gene CTB:p210:CETPe

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [23]
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附表 1(续)

疫苗种类
Types of vaccine

目标抗原
Target antigen

受体植物
Recipient plants

表达系统
Expression system

参考文献
References

胡萝卜
Daucus carota

稳定表达法

大肠杆菌不耐热肠毒素 B 亚单位
Escherichia coli heat-labile toxin B subunit

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [25]

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [27]

玉米
Zea mays

稳定表达法 [28]

水稻
Oryza sativa

稳定表达法 [24]

合成基因 LTB-Syn
Synthetic gene LTB-Syn

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [90]

结核杆菌 ESAT-6
Mycoloacterium tuberculosis ESAT-6

番木瓜
Carica papaya

稳定表达法 [91]

结核杆菌 MPT64
Mycoloacterium tuberculosis MPT64

胡萝卜
Daucus carota

稳定表达法 [34]

结核杆菌糖蛋白 APA
Mycoloacterium tuberculosis glycoprotein APA

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [35]

幽门螺旋杆菌 CagA
Helicobacter pylori CagA

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [29]

番茄
Lycopersicon esculentum

稳定表达法

幽门螺旋杆菌 UreB
Helicobacter pylori UreB

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [31]

花生
Arachis hypogaea

稳定表达法 [32]

胡萝卜
Daucus carota

稳定表达法 [30]

幽门螺旋杆菌 TonB 蛋白
Helicobacter pylori TonB

拟南芥
Arabidopsis thaliana

稳定表达法 [33]

志贺氏痢疾杆菌 IpaD
Shigella Castellani IpaD

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [36]

瞬时表达法

破伤风毒素 C 片段(TetC)
Clostridium tetani TetC

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [37]

病毒疫苗
Viral vaccine

乙肝表面抗原 S 蛋白
Hepatitis B virus protein S protein

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [38]

番茄
Lycopersicon esculentum

稳定表达法 [39]

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [49]

香蕉
Musa acllminate

稳定表达法 [40]

胡萝卜
Daucus carota

稳定表达法 [41]

花生
Arachis hypogaea

稳定表达法 [42]

莴苣
Lactuca sativa

稳定表达法 [92]

羽扇豆
Lupinus micranthus

稳定表达法 [4]
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附表 1(续)

疫苗种类
Types of vaccine

目标抗原
Target antigen

受体植物
Recipient plants

表达系统
Expression system

参考文献
References

乙肝表面抗原 S 蛋白
Hepatitis B virus protein S protein

莴苣
Lactuca sativa

稳定表达法 [4]

人参
Panax ginseng

稳定表达法 [43]

大豆
Glycine max

— [44]

乙肝表面抗原 M 蛋白
Hepatitis B virus protein M protein

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [47]

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [93]

胡萝卜
Daucus carota

稳定表达法 [48]

乙肝表面抗原 L 蛋白
Hepatitis B virus protein L protein

番茄
Lycopersicon esculentum

稳定表达法 [39]

苹果
Malus pumila

稳定表达法 [45]

乙肝表面抗原 HBc 蛋白
Hepatitis B virus protein HBc protein

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [47]

豇豆
Vigna unguiculata

稳定表达法 [46]

乙肝表面抗原 Fcγ 受体蛋白
Hepatitis B virus Fcγ receptor protein

藻类
algae

— [16]

口蹄疫病毒结构蛋白 VP1
Foot and mouth disease virus VP1

拟南芥
Arabidopsis thaliana

稳定表达法 [94]

苜蓿
Medicago Sativa Linn

稳定表达法 [95]

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [96]

豇豆
Vigna unguiculata

瞬时表达法 [51]

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [94]

O 型口蹄疫病毒结构蛋白 VP1
O type Foot and mouth disease virus VP1

番茄
Lycopersicon esculentum

稳定表达法 [51]

拟南芥
Arabidopsis thaliana

稳定表达法 [51]

口蹄疫病毒衣壳蛋白前体 P1 及蛋白酶 3C
Foot and mouth disease virus capsid protein

precursor P1 and protease 3C

苜蓿
Medicago Sativa Linn

稳定表达法 [52]

轮状病毒 VP7
Rotavirus VP7

胡萝卜
Daucus carota

— [97]

马铃薯
Solanum tuberosum L.

— [98]

轮状病毒 VP6
Rotavirus VP6

苜蓿
Medicago Sativa Linn

稳定表达法 [56]

番茄
Lycopersicon esculentum Mill.

稳定表达法 [55]

轮状病毒(RV)NSP4 和 CTB 融合表达
Synthetic gene rotavirus VP7: CTB

马铃薯
Solanum tuberosum L.

稳定表达法 [98]

人类免疫缺陷病毒(HIV-1)Tat 蛋白
Human immunodeficiency virus Tat protein

烟草
Nicotiana tabacum L.

稳定表达法 [58]

菠菜
Spinacia oleracea

稳定表达法
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疫苗种类
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目标抗原
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受体植物
Recipient plants

表达系统
Expression system

参考文献
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人类免疫缺陷病毒(HIV-1)P4 蛋白
Human immunodeficiency virus P4 protein

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [57]

人类免疫缺陷病毒(HIV-1)gap 及 gp120
Human immunodeficiency virus gap and gp120

番茄
Lycopersicon esculentum

稳定表达法 [99]

抗人类免疫缺陷病毒(anti-HIV)杀菌剂 GRFT 蛋白
Anti-human immunodeficiency virus tat protein

莴苣
Lactuca sativa

稳定表达法 [59]

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法

人类乳头瘤病毒(HPV-16)L1
Human papillomavirus L1

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [60]

番茄
Lycopersicon esculentum

— [52,63]

人类乳头瘤病毒(HPV-16)L1 和 LT-B 融合蛋白
Synthetic gene human papillomavirus L1:LT-B

烟草
Nicotiana tabacum

— [61]

结肠直肠癌 GA733-2
Carcinoma of colon and rectum GA733-2

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [65]

非霍奇金淋巴瘤的单链 Fv 抗体
non-Hodgkinlymphoma Fv antibody

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [66]

非霍奇金淋巴瘤 KLH 及 GM-CSF 蛋白
non-Hodgkinlymphoma KLH and GM-CSF protein

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [66]

非霍奇金淋巴瘤 SA、PVP 及 CP 蛋白
non-Hodgkinlymphoma SA, PVP and CP protein

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [66]

乳腺癌 MUC1
Breast cancer MUC1

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [100]

乳腺癌 rErbB2
Breast cancer rErbB2

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [101]

乳腺癌 ED44Her2-FrC
Breast cancer ED44Her2-FrC

烟草
Nicotiana tabacum

— [102]

癌胚抗原的单链 Fv 抗体
Carcinoembryonic antigen Fv antibody

小麦
Triticum aestivum L.

稳定表达法 [66]

水稻
Oryza sativa L.

稳定表达法 [66]

诺沃克病毒衣壳蛋白
Norwalk virus capsid protein

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [64]

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [64]

麻疹病毒 H 蛋白
Measles virus H protein

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [67]

人类巨细胞病毒表面蛋白 B 复合物
Human cytomegalovirussurface protein B complex

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [71]

扎伊尔埃博拉病毒 VP40
Zaire Ebola virus VP40

烟草
Nicotiana tabacum

— [68]

扎伊尔埃博拉病毒 GP1
Zaire Ebola virus GP1

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [69]

裂谷热病毒 Gn 蛋白
Rift Valley fever virus Gn protein

拟南芥
Arabidopsis thaliana

稳定表达法 [103]

登革热病毒 EDⅢ
Dengue virus EDⅢ

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [70]

日本柳杉花粉过敏原 7Crp
Japanese cedar pollen allergen 7Crp

水稻
Oryza sativa

稳定表达法 [72]

呼吸道合胞病毒 F 蛋白
Respiratory syncytial virus F protein

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [104]
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Expression system

参考文献
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番茄
Lycopersicon esculentum

稳定表达法 [104]

传染性胃肠炎病毒 S 蛋白
Infectious gastroenteritis virus S protein

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [104]

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [104]

芥菜
Brassica juncea

稳定表达法 [104]

狂犬病病毒表面蛋白
Rabies virus surface protein

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [73]

狂犬病病毒表面蛋白
Rabies virus surface protein

菠菜
Spinacia oleracea

瞬时表达法 [74]

兔出血症病毒衣壳蛋白 VP2
Rabbit hemorrhagic diseasevirus capsid protein

豇豆
Vigna unguiculata

瞬时表达法 [105]

兔出血症病毒结构蛋白 VP60
Rabbit hemorrhagic diseasevirus VP60 protein

马铃薯
Solanum tuberosum

瞬时表达法 [106]

猪瘟病毒 E2 蛋白
Swine fever virus E2 protein

拟南芥
Arabidopsis thaliana

— [107]

猪流行性腹泻病毒(PEDV)S1D 抗原
Porcine epidemic diarrhea virus S1D

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [108]

猪生殖和呼吸综合征病毒(PRRSV)
GP4D 和 GP5D 蛋白

拟南芥
Arabidopsis thaliana

稳定表达法 [109]

甲型 H5NI 禽流感病毒 M2e 蛋白
A H5NIavian influenza virus M2e protein

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [77]

传染性支气管炎 S1
Infectious bronchitis S1

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [104]

新城疫病毒 F 及 HN 蛋白
Newcastle disease virus F and HN protein

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [108]

鸡马立克氏病 B 抗原
Chicken Marek’ s disease virus B antigen

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [104]

寄生虫疫苗
Parasitic vaccine

疟原虫抗原决定簇基因
Plasmodium antigenic determinant gene

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [78]

日本吸血虫铁蛋白
Japanese blood-sucking ferritin

油菜
Brassica napus

稳定表达法 [81]

弓形虫 SAG1
Toxoplasma gondii SAG1

番茄
Lycopersicon esculentum

稳定表达法 [80]

避孕疫苗
Contraceptive vaccine

透明带 ZP3 蛋白
Cellophane tape ZP3 protein

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [82]

糖尿病疫苗
Diabetes vaccine

胰岛素原和胰岛素 B 链
Proinsulin and insulin B chain

马铃薯
Solanum tuberosum

稳定表达法 [83]

合成基因 CTB:p277
Synthetic gene CTB:p277

小麦
Triticum aestivum

稳定表达法 [84]

胰岛素原和 GAD65
Proinsulin and GAD65

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [85]

GAD65 衣藻
Chlamydomonas

稳定表达法 [85]

合成基因 CTB 与人胰岛素原(Pins)
Synthetic gene CTB-Pins

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [85]

合成基因 CTB-EX4
Synthetic gene CTB-EX4

烟草
Nicotiana tabacum

稳定表达法 [86]

Ex-4-Tf
　

烟草
Nicotiana tabacum

瞬时表达法 [87]
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附表 2　 近年常用植物表达载体与受体植物一览表

Schedule 2　 List of commonly used plant expression
vectors and accepted plants

植物表达载体
Plant expression

vector

受体植物
Receptor plant

参考文献
References

Gateway 白桦 Betula platyphylla [109]

p1303 偏桃 Amygdalus communis [110]

P33cym11 烟草 Nicotiana tabacum [111]

pBI 121 棉花 Gossypium [112]

pBI 221 玉米 Zea mays [113]

pBI-CmCDPK 烟草 Nicotiana tabacum [114]

pBI-ZeCl 烟草 Nicotiana tabacum [47]

pCAMBIA 1300 水稻 Oryza sativa
烟草 Nicotiana tabacum [115-116]

pCAMBIA 1301U
拟南芥 Arabidopsis thaliana

松树 Pinus
水稻 Oryza sativa

[117]

pCAMBIA 1302 小麦 Triticum aestivum [118]

pCAMBIA 1304 向日葵 Helianthus annuus [119]

pCAMBIA 3300 大豆 Glycine max [120]

pColdITM 烟草 Nicotiana tabacum [121]

pCXSN 马铃薯 Solanum tuberosum [122]

pDBle 衣藻 Chlamydomonas [123]

pEDLZ 2014 小麦 Triticum aestivum [124]

pEff 马铃薯 Solanum tuberosum [125]

pGreenⅡ62-SK 芒果 Mangifera indica [126]

pHB -YFP 青蒿 Artemisia annua [127]

pLD-utr 烟草 Nicotiana tabacum [128]

pMal-p2x 芥菜 Brassica juncea. [129]

pJL33 双元载体 灯笼果 Physalis peruviana [130]

pRI 201 人参 Panax ginseng [131]

pRL 1001 莴苣 Lactuca sativa [118]

pXSN-Myc 苹果 Malus domestica
拟南芥 Arabidopsis thaliana [132]
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Progress on Transgenic Plants Vaccines

HAO Yuping　 LU Lin　 YANG Zhihong∗

(College of Life Sciences, Huzhou University, Huzhou, Zhejiang　 313000)

Abstract:With the rapid development of genetic engineering, immunology and molecular biology technologies, the types
of vaccines are increasing, and the methods are being continuously established and optimized. Using transgenic plants as
bioreactors to produce transgenic plant vaccines has become one of hot topics today. The preparation of transgenic plant
vaccines mainly comprises of determining the target antigen, selecting the recipient plant, constructing the plant
expression vector, transforming, expressing, detecting and so on. Nowadays, genetically modified plant vaccines can be
broadly classified into bacterial vaccines, viral vaccines, parasitic vaccines, contraceptive vaccines and diabetes
vaccines by function, the corresponding antigens have been successfully expressed in plants. After a series of biological
or clinical trials, obvious immune responses were produced in the bodies, which played a role in resisting pathogenic
microorganisms, preventing and controlling parasites, contraception, and preventing and treating diabetes respectively
during the experiment. The shortcomings of transgenic plant vaccines will be continuously overcome by optimizing the
promoter, selecting high expression receptor plants, using exogenous protein chloroplast expression, knocking out
resistance genes in transgenic plant and other new methods. This paper mainly reviews the basic procedures and research
progress of transgenic plant vaccines, so as to provide references and ideas for the development and application of
transgenic plant vaccine in the future.
Keywords:genetic engineering, transgenic technology, antigen gene expression, immune response
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