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菌影系统作为疫苗载体的研究进展
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摘摇 要:摇 菌影是完整的革兰阴性细菌的空菌体,不含核酸、核糖体等细胞内容物,但保持了活菌所具有的天然

形态及所有结构,具有良好天然佐剂特性,可诱导免疫系统的固有免疫和适应性免疫应答;菌影又是外源性蛋白抗原

或DNA 的高效递送的载体。 菌影可通过口腔、眼、鼻腔或支气管等进行黏膜免疫,这是疫苗最理想的免疫方式。 本文

综述菌影作为蛋白亚单位疫苗和 DNA 疫苗的载体的特性及其在人类疫苗和动物疫苗应用领域的研究进展。
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摇 摇 疫苗被广泛用于人类和动物预防感染性疾病。
一种疫苗诱导免疫应答获得保护与适当的佐剂及高

效的抗原递送系统密切相关。 近年来一些合成的物

质能增强抗原诱导免疫应答能力,如脂质体、质粒

DNA(pDNA)。 脂质体由单层或多层磷脂膜组成,
是一种有效的传递系统,但可能产生非特定的免疫

刺激性信号和难以预料的不利作用[1];pDNA 疫苗

使用简单,发展潜力巨大,但其本身免疫原性低,难
以被细胞摄取,限制其发展与应用。 因此,开发能将

抗原递送至特定的免疫细胞并增加递送抗原的免疫

原性的新型载体系统,仍需广泛深入研究。 菌影

(bacterial ghost,BG)平台系统对递送疫苗、药物和

活性物质是一项创新性的技术。 菌影是利用噬菌体

PhiX174 的裂解蛋白 E[2] 在细胞膜上形成一个跨膜

通道,细胞质从该通道释放后得到的革兰阴性菌的

空菌体。 菌影可以装载药物、蛋白质、基因、酶及其

它物质,还可形成封闭的囊泡。 菌影和其它非生物

疫苗相比,最大的优点是其具有未被破坏的完整细

胞壁结构,作为天然佐剂刺激宿主免疫系统应答,同
时递送特异性抗原给抗原提呈细胞(APC)或者活性

物质给靶细胞[3]。 生产菌影高效、低成本、安全,制
成冻干疫苗可以在室温下保存数月[4]。 此外,菌影

可采用多种免疫途径,如皮内、肌肉、皮下、腹膜、口
服和胃等,还可通过黏膜免疫,如口腔、鼻腔、直肠、
阴道或眼等[5鄄7]。 本文重点阐述菌影作为亚单位蛋

白疫苗和 DNA 疫苗的载体的特性、菌影作为人用疫

苗的发展潜力及在动物疫苗应用方面的最新进展。

1摇 菌影形成机制与制备

1. 1摇 菌影形成机制

摇 摇 菌影的形成是通过控制裂解基因 E 的表达。
该基因编码的裂解蛋白由 91 个氨基酸残基组成,通
过与细菌内膜或外膜融合,能在多种革兰阴性细菌

细胞膜和胞壁上形成 40 ~ 200 nm 的特异性跨膜孔

道,包括核酸、核糖体在内的所有细胞质成分从跨膜

通道流出,剩下的细菌空壳即为菌影。 在裂解过程

中菌影的细胞外膜和内膜结构仍保持完整。 裂解蛋

白 E 的裂解作用在细菌增殖的过程中进行,包括裂

解蛋白 E 在细胞内膜聚集和裂解蛋白 E 构象的改

变在细胞内外膜形成一个封闭的细胞周质间隙。
1. 2摇 菌影制备

裂解基因 E 在控制表达的情况下许多种革兰

阴性细菌可以形成菌影,包括人和动物的非病原菌、
致病菌和益生菌,如大肠杆菌菌株 K12、肠产毒性大

肠杆菌、脑膜炎奈瑟菌、出血败血性巴氏杆菌和益生

菌大肠杆菌 Nissle 1917 等等。 菌影的形成通过其

生长和凋亡期里细菌的总数、增殖的细菌数以及光

密度来判断,可用流式细胞仪来检测裂解基因 E 的

效率、菌影的数量以及未裂解的细菌。 控制裂解基

因 E 的表达能使菌影的转化率达到 99. 9% ,剩余的
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活细菌用 茁鄄丙内酯灭活。 此外,将金葡菌核酸酶 A
(SNUC)与裂解基因 E 一起表达,前者可降解宿主

菌 DNA 和其它核苷酸,以避免致病基因或抗药基因

的水平转移带来的相关隐患,该方法已用于痢疾志

贺菌菌影制备[8鄄9]。

2摇 菌影作为蛋白亚单位疫苗和 DNA
疫苗的载体

2. 1摇 菌影作为亚单位蛋白的载体

DNA 重组技术已用于将外源蛋白抗原锚定在

菌影胞膜复合物上来生产菌影,或以菌影作为亚单

位蛋白疫苗的载体将外源抗原装载于菌影壳体

中[9鄄11]。 抗原可与菌影外膜蛋白融合呈现在菌影表

面,或锚定在内膜的 N 端、C 端或 N 与 C 端的膜锚

定位点,这些锚定位点不影响外源性抗原的正确折

叠,能保持构象表位的结构和酶活性物质的所有活

性。 此外,将目的抗原装载入细胞周质间隙可防止

菌影生产过程中环境因素和冻干所致抗原的降解。
细胞周质间隙的类凝胶区域富含膜源性低聚糖,能
在细菌裂解过程中将外膜和内膜融合而将周质间隙

紧紧封闭。 独自存在或与 S 层融合蛋白 SbsA / SbsB
结合的靶抗原,通过与麦芽糖蛋白(MalE)的融合导

出到周质间隙。 SbsA 和 SbsB 结构特点使其能为菌

影内腔装载外源抗原,SbsA 比 SbsB 装载外源抗原

的能力更强,因其能插入较大的片段如 Omp26[12]。
2. 2摇 菌影作为 DNA 编码抗原的载体

菌影具有极强的装载能力与装载效率,能装载

大量的核酸。 装载菌影简便,只需将冻干粉剂菌影

重悬在含有高浓度的 pDNA 溶液中,再洗去未结合

的 pDNA 即可。 菌影装载 DNA 量取决于溶液中

DNA 的浓度。 有研究表明,一个菌影的装载量可达

6000 个中等大小的质粒[13]。 质粒或线性 DNA 与菌

影胞膜之间的相互作用很可能是带负电荷的 DNA
分子与带正电荷的非极性内膜之间的静电作用[13]。
此外,pDNA 能被装载入菌影内并储存,是因为 pD鄄
NA 能与菌影内生物素葡聚糖胺或者聚赖氨酸结

合。 pDNA 带有的特定 DNA 序列(LacOs 位点)与

内膜上的融合复合体 LacI鄄L蒺 膜锚点结合,使特异性

自身固定的 pDNA(pSIP)在裂解过程中被固定在细

菌内膜[14]。 通过菌影递送 DNA 给靶细胞有两种机

制:两步法是先制备菌影、冻干成干粉状,再装载高

量的目的 DNA;一步法是采用 pSIP 系统直接制备带

有特异性 pDNA 的菌影[1]。

3摇 人用菌影疫苗的发展潜力以及动物
菌影疫苗的应用

摇 摇 菌影系统是一个新型、无生命、高效的抗原和药

物递送平台,成为当前开发病毒性和细菌性疫苗的

重要手段。 研究表明,菌影对包括巨噬细胞、树突状

细胞(DC)、肿瘤细胞、内皮细胞和上皮细胞在内的

许多细胞的生存能力和代谢活动无细胞毒性或遗传

毒性[1]。 菌影具有完整的外部结构,能被 APC 表面

受体如补体受体和 Toll 样受体有效识别并吞噬[15]。
在猪体内,胸膜肺炎放线杆菌菌影能增加 APC 表面

MHC 分子的表达并显著增加 APC 刺激 T 细胞增殖

的能力[16]。 DC 作为专职性 APC,其吞噬活性和摄

取能力取决于用于制备菌影的细菌菌株。 鸡体内实

验表明,使用非耐药质粒筛选的肠炎沙门菌菌影和

常规途径筛选的菌影相比,免疫保护作用相当而生

物技术安全性更高[17]。
3. 1摇 人用菌影疫苗的发展潜力

大量动物实验表明,菌影能引起针对菌体和目

的抗原的特异性体液免疫和细胞免疫应答[18]。 菌

影有多种可选择免疫途径,如腹腔、皮内、肌肉、皮
下、胃内、吸入或者静脉免疫,装载 DNA 的菌影在体

内转染 DC 能诱导特异性体液免疫和细胞免疫应

答。 C57BL / 6 小鼠肌注带有沙眼衣原体重组外膜

蛋白的霍乱弧菌菌影能引起局部黏膜和全身的 Th1
型免疫应答,特异性抗原致敏的 T 细胞可被动转

移[19鄄20]。 C57BL / 6 小鼠肌注表达沙眼衣原体孔蛋

白 B 和多态性膜蛋白 D 的霍乱弧菌菌影后,能诱导

持续强烈的系统和黏膜记忆性免疫应答[21]。 用重

组 Omp18 蛋白的幽门螺杆菌菌影对 C57BL / 6 小鼠

进行治疗性免疫,Omp18 特异性抗体的增加和胃部

细菌的减少与对照组差异显著[22]。 以嗜血杆菌

Omp26 的大肠杆菌 NM522 菌影通过肠黏膜和(或)
肺黏膜免疫大鼠产生 IgG2a,诱导 Th1 型免疫应答,
在 Omp26 支气管内加强免疫后增加更明显,显著清

除呼吸道攻击的细菌[12]。 最近研究表明,伤寒沙门

氏菌 Ty21a 菌影装载 HIVgp140 DNA 后免疫小鼠,
易被巨噬细胞 RAW264. 7 吞噬并有效表达,诱导外

周和肠黏膜抗体水平明显高于裸露 DNA 免疫组小

鼠[23]。 带有小肠结肠炎耶尔森氏菌突变基因 msbB
的小肠结肠炎耶尔森氏菌菌影灌胃免疫 BALB / c 小
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鼠 Th1 / Th2 混合型免疫应答,有效减低前炎症细胞

因子的分泌,以 100 倍最小致死量野毒株攻击,获得

了 80%的高保护率[24]。
以装载编码 茁鄄牛乳糖的 pCMV 的曼氏溶血杆

菌菌影皮下和肌肉注射 BALB / c 小鼠,其体液免疫

应答水平比用裸露 DNA 免疫至少高出一个数量级,
菌影刺激特异性 Th1 和 Th2 型免疫应答,随后转换

为 Th2 型应答,表明用于制备菌影的细菌株能调节

抗原特异性 T 细胞免疫应答类型[25]。 进一步研究

小鼠 APC,证实菌影具有强大的递送编码特异性抗

原的 pDNA 给靶细胞的功能,转染靶细胞表达抗原

效率高达 85% [13,25]。 此外,以体内转染装载 pCMV
茁鄄牛乳糖体曼氏溶血杆菌菌影的髓源性 DC 静注小

鼠,在所有免疫鼠诱生了特异性抗 茁鄄牛乳糖的抗

体,而且在免疫后观察到识别 MHC玉鄄茁鄄牛乳糖抗

原表位的 T 细胞释放 IFN鄄酌 水平增加[25]。 胸膜肺

炎放线杆菌菌影刺激猪 DC 的结果与曼氏溶血杆

菌、霍乱弧菌菌影共同培养刺激小鼠相似,DC 表面

表达的 MHC 分子和共同刺激分子增加[25]。 定量分

析菌影的加载量表明,低浓度的 DNA(50 质粒 /菌
影) 就足够有效递送给靶细胞, 其转染率高达

82% [26]。 考虑到菌影 DNA 大加载量(6000 质粒 /
菌影)和最低浓度 DNA 即可成功转染靶细胞(50 质

粒 /菌影),菌影内部空间的高载荷量表明它们能运

载多种编码不同种类的抗原的质粒和(或)其它的

免疫活性物质。
不同菌株的菌影能诱导不同动物模型和不同靶

细胞的免疫应答,表明菌影能特异性刺激抗菌影的

细菌株的有效体液和细胞免疫应答,菌影运载和递

送给靶细胞的抗原足能保护动物抗特异性菌株的攻

击感染。 菌影可制备为不同的形式(气溶胶、食物

和液体)、可采用多种免疫途径及上述的各种免疫

刺激能力的这些特性,表明菌影有希望发展为多价

疫苗。 评价菌影免疫动物的结果有助于选择最合适

用做菌影的菌株,以刺激最有效的免疫应答类型抗

特定疾病(病原体)。
3. 2摇 兽类菌影疫苗

免疫途径在兽医实践应用中极其重要。 疫苗最

好的免疫途径是黏膜免疫,如口腔,鼻吸,眼内和呼

吸道的免疫。 黏膜免疫比其它途径免疫有以下优

点:使用方便,副作用少,便于多次加强免疫。 灭活

疫苗通过黏膜免疫通常不能起到全面的免疫保护作

用,必须使用黏膜佐剂如去毒的不耐热大肠杆菌毒

素和霍乱毒素等来增强免疫作用。 动物实验中菌影

作用于口腔、鼻腔、眼或者呼吸道的黏膜表面,在引

起免疫应答的剂量范围内无任何不良反应[27]。 组

织培养试验显示,即便是高剂量条件下(1000 菌影 /
细胞),菌影也不会引起细胞毒性或遗传毒性[28]。
黏膜免疫通常需要至少一次相同疫苗来加强免疫以

获得完全保护,这取决于菌影来源的菌株和递送途

径。 然而,使用出血性大肠杆菌菌影,一次直肠免疫

即可获得 100%保护[29],因此对不同菌影的候选疫

苗的剂量和免疫途径需要深入研究。
许多致病性革兰阴性细菌在不同的动物模型中

被应用作为菌影。 副猪嗜血杆菌菌影通过注射免疫

可引起特异性 IgG 滴度、CD4 + 和 CD8 + T 细胞比值

显著增加。 在菌影刺激下猪 DC 表面表达共刺激分

子和 MHC 分子明显增加[30]。 肠出血性大肠杆菌

(EHEC)菌影胃内免疫保护小鼠抗细菌的致死性攻

击感染,诱导体液免疫应答和 T 细胞产生 IFN鄄酌,单
剂量菌影免疫可获得 86%的保护率,而增加剂量可

以到达 93% [31]。 兔和鼠动物实验显示多杀性巴氏

杆菌菌影和溶血二氧化碳嗜纤维菌的菌影能诱导产

生特异性抗体对其它巴斯德菌的血清型和野生型分

离株有交叉保护作用。 小鼠腹腔免疫巴氏杆菌影诱

导完全免疫保护具有剂量依赖性[32]。 在牛体内溶

血二氧化碳嗜纤维菌菌影比商品化疫苗能获得更好

的免疫保护作用[33]。
3. 3摇 鱼类菌影疫苗

鱼类养殖业繁荣发展使得鱼类生存空间狭窄,
最易受爱德华氏菌和弧菌感染,而连续使用抗生素

会导致耐药菌产生和抗生素残留,因此发展鱼类疫

苗刻不容缓。 爱德华氏菌影疫苗是养殖鱼业领域设

计和发展新型疫苗的代表,在罗非鱼分别腹膜内注

射爱德华氏菌菌影和用福尔马林灭活的爱德华氏

菌,结果显示菌影获得了更强的免疫保护[34]。 此

外,鳗弧菌菌影研究以用于预防鱼类的弧菌病[35]。
使用减毒活鳗弧菌为菌影被用于设计一种新型的减

毒鱼疫苗,已成功诱导抗弧菌的交叉保护性免疫。
在这个新方法中,将携带裂解 E 基因的减毒鳗弧菌

喂给鱼类,使 E 基因在鱼体内激活表达,裂解减毒

细菌形成菌影。 这种新型疫苗有两个主要优点:菌
影技术保证减毒株无毒力回复;外源抗原在细胞质

中表达或者外源抗原与主体病原菌外膜融合作为多

价疫苗可诱导针对靶抗原和致病菌的免疫应答。 大

比目鱼腹腔注射非致病性活大肠杆菌多价疫苗,在
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裂解基因 E 介导下目的抗原在体内释放并引起免

疫应答。 以这种疫苗免疫 30 天后,以嗜水气单胞菌

LSA34 攻击感染,大比目鱼存活率达 80% 以上[19]。
以上表明,菌影技术与活细菌载体联合应用,可开发

新的疫苗类型。

4摇 展摇 摇 望

在当前的疫苗开发里菌影替代了传统的灭活病

毒和细菌的方法。 菌影是一个新颖的、无生命的、高
效的抗原和药物递送平台。 虽然菌影作为抗原载体

的研究近几年才开始,但是越来越多的学者开始关

注这项技术,它已经显示出很好的潜力。 相信在不

久的将来,菌影将在疫苗研究中发挥越来越重要的

作用。
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