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植物基因工程的主要目标是创造出具有丰产、优质、抗病虫、抗除草剂、抗寒、抗早、耐盐碱等优良性状的

作物新品种。随着高效基因载体系统和遗传转化技术的发展，植物基因工程技术又出现一个新的生长点，即利用转

基因植物生产动物疫苗．目前，这项研究尚处于实验室阶段，但由于其应用前景可观，已引起免疫学家、分子生物

学家和植物学家的极大兴趣与关注。本文就该领域的研究发展、方法、特点及应用前景作一综述。

1动物基因对植物的转化及其表达的研究

动物基因转人植物的最早报道是 1983年 Shaw等把兔子尹一球蛋白的基因组基因转人烟草，但没有得到表

达川二随后人们又将鸡的：一肌动蛋白、卵清蛋白、人：一球蛋白基因转人烟草，也得出相似的结果〔2，，即：完整

的动物基因（包括启动子、内含子、加尾信号）在植物中不能转录或正确加工。以后一系列研究结果表明，植物不

能识别动物基因的转录起始、终止和加工信号，然而用cDNA代替基因组编码序列，在植物中有作用的启动子和

终止子调节下，来自动物的 cDNA都可以在植物中有效地转录和翻译。例如：鼠金属硫蛋白（mMT)基因在

CaMV35S启动子和豌豆核酮糖二磷酸梭化酶小亚基（rbcS)基因启动子的指导下，在烟草中得以表达，转基因幼苗

对9毒产生抗性c3)。德国Max Planck作物育种研究所的During等人（(1990）分别将编码抗体轻链和重链的

cD NA转人烟草转基因植物能合成轻链和重链，并组装成有活性的抗体〔4)。目前，在转基因植物中已成功表达了

人生长激素、白细胞介素-2、干扰素、人血清蛋白、血红蛋白、胰岛素、人表皮生长因子、萤火虫荧光素酶基

因、比目鱼抗冻基因及乙肝表面抗原基因等（5一’。〕。

2转基因植物生产动物疫苗的方法及途径

2.1重组植物病毒

方法是将植物病毒进行遗传改造，使其携带外源基因，此重组病毒能在宿主植物中增殖，同时外源蛋白在病毒

粒子表面表达以确保抗原性。

991豆花叶病毒（(CPMV）分子结构的研究表明，CPM V粒子由两个衣壳蛋白组成：大（L)蛋白和小（S）蛋白，每个S

蛋白形成刀一桶状次级结构，每个卜桶状结构含8股反向平行的fl-折叠，彼此由不同的环相连。环的重要性在于

它们暴露于病毒粒子表面，在该处可被迅速识别以确保强免疫反应。英国John Innes研究所的Lomonssoff博士

(1992)构建了CPM V两个基因组RNA的全长 cDNA克隆，并将口蹄疫病毒（FMDV)和艾滋病毒（HIV)表面蛋白

基因成功地插人S衣壳蛋白基因的刀B-刀C环编码区中，重组质粒转录RNA，并用其以机械方式接种于虹豆植
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株。10天后，接种过的植株显示与被野生型CPM V侵染植株不同的症状。接种植株的叶提取物的电镜检测显示，

存在聚集的CPMV状颗粒。由被侵染的叶组织纯化出杂合的病毒粒子，Western印迹分析表明，其保留了FMDV

专一性环。他们用这种杂合病毒粒子制备了用于豚鼠的实验疫苗并进行免疫实验。结果显示，能诱导产生特异性

免疫应答〔iv。

2.2农杆菌介导的核转化

将编码某种病原体中能引起机体保护性反应蛋白的结构基因克隆到Ti质粒上，然后用这种重组质粒转化农杆

菌。携带重组质粒的农杆菌感染植物细胞后，导人的外源基因可能整合到这些细胞的染色体上。含整合外源基因

染色体的植物细胞在一定条件下可以长成新的植株。此植株可以在生长过程中表达外源基因并将这种性状传给子

代，成为表达疫苗的品系。

刘玉乐等（1993）将人乙型肝炎病毒（adw亚型）表面抗原（HBsAg）基因插人植物双元载体pRoKII的CaMV35S

启动子下游，构建重组质粒pRoKII-HBsAg，将此质粒导人农杆菌LBA4404中，利用农杆菌感染叶盘的方法转化

烟草G140品种，得到了抗卡那霉素的转化植株，并进一步获得了后代植株。酶联免疫分析表明，转化植株及其后

代均能产生具免疫活性的HBsAg，免疫吸附电镜观察表明，转化植株产生的HBsAg呈典型的直径为22nm的颗

粒。显示了用植物廉价生产HBsAg的可能性〔‘，。Mason等（(1992)也报道了类似的转基因植物生产乙型肝炎疫

苗的研究结果〔9)，这种转基因植物HBsAg是否能刺激机体产生保护性免疫应答尚在研究之中。

1995年，Arntzen等报道了不耐热肠毒素(LT)转基因植物疫苗的研制结果。他们将编码LT的B亚单位

(LT-B)结构基因分别转人烟草和马铃薯中，并用ELISA法在烟草叶片和马铃薯块茎的提取物中检测到了LT-B

的表达，同时用免疫沉淀的技术在转基因烟草叶片的提取物中也证实了LT-B的存在。直接用马铃薯块茎或其

提取液饲喂小鼠30天后，在其血清和粘膜标本中检测到了特异性抗体。他们还证明了转基因植物LT-B和大肠

杆菌表达的重组LT-B具有相同的抗原性，这两种重组的LT-B诱生的特异性抗体都可以中和LT-B。这些结

果说明，转基因植物 LT-B有可能成为一种有效的口服疫苗，在 LT细菌所致腹泻的预防方面具有重要

作用〔12)。

2.3叶绿体转化

1988年，Boynton等首次成功地用野生型的叶绿体DNA转化了单细胞生物衣藻的突变体。证明植物叶绿体

基因组是可以转化的〔”〕。以后一系列研究结果表明，外源基因可以在叶绿体中得到稳定表达〔’们。而且，叶绿

体作为外源基因转化的受体又具有诸多优越性：(1)便于外源基因定位整合；(2)基因为多拷贝，表达量高；(3)

导人的外源基因性状稳定性高、安全性好；(4)能直接表达原核基因〔‘，。1995年，Maliga实验室将Bt毒蛋白基

因和启动子Prrn的嵌合基因导人到烟草叶绿体中，得到毒蛋白占可溶性蛋白3--5％的高效表达，显示出植物叶绿

体表达外源基因的优越性〔16)。1996年，中国农业科学院生物技术中心沈桂芳实验室，将丙型肝炎病毒抗原基因

NS3-C和CE1各自插人烟草、衣藻叶绿体转化载体中，获得了表达（c 17)。免疫实验尚在研究之中。

3转基因植物生产动物疫苗的优缺点

能够生产重组疫苗的其他系统包括：动物病毒（痘苗病毒、鸡痘腺病毒、逆转录病毒等）、细菌（大肠杆菌和枯

草芽抱杆菌）、酵母（酿酒酵母）、昆虫细胞和哺乳动物细胞。然而，它们都存在弊端，限制了其商业化应用。例如：

细菌细胞不能完成许多病毒蛋白质的转录后修饰作用，不利于蛋白质的重新折叠，导致其免疫性通常较弱；酵母菌

对有些蛋白质的过分糖基化可能影响针对特定蛋白质的免疫反应，妨碍了酵母菌在一些疫苗生产中的应用；多数动

物培养系统表达水平低、需要昂贵的生长培养基，且培养基需特殊处理，以消除致病的有害微生物，因此，疫苗成

本很高。

转基因植物疫苗则具有它们无法比拟的优越性〔’8，：(1）易于形成产业化规模，在筛选到高效表达植株后，只需
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增加耕种面积就能扩大其产量；(2）价格便宜，因为植物易于栽培和管理；(3）安全，植物病毒不会感染家畜及人类；

(4）使用方便。已有的实验表明，多种转基因植物疫苗都可以采取口服的方式接种，因此更易被人们接受。

当然，转基因植物疫苗也存在一些有待克服的不足。首先，从植物细胞中提纯特定的蛋白并非易事，相应的纯

化工艺有待进一步完善，尤其对于那些注射用的疫苗，有效地除去其中可能混杂的植物碱和植物毒素是生产中的一

个不可忽视的问题。其次，有些转基因植物疫苗的有效成份含量较低，接种这种疫苗不但不会诱发机体的保护性免

疫反应，相反会引起免疫耐受．此外，若以直接食用转基因植物的方式进行预防接种，还会遇到3个问题：一是某

些植物中可能存在某些物质，它们会降低转基因植物疫苗的免疫效果；二是对于某些必须经热加工方可食用的植

物，烹调过程会破坏其中疫苗的有效成份（此点可通过将某些抗原基因导人不经加工即可食用的植物来克服）；三是

口服的转基因植物疫苗必须非常“结实”，足以通过粘膜进人内脏并能在那里激发免疫反应。

4应用前景

由于传统的疫苗生产包括费用昂贵的纯化、冷藏和注射过程，而在植物组织中产生蛋白则可省去这些步骤，因

而转基因植物疫苗显示出诱人的前景。这项研究为植物生物技术开辟一个全新的领域，尽管这项技术短期内不可

能产生巨大的商业利润，但是随着这项技术的不断完善，在免疫学家、分子生物学家和植物学家的共同努力下，转

基因植物必将生产出各种有实用价值的疫苗。
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