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布鲁氏菌载体介导的疫苗研制现状*
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【摘要】 布鲁氏菌引起的布鲁氏菌病是一种严重危害人畜健康的传染性疾病。该菌可诱导感染宿主产生细胞、体液和

粘膜免疫应答,利用分子生物学技术可改造为理想的疫苗载体,从而表达寄生虫和细菌的多种抗原,以布鲁氏菌减毒株

为载体 的 疫 苗 包 括:犬 新 孢 子 虫(rRB51-SRS-2/GRA7)、刚 地 弓 形 虫(rRB51-GRA2/GRA6/SAG2)、结 核 分 枝 杆 菌

(rRB51-hsp60)和布鲁氏菌(rRB51-SOD/GT/BCSP31/OMP)等,本文综述了布鲁氏菌载体疫苗的构建及其免疫机制等

方面的研制现状。
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【Abstract】 Brucellosis,its
 

pathogen
 

agent
 

is
 

Brucella,is
 

one
 

type
 

of
 

infectious
 

diseases
 

seriously
 

endandering
 

human
 

and
 

animal
 

health,this
 

bacteria
 

may
 

induce
 

the
 

host
 

to
 

produce
 

cellular,humoral
 

and
 

mucosal
 

immune
 

responses,it
 

may
 

become
 

ideal
 

vaccine
 

vector
 

by
 

means
 

of
 

moleculat
 

modification
 

and
 

express
 

many
 

antigens
 

of
 

parasites
 

and
 

bacteria.These
 

Brucella_vectored
 

vaccines
 

include
 

Neospoa
 

caninum(rRB51-SRS-2/GRA7),Toxoplasma
 

gondii(rRB51-GRA2/GRA6/

SAG2),Mycobacteria
 

tuberculosis(rRB51-hsp60)and
 

Brucella(rRB51-SOD/GT/BCSP31/OMP).This
 

article
 

reviews
 

the
 

current
 

status
 

of
 

the
 

research
 

on
 

the
 

construction
 

and
 

immune
 

mechanism
 

of
 

Brucella_vectored
 

vaccines.
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***布鲁氏菌(Brucella)引起的布鲁氏菌病是一种严重危害人

畜健康的传染性疾病,常引起感染家禽的流产和不孕,还能引

起接触人群的波状热、心内膜炎、关节炎或骨髓炎。常见的致

病菌株为羊种马耳他布鲁菌(B.
 

meliteasis)、牛种流产布鲁菌

(B.
 

abortus)、猪种布鲁菌(B.
 

suis)、绵羊附睾种布鲁菌(B.
 

ovis)、犬种 布 鲁 菌(B.
 

canis)和 沙 林 鼠 种 布 鲁 菌(B
 

neo-
tomae)。常用灭活疫苗、减毒活疫苗、突变株疫苗、亚单位疫苗

和DNA疫苗等进行免疫预防[1-3]。

常见 的 减 毒 活 疫 苗 种 类 有 羊 种 Rev-1疫 苗、M5疫 苗、

RB51疫苗以及牛种S19疫苗和猪种S2疫苗等,这些减毒株均

可利用分子生物学技术改造为理想的疫苗载体。Vemulapalli
等[4]发现布鲁氏菌的减毒株 RB51可以表达外源抗原;Elzer
等[5-6]报道布鲁氏菌-大肠埃希菌穿梭表达载体pBBRIMCS和

自杀质粒等,为构建布鲁氏菌载体疫苗提供理论基础。绿色荧

光蛋白(GFP)是一种存在于腔肠动物体内的生物发光蛋白,增

强型绿色荧光蛋白(EGFP)是GFP的突变体,荧光强度比GFP
大6倍以上,EGFP和GFP都可作为报告基因探究基因的表达

和调控[7-8];Chacon等[9]报道了含有GFP报道基因的重组布鲁

氏菌,董炳梅等[10]报道含有EGFP报道基因的重组布鲁氏菌,

这为筛选阳性重组菌提供了有利条件。目前报道了多种表达

寄生虫和细菌抗原的布鲁氏菌载体疫苗如犬新孢子虫(rRB51-

SRS-2/GRA7)、刚地弓形虫(rRB51-GRA2/GRA6/SAG2)、结
核分枝杆菌(rRB51-hsp60)和布鲁氏菌(rRB51-SOD/GT/BC-

SP31/OMP)等,本文综述了布鲁氏菌载体疫苗的构建及其免

疫机制等方面的研制现状。

1 布鲁氏菌载体疫苗抗犬新孢子虫

犬新孢子虫(Neospoa
 

caninum)是犬、牛和羊新孢子虫病

的病原体,可引起流产等生殖障碍。SRS2基因编码该虫的速

殖子表面蛋白SRS2,GRA7基因编码致密颗粒蛋白7,SRS2和

GRA7在该虫粘附宿主和入侵过程中具有重要作用,用该虫的

SRS2蛋白或GRA7的DNA疫苗免疫小鼠可有效抵抗犬新孢

子虫速殖子的攻击[11-12]。Vemulapalli等[13]提取犬新孢子虫

NC-1株的DNA作为模板克隆SRS-2/GRA7基因,插入pCR2-

1TOPO得 pCR2-1-SRS-2/GRA7,与 pBBGroE 重 组 得 pBB-

GroE-SRS-2/GRA7,将其电穿孔转化布鲁氏菌RB51株,进行

筛选和培养,采取 Western
 

blot方法显示患者血清可结合重组

菌表达的43
 

ku的SRS-2和30
 

ku的GRA7蛋。借助腹腔注射

将2.5×108
 

CFU疫苗接种BALB/c鼠,在注射后6
 

w显示血

清IgG、IgG1和IgG2a的滴度提升,IgG2a与IgG1比值>1,脾

细胞产生大量IFN-γ,在注射后7周通过腹腔注射将1×106 个
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犬新孢子虫 NC-1株的速殖子进行感染攻击,在攻击后6周取

脑组织进行荧光定量PCR,检测犬新孢子虫的NC5基因和28S
 

rRNA基因,发现rRB51-SRS2免疫组和rRB51-GRA7免疫组

的脑组织虫体DNA负荷分别下降130和11倍左右。

2 布鲁氏菌载体疫苗抗刚地弓形虫

刚地弓形虫(Toxoplasma
 

gondii,Tg)是弓形虫病的病原

体。致密颗粒是一种弓形虫顶端复合体的细胞器,可分泌致密

颗粒蛋白(dense
 

granule
 

proteins,GRA),其中 GRA2(P28)是
一个毒力相关抗原,在弓形虫入侵宿主后诱导纳虫空泡表面网

状结构的形成,GRA6在修饰和调理纳虫空泡的过程中起重要

作用,主要参与虫体在细胞内的存活和复制,将重组GRA2蛋

白或pCD-GRA6接种小鼠或绵羊可有效对抗弓形虫RH株的

包囊攻击[14-15];表面抗原2(surface
 

antigen
 

2,SAG2)主要参与

弓形虫的入侵过程,并且与速殖子向缓殖子的转化有关,高世

同等[16-17]将重组质粒pBK-SAG2和pVAX-SAG2分别 免 疫

BALB/c小鼠均可诱导有效的免疫应答;Bandara等[18]提取弓

形虫 RH 株的总 RNA 作为模板分别克隆 GRA2、GRA6和

SAG2基因,插入pNSGroE得pNS-GRA2/GRA6/SAG2,将它

们分别电穿孔转化布鲁氏菌RB51株,氯霉素筛选阳性菌株,培
养后经PCR证实从相应重组菌株抽提的DNA中可扩增出600

 

bp的GRA2基因、800
 

bp的GRA6基因和700bp的SAG2基

因,相关保护力试验正在进行中。

3 布鲁氏菌载体疫苗抗结核分枝杆菌

结核分枝杆菌(Mycobacteria
 

tuberculosis,MTB)引起的结

核病是一种常见的呼吸道传染病,可累及全身多个脏器,但以

肺结核为常见。热休克蛋白60(HSP60)是一种在原核和真核

细胞中高度保守的蛋白质,在正常细胞的蛋白转位、折叠和装

配过程中起着分子伴侣的作用。当 MTB处于应激状态时,可
产生大量 HSP60,是机体免疫系统识别的重要细胞内抗原,将

HSP60抗原接种小鼠可产生特异性的CTL应答[19-21]。Vemu-
lapalli等[22]将结核分枝杆菌的hsp60基因插入pBBSODpro得

pBBSOD-hsp60,将其电穿孔转化布鲁氏菌RB51株,筛选阳性

重组菌,通过 Western
 

blot提示结核病患者的血清识别重组菌

表达65
 

ku的hsp60蛋白。采用腹腔注射将4×108CFU疫苗

注射BALB/c鼠,在注射后6周显现血清IgG的滴度提升,脾
细胞产生高水平的IFN-γ,此时通过腹腔注射将2×104 布鲁氏

菌S2308株进行感染攻击,在攻击后2周显示免疫鼠的脾细菌

负荷下降75倍左右。

4 布鲁氏菌载体疫苗抗布鲁氏菌

4.1 重 组 RB51-SOD/GT Cu/Zn过氧化物歧化酶(Cu/Zn
 

superoxide
 

dismutase,Cu/Zn-SOD)位于布鲁氏菌的胞膜和胞

质中,可影响吞噬细胞对该菌的杀灭作 用,将pCD-SOD 或

SOD蛋 白 的 合 成 肽 注 射 BALB/c鼠 可 有 效 对 抗 布 鲁 氏 菌

S2308株的攻击[23-24],WboA基因编码的糖基转移酶(glycosyl-
transferase,GT)与光滑型布菌脂多糖的 O 链合成有关[25]。

Vemulapalli等[26]以pBAⅡ-3为模板扩增SOD基因,插入pB-
BRIMCS得pBBR-SOD,将其电穿孔转化布鲁氏菌RB51株,筛
选重组菌,借助免疫印渍表明布病患者的血清识别重组菌表达

40
 

ku的SOD蛋白。通过皮下注射将4×108CFU 疫苗注射

BALB/c鼠,显示血清IgG滴度在接种后3~6周提升,在接种

后6周提升较高,在接种后6周显现脾细胞产生大量IFN-γ,此

时采用腹腔注射将2×104CFU布鲁氏菌S2308株进行感染攻

击,在攻击后2周提示免疫鼠脾的细菌负荷下降100倍左右。

Olsen等[27]通过皮下注射将7.4×1010CFU 重组 RB51-

SOD/GT注射怀孕4月的野牛,显示血清IgG滴度在接种后4

~24周提升,在接种后8周提升较高,在接种后20周显现外周

血单 核 细 胞(PBMC)增 殖,产 生 大 量IFN-γ,流 氏 细 胞 仪

(FACS)证实PBMC中CD4+ 和CD8+
 

T细胞的数目增多,在

接种后24周采用点眼途径将107CFU布鲁氏菌S2308株进行

感染攻击,在攻击后4周显现免疫牛淋巴结的细菌负荷下降

150倍 左 右。Nol等[28]借 助 口 服 途 径 将1×1011CFU 重 组

RB51-SOD/GT接种驼鹿(Cervus
 

canadensis),在初次接种后6
周重复1次,在初次接种后8周采用点眼和肌肉注射将1×

107CFU布鲁氏菌S2308株进行感染攻击,提示免疫鹿的血清

IgG滴度在攻击后6~14周提升,在攻击后8周提升较高,

FACS发现PBMC中CD4+、CD8+ 和γδTCR+
 

T细胞的数目

明显增多。

4.2 重组S19-BCSP31 布鲁氏菌的细胞表面蛋白31(Brucel-

la
 

cell
 

surface
 

protein
 

31,BCSP31)与该菌的胞内生存和繁殖相

关[29],Comerci等[30]等抽提布鲁氏菌S19株的DNA作为模板

克隆250bp的 BCSP311-31 基 因,插 入 pUC19得 pUC19-BC-

SP311-31,与pBBR4mcs重组得pBBR-BCSP311-31,将其电穿孔

转化布鲁氏菌S19株,进行筛选和培养,通过 Western
 

blot表

明布病患者的血清结合重组菌表达15
 

ku的BCSP311-31 蛋白。

采用腹腔注射将2×107CFU疫苗注射BALB/c鼠,发现免疫

鼠的血清IgG滴度在注射后10~30
 

d提升,在注射后30
 

d提

升较高。

4.3 重组104M-OMP19 外膜蛋白(outer
 

membrane
 

protein,

OMP)是一类布鲁氏菌的脂蛋白,与该菌的毒力密切相关。杨

巧玲等[31]提取布鲁氏菌104M 株的 DNA作为模板克隆500
 

bp的 OMP19基因,插入pNSGroE2His得pNSG-OMP19,将

其电穿孔转化布鲁氏菌104M株,进行筛选和培养,采用 West-

ern
 

blot提示布病患者的血清结合重组菌表达19
 

ku的OMP19
蛋白。通过皮下注射将1×105CFU疫苗接种BALB/c鼠,在

注射后35
 

d显现血清IgG滴度提升,脾细胞产生大量TNF-α、

IFN-γ和IL-2,但不产生IL-10和IL-17A等细胞因子,此时借

助腹腔注射将1×106CFU布鲁氏菌 A19株进行感染攻击,在

攻击后1周提示免疫鼠脾的细菌负荷下降150倍左右。

5 结语

布鲁氏菌载体疫苗作为减毒活疫苗能够诱导宿主产生较

好的保护力,可改造为疫苗载体来表达外源抗原;所表达的靶

抗原不需纯化,可直接用于免疫保护试验,免去了蛋白质后处

理的复杂工序;能在感染的细胞中稳定表达外源基因,且不会

发生外源基因丢失;是一种胞内寄生菌,存在 MHC-I类 和

MHC-II类抗原提呈途径,单次接种即可诱导宿主产生较强的

CD4+和CD8+T细胞性免疫应答;同时可诱导宿主产生记忆性

的T细胞,诱导长期的免疫效应;由于其减毒活疫苗的种类较

多,所以布鲁氏菌载体疫苗是初免加强策略的理想选择;易于

生产、储存和运输。

目前布鲁氏菌载体疫苗尚存在减毒活疫苗的毒力不稳,毒

性较大,返祖现象严重,会对人和动物造成伤害;难区分自然感
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染或是人工接种免疫,经常干扰常规的血清学诊断;由于该菌

是一种较强的致病菌,因而作为一种疫苗载体可能存在一定的

安全性风险;阳性重组菌株的筛选需要较长时间;可供选择的

表达载体较少;本身所含有的抗生素抗性基因可能对人体有

害;疫苗与宿主之间的相互作用机制的研究尚不深入;疫苗效

果的标准化和规范化的评价体系尚未建立;表达产物与天然蛋

白存在较大差异;表达产物可能对阳性菌株有害;表达蛋白的

水平较低等。

载体疫苗是一种新型疫苗,用于寄生虫和细菌的防治肯定

具有较广阔的前景。但将布鲁氏菌载体疫苗发展成为一种理

想疫苗亟待解决诸如布鲁氏菌载体疫苗表达蛋白的翻译后修

饰及调控;疫苗的免疫途径、剂量、次数和间隔次数的探索;疫
苗高效启动子的研究;疫苗的新的选择标志筛选;重组多价疫

苗的研制;探索引入纳米微粒技术研制布鲁氏菌载体疫苗能否

延长免疫应答的时间,诱导记忆性T细胞的产生;布鲁氏菌载

体疫苗免疫机制的研究等诸多问题;阐明这些问题有助于拓展

布鲁氏菌载体疫苗的应用前景。
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