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鱼用基因工程疫苗研究与应用
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免疫预防是通过刺激鱼类免疫系统 o使其产生特

异的免疫反应来增强鱼体的抗病能力 o从而降低由疾

病引起的损失 ∀ts年前 o人们预测建立在基因工程技

术基础之上的鱼用重组疫苗将会弥补传统疫苗的不

足 o能够有效的预防水生动物疾病的发生 o基因工程

疫苗能够预防从病毒 ! 细菌到寄生虫所引起的疾病 o

与传统疫苗相比 o基因工程疫苗更为安全可靠 ∀鱼类

基因工程疫苗的研究已有 ts多年 o有必要对其作一

全面的了解 ∀

t 基因工程疫苗的特点

基因工程疫苗是用基因工程方法或分子克隆技

术分离出病原的保护性抗原基因 o将其转入原核或真

核系统并表达出该病原的保护性抗原 o制成疫苗 ~或

者将病原的毒力相关基因删除掉或进行突变 o使成为

不带毒力相关基因的基因缺失苗或突变苗 o基因工程

疫苗只含有病原的部分组成 o其最大优点是安全性

好 ∀与传统疫苗相比 o基因工程疫苗还具有以下优点 }

第一 o可降低生产成本 o更廉价更大批地生产 ∀第二 o

易于区分感染动物和免疫动物 ∀由于基因工程苗只含

有病原的 t ∗ u种蛋白成分 o或者缺失某一蛋白成分 o

因此通过检测野毒中含有 o而基因工程疫苗中没有的

病毒蛋白的抗体可以方便地从免疫动物中区分出野

毒感染者 ∀第三 o利用活载体可制成多价疫苗 o达到一

针防多病的目的 ∀

根据基因工程疫苗研制的技术路线和疫苗组成

的不同 o目前鱼用基因工程疫苗可分为 w大类 ≈t 
}ktl

基因工程亚单位苗 ~kul基因缺失苗或突变苗 ~kvl活

载体苗 ~kwl⁄��疫苗 ∀

u 基因工程亚单位苗

基因工程亚单位苗是指通过利用表达载体产生

与病原体保护性抗原决定簇 k抗原表位l 的氨基酸序

列相同的肽段 ∀将表达载体转化到宿主体内k细菌 !病

毒 ! 细胞等l o保护性抗原片段在宿主生长过程中表

达 ∀这种肽段经制备成免疫原后接种机体 o可以使机

体产生保护性抗体 ∀

确定病原体的抗原决定簇中使机体产生中和性

抗体等保护性应答成分的氨基酸序列是设计亚单位

苗的前提 ∀在鱼类杆状病毒中的 �蛋白是一种重要的

中和性抗原 o由 xss多个氨基酸组成 o在杆状病毒的

致病性中发挥着重要作用 ≈u ∀传染性胰脏坏死病毒

k�°�∂l 疫苗是目前惟一的一个商用重组蛋白疫苗 o

≤«µ¬¶·¬̈ 等 ≈t 利用其中和性单克隆抗体测定的表位图

显示 }可变区 ∂°u区内部 k¤¤uss ∗ vxsl折叠成了一种

免疫显性结构 o这种结构包括血清型特异的和中和性

保守的表位 o大肠杆菌表达的重组 ∂°ukµ∂°ul 可自发

形成这种折叠结构 ∀以部分纯化的大肠杆菌表达产物

∂°u加完全佐剂免疫大西洋鲑 o可明显提高其对 �°�∂

的免疫力 ∀针对 ���∂ 病毒 o •¬±·²±
≈v 发现 o将编码 �

蛋白的部分基因克隆到大肠杆菌或杀鲑气单胞菌

k Αεροµονασ σαλµονιχιδαl的减毒株中表达 o通过浸浴法
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免疫可产生保护作用 ∀通过发酵来表达重组蛋白的抗

原 o常常产生很低的免疫保护 o这可能是由于表达的

重组蛋白的抗原性或免疫原性很低 ~其免疫途径也是

影响重组蛋白疫苗效果的重要因素 ~另外 o重组蛋白

只含激发 �细胞的表位 o缺乏激发 ×� 细胞的表位 o当

一外来抗原进入机体后 o要使机体的免疫系统开始启

动 o绝大部分的抗原需要同时具有 �细胞和 ×� 细胞

决定簇 ∀所以 o在考虑应用重组蛋白疫苗时 o应尽量选

择既含 �细胞决定簇又含激发 ×� 细胞决定簇的肽

段 ∀尽管重组蛋白疫苗有一定的缺陷性 o但仍具有广

阔的前途 ∀最近已经有将病毒抗原表位基因片段在植

物体内表达且能诱导小鼠产生免疫保护的报道 o这就

为口服疫苗的研制提供了依据 ∀

v 基因缺失活疫苗或突变苗

将病原菌或病毒的致病力相关的基因删除后构

建的活疫苗称之为基因缺失疫苗 ∀ �¤µ¶§̈±等 ≈w 将杀

鲑单胞菌的 ¤µ²�基因删除构建了减毒活疫苗 ~又如 o

∂¤±§̈µ«̈¬­§̈±等 ≈x 将斑点叉尾 病毒 k¦«¤±±̈ ¯¦¤·©¬¶«

√¬µ∏¶l 的 �� ƒxs基因中删除一段 t uss ¥³的序列 o成

功构建了减毒株 ∂ys∀储卫华等 ≈y 用转座子将嗜水气

单胞菌的蛋白酶缺失后 o发现其毒力下降 o但能够使

鲫鱼产生一定的保护 ∀这种在核酸水平上缺失毒力相

关基因的方法 o因具有遗传背景清楚 !疫苗株不易返

祖而重新获得毒力的优点成为发展活疫苗的理想途

径 ∀

减毒活疫苗接种后可在鱼体内繁殖 o由于其接种

过程与自然的感染过程相似 o可刺激机体产生长期的

中和抗体以及诱导良好的细胞介导应答 o一次接种后

即可产生较好的免疫 o具有一定的应用价值 ∀但是减

毒活疫苗可能仍保留部分毒性 o是否会对周围环境中

的其他鱼类造成危害是我们在使用过程中应该慎重

考虑的问题 ∀

w 活载体疫苗

这类疫苗以某种非致病性病毒或细菌 k株l为载

体来携带并表达其他强致病性病原的与保护性免疫

相关的抗原基因 ∀这是用基因工程方法 o将一种病原

免疫相关基因整合到另一种载体基因组 ⁄��的复制

非必需片段中构成的重组活载体疫苗 ∀在被接种的机

体内 o特定免疫原基因可随重组载体的复制而适量表

达 ∀鱼用的活载体疫苗如针对病毒 ���∂ o ∂ �≥∂ 和

�°�∂ o�²²±¤±等 ≈t 将它们的抗原表位基因 ) ) ) �蛋白

基因转入杀鲑气单胞菌的无毒菌株 �wws中 o通过活

疫苗 �wws感染大西洋鲑 o可使其产生针对这几种病

毒的保护性免疫 ∀

x ⁄��疫苗

⁄��疫苗又称核酸疫苗和基因疫苗 o它通过编

码免疫原或与免疫原相关的 ⁄��k有时也可是 � ��l

由宿主细胞表达抗原蛋白 o达到免疫效果 ∀与其他免

疫方式相似 o⁄��免疫可导致两种免疫类型 o体液免

疫和细胞介导免疫 ∀前者由抗原激活 �细胞产生特异

抗体 o 后者则是诱导产生细胞毒素 × 淋巴细胞

k≤×�¶l ∀抗体可中和病原体 o而 ≤×�¶可杀死病原细胞

或通过非细胞溶解方式控制感染 o因此 ≤×�¶更为重

要 o它能有效防范特定的病原体 o在抗病毒和抗胞内

菌感染中 o它是真正有效的免疫效应细胞 ∀ ⁄��疫苗

是指含有编码抗原基因的真核表达质粒 ⁄�� o经直接

接种体内后 o可被宿主细胞摄取 o并转录 !翻译 !表达

出相应的抗原 o然后通过不同途径刺激机体产生针对

此种抗原的免疫应答 ∀⁄��疫苗最基本的成分是质粒

⁄�� ∀质粒绝大多数来源于细菌 o是细胞质中的一类

独立于染色体的能自主复制的遗传成分 o由环型双链

⁄��组成 ∀用于构建 ⁄��疫苗的质粒通常由 x个部

分组成 }ktl 细菌的复制起点 o用于复制大量的质粒

⁄�� ~kul抗性选择基因 o如抗氨苄青霉素基因或抗卡

那霉素基因 o用作筛选的标记 ~kvl编码抗原蛋白或多

肽的基因 o这些保护性抗原编码基因可以是一组基

因 o也可以是单基因的¦⁄�� o还可以利用关键性抗原

表位的一段碱基序列 ∀一般选择病原体表面糖蛋白编

码基因k如乙肝病毒基因疫苗l构建 ⁄��疫苗 ∀被表

达的蛋白质可在宿主体内糖基化 o诱导对病原体的免

疫反应 ~有些易变异的病毒 o如 �型感冒病毒 o则可以

选择不同亚型之间共有的核心蛋白保守 ⁄��序列作

为疫苗基因 o产生跨株系的免疫保护反应 o以避免易

变异病毒可能产生的免疫逃避问题 ∀kwl转录调控因

子 o如启动子 !内含子和增强子等用于提高基因的表

达量 ∀常用的质粒载体启动子多为来源于病毒基因组

的启动子 o具有增强转录作用 ∀kxl最后是一多聚腺嘌

吟序列用作 °� ��的转录终止信号 ∀大多数质粒在大

肠杆菌中复制后纯化而获得 ∀最近有人报道 o用携带

⁄��表达质粒的减毒细菌作为载体感染宿主后将质

粒带入体内 o也能产生免疫效果 ∀
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自 • ²̄©©等 ≈z 于 t||s年首次提出核酸疫苗的设

想后 o核酸疫苗的发展出人意料的迅速 ∀早期 ⁄��疫

苗的研究主要是以哺乳动物为模型 o近年来 o越来越

多的研究发现 o鱼类的细胞同样能够有效地表达由真

核表达载体所携带的外源蛋白基因 o也就是说 o ⁄��

疫苗同样适用于鱼类 ∀ �¤±̈ ¯̄²¶等 ≈{ 将含有巨细胞病

毒启动子k≤ �∂l及 �¤¦�基因的质粒k°≤ �∂ p �¤¦�l通

过肌肉接种到金鱼体内 o tw§后 o在金鱼的肌纤维及

肾脏中检测到了大肠杆菌 Β p 半乳糖甘酶 k�̈ ·¤p

ª¤tl ∀他们同时还发现 o质粒 ⁄��所表达的抗原蛋白

诱发了金鱼的细胞免疫及体液免疫 o但是并不引起自

身免疫 o目的基因也没有整合入金鱼的染色体中 ∀进

一步实验证明 o用质粒 ⁄��进行肌肉接种免疫与用

�̈ ·¤p ª¤̄ 加佐剂进行腹腔免疫所产生的抗体滴度几

乎相同 ∀这些实验说明 o外源基因完全可通过质粒

⁄��在鱼体内得到表达并且充当很好的免疫原 ∀

目前 o鱼用 ⁄��疫苗主要针对的是病毒病 o研究

较多的是出血性败血病毒k∂ �≥∂l和传染性造血组织

坏死病毒k���∂l疫苗 ∀已知这两种病毒的 �蛋白均

包含有中和性表位 o �²∏§¬±²·等 ≈t 根据它们的 �蛋白

基因 o分别构建了 ³¦⁄��ª∂ �≥质粒和 ³¦⁄��ª���质

粒 k包含 ≤ �∂ 启动子l ∀将这两种质粒分别通过肌肉

注射到虹鳟体内 o不久即发现鱼的肌肉组织中有质粒

⁄�� ! �蛋白的 °� ��及 �蛋白存在 o这 v种物质均

能诱导机体产生具有中和活性的抗体 ∀�²µ̈±½̈ ±
≈| 针

对 ∂ �≥∂ 病毒 �蛋白构建的 ⁄��疫苗能够诱导 zsh

的虹鳟产生较高水平的免疫保护性 ∀

与常规基因重组疫苗相比 o ⁄��疫苗有以下优

点 }ktl易于构建 !易于制备和稳定性高 ∀kul具有高效

性 ∀⁄��疫苗以 ts ∗ tss ªr尾的剂量免疫即可得到良

好的免疫效果 ∀另外 o由于质粒本身具有佐剂的功效 o

因此使用 ⁄��疫苗免疫接种时不用加佐剂 ∀但是 o

⁄��疫苗也存在缺陷 o目前为止 o⁄��疫苗的接种多

采用肌肉注射 o这种方法耗时费力 o在实际生产中具

有一定的局限性 ∀因此 o探索新的免疫接种方法是

⁄��疫苗研究需要解决的问题 ∀

鱼用基因工程疫苗的研究在近 ts年有了飞快的

发展 o但是其中多数的免疫效果与常规疫苗相比还没

有表现出明显的优越性 ∀因此重组 ⁄��技术进行的

基因工程疫苗的研究还有很长的路要走 ∀
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