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鱼用生物工程疫苗研究进展

Progress of studies on bioengineering vaccines for fish
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� � 鱼用疫苗的研究可上溯到 20 世纪 40 年代, 1942

年加拿大学者 Duff [1] 应用灭活的杀鲑产气单胞菌免

疫硬头鳟获得成功,开创了鱼类疫苗研究的先河。随

后数十年间,各国学者对鱼用疫苗进行了大量研究,

这些疫苗大致可分为两类: 减毒疫苗、灭活疫苗。前

者是通过改变培养条件 ,或在异种动物体内传代, 使

病原体毒性减弱;后者则是通过物理(紫外照射、声波

震荡等)、化学(福尔马林、氯仿、苯酚等)方法杀死病

原体,制备疫苗。这两类疫苗具有良好的免疫保护作

用,但前者可能发生回复突变, 或失去免疫原性;后者

虽然安全,但免疫原性较差, 且保护时间短。同时,这

些传统疫苗多为细菌菌苗, 对于病毒性鱼病无能为

力[2] 。但是随着水产养殖业集约化的发展,由于水体

环境恶化等因素,世界各地鱼类病毒病频频发生, 病

毒性鱼病已成为制约水产养殖业发展的重要因素之

一[3] 。因此,发展新型疫苗尤其是病毒性疫苗, 迫在

眉睫。生物工程技术的迅猛发展,给鱼类疫苗的研究

提供了新思路,新方法,也打开了制备病毒性鱼病疫

苗的大门。目前利用生物工程技术研制的疫苗主要

包括:基因工程疫苗, DNA 疫苗。

1 � 基因工程疫苗

基因工程疫苗又称亚单位疫苗 ( subunit v ac�
cines) , 是指采用基因工程技术, 利用表达载体表达

病原体一种或几种抗原蛋白而制成的疫苗。感染原

的表面蛋白, 如病毒的被膜蛋白是可以被宿主免疫

系统识别的抗原,能诱发宿主的免疫反应, 产生中和

抗体,阻止感染症状的出现[ 4] 。基因工程疫苗的制备

方法有两种:一是分离病原性的多肽进行重组, 二是

改进致病基因, 保持抗原基因[5] 。Gilmo re 等[6] 1988

年将 IH NV糖蛋白编码基因片段与大肠杆菌表达载

体 T rpE 基因重组, 构成重组质粒。1993 年Leong和

Fryer [ 7]用该重组质粒的表达产物 (未提纯)口服或

注射免疫虹鳟 ( Rainbow tr out)和其他鲑类, 其免疫

保护率可达 81% ~ 100%。针对 IPNV 病毒, M an�
ning 等[8] 利用大肠杆菌合成由基因片段 A 编码的蛋

白( VP2, NS, VP3) , 其细菌裂解物对虹鳟有良好的免

疫效果。

此外, 对于细菌性鱼病利用基因重组技术, 发展

了新的减毒活疫苗构建方法。Vaughan 等[9] 将卡那

霉素抗性基因插入杀鲑产气单胞菌 aroA 基因编码

区, 利用自杀质粒将重组 DNA 导入野生毒株, 经过

等位基因交换后,得到减毒株。另外, 也有研究者直

接删除毒力因子编码基因,构建减毒株[ 10, 11] 。

1. 1 外源基因的表达

鱼类基因工程疫苗中重组的外源基因,通常是在

大肠杆菌中以融合蛋白形式表达的,其表达部位有细

胞质和细胞周质两种。这两种表达部位各有其不同

的优缺点: 细胞质表达的融合蛋白通常形成不溶的包

涵体( inclusion body) , 易于分离, 可以受到保护,免受

胞内蛋白酶的分解, 其表达产量通常也很高[4] , 但得

到的融合蛋白往往由于缺乏肽链的正确折叠,而缺乏

活性[ 12] 。周质( per iplasm)是指革兰氏阴性细菌中,

位于内膜和外膜之间的结构部分。周质中表达的蛋

白质, 分离纯化简单, 而且周质中的氧化环境有利于

蛋白质的正确折叠, 但其融合蛋白产量很低[4] 。同

时, 为了获得免疫保护作用, 融合蛋白的糖基化也不

可缺少[ 13] , 而大肠杆菌这类原核生物表达体系对某

些蛋白无法进行糖基化。因此,也有研究者尝试使用

真核生物表达体系: 酵母、昆虫病毒等,表达融合基因。

Lecoq�xhonneux 等[ 12] 利用 autog rapha californica 克隆了

VHS病毒糖蛋白的 cDNA,随后用 Spodoptera frugiperda
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昆虫细胞增殖重组病毒 ,经免疫荧光检测, 细胞表面

糖蛋白表达量占全部融合蛋白的 1% , 用表达融合蛋

白的昆虫细胞(叠氮化钠灭活 )免疫注射平均体质量

为 2 g 的虹鳟, 6 周后, 检测到中和抗体, 其 RPS 为

47% ,但采用口服和浸泡接种时, 免疫失败,说明适当

的免疫接种方式,对鱼类免疫也很重要。

1. 2 基因工程疫苗优点和缺陷

基因工程疫苗制备简单、安全性好, 在构建疫苗

时,可将多种不同的抗原表位串联在一起, 构成含有

多种成分的抗原刺激成分, 从而能够在一次注射中

同时产生抵抗多种病原体的抗体。已有大规模基因

工程疫苗实地实验: 用 IH N 疫苗免疫防治 100 000

条平均体质量为 1 g 的鳟鱼,其鱼群死亡率可从 27%

降到 4% [ 14] 。但目前, 基因工程疫苗的大规模使用,

仍存在理论和实际的困难: ( 1)鱼类免疫学基础研究

薄弱,疫苗免疫机制不清, 有报道基因工程疫苗可对

0. 25 g的鱼苗产生保护作用, 而这一阶段的鱼苗通常

被认为不具有免疫补体[15] , 因此, 疫苗的免疫机制及

相关免疫作用因子, 有待进一步研究。( 2)缺乏实际

可行的接种方式, 鱼类基因疫苗通常采用注射法接

种,虽然效果好, 但此法在大规模生产实践中显然行

不通。( 3)缺乏适当的表达载体, 为了提高融合蛋白

产量,人们通常采用高效质粒表达载体如 pUEX2

等,但此类载体表达的融合蛋白一般是不溶的包涵

体,不具有生物活性[ 4, 16] 。而采用酵母或昆虫病毒等

真核表达载体,融合蛋白产量又很低[ 12] 。

2 � DNA 疫苗

传统疫苗和基因工程疫苗的研制, 使鱼病防治

取得了很大成功,但对于某些鱼类病毒病, 如 IPNV ,

IHNV 等, 这两类疫苗的使用效果并不令人满

意[17, 18] 。为此,人们一直在寻找新的疫苗设计思路。

1990 年Wolff 等[ 19] 发现纯化的质粒 DNA, 能够在小

鼠骨骼肌细胞中表达, U lmer 等[ 20] 将由 RSV 或

CM V启动子控制的甲型流感病毒核蛋白( NP ) DNA

导入小鼠骨骼肌,数周后检测到针对 NP蛋白的抗体

反应和细胞毒 T 细胞反应( CTL 反应) , 表明直接基

因接种能够诱发机体产生保护性免疫。由此,人们构

建了第三代疫苗 � � � DNA 疫苗。

DNA疫苗又称核酸疫苗,基因疫苗, 是指将编码

某种抗原蛋白的基因(细菌的外膜蛋白[ 21] , 病毒的膜

外蛋白[4] 等) , 在体外与载体 DNA 连接形成重组

DNA, 将其直接导入动物体内, 使抗原基因在体内表

达,其表达产物在抗原递呈细胞 ( antig en�presenting

cell, APC )作用下, 通过 M HC�I 和 M H C� 两条途

径, 诱发宿主特异和非特异免疫系统[ 22, 23] 。

2. 1 鱼用 DNA 疫苗的组成

DNA 疫苗一般由两部分组成: 编码抗原蛋白基

因(外源基因)和表达载体。获得合适的抗原蛋白基

因, 是制备 DNA 疫苗的关键。应选择病原体的主要

保护性抗原基因,也可将具有协同功能的基因共同组

装入质粒载体 [ 24] , 而对于变异频繁的病原体, 则可

选择各亚型共有的抗原蛋白保守序列,既可避免免疫

逃避现象, 又可产生交叉保护作用[ 25] 。保护性抗原

基因及其所编码的抗原蛋白结构对 DNA 疫苗的免

疫应答水平可产生一定的影响, 如信号肽序列的有

无, 密码子的使用情况, 表达的抗原蛋白是否稳定,抗

原蛋白是膜结合型还是分泌型等。糖蛋白抗原其糖

基化必须在信号肽的引导下进入内质网和高尔基体

后才能完成。因此不带信号肽的糖蛋白不能形成正

确的空间结构 ,从而失去一些抗原表位,因而不能诱

导高质量的免疫应答[24] 。DNA 疫苗常用质粒做表

达载体, 如 pBR322, pU C19 等, 其主要包括如下元

件: 复制起点, 常用具有高拷贝数的大肠杆菌 ColE1

复制起点; 强启动子, 如巨细胞病毒 ( CM V) 启动子,

鼠乳腺瘤病毒 ( M M TV)启动子, 猴空泡病毒( SV40)

启动子等[ 25, 26] 。含有 CM V 病毒启动子的质粒重组

DNA, 表达高效持久, 有实验表明, 其持续时间可长

达 115 d[ 27] 。SV40 的启动子功能很低, 但可以诱导

抗原基因长期持续表达; 增强子, 终止子和 CpG 序

列。另外, 为了检测外源基因在鱼体内是否表达, 可

在表达载体内加入报告基因,常用的报告基因有荧光

素酶 ( lucifer ase) , 绿色荧光蛋白 ( g reen fluo rescent

pr otein, GFP) , 氯霉素乙酰转移酶 ( chlo ramphenico l

acety ltr ansfer ase, CAT )等。

目前, 鱼类 DNA 疫苗主要是针对出血性败血病

毒( VHSV ) , 传染性造血组织坏死病毒( IH NV )。这

两类病原体表面糖蛋白, 由大约 500 多个氨基酸组

成[ 28] , 具有 6 个链间二硫键, 构成复杂的环状结

构[ 29] 。T raxler 等[ 30] 将 IHNV 病毒的糖蛋白编码基

因与巨细胞病毒 ( PCM V)启动子相连, 构成重组质

粒, 免疫注射大洋州大麻哈鱼, 8 周后, 用 IH NV 病毒

攻击, 保护率可达 40% ~ 100%。Lorenzen 等[ 31] 用

含有 VH SV 病毒糖蛋白基因的质粒肌注平均体质量

0. 5g 的虹鳟, 分别在第 9 和第 71 天用致死剂量攻

击, 结果显示, DNA 疫苗仍具有较高的免疫保护性。

对于鱼类寄生虫病,如车轮虫病、小瓜虫病、贝尼登虫

病等, 由于其有机体极难或无法无菌培养, 因此,很难

用传统方法制得疫苗,但采用现代生物工程技术可制

备 DNA 疫苗,国外已对小瓜虫的抑动抗原( immobi�
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lization antig en, I�Ag) ,进行了初步研究[ 32, 33] , 有望以

此作为抗原基因,构建 DNA疫苗。

2. 2 抗原性基因筛选方法

常用的筛选抗原基因的方法有表达文库免疫技

术( expr ession�libr ary immunization, EL I)和噬菌体表

面展示技术( Phage Display Techniques, PDT )。ELI

是指利用反转录酶,由病原体的 mRNA 合成 cDNA ,

制备病原体的基因文库, 利用基因免疫的方法从病

原体基因文库中, 筛选具有免疫保护作用的基因片

段。此技术常用于筛选基因组较大的病原抗性基

因[34] 。噬菌体表面展示技术则以改构的噬菌体为载

体,将待选基因片段定向插入噬菌体外壳蛋白基因

区,使外源多肽或蛋白质表达并展示于噬菌体表面,

进而通过亲和富集法筛选表达有特异肽或蛋白质的

噬菌体。它实现了基因型和表型的转换,被用于建立

噬菌体抗体库和噬菌体肽文库, 并能对靶蛋白抗原

表位进行定位, 以及不经过免疫即可获得高亲合力

的抗体[35] 。

2. 3 DNA 疫苗的接种方式

鱼类 DNA 疫苗的接种方式主要有: 注射法, 基

因枪法,浸泡, 口服等。注射法是鱼类疫苗最常用接

种方法,按注射部位可分肌肉注射 ( im ) , 腹腔注射

( ip) ,皮下注射等。注射法简便有效, 但劳动量大 ,对

实验者技术要求高。基因枪法则是先将外源 DNA

溶液与钨、金等金属微粒共同保温, 使 DNA 吸附于

金属颗粒表面,然后加速金属颗粒, 利用被加速的金

属颗粒对细胞击孔, 使外源 DNA 直接射入细胞[ 36] ,

其优点是免疫用量少, 能有效激发机体细胞免疫, 用

注射器直接注射一般要求 DNA 量为 10~ 200 �g ,用

基因枪注射所需要的 DNA 量则可少至亚纳克级[ 37] 。

但基因枪法缺点是制备包被 DNA 疫苗的金属颗粒

过程较为复杂,而且每次转运的 DNA 量很少( 2. 5�g

以下) , 超过这个剂量, 质粒 DNA 集聚在一起形成

! 大颗粒∀ ,可能会引起靶细胞的损伤反应[38]。虽然

浸泡和口服是鱼用疫苗最适宜的接种方式, Fernan�
dez�Alonso 等[ 39] 将 GFP 基因连接到质粒 PBQI25中

CM V启动子的下游序列, 浸泡虹鳟鱼苗, 2~ 3 d 后

可在尾鳍、腹鳍、背鳍处,检测到荧光, 其直径可达 10

~ 20 �m, 说明外源基因可以通过浸泡的形式, 渗入

鱼体进行表达。但遗憾的是, 有实验 [ 40] 证明,浸泡、

口服接种鱼类 DNA 疫苗,并不能有效地诱发对鱼体

的免疫保护作用,其具体原因尚不清楚。

2. 4 DNA 疫苗的免疫机制

对于鱼用 DNA 疫苗的免疫机制, 目前尚无定

论, 但普遍认为 : 鱼类 DNA 疫苗通过两条途径诱发

免疫应答: ( 1) DNA 疫苗被 APC 摄取后,在细胞内进

行抗原的生物合成, 其表达产物抗原蛋白在 APC 和

主要组织相容性复合物 ( M ajor H istocompatibility

Com plex, M HC)分子作用下被降解为 8~ 10 个氨基

酸多肽, 多肽与 M HC�# 类分子结合, 从而激活

M HC�#限制的抗原特异性的 CTL , 产生细胞免疫。

( 2)胞内表达的蛋白质通过分泌或细胞裂解释放入

血, 被专职 APC 内吞, 在内体中被降解为 12~ 18 个

氨基酸的多肽 ,与此同时, 胞浆内质网合成的 M HC�

 类分子也被运至内体, 与抗原肽结合成抗原肽�
M HC� 类分子复合物而递呈于 APC 表面, 成为 T

辅助细胞( CD4+ Th 细胞)免疫监视的靶位, Th 细

胞分泌淋巴因子,刺激 B 细胞转化为浆细胞,产生抗

体, 诱导抗原特异性的体液免疫应答[ 4, 41] 。

2. 5 CpG序列的免疫佐剂作用

DNA 疫苗具有很高的免疫原性, 纳克级表达的

抗原蛋白即可诱发机体有效的免疫应答[ 42] , 而若用

同样数量的蛋白质直接免疫动物,则根本不可能诱发

任何免疫应答[ 4] ,其原因在于表达载体质粒 DNA 上

含有特定非甲基化的胞嘧啶鸟嘌呤二核苷酸 ( CpG )

模体。CpG模体普遍存在于细菌 DNA 中,脊椎动物

基因组中 CpG 含量只有细菌的四分之一。CpGDNA

不仅能引起 B细胞分化, 还可激活单核细胞、巨噬细

胞和树突细胞 ,引起这些细胞分泌 TH 1 样为主的细

胞因子,而且能协同刺激抗原特异性 B 细胞和 T 细

胞分化, 在 TH 1 样细胞因子的作用下, 显著增强获

得性细胞免疫[ 43] 。因此, 加强对 CPG 免疫刺激原理

的研究, 寻找最佳刺激序列, 对增强 DNA 疫苗的免

疫效果很有必要。

2. 6 DNA 疫苗的优缺点

与基因工程疫苗以及常规疫苗相比, DNA 疫苗

更具有优势[ 44] : ( 1)可在体内持续表达, 可诱发长期

免疫。( 2)疫苗免疫时产生的抗原多肽的递呈过程和

自然感染时相似,以其天然构象被递呈给免疫识别系

统, 对构象型抗原表位引发的保护性免疫尤为重要,

而基因工程疫苗常常造成构象型抗原表位的改变或

丢失。( 3)疫苗可以免去生产和纯化蛋白质的费用,

制备成本低于基因工程疫苗。( 4)构建 DNA 疫苗载

体相对容易。

DNA 疫苗尽管有许多优点, 但也有许多不

足[ 45, 46] : ( 1)质粒导入细胞的效率不高, 诱发的免疫

效果也相对较低。( 2)转入体内的外源 DNA 有可能
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整合到宿主细胞基因组上, 使宿主细胞抑癌基因失

活或癌基因活化, 使宿主细胞转化成癌细胞。( 3)质

粒接种后表达少量蛋白 ,并持续较长时间, 这种外源

抗原的持续表达在理论上会对机体产生不良后果,

包括免疫耐受,自身免疫病, 过敏反应,超敏反应或自

身攻击等。

目前,鱼类 DNA 疫苗主要应用于病毒性鱼病研

究,包括出血性败血病毒( VHSV ) , 传染性造血组织

坏死病毒( IH NV ) 以及鳗鱼病毒 ( EVA, EVEX) , 草

鱼呼肠孤病毒 ( FRV )等, 而在细菌性鱼病和寄生虫

鱼病研究较少[32, 33] , 主要是因为: ( 1)获得合适的抗

原蛋白基因, 是制备 DNA 疫苗的关键, 而这只有通

过对病原体的病原学, 生物化学及分子生物学等各

方面研究,最后才能确定致病因子及其相关基因, 而

细菌和寄生虫由于基因组比病毒大许多而且往往具

有多种抗原成分, 因此很难获得合适的抗原蛋白基

因,而病毒由于基因组小, 结构单一,获得抗原蛋白基

因相对容易。( 2)许多细菌和寄生虫抗原都是复合抗

原,在其蛋白质结构上还连接着一些糖基化基团, 而

这些糖分子又是维持该分子抗原性的必须成分[ 47] ,

这种糖蛋白分子往往在目前使用的质粒表达体系无

法正确或高效表达。

3 � 生物工程疫苗的应用前景及安全性

我国人口众多,土地可耕面积少, 水产养殖业在

满足人们对动物蛋白需求方面有重要作用。据统计,

2000 年全国渔业总产量达 4 278. 99 ∃ 104 t, 养殖业

产量 2 578. 21 ∃ 104 t, 占总产量的 60% ,渔业总产值

2 694. 1∃ 108 元, 占农林牧渔业总产值的 10. 9% [ 48] 。

但是,由于中国养殖业技术落后, 养殖场多以粗放型

为主,加之水体环境不断恶化,造成我国养殖业病害

频繁发生,给国民经济带来巨大损失。鱼用疫苗是防

治各种鱼类病害极其有效的方法之一, 但传统疫苗

制备复杂,成本高, 对病毒性疾病,作用不大。而运用

生物工程技术研制的生物工程疫苗, 制备简单, 可利

用工程菌大规模生产, 且免疫残留物可分解 ,对环境

和生态群落几乎没有影响。但在我国,有关鱼类病原

抗原基因的研究工作还不多, 国内除对草鱼呼肠弧

病毒、鲤春病毒有一定的研究外, 我国鱼类主要病原

表面抗原的分子生物学基础研究还很欠缺[ 49] , 鱼类

生物工程疫苗研究亟待加强。可以预见,随着生物工

程技术的不断发展, 生物工程疫苗在渔业生产中的

应用必将越来越广泛。

但是,我们也要清醒地认识到: 生物工程疫苗给

养殖业的病害防治提供! 利器∀的同时,也可能给人类

带来灾难: 外源基因的重组, 有可能产生自然界中新

的物种, 而人们无法预料此新物种对生态环境的影响

是好是坏, 尤其是 DNA 疫苗通过体细胞转导方式进

行免疫, 存在外源基因整合到宿主细胞染色体的可能

性, 而且,水产品最终为人消费,这样的免疫方式对人

有无影响, 尚无相关实验论证。因此, 有待加强生物

工程疫苗生物安全性的研究。
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studied t hr ough tr iax ial com pression t est. The test results demonstrate that t he t rend o f the st ress� strain
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