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炭疽芽胞杆菌疫苗研究进展

展德文 王 " 王令春 张兆山"

（军事医学科学院生物工程研究所 北京 #%%%B#）

摘 要：炭疽芽胞杆菌引起的炭疽病死亡率非常高，当前的疫苗具有效力不稳定、对吸入性炭疽的保护率低、免疫

程序繁琐、存在副作用等缺点。近年来人们在改造传统疫苗的同时又有一些新的发现，如保护性抗原（EF）的抗体

在体内可杀死芽胞；通过粘膜免疫能够诱导机体分泌 G>F 抗体；抗多聚谷氨酸（!5H5EIF）抗体可以同炭疽杆菌的繁

殖体作用，从而杀死繁殖体；寻找到新的免疫原。H1F 疫苗、活载体疫苗的出现为新一代安全、免疫程序简单、具更

高保护率的疫苗奠定了基础。
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炭疽病是由炭疽芽胞杆菌引起的一种死亡率非常高的

疾病。炭疽芽胞杆菌为革兰氏阳性菌，主要通过皮肤、呼吸

道和消化道感染动物和人。最初感染的部位常有巨噬细胞

吞噬的炭疽芽胞，吞噬芽胞的巨噬细胞迁移到局部的淋巴

结，芽胞在巨噬细胞内萌发，进而裂解巨噬细胞，然后繁殖体

炭疽杆菌进入血液中，引起败血症和毒血症从而导致机体死

亡。炭疽杆菌在有氧条件下可形成大量的芽胞，存在数 #%
年后仍能够保持感染能力，若再次感染动物或人，则会重新

在生物体内繁殖并导致机体死亡。生物恐怖主义者和一些

国家的军方把炭疽杆菌研制成为一种生物武器，这给人们带

来极大的恐慌，“6##”事件后美国先后有几例人接触夹有炭

疽芽胞粉末的邮件而感染炭疽的病例，其中已有人死亡。

! 炭疽杆菌感染的分子机制

感染炭疽的患者死亡的主要原因是炭疽杆菌在血液中

大量繁殖并产生毒素，只需微量的毒素就可致人于死。炭疽

杆菌含有两个大质粒，LMN# 和 LMN$。质粒 LMN# 编码毒力因

子的基因 A0/、(+O 和 L/>，质 粒 LMN$ 中 含 有 7 个 阅 读 框 架

A/LP、A/LQ 和 A/LF，他们编码 ! 种蛋白基因，形成以!键联结

的聚5H5谷氨酰荚膜（!HEIF）。炭疽杆菌的主要的毒力因子

属外毒素，它们能破坏宿主的防御系统并导致细胞死亡而炭

疽杆菌的荚膜能够抵抗宿主细胞的吞噬作用。

炭疽毒素主要由 7 个功能相关的蛋白组成外毒素，7 种

蛋白分别称为保护性抗原（E-’R+AR:S+ /=R:>+=，EF）；致死因子

（T+R</( O/AR’-，T*）和水肿因子（8U+9/ O/AR’-，8*）［#］。EF 是一

单链蛋白质，主要功能是介导 T* 和 8* 进入宿主细胞。T*
是一种高特异性的具有 ! 个锌离子结构域的金属蛋白酶，能

够分解 VFEWW 并使巨噬细胞溶解，从而导致宿主死亡。8*
是钙和钙调蛋白依赖性的腺苷酸环化酶，它使 F2E 去掉两分

子磷酸形成 AFVE，使得细胞内 AFVE 大量积聚，破坏细胞内

复制的信号传导通路。另外，8* 破坏嗜中性粒细胞正常功

能，并在皮肤性炭疽中导致水肿。这 7 个蛋白单个来说并没

有致病作用，但它们可以协同进入细胞，引起病理性损害。

其中 EF 和 T* 组成的复合体称为“致死毒素”。

机体细胞表面普遍存在一种"型膜蛋白，可以同 EF 结

合，称为炭疽毒素受体（F=R<-/X R’X:= -+A+LR’-，F2Y）［$］。EF 是

一个包含 ! 个结构域的蛋白，其 Q 末端同宿主细胞膜表面

F2Y 结合。EF 同细胞膜表面的 F2Y 结合后，被 *.-:= 样细胞

表面蛋白酶在结构域 H#（#4! YWWY#4B ）处裂解为两部分，1 末

端的片段 EF$% 释放至胞外质，不再起作用。剩下 Q 末端的

EF47部分自身连接形成环形七聚体 C［EF47］B，是如蛋卷样楔

子。［EF47］B 形成一阴性电子腔，呈现疏水性表面同 T* 和 8*

结合。［EF47 ］B C T* 和［EF47］B C 8* 通过 F2Y 介导的细胞吞

饮作用进入细胞。胞内低 EZ 能够引发［EF47］B 的构象改变，

使［EF47］B 嵌入细胞膜，在 #!#层的基础上形成膜扩展的阳离

子通道。这些机制使得 T* 和 8* 被转运入细胞内。8* 干扰

细胞膜对离子和水跨膜运动的控制，导致组织水肿，同时它

还消耗吞噬细胞的能量，使其无力发挥吞噬细菌的作用。T*
通过分解 VFEWW 和诱导巨噬细胞凋亡，阻止趋化因子和细

胞因子的释放，从而导致宿主死亡。

外毒素被认为抑制了抗感染免疫反应，而荚膜则阻碍繁

殖体被吞噬。在荚膜缺乏时，细胞壁则由高度平行的超结构

蛋白结晶片段形成一层面结构，称为 [ C 层，它由 8F# 和 [/L
$ 个蛋白质组成，主要靠非共价键维系，8F# 是 [ C 层主要的

蛋白质。[ C 层主要促进细胞粘附和表面识别，提高骨架构

成和维持细胞形态或硬度，是抗原多样性的机制之一，使病

原体逃逸宿主识别。



! 现用的炭疽疫苗现状与研究进展

最早的炭疽疫苗是巴斯德于 !""! 年给牛注射的疫苗，

到 !# 世纪 $% 年代由 &’()*( 株发展成弱毒人用疫苗。目前我

国和俄罗斯主要用的是活菌苗，它们多为活芽胞制剂，不加

任何的防腐剂和杀菌剂。无论皮下注射或皮上划痕，须以活

芽胞进入体内的菌数多少作为免疫强弱的依据，使它们在进

入体内后还能够增殖，所以是一次接种［$，+］。根据我国 ,%%%
年《中国生物制品规程》报告，目前应用的炭疽疫苗主要是杨

雅等选育的 -!./ 菌株，此菌株不含有 012, 大质粒，不能形

成荚膜，因此毒力大大减弱，它主要通过皮肤划痕进行免疫

接种，经过人群效果观察，保护率为 "%3 4 !%%3。但对肺炭

疽的保护效果不佳，并具有一定的不良反应，如头晕、耳鸣、

心悸、四肢乏力等，严重者可导致晕厥、四肢抽搐和呼吸困

难。另外存在个别细菌的致病作用未被彻底去除的隐患，有

可能造成感染而发病。

在美国，已被 56- 批准的用于人体的炭疽疫苗（-7-）是

一种经氢氧化铝吸附和福尔马林处理的炭疽杆菌 788%9:;<9
/ 株的上清液，该菌株是 &’()*( 株衍生出来的产毒素、无荚

膜、非蛋白酶解性炭疽杆菌。此疫苗的生产过程是先通过大

量培养细菌，再经过滤除菌，然后将剩下的毒素蛋白与氢氧

化铝等佐剂吸咐在一起，最后经过福尔马林处理灭活而得

到。其中起主要免疫作用的毒素蛋白是 ;-，每 %=>?@ 的剂

量含 ;- 不超过 %="$?A，B(*C)(D 等［>］证明用氢氧化铝和福尔

马林作为佐剂比磷酸铝等佐剂好得多。研究证明，注射这种

疫苗能够有效的刺激免疫系统产生特异性结合毒素的抗体

并将其灭活，在一定的范围内其使用效果很好，但它的制备

产量有限，并且要分别在 %、,、+ 周和 .、!,、!" 月进行皮下注

射，随后每年加强，接种程序烦琐。因滤液中除 ;- 外，还含

有 E5 和 @5 及其它物质，所以会有少数免疫者呈现严重的不

良反应，副作用大，轻度局部反应达 $%3，约 %=,3接种者呈

全身反应，症状表现为乏力、发热和寒颤。

如上所述，-7- 中除 ;- 外，还有 E5 和 @5 及其它物质，

使少数免疫者呈现严重的不良反应。为了使疫苗更安全，同

时缩短免疫时间，简化免疫程序，提高保护率，许多科学家都

致力于获得弱毒的炭疽杆菌疫苗，并且尝试通过改变宿主菌

提高 ;- 的表达，如采用枯草杆菌、牛痘病毒、沙门氏菌作为

表达宿主［. 4 "］。其中表达保护性抗原的炭疽减毒活疫苗是

研究的热点。FG)*G)C 等［#］通过化学和调节温度的方法把炭

疽杆菌的质粒 021! 和 021, 去掉，建立一个突变的炭疽杆菌

株!-:/，然后构建一个含有 ;- 基因的表达质粒，将它转化

入炭疽杆菌株!-:/ 中，通过这种方法在培养上清中检测到

;- 的表达，用它和炭疽杆菌疫苗株!&’()*(9! 免疫豚鼠，发现

保护率同 &’()*( 株没有区别，而且理论上副作用应该降低。

在国内，兰州生物制品所的王秉翔等［!%］和本文作者均筛选出

无 021! 和 021, 质粒的 -!./ 菌株，为进一步研究打下了基

础。另外，重组 ;- 或 ;- 片段的蛋白质或多肽苗也是一重要

的研究方向。美国的 &HI’’ B(*C)(D 等制成了区别于 -7- 的

);- 疫苗，它不含 E5 和 @5，这项工作已经完成了临床!期实

验［$］。6I*GJC［!!］把炭疽荚膜与 ;- 混合到一起免疫小鼠，大大

的提高了保护率。

" 炭疽疫苗的免疫学研究探索

中国和俄罗斯的炭疽疫苗都是通过划痕皮肤进行免疫，

美国的 -7- 疫苗则主要通过注射途径，这样获得的保护主

要的是系统免疫。但是对于吸入性炭疽来说，炭疽芽胞通过

粘膜表面侵袭宿主，现在研究表明，只能通过粘膜免疫，才能

有效 的 产 生 粘 膜 和 系 统 双 重 免 疫 保 护 作 用［!,，!$］。;)IK0()
等［!+］用重组 ;- 通过鼻腔对小鼠进行免疫，粘膜免疫佐剂分

别为霍乱毒素和 L0M 寡核苷酸，结果发现不仅在血清中含有

高特异性抗 ;- <AM 抗体，并且还在唾液、鼻腔冲洗液和粪便

提取物中检测到了抗 ;- 的可分泌性 <A- 抗体。;- 特异性

L6+ N O 细胞，分泌的 OP! 型细胞因子降低，但是 <@9+、<@9>、

<@9. 和 <@9!% 却提高了应答，获得更为安全的炭疽免疫保

护［!+］。

在炭疽杆菌感染的病人中，主要的死亡原因就是因为感

染了炭疽芽胞。芽胞进入宿主后，就在宿主巨噬细胞中繁

殖，并到达淋巴结中，最后在细胞外大量繁殖并分泌大量的

毒素导致中毒，若治疗不及时，极易死亡，患者死亡率达 "%3
以上。当前的疫苗（如 -7-）主要是针对 ;- 的，而对芽胞杆

菌没有有效的作用。质粒 021, 编码的以"键联结的聚969
谷氨酰荚膜（"969;M-）是炭疽杆菌荚膜一种结构物质，它能

抑制 巨 噬 细 胞 的 噬 菌 作 用，但 是 只 有 很 弱 的 免 疫 原 性。

/GHP(J 等［!>］把 ;M- 与甲基化的 F&- 偶联起来，再偶联 ;- 免

疫小鼠，发现小鼠血清含有很高的抗 ;M- 的 <AM 抗体和抗

;-的 <AM 抗体。MQ9ER* 等［!.］几乎同时用相似的方法把 ;M-
与 ;- 偶联起来，也获得了相同的结果。最近，SG*A 等［!8］把

;M- 的九聚体同血蓝蛋白偶联，产生的抗 ;M- 的九聚体的抗

体可以识别至少 ;M- 四聚体抗原表位，并且可以同炭疽杆菌

的繁殖体作用，使巨噬细胞不易溶解，这对帮助机体内清除

炭疽杆菌的繁殖体有重要的作用。OPI?GK 等［!"］用小鼠 L6+%
的单克隆抗体作为激动剂，同"969;M- 一同免疫小鼠，对吸

入性炭疽的保护率大于 #%3。

随着生物信息学和全基因组测序技术的发展，人们可以

预测到一些编码毒力因子和免疫原基因，这些基因编码的产

物可以成为新药的靶标和新的疫苗侯选目标。-)Q(J 等［!#］通

过对 021! 全序列搜寻，找到了 !+$ 个开放阅读框（1/5K），其

中 8%3的开放阅读框编码的产物在数据库中没有同源类似

物，其功能未知。该实验室应用蛋白质芯片技术和生物信息

学，通过对 !+$ 个 1/5K 编码的产物进行分析，最终找到了 $
个与 ;- 具有极为相似免疫原性的 1/5 编码的蛋白，为进一

步的研究奠定了基础。

# 新型炭疽疫苗的研究进展

#$% &’( 疫苗

6:- 疫苗又称基因疫苗或者核酸疫苗。它的出现被认

%>! 微 生 物 学 报 +> 卷



为是疫苗发展史上的第三次革命［!"］。简单的说，就是用编码

蛋白质的 #$% 片段或基因来替代蛋白质或微生物免疫动

物。炭疽杆菌 #$% 疫苗的优势主要体现在：!#$% 疫苗既

能刺激机体产生体液免疫，又能产生细胞免疫，尤其是能诱

导产生具有细胞毒功能的 & 淋巴细胞，因此能更加有效的抵

御炭疽杆菌的感染。"#$% 疫苗的制备只需对编码抗原的

基因进行克隆，不需在体外表达和纯化蛋白质，在安全方面

类似灭活疫苗，制备简单，经济，对于炭疽疫苗来说可以大大

降低副反应的发生率。##$% 疫苗本质是核酸分子，因而它

不同于蛋白质和活疫苗，可以在室温保存，避免了疫苗贮存

运输中遇到的冷藏问题。$外源基因容量大，易于构建多价

疫苗。

’()*(［!+］最初把编码 ,% 的 +-.)-/0 氨基酸的基因片段插

入到 1230.". 载体上，进行免疫小鼠，并用 ,% 4 *5 进行攻

击，发现脾细胞分泌的 65$%明显增加，6*)0 分泌量增加 0 倍，

表明用此 #$% 疫苗免疫后，激活了抗原特异性的 &7+ 和 &7!
细胞因子分泌细胞。,% 4 *5 进行攻击后，免疫的小鼠均获

得有效的保护。3(88(9:;<= 等［!!］把鼠疫杆菌的 > 抗原基因和

,% 基因融合到一起，用质粒 1?’>&做骨架，构建成 #$% 疫

苗，在这 ,% 和 > 抗原都具有免疫原性。用此 #$% 疫苗对小

鼠免疫，对 > 和 ,% 都能检测到免疫应答，并且能明显提高小

鼠对鼠疫杆菌免疫保护。@A(9= 等［!.］用编码基因 *50 的质粒

免疫小鼠，可在小鼠的血清内检测到抗 *5 的 6BC，它能阻滞

,%与 *5 的结合，具有一定的保护作用。C988<D9E 等［!0］以质

粒 1?6 作为骨架，把 ,%/.基因和 *50 基因插入到 1?6 质粒上，

,%/. 基因和 *50 基因编码的蛋白均没有毒力。用这两种质粒

联合对兔子进行免疫，并用气溶胶形式的炭疽芽胞进行攻

毒，发现用质粒免疫的兔子均得以存活，主要的原因就是重

组的 #$% 疫苗免疫的兔子具有持续的免疫应答能力，在血

清中具有明显相对高的抗 ,% 的 6BC 含量。&9= 等［!F，!/］用腺

病毒作载体表达 ,% 的 #$% 疫苗，能有效的对抗 *& 的攻击，

并且比单纯的 ,% 免疫具更高的保护率。

!"# 转基因植物疫苗

随着基因工程技术的发展，人们已经成功的将一些病原

体抗原基因转到食用植物中并在果实中成功的表达，为研制

新型疫苗提供了新的思路。由于植物远离人和动物的疾病，

并且可以把抗原通过食物输入到人和动物的体内，用这种方

法不仅不用担心患上疾病，还可以获得有效的免疫力。G9H
等［!-］最初用转基因植物中表达的重组细菌抗原进行口服免

疫获得了成功。利用这个思路 %I(I 等［!J］把 ,% 基因转到烟

草中，并在烟叶中检测到具有活性的 ,% 的表达，这为炭疽杆

苗研究提供了新的途径。另有报道［!K］，&7<:9; 2LMMLA;<= 大学

的 %8LN9=OLA P9A9;LQ 已将 ,% 基因成功转入菠菜中，并在菠菜

中有表达，目前该研究正在进行中。

$ 问题与展望

炭疽杆菌的芽胞可经皮肤、呼吸道和消化道进入机体

内，特别是通过呼吸道造成的感染很难预防，传统的减毒活

疫苗和以 ,% 为主的铝胶吸附培养上清液疫苗虽有效力但仍

然存在很多亟待解决的问题，比如效力不稳定，主要引起是

体液免疫反应，并且免疫保护的时间不能持久，局部水肿和

疼痛等副作用，免疫程序复杂，保护人群受生物恐怖袭击所

需的抗体水平不清楚等。用 ,% 和少量的 *5 肌注免疫，可以

提高机体的免疫应答［."，.+］，同时炭疽荚膜与 ,% 混合到一起

免疫可以提高保护率［++］等一些新的发现为传统疫苗的改造

提供了新的帮助，并且其中一些问题也得到了解决。

随着基因组学和蛋白质组学研究的不断深入，许多未知

的基因和蛋白质被发现，并且它们的功能和结构被明晰，

#$% 疫苗技术的发展，这为新型疫苗研制提供了依据。目前

的 #$% 疫苗具有很好免疫效果同时，还能产生持续的免疫

应答，>(R98 公司研制的 #$% 二联苗，在第 . 次免疫家兔 - 个

月后，保护率为 +""S。另外，GL8L= 等［.!］把 ,% 基因整合到减

毒沙门氏菌染色体上构建的活载体疫苗利用静脉注射途径

免疫，均有不错的效果。当然还有一些问题需要人们的持续

深入研究，比如%)#),C% 抗体如何同炭疽杆菌的繁殖体作

用；*& 通过干扰树突状细胞来抑制宿主免疫的分子机制［..］；

怎样才能增强细胞免疫等等。

虽然 ,% 对炭疽的保护性免疫发挥重要作用，但%)#)
,C% 和其它新发现的抗原也将产生非常有效的免疫保护效

果。过去对芽胞的抗原性和免疫原性研究较少，随着研究的

不断深入，对开发新型的炭疽疫苗会起到重要的作用。基因

疫苗、活载体疫苗更有可能是未来理想的炭疽疫苗。在将

来，两种或两种以上的疫苗联合应用将对炭疽芽胞杆菌产生

更高的保护率，同时用抗生素和单克隆抗体联合治疗感染

者，感染者的存活率也会提高。随着科学的发展，未来的疫

苗肯定会安全、廉价、免疫程序简单，并具有很高的保护率。
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