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细菌芽胞—— 一种新型的疫苗载体 
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摘要：杆菌属的芽胞作为益生菌已经应用于人和动物的食品生产和细菌疗法。目前, 芽胞作为一种

新型的疫苗载体, 开始用于破伤风、炭疽等疫苗的研究。与目前的第二代疫苗相比, 细菌芽胞热稳定

性好, 遗传操作方便, 是一种理想的疫苗载体。本文就其作为疫苗载体的相关研究进行综述。 
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疫苗是用来预防和控制传染病的关键手段 , 在

人类与疾病作斗争的过程中发挥着越来越重要的作

用。根据 WHO 的建议[1], 良好的疫苗应该是口服或
鼻腔给药, 室温下稳定 , 能提供长期的免疫效果, 并
且能够保护主要的病原体感染途径。而细菌芽胞作为

一个新颖的疫苗载体 , 在贮存和运输过程中不要求
冷链 , 可以口服免疫 , 且使用方便 , 因此日益受到 
关注。 

1  芽胞—— 疫苗载体 

芽胞是某些细菌生长发育后期 , 在细胞内形成
的一个圆形或椭圆形的抗逆性休眠体。芽胞具有极强

的抗热、抗辐射、抗化学药物和抗静水压的能力。能

产生芽胞的细菌主要是革兰氏阳性杆菌—— 芽胞杆
菌科的两个属 , 即好氧性的芽胞杆菌属  (Bacillus)和
厌氧的梭菌属 (Clostridium)。其中芽胞杆菌属的枯草
芽胞杆菌(Bacillus subtilis)芽胞研究较多。研究表明
细菌芽胞外层芽胞衣蛋白具有一定的伸缩性 , 能够
延长或缩短 , 而这一特质既对芽胞形成或萌发有非
常重要的作用 [2,3]。同时芽胞也因为具有这些特性而

在表面呈现和药物递送方面表现出很好的应用前景。 
由于芽胞具有上述的特点 ,  因此研究人员开始

将其应用于疫苗学的研究中 ,  发展成一种新型的疫
苗载体。这是细菌芽胞一个比较新的用途, 而利用重
组的芽胞作为口服疫苗的研究 , 更只是近 5 年的事 
情[4~7]. 但是已经表现出了许多潜在的优点, 如表 1 所 

 
表 1  芽胞疫苗的潜在优点 

Table 1  Potential beneficial attributes of spore vaccines 

Aspect Comments 

Delivery route Be effective for oral delivery of an antigen and can stimulate mucosal immune response. 

Stability Stable to 85～90  depending on species, can be desiccated and stored at room temperature and no cool℃ -chain needing. 

Safety Most Bacillus spore formers are non-pathogenic or attenuated nontoxinogenic. 

Production Simplified production, but production of spores would require a separate fermentor. 

Genetic manipulation Excellent genetic tools available for Bacillus subtilis. Genome sequenced for a number of spore formers. 

licensing Have been used as human and animal probiotics in Europe, Asia and the US. 

Others Potential to express multiple antigens in spores. Two routes for antigen expression available (spore and germinating 
spore). Potential to express any biologically important protein. 
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示 [8~10]。重组芽胞冻干后能在铝箔包装中保存, 且可
以室温下保存相当长的时间。必要时可以用水重悬后

口服免疫, 因此使用起来非常方便。理论上讲, 芽胞
疫苗被摄入后 , 黏附于肠道表面, 并进一步萌发 , 产
生有增殖能力的菌体。这样能够保证有足够的抗原产

生, 从而激发机体很强的免疫反应。 

1.1  外源抗原递送方式 
芽胞用作疫苗载体时 , 其携带外源抗原的方式

主要有两种：芽胞表面展示外源抗原和在芽胞萌发后

在繁殖体内表达外源抗原。以下对两种方式分别进行

简要介绍。 
芽胞表面展示外源抗原目前研究最多的是枯草

芽胞杆菌芽胞表面展示系统 , 其最初的研究是在
B.subtilis 的芽胞衣蛋白 CotB 上以融合表达的方式展
示破伤风毒素 C 片段 (tetanus toxin fragment C, 
TTFC)。Isticato等[11]通过研究发展出了一种基于细菌

芽胞的新型表面呈现系统。以定位于芽胞表面的芽胞

衣蛋白 CotB 作为基础, 采用融合表达的方式表达破
伤风毒素 C端 459个氨基酸残基片段。通过一系列实
验估算, 每个芽胞表面约暴露有 1.5×103个 TTFC 分
子, 且能够被 TTFC 特异性抗体识别。这种呈现外源
蛋白的方式效率高, 且芽胞稳定性好, 能够在室温下
长期贮存 , 纯化过程简单 , 所以 , 很快受到研究人员
的重视。此外, 另个一个芽胞衣蛋白组分 CotC 也被
成功地用来表达 TTFC和大肠杆菌热稳定肠毒素的 B
亚单位(B subunit of the heatlabile toxin of E. coli , 
LTB) [6]。CotB和 CotC都是定位于芽胞衣外侧的结构
蛋白, 为组成性表达, 且在芽胞衣总蛋白含量中所占
比例较大 .同时 , 融合有外源蛋白片段时对其结构和
功能不会产生太大的影响, 适于融合表达外源蛋白[12]。 

另外, 除了在芽胞表面融合表达外源抗原外, 还
可以在芽胞萌发以后 , 在繁殖体内表达外源抗原。
Cohen[13]等以高度减毒的炭疽杆菌(Bacillus anthracis)
为宿主菌 , 构建了分泌表达炭疽的保护性抗原
(protective antigen, PA)重组菌 MASC-10。在体外诱导
表达时, rPA得到了较高水平的表达(≥100μg/mL), 更
重要的是, 这一重组菌以芽胞的形式免疫豚鼠后, 能
够在豚鼠体内检测到高滴度的抗 PA 中和抗体, 说明
芽胞在体内萌发后同样可以表达 PA, 发挥后者的免
疫保护作用。 

采用繁殖体表达抗原蛋白这种方式时 , 外源抗
原的表达既可以是在芽胞萌发相关基因启动子的控

制下进行表达 [14], 也可以用其它相关的启动子进行
调控[15], 同样可以达到递送外源抗原的目的。最终通
过对免疫原性等进行评估来选择合理的表达方式。 

1.2  芽胞疫苗免疫特点 
芽胞作为一种疫苗载体 , 必须很好地了解芽胞

或者是菌体免疫(口服或采用其它方式免疫)后在宿主
体内的命运 , 精确把握其激发机体体液免疫或细胞
免疫的相关事件 , 这对发展相应合理和有效的疫苗
有着十分重要的意义。  

Duc等[16,17]发现芽胞疫苗口服免疫后, 与胃相关
淋巴组织(gut-associated lymphoid tissue, GALT)有着
复杂的相互作用。被摄取的芽胞一部分在肠内萌发 , 
在再次形成芽胞前经历一个很有限的生命周期。同时, 
芽胞也能够短时间内在派伊尔结(Peyer’s patches)的
吞噬细胞内持续存在。这种持续存在可能引起针对芽

胞的细胞免疫应答 , 也可能增强体液免疫和天然免
疫。这一点对于提高疫苗效果来讲是非常有利的。而

且芽胞能够在巨噬细胞内萌发 , 诱导炎症因子的分
泌。通过分析 GALT 和淋巴组织中相关细胞因子的
mRNA, 结果表明用芽胞疫苗免疫后, 在早期能诱导
Th1 细胞分泌 IFN-γa , 同时也能诱导炎症因子 
TNF-β的产生。与此同时, 体外实验也证明, B. subtilis 
芽胞与单核细胞相互作用后, 合成 TNF-α和 IL-1β的
细胞比例明显增加。Hoa[18]也表明, B. subtilis芽胞在
巨噬细胞内萌发是其激发机体免疫反应的一个关键

步骤 , 保证了相应抗原顺利地被抗原提呈细胞加工
和提呈给淋巴细胞。  

同时 , 由于芽胞疫苗对所携带的外源抗原有多
种表达方式, 因此, 其免疫特点也存在一定的区别。
Uyen等[19]研究在破伤风芽胞疫苗时发现, TTFC呈现
于芽胞表面和在芽胞萌发后表达这两种情况下 , 免
疫小鼠后激发的免疫效果有着明显的区别。采用表面

呈现的方式表达 TTFC 时, 能激发较为强烈的免疫应
答, 且具有明显的 Th1 偏向性, 但血清中抗体水平达
到最高的时间较慢(第 68天)。相比之下, 采用芽胞在
体内萌发后再表达 TTFC, 产生的 TTFC 特异性应答
达到最高水平的时间要快(第 23天), 且诱发的是 Th2
型 T细胞反应。Mauriello 等的实验结果也证明, 当用
表面展示有 TTFC 的重组 B.subtilis 芽胞免疫 Balb/C
小鼠时, 能够激发很强的 Th1型细胞免疫应答[20]。 

芽胞能与抗原提呈细胞(APC)相互作用, 诱导前
炎症因子 (pro-inflammatory cytokines)的产生 , 且具
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有免疫刺激特性 , 这些使得芽胞成为一个值得关注
的疫苗载体, 通过其将相关的抗原提呈给 APC 和其
它二级淋巴器官。但是 B.subtilis 芽胞在动物体内的
免疫原性比较低 , 不能象 B.anthracis 的芽胞一样有
效地激发机体的全身或局部的抗体反应 , 特别是经
口服途径进行免疫时 , 因此要求免疫剂量比较大
(1010个芽胞)[4]。如何提高 B.subtilis 芽胞的免疫原性
一直是研究人员努力的一个方向 , 并且取得了一定
的成果。 

2  芽胞作为疫苗载体的应用 

细菌芽胞是一个新颖的疫苗载体 , 可以以口服
的方式进行免疫, 易于激发机体的黏膜免疫, 增加了
抗原提呈机会 , 这使得机体能对芽胞本身或者芽胞
上呈现的外源抗原产生较好的免疫应答。 

在以往的研究过程中 , 本实验室通过对炭疽芽
胞杆菌 A16R(基因型为 pOX1+OX2−)进行高温传代培
养, 获得一株能够形成芽胞, 但基因型为 pOX1-OX2-

的新型减毒株(命名为 AP422, 已经申请专利), 实验
证明其毒性大大降低 , 并用其成功表达了相关的蛋
白, 极有可能发展成为一种新的疫苗, 为相关烈性传
染病疫苗开发提供有效的帮助。目前我们正在从基因

水平对 AP422 株进行进一步改造, 以期获得一种新
型的疫苗载体 , 在相关疫苗的研究中取得一定的  
成就。 

另外, 用芽胞作为疫苗载体研究, 国外的研究主
要集中在 B.subtilis 形成的芽胞上, 同时也有用减毒
的 B.anthracis进行相关研究成功报道。现选取几例简
单介绍。 

2.1  基于芽胞的炭疽疫苗 
炭疽是一种由 B.anthracis 引起的烈性种染病 , 

为人兽共患。人感染炭疽主要有 3种临床形式：皮肤
炭疽、吸入炭疽和胃肠道炭疽。在过去的 120年中, 人
们一直在努力寻找一种安全有效的炭疽疫苗。很多研

究表明, 芽胞疫苗比繁殖体疫苗和重组 PA 疫苗都更
加有效 , 因此现在人们开始越来越关注基于芽胞的
炭疽疫苗。 

Cohen 等 [13]用减毒的 B. anthracis 株 Δ14815 
(pOX1−pOX2−)分泌表达的炭疽芽胞杆菌的保护性抗
原 PA, 构建了相应的重组菌株 MCSA-10, 并利用该
菌株能形成芽胞的特性 , 分别用繁殖体细菌和芽胞
经皮下免疫豚鼠。结果表明, 两种免疫方式都能激发

豚鼠产生高水平的抗 PA 抗体(分别为 600 和 2900), 
但前者保护率仅为 40%, 而用芽胞进行免疫时, 保护
率达到了100%。这一结果也表明芽胞作为疫苗的形式
有很明显的优势。在这一研究的基础上, 同一研究小
组的 Mendelson等[21]用Δ14815 分别构建了表达 PA
的突变体和致死因子 LF 的重组菌 MCSA-13 和
MCSA-51。其中用 MCSA-13的芽胞经皮下免疫豚鼠
后, 能诱导产生高水平的的抗 PA 的中和抗体, 并且
在能够保护作用持续 12 个月以上。更重要的是 , 
MCSA-13 免疫后 , 能够很快进入脾脏 , 可在体内持
续存活一个月以上。在其萌发的过程中不断表达 PA, 
激发机体的免疫应答 , 从而提供较长时间的保护作
用。Aloni-Grinstein等[7]则用 MCSA-13 的芽胞采用口
服方式免疫豚鼠, 研究口服芽胞疫苗。免疫实验结果
表明, 以芽胞的形式口服免疫后豚鼠后, 芽胞能较好
的抵抗胃肠道的杀伤作用, 可以顺利通过胃肠道, 且
产生 PA 特异性 IgG, 同时也引发了的抗 PA 分泌型
IgA 应答, 这也就证实很好地引发了黏膜免疫系统的
应答, 同时也起到了很好的保护作用。 

Duc等[22]用 B. Subtilis的芽胞采用两种不同的表
达方式表达炭疽的保护性抗原 PA 及 PA 的片段, 研
究相应的炭疽芽胞杆菌疫苗。并以 A/J小鼠为动物模
型进行相关的免疫学研究。结果表明, 当 PA 以分泌
表达的形式从萌发后的活菌表达和展示在芽胞表面

上时, 均能引起机体的保护性免疫应答。但采用胞内
表达时则不能引发相应的保护性性免疫。且两种表达

方式引起的保护性免疫水平都比较高。用 100倍 LD50

的 B. anthracis STI芽胞进行攻毒实验的结果也表明, 
所有重组 B. subtilis 芽胞免疫的 A/J小鼠均得到很好
的保护, 而对照组则出现明显的炭疽症状, 并且在攻
毒实验后 2~5 d全部死亡。 

这些研究表明, 不论是减毒的 B. anthracis 芽胞
还是 B. subtilis 芽胞都能够作为炭疽保护性抗原 PA
或其它抗原的载体, 起了很好的免疫保护作用。同时
也揭示了许多使用重组芽胞进行炭疽的免疫保护时

重要的特点, PA 只有表达于芽胞表面或分泌表达时, 
才能激发有效的免疫保护, 而在胞内表达时, 则不能
激发机体的免疫应答。 

2.2  基于芽胞的破伤风疫苗 
Isticato 等[11]用 B. Subtilis 的芽胞采用融合表达

的方式 , 在芽胞衣蛋白 CotB 上展示了破伤风毒素
459个氨基酸的 C片段(TTFC)。经实验检测证实, 融
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合蛋白确实定位于芽胞衣上, 且经测算, 每个芽胞上
约有 1.5×103个 TTFC分子。Duc等[4]用口服和鼻饲两

种方式免疫小鼠。实验证明, 口服免疫 33天后, TTFC
特异性 IgG 的滴度达到了较高的水平(>103), 但针对
芽胞衣蛋白应答相对较低。同时, 免疫后的小鼠用 10
倍 LD50 的破伤风毒素进行攻毒实验, 所有实验小鼠
都得到很好的保护。最重要的是, 经口服免疫后的小
鼠, 用 20倍 LD50的破伤风毒素进行攻毒实验时, 8只
小鼠中只有一只出现明显的全身性症状 , 表现出很
好的保护效果。这一结果表明 , 用表面融合表达
TTFC 的 B. Subtilis 重组芽胞免疫小鼠后同时能够引
起局部或全身性的抗原特异性免疫应答。 

3  展望 

疫苗发展一个主要目标就是研究和设计热稳定

的和非注射疫苗, 以便于疫苗的使用。细菌芽胞能携
带外源抗原, 具有很好的热稳定性, 同时即使是采用
口服的方式免疫, 也能抵抗胃液的破坏, 研究表明它
是一种很有潜力的疫苗载体。另外, 其生产加工容易, 
储存不需要冷链 , 非常有利于配送和储备条件相对
较差的发展中国家使用。同时, 由于杆菌芽胞已经作
为益生菌在人及动物食品生产中广泛使用 [23], 相对
安全可靠 , 这一点也便于其将来作为一类口服疫苗
获得最终相关法规的许可。细菌芽胞作为一种新颖的

疫苗载体, 越来越受到人们的关注和重视。 
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Bacterial spore - a new vaccine vehicle—A Review  

Yanchun Wang, Zhaoshan Zhang* 
(Institute of Biotechnology, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100071, China) 

Abstract: Bacterial spores are robust and dormant life forms with formidable resistance properties. Spores of the genus 
Bacillus have been used for a long time as probiotics for oral bacteriotherapy both in humans and animals. Recently, ge-
netically modified B. subtilis spores and B. anthracis spores have been used as indestructible delivery vehicles for vaccine 
antigens. They were used as vaccine vehicles or spore vaccine for oral immunization against tetanus and anthrax, and the 
results were very exciting. Unlike many second generation vaccine systems currently under development, bacterial spores 
offer heat stability and the flexibility for genetic manipulation. At the same time, they can elicit mucosal immune response 
by oral and nasal administration. This review focuses on the use of recombinant spores as vaccine delivery vehicles. 
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