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乳酸菌作为粘膜重组疫苗呈递载体的研究进展 

任晟诚 1, 艾春青 1, 张秋香 1, 张  灏 1, 陈  卫 1, 2* 
(1. 江南大学食品学院, 无锡  214122; 2. 江南大学食品科学与技术国家重点实验室, 无锡  214122) 

摘  要: 乳酸菌是对人和动物具有多种益生功能的食品级微生物, 被广泛地应用于食品、医药、生物技术等

领域。乳酸菌的安全益生特性及乳酸菌基因表达系统研究取得的重大进展, 使得重组乳酸菌黏膜疫苗成为研

究的热点。乳酸菌作为黏膜免疫的蛋白呈递载体, 可诱导机体产生有效的免疫反应和免疫耐受, 具有巨大的

发展潜力。 
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Advances in the field of lactic acid bacteria as delivery vehicles for mucosal 
recombinant vaccines 
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ABSTRACT: Lactic acid bacteria (LAB) are food-grade microorganisms, which exert various probiotic roles 
on the host, and have been widely applied in the fields of food, medicine, and biotechnology. The safety status 
and probiotic properties of LAB, as well as great strides in the development of LAB gene expression systems 
render the study of mucosal recombinant LAB vaccines a compelling research area. The use of LAB as protein 
delivery vectors for mucosal immunization, can effectively elicit both immune response and immune tolerance, 
and has great potential. 
KEY WORDS: recombinant lactic acid bacteria; delivery vehicle; mucosal vaccine 
 
 

 
 

1  引  言 

乳酸菌(lactic acid bacteria, LAB)是能够利用糖
类物质产生乳酸的一类革兰氏阳性细菌, 包含乳酸
杆菌属、乳酸球菌属、链球菌属、肠球菌属、明串珠

菌属、片球菌属和双歧杆菌属等, 应用于传统发酵食
品的生产和保藏已有悠久的历史[1]。乳酸菌是公认安

全(generally regarded as safe, GRAS)的食品级微生物, 

其对人体健康的促进作用, 如维持胃肠道微生态平
衡、促进营养物质吸收、调节免疫系统功能等已得到

广泛的研究证实[2]。随着近年来乳酸菌分子生物学研

究的不断深入, 乳酸菌基因表达系统的研究取得了
重大进展, 这使得它成为极具发展潜力的粘膜疫苗
传递载体, 将重组表达的生物活性蛋白呈递至机体
的粘膜表面, 从而诱导机体产生有效的免疫应答和
免疫耐受。目前, 在乳酸菌粘膜疫苗领域, 重组乳酸
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杆菌和重组乳酸球菌疫苗的研究最为深入。本文将从

乳酸菌粘膜疫苗的优点、重组乳酸菌疫苗的应用研

究、疫苗免疫效果的影响因素等方面进行阐述。 

2  乳酸菌粘膜免疫疫苗的优势 

粘膜免疫系统是机体抵御外来微生物入侵的第

一道防线, 包括肠道相关性淋巴组织(gut-associated 
lymphoid tissue, GALT)、鼻相关淋巴组织和支气管粘
膜相关淋巴组织等, 在机体预防感染方面发挥至关
重要的作用[3]。粘膜免疫操作简便经济, 可有效避免
如静脉注射等其他免疫途径产生的副反应, 同时能
诱导机体产生系统性和局部性的免疫反应。 

将乳酸菌基因工程菌开发为黏膜疫苗具有诸多

显著的优势: 第一, 乳酸菌安全性高、不产生内毒素、
表达的外源蛋白无需纯化, 可和菌体一起直接用于
免疫治疗, 从而降低疫苗的生产成本; 第二, 乳酸菌
作为食品级微生物, 是构建食品级基因表达系统的
理想菌株, 实际应用中的安全性高; 第三, 某些乳酸
菌菌株为益生菌, 可对人体发挥多种有益的生理功
能, 增强黏膜疫苗的免疫调节作用; 第四, 乳酸菌的
一些菌株对机体具有很强的免疫刺激作用, 因此可
在粘膜疫苗中发挥免疫佐剂效应, 从而增强疫苗的
免疫效果。 

3  重组乳酸菌作为粘膜免疫疫苗的应用 

乳酸菌的安全特性、益生功能及乳酸菌遗传学研

究领域取得的重大突破, 实现了抗原、酶类、细胞因
子、抗体、过敏原蛋白等一系列外源蛋白分子在乳酸

菌中的重组表达[1]。同时, 动物实验和人体临床实验
也验证了基因工程乳酸菌对于多种疾病预防和治疗

的有效性。 

3.1  感染性疾病的防治 

早期基因工程乳酸菌领域的研究主要是集中在

感染性疾病的防治, 目前这方面的研究主要是通过
重组乳酸菌表达多种致病性微生物(细菌、真菌、病
毒和寄生虫等)的抗原物质进行粘膜免疫的策略来实
现。破伤风毒素 C 片段(TTFC)作为早期重组乳酸菌
疫苗研究的模式抗原, 拉开了基因工程乳酸菌粘膜
疫苗研究的序幕。Robinson和 Norton等[4-8]利用乳酸

乳球菌重组表达 TTFC, 并探究了不同粘膜免疫途径
(口服、鼻饲)和蛋白表达的亚细胞部位(胞内、胞外和

细胞表面)对重组菌免疫效果的影响; 动物实验结果
表明 , 重组乳酸乳球菌可有效地刺激机体产生抗
TTFC 的特异性抗体。随后, Grangette 等[9]利用植物

乳杆菌基因表达系统, 构建了重组表达 TTFC的重组
乳杆菌, 经鼻饲方式免疫小鼠可诱导产生特异性的
抗 TTFC的体液、粘膜抗体反应和细胞免疫反应。到
目前为止, 已实现多种细菌病毒抗原, 如猪单核细胞
增多性李斯特菌素O(LLO)[10]、猪圆环病毒2型(PCV2)
核衣壳蛋白[11]、人乳头瘤病毒 16(HPV-16)E7抗原[12]、

轮状病毒 VP7和 VP8蛋白[13, 14]等在重组乳酸菌中的

表达, 动物实验结果显示这些重组乳酸菌可增强机
体抵抗病原微生物侵袭的能力。其中最引人注目的研

究是利用重组乳酸菌防治非典型性肺炎冠状病毒

(SARS-CoV)和人类免疫缺陷病毒(HIV)的感染[15, 16]。 
此外, 一些研究者采用乳酸菌基因工程菌重组

表达抗体的策略, 从而增强机体抵御致病微生物的
感染。Beninati等[17]构建可分泌和细胞表面展示表达

抗菌型单链抗体 H6 的格氏链球菌, 并利用大鼠的阴
道炎模型评价疫苗的免疫保护结果。实验表明, 两株
重组格氏链球菌均可稳定地定植于大鼠的阴道, 对
白念珠球菌引发的阴道炎症具有显著的治疗功效。 

3.2  炎症性肠病的治疗 

炎症性肠病(inflammatory bowel disease, IBD)是
一种非特异性、慢性、复发性的肠道炎症疾病, 包括
溃疡性结肠炎 (ulcerative colitis, UC)和克罗恩病
(Crohn's disease, CD), 其确切病因目前尚不清楚。近
年来, IBD的发病率在全球范围内有明显上升的趋势, 
甚至在亚洲等一些传统的低流行地区也显著增加[18], 
且目前 IBD的临床治疗效果不理想。白介素 10(IL-10)
作为一种重要的调节性细胞因子, 其对 IBD 炎症性
反应的有效缓解作用已得到临床研究的证实, 这使
得利用乳酸菌表达 IL-10用于治疗 IBD的研究备受关
注[19]。Steidler 等[20]给小鼠灌胃可分泌表达 IL-10 的
重组乳酸乳球菌, 能显著缓解葡聚糖硫酸钠(DSS)诱
导处理和 IL-10基因缺陷引发的小鼠肠炎模型中的肠
道炎症。而且, 针对重组表达 IL-10的基因工程乳酸
乳球菌(LL-Thy12)的 I 期临床试验结果也表明, 重组
乳酸菌可有效避免系统性免疫的副反应和基因工程

菌的“基因污染”问题, 可被开发为一种安全、有效的
CD治疗方案[21]。 

利用乳酸菌作为疫苗载体向机体的黏膜系统传
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送重组表达的抗炎蛋白, 如三叶因子(TFF)、来源于
致病性假结核耶尔森菌的 LcrV 蛋白, 是近年来新型
有效的肠炎防治策略[22, 23]。 

3.3  速发型过敏性疾病的防治 

IgE 介导的速发型过敏反应, 又称为 I 型过敏性
疾病包括花粉过敏、尘螨过敏和食物过敏等, 是以过
度的 Th2 型免疫反应为特征的免疫失调性疾病, 具
有发病率高和发病迅速的特点。目前针对 I型过敏性
疾病尚无特效疗法。过敏原特异性免疫疗法用以诱

导机体产生免疫耐受, 是目前公认有效的过敏性疾
病治疗方法。传统的脱敏治疗方法主要是采用不经

胃肠道的方式让过敏患者摄入一定剂量的过敏原粗

提物, 可能会引发严重的副反应, 具有潜在的安全
隐患。此外, 高纯度过敏原是获得理想免疫治疗效
果的前提, 但是从天然来源分离纯化获得过敏原蛋
白操作繁复、得率低且纯度不高。因此, 利用基因
重组乳酸菌表达过敏原蛋白, 可避免传统大肠杆菌
表达系统产物所需的繁复的后续纯化步骤, 可直接
用于过敏性疾病的免疫治疗, 成为乳酸菌黏膜疫苗
领域新的研究方向。 

大量的前期实验结果表明, 重组乳酸菌对 β-乳
球蛋白(BLG)、卵清蛋白(OVA)和桦树花粉过敏原 Bet 
v1 等引发的过敏性反应具有有效的免疫调节作用
[24-27]。在动物的过敏模型中, 表达重组过敏原的乳酸
菌在体液免疫和细胞免疫水平可逆转机体过敏性的

Th2型反应向保护性的 Th1型免疫应答方向转变, 从
而发挥对过敏性疾病的免疫调节功效。Hazebrouck
等[25]发现在对小鼠进行致敏前经鼻饲途径给小鼠免

疫可表达 Bet v1 的基因重组植物乳杆菌, 能显著降
低机体 Th2型反应(IgE、IL-5)强度, 增加 Th1型抗体
(IgG2a)的分泌水平, 并且能明显抑制呼吸道中炎症
细胞的浸润。但是 Huibregtse等[26]研究者用分泌表达

OVA 的重组乳酸乳球菌口服免疫 DO11.10 转基因小
鼠, 可有效地促进 CD4+CD25-调节性 T 细胞的产生, 
从而成功诱导 OVA 特异性的免疫耐受。此外, 一些
研究者证实了重组表达调节性细胞因子 IL-10的乳酸
乳球菌可有效预防牛乳过敏的发生, 为重组乳酸菌
防治过敏性疾病的研究提供了新思路。将上述重组菌

灌胃处理小鼠, 可显著抑制 BLG 引发的过敏症的发
生, 降低血清中 Th2 型抗体(IgE 和 IgG1)水平, 并且
在肠道中可诱导产生保护性的 IgA抗体[28]。 

3.4  自身免疫性疾病的控制 

动脉粥样硬化被认为是一种以过度产生 Th1 型
免疫反应为临床特点的、复杂的自身免疫性疾病。之

前的研究显示, 热休克蛋白(heat shock protein, Hsp)
家族与动脉粥样硬化的诱发有着极其密切的关系。基

于此, Hou等[29]构建了可在胞内、分泌表达来源于结

核分枝杆菌的热休克蛋白 65(Hsp65)的重组乳酸乳球
菌, 利用小鼠的低密度脂蛋白受体缺陷(LDL-RD)模
型评价其免疫保护效果; 实验结果表明, 口服免疫两
株重组菌均可刺激机体产生抗炎细胞因子 IL-10, 抑
制 Th1 型细胞因子 IFN-γ 的分泌, 诱导机体产生
Hsp65特异性免疫耐受, 从而有效抑制内皮细胞损伤
等动脉粥样硬化病变的发生。 

4  影响重组乳酸菌黏膜疫苗免疫效果的因素 

4.1  疫苗载体菌株的选择 

目前, 乳酸菌粘膜疫苗领域的研究主要集中在
重组乳酸杆菌和重组乳酸球菌疫苗的研究。研究者们

已成功利用乳酸乳球菌、植物乳酸菌、干酪乳杆菌等

作为疫苗载体制备黏膜疫苗应用于多种疾病的防治。

一些研究表明, 疫苗载体菌株的不同会影响重组乳
酸菌疫苗的免疫效果[4,9], 这主要是由于不同乳酸菌
在胃肠道存活率、体内定植状况、免疫调节功效及其

与 GALT的作用方式等方面均存在差异。疫苗载体菌
株的体内存活率和定植情况影响重组乳酸菌向粘膜

表面释放重组蛋白的方式和能力; 不同乳酸菌菌株
对宿主的免疫调节能力迥异, 因而作为疫苗载体将
发挥不同的疫苗佐剂效应; 载体菌株与 GALT 的作
用方式将影响重组乳酸菌及其表达的异源蛋白与胃

肠道的相互作用, 从而影响重组疫苗的免疫有效性。 
乳酸乳球菌不属于人和动物的共生菌群, 不能

定植于胃肠道, 自身免疫原性低, 可进行多次免疫, 
避免因长期定植产生的免疫耐受。而植物乳杆菌、干

酪乳杆菌等乳酸杆菌可定植于胃肠道, 耐受胃酸和
胆盐的能力更强, 能更好地在消化道存活, 且菌体自
身具有较强的免疫刺激功效, 因此能增强黏膜疫苗
引发的免疫反应强度。总之, 我们应根据实际的免疫
需要选择适宜的乳酸菌菌株作为疫苗呈递载体, 从
而获得最理想的疫苗保护效果。 

4.2  异源蛋白表达方式及表达量 

研究表明, 当表达的外源蛋白种类和免疫策略
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一定时, 蛋白表达量的高低影响引发的免疫反应强
度, 且蛋白表达量过低会导致疫苗免疫后无应答[30]。

Lee 等 [30]用可在胞内表达幽门螺杆菌(Helicobacter 
pylori)尿素酶 B亚单位(ureB)的重组乳酸乳球菌免疫
小鼠, 不能诱导机体产生有效的特异性抗体反应。因
此, 可能存在诱导机体产生有效免疫应答所需的阈
值蛋白量。 

目前乳酸菌的异源表达载体主要是采用组成型

和诱导型启动子, 从而实现了目的蛋白的不同表达
方式。从乳酸菌中分离得到的 P59、P32、P23 组成
型启动子已被成功地用于 pVE5523、pMG36e 和
pOri23等多种组成型表达载体的构建[31-34]。组成型启

动子可保证外源基因持续、恒定的表达水平, 而诱导
型启动子在诱导物的刺激作用下, 可实现基因可控、
高效地表达。目前, 已构建的乳酸菌诱导型表达系统
包括 PH诱导表达系统、金属离子诱导表达系统、糖
诱导表达系统和乳酸链球菌素(Nisin)诱导表达系统
(NICE)等, 其中研究最成熟、应用最广泛的是 NICE
系统[35]。目的蛋白的不同表达方式会导致重组表达

蛋白被呈递至机体黏膜系统的方式也存在差异。一般

而言, 诱导型表达系统的蛋白表达量显著高于组成型
系统, 从而影响疫苗的免疫效应。Bermudez-Humaran
等[36]利用乳酸菌乳球菌的组成型和诱导型基因表达

系统重组表达 HPV-16 E7 抗原 , 诱导型重组菌中
HPV-16 E7抗原的表达量较高, 经鼻饲免疫小鼠可引
发更显著的特异性细胞免疫反应。 

4.3  蛋白表达的亚细胞部位 

目前为止, 外源蛋白可在乳酸菌的不同亚细胞
位置(胞内、胞外、细胞表面)进行重组表达, 并且蛋
白的最终表达部位对重组疫苗免疫效应的影响作用

已得到广泛的研究证实[5, 10,13, 14, 29]。然而, 不同研究
中获得最佳免疫效果的最优表达位置不尽相同: Pe-
rez 等[14]将轮状病毒 VP7 抗原在乳酸乳球菌中以胞
内、分泌和锚定方式进行重组表达, 用重组菌免疫小
鼠后发现, 胞内表达菌株的免疫保护效果优于分泌
和锚定方式疫苗; 但在 Norton等[5]的研究中, 与胞内
和分泌表达方式的重组乳酸乳球菌相比, 锚定表达
TTFC的重组菌可引发更有效的免疫效应。这些差异
性的研究结果可能与重组表达蛋白的种类, 疫苗的
免疫策略等因素有关。上述三种蛋白表达位置具有各

自的优缺点: 胞内表达蛋白在细胞内积累, 只有当菌

体死亡裂解后才能被释放至粘膜免疫系统, 因此可
有效避免消化道对蛋白的降解作用; 有些外源蛋白
在胞内持续高效的表达可能会对宿主细胞产生毒害

作用, 分泌表达方式可及时将表达的蛋白分泌至细
胞外, 可有效地防止这种毒害作用的发生, 并且分泌
表达可显著提高外源蛋白的表达量; 将蛋白展示表
达于菌体表面, 使得蛋白可直接接触粘膜系统, 从而
提供更好的免疫保护效率; 但分泌和细胞壁锚定表
达可能会导致重组蛋白容易在胃肠道被降解。因此, 
在具体的研究中应综合考虑目的蛋白的性质、宿主菌

株和疫苗免疫方式等多方面因素, 选择最适宜的表
达位置。 

4.4  疫苗的黏膜免疫方式 

消化道免疫和鼻腔免疫是目前重组乳酸菌疫苗

使用最为广泛的黏膜免疫方式, 之前的研究表明乳
酸菌疫苗接种方式是影响其免疫效果的关键因素。免

疫途径将直接影响重组菌株进行抗原呈递的具体免

疫通路, 从而影响产生的免疫效应。口服方式是将药
物经胃传送至消化道, 由于受到胃肠道中酸、胆盐和
消化酶类物质的作用可能会降低药物的生物利用率, 
因此通常需要较高的免疫剂量; 而鼻饲方式是将药
物经鼻腔黏膜免疫系统呈递至肺部, 可有效避免胃
肠道的降解作用, 使得药物具有较高的生物利用率, 
因此一般所需的免疫剂量较少。此外, 由于鼻腔容量
的限制, 鼻腔免疫对于免疫剂量具有一定的限制; 通
常鼻饲方式代谢药物的速度较口服方式更快, 因此
能更迅速地发挥疫苗保护效果[37-40]。经消化道和鼻腔

免疫均可有效诱导机体的免疫应答; 然而就同一种
重组菌株而言, 两种接种方式产生的免疫效果存在
差异。Daniel等[41]通过口服和鼻饲方式给小鼠接种可

重组表达假结核耶尔森菌 LcrV 蛋白的乳酸菌疫苗, 
结果表明与口服途径相比, 鼻饲疫苗可更有效地诱
导机体产生系统性和局部性的免疫应答, 增强机体
抵御假结核耶尔森菌感染的能力。 

乳酸菌粘膜疫苗以何种途径进行免疫最佳目前

尚无定论, 并且针对两种免疫方式的比较研究得到
的结果也存在差异[41-44]。Daniel和 Cortes-Perez等[41,42]

的研究结果表明鼻饲免疫可更有效地诱导产生保护

性的免疫应答, 而在 Cheun和 Ramasamy等[43,44]的研

究中口服疫苗的免疫效果比鼻饲疫苗更显著。但是值

得注意的是, 上述研究中不同免疫途径疫苗的免疫
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程序(如疫苗免疫量、免疫天数等)不同, 使得这些研
究中疫苗的免疫效果可能还受到除免疫途径以外的

其他免疫因素的影响。因此我们不能直接根据这些研

究结果确定最优的疫苗免疫方式。 

5  结束语 

近些年来, 尽管在重组乳酸菌黏膜疫苗领域的
研究已取得突破性进展, 但目前仅有极少数的重组
乳酸菌菌株应用于人体的临床实验。乳酸菌作为粘膜

疫苗呈递载体的研究还存在很多亟待解决的问题。首

先, 目前已构建的大多数乳酸菌基因工程疫苗携带
抗生素的抗性基因作为载体的选择标记, 应用在人
和动物体内具有很大的安全隐患, 因此迫切需要构
建高效、安全的食品级表达系统。其次, 由于目前
技术手段的限制, 针对重组乳酸菌疫苗的研究多是
着眼于表观免疫效果的评价, 而对于重组疫苗进入
机体后的存活率、目的蛋白在体内的原位表达情况

及生物活性、菌体及重组蛋白与黏膜免疫系统的相

互作用的研究甚少, 这使得重组乳酸菌疫苗的应用
具有很大的盲目性, 极大地阻碍了该领域的飞跃性
发展。另外, 一些已构建的乳酸菌疫苗的免疫有效
性低, 因此通过优化重组乳酸菌的表达策略、开发
有效的免疫佐剂等来提高疫苗的免疫保护效果将成

为未来研究的热点。 
总之, 随着乳酸菌原核表达系统、乳酸菌疫苗作

用机制等方面研究的逐步深入, 重组乳酸菌在医疗
保健和功能食品等领域将具有广阔的应用前景和巨

大的商业潜力。 
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