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　　人乳头瘤病毒１６型（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ

ｔｙｐｅ１６，ＨＰＶ１６）是一类广泛感染人类上皮组织的

小ＤＮＡ病毒，能引起人体各种黏膜和皮肤的增生

性疾病与肿瘤，与人宫颈癌的发生密切相关。疫苗

接种是防治 ＨＰＶ１６感染的有效途径之一，现有疫

苗的种类包括死疫苗、减毒活疫苗、分子疫苗和

ＤＮＡ疫苗等，但存在一定的毒副作用，因此尚需研

究新型ＨＰＶ１６疫苗。

乳球菌（犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊）是一种能大量发酵碳水化

合物并产生乳酸的兼性厌氧革兰阳性菌。一般呈球

形或卵圆形，大小为２μｍ ×５μｍ，单生，成对或成

链状。模式菌株为乳酸乳球菌（犔犪犮狋狅犮狅犮犮狌狊犾犪犮

狋犻狊）。乳球菌通常具有加速食品酸化，增加食物营

养及改善食物品质的作用，是乳制品工业发酵的重

要菌类，是一种有希望的疫苗载体［１２］。本文拟就乳

球菌介导的 ＨＰＶ１６的Ｅ７蛋白、Ｅ７ＩＬ１２融合蛋

白、Ｅ７ｍｍ蛋白和Ｌ１蛋白等疫苗的构建及其作用

机制等方面的研制现状进行综述。

１　大肠埃希菌乳球菌穿梭载体的构建

乳球菌的细胞壁厚且复杂，摄取外源ＤＮＡ较

为困难。Ｋｉｍ等
［３］采用电穿孔方法进行外源ＤＮＡ

转化乳酸杆菌试验，摸索出了较好的转化条件，为构

建重组乳球菌疫苗提供了有利条件。

为将外源ＤＮＡ有效引入乳球菌，需构建大肠

埃希菌乳球菌穿梭表达载体，乳球菌的穿梭表达载

体通常有组成型和诱导型２种类型。ｖａｎ等
［４］构建

的ｐＭＧ３６ｅ是一种常见的组成型表达载体，它含有

ｐ３２启动子及其下游部分的开放阅读框，来自

ｐＵＣ１８的多克隆位点和来自ＰｒｔＰ基因的转录终止

子，ｐＷＶ０１的复制子和氯霉素抗性基因等。尽管该

载体可表达高水平的外源蛋白，但外源蛋白在细胞

内的富集和聚合却可导致蛋白在胞质中被降解，通

常对细胞具有毒害作用。

诱导型表达载体可利用诱导剂对外源蛋白进行

可控性表达，应用较为广泛。ｄｅＲｕｇｔｅｒ等
［５］开发了

乳菌肽控制的表达系统（Ｎｉｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｅｘｐｒｅｓ

ｓｉｏｎｓｙｓｔｅｍ，ＮＩＣＥ），此系统包括３个组分：携带

狀犻狊Ｒ和狀犻狊Ｋ基因的宿主菌、充当诱导分子的乳菌

肽（Ｎｉｓｉｎ），以及含有ｎｉｓＡ启动子的质粒。诱导剂

Ｎｉｓｉｎ诱导ｎｉｓＡ启动子，ｎｉｓＡ启动子由ｎｉｓＲ和ｎｉ

ｓＫ组成的双组分调节系统进行调节。ｎｉｓＫ是 Ｎｉ

ｓｉｎ的膜结合感应蛋白，ｎｉｓＲ是膜内反应调节子。

ｎｉｓＫ接受外源ｎｉｓｉｎ肽信号后，自身磷酸化激活胞

浆内ｎｉｓＲ，随后ｎｉｓＲ激活ｎｉｓＡ启动子，启动下游基
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因的转录和表达。宿主菌 ＮＺ３９００含有狀犻狊Ｋ 和

狀犻狊Ｒ基因，质粒ｐＮＺ８１４９含有ｎｉｓＡ启动子，其起始

密码子ＡＴＧ处有 ＮＣＯＩ酶切位点，这样使插入的目

的基因与ｎｉｓＡ启动子的核糖体结合位点区域构成

翻译融合，较转录融合具有更高的表达活性。通常

将含有ｎｉｓＡ启动子的质粒导入携带ｎｉｓＲ和ｎｉｓＫ

蛋白的宿主菌时，外源基因的表达较弱；而在对数生

长期加入ｎｉｓｉｎ进行诱导后，外源基因的表达水平在

一定范围内与ｎｉｓｉｎ的剂量成正比，诱导效率可以达

到１０００倍以上
［６］。

乳球菌的表达载体既可以利用胸苷酸合成酶

（ｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅｓｙｎｔｈａｓｅ，Ｔｈｙ）或丙氨酸消旋酶（ａｌａ

ｎｉｎｅｒａｃｅｍａｓｅ，Ａｌｒ）的营养缺陷型作为选择标记，也

可以利用乳糖或木糖作为选择标记。这些标记均可

食用，对于口服疫苗的开发极具价值。人们发现

狋犺狔Ａ基因编码的Ｔｈｙ在ＤＮＡ合成中起关键作用，

缺失狋犺狔Ａ基因的菌株在普通培养基上不能生长，

犪犾狉基因编码的 Ａｌｒ是许多细菌生长的必需成分。

Ｆｕ等
［７］以干酪乳杆菌来源的狋犺狔Ａ基因作为选择

标记，构建了食品级载体ｐＦＸＬ１０３。Ｂｒｏｎ等
［８］将含

异源犪犾狉基因的质粒ｐＧＩＰＯ１１转化到乳酸乳球菌

ａｌｒ菌株后，ａｌｒ菌株恢复了野生型表型。Ｐｌａｔｔｅｅｕｗ

等［９］构建了食品级穿梭表达载体ｐＬＰ３５３７，其含有

犾犪犮Ｆ选择标记、高拷贝内源性的乳酸乳球菌ｐＳＨ７１

复制子、ＬａｃＡ启动子和ＰｅｐＮ终止子，配套菌株为

删除ｌａｃＦ基因的乳酸乳球菌ＮＺ３９００株，可以利用

乳糖作为选择标记。将ｐＬＰ３５３７质粒转入犾犪犮犉基

因缺失的宿主菌 ＮＺ３９００株后，可使原来不能利用

乳糖的宿主菌 ＮＺ３９００发酵乳糖并产酸，使ｐＨ 值

降低，使筛选培养基中的溴甲酚紫由紫色变为黄色，

此种利用乳糖作为选择标记表达系统的元件均是食

品级的，口服安全。Ｇｏｓａｌｂｅｓ等
［１０］构建了乳糖调节

的乳酸杆菌食品级表达载体ｐＩＬａｃ。戊糖乳球菌的

ＭＤ３５３染色体上含有木糖（ｘｙｌｏｓｅ，ｘｙ１）编码基因，可以

发酵木糖。Ｐｏｓｎｏ等
［１１］把狓狔１基因插入ｐＬＰ３５３７，得

到食品级表达载体ｐＬＰ３５３７ｘｙｌ，可以利用木糖作

为选择标记。上述选择标记的成功开发为发展乳球

菌成为疫苗载体提供了有力保障。

２　Ｅ７蛋白重组乳球菌疫苗

ＨＰＶ１６基因组分为早期区（Ｅ区）和晚期区（Ｌ

区），Ｅ区又分为Ｅ１～Ｅ７区，其中Ｅ７基因编码Ｅ７

蛋白。Ｅ７蛋白是一种ＤＮＡ结合蛋白，可干扰抑癌

蛋白ＲＢ与转录因子Ｅ２Ｆ和Ｐ１０７的结合，使细胞

周期发生紊乱，Ｅ７蛋白还可与Ｐ１０３、ＣｙｃｌｉｎＡ 和

ＣＤＫ２等细胞周期相关因子结合，使细胞发生癌变。

核酸内切酶Ａ（ｎｕｃｌｅａｓｅＡ，ＮｕｃＡ）是一种外源信号

肽，ＬＥＩＳＳＴＣＤＡ肽段是一种连接短肽，它们均可促

进外源蛋白的分泌。ＣｏｒｔｅｓＰｅｒｅｚ等
［１２］将ｐＢＳＥ７

与ｐＶＥ５５４７重组得ｐＩＬＥ７ＣＷＡ，将其电穿孔转化

乳酸乳球菌ＮＺ９０００株，１０ｎｇ／ｍＬ乳菌肽诱导１ｈ，

免疫印迹发现ＨＰＶ１６患者的血清识别分子量为３２

ＫＤａ的Ｅ７ＣＷＡＭ６融合蛋白；将１×１０
９ＣＦＵ 疫苗

滴鼻免疫Ｃ５７ＢＬ／６鼠，在初次免疫后１４和２８ｄ加

强２次，在初次免疫后３５ｄ采集免疫鼠的血清，免

疫印迹证实该血清可识别重组Ｅ７ＧＳＴ融合蛋白，

说明该疫苗可诱导小鼠产生有效的体液免疫应答。

Ｒｉｂｅｌｌｅｓ等
［１３］以ｐＳＥＣＥ７为模板扩增３８３ｂｐ

的Ｅ７编码基因，插入ｐＧＥＰＣＢＤ得ｐＥ７ＣＢＤ；将

其电穿孔转化乳酸乳球菌ＮＺ９０００株，１０ｎｇ／ｍＬ乳

菌肽诱导１ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ证实重组菌表达分子量

为３７ＫＤａ的Ｅ７ＣＢＤ融合蛋白，免疫电镜提示重

组菌的表面存在 Ｅ７ＣＢＤ 融合蛋白分子；将１×

１０８ＣＦＵ疫苗滴鼻免疫 Ｃ５７ＢＬ／６鼠，初次免疫后

１４、２８ｄ各加强１次，初次免疫３５ｄ后发现免疫鼠

的脾内Ｅ７特异的细胞毒Ｔ淋巴细胞的数目显著增

多；末次免疫后１周用１×１０５ＣＦＵ 的肺癌细胞株

ＴＣ１皮下注射进行攻击，在攻击后３周发现６０％

（３／５）的免疫鼠末发生肿瘤，４０％（２／５）的免疫鼠出

现体积为０．２８５ｃｍ３ 的肿瘤，而对照组的肿瘤体积

为２．９３９ｃｍ３，表明该疫苗可有效对抗肺癌细胞株

ＴＣ１的攻击。

研究［１４１７］表明，以ｐＣＤＥ７为模板扩增大小为

３１３ｂｐ的 Ｅ７编码基因，插入ｐＧＥＭＴｅａｓｙ获得

ｐＧＥＭＥ７，与 ｐＶＥ８００１ 重 组 获 得 ｐＢＳＥ７；将

ｐＧＥＭＥ７与 ｐＳＥＣＮｕｃ 重组 获得 ｐＳＥＣＥ７，将

犖狌犮Ａ基因插入ｐＳＥＣＥ７获得ｐＳＥＣＮｕｃＥ７；将

ｐＢＳＥ７ 与 ｐＳＥＣＬＥＩＳＳＴＣＤＡ 重 组 获 得 ｐＳＥＣ

ＬＥＩＳＳＴＣＤＡＥ７，与 ｐＢＳＮｕｃ 重 组 获 得 ｐＳＥＣ

ＬＥＩＳＳＴＣＤＡＮｕｃＥ７；将ｐＣＹＴＥ７与ｐＶＥ５５４６重

组获得ｐＩＬＣＹＴＥ７，与ｐＧＫ重组得ｐＣＷＡＥ７；分

别将ｐＳＥＣＥ７、ｐＳＥＣＮｕｃＥ７、ｐＳＥＣＬＥＩＳＳＴＣＤＡ

ＮｕｃＥ７和ｐＣＷＡＥ７这４种质粒电穿孔转化乳酸

乳球菌ＮＺ９０００株，１ｎｇ／ｍＬ乳菌肽诱导１ｈ，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ证实４种重组菌分别表达１９ＫＤａ的Ｅ７蛋

白、３５ＫＤａ的 ＮｕｃＥ７融合蛋白、４１ＫＤａ的ＬＥＩＳＳ

ＮｕｃＥ７融合蛋白，以及３８ＫＤａ的Ｅ７ＣＷＡＭ６融合
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蛋白。免疫印迹发现，ＨＰＰＶ１６患者血清识别重组

菌表达的ＬＥＩＳＳＮｕｃＥ７融合蛋白，免疫荧光表明

４种重组菌表面存在相应的融合蛋白分子。将１×

１０９ＣＦＵ的疫苗滴鼻免疫Ｃ５７ＢＬ／６鼠，初次免疫后

１４和２８ｄ各加强１次，末次免疫后１周发现免疫鼠

的脾细胞分泌高水平的ＩＬ２和ＩＦＮγ等细胞因子，

提示这４种疫苗可诱导小鼠产生 ＴＨ１型的免疫

应答。

随后将１×１０９ ＣＦＵ 的 ＬＬＥ７疫苗加１×

１０９ＣＦＵ的ＬＬＩＬ１２佐剂疫苗滴鼻免疫Ｃ５７ＢＬ／６

鼠，初次免疫后１４、２８ｄ各加强１次，在末次免疫后

１周发现免疫鼠的脾内细胞毒Ｔ淋巴细胞、ＣＤ４＋

和ＣＤ８＋Ｔ细胞的数目显著增加；末次免疫后１周

皮下注射５×１０４ＣＦＵ的肺癌细胞株ＴＣ１进行攻

击，攻击后５周发现５０％（１２／２４）的免疫鼠末发生

肿瘤，可持续１００ｄ，５０％（１２／２４）的免疫鼠出现体积

为１ｃｍ３ 的肿瘤，而对照组的肿瘤体积可达６ｃｍ３。

将１０只无瘤的免疫鼠喂养３个月后再用ＴＣ１细

胞株进行攻击，攻击后６月仍未发生肿瘤，提示该类

疫苗加用ＩＬ１２佐剂可明显对抗肺癌细胞株ＴＣ１

的攻击感染。将５×１０４ＣＦＵ的肺癌细胞株 ＴＣ１

皮下注射Ｃ５７ＢＬ／６鼠，注射后７ｄ小鼠出现可触诊

的肿瘤，此时用１×１０９ＣＦＵ的ＬＬＥ７疫苗和１×

１０９ＣＦＵ的ＬＬＩＬ－１２佐剂疫苗对模型鼠混合滴

鼻进行免疫治疗，免疫治疗后１４、１８ｄ各加强１次，

发现３５％（８／２４）免疫治疗鼠的肿瘤消退，可持续

１００ｄ，６５％（１６／２４）免疫治疗鼠的肿瘤体积缩小为

１．８ｃｍ３，而对照组的肿瘤体积可达７．５ｃｍ３，表明该

类疫苗加用ＩＬ１２佐剂对肺癌细胞株ＴＣ１模型鼠

具有较好的免疫治疗作用。

３　Ｅ７ＩＬ１２融合蛋白重组乳球菌疫苗

白细胞介素１２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１２，ＩＬ１２）可促进

ＮＫ细胞和Ｔ细胞增殖，提高它们的杀伤活性，诱导

ＩＦＮγ产生，促进ＴＨ０细胞分化为ＴＨ１细胞，促进

ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ和ＩｇＧ３合成，抑制ＩｇＧ１合成。Ｌｉ

等［１８］分别以ｐＣＤＥ７和ｐＯＲＴＩＬ１２为模板扩增

Ｅ７蛋白和ＩＬ１２的编码基因，将 Ｅ７ 基因插入

ｐＭＧ３６ｅ 获 得 ｐＭＧ３６ｅＥ７，将 ＩＬ１２ 基 因 插 入

ｐＭＧ３６ｅＥ７获得ｐＭＧ３６ｅＥ７ＩＬ１２；将其电穿孔转

化乳酸乳球菌 ＮＺ３９００株，１ｎｇ／ｍＬ乳菌肽诱导

３ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ证实重组菌表达分子量为８９ＫＤａ

的Ｅ７ＩＬ１２融合蛋白。将１×１０９ＣＦＵ疫苗滴鼻免

疫Ｃ５７ＢＬ／６鼠，初次免疫后１４、２８ｄ各加强１次，

初次免疫３５ｄ后发现免疫鼠的血清ＩＬ１２和ＩＦＮγ

等细胞因子的水平升高，脾内Ｅ７特异的细胞毒Ｔ

细胞的数目显著增多；末次免疫后１周皮下注射５

×１０４ 的肺癌细胞株ＴＣ１进行攻击，攻击后５周发

现３７．５％（３／８）的免疫鼠未发生肿瘤，６２．５％（５／８）

的免疫鼠出现体积为０．８９ｃｍ３ 的肿瘤，而对照组的

肿瘤体积可达７．８４ｃｍ３，说明该疫苗可有效对抗肺

癌细胞株ＴＣ１的攻击。将５×１０４ＣＦＵ的肺癌细

胞株ＴＣ１皮下注射小鼠，注射后７ｄ小鼠出现可触

诊的肿瘤，此时用１×１０９ＣＦＵ疫苗对模型鼠滴鼻

进行免疫治疗，治疗后１４、２１ｄ各重复１次，初次免

疫治疗后９０ｄ发现２５％（２／８）治疗鼠的肿瘤消退，

７５％（６／８）治疗鼠的肿瘤体积明显缩小，而对照组小

鼠的肿瘤体积增大，在５０ｄ内全部死亡，提示该疫

苗对肺癌细胞株ＴＣ１模型鼠具有较好的免疫治疗

作用。

４　Ｅ７ｍｍ蛋白重组乳球菌疫苗

Ｅ７蛋白是一种致癌蛋白，改变Ｅ７蛋白内的２

个ＣＸＸＣ基序，可产生一种不稳定的蛋白，命名

为Ｅ７ｍｍ蛋白。研究发现，Ｅ７ｍｍ蛋白的转染活性

明显下降，比天然Ｅ７蛋白具有更好的免疫原性。

ＣｏｒｔｅｓＰｅｒｅｚ等
［１９］以 ｐＢＣ２０９Ｅ７ｍｍ 为模板扩增

Ｅ７ｍｍ蛋白的编码基因，插入ｐＶＥ５５４７获得ｐＩＬＣ

ＷＡＭ６ＳＰＵＳＰ４５Ｅ７ｍｍ，与ｐＧＫ 重组获得ｐＣＷＡＭ６

ＳＰＵＳＰ４５Ｅ７ｍｍ；将 其 电 穿 孔 转 化 乳 酸 乳 球 菌

ＮＺ９０００株，２５ｎｇ／ｍＬ乳菌肽诱导５ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ

证实重组菌表达分子量为３８ＫＤａ的ＳＰＵＳＰ４５Ｅ７

ＣＷＡＭ６融合蛋白；免疫荧光发现重组菌的表面含有

融合蛋白分子，但未进行保护力的试验。

５　Ｌ１蛋白重组乳球菌疫苗

ＨＰＶ１６基因组的Ｌ１基因可编码Ｌ１蛋白，它

是主要衣壳蛋白，可自身聚合成病毒样颗粒（ｖｉｒｕｓ

ｌｉｋｅｐａｒｔｉｃｌｅｓ，ＶＬＰｓ）。ＣｏｒｔｅｓＰｅｒｅｚ等
［２０］以ｐＣＤ

Ｌ１为模板扩增１６０６ｂｐ的Ｌ１蛋白编码基因，插入

ｐＣＲＴＯＰＯ获得ｐＣＲＬ１，与 ｐＳＥＣＥ７重组获得

ｐＳＥＣＬ１；将其电穿孔转化乳酸乳球菌ＮＺ９０００株，

１ｎｇ／ｍＬ乳菌肽诱导１ｈ，ＳＤＳＰＡＧＥ证实重组菌

表达分子量为６０ＫＤａ的ＰｒｅＬ１蛋白；免疫电镜显

示重组菌的表面存在直径３０～５０ｎｍ的ＶＬＰｓ。

·４０８· 中国感染控制杂志２０１６年１０月第１５卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１５Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０１６



Ｃｈｏ等
［２１］以ｐＧＥＭＬ１为模板扩增Ｌ１蛋白的

编码基因，插入ｐＡＭ３９９获得ｐＡＭＪ３９９Ｌ１；将其电

穿孔转化乳酸乳球菌 ＭＧ１３６３株，培养１ｈ，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ证实重组菌表达分子量为５７ＫＤａ的Ｌ１蛋

白；将１０１０ＣＦＵ疫苗口服免疫ＢＡＬＢ／ｃ鼠，初次免

疫后２、４周各加强１次，初次免疫后９～１２周发现

免疫鼠的血清ＩｇＧ升高，初次免疫后９周达较高水

平（滴度１∶５０００），阴道ＳＩｇＡ抗体无明显变化；同

时将１０１０ＣＦＵ疫苗口服免疫ＢＡＬＢ／ｃ鼠，初次免疫

后１、１４、１５、２８和２９ｄ各加强１次，初次免疫后９～

１２周发现免疫鼠的血清ＩｇＧ升高，初次免疫后９Ｗ

达较高水平（滴度１∶９００），阴道ＳＩｇＡ抗体无明显

变化，说明该疫苗可诱导小鼠产生有效的体液免疫

应答。

６　结语

重组乳球菌疫苗具有下述优点：它是一种发酵

工业长期使用的食品级益生菌，是一种公认为安全

（ｇｅｎｅｒａｌｌｙｒｅｇａｒｄｅｄａｓｓａｆｅ，ＧＲＡＳ）的微生物，易培

养，基因操作简便、可靠，转化效率高、重复性好。乳

球菌是一种革兰阳性菌，不分泌内毒素，表达的外源

蛋白不需纯化，可连同菌体直接服用。乳球菌通常

不产生细胞外蛋白酶，不会在细胞外对分泌的外源

蛋白进行降解；通常较少分泌自身蛋白，减少了载体

自身蛋白对分泌的外源蛋白的干扰，外源蛋白既可

在细胞内表达，也可在细胞壁进行表达，还可以分泌

到细胞外进行表达；乳球菌不在胃肠道定植，很少产

生免疫耐受。乳酸菌的伴随抗原是一种免疫佐剂，

可提高重组乳球菌疫苗诱导的免疫应答；乳酸菌与

微颗粒疫苗的大小相似，可将抗原递呈给肠黏膜组

织的 Ｍ细胞，诱导免疫应答。口服或滴鼻接种重组

乳球菌疫苗可诱导宿主产生较强的黏膜免疫应答和

系统性免疫应答。

重组乳球菌疫苗具有下述缺点：目前大部分乳

球菌的表达载体常含有非食品级的基因片段，这将

给乳球菌作为活菌微生态制剂带来安全隐患；尚未

阐明重组乳球菌疫苗诱导小肠黏膜产生免疫应答的

机制，尚未阐明重组乳球菌疫苗的表达调控机制，长

期口服重组乳球菌疫苗并不能在宿主体内表达足量

的抗原，长期低剂量口服重组乳球菌疫苗有可能诱

导免疫耐受，重组乳球菌疫苗的效果评价仅限于体

外试验和动物试验阶段。

随着分子生物学和分子免疫学技术的发展，进

一步筛选高表达能力的菌株可提高外源蛋白的表达

水平。针对不同的蛋白表达方式采用不同的免疫途

径，可提高重组乳球菌疫苗诱导的免疫应答。深入

研究重组乳球菌疫苗分泌外源蛋白的调控机制；构

建安全、高效的食品级表达载体；准确定位外源蛋白

在重组乳球菌疫苗中的表达位置，使重组抗原与黏

膜的免疫系统充分接触；实时定量检测重组乳球菌

疫苗在宿主胃肠道表达的目的蛋白；合理控制重组

乳球菌疫苗在胃肠道的存活时间，避免免疫耐受；开

发合适的免疫佐剂，加强重组乳球菌疫苗诱导的免

疫应答，阐明上述问题，重组乳球菌疫苗用于

ＨＰＶ１６感染的免疫预防指日可待。
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