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肠毒素性大肠杆菌疫苗的研制进展

应天翼韩照中苏国富 脑I B

细菌性腹泻是常见的肠道传染病，广泛流行于世界各

地。据统计，全球年腹泻病人达30亿左右，我国年发病约8

亿多人次，死亡率达O 02‰，其中最常见的是由肠毒索性大

脑杆菌(Ent哪toxiz叽ic耐盱讪m田“，FrEC)引起的腹
泻。”。由于是经口传播、所以常因食品或水源污染导致爆发

性流行，特别是在自然灾害和战争时期更不易避免和控制，

同时由于滥用抗菌药物而导致有耐药性细菌的大量增长，所

以研制有效的疫苗加i葑免疫预防是迫切需要解决的公共卫

生问题，但是目前还没有一种行之有效的盯FC疫苗‘2“。
一、I玎EC的定居因子

ETDC是通过一种叫作定居因子(∞lonl龃讧m fact。rs，

CFs)的蛋白表面结构黏附到上皮细胞表面，之后可单独或同

时分壕不耐热肠毒索(heat—IabiIe ent∞tUxin，l』)与耐热肠

毒素(h锶t-Stab【e锄terotoxin，Sr)。在全世界范围内分离出

的ETFc茁株中，大约35％分泌LT和趼，约35％只分泌

S丁，其余的仅分泌LT。

通过流行病学研究证明并非所有的ETEC菌株都含有

CFs．cFs在日EC中的分布也呈现出一定的特异性。在同
时产sr与LT的菌株中约有90％都表达现在已知的Ch，

而在单纯分泌sT或L丁的菌株中表达已知cFs的菌株数量

则分别占60％和lO％。在现今已知的人类研Ec的20种

CFs-8中特征最鲜明且研究最多的是定居因子抗原I

(do血捌i。n fac埘卵ti卿I，cFA／I)和菌毛表面抗原1～
6(di乳Jrface antig肌s 1～6，CSl～cS6)，而同时流行病学研

究娃示出在世界的不同地区，耵BC所含CFs的种类也不尽
相同。在我们最关心的亚洲地区，同时表达sT与U、的菌

株占大多数9。由于将来预防ETEc腹泻的疫苗中所告的

抗原将是在人群中出现频率最高的一种或几种CFs，所以还

有必要进一步搞清楚关于世界各地区流行的ET比所含
CFs种类的详细情况。

l cFs的受体与黏附：E1’Ec cFs结合的受体分子是一

种复合糖。由于不同的CFs需要不同的结合位点，所以病原

性大肠杆菌对宿主和组织有着显著的选择性，例如动物

盱Ec所古重要的cFs并不存在于感染人类的E丁DC中。
尽管已有许多文献报道了人类FrBC如何黏附到红细胞及

肠细胞．但是由于无法获得有效的人体肠道模型，所以对于

结合位点的结构了解得远不如对动物ETEc清楚。
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2人源唧的cFs结构：基于形态学分类，在人类
明、Ec中已发现20种不同的cFs，分为菌毛与原纤维纤丝两

种．菌毛类姐cFA／I、csl是呈致密、发丝状、纤丝状细胞

器，由几百个同样的蛋白亚基构成，这种蛋白决定了菌毛的

免疫学特性。纤丝类如Cs3和C研菌毛，由两条纤丝缠绕成

双螺旋。原纤维纤丝更细，更具柔韧性且结构更开放，它每

一个螺旋中的亚基数目比菌毛要少。

3 CFs的分类：在已发现的20种CFs中，CFA／I、CSI、

C皿、CS4、CSl4、CSl7和CSl9这一组菌毛，由于具有一定的

遗传相关性旧』，所以被称为cFA／I样组。它们主要亚基的

氪基酸序列非常相似，这些菌毛可能是由于宿主的免疫压力

进化而来的。免疫学研究显示，这一组中CFA／I与Cs4亲

缘关系最近，其次是cSi4、cSl、csl7，而c眈与cFA／I的差

别最大。

cS5、csl3、CSl8、C盟0被称作“cS5组”，它们的亚基彝

基酸序列与动物E1蕾c的K88、F4l或987p菌毛有遗传相似

性，CS7可能也属于这～组，因为c即与cs5有同样的亚基

大小、螺旋结构和红细胞凝集形式。cS7与Cs5亚基在蛋白

质印迹反应中有交里反应，且它们最前面的20个N．端氨基

酸是一致的。另外，还有一组CFs，其中包括cS3、(N、

csL0、csll、csl2，它们与己知的任何菌毛都不同源：

二、FTEC疫苗

鉴于cFs在盯EC病理学中的关键性地位，用ch作为
人用FrEc疫苗抗原的可能性已经引起人们的极大关注。

尽管已经鉴定出加种不同的CFs．但可在50％～80％的临

床分离出的髓BC中找到大约7种常见的CFs(cFA／I，
csl，c置，(：s3复合物，cs4，CS5，CS6复合物)。动物及志

愿者实验表明：CR剐表达同源cFS的大肠杆菌感染具有高

效保护性oIoJ，CR还可以协同ETEC毒素抗原对ETEC表达

的毒素及同源CFs提供保护。所以如果选择包括CFA／I和

csl～cs6中的一种或几种作抗原，再结台一定的类毒索，在

理论上这样的候选株可以对世界范围内的80％以上ETEc

菌株提供保护，如果再加上一些出现频率较低的菌毛抗原

(如(=s12，(=S14，csl7)，并配“合适的载体菌⋯』，则将大大

提高保护能力。

l，亚单位疫苗：在80年代初期曾试图以纯化的cFs蛋

白为口服免疫原来对抗表达各种同源cFs的雕、BC侵袭，但

结果是令人沮丧的，因为经分离纯化的菌毛蛋白在肠分泌物

中很容易被蛋白酶降解。当时也曾作过其他尝试，包括直接

将茁毛送至小肠或给它们包上一层可生物降解的荚膜，尽管
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有半数带荚膜的疫苗诱导了针对CFs的黏膜免疫，但对表达

同源Ch的盯Ec毒株攻击还是无法提供显著的保护。另

外．分离纯化菌毛费用昂贵，所以，注意力开始转向能够提供

表而cFs的灭活或者活的全菌疫苗。

2灭活疫苗：由于矾’H：引起的疾病与小肠密切相关，

于是有观电认为最重要的抗体将是在肠道内诱发的抗体。

于是，i甲价不同E1、EC疫苗时最关键的是看它在肠道内诱发

的免疫『董答教价如何．有一种疫苗，它包含福尔马林灭活的

表达cFA／I与cFA／Ⅱ的ETEc，疫苗给人服用后，产生针

对cn／I与cFA／Ⅱ的分泌型I趴抗体的抗体分泌细胞

(柚clb。dy s“rcIing cellS．ASC)应答最高，居中的是IgMAS(=，

最低的是IgG ASC：另外还测出了疫苗特异性的，I细胞免

疫应答：众多结果硅示，灭活的全菌疫苗(wh【)1e ccll vacc·ne，

wCv)所保持的全茁结构对于诱导强烈的免疫鹿答是非常

重要的．它与毒素有明显的辅助怫同效应。

由于霍乱毒素(CT)与LT结构类似，其B亚基之间有免

疫交叉反应，已有实验证明霍乱毒素B亚基(田B)可对大肠
轩菌疾病提供商效保护，所呲现在普遍认为一个可行的办法

是用基因工程手段制备携带有cTB基因、用福尔马林灭活

的、表面表达多数流行cFS的ET毗联合疫苗．这种E1、卜c

疫苗在不同国家内(如瑞典、美国、盂加拉和埃及)进行了广

泛的一期和二期I临床实验。结果表明，70％～90％的用

f_rKCFA E1’EC疫苗免疫过的瑞典志愿者中，IgA呈显著增

多．

总的来说，口服灭活菌体疫苗方便、安全，但用量偏大．

费用硝高，且不妞胃肠道外疫苗效果好。此外，它对菌株和

灭活方式的选择租讲究，而诸如福尔马林、酚、大肠菌素磁

或加热等灭活方式可能会破坏菌体表面重要的不稳定抗

原：”‘：

3基因工程活菌疫苗：口服活菌疫苗是用细菌作为活

载体米延长在小肠内相关的淋巴组织驻留时间井表达不同

的cFs和类毒素抗原，这些载体允许在一剂疫苗中存在多种

抗原．另外由于口服疫苗成本低廉、贮存稳定性好、便于涸

配，产生的免疫刺激与病原菌最为接近，所以采用基因工程

手段，以E1、Ec菌毛作为抗原。以细茁为载体构建口服活菌

疫苗开始引起普遍关注?现在进行的研究太都是以减毒伤

寒沙门氏菌、减毒志贺痢疾菌和减毒霍乱弧菌为载体，但最

为引起重视的是减毒伤寒沙门氏菌”。

扶某种意义上可以说，前人的失败应部分归因于采用肠

道选径免疫而没有刺激相应的黏膜免疫“j。而减毒伤寒沙

J氏菌的特点就在于它保持了抗原性，可以刺激机体相应区

域产生黏膜免疫-”。黏膜组织自有一套独特的免疫系统，

独屯于一般的免疫系统之外发挥保护作用m-。黏膜免疫过

程中派伊尔节(peyer’s patck，PP)的作用是{’分独特且关

链的，将PP作为靶部位是非常重要的。相比之下，用大肠杆

菌则不能在血清及黏膜诱导有效的抗体应答。换句话说，活

菌载俸倾向于进八或瞄准黏膜诱发部位并可有效地刺激T

细胞及R细胞免疫应答。现在一些证据表明可以用伤寒沙

门氏菌作为载体将ETEc的cFA／I菌毛运进至体内脏器相

关的淋巴器官刺激黏膜免疫，并诱生了针对CFA／I的IEA

和IgGⅣ。

口服活菌疫苗存在的虽大问题是如何确保其稳定无毒

(因为利用突变手段制备的菌体很容易产生回复突变而恢复

其毒力)，以发没有反应原性(或可耐受的反应原性)。。&s吲i

等”o利用平衡致死系统构建了能够稳定表达cFA／I及

K99、K88等菌毛的疫苗，他们用BAI，H／c和CⅡl小鼠实验

的结果硅示L1服免疫这种疫苗可以很好地诱导IzA及I娟

的应答。目前国内也正在大量使用平衡致死系统构建多种

活菌疫苗。

4．其他新型疫苗：在分于生物学高速发展的今天，除了

上述用传统方法制备的辛}种疫苗外，还有许多新思路与新方

法正在处于探索中。例如Freedr【-an等”o用纯化浓缩的

CFAs免疫奶牛，而后从牛奶中浓缩I—j给志愿者Lj服。15

名志愿者接受口服109cfu剂蕈表达CFA／l的E|IHC毒株攻

击，只有L人发病，在服用安慰弃吐的L()人中有7人发病。

用转基因植物作为抗ETEc的疫苗，让马铃薯表达LT．

B基因，用这些块茎来喂小鼠，在小鼠体内可诱生I研与

IgG，当用LT对小鼠进行攻击时，发现可提供一定程度的保

护瑚J。由此可见，植物表达的LT-B有抵抗盯EC与霍乱的
能力。最近的实验结果显示，植物表达的cIl‘B可以刺激小

鼠体内产生抗体来中和毒索【2“。

最近几年新兴的核酸疫苗对传统疫苗已经构成了一种

挑战．它克服丁减毒、灭恬疫苗的潜在致病性和亚单位疫苗

免疫反应的不完全性等缺点，可表达经修饰的天然抗原，诱

导机体产生全面的免疫应答，适于制备多价苗，既可预防，又

能治疗，一次免疫剂量即可产生有效的免疫反应，此外它还

具有生产简便、成本低廉、稳定性好、贮运方便等优点m J。

Alv群等口“将编码盯Ec cFA／I菌毛的基因克隆于真核表
达载体，并用作DNA疫苗进行免疫，发现在注射DNA后的

2～4周之间CFA／I特异性IgG水平有明显增高，而且在7

周后仍然有升高的迹象．但是他们发现CFA／I特异性表达

质粒所诱导出来的抗体与完整的cFA／I菌毛上暴露在表面

的抗原决定簇的反应有别于用那些纯化的cFA／I菌毛产生

的抗体。DNA免疫所产生的抗体与那些用菌毛免疫产生的

抗体在功能上也有所区别．究其原因是由于它们在菌毛表面

的结台位点不一样所造成的，具体的饥理尚未搞清楚，不过

可能的原因是由于两种抗原的表达方式不同，这个问题至今

仍难以解决⋯J。

三、小结

最后应该指出的是，尽管关于大脑杆菌的定居因子人们

已经了解得很多，但是这方面工作比预想的复杂得多．主要

原因是菌毛抗原有许多型，而每一型内又有血清学的变异，

加上抗原性的漂移以及还有一些迄今为止所未知的定居因

子抗原，所以这方面的工作仍然有待于进一步的深入。
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综上所述可以看出，随着转基因动物、转基因植物和核

酸疫苗等新技术的逐渐趋于成熟，对黏膜免疫机理、功能抗

原确定和高效表达体系的进一步深入研究，合适的用于疫苗

效果评价的动物模型的建立．相信在不久的将来会有一批预

防盯FC感染的新型高效疫苗为人类造福。
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