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植物源疫苗研究进展
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摘要：在当今全球公共卫生领域，疫苗作为预防和控制传染病的关键手段，其研发和生产技术的创新备受瞩目。植

物源疫苗作为一种新兴的疫苗生产技术，凭借其独特的优势逐渐崭露头角。与传统疫苗生产方式相比，植物源疫苗

具有显著优势，在分子生物学技术的加持下，能够在较短时间内实现大规模生产，有效应对传染病的大规模爆发。

本文首先介绍了植物源疫苗的基本概念，阐述了植物源疫苗的发展历程，同时对植物源疫苗的不同分类方法进行了

系统梳理，此外还探讨了植物源疫苗的表达平台和表达体系，比较了不同平台和体系如稳定表达和瞬时表达体系的

优缺点，总结了提高疫苗效力和安全性的策略和优化方法，系统探讨了国内外植物源疫苗的开发进展。植物源疫苗

作为一种具有巨大潜力的新兴疫苗技术，有望在未来的公共卫生事业中发挥更加重要的作用。
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Abstract: Plant-derived vaccines represent an innovative vaccine production technology that employs plants as 

bioreactors to express specific antigenic proteins within the plant system. This technology has demonstrated 

tremendous potential and application prospects in the field of vaccines in recent years. Compared to traditional vaccine 

production methods, plant-derived vaccines offer distinct advantages in cost control, scalability, and safety. Firstly, the 

production cost of plant-derived vaccines is relatively low. This is due to the short growth cycle of plants, their strong 

reproductive capacity, and the lack of need for complex bioreactors or expensive culture media. This makes the large-

scale production of vaccines more economical and efficient. Secondly, plant-derived vaccines are easy to scale up. Due 

to the renewable nature and rapid growth characteristics of plants, they can quickly respond to large-scale vaccine 
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demands, which is particularly important in dealing with public health emergencies. In addition, there is no risk of 

contamination in the production process of plant-derived vaccines that is typically associated with traditional vaccine 

production. Plant cells possess inherent biosafety, which can effectively avoid contamination from animal-derived 

pathogens and endotoxins, thus ensuring the safety of the vaccine. Plants can perform post-translational modifications 

on foreign proteins, a characteristic that is conducive to the formation of virus-like particles (VLPs). VLPs are non-

infectious particles that structurally resemble viruses; they can mimic the immunogenicity of viruses, stimulating the 

body to produce an immune response. However, they lack the ability to replicate, which makes them safer . This article 

first introduces the basic concept of plant-derived vaccines by using plants as vectors to express antigenic proteins. 

Then, the article emphasizes the important role of plant-derived vaccines in the field of global public health and 

epidemic prevention, especially in providing rapid, economical, and safe vaccines. The article then details the 

development history of plant-derived vaccines, from early exploration to modern commercial applications. At the same 

time, the article provides a comprehensive description of the different classifications, expression platforms, and 

expression systems of plant-derived vaccines, covering various technological pathways from genetically engineered 

plants to plant viral expression vectors. The analysis focused on how vaccine optimization and application enhance the 

expression and immunogenicity of antigenic proteins through gene editing and protein engineering, as well as how to 

improve the efficacy and stability of vaccines by optimizing their formulation and adjuvants. Furthermore, current 

cases of developed plant-derived vaccines were analyzed, especially their application advantages in addressing human 

and animal diseases. These cases demonstrate the potential of plant-derived vaccines in rapidly responding to 

epidemics, reducing costs, and improving accessibility. Finally, the article discusses and summarizes the development 

progress of plant-derived vaccines domestically and internationally, providing references and insights for the research 

and application of plant-derived vaccines in our country. Through these analyses, the article aims to promote the 

development of plant-derived vaccine technology and contribute to global public health security.

Keywords: plant-derived vaccines; virus-like particles; molecular biology; immunogenicity; transient expression 

system

847



合成生物学 第 6 卷

每个植物个体都具备作为反应器宿主的潜力，

在整株植物中生产外源重组蛋白是一种可扩展且

具有成本效益的工艺［1］。以植物为宿主生产的生

物制剂通常分为四个主要类别：单克隆抗体

（mAb），受体调节剂，酶调节剂和疫苗［2］。人胰

岛素类似物（优泌林）是 1983年引入市场的第一

种生物制剂，由利用基因工程技术改造的大肠杆

菌产生［3］，自此以后，生物制剂越来越多地用作

药物制剂，市场规模超过了小分子药物市场［4］。

而植物源疫苗属于生物制剂的一种。尽管生物技

术不断迭代，疾病防治手段也日益增多，但疫苗

仍是临床中重要的防护措施。而植物源疫苗的研

究起源于转基因技术和现代农业的兴起，依赖于

植物生物反应器的发展［5］，利用植物体或植物细

胞及器官作为反应器，将目的基因整合到植物反

应器中生产对应目标蛋白，是一种迅速崛起的可

替代传统微生物生产疫苗的方法［3］。植物源疫苗

技术目前大多数被用于生产季节性流感疫苗［6］，

这表明其在疫苗生产中的重要性。尽管植物分子

农业可能无法取代工业表达系统，但它在资源匮

乏地区的疫苗生产以及用于疫苗应用的病毒纳米

颗粒（VNP）生产方面具有独特的作用［7］。植物

个体为外源蛋白的生产提供了一种可靠、有效、

低成本和安全的环境［8］。在医疗方面，可以利用

植物组织或细胞作为宿主，通过基因重组技术生

产药用蛋白。这一过程融合了农业、医药和生物

技术等多学科，区别于传统的发酵生产模式，该

技术成本仅为利用大肠杆菌发酵生产成本的 2%～

10%，并且可以避免致病微生物的威胁，从而提高

表达产物对人畜的安全性［9］。

利用基因工程技术研发的疫苗具有更好的稳

定性和安全性，且具备大规模生产的潜力，是未

来疾病防治的主流趋势［10］。自 20 世纪 90 年代以

来，我国开始以植物作为宿主生产外源物质，并

开发了相关主题项目。在“十四五”期间，建立

了用植物种子胚乳、油体等反应器生产产品的宿

主平台，推动了分子农业的产业化进展。目前，

利用植物作为宿主生产胰岛素、单克隆抗体和乙

肝疫苗等产品的技术已经趋于成熟［5］。2022 年，

世界首款植物源人体疫苗Covifenz投入市场，激发

了国内外对植物源疫苗研究的兴趣［11］，证明了植

物源疫苗在疫苗领域的巨大潜力。

本文通过对植物源疫苗的发展历程、外源重

组蛋白的生产类型、表达平台以及表达体系、疫

苗优化及应用的研究总结揭示了植物源疫苗的基

本原理，并对关于植物源疫苗的发展前景进行了

展望。

1 植物源疫苗的发展

1.1 植物源疫苗的早期研究阶段

疫苗基因首次导入植物细胞并在植物中表达，

1992 年，Mason 等［12-13］成功在转基因烟草和番茄

中表达了乙型肝炎病毒表面抗原，实现了疫苗基

因首次导入植物细胞并在植物中表达；1994 年，

刘玉乐等［14］利用根癌农杆菌转化烟草，在烟草及

其后代中成功表达了人单克隆抗体 2G 12肝炎病毒

表面抗原（HBsAg）蛋白，他们使用了农杆菌介

导的叶盘转化法（一种常用的植物遗传转化技

术），通过这种方法，外源基因可以被导入植物细

胞并整合到宿主基因组中。这两个事件是植物源

疫苗领域的重大突破，它们证明了植物可以被用

来生产具有免疫原性的药用蛋白，为开发新型疫

苗提供了一种成本效益高、易于规模化生产的新

途径。这些研究为后续的植物源疫苗开发奠定了

坚实的基础，并展示了植物在生物制药领域的巨

大潜力。

1.2 植物源疫苗的功能验证和动物试验阶段

科学家对植物源疫苗的功能进行了深入研究，

验证了其免疫原性并在动物模型中进行了试验。

例如， 2016年，Matic等［15］在烟草中成功表达了

ErbB2 酪氨酸激酶受体，且在小鼠中获得了针对

ErbB2+乳腺癌的保护性免疫原性，研究表明，中

等剂量的疫苗与ErbB2特异性 1型T细胞的生成相

关，能够随时间产生持续的免疫反应。在 2020年，

Naupu等［16］对植物源人乳头状瘤病毒（HPV）疫

苗进行了动物试验，在动物模型中表现出免疫原

性。2021年，Maharjan等［17］在本氏烟草中表达了

SARS-CoV-2刺突蛋白的受体结合结构域，并成功
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引发小鼠体液免疫反应，产生了高滴度的中和抗

体。2023年，张改平院士团队［18］通过水稻胚乳表

达猪瘟病毒的植物疫苗 ht-rE2 二聚体，并在小鼠，

兔子和猪的动物实验中验证疫苗的免疫应答水平

和疫苗效力，低剂量 284 ng ht-rE2二聚体疫苗免疫

诱导产生的中和抗体滴度是减毒活疫苗的 32 倍，

且E2特异性抗体的免疫持续期长达180天以上。

1.3 植物源疫苗的临床试验和商业化批准阶段

一些植物源疫苗进入临床试验阶段，评估其在

人体的安全性和免疫原性。例如 2011年，Yusibov

等［19］概述了植物生产重组药物疫苗与抗体的临床开

发情况，表明许多产品已在早期临床试验中进行了

测试，并显示出良好的安全性和有效性。一种针对

H5N1禽流感病毒的植物源疫苗在 2013年进入了临

床试验［20］；2006 年，美国疾病控制与预防中心

（CDC）研究人员利用烟草生产了H1N1甲型流感病

毒的候选疫苗，该植物源疫苗在2014年的人体注射

试验中表现出良好的免疫原性和安全性，临床试验

结果显示，接种一针后，疫苗可以产生良好的免疫

反应。保护性抗体阳性率、抗体阳转率等指标均达

到疫苗评价标准［21］。Khantasup等［22］于2015年在小

麦中成功表达癌胚抗原的单链Fv抗体并进行了临床

测验。2015年，Pharma-Planta项目中HIV中和人单

克隆抗体 2G 12在转基因烟草中表达，并在临床试

验中取得成功［23］。

此外，一些植物源疫苗已经获得了监管机构

的批准，并开始商业化生产和分发。例如一种通过

烟草植株生产的埃博拉病毒疫苗在2019年获得了欧

洲药品管理局的批准［24］。除此之外还有许多用烟草

生产的针对Covid-19的疫苗项目，例如2021年就投

入临床的SARS-CoV-2 VLP Vaccine （IBIO-200）以

及 SARS-CoV-2 Subunit Vaccine （IBIO-201） 项

目［25］，与之同时的还有投入Ⅲ期临床试验的

SARS-CoV-2 Spike protein项目等［26-27］（表1）。

2 植物源疫苗的分类

植物源疫苗的分类主要基于表达的不同重组

蛋白类型以及生产和给药方式。这些疫苗可以表

达特定病原体的抗原或病毒样颗粒（VLP），也可

以根据给药途径设计为注射疫苗或口服疫苗，植

物源疫苗具有生产成本低、易于大规模生产、便

于储存和分发的优势，同时能够有效诱导黏膜免

疫，此外，疫苗也可以根据不同宿主植物（如烟

草、小麦、马铃薯、水稻等）进行分类，以优化

其生产和应用效果。

2.1 植物源疫苗的蛋白种类

2.1.1 非自组装类抗原

抗原是指能够刺激机体免疫系统产生免疫应

答，并能与免疫应答产物（抗体或致敏淋巴细胞）

在体内外发生特异性反应的物质。植物能够高效

表达病原体表面蛋白等抗原，为疫苗开发提供了

新的平台。研究表明，通过植物表达系统，能够

生产具有良好免疫原性的抗原。任兆钧等利用烟

草TMV-30B外源蛋白高效表达载体，将口蹄疫毒

株的免疫抗原克隆并表达于烟草叶片，该研究中

提到的免疫抗原是猪O型口蹄疫病毒（FMDV）抗

原表位融合结构蛋白VP1，是口蹄疫病毒的主要免

疫原性蛋白，它包含了病毒的抗原表位，能够刺

激机体产生免疫应答［46］。Buetow 等［47］在烟草中

开发了针对呼吸道合胞病毒（RSV）的植物源疫

苗。RSV F蛋白由一个 50 kDa的羧基末端 F1片段

和一个 20 kDa的氨基末端 F2片段组成，该二聚体

的 109和 136氨基酸残基后存在两个 furin蛋白酶切

位点，酶切后将暴露 F1 氨基末端的疏水融合肽，

使 该 抗 原 更 容 易 被 免 疫 细 胞 识 别 并 结 合 。

Langridge等［48］将编码霍乱毒素B亚基（CTB）的

基因插入植物表达载体，成功诱导小鼠产生与天

然CTB相同的免疫反应。Sohrab等［49］在 2020年开

发的可食用疫苗能够有效表达中东呼吸综合征冠

状病毒刺突蛋白 S1亚基的抗原，S1亚基包括N端

结构域（NTD）和C端结构域（CTD），其中CTD

也被称为受体结合结构域（RBD），负责与宿主细

胞的受体结合（表2）。

2.1.2 自组装类抗原

病毒样颗粒（virus-like particle，VLP）是一

种由病毒结构蛋白自行装配而成的蛋白质颗粒。

它们在形态结构上与天然的病毒颗粒相似，具有
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很强的免疫原性和生物学活性，且不含病毒核酸，

没有复制能力，也不具有感染性，因此病毒样颗

粒疫苗安全性较高。王跃驹等［50］于 2019年利用生

菜作为表达平台，成功生产病毒样颗粒的乙肝

VLP 疫苗，接种后新西兰白兔产生免疫，并通过

ELISA和假病毒颗粒中和试验验证了其生物活性，

发现乙型肝炎病毒核心蛋白HBcAg会在体外自组

装形成二十面体对称结构，这种结构与天然乙肝

病毒微粒的构象近似，直径约为 30 nm，呈现较为

均一的球形，外源序列重复且高密度地展示在

VLP的表面，这使得 VLP进入机体后能够快速诱

导机体产生针对外源性抗原的特异性体液免疫及

细胞免疫应答，具有极强的免疫原性与生物活

性［51］；在 2020年，他们又利用相同技术成功表达

了具有生物活性的 HPV 疫苗，该研究中产生的

VLP 具有二十面体对称结构，这是类似于野生型

VLP的形态［28］。与之结构类似的还有Rybicki在植

物细胞中利用农杆菌转化法成功稳定表达的 HPV

假病毒粒子，而该 VLP疫苗已经进行了中和测定

试验［33］。同样的技术还于 2021年用于植物源牛瘤

表表1　　一些已投入临床或动物实验的植物外源物质及其表达方式

Table 1　　Plant-derived foreign substances that have been put into clinical or animal experiments and their expression methods

疫苗种类

病毒疫苗

高尔基病疫苗

细菌疫苗

寄生虫疫苗

阿尔茨海默病疫苗

目标抗原

人乙型肝炎病毒表面抗原（HBsAg）蛋白

HIV中和人单克隆抗体2G 12

SARS-CoV-2刺突蛋白的受体结合结构域

人乳头状瘤病毒（HPV）疫苗

埃博拉病毒疫苗

猪繁殖与呼吸综合征（PRRS）的亚单位疫苗

禽流感病毒血凝素

非洲猪瘟P30重组蛋白

诺瓦病毒VLP

埃博拉病毒和西尼罗河病毒的治疗性单克隆抗体mAb

HPV疫苗

牛瘤病毒（BPV）病毒样颗粒

人源轮状病毒VP7蛋白

狂犬病病毒G蛋白

猪瘟E2融合蛋白

癌胚抗原的单链Fv抗体

日本脑炎病毒（JEV）包膜蛋白（E）

ErbB2酪氨酸激酶受体

α-L-艾杜糖苷酶

LTB-ST

幽门螺旋杆菌ureB抗原

抗轮虫保护性抗原As16

房尘螨（HDM）过敏原Der p 1

利什曼虫的前鞭毛体表面抗原（PSA）

淀粉样β肽Aβ 42

受体植物

番茄

烟草

烟草

本氏烟草

烟草

烟草

马铃薯

本氏烟草

生菜

生菜

生菜

烟草

花生

水稻

烟草

小麦

水稻胚乳

烟草

玉米种子胚乳

烟草

水稻胚乳

水稻胚乳

水稻胚乳

本氏烟草

水稻胚乳

表达体系

稳定表达体系

瞬时表达体系

瞬时表达体系

瞬时表达体系

瞬时表达系统

瞬时表达系统

瞬时表达系统

瞬时表达系统

瞬时表达系统

瞬时表达系统

瞬时表达系统

瞬时表达系统

稳定表达系统

稳定表达系统

瞬时表达系统

稳定表达系统

稳定表达系统

瞬时表达系统

稳定表达系统

瞬时表达系统

稳定表达系统

稳定表达系统

稳定表达系统

瞬时表达系统

稳定表达系统
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表表2　　植物来源的一些抗原实例

Table 2　　Plant-derived antigen examples

抗原

猪O型口蹄疫病毒（FMDV）抗原表位融合结构蛋白VP1

呼吸道合胞病毒（RSV）F蛋白

霍乱毒素B亚基（CTB）

中东呼吸综合征冠状病毒刺突蛋白S1亚基抗原

表达系统

瞬时表达

瞬时表达

瞬时表达

瞬时表达

宿主

本氏烟草

本氏烟草

本氏烟草

本氏烟草
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病毒（BPV）病毒样颗粒和假病毒粒子的生产，

BPV VLP 能够诱导产生针对 BPV 的特异性抗体，

包括 IgG和中和（VN）抗体，以及促进Th1和Th2

细胞因子的分泌，如 IL-2、IL-4和 IFN-γ［34］。猪细

小病毒（PPV）导致母猪繁殖失败，Cho 等［52］在

2023年用本氏烟草成功表达可以让猪抵御 PPV的

PPV 1-82 VP 2蛋白，这些蛋白自组装成的VLP的

直径范围在 22.3～25.7 nm，在对怀孕母猪的抗病

实验中，接种了 PPV1-82 VP2 的母猪在感染 PPV

株后，成功诱导了免疫反应并产下正常胎儿，而

未接种疫苗的母猪则流产，这些结果表明，PPV1-

82 VP2 VLP疫苗在结构和功能上都显示出了作为

有效疫苗候选物的潜力（表3）。

2.2 植物源疫苗的接种方式分类

2.2.1 注射疫苗

一些植物源疫苗通过肌内注射的方式进行接

种。肌肉组织中含有重要的免疫细胞，这些细胞

能够识别抗原并刺激免疫系统产生免疫应答，可

以使免疫细胞向其他免疫细胞发出警报并投入工

作［11］。当疫苗中含有佐剂或其他能增强免疫应答

的成分时，肌内注射可以将疫苗反应限制在局部，

减少刺激和炎症［66］。2019年，一种植物源性四价

病毒样颗粒流感疫苗完成了 3期临床注射试验，并

取得了令人鼓舞的结果，2021年 3月，针对SARS-

CoV-2的佐剂植物疫苗（CoVLP）开启了 3期注射

试验［9］。Medicago 公司开发的 CoVLP+AS03 疫苗

（Covifenz，Medicago）在多国、随机、安慰剂对

照试验中表现出可有效预防由一系列变异引起的

COVID-19，其注射功效范围从针对症状感染的

69.5%到中重度疾病的 78.8%［67］。该疫苗是世界首

个获批的植物源人体疫苗，于 2022年 2月 24日获

得加拿大卫生部的批准［67］。

2.2.2 口服疫苗

通过将抗原表达在植物中，然后将植物材料

制成口服疫苗，可以实现更方便、更广泛的疫苗

接种。虽然口服疫苗的研发仍面临一些挑战，但

其潜力巨大。张玉满等［68］发明了一种利用枸杞

作为 TMV 瞬时表达外源蛋白的生物反应器并成

功表达了 GFP外源报告基因，可将该体系用于口

服疫苗的研发与生产。幽门螺旋杆菌 ureB 抗原

基因被 Gu 等［41］克隆到 pCAMBIA1301 质粒中，

位于 CaMV35S 启动子和八氨酸合酶（OCS）终

止子之间的 gus （β -葡萄糖苷酶）报告基因的

5′端，通过农杆菌介导的转化将其导入水稻基因

组。水稻可用于口服疫苗的研发，RT-PCR 和

Western blot 分析也验证了水稻植物中 ureB 基因

的表达。这些结果为进一步研究可食用转基因水

稻在幽门螺旋杆菌疫苗的研发奠定了基础。

Lei［69］还报道了一种有助于治疗乙型肝炎病毒

（HBV）感染的转基因生菜。该研究设计了两种

针对 HBV 表面抗原 （HBsAg） 的人工 miRNA

（amiR471 和 amiR519），并在稳定的转基因生菜

品种中单独表达，将这些生菜喂食小鼠，使小鼠

产生积极免疫反应。Wang 等［38］利用农杆菌介导

的转化方法生成了表达日本脑炎病毒（JEV）包

膜蛋白（E）的转基因水稻，该基因在双花椰菜

花纹病毒（CaMV 35S）启动子的调控下进行表

达，在叶片中的表达水平为 1.1～1.9 μg/mg 总可

表表3　　植物来源的一些包膜VLP的实例

Table 3　　Examples of some plant-derived enveloped VLPs

抗原

Influenza A H5N1 HA

HBsAg L protein

Dengue-3 capsid, prM/M and E

HBsAg VLP displaying HIV-1 ENV and GAG epitopes

HBsAg VLP displaying HIV-1 polyepitope

HBsAg VLP displaying HBV preS1 epitope

HBsAg VLP displaying full-length GFP

HIV-1Gag VLP displaying gp41

表达系统

用质体蓝素表达载体瞬时表达

稳定的转基因植物

稳定的转质体叶绿体表达

稳定的转基因植物

稳定的转基因植物

稳定的转基因植物

用非病毒载体瞬时表达

MagnICON“解构”病毒载体的瞬时表达

植物宿主

本氏烟草N. benthamiana

烟草Tobacco

莴苣Lettuce

番茄Tomato

烟草Tobacco

拟南芥Arabidopsis

水稻Rice

本氏烟草N. benthamiana

本氏烟草N. benthamiana
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溶性蛋白。对小鼠进行转基因水稻植物蛋白提取

物的口服免疫后，能够检测到针对 E 蛋白的黏膜

免疫反应。

2.2.3 鼻腔滴注接种

一种基于腺病毒载体的疫苗，通过鼻腔滴注

接种给小鼠和非人灵长类动物，结果显示单剂量

鼻腔接种可完全保护上下呼吸道，Kehagia 等［70］

开发的疫苗通过鼻腔滴注给恒河猴接种，结果显

示鼻腔接种比肌内注射诱导的中和抗体水平更高，

由此可知鼻腔滴注接种可直接刺激鼻腔黏膜免疫

系统，产生局部免疫反应，同时也能诱导全身免

疫反应。目前尚未有用于鼻腔滴注接种的植物源疫

苗获批上市，但相关研究正在进行，如Chen等［71］

将甘草酸二铵（DG）研制成植物体（DG-P）以诱

导鼻腔免疫反应并增强吸收。

2.3 制备植物源疫苗的宿主分类

植物源疫苗的宿主类型有很多，根据使用的

宿主不同，如烟草、小麦、马铃薯等模式宿主物

种，可以对植物源疫苗进行基本归类。宿主植物

的选择取决于所生产的蛋白质的类型和生产规模、

产物大小以及翻译后修饰等因素［72］。

2.3.1 非食用植物

本氏烟草是植物源疫苗研发中使用最广泛的

实验宿主，因为它对许多病毒都易感。其减弱的

免疫系统使得遗传物质可以成功地被植物宿主接

受而不被排斥。本氏烟草也被用于商业用途，如

激素、抗体、酶、治疗剂和疫苗等的生物制造，

具有在DNA转入后几天内制造外源蛋白的潜力［9］。

它能够快速生产重组蛋白，适合于快速响应大流

行疫苗的需求［9］。如Vanderburgt等［30］表达猪繁殖

与呼吸综合征（PRRS）的亚单位疫苗，用到了本

氏烟草，既为动物使用的疫苗也为人用植物源疫

苗的研发提高了可行性。Medicago公司利用本氏

烟草通过瞬时表达系统生产了四价、重组病毒样

颗粒（VLP）流感疫苗，且这种疫苗在临床试验中

显示出良好的安全性和免疫原性［67］。Buetow等［47］

利用本氏烟草通过瞬时表达系统表达了传染性法

氏囊病病毒的VP2蛋白。Kumar等［73］归纳了一些

在烟草中表达的疫苗，如 Claire等［74］用烟草表达

了肺炎链球菌的Ⅲ型荚膜多糖，并在小鼠中诱导

产生了抗肺炎链球菌多糖的血清抗体，他们还利

用烟草表达炭疽保护性抗原（PA），通过肌内注射

免疫小鼠，诱导产生针对炭疽的免疫保护反应［75］。

烟草还可以用于表达结核分枝杆菌的多种抗原，

如 Ag85B、ESAT-6、MPT64、MPT83 等，这些抗

原已投入疫苗开发［73］。除此之外，还有其他非食

用植物宿主被用于生产植物源疫苗， 1999 年

Andrés等［76］首次将编码口蹄疫（FMDV）病毒结

构蛋白的基因 VPI 转入紫花苜蓿中，在饲喂小鼠

后，小鼠对口蹄疫病毒产生抗性。这项研究展

示了紫花苜蓿作为植物源疫苗生产的潜力。

Venkataraman 等［77］在生产 SARS-CoV-2 刺突蛋白

的受体结合域（RBD）的研究中用到了蒺藜苜蓿

A17细胞和烟草细胞（BY-2），这项工作展示了苜

蓿和烟草细胞悬浮培养作为疫苗生产宿主的潜力，

通过体内外分析已成功表达并验证了多种疫苗抗

原的功能性。AgroSciences在2006年获得了美国农

业部（USDA）批准的首个基于 HN的 NDV疫苗，

该疫苗是在烟草衍生的悬浮细胞系中生产的［78］。

首个由植物生产的重组蛋白 Taliglucerase alfa获得

了 FDA 的批准，它是在胡萝卜悬浮培养中表

达的［77］。

这些疫苗的成功表达和免疫原性验证表明了

利用植物作为宿主的潜力和应用前景，除此之外，

已经成熟应用于植物生物反应器的宿主类型如拟

南芥和棉花也拥有用于植物源疫苗生产的巨大

潜力［60-62］。

2.3.2 可食用植物

玉米、土豆、生菜和水稻等可食用植物可以

用于口服递送植物源治疗性蛋白质。它们的优势

在于低成本、易于储存，接种只需要口服即可，

并且服用无需注射的疫苗接种方式易于对不同年

龄的患者进行管理，能够在疫苗分发期间实现快

速和有效的大规模部署。在陈亚波［79］的研究中，

新城疫病毒（NDV）的血凝素-神经氨酸酶（HN）

和融合（F）蛋白可以在转基因玉米中表达，且小

鸡口服转基因玉米的种子和叶片时，成功产生了

针对两种 NDV 抗原的免疫反应。 2012 年，He

等［39］成功表达了用于治疗人黏多糖贮积症的 α-L-

艾杜糖苷酶，宿主是玉米种子胚乳，宋长征等［31］
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以马铃薯为宿主成功表达了禽流感病毒血凝素疫

苗。中国科学院华南植物园联合阿根廷研究人员

通过农杆菌介导的遗传转化方法获得了能稳定遗

传并能高表达肠出血性大肠杆菌 O157：H7抗原的

转基因生菜，这些抗原能有效激活免疫反应。这

些转基因生菜具有制成动物口服疫苗的潜力，能

够诱导小鼠产生黏膜免疫反应［80］。张改平院士团

队［18］在 2023 年成功用水稻生产经典猪瘟病毒

（CSFV） E2 蛋白疫苗和新城疫病毒 HN 蛋白疫

苗。Imani等［81］进行了在胡萝卜中表达幽门螺杆

菌和大肠杆菌的可食用疫苗的研究。一些在叶绿

体中表达的抗原蛋白，可随着植物组织的食用而

被摄入，刺激人体免疫系统产生免疫反应，如在

生菜叶绿体中表达的针对登革病毒的四表位多聚

肽抗原，有望用于登革病毒 ELISA 检测试剂盒的

商业开发，也可探索作为可食用疫苗的潜力［82］。

这些例子展示了可食用作为植物源疫苗宿主的潜

力，特别是在生产动物疫苗和人类治疗性蛋白

方面。

3 植物源疫苗的生产流程

植物源疫苗的生产是一个多阶段的工程，涉

及基因工程、植物培养、蛋白质提取与纯化。现

有的植物表达平台具有许多超越传统生产方式的

优势，如高可扩展性、低成本、真核蛋白质修饰

和安全性的提高，以及不可模仿的瞬时表达系统，

以使治疗剂和疫苗能够以前所未有的速度表达，

从而对抗可能的流行病等［72］（图1）。

3.1 基因工程

首先，需要将编码疫苗抗原的基因通过基因

工程技术（农杆菌介导的转化、基因枪）转入植

物中，而根据外源基因转入植物体的方式以及表

达的时效可以将转化过程分为瞬时表达系统和稳

定表达系统。瞬时表达是指宿主染色体DNA并不

与外源基因发生整合，外源基因进入细胞的 12 h

便可表达，且表达产物能在 4 d内检测到的一种表

图图1　植物源疫苗的生产流程［5］

（基因设计构建质粒载体，将载体通过适当的方法导入宿主植物，让目的基因在宿主植物体内表达，收集表达目标蛋白的植物组织，研磨

后提取蛋白，纯化后得到产品）

Fig. 1　The production process of plant-derived vaccines[5]

(Design and construct the plasmid vector for the gene. Introduce the vector into the host plant using appropriate methods. Allow the target gene to be 

expressed within the host plant. Collect the plant tissues that express the target protein. Grind the tissues to extract the protein. Purify the protein to 

obtain the final product.)
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达体系。植物中建立瞬时表达系统的方式为病毒

感染法以及农杆菌介导法［74］。俞瑶等［83］利用农杆

菌真空渗透法，在较短实验周期之内做到了有效

的瞬时表达。郎遥玲等［84］利用农杆菌介导注射法

建立了番茄子叶瞬时表达系统。刘悦等利用马铃

薯 Y 病毒介导的植物瞬时表达系统成功表达了非

洲猪瘟 P30 重组蛋白疫苗［32］。烟草花叶病毒目前

是植物瞬时表达应用最广泛的病毒，应用其生产

的疫苗等医药蛋白已进入了临床试验［85］。

稳定表达系统是指将目标抗原基因稳定地导

入植物基因组中，使其在世代间持续表达［86］。目

前应用最广泛的是稳定核表达和稳定叶绿体表达，

而稳定核表达主要是农杆菌介导转化法，稳定叶

绿体表达主要使用基因枪和显微注射法［87］。

Daniell等［88］于 2007年提供了哺乳动物对感染性病

原体免疫力疫苗的方案，其用到了叶绿体这种质

体转化以产生保护性抗原的载体，并成功表达药

物蛋白。叶绿体表达系统会丧失真核表达系统部

分翻译后修饰方面的优势，比如糖基化、泛素化

和磷酸化等，这些修饰可能影响蛋白的功能、定

位、稳定性及与其他分子的相互作用，但叶绿体

表达系统也具有自身的修饰能力，可进行一些基

本的翻译后修饰过程，如二硫键形成、酯化和磷

酸化等，能够满足部分蛋白的正确折叠和功能需

求［89］。叶绿体表达系统适合生产亚单位疫苗如针

对脊髓灰质炎病毒的加强型疫苗 CTB-VP1，VP1 

属于病毒衣壳蛋白，其在烟草叶绿体中的表达具

有免疫效果好、生产成本低等优势。还有霍乱毒

素 B 亚基、人胰岛素原的融合蛋白等，其表达量

高，且通过注射能展现出相应的功效［90］。某些病

毒样颗粒的组装也不依赖糖基化修饰，因此可以

使用叶绿体表达系统进行研发，如在烟草叶绿体

中成功表达的口蹄疫病毒主要抗原 VP1基因、猪

瘟病毒主要抗原 E2 基因等用于动物免疫的植物疫

苗抗原［90］。而对于一些需要复杂糖基化修饰才能

具有正确抗原性和免疫原性的疫苗抗原，叶绿体

表达系统无法满足其修饰需求，导致表达的抗原

活性低或无活性，如某些流感病毒疫苗抗原等，

核表达系统更适合此类疫苗的生产［82］，此外，叶

绿体中的蛋白可能面临不同的降解风险，对于一

些对稳定性要求极高、在叶绿体中易被降解的疫

苗蛋白，核表达系统可通过内质网等细胞器为蛋白

提供更稳定的折叠和保护环境，减少蛋白降解，更

具优势［89］。常见的表达载体有 Gateway、p1303、

P33cym11、pBI 121、pBI 221 等［91］，常用的植物

宿主表达器官一般为作物种子胚乳，如Matsumoto

等［42］用水稻胚乳稳定表达抗轮虫 Ascaris suum 的

保护性抗原 As16。该抗原作为与霍乱毒素 B亚单

位（CTB）融合的嵌合蛋白，其在胚乳中的表达水

平达到了 50 μg/g种子。将转基因（Tg）水稻种子

结合霍乱毒素（CT）作为黏膜佐剂喂给小鼠后成

功诱导了特异性抗原As16的血清抗体反应。这表

明，水稻稳定遗传转化递送的抗原作为一种预防

性可食用疫苗，可以控制动物的寄生虫感染。

Yoshida等［45］将针对阿尔茨海默病（AD）的Aβ 42

基因与绿色荧光蛋白基因融合后，采用农杆菌法

转入水稻中。当转基因的水稻被口服给小鼠时，

血清中的抗Aβ抗体滴度明显上升。当小鼠被喂食

煮熟的转基因水稻时，观察到了相同的结果。这

些结果表明，使用水稻稳定表达的可食用疫苗对

治疗阿尔茨海默病是可行的。Nochi等［92］开发了

一种基于水稻稳定表达的口服疫苗，该疫苗表达

霍乱毒素B亚单位（CTB），其表达受特定于胚乳

的表达启动子 2.3 kb 谷蛋白 GluB-1 控制，并经过

密码子优化以便在大米种子中表达，且每颗种子

的胚乳中平均存储了 30 μg的CTB，当以黏膜方式

喂食时，表达CTB的种子被M细胞吸收，成功诱

导产生具有中和活性的 CTB 特异性血清 IgG 和黏

膜 IgA抗体。这些基于水稻稳定遗传转化的疫苗为

大规模口服接种人群提供了一种高度实用和具有

成本效益的策略以应对感染［93］。Suzuki等［94］测试

了新开发的亚单位疫苗对支气管哮喘进行口服免

疫治疗的可行性，该疫苗中包含了螨虫过敏原

（Der p 1）的一个片段（p45-145），这个片段被包

裹在转基因（Tg）水稻种子的内质网源性蛋白体

中，且接种后明显降低了过敏原特异性 IgE和 IgG

的血清水平，因此这种疫苗不会引起非特异性抑

制，这在许多口服耐受方案中是一个突破。结果

表明，基于水稻稳定表达的新疫苗策略是针对包

括支气管哮喘在内的过敏疾病的过敏原特异性口

服免疫治疗的一个有前途的方法。而Yang等［43］表

达一种房尘螨（HDM）过敏原 Der p 1，C 端带
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KDEL标签的Der p 1过敏原在胚乳特异性的GluB1

启动子的控制下，特定积累在种子胚乳组织中，

Der p 1的最大浓度达到了 58 μg/粒种子，存在于内

质网（ER）来源的蛋白体Ⅰ（PB-Ⅰ）中。结果表

明，稳定转基因Der p 1水稻种子是治疗HDM过敏

的安全潜在口服疫苗。基因枪转化法又叫粒子轰

击法，将DNA吸附在直径几微米的金粉或者钨粉

上，然后将微粒高速打入外植体，高速微粒可以

穿透植物细胞的细胞壁，微粒进入细胞后，吸附

的 DNA 也从微粒中解离出来并在植物细胞中表

达［95］，如唐琳等［96］用高压氦气式基因枪成功将外

源基因导入番红花愈伤组织，张馨悦［97］使用基因

枪转化了萱草的花粉。由于农杆菌转化法拥有更

稳定高效的特性，所以在植物源疫苗研发生产的

过程中，基因枪的使用概率并不高［95］。

3.2 植物培养

在遗传转化后的植物培养过程中，需要对基

因工程转入的抗性基因用相应的抗生素进行筛选

培养以及分化培养，转化成功的植物可以在温室

或田间培育，还需要根据不同植物以及不同生长

情况给予激素或肥料以促进其生长，从而增加生

长过程中目标抗原蛋白的产量。在用水稻愈伤组

织进行遗传转化后，共培养时考虑农杆菌和水稻

细胞的活性，因此需要在 25 ℃暗箱培养 2～3 d，

而筛选阶段则需要将温度控制在 28～32 ℃，不同

的筛选和分化条件也决定了后续光周期的供给时

间［98］。烟草的幼嫩叶片、茎段和带有叶片的茎段作

为稳定转化的最常用的外植体，在 MS+0.1 mg/L 

6-BA+0.5 mg/L NAA 的培养基中能诱导形成不定

芽和根，在 MS+0.5 mg/L 6-BA+0.1 mg/L NAA 的

培养基和 MS+0.5 mg/L 6-BA+0.5 mg/L NAA 的培

养基中能脱分化形成愈伤组织［99］。瞬时表达系统

对于培养条件的要求更简洁，不需要频繁更换，

如烟草对光照强度的需求仅需考虑两个不同的生

长阶段，烤烟苗期的光饱和点在 1 万～2 万 lx

［178.6～357.1 μmol/（m2·s）］，大田期在 3万～5万 lx

［535.7～892.9 μmol/（m2·s）］，光照周期 16 h/d，以

及日夜温度控制在 28/21 ℃时最有利于烟草植株的

生长以及蛋白的表达［100-101］。

3.3 蛋白提取与纯化

成熟植物的叶片或其他组织被收获，并通过

破碎细胞、分离蛋白质、色谱技术等一系列生物

化学方法提取和纯化抗原蛋白。纯化后的蛋白质

或病毒样颗粒（VLP）与适当的佐剂混合，形成疫

苗制剂，增强免疫反应。不同的重组蛋白需要不

同的提取和纯化工艺，蛋白质的回收和纯化方面

也需要广泛的研究［72］。在植物生产的候选疫苗的

下游加工过程中，已成功使用了重组蛋白提取和

纯化策略，如热烫、蔗糖密度梯度离心和Ni2+亲和

色谱，Yang 等［102］开发了基于 ZIKV 包膜（E）蛋

白的烟草亚单位疫苗，并研究了其在小鼠中的免

疫原性，PzE可以通过一步Ni2+亲和色谱过程纯化

至均一性>90%。Pyrski等［103］使用蔗糖密度梯度离

心法将HBcAg抗原纯化至 43%且保持了其抗原性，

通过 ELISA 和蛋白免疫印迹法得到了证实，同时

在透射电子显微镜下保持了其 CLP结构。在小鼠

中，肌内注射2×10 µg的HBcAg也引发了显著的反

应 。 植 物 提 取 物 包 含 复 杂 的 宿 主 细 胞 蛋 白

（HCP），热汤焯水可以去除约 80% 的 HCP，从而

简化进一步的纯化步骤，但这只有在目标蛋白具

有热稳定性时才能实现，Menzel等［104］开发了一种

焯水和色谱法相结合的方法，以纯化在烟草叶片

中瞬时表达的热稳定性疟疾疫苗候选物 FQS。将

焯水温度从 80 ℃降低到 70 ℃可以恢复抗体结合，

同时仍然沉淀大部分 HCP，可能是由于蛋白酶的

热失活，焯水抑制了FQS在植物提取物中的降解，

通过阶段洗脱最终达到了约 72% 的纯度和 60% 的

回收率，纯化后得到的产率为 9 mg/kg，这种热烫

焯水的方式为粗分离添加了候补方案。

在整个纯化过程中，会出现纯化失败或纯化

效率低下的现象，比如许多植物组织中富含的酚

类化合物会干扰纯化，这些物质在提取过程中会

氧化并可能与RNA或蛋白质结合，导致纯化失败。

可以通过在提取缓冲液中加入还原剂如 β-巯基乙

醇、二硫苏糖醇（DTT）或半胱氨酸，以及使用螯

合剂如聚乙烯吡咯烷酮（PVP）和聚乙烯聚吡咯烷

酮（PVPP）来解决，这些物质可以与酚类化合物

结合从而防止其氧化。此外，植物组织中的多糖

可能会与RNA或蛋白质结合沉淀形成难溶的胶状
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物，影响纯度，使用低浓度乙醇沉淀多糖，或使

用醋酸钾沉淀多糖法可以弱化多糖的影响［105］，而

面对DNA污染，可以使用DNA酶进行消化处理，

然后再用磁珠或吸附柱纯化。

植物会表达泛素化的多聚体蛋白，而泛素化

的降解标记作用会促进蛋白水解，影响目标蛋白

的亚细胞定位以及蛋白质互作，因此泛素化目标

蛋白的鉴定与纯化技术有一定挑战性，Lee等［106］

提供了一种用于纯化泛素化目标蛋白的方式，用

基于泛素相关结构域——串联泛素结合体TUBE来

保护目标蛋白免受去泛素化和酶解。

在纯化植物外源蛋白的过程中，如何精确去

除掉内源蛋白一直是有挑战性的，如一种光合植

物 酶 —— 核 酮 糖 -1，5- 二 磷 酸 羧 化 酶/加 氧 酶

（RuBisCO），这种酶占可溶性叶蛋白的 50%，因

此，去除 RuBisCO 等内源蛋白对于从植物材料中

纯化重组蛋白至关重要。Matsushima等［107］开发了

一种冻融处理法，用于从表达重组绿色荧光蛋白

（GFP）的本氏烟草中去除 RuBisCO，将粗提物或

上清液冷冻于−30 ℃后解冻，大部分 RuBisCO 将

通过离心沉淀出来，而 GFP 没有明显失活或产量

降低。使用该方法，无需特定试剂或设备就可以

让 RuBisCO 大小亚基的含量明显降低，许多核糖

体蛋白也从提取物中被去除。该方法改进了从植

物材料中纯化重组蛋白的工艺，但长时间冷冻会

损坏重组 β-葡萄糖醛酸酶（GUS），因此，需要考

虑这种处理方式在不同重组蛋白生产过程中的适

用性。

3.4 疫苗配制

为增强疫苗免疫原性，需向纯化后的抗原蛋

白溶液中加入合适佐剂，如铝佐剂、油乳佐剂等。

铝佐剂可吸附抗原蛋白，延长其在体内存留时间，

刺激更持久免疫应答；油乳佐剂能使抗原在体内

缓慢释放，放大免疫反应。要精确调节疫苗溶液

的 pH 值至人体适宜范围（通常接近中性），并构

建稳定的缓冲体系，维持疫苗稳定性与活性，防

止蛋白变性失活，确保疫苗在储存及运输中质量

稳定，注射后也减少对人体正常生理环境的干扰。

根据疫苗特性，添加糖类、蛋白质保护剂等保护

抗原蛋白活性，增强疫苗稳定性。如在冻干疫苗

中添加蔗糖、海藻糖等糖类作为保护剂，防止蛋

白因冷冻干燥过程中的低温与脱水而失活；添加

明胶、山梨醇等作为稳定剂，防止蛋白聚集和降

解，延长疫苗保质期。配制过程中还需深度去除

残留杂质，如植物来源的色素、酚类、核酸等，

以保证疫苗纯净度与安全性。常用方法有过滤除

菌、活性炭吸附、超滤等，确保疫苗符合临床应

用的严格标准。

4 植物源疫苗的优化

转基因植物疫苗的制备主要是通过确定目标

抗原、选择受体植物、构建植物表达载体、转化、

表达及检测等步骤组成［91］，可以从这几个方面对

研发过程进行优化。

4.1 载体的优化

在植物源疫苗的开发中，选择合适的表达载

体是至关重要的，如质粒、病毒或其他表达系统，

并且需要考虑不同载体的复制能力、稳定性、毒

性、毒性基因的缺失等因素。关于表达载体选择

的考虑因素有复制能力，即选择能够在植物细胞

中高效复制的载体，以确保高水平的基因表达，

在研发过程中，也可以使用植物生长调节剂调节

复制和表达效率［108］。例如，2012年 Rosenthal ［109］

构建了经修饰的基于菜豆黄矮病毒（BeYDV）的

载体，该载体被设计为允许多个重组基因的共表

达，从而提供了快速且成本效益高的大规模生产

重组蛋白用于医药和工业的载体工具。Lai 等［29］

使用菜豆黄矮病毒的双生病毒复制子系统构建了

新型载体，成功在莴苣中高水平表达诺瓦病毒

VLP 和针对埃博拉病毒、西尼罗河病毒的治疗

性单克隆抗体 mAb。喻文聪等［110］使用 PCR 对

BjuA03.TTG2 基因上游启动子序列片段进行特异

性扩增并构建到 pCAMBIA1304植物表达载体中，

促进了下游目的片段的表达。不同载体的选择会

直接影响到疫苗基因的表达效率和稳定性，选择

能够在植物体内稳定存在的载体，避免基因丢失

或突变，还要确保所选载体对宿主植物无毒性，
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不会影响植物的生长和发育，此外还需要考虑避

免毒性基因的缺失造成的影响，譬如从载体中去

除任何可能对人类或动物有害的毒性基因，确保

疫苗的安全性。Takita等［111］开发了一种新的二元

质粒（pTACAtg 1），在克隆位点的两侧携带长的

基因组 DNA 片段。将花椰菜花叶病毒 35S 启动

子：β -葡萄糖醛酸酶（35S：GUS）基因克隆到

pTACAtg 1中，并将其与 pTACAtg 1上的长侧翼序

列一起导入植物中。在分离的转基因植株中，拷

贝数减少，检测到的GUS表达比那些携带插入没

有侧翼区的对照植株更稳定。在他们的研究结果

中，转基因拷贝数的减少抑制了其基因表达的变

异和沉默，因此pTACAtg 1载体适用于稳定转化体

的产生和转基因的表达分析。

启动子是控制基因表达的关键元件，选择和

优化合适的启动子可以显著提高目标基因的表达

水平。使用强启动子，如CaMV 35S启动子，可以

增强基因的表达［112］，也可以根据疫苗的应用需

求，选择特定组织或细胞类型特异性表达的启动

子，在需要控制基因表达时间的情况下，可以使

用诱导性启动子，如受热或光诱导的启动子［113］。

而启动子的优化方法使用较多的为口服疫苗，例

如水稻和玉米的胚乳启动子。熊雨飞等［114］公开了

一种水稻种子胚乳优势表达启动子 pNFYA2的制备

方法及应用，该启动子可以用于驱动外源性基因

在水稻种子胚乳中优势表达。魏祥进等［115］公开了

一种水稻胚乳特异性表达启动子 pEnd2，该启动子

可以启动外源基因在植物的胚乳中特异性表达，

适用于种子含胚乳的单子叶植物或胚乳型双子叶

植物。宋任涛等［116］首次分离到一个可在玉米胚乳

中特异性表达的启动子PMAP，从实验水平验证了

该启动子适用于启动目标基因在玉米胚乳中特异

性表达，而在其他组织中低表达或不表达，为植

物基因工程表达载体构建提供了合适的调控元件。

优化转录终止子是确保目标基因准确终止转录

的关键步骤。根据目标基因的需求，选择适当的终

止子。常用的终止子包括 NOS（nopaline synthase 

terminator）、 OCS （octopine synthase terminator）

等［117］。而很多研究发现拟南芥热休克蛋白（heat 

shock protein， HSP）终止子、大豆 vspB 终止子、

烟草无内含子伸展蛋白（extensin） 终止子（EU）

和本氏烟草肌动蛋白 3（NbACT3）终止子在靶蛋

白表达方面比NOS终止子更有效［117］。而去除了天

然内含子的伸展蛋白终止子与NOS终止子相对比，

绿色荧光蛋白（green fluorescent protein， GFP）

表达量增加了13.5倍［118］。

为了提高目标基因在植物中的表达水平，也

可以采用多种启动子和增强子的组合。由重组刺

突（S）糖蛋白表达为病毒样颗粒（VLP），并结合

了佐剂（Adjuvant System 03， AS03），这种疫苗

利用了植物的生物合成能力，通过优化的启动子

和增强子组合提高抗原蛋白的表达［119］。李文博研

究组和Rosenfeld研究组合作提出了增强子释放与

定位（enhancer release and retargeting，ERR）模

型，解释了增强子如何选择启动子以及在疾病中

可能的作用［120］，虽然这并非直接关于植物源疫苗

的研究，但它提供了增强子和启动子互作的理论

基础，对设计植物中的基因表达调控具有启发

作用。

尽管优化的病毒载体可以提高表达效率，但

其应用可能面临诸多挑战。首先，载体稳定性是

一个重要问题，不稳定的载体可能导致基因丢失

或表达水平下降，影响疫苗生产的连续性和效率。

其次，病毒载体通常对插入片段的大小有限制，

这可能妨碍较大基因片段的插入，从而限制了所

表达蛋白的复杂性或功能完整性。此外，病毒载

体的宿主范围相对较窄，这意味着它们可能只能

在特定的宿主细胞中有效表达，这会限制疫苗在

不同植物系统中的灵活性和广泛应用。这些问题

都可能对疫苗的开发和应用产生制约，需要通过

进一步的研究和技术创新来解决。

4.2 目标抗原的选择优化

一般情况下，植物源疫苗产品都是亚单位疫

苗，仅含有具有免疫原性的抗原结构基因，通常

是病原体表面糖蛋白的基因，如果是易于变异的

病原体，则选取各亚型共有的核心序列作为主要

保护性抗原基因序列，且不含其他遗传信息［91］。

此外，植物源疫苗的研制需根据疾病或症状来选

择合适的目标抗原，如每年秋冬季广为流行的由

轮状病毒引起的腹泻，贾宇臣等［35］使用了植物油
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体作为表达载体，在花生中表达了轮状病毒抗原

蛋白 G3VP7。目标蛋白还需具有足够的免疫原性

以激发机体产生免疫应答，如冠状病毒样颗粒

COVID-19候选疫苗（CoVLP）就是由表达为病毒

样颗粒（VLP）的重组刺突（S）糖蛋白组成，这

种 S蛋白是大多数COVID-19疫苗中的抗原，能引

发高效的机体免疫应答［120］。张改平院士团队［121］

提出了一种通用的“头对尾”二聚体疫苗抗原模

型，这种模型通过重新构建抗原来暴露多对具有

合适距离的表位，从而有效地激活B细胞。该模型

在水稻胚乳表达系统中成功制备了高效的重组抗

原Osr2HN，且该抗原在水稻胚乳中的表达量高达

3.7 mg/g，显示出与传统疫苗相比更高的免疫

效价。

所选的抗原还应具有安全性和稳定性，且需

要在植物中能做到高效表达，这样既不会引起过

度的免疫病理反应或不良反应，也能在收获、加

工和储存过程中保持其功能，降低成本并提高产

量。赵连三等［122］研发了一种可高效安全表达的

新型核酸疫苗，该疫苗注入机体后，在 CMV 启

动子作用下可高拷贝转录目标基因，且在转录与

表达水平到达一定丰度后，可诱导转染的细胞进

入凋亡过程，形成一种 “自毁机制”以保证安全

性。杨柳等［123］则是利用血清筛选试验和模拟胃

肠液消化稳定性试验，得出结论：植物源人重组

血清白蛋白 OsrHSA 有潜在致敏性，对牛奶过敏

的人群需要慎重使用，为药物的安全性提出了

建议。

许多植物源疫苗正在开发用于口服递送，例

如，可食用植物如谷类作物、西红柿、玉米和水

稻正在开发用于口服递送植物性治疗性蛋白

质［124］，选择的目标抗原应具有配合口服递送的潜

力。区永祥等［125］公开了一种利用表达O157：H7抗

原的转基因生菜研制的口服疫苗。赖强等［126］提供

一种猪圆环病毒Ⅱ型重组植物乳杆菌的制备方法，

获得猪圆环病毒重组植物乳杆菌的培养物，可直

接作为口服疫苗使用，能够有效地刺激机体产生

抗体，显著降低猪圆环病毒Ⅱ型的感染率。

对于一些病原体，尤其是新出现或变异快速

的病原体，获取其全面且准确的抗原信息存在困

难。这使得难以确定具有最佳免疫原性和保护效

果的抗原序列，从而限制了目标抗原的选择范

围。尽管通过各种优化手段可以提高抗原在植物

中的表达量，但一些抗原可能由于自身的结构特

点或与植物表达系统的兼容性问题，难以达到理

想的表达水平，影响了疫苗的生产效率和成本效

益。一种抗原可能在某种植物表达系统中能够高

效表达，但在其他系统中则表达不佳，这增加了

选择合适的表达系统和优化表达条件的难度，限

制了目标抗原的多样性和灵活性，且病原体在进

化过程中可能产生免疫逃逸机制，使得原本选定

的目标抗原无法有效激发免疫系统对变异后的病

原体产生免疫保护，对于一些高变异性病原体，

这一风险更为突出，导致疫苗的时效性和有效性

降低。

4.3 蛋白质修饰优化

植物被用作多种疫苗的表达系统。然而，植

物中疫苗的表达有时会导致糖基化，比如 N 端封

闭和糖链连接。糖基化是蛋白质修饰中最常见的

类型之一，一般情况下对于疫苗的稳定性和免疫

原性有着重要影响［127］，在植物源疫苗中，糖基化

修饰的优化包括糖型结构人类化、特异性糖基化

位点的选择、糖链分析和监控等［128-130］。通过基因

工程技术，可以调整植物细胞内的糖基化途径，

使其产生与人类细胞相似的糖型结构，从而减少

免疫原性和增强疫苗的安全性［128］。Peele等［131］于

2006年开发了改变高等植物蛋白质N-糖基化模式

的方法，有利于生产具有“人源化”N-糖基化模

式的内源和异源蛋白质，而不会影响植物的生长

发育，还提供了基本上均质的糖基化谱。2017年，

Hanania等［132］利用CRISPR/Cas9 基因组编辑技术，

敲除烟草BY2细胞悬液中的 β（1，2）-木糖基转移酶

（XylT）和 α（1，3）-岩藻糖基转移酶（FucT）基因，

从而在一定程度上削弱了糖基化对免疫原性的影

响，为生产强效生物制药产品提供了宝贵的平台。

选择特定的糖基化位点，可以控制糖链的长度和

分支，从而影响蛋白质的折叠和功能［133］。Yang

等［43］研究中的植物来源的Der p 1经历了高甘露糖

型糖基化结构的后转录修饰，与未糖基化的对应

物相比，糖基化的Der p 1在体外表现出降低的 IgE
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结合能力，这将降低由 IgE 介导的过敏反应的风

险，同时保持其触发适当的Th细胞反应的能力。

在优化糖基化修饰相关基因时，可能会出现

编辑效率不高、脱靶效应等问题，影响糖基化修

饰优化的效果和稳定性。植物细胞内的糖基化修

饰途径非常复杂，涉及众多酶和代谢途径的相互

作用，要精确调控这些途径以实现理想的修饰效

果，难度较大，即使经过优化，某些疫苗抗原的

糖基化修饰可能对免疫原性和稳定性的影响仍旧

有限，无法显著提高疫苗的效果。

4.4 与蛋白酶抑制剂的共表达

在植物源疫苗的生产过程中，下游过程中的

蛋白质降解是影响产量和质量的一个重要因素。

为了防止重组蛋白在植物体内被降解，可以采用

抗蛋白酶的共表达策略［134］，即通过在植物中共表

达特定的抗蛋白酶，如丝氨酸蛋白酶抑制剂或半

胱氨酸蛋白酶抑制剂［134-135］，可以保护重组蛋白不

被降解，但这种底物-蛋白酶相互作用仅在蛋白酶

激活后发生［134］。根据所抑制的蛋白酶种类，植物

蛋白酶抑制剂可以分为四大类：丝氨酸蛋白酶抑

制剂、天冬氨酸蛋白酶抑制剂、半胱氨酸蛋白酶

抑制剂和金属羧肽酶抑制剂［136］（表4）。

4.5 抑制基因沉默

基因沉默抑制是植物源疫苗研究中的关键环

节，它可以帮助调控目标基因的表达，从而优化

疫苗的产量和质量［117， 152］。马婷等［153］在 2016年体

外合成了拟南芥 U6-1 RNA 基因和黄瓜花叶病毒

（CMV）编码的沉默抑制蛋白 2b 基因，并通过农

杆菌浸润法接种烟草，推测出 GFP基因表达增强

是由于核外输出的竞争导致输出到细胞质的保护

性抗病毒 mRNA 减少，从而为改进植物源重组蛋

白表达提供了新的思路。在植物源疫苗中，还存

在一种高效的基因沉默抑制机制，即番茄丛矮病

毒编码的 P19 蛋白，通过与 siRNA 结合从而抑制

RISC复合体的形成，致使其无法特异性切割与该

siRNA 同源的靶 mRNA［154］，如图 2 所示。 Ma

等［155］的研究中采用过 P19 蛋白共表达目的基因。

此外，马铃薯卷叶病毒属编码的一种沉默抑制蛋

白P0可以通过SKP1-CULLIN1复合体将一种RISC

复合体——AGO1蛋白泛素化，从而介导AGO1的

降解，AGO1的与核酸的结合活性也会受到其他沉

默蛋白的影响，如AGO1的 PAZ区与CMV编码的

2b 蛋白的结合会抑制 AGO1 与核酸链的结合［156］。

而AGO1的降解或结合活性的减弱会导致基因沉默

的过程受到抑制。其具体抑制机制还有待深入研

究。小麦黄花叶病毒（WYMV）编码的 P1蛋白和

表表 4　　一些常用植物蛋白酶抑制剂

Table 4　　Some commonly used plant protease inhibitors

植物蛋白酶抑制剂PI

半胱氨酸蛋白酶抑制剂PhyCys家族

丝氨酸蛋白酶抑制剂家族

α-淀粉酶/胰蛋白酶抑制剂家族

南瓜胰蛋白酶抑制剂家族

芥菜胰蛋白酶抑制剂家族

天冬氨酸蛋白酶抑制剂家族

金属羧肽酶抑制剂家族

Bowman-Birk Ser蛋白酶抑制剂

烟草丝氨酸蛋白酶抑制剂Ⅱ基因的胰蛋白酶（C1）和胰凝乳蛋白酶（T1）抑制域

水稻半胱氨酸蛋白酶抑制剂oryzacystatin-I

番茄组织蛋白酶D抑制剂（SlCDI）

番茄半胱氨酸蛋白酶抑制剂SlCYS 8

CaPR 4c

NbPot1

HsTIMP靶向基质金属蛋白酶
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P38蛋白机制类似，通过与AGO1互作来行使沉默

抑制功能。在陈道等［157］的实验中，P1蛋白通过干

扰钙调蛋白相关的抗病毒 RNAi 防御来充当 VSR，

进而促进病毒侵染。

沉默抑制技术主要针对植物细胞内的基因沉

默机制，但其对疫苗抗原表达的直接影响尚不完

全明确。在某些情况下，沉默抑制可能会对疫苗

抗原的表达产生负面影响，如改变抗原的糖基化

修饰模式、影响抗原的折叠和组装等，从而影响

疫苗的免疫原性和保护效果（图3）。

4.6 蛋白纯化优化

外源蛋白在植物细胞内还可能引起内质网胁

迫，影响蛋白的正确折叠和积累，该情况可以通

过优化内质网蛋白折叠与质量监控系统和增强内

质网相关降解 ERAD 途径来处理和清除内质网中

错误折叠的有缺陷的蛋白质，可以提高外源蛋白

的表达效率［158］，维持内质网稳态［159］，还可以解

析内质网中错误折叠蛋白的积累以及细胞在生理

和病理状态下的应激反应，调节内质网中的氧化

还原状态，调节二硫键的形成，可以优化 UPR以

提高外源蛋白的表达效率［160］，促进蛋白质的正确

折叠［161］，便于后续纯化。但这些手段在实际应用

中可能存在调控不够精确、效果不显著等问题。

例如，通过过表达某些分子伴侣来促进蛋白折叠，

但过量表达可能会对细胞生理产生负面影响，甚

至干扰其他正常蛋白的折叠过程。不同外源蛋白

在植物细胞内的折叠和积累情况差异较大，对于

一些结构复杂或难以正确折叠的蛋白，优化内质

网环境可能无法取得理想的表达效率和质量提升

效果。此外，植物细胞的生理状态、环境因素等

也会对外源蛋白的表达和折叠产生影响，导致优

化效果不稳定。

在物理方面，康跻耀等［162］发明了一种植物蛋

白纯化用研磨装置，通过第一研磨槽和第二研磨

槽可以对植物蛋白原料进行双层研磨，保证研磨

质量，从而保证纯化质量，同时该装置为一体式

设计，使用方便，效率高。唐静秋等［163］公开了一

图图2　植物源疫苗的优化

（植物源疫苗的优化可以通过优化载体，优化目标抗原的选择，优化蛋白质修饰，让目的基因与蛋白酶抑制剂基因和沉默抑制基因共表达，

优化纯化过程来达成。图中P19蛋白基因共表达参考Ma等［155］的研究。本图由Figdraw绘制）

Fig. 2　Optimization of plant-derived vaccines

(The optimization of plant-derived vaccines can be achieved through the optimization of vectors, the selection of target antigens, the modification of 

proteins, co-expression of the target gene with protease inhibitor genes and silencing suppressor genes, and the optimization of the purification 

process. The co-expression of the P19 protein gene in the figure refers to the study by Ma et al[155]. This figure was created by Figdraw.)
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种植物蛋白纯化用固液分离装置，通过液压缸带

动压板对植物原料进行挤压，使得水分从浸提箱

上的网孔排出滴落在浸提腔中，从而实现固液分

离。以上方法给植物外源物质的分离与纯化提供

了一定的新思路。

5 植物源疫苗的优势

5. 1 植物源疫苗允许快速生成产品

相比于传统的细胞表达系统，植物有几个潜

在的好处。它们的栽培很简单，因为不需要无菌

环境，且相对便宜，只需使用常规肥料即可快速

生长，而动物细胞培养系统则需要昂贵的培养基，

通常还需要高等级的生物安全设施。植物的生产

平台具有无限的可扩展性，扩展所需的成本远低

于更传统的大肠杆菌与酵母菌发酵表达平台的扩

展成本，植物表达系统的生产成本可以低至每千

克 10～20美元，而酵母表达系统每千克疫苗的生

产成本约为 200～300美元［164］，细菌表达系统的疫

苗生产成本约为每千克 100～200美元，哺乳动物

细胞表达系统每千克疫苗的生产成本约为 260 美

元［165］。植物可以在温室或垂直农场中轻松扩大生

产，这样可以实现多吨级的产量。快速和准确地

生产疫苗和治疗性抗体在应对即将成为全球大流

行病之前的威胁方面至关重要。瞬时表达允许快

速生成产品，获得基因序列后大约 8周即可完成，

而且由于所用植物并未经过基因改造，因此商业

生产的监管要求可能较少。这样的快速生产方式

操作简便，能够快速应对大型流行病。此外，植

物可以进行翻译后修饰（PTM），产生类似于哺乳

动物相应物的糖基化产品。通过瞬时共同表达伴

侣蛋白或其他酶，可以实现蛋白质的正确折叠和

处理［166］。由于表达载体开发的现代化，特别是能

够瞬时表达的载体，新的植物表达系统还提供了

源自哺乳动物细胞培养物的表达技术无法匹配的

速度和易处理性［3］。“解构的”病毒载体系统如

pEAQ、magnICON和双生病毒表达平台的进展已

经成功地解决了植物中生物制药生产的蛋白质表

达水平、速度和一致性不足等问题［167-169］。

图图3　P19蛋白作用原理

（侵入植物体的病毒RNA会组装成双链 shRNA，被Dicer酶切成 21～23 bp的 siRNA，与RISC组合成 siRNA-RISC复合体，并结合至同源的

mRNA上使其裂解。而当P19蛋白被表达后，它会组装成二聚体结合 siRNA，使 siRNA无法结合RISC，从而使沉默过程无法进行。本图由

Figdraw绘制）

Fig. 3　The mechanism of action of P19 protein

(The viral RNA that invades the plant body is assembled into double-stranded shRNA, which is cut into 21-23 base pair siRNAs by the Dicer 

enzyme. These siRNAs form a siRNA-RISC complex and bind to the homologous mRNA, causing it to be cleaved. However, when the P19 protein 

is expressed, it assembles into a dimer that binds to the siRNA, preventing the siRNA from binding to RISC, and thus the silencing process cannot 

proceed. This figure was created by Figdraw.)
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5.2 植物源疫苗触发免疫反应更安全高效

植物源疫苗有一个宝贵的优势是植物本身是

安全的，因为人类病原体不会在植物中复制，从

而消除了病毒、朊病毒或细菌内毒素污染的风

险［166］。虽然植物源疫苗在储存和供应链方面存在

一些限制，且其注射给药方式引发的黏膜免疫反

应有限，但细胞外囊泡（EV）被认为是细胞之间

信号传导的一种机制，这种机制在所有生物中都

很好地保留，它们的膜能保护被封装的核酸免受

酶降解，从而有利于细胞间转移。Pomatto 等［170］

的研究中使用了一种来源于可食用植物（橙子果

汁）的EV（oEV），并以其作为口服疫苗的载体研

发了一种 SARS-CoV-2 的 S1 蛋白亚单位疫苗。该

疫苗装载在 oEV中的 mRNA在冻干和封装后，于

室温下能保持稳定长达一年，在他们的研究中，

通过灌胃接种的老鼠出现了体液免疫反应，产生

了特异性的 IgM、IgG 和 IgA，成功通过了适应性

免疫反应中的首道黏膜屏障，并拥有比其他表达

平台更高效的黏膜吸收性和触发免疫反应的能力。

在Ramjee等［171］的研究中，植物来源的QVLP疫苗

在预防和治疗流感方面表现优于鸡蛋来源的疫苗，

因为其有效性更高。

5.3 植物源疫苗面临的挑战

植物源疫苗的表达水平可能受到多种因素的

影响，如植物品种、生长环境、基因插入位点、

基因表达调控元件等，导致不同批次或不同植株

间抗原蛋白的表达量存在差异，影响疫苗的质量

和效果。植物细胞中的糖基化修饰途径与哺乳动

物细胞存在差异，可能导致所表达的抗原蛋白糖

基化模式不同于天然蛋白，影响其免疫原性和生

物活性。尽管通过基因工程手段可以对植物糖基

化途径进行改造，但要实现完全的人源化糖基化

修饰仍然具有挑战性，需要深入了解植物糖基化

机制并进行复杂的基因调控。

植物源疫苗大多基于转基因技术，因此需要

经过严格的转基因生物安全评估，以确保其对环

境和人类健康的潜在风险可控。评估过程复杂且

耗时，涉及多个阶段和多种试验，如实验室研究、

温室试验、田间试验等，需要大量的数据支持和

多学科专家的参与。疫苗的商业化需要获得相关

监管部门的批准，包括临床前研究、临床试验、

生产工艺验证、质量控制等环节。整个流程严格

且漫长，可能需要数年甚至十几年的时间，这不

仅增加了研发成本，也延缓了疫苗的上市时间。

公众对转基因技术的认知程度有限，存在对

该技术安全性的担忧和疑虑，在转基因技术和植

物源疫苗的科普宣传方面也存在不足，可能导致

对植物源疫苗的不信任和抵触情绪，即使其经过

严格的科学评估和监管批准，但缺乏有效的方式

和渠道向公众传达准确、科学的信息，导致公众

难以了解其安全性和有效性，进一步加剧了公众

的担忧和不接受程度，这种负面态度可能影响植

物源疫苗的市场推广和应用。

此外，表达水平的不稳定性、对环境的敏感

性及易糖基化所导致的过敏原效应，仍然是植物

源疫苗面临的挑战［172］。植物本身可能含有某些抗

原成分，这也引发了生物安全性问题。公众对转

基因植物疫苗的认知和接受程度较低，可能会对

植物疫苗的市场推广和应用产生负面影响，不同

国家和地区的监管机构对植物疫苗的监管标准和

要求存在差异，这给植物疫苗的跨国研发、生产

和销售带来了困难，也增加了企业的合规成本。

公众和监管机构对转基因植物作为疫苗生产宿主

存在担忧，担心转基因成分可能整合到指定区域

之外的其他位置，导致突变，或者转移到杂草或

其他植物中，引发严重的环境问题。若使用食品

作物生产疫苗，需确保其基因与食品供应隔离，

防止意外污染。这要求在生产过程中采取严格的

隔离措施，如地理隔离、设施隔离等，增加了生

产成本和管理难度。此外，植物中含有一些天然

的杂质，如酚类化合物、色素、植物蛋白酶等，

可能会影响疫苗的纯度和质量。植物疫苗的生产

过程较为复杂，从植物中提取和纯化疫苗抗原需

要严格的质量控制，以确保产品的安全性和有效

性。与此同时，植物作为生物反应器，其生产成

本较低，生产规模易扩展。疫苗可以从特别培育

的植物中产生，但由于授粉过程中交叉污染的可

能性，必须对其进行密切监测，以防药物渗透食

物链并影响野生动物［173］。可以采用非食品/饲料作

物生产疫苗，或利用生物反应器中的生产细胞悬
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浮培养，以此减少转基因与食品和饲料链的共存

和污染风险。同时，可通过基因工程手段，如叶

绿体转化、细胞质雄性不育等技术，提高转基因

植物的生物安全性，利用先进的基因编辑技术和

表达系统，提高疫苗抗原在植物中的表达水平，

降低生产成本。同时，开发更高效的提取和纯化

工艺，去除植物中的杂质，提高疫苗产品的纯度

和质量。各国监管机构应加强合作与交流，建立

统一的监管标准和指南，简化审批程序，提高监

管效率。对于在不同国家进行的临床试验和生产

活动，应建立互认机制，避免重复审批，加快植

物疫苗的上市速度。加强公众教育和宣传，提高

公众对植物疫苗安全性和有效性的认识，消除公

众对转基因植物疫苗的误解和疑虑，增强公众对

植物疫苗的接受度，鼓励大型制药公司与植物生

物技术公司合作，共同开展植物疫苗的研发和生

产项目，实现优势互补。通过合作，可以共享技

术和资源，降低研发成本，提高研发效率，推动

植物疫苗产业的发展。综上所述，从早期的基础

研究到临床试验和商业化生产，仍然需要进一步

的研究和验证，以确保植物源疫苗的安全性、有

效性和可持续性。

6 植物源疫苗的研究展望

植物源疫苗作为一种新兴的疫苗生产技术，

正在逐步展现出其在疫苗领域的巨大潜力，一旦

病原体的基因序列被分离出来，蛋白质的生产通

常可以在几周内开始，与传统的生物反应器不同，

基于植物的系统的容量具有显著的可扩展性，生

产一株植物的生长条件与生产大量植株相同，并

且可以快速经济地扩大温室规模，以满足对药用

蛋白不断增长的需求［77］。

早期植物源疫苗仍面临多重局限，例如作为

理想的加强疫苗，它虽然能用作消除减毒细菌或

病毒的多种加强剂，但仍需使用佐剂注射来引发

其效用［86］，且大部分疫苗缺乏稳健的免疫力。随

着技术的进步，许多有利于黏膜递送的分子佐剂

加入，如霍乱毒素无毒 B 亚基（CT-B）被加入，

能够有效缓解黏膜递送的局限性［174］。

随着技术的不断进步，植物源疫苗的应用领

域将不断扩大。除了目前已有的抗体、抗原和亚

基疫苗，植物源疫苗还有望应用于更多疾病的预

防和治疗。该技术可以合成微生物学技术不能产

生的复杂多聚体蛋白，其潜力巨大。随着技术的

改进，我们有望看到更多基于植物的疫苗的问世，

进入疾病管理的新时代［173］。

合理利用合成生物学可以使疫苗开发模块化，

不同病原微生物的保护性抗原与可变模块相对应，

根据中和性抗体来设计并合成保护性抗原，从而

达到快速制造适应新疫情的病毒疫苗的目的，在

突发疫情时，合成生物技术能够依据病原基因组

序列迅速分析并合成保护性抗原基因，大大缩短

疫苗研发的周期，提升疫苗的研制效率。合成生

物技术结合基因测序技术和生物信息学分析，可

以利用植物源疫苗生产平台的灵活性和可扩展性，

根据个体的基因特征和免疫状态快速、高效地设

计和合成个性化疫苗，实现精准免疫，提高疫苗

对不同个体的保护效果。

植物源疫苗可以在缩小疫苗巨大供应缺口方

面发挥关键作用，与哺乳动物细胞培养相比，蛋

白质的潜在产量低是一个有待解决的大问题，虽

然不断开发出标准化的 35 S启动子、水稻α淀粉酶

（RAmy 3D）启动子和不同的化学诱导启动子以解

决这一产量问题。动物与人类对不同植物衍生产

品的过敏反应虽然是罕见的，但并非完全没有，

因此有关植物源疫苗的安全性也有待更进一步的

加强［175］。与此同时，有关流行性RNA病毒的变异

速度较快，而口服植物源疫苗在作物种子中的稳

定表达的生产周期相对较长，应当考虑到更合适

的表达系统，如瞬时表达以及过表达。此外，任

何产品的盈利能力和市场可接受性都受到制造成

本的极大影响，并且由于缺乏以工业规模生产植

物基药物的实际成本的现成可用性，因此一直是

一个有争议的话题［72］。随着技术的成熟，植物源

疫苗的大规模生产将成为可能，且植物源疫苗具

有的灵活性，即根据不同人群的需求进行特异性

设计，可以为特定过敏人群提供更有效且最能保

证安全性的疫苗。然而，尽管生产技术不断进步，

且已有多项研究表明植物源疫苗具有较大应用潜

力，但针对这些疫苗在不同宿主和环境下的免疫

效果的系统评估仍较为缺乏，疫苗在临床应用中
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的长效性与安全性尚需进一步验证，表明未来开

发更多疫苗植物宿主的必要性。
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