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真核载体疫苗的创新性设计与优化：以艾美耳球虫为例
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摘 要  目前，病毒载体疫苗已在人用和兽用领域实现商业化应用，而细菌及寄生虫载体疫苗虽在基础研究方面

取得进展，却尚未突破产业化瓶颈，其核心问题在于载体系统的设计与优化亟待理论创新和技术突破。本综述聚

焦我国学者原创性提出的艾美耳球虫疫苗载体系统，系统阐释寄生虫等真核载体的分子设计原理、优化策略及免

疫增效机制。结果表明：1）真核载体疫苗的效能提升可概括为“一体两翼”工程：艾美耳球虫独特的生物学和免疫

学特性是其作为真核载体疫苗研发的基础，是“一体两翼”的主体。2）艾美耳球虫载体自身和异源抗原表达时空的

设计与优化构成了载体疫苗效能提升的“两翼”。3）载体-抗原协同优化是显著增强真核载体疫苗激发宿主保护性

免疫应答强度的集成。综上，艾美耳球虫作为真核疫苗载体具有可行性，随着基因编辑技术、合成生物学、计算疫

苗学和递送技术的融合发展，艾美耳球虫真核载体疫苗系统有望突破实验室研究阶段，在畜禽疫病防控等领域实

现转化应用，也为其他真核载体疫苗的研发提供参考。
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Abstract Currently， viral vector vaccines have achieved commercial success in both human and veterinary 

medicine， while bacterial and parasitic vector vaccines， despite progress in basic research， have yet to 

overcome industrialization bottlenecks.  The core challenge lies in the urgent need for theoretical innovation and 

technological breakthroughs in vector system design and optimization.  This study focuses on the Eimeria-based 

vaccine vector system， originally proposed by Chinese researchers， and systematically elucidates the molecular 

design principles， optimization strategies， and immune-enhancing mechanisms of eukaryotic parasitic vectors.  

Key findings include： 1） The efficacy enhancement of eukaryotic vector vaccines can be summarized as the “One 
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Body， Two Wings” project.  The unique biological and immunological characteristics of Eimeria parasites serve 

as the foundation for its development as a eukaryotic vector vaccine， forming the “main body” of the project.  

2） The design and optimization of both the Eimeria vector itself and heterologous antigens expression pattern， 

guided by cutting-edge theories and technologies， constitute the “two wings” for enhancing the efficacy of vector 

vaccines.  3） Vector-antigen synergistic optimization is an integrated approach that significantly strengthen the 

host’s protective immune response elicited by eukaryotic vector vaccines.  In conclusion， Eimeria demonstrates 

feasibility as a eukaryotic vaccine vector.  With the integration of genetic editing， synthetic biology， computational 

vaccinology， and delivery technologies， the Eimeria vector system holds promise for translational applications 

in livestock disease prevention and control， while also serving as a reference for the development of other 

eukaryotic vector vaccines.

Keywords vector vaccine； Eimeria； design and optimization

疫苗接种长期以来被视为最有效的公共卫生

干预措施之一，在显著降低人类和动物传染病的发

病率和死亡率方面发挥了关键作用。传统疫苗平

台，如减毒活疫苗和灭活疫苗，虽已被广泛应用并

取得显著成效，但在应对复杂病原体、新发传染病

威胁以及不断变化的抗原谱方面，局限性日益显

现。这些挑战促使研究者积极探索下一代疫苗策

略，其中活载体疫苗的发展备受关注［1-2］。活载体疫

苗通过微生物（如病毒、细菌、真菌或原生动物）作

为递送抗原的工具，利用其生物学机制诱导宿主产

生强大且持久的免疫应答［1，3-4］。随着基因工程技术

的不断进步以及对宿主-病原相互作用认识的加深，

多种活载体疫苗已从试验研究阶段逐步转化为商

业化产品，展现出良好的应用前景。

在众多潜在的原生动物载体中，艾美耳球虫

（Eimeria spp. ）因其在兽医领域中的广泛影响而备

受关注。艾美耳球虫是畜禽球虫病的主要病原，造

成了巨大经济损失［5］。基于活卵囊的鸡球虫病疫苗

是动物传染病防控中最为成功的疫苗之一。无论

是野毒株还是减毒株的活卵囊疫苗，都能在接种鸡

体内诱导持久的保护性免疫应答［6-7］。艾美耳球虫

的免疫学特性加之其独特的生物学特性优势使其

成为理想的疫苗载体候选，但这需要对疫苗载体和

抗原表达进行设计和优化，即艾美耳球虫疫苗载体

开发的“一体两翼”工程：一体即艾美耳球虫的特性

是疫苗载体开发的基础；两翼则是分别从载体和抗

原 2 个方面持续优化，以实现抗原运载性能和免疫

保护效果的提升（图 1）。本综述围绕艾美耳球虫疫

苗载体科学设想的提出、转染和筛选平台的构建、

抗原的表达与免疫效能的提升等多维度系统综述

载体疫苗创新性设计和优化策略，助力艾美耳球虫

载体疫苗的研发，为其他载体疫苗设计和优化提供

参考。

1　疫苗载体优化：遗传操作平台的建立与

优化

1. 1　疫苗载体开发的前提：转染系统

顶复门寄生虫如弓形虫（Toxoplasma gondii）
和疟原虫（Plasmodium spp. ）的转染系统早在 20 世

纪 90 年代初建立［17-18］，但艾美耳球虫在体外难以完

成生活史以及缺乏生物信息学工具，导致其遗传操

作研究相对滞后。1998 年，Kelleher 和 Tomley 使用

β-半乳糖苷酶（β-gal）作为报告酶，首次报道了艾美

耳球虫的遗传操作研究［19］。研究表明，艾美耳球虫

的子孢子阶段可以实现质粒介导的转染，并可在

EtMic-1 启 动 子 的 驱 动 下 成 功 表 达 外 源 lacZ 基

因［19］。由于 X-Gal 检测系统灵敏度和应用场景有

限，艾美耳球虫的转染研究此后停滞了近十年。直

到 2007 年引入荧光蛋白作为报告基因，该领域的研

究才得以迅速发展［20］。

电穿孔是将外源 DNA 或 RNA 引入细胞内最有

效的方法之一。利用电穿孔技术可将环状或线性质

粒，PCR产物转染至艾美耳球虫子孢子或裂殖子［21-22］。

早期的瞬时转染研究使用了完全 Cytomix缓冲体系和

环形质粒电穿孔系统，但转染效率极低［19，23］。当采用

线性化质粒并加入限制性内切酶进行转染后，效率提

升了约 200倍，这一方法被称为限制性内切酶介导的

整 合 （Restriction enzyme-mediated integration， 
REMI）［22］。利用 REMI技术结合 AMAXA 核转染系

统，可在鸡、兔、小鼠或大鼠艾美耳球虫子孢子或裂殖

子中实现极高的转染效率［21， 24-26］。在体外培养于鸡肾

原代细胞或牛肾细胞系后，通过荧光显微镜即可直观

观察转染子孢子中荧光报告蛋白的表达并统计转染

效率。因此，艾美耳球虫的瞬时转染系统不仅为筛选
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和优化启动子、信号序列及其他调控元件提供了高效

平台，也为构建稳定表达的转基因球虫虫株奠定了

基础［27-28］。

1. 2　疫苗载体开发的基础：筛选系统

转染的子孢子（如柔嫩艾美耳球虫、和缓艾美耳

球虫和堆型艾美耳球虫）或裂殖子（如毒害艾美耳球

虫）可根据艾美耳球虫的寄生部位，通过泄殖腔接种

或经静脉注射接种至雏鸡体内［21， 23， 29-30］。对于兔艾美

耳球虫，也可以通过手术方式将转染的子孢子接种至

肠腔中，这是一种高效获得转基因寄生虫的方法［25， 31］。

通过体内多代选择，并结合流式细胞分选（Fluorescence-
activated cell sorting， FACS）技术，可获得表达荧光报

一体是指艾美耳球虫作为疫苗载体的生物学和免疫学基础，即疫苗载体的优势，包括：1）艾美耳球虫的生物安全性高，体现在艾美耳球虫具

有严格的宿主特异性，其感染为自限性感染，且在寄生的细胞内形成纳虫空泡结构，生物安全性高［8-9］；2）艾美耳球虫是高度免疫原性的寄生虫，

能诱导广泛的免疫应答，包括体液免疫应答、细胞免疫应答和黏膜免疫应答等［10］；3）艾美耳球虫为真核生物，基因组较大，约为 55~60 Mbp，编
码约 8 000~9 000 个基因，具备较强的异源抗原基因携带能力［11-12］，还可对表达的抗原进行翻译后修饰来维持异源抗原的天然构象和免疫原

性［13］； 4）基于艾美耳球虫载体的重组疫苗可经口免疫（如饮水、拌料、喷雾等）或鸡胚接种，省时省力［14］；并通过粪-口途径反复免疫实现异源抗

原特异性免疫应答的自动加强和提升［15-16］。两翼是指重组艾美耳球虫疫苗载体设计与优化时分别从载体和抗原两方面并重，包括转染和筛选

体系的优化、疫苗载体性能的优化、抗原表达的调控与设计、增强抗原免疫原性的新策略等。

“One Body” refers to the biological and immunological foundation of Eimeria as a vaccine vector， i. e. ， the advantages of the vaccine vector， including： 
1） High biosafety： Eimeria exhibits strict host specificity， causes self-limiting infections， and forms parasitophorous vacuoles within host cells， ensuring 
high biosafety［8-9］； 2） Strong immunogenicity： Eimeria is ahighly immunogenic parasite capable of inducing comprehensive immune responses， encompassing 
humoral immunity， cellular immunity， and mucosal immunity［10］； 3） High genomic carrying capacity： As a eukaryote， Eimeria has a relatively large genome 
（55-60 Mbp）， encoding approximately 8 000-9 000 genes， providing substantial capacity for carrying heterologous antigen genes［11-12］.  It also enables 
post-translational modifications to maintain the native conformation and immunogenicity of expressed antigens［13］； 4） Convenient immunization： Recombinant 
Eimeria-based vaccines can be administered orally （e. g. ， via drinking water， feed mixing， or spray） or through in ovo inoculation， saving time and effort［14］.  
Additionally， the fecal-oral route allows repeated immunization， enabling auto-boosting and enhancement of heterologous antigen-specific immune 
responses［15-16］.  “Two Wings” refers to the dual emphasis on vector optimization and antigen design when engineering recombinant Eimeria vaccine vectors， 
including： Optimization of transfection and selection systems， enhancement of vaccine vector performance， regulation and design of antigen expression 
pattern， and novel strategies to improve antigen immunogenicity.

图 1　艾美耳球虫疫苗载体开发的“一体两翼”设计与优化

Fig. 1　The “One Body， Two Wings” theory of design and optimization for Eimeria-based vaccine vector development
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告蛋白的重组艾美耳球虫卵囊［32-33］。但受到多种因素

的制约，仅靠 FACS 筛选效率较低。为提高筛选效率，

研究引入了利用突变弓形虫二氢叶酸还原酶–胸苷

酸 合 成 酶（Dihydrofolate reductase-thymidylate 
synthase， DHFR-TSm2m3， TgDHFR）构建的乙胺嘧

啶抗性筛选系统，已成功用于高效筛选重组疟原虫和

弓形虫［34］，该系统与 FACS 联合使用，显著提升了重

组艾美耳球虫的筛选效率［31-32］。药物抗性基因与荧光

蛋白基因可以进行多种策略的配比或联合使用来提

升重组艾美耳球虫的筛选效率。同时也是艾美耳球

虫连续或多次进行遗传操作实现多基因表达的有效

策略。利用实验室诱导和进化筛选的策略已经成功

筛选出常山酮的耐药位点，基于耐药位点抗体系统也

正在艾美耳球虫的遗传操作筛选中应用。常用抗球

虫药物达数十种，抗药基因的应用弥补了常规用于流

式分选的荧光报告基因选择不足的弊端，将药物抗性

筛选基因与荧光报告基因有望极大提升遗传操作的

效率和拓展艾美耳球虫遗传操作的范围［35-36］。随着测

序技术成本降低，艾美耳球虫基因编辑技术的不断完

善，越来越多的抗球虫药物耐药位点被逐步解析和验

证，可为艾美耳球虫的遗传操作提供更多筛选标记，

提升筛选效率［37-39］。外源基因的整合位点或精准定位

载体疫苗设计核心要素之一。

经过多代筛选后，重组艾美耳球虫能稳定表达外

源基因，外源质粒可成功整合至寄生虫基因组中，但

不同个体的整合位点有所差异［29， 40］。在采用药物和

FACS 双重选择压力获得的重组艾美耳球虫群体中，

仅检测到一个整合位点，提示经过持续筛选后，该群

体趋于稳定［41］。在单个卵囊克隆子代中也检测到唯

一整合位点，并且即便在没有选择压力的条件下，报

告基因仍能稳定表达［32］。Southern blot 杂交结果亦显

示，在单一孢子囊克隆的基因组中仅检测到一份外源 
DNA 拷贝［42］。不同重组艾美耳球虫系统中外源质粒

在基因组内整合位点的差异，可能导致其繁殖能力存

在显著差异。例如，重组艾美耳球虫 TE1 株的卵囊排

出量明显降低［43］，而另一株 EtM2e的卵囊排出量则较

其亲本株提高了约 2 倍［42］。

1. 3　疫苗载体优化的核心技术：基因编辑系统

CRISPR/Cas9 系统是一种强大的基因编辑工

具，已广泛应用于包括弓形虫、疟原虫、隐孢子虫和

利什曼原虫等顶复门寄生虫在内的多种物种。该

技术同样适用于艾美耳球虫基因编辑：1）利用柔嫩

艾美耳球虫组蛋白 4（Histone protein 4， EtHis4）启
动 子 和 核 定 位 序 列 可 调 控 化 脓 链 球 菌 Cas9
（Streptococcus pyogenes Cas9， SpCas9）核酸酶在子

孢子细胞核中的表达，是 SpCas9 切割寄生虫核基因

组的空间基础；2）柔嫩艾美耳球虫具有 2 个 U6 启动

子，均能有效调控 sgRNA 表达且表达的 sgRNA 具

有生物学活性；3）该系统能介导艾美耳球虫基因组

靶 位 点 产 生 双 链 断 裂（Double-strand breaks， 
DSBs）；4）艾美耳球虫基因组 DSBs 在存在同源片

段时可发生同源重组修复［44］。后续研究者主要从   
2 种途径提升基因编辑效率：一是构建稳定表达

SpCas9 的转基因艾美耳球虫株系，以其为亲本进行

基因编辑以降低多质粒共转染效率低的影响［45］；二

是采用核糖核蛋白（Ribonucleoprotein， RNP）复合

物介导的基因编辑，将 FnCas12a 蛋白与向导 RNA
体外孵育形成核 RNP 后进行转染实现基因编辑［46］。

这些基因编辑系统均已成功应用，不同方法各具优

劣，适用于不同场景。

2　抗原表达设计：表达调控与免疫效果提升策略

2. 1　异源抗原表达时空模式的调控及策略

实现外源基因的稳定表达需要合适的 5′和 3′

侧翼序列，这些序列可来源于艾美耳球虫或与其进

化关系较近的弓形虫基因［47］。由于艾美耳球虫和

弓形虫具有单顺反子转录特性，因此启动子元件通

常位于转录起始位点附近，便于识别。目前已有多

个来源于艾美耳球虫和弓形虫的启动子被证实适

用于驱动报告基因或外源基因的表达［24， 47-49］。这些

启动子具有不同的强度和发育阶段特异性，可根据

具体试验目的进行选择［29， 48］。研究表明，强启动子

如  SAG13（Surface antigen 13）或  EtHis4 在调控外

源抗原表达构建新型载体疫苗时，往往诱导高效的

免疫应答［50-51］。3′非翻译区（3 terminal untranslated 
region，3′-UTR）在转基因生物中调控外源基因表

达中也具有重要作用，但调控机制尚不完全清楚。

研究证实，Actin、His4、Mic2（Microneme protein 2）
或 SAG13 启动子与来源于 Actin 基因的 3′-UTR 
联合使用时，均能够高效驱动报告基因表达［28］。

重组艾美耳球虫中外源基因的最终表达模式

受到多种因素的共同影响，包括启动子、信号肽序

列以及蛋白产物的特性。例如 ，当将荧光蛋白

EYFP（Enhanced yellow fluorescent protein）与弓形
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虫 的 致 密 颗 粒 抗 原 8（Dense granule antigen 8， 
GRA8）的信号肽融合、由 Actin 启动子驱动表达时，

该蛋白主要被分泌至艾美耳球虫的纳虫空泡［48， 52］；

将荧光蛋白融合至艾美耳球虫微线蛋白的 C 端可实

现荧光蛋白在艾美耳球虫的微线体表达，而实现荧

光蛋白的膜展示则需要将其插入膜表面抗原基因

膜定位序列的上游［53］。因此，根据抗原基因激发宿

主免疫应答的特性选择合适的抗原表达载体设计

至关重要。

重组艾美耳球虫表达异源病原体抗原是将其

开发为新型疫苗递送载体的首要且关键的一步。

重组艾美耳球虫的报告基因或目标基因（Gene of 
interest， GOI）表达可通过荧光显微观察、间接免疫

荧 光 检 测 及 蛋 白 印 迹（Western blot）等 手 段 检

测［27-28］。使用 His4 或 Actin 启动子驱动的报告基因

在重组艾美耳球虫生命周期各阶段中持续表达，而

若采用 Mic2 或 SAG13 启动子，则在未孢子化卵囊

阶段沉默表达［32， 48］。类似地，在使用相同调控元件

的重组艾美耳球虫中，表达巨型艾美耳球虫的免疫

标记蛋白 1（EmIMP1）抗原基因，也可通过  Western 
blot 和间接免疫荧光方法检测到其表达模式［50］。在

抗体缺少或特异性不佳的情况下，利用质谱分析技

术检测异源抗原特异性肽段的表达也是证明抗原

基因在重组艾美耳球虫表达的一种新的方法，对其

他载体疫苗的设计和开发具有借鉴意义［54］。

2. 2　异源抗原特异性免疫应答水平提升的调控及

策略

重组艾美耳球虫表达的异源病原体抗原能够

被宿主免疫系统递送并识别，这是将艾美耳球虫开

发为疫苗载体的第二个关键步骤。以  EYFP 为模

式抗原，在接种重组艾美耳球虫的鸡体内检测到  
EYFP 特异性淋巴细胞增殖以及  CD4⁺ 和  CD8⁺ T 
细胞中干扰素-γ（IFN-γ）的表达［55］。与表达定位于

细胞质的  EYFP 的重组艾美耳球虫相比，表达定位

于微线体的  EYFP 免疫鸡体内产生了更高水平的  
EYFP 特异性淋巴细胞增殖反应和更强的  IgA 反
应［55］。这些结果表明，异源抗原在重组艾美耳球虫

内的亚细胞定位会影响免疫反应，因此在构建重组

疫苗时应予以充分考虑。目前已有多种设计将异

源蛋白靶向到重组艾美耳球虫的不同细胞器或孢

子腔中［56-57］。然而，由于缺乏针对特定细胞器（如顶

质体、致密颗粒）的抗体，尚难以通过共定位准确确

定外源蛋白的亚细胞定位。例如，将  YFP 与弓形

虫的致密颗粒蛋白 7（GRA7）融合表达时，在细胞内

表达于纳虫空泡，而在胞外则观察到“小颗粒”结

构，预测可能定位于致密颗粒中［49］。但这些“小颗

粒”是否为致密颗粒仍有待进一步验证，因为目前

缺乏艾美耳球虫致密颗粒的特异抗体和结构学证

据。重组艾美耳球虫表达的病毒、细菌或原虫来源

的免疫优势或免疫保护性抗原能够被宿主免疫系

统识别并诱导免疫应答［57］。例如，表达传染性法氏

囊 病 病 毒（Infectious bursal disease virus， IBDV）

VP2 蛋 白 或 传 染 性 喉 气 管 炎 病 毒（Infectious 
laryngotracheitis virus， ILTV）糖蛋白 I 的重组艾美

耳 球 虫 可 在 鸡 中 诱 导 产 生 低 滴 度 的 特 异 性 抗

体［54， 58-59］。表达弓形虫表面抗原 1（SAG1）的重组

柔嫩艾美耳球虫（Et-TgSAG1）在鸡口服免疫一次

后 ，诱 导 了  TgSAG1 特 异 性  IgY 抗 体 产 生 和  
IFN-γ 分泌的外周血单核细胞增殖反应［51］。有趣

的是，Et-TgSAG1 孢子通过腹腔注射免疫小鼠也

能有效诱导体液免疫应答，产生以  IgG2a 为主的抗

体，该抗血清可识别弓形虫速殖子中的天然 SAG1
抗原［51］。平行试验表明，表达 EmIMP1 的重组柔嫩

艾美耳球虫可诱导  EmIMP1 特异性抗体产生，且在

加强免疫后抗体滴度进一步升高，这些抗体可与天

然  EmIMP1 抗原发生反应［50］。此外，接种该重组艾

美耳球虫的鸡体内还能检测到巨型艾美耳球虫可

溶性蛋白诱导的特异性  IFN-γ 分泌的外周血单核

细胞增殖反应［50］。相比之下，另一种表达免疫保护

性抗原—巨型艾美耳球虫顶膜抗原 1（EmAMA1）
的重组艾美耳球虫虽可诱导针对 EmAMA1 的抗体

反应，但对巨型艾美耳球虫可溶性蛋白提取物中的

天然  EmAMA1 抗原未表现出反应性［60］。

将重组艾美耳球虫开发为疫苗载体的第三步是

诱导机体对异源病原体感染产生高度免疫保护。研

究已对不同重组艾美耳球虫株系在抵御异源病原体

感染方面的保护效果进行了评估。表达Campylobacter 
jejuni 候选疫苗抗原 CjaA 的研究中，SPF （Specific 
pathogen free）鸡经单次或多次口服免疫后，在后续攻

毒感染中相对于未免疫组和接种野生型艾美耳球虫

的对照组，表现出 91% 和 86% 的保护率［61］。表达

TgSAG1 的重组艾美耳球虫接种后也能有效保护鸡

只免受弓形虫感染，与未免疫或接种野生型寄生虫的

鸡相比，外周免疫器官的炎症程度显著降低。此外，
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免疫小鼠在弓形虫速殖子攻毒后生存时间明显延长

（从 24 h 延至 96 h）［51］。另一方面，接种表达 EmIMP1 
或 EmAMA1 的重组艾美耳球虫也能在艾美耳球虫攻

虫后显著减少卵囊排出量［50， 60］。当联合使用 2种不同

的重组艾美耳球虫进行免疫时，对异源病原体的保护

效果进一步增强，为下一代球虫病疫苗的研发开辟了

新方向［62］。

3　重组球虫载体疫苗的优化与提升策略

艾美耳球虫是引起多种畜禽类球虫病的主要

病原。尽管由活卵囊构成的疫苗在全球范围内对

鸡和火鸡的球虫病防控已取得巨大成功，但关于如

何降低其致病性同时保留其免疫原性，以及探索其

作为疫苗载体潜力的研究仍在不断进行。

3. 1　艾美耳球虫致弱技术提升疫苗载体的安全性

一种传统的疫苗生产方法是对感染鸡体后最

早排出的卵囊进行连续传代，这是迄今为止最有效

的生产减毒活疫苗株（即所谓“早熟株”）的方法［63］。

该方法在禽类和兔类球虫中均有广泛应用。与野

生型艾美耳球虫相比，早熟株的毒力显著降低，但

其繁殖能力也明显下降［64］。另一种传统的减毒疫

苗制备方法是将体外释放的子孢子接种至受精鸡

胚的尿囊腔中进行连续传代。这一策略通常可以

获得毒力较野生型虫株明显减弱的艾美耳球虫

系［65］。然而，目前仅柔嫩艾美耳球虫被证实能够通

过该方法成功获得减毒的鸡胚适应株［64］。上述 2 种

传统方法虽然能有效降低艾美耳球虫的致病性，并

保留其免疫原性，但减毒株的产量显著下降，这无

疑提高了球虫病疫苗的生产成本，同时也增加了基

于减毒株开发重组艾美耳球虫疫苗载体的经济负

担。另一方面，随着艾美耳球虫基因编辑系统的不

断优化，构建艾美耳球虫一个或多个毒力基因缺失

虫株，有望大幅提升其作为疫苗载体的安全性。因

此，综合多组学、遗传学和分子生物学技术，挖掘和

解析艾美耳球虫的关键毒力基因是未来研究的重

点方向之一。

3. 2　遗传操作技术提升疫苗载体的免疫原性

通过基因改造来增强低或中等免疫原性艾美耳

球虫虫种（如毒害艾美耳球虫和柔嫩艾美耳球虫）的

免疫原性，并降低其致病性，是开发下一代球虫病疫

苗的一个极具前景的方向。经过改造的重组艾美耳

球虫株系也因其更高安全性而成为理想的疫苗载体。

研究发现，疫苗载体表达的分子佐剂（如细胞因子和

免疫配体）或与其共同免疫的重组蛋白/DNA 亚单位

疫苗，相比于未使用佐剂的疫苗，可显著增强保护性

免疫［66-67］。多项研究表明，重组艾美耳球虫表达的分

子佐剂能显著增强其免疫原性。不同类型的分子佐

剂有时会影响诱导的免疫应答类型。例如，表达的鸡

白细胞介素-2（IL-2）在重组艾美耳球虫整个生命周期

中持续分泌，可增强艾美耳球虫可溶性抗原的细胞介

导免疫，但对体液免疫无显著影响或仅有轻微增强作

用［41］。 此 外 ，将 免 疫 球 蛋 白  Fc 片 段 与  GPI
（Glycosylphosphatidylinositol）锚定结构融合至重组艾

美耳球虫表面展示，也可提高其对野生型艾美耳球虫

感染的保护作用［68］。研究还发现，来源于高免疫原性

艾美耳球虫的抗原可作为佐剂，提高其他艾美耳球虫

的免疫原性。例如，表达巨型艾美耳球虫 profilin 蛋白

的重组柔嫩艾美耳球虫可增强自身的免疫原性，从而

诱导更强的细胞免疫反应，并对柔嫩艾美耳球虫感染

提供更好的保护［69］。上述研究成果表明，对艾美耳球

虫进行基因改造以其作为新型疫苗载体以及安全高

效的球虫病疫苗是完全可行的。

4　展  望

过去近 30 年中，顶复门寄生虫——艾美耳球虫

的遗传操作技术及其在疫苗载体和基础生物学研

究中的应用取得了飞跃式发展。目前，鸡、兔及啮

齿类动物的艾美耳球虫均已成功建立瞬时转染和

稳定筛选系统。实验室研究阶段已取得诸多令人

鼓舞的成果，并验证了其可行性和应用前景，我国

科研团队在此领域做出了引领性的贡献：据 Scopus
数据库不完全统计，我国科研团队关于艾美耳球虫

疫苗载体的发文量在原生动物（包括疟原虫、弓形

虫、利什曼原虫、锥虫等）作为疫苗载体的占比接近

1/5。尽管如此，要实现艾美耳球虫作为高效疫苗

载体或商业化疫苗的应用仍面临诸多挑战，包括但

不限于：1）艾美耳球虫体外培养系统效率依然较

低，这增加了疫苗构建和筛选的难度与成本［70］；2）
艾美耳球虫的转染效率远低于其他顶复门寄生虫

（如弓形虫或疟原虫），更不及细菌或哺乳动物细胞

系，加之难以进行体外培养，依赖本动物的筛选系

统增加了研发的成本和周期；3）宿主针对艾美耳球

虫感染与再感染的免疫机制复杂，尚未完全阐明，

基于免疫学理论的对不同类型异源病原抗原的递
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呈或展示在实际设计中较难实现；4）诱导艾美耳球

虫强保护性免疫反应的抗原认知不足，对外源基因

的靶向定位或空间展示的指导作用较弱，需进行多

次优化与提升。随着基于 CRISPR/Cas9 系统的基

因编辑技术的成功应用，在艾美耳球虫抗原挖掘、

免疫应答机制解析、耐药位点解析及其在遗传操作

中的应用等方面均起到巨大的推进作用，有望突破

上述技术瓶颈实现重组艾美耳球虫疫苗载体性能

的提升［28］。

另一方面，鸡的 4 种球虫（柔嫩艾美耳球虫、和

缓艾美耳球虫、毒害艾美耳球虫和堆型艾美耳球

虫）均已成功建立遗传操作平台，而现阶段的研究

主要集中于柔嫩艾美耳球虫和堆型艾美耳球虫为

载体表达异源抗原。表达目标抗原的重组艾美耳

球虫可对异源病原体提供一定程度的保护。由于

不同种的艾美耳球虫寄生于肠道的不同部位，结合

不同种的重组艾美耳球虫采用同时免疫、并在多个

靶位点表达异源抗原的策略，有望提高疫苗的保护

效果［62］。特别是针对巨型艾美耳球虫（鸡球虫中免

疫原性最强的种）建立转染平台显得尤为紧迫。

重组艾美耳球虫作为疫苗载体具有多方面优

势，是开发新型兽用生物制品的可行且前景广阔的

策略。目前已有部分疫苗载体（如疱疹病毒、腺病

毒和沙门氏菌属）实现商业化应用，未来可参考这

些成功经验，更好地优化艾美耳球虫载体与所表达

抗原之间的匹配关系，包括目标抗原的选择、异源

抗原的表达水平、诱导免疫反应的类型与强度，以

及对异源病原体的保护效果等。尽管如此，生物技

术的快速发展和持续革新将有助于克服这些障碍，

推动重组艾美耳球虫作为疫苗载体的潜力实现，并

为开发更多动物和人类疫苗载体开辟新路径。
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