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生物防御用DNA疫苗

                  李培进编译

(军事医学科学院卫生勤务与医学情报研究所，北京 100850)

摘要:DNA疫苗的优点包括可快速大量制造、能引起广谱免疚反应、可用非侵入性手段给药等。此

外，疫苗还可以表达多种抗原、预先设定诱导的恰当免疫反应等特点。这些优点使DNA疫苗成为

开发生物防御疫苗的良好途径。本文讨论了潜在的生物防御DNA疫苗。
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1 前言

    需要开发可能被生物恐怖分子或生物战使用的

微生物的生物防御疫苗。这些微生物，包括病毒(如

天花)、细菌(如炭疽杆菌)和细菌产生的毒素(如肉

毒毒素)。以往，一些疫苗由整个细菌或病毒灭活产

生，然而，此种疫苗不良反应发生率很高，已不适合

现代使用。其他已开发的疫苗有重组蛋白(如乙型

肝炎、破伤风)、减毒活菌(如伤寒、结核)或减毒活病

毒(如麻疹、流行性腮腺炎、风疹)。重组蛋白对需要

T辅助细胞(Th) 2型(体液)免疫反应的疾病非常有

效，但对产生细胞毒性T淋巴细胞(CTL)相对无效。
减毒活菌或病毒，一般能刺激恰当的免疫反应，对特

异感染有保护作用，但疫苗中微生物有可能恢复其

毒性。DNA疫苗，也称基因性、核酸或多核昔酸疫
苗，可递送编码蛋白抗原的基因到宿主细胞中，使体

内产生抗体，其后可产生强的细胞和体液免疫反应。

此外，DNA疫苗的优点是设计协同刺激分子或靶向

蛋白产生特异细胞成分，调制免疫反应的特异性。

可能创造多价DNA疫苗，能够刺激产生抗多种病原

体的免疫效应。DNA疫苗较蛋白疫苗的另一优点

是贮存容易，能保持效价。贮存方便和不用注射给

药又便于大规模使用。本文将讨论开发DNA疫苗

的进展和生物防御用疫苗的前景。

2 调节免疫途径

    用质粒DNA免疫接种可引起细胞性和体液性

两种免疫反应。一般来说，直接注射质粒DNA引起
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编码蛋白的体内合成，其转录后修饰类似自然感染

发生的情况。DNA转染抗原提呈细胞(APC)合成的

内源性蛋白，拟似病毒或细胞内细菌感染，通过主要

组织相容性复合体(MHC)一I表达异源性抗原在细

胞表面的免疫过程，这导致CTL产生。由APC产生

的内源蛋白通过MHC- II表达，产生CTL和Th。可

以相信用基因枪介人的DNA免疫接种和DNA注射

产生的机制不同。因为APC清除凋亡细胞，而存在

于凋亡细胞中的DNA可能转移到APC中，接着在

APC中表达。影响不同类型细胞的效应分子可能具

有产生两种免疫反应的优点。

2.1 由疫苗载体增强免疫性

    质粒DNA载体骨架的基本要求是:(1)为哺乳

动物细胞中表达的真核启动子;(2)启动子下游克隆

部位插人异种基因;(3)一个多聚腺昔酸化序列提供

稳定的mRNA转录:(4)有选择性的标记，通常是细

菌抗生素耐药基因;(5)细菌性复制源，通常是大肠

杆菌ColEl作为复制源，因为它能提供大量拷贝，使
纯化时得到高产率。在设计DNA疫苗时引人Kozak

序列十分重要。最常用的启动子，来自人巨细胞病

毒(HCMV )，是主要介导早期强化启动子(即CMV启

动子)。小鼠肌注DNA疫苗免疫，与不含密码子优

化病毒序列的对照质粒比较，Thl型免疫反应增强。

体内肌注DNA疫苗的免疫性，由于CpG基序的甲基
化而明显减弱，但可伍用外源性含CpG DNA的疫苗
来增强。因此，对特异DNA疫苗必须优化CpG成
分，即增加兴奋性基序数目，减少抑制性基序数目。
2.2 靶向途径

    许多研究显示，当表达抗原是分泌状态，而不是

局限于细胞膜或细胞内时，可引起较高的抗原特异

性IgG水平，在小鼠中产生较高的IgGI/IgG2比值。
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铜绿假单胞菌外毒素A的易位域与模型肿瘤抗原

融合，增强DNA疫苗的免疫性，可能是加强类别工

抗原对CD8十T细胞的作用。同样，乙型肝炎病毒

(HBV)抗原融合珍Fe片段作为AK直接抗原，可
增强HBV特异的体液和细胞性免疫反应。为增强

类别n抗原提呈，用溶酶体相关膜蛋白获得靶向内

涵体或溶酶体的抗原。

2.3协同刺激分子
    刺激分子和细胞因子的共表达也可调节或增强

免疫反应。例如，表达粒细胞巨噬细胞集落刺激因

子(GM-CSF)的质粒DNA可以加强渗透，包括树状

细胞进人小鼠肌肉内。此外，同时注射表达GM-CSF
的质粒与表达环子饱子蛋白(CSP)的质粒，可增强

对CSP的免疫反应。

免疫一加强疫苗在疟疾感染模型上产生充分的保护，

而对加强剂相同，反复DNA疫苗给药则无效。此初

次免疫一加强途径对人有很大潜力，例如，志愿受试

者给予疟疾DNA疫苗，分别表皮或肌注，接着皮内

给予重组病毒疫苗，产生的免疫反应高于单独疫苗

免疫5一10倍，特别能防护抱子体的攻击。此外，使

用这种初次免疫一加强方案，由Th2型转换到Thl

型，可提供更平衡的免疫反应。

3 给药途径

    DNA疫苗通常加蒸馏水或生理盐水，偶尔加蔗

糖进行注射。有时加促进剂，如布比卡因(bupiva-
caine)促进DNA的摄取。一般在小鼠肌注引起反应

需要10一100 pg DNA，而肌注通常不足以保证疫苗
的成功。正在研究递送DNA的载体和混合方式接

种疫苗，以增强下一代DNA疫苗。

3.1载体

    载体介人的递药可将DNA直接带人靶细胞而

避免降解。例如，基因枪递药系统，由气动加速

DNA外包金粒子直接进人皮肤表皮。此种DNA直

接注射到宿主细胞胞浆内经常产生高于肌注DNA

接种的抗原特异刺激的免疫性。基因枪介人的

DNA接种远较注射接种效率高，剂量为肌注的

1%。一1%，只需0.1一1. 0 pg DNA即可使小鼠产生
免疫性。基因枪接种可引起够1和混合的秘1/

I薛2反应。由共递编码白细胞介素(IL) -2, IL-7或
ILr12或CpG基序基因，可使基因枪介人的免疫接种
引起的，I'h2型免疫反应转换到Thl型反应。使用作

为异源质粒DNA载体的减毒细菌被APC吞噬时，细

菌溶解，释放DNA，提供抗原。基因枪用的DNA疫

苗可递送到皮肤，而微囊或细菌载体DNA疫苗可递

送到鼻内或口腔粘膜表面。这些非侵人性途径，提

供自我给药的可能性，因而较容易实现大规模接种。

3.2免疫接种方案

    使用简单载体的抗原为基础，更复杂的载体来

加强，通常获得最佳效果。在一项研究中，当给予

DNA疫苗继之以给予重组疫苗病毒时，异源的初次

4 生物防御用DNA疫苗

    抗病毒、细菌和细菌毒素的生物防御用疫苗需

要迅速制造。找出这些毒物的基因组或序列，确定

编码候选亚单位的基因，将这些基因克隆到DNA疫

苗的载体中，就可迅速大量生产DNA疫苗。因为人

在暴露前不大可能进行免疫接种，因而迅速生产大

量生物防御用疫苗的能力就十分重要。DNA疫苗

采用遗传学方法制造，引起恰当免疫反应，包括粘膜

免疫，对防生物武器、微生物气溶胶攻击很关键。

4.1病毒

    A类病毒，如痘病毒(如天花)和纤丝病毒(如埃

波拉和马尔堡病毒),B类病毒，如。病毒(如委内瑞

拉马脑炎病毒)，均已制备和部分评价了它们的

DNA疫苗。其他病毒为C类，属于潜在性生物战武

器，威胁程度较小，包括汉塔病毒(Hantavinises),蝉

传脑炎病毒、黄热病毒和高致病病毒(如尼帕病毒)。

    痘病毒有两种感染形式，成熟的细胞内病毒体

(mv )和包封的细胞外病毒体(EEV)。已确定了与

这些形式有关的蛋白，在小鼠上实验了其免疫性和

保护效率。A33R和B5R蛋白(EEV中)的IHD-d

DNA疫苗，肌注后均能保护小鼠一个致死剂量的攻

击。同样，表达A33R和B5R蛋白(EEV)及LIR和

A27L蛋白(IMV)的联合DNA疫苗衬小鼠痘病毒攻
击模型，用基因枪给药后，产生完全的保护。在防护

纤丝病毒感染中中性抗体的诱导也可能是重要的。

已制备抗埃波拉和马尔堡病毒的DNA疫苗，均基于

跨膜糖蛋白(GP)，因其可引起中性抗体。表达马尔

堡病毒的GP蛋白的DNA，由基因枪递送，对烈性病

毒一个致死量攻击的称猴，可保护50%。同样，表

达埃波拉病毒GP蛋白的DNA疫苗，可防护埃波拉

病毒对小鼠的攻击。另外，表达埃波拉核壳体蛋白

(NP)的DNA免疫接种，对埃波拉攻击的鼠模型也有

效。抗各种病毒的联合疫苗必须证明对同一病毒不

同株也有效，例如，虽然马尔堡GP DNA疫苗由基因
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枪递送给豚鼠，对Musoke与Ravn株均有保护反应，

而未公布的资料表明，对异源性攻击的交叉保护是

不完全的。提示在联合疫苗中引人各种分离病毒应

包括两种或更多的基因。

4.2 细菌

    对于鼠疫耶尔森菌，表达已知主要保护性抗原，

即V抗原和F1抗原的DNA疫苗已有制造。用基因

枪递送表达基序F1抗原的DNA疫苗可以保护烈性

鼠疫耶尔森菌400(〕倍半数致死量(LD50)剂量。表

达炭疽杆菌保护抗原(PA)或致病因子(LF)的DNA

疫苗载体已有生产。PA是炭疽杆菌分泌的3种毒

素的主要成分之一，也包括LF和水肿因子(EF)，是

目前人用抗炭疽疫苗的主要成分。表达PA的DNA

疫苗，由肌注给予或由基因枪递送小鼠可保护炭疽

毒素的攻击。同样，用基因枪给予小鼠表达LF的

DNA疫苗也可防护小鼠的炭疽毒素的攻击。这些

DNA疫苗主要刺激，1'h2型免疫反应，小鼠显示主要

是IgGI。最近，抗炭疽杆菌芽抱的PA DNA疫苗的
保护性免疫作用在兔身上证实，显示有希望开发人

用DNA类炭疽疫苗。近来一些研究中，评价了10

种表达分枝杆菌蛋白融于真核细胞靶向序列N端

的抗结核菌DNA疫苗。这些DNA疫苗中融人血纤

维蛋白溶酶原激活因子序列或与泛素结合，小鼠肌

注免疫接种，与卡介苗(BCG)免疫小鼠比较，能引起

细胞性免疫反应。另一用于刺激细胞性免疫反应的

成功途径是协同刺激分子的表达，例如，同时表达

IL-12和IL-18的DNA疫苗，已评价了其中的抗肉毒
杆菌神经毒素(BoNT)的DNA疫苗。抗BoNT F型

DNA疫苗最有效，在小鼠2次肌注100 Kg DNA后，
对最小致死量(MLD)的BoNT F型杆菌提供90%的

保护。

5 结语

    DNA疫苗存在限制其发展的技术障碍，主要问

题是人肌注无活性。为改善DNA疫苗的效价，使用

了基因枪技术，初次免疫一加强方案。另外，虽然

DNA疫苗在许多动物实验中耐受良好，但令人关注

的还是人的安全性。其中之一，是DNA疫苗可能整

合到人的染色体中，虽然目前的测定还未发现有整

合证据。另一个问题是可能发生自身免疫，因为在

一次研究中发现DNA疫苗免疫接种后产生抗DNA

抗体。在DNA疫苗接种前这些问题需要充分说明，

以解决人常规使用的可接受性。DNA疫苗能引起

细胞性免疫反应，但引起体液性免疫反应的能力相

对较差。此提示，目前疫苗应向细胞性免疫对病原

体预防是重要的品种开发。开发表达保护多种生物

战剂表型的DNA多价疫苗，是生物防御中最吸引人

的目标。

    DNA疫苗的优点在于可迅速生产，广泛使用，
用非侵入性递药，产生广谱免疫反应。这些特点对

开发生物防御疫苗特别有价值。用遗传学生产

DNA疫苗，意味着容易进一步加人保护性抗原，疫

苗可预先设定诱导恰当的免疫反应。临床试验表

明，DNA疫苗对人可能是安全的和有免疫原性的，

药厂已开发了规模生产方法，对未来防御生物攻击，

DNA疫苗用处很大。

遗传技术公司提供曲妥珠单抗心脏毒性详细资料

    心脏毒性资料主要来自B-31临床试验。人选病例2085例，试验在多柔比星/环磷酞胺化疗后用紫杉醇，

再加曲妥珠单抗的益处，同时考察药物的心脏毒性及治疗中的系列心脏监测是否可预测或早期发现心脏毒

性。心脏状况的测定包括基线心功能测定或超声心动图;化疗完成后紫杉醇(加或不加曲妥珠单抗)治疗6,

9,19个月，分别随访检查超声心动图。分析表明，30.5%病人由于无症状性左心室射血分数(LVEF)降低，至

少推迟一个剂量。18.6%病人由于无症状性LVEF降低(14.3%)，症状性心功能不全或其他心脏毒性

(4.3%)，在完成1年治疗前停用了曲妥珠单抗。3年lI ,W级充血性心力衰竭和死亡累计发生率，曲妥珠单

抗组累计4.1%，对照组0.8%，危险比5.9。对照组有1例因心脏病死亡，而用药组无死亡病例。公司认为，

患者年龄和化疗后LVEF值，能帮助确定产生症状性心功能不全危险性的病人。
                                                                                                      (黄世杰)


