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摘要

随着免疫学研究进展 关于疫苗的传统概念也发生了根本

变化: (1)成分不同:传统疫苗多为死疫苗/减毒活疫苗或重组

亚单位疫苗; 新型疫苗则为编码无毒力抗原蛋白的病毒核酸

或能激发特异性机体免疫应答的细胞疫苗; (2)机制不同:传

统疫苗主要靠病毒的抗原蛋白刺激机体产生中和性保护抗

体; 新型疫苗不仅能刺激机体产生保护性抗体 而且能激

发特异性细胞免疫应答 (3)作用不同:传统疫苗只能起到一

定的预防作用 新型疫苗不仅能预防疾病 而且更能起到

特异的治疗作用(治疗性疫苗) 具有更广泛的应用前景. 因

此 我们将上述与传统疫苗不同 且能激发机体特异性免

疫应答的新型疫苗统称为新概念疫苗 其中包括核酸疫苗

T细胞疫苗 树突状细胞疫苗等 并就新概念疫苗目前的研

究现状作一简要的概述.
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0   引言

疫苗的概念是在 200 a 前 Jenner 发现事先接种牛痘能够
阻止天花的发生之后首先提出的. 近 100 a 来 疫苗的

开发和应用已成为医学科学的重大成就之一 且已广
泛用于传染病的预防和治疗. 这些疫苗成功的原因在于

他能够有效地诱导机体产生保护性抗体. 然而 对某些
细胞内病原菌如结核杆菌 利什曼原虫以及寄生虫等

这些抗体几乎不起作用 因为对这些病原体的防御更
多地依赖于细胞免疫 而不是抗体介导的体液免疫. 对

如乙型肝炎病毒(HBV) 丙型肝炎病毒(HCV) 人类免
疫缺陷病毒(HIV) 疟原虫等感染 则可能需要细胞免

疫和体液免疫的双重介导.
        现在准获使用的疫苗来自杀死或灭活的完整细胞

重组蛋白或减毒的活病原体 都能刺激机体产生抗体.
然而除了减毒活疫苗如水痘 - 带状疱疹病毒疫苗外

其他疫苗并不能特异的诱导细胞免疫 此外 如果用
减毒活疫苗来预防诸如 HIV 之类的病毒感染 可能给

疫苗制备和接种疫苗的人群带来危险. 因此 积极寻找

既能同时诱导体液和细胞免疫应答又具安全性的疫

苗 实乃当务之急. 最近出现的新型疫苗如核酸疫苗

T 细胞疫苗 树突状细胞疫苗等彻底改变了疫苗多为

蛋白 只能预防的经典概念 引进了治疗性疫苗和核

酸及细胞疫苗的新内容 大大拓展了人们对疫苗组成

和功能的认识 被称为是疫苗学的第三次革命. 因他们

不但具有传统疫苗的一般功能 且能激发机体特异性

细胞和体液免疫应答 用于临床现症患者的治疗. 故称

之为新概念疫苗. 本文拟就近年来发展最快的核酸疫

苗 T 细胞疫苗 树突状细胞疫苗等作一简介.

1   核酸疫苗

所谓核酸疫苗(nucleic acid vaccine) 是将含编码外源

蛋白基因的质粒 DNA 直接导入动物组织 外源基因

于体细胞中表达后 表达产物被提呈 与主要组织相容

性复合物(MHC)结合 刺激机体产生相应的抗体和细胞

毒性 T 淋巴细胞(CTLs) 分别介导体液免疫和细胞免疫

应答. 这种外源基因是抗原的来源 具有疫苗的功能

又称为 DNA 疫苗 由于不需任何化学载体 故又称裸

DNA 疫苗.

1.1 发现及意义  核酸疫苗最早是由美国 Wisconsin 大学

的 Wolff 及同事们和 Philip 领导的 Vical 小组于 1989 年

偶然发现的. 1992 年美国 Merck 实验室的 Ulmer 领导的

研究小组率先将包含流感病毒核心蛋白(NP)基因序列的

重组质粒注射小鼠股四头肌 发现的确刺激产生了特

异性的 CTL 能保护小鼠抵抗不同流感病毒株感染. 这

一结果有多方面的意义. (1)CTL介导的细胞免疫象中和

性保护抗体介导的体液免疫一样 在抵抗病原体感染

和清除病原体感染两方面均有重要作用. (2)以往疫苗的

保护作用多依赖疫苗刺激机体产生的中和性保护抗

体 但象流感病毒 丙肝病毒(HCV)及免疫缺陷病毒

(HIV)等病原体外膜蛋白容易变异 所刺激产生的是型

或株特异性中和抗体 给疫苗预防带来了困难. 而其核

心蛋白均非常保守 刺激机体产生的细胞免疫不仅可

能预防不同病毒株的交叉感染 而且可能在治疗某些

持续感染性疾病中有其积极的意义. (3)由于CTL介导的

细胞免疫在某些病毒感染和肿瘤发病上有相似的重要

作用 DNA 免疫方法也可能用于抗肿瘤免疫. 也就是

说 核酸免疫这种方法不仅可用于感染性疾病的预防

还可应用于基因治疗. 因此  Ulmer 他们将在这一领域

的首篇研究报告发表在 Science 上之后 该项发现立

即被视为疫苗业的一场革命. 因为该技术不是注入死或



减毒活疫苗或重组病毒亚单位 而是用能编码无毒力

但有抗原性的病毒蛋白的 DNA 接种人体 因而使疫苗

接种变的非常方便 人体细胞在体内产生的病毒蛋白

很可能同时诱生细胞和体液免疫应答. 这篇文章 不仅

向科学界展示了向学术禁区的挑战 而且开辟了疫苗

研究的新时代. 在随后的几年中 越来越多的实验室证

实了DNA免疫对在保护和治疗病原体感染的有效性. 目

前 DNA 免疫已经成为世界瞩目的防治传染病 肿

瘤以及移植免疫治疗的新的研究热点[1-18].

1.2 国内外研究现状  核酸疫苗已经在许多难治性感染

性疾病 自身免疫性疾病 过敏性疾病和肿瘤性疾病

的预防及治疗领域显示出广泛的应用前景. 国外已有多家

公司 开通了多个介绍核酸疫苗的网站 如 DNAvaccine.

com 关于核酸疫苗的文章也是每年数以千计 与核

酸疫苗相关的专利已超过 120 项. 足以看出核酸疫苗的

广泛的应用前景. 迄今 国外已有至少 4 种核酸疫苗被

批准进入 期临床试验. 1996年美国FDA批准对健康志

愿者进行艾滋病核酸疫苗人体实验. 1998年美国宾西法

尼亚大学医学院MacGregor及其同事们首次报道了核酸

疫苗治疗HIV-1 感染者的第一次人体实验结果. 他们认为

该疫苗不仅具有免疫原性 而且应用于人体是安全的

有望成为治疗 HIV 的有效方法. 同年 美国佛罗里达的

Ugen et al 的 HIV-1人体试验取得了同样的结果. 随后瑞士

苏黎世大学医院感染病科 Weber et al 在 4 名无症状 HIV

携带者体内也进行了试验. 他们选择的目的基因为HIV-

1 gp160 获得了同样的预期结果[19]. 据最新消息 英国

已经批准在 2002-08 开始进行一种专门针对非洲人的

HIV  核酸疫苗的 I 期临床试验(HIV A 亚型 是肯尼亚

和非洲其他地区最流行的 HIV 菌株)[20]. 1998 年 美国海军

宣布他们已经成功地在健康人体上检测了针对疟疾的

核酸疫苗 2000 年美国陆军也同样在成年健康志愿者

体内进行了疟疾的核酸疫苗的试验[21].

        目前 乙肝病毒核酸疫苗也已应用于临床[22]. 美国

费城已有人用成纤维细胞生长因子 DAN 疫苗治疗末级

外周动脉闭塞病[23]. 瑞典也有人正在研究用DNA免疫接种

预防各种病源体引起的婴幼儿腹泻. 中国与德国合作开发

的一种艾滋病核酸疫苗将于近期申请进入人体实验阶段.

如获批准 这将是中国的首次艾滋病疫苗人体实验.

2   T 细胞疫苗

T 细胞疫苗原是指将 T 细胞或体外 T 细胞表位多肽刺激

产生的T细胞作为疫苗接种 用于治疗某些自身免疫疾

病. 但将依据 MHC-I 类分子特异的多肽结合基序(MHC

binding motif)合成的多肽 在体外诱导产生的抗原特异

性细胞毒 T 淋巴细胞(CTL) 用于治疗病毒性疾病 则

是近几年的新思维 新设想 他将 T 细胞从过去应用

为靶细胞转变成效应细胞 为 T 细胞疫苗的概念增添

了新的内涵.

2.1 研究意义及现状

2.1.1 治疗某些自身免疫疾病  T细胞引起的迟发性变态

反应可能是某些自身免疫疾病的病因. 在动物实验中

把动物体内引起疾病的 T 细胞移入其他健康的动物体

内 也能引起疾病 所以认为 T 细胞是患病的原因.

因此 同传染病的预防接种一样 如果把致病的 T 细

胞灭活后代替微生物疫苗注入体内 即使致病 T 细胞

再移入体内 也不再引起疾病 并将此构想试用于治

疗. 小鼠变态反应性脑脊髓炎的实验已成功 而且还证

明用于治疗人类类似疾病多发性硬化症也有一定效果.

2.1.2 治疗某些病毒性疾病  自从 Doherty 和 Zinkernagel

发现 CTL 能够杀伤外源微生物感染细胞 而且这种杀

伤作用依赖于 CTL 对外源多肽和自身分子(MHC)的双

重识别之后 越来越多的研究表明:病毒特异性的 CTL

介导的细胞免疫具有清除病毒的功能 是宿主防御病

毒感染的主要机制之一. Doherty和Zinkernagel也因他们

的发现于 1996 年获得了生理和医学诺贝尔奖. 正因为

此 CTL 表位及 CTL 介导的细胞免疫应答的研究受到

越来越多的关注. 传统的病毒疫苗(减毒或灭活) 含有完

整的病毒蛋白质 以刺激机体产生抗体为主 难以有效

诱导产生 MHC-I 类限制性的 CTL 和清除细胞内病毒颗粒.

目前临床应用的过继免疫治疗如LAK细胞 CD3-AK细胞

均为非特异杀伤细胞 靶向性差. 因此 有学者已直接

用单个或多个 CTL 多肽导入体内(多肽疫苗) 诱导机体

产生特异性 CTL 应答 虽然能够观察到 CTL 应答 但

有时滴度不高 可能是由于较短的 CTL 多肽更易被血

清蛋白酶降解 从较短的(通常为几个 - 十几个氨基酸)

多肽中去除一个或两个氨基酸将改变其结合 HLA 的能

力; 若将几个多肽交联 既可能形成新的 CTL 表位 诱

导特异性CTL失败 又可能产生针对多肽的抗体;另外

低剂量抗原皮下注射可以产生免疫应答 而高剂量静

脉注射则可能引起免疫耐受.

         T 细胞疫苗是用多肽在体外诱导产生特异性 CTL

后者被克隆 扩增 筛选和鉴定后 仅将 MHC-I 类限

制的 CD8+ T 细胞输入机体 诱导细胞免疫应答产生

从而解决了多肽疫苗存在的上述问题 而且直接回输

CTL 可以人为地控制CTL的强度 避免其过度 导致大

量受染肝细胞死亡 也可避免其过低 无清除病毒作用.

        因此 我们在国家自然基金的支助下 已经利用

转染了 HCV 基因(C+E1)或(C+E1+E2)的小鼠骨髓瘤

SP2/0细胞皮下注射 形成的皮下移植瘤HCV小鼠模型

和 HCV 基因转染细胞系 发现 MHC-I 限制的 CTL 表

位多肽体外诱导的特异性 CTL 在体内外对 HCV 感染

细胞均具有杀伤作用 可能成为病毒性疾病或肿瘤免

疫较好的治疗性疫苗后选之一.

3   树突状细胞疫苗

树突状细胞(dendritic cell DC)是专职抗原递呈细胞

能有效地将抗原递呈给 T 淋巴细胞 从而诱导 CTL 活
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化. 荷载抗原的 DC 具有疫苗的功能 故称树突状细胞

疫苗. 荷载抗原既可以是病毒抗原 HLA 限制的 CTL

表位( 8-10 个氨基酸的短肽)基因 也可以是肿瘤细

胞 还可以是编码肿瘤抗原的基因. 由于 DC 细胞疫苗

可以不依赖于 CTL 靶细胞 又有较高的抗原递呈效

率 正成为新一代疫苗的代表[24-34].

3.1 研究意义及现状  核酸疫苗诱导特异性免疫应答产

生已被大量的实验室证实 但普遍存在着抗体滴度不

高 CTL 杀伤率不强等问题. 其原因可能与病原体感染

后 抗原提呈细胞(APC) 尤其是树突状细胞数量减少

功能降低有关[35]. 如何绕过或提高 DC 免疫功能低下

诱导出更强有力的 更具广泛性的免疫应答 应当成为

基因疫苗和免疫治疗亟待解决的突出问题之一. 业已证

实 DC 是目前发现的功能最强的抗原提呈细胞 也是

唯一能激活初始 T 细胞的抗原呈递细胞. 因此 应用抗

原或抗原多肽体外冲击致敏 DC 然后将之回输或免疫

接种荷瘤宿主或带病毒特异性抗原的宿主 进行免疫

治疗 利用 DC 与肿瘤细胞融合成为新型带有 DC 功能

及肿瘤特异抗原的融合细胞瘤苗的报道 以及利用病

毒载体将带有肿瘤或病毒抗原的编码基因转染 DC 使

之在 DC 内持续表达相应特异性抗原 诱导产生特异性

抗肿瘤或抗病毒免疫反应等方法应运而生[36-60].

        这些方法存在着 DC 激活时间短 治疗不彻底或利

用病毒载体的安全性等问题. 一个理想的抗原提呈策略

应当是全方位 强有力的诱导 CD8
+ CTL CD4

+ Th 及

B 细胞应答 这样才能更有效的清除病原体及肿瘤细

胞. 近年来 以免疫球蛋白(主要是 IgG1)的 Fc 段为基

础构建的新型免疫分子进展很快 有望用于新型免疫

复合制剂的研制. IgG1的Fab与Fc是功能相对独立的片

段 Fab 中的可变区负责与抗原结合 而 Fc 段能与免

疫效应细胞的 Fc 受体(Fc R)结合 发挥其调节免

疫效应 细胞炎症反应 细胞毒效以及激活吞噬细胞的

作用. DC 本身表面带有 Fc R 因此由 Fc R 介导

的吞噬细胞内在化的过程可加强免疫应答的抗原提呈.

我们基于 BALB/c 小鼠(H-2d)DC 表面的 Fc 型受体(Fc

R 即 CD64)与人 IgG1 重链 Fc 段具有高亲和力[61,62]

而HCV基因组内的核心区(C)是结构基因中最保守的区

域 该区含至少 5 个重要的抗原表位或细胞毒 T 细胞

(CTL)表位 拟将 HCV C 基因与人 IgG1 Fc 基因融合

构建了分泌融合蛋白的真核表达载体 转染经体外活化

的 DC 之后 接种 BALB /c 小鼠 将利用已建立的表达

HCV C 抗原的靶细胞(SP2/0-HCV-C H-2d)及其荷瘤鼠

(BALB/c 小鼠)模型 观察该融合基因修饰的 DC 在体

内 体外诱导抗 HCV 特异性 CTL T 细胞增生及抗体应

答的强度 为提高基因疫苗诱导免疫应答的效率提供新的

手段 可望为 HCV 防治提供新的思路和理论依据.
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