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DNA疫苗与 CTL

DNA-vaccines and cytotoxic T lymphocytes

倪　兵 ,吴玉章　　(第三军医大学基础医学部全军免疫学研究所 ,重庆 400038)

　　强力有效的免疫策略对一些疾病如感染性疾病和肿瘤等

是迫切需要的 ,而传统途径和分子免疫途径到目前为止并没有

取得太大的成功。最近关于不同 T细胞亚群的作用的研究使

得解决这个问题有了一个更加合理的途径。现在已知 , 对多种

感染性疾病特别是病毒感染如人免疫缺陷病毒(Human immun-

odeficiency virus ,HIV)的感染以及肿瘤的防治需要产生强有力的

细胞介导的免疫反应(Cell-mediated immunity , CMI)。 CMI 反应

一般由 CD8+细胞毒性 T淋巴细胞(Cytotoxic T lymphocyte , CTL)

和Th1 表型的CD4+辅助T细胞(T helper , Th)所介导 , 两者各自

表现出各种不同的功能效应。能产生强大的 CMI 的疫苗现在

被认为在控制许多胞内病原包括 HIV 的感染方面有着美好的

前景。现对 DNA 疫苗与 CTL的关系作一综述。

1　DNA疫苗的生物学特性

　　能模拟感染性微生物抗原性的疫苗最终可能被证明为获

得特异保护性免疫反应的最有效的策略。在这方面 , DNA疫苗

相对于以前的免疫策略有着强大的优势
[ 1 ,2]

:(1)易操作性和稳

定性:对于质粒来说 , 不管其编码序列如何 , 都可用相同的方法

加以纯化和处理。而且质粒的热稳定性远高于蛋白质 , 这一点

决定了 DNA 疫苗在热带地区应用的优越性。另外 , 由于其易

操作性和稳定性 ,也决定了 DNA 疫苗生产成本相对低廉 ,这就

为DNA疫苗在发展中国家的大规模使用铺平了道路。(2)在体

内持续表达 , 持续刺激免疫系统。虽然在免疫后的两周左右 ,

抗原水平有一个骤降 , 但其后则会维持相当长的一段时间 , 在

有些动物中甚至是终生相随。(3)除了产生强有力 T 细胞免疫

之外 ,体液免疫功能也较强 , 并且是抗原特异的中和抗体。(4)

可方便地制备出多价 DNA 疫苗。由于每个人表达MHC 分子的

特异性(每个人单体型的特异性)决定了哪种抗原蛋白的表位

肽将被提呈于细胞表面 , 所以 , 传统肽疫苗必须含有很多不同

的表位肽来覆盖所有存在于正常人群中的单体型。但是 ,利用

DNA疫苗 ,可以选用表达全长蛋白的 DNA 片段(也称为小基

因), 以便免疫系统根据每个人自己的 HLA 单体型来选择合适

的表位。(5)DNA 疫苗在机体内所表达的蛋白将以天然蛋白
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形式出现 ,也就是说它可以有正确的空间结构和适当的修饰 ,

这对免疫系统来说无疑更合适。(6)当在质粒中整合入 CKs

(Cytokines)或共刺激分子基因 , 或与编码这一成分的质粒共注

射时 , 将能加强随后机体对编码抗原的反应 , 或可调节正在起

作用的免疫反应。(7)DNA 疫苗风险小。 既不会感染 , 目前也

尚未发现其与宿主基因组的整合。

2　DNA疫苗激活 CTL反应的机制

　　过去几年来 DNA 免疫的最大进展之一是阐明了细菌质粒

编码抗原的体内加工提呈机制。值得指出的是 DNA 免疫后 ,

DNA疫苗在体内产生的抗原量通常只有皮克到纳克水平。 相

对于这样少量的抗原 , 其在体内诱导的免疫反应却很强 , 这一

定与 DNA 疫苗所转染的细胞类型和/或 DNA 本身的免疫增强

机制(即 CpG结构单元)有关。

　　DNA疫苗在体内的加工和提呈以产生免疫反应至少有 3

种机制 , 它们分别是直接转染体细胞(如肌细胞和角质细胞)、

直接转染专职APCs和交叉激活。

2.1　直接转染体细胞
　　两个最早期实验[ 3, 4]显示 ,将 DNA直接注射入肌肉可导致

蛋白的表达和 CTL反应的诱导。随后又证实 ,过继转移已稳定

转染并表达流感病毒核蛋白的肌原纤维 , 能保护小鼠免受流感

病毒的感染。这直接证明了体内肌细胞表达病毒蛋白足以诱

导 CTL介导的免疫反应。但问题依然存在 , CTL反应是直接由

表达蛋白的肌细胞诱导的还是肌细胞所表达的蛋白转移给专

职APCs 以后而间接诱导(交叉激活)的呢? 为了评价在 DNA

接种后肌细胞在诱导细胞免疫反应中所起的直接作用 ,随后就

出现了骨髓嵌合实验[ 5] 。这些实验结果显示 , 肌肉内接种 DNA

后 ,抗原特异 CTL 反应不能由非骨髓源性细胞(肌细胞)所诱

导。而且 , 在另一个实验中 , 肌肉内接种 DNA 后 10 min 内切下

注射部位的肌肉并不改变随后的免疫反应。所有这些结果提

示 ,在 DNA 接种后肌细胞所起的调节免疫反应的作用很可能

是间接的 ,并且是通过交叉激活来实现的。

　　除了肌肉内接种 DNA 之外 , 另外一条主要途径是经皮注

射DNA疫苗。皮肤除了有丰富的体细胞如角质细胞和成纤维

细胞外 , 还有骨髓源性 APCs 如 Langerhans 细胞。在这方面 , 已

有许多实验[ 6]对 DNA 接种后皮肤中这些细胞的免疫调节作用

进行了评价 。实验结果显示 ,经皮 DNA 接种后 , 出现了很好的

免疫激活反应 ,而接种部位却保持完整。而且 , 免疫反应是由
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源自皮肤的被转染的 APC所诱导和/或非淋巴细胞转移抗原后

由淋巴结内的骨髓源性 APCs 所提呈。 另外 , 皮肤中转染的体

细胞如角质细胞可以作为抗原库以影响免疫反应的幅度和维

持的时间[ 7] 。

2.2　直接转染 APCs

　　在 DNA 接种所激活的免疫反应中 , 除了上述的体细胞的

作用外 ,骨髓源性细胞在此过程中也起着非常重要的作用。 在

骨髓重构实验中 , 注射入 F1-骨髓重构小鼠中的亲本细胞在单

倍型体细胞和骨髓源细胞间产生错配;DNA接种后的免疫反应

对重构骨髓的单倍型有严格的限制。这些结果清楚说明骨髓

源性细胞在 DNA 接种后的免疫反应激活中起着非常关键的作

用。3 个不同的评价各种 APCs 的作用的实验结果显示 DNA 接

种后只有很少部分的 APCs 被转染(0.4%)。而且 , 在体外实验

中 , 只有 DC 而不是 B 细胞能有效地提呈抗原给 T 细胞系或杂

交瘤。另外 , 体内引流淋巴结的直接显示技术也显示 DNA 疫

苗所表达的抗原位于形态上与 DCs 一致的细胞内。综合这些

结果所得出的结论是在 DNA 接种后 , 少量的直接被感染的

DCs 在激活免疫反应中起着关键作用。 DCs 可根据其功能与谱

系分成各个亚类[ 8] 。在小鼠中 , CD11c+CD8+细胞称为“淋巴”

DCs , 而 CD11c+CD8-细胞称为“髓样”DCs。在诱导细胞免疫反

应方面 , CD11c+CD8+细胞有很强的产生 IL-12 的能力。由于

DNA疫苗的确可以转染 DCs , 并优先产生 Th1 反应(依免疫途径

而定),因此 ,是否这些效应是由 DNA直接转染“淋巴”DCs所介

导的是近年来人们所关注的新研究领域。

2.3　交叉激活
　　交叉激活机制最近广受人们关注 , 它的提出是基于以下现

象:在体内 , 从外源蛋白衍生的肽(而非经典的内源途径)可以

呈现于 MHC-I分子上.这种在 APCs 内没有抗原从头合成的情

况下 , 对 CD8+T 细胞反应的诱导称为交叉激活.抗原特异性

CTL的激活需要两种信导 , 一是 TCR与 APCs 表面MHC-I分子

肽结合槽中的表位的识别 , 另一个是 CTL与 APCs 间的非特异

性共刺激信号相互识别。MHC-I 类分子几乎存在于所有组织

细胞上 , 包括肌肉组织 , 但第二信号则主要存在于专职 APCs

上。在皮内或肌肉内注射后 ,注射点可检测到转基因产物。 但

最近的研究结果显示 , 质粒 DNA 编码的抗原是由髓源性 APCs

提呈的 ,而不是由肌细胞本身提呈。实际情况也是这样 , 专职

APCs表达丰富的 MHC-Ⅰ 、Ⅱ类分子于其表面 , 而肌细胞只表

达少量 MHC-Ⅰ分子 ,MHC-Ⅱ类分子根本不表达 , 也缺少第二

信号分子的表达。这样 , 肌细胞就不可能作为抗原提呈细胞 ,

而只能作为体内抗原库 ,不断地释放抗原至细胞间隙。然后被

APCs吞噬 、加工 、提呈 , 进入 MHC-Ⅱ类免疫途径。按照这种推

理 ,肌细胞内表达的蛋白抗原不应该刺激出强有力的 MHC-I 类

反应。但实际情况刚好相反。APCs与肌细胞间肯定存在某种

联系。在肿瘤模型中证实[ 8] , 机体内存在着交叉提呈细胞 , 其

特性介于树突状细胞和巨噬细胞之间。交叉提呈细胞从细胞

间隙或细胞表面通过 hsp70 或 hsp90(Heat shock protein)捕获抗

原 ,经过胞内加工后 , 同时提呈 MHC-Ⅰ 和 MHC-Ⅱ限制性表位

于细胞表面。但其激活 CTL 需要 CD4+T 细胞的协助 , 而且

CD8+T细胞和 CD4+T细胞必需同时结合于 APC。在这种 3 种

细胞的相互作用中 , CD4
+
T 细胞通过其表面 CD154(主要表达

于活化的 CD4+T细胞上 ,也有少量表达于 CD8+T细胞上)与交

叉提呈细胞表面的 CD40 分子(主要表达于 B 细胞 、活化 DC 、滤

泡状 DC、内皮细胞)相互作用 ,从而上调或诱导产生多种重要

的能诱导 CTL 产生的细胞因子:B7.1、B7.2、CD44H 、ICAM-I、

TNF-α、IL-1β 和 IL-12 ,最后 CTL被激活。还有报道指出 , 抗原提

呈相关转运蛋白(Transporter associated with antigen-presentation ,

TAPs)缺陷型 APCs 仍能象其野生型一样有效地进行交叉激活。

这是否意味着抗原不需经 APCs 加工就可直接激活 CTL呢? 确

实有这种可能。因为肌肉细胞中也有丰富的蛋白酶体 , 它们可

将肌细胞中质粒表达的抗原蛋白加工成 MHC-I 限制性小肽并

提呈于细胞表面供 CD8+T细胞识别。虽然肌肉细胞不表达第

二信号分子 ,但专职 APCs 却可能为其提供。另外 , 最近有报告

显示 , 当专职 APCs 通过对其它细胞的凋亡小体的吞噬而加工

其中的肽或蛋白质时 ,此时就会出现交叉激活反应。

2.4　其它
　　(1)吞噬体过载:其中的外源蛋白质渗漏入胞浆 , 从而循

MHC-I类途径激活 CTL;(2)注射引起的局部炎症反应 , 引起淋

巴细胞回流至此 , 其中的专职 APC 可能乘机摄取质粒 DNA;注

射部位一些细胞的炎症性坏死 ,或在随后的 CTC 介导的杀细胞

效应中杀死的肌细胞释放胞内的质粒 DNA , 则专职 APCs 也可

于此摄取质粒 DNA。

　　所有的证据清楚地显示 , 骨髓源性 APCs 特别是 DCs 在

DNA接种后的免疫反应的起始中起着关键的作用。 这可由

DCs 直接激活 T 细胞和/或由骨髓源性细胞和/或体细胞如肌

细胞或角质细胞的抗原转移(交叉激活)而激活 T 细胞。另外 ,

体细胞在 DNA 接种后的免疫反应强度和持续时间上可能起着

重要作用。图 1示 DNA免疫的可能机制。

图 1　DNA疫苗诱导抗原特异的免疫反应的可能机制

3　免疫途径和免疫方法对 CTL反应的影响

　　皮肤和粘膜在解剖学上是外源抗原在正常情况下必须遇
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到的屏障 , 皮肤中的髓源性 APCs(专职 APCs), 也就是 LCs

(Langerhans cells)非常丰富 , 它从皮肤运送外源性抗原至引流淋

巴结 ,并于此激活 T 细胞。皮内注射编码流感病毒 NP 质粒或

编码 E.coli β-gal的人巨细胞病毒表达载体后 , 表皮中的角化

细胞 、纤维母细胞 、DCs 和巨噬细胞样细胞内均可检测出抗原

的表达。肌肉内注射质粒 DNA 后 , 用 PCR方法在非肌肉组织

细胞中不能检测出或只检出很少量的表达。然而 , 用基因枪方

法进行表皮接种 ,被轰击的细胞许多为 DCs(即 LCs), 并且随后

在引流淋巴结中可检测出来。这样看来 ,注射法应以 Th2 反应

为主(肌肉)或两者兼备(皮内), 而基因枪法则两者都很强 , 因

为多数 CD4+ T细胞识别从外源蛋白衍生而来的表位肽。这些

外源蛋白可以是肌肉细胞或表皮中非专职 APCs 细胞摄取质粒

后所表达的。这些蛋白被 APC 摄取后经加工处理 , 最后与

MHC-Ⅱ分子一起呈现于细胞表面。相反 , CD8+ T 细胞主要识

别内源性蛋白产生的肽 ,这些肽结合于 MHC-I 类分子上。在皮

内免疫时 ,由于皮肤中丰富的 APCs , 当皮内注射或基因枪时 , 有

许多专职APCs直接被转染 ,那么理应产生强烈的 MHC-Ⅰ类免

疫反应。而肌肉组织中 ,即使有也只有少量职业 APCs , 则肌肉内

注射后 ,应该产生以MHC-Ⅱ类反应为主的体液免疫。然而 , 实际

情况却不是这样。肌肉注射后往往导致 Th1 优势反应, 而基因

枪法往往导致Th2优势反应。这种机制尚有待进一步研究。

4　质粒 DNA中免疫刺激序列的作用

　　MHC-Ⅱ限制性 CD4+ Th 细胞按其分泌的 CKs不同可分为

两个亚型;Th1 和 Th2。 在接受 APCs 提供的抗原刺激后 , 幼稚

Th(Th0)分别由 IL-12 和 IL-4 调节而分化为 Th1 和 Th2。 Th1 细

胞主要分泌 IL-2 和 IFN-γ, 而 Th2 细胞主要产生 IL-4、IL-5、IL-6 ,

和 IL-10。鼠胞内病原体感染后 , 其体内产生 Th1优势反应 , 并

导致延迟性超敏反应。通过其分泌的 IFN-γ刺激 B 细胞分泌

IgG2a和 IgG3 的产生。 通过 IL-2 和 IFN-γ的产生也会激活

MHC-I限制性 CTL活性。相反 , 胞外病原体感染则常导致 Th2

的优势反应 。Th2细胞通过其分泌的 IL-4 而激活 B 细胞从而

产生 IgG1、IgE和 IgA ,并通过 IL-5 刺激嗜酸性粒细胞增生。Th1

和Th2 介导的免疫反应就是这样通过它们分泌的细胞因子而

经常相互排斥又相互调节的。

　　DNA 接种能产生 Th1 优势免疫反应已被大家所认识。 质

粒DNA(pDNA)的免疫原性需短免疫刺激 DNA 序列协助[ 9, 10] ,

这一序列中包含存在于特殊碱基串中的非甲基化 CpG 二核苷

酸。CpG 基元常以PuPuCpGPyPy 的形式出现于细菌基因组 DNA

序列和质粒中 ,出现频率为 1/ 16;而脊椎动物中较少 , 出现频率

为1/50。原核细胞 CpG 中的胞苷酸的甲基化不足 5%, 而真核

则达70%～ 90%。对于脊椎动物免疫系统来说 ,非甲基化 CpG

基序也可能是区别于原核细胞的信号 , 也是活化宿主防御系统

的一个信号。 这种非甲基化 CpG 基元可以和人工合成的含

CpG 的寡聚脱氧核糖核苷酸(Oligodeoxynucleotides , ODNs)一样

在体内活化单核/巨噬细胞系统 、DCs、B 细胞和 T 细胞 , 介导释

放多种细胞因子 ,如 IL-12、TNF-α、IFN-α和 IFN-β 、IFN-γ等 ,刺激

强有力的抗原特异的细胞免疫反应。这种作用的证据来自于

这样的事实:无蛋白编码区的载体可以象细菌 DNA 一样诱导

细胞因子的产生。另外 ,当质粒载体中的 CpG二核苷酸的胞苷

选择性甲基化后 ,疫苗的体外刺激细胞因子产生和体内抗体或

CTL产生的能力会同步下降。最后 ,同抗原性蛋白一起注射含

CpG基序的ODN 会加强抗体和细胞反应 ,这一点类似于编码同

一抗原的质粒 DNA的接种。 这些结果提示 , DNA 疫苗本身就

是一个复杂的佐剂。而且 , 这也给为什么相对少量的 pDNA 能

产生非常有效的免疫作出的一种解释。 DNA 疫苗的高效性显

然与此有关 , CpG ODNs 的免疫刺激作用已在近年用于人体临

床试验。

　　虽然源自细菌 DNA的 CpG 基序可导致体内和体外的免疫

刺激 ,但最近的实验[ 11]显示 , CpG ODN 的免疫刺激活性可被某

些非 CpG 基元所封阻。而且 , 从 DNA 疫苗的质粒骨架中去掉

这些抑制基序(串联重复的 CpG)可以提高免疫原性。 这些结

果可以解释为什么 DNA 疫苗在人和灵长类动物中远比小鼠中

的免疫原性低。因此 ,目前的工作主要集中在鉴定在人体中有

活性的序列单元。用于人体的质粒 DNA 的优化将包括清除抑

制基元和增加刺激基元。另外 ,也可能 , 在人体中 , 某些 CpG 序

列更趋向于诱导体液反应而非细胞反应。所以 , 质粒 DNA 接

种或用 CpG ODNs作为佐剂对那些抗体能起主要作用的疾病有

用。至于细胞免疫 , 即使质粒 DNA 疫苗不能最佳化用以提高

人体的细胞免疫反应 , 但其仍可以产生抗原并通过 MHC-Ⅰ 途

径呈递。也就是说 , DNA 疫苗仍可以激活细胞免疫反应 , 尽管

水平较低;而且 ,这可以用其它类型的疫苗来加强 , 即`激活-

加强' 途径[ 12] 。这一途径是最近出现的一种新免疫策略 , 就是

先用 DNA 疫苗的低水平长时间表达作为基础免疫 , 再用重组

减毒 FPV(Fowlpoxvirus)或 MVA(Modified vaccinia virus Ankara

strain)加强免疫 , 后者的特异抗原表达水平更高 , 扩大 DNA 免

疫所诱导的 T 细胞免疫反应 , 也提高已被 DNA 疫苗所激发的

高亲和力T 细胞水平(最高可占循环 CD8+T细胞的 30%)[ 13]并

使亲和力更加成熟。两者所表达的抗原是一样的 , 所刺激的特

异免疫反应也是一样的。这种免疫方式的免疫次序和加强免

疫的减毒病毒的株都不能随意改变 , 否则免疫效果会大大下

降。这种策略已经在小鼠的流感病毒感染模型[ 13] 、短尾猴的

HIV和 SIV(simian immunodeficiency virus)感染模型[ 14] 、小鼠的疟

疾感染模型[ 15]等中获得非常好的效果。

5　基因佐剂对 CTL反应的影响

　　DNA疫苗可视为一种基因佐剂 ,常见的基因佐剂见表 1。

表 1　常见基因佐剂

基因佐剂 免疫途径 抗体产生 DTH 反应 CTL活性

IL-12 i.m./ i.n. ※ ← ←

GM-CSF i.m./ i.n. ← ← ←

IL-2 i.m./ i.n. ※ ← ←

IL-15 i.m./ i.n. ※ ← ←

TCA3 i.m. ※ ← ←

B7.2 i.m. ※ ← ←

CD40配体 i.m. ← ← ←

MIP 1-a i.m./ i.n. ※ ← ←

　　在发现 CKs 调节 Th1 和 Th2 分化方向的基础上 , 利用表达

Th1 型CKs 的质粒是一条合理的途径 。表达 IL-12 质粒与 DNA
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疫苗共注射是一条吸引人的策略 , 而实际上 , 在肌肉和鼻腔内

两条给药途径中 , 它确实可以大大提高 Th1 诱导的细胞免

疫[ 17] 。这种策略也可被运用于蛋白质免疫原。同样 , IL-2、IL-

15 表达质粒也是 Th1 型免疫调节剂。共刺激分子也可用作佐

剂 ,它可使髓源性 APCs 或非专职 APCs 更易提呈抗原。有报道

已证实它们可以作为佐剂提高 DNA疫苗产生的 Th1 型免疫反

应。而且 , 循环至 DNA 注射点的巨噬细胞或者淋巴细胞对驱

动免疫系统也是一个重要因素 , 趋化因子编码 cDNA 可被用于

这一目的。在运用这些免疫调节分子时 , 应用质粒载体比直接

蛋白质注射要好得多。因为蛋白质可被蛋白酶降解 , 为了获得

持久效应 , 必须得到补充注射。虽然 DNA 也有可能被少量降

解 ,但就目前所知并不需要加强注射即可维持持久的表达。

6　结语及展望

　　总之 , DNA 疫苗对那些需要细胞免疫的疾病来说是一个令

人鼓舞的方法。目前 , DNA疫苗已安全地应用于人类的多个临

床实验。但也应看到 , DNA疫苗在人体实验的结果远比小鼠等

动物模型中的结果差 , 因此 , 未来研究道路上的一个关键问题

是如何优化 DNA 疫苗以使其诱导出强大的细胞免疫和/或体

液免疫。这将包括寻找并增加对人体有免疫刺激作用的免疫

刺激序列(ISS);去掉质粒骨架中对人体免疫有抑制作用的核苷

酸序列;在 DNA免疫的基础上再结合其它免疫方法 , 如激活-

加强途径;寻找和利用疫苗佐剂 , 包括生物佐剂(如细胞因子和

共刺激分子)和化学佐剂等。虽然 DNA 疫苗在人类疾病的应

用上还有一定的差距 ,但其对那些高死亡率疾病的潜在的广泛

应用前景 ,使得这种方法仍不失为对付那些灾难性疾病的一种

好方法。
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