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四 新型疫苗载体的发展趋势

核酸疫苗发展趋势

甲病毒复制子疫苗发展趋势

1、

2、

DNA疫苗作为第3代疫苗，尤其在人类尚未攻克的疑难病症的预防和治疗方面显示出了良好

的应用前景。大量临床实验发现，受试者并没有出现令人担忧的不良症状。目前，DNA疫苗面

临的主要问题是，由其引发的体液和细胞免疫达不到理想的状态和人们对其安全性的担忧。因

此，在提高DNA疫苗免疫效果的同时还需运用高效灵敏的检测技术进行长期的安全性评价。由

于传统疫苗的法规并不完全适用于DNA疫苗，涉及到疫苗安全性的诸多因素还处于研究探索阶

段，从疫苗设计、工程菌的选择、生产工艺、质量检验、 使用剂量、免疫途径到免疫程序都没

有相应的标准和成型的法规。此外，在疫苗设计上，可运用生物信息学合成安全有效的真核表

达质粒骨架；选用无抗生素抗性的选择标签， 如营养缺陷型和平衡致死系统选择标志，这样既

可保证质粒的稳定表达，又可消除因抗性基因引发的疫苗安全性问题，尽可能选择宿主范围窄

的质粒复制功能区和缩小质粒也是增加安全性的方法之一，还可采取生物遏制的方法在保证质

粒稳定复制的情况下抑制工程菌的过量增殖，以减少细菌内毒素对机体的伤害；或是选用食品

级的工程菌如乳酸乳球菌来增加疫苗的安全性。尤其要在适当的动物模型中进行细致的临床前

研究，积累大量的实验数据，为DNA疫苗法规的早日成型奠定基础。

目前，这种新型疫苗的研究尚处于研究早期，但国外已有报道用这种方法构建的流感病

毒、人单纯疱疹病毒的“自杀性”DNA疫苗免疫实验动物小白鼠，证实这种DNA疫苗不仅在诱

导体液免疫和细胞免疫方面均优于相应的常规DNA疫苗，而且低剂量、一次免疫就可提供很强

的免疫保护。如Haihanran等人以SIN病毒复制子为载体，以人单纯疱疹病毒HSV21的gB基因

为目标基因构建的“自杀性”DNA疫苗，pSIN2.5-gB的免疫剂量较常规DNA疫苗的免疫剂量低

得多，0.1μg即可提供完全保护，展示了“自杀性”DNA疫苗巨大的开发潜力与良好的应用前

景。Leitner等人用SINV、SFV载体与肿瘤相关抗原（TAAs）的模式抗原lacZ构建的复制子免

疫小鼠，发现两者均产生了较强的体液免疫和细胞免疫，能抵抗同源肿瘤细胞的攻击，还能显

著延长荷瘤小鼠的存活时间。Leitner用携带自身肿瘤抗原酪氨酸激酶相关蛋白21的SINV复制子

免疫小鼠，可以打破小鼠机体自身的免疫耐受，并使小鼠对黑色素瘤产生免疫。方六荣等人以

SFV的复制子为载体构建的伪狂犬病毒gC基因“自杀性”DNA疫苗在实验动物上的研究结果也

证实了“自杀性“DNA疫苗在诱导体液免疫和细胞免疫方面均优于相应的常规DNA疫苗。邓瑶

等人使用等量的pSCA2SS1和pcDNA3112SS1分别转染细胞后发现，前者表达强度是后者的3
倍，诱导凋亡的能力是后者的11倍；用1μgpSCA2SS1免疫小鼠产生的抗体滴度与CTL水平，

分别与pcD2NA3112SS1免疫小鼠中10μg和100μg组相当，说明较低剂量的SFVDNA疫苗可诱

生与常规DNA疫苗高剂量组相近的结果。说明对于pSCA这类复制型载体，免疫接种的质粒DNA
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不是越多越好，这也是由复制型载体的特性所决定的。当机体细胞摄入了较

多的质粒DNA后，由于存在RNA的复制，产生大量双链RNA的复制中间体，

迅速诱导细胞凋亡，从而影响了抗原表达及处理。Onate等人用携带流产布

氏杆菌的Cu、Zn超氧化物歧化酶（SOD）基因重组的SFV载体腹腔接种小

鼠，能够有力地抵抗流产布氏杆菌的攻击。

虽然很多研究表明甲病毒载体疫苗具有较好的免疫效果，但也有甲病

毒载体诱导的特异性体液免疫反应不及传统的DNA疫苗载体的报道。张健慧

等人比较了携带HIV21Pr55gag的SFV复制子和传统DNA疫苗在小鼠中的体

液免疫原性，发现用0.1和1.0μg的SFV及pcDNA2gag表达质粒肌肉注射小

鼠均不能诱导出gag特异性免疫反应。而分别用10、30和100μg剂量的载体

SFV及pcDNA2gag表达质粒免疫小鼠，后者诱导的Th1型gag特异性抗体高

于前者。产生这种结果与携带的抗原自身有关。SFV复制子过早诱导了宿主

细胞凋亡，而gag蛋白转运到细胞膜是一个耗能过程，与介导蛋白质折叠或

细胞内转运的多种因子有关，细胞病变可能改变或干扰gag类病毒颗粒的组

装和出芽过程。倪兵等人研究的结果证实，pSMART2a/PIA的刺激特异CTL
应答能力和对肿瘤的防治作用都高于pCIneo/PlA。但两种重组质粒却没有产

生任何抗原特异抗体。其中机制尚不太清楚。陈水平等人在对我国登革热病

毒D243株PrME基因的复制型载体质粒DNA的免疫原性研究中发现，该质粒

DNA经肌肉免疫BaLB/c鼠，结果诱导产生了登革热病毒的特异性抗体，但抗

体水平较低，这可能与多种因素有关。首先是靶基因PrME，其次是免疫途径

也直接影响DNA的吸收、表达及细胞抗原的呈递能力。

“自杀性”DNA疫苗免疫效果与插入的外源基因有关。Hsu等人将结核

分枝杆菌热休克蛋白（heatshockprotein70, Hsp70）基因和人的多发性乳头

瘤病毒16（HVP16）E7基因相连插入含有SFV复制子的复制性DNA载体中注

射小鼠，结果能诱发出比不插入热休克蛋白基因更强的细胞免疫。他证明，

给抗原基因上连接热休克蛋白基因能极大提高自杀性DNA疫苗的免疫效果。

这与张健慧和陈水平等人的研究结果相似，说明免疫效果与插入的外源基因

有关。

SFV病毒对神经细胞具有高度的亲嗜性，因此在神经系统的研究中得到

了广泛应用。Ehrengruber等人报道了在小鼠海马回神经元细胞中用辛德毕

斯病毒载体表达绿色荧光蛋白，表明辛德毕斯病毒复制子能够感染神经元细

胞。与BHK细胞在感染辛德毕斯病毒复制子两天后就全部死亡不同，神经元

细胞在转染辛德毕斯病毒载体后能够存活5天。细胞病变的延迟可能是因为复

制子RNA合成的减少，也可能是不同细胞中细胞因子的差异所致。

近年来甲病毒复制子在肿瘤研究上具有很大的进展。2004年，Tseng等
人利用辛德毕斯病毒纤突对细胞表面层粘连蛋白的靶向结合性进行试验，

仅单次腹膜内注射携带了抗肿瘤基因的SINV载体，即可靶向作用于皮下、

胰脏、腹膜和肺脏的大多数肿瘤细胞，而对正常细胞没有感染能力，同时

SINV复制子足以诱导肿瘤的完全退化。2004年，倪兵等人将表达质粒P1A/
pSMART2a和包装质粒helper到293细胞中，制备高水平的重组甲病毒P1A/
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SFV，用其免疫动物后能激发比对照组强得多的CTL杀伤效应。在E/T比为100∶1时，P1A/SFV
组CTL的杀伤率为75%。在保护性和治疗性实验中，于60d实验期限内，P1A/SFV的效果最好。

2005年，Goldberg等人对表达酪氨酸酶的VEEV复制子病毒样颗粒和普通质粒DNA载体，进行

了免疫效果的比较，结果表明复制子载体较普通质粒DNA载体具有更强的免疫应答与抗肿瘤能

力。2006年，Cheng等人将编码钙网织蛋白（calreticulin, CRT）的缺陷型SIN复制子病毒样颗

粒免疫BALB/c小鼠，结果表明具有很强的抗肿瘤效果。

甲病毒表达载体系统已经是一种成熟、安全、高效的表达系统，已广泛用于蛋白的表达、

结构和功能的研究。同时以重组甲病毒作为疫苗的研究也取得了较大的进展。以甲病毒表达载

体系统装配成具有感染性的逆转录病毒颗粒，为基因治疗开辟了一种新途径。对甲病毒诱导的

细胞程序性死亡的机制研究，则为肿瘤的治疗提供了新方法。今后改进甲病毒载体的转染方

法，提高细胞的摄入率；研制开发有效的甲病毒载体包装细胞系；在甲病毒载体中引入可调节

RNA翻译效率和增强mRNA稳定性等顺式调控元件；进一步开发可控制表达和诱导细胞调亡的

甲病毒载体；在结构蛋白基因中引入更有效的靶向结合位点等，都将为甲病毒载体进一步开发

和应用提供广阔的前景。

 细菌/病毒活载体疫苗发展趋势3、

为了找到一种能够在体内较长时间存在，且本身对机体既安全又能产生持续免疫力的疫

苗，利用乳酸菌表达系统生产口服疫苗，成为未来发展的方向。病毒活载体疫苗的未来发展趋

势是一苗多价，利用基因工程的方法对病毒致病基因进行改造，并增添外源基因，生产多价疫

苗，以达到一苗产生多价抗体的目的。

乳酸菌口服疫苗的优点

可直接口服，无需静脉注射给药，避免了由静脉注射导致的感染危险；i. 
模仿自然感染途径，能够同时在消化道、呼吸道、生殖泌尿道和乳腺引起黏膜免疫反ii. 
应；

产生sIgA（3g/d），引起Th1、Th2-typeCD4+反应和CD8+细胞毒T淋巴细胞反应，iii. 
筑起由sIgA介导的第一道防线；

高效，同时引起黏膜和系统免疫反应，也能诱导全身耐受，抵抗特异性T淋巴细胞介iv. 
导的迟发性炎症反应。黏膜表面包含高浓度的淋巴细胞，如在黏膜相关淋巴组织中

有6×1010个抗体形成细胞，而在淋巴器官中只有2.5×1010个淋巴细胞。黏膜免疫不

仅激发产生大量的sIgA，而且也产生IgG；在黏膜组织中，免疫球蛋白总量的80%是

IgA，尤其是sIgA。黏膜抵抗感染的功能主要依赖于sIgA的免疫屏障作用：一方面阻

止微生物毒素等小分子致病因子以扩散或渗透的方式穿越黏膜屏障；另一方面阻止大

分子致病因子与上皮细胞受体结合，从而封闭它们黏附到黏膜上皮细胞而入侵机体的

致病途径。黏膜免疫能同时产生局部免疫反应和全身性免疫反应，而经肌肉接种疫苗

的途径只能产生全身性免疫反应。IgA抗体，尤其是sIgA在黏膜免疫反应中具有主要

的免疫保护作用，IgG、IgM、IgD和IgE等免疫球蛋白在黏膜免疫反应中也起着不可

忽视的作用。
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小词典小词典

1. 基因载体（vector）：能携带目的基因，实现无性繁殖所采用的可独立复制的完整DNA分

子。又称克隆载体。其中为表达出蛋白质设计的载体又称表达载体。常用的载体：质粒、噬菌

体DNA、病毒DNA。载体的选择标准：能自主复制；具有两个以上的遗传标记物，便于重组

体的筛选和鉴定；有克隆位点（外源DNA插入点），常具有多个单一酶切位点，称为多克隆位

点；分子量小，以容纳较大的外源DNA。

2. 生物安全：指生物技术从研究、开发、生产到实际应用整个过程中的安全性问题。广义的

生态危害应包括生物体（动物、植物、微生物），主要是致病性微生物或其产物（来自于各种

生物的毒素、过敏原等）对健康、环境、经济和社会生活的现实损害或潜在风险。其狭义概念

为由于人为操作或人类活动而导致生物体或其产物对人类健康和生态环境的现实损害或潜在风

险，主要包括：基因技术、操作病原体（活的生物体及其代谢产物）和由于人类活动使非土著

生物进入特定生态区域，即生物入侵等所造成的危害。

3. 生殖毒性：指外来物质对雌性和雄性生殖系统，包括排卵、生精，从生殖细胞分化到整个细

胞发育，也包括对胚胎细胞发育所致的损害，引起生化功能和结构的变化，影响繁殖能力，甚

至累及后代。

4. 疑似预防接种异常反应：是指在预防接种过程中或接种后发生的可能造成受种者机体组织器

官、功能损害，且怀疑与预防接种有关的反应。

其含义为：① 病例的发生与预防接种存在合理的时间关联性，即必须是在预防接种过程中或接

种后一定的时间内发生；② 受种者机体发生一定的组织器官或功能方面的损害; ③ 在就诊时怀

疑病例的发生与预防接种有关。

疑似预防接种异常反应在国际上称为预防接种不良事件（AEFI）。疑似预防接种异常反应按发

生原因分为：一般反应、异常反应、疫苗质量事故、实施差错事故、偶合症、心因性反应和不

明原因反应。


