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摘　要:为实现到２０５０年在全球范围内根除结核病(Tuberculosis,TB)这一宏伟目标,迫切需要开发新的 TB疫苗和疫

苗接种策略.虽然卡介苗(BacilleCalmetteＧGuérin,BCG)在保护儿童免受粟粒性结核和结核性脑膜炎等方面获得了成功,但
其对成人肺结核(Pulmonarytuberculosis,PTB)的保护效果仍然存在较大差异(０~８０％).目前,有包括第一代疫苗和第二代

疫苗在内的几十种新型 TB疫苗已处于临床前或临床研究的不同阶段,而作为第三代疫苗的核酸疫苗随着医药技术的发展也

逐渐走入人们的视野.本文主要综述了TBDNA疫苗的免疫学机制、研究现状、免疫增强策略和TBDNA疫苗存在的问题与

应用前景,以期为开发更安全、更高效的新型 TBDNA疫苗提供新的思路和视角.
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ResearchprogressintuberculosisDNAvaccineanditsactionmechanism
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Abstract:Inordertoachievethegrandgoalofeliminatingtuberculosis(TB)globallyby２０５０,itisurgentlyneededtodeＧ
velopnovelTBvaccinesandvaccinationstrategies．AlthoughBacilleCalmetteＧGuérin (BCG)hasbeensucceededinprotecting
childrenfrom miliarytuberculosisandtuberculousmeningitis,itsprotectiveeffectonadultpulmonarytuberculosis(PTB)is
stillweak(０Ｇ８０％)．Todate,adozensofnovelTBvaccines,includingfirstＧgenerationandsecondＧgenerationvaccines,arein
differentstagesofpreclinicalorclinicalresearch．AsthethirdＧgenerationvaccine,nucleicacidvaccineshavegraduallyentered

people’sfieldofvisionwiththedevelopmentofmedicaltechnology．ThisreviewmainlysummarizestheimmunologicalmechaＧ
nismofTBDNAvaccine,thecurrentstatusofTBDNAvaccineresearch,thestrategyofTBDNAvaccineimmunityenhanceＧ
ment,andtheproblemsandapplicationprospectsofTBDNAvaccine．Wehopetoprovidenewideasandperspectivesforthe
developmentofsaferandmoreefficientnovelTBDNAvaccines．
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　　结核病(Tuberculosis,TB)是由结核分枝杆菌

(Mycobacteriumtuberculosis,M．tb)引起的以呼吸

道为主的人兽共患传染性疾病,可累及全身多个脏

器,严重危害人类健康[１Ｇ２].随着医药技术的发展,

人类在对抗 TB方面已取得了一定的成果,包括有

效的治疗性药物及预防性疫苗的研发.但由于耐多

药(Multidrugresistance,MDR)和广泛耐药(ExＧ
tensivedrugresistant,XDR)结核菌株的出现、人类

获得性免疫缺陷病毒 (Humanimmunodeficiency
virus,HIV)合并 M．tb 的双重感染、高危人群流动

的日益增多、COVIDＧ１９全球大流行以及部分国家

对TB的忽视等诸多因素,TB发病率在全世界范围

内呈回升趋势[３Ｇ４].据世界卫生组织(WorldHealth
Organization,WHO)统计,２０２０年全球结核潜伏感
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染(Latenttuberculosisinfection,LTBI)人群接近

２０亿,新发TB患者９８７万例.我国２０２０年估算的

TB新发患者数为８４．２万例,较２０１９年的８３．３万

例略有回升,在３０个 TB高负担国家中我国估算

TB发病人数排第２位,仅低于印度的２５９万例[５].
受COVIDＧ１９全球大流行的影响,TB诊断和治疗

服务受到中断,致使全球 HIV阴性人群的 TB死亡

人数由２０１９年的１２１万例上升至１２８万例,出现了

自２００５年以来 TB 死亡人数首次增加的现象[５].

TB不仅给患者本人的身心带来极大的痛苦和危

害,也给患者亲友和社会造成了巨大的负担和影响.
至今,卡介苗(BacilleCalmetteＧGuérin,BCG)

仍是唯一被批准使用以预防 TB的疫苗[６],虽然其

可大大降低小儿粟粒性结核病和结核性脑膜炎的发

病率,但其保护力不稳定,差异较大,对保护成年人

免患肺结核(Pulmonarytuberculosis,PTB)的效率

并不十分理想,且无法应用于免疫缺陷患者[７Ｇ１０].
究其原因可能与BCG菌株差异、感染 M．tb菌株毒

力的差异、M．tb 的内源性复燃和外源性再感染、接
种人群遗传背景、免疫状态与营养水平以及临床试

验方法的差异性等有关.随着疫苗学的迅速发展,
新型 TB疫苗已得到广泛研究[１１],如进入II和III
期临 床 的 第 １ 代 减 毒 或 重 组 活 疫 苗 MTBVAC
(ClinicalTrials．govIdentifier:NCT０３５３６１１７)和

VPM１００２(ClinicalTrials．govIdentifier:NCT０３１５２９０３),
进入IIa和IIb期临床的第２代亚单位疫苗ID９３＋
GLAＧSE(ClinicalTrials．govIdentifier:NCT０２４６５２１６)
和 M７２/AS０１E (ClinicalTrials．gov Identifier:

NCT０４５５６９８１)等,第３代腺病毒载体疫苗如 Ad５
Ag８５A(ClinicalTrials．govIdentifier:NCT０２３３７２７０)
及 ChAdOx１ ８５AＧMVA８５A (ClinicalTrials．gov
Identifier:NCT０３６８１８６０)等也进入临床试验阶段.
同样作为第３代疫苗的核酸疫苗以其多价、经济、稳
定等优点成为近年来 TB疫苗研究的热点之一,备
受疫苗研究工作者的关注.因此,本文就 TBDNA
疫苗的免疫学机制、研究现状、免疫增强策略、存在

的问题及应用前景作一综述,以期为 TBDNA疫苗

研究提供新的思路和视角.

１　TBDNA疫苗免疫学机制

自１９９０年 WolffJA 等[１２]首次报道小鼠经肌

肉直接注射纯化的 RNA 或 DNA 重组表达载体可

使其基因在局部肌细胞内表达数月,甚至持续终生,
且未出现外源核酸与宿主染色体整合等现象以来,
核酸疫苗成为世界瞩目的传染病防治新工具,被称

为疫苗学的“新纪元”.核酸疫苗又称基因疫苗,包
括DNA疫苗和 RNA 疫苗,其中 DNA 疫苗是指将

能诱导机体保护性免疫反应的病原体抗原编码基因

和真核表达载体相连接,采用某种方法将重组 DNA
质粒导入接种者机体,通过宿主细胞的转录、翻译并

合成目标抗原蛋白.目标抗原加工形成抗原多肽后

与宿主细胞 MHCI类和 MHCII类分子结合并被

呈递给宿主免疫识别系统,诱导机体产生特异性体

液免疫和细胞免疫应答,以达到预防或治疗相应疾

病的目的[１３Ｇ１５].针对 TBDNA 疫苗诱导的各种免

疫反应,包括细胞毒性CD８＋ T细胞介导的 Th１型

免疫应答,CD４＋ T细胞介导的 Th２型免疫及IFNＧ
γ反应等[１６].目前,提出了 TBDNA疫苗刺激宿主

免疫系统的两种主要机制:１)内源性抗原诱导机制:
即注射部位组织细胞(如肌细胞或上皮细胞等)、专
职抗原呈递细胞(Antigenpresentingcells,APCs)
或其他炎性细胞内化重组质粒 DNA 并在胞内表达

目标抗原.内源性目标抗原经抗原处理相关转运体

(Transporterassociatedwithantigenprocessing,

TAP)转运至内质网,通过加工修饰成为具有免疫

原性的抗原肽;抗原肽与内质网中合成的 MHCI
类分子结合,形成抗原肽ＧMHCI类分子复合物;后
者转入高尔基体再通过分泌小泡将其运至组织细胞

或 APCs表面,供相应CD８＋ T细胞识别并结合(图

１Ｇ①和１Ｇ②).２)外源性抗原诱导机制:被分泌至胞

外的目标抗原经注射部位 APCs吞噬或吞胞饮后形

成吞噬体,随后与胞内溶酶体融合形成吞噬溶酶体;
外源性目标抗原在吞噬溶酶体内酸性环境中被蛋白

水解酶降解为小分子多肽;内质网中合成的 MHC
Ⅱ类分子进入高尔基体后,由分泌小泡携带,通过与

吞噬溶酶体融合,使抗原肽与小泡内 MHC Ⅱ类分

子结合形成抗原肽ＧMHC Ⅱ类分子复合物;该复合

物表达于 APCs表面后被相应CD４＋ T细胞识别并

结合.此外,部分外源性非胸腺依赖性抗原(ThyＧ
musＧindependentantigen,TIＧAg)可直接激活初始

B细胞而无需辅助性 T细胞的参与,进而诱导机体

形成体液免疫应答,产生抗原特异性抗体(图 １Ｇ
③).

２　TBDNA疫苗研究现状

随着对M．tb 致病机制认识的深入,TBDNA
疫苗的研制不仅局限于针对未感染人群抗 M．tb 感

染的预防,研发针对 LTBI的疫苗,达到抑制、清除

宿主体内潜伏感染的细菌,防止 TB复发也是其重

要的目标之一.基于 TB亚单位疫苗研发中积累的
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注:①为注射部位肌细胞内化重组 DNA质粒,表达目标抗原蛋白(内源性)并递呈抗原肽以激活 CD８＋ T细胞.②为注射

部位 APCs内化重组 DNA质粒,表达目标抗原蛋白(内源性)并递呈抗原肽以激活CD８＋ T细胞.③为被分泌的外源性目

标抗原蛋白直接激活B细胞或经 MHCII类分子激活CD４＋T细胞.

图１　TBDNA疫苗经肌肉注射免疫后诱导机体形成免疫应答的可能机制

Fig．１　MechanismofimmuneresponseinducedbyintramuscularimmunizationwithTBDNAvaccine

大量经验,已有超过６０种 M．tb抗原被确定为候选

优势抗原,并在临床前动物模型中用作抗 TB疫苗

进行研究.M．tb培养滤液蛋白１０(Culturefiltrate
protein,１０kDa,CFPＧ１０)、早期分泌 ６kDa蛋 白

(Earlysecretoryantigenictarget,６kDa,ESATＧ６)、

Ag８５复合物及热休克蛋白６５(Heatshockprotein
６５,Hsp６５)等被广泛研究的抗 M．tb 保护性抗原同

样成为了 TBDNA 疫苗的候选目标.针对这些优

势候选抗原基因,研究者们进行了大量的临床前研

究.目前,已有多种 TBDNA疫苗在临床前动物实

验中获得了比较理想的效果.

２．１　CFPＧ１０和 ESATＧ６　CFPＧ１０和 ESATＧ６是

BCG中丢失的 RD１(regionofdifference,RD)区编

码的关键毒力蛋白分子,分别由 Rv３８７４和 Rv３８７５
基因编码.两者以完全折叠的结构按１∶１形成紧

密的 复 合 物,具 有 较 好 的 抗 原 特 异 性 和 免 疫 活

性[１７Ｇ１８],其作为新型疫苗的候选抗原除用于 TB预

防外,亦可作为诊断用特异性抗原用于鉴别 M．tb
感染和BCG接种[１９Ｇ２０].

１９９９年,KamathAT 等[２１]就曾尝试用 M．tb
分泌蛋白 MPT６４、Ag８５B和 ESATＧ６作为候选基

因制备DNA疫苗并在小鼠模型中测试其免疫原性

和保护功效.结果发现,DNA 疫苗免疫后４周,小
鼠IFNＧγCD４＋T 细胞活化增强,同时体内产生高

滴度抗原特异性IgG抗体.这３种 DNA载体均显

示出一定的保护作用,且其中 Ag８５B效果最佳,其
他依次为ESATＧ６和 MPT６４,但遗憾的是上述三种

DNA疫苗均未达到用 BCG 免疫后形成的保护水

平.国内学者王雪梅等[２２]构建 pVAX１/ESATＧ６
疫苗,并经电转染免疫小鼠.结果发现,免疫小鼠血

清中抗ESATＧ６特异性抗体IgG水平明显升高,血
清中IFNＧγ水平、小鼠脾淋巴细胞增殖水平及分泌

IFNＧγ淋巴细胞数明显均高于空质粒组和生理盐水

对照组.
除单独采用包括ESATＧ６在内的 M．tb 蛋白基

因构建成 TBDNA疫苗外,与细胞因子或其他蛋白

因子构建成多顺反子 DNA 质粒也被广泛研究.其

中 MaueAC及其团队[２３]发现质粒编码的 GMＧCSF
和CD８０/CD８６新型 ESATＧ６:CFP１０DNA 疫苗共

同给药可增强抗原特异性细胞介导的免疫反应.与

单独ESATＧ６DNA疫苗接种相比,ESATＧ６:CFP１０
＋GMＧCSF＋CD８０/CD８６DNA 疫苗接种动物表现

出外周血单个核细胞(PeripheralbloodmononucleＧ
arcell,PBMC)CD２５表达上调,ESATＧ６:CFP１０特

８２２ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０２２,３８(３)



异性IFNＧγ分泌细胞增加以及抗原特异性细胞增

殖反应增强等.同时,在一项低剂量毒性牛结核分

枝杆菌气溶胶攻击试验中,出生时接种BCG或ESＧ
ATＧ６:CFP１０＋GMＧCSF＋CD８０/CD８６DNA 的小

牛在感染后表现出肺和肺相关淋巴结的病变严重程

度降低.此外,抗菌肽βＧ防御素Ｇ２与 ESATＧ６构建

的融合DNA疫苗pDE同样显示出与BCG 相似的

保护功效.pDE免疫小鼠对 H３７Rv标准株及高毒

力临床分离株LAM５１８６的攻击形成有效抵抗,感
染后的小鼠存活率、肺细菌负荷和组织损伤均得到

有效改善.而 BCG 初免,然后用pDE进行加强的

动物则显示出更高的存活率和更少的肺组织损

伤[２４].国内学者王庆敏等[２５]评估了针对 M．tb 的

泛素(UbGr)融合 ESATＧ６DNA 疫苗后发现,UbＧ
GRＧESATＧ６融合 DNA 疫苗接种改善了抗原特异

性细胞免疫反应,与非融合 DNA疫苗相比,UbGRＧ
ESATＧ６融合DNA疫苗免疫的小鼠中,Th１型细胞

因子IFNＧγ、IgG２a与IgGl相对比率以及增殖性 T
细胞反应的产生显著增强.同样,XuJ等[２６]构建了

一种编码ESATＧ６和树突细胞生长因子 Flt３配体

的重组DNA疫苗pIRESＧESATＧ６ＧFL,该疫苗免疫

的小鼠表现出更强的 Th１型免疫反应,伴随着更高

水平的脾脏淋巴细胞增殖,Th１型细胞因子(IFNＧγ
和ILＧ２)以及血清特异性抗体的增加,较低水平Th２
型细胞因子(ILＧ４和ILＧ１０)分泌等.随后,该团队

进一步构建编码 ESATＧ６３个 T 细胞表位和 Flt３
配体的新型重组质粒,并采用肌肉注射该 DNA 疫

苗和鼻内施用表位肽的策略来诱导小鼠更高的免疫

反应.最后得到了前期研究相一致的结果,而且还

显著增强了其对M．tb攻击的保护作用[２７].
针对 ESATＧ６DNA 疫苗的治疗作用,Lowrie

等[２８]曾报道,经ESATＧ６DNA疫苗治疗后,小鼠肺

和脾脏中的M．tb 荷菌量减少,T 细胞谱向 Th１型

免疫应答方向改变.YuanW 等[２９]也同样发现,小
鼠接种由 ESATＧ６与 Ag８５B及 HspX 构建的多顺

反子质粒 DNA 疫苗pAEH 后,其外周血 CD４＋ 和

CD８＋ T细胞比例,分泌 ESATＧ６、Ag８５B和 HspX
特异性IFNＧγT 细胞频率上升,同时伴随着体外

IFNＧγ和ILＧ２的产生水平显著增加.此外,被治疗

小鼠肺部和脾脏结核样炎症减轻,M．tb的复制被明

显抑制等.但值得注意的是吴雪琼团队等则发现相

比于单一 Ag８５ADNA 疫苗,含有一个 ESATＧ６基

因拷 贝 的 Ag８５A/ESATＧ６ 嵌 合 DNA 疫 苗 在

MDRＧTB感染小鼠中的免疫治疗效果被降低[３０],而
插入两个 ESATＧ６基因拷贝的嵌合 DNA 疫苗,则

进一步加速 MDRＧTB临床分离株和药物敏感株感

染小鼠的死亡率速度[３１].这也与国外学者 DeyB
等[３２]早期报道新型 TBDNA疫苗 DNAEＧ６加强针

消除ESATＧ６重组卡介苗(rBCG)对豚鼠抗M．tb感

染的保护作用相一致.

２．２　Ag８５复合物　Ag８５复合物是M．tb主要的分

泌性蛋白,可从早期培养物中分离,作为重要的毒力

因子,其主要通过纤维连接蛋白和弹性蛋白结合并

介导M．tb 的黏附、侵袭及细胞壁的合成[３３Ｇ３５].复

合物由在氨基酸和基因水平上具有广泛交叉反应性

和同源性的 Ag８５A、Ag８５B和 Ag８５C３个组分构

成,分别由fbpA(Rv３８０４c)、fbpB(Rvl８８６c)和fbpCl
(Rv３８０３c)基因编码[３６].Ag８５分子能刺激 Th１细

胞活化并诱导其分泌 TNFＧα、IFNＧγ等多种细胞因

子,活动性 TB患者血清中也存在大量 Ag８５特异

性抗体[３７Ｇ３８].正由于这个特性,Ag８５复合物在 TB
诊断和疫苗研发[３９]、免疫治疗[４０]等方面有着重要

的应用潜力.

１９９６年,HuygenK 及其团队[４１]对编码 Ag８５
的DNA疫苗免疫原性进行了评估,其发现这些构

建体能很好的诱导小鼠体液和细胞免疫反应,并在

接下来的抗M．tb保护效果研究中发现Ag８５C基因

重组DNA疫苗效果不及 Ag８５A和 Ag８５B.随后,

D’SouzaS等[４２]也同样证明,Ag８５DNA 疫苗经肌

肉注射免疫 C５７BL/６(HＧ２b)和 BALB/c(HＧ２d)小
鼠后,M．tb 感 染 的 C５７BL/６ 小 鼠 对 Ag８５A 和

Ag８５B来源的抗原肽反应强烈,但对来自 Ag８５C
的抗原肽没有反应;而 M．tb 感染的 BALB/c小鼠

仅对来自 Ag８５A的抗原肽反应.
针对 Ag８５复合物DNA疫苗不同的免疫方案,

TangheA等[４３]用Ag８５质粒DNA、Ag８５蛋白以及

Ag８５质 粒 DNA 初 免ＧAg８５ 蛋 白 加 强 方 案 免 疫

C５７BL/６小鼠后发现,相比于单独的 Ag８５蛋白佐

剂疫苗,DNA疫苗免疫诱导了更强大的 Th１型细

胞因子反应,且 Ag８５质粒 DNA初免ＧAg８５蛋白加

强免疫后小鼠脾淋巴细胞中ILＧ２和IFNＧγ反应增

加了两到四倍.上述３种免疫方案均能诱导机体产

生抗 Ag８５抗体,但 Ag８５蛋白佐剂疫苗主要诱导

IgG１,而 Ag８５质粒 DNA 和 DNA 初免Ｇ蛋白质加

强疫苗接种则优先诱导IgG２a抗体的分泌.同时,
攻毒实验也发现,外源性 Ag８５蛋白强化了 Th１型

CD４＋ 辅助性 T细胞在介导保护性免疫应答中的主

导作用,加强了DNA疫苗对M．tb攻击感染的保护

功效.同样,基于表达 Ag８５B 和 Rv３４２５ 抗原的

DNA疫苗和慢病毒载体疫苗在增强BCG免疫效果
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和保护C５７BL/６小鼠抗M．tb感染方面的研究中发

现,慢病毒载体和DNA疫苗极大地提高了BCG对

M．tb的保护功效,表现为免疫小鼠体重下降变缓、
肺部细菌负荷和组织学损伤显著减轻等[４４].而在

另一项以编码堪萨斯分枝杆菌 Ag８５B蛋白的rBＧ
CGＧMkan８５B初免,表达 Ag８５B基因的质粒 DNA
(DNAＧMkan８５B)进行加强免疫的研究中同样发

现,DNAＧMkan８５B能显著增强小鼠 CD８＋ T 细胞

抗M．tb 免疫应答,并有助于克服当前 BCG 在抗

M．tb保护性免疫方面有限的有效性[４５].
与其他分枝杆菌或非分枝杆菌抗原结合构建编

码 Ag８５A多顺反子 DNA 疫苗也逐渐被证明是预

防 TB的有效方法.ZhangX 等[４６]在研究 Ag８５A
共表达 GMＧCSF质粒 DNA 疫苗中发现,GMＧCSF
单独或组合共表达对BALB/c小鼠模型中CD４＋ 和

CD８＋ T细胞IFNＧγ反应、CTL细胞活性和 M．tb
攻击的免疫保护作用显著增强.ILＧ１５融合表达构

建pcDNA３．１ＧAg８５AＧILＧ１５质粒肌内免疫 C５７BL/

６小鼠３次后,接种pcDNA３．１ＧAg８５AＧILＧ１５的小

鼠在肺中产生了更多的分泌性IgA (sIgA),并获得

了对 Ag８５A 增 强 的 血 清 IgG 反 应.免 疫 小 鼠

IgG２a/IgG１ 比 率 上 调,自 然 杀 伤 细 胞 活 性 及

Ag８５A特异性脾脏 T 细胞增殖增强.CD４＋ T 细

胞向 Th１型极化,并显著上调血清中IFNＧγ的水

平[４７].MirFA 等[４８]利用来自口蹄疫病毒的自裂

解肽２A 与 Rv３４０７、Ag８５A 及 HspX构建新型 TB
DNA疫苗,结果发现接种 VＧ２A 疫苗的小鼠对所有

３种抗原都产生了抗原特异性细胞和体液反应,对

M．tb气溶胶攻击的保护作用与 BCG 相当.同样,
国内 学 者 Yao W 等[４９]将 牛 疱 疹 病 毒 １ VP２２
(BVP２２)编 码 基 因 与 Ag８５B 编 码 基 因 整 合 到

DNA载体中,并与单独编码 Ag８５B 的质粒 DNA
比较其在C５７BL/６小鼠中的免疫反应和保护功效.
结果发现,小鼠免疫后,除了IFNＧγ分泌细胞的数

量增加外,共表达BVP２２和Ag８５B的DNA诱导的

Ag８５B特异性抗体和脾淋巴细胞增殖反应也显著

高于仅接种编码 Ag８５B的 DNA 免疫的小鼠.此

外,根据肺和脾脏的组织病理学检查和细菌载量测

定,BVP２２ＧAg８５BDNA免疫引起的对静脉内 M．tb
攻击的保护超过了单独由 Ag８５BDNA 引起的反

应,且与BCG疫苗无显著性差异.

２．３　热休克蛋白６５　Hsp６５是 Hsp家族中被研究

最多、最有希望成为 TB 疫苗有效抗原的成员之

一[５０].Hsp６５蛋白细胞表位较多,结构和功能类似

于真核 Hsp７０蛋白,在基质金属肽酶９的水解下,

产生大量可刺激宿主适应性免疫应答的免疫原

性肽[５１].
早期研究表明,小鼠注射编码 M．tb 单一抗原

Hsp６５的质粒 DNA 后,机体被诱导产生特定的细

胞和体液免疫反应,并对随后的 M．tb 攻击产生抵

抗,其 保 护 作 用 与 BCG 疫 苗 相 当,且 显 著 优 于

Hsp６５蛋白抗原的免疫效果[５２].国内学者 DaiW
等[５３]也发现,小鼠经肌肉注射 １００μg Hsp６５ 或

Hsp７０DNA疫苗后,其脾淋巴细胞增殖能力较生

理盐水对照组、空载体组显著增强,腹腔巨噬细胞分

泌 NO水平、血清ILＧ２和IFNＧγ含量也显著上升.

Hsp７０DNA疫苗可明显增强小鼠免疫应答,但其

强度 似 乎 不 如 Hsp６５ DNA 疫 苗.BALB/c 和

C５７BL/６小鼠经 Hsp６５和 Hsp７０DNA 疫苗初免,

BCG加免后发现,这种异源初免Ｇ加强免疫方法显

著提高了 BCG 对小鼠抗 M．tb 感染的疫苗接种效

果[５４].进行鼻内或皮下BCG初免,DNAＧHsp６５加

强的免疫策略也得到了类似的结果[５５].然而,另一

项研究则发现新生期接种BCG疫苗的小鼠,成年期

再接种pVAXhsp６５DNA 疫苗加强剂的保护功效

发生明显改变.免疫小鼠虽能检测到高水平的血清

抗hsp６５抗体、IFNＧγ和ILＧ５等细胞因子,且肺匀

浆中也均能检测到这些细胞因子的存在,但该疫苗

未能显著降低感染小鼠肺组织荷菌量以及减轻肺实

质的结核样炎症.这表明BCG疫苗的预致敏增强

了pVAXhsp６５DNA疫苗的免疫原性,但未能增强

成年小鼠抗M．tb攻击的保护力[５６].
除单独表达 Hsp家族抗原外,融合其他因子以

增强疫苗免疫效果也是构建 TBDNA 常用方法.
日本学者 MasajiOkada研究团队等用日本血凝病

毒(HemagglutinatingvirusofJapan,HVJ)递送表

达 Hsp６５和ILＧ１２的 DNA 疫苗用于 TB预防和治

疗[５７].小鼠和食蟹猴 TB 疫苗预防评价模型中,

HVJＧE/Hsp６５DNA＋ILＧ１２DNA 与 BCG 疫苗具

有协同作用,该DNA疫苗表现出较强的预防功效,

M．tb感染小鼠存活率为１００％[５８Ｇ５９].治疗效果评

价模型中,MDRＧTB和 XDRＧTB 感染 DBA/１小鼠

模型经３次 HVJＧE/Hsp６５DNA＋ILＧ１２DNA 疫

苗治疗后,小鼠存活时间延长且体内肝脏、脾脏和肺

组织等 M．tb荷菌量均显著减少.非人灵长类动物

中,HVJＧE/Hsp６５DNA＋ILＧ１２DNA 疫苗能显著

增加 TB感染猴子的体重,改善红细胞沉降率,并促

进机体外周血淋巴细胞(PeripheralbloodlymphoＧ
cyte,PBL)增殖和ILＧ２的产生;感染猴治疗后１６周

的存活率为１００％,显著高于生理盐水对照组的
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６０％[６０].同 样,国 内 学 者 师 长 宏 等[６１] 构 建 的

Hsp６５ＧILＧ２ＧDNA疫苗也可通过改善小鼠 Th１型

反应以增强 Hsp６５ＧDNA 疫苗对小鼠 TB的免疫原

性及治疗效果.胡方靖等[６２]构建 Hsp６５ 和 hGＧ
MCSF双顺反子真核表达质粒pIHsp６５GM 并研究

其作为TBDNA疫苗的免疫原性及其对M．tb感染

小鼠的保护效果.结果表明,pIHsp６５GM DNA 疫

苗能有效诱导小鼠产生特异性IgG抗体,促进脾淋

巴细胞增殖和IFNＧγ分泌,且免疫小鼠脾脏和肺组

织荷 菌 量 均 低 于 对 照 组.王 庆 敏 等[６３]也 发 现

Hsp６５融合 UbGr同样可以增强特异性细胞介导的

免疫应答,与单独使用 Hsp６５DNA 疫苗组相比,

UbGrＧHsp６５DNA 疫苗更能显著诱导小鼠体内

Th１免疫反应的极化,改善脾脏 T细胞的增殖以及

IFNＧγ等的产生.

３　增强TBDNA疫苗免疫效果的策略

临床前动物实验中,单一或多种 TBDNA疫苗

联合使用均获得了一定的保护效果,但很难达到或

超过经典疫苗BCG 的保护效率.此外,相同 DNA
疫苗免疫效果在不同动物个体中差异较大,有些疫

苗在小型啮齿类动物中免疫保护效果较好,但在如

豚鼠、非人灵长类等中大型动物中的保护效果却表

现不佳.影响 TBDNA 疫苗免疫效果的因素有多

种,而只有针对性的提出解决策略,各个击破,才能

从根本上提升 TBDNA疫苗的免疫效率.

３．１　选择合适的保护性抗原基因　保护性抗原基

因即DNA疫苗表达的目标蛋白基因,M．tb 大约有

４０００个基因,各种各样的蛋白质有数千种.TB
DNA疫苗要求表达出的蛋白分子可诱导机体产生

抗M．tb的保护性免疫应答,同时考虑该基因是否

需要进行密码子优化,有无内含子以及是否能在哺

乳动物细胞中被正确剪切、转录与表达.此外,目标

抗原是否为单一抗原、多抗原重组或与其他细胞因

子嵌合表达,以及被表达抗原为分泌型或非分泌

型等.

３．２　选择合适的表达载体与启动子　TBDNA 疫

苗能否在哺乳动物细胞内高水平地表达出保护性抗

原,表达载体和启动子的选择尤为重要.载体满足

在原核宿主细胞,如大肠杆菌中拷贝复制,而在真核

细胞内不复制、不整合至宿主染色体外,不同载体所

含的酶切位点也与其进入机体后的稳定程度有关.
目前,用于构建 DNA 疫苗的载体质粒有多种,如

pcDNA３．０、pcDNA３．１、pcDNA４．０、PC１、pSV２、pGＧ
FP、VR１３２０和pBK 等,但多数疫苗主要以PUC或

pBR３２２为基本骨架.此外,作为控制外源基因表

达的启动子也存在组织特异性,其来源和强弱也有

明显差异,如猿猴空泡病毒４０(Simianvirus４０,

SV４０)、人巨细胞病毒 (Humancytomegalovirus,

CMV)以及人延长因子 １α(ElongationfactorＧ１α,

EFＧ１α)启动子等,强启动子可短时间内诱导机体产

生较强的免疫应答,而弱启动子则可能诱导长期的

持续性免疫应答.其中以CMV启动子的调节功能

最佳,因此应用也最多.载体除具有增强子Ｇ启动

子、选择标记(Ampr、Kanr)、PolyA 尾、翻译起始和

转录终止序列等元件外.有些载体还具有内含子序

列,以起到显著提升外源基因表达水平的作用.

３．３　选择合适的疫苗递送方式　鉴于 TBDNA 疫

苗转染效率较低的特性,有必要将质粒疫苗有效地

递送至目标组织或细胞.不同递送途径下接种部位

参与的免疫应答细胞不同,所诱发的保护性免疫效

果也存在有一定的差异.TBDNA 疫苗可以通过

不同递送方式进行给药,包括化学法(如,纳米颗粒

和脂质体包裹)、物理法(如,电穿孔、基因枪和微针

贴)、生物法(如,细菌和病毒载体)及常规注射器注

射(如,肌内、皮内和静脉接种)等[６４Ｇ６６].安全有效的

递送载体和递送方式,一方面促进组织细胞对 DNA
疫苗的摄取,同时保护 DNA 疫苗免受血清或胞质

核酸酶的破坏[６７];另一方面,高效新颖的递送方式

大大节约了 DNA 疫苗的用量,减轻接种部位的组

织损伤.

３．４　选择合适的基因疫苗佐剂　与传统的 TB亚

单位疫苗佐剂不同,TBDNA 疫苗佐剂主要为蛋白

分子类佐剂,它们的功能是通过靶向先天免疫受体

或调节分子信号通路的介导来激活机体体液或细胞

免疫应答.佐剂因子既可构建成表达质粒与目的基

因质粒联合接种,也可将佐剂因子基因与保护性抗

原基因连接成融合基因后插入表达质粒进行共表

达,其主要包括细胞因子、趋化因子、协同刺激分子、
补体分子、PRR激动剂和免疫靶向基因等[６８Ｇ７１].

３．５　选择合适的疫苗接种剂量与免疫程序　尽管

DNA疫苗的优点之一是较长的免疫持久性,单针接

种即可获得长期免疫力,但加强免疫亦可明显增强

其应答水平.同时,适宜的接种剂量、间隔时间和接

种针次才能确保机体获得满意的免疫应答水平.接

种高剂量DNA疫苗,一方面,质粒 DNA 可能在体

内长期过高水平地表达外源性抗原,最终导致机体

对该抗原出现免疫耐受;另一方面,质粒 DNA 可能

诱导自身免疫反应,接种后出现抗 DNA 抗体,影响

TBDNA疫苗的免疫效果.
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４　TBDNA疫苗研究存在的问题

DNA疫苗的研究是近２０年发展起来的一项新

的生物技术,它已成为疫苗研究领域中的热点之一,
特别是其研究方向与 WHO 儿童疫苗计划中关于

利用一种疫苗预防多种疾病的长远目标相吻合,现
在已获得了迅速的发展.TBDNA 疫苗也正基于

一种疫苗用于包括LTBI在内的不同类型 TB的防

治目标,研发了不少预防性或治疗性疫苗,被认为在

TB防治 中 占 有 很 大 的 优 势.近 年 来,尽 管 TB
DNA疫苗取得了可喜的进展,但同时也存在着一些

“瓶颈问题”制约着此类疫苗的研发步伐.

４．１　疫苗的安全性仍存在一定争议　虽然DNA疫

苗接种后整合入宿主细胞基因组、引起宿主细胞发

生恶性转化或免疫系统功能紊乱的可能性很少,且
目前所有临床前动物模型研究均已证明该类疫苗安

全可靠,但没有足够的临床依据能排除这种理论上

的可能危险.WHO 在«关于 DNA 疫苗质量保证

指南»中也要求 DNA 疫苗的研制必须考虑其特殊

的安全性等问题.此外,由于用于一般化学药物的

传统安全性或毒性试验对重组 DNA 产品不一定适

用,用传统毒性试验来评价重组 DNA 产品往往也

存在一定的困难,并受到多种因素的影响.我国«人
用重组DNA制品质量控制技术指导原则»也提出,
对重组DNA产品的临床前安全性试验要求,除了

一般生物制品的毒性试验要求之外,应采取较为灵

活的处置方法.

４．２　疫苗的作用机理尚需进一步探讨　DNA 疫苗

在宿主的注射组织部位表达保护性目标抗原,从而

激发免疫应答,这个过程与胞内感染的 M．tb 侵入

宿主细胞的过程相似,但作用机制却有本质的区别.

DNA质粒引入体内后,其必须通过所有 DNA 递送

系 统 共 有 的 屏 障 才 能 转 染 至 组 织 细 胞 或 目 标

APCs.然 而,如 树 突 状 状 细 胞 (Dendriticcells,

DCs)等对外来 DNA 质粒引入其细胞具有抗性,从
而使 编 码 外 来 抗 原 的 DNA 载 体 难 以 进 行 转

染[７２Ｇ７３].因此,在研究 TBDNA 作用机制的同时,
更需克服DNA转染过程中来自胞内与胞外的其他

屏障.

４．３　疫苗评价的内容需进一步完善　由于DNA疫

苗的特殊性,使得其与传统BCG疫苗或亚单位蛋白

疫苗评价内容有所不同,国际上包括我国在内对

DNA疫苗的产品质量及生产过程提出相关技术指

导原则[７４],但针对 TBDNA 疫苗包括其原材料、生
产以及最终产品等质量的控制尚需进一步完善.如

表达载体和宿主细胞、诱发机体病理性自身免疫的

抗DNA“抗体”评价.DNA 质粒中残留的内毒素

(≤１０E．U．/mgpDNA)、细菌基因组gDNA(≤２

μg/mgpDNA)、RNA(≤ ０．２μg/mgpDNA)和蛋

白质(≤ ３μg/mgpDNA)等不同杂质纯度评价.

DNA 疫苗超螺旋(SC构型)、开口环状(OC构型)
及线性(L构型)等不同质粒构象比率评价.DNA
疫苗抗生素、RNase酶残留量评价以及 DNA 疫苗

自身保护效力标准的制定等.

４．４　临床前动物模型需进一步优化　临床前动物

试验是疫苗安全性和有效性的重要保证,是疫苗进

入临床研究的最后一道关卡.TBDNA 疫苗的有

效性研究在小鼠、豚鼠或非人灵长类动物模型中表

现出不一致的现象.一方面,与 TB动物模型选用

动物品系及建模标准的不统一有关;另一方面,不同

年龄、不同品系及不同动物个体肌间结缔组织不同.
大个体动物的结缔组织更为丰富,因而与肌肉注射

后DNA载体的转染效率较低等有关.

５　TBDNA疫苗的应用前景

目前,人们对DNA疫苗的研究日益深入,其中

艾滋病和 T细胞淋巴瘤的DNA疫苗已进入了临床

前研究,前列腺癌、肺癌、乳腺癌等 DNA 疫苗也正

处于不同的研究阶段.美国 FAD 已批准了包括

COVIDＧ１９(ClinicalTrials．govIdentifier:NCT０４５９１１８４)、
单纯疱疹病毒２型疫苗(ClinicalTrials．govIdentifiＧ
er:NCT００２７４３００)以及乙型肝炎疫苗(ClinicalTriＧ
als．govIdentifier:NCT００５１３９６８)在 内 的 多 种

DNA疫苗进入临床试验,这预示着DNA疫苗在２１
世纪将成为人类与各种疾病抗争的有利武器,也显

示出DNA疫苗的巨大潜力和应用前景.TBDNA
除借助传统优势抗原以外,利用计算机模拟技术结

合生物信息学和免疫学等分子建模方法已被广泛用

于新型 TBDNA 疫苗设计和分析[７５Ｇ８０].通过计算

机方法预测 M．tb 蛋白潜在 T 细胞表位及其与

MHC分子不同等位基因的结合能力,筛选出各种

保护性抗原的优势表位用于新型 TBDNA 疫苗构

建.随着研究的不断深入,相信将来有一天,TB
DNA疫苗可以突破其劣势的一面,向着更安全、更
有效、更经济的方向发展,在 TB疫苗中扮演举足轻

重的角色,为全球终止 TB疫情提供力量.
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