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T细胞免疫反应载体疫苗在人类疾病预防和治疗中的应用
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摘要：人类疾病，特别是传染病和癌症，对公共卫生安全和全球经济构成前所未有的挑战。预防和治疗性疫苗的

开发是应对人类疾病的优先对策。本文综述了疫苗载体的免疫学原理、T细胞载体疫苗设计策略及疫苗研究进

展，为新型疫苗的设计提供新的思路。T细胞可以在机体发生感染后分化成不同的效应T细胞群，它们可以起到

清除病原体的作用，关于效应T细胞功能和机制的研究对于设计能够引发基于T细胞免疫的疫苗至关重要。目前

很多病毒 （例如HIV、HCMV感染） 和肿瘤疫苗的研发都侧重于 T细胞类疫苗，在所有疫苗种类中，激活 T细胞

免疫反应的载体疫苗具有显著优势。许多来源的载体，包括病毒载体、细菌载体和核酸载体，它们在抗原提呈能

力、免疫原性和保护效力方面都有良好的表现。此外，还总结了T细胞载体疫苗设计的策略，包括确定适当的抗

原提呈途径和载体递送途径、确保生物安全性、如何选择合适的疫苗的载体、各种载体疫苗的优缺点等，尤其是

mRNA疫苗在应对新冠疫情中发挥了重要的作用。疫苗载体的技术进步将会加速新型疫苗的研发，并且能促进人

们对突发公共卫生事件的应对。
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Abstract: Human diseases, especially infectious diseases and cancers, pose unprecedented challenges to public 

health and the global economy, making the development of preventive and therapeutic vaccines a top priority for 

addressing these challenges. Among all vaccines, vector vaccines that activate T cell immune responses have 
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significant advantages. This article reviews the immunological principles of vector vaccines, strategies for designing T 

cell vector vaccines, and their research advances. T cells, upon infection, can differentiate into various effector T cell 

subsets that play a crucial role in clearing pathogens. Research on the functions and mechanisms of effector T cells is 

essential for designing vaccines that can elicit T cell-mediated immunity. Currently, the development of vaccines for 

many viruses such as HIV and HCMV as well as cancers focuses on T cell-based vaccines. Various vectors, including 

viral vectors, bacterial vectors, and nucleic acid vectors, exhibit excellent performance on antigen delivery capability, 

immunogenicity, and protective efficacy. In addition, this article summarizes strategies for designing T-cell vector 

vaccines, including identifying appropriate antigen presentation pathways and vector delivery routes, ensuring 

biological safety, selecting suitable vaccine vectors, and evaluating the advantages and disadvantages of various vector 

vaccines. Notably, mRNA vaccines have played a crucial role in addressing the challenges posed by the COVID-19 

pandemic. Technological advancements in vector vaccines are expected to accelerate the development of novel 

vaccines and enhance preparedness for emerging public health events. This review provides insights for the design of 

vector vaccines that are both safe and efficient. With advancements in vector vaccine technology and the progress of 

various interdisciplinary approaches, the next generation of vaccine development will continue to drive the evolution of 

vaccinology.
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研发新型预防和治疗性疫苗是控制人类疾病

的有效方法。疫苗的发明是人类与微生物战争的

转折点。尽管卫生条件的改善和全新治疗方法的

应用挽救了更多生命，但疫苗仍然是历史上最具

成本效益的卫生干预措施。就目前的研究进展来

看，我们机体的免疫系统已经可以由不同的效应T

细胞亚群来发挥不同形式的免疫反应去抵抗不同

病原体感染。就辅助 T 细胞来讲，其中的 Th1、

Th2 和 Th17 亚群可有效防止不同的病原体感染，

比如细胞内病原体需要Th1驱动的CTL，而蠕虫和

真菌感染分别由 Th2和 Th17反应控制。另外滤泡

辅助 T 细胞（TFH 细胞）能够产生白细胞介素 21

（IL-21）并帮助B细胞分化和记忆B细胞产生［1-2］。

CD8+ T 细胞能分化成效应 T 细胞，在组织中循环

或驻留，同时还为包括黏膜组织等在内的免疫组

织提供良好的保护，以避免感染。记忆 CD4+和

CD8+ T细胞又可以细分成中央记忆细胞和效应记

忆细胞，每一种亚群都发挥不同的作用［3］。通过

接种水痘病毒疫苗诱导机体产生的持续性水痘特

异性T细胞，可以保护儿童和老年人免受感染和带

状疱疹的再激活［4-5］。此外，面临HIV感染、巨细

胞病毒感染、流感、肺结核和疟疾，都需要强大

的 T细胞反应来保护机体［6-9］。这些例子都很好地

说明了T细胞的免疫应答在机体抗感染等方面发挥
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着至关重要的作用，因此在疫苗研发方面T细胞的

功能及其免疫学机制是不可或缺的重要因素。

1 疫苗载体的免疫学原理

T细胞也是重要的效应性免疫细胞，在启动高

度协调的分化程序后，负责诱导病毒转化或恶性

细胞的细胞死亡［10-11］。能够活化T细胞且能诱导抗

感染功能的抗原分子，需要符合两个要求：由抗

原提呈细胞（APC）加工提呈；由主要组织相容性

复合体（MHC）分子识别和结合［12-14］。T细胞的两

个重要亚群，CD4+ T细胞和CD8+ T细胞，各自识

别的抗原肽分子之间有较大的差别，其原因与抗

原多肽的起源和分子成分相关。CD8+ T细胞最初

在次级淋巴器官中与携带同源多肽表位的成熟

APC相遇时，通过CD8+ T细胞表面的TCR/CD3复

合物和相关的接头，以及通过CD28、SLAM等共

刺激分子来整合和积累信号［15］。这种最初的“启

动”刺激被来自APC的旁分泌细胞因子信号，例如

白细胞介素 12（IL-12）或Ⅰ型干扰素（IFN-Ⅰ），

旁分泌和自分泌 IL-2信号所增强，并允许T细胞启

动快速而广泛的分裂和分化程序［16-20］。CD4+ T 细

胞主要以识别外源性分子为主，外源性分子肽在

进入 APC 后，在其核内体上被加工，然后再与

MHCⅡ结合形成抗原肽 -MHCⅡ复合物后，在

APC上被CD4+ T细胞识别［21-23］。所以了解MHC的

结合特性和T细胞的识别特性对于探索T细胞类疫

苗的作用机理至关重要。高效的T细胞类疫苗的前

提必须是：可以让 APC自我内化；可以被处理为

正确的多肽序列；对MHCⅡ类分子具有适当的亲

和性［10，13］。

载体疫苗能够将异源抗原递送到MHCⅠ类限

制性抗原加工途径中［24］。其目的是产生针对来自

病毒株或共有的肿瘤抗原之间高度保守的蛋白质

的免疫反应，从而对不同个体中出现的病毒和肿

瘤具有广泛保护作用。尽管可以直接将蛋白质引

入 MHCⅠ类加工途径，像乙型肝炎表面抗原颗

粒［24］。但最近的研究表明，将编码抗原的基因递

送到细胞中效果更加显著，相关表位肽可以由

MHCⅠ提呈，包括直接细胞转染以及使用载体

（例如病毒载体、细菌和质粒DNA）。

有研究表明，CTL 与流感病毒株具有交叉反

应性，人们感染了流感病毒株，无论他们是否有

针对该病毒的预先存在的抗体，体内含有 CTL的

人没有表现出明显症状，并且研究发现，从这些

人体分离的CTL能够杀死感染了流感病毒的细胞。

人类记忆 CTL也被发现对不同的病毒株有效。这

些细胞反应中的某些是针对在不同毒株之间保守

的表位。这指出载体开发和使用必须找到以产生

CTL 和适当的 T 辅助细胞反应的方式递送抗原的

方法，并且能够仅递送所需的关键抗原，仅利用

某些蛋白质甚至表位将免疫反应集中在关键保守

区域，这些可以通过使用载体疫苗实现。早期的

疫苗设计是基于整个生物体，例如牛痘和卡介

苗，后来的疫苗开发将注意力转移到关键蛋白质

上，例如白喉毒素、破伤风毒素和乙型肝炎表面

抗原。这些关键蛋白质是抗体反应的基本靶标。

因此，载体可用于递送特定的抗原，并且可以递

送基因或蛋白抗原，从而产生长效持久的免疫

应答。

有研究表明，不同的载体和递送模式会刺激

不同的辅助性T细胞反应。辅助性T细胞反应的类

型不仅影响免疫反应的类型，而且可能在限制疾

病进展方面发挥重要作用。因此，人们加大了开

发特定载体的力度，不仅要产生特定的 CTL和抗

体反应，还要促进辅助性T细胞的类型（即Th1或

Th2）。

2 疫苗载体对T细胞免疫影响

基于T细胞的载体疫苗的成功取决于两种类型

的T细胞：CD8+ T细胞和CD4+ T细胞。CD8+ T细

胞通过识别和杀死受感染的细胞并分泌抗病毒细

胞因子来限制感染，通常被称为细胞毒性 T 细胞

（CTL）。CD4+ T细胞为 CD8+ T细胞的产生和维持

提供生长因子和信号，被称为辅助性 T 细胞

（TH）。基于 T细胞的载体疫苗的优势在于能够杀

死携带慢性感染因子的细胞，杀伤是亲和依赖性

的，需要CD8+ T细胞与其靶细胞直接接触数分钟

至 1 小时，之后 CD8+ T 细胞保持完整以进行进一

步杀伤，而靶细胞则发生凋亡性死亡。活化的T细

胞也产生细胞因子和趋化因子，这些细胞因子和
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趋化因子可在高度感染特异性机制中发挥作用，

从而干扰微生物的传播或复制。T细胞识别来自外

源蛋白的肽，这些肽被加工并提呈到接种疫苗的动

物或人的组织相容性抗原上。CD8+ T细胞识别由主

要组织相容性复合体MHCⅠ类抗原提呈8～11个氨

基酸长的肽（表位）。CD4+ T 细胞识别 MHCⅡ类

组织相容性抗原提呈 10～18氨基酸表位。人类或

动物群体的每个成员只识别那些由MHC分子提呈

的抗原表位［25］。

3 病毒载体疫苗的设计策略

3.1 腺病毒载体

腺病毒属于腺病毒科的非包膜双链 DNA 病

毒，具有广泛的宿主来源，可分为各种血清

型［26-27］。它们的基因组范围为 26～45 kb，同时诱

导哺乳动物的先天性和适应性免疫反应［28-29］。当腺

病毒感染宿主细胞时，在被感染细胞的细胞质中

产生编码的抗原。然后，该抗原的表位在细胞的

MHCⅠ类分子上表达，启动 CD8+ T 细胞的应答。

感染细胞死亡后，抗原和其他免疫原的残留物也

被释放，并随后被其他巨噬细胞摄取。这通过外

源性抗原处理途径使抗原表位呈现在MHCⅡ类分

子上，从而启动CD4+ T细胞的应答［30］。腺病毒载

体可以诱导强烈的CD8+ T细胞反应，而对CD4+ T

细胞反应的诱导较少［31］。

腺 病 毒 载 体 通 常 可 分 为 复 制 性 腺 病 毒

（replication competent adenoviruses，RCAd）载体

和复制缺陷性（非复制性）腺病毒（replication 

defective adenoviruses，RDAd）载体［32］，其中非

复制性腺病毒载体一直是疫苗开发的主要焦点，

因为人们担心在免疫缺陷个体中使用具有复制能

力的腺病毒，以及人类腺病毒株的动物致癌

性［33-34］。因此可以通过删除早期 1（E1）区域来呈

现具有复制缺陷的病毒。早期 3（E3）基因缺失不

影响病毒复制，可以删除该区域扩大转基因插入

的能力［31，35］。它的优势在于能避免 DNA 的复制，

缺乏与宿主细胞基因组进行有效整合的能力。这

种病毒能够感染多种细胞，包括分裂和非分裂细

胞，如肺细胞和脑细胞等。此外，它被纯化到高

滴度的水平相对容易。然而，其主要劣势在于针

对宿主的高免疫原性，这在需要使用非常高剂量

的载体才能达到预期效果的情况下，也引发了疫

苗安全性的问题［36-37］。

AdV 载体成熟，易于操作，适合快速制备来

自人类、猿猴和禽类的载体疫苗。目前针对新冠

病毒和埃博拉病毒的腺病毒载体疫苗已被批准

上市。

自 2019 年 12 月发现 SARS-CoV-2 以来，抗

SARS-CoV-2疫苗的研发进展迅猛。我国研制的首

个进入临床试验并获批上市的新冠重组腺病毒载

体 COVID-19（Ad5-nCoV）疫苗由军事医学科学

院研发。该疫苗采用复制缺陷型 HAdV5 作为载

体，表达新型冠状病毒（SARS-CoV-2）的刺突

（S）蛋白。在接种 28天后，对有症状新冠感染的

保护效力达到 57.5%，对重症新冠的保护效力为

91.7%［38-40］。

3.2 痘病毒载体

痘病毒是最大的包膜DNA病毒。在 20世纪 80

年代，通过接种牛痘病毒（VACV）成功根除天

花［41-44］。在同一时期，VACA作为转基因表达载体

应用。痘病毒是第一批被研究作为抗原编码载体

的病毒，这是因为研究人员发现牛痘病毒是一种

高度免疫原性的载体，能够产生T细胞介导的细胞

免疫。接种牛痘病毒后，感染的抗原提呈细胞

（APC）迅速迁移到淋巴结，达到峰值后迅速下

降，6小时内达到峰值。因此，人们得出结论，早

期抗原表达是必不可少的，但对于 CD8+ T 细胞

（CTL）来说，与抗原的短暂接触足以促使其增殖。

感染的巨噬细胞还可能为CD8+ T细胞反应的交叉

引导和产生CD4+ T细胞反应提供抗原的来源。因

此，痘病毒能够引起适应性细胞介导的免疫

应答［45-47］。

几个独特的特征使痘病毒重组体成为疫苗载

体的优秀候选者：①冻干疫苗的稳定性高，成本

低，易于制造和施用；②基因表达的细胞质位点；

③基因组的包装灵活性，这允许大量基因组丢失

或缺失，并允许外源DNA整合（至少 25 kb）而不

丧失感染性；④在单次接种后诱导针对外源抗原
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的抗体和细胞毒性 T 细胞应答，具有持久的免疫

力；⑤具有广泛的临床前和临床经验。由于天花

疫苗接种在 20世纪 70年代天花根除后中断，接种

过天花疫苗的人群患病率下降，但在天花根除计

划期间在幼儿和免疫功能低下的个体中观察到的

并发症引起了对重新引入 VACV 作为免疫剂的安

全性的担忧［48］。第三代痘病毒载体包括李斯特氏

菌克隆 16m8（LC16m8）、M65、M101、改良牛痘

病毒安卡拉（MVA）以及几种减毒禽痘病毒［49-50］。

MVA 通过在鸡胚上传代 570 代而高度衰减。

由于病毒组装的阻断，MVA不会产生传染性后代，

同时在大多数哺乳动物细胞中保持强大的DNA复

制和抗原表达能力［51］。其中，MVA-572、MVA-

I721和MVA-BN在编码区共享 100%相同的核苷酸

序列，同时表现出显著不同的表型。MVA-BN 表

现出比其他两种菌株更好的安全性和免疫原性［52］。

MVA是一种优秀的第三代天花疫苗，在德国已有

超过 120万人接种了疫苗［53］。MVA-VLP HIV候选

疫苗在 500人的临床试验中显示出出色的安全性，

受试者包括免疫功能低下的个体和HIV患者［54-55］。

重组 MVA 具有遗传稳定性，易于修饰，安全性

高，与其他病毒载体疫苗（如 AdV载体疫苗）联

合使用显示出良好的免疫原性，这些特性使MVA

成为一种有前途的疫苗载体［56-57］。

埃博拉病毒于 1976年被发现以来，在感染人

群中的致死率为 25%～90%。目前世界上获得批

准的有效抗埃博拉病毒药物较少，因此疫苗是

防治埃博拉病毒的有效手段［58］。目前埃博拉痘

病毒载体疫苗是以联合免疫的方式出现的，使

用重组腺病毒载体 Ad26.ZEBOV 或重组痘病毒载

体 MVA-BN-Filo 进行免疫接种未显示与疫苗相关

的严重不良反应。使用 Ad26.ZEBOV 进行初次免

疫后观察到免疫反应；MVA-BN-Filo 的加强免疫

可 促 进 埃 博 拉 糖 蛋 白 特 异 性 免 疫 力 的 持 续

升高［59-60］。

3.3 水疱性口炎病毒载体

自反向遗传学系统建立以来，水疱性口炎病

毒（VSV）载体已被用于开发生物测定以研究许

多不同的病原体［61-63］。最近，FDA 批准第一种基

于VSV的重组疫苗用于人类，为未来使用该平台

的治疗方法铺平了道路［64-65］。研究发现，水疱性口

炎病毒载体疫苗平台的优势包括：①高效且稳定

表达外源蛋白，有助于对生物安全等级要求较高

的病原体进行研究；②病毒基因组复制组装在细

胞质内完成，无与宿主基因重组的风险；③基因

组简单易于修饰，可插入一个或多个抗原基因组；

④人体预存免疫低，无针对病毒载体的预存免疫

问题，具有一定的自限性；⑤诱导强效的体液免

疫和细胞免疫应答；⑥泛宿主嗜性，可迅速培养

产生高滴度病毒。因此，VSV作为病毒载体疫苗

候选分子具有较大潜力［66-69］。

虽然水疱性口炎病毒作为疫苗载体具有显著

的优势，但在其作为疫苗载体的应用中仍存在一

些问题：①重组水疱性口炎病毒拯救困难，这是

因为重组病毒的包装过程中包装效率低、稳定性

差，需要进行复杂的包装体系优化实验，增加了

实验的烦琐程度并导致成本较高；②活病毒载体

安全性需要提高，由于VSV在用作活病毒载体时

存在一定的安全风险，例如神经毒性、VSV-G 抗

原引起的免疫反应等，因此需要进一步提高 VSV

疫苗的安全性，以便在人群中广泛使用［70-72］。VSV

作为一种工具载体具有多种应用。一种常见的用

途是作为假病毒的载体，这些假病毒已被用于病

毒中和测定、替代攻击病毒以及外来糖蛋白介导

附着和进入的研究［73-74］。VSV-G 的糖蛋白也因其

稳定性、广泛的组织和宿主嗜性而在其他病毒中

应用［75］。具体而言，VSV-G已被用于生产稳定的

逆转录病毒和慢病毒，具有更好的转导效果，适

用于各种应用，如基因治疗［76］。VSV-G的另一个

用途是制备病毒体（基本上是 VSV-G 包被的囊

泡），用于将抗体和DNA等多种治疗药物直接递送

到细胞中［77］。

VSV作为疫苗载体除了VSV稳定表达外源基

因的能力外，该病毒作为疫苗载体也是有利的，

因为它通常不会引起人类疾病，其在组织培养中

能快速复制且具有高滴度，可以有效地刺激机体

产生强烈的细胞和体液免疫反应［78-80］。大多数疫苗

策略使用VSV作为有复制能力的载体，一方面通

过将外源基因插入VSV基因组，另一方面用外来

糖蛋白替换天然 VSV-G，该载体已被用于开发各
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种实验性疫苗，包括针对肺结核、HIV以及埃博拉

病毒（EBOV）的疫苗［81-83］。

VSV 是最早用于构建活载体病毒 HIV 疫苗的

RNA病毒［84］。近年 Profectus生物公司和美国国家

过敏和传染病研究所开发了一种改造过的高度减

毒的VSV-HIV Gag疫苗［85］。临床试验结果显示无

疫苗相关的严重不良反应，所有受试者接受第二

次免疫后VSV血清反应阳性，最高剂量受试组在

加强免疫后，检测到 63%的受试者有Gag特异的T

细胞免疫应答［86-87］。

水疱性口炎病毒已被证明是针对病毒感染进

行免疫接种的有效疫苗载体，有研究表明VSV的

鼻内递送激活了CD4和CD8特异性T细胞反应［88］。

并且，可以增加由重组腺病毒载体疫苗引发的特

异性 T 细胞反应，从而在预防和治疗中增强其效

果。VSV也可有效启动和增强针对自身肿瘤抗原

的免疫反应［89］。VSV作为重组癌症疫苗载体，当

载体和肿瘤同时表达外来抗原时，可以诱导抗肿

瘤T细胞反应。此外，VSV引导的细胞毒性T细胞

反应能够迅速得到增强，这对于治疗疗程较短的

疾病具有一定的潜力［90］ 。

4 细菌载体疫苗的应用

细菌作为疫苗载体可以通过口服途径发挥作

用，例如沙门氏菌、志贺氏菌和某些分枝杆菌，

如牛分枝杆菌［91-93］。值得注意的是，使用减毒细菌

作为疫苗载体，或者细菌可用于在病毒启动子的

控制下递送编码抗原的质粒，可以使受感染的宿

主细胞产生细菌的蛋白质。因此，细菌载体的免

疫学原理是细胞内细菌可以将抗原或质粒递送到

细胞中以产生抗原，随后将抗原引入MHCⅠ类处

理途径从而产生体液和细胞免疫反应。有趣的是，

在对沙门氏菌载体的研究中，该载体作为递送编

码抗原的质粒，使用原核系统表达抗原有利于载

体免疫原性的保留［94］。口服细菌疫苗载体的一个

潜在问题是异源基因如果存在于质粒上，可能会

转移到其他细菌［95］，因此，使用细菌分泌的蛋白

作为疫苗载体是一种良好的选择。例如白喉棒状

杆菌分泌的白喉毒素，在蛋白的 52个氨基酸的位

置处进行单个突变，用谷氨酸代替甘氨酸，导致

天然毒素的ADP-核糖基转移酶活性丧失。突变后

的白喉毒素蛋白（CRM197）具有良好的安全性而

且保留了免疫原性，被广泛用作结合疫苗的载体

蛋白。例如肺炎球菌结合疫苗，该疫苗将肺炎球

菌多糖抗原与 CRM197 载体以共价结合的方式制

备，并于 2000年被 FDA批准上市。CRM197具有

EGF受体肝素结合表皮生长因子样生长因子（HB-

EGF）的结合位点，是 EGF家族的成员［96］。由于

这种受体在癌细胞上过度表达，因此使用CRM197

作为抗癌疗法具有良好的前景［97］。癌症免疫治疗

公司 Imugene 报告了当使用 CRM197 作为载体蛋

白，可以作为一种免疫疗法针对HER2的B细胞肽

癌症，使其抗体滴度显著改善［98］。CRM197 作为

潜在的疫苗载体用于研发针对 HCMV 的 T细胞疫

苗，目前正在对其进行评估［99］。该研究表明，

CRM197-肽疫苗可以激活巨噬细胞表面的Toll样受

体，通过激活TLR4和NF-κB信号通路介导先天免疫

反应，促进巨噬细胞表面标志物MHCⅠ、MHCⅡ、

CD40、CD80和CD86的表达并分泌TNF-α、IL-6、

IL-1β和 IL-12p70等促炎细胞因子，从而激活先天

免疫应答。巨噬细胞表面的MHC-肽抗原复合物被

T 细胞识别，诱导 CD8 T 细胞分泌 TNF-α、IFN-γ

和 IL-2，CD4 T 细胞分泌 IFN-γ、IL-2 和 IL-4，以

及Th1型HCMV特异性 IgG2a抗体的分泌。肽-MHC

复合物被巨噬细胞吞噬并提呈给Th1细胞。受刺激

的Th1细胞分泌的 IFN-γ可以进一步激发巨噬细胞

并引发M1样极化。CRM197载体上的多个表位重

复可以产生强大的抗HCMV特异性体液和细胞免

疫。因此 CRM197 载体偶联多肽疫苗可能是一种

抗HCMV的有效候选疫苗（图1）［100］。

以细菌为提呈载体的载体疫苗有较多的优

势，例如：靶细胞可将携带外源基因的细菌载体

内化；细菌可保护外源 DNA 不被核酸酶降解；

不需要扩增重组质粒和纯化过程，大大降低劳动

力和成本；多数细菌载体疫苗可通过口服或鼻饲

的方式免疫，减轻应激反应；细菌菌株培养方

便，耗时短。但在免疫过程中仍有诸多不足之

处，例如：免疫效率低；具有一定免疫抗原耐

受；减毒的细菌在免疫后可能会出现毒力返强现

象，危害机体健康［101-103］。
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5 脱氧核糖核酸和核糖核酸载体的研究
进展

5.1 DNA 疫苗

质粒DNA被发现可以直接转染到动物体内引

起免疫反应，为生产疫苗开辟了一种新的方法，

这种方法的优势在于其步骤（构建质粒，然后纯

化）简单，相较于基因工程的亚单位疫苗过程要

简单得多［104］。DNA代表了一种可用于在体内持久

表达转基因的载体，在大型动物模型和人类中，

由于基因转移效率低或可复制性差导致取得的效

果有限，与小鼠相比，DNA疫苗在大型动物和人

类中引起的免疫反应明显较弱，因此其已被定期

评估为疫苗载体。有几种方法可以改善DNA疫苗

的抗原表达和免疫原性，包括：通过优化质粒骨

架中的转录原件来提高抗原表达水平；提高目的

基因的蛋白表达；通过加入免疫调节佐剂来提高

免疫原性；使用下一代递送策略。然而，最近的

几项研究表明，用重组DNA对患者进行疫苗接种

代表了一种可行的治疗干预措施，甚至可以治愈

宫颈癌，突出了使用DNA进行人类疫苗接种的潜

力［105］。将表达了T细胞识别表位的小基因的质粒

进行了转染，从而使疫苗起到活化T细胞的作用。

DNA疫苗在技术上具有多重优点，既能引发对各

种年龄动物的长期免疫反应，又安全稳定。

DNA疫苗的一般作用机制包括在宿主体内递

送一个或多个目的基因，目的是在体内表达抗原。

这些抗原的成功表达会诱导疫苗接种者的免疫反

应。DNA疫苗的作用机制可以解释为三个主要阶

段：抗原的摄取、产生、加工以及提呈。

接种DNA疫苗后，质粒必须被宿主细胞内化

以启动抗原表达。然后使用宿主细胞自身的蛋白

质表达机制产生抗原：一旦DNA质粒进入宿主细

胞，它们必须转运到细胞核以确保其转录。DNA

在细胞质或细胞质囊泡内自由移动，并通过核孔

进入细胞核。在细胞核内，质粒作为编码抗原转

录、翻译和最终表达的模板。 然后，宿主细胞表

达的抗原会经历翻译后修饰。根据表达抗原的性

质，它们可以作为可溶性蛋白在细胞外分泌，触

发细胞内炎症途径，或提呈在主要组织相容性复

合物（MHC）上。因此，DNA疫苗编码的产物可

图图1　CRM197载体结合疫苗激活人体抗病毒免疫的过程示意图

Fig. 1　Schematic diagram of activating the body’s antiviral immunity by the CRM197 carrier-conjugated vaccine
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以触发先天性和适应性免疫系统的激活。DNA编

码的抗原被认为遵循四种主要的抗原加工途径来

启动免疫激活：①MHC-Ⅰ分子提呈的内源性抗原

的加工；②MHC-Ⅱ分子提呈的内源性抗原的加

工；③MHC-Ⅱ分子提呈的外源性抗原的加工；

④外源性抗原的加工导致MHC-Ⅰ分子交叉提呈。

尽管这些途径依赖于不同的机制来处理DNA编码

的抗原，但最终都会导致抗原亚产物提呈给淋巴

细胞以启动免疫反应。此外，这些途径不是相互

排斥的，可以独立和/或在同一细胞内同时发生。

然而，其中一些机制需要存在某些条件才能激活。

例如，处理外源性抗原的机制只有在体细胞转染

时才有可能。同样，这些途径的激活需要 DNA编

码抗原的内化，这些抗原是在细胞外分泌的，然

后 APC 将抗原直接提呈给幼稚 T 细胞。在这种情

况下，抗原在 APC中内源性表达，在胞质溶胶中

分解成更小的肽，然后装载到细胞内质网中的

MHC-Ⅰ分子上。该途径称为经典途径，被认为是

具有细胞毒性活性的CD8+ T细胞活化的关键来源。

或者，在细胞内体中降解的内源性抗原由MHC-Ⅱ
分子提呈。体细胞的转染可能导致抗原作为可溶

性蛋白的细胞外分泌或导致它们在细胞死亡时释

放。这些外源性抗原通过吞噬溶酶体内化，被蛋

白酶破坏，并加载到吞噬体区室内的 MHC-Ⅱ分子

上，然后再转移到细胞表面。APC 对这些外源抗

原的摄取，不仅可以通过在MHCⅡ类分子上显示

抗原来触发CD4+ T细胞的活化，还可以通过与活

化的B细胞的直接相互作用来促进特异性抗体反应

的诱导。最后，交叉提呈途径中，外源抗原可通

过胞质内、体内低 pH环境或通过吞噬溶酶体相关

蛋白酶的作用被降解。由于DNA疫苗能够在转染

细胞中内源性表达抗原，因此能够诱导细胞和体

液免疫反应。然而，特定疫苗引发的免疫反应类

型取决于编码抗原的处理和提呈环境。例如，旨

在引发细胞介导的免疫的 DNA疫苗偏向于 1型辅

助性T细胞（Th1）的诱导，需要实现负载有细胞

间来源抗原的MHC-Ⅰ分子的显示。相反，为了实

现抗体介导的免疫诱导，偏向于激活 2型辅助性T

细胞（Th2），细胞内抗原的表达是不够的，也需

要抗原分泌来促进负载内源性抗原的MHC-Ⅱ分子

的提呈［106］。

肿瘤DNA疫苗是在其他几种肿瘤疫苗与核酸

技术基础上发展起来的。明确定位肿瘤抗原并确

定编码该抗原的DNA序列是疫苗研制的核心。许

多肿瘤DNA疫苗采用的基因是重组亚单位蛋白疫

苗的编码序列，但DNA疫苗更为灵活，因为它能

够组合多种基因和共刺激分子以提高免疫效果，

因此成为肿瘤防治的重要途径。目前已成功研制

出用于乳腺癌、卵巢癌等的DNA疫苗。最新研究

中， 14 例乳腺癌患者接受了乳腺珠蛋白 -A

（MAM-A）DNA疫苗治疗，初步研究显示该疫苗

能够诱导CD8+ T细胞反应，延长转移性乳腺癌患

者的PFS［107］。

5.2 mRNA 疫苗

近年来，mRNA 疫苗崭露头角，尤其在新冠

疫情防控中表现出色，受到广泛的关注。1961年，

Brenner 等［108-109］首次发现了 mRNA，它是将基因

表达为蛋白质所必需的关键中间分子，包含与氨

基酸相对应的密码子信息。1990 年，Wolff 等［110］

首次证明，通过将编码相应蛋白质的纯RNA对小鼠

进行肌内注射，可以在体内有效表达特定蛋白质，

这项工作还提出了 mRNA 疫苗的概念。2020 年，

FDA 批准了辉瑞 BioNTech/BNT162b2 和 Moderna/

mRNA-1273生产的两种基于mRNA的疫苗，用于

预防 COVID-19［111-112］。这激发了人们对 mRNA 疫

苗研发的热情，并为 mRNA 癌症疫苗的突破带来

了希望。2023年 10月 2日，瑞典卡罗林斯卡医学

院诺贝尔奖委员会宣布，匈牙利科学家 Katalin 

Karikó和美国科学家Drew Weissman荣获2023年诺

贝尔生理学或医学奖，以表彰他们在 mRNA 技术

碱基修饰方面的突破。mRNA 疫苗研究所面对的

难题就是 mRNA 不稳定。注射入人体之后，免疫

系统会将 mRNA 分子视为非己物质，对其实施攻

击，使其降解，mRNA 所携带的信息根本无法有

效地传递，导致体内无法产生相应的蛋白［113］。

RNA的组成为腺嘌呤（A）、尿嘧啶（U）、鸟嘌呤

（G）和胞嘧啶（C）四种碱基，哺乳动物细胞中

RNA的核苷酸碱基经常被化学修饰，而体外转录

合成的 mRNA 则没有。正是由于此差别，才导致

免疫系统能够清晰地识别外源的mRNA。2005年，
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Karikó和Weissman发现［114］，将外源的mRNA进行

一些特殊的修饰（如m5c、m6A、m5U、s2U或使

用假尿苷替代尿苷）之后免疫系统就失去了监视

能力，即便面对这些外源的 mRNA，也不会出现

免疫反应。该发现使得针对新型冠状病毒的

mRNA疫苗得以成功研发。在新冠疫情爆发之前，

mRNA 疫苗技术一直专注于肿瘤治疗性疫苗研究

领域，并且有一定的进展，这为新型冠状病毒

mRNA疫苗的研发和应用奠定了基础［115］ 。

迄今为止，研究人员已使用 mRNA 作为疫苗

平台，例如，流感病毒、人类免疫缺陷病毒、冠

状病毒、寨卡病毒、结核分枝杆菌和癌症［116-121］。

mRNA疫苗与DNA和病毒载体携带基因插入和感

染引起突变的风险不同，mRNA 进入细胞质后可

以直接翻译成蛋白质［122］。因此，mRNA疫苗是非

整合性、非传染性且耐受性良好的疫苗。mRNA

可以编码抗原和免疫调节分子以诱导和调节适应

性和先天免疫反应，并且可以通过以下方式呈现

编码的包含多个表位的全长抗原MHCⅠ类和Ⅱ类

分子［123-124］。体外转录 mRNA 的生产不需要细胞，

可防止蛋白质或病毒污染，并可以快速、经济地

大规模生产［115，125-126］。mRNA癌症疫苗利用编码肿

瘤抗原或免疫调节分子的 mRNA 来递送相应的蛋

白质，结合相关的递送载体和佐剂，诱导抗肿瘤

反应［127］。IL-2是参与 T细胞分化、增殖、发挥效

应的关键细胞因子，已被批准用于黑色素瘤和肾

细胞癌的治疗，其限制在于半衰期短、优先刺激

调节性T细胞（Treg细胞）。研究者将编码 IL-2的

mRNA 疫苗与编码 IL-7 的 mRNA 疫苗结合，观察

到该疗法中 IL-2半衰期延长，实验动物小鼠体内

CD8+ T细胞数量相对增高［128-129］。

mRNA 疫苗不仅能像灭活疫苗一样激活以

CD4+ T细胞为主的外源性免疫反应途径，而且还

能激活大量涉及CD8+ T细胞的内源性免疫反应途

径，从而激活效应性和记忆CD8+ T细胞［130］。除此

之外，mRNA 疫苗还可以激活 APC。mRNA 进入

APC 细胞质后可以翻译许多目的蛋白片段，从而

激活MHCⅠ类分子介导的内源性抗原加工提呈途

径［131］。mRNA疫苗可以在人体内合成，因此具有

两个独特的优点：一是可以减少直接注射病毒蛋

白引起的不良反应；二是 mRNA 疫苗可通过 PCR

快速扩增，在体内诱导目的抗原，这样可以节省

疫苗研发的时间和资金［132］。

在早期的研究中，mRNA 受到许多疫苗研究

者的关注，因为其表现优于亚单位疫苗和减毒

活疫苗，可较好地诱导体液和细胞免疫应答。

同时，由于 mRNA 存在于细胞质中，不会发生

随机整合基因组的风险，因此从疫苗应用的角

度来看具有较高的安全性。但由于 mRNA 通常

不稳定且易被酶降解，导致其在疫苗研发及应

用中的局限性，因此需要对 mRNA 的结构进行

一定的优化以增强其稳定性。因为 mRNA 的不

稳定性及转染效率低等原因，在既往的应用研

究中，科学家们并不认为其是理想的、可进行

临床推广使用的疫苗。近年来，随着生物技术

的发展，通过结构改造和递送载体平台优化等，

在很大程度上解决了 mRNA 存在的稳定性差和

转染效率低等问题，逐步展现了 mRNA 疫苗的

一些独特优点［133］。

mRNA 递送是 mRNA 作为疫苗的重要一环。

脂质纳米颗粒（lipid nanoparticles，LNP）是最有

前途和最常用的RNA递送系统之一。LNP使用精

确的磷脂摩尔比配制，可增强气相性并增加内体

逃逸，此外还具有保护mRNA分子不被TLR识别、

避免先天免疫过度激活的作用［134］。基于LNP的疫

苗载体递送的 mRNA 仅通过内吞作用进入细胞形

成内体。在内体的酸性环境中，可电离脂质的头

部被质子化为阳离子状态，阳离子和内体膜中天

然存在的阴离子磷脂产生离子对，其离子对的面

积小于膜融合前单个可电离脂质头部面积的总和，

从而促进了膜的融合和破坏，使 mRNA 从内体中

逸出［135］。mRNA被核糖体翻译成蛋白质，用作内

源性抗原，并被蛋白酶体降解为抗原肽，通过

MHC分子提呈给CD8+ T细胞、通过Ⅰ类分子途径

激活细胞介导的免疫反应，从而构成 mRNA 疫苗

的关键优势。此外，基于 mRNA 翻译的蛋白质可

以分泌到细胞外环境中，从而进入循环系统被

APC摄取。抗原肽作为外源性抗原通过MHCⅡ类

分子提呈给CD4+ T细胞，通过分泌细胞因子和诱

导相应的抗原特异性B细胞活化、增殖分化为浆细

胞产生特异性抗体，发挥体液免疫作用（ADCC、

调理作用和激活补体等）［136］。
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2022年 7月，猴痘病毒的全球流行使得世界卫

生组织将其定义为国际关注的突发公共卫生事件。

由于mRNA疫苗相较于传统疫苗具有更好的免疫保

护效果，使得猴痘病毒mRNA疫苗的研发成为一大

热点［137］。杨晓明等［138］成功研发了全球首款猴痘

mRNA疫苗，这也是世界上第一个有效针对猴痘的

mRNA疫苗。该研究开发了三种编码猴痘病毒蛋白

A35R和M1R的mRNA疫苗，包括A35R细胞外结

构域 -M1R 融合（VGPox1 和 VGPox2），以及用于

A35R和M1R全长mRNA的混合物（VGPox3）。这

种新型的猴痘mRNA疫苗具有三个优点：一针疫苗

即可获得有效的抗猴痘免疫反应；只含两种关键

的病毒抗原，就具有显著的免疫反应；免疫反应

出现较早，动物试验证明在给药后 7天，即可产生

早期免疫反应。。上述研究结果表明，VGPox系列

疫苗增强了免疫原性，可以作为目前全病毒疫苗

的可行替代方案来预防猴痘［139］。

6 结 语

疫苗载体的原理是多种多样的：产生特定类

型的免疫反应，包括 CTL 和特定类型的辅助 T 细

胞，将抗原靶向某些细胞，以及诱导天然免疫应

答和适应性免疫应答。

病毒载体疫苗是一种利用病毒作为载体，将

目标病原体的基因插入病毒基因组，通过病毒传递

基因来诱导免疫反应的疫苗。其中，腺病毒（AdV）、

痘病毒（VACV）、水疱性口炎病毒（VSV）是常用

的载体。在设计病毒载体疫苗时，考虑到腺病毒

的免疫反应迅速而高效，尤其在感染初期引发免

疫细胞产生促炎细胞因子。非复制性腺病毒载体

通常通过删除早期区域（如 E1和 E3基因），以避

免复制和提高安全性。腺病毒疫苗已被成功用于

新冠病毒和埃博拉病毒的疫苗开发。痘病毒是最

大的包膜DNA病毒，具有稳定性好和易于制备的

优势。痘病毒载体在疫苗领域得到广泛应用，尤

其是MVA，它经过高度衰减，不会产生传染性后

代，同时保持强大的 DNA 复制和抗原表达能力。

痘病毒载体已成功用于天花疫苗和其他疫苗的研

发，展现了良好的安全性和免疫原性。水疱性口

炎病毒（VSV）作为疫苗载体具有减弱的复制能

力和高持久性的抗体水平。它被广泛用于病毒中

和测定和基因治疗。VSV作为疫苗载体，通过插

入外源基因和替代表面糖蛋白，已成功用于开发

针对多种病原体的实验性疫苗，包括肺结核、HIV

和埃博拉病毒等。

细菌载体疫苗利用细菌作为传递基因的载体，

通过口服或质粒递送编码抗原，诱导宿主细胞产

生抗原，引发免疫反应。常用细菌如沙门氏菌、

志贺氏菌和白喉棒状杆菌。白喉毒素突变体

CRM197被广泛用于疫苗开发，表现出良好的安全

性和免疫原性。细菌载体疫苗具有易于制备、口

服途径等优势，但仍存在免疫效率低、抗原耐受

等挑战。

DNA疫苗，通过直接将质粒DNA转染到动物

体内引起免疫反应，相较于传统方法具有简便的

优势。尽管DNA疫苗在大型动物和人类中的免疫

反应相对较弱，但最近的研究表明其在患者疫苗

接种中的潜力巨大，甚至能够治愈宫颈癌。

相比之下，mRNA 疫苗则是一种非整合性、

非传染性、耐受性良好的疫苗，近年来得到广泛

关注。辉瑞 BioNTech 和 Moderna 的 COVID-19 疫

苗是基于 mRNA 的代表性例子。mRNA 疫苗的优

势在于可在细胞质直接翻译成蛋白质，避免了基

因插入和感染引起突变的风险。这些新型疫苗通

过激活 T 细胞和 B 细胞，诱导体液和细胞免疫反

应，为传染病和肿瘤的防治提供了新的可能性。

然而，这些方法仍需克服一些挑战，包括免疫效

率、耐受性和生产复杂性等方面的问题。

这些载体疫苗其应用范围从传染病预防到癌

症免疫治疗、治疗过敏和自身免疫性疾病，突出

了免疫机制的多样性。从载体疫苗的临床前和临

床研究中我们发现，载体在开发疫苗和免疫疗法

以及阐明免疫系统的复杂性方面具有巨大潜力。
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