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ＤＮＡ疫苗与肿瘤免疫
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［摘　要］　肿瘤ＤＮＡ疫苗是近年来发展起来的新一代疫苗，因其能诱发有效而持久的免疫反应，因此在治疗恶性
肿瘤中被广泛研究。ＤＮＡ疫苗的抗肿瘤机制包括直接诱导特异抗肿瘤作用和间接增强机体免疫反应。目前已构建出
多种肿瘤ＤＮＡ疫苗，如根据胚胎抗原构建的ＤＮＡ疫苗、独特型ＤＮＡ疫苗及根据病毒相关抗原构建的ＤＡＮ疫苗等。基
因佐剂可将编码某些细胞因子及Ｔ、Ｂ细胞表面共刺激因子等的基因与目的基因克隆于同一载体或不同载体共同免疫
动物，其表达的相应蛋白起到佐剂的作用，可大大增强Ｔ、Ｂ细胞的免疫应答水平。肿瘤ＤＮＡ疫苗对人类肿瘤治疗与预
防的有效性和安全性将是未来研究的重点。
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　　一个世纪前，ＷｉｌｌｉａｍＣｏｌｅｙ首先报道了由细菌毒素引发的
机体免疫反应可以诱发肿瘤缩小，从而开启了肿瘤免疫治疗学

的研究。１９９０年ＷＯＬＦＦ等［１］提出了 ＤＮＡ疫苗（或基因疫苗）
的概念，使 ＤＮＡ疫苗在实验及临床应用中都有很大的发展。
ＤＮＡ疫苗是将编码某种抗原的基因片段克隆到真核表达质粒，
再将其导入体内，抗原编码基因能够在宿主体内表达，并刺激

其产生体液和细胞免疫应答［２，３］。

１　ＤＮＡ疫苗抗肿瘤的免疫机制　
ＤＮＡ疫苗抗肿瘤免疫机制可包括直接诱导特异抗肿瘤作用

和间接增强机体免疫反应两方面［４］。直接诱导特异抗肿瘤作用

是含编码特定抗肿瘤抗原的ＤＮＡ表达质粒局部注射后，可被局
部组织细胞、ＡＰＣ细胞或其他细胞所摄取。质粒在其中转录并
进一步翻译成蛋白质，这些蛋白质被蛋白酶复合体降解成短肽片

段后，一部分被运入内质网并与ＭＨＣⅠ类分子结合，在细胞膜表
面表达，被ＣＤ＋８Ｔ细胞前体细胞识别，同时需要Ｔ细胞上的ＣＤ２８

与抗原提呈细胞上的Ｂ７相互作用，在ＣＤ＋４Ｔ细胞分泌的淋巴因

子刺激下，前体 ＣＤ＋８Ｔ细胞被激活成 ＣＴＬ，以杀伤肿瘤靶细胞。
另一部分短肽可以进入溶酶体与ＭＨＣⅡ类分子结合，运至细胞
表面被ＣＤ＋４Ｔ细胞识别而活化，有效激活ＣＤ

＋
８或ＣＤ

＋
４Ｔ细胞，同

时该复合物可提呈给Ｂ细胞。在ＣＤ＋４Ｔ细胞辅助下，刺激Ｂ细

胞产生中和抗体，诱发体液免疫［３］。

间接增强机体免疫反应是指基因佐剂的联合应用。即将

编码某些细胞因子及Ｔ、Ｂ细胞表面共刺激因子等的基因与目
的基因克隆于同一载体或不同载体共同免疫动物，其表达的相

应蛋白起到佐剂的作用，以改善抗原的周边微环境，从而增强

Ｔ、Ｂ细胞的免疫应答水平。
２　抗肿瘤ＤＮＡ的构建及ＤＮＡ疫苗　

组成ＤＮＡ疫苗的两大要素是目的基因和表达载体。因质
粒可用大肠埃希菌大量生产，且不会在哺乳动物细胞中复制和
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整合，所以ＤＮＡ疫苗选择的主要载体是质粒。常有的质粒有
ｐＳＶ２、ｐＲＳＶ、ｐｃＤＮＡ３．１和ｐＣⅠ等。细菌质粒ＤＮＡ主要包括两
个功能区：一个是抗原表达盒区域，另一个是起关键作用的免

疫刺激区（ＩＳＳ）［５］。这些载体一般都设计有真核基因表达调控
序列。简言之，ＤＮＡ疫苗的构件就是在细菌质粒上引入一个真
核启动子，在启动子的下游插入目的基因，其后接上ＰｏｌｙＡ和转
录终止序列。质粒经细菌扩增，再提取和纯化后溶于０．９％氯
化钠溶液就可直接用于免疫接种。

目前用于构建 ＤＮＡ疫苗的外源基因主要是抗原基因、抗
体可变区基因、细胞因子基因、共刺激因子基因等。以下介绍

几种重要的ＤＮＡ疫苗。
２．１　根据胚胎抗原构建的 ＤＮＡ疫苗　癌胚抗原是１９６５年发
现的一种肿瘤相关抗原（ＴＡＡ），具有较强的免疫原性，主要存
在于胎儿肠道，结直肠癌、乳腺癌和非小细胞性肺癌中。１９９４
年ＬＯＮＲＹ等首先构建了癌胚抗原全长基因序列 ｃＤＮＡ的癌胚
抗原多聚核苷酸疫苗。１９９８年获得进入Ⅰ期临床试验。
２．２　独特型 ＤＮＡ疫苗　所谓独特型 ＤＮＡ疫苗即抗体可变区
ＤＮＡ疫苗。ＨＡＷＫＩＮＳ等构建了包含免疫球蛋白重链和轻链 Ｖ
区片段（ｓｉｎｇｌｅｃｈａｉｎＦｖ，ｓｃＦＶ）的表达质粒，通过 ＰＣＲ分别获得
ＶＨ和ＶＬ基因，将ＶＨ和ＶＬ连接起来，克隆至真核表达载体来
制备ＤＮＡ疫苗。编码ｓｃＦＶ的 ＤＮＡ疫苗已经用于淋巴瘤的治
疗。但诱导的独特型抗体不足以抑制肿瘤的发展，而细胞因子

（ＧＭＣＳＦ和Ｌ１２）质粒、破伤风类毒素片段 Ｃ（ＦｒＣ）或化学因
子等可加强独特型ＤＮＡ疫苗的免疫效果［６］。

２．３　根据病毒相关抗原构建的ＤＡＮ疫苗　由病毒引起的肿瘤
或与病毒密切相关的肿瘤约占人类肿瘤的１５％，其肿瘤细胞抗
原多为该病毒的产物。根据这一特点，构建编码病毒抗原的

ＤＮＡ疫苗免疫机体后，其表达的特异性病毒抗原将诱导产生特
异性抗体和细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）反应，可以杀死肿瘤细
胞，使肿瘤退化。

绝大多数宫颈癌与人乳头瘤状病毒（ＨＰＶ）有关，因此根据
ＨＰＶ不同基因片段设计的ＤＮＡ疫苗已用于治疗宫颈癌［７］。研
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究表明，编码人Ｔ细胞白血病Ⅰ型病毒抗原的 ＤＮＡ疫苗免疫
小鼠，可诱导产生特异的 ＣＴＬ反应，对病毒诱导的人 Ｔ细胞白
血病（ＡＴＬ）发挥抗肿瘤免疫作用［８］。

３　基因佐剂　
由于某些肿瘤及病毒的Ｔ、Ｂ细胞表位抗原性弱，难以诱导

有效的Ｔ、Ｂ细胞免疫应答。基因佐剂可将编码某些细胞因子
及Ｔ、Ｂ细胞表面共刺激因子等的基因与目的基因克隆于同一
载体或不同载体共同免疫动物，其表达的相应蛋白起到佐剂的

作用，可大大增强Ｔ、Ｂ细胞的免疫应答水平［９］。

３．１　细胞因子基因佐剂　细胞因子基因佐剂可把某些细胞因
子的基因片段与特异的ＤＮＡ疫苗序列构建到同一载体或不同
载体上，一起免疫动物。研究表明：白细胞介素（ＩＬ）１２、ＩＬ２、
ＩＦＮγ、粒细胞巨噬细胞集落刺激因子（ＧＭＣＳＦ）等细胞因子在
增强ＣＴＬ、ＮＫ细胞活性和募集ＡＰＣ方面有着很重要的作用，是
促进ＣＴＬ免疫应答的最佳细胞因子环境。尤其ＩＬ１２由于能够
诱导ＣＤ＋４Ｔｈ细胞产生高水平的 ＩＦＮγ，通常被认为是介导 Ｔｈ１
免疫应答的首要决定因素。另外ＩＬ１、ＩＬ１８、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１５等
均可作为基因佐剂。

汪千里等［１０］用ＩＬ１２基因疫苗治疗低负荷恶性淋巴瘤，其
结果显示５０％小鼠长期无瘤生存，且可耐受大剂量野生肿瘤的
再次攻击。小鼠成瘤时间延迟，总体成活时间长，并且出现肿

胀消退和肿瘤体积减小等现象，而对照组全部成瘤死亡。。

ＧＭＣＳＦ在增强ＣＴＬ、ＮＫ细胞活性和募集ＡＰＣ方面起着重
要的作用，是促进 ＣＴＬ免疫应答的最佳细胞因子环境。
ＨＯＮＧＸＵＮ等［１１］将携带ＧＭＣＳＦ基因的重组质粒（ＰｎｇｖｈＦＬ＋
３Ｌ）作为佐剂与 ＨＩＶ基因疫苗 ｐ１７ＨＩＶｐ或 ＶＡＸｇａｇ共同免疫
小鼠，结果在注射部位及其相应的淋巴结中可集聚大量的树突

状细胞（ＤＣ），并且比单独应用基因疫苗产生更强烈的细胞免
疫应答及脾细胞抗原特异性ＩＦＮγ。
３．２　共刺激分子基因佐剂　在细胞免疫应答过程中，Ｔ细胞需
要接受双信号共同刺激才能被激活，即Ｔ细胞表面抗原特异性
受体ＴＣＲ识别ＡＰＣ表面的 ＭＨＣＡｇ复合物产生第一信号；ＡＰＣ
表面的黏附分子与Ｔ细胞表面相应配体结合产生诱导 Ｔ细胞
激活的协同刺激信号，即第二信号。若缺乏协同刺激分子提供

的第二信号，Ｔ细胞将不能被激活，而成为无反应性Ｔ细胞。将
一些重要的协同刺激分子基因与抗原表位基因利用基因重组

技术克隆于同一表达载体内实现同时表达，或克隆入不同载体

共刺激，可增强ＣＴＬ的免疫效果。Ｂ７ＣＤ２８是近年来研究较多
的细胞膜分子，在 Ｔ细胞活化过程中，二者结合所产生的信号
发挥协同刺激作用，并能参与ＣＴＬ的杀伤效应。

将免疫原性较弱的流感病毒核蛋白（ＮＰ）突变株（ＮＰＯ）与
Ｂ７２基因重组于同一质粒表达载体作为基因疫苗免疫小鼠，可
明显地诱导出较强的针对 ＮＰＣＴＬ表位的特异性 ＣＴＬ，而仅用
ＮＰＯ基因免疫小鼠的ＣＴＬ应答水平却不甚明显［１２］。

３．３　免疫刺激 ＤＮＡ序列基因佐剂　免疫刺激 ＤＮＡ序列
（ｉｍｍｕｎｃｏｓｔｉｍｕｌａｔａｒＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ，ＩＳＳ）为非甲基化的短核苷酸
重复序列（即ＣｐＧ序列），是一种强有力的非特异性免疫刺激基
因。在ＤＮＡ疫苗载体骨架中导入该基因序列，能快速活化Ｔ、Ｂ

细胞，诱导产生ＴＨ１型细胞因子（ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ１２、ＩＬ１８、ＴＮＦα
等）及多价ＩｇＭ，增强ＭＨＣⅡ类分子、ＣＭＦ、ＣＤ４０、Ｂ７２、ＩＣＡＭ表
达，还能促进ＡＰＣ细胞的增生与成熟。ＣｐＧ序列是目前被广泛
接受的基因佐剂［１３］。

近来有报道用编码 ＨＩＶｔａｔ序列和非甲基化 ＣｐＧ序列免疫
猴子，可保护其抵抗猴／人免疫缺陷病毒（ＳＨＩＶ）的感染［１４］。针

对ｔａｔ的ＣＴＬ的出现是控制感染初期病毒早期复制的关键，而
非甲基化ＣｐＧ序列的存在可以提高天然免疫，驱动更多的Ｔ细
胞参加免疫应答。

３．４　其他基因佐剂　除上述基因佐剂外，尚有大量基因佐剂
也被广泛研究。包括ＭＨＣ分子基因佐剂；细菌、病毒等病原微
生物的成分及其毒素分子的基因佐剂，如热休克蛋白基因、

ＨＢＶ表面抗原基因等；颗粒酶基因；可溶性淋巴细胞活化基因３
（ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｅｎｅ３，ＬＡＧ３）；可诱导共刺激分子
（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｃｏｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ，ＩＣＯＳ）等。
４　结束语　

肿瘤的免疫治疗是除手术治疗、放疗和化疗的第４个重要
措施。ＤＮＡ疫苗作为新的疫苗，大部分是在动物模型中研究和
应用，虽然有的已进入Ⅰ或Ⅱ期临床试验，但在人体上的试验
和应用还较少。而且，肿瘤 ＤＮＡ疫苗在临床试验的结果远比
动物试验的效果差，应用于人类肿瘤的治疗还有相当长的距

离［１５］。肿瘤ＤＮＡ疫苗对人类肿瘤治疗与预防的有效性和安全
性将是未来研究的重点［１６］。
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中医药抗肝纤维化的研究进展

胡　芳，程建明，马海勇
（南京中医药大学药学院，２１００４６）

［摘　要］　肝纤维化是大多数慢性肝病所共有的病理特征，药物防治肝纤维化是国内外的研究热点。随着肝纤维
化形成机制研究的深入，近几年中医药防治肝纤维化研究取得显著成绩。具有防治肝纤维化功能的中药提取物有粉防

己碱、甘草酸苷、苦参碱、苦参素、大黄素等；单味中药有丹参、冬虫夏草、黄芪等，中药复方有丹芪和肝冲剂、复方鳖甲软

肝片等。虽然中医对肝纤维化的研究仍存在很多不足，但中医中药在治疗肝纤维化方面体现出巨大的优势，近几年中医

药治疗肝纤维化的实验和临床研究的成果展示了其广阔的应用前景。

［关键词］　肝纤维化；中医；中药
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　　肝纤维化可归属于中医学“积证”范畴，从病因看，外感六
淫、内生七情、饮食劳倦与蛊毒等均可作用于肝，导致慢性肝

病，并逐渐形成肝纤维化。肝纤维化是一个“由实转虚、由聚至

积、由气入血及络”的动态病变过程。湿热疫毒残留难尽是启

动因子和持续因素，正气虚弱是内因和转归，肝血瘀阻是病理

基础，并随病程、病性、病情的不同而兼有寒热虚实的表现［１］。

１　发病机制　
有学者结合现代病理学研究指出，肝细胞及窦内皮细胞的

变性坏死，引起肝组织微循环障碍而产生血瘀证，同时贮脂细

胞及肝细胞增生分泌大量胶原蛋白，形成胶原纤维束，逐渐发

展为纤维化，也形成血瘀证。另有学者通过病理研究得出了同

样结论，慢性肝病存在严重的微循环障碍，肝组织内血管病变

与肝组织的病理学炎症、坏死及纤维增生相伴发生，重度的血

管阻塞可能是肝硬化的重要原因之一。以上研究结果充分表

明血瘀是肝纤维化的病理基础及病机关键，而在肝纤维化的发

病过程中，血瘀与痰湿又相互伴生及互为因果。瘀血阻络，必

阻碍气机，气机阻滞，津液不布，水湿不化，而聚湿生痰；同理，
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痰湿阻络，亦必阻碍气机，血为气之母，气为血之帅，气机阻滞，

血行不畅，而致瘀阻经络。

２　中药提取物　
２．１　粉防己碱　粉防己碱是从防己科植物粉防己等的根中提
取的一种异喹啉类生物碱。陈颖伟等［２］通过汉防己甲素早期

治疗肝纤维化实验提示其对Ⅰ、Ⅲ、Ⅳ型胶原（Ｃ）基因的表达在
转录水平上有抑制作用，亦可降低肝纤维化时血小板源性生长

因子（ＰＤＧＦ）、转化生长因子（ＴＧＦ）β１等肝纤维化相关细胞因
子的表达而间接抑制胶原合成，体外可抑制肝星状细胞（ＨＳＣ）
的ＮＦκＢ转录活性并抑制胶原蛋白沉积，在大鼠实验性肝纤维
化肝胶原蛋白降低［３］。在临床中可降低肝硬化患者食管静脉

压力，降低血清Ⅲ型前胶原水平，是一种可广泛应用临床的抗
肝纤维化药物。

２．２　甘草酸苷　甘草酸苷是从甘草中提取的有效成分，能使
肝纤维化模型大鼠纤维化程度降低。其可抑制培养细胞Ⅰ、Ⅲ
型前胶原（ＰＣ）ｍＲＮＡ的表达和肝脏ＮＦκＢ的活性；尚可具有诱
导ＩＦＮ的免疫调节活性。对体外培养的 ＨＳＣ的增殖有明显抑
制作用，并能减少 ＨＳＣ对３Ｈ脯氨酸的参入，进而抑制胶原合
成。

２．３　苦参碱、苦参素　苦参碱、苦参素是从豆科植物苦参、苦
豆子中提取的有效成分，具有抗炎、免疫调节、抑制某些细胞因

子等作用，已应用于临床慢性病毒性肝炎的治疗，有一定的疗
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