
医 学

以抗原表位为基础的基因免疫
一

徐 薇
’

熊思东
上海基因免疫与 疫苗研究 中心

,

复旦大学 医 学院
,

博士生
‘

教授 上海

基因免疫 罗 是指通过将 目的

基因克隆于真核表达载体后直接注人机体
,

表达相

应抗原
,

诱生免疫应答
。

年
,

班 等在研究
的化学损伤及修复时偶然发现 肌肉注射含有

编码虫荧光素酶 报告基因 的裸露质粒
时

,

在注射局部有该报告基因的表达及酶活性
表现

。

此后的研究发现表达的蛋 白可在机体内诱生
特异性的体液免疫应答

。

年
,

等半流感病

毒 表达质粒注射人小 鼠骨骼肌
,

不仅检测到特
异性 抗体

,

而且免疫小 鼠的脾细胞在体外可特
异杀伤 致敏的靶细胞

,

证实 免疫同时可诱
生特异性 的

‘

杀伤性 淋 巴 细胞 五

场
,

应答
。

与常规蛋白质疫苗免疫相
比较

,

基因免疫具有易制备
、

操作简便
,

并可诱导体
液免疫和细胞免疫应答的优势

,

因此已被广泛应用
于抗病毒

、

细菌
、

寄生虫
、

肿瘤及 自身抗原等的免疫
应答研究

。

由于基因免疫系将抗原编码质粒 直
接导人机体组织

,

由机体的体细胞完成抗原编码基
因的转录

、

翻译
、

折叠装配和翻译后加工
,

从而
“

天

然
”

地表达该抗原蛋 白
,

因此
,

基因免疫可模拟天然

病原体的感染过程
,

一

罗
, ,

其最大优势
在于通过选择最佳和最具免疫保护潜力 的表位 以

诱生特异性免疫应答
,

尽量减少无关
、

干扰和抑制

序列可能产生的负作用
。

此外
,

由于表位基因的构

建易于改造和操作
,

对于如
、

流感病毒等易发生

抗原漂移和变异的病原体则可通过随时监视和及
时改构来实现对变异毒株传播的控制

。

集合了

表位免疫原的优势和基因免疫的优势
,

如 质粒
的无毒性及可在细胞内持续表达一段时间 体

内表达使表位多肤可能获得天然构象 表位 的联
合

、

修饰或改造在质粒水平上可及时
、

方便地操作

质粒 的提取纯化简便而经济 免疫无需另加佐
剂

,

操作简单
,

因此与传统蛋 白疫苗以及多肤疫苗

相 比
,

其应用性和可操作性都大为增强
。

二
、

的组建方式

一
、

问题提出

最初的基因免疫承袭了蛋白免疫的格局
,

即以

全长蛋 白或其大片段编码基因为 目的基因
,

置于合
适启动子之下

,

构建表达载体
。

随着对抗原分子的

一级结构和空间构象的研究的深人
,

研究者逐渐认
识到全蛋 白基因 中包含有多种不同抗原表位

、

调控
序列

、

无关序列和免疫抑制序列
。

为减少不同免疫
优势抗原表位的互相干扰

、

无关和抑制序列 的负作
用 以及便于对候选基因进行改造

,

人们将视线转至
抗原 中诱生特异性免疫应答 的最基本 的结构和功
能单位 —抗原表位 叩

。

选择特定的
、 、

篮

细胞表位
,

构建于合适的载体中
,

再辅以必需的侧
翼序列或免疫调控序列

,

诱生针对所选表位的特异
性 免 疫 应答

。

以 抗 原 表 位 为 基 础 的 基 因 免疫

以表位为基础 的基 因疫苗 的设计关键在于 目
的表位的筛选及其在基因疫苗中的组建方式

。

随表

位基因疫苗的发展
,

候选表位 已 由过去的单一表位

概念扩展为多数 目
、

多种类表位
。

这些表位在载体
中的组建方式有以下 种

。

单一表位 这是以表位为基础 的基 因免疫
的最基本组建方式

。

等首次构建了单一
表位基因疫苗

,

将来 自突变 的单一 表位

孙
一 ,

以及 的 表位 分别构建
于真核表达载体 中

,

以基因枪于耳后和

皮下单次免疫 小鼠
,

结果分别诱生了突变
和 特异性 应答

,

同时发现 以突变
的单一 孔 表位

一 。进行基因免疫所诱生的

具有与 以突变 全蛋 白基因免疫诱生的 几
相似的杀伤活性

。

这表明合适的单一表位可取代全

蛋白
,

具有诱生特异性免疫应答的潜能
。

同源 多表位 串联 在单一表位构建基 因疫
苗的基础上

,

人们尝试了将多种表位串联
,

期望以

增大量和多种类 的抗原多肤诱生更为有效 的免疫
应答

。

等‘ ’选择来 自 包膜的 服 基



质 磷 蛋 白 中 的 两 个 细 胞 表 位 即
, , 一。 和

么
一 。 ,

其中前者可与 阳性血清
反应 后者则与 反应

。

采用原核表达载
体

,

将 单 独 克 隆
一 ,

单 独 克 隆
么。

一 , ,

连续克隆 个
、

个 么。
一

表
位 以 及 同 时 克 隆 两 种 表位 的 质粒分别 命名 为

、 、 、

和
,

以质粒转
染

,

首先以 证实质粒在菌体内确
有表达

,

而后检测裂解蛋白产物与 阳性血清
或 的反应性

,

结果发现 与 岭 的反应中
,

以

同 时 克 隆 两 种 表 位 的 反 应 最 强
,

克 隆
几。

一。

表位的 次之
,

连续克隆
、 、

个
么。

一 ,

, 表位的
、 、

反应最
弱

,

且强度无差别 而在对 的反应性中
,

反应强

度依次为
。

该实验提示 克
隆于原核表达载体中的 表位可 良好表达

,

且可被

抗天然蛋 白的抗体识别 表位之间有反应性 的差
别 同表位连续串联的优势不明显

,

但其加长和复
杂结构有利于与 之类多价抗体的结合稳定性

。

异源 多裹位 串联 理想的疫苗应具备多能
性

,

即可同时防治若干种不同的病原体
,

这使研究
者产生 了在 同一载体中组合异源多表位 的思想

。

等将 种不 同病毒
、

细菌
、

蛋 白的 个
表位 分别为

一 、 、 、

护
、

限制性 和

个 细胞表位连续地串联在一起
,

之间不含连接
子

,

构建了 表位的基因疫苗
,

肌注免疫
和

,

结果在两种小鼠中分别诱生了针对这
个 表位的 限制的特异性 应答

,

这

些 应答可以成功地保护 和 免
受 肿瘤

、

重组牛痘病毒和活流感病毒等的侵
袭

,

并且可持续 年的记忆性
。

等以 种病毒和
结核分枝杆菌 的 种表位

,

包括
、

肠 和

表位无间隔序列地串联
,

构建了 个多能表位基因

疫苗
,

结果在 中诱生了 病毒 表位
特异的中和抗体以及针对

, , 。

表位的特异性增值
反应 在 和 中诱生了呼吸道合胞
病毒 和淋巴细胞脉络丛脑炎病毒 几
表位特异的 应答

,

其中 病毒 表位特异
的中和抗体以及 表位特异的 孔 应答具
有免疫保护作用

。

等 【 ,则将来 自黑色 素瘤
一 、 、

酪氨酸酶
、

和
一

乙酞葡糖胺
转移酶 基因 内含子 种抗原的 个 表位连

续串联
,

克隆至重组痘病毒
,

构建了 个
一

多
表位基因疫苗

,

以其免疫 转基因小
鼠

,

结果诱生了针对 种多肤致敏靶细胞的特异性
,

且这些 可识别和杀伤人黑色素瘤细胞
。

此

外
,

叮 等
【, ’将 个来 自

、 、 、 、

的 表位串联
,

构建痘病毒重组体
,

基因免
疫 转基因小 鼠

,

诱生 了其中 种表位特异性

几 应答
。

以上研究预示 了异源多表位基 因疫苗
叩 的可操作性和有效性

,

其优势
在于通过诱生足够多种类的表位特异性 应答

,

可最大程度地抵御多种病毒变异株或肿瘤变异抗
原对机体的侵袭

,

达到更有意义的免疫预防和保护
作用

。

表位播入
‘

墓因疫苗佐剂 ” 之 中 将表位插

人某些 已知的免疫原性较强的蛋白或分子中
,

利用

后者协同辅助转录后处理以提高表达水平
,

或通过
后者的强免疫原性可激活免疫系统

,

提高免疫应
答

。 。 等“ ’利用 抗原作为
“

载体分子
” ,

将
一

巨 区 含
、

细胞表位 擂人 抗原的
区域中

,

以构建的编码 融合蛋白的

质粒 免疫 小鼠和恒河猴
,

结果在诱生
较强的针对 和 的特异性抗体的同时

,

还

诱生 了强烈的 和 特异性 应答
。

这表
明克隆于 中等蛋白中的 表位可正确地进行
类抗原递呈

。

同时还发现 免疫后脾细胞经

肤特异刺激后
,

不仅可裂解 肤激活的靶细

胞
,

同时可有效裂解 肤激活的靶细胞
。

这一旁

路激活效应可能来 自 激活 细胞分泌的细胞 因

子对 特异性 的非特异性克隆扩增作用
。

这

表明 作为
“

载体分子
”

的又一辅助作用
。

。
等‘ ’将截短的以及嵌合的狂犬病毒糖蛋

白 基因作为携带外源 表位的基因载体
,

其
中前者 含 型 巴氏狂犬病毒 端

包括抗原位点
、

跨膜 区 和胞浆 区 的基 因 片段
一

而后者
一

即 由 即 和 型欧洲编
蝠狂犬病毒 端抗原位点 基因片段
一

组成
,

抗原位点 和 均与诱生中和性抗体相
关

。

在两种载体中插人来 自 型脊髓灰质炎病毒衣
壳蛋白 的 中和 细胞表位和来 自 核

心蛋白 的
一

才 限制性 表位
,

以重组质粒肌
注免疫 比 小鼠

,

结果截短的 重组体的

效果不佳
,

但克隆于嵌合的 中的

表位有效诱生 了针对载体狂犬病毒及外源脊髓灰
质炎病毒的特异性中和抗体

,

且可保护 小 鼠免
受 攻击

,

并于 天后彻底清除病毒
。 。而

等以重组牛分枝杆菌作为载体分子携带 奋表位

也获得了理想的结果
。

三
、

诱生的特异性免疫应答

通过选择和组合不同的
、

表位
,

已在

若干种动物模型 中成功地诱生 了表位特异性的体
液免疫应答

、

细胞免疫应答和 辅助细胞免疫应
答
。

表 位 基 因 免疫 诱 生 的体 液 免 疫 应 答

等 以免疫球蛋 白 为基因载体
,

在 的

科技导报



和 中分别插人来 自流感病毒
株血凝素 的 细胞表位 二 一 ,

和 公 表位
,。 一 ,

以该质粒 一
, 经肌肉免疫

。 小
鼠

,

分别诱生了特异性体液免疫应答和细胞免疫应
答

,

且可保护小鼠对致死量流感病毒 那 株
的攻击

。

这表明克隆于 基因载体中的 细胞表位
可诱生有效的具免疫保护作用 的表位特异性体液
免疫应答

。

等 〔 ’将含疟原虫抱子蛋白内 细
胞表位 编码基因的 馆 重链基因经脾免疫
小鼠

,

于免疫后 天左右在小 鼠体内检出
,

两
周左右达高峰 抗 特异性抗体于免疫后 周
出现

,

随后持续上升
,

周达高峰 该特异性抗体可
持续达 年

。

初次免疫 周后 以 抗原化

抗体蛋 白加强免疫
,

可诱生强烈的再次应答
,

该应
答水平强于 以重组疟原虫抱子蛋 白辅以佐剂免疫
小 鼠所诱生 的抗体应答水平

,

该记忆也持续达
年

。

这表明 以 细胞表位为基础的基因免疫不仅可

诱生表位特异性抗体应答
,

还可诱生免疫记忆
,

是

一种有效的免疫系统
。

表位基 因免疫诱生 的细胞免疫应答
等将 突 变 的 一 细胞表位及
来源的 细胞表位 克隆人载体

,

以基因枪免疫 小鼠
,

发现这两种 细胞表
位疫苗都可诱导有效的特异性 应答

。

与编码突

变 全蛋白基因的基因疫苗相比
,

突变 一

细胞表位基因疫苗诱导 了更强的
,

应答
。

并且
,

表位疫苗所诱生的 都可一定程度地保护
小 鼠免受肿瘤攻击

。

这表明单一 表位基因疫苗
有较好的诱生特异性 应答的能力

。

在对多表位
基因疫苗系统的设计中

,

大部分研究热点集中于多
个 表位的串联

,

其中有以多个来 自不同病原体
的 表位为特征的

“

多能
”

性多表位基因疫苗
,

也
有含来 自同一病原如 不 同组分的多个 表

位的
“

多向
”

性多表位基因疫苗
。

多表位基因疫苗系

统的有效性进一步扩展 了 表位基因疫苗应用

于抗感染免疫防治的前景
。

由于病毒和肿瘤抗原的
多样性和高变性

,

要求在病毒和肿瘤疫苗的设计上
考虑多表位的选用 同时

,

应答的有效诱生又是
清除胞内病毒感染

、

杀伤肿瘤组织
、

彻底治疗病毒
和肿瘤的必要条件

,

因此
,

多 表位基因疫苗系

统的建立对抗病毒和抗肿瘤免疫研究有其重大意

义
。

肠 表位基 因免疫诱生 的 辅助细胞免疫应
答 肠 表位通常不作为主体 目的表位

,

但其发挥的

免疫调控和协同辅助作用对
、

表位基因免疫
的有效性都必不可少

。

等在 种病毒和结核分枝
杆菌 的

、

表位构建的多能表位的基因疫
苗中

,

加人来 自结核分枝杆菌的多能 肠 表位
一

,
一 刀

、 一 扩 限制
、

基因免疫 和

小 鼠
,

周后取脾细胞
,

与以 , 一 , 多肤致敏并灭活
的同种脾细胞孵育

,

结果使 脾细胞发生强
烈的特异性增殖

。

这表明多能 篮 表位 , 一 在多表

位载体环境中
,

被 一 型 细胞有效地处理和递
呈

,

诱生特异性 辅助细胞应答
。

在笔者所在单位
以往的研究中

,

以免疫球蛋 白 为基因载体
,

在其
中 的 个 区 中分别克隆来 自 的

细胞表位
一

和来 自破伤风毒素 的多能 瓜

表位 叨、
一 ,

进行以表位为基础的基因免疫
,

结果

单独 表位基因疫苗
一

在 和

小 鼠中均诱生了持久的
、

较高水平的 特

异性抗体
,

而 瓜 表位 叨、
一

的联合使在两种小 鼠
中诱生的抗体反应都得到增强

。

这表明多能 篮 表位
飞
一

在不同 个体中
,

与 表位协同作用
,

增

强了 表位的免疫原性
,

并在一定程度上超越
限制

,

诱生了更强的 特异性抗体应答
。

四
、

展望

由于表位是抗原分子 中诱生特异性免疫应答
的基本的结构和功能单位

,

以表位为基础的基因免
疫将成为研究表位及其所在抗原免疫原性的 良好

模型
。

运用这一模型
,

利用单一表位或多表位并存
进行基因免疫

,

研究单一表位在机体中诱生特异性
免疫应答的现象及机制

,

探讨多表位同时作用的相
互联系与影响

,

将使我们对于表位免疫原性的分子

基础产生更直接和深人的理解
,

有助于进一步阐明

免疫应答的基本规律
。

以表位为基础的基因免疫不仅有理论上的探讨
价值

,

更重要的是它可能具有巨大的免疫防治的应
用潜能

。

以表位为基础 的基因免疫 已在若干种动物

体内成功地诱生了针对若干病原体的免疫应答反
应

,

这些免疫应答反应既包括体液免疫应答
,

也包括
细胞免疫应答

,

其中一些还具有免疫保护作用
。

这表
明

,

针对特定抗原表位设计的表位基因疫苗
,

可诱生
表位特异性免疫应答

、

提供特定的免疫保护力
,

有望

成为疾病防治性疫苗设计的又一新热点
。
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济南

·

年
,

屠开元教授在狗腿上行断肢再植实验
研究获得成功

一

,

开创了我国断肢再植外科探索的先
例川

。

年 月上海第六人民医院陈中伟医师成
功地为一位断臂工人进行 了再植术

,

轰动 了全国
’。此后

,

断肢再植技术在全国几个中心医院先后都
大力开展起来

,

使我 国的再植技术在世界上长期处
于世界领先地位

。

现在这一技术已在全国的基层医
院得以普及

,

并在许多医院实现了多项突破
‘ ’。可 以

说
,

对各种断肢体损伤的病患
,

大都有再植成功的

报道
。

然而
,

纵观再植外科在我国的发展史
,

不得不
令人对一些现象进行反思

,

这不仅有利于解决长期
困扰我们的一些思想问题

,

也有利于调整今后的发

展方向
。

一
、

再植外科在我国的迅速发展源于
我国的杜会

、

经济环境

我 国 医学领域给人的印象似乎是距西方先进
国家相差并不远

,

或在某些方面是先进的
。

许多成
果往往冠似世界领先或先进水平的招牌

。

如果说一
些所谓世界领先的医学成果还不能让人信服的话

,

那么再植技术在国际上的领先却是众所周知的 ’。

再植技术之所以如此
,

是与我 国的政治经济环境密

切相关的
。

首先
,

我 国 国民经济基础薄弱
,

尖端仪器设备
的购置 比较困难 而再植外科的主要工具只不过是
一台显微镜及常规手术器械而已

,

因此
,

多数医院
可 以突破经济困难的限制

。

其次
,

我 国人 口众多
,

直
接从事生产劳动的人 口数量巨大

,

劳动保护意识及

措施远远落后于发达 国家
,

所以会产生大量伤病
员

,

且伤情多种多样
、

稀奇古怪
,

这为再植外科的发

展提供了社会需求的背景
。

第三
,

多年来
,

特别是
世纪 年代以来

,

我国在思想上一直强调
“

忘我
”

精
神

,

鼓励众多医生积极参加
·

“

在脑力劳动领域中最
重的体力活动

” ,

不计个人得失
,

从而取得了许多令
人惊叹的成果

。

因此
,

再植术成了一项
“

低投人高社
会效益

”

的技术
,

其发展符合社会的需求
,

所以就有
了较好的发展空间飞促使其处于国际领先地位石

二
、

再植外科所处的困境

尽管有如上所述的优势
,

但是不难发现诸多困

境像幽灵一样
,

一直存在于再植外科领域
,

突出表

现在以下几个方面
。

发展潜力 困境 在再植外科领域
,

争论得最

为激烈的莫过于再植外科还有没有发展前途 的 问

题
‘ 一些医生认为再植外科已经到 了

“

顶峰
” ,

其理
由是

,

再植外科发展到今天 , 已实现了
“

十指离断再
植
”

及
“ 四肢离断

”

再植成功的突破
‘”’,

从肢体最近端
至指尖都有再植成活的报道【 ’ 实现了再植年龄的

突破
,

在几个月的婴儿至年逾 的老人的身上都取
得了再植的成功 直径 的血管吻合也有很
高的通畅率 〔 ’

。

有些人认为 人只有四肢十指
,

所以

不可能取得更多肢
一

指 再植的成功
,

这就是所谓的
“

顶峰论
” 。

现实技术困境 再植技术发展至今 已基本
成形

,

已为大多数医院所掌握
。

但在医疗市场
“

效益
竞争

” 日趋激烈的情况下
,

多数已掌握该项技术的
医院却不愿接受断肢 指 病人 有些有名的医院不
愿做或根本不会做再植术

,

即使接受了病人
,

也只

是让低年资医生独立操作
,

使病人几乎成了他们练
习技术的试验品

, ,

因此形成了实际技术趋于下降
、

月 以
,

, , , ,

切 ,

,
范

,

, , ,

以

罗
,

侧去 年以前的英文文献 篇
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