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摘　要：核酸疫苗是 20 世纪 90 年代兴起的一种新型疫苗，已在免疫学及预防医学等方面显示出巨大潜能，

迄今已有 10 余种被 FDA 批准进入非临床和临床试验。然而，目前仍存在许多尚未解决的问题，如生产工艺、

质量标准、制剂和效应，特别是安全性方面的问题，它直接关系到核酸疫苗的应用。因此，解决安全问题

是目前核酸疫苗研究的热点和焦点。核酸疫苗的安全隐患主要包括基因整合、免疫学疾病、种属、个体差

异性及生产带来的一些安全隐患。为此，对其进行优化设计及生产主要应从表达载体、免疫佐剂、免疫途

径及免疫程序等方面进行优化。主要就核酸疫苗的安全性方面问题及有关优化策略作一综述，希望对核酸

疫苗的基础研究与临床应用具有一定的指导意义。
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Abstract: Nucleic acid vaccine is a brand-new vaccine sprung up in 1990s, and has shown its tremendous potentials 
in immunology and preventive medicals. Up to date, more than 10 DNA vaccines have been approved by FDA to 
conduct clinical and non-clinical experiments. However, there are still some unsolved problems, such as 
manufacturing techniques, quality standards, preparation and effects. Among the problems, safety is of major 
importance as it has a direct bearing on the application of DNA vaccine. Therefore, to address the security concern 
is the hot-spot and focus of current research on DNA vaccine. For the time being, security risks mainly include gene 
integration, immunologic diseases, difference of species and individuals, risks emerging in manufacturing process. 
To this end, we are supposed to optimize the designation and manufacturing of it, mainly from aspects such as 
expression vector, immunoadjuvant, immunization route, and immunization program. This paper aims to give a 
review on safety of DNA vaccine as well as optimum strategies, and thus be of significance to fundamental and 
clinical researches.
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核酸疫苗 (nucleic acid vaccine) 是在基因治疗

研究领域中发展起来的一种全新的免疫防治剂。所

谓核酸疫苗是指将含有编码某种抗原蛋白的基因与

表达质粒重组后直接导入人或动物体内，通过宿主
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细胞的转录系统合成抗原蛋白，诱导宿主产生对该

抗原蛋白的免疫应答反应，包括体液免疫及细胞免

疫，以达到预防和治疗疾病的目的
[1-3]

。与传统疫

苗相比，核酸疫苗具有许多潜在的优势，它的诞生

给基因治疗和免疫学领域带来了不可估量的前景，

开创了疫苗学研究的新纪元，被誉为第三代疫苗
[3-4]

。

核酸疫苗包括 DNA 疫苗和 RNA 疫苗两大类，但目

前涉及的主要是 DNA 疫苗。DNA 疫苗是指含有编

码抗原基因的真核表达质粒 DNA，经体内接种后，

可被体细胞摄取，并转录、翻译、表达相应的抗原，

然后通过不同途径刺激机体产生针对此种抗原的免

疫应答。随着多种 DNA 疫苗进入临床实验阶段，

其安全性问题便成为人们关注的焦点。

1　核酸疫苗的安全性问题

核酸疫苗的产生极大地丰富了免疫学的内容，

解决了目前生物制剂存在的诸多问题，展示了其强

大的优越性和生命力；但是，核酸疫苗自诞生以来，

安全性一直是人们关心的问题，也是其日后能否应

用于临床的关键
[3]
。研究人员一般通过观察实验动

物的体重和死亡率来初步评价 DNA 疫苗的安全性

问题
[5]
，为进一步评价 DNA 疫苗临床前的安全性，

美国 FDA 颁布了核酸疫苗安全性方面的相关文件，

规定主要从系统毒性、基因毒性、生殖毒性、免疫

毒性和致癌性等方面对其进行评价。DNA 疫苗临

床前的安全性问题主要表现如下。

1.1　基因整合

目前对 DNA 疫苗接种后其在体内的分布、残

留情况及毒理学特性还有待进一步研究，有可能与

宿主细胞基因组发生整合
[6-8]

。通常某种药物给药

后，其产生的不良反应大小一般与给药剂量、给药

途径等密切相关。同样，基因整合与核酸疫苗的接

种剂量和接种途径等多种因素有关。通常情况下，

人们认为给药剂量越大，药物在体内的残留量也越

大，即外源 DNA 的残留量越大，整合的风险就越大；

DNA 疫苗的给药途径具有多样性，可通过肌肉注

射、皮下注射、黏膜给药、基因枪、电穿孔等技术

途径给药
[3-4,9-10]

。不同给药途径，发生外源基因与

机体基因组整合的可能性也有所差异，其中肌肉注

射较为安全。目前检测是否发生基因整合的常用方

法有聚合酶链式反应 (polymerase chain reaction, PCR)、
定量PCR (quantitative polymerase chain reaction, qPCR)、
逆转录 PCR (reverse transcription polymerase chain reaction, 
RT-PCR) 等 [5,11]

。

Dolter 等 [11]
通过肌肉注射或电穿孔技术给小

鼠接种预防 Ι 型人体免疫缺陷病毒 (human immuno-
deficiency virus type 1, HIV-1) 的 DNA 疫苗 ADVAX，

7 d 后使用 qPCR 的方法检测血液、骨髓、睾丸 / 子
宫、大脑、脾、肾、肝、心、肺淋巴结、注射部位

肌肉中 ADVAX 的残留情况，结果发现大多数只有

在注射部位的皮肤及肌肉组织中能检测到低浓度的

质粒，其余器官组织均检测不到，提示动物接种核

酸疫苗后，外源基因以 DNA 形式在体内的残留时

间短、分布较局限、与宿主基因组整合的概率较小。

尽管如此，整合的可能性仍然存在，外源基因可能

会通过随机整合、同源重组或 ( 和 ) 逆转录病毒插

入等方式与机体 DNA 发生基因整合，从而诱发体

内基因组 DNA 的改变，最终引发一系列疾病。尤

为可怕的是可能会激活机体的原癌基因、失活其抑

癌基因，更甚者外源 DNA 本身就携带有活性癌基

因而导致有活性的癌基因的插入，最终导致癌症的

发生
[11-12]

；另外，由于染色体基因发生改变，使其

遗传物质在染色体水平、碱基水平上受到不同程度

的损伤，从而可能造成不可估量的遗传毒性
[5]
；再

者，若外源 DNA 与性细胞染色体发生整合则将导

致种系的突变，产生生殖毒性，但目前尚没有因为

接种 DNA 疫苗后外源质粒整合到生殖系细胞基因

组而产生生殖毒性的报道
[3]
。Liu 等

[5]
用同样剂量

的抗犬传染性肝炎病毒 DNA 疫苗 pVAX1-CpG-
Loop 肌肉接种免疫 112 只 BALB/c 雌、雄小鼠后，

发现两周龄后代重量与未免疫小鼠后代无差异，通

过 PCR 方法检测不到接种的质粒，说明外源基因

没有整合到种系基因组 DNA 中，不会遗传给后代，

表明并没有产生生殖方面的毒性。 
1.2　免疫学问题

1.2.1　自身免疫性

自身免疫性疾病是机体对自身成分发生免疫应

答而导致的疾病状态。DNA 疫苗可以预防某些自

身免疫性疾病，但接种后也可能引起机体的免疫功

能紊乱，产生潜在的抗 DNA 抗体，持续不断地对

外源 DNA 产生免疫反应，从而诱发自身免疫性疾

病
[13-15]

。在设计制备 DNA 疫苗时，为增强其免疫

效果往往在构建载体时引入一种未甲基化的六聚核

苷酸序列CpG，其结构为 5′-嘌呤 -嘌呤 - CpG-嘧啶 -
嘧啶 -3′，尽管一定程度上能增强细胞免疫，但同时

又具有诱导产生抗 DNA 抗体的缺点，进而增加了

自身免疫性疾病发生的概率
[16-17]

。 
虽然质粒 DNA 自身没有免疫原性或免疫原性
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非常微弱，不足以引起免疫应答，不易产生自身免

疫性疾病，而且目前已有研究表明 DNA 疫苗免疫

后动物血清中并未检测到抗 DNA 抗体，也不会发

生自身免疫性疾病
[3, 18]

，但这种风险不容忽视，因此，

在 DNA 疫苗的临床试验中，应对接种者进行抗

DNA 抗体检测，以确保其安全性
[19]
。 

1.2.2　免疫耐受

免疫耐受是指在抗原刺激下，对抗原特异应答

的 T 与 B 细胞，不能被激活产生特异免疫效应细胞，

从而不能执行正免疫应答效应的现象。DNA 疫苗

接种后，在体内通过转录系统表达抗原蛋白，且其

在体内免疫持续时间尚未明确，外源蛋白在体内的

长期表达就有可能导致免疫病理反应。如果这种表

达强度和所持续时间未得到合理控制，使接种者一

直都保持一定强度的免疫应答，从而引发免疫耐受，

使接种者受到免疫损伤。通常情况下，如果这种表

达的程度处于持续低水平状态，那么外源抗原可能

会被血液中的中和抗体清除，而不能引起机体足够

的免疫应答，最终将导致疫苗失效；相反，如果这

种表达的程度处于持续高水平状态，可能诱导机体

产生“超免”现象，使机体免疫抑制而易感染其他

病原体，最终导致传染病的发生
[19-20]

。临床试验表

明，志愿者接种疫苗后能发生耐受，但并无明显严

重的不良反应
[18]
。由于婴幼儿、儿童免疫系统尚不

完善，老年人免疫力降低，免疫耐受在此类人群中

更易发生。既然免疫耐受有发生的可能，那么应高

度重视，注射疫苗后应时刻监测其发生的可能性，

及时采取必要的应对措施
[21-22]

。

1.2.3　免疫交叉反应

外源质粒 DNA 中的非目的基因也可能在体内

编码蛋白而带来不良反应。载体本身一般都带有信

号肽系列，它对于编码的蛋白分泌到细胞外环境是

必要的，且这种分泌作用较强，有促进疫苗产生较

强的免疫应答反应，更好发挥其疗效的作用，但由

于信号肽本身也能作为基因疫苗，产生抗原来诱导

保护性免疫反应，最终可能会诱导免疫交叉反应
[22]
。

除此之外，还可能会使接种者发生过敏反应性疾病

及超敏反应性疾病等免疫学问题。 
1.3　种属、个体免疫效果差异问题 

目前，很多研究者都发现核酸疫苗在不同动物

个体中免疫效果存在较大差异，有些疫苗在临床前

小个体动物中免疫和保护效果较好，但在大个体动

物和人中却得不到预想效果，可能是不同个体间使

用剂量随重量变化的比例不同、人与动物的免疫系

统有所区别等尚不明确的原因所致
[23]
。就目前较常

用的接种途径 —— 肌肉注射而言，原因可能与不

同个体间的结缔组织有关，因为大个体动物肌间结

缔组织较小鼠等小个体动物的结缔组织更为丰富，

转染效率较低，导致其免疫和保护效果有所降低。

另外，目前对 DNA 疫苗研究进行的实验都是以动

物为模型，完全可应用的疫苗仅存在于动物疾病的

预防及治疗，应用于人体的都还在进行临床实验阶

段，最终应用于人体后是否出现不良反应还有待考

证
[24]
。

1.4　疫苗生产中带来的安全性问题

疫苗生产过程中的某些因素对人类健康存在直

接或间接的危害。目前大多数的核酸疫苗在构建过

程中都依赖于抗生素抗性选择标志来筛选含有构建

好的外源质粒的菌体，并保证构建的外源质粒能够

稳定遗传，问题在于抗生素抗性选择标志在质粒提

纯时，难免会残留微量抗生素，这对接种者的体内

微环境是不利的
[25]

；核酸疫苗的生产一般都需借助

生产用工程菌，由于菌体中含有内毒素，而且制品

在提纯过程中可能会含有内毒素，接种入机体后使

机体产生严重的毒性作用；通过某些飞行生物将危

害健康的基因传至某些食物中，影响食物的品质
[26]
，

这些都直接影响了机体的健康。核酸疫苗在上市之

前要经过一个漫长的实验阶段，这期间，免疫动物

和人体内引入的外源质粒可能还有残留，残留的质

粒可能通过被接种者的分泌物、排泄物或遗体的腐

败物向外界环境转移，进一步与环境中的细菌、病

毒或寄生虫基因重组而造成扩散，或在被免疫动物

体内与细菌、病毒或寄生虫等基因发生重组向外界

扩散
[27-28]

；载体质粒上常含有抗生素基因，因为质

粒可能会转化到接种动物体内的微生物区系，甚至

扩散到外界环境微生物系中，从而造成抗性基因扩

散，引发微生物系产生新的抗药性和适应性，造成

又一种“超级细菌”的产生
[29-30]

，这些都影响到人

类生存的环境，间接影响了人类的健康。

虽然这些仅是一种推测，环境中存在大量的

DNA 酶来降解被排泄到环境中的质粒，对环境产

生污染的概率较小，但一旦发生后果将相当严重，

因此，应该高度重视，不断监测其发生的可能性。

2　核酸疫苗的优化

目前核酸疫苗在应用方面仍存在一些不足，如

何使核酸疫苗更安全有效，将是今后研究的主要方

向。如能对其进行适当优化，最大限度克服其带来



邱春红，等：核酸疫苗的安全性及其优化策略研究第9期 861

的安全性问题，那么核酸疫苗将在基因治疗领域具

有更广泛的应用前景。目前主要在以下几个方面进

行优化。

2.1　免疫原基因的选择

免疫原基因即目的基因，接种疫苗后，其起真

正的预防治疗作用的为药物的有效成分，因此，在

选用免疫原基因时应该对病原体基因组进行充分的

了解，选择其主要保护性抗原基因或选用其抗原

表位所对应的核苷酸序列，将之克隆入合适的真

核表达载体，使目的基因能够高效地表达抗原蛋

白
[23, 31]

。目前的常用方法有构建互补 DNA (cDNA) 
文库获取、用聚合酶链式反应 (PCR) 方法获取、人

工合成候选基因 ( 利用 DNA 合成仪 ) 等等。

2.2　真核表达载体的优化

真核表达载体表达抗原蛋白的能力强弱直接关

系到其诱导宿主产生免疫应答的能力，因此，选择

合适的启动子与增强子系统对核酸疫苗蛋白的表达

水平至关重要
[32]
。可利用较强的启动子、提高启动

子的效率、优化密码子、甲基化碱基等方式改造载

体骨架
 [18,33-35]

或通过添加合适的免疫刺激序列

(immunostimulatory sequence, ISS) 来优化真核表达

质粒。在核酸疫苗中，重组质粒载体不仅发挥抗原

的作用，载体本身中的免疫刺激序列 (ISS) 还可充

当免疫佐剂，提高免疫应答能力，使机体获得更快、

更有效、更持久的免疫作用
[36]
。目前，关于免疫刺

激序列的研究主要集中在 CpG 序列上，CpG 寡脱

氧核苷酸基序与 Toll 样受体 9 (Toll-like receptor 9, 
TLR9) 相互作用，共同刺激机体的先天性免疫和获

得性免疫系统，从而提高疫苗的免疫效果，在肿瘤

及感染性疾病中应用广泛
[35]
。另外，由于载体中的

抗性标记基因可能给环境带来危害，因此，应尽量

选择不含抗性基因的质粒
[25]
。

2.3　免疫佐剂的优化

佐剂是一种预先或与抗原同时注入体内，可增

强机体对该抗原的免疫应答或改变免疫应答类型的

非特异性免疫增强物，对于疫苗免疫应答的产生和

增强具有重要作用。更好地了解免疫系统并对其进

行调控，可通过改善佐剂，提高疫苗的免疫原性。

常用佐剂如细胞因子佐剂、趋化因子和协同刺激分

子佐剂、补体分子佐剂、基因佐剂以及其他一些分

子能调控核酸疫苗诱导的免疫应答类型及增强免疫

应答强度
[22,37]

。免疫佐剂在与核酸疫苗共同接种时，

常能明显提高体液和细胞免疫反应，如将抗 HIV-l
的 DNA 疫苗与细胞因子加粒细胞巨噬细胞 - 集落

刺激因子 (granular cell macrophages-colony stimulating 
factor, GM-CSF) 共同接种机体，可以使机体的树突

细胞 (dendric cell, DC) 数量有所增加，因而能增强

机体的细胞及体液免疫
[38]

；但这种免疫佐剂与核酸

疫苗共同接种的方式不同，产生免疫促进作用不同，

且不同的细胞因子经常会产生不同的效果，有些甚

至会产生一些负面效应
[17]
。因此，在选择该使用何

种佐剂或是否有必要使用佐剂时，应该充分考虑各

项指标，指导佐剂的正确选择及使用。

2.4　免疫途径的优化

不同的免疫途径和免疫方式可对抗原 DNA 的

吸收、表达和呈递产生影响，从而诱导出不同强度

的免疫反应。常用的免疫途径主要为肌肉注射，目

前还兴起一些新的接种技术，如电穿孔、纳米粒、

基因枪等
[22,39]

，应根据不同的免疫原和宿主类型

选择最佳接种方式。在选择免疫途径上，应该综合

考虑转染效率，接种部位抗原提呈细胞 (antigen 
presenting cells, APCs) 的抗原提呈能力，方便性及

有效性，是否对组织产生刺激、毒性等因素，得到

最佳的接种途径。当前比较热门的是电穿孔技术的

应用，使用电穿孔技术介导基因定位给药的方法传

递 DNA，可最大程度提高转染效率而减少药物的

使用量
[40]
；再者，这种技术可以使用不同的接入点，

使机体产生不同的免疫应答反应：以肌肉为接入点

进行电穿孔给药的方式主要是使机体产生细胞免

疫；以皮下为接入点则是引起机体的体液免疫。同

时使用这两个接入点能够达到协同提高免疫应答的

效应。Lin 等
[41]

同时以肌肉及皮肤为接入点使用电

穿孔介导技术，给荷兰猪接种抗流感病毒 (influenza 
virus H5 hemaglutinin, H5HA) 的 DNA 疫苗，抗体

滴度检测结果发现，此种接种途径动物产生的抗体

滴度显著高于单纯通过肌肉或皮下接种途径所产生

的抗体滴度。单纯用一种给药途径给药，一般情况

下生物利用度较低、免疫效果不够理想而需要加大

接种的剂量。因此，通过两种给药途径联用来增强

免疫效果而降低剂量，避免机体的耐受剂量
[42]
。

2.5　免疫程序的优化

核酸疫苗的免疫效果与接种剂量和次数成正相

关，较高剂量和较多次数接种，可产生较高水平的

抗原蛋白和相应的抗体，但这种相关性也随着抗原

基因的种类不同而发生改变。对于无毒性的表达蛋

白，为了让其能够产生较高水平的表达蛋白和抗体

而达到更强的免疫效率，应该采用较高的接种剂量

和较频繁的接种次数；对于有毒性的表达蛋白，由
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于毒性蛋白大多会改变靶细胞的正常功能，甚至杀

死靶细胞而使抗原蛋白无法继续表达，导致因为不

能维持正常的免疫刺激而呈现负面效应，因此，要

注意不能使这些毒性蛋白有过高的表达
[20]
。在这类

毒性蛋白中，最好不要设计和应用高表达载体，如

插入能引起下游高表达启动子的载体
[4,43]

。总之，

应该根据实际情况确定最佳的免疫程序。确定最优

条件，最大限度地提高效率，同时减少疫苗对组织

的损伤，改进质粒在骨骼肌中的分布能增加 DNA
的表达水平。另外，在接种部位预先注释局部麻

醉剂，可不同程度增强机体免疫应答。Pachuk
等

[44]
在接种肌肉部位注射局部麻醉剂布比卡因

(Bupivacaine) 后注射核酸疫苗，结果发现通过此种

处理方式可明显提高 DNA 在体内的转染效率、提

高表达水平，增强机体的免疫应答能力。 

3　展望

除上述提到的有关核酸疫苗安全性及优化策略

的一般性问题外，结合本实验室核酸疫苗设计过程

的实际，现将认为比较重要或实质关键的方面着重

强调一下，希望对核酸疫苗的开发应用有所启示。

首先，在免疫原基因的选择方面，应重点选择抗原

基因发挥作用的片段，而不应盲目选择整个基因，

这样才能做到有的放矢，最大效率地发挥其功能，

而且如果是自身抗原基因还可最大限度地降低自身

免疫病的发生风险。如果是多个基因多个片段起作

用，在实验条件允许的情况下，也可以考虑将它们

逐个连接起来，同时用铰链蛋白，如 Ala-Ala-Ala
或 Gly-Ser-Gly 将相对应的碱基间隔开来，以便于

相对保持各个有效片段的结构，有利于各自功能的

有效发挥
[45-47]

，但在连接多个基因多个有效片段时，

特别要注意起始密码子及终止密码子的位置，避免

因设计错误而出现阅读框错位。其次，免疫佐剂的

选择也非常关键。除前面提到的细胞因子外，目前

核酸疫苗最常用的免疫佐剂是脂质体。脂质体具有

长效、缓释的特点，对细胞膜具有很好的亲和性，

有利于核酸疫苗疗效的发挥 ；但由于其自身的局

限性，如对组织器官特异性差、选择性低及价格昂

贵等原因，仍有待于开发新型免疫佐剂，如病毒及

新兴的纳米材料等都可以考虑。Zhang 等
[46]

采用

pVax-NOIs 核酸疫苗，以痘苗病毒 (vaccinia virus)
作为载体加强免疫，结果发现痘苗病毒能有效提高

核酸疫苗的抗体滴度。我们在实验过程中也发现，

以纳米颗粒作为佐剂可以取得与脂质体、弗氏佐剂

相同甚至更好的免疫效果，且能有效克服脂质体、

弗氏佐剂的毒副作用
 [48]

。

核酸疫苗是 20 世纪 90 年代发展起来的一项新

的生物技术，作为一种新型疫苗，已成为疫苗研究

领域的热点之一，具有广泛应用前景。目前美国

FDA 已批准艾滋病、流感、结核、乙肝等 10 余种

核酸疫苗进行临床试验，其中有的已进入临床 II、
III 期试验阶段，有望在不久的将来安全地应用于人

类疫病的防治
[49-50]

，但有关核酸疫苗在理论上的安

全性问题，还需通过长时间的实验加以克服，并不

断进行优化，进一步提高其免疫效力，这也是今后

核酸疫苗研究的主要方向。
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