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基于细胞毒性T淋巴细胞通用流感疫苗的展望

高晓洋1,刘静2**,梁高峰1**

(1.河南科技大学医学院,河南洛阳471023;2.河南大学基础医学院)

【摘要】 目前,流感疫苗的接种策略是诱导产生针对流感病毒表面抗原的抗体。然而,流感病毒表面抗原的频繁变化

使它们能够逃避抗体介导的免疫。以甲型流感病毒的CD8+细胞毒性T淋巴细胞(CTL)为靶点的免疫抗原群对流感病

毒亚型具有广泛的交叉反应性,可作为开发通用流感疫苗的新方向。本文探讨CTL反应在流感病毒防控中的作用及交

叉保护性CTL流感疫苗的研究现状,分析交叉保护性CTL反应来改善流感疫苗保护效果以及在尝试诱导此类免疫时

机制,基于这些原则设计的流感疫苗将对流感病毒的大流行可起到较好的防控作用。
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【Abstract】 The
 

current
 

strategy
 

for
 

influenza
 

vaccination
 

is
 

to
 

induce
 

the
 

production
 

of
 

antibodies
 

against
 

the
 

surface
 

antigens
 

of
 

the
 

influenza
 

virus.
 

However,frequent
 

changes
 

in
 

the
 

surface
 

antigens
 

of
 

influenza
 

viruses
 

allow
 

them
 

to
 

evade
 

antibody-mediated
 

immunity.
 

The
 

immune
 

antigen
 

clusters
 

targeting
 

CD8+
 

cytotoxic
 

T
 

lymphocytes
 

(CTL)
 

of
 

influenza
 

A
 

virus
 

have
 

broad
 

cross-reactivity
 

to
 

influenza
 

virus
 

subtypes
 

and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

new
 

direction
 

for
 

the
 

development
 

of
 

universal
 

influenza
 

vaccines.
 

This
 

paper
 

discusses
 

the
 

role
 

of
 

CTL
 

response
 

in
 

influenza
 

virus
 

prevention
 

and
 

control
 

and
 

the
 

current
 

status
 

of
 

research
 

on
 

cross-protective
 

CTL
 

influenza
 

vaccines,analyzes
 

the
 

cross-protective
 

CTL
 

response
 

to
 

improve
 

influenza
 

vaccine
 

protection
 

and
 

the
 

mechanism
 

when
 

trying
 

to
 

induce
 

such
 

immunity.
 

An
 

influenza
 

vaccine
 

designed
 

based
 

on
 

these
 

principles
 

would
 

provide
 

better
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

influenza
 

virus
 

pandemics.
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***流感是由流感病毒引起的急性呼吸道疾病,流感平均每年

导致约25万~50万人死亡,而随着一种新亚型病毒的出现,这

一数字可能会上升到数百万(https://www.who.int)[1]。预防

流感感染的最佳形式是可产生高滴度病毒中和抗体的疫苗接

种,此类抗体可在呼吸道中起作用并限制病毒在宿主中的传

播。尽管常用的季节性流感灭活疫苗可诱导针对对应病毒株

的保护性反应,但随着循环病毒的积累突变,其有效性逐渐下

降。疫苗株需定期更新,但由于无法预测未来流感流行毒株,

且疫苗研制时间较长,因此较难实现疫苗株与流行毒株的匹

配。此外,无论疫苗株与人类流行毒株的匹配程度如何,也不

可能提供针对新亚型毒株的显著保护。

高致病性甲型禽流感病毒可在家禽和野生鸟类中持续流

行,且人类不断出现感染了甲型禽流感病毒的病例,可见开发

可对所有甲型流感病毒产生异源交叉免疫力的疫苗的重要性。

开发基于甲型流感病毒保守内部抗原设计的可介导细胞毒性

T淋巴细胞(CTL)产生广泛交叉保护反应的通用流感疫苗备

受关注。在自然感染流感病毒的情况下,主要由识别病毒内部

保守成分的CD8+T
 

CTL介导的交叉保护免疫在一定程度上

发挥作用[2]。目前,现有的疫苗不会诱导CTL反应,只能微弱

地增强原有的记忆性CD8+
 

T细胞反应[3]。

对当前的流感疫苗进行优化、设计、改造,使其包含可有效

激活交叉保护性CTL反应的成分。该策略将有效改善人类对

季节性流感病毒漂移变种后的保护水平,同时还可大大降低未

来流感大流行毒株带来的影响。本研究介绍了基于CTL流感

疫苗的研究现状,并讨论了在开发可诱导交叉保护性流感病毒

特异性CTL反应疫苗时需要注意的一些免疫学问题。

1 CTL在流感病毒清除中的关键作用

研究表明,小鼠呼吸道病毒载量减少与CD8+
 

CTL反应相

关[4]。在攻毒之前CD4+T细胞的耗竭对实验动物感染病毒程

度无影响[5]。CD4+T细胞可通过产生抗病毒细胞因子来降低

病毒滴度,为记忆CD8+T细胞的启动提供基本信号。在幼龄

动物身上,流感病毒的清除主要由CTL反应介导[6]。在缺乏

特异性中和抗体时,通过感染不同亚型的病毒或接种CD8+T
细胞诱导免疫原引起的高水平CD8+记忆T细胞,可实现对后
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续感染的控制[7-8]。CD8+T细胞不会介导对感染的保护,它们

不能发挥其效应器功能,除非发生靶细胞感染,且产生其在上

皮细胞上的识别结构,即携带病毒肽的主要组织相容性复合体

MHC
 

I类分子。CTL反应可限制疾病的发展程度,此作用是

通过在释放子代病毒之前裂解受感染细胞来实现病毒的清除,

由此产生的病毒载量降低更容易被发展中的抗体反应中和[5]。

CTL通过不同的机制非常有效地杀死受感染的靶标细胞,从而

消除感染生物体的病毒。在流感病毒感染的情况下,已经证明

这种类型的免疫可以保护小鼠免受甲型流感病毒的致命攻

击[9]。

CD8+T细胞消除流感病毒感染的效应机制主要由颗粒介

导的细胞毒性,涉及穿孔素、颗粒酶,可能还包括一些细胞因子

的产生[10]。干扰素IFN-γ在控制流感感染中的作用证据不

一,它对于将效应 T细胞募集到受感染的肺组织中至关重

要[11]。来自肺实质、支气管肺泡灌洗液、纵隔淋巴结和脾脏的

CD8+T细胞表达一种或多种编码穿孔素、颗粒酶A、B和K以

及IFN-γ的mRNA,且可在一些原发性流感病毒感染的人的胞

内染色组织中检测到IFN-γ和颗粒酶B蛋白[2]。颗粒酶B的

产生也被证实与人类感染流感有关[12]。

2 疫苗接种诱导交叉保护性CTL应答的潜在益处

如果CTL是由接触流感病毒引起的,记忆性CD8+T细胞

的存在可能是大多数未接种疫苗的健康成年人不会患上非常

严重的流感疾病的原因。感染流感后,CD8+T细胞记忆群将

被提升到足以改善后续感染的水平。然而,已证明CD8+T细

胞介导的免疫在小鼠体内随着时间推移迅速减弱,在感染后几

个月内消失[13]。在人类中可在体外召回的CTL活性的半衰期

估计为2~3年[14]。因此,一个群体中的个体在进入“流感季

节”时可能具有非常不同水平的交叉反应性记忆CD8+T细胞。

中等水平的记忆性CD8+T细胞是否对疾病有影响,以及它们

是否可以增强人体次优抗体反应的保护功效,是值的挖掘的问

题。小鼠模型实验结果显示,为了充分有效地对抗强毒株,记
忆性CD8+T细胞的数量必须足够多,以至于记忆性CD8+T
细胞在召回时几乎不需要额外的增殖,从而使病毒的复制得到

迅速控制,不同程度减少了病毒引起的损伤。将记忆性CD8+

T细胞维持在此保护水平将是CTL诱导疫苗的目标。

记忆CD8+T细胞反应的最佳水平可能对抗体诱导疫苗效

力相对较低的老年人至关重要。研究表明,流感病毒特异性

CD8+T细胞的前体频率高低在年轻组和老年组中无差异[15]。

老年组的研究结果表明,与抗体反应相比,高IFN-γ/IL-10比

值和高颗粒酶B活性是疫苗接种后流感疾病持续风险的更敏

感标志物,提示CTL免疫对保护老年组发挥一定的作用[16]。

在传统疫苗不匹配的情况下,或在经历“抗原原罪”的老年

人中,强CD8+T细胞反应的共同激发可抵抗病毒的感染[17]。

如果普遍使用的疫苗除了能诱导针对循环毒株的抗体外,还能

显著增强异亚型CD8+T细胞反应,那么人类在大流行开始时

就会得到一定的保护。当感染 H5N1大流行性病毒的情况下,

全球生产诱导特异性抗体疫苗的能力远远低于为世界人口接

种疫苗所需的能力[18]。

3 CTL流感疫苗的候选蛋白

与表面糖蛋白不同,位于流感病毒粒子内的蛋白质(例如

NP和 M1)由于它们在病毒复制周期中的功能作用而高度保

守。它们不能在受感染或免疫的动物中诱导中和抗体,但它们

能够诱导强大的细胞免疫。研究表明从感染某种甲型流感病

毒亚型中恢复的小鼠对异源毒株的致命攻击具有一定的保护

作用,并且这种现象的免疫学基础主要由抗流感特异性CTL
介导的[19-20]。CTL对流感病毒蛋白高度保守的氨基酸序列的

识别,主要是通过病毒进入机体后病毒颗粒内的蛋白激活细胞

表面的 MHC
 

I类途径进行的[21-23],CTL反应与人类保护之间

存在相关性[24,25]。从欧洲受试者获得的多克隆病毒特异性

CD8+T细胞群与 H5N1病毒衍生肽或 H5N1病毒NP基因转

染的细胞存在交叉反应性,这表明人类CTL反应对多样化的

流感病毒亚型表现出高度的交叉反应性[26]。早期对使用纯化

重组NP
 

(rNP)蛋白作为疫苗抗原的CTL疫苗的研究,进一步

证实了含有携带 NP基因的疫苗能够保护小鼠免受异源流感

病毒的致命挑战[27]。尽管抗体特异性不合适,但其诱导的

CD8+
 

CTL反应将会降低新出现的病毒亚型引起的发病率和

死亡率[28]。

4 诱导CTL反应的流感疫苗的研究现状

4.1 减毒活疫苗 病毒蛋白的细胞溶质递送是有效的 MHC
 

I
类限制性呈递和随后诱导CD8+

 

CTL反应的必要条件,并且是

在抗原呈递细胞感染期间实现的。

流感减毒活疫苗的使用会提高细胞介导的免疫力[29-30]。

流感减毒活疫苗是自1960年代以来开发的,减毒是通过病毒

适应低温(25-33
 

℃)进行复制而获得的,仅导致轻微的上呼吸

道感染。冷适应疫苗的鼻内给药通常会诱导良好的免疫反应,

包括局部IgA反应和CTL反应[31]。这些疫苗的有效性表明

诱导的保护性免疫并不总是与血清抗体反应的大小相关[32]。

目前,已有减毒活流感疫苗在美国注册,以2~59岁人群作为

受试者。同样在俄罗斯,减毒活流感疫苗已经被评估和使用了

约50年。

4.2 病毒载体疫苗 表达外源基因的重组病毒载体可被用作

疫苗研发,多种DNA和 RNA病毒已被用于传递靶基因和诱

导免疫反应,包括重组腺病毒、痘病毒、甲病毒、麻疹病毒和疱

疹病毒,它们目前处于不同的发展阶段[33-34]。为了获得良好的

安全性,大多数病毒载体都是基于减毒或复制缺陷病毒。可以

预期,除了体液和CD4+T细胞反应之外,这些病毒载体还可诱

导CTL反应,因为这些载体驱动受感染细胞中靶蛋白的合成。

确实已有研究表明其中一些候选疫苗会引发对感兴趣的蛋白

质特异的CD8+
 

CTL反应[34]。使用腺病毒载体递送HIV-1病

毒蛋白Gag、Pol和Nef也被认为是一种有前途的候选疫苗,旨
在诱导 HIV-1特异性CTL反应。载体疫苗具有免疫原性,并
且在猕猴和人类中证实了HIV-1特异性CTL反应[35-36]。使用

表达流感病毒蛋白NP和 M2(全长或 M2e)的重组腺病毒载体

进行小鼠免疫实验研究,结果表明流感疫苗诱导的CTL反应

对小鼠的保护极为有效[37-38]。此外,一种采用类似方法构建的

重组改良型安卡拉痘苗病毒(MVA)
 

流感疫苗,是以 MVA为

载体来编码流感病毒 NP和 M1蛋白。在I期临床试验中,该
重组疫苗在免疫人群中产生有效的CD8+T细胞特异性免疫;

在健康志愿者中进行的一项II期临床试验表明,这种疫苗在感

染活病毒后能够减缓流感症状[39]。

4.3 佐剂形式疫苗 另一种诱导病毒特异性CTL反应的方

法是使 用 基 于 免 疫 刺 激 复 合 物
 

(ISCOM)
 

的 佐 剂 疫 苗。
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ISCOM由胆固醇、磷脂、病毒蛋白和 Quil
 

A 佐剂的糖苷组

成[40]。ISCOM的各个组成部分可以形成典型的结构,可以很

容易地通过电子显微镜识别,其直径约为40
 

nm[40]。此外,与

传统灭活疫苗相比,使用ISCOM 制备物进行疫苗接种会产生

强烈的T细胞反应,同时也优化了抗原递送的过程,且在用外

源蛋白免疫后可获得强烈的CTL反应[41-42]。在小鼠实验研究

中,表明ISCOM可大大提高商业疫苗的效率,增加了对异亚型

毒株的保护和CTL反应[43]。基于ISCOM的流感疫苗已在临

床试验中进行了评估。在人类中,与接受无佐剂疫苗的个体相

比,用ISCOM配制的三价灭活流感疫苗可引起急剧增加的

CTL反应[44-45]。ISCOM显著增加抗 HA
 

CTL反应,但不是抗

NP
 

CTL反应,这与体内感染流感病毒后抗NP
 

CTL反应占主

导地位的情况不同[45]。为预防马流感,基于ISCOM技术的疫

苗已被开发并注册。

除ISCOM外,联合其它同类佐剂配制的rNP流感疫苗也

可有效保护接种动物免受同源或异源病毒致命攻击。霍乱毒

素联合rNP鼻内给药可抵御多种流感病毒亚型[46]。配制重组

NP和 M2蛋白组合的脂质体疫苗可刺激特定CTL的显著增

加,且保护接种疫苗的小鼠免受 H5N1禽流感毒株的致命攻

击[47]。用rNP和TLR3配体配制的疫苗可诱导特异性CTL
并保护动物免受流感病毒的致命挑战[48]。Savard等[49]研究表

明分裂病毒粒子类季节性流感疫苗在免疫小鼠后没有产生针

对NP和 M蛋白的免疫原性。然而,他们发现用木瓜花叶病毒

(PapMV)纳米颗粒为佐剂的相同疫苗对小鼠和雪貂进行免疫

后,触发了针对NP和 M1蛋白的CTL介导的免疫反应,并在

受到异亚型流感毒株攻击时产生了持久性保护作用。另外,对

源自流感 NP蛋白的CTL表位的PapMV纳米颗粒进行动物

实验,研究结果表明PapMV对触发疫苗产生有效的CTL反应

至关重要[50]。

基于上述现象得出如下结论,流感疫苗中所含的内源性

NP或 M蛋白保守性成分可被佐剂刺激产生较强的CTL反

应。

5 CTL流感疫苗开发的注意事项

5.1 特异性CD8+T细胞诱导 疫苗需要包含足以覆盖不同

MHC
 

I类单倍型个体的保守表位。研究表明,被识别的表位

中大部分来自病毒内部蛋白,主要靶标是基质蛋白 M1[51]。研

究者采取不同的方法检测了捐赠者的CD4+ 和CD8+T细胞对

H5N1病毒整个内部蛋白补体表位肽有相当广泛的特异性交

叉反应[52]。除 M1外,流感病毒核蛋白NP是诱导 H5N1病毒

交叉反应性CD8+T细胞应答的重要表位来源。这些研究为

CD8+T细胞诱导疫苗在人类中有效性的评估和表位疫苗的构

建提供了必要的信息。在某些情况下,表位诱导疫苗是非常有

效的CTL诱导剂,可用于通用流感候选疫苗的开发[53]。

构建疫苗时,避免免疫优势也是一个要考虑的因素[54]。

免疫优势是其中一种特异性的CTL反应主动抑制对其它表位

的免疫反应的现象。利用“多肽”疫苗在小鼠体内传递多个

CD8+T细胞表位来验证免疫优势存在的结果表明,在使用含

有多个CTL表位的疫苗进行加强免疫将引起更广泛的交叉反

应性[55]。

5.2 APC的抗原载量通过疫苗接种诱导 CD8+T细胞反应

显然比诱导抗体甚至CD4+T细胞反应更困难,主要是因为疫

苗抗原必须进入树突状细胞DC的 MHC
 

I类加工途径。流感

病毒感染诱导的有效CD8+T细胞免疫不仅需要DC作为抗原

提呈细胞的启动子,还需要DC的二次刺激以及淋巴结腔的最

佳扩张[56]。

经历凋亡的受感染呼吸道上皮细胞的DC摄取也是交叉

呈递抗原的潜在来源。因此,预计减毒活病毒疫苗会产生强烈

的CD8+T细胞反应。冷适应减毒活流感疫苗使病毒复制受限

于上呼吸道,可在小鼠中诱导CD8+T细胞介导的异病毒亚型

保护,并且对人类显著漂移的毒株显示出良好的疗效[57]。然

而,由于减毒疫苗的抗原刺激减少,这些交叉反应性CD8+T细

胞反应的强度可能不是最佳的。通过各种方法灭活的全病毒

疫苗已被证明能激发小鼠的CTL反应,当用于活化DC时,可
以在体外有效地召回人类记忆性 CD8+T细胞的反应[58-59]。

另外,微粒递送形式疫苗也可有效激活 CTL反应,如基于

ISCOM的疫苗可通过流感病毒受体或含脂质颗粒与细胞膜直

接融合将抗原递送至DC,但疫苗设计必须包含病毒内部 NP
蛋白为靶标抗原[60-61]。许多其他DC表面摄取受体也有可能

用于有效递送疫苗,如DNA疫苗是动物模型中抗流感CTL反

应特别好的诱导剂,被认为通过受体介导的摄取可直接进入

DC[62]。

CD8+T细胞决定簇及流感病毒内部蛋白的肽没有靶向

性,必须依靠低效的液相胞饮作用才能获得DC。尽管最小表

位肽可以直接加载到DC的 MHCI类分子上,但这可能不会刺

激DC激活所需的其它信号。CTL反应可被脂肽成功诱导特

别是那些通过Toll样受体2(TLR2)配体将肽靶向DC以有效

诱导保护性记忆CD8+T细胞反应。TLR2是一种摄取受体,

疫苗上的TLR2配体可实现靶标的靶向、加载和DC激活。

5.3 记忆和位置的重要性 记忆T细胞提供了一个扩大的、

分布更广的特定细胞库,在病毒感染时可快速诱导记忆反应。

研究表明记忆 CD8+T 细胞是从效应 T 细胞库 中 产 生 的,

CD8+T细胞记忆不依赖于抗原持久性[63]。产生和维持CD8+

记忆细 胞 的 最 关 键 要 求 是 在 初 级 激 活 过 程 中 存 在 辅 助 性

CD4+T细胞。对疫苗的反应不如由病毒感染引起的反应持

久。与病毒感染相比,疫苗可能需要诱导更大的记忆性CD8+

T细胞库。由于该库的大小与初级效应子群体的大小并不成

正比,因此需要更好地了解记忆前体形成的驱动因素,以最大

限度地提高记忆反应。

记忆T细胞基于它们的归巢受体表达被分为两组:CD62L
高CCR7+中央记忆细胞

 

(TCM)
 

通过血液和次级淋巴器官运

输,而CD62L低CCR7-效应记忆细胞
 

(TEM)
 

存在于外周组织

部位以及脾脏和血液。从广义上讲,这些亚群对再刺激的反应

是存在差异的,TCM具有更大的增殖能力,而TEM 保留了裂

解靶细胞和在受到病毒感染时立即分泌细胞因子的能力。正

如针对 HIV的CTL疫苗所争论的那样,对于疫苗来讲引发

TEM可能特别重要,TEM 将持续存在于相关的粘膜部位(在
流感感染的情况下为呼吸道),为感染性挑战做好早期反应准

备。总之,开发有效、持久交叉反应的流感疫苗依赖于个体产

生记忆CD8+T细胞的能力。

如上所述,在流感大流行期间,尤其是幼儿可能最容易患

严重疾病和高死亡率,这可能是由于缺乏先前感染季节性流感
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病毒诱导CTL免疫的结果。老年人也可能形成一个处于危险

中的年龄组,因为免疫力下降和免疫衰老。因此,幼儿和老年

人组可能从疫苗诱导的CTL免疫中获益最多,其他人群将受

益于增强现有的CTL免疫力。

6 结语

传统的流感疫苗自推出以来未发生较大改变,未来流感疫

苗的挑战是开发可诱导广泛保护性免疫的通用疫苗。通过克

服这一挑战,流感大流行出现造成的影响也将显著减少。虽然

对预防季节流行性流感和大流行性流感的相关性的理解仍然

存在差距,病毒特异性CTL反应有助于提高对流感病毒感染

后的保护性免疫,特别是在没有针对爆发性流行毒株 HA和

NA蛋白特异性抗体存在的情况下,可有效改善感染流感病毒

后的病情严重程度和死亡率。在大流行期间,诱导强、长寿命

的记忆CD8+T细胞免疫是诱导交叉保护性免疫的重要手段。

目前人类流感感染情况下重要的蛋白CTL表位已被确定,但
对将这些抗原递送到DC以在正确的位置引发正确类别的大

量记忆反应尚不清楚。

综上,对实验疫苗和现有疫苗的进行优化改进和严格评

估,且当有希望的候选疫苗进入临床试验时,应评估它们诱导

交叉保护性CTL反应的能力。随着可用于评估CTL表位特

异性反应、相关效应子功能和记忆表型的新工具的出现,可为

新一代交叉保护性通用流感疫苗生产提供理论基础。
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