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摘要：本文从脑组织灭活疫苗、培养细胞单双价灭活疫苗、基因重组疫苗、DNA疫苗、减毒活疫苗、佐剂、灭活方法、 

免疫策略等方面概述了汉坦病毒疫苗研制近况。 
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我国是世界上受肾综台征出血热(HFRS)危害 

最严重的国家，90％以上的病例在我国。HFRS是由 

汉坦病毒引起的一种自然疫源性疾病，目前发现汉 

坦病毒有二十余种血清／基因型，引起人类 tlFRS和 

HPS主要是汉滩病毒(HTN)汉城病毒(SEO)、普马 

拉病毒(PUU)、Dobrava病毒(DOB)和 Sin Nombre 

(S [ 。随着分子生物学技术的发展及对汉坦病 

毒基因结构的深入研究，汉坦病毒疫苗的研制也有 

了显著发展，现概述如下： 

1 脑组织纯化疫苗 

寰 l I型汉坦病毒(trm)乳鼠脑灭i旨盛苗刊鲁蕞况 

Table 1 The prepmatlm marcy 0f natal ntmlse intai~ated vse*ine 0f hantatmCm type1 
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陈化新_5 J等观察乳鼠脑I型灭活疫苗远期安全 

性及预防效果 ：在接种的 143，581人中，中强副反应 

率为 3．26％，4年内未出免疫增强反应。在基础免 

疫后 144．和 1年后加强免疫后 14d，抽样检测接种人 

群，中和抗体平均阳转率分别为51．09％、61．09％+ 

荧光抗体平均阳转率分别为84．27％，83．05％，平均 

保护率为94．3％，这证明此疫苗安全有效，可推广 

使用。 

韩国已批准该疫苗的生产使用，Cho[ 等在人群 

中观察该疫苗效果，在未注射疫苗前的1987年发病 

人数为 104人，接种后的 1994年为 34人 ，但未在同 
一 地区做过接种与未接种疫苗人群的对比观察 

该疫苗在朝鲜亦已批准生产使用，金洛济等l4 J 

在I-IFRS高发区进行人体免疫预防效果观察，保护 

率为 79．5％ 100％。 

2 单价疫苗 

朱智勇_6 等用H烈型z】0在原代沙鼠肾细胞培 

养其滴度可达 6-7logTCI~ ／1．0mL经 B一丙内脂灭 

活加入 AL(()H)3为佐剂制成 I型单价灭活疫苗。 

宋干等 ”用 毒株在原代地鼠肾细胞上培养其滴 

度可达 7．51~gTClDso／1．0mL经福尔马林灭活加 AL 

(OH)3为佐剂制成Ⅱ型(SEO型)单价灭活疫苗。陈 

化新 等连续观察沙鼠肾细胞 I型灭活疫苗(简称 

沙鼠疫苗)和地鼠肾细胞Ⅱ型灭活疫苗(简称地鼠疫 

苗)在 }玎豫s疫区试验人群中的远期安全性(4年)及 

预防敢果 中强副反应率沙鼠疫苗为O．56％，鼬鼠 

疫苗为1．57％，未出现免疫增强反应。于基础免疫 

后 14d和 1年后加强免疫后 14d在人群中抽样检 

测，中和抗体阳转率：沙鼠疫苗分别为57．18％、 

70．17％，地鼠疫苗82．46％、8O．13％，荧光抗体阳转 

率沙鼠疫苗93．69％、89．04％，地鼠疫苗为65．73％、 

85．o0％，4年平均保护率地鼠疫苗97．16％沙鼠苗为 

93．77％，结果证明安全有效，可推广使用。 

3 双价疫苗 

3．1 原代沙鼠肾细胞流行性出血热双价疫苗 

朱智勇等18]将zl0毒株(I型)和 毒株(Ⅱ：型 

分别感染原代沙鼠肾细胞，以口一丙内脂灭活．混 ‘后 

加氢氧化铝为佐剂制备丽成。董关木等- 大规模^ 

体观察中抽查部分接种该疫苗人群，荧光抗体阳转 

率及 G1wr分别为 99．04％、24．15，对 I型病毒中和 

抗体阳转率及 G1wr分别为91．o3％．18．27；对Ⅱ型 

病毒中和抗体 阳转率及 GMT分别为88．44％、 

12．47，接种三针疫苗后局部反应率为 1．84％，全身 

体温反应发生率 0．36％，未见人群接种后发生异常 

反应。 

3．2 地鼠肾细胞流行性出血热双价疫苗 

宋干 J等采用地鼠肾细胞(GHKc)传代适应滴 

度高(8．51ogTCID∞／1．on正)的两型EHF病毒株(家鼠 

型 株及野鼠型 株)试制出 GHKC流行性出血 

热双价灭活疫苗，用福尔马林灭活，加 AL(OH)3为 

佐剂，免疫242人，全部接种者极少数有轻、中度反 

应，均无不良反应，疫苗接种后，抗体阳转率为95． 

9％(Ⅱ'A)、93．5％(Ⅱ姒 )。用 EFRNT抽样检查，对 

株，JR株病毒中和抗体阳转率分别为 100％、88． 

2％ 。 

上述两种双价疫苗均获批准生产。95期间主 

攻上述疫苗的纯化及 Vem细胞纯化疫苗，均取得重 

要进展，它们将在控制我国出血热流行中发挥重要 

作用。 

4 基因重组疫苗 

4．1 痘苗病毒重组疫苗 

Schmaljohn[1o]等将HTN病毒 76一l18株的结构 

基因插入痘苗病毒 caI1一- 疫苗株构成重组体，I 

期临床试验结果表明 1．人体皮下接种 10 PFU重 

组体是安全有效的2．二次接种可提高中和抗体滴 

度3．皮下接种较划痕接种好。二期双盲对照临床 

试验结果 已种痘A群中体内中和抗体罔转率 于 

未种痘人群。Sehmaljohn等亦用 mR株ll 、NYVAC 

株(弱毒痘苗病毒)和ALVAC株(一种不能在人体内 

复制的金丝雀痘苗病毒)“ 进行实验。姚树元ll J 

等亦将汉坦病毒76 118株 M、S片段构建转染质粒 

pJSBllM7．5S，获得痘病毒与HTN基因的重组体，并 

在试验动物中诱导产生中和抗体。马章亮等ll 将 

汉滩病毒 Aq株 M基因段在重组痘苗病毒天坛株中 

进行表达，表达产物接近天然蛋白，能刺激宿主产生 

良好的免疫反应并可在机体内诱生针对汉滩病毒糖 

蛋白的特异性免疫。 

4．2 杆状病毒表达载体 

Schmaljohn[ J、石晓宏【 J等将HTN病毒78— 

118株的结构基因插入杆状病毒苜蓿银纹夜蛾核型 

多角体病毒(AcNPV)的多角体蛋白基因构建杆状病 

毒与HTN基因的重组体，用重组体表达的蛋白rGP 

和rNP免疫地鼠后，地鼠获得保护性免疫。 
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4．3 甲病毒载体 

Strauss_1 等发现，甲病毒是单链正股 RNA基因 

组的包膜病毒，其中 S1％T(Semliki Forest virus)、VEE 

病毒(Venezuelan equine encephalitis vin )、SIN~(Sind． 

bis virus)已开发成 为极有价值 的表达载体 

Sehm~john等_19J制备了表达SEOV结构基因的DNA 

基础的辛特比斯病毒复制子载体。(r,s~2．5)(DNA 

based Sindbis vires replieon vector)和包装后辛特比斯 

病毒复制子的载体(pS mp5)，此重组体在地鼠体内 

诱导了针对基因表达产物的抗 SEOV免疫力。 

4．4 HBV颗粒核心嵌台载体 

HBV核心抗原现已被用来呈递各种外来抗原 

决定簇。Ulrich等_2 将编码 PUU(CG18—20株)核衣 

壳蛋白氨基末端 199个氨基酸的基因片断分为3个 

部分重叠的片断，并用质粒pHBc2．19和pHBc 2-9构 

建了表达 HBcAg／hantavirus N蛋白嵌合体三种重组 

质粒 pHBc．N1、pHB~．N2、pHBc—N3，除表达 HBcAg之 

外分别表达核衣壳蛋白氨基末端 1～45aa、38～ 

82aa、75—119aa。保护性免疫测试发现，pI-IBc—N1和 

pHBc-N3均显示出了免疫性保护，pHBc．N2却未显 

示出保护，结果表明NP的保护性抗原区主要位于 

氨基末端 1—45aa。HBV核心颗粒嵌合体有可能成 

为表达汉坦病毒保护性抗原表位的良好载体。 

已用各种载体研究了汉坦病毒结构蛋白免疫原 

性及保 护性 免疫 力。Schmaljchnll2_、Xu X【 、chu 

yK[zS J等发现表达 M片段痘苗病毒重组体可诱导中 

和抗体及保护动物免受同型病毒攻击，提示仅诱导 

针对 Gl及 G2中和抗体可提供保护力，且 Gl及 G’ 

同时表达比Gl或 G2单独表达的重组体提供更完全 

的保护力。Yoshimatsu[26]、Ennis[驯均证实核衣壳蛋 

白和包膜蛋白都能诱导动物体内细胞介导的保护性 

免疫力，提示重组体同时表达汉坦病毒三种结构蛋 

白可诱导动物体内最全面的保护力。 

5 DNA疫苗 

DNA疫苗是指含有编码抗原基因的真核表达 

质粒的 DNA经直接接种体内后，可被体细胞摄取， 

并转录、翻译表达出相应的抗原，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l2 。 

welzel【恐_等将 PUU病毒 CGI8．20株和HTN病 

毒 76．118株的 sRNA反转录成 eDNA用来构建真核 

表达载体。用由可诱导 GRE(glueocorticoid responsive 

element)控制转录的 pCRE5．1载体可在 Veto-E60。 

细胞内有效表达 PUU病毒核蛋白而未出现细胞毒 

作用。经测试各种载体，PcR3．1被选作汉坦病毒核 

衣壳蛋白稳定表达的载体。在不同哺乳动物细胞内 

表达PUU病毒和HTN病毒核衣壳蛋白模型的成功 

建立意味着在三个显著演化的物种(人、猴、鼠)中特 

殊病 毒蛋 白稳定 而有 效的表 达 是 可能 的。 

Schmaljohntz3 2等将表达SEO病毒SR-11株的M或s 

片段分别亚克隆于真核表达载体 pWRG7077，构建 

pWRG／SEO．M和 pWRG／SEO．S裸 DNA疫苗，两种疫 

苗均可诱导 Balb／c小鼠和仓鼠体内抗体反应，但只 

有 pWRG／SEO．M可诱导中和抗体及保护所有动物 

免受 SEO病毒攻击。就疫苗接种方式而言，用基因 

枪更能获得高血清阳转率及抗体水平。 

Schmaljohn[ 等比较了两种甲病毒载体疫苗 

ps眦 ．5、r,s~ 5和裸 DNA疫苗 pWRG／SEO．M和 

pWRG／SEO．S于仓 鼠体 内激发保护力的效力， 

pWRG／SEO．M表现出保护仓鼠免受 SEO病毒感染 

最持久的保护力，并保护 3／4地鼠免受HTN病毒感 

染。 

6 减毒活疫苗 

王昭孝[嚣]等分别分离出各地区流行的弱毒株， 

邱建明[别等从实验室细胞传代病毒中通过空班克 

隆挑选毒力低的弱毒株。以上这些弱毒株均有明显 

体内和体外弱毒株的特征，能在动物体内产生较好 

的抗体反应[ 。 

7 其它 

7．1 佐剂 

Yco YK等发现胞壁酰二肽(MDP)的亲脂衍生 

物能增强汉滩病毒B-I株灭活疫苗诱导抗汉滩病毒 

免疫应答作用L30]，而且 MDP的另一个亲脂衍生物 

B30．MDP亦有增强汉坦病毒灭活疫苗免疫原性的佐 

剂活性 。初免后抗体滴度(IFA)B．1／B30．MDP组 

及 B．1／MDP．Lysl8组(汉滩病毒 B．1株灭活疫苗加 

B30-MDP或 MDP-Lyst8为佐剂)与 B-1／FAC组(汉滩 

病毒B．1株灭活疫苗加FAG为佐剂)无显著差异，但 

远高于B-1组(未加佐剂)，发现 MDP佐剂组中111．2 

型细胞因子比B．1组中高，说明此类佐剂可增强B．1 

疫苗诱导抗 HFRS病毒特异性抗体应答。此外还发 

现MDP佐剂组T细胞增殖率明显高于B．1组。 

7．2 灭活方法 

WHO在芬兰的汉坦病毒疫苗研究会议上提出： 
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用 B一丙内脂(BPL)及福而马林两种方法可产生等 

量的成品，但 BPL保留了一些表面抗原而福而马林 

灭活方法丧失一些抗原 J。 

7．3 免疫策略 

陈化新等 j认为应采取 0、14、28d 3针免疫程 

序，1年后用新制同型疫苗加强免疫一次。1995年 

WHO在芬兰的汉坦病毒免疫研究会议上亦提出，灭 

括疫苗基础免疫需加强接种 J。 

8 研制前景 

汉坦病毒脑组织纯化疫苗、单双价灭活疫苗、减 

毒活疫苗的制备纯化工艺已较成熟，并在中国、韩 

国、朝鲜得到广泛应用，为控制出血热的流行发挥了 

重要作用，但存在着抗原成分不纯、副发应多、毒株 

的毒力稳定性差、野生毒株污染和致癌等问题．基因 

工程疫苗和核酸疫苗由于自身特点，解决以上问题 

的同时为疫苗的研制提供了更广阔的前景。基因工 

程制备亚单位疫苗过程中保护性抗原的进一步选择 

及组合，如何筛选有效保护性抗原及如何将保护性 

抗原构建于合适的载体仍是一段时间内的研究课 

题。核酸疫苗与上述传统疫苗相比有诸多优点，但 

存在安全问题：如可能产生抗DNA抗体；外源性抗 

原的长期表达可能产生不良后果；可能出现转化或 

致癌等，这些不足给核酸疫苗的研究工作带来极大 

挑战，如若解决以上问题，未来核酸疫苗极可能取代 

传统疫苗。随着汉坦病毒疫苗的研制的深人发展及 

新型亚单位疫苗、核酸疫苗推广应用，不久的将来将 

全面控制肾综合征出血热的流行和发生。 
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