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摘要    人呼吸道合胞病毒是引起婴幼儿支气管炎和肺炎的主要原因, 也可导致免疫缺陷

病人及老年人群显著发病和死亡. 人呼吸道合胞病毒疫苗已被世界卫生组织(World Health 

Organization, WHO)列为全球最优先发展的疫苗之一. 经过 50 多年的研究, 尤其是随着重

组技术和反向遗传学的出现, 对 RSV 疫苗的研究取得了重要进展, 但尚未有疫苗上市. 目

前主要集中于亚单位疫苗及活疫苗等, 其中活疫苗包括减毒活疫苗和活病毒载体疫苗, 因

其最有可能用于预防婴幼儿 RSV 感染, 而受到了较大关注. 以 rA2cp248/404/1030ΔSH 为

代表的 RSV 减毒活疫苗临床试验显示, 其有较好的安全性及免疫保护作用, 不产生疾病增

强作用是极有潜力的候选疫苗. 因此，本文将重点介绍 RSV 活疫苗研究的主要进展和发展

方向.  
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人呼吸道合胞病毒(human respiratory syncytial 

virus, RSV)广泛分布于世界各地, 是导致婴幼儿、老

年人和免疫力低下的成年人下呼吸道疾病 (low 

respiratory illness, LRI)的重要病毒病原. 近期研究认

为, RSV 感染引起的社会经济负担实际上比季节性流

感更加严重[1]. 虽然已研制过多种形式的 RSV 疫苗, 

如福尔马林灭活疫苗(FI-RSV)、亚单位疫苗和减毒疫

苗等, 但至今尚无可用于预防 RSV 感染的疫苗问世[2]. 

同时, 由于 FI-RSV 失败的阴影及 RSV 疫苗研制中面

临的动物模型局限、免疫接种人群免疫系统发育不成

熟、母传抗体干扰和存在两种不同抗原亚型等诸多复

杂问题, 使学术界及产业界等对成功研制出有效的

RSV 疫苗产生了怀疑和悲观情绪[3,4].  

鉴于上述原因, 中国科研工作者没有开展以传

统生物学方法研发灭活疫苗和减毒活疫苗等工作 , 

而是借助基因工程技术, 并吸取国外 RSV 疫苗研制

的经验和教训, 尝试开展了 RSV 基因工程疫苗的研

制工作. 主要集中在亚单位疫苗[5]、病毒载体疫苗[6,7]

和减毒沙门氏菌载体疫苗[7,8]等方面, 在小动物实验

上取得了一定的免疫效果, 但均为实验室研究阶段, 

尚未进入灵长类动物及临床试验. 总体来说, 中国 

RSV 疫苗的研制工作属起步阶段, 尚未受到政府卫

生及科技管理部门和企业等单位应有的重视, 但为

今后具有自主知识产权的 RSV 疫苗的研发奠定了重

要基础.  

RSV 属于副黏病毒科肺炎病毒属(Pneumovirus), 
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血清型单一, 基因组为长约 15.2 kb的单股负链 RNA, 

编码 11 种蛋白, 包括 3 种跨膜包膜糖蛋白(F, G 和

SH), 1 种基质蛋白(M), 4 种核衣壳蛋白(N, P, L 和

M2-1), 2 种非结构蛋白(NS1 和 NS2)和 1 种 RNA 调节

因子(M2-2)[9]. 其中 G, F 为主要中和抗原, 能刺激机

体产生血清中和抗体和呼吸道黏膜的分泌型 IgA 

(Secretary IgA, SIgA), 根据 G 蛋白抗原性存在的差异, 

RSV 分为 A 和 B 两个亚型. N, F, P, NS2 和 M2 等蛋白

可诱导机体产生 CD8+细胞毒性 T 淋巴细胞(cytotoxic 

T lymphocytes, CTLs)[10,11]. 病毒特异性的免疫力在

避免 RSV 引起的下呼吸道感染以及促进感染恢复中

发挥重要作用, 这种免疫力主要由 RSV 特异性的血

清抗体、黏膜抗体和细胞毒性的 T 淋巴细胞所介导

(cytotoxic T lymphocytes, CTLs). 一般认为, 体液免

疫(血清抗体及黏膜抗体)是以保护上下呼吸道免受

感染为主, 细胞免疫的主要作用可能在于终止感染

及提供抗病毒感染的短期保护作用[2].  

20 世纪 60 年代, 用于预防 RSV 的 FI-RSV, 不

仅不能防止婴幼儿感染, 在嗣后的自然感染中, 接种

疫苗儿童的 LRI(支气管炎和肺炎)发生率及严重程度

均大大增加、入院治疗人数明显上升, 并有 2 例疫苗

接种儿童死亡. 与对照组相比, 接种疫苗儿童出现病

情加重现象, 即疾病增强作用(enhanced RSV disease, 

ERD)[12~14]. 现在认为至少有两个原因导致了 ERD 的

发生: (1) FI-RSV 未能诱导产生亲和力高、有中和活

性的抗体, 也未能产生保护性的 CD8+ T 细胞应答, 

使得 FI-RSV 诱导机体产生的免疫力不足以控制 RSV

感染; (2) FI-RSV 诱导机体产生了 Th2 偏向的 CD4+ T

细胞应答, 其介导的炎症反应导致了 ERD 的发生, 

并与 ERD 中支气管免疫复合物沉积和支气管狭窄

(bronchoconstriction)高度相关[14,15]. 除 ERD 外, RSV

疫苗研究的主要障碍还有: RSV天然感染不能产生持

久免疫力, 反复感染常见; 作为疫苗主要目标人群的

新生儿免疫系统发育不成熟, 难以产生高效价及高

亲和力的抗体, 同时体内存在的母传抗体能介导免

疫干扰或抑制作用; 存在两种抗原亚型(A 和 B)的

RSV, 在同一个流行季节, 不同亚型的 RSV 可引起

再次感染等, 这些因素对疫苗的安全性及免疫原性

均提出了很高要求[16]. 因此, 一个成功的 RSV 疫苗

应该具备以下特性: (1) 在新生儿, 甚至在母传抗体存

在的情况下, 应具有较好的免疫原性; (2) 能有效预防

由野生型 RSV(wt RSV)初次感染引起的 LRI; (3) 能同

时为预防两种亚型 RSV 感染提供保护作用; (4) 在随

后的自然感染中, 不会导致 ERD[16,17].  

由于 RSV 病毒对机体免疫系统具有明显的抑制

作用[3], 新生儿免疫系统发育不成熟, 因此要获得能

完全预防 RSV 感染的疫苗仍然面临诸多挑战. 但随

着人们对 RSV 致病及免疫逃逸机制的深入认识, 随

着对 FI-RSV 疾病增强作用相关因素的逐渐明确, 随

着疫苗研究方法和手段的日益丰富, 以限制病毒复

制和降低 RSV 感染后严重下呼吸道症状为目的的

RSV 疫苗研制工作已看到希望. 近年来, 在亚单位

(subunit vaccine)及活疫苗(live virus vaccine)的研究

上取得了有意义的进展. 亚单位疫苗是指由纯化的

一种或几种 RSV 病毒蛋白组成的非复制型疫苗, 能

产生很好的抗体应答, 但对新生儿仍存在疾病增强

作用的风险, 适宜于老年人群提高免疫力. 活疫苗为

复制型疫苗, 目前主要包括 RSV 减毒活疫苗及活病

毒载体疫苗, 活病毒载体疫苗以活病毒作为载体构

建的可表达 RSV 保护性抗原的重组病毒疫苗[16]. 活

疫苗是目前唯一有望用于新生儿的 RSV 候选疫苗.  

1  RSV 减毒活疫苗 

由于 FI-RSV 的失败, 自 20 世纪 60 年代以来[18], 

获得在体内具有毒力减弱 (attenuation, att)表型的

RSV 减毒活疫苗一直备受关注. 美国 Merck 公司曾

通过皮下注射途径将wt RSV活病毒用于RSV疫苗研

究, 并对包括血清学呈阴性的儿童进行了临床试验. 

结果显示, 该疫苗极易受到血清抗体的干扰, 免疫原

性差, 未能诱导保护性免疫[19,20].  

现在认为, RSV 减毒活疫苗的主要优势在于: 减

毒活疫苗能经滴鼻免疫诱导机体产生系统和局部免

疫, 因此可同时预防上、下呼吸道感染; 减毒活疫苗

能引起与自然感染相同的免疫应答, 在嗣后的自然

感染中, 不会产生疾病增强作用 [17]; 在母传抗体存

在的情况下, 经鼻免疫的减毒活疫苗仍然具有在新

生儿体内进行有效复制的能力[21]. 因此, 滴鼻免疫途

径是减毒活疫苗诱导机体产生安全、有效免疫保护作

用的重要基础.  

RSV 减毒活疫苗的研究主要经历了两个阶段, 

一是在 20 世纪近 30 年的时间里, 主要采用传统的生

物学方法获得 RSV 减毒活疫苗 , 包括宿主范围

(host-range, hr)突变、冷传代(cold passage, cp)突变及
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化学诱变后的生物学筛选等, 这些方法费时、费力, 

而且具有较大的偶然性; 二是近十年来主要采用基

因工程方法或反向遗传学(reverse genetics)获得重组

RSV 疫苗病毒, 该方法首先利用分子生物学方法获

得 RSV 基因组感染性 cDNA 克隆, 在插入各种已知

的突变或缺失病毒的非必需基因后, 经拯救获得重

组 RSV 疫苗病毒或 RSV 减毒活疫苗株[22,23].  

1.1  传统生物学方法获得的减毒活疫苗 

(1) 冷适应型 (cold-adaption, ca)和温度敏感型

(temperature-sensitive, ts)减毒活疫苗.  通过在低于

野生病毒最适生长温度连续传代(cold passage, cp)获

得的减毒突变株, 包括相比野生病毒, 能在较低温度

(20~25 )℃ 进行更有效复制的突变株, 称为冷适应 ca

表型(phenotype), 及在人体生理温度复制效率低下的

病毒突变株, 称为温度敏感 ts 表型. 温度敏感型减毒

突变株也可利用化学诱变剂产生, 如在化学诱变剂

5-氟尿嘧啶存在下, 对病毒进行传代, 并通过生物学

筛选具有 ts 表型的突变株. ts 表型的呼吸道病毒疫苗

具有明显的优越性 , 因为这种疫苗虽可在鼻咽部

32~34℃的环境中低水平复制, 但在下呼吸道的生理

温度中则难以复制, 这种复制特点使 ts 表型疫苗具

有更高的安全性. 此外, 在许可温度下, ts 病毒能在

细胞中高效复制, 满足疫苗大规模制备的需要[16].  

20 世纪 60~70 年代, 人们对当时获得的减毒活疫

苗 cpRSV 和几株 ts型 RSV 进行了临床评估[17,24,25], 发

现这些减毒活疫苗均不会出现 FI-RSV 引起的疾病增

强作用, 但存在减毒不够(cpRSV和RSV ts-1), 或减毒

过度(RSV ts-2), 或出现“毒力返祖”(RSV ts-1)等问题.  

(2) 宿主范围(hr)突变型减毒活疫苗.  借鉴当年

Edward Jenner 利用牛痘病毒预防天花的方法, 人们

尝试采用与 RSV 抗原性相关、但在人体内复制能力

较低的动物 RSV 病毒用于 RSV 疫苗研究. 这种因以

异源性动物为宿主的病毒遗传性差异所产生的 att 表

型被称为 hr 突变型[16,26].  

以牛呼吸道合胞病毒(bovin respiratroy syncytial 

virus, BRSV)为减毒活疫苗的动物实验结果显示, 该

疫苗仅诱导棉鼠(Sigmodon)产生一定的免疫保护作

用, 但在猩猩的实验中未能获得保护效果[26~28]. 值得

一提的是, 减毒株 cpRSV 源自 RSV A 亚型 A2 株, 先

在人胚肾(human embryonic kidney, HEK)细胞传代 5

次后, 继续在牛胚肾细胞连续传代 52 次, 温度逐渐

降至 26℃, 获得了在成人及血清阳性儿童高度减毒, 

但在血清阴性儿童仍具有较高毒性的减毒株. 研究

发现, 该毒株不具有 ca 及 ts 的体外生物学特征, 其

att 表型仅见于猩猩及人类的体内应用, 因此属于 hr

型减毒株[18,29,30].  

虽然早期开发 RSV 减毒活疫苗未获成功, 但是

建立了以空白对照和双盲试验为基础的临床试验方

法, 及以 RSV 流行情况分析为基础的免疫效果监测

措施, 为开展 RSV 减毒活疫苗安全性和有效性的科

学评估积累了重要经验. 同时, cpRSV 也为开发新一

代减毒活疫苗奠定了良好的基础[2].  

(3) 以 cpRSV 为基础开发的 ts 型 RSV 减毒活疫

苗.  为进一步降低 cpRSV 的毒力, 利用化学诱变, 获

得了一系列毒力更弱的减毒株, 主要包括 cpts248/955, 

cpts248/404[31,32]和 cpts530/1009, cpts530/1030[31,33]等. 

其中, cpts248/955 和 cpts530/1009 对于血清反应呈阳

性的成人和儿童是充分减毒的, 但对血清反应呈阴

性的低龄儿童仍具有较强的致病性和/或通过密切接

触传播给未接种疫苗的儿童, 因此这两种 cpts减毒株

难以在低龄婴幼儿中应用[21,34].  

在所有的 RSV 减毒株候选疫苗中, cpts248/404

具有最好的减毒效果, 当温度为 35~36℃时, 病毒即

停止复制. 与野毒株相比, 该毒株在猩猩上呼吸道的

复制能力仅为野毒株的 1/1000, 在下呼吸道则基本

失去了复制能力[21,32]. 随后在儿童及未满 2 个月的新

生儿进行了临床试验, 结果表明 cpts248/404 在 6 个

月以上的儿童中具有较好的免疫原性, 能诱导产生

中和抗体及 RSV 特异性的 IgG 和 IgA, 在 2 个月以下

的新生儿中虽仅诱导产生RSV特异性的 IgA, 但显示

出了较好的减毒效果, 仅观察到鼻塞症状, 对新生儿

的哺乳及睡眠有一定影响. 在接种疫苗后的 RSV 流

行季节, 对 RSV 感染情况的监测显示, 接种人群未

发生 ERD, 且对 RSV 感染具有一定抵抗力[21]. 在疫

苗接种人群中获得的分离株中, 大多数(98%)仍维持

了 cpts248/404 减毒株所有的 ts 表型特征, 仅有来自

同一个受试者的 3 个分离株显示出温度敏感水平下

降及毒力部分回复. 研究发现, 该分离株 404 号位点

的7605碱基处发生了一个C→A的单碱基突变, 未回

复为野生型的碱基 T, 但该分离株的毒力已回复到

cpts248 水平, 因此 cpts248/404 的安全性有待进一步

提高[21].  

虽然 cpts248/404 还不是新生儿适用的疫苗, 但
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其临床试验结果为与减毒活疫苗相关的许多重要问

题提供了有价值的信息, 如母传抗体干扰、cpts 减毒

株表型稳定性及免疫保护作用等[2,21].  

1.2  反向遗传学在 RSV 减毒活疫苗中的应用 

反向遗传学是指利用 RNA 病毒基因组(genomic)

或反基因组(antigenomic)的 cDNA 产生感染性病毒的

技术, 是目前产生毒力减弱突变以获得减毒活疫苗

的重要工具. 反向遗传学不仅加深了人们对传统生

物学方法获得的各种表型(att, ca, ts 和 hr)减毒活疫苗

的遗传学机制的认识, 同时大大加快了新型减毒活

疫苗的研制步伐, 突破了以传统生物学方法获得高

度稳定的减毒株时存在的障碍, 产生了第二代 RSV

减毒活疫苗或重组 RSV[35], 使 RSV 减毒活疫苗的研

制工作发展到了一个崭新的阶段.  

(1) 反向遗传学揭示了传统的生物学方法获得的

减毒活疫苗的遗传学机制.  将先前经核酸序列分析

发现的 5 个存在于 cpRSV 上的错义突变[36~38]引入

wtRSV 基因组, 获得了毒力减弱的重组 RSV rA2cp, 

证实了 cpRSV 上的 5 个氨基酸突变位点及其功能, 它

们分别位于 3 个蛋白上, 具体为: Val-267-Ile/N, Glu- 

218-Ala/F, Thr-523-Ile/F, Cys-319-Tyr/L 和 His-1690- 

Tyr/L, 并认为赋予RSV 非-ts att表型的 5个 cp 突变共

同构成了一个独立的遗传要素(element)[30,39]. 此后又

应用反向遗传学方法对经核酸序列分析发现的由

cpRSV 衍生的 6 种 cptsRSV 减毒株上的 6 个 ts 突变位

点: Gln-831-Leu/248[38], Asp-1183-Glu/404 和 T-7605- 

C/404[29,37], Phe-521-Leu/530[40], Asn-43-Ile/955[41], Met- 
1169-Val/1009[42]和 Tyr-1321-Asn/1030[35]进行了研究, 

证实 248, 530, 955, 1009和 1030号突变均位于 L蛋白

的编码区, 且均为错义突变, 例外的是可引起 ts 及

att 表型突变的 404 号突变仅位于 M2 基因转录起始

信号的非编码区, 为第 7605 处碱基突变(T→C). 因

此, 上述 6 个减毒株的 ts 及 att 表型均分别由 1 个氨

基酸或 1 个核酸突变所引起. 研究同时发现, 各突变

位点之间存在叠加(additive)效应、无叠加(nonaddi-    

tive)效应及不兼容 (incompatibility)等多种互作关 

系[29,35,40,42].  

(2) 反向遗传学开展减毒活疫苗研究的主要  

方法. 

(ⅰ) 通过重组已知的各种突变位点或筛选新的

突变位点, 产生新型重组 RSV 病毒疫苗. 在以传统

生物学方法获得的减毒活疫苗的基础上, 利用基因

工程技术, 设计、构建或组合有不同 cp 和 ts 突变位

点或含有新型 ts 突变位点的重组 RSV 病毒疫苗, 以

期获得减毒效果更好、免疫原性更强的重组 RSV 病

毒疫苗, 如在 cpts248/404 中增加 1030 号突变, 获得

了毒力进一步减弱的 rA2cpts248/404/1030 减毒株. 

这是首次采用反向遗传学方法将已知的减毒突变添

加到现有的减毒不足的候选疫苗, 以制备充分减毒

的重组病毒疫苗的成功尝试[35].  

(ⅱ) 通过基因缺失或移位构建新型重组RSV病

毒疫苗. RSV 基因组中含有一些体外复制时非必需

的基因, 如小疏水蛋白(small hydrophobic, SH)、非结

构蛋白-1(nonstructural-1, NS1)、NS2、M2 可读框-2

蛋白(M2 ORF2 protein, M2-2)和黏附蛋白(attachmen 

glycoprotein, G)[43,44], 单独缺失这些非必需基因, 或

同时联合上述各种 cp 和 ts 突变位点, 构建新型 RSV

重组病毒 , 将大大增加“毒力返祖”的难度 , 有望产

生安全性更高的重组病毒疫苗 [45,46], 同时也有助于

提高减毒活疫苗的免疫原性, 如通过删除 NS1 和 NS2

等编码Ⅰ型干扰素(interferon, IFN)拮抗剂(antagonists)

的基因, 可增强机体由Ⅰ型 IFN 介导的对重组病毒

的抗病毒免疫应答[47~50], 或者通过删除能下调病毒

抗原表达的 M2-2 基因, 可增加病毒蛋白的表达效率

等[51~53].  

目前为止 , 由美国国立卫生研究所 (National 

Institute of Health, NIH)和 MedImmune 公司研发的两

个系列的第二代 RSV 减毒活疫苗已经进入临床试验. 

① rA2cp248/404ΔSH 和 rA2cp248/404/1030ΔSH. 在

小于 2 个月的新生儿的临床评估中显示, rA2cp248/ 

404ΔSH与 cpts248/404具有相似的毒性, 而 rA2cp248/ 

404/1030ΔSH 因同时含有 5 种 att 突变, 包括 3 种 ts

突变(404, 248 和 1030)及 2 种非-ts 突变(cp 和ΔSH), 临

床试验中, 显示出了更好的减毒效果, 未发现该减毒

株能引起接种 cpts248/404 新生儿的鼻塞症状. 仅从少

数接种者中分离出了248位或1030位氨基酸回复为野

生型氨基酸的分离株, 该减毒株能突破母传抗体的干

扰, 具有一定的免疫保护作用, 是第一个最有希望用于

低龄新生儿的候选疫苗[39]. ② rA2cpΔNS2, rA2cp248/ 

404ΔNS2 和 rA2cp530/1009ΔNS2. 在成人、血清学阳性

儿童及 6 个月以上的血清学阴性儿童中, 对这些疫苗进

行了临床评估, 结果显示, 除了 rA2cpΔNS2 在血清学阴

性儿童减毒不足外, 另外两个减毒株在各受试人群均存
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在过度减毒的问题. 结果证实了NS2 蛋白作为Ⅰ型 IFN

拮抗剂在 RSV 致病性上的作用, 也说明缺失 NS2 等基

因是构建RSV减毒活疫苗的有效方法[54]. 可喜的是, 接

种 rA2cp248/404ΔSH, rA2cp248/404/1030ΔSH, rA2cp248/ 

404ΔNS2 和 rA2cp530/1009ΔNS2 的血清学阴性的婴幼

儿, 与对照组相比, 在随后的 RSV 流行季节中未出

现 ERD[55].  

rA2cpΔNS1 及 rA2cpΔM2-2 减毒活疫苗虽然未

进入临床试验, 但利用血清阴性的猩猩开展的免疫

效果和免疫保护实验有以下发现: ① 各减毒株的减

毒效果依次为: rA2ΔSH < rA2ΔNS2 < rA2cp248/404 < 

rA2ΔNS1<rA2ΔM2-2; ②  像 rA2cp248/404 一样 , 

rA2ΔNS1 和 rA2ΔM2-2 均能诱导猩猩针对 wtRSV 产

生有效的免疫保护作用. 结合此前 cpts248/404 的临

床试验结果, 相信 rA2ΔNS1 和 rA2ΔM2-2 是理想的

RSV 候选疫苗, 应及时开展以低龄新生儿为对象的

临床试验[16,45,53].  

另外, 由于RSV基因组中各基因的先后顺序也是

影响 mRNA 转录和蛋白质表达水平的重要影响因素, 

因此, 有人将融合蛋白(fusion glycoprotein, F)和 G 基

因移动到 RSV 基因组 3′端启动子附近区域, 提高了病

毒在体外的复制能力, 增加了 F 和 G 蛋白的表达量, 

获得重组 RSV 免疫小鼠后, 能诱导产生更好的免疫效

果[56].  

最近有研究认为, 缺失 G 基因后的重组 RSV 病

毒疫苗显示出很好的减毒效果, 而且诱导棉鼠产生

了长期的免疫保护作用[57].  

(ⅲ) 通过密码子改造, 增加减毒活疫苗的遗传

稳定性. 与基因缺失(deletion)突变和 hr突变相比, 许

多 ts 表型是由氨基酸替换突变形成的. 这种突变的

遗传稳定性较差, 如 rA2cp248/404/1030ΔSH 重组病

毒疫苗接种受试者后, 少量分离株出现了毒力回复

问题, 主要涉及 248 和 1030 位氨基酸.  

248 位 ts 突变位于 L 蛋白, 为 Gln-831-Leu, 密

码子由编码 Gln 的 CAA 突变为编码 Leu 的 CTG. 但

由于 CAG 也是编码 Gln 的密码子, 因此若 CTG 中

的 T→A, 仅有一个碱基突变, Leu 就能回复为野生型

Gln. 因此, 在编码 Leu 的 6 个密码子中(CTA, CTC, 

CTG, CTT, TTA 和 TTG), 选用 CTC, CTT, TTA 或

TTG 4 种密码子编码 Leu, 避免使用 CTA 及 CTG. 这

样需要两个碱基同时突变, 才能发生氨基酸的回复

突变, 从而增加了由 Leu 回复为 Gln 的难度, 从而有

助于减少重组病毒回复突变的可能性. 这种通过增

加单个密码子中碱基替换数量的方法曾用于 cp 突变

位点的研究[40].  

1030位 ts突变也位于L蛋白上, 为Tyr-1321-Asn, 

密码子由编码 Tyr 的 TAT 突变为编码 Asn 的 AAT, 

因此只需要 AAT 中的第一个碱基 A→T, Asn 就能回

复为野生型的 Tyr. 由于编码 Asn 的密码子仅有 AAT

和 AAC, 而编码 Tyr 的密码子为 TAT 和 TAC, 因此

无论选择 AAT 还是 AAC, 只需要一个碱基突变, Asn

就能被重新替换为 Tyr, 即发生回复突变. 针对这种

情况, 通过筛选其他的氨基酸, 尽可能使其与野生型

氨基酸的密码子存在足够大的差异, 增加重组病毒

疫苗的遗传稳定性, 同时也要保证 ts 及 att 表型. 该

减毒策略已成功用于研发人副流感病毒 (human 

parainfluenza virus, HPIV)重组病毒疫苗[41,58,59].  

(ⅳ) 通过基因插入, 构建嵌合病毒. ① 获得可

针对 RSV A 和 B 两个亚型均有免疫保护作用的 RSV 

A/B 嵌合重组病毒疫苗. 因为 RSV G 蛋白抗原性的

差异, RSV 有 A 和 B 两个亚型(subtype), 因此理想的

RSV 疫苗应能同时为两种不同亚型的 RSV 感染提供

保护作用. 以反向遗传学方法, 构建了用RSV B亚型

F 和 G 糖蛋白替换 A 亚型 F 和 G 糖蛋白的嵌合 RSV

重组病毒. 体内外实验显示, 该嵌合病毒具有与其 A

和 B 亚型野生型亲本病毒同样的复制能力, 说明嵌合

作用本身对病毒的毒力没有任何影响, 为利用现有的

各种 A 亚型的 att 突变构建有较好减毒效果及免疫原

性的 RSV A/B 嵌合重组病毒提供了实验依据, 在此基

础上, 以A亚型RSVcpts248/404/1030减毒株为骨架构

建的 RSV A/B 嵌合重组病毒(rABcpts248/404/1030)在

猩猩体内与其 A 亚型亲本 rA2RSVcpts248/404/1030

具有相似的减毒效果 , 并诱导产生了针对野生型

RSV A/B 嵌合重组病毒的免疫保护作用[60]. 值得一

提的是, RSV A/B 嵌合重组病毒之所以能获得与 A 亚

型类似的减毒效果, 与已知的 RSV A 亚型各种 att 突

变位点多位于 G 和 F 基因以外显然存在密切联系[16]. 

为构建 RSV A/B 嵌合重组病毒, 有人尝试仅将 B 亚

型 G 蛋白插入 A 亚型基因组中, 获得可同时表达两

个亚型的 G 蛋白及仅表达 A 亚型 F 蛋白的嵌合重组

病毒, 制备可同时预防 RSV A, B 两个亚型感染的双

价疫苗[61]; ② 以其他呼吸道 RNA 病毒为载体, 构建

能预防 RSV 感染的重组病毒. 鉴于 BRSV 病毒在猩

猩体内复制水平很低, 不能诱导产生有效免疫力抵
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抗RSV感染, 为提高BRSV的复制能力和免疫原性, 尝

试以 RSV A 亚型 F 和 G 蛋白替换 BRSV 的相应蛋白, 

构建了重组人/牛嵌合 RSV 病毒, 但以猩猩为对象完成

的免疫效果和免疫保护实验未获得预期结果[26,28].  

2  活病毒载体疫苗 

可用于表达 RSV 保护性抗原的病毒载体有许多

种类, 以病毒载体替代 RSV 的优点是: ① 相对于亚

单位疫苗, 表达的 RSV 保护性抗原可在人细胞内从

头合成, 形成的蛋白构象与 RSV 自然感染后表达的

完全相同, 不会导致抗原表位的丧失或变化, 形成的

免疫力更利于抵抗随后的自然感染 [16]; ②  可避免

RSV 存在的体外繁殖滴度低和稳定性差的问题, 有

利于疫苗的大规模制备和运送. 这是因为 RSV 活疫

苗的使用剂量约为 1×105 PFU/mL, 利用细胞培养方

法获得的疫苗病毒的最大产量约为 1×107~1×108 

PFU/mL. 由于病毒很不稳定, 在疫苗进行滤过、冻

干、包装、贮存、再水化等过程中, 其感染性会受到

很大影响, 因此制备足够量的 RSV 活疫苗仍面临一

定问题[62].  

病毒载体疫苗的缺点在于, 一般仅表达RSV11种

蛋白中的 1~2 种, 如 F 或/和 G 蛋白, 这会导致能诱导

细胞免疫的抗原不足, 而细胞介导的免疫应答至少在

短期内具有明显的保护作用, 有利于为新生儿提供更

加有效的免疫保护作用, 因此应尽可能多的表达病毒

抗原. 另外, 病毒载体必须充分减毒以确保其体内应

用的安全性, 同时应有助于增强所表达 RSV 抗原的免

疫原性[62].  

根据病毒的种类不同可将用于 RSV 疫苗研究的

病毒载体分为两类: 一类是 DNA 病毒载体, 如痘苗

病毒(vaccinia virus)载体和腺病毒(adenovirus)载体等. 

其中痘苗病毒载体是最早用于 RSV 疫苗研究的病毒

载体, 但至今尚没有 DNA 病毒载体重组 RSV 疫苗用

于临床研究的报道; 一类是副黏病毒(paramyxovirus)

载体, 主要包括人或牛副流感病毒(parainfluenza virus, 

PIV)载体和仙台病毒(sendai virus, SeV)载体等, 其中

以牛副流感病毒(bovin parainfluenza virus, BPIV)为载

体的重组 RSV 疫苗已进入临床试验.  

2.1  DNA 病毒载体疫苗 

(1) 痘苗病毒载体疫苗.  以痘苗病毒表达 RSV

抗原的研究可追溯到 20 世纪 80 年代中期[63,64]. 2004

年, 以改良的安卡拉痘苗病毒(modified vaccinia virus 

Ankara, MVA)载体构建的可表达 RSV F 和 G 蛋白的

重组 RSV 疫苗在新生猴中的实验失败, 未能诱导其

产生有效的免疫保护作用[65], 从此历时约 20 余年的

痘苗病毒载体 RSV 疫苗研究基本宣告结束.  

(2) 腺病毒载体疫苗.  腺病毒 4 和 7 型在美国军

队有很长的应用历史, 通过口服 4 和 7 型腺病毒活疫

苗诱导产生免疫保护作用, 预防腺病毒呼吸道感染[66]. 

因此, 腺病毒载体疫苗具有较好的安全性. 

最早用于表达异源性抗原的腺病毒载体为复制

型腺病毒(replication-competent adenovirus)载体. 该

类腺病毒载体缺失了腺病毒复制非必需的 E3 区. 曾

以 4, 5和 7型复制型腺病毒载体为基础构建的可表达

F 蛋白的重组腺病毒疫苗, 在棉鼠、雪貂和犬模型中

进行免疫保护作用研究, 经过口服、鼻内和气管内等

途径分别免疫后, 均可诱导产生 RSV 中和抗体, 且

有较完全的免疫保护作用 [67~69]. 但在随后的猩猩模

型中发现, 经口服途径免疫可表达 F蛋白的复制型重

组腺病毒载体未能诱导保护性免疫应答[68].  

目前多采用的是复制缺陷型腺病毒(replication- 

deficient adenovirus)载体, 与复制型腺病毒载体相比, 

复制缺陷型腺病毒载体因缺乏编码病毒转录因子的

E1 区, 只能在 293 包装细胞中完成复制, 在体内、体

外的其他敏感细胞中均不能复制, 因此体内应用更

加安全、可靠. 由于缺乏 E1b, 不导致解宿主细胞的裂

解和死亡, 从而使转基因表达时间延长. 其可诱导机

体产生有效的免疫应答, 在动物实验中显示具有较好

的免疫保护作用. 黏膜途径免疫效果显著提高[70,71]. 

本课题组及其他研究小组以复制缺陷型腺病毒载体

表达 RSV F或G蛋白的重组 RSV疫苗免疫小动物后, 

均获得了一定的免疫保护作用[72~75]. 通过靶向树突状

细胞(dendritic cells, DCs)等进一步提高其免疫原性的

措施, 有望得到更加有效的 RSV 重组腺病毒疫苗, 同

时开展灵长类动物实验, 深入了解其免疫保护效果.  

另外, 本课题组及其他研究小组发现, 缺失了腺

病毒全部编码基因的辅助病毒依赖型腺病毒(helper-    

dependent adenovirus, HDAd)载体用于疫苗研究时 , 

能诱导机体产生更好的转基因免疫效果和减轻的不

良反应 [76,77]. 本实验室已完成可表达密码子优化的

RSV F 抗原重组 HDAd 载体的构建, 经滴鼻途径免疫

小鼠显示, 诱导产生了较好的免疫保护效果.  
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2.2  副黏病毒载体疫苗 

(1) PIV 载体疫苗.  与 RSV 一样, 人副流感病毒

(human parainfluenza virus, HPIV)也是引起婴幼儿下

呼吸道感染的重要病毒病原, 同属副黏病毒科, 均为

单股负链 RNA 病毒, 且两者的流行特点相似. 因此, 

如以 PIV 为载体构建可表达 RSV 主要中和抗原的重

组病毒, 获得同时预防 PIV 和 RSV 两种病毒感染的二

价疫苗, 具有更好的应用前景和实际意义. 一种嵌合

重组病毒 rB/HPIV3, 以 BPIV3 型病毒作为骨架, 含有

HPIV3 的血凝素-神经氨酸酶蛋白(hemagglutinin-neur- 

aminidase glycoprotein, HN)和 F 蛋白以及 RSV 的 F

或 G 蛋白, 其中作为骨架的 BPIV3 具有 hr 限制性, 

使得该重组病毒在人等灵长类动物中有很好的减毒

效果 . HPIV3 的 HN 和 F 可诱导恒河猴(Macaca 

mulatta)产生针对 HPIV3 的抵抗力, 而 RSV 的 F 或 G

可诱导恒河猴产生针对 RSV 的抵抗力[78]. 后来在此

基础上又构建了可同时表达 RSV A 或 B 亚型的 F 和

G 蛋白的重组嵌合病毒 rB/HPIV3-RSV. 在恒河猴的

实验中, 该病毒显示了很好的免疫原性和安全性, 是

一种潜在的可同时预防 RSV A, B 和 PIV3 感染的三

价儿童候选疫苗[79]. 美国 MedImmune 公司开展了一

项以 BPIV3 为骨架构建可表达 HPIV3 HN 及 F 蛋白

和 RSV A 亚型 F 蛋白的重组病毒 rB/HPIV3- 

RSV(MEDI-543)的临床试验.Ⅰ期结果显示, 该二价重

组病毒疫苗在成人体内具有较好的安全性, 以6~24月

龄儿童为对象的Ⅰ期临床试验结果尚未见报道[80~82].  

与 wtRSV 和各种减毒的 RSV 病毒疫苗相比, 除

了均可通过滴鼻途径进行免疫外, PIV 作为载体表达

RSV 保护性抗原、制备 RSV 疫苗的优势在于: 载体

本身(HPIV1 和 HPIV3)即为疫苗, 且可交替用于初免

和加强免疫(prime/boost), 有利于避免机体产生的针

对载体的免疫反应对载体疫苗的不利影响; 在体外

能实现高效率复制, 获得很高的病毒滴度, 能充分满

足大规模制备的需要; 具有很好的稳定性, 能长期保

持感染活性, 便于疫苗的制备、运送、贮存和使用; 可

用于制备二价或多价疫苗等[2,16].  

(2) 其他 PIV 载体疫苗.  可用于构建重组病毒 

以表达RSV主要保护性抗原的呼吸道RNA病毒还包

括新城疫病毒(Newcastle disease virus, NDV)和 SeV, 

它们均属于副黏病毒科 , 为单股负链 RNA 病毒 . 

NDV 的自然宿主是禽类, 在哺乳动物细胞的复制能

力较差, 但作为Ⅰ型干扰素诱导剂, 能刺激机体产生

强烈的免疫应答. 表达 RSV F 蛋白的重组 NDV 病毒, 

可诱导小鼠产生有效的免疫保护作用, 抵抗 wtRSV

感染[83]. SeV 为鼠副流感病毒 1 型, Ⅰ期临床试验显

示, SeV 作为人用疫苗载体是安全、有效的[84], 表达

RSV F 蛋白或分泌型 G 蛋白的重组病毒可诱导棉鼠

产生 RSV 特异性的保护性应答[85,86].  

3  展望 

随着重组技术和反向遗传学的应用, 大大加快

了 RSV 活疫苗研究的步伐. 通过综合应用非-ts 点突

变、ts 点突变、基因缺失及 hr 遗传因子(determinants)

等突变方法改造野生型 RSV 病毒及利用各种病毒载

体构建表达 RSV 中和抗原, 已经产生了许多有潜力

的、已进入或即将进入临床试验的候选重组病毒疫苗, 

包括美国 MedImmune 公司的 rA2cp248/404/1030/ΔSH

和 rB/HPIV3-RSV及NIH的 rA2cp248/404/1030/ΔNS2

等重组病毒疫苗.  

本综述主要探讨可用于预防婴幼儿感染的 RSV

活疫苗, 这也是目前 RSV 疫苗的希望所在及重点突

破方向. 虽然老年人及免疫力低下的成年人也是RSV

重要的易感人群, 但由于免疫系统发育程度及血清抗

体等存在的差异, 很难发现能同时适用于两种人群的

RSV 疫苗. 因此, 有必要着手研究能应用于成年及老

年人群的有效免疫策略及疫苗形式, 目前认为病毒载

体疫苗及亚单位疫苗是有潜力的候选疫苗. 由于RSV

疫苗研制中存在巨大风险, 其他新型疫苗, 如 DNA

疫苗等, 虽然具有安全性好、制备简单、可规模化生

产、成本较低、能够突破母传抗体干扰等优点, 但存

在免疫原性弱的缺点, 因此在 RSV 活疫苗取得成功

前, DNA 疫苗等用于临床试验的可能性较小. 期待通

过疫苗接种减轻 RSV 感染的严重程度、防止因 RSV

感染引起的下呼吸道疾病成为现实.  
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Human respiratory syncytial virus (RSV) is the major cause of bronchiolitis and pneumonia in infants and young 
children worldwide, and it is also a significant cause of morbidity and mortality in immunocompromised patients and 
the elderly. For these reasons, there is a need to develop vaccine effective against RSV. Currently, sereral vaccine 
development strategies are being explored including subunit vaccines and live virus vaccines, etc. The live virus 
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(vectored vaccines), are the potential candidate vaccines for seronegative infants, and have been paid more attention. 
Among them, the rA2cp248/404/1030ΔSH virus has shown to be highly attentuated and moderately immunogenic in 
infants no more than two months of age, absent with enhanced RSV disease during subsequent natural RSV infection in 
the vaccinees. Therefore, the current status and development of RSV live vurs vaccines are reviewed.  
 
human respiratory syncytial virus, live attenuated RSV vaccines, vectored vaccines, reverse genetics, recombination 
technology 
 
doi: 10.1360/052010-513 

 
 


