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摘要 � 禽流感是由正黏病毒科流感病毒属的 A型流感病毒引起的, 发生于各种家禽和野鸟的一

种急性传染病。由于其重要的经济和公共卫生学意义,使得禽流感的防治显得突出重要。疫苗

的使用是控制禽流感的主要手段。目前实际应用中仍以禽流感全病毒灭活疫苗为主, 但由于其

潜在的缺点使得人们将目光转向其它类型疫苗的研制。从常规疫苗、新型疫苗和交叉保护性疫

苗三个方面对禽流感疫苗研究进展加以阐述。常规疫苗包括基因工程亚单位疫苗和重组活载体

疫苗:新型疫苗主要有冷适应流感弱毒疫苗, 基因工程活流感病毒疫苗,复制缺陷型病毒疫苗,

DNA疫苗,RNA复制子疫苗, 表位疫苗等:交叉保护性疫苗主要依据流感病毒表面的保守蛋白M

和NP的特性,构建疫苗来达到交叉保护的目的。
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� � 禽流行性感冒(禽流感, 如 avian influenza, AI)

是由正黏病毒科流感病毒属的 A型流感病毒引起

的,发生于各种家禽和野鸟的一种急性传染病。该

病呈全球性分布, 给养禽业造成巨大的经济损失。

而1997年一株禽流感 H5N1病毒在香港直接从禽

传染给人造成 18人感染, 6人死亡的事件更是提

供了由禽流感造成人流感流行威胁的有力证据。

事实上,同时含有禽流感和人流感基因的重组病毒

正是造成人类流感不断流行的主要原因。加强对

禽流感的预防和控制同时具有预防疾病学和人类

公共卫生学双重意义。目前, 各国对禽流感的预防

和控制采取了不同的措施。而对于疫苗的使用,多

数国家政府则采取禁止或不提倡的政策,在学术界

同样存在是否应该使用禽流感疫苗的争议。但近

年未随着疫苗研究技术上的进步, 使人们不得不重

新评价安全而高效的疫苗在控制禽流感流行中所

起的作用。

由于AIV基因组极易变异, 血清型众多, 且各

血清型间无交叉保护性, 这给疫苗的研制造成了很

大困难。目前禽流感疫苗的研制和应用情况如下:

1 � 常规疫苗

1�1 � 全病毒灭活疫苗( inactivated influenza virus
vaccines)

由于禽流感基因组的抗原漂移,使禽流感疫苗

仅能提供 70% 的保护力。针对这种特点, 禽流感

灭活疫苗通常制备成针对几种不同亚型病毒的多

价疫苗,己证明一种灭活疫苗可以至少包括 4种不

同的 AIV 亚型, 同只含单一亚型的疫苗比, 并没有

减弱对同一种血凝素(HA)亚型病毒攻击的有效保

护
[ 1]

,而且各亚型抗原之间不产生免疫干扰。

禽流感灭活疫苗能使免疫鸡群在感染禽流感

野毒时有效地减轻损失并显著减少可能存在于鸡

群和环境中的病毒数量, 缩短其存活时间,是禽流

感防治的主动措施、关键环节和最后防线。而且灭

活疫苗具有制备工艺简单、兔疫效果确实、免疫持

续期长等特点。已被许多国家作为商品化的禽流

感疫苗在家禽中使用。我国己研制成功所有不同亚

型禽流感病毒,并证明具有良好的免疫保护作用。

作为控制和扑灭禽流感的一种手段,禽流感灭

活疫苗如果在严格限制和控制的条件下使用, 对预

防和控制禽流感起一定的积极作用,但灭活疫苗有

一些不足,如免疫效率低下,免疫剂量较大; 它的使

用在一定程度上增加了疫病监测中区分疫苗免疫

与野毒感染的难度, 而且存在着散毒的危险。
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其最突出的缺点是不能诱导有效的黏膜免疫

IgG抗体的产生和细胞兔疫应答, 因而无法有效地

抑制呼吸道中流感病毒的复制。近年来,人们试图

从技术上突破此缺点,使新型的灭活疫苗既能刺激

机体产生体液免疫, 又能通过鼻腔摄入诱导黏膜免

疫和 CTL 反应的产生。

2003年 Takada 等对 5周龄雌险 ddY小鼠鼻腔

注射 20�l含量为 100�g 的用甲醛灭活的流感全病

毒疫苗, 2~ 3周后再免, 最后一次兔疫后 1 周, 分

别检测血清和鼻拭子样品, 并同时经鼻腔攻击 20

倍小鼠半数致死量的病毒。试验结果, 该疫苗既产

生中和抗体,又能刺激机体 CTL 反应, 并能抵御不

同亚型流感病毒的攻击
[ 2]
。如此种疫苗能经受进

一步试验验证, 那么其应用潜力将是不可限量的。

1�2 � 基因工程亚单位疫苗( subunit vaccines)
亚单位疫苗是提取禽流感具有免疫原性的蛋

白,加入佐剂而制成。这种疫苗安全性好, 能刺激

机体产生足够的免疫力, 只是抗体持续时间短, 且

成本高。后来随着基因工程技术的不断发展, 将免

疫原性基因导入表达载体,经诱导可获得大量表达

的免疫原性蛋白, 提取所表达的特定多肽, 加入佐

剂即制成基因工程亚单位疫苗,这样可大大降低疫

苗的成本。1994 年 Kodihalli 等研制了火鸡 H5N2

病毒 NP/ HA和 ISCOM 的复合亚单位疫苗,用其免

疫火鸡, 21d可产生较高的抗体滴度, 并且 T、B淋

巴细胞被激活, 可以对同源和异源( H6N1)亚型病

毒的攻击产生保护作用, 在攻毒后 3d, 可清除火鸡

肺部和泄殖腔的病毒
[ 3]
。

此外, Crawford等( 1999)利用杆状病毒表达系

统生产H5、H7的重组HA佐剂疫苗,免疫 3周龄白

色 Rock鸡,用同亚型致死性禽流感病毒攻击, 结果

重组HA佐剂疫苗组所有的鸡只均不发病, 而未免

疫组鸡只全部死亡。

基因工程亚单位疫苗产生的抗体不针对病毒

的内部蛋白,因此不会干扰禽流感病毒的血清学调

查,而且其不存在毒力返强、散毒和环境污染的问

题,是安全性很好的疫苗。

1�3 � 重组活载体疫苗 ( recombint live influenza
virus vaccines)

利用对禽类致病性很弱的痘苗病毒或禽痘病

毒作载体,构建含有免疫原性基因的重组病毒。用

此重组病毒作疫苗, 可在动物体内复制, 并不断地

表达出免疫原性蛋白,从而诱导禽类产生针对目标

病原的免疫保护力, 此种疫苗称为重组活载体

疫苗。

Webster( 1995)和 Swayne ( 1997)先后构建了含

A/ Ty/ Ire/ 1378/ 83( H5N8) HA基因的禽痘病毒重组

疫苗,用其免疫仔鸡, 用在墨西哥分离的致死性强

毒H5N2攻击,试验结果证明该苗可对 H5N2提供

90% ~ 100%的保护。

2003年我国哈尔滨 Qiao CL
[ 4]
等构建 HA 和

NA共表达的禽痘病毒重组疫苗, 攻毒结果显示该

疫苗具有良好的免疫保护性。

活载体疫苗的本质是杂交病毒,其既含有一种

病毒复制所需的全部基因,又含有禽流感病毒编码

免疫原性蛋白质的基因片段。由于免疫原性基因

在体内随载体的复制而表达,所以同灭活苗相比,

其用量少,又不需添加佐剂,成本大大降低; 而且抗

体持续时间长,效果好。用其免疫家禽,既可刺激

宿主产生体液免疫, 又能刺激宿主产生细胞免疫。

另外基因重组的鸡痘- H5疫苗的有一个最大优点

是不干扰血清学调查,因此该重组疫苗适用于监测

野毒感染。

2 � 新型疫苗

2�1 � 冷 适应 流感 弱毒 疫苗 ( live attenuated

influenza virus, LAIV)

用野毒株感染鸡胚在较低温度下( 25~ 30 � )

培养, 连续传代后可较快的使病毒的致病力减弱,

从而获得冷适应流感弱毒疫苗。

美国对冷适应流感弱毒疫苗的研制己有 30多

年的历史,但由于担心其安全性, 至今仍未被批准

使用。俄罗斯是目前全球惟一人流感冷适应流感

弱毒疫苗获准使用的国家,该疫苗己在数亿儿童中

使用,并被证明其能提供良好的保护,并且无不良

反应。而且到目前为止,无论俄罗斯还是全球, 没

有流感病毒扩散的迹象
[ 5~ 6]
。

由于弱毒疫苗的接种途径是滴鼻或喷洒入鼻

腔,因此可减少肌肉注射存在的风险和节约器械成

本。而且弱毒疫苗可诱导细胞免疫和体液免疫,其

能在体内复制使其抗体维持时间长,并能提供一定

的交叉保护性,节约成本。但弱毒疫苗也存在一些

缺点,如毒力返强, 造成新的流感毒株的出现等。

因此对弱毒疫苗的大面积推广使用,还需对其生物

安全性加以时间上的验证。
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2�2 � 基因工程活流感病毒疫苗 ( geneticallly

engineered live influenza virus vaccines)

利用基因工程技术对流感病毒基因组加以改

造, 产生流感病毒温度敏感型毒株。Parkin等
[ 7]
对

PB2聚合酶几个特定的氨基酸突变,产生 2个温度

敏感型毒株, 其只能在较低温度复制, 当温度为

38 � 时,病毒的复制停止。这样病毒就只能在上呼

吸道繁殖,避免了病毒进一步进入机体内部危害宿

主的可能性。

该疫苗由于是经鼻腔黏膜免疫,因此能产生体

液免疫和细胞免疫, 而且其与病毒自然感染过程相

似,有效地将病毒阻止在上呼吸道,在第一时间将

病毒杀死, 避免病毒在上呼吸道繁殖时造成的不

适。同时由于病毒能在接种部位繁殖, 能产生持续

抗体,且用量少,节约成本。

2�3 � 复制缺陷型流感病毒疫苗 ( replication�
incompetent influenza virus vaccines)

Watanable 等
[ 8]
利用反向遗传学从 cDNA 获得

NS2蛋白缺失的病毒粒子, 其感染细胞时, 能在细

胞内表达病毒蛋白但不能形成有感染力的病毒粒

子。用此方法制成的疫苗能保护离最后一次免疫

3个月后的老鼠接受 10或 100LD50的攻击( 9只老

鼠存活 8只)。此疫苗不仅能产生保护性抗体, 而

且能诱导很强的细胞免疫,是另一很有发展前途的

活疫苗。其它获得复制缺陷型流感病毒疫苗的途

径是使 M2基因缺失
[ 9]
。此缺失疫苗在组织培养

物中生长良好, 但在老鼠体内有限生长, 因此是一

潜在的活疫苗候选。

2�4 � DNA疫苗( DNA vaccines)
流感病毒是最早用于基因免疫研究的模型。

1993年Ulmer等
[ 10]
首先报道了基因免疫用于流感

病毒的结果, 他们将 A/ PR/ 8/ 34(H1N1)流感株 NP

基因插入表达质粒, 注射入老鼠体内,不仅产生抗

NP的特异性 IgG抗体, 而且诱导 CTL 反应。攻毒

结果免疫组小鼠能抵抗同型流感病毒株的攻击。

用基因枪免疫小鼠, 可以使其产生长期的 B细胞应

答反应,在免疫 1年后仍可在骨髓和脾脏中检测到

HA蛋白特异的 B细胞存在
[ 11]
。

2000年Pertmer还发现,流感病毒的NP基因的

核酸疫苗激活机体免疫反应不受母源抗体的干扰。

同样,在有母源抗体存在的情况下,HA 和 NP 基因

均能有效激活细胞免疫应答反应
[ 12]
。

我国研制的 H7亚型血凝素基因 DNA 疫苗,在

极小的使用剂量下即可成功诱导免疫保护反应,并

有效阻断同源低致病力禽流感病毒在机体内的感

染和排毒(陈化兰等, 1997, 1998)。

由此可见, DNA 疫苗与传统疫苗相比有许多

优点;能长时间表达抗原;可避免母源抗体的干扰;

可在质粒载体上根据要求设计或排除特定物质的

干扰而构建复合疫苗(如下面提到的表位疫苗) ;易

于构建,易冻干,成本低,具高温稳定性,且不带生

物及化学活性污染物,可广泛应用。

2�5 � RNA复制子疫苗(RNA replicon vaccines)
随着 DNA疫苗的深入研究, 人们担心 DNA会

整合到宿主细胞基因组上, 造成致癌隐患。此外,

DNA通过核膜较为困难, 限制了其作用的发挥。

这在一定程度上阻碍了 DNA 疫苗的推广应用。于

是,人们又设想用 RNA 替代 DNA 作基因疫苗, 近

年来开发的 RNA 复制子载体应运而生。该 RNA

复制子可以不依赖于宿主细胞而自主复制, 包含病

毒基因组 5 和 3 末端的顺式作用元件、全部非结构

蛋白基因编码区(包括复制酶编码基因) ,而结构蛋

白基因被缺失, 由外源基因取代, 这种重组病毒粒

子可以很容易地携带达 3kb的外源 RNA,并且感染

的细胞谱较广,包括非分裂细胞
[ 13]
。

2001年 Vignuzzi
[ 14]
等将 A 型流感病毒 A/ PR/

8/ 34( ma) 株的 NP 基因插入塞姆利基森林病毒

(SFV)载体上构建 RNA 疫苗, 7~ 8周龄的 C57BL�6
老鼠肌肉注射 10�gSFV RNA, 3~ 4 周后再加强一

次,共免疫 3次。第 3次免疫后 1~ 3周, 由鼻腔攻

入100pfu的 A�PR�8�34( ma)病毒。试验结果不仅有

较高的中和抗体出现, 而且诱导了有效的 CTL 反

应。试验小鼠能有效清除肺部的病毒。

大量的研究证实 DNA�RNA复制子比常规DNA

疫苗的免疫原性好
[15]

, 可以产生更强的抗体应答

和更多的 CTL 前体, 而且使用比常规 DNA疫苗免

疫剂量低 100 倍的复制子疫苗就可以产生与常规

DNA疫苗相当的免疫效力。

可见, RNA 复制子载体的特点包括: 复制效率

高,用量远远低于常规 DNA疫苗; 可同时诱导抗体

应答和 CTL 应答;安全性好, RNA 复制子在胞浆内

复制,避免了核的参与, 不存在整合进宿主基因组

的可能性; RNA复制子导致转染细胞的溶解,避免

了有自主复制能力的病毒的产生; 复制子系统能自

主复制,可针对多种病原进行连续免疫,而不受己

有载体病毒抗体的干扰。

36 中 � 国 � 生 � 物 � 工 � 程 � 杂 � 志 第 24卷



2�6 � 表位疫苗( epitope vaccines)
表位( epitope)指免疫细胞能识别的抗原大分

子上的一个特定部位, 又称抗原决定簇 ( antigen

determinant)。表位代表了抗原分子上的一个免疫

活性区,负责与抗体分子或免疫细胞表面的抗原受

体结合。因此人们设想根据病毒的抗原表位来研

制表位疫苗,尤其是为易变异的病毒疫苗的研制提

供了方向。

Levi等
[16]
将流感病毒的三个表位: B细胞表位

HA91- 108、CTL表位NP147- 158、Th细胞表位NP55

- 69分别插入载体基因 flagellin(沙门氏菌的鞭毛蛋

白基因)中构建了三个真核表达质粒, 鼻腔免疫小

鼠。三种质粒混合免疫的组可以诱导长期的免疫

应答,并且可以完全抵抗病毒的致死性攻击。

1998年Thomson 等
[ 17]
以一个真核表达质粒投

递了 10个 CTL抗原表位,其中包括NP基因的三个

表位: NP50 - 58、NP147- 155、NP366- 374 和 NS1

基因的一个表位NS1 152- 160, 免疫鼠后通过 Cr
51

释放试验, 检测这些表位显示该质粒诱导了强的

CTL 应答,并且可以清除感染的病毒。

表位疫苗不仅提供了一种更有效地利用病原

体中各个抗原成分的方法,而且对于流感病毒这种

高度变异的病毒来说,一方面可以通过选择具有交

叉保护性的表位来达到预防多个毒株的目的, 另一

方面可以通过对流行毒株的监测来及时合成表位,

实现对变异毒株的控制。

3 � 具有交叉保护性的通用疫苗

禽流感病毒抗原型的不断改变,使得需经常变

更疫苗的成分, 才不致于使注射了疫苗的鸡只免疫

失败,因此寻求一种能提供交叉保护性的通用疫苗

引起了很多研究者的注意。

A型流感病毒蛋白中较为保守的蛋白为 NP和

M, 是诱导具交叉保护性 CTL 反应的特定多肽, 因

此从理论上讲, 研究交叉保护性疫苗有两条途径。

Neirynck等
[18]
尝试将保守M2蛋白的膜外区域

(M2e)融合到 B型肝炎病毒的核心蛋白上, 在大肠

杆菌中表达的蛋白来构建一种通用疫苗。他们发

现腹腔内或肌肉注射纯化的 M2HBc蛋白到小鼠体

内能提供 90%~ 100%的保护。其产生的中和抗体

具广谱性, 对抗 A 型流感病毒感染的持续时间长

等特点。但是否如此一小的表面抗原能对机体对

流感病毒的感染提供足够的保护还有待进一步和

更大规模的验证。

Mozdzanowska等
[ 19]
将23个氨基酸的M2e 与Th

表位藕连构建多表位疫苗, 鼻黏膜免疫小鼠, 4~ 5

周加强一次。用异源病毒攻毒, 试验结果显示, 疫

苗组能有效防止病毒在整个呼吸道的增殖。显示

了将两种保护活性因素结合的有效潜力。

Takada 等
[ 2]
用甲醛灭活的流感全病毒疫苗经

鼻腔免疫小鼠, 能抵御 8种不同亚型流感病毒的攻

击,表现出免疫效力的广谱性; 研究结果还显示交

叉保护是由于 NP 基因刺激产生的 CTL 反应所引

起的。

4 � 小 � 结

禽流感病毒在公共卫生学上的意义,使得对禽

流感的研究和控制己刻不容缓。必须用科学的方

法来控制禽流感的流行, 因此新的、更有效的疫苗

研究势在必行。!高科技∀的禽流感疫苗必须集防
病、防病毒隐藏、防病毒扩散于一身。理想的禽流

感疫苗必须同时具备诱导产生中和抗体和 CTL 反

应。随着科技的进步和人们对生命的认识不断加

深,有理由相信一种能改变流感病毒防治状况的新

型疫苗的出现指日可待。
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Research Progress on Avian Influenza Vaccine

CHEN Quan�jian � JUN Mei�lin � CHEN Huan�chun

(Huazhong Agricultural University,Wuhan � 430070,Chian)

Abstract � Avian influenza is caused by Avian influenza virus, Which is a member of family orthomyxoviridae,

subfamily influenza virus and is the agent of acute infectious disease in all kinds of poultry and wild birds. Due to the

importance role in economic and common healthy, The precaution and controlling of avian influenza become urgent ly

necessary.The application of vaccine is the valid method of controlling avian influenza.Here we review recent advances

in AIV vaccine. Currently, The inactivated influenza virus vaccines is the main vaccine in preventing AIV.Responsible

for it# s shortage,The inactivated influenza virus vaccines will be challenged by other novel vaccines. The novel vaccines

are not only being used to control the homogeneous AIV, but also to provide a universal protect against all types of AIV.

Key words � Avian influenza vaccine � Novel vaccine � Universal vaccine
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