
　

第５期 中　国　科　学　基　金 ４８５　　 　

􀅰研究进展􀅰

活病毒直接转化为预防、治疗双功能疫苗研究进展

周雪莹　　马闻箫　　周德敏∗

(北京大学药学院天然药物与仿生药物国家重点实验室,北京１００１９１)

　　 收稿日期:２０１８Ｇ０５Ｇ０１;修回日期:２０１８Ｇ０８Ｇ３０

　　∗ 通信作者,Email:deminzhou＠bjmu．edu．cn

[摘　要]　疫苗是目前预防病毒感染最有效的方法之一.以流感疫苗为例,目前临床使用的流感

疫苗种类包括减毒、灭活、亚单位、载体疫苗等.本研究团队以流感病毒为模型,成功研发了预防和

治疗双功能的“复制缺陷型活病毒疫苗”制备技术.该方法彻底突破了现有的疫苗研制手段,利用

基因密码子拓展技术,通过将病毒基因组中的一个或多个三联遗传密码子突变为终止密码子的方

式,使病毒在宿主体内的正常繁殖复制的机制失效,同时又保留了病毒完整的结构和感染力,使其

成为能够高效刺激机体产生免疫应答,甚至是具有治疗前景的抗病毒药物.
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疫苗接种是预防病毒感 染 最 有 效 的 方 法 之

一[１].自１７９６年EdwardJenner发明牛痘疫苗起,

２２２年来,在人类预防和治疗传染病的过程中,疫苗

已经成为预防高致死性病原体侵害的有力武器[２].

疫苗分为预防性疫苗和治疗性疫苗两类[３],通常所

说的疫苗多指预防性疫苗,其概念是指通过模拟病

毒的自然感染而引起人体产生保护性免疫应答[４].
治疗性疫苗的出现则远远晚于预防性疫苗.１９０２
年,英国科学家 Wright首次提出将金黄色葡萄球菌

制成灭活疫苗,可以用于复发性疾病的治疗,并由此

提出了治疗性疫苗的理论[５].治疗性疫苗是指将大

量抗原及能够提高免疫功能的组分结合在一起,利
用其抗原性大、免疫原性强的特点,对免疫系统产生

更强的刺激作用,从而更有效地引起免疫应答.

１　研究背景

截至目前,已上市７０多种疫苗,包括炭疽、鼠
疫、白喉、百日咳、肺炎链球菌、破伤风、结核病、脑膜

炎球菌等十一类细菌性疾病和天花、狂犬病、脊灰、
甲肝、乙肝、戊肝、黄热病、乙脑、麻疹、水痘、带状疱

疹、轮状病毒、人乳头瘤病毒和流感等十六类病毒性

疾病[６].然而,现在的疫苗研发思路和生产方法还

存在一些瓶颈和问题.

以流感疫苗为例,目前已经上市的疫苗种类主

要包括减毒、灭活、亚单位、载体疫苗等[７],其中减

毒、灭活、亚单位疫苗应用比较广泛、技术相对成

熟.一方面从生产工艺上分析,上述三种疫苗的生

产过程第一步是获得大量、稳定、高活性的毒株[８].
迄今为止在疫苗产业中应用最广泛、技术最成熟的

病毒体外扩增方法仍然是使用鸡胚尿囊液扩增[９],
这一工艺方法的优势在于获得的毒株浓度高、活力

好,同时自动化程度高,但是使用这种方法生产的

流感疫苗生长缓慢、费时费力[１０１２],且其中的杂蛋

白不能被完全除去[１３,１４],因而会导致一部分对鸡

蛋过敏的患者产生严重的过敏反应.另一方面,无
论是灭活、减毒还是亚单位疫苗,其所用毒株的免

疫原性往往难以完全保留,从而难以达到理想的免

疫诱导效果.
本研究团队新研发的“将活病毒转化为疫苗”的

技术(PTC疫苗技术),对于上述的两大疫苗研发思

路和生产方法所遇到的瓶颈均有一定程度的改善和

提高.第一,作为一种基于细胞生产技术的疫苗,

PTC疫苗的杂质更少,而且成分明确,易于质控,致
敏性低,更符合新时代药品质量控制的理论.第二,
由于本技术保留了流感病毒主要抗原(HA,NA,
等)的全部一、二、三级结构,且对于流感病毒的非主
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要抗原(PB２,PB１,PA,等)改变极小,因而在保留了

流感病毒全部的抗原活性的同时,得以更好地模拟

病毒感染宿主的过程,精准而全面地诱发相关的免

疫反应,实现了流感病毒疫苗的高效化、长效化、特
效化.第三,这项技术不同于传统流感疫苗生产技

术,作为一种平台化的研发生产一体技术,PTC疫

苗可以实现更短的研发和生产周期,在新型病毒爆

发的过程中,迅速地得到特效疫苗,从而在第一时间

服务于患者.第四,作为一种新的研发技术平台,通
过进行反向遗传研究,储备各种可能爆发的活病毒的

拯救体系,即可实现对各种病毒疫苗的技术储备.

２　研究进展及成果

本研究团队经过多年的努力,以流感病毒为模

型,成功研发了预防和治疗双功能的复制缺陷型活

病毒疫苗制备技术.该方法彻底突破了现有的减

毒、灭活、亚单位疫苗研制手段,利用基因密码子扩

展技术,通过将病毒基因组中的一个或多个三联遗

传密码子突变为终止密码子的方式,使病毒在宿主

体内正常繁殖复制的机制失效,同时又保留了病毒

完整的结构和感染力,使其成为能够高效刺激机体

产生免疫应答,甚至是具有治疗前景的抗病毒药物.
具体研究成果如下:

２．１　稳定细胞系的构建与复制缺陷型活病毒疫苗

的生产

复制缺陷型活病毒疫苗的开发技术关键在于基

因密码子拓展技术.天然细胞中共存在６４组三联

密码子,其中６１组密码子负责编码２０种天然氨基

酸,另外３组密码子(UAA,UGA,UAG)为终止密

码子,不编码氨基酸,也不能被转运 RNA 及其合成

酶识别.２００１年,美国PeterSchultz教授等人[１５]发

现古细菌可以利用琥珀终止密码子(UAG)编码特

殊的氨基酸到必须的蛋白质中以保证自身正常生

长,并将古细菌中的tRNA 合成酶和tRNA 对单独

取出来,经过正负筛选优化,使其可以在正常生物体

内利用本来不编码氨基酸的 UAG 密码子,来编码

自然界中不存在的、人工合成的非天然氨基酸到蛋

白质的特定位置,相当于将 UAG 终止密码子变成

了可以编码非天然氨基酸的有义密码子.
基于该技术,本团队将 HEK２９３T 改造为一种

特殊的稳定细胞系,能够稳定表达可识别 UAG 终

止密码子的转运RNA及其合成酶[１６].我们将已有

的较为成熟的流感病毒反向遗传体系进一步地进行

改造,使其具有一至多个终止密码子,并利用该稳定

细胞系进行流感病毒的拯救.在该细胞系中,反向

遗传体系可成功地利用非天然氨基酸完成相关蛋白

质的合成,从而拯救出携带终止密码子的病毒疫苗

(图１b).并且,实验显示,已拯救出的病毒疫苗在

此稳定细胞系中还可实现直接扩增生产(图１c).与

之相对的,在正常细胞中,由于缺乏非天然氨基酸及

其转运RNA、合成酶,具终止密码子的流感病毒疫

苗不具有在接种后复制的能力,从而保障了其安全

性(图１a).

２．２　复制缺陷型活病毒疫苗的预防性功能评价

安全性及有效性是评价疫苗预防性功能的两项

重要指标.本团队将 PTC 疫苗与市售灭活疫苗

(IIV)、冷适应减毒疫苗(CAIV)进行对比发现,在流

感常用的小鼠评价模型中,接种 PTC疫苗后,小鼠

全部存活,且不会造成体重的降低,其安全性与灭活

疫苗(IIV)、冷适应减毒疫苗(CAIV)基本相同(图

２a,２b);此外,由于保留了完整病毒颗粒结构,PTC
疫苗可以提供良好的保护性免疫效果,其免疫效果

图１　含终止密码的复制缺陷型活病毒疫苗制备[１６]

(a)复制缺陷型活病毒疫苗技术示意图;(b)非天然氨基酸(UAA)依赖的活病毒疫苗制备;(c)时间依赖的活病毒疫苗扩增
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图２　复制缺陷型活病毒疫苗的安全性及有效性检测[１６]

接种野生型病毒或各种病毒疫苗对BALB/c小鼠存活率(a)及体重(b)的影响;预接种各种病毒疫苗对BALB/c小鼠感

染野生型病毒的存活率(c)及体重(d)的保护效果

图３　复制缺陷型活病毒疫苗对不同亚型毒株的抵抗作用[１６]

接种复制缺陷型活病毒疫苗对已感染pH１N１或 H３N２亚型流感病毒的BALB/c小鼠存活率(a,b)、体重(c,d)及体内

病毒含量(e,f)的影响
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显著高于灭活疫苗(IIV),并与冷适应减毒疫苗

(CAIV)相当(图２c、２d).在其他两种流感常用的

豚鼠及雪貂评价模型中,我们也得到了基本相同的

安全性及有效性评价结果.
进一步研究表明,由于抗原转变和漂移,流感病

毒的表面抗原往往频繁发生变化,从而导致部分流

感病毒毒株能够逃避疫苗接种后抗原介导的免疫反

应[１７１９].因此,开发广谱的流感病毒疫苗也是未来

疫苗发展重要的方向之一[１９].本团队评价了 PTC
病毒对其他异源毒株的交叉免疫保护效果.结果显

示(图３),PTC病毒疫苗免疫可以阻止异源流感毒

株(A/reassortant/NYMCXＧ１７９A(pH１N１)和 A/

Aichi/２/６８(H３N２))引起的小鼠死亡和体重下降,
也可以显著抑制小鼠体内的病毒滴度.表明 PTC
病毒具有诱导交叉免疫保护的能力.

２．３　复制缺陷型活病毒疫苗的治疗性功能评价

除预防性功能外,PTC疫苗还显示出了治疗

性功能.结果显示(图４),当野生型病毒感染小

鼠的同时接种 PTC病毒,虽然小鼠的体重略有降

低,但９０％的小鼠存活;而野生型病毒感染小鼠

的同时接种相同剂量的灭活疫苗,对小鼠无任何

保护效果,接种冷适应减毒疫苗有一定的保护效

果,与文 献 报 道 基 本 一 致[２０].为 了 模 拟 真 实 情

况,我们先用野生型病毒感染小鼠,一天后再接

种 PTC病毒,结果显示,与没有接种 PTC的组相

比,小鼠体重下降的幅度较小,并有４０％的小鼠

最终存活,存活小鼠的体重在后续饲养的过程中

又逐渐恢复.
通过检测小鼠肺组织中的野生型病毒含量可

知,PTC病毒可以显著抑制野生型病毒在小鼠体内

的复制,降低野生型病毒滴度;即使在野生型病毒感

染小鼠一天后再接种 PTC病毒,PTC病毒仍旧可

以发挥显著的抑制作用;灭活疫苗完全没有抑制作

用,减毒疫苗有一定程度的抑制作用.
为了解释上述实验现象发生的原因,我们作了

如下猜想:流感病毒为基因分节段的 RNA 病毒,当
不同型的流感病毒同时感染一个宿主细胞时,它们

的基因节段会发生重排,产生新的毒株[２１].同理,
当PTC病毒与野生型病毒同时感染一个宿主细胞

时,两者的基因节段也会发生重排.我们认为PTC
病毒与野生型病毒之间可以发生基因重排,从而将

其含有终止密码子的基因节段重排到野生型病毒的

子代中,将野生型病毒转化成 PTC病毒,使其失去

复制能力.为证实上述猜想,我们从小鼠鼠肺中分

离得到流感病毒,并通过噬斑实验分离纯化,进行基

因测序.结果显示,两者的基因确实发生了重排,且
重排子代至少含有一条带有终止密码子的基因

节段.

３　总结及展望

回顾疫苗的发展历史,从最初的牛痘苗开始,疫
苗一直沿着三个方向发展:增加疫苗的适用症、增强

疫苗的功效、降低疫苗的副作用.PTC疫苗技术的

出现,为科学家和工程师提供了一个全新的视角来

研究疫苗和疫苗产业.
首先,作为一种平台式的技术,通过搭建和完善

PTC疫苗技术平台—小量生产—动物评价的流程

体系,可以模块化、高效率的对特定病毒进行疫苗研

发.不同于通常的减毒、灭活、亚单位疫苗,由于

PTC疫苗完整的保留了病毒的全部抗原性和免疫

原性,通过对某一病毒的PTC疫苗研究即可揭示该

病毒是否能产生足够的免疫反应,是否可以进行该

病毒的预防性疫苗开发.这与传统疫苗研发中通过

进行灭活、减毒、亚单位的尝试来摸索疫苗可行性的

过程相比,不仅缩短了研发周期、降低了研发成本,
更重要的是提供了一种较为普适、通用的疫苗研发

图４　复制缺陷型活病毒疫苗的治疗效果检测[１６]

接种各种病毒疫苗对已感染野生型病毒的BALB/c小鼠存活率(a)及体重(b)的影响
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新理论和新通路.同时,PTC疫苗技术的核心思想

在于“将活病毒直接转化为疫苗”,即只要能够构建

某个病毒的拯救体系,就能够迅速的获得该病毒的

备选PTC疫苗,因此这一技术为很多目前疫苗领域

的难题(如呼吸道合胞体病毒等)提供了新的可

能性.
另一方面,正是由于 PTC疫苗完整、全面的保

留了病毒的抗原性和免疫原性,在研究中我们发现,

PTC疫苗还具有多价性.病毒作为长期以来医疗

卫生领域的难题,由于其易产生突变的特性,就算在

科技水平已经比较先进的今天,却依然会有不定期

的病毒性疾病流行和爆发.在研究中我们发现,

PTC疫苗天然便具有了对不同毒株交叉保护的效

果.这一现象的出现很可能是源于 PTC疫苗保留

了一些在通常疫苗制备过程中容易丢失的,但对于

病毒来说保守性较高的抗原.通过这种方式,我们

将之前疫苗研发中没有足够重视的“病毒的秘密”加
以保留、揭示、应用.

此外,PTC疫苗中应用的非天然氨基酸系统

使用的是 NAEK(NεＧ２ＧazideoethyloxycarbonylＧLＧlyＧ
sine),其分子结构中的叠氮基团与游离的炔基可

以进 行 温 和 高 效 的 点 击 化 学 反 应 (ClickReacＧ
tion)[２２],从而对 PTC疫苗进行进一步的定点修

饰.通过使用类似的技术,本团队之前完成了干扰

素[２３]、生长激素[２４]、慢病毒[２５]、腺相关病毒[２６]的

定点修饰.未来,通过将一些有免疫原性的肽段定

点修饰到PTC疫苗表面,本课题组将进行一些双

功能、多功能疫苗的研发.通过点击化学反应,我
们还可以将有活性的小分子药物、荧光分子等连接

到疫苗上,实现增强疫苗效果或实时示踪等多种功

效.也就是说,基于基因密码子拓展技术和点击化

学反应,PTC疫苗技术有着多元化的发展方向和

巨大的想象空间.
最后,PTC 疫苗不仅是一种传统的预防性疫

苗,我们在研究中发现,PTC疫苗还具有治疗性疫

苗的活性.这一发现使得目前主要集中于肿瘤治疗

的治疗性疫苗研究在病毒治疗领域出现了新的机

会.依托于PTC疫苗研发平台和多样化的病毒拯

救体系,本课题将进行多种病毒的治疗性疫苗研究,
在将治疗性疫苗这一新兴领域拓宽、发展的同时力

争做有高科学含金量、高应用价值、高社会贡献的疫

苗研究.
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Recentadvancesindirectlyconvertinglivevirusintopreventiveandtherapeuticvaccine

ZhouXueying MaWenxiao ZhouDemin
(StateKeyLaboratoryofNaturalandBiomimeticDrugs,SchoolofPharmaceuticalSciences,

PekingUniversity,Beijing１００１９１)

Abstract　Vaccinesareoneofthemostefficientwaysforpreventingvirusinfection．Currently,thestrateＧ
giesofinfluenzavaccinesinclinicaluseincludesliveattenuatedvaccines,inactivatedvaccines,subunitvacＧ
cines,vectorＧbasedvaccines,etc．UsinginfluenzaAvirusesasaresearchmodel,ourgrouphasdevelopeda
platformforproductionofreplicationＧincompetentlivevirusvaccinesproventobeeffectiveinbothprevenＧ
tiveandtherapeuticutilizations．Suchtechnology,whichconsideredtobeamajorbreakthroughamongexＧ
istingresearchandproductionstrategiesofvaccines,takesadvantageofgeneticcodeexpansion,andchanＧ
gesoneormoretripletcodonsinsidethevirusgenomeintostopcodons．Withviralreplicationsuppressed,

antigenicandinfectiousactivityreserved,ourvaccinecouldbeapotentiallypreventiveandtherapeuticsoluＧ
tionformultiplevirusinfections．

Keywords　livevirusvaccines;universalvaccine;geneticcodeexpansion;influenzavaccines


