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摘  要: 流感病毒感染可引起急性呼吸道传染病，严重危害人类的健康与生命。疫苗免疫是防控流感的重要

手段。目前广泛应用的传统灭活疫苗和减毒活疫苗，在预防流感中发挥了重要作用，但存在通用性差和免疫效

率低等不足。研制更为安全高效特别是能针对多种流感亚型的新型广谱疫苗成为当前流感疫苗研究的热点。随

着结构生物学和反向遗传生物学等新技术的迅速发展，一些新策略不断应用于新型流感疫苗的研究，显示出良

好的应用前景。 
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Abstract:  Influenza, caused by influenza virus, is a serious respiratory illness which poses a global public health threat. 
Vaccination is the primary strategy for the prevention and control of influenza. Although both inactivated vaccines and the 
live attenuated vaccines are effective in preventing influenza, the current vaccines have poor efficacy in the elderly and fail 
to provide protection against heterosubtype viruses. Development of a safer and more effective influenza vaccine that 
provides broad cross protection, overcoming the intrinsic limitation of the current vaccines, has been a scientific challenge. 
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During the past decades, structural biology, reverse genetic and other virological technologies developed quickly and sped 
the progress of influenza vaccinology. Some new strategies for developing influenza vaccine have been generated, produced 
encouraging results, which showed great prospect as next-generation of influenza vaccines. 

Keywords:  influenza virus, vaccine, new technologies, elastase, virus-like particle 

流行性感冒，简称流感，是由流感病毒 (特

别是 A 型流感病毒) 感染引起的一种急性呼吸

道传染病，严重危害人类健康。截止到目前为止

共爆发 4 次全球性流感大流行，每次都给人类带

来了重大的损失，其中 1918 年的西班牙流感大

流行导致全球 5 000 万~1 亿人死亡。2009 年暴

发的甲型 H1N1 流感大流行蔓延至全球 200 余个

国家和地区，确诊的死亡病例近 2 万人[1]。另外，

据世界卫生组织 (WHO) 估计，全球每年大约有

10 亿人感染流感，重症患者约为 300~500 万人，

死亡病例超过 30 万人[2]。 

流感病毒属正粘病毒科成员，包括甲、乙和

丙三种型别。其中甲型和乙型流感病毒是导致流

感流行的主要病原体。流感病毒基因组为单股负

链 RNA，包含 8 个节段。依据病毒主要结构蛋

白血凝素 (Hemagglutinin，HA) 和神经氨酸酶 

(Heuraminidase，NA) 的抗原性，甲型流感病毒

分为 16 个 H 亚型 (H1-H16) 和 9 个 N 亚型 

(N1-N9)。不同亚型的流感病毒株之间往往缺乏

有效的交叉免疫保护。同时，甲型流感病毒易发

生突变，在人群免疫压力下，流感病毒的抗原性

不断发生变异，导致抗原漂移和抗原转换，从而

逃避人体的免疫监视。 

目前临床应用的流感疫苗主要是三价灭活

疫苗，其成分包括季节性 H1N1 和 H3N2 甲型流

感病毒以及乙型流感病毒。早期的灭活全病毒疫

苗副作用大且不适用于 12 岁以下儿童[3]。目前的

流感灭活疫苗主要是裂解疫苗，它是由是 WHO

每年针对流感病毒流行状况预测下一年流感的

流行，从而提供疫苗参考毒株而制备的灭活裂解

疫苗。其较灭活全病毒疫苗更为安全，副作用轻

微，但只有当病毒和疫苗毒株相匹配时，疫苗才

能发挥保护功能，且其依靠鸡胚生产，产能有限，

特别是难以满足全球性流感大流行时对疫苗的

需求[4]。因此，研制针对多种流感亚型、安全高

效，易于生产的新型广谱疫苗成为当前流感疫苗

研究的热点。以下对新型流感疫苗的研究策略进

行了综述。 

1  血凝素靶向修饰减毒策略 

血凝素是流感病毒重要的结构蛋白，在病毒

感染宿主细胞的过程中发挥重要作用。当流感病

毒吸附至宿主细胞表面时，血凝素 HA2 亚基构

象发生改变，其氨基端的融合肽暴露，与内涵体

膜结合，从而介导流感病毒的内吞[5]。因此，当

血凝素的 HA0 前体经宿主蛋白酶裂解为 HA1 和

HA2 时，流感病毒方具有感染性。基于血凝素这

一特性，Stech 等建立了流感病毒血凝素靶向修

饰减毒新策略 [6]。利用反向遗传学技术，Stech

等对季节性 H1N1 甲型流感病毒 A/WSN/33 株的

血凝素酶切位点进行突变，用缬氨酸 (Val) 代替

第 343 位的精氨酸 (Arg)，使血凝素的裂解由依

赖于胰蛋白酶转变为严格地依赖于弹性蛋白酶 

(Elastase)。所获得的病毒突变体，在弹性蛋白酶

存在下，其体外生物学特征基本保持不变；当感

染人时，由于人体内缺少弹性蛋白酶，因此突变
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病毒的毒力将显著降低，而其免疫原性得以保

留。在小鼠试验中，病毒突变体感染组，在感染

后第 3 天的肺部病毒载量比野毒株组低 4 个数量

级，同时，在小鼠的脑和心脏组织中也检测不到

病毒。当以 106 FPU 的剂量的突变体免疫小鼠，

可诱导高水平的 IgG 抗体，并产生对野毒株完全

的免疫保护。 

Gabriel 研究小组随后将这一策略成功应用

在高致病性禽流感病毒疫苗的研制中[7]。H7N7

禽流感病毒 SC35M-PB2333T 株的 342 位的精氨酸

被突变为缬氨酸，同时 339~341 位的氨基酸被删

除。所获得的禽流感病毒突变体在小鼠体内显示

出同样的减毒特征和良好的免疫原性。 

为了观察这一策略在流感病毒自然宿主中

的作用，Masic 等将该策略在猪流感病毒疫苗研

究上进行了尝试[8]。H1N1 亚型的猪流感病毒第

345 位的精氨酸分别突变为缬氨酸和丙氨酸。如

果在细胞培养体系加入弹性蛋白酶，所获得的两

株突变体增殖活性与野生病毒相同；而未加入弹

性蛋白酶时，突变体的增殖则严格受到限制。突

变体在自然宿主猪中亦具有明显的减毒特征。突

变体病毒感染组的猪肺组织病毒滴度以及病理

损伤均低于野生型病毒组。结果显示，病毒接种

后第 5 天，突变体组的猪肺部仅有轻微的病变，且

未检测到病毒，而野毒株组的猪肺部病变组织将

近 30％，肺部病毒载量更达 103.5~104.5 TCID50/g。

病毒突变体具有良好的免疫原性，免疫猪可诱导

产生高水平的体液和细胞免疫应答，其淋巴细胞

和 γ-IFN 分泌细胞显著增多。特异 IgG 和 IgA

抗体效价在免疫后第 5 天分别高达 1∶1967 和

1∶2 209。此外，突变体病毒不仅可诱导对野生

型病毒完全的免疫保护，也可产生针对 H3N2 亚

型的猪流感病毒的部分交叉免疫保护[9]。 

基于血凝素靶向修饰的流感病毒减毒途径

适用于所有亚型的流感病毒，并且其减毒病毒来

源于同源的野生型病毒，避免了产生新的抗原重

组体的风险，是非常具有应用前景的构建流感减

毒疫苗的新策略。然而，目前已报道的靶向修饰

策略仍不稳定。Masic 的研究也表明用 Stech 和

Gabriel 研究小组已经成功的猪胰弹性蛋白酶 

(Porcine pancreatic elastase) 不能拯救出猪流感

病毒减毒株，而只能用人嗜中性细胞弹性蛋白酶 

(Human neutrophil elastase) 才能拯救出流感减

毒病毒，拯救出的流感病毒在猪胰弹性蛋白酶 

(Porcine pancreatic elastase) 存在的培养基中连

续传代后测序发现 344位裂解位点的氨基酸突变

为脯氨酸 (Pro)[8]。我们在对新甲型 H1N1 流感

病毒进行血凝素靶向修饰时则发现，在病毒拯救

过程中其突变位点易突变为原来的序列，且用猪

胰弹性蛋白酶不能拯救出流感病毒突变体。由于

对血凝素裂解过程的细节与机制仍不完全清楚，

因此也很难分析发生回复突变的原因。显然，深

入了解和认识血凝素结构与功能是有效开展血

凝素靶向修饰减毒策略的重要前提。 

2  流感病毒样颗粒疫苗 

病毒样颗粒 (Virus-like particle，VLP) 疫苗

是一类兼顾安全性与免疫原性的疫苗形式。与其

他单一的蛋白或多肽形式的疫苗相比，VLP 疫苗

在结构和蛋白组成上与病毒相似，可诱导高水平

的体液免疫应答。同时 VLP 疫苗不含病毒基因

组，不具有感染性，安全性较好。目前已有多种

VLP 疫苗，例如乙型肝炎病毒和人乳头瘤病毒

VLP 疫苗已被批准应用于临床[10]。 



刘志辉 等/流感疫苗研制的新策略 

cjb@im.ac.cn 

553

流感 VLP 疫苗含有流感病毒的主要保护性

抗原 HA、NA 及 M 结构蛋白，可形成与流感病

毒相似的空心颗粒。其制备方法是将流感病毒主

要结构蛋白基因克隆至杆状病毒等表达载体，在

相应的靶细胞中合成流感病毒的结构蛋白，装配

成病毒样颗粒并以出芽的方式释放至胞外，从而

获得流感 VLP[11]。目前已经报道的流感 VLP 表

达系统包括重组牛痘病毒、重组 DNA 质粒表达

系统和重组杆状病毒表达系统等[12]。 

动物实验显示，流感 VLP 疫苗具有良好的

免疫原性，并可诱导长效的免疫保护。Kang 等

用 H5N1 亚型流感病毒 A/VietNam1203/04 株

VLP 免疫小鼠诱导的针对同源野毒株的免疫保

护作用长达 7 个月[13]。在另一研究中，基于 H1N1

亚型流感病毒 A/California/04/2009 株的 VLP 疫

苗免疫小鼠，不仅能诱导对野毒株完全的免疫保

护，对季节性 H1N1 亚型流感病毒 A/PR/8/1934

株也可产生部分免疫保护[14]。 

Novavax 公司于 2010 年在 18~64 岁之间的

健康人群中，对流感 VLP 疫苗的安全性、耐受

性及免疫保护效果进行了评估[15]。临床实验显示

流感 VLP 疫苗具有良好的耐受性和安全性，在

疫苗接种组出现不良反应的种类、比例与对照组

大致相同。VLP 疫苗可诱导产生稳定的免疫保护

作用。受试者分别接种 5 μg、15 μg 和 45 μg 剂

量的流感 VLP 疫苗，2 周后的血清阳转率 (血凝

抑制滴度≥1∶40) 可达到 64％、79％和 85％。 

流感 VLP 疫苗已进入三期临床试验阶段，

且表现出良好的免疫效果。流感病毒 VLP 疫苗

和传统疫苗相比，其明显的优势在于其生产不依

赖于鸡胚，而是基于培养细胞，这将能克服大流

感流行时由于鸡胚不足而使疫苗供应短缺的问

题[11]，具有重要的现实意义。 

3  MicroRNA 介导的减毒新策略 

microRNA (miRNA) 是一类进化上保守的

非编码小分子 RNA，具有在翻译水平调控基因

表达的功能。miRNA 与其靶序列的结合，可抑

制其翻译。如果在病毒基因组中插入宿主miRNA

的靶序列，在病毒感染宿主细胞的复制增殖过程

中，miRNA 与病毒 RNA 上的靶序列结合，抑制

病毒 RNA 的翻译和病毒的增殖，从而导致减毒，

这就是 miRNA 介导的病毒减毒策略。由于其基

于机体中固有的 miRNA 与人工插入病毒基因组

的靶序列互补而介导的翻译抑制，所以此途径适

用于各种亚型流感病毒减毒株的构建。该技术目

前已在多种病毒减毒疫苗有成功尝试，例如脊髓

灰质炎病毒[16]、柯萨奇病毒[17]和水疱性口炎病

毒[18]等。 

miR-93 是哺乳动物机体内普遍存在的一种

miRNA，在人和鼠成纤维细胞中的表达是保守

的。基于这一特征，Jasmine 等通过点突变的方

法在流感病毒核衣壳蛋白保守区引入 miR-93 靶

序列，分别获得 H1N1 和 H5N1 亚型流感病毒减

毒株[19]。这些减毒株即使高滴度接种小鼠，仍不

能使小鼠致病。同时，减毒株免疫原性良好，接

种小术后可诱导高水平的体液免疫应答，对野毒

株的攻击产生完全的免疫保护。更重要的是，由

于 miR-93 在鸡胚中含量极低，减毒株在鸡胚中

的增殖不受抑制，其生长特性与野毒株相同，因

此仍能采用鸡胚培养的方式大量制备。 

4  广谱流感疫苗 

目前使用的流感疫苗均针对特定的流感毒
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株。疫苗毒株与流行的流感毒株相匹配时，其诱

导的中和抗体才可产生免疫保护效果，反之则无

法提供有效的免疫保护，因而流感疫苗的毒株组成

要随着流感流行株的改变而不断做出相应的调整。 

值得注意的是很多研究都发现不同亚型和

同亚型的流感病毒间确实存在交叉免疫保护作

用，尽管交叉保护效果较差[20-21]。我们早先的研

究也证实 2009 年新甲型 H1N1 流感大流行前，

我国一定比例的老年人群同样也已存在针对新

型流感病毒交叉抗体[22]。此外，我们还发现，季

节性流感疫苗的多次加强免疫可提高交叉抗体

的水平[23]。显然，流感病毒存在一些保守的靶点，

可诱导针对同一亚型和不同亚型流感病毒的免

疫应答，但以传统流感疫苗的形式，无法有效发

挥发挥其交叉保护效果。因此，一直以来，研究

者不断在尝试寻找这些保守的靶点，探索新的策

略研制广谱流感疫苗，使其可对现在流行的毒株

及新出现的流行株提供持续的交叉免疫保护。 

流感病毒 M2e 蛋白 (即 M2 蛋白的胞外区) 

氨基末端的 24 个氨基酸残基非常保守，特别是

末端 2~9 位的氨基酸残基 (SLLTEVET) 在所有

亚型的甲型流感病毒中均是保守的[24]。目前，已

报道多种基于 M2e 保守区的广谱流感疫苗，这

些疫苗可诱导针对多种亚型的流感病毒的保护

性的免疫反应，可降低小鼠肺部的病毒载量，并

保护小鼠免受致死量流感病毒的攻击[25]。 

Song 等采用 H1N1 亚型流感病毒 A/PR/8/34

株灭活疫苗与含有 M2e 蛋白的病毒样颗粒 

(M2-VLPs) 免疫小鼠，诱导产生的抗 M2 特异抗

体水平和细胞免疫反应显著高于灭活疫苗单独

免疫组；对不同亚型的流感病毒可诱导交叉免疫

保护作用 [26]。免疫小鼠分别接种致死剂量的

H3N2 亚型、H5N1 亚型和大流行 H1N1 亚型病

毒株，均只有轻微的体重降低，鼠肺病毒载量也

显著低于未免疫组。 

一期临床研究已初步证实基于 M2e 的广谱

流感疫苗是安全有效的[27]。结果显示，M2e 疫苗

具有很好的免疫原性，可诱导高水平的特异抗

体，尤其与佐剂联合使用时，90％的疫苗接种者

均产生特异抗体。此外，试验中并没有观察到对

疫苗的不良反应。因此，基于 M2e 的疫苗有很

大的潜力发展成为安全有效的流感疫苗。 

除 M2e 外，基于血凝素的广谱流感疫苗也

是目前流感疫苗研究的热点。尽管流感病毒的血

凝素有高度的变异性，但它仍包含一些保守序

列。这些保守序列也是广谱流感疫苗的潜在靶

标。例如，HA2 的氨基末端融合肽的前 11 个残

基，在目前已知的所有甲型流感病毒中高度保

守[28]。研究发现针对 HA2 融合肽的特异性抗体

可中和不同 HA 亚型的流感病毒，包括 H5N1 禽

流感病毒和 1918 年 H1N1 流感病毒；免疫小鼠

亦能诱导完全免疫保护[28-29]，这显示出基于 HA2

保守位点广谱流感疫苗良好的应用前景。此外，

在正常情况下，HA2 的融合肽位于病毒表面蛋

白内部，无法暴露于外，难以诱导相应的特异

抗体[30]。Steel 等将血凝素 HA1 亚单位切除，使

HA2 暴露。这种基于“去头”HA2 的 DNA 疫苗

在小鼠上，可诱导针对多种亚型流感病毒的免疫

保护作用。这为广谱流感疫苗的研制提供了一种

新的思路。 

5  展望 

流感病毒的典型特点在于其快速的突变和

重组，导致其抗原性的不断变异。不同流感病毒
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毒株之间的基因重组是不断产生新的流感病毒

株的主要原因之一，且有相当部分的重组毒株或

者其致病性和毒力升高，或者具有了跨种属传播

的能力，这类新的重组病毒往往容易导致流感大

流行的产生[31]。2009 年新甲型 H1N1 流感病毒

就是由多种猪流感病毒重组进化的结果[32]，而我

们研究发现其与季节性 H1N1 流感病毒重组后在

小鼠中致病性显著增高。相关研究也证实新甲型

H1N1 与季节性 H3N2 和禽流感 H9N2 病毒的重

组也可导致类似的毒力增强现象[31-33]。 

面对不断变异的流感病毒，传统的疫苗以及

疫苗工业愈来愈难以应对。因此，从流感疫苗的

实际需求出发，新型的流感疫苗应至少满足三方

面的要求。首先是广谱针对多种亚型流感病毒，

尤其是对新出现的流感病毒提供免疫保护，这不

仅在应对流感大流行上具有重要意义，同时在疫

苗生产上也将避免传统流感疫苗经常改变疫苗

株的弊端，经济意义重大。其次是更为安全、高

效，在不同人群中均可产生理想的预防效果；三

是易于生产，基于鸡胚的传统疫苗生产方式效率

差，产量低，极大局限了流感疫苗的接种率，也

难以应对流感大流行时疫苗生产的需要。 

目前虽然各种新型流感疫苗蓬勃发展，展现

了良好的应用前景，但仍多处于实验室研究阶

段，距离临床应用仍有很长的路要走。近些年来，

对流感病毒了解的不断加深，特别是对病毒蛋白

结构与功能的明确，免疫和致病机制的逐渐阐

明，为新型流感疫苗策略的探索提供了重要的依

据。如何更进一步地加深对流感病毒的认识，以

及基于新的研究发现和生物学技术去探索疫苗

新途径与新策略，仍将是未来一段时间内流感疫

苗研究中 为重要的挑战。 
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