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载体介导的拉沙病毒疫苗的研制现状*

李文桂**,陈雅棠

(重庆医科大学附属第一医院传染病寄生虫病研究所,重庆
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【摘要】 拉沙病毒(LASV)感染导致的拉沙热是一种人兽共患的病毒性出血热疾病,临床以发热、寒战、咽炎、胸骨后疼

痛和蛋白尿为特征,可出现多系统病变,当前采用疫苗防治研究备受关注。糖蛋白和核壳蛋白是2种有效的疫苗候选分

子。本文概述了水疱性口炎病毒(rVSV-GPC)、黄热病毒(rYFV-GPC)、牛痘病毒(rVV-NP/GPC)、狂犬病毒(rRABV-
GPCco)、腺病毒血清型5(rAd5-GPC/NP)、猩猩腺病毒血清型ox1(rChAdox1-GPC/NP)、莫培亚病毒(rMOPV-GPC/

NP)、委内瑞拉马脑炎病毒(rVEEV-GPC/NP)、杆状病毒(rBuV-GPC)和鼠伤寒沙门氏菌(rSt-NP)等载体介导的拉沙病

毒疫苗的构建及其免疫机制等方面研制现状。
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【Abstract】 Lassa
 

virus(LASV)
 

is
 

one
 

type
 

of
 

etiologic
 

agents
 

casuing
 

zoonotic,infectious
 

disease
 

of
 

viral
 

hemorrhagic
 

fevers(VHFs),its
 

clinical
 

characteristic
 

includes
 

fever,shiver,pharyngitis,posterior
 

sternal
 

pain,albuminuria
 

and
 

multi-
ordgan

 

failure,it
 

recently
 

becomes
 

highlight
 

to
 

control
 

this
 

virus
 

by
 

use
 

of
 

the
 

vaccine.
 

The
 

glycoprotein
 

and
 

nucleocapsid
 

protein
 

are
 

2
 

types
 

of
 

attractive
 

candidate
 

molecules
 

of
 

vaccine,its
 

outlined
 

on
 

the
 

status
 

in
 

the
 

research
 

of
 

construction
 

and
 

immune
 

mechanism
 

of
 

vector_based
 

vaccine
 

of
 

protein
 

of
 

LASV,those
 

vaccines
 

include:Vesicular
 

stomatitis
 

virus
(rVSV-GPC),Yellow

 

fever
 

virus(rYFV-GPC),Vaccinia
 

virus(rVV-NP/GPC),Rabies
 

virus(rRABV-GPCco),Adenovi-
rus

 

serotype
 

5(rAd5-GPC/NP),Chimpanzee
 

adenovirus
 

serotype
 

0x1(rChAdox1-GPC/NP),Mopeia
 

virus(rMOPV-
GPC/NP),Venezuelan

 

equine
 

encephalitis
 

virus(rVEEV-GPC/NP),Buculovirus(rBuV-GPC),Salmonella
 

typhimurium
(rSt-NP),and

 

et
 

al.
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***拉沙病毒(Lassa
 

virus,LasV)感染导致的拉沙热是一种人

兽共患的病毒性出血热疾病,临床以发热、寒战、咽炎、胸骨后

疼痛和蛋白尿为特征,可出现多系统病变。该病毒的自然宿主

是啮齿类动物,人主要是接触受染鼠类及其排泄物而遭受感

染,也可通过直接接触患者的血液、尿液、粪便或身体其他分泌

物以及通过污染的针头而感染。该病主要流行于塞拉里昂、利

比亚、尼日利亚和几内亚等西非国家,受威胁人口达2千万左

右,病死率通常为1%,但在住院患者可达15%[1-5]。拉沙病毒

是双节段的RNA病毒,基因组的S节段基因编码核衣壳蛋白

(nucleoprotein,NP)和 糖 蛋 白 前 体 (glycoprotein
 

precursor,

GPC),GPC可裂解为GP1和GP2。这些蛋白存在多个细胞表

位,将它们的DNA疫苗免疫豚鼠可诱导较好的保护力[6-8],表

明它们可作为靶抗原进行应用。

水疱性口炎病毒、黄热病毒、牛痘病毒、狂犬病毒、腺病毒

血清型5、猩猩腺病毒血清型ox1、莫培亚病毒、委内瑞拉马脑

炎病毒、杆状病毒和鼠伤寒沙门氏菌等微生物经过减毒改造后

可作为疫苗载体使用。这些载体介导的疫苗具有灭活疫苗和

活疫苗的优势,能主动感染宿主的细胞,协助外源基因进入细

胞,产生细胞因子和趋化因子,从而诱导长期的免疫应答。本

研究拟概述这些载体介导的拉沙病毒疫苗的研制现状。

1 病毒作为表达载体

1.1 水疱性口炎病毒 水疱性口炎病毒(VSV)是水疱性口炎

的病原体。采用基因重排或删除技术可培育 VSV减毒株,其

基因组可以插入4.5
 

kb的外源基因,可高水平表达外源蛋

白[9-12]。将提取的拉沙病毒总RNA作为模板克隆GPC基因,

将其插入pVSV4.1得到pVSV4.1-GPC,添加辅助质粒转化

Vero细胞株,进行筛选和培养,通过免疫荧光证实重组病毒可

呈现融合蛋白分子。借助腹腔注射将1×106
 

PFU重组病毒接

种豚鼠(Cavia
 

porcellus),在接种后28
 

d经腹腔注射将104
 

TCID50 拉沙病毒Z-132株进行攻击感染,在攻击感染后45
 

d
表明血、肝、肺和脾组织的病毒负荷显著减少,计数存活率显现

免疫组和对照组各为66.7%(6/9)和0(0/9)。后续研究表明6
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×107
 

PFU重组病毒肌肉注射食蟹猴(Macaca
 

fascicularis)也
可完全 对 抗 拉 沙 病 毒 Z-132株 的 肌 肉 注 射 攻 击[13]。Marzi
等[14-15]将重组病毒接种食蟹猴或豚鼠也可有效抵抗拉沙病毒

Z-132或Soromba-R株的攻击,表明该类疫苗具有较好的保护

效果。

1.2 黄热病毒 黄热病毒(YFV)的 YF17D减毒株可作为疫

苗载体使用[16-18]。将GPC基因克隆入pYF17D得到pYF17D-
GPC,添加YF17D减毒株转化BHK-21细胞株,进行筛选和培

养,采用 Western
 

blot提示重组病毒表达66
 

ku的GPC蛋白可

被阳性血清所中和;通过皮下注射将1×105PFU重组病毒接

种豚鼠,在首次接种后2周重复1次,发现血清的中和抗体在

首次接种后3~5周提升,在首次接种后5周提升较高;在首次

接种后5周皮下注射103PFU拉沙病毒Josiah株进行攻击感

染,在攻击感染后2周显现免疫组的存活率为80%(4/5),而对

照组为0(0/5)[19]。Jiang等[20]同理构建了rYFV-GPC疫苗,

将1×106PFU重组病毒皮下注射CBA/J鼠,在初次接种后2
周强化1次,在初次接种后6周显示脾细胞CTL反应增强,

ELISPOT表明脾组织IFN-γ+SFCs的数目增加,此时,皮下注

射103
 

LD50 拉沙病毒Josiah株进行攻击,在攻击后25d提示免

疫组和对照组的存活率分别为83.3%(5/6)和0(0/6)。

1.3 牛痘病毒 牛痘病毒(Vaccinia
 

virus,VV)的基因组可插

入25
 

kb的外源基因,表达的外源蛋白可进行修饰[21]。Clegg
等[22]以拉沙病毒的总RNA为模板扩增 NP基因,插入pSC20
得pSC20-NP,加入牛痘病毒Lister株转染CV-1细胞,进行筛

选和培养,借助 Western印渍表明重组病毒产生60
 

ku的 NP
蛋白可被阳性血清所结合。将1×107.5

 

PFU重组病毒皮下注

射豚鼠,在注射后4周腹腔注射104TCID50 拉沙病毒 GA391
株进行攻击感染,在攻击感染后4周提示血清的病毒负荷明显

减少。Morrison等[23-24]以相似方法筛选了rVV-NP疫苗,将其

皮下注射豚鼠或猕猴(Macaca
 

mulatta)可强力抵抗拉沙病毒

Josiah株的皮下注射攻击。

Auperin等[25]以拉沙病毒的总 RNA为模板扩增 GPC基

因,插入pSC11得pSC11-GPC,加入牛痘病毒 NYBH 株转染

BHK-21细胞,进行筛选和培养,经 Western印渍证明重组病毒

表达75
 

ku的GPC、45
 

ku的GP1和38
 

ku的GP2蛋白可被阳

性血清所中和。将1×108PFU重组病毒皮下注射豚鼠,在初

次注射后21
 

d显示血清IgG升高,滴度为1∶32~1∶512;此
时腹腔注射104PFU拉沙病毒Josiah株进行攻击感染,在攻击

感染后14
 

d显示血清的病毒负荷下降10个数量级,免疫组和

对照组的存活率分别为100%(11/11)和20%(2/10)。随后,

Cross等[26]证实该疫苗肌肉注射食蟹猴可完全对抗拉沙病毒

0043/LV/14株的肌肉注射攻击。

1.4 狂犬病毒 通过多位点变异或删除技术可以将狂犬病毒

(Rabies
 

virus,RABV)变成一种疫苗载体[27-28]。Abreu-Mota
等[29]人工合成密码子优化的GPCco基因,插入pBNSP333得

pBNSP333-NP,加入狂犬病毒的减毒株转染Vero细胞,进行筛

选和培养,经 Western印渍表明重组病毒呈现60
 

ku的GPCco
蛋白可被阳性血清所中和。将107FFU重组病毒加 TLR4激

动剂GLA-SE肌肉注射豚鼠,在初次注射后7
 

d和28
 

d加强2
次,在初次注射后42

 

d用104PFU拉沙病毒Josiah株进行肌肉

注射攻击,在攻击后28
 

d提示血清的病毒负荷降低100倍,血

清的非中和性IgG升高。Kurup等[30]发现该疫苗肌肉注射食

蟹猴可诱导一个长达1年的体液免疫应答。

1.5 腺病毒 腺病毒血清型5(Adenovirus
 

serotype
 

5,Ad5)

和猩 猩 腺 病 毒 血 清 型ox1(Chimpanzee
 

adenovirus
 

serotype
 

0x1,ChAdox1)均是复制缺陷型病毒,可同时表达多个基因和

对表达 产 物 进 行 翻 译 和 修 饰,是 一 种 安 全 高 效 的 疫 苗 载

体[31-33]。Maruyama等[34]以拉沙病毒的总 RNA为模板扩增

GPC/NP基因,插入pAd5(E1-E2b-)得pAd5(E1-E2b-)-GPC/

NP,转染Vero细胞,经过筛选和培养,经 Western荧光证实重

组病毒可表达融合蛋白的分子。将1×1010
 

IU重组病毒皮下

注射豚鼠,在初次接种后2周强化1次,在初次接种后8周发

现血清IgG和中和抗体提升,此时用8×104PFU 拉沙病毒

LF2384株进行腹腔注射攻击,在攻击后21
 

d提示血清的病毒

负荷降低104 倍,脑、肺、肝、脾和肾组织的病变减轻,计数存活

率发现免疫组和对照组各为80%(8/10)和0(0/10)。Wang
等[35]同理筛选了rAd5-GPC1疫苗,将其肌肉注射BALB/c鼠

诱导一个细胞和体液免疫应答,可有力对抗拉沙病毒Josiah株

的腹腔注射攻击。

Fischer等[36]将3×108
 

IU重组病毒ChAdOX1-GPC肌肉

注射豚鼠,在首次接种后4周重复1次,在首次接种后8周发

现血清IgG和中和抗体的滴度增加,此时用1×105
 

PFU拉沙

病毒Josiah株进行腹腔注射攻击,在攻击后28
 

d提示血清的病

毒负荷降低104 倍,脑、肺、肝、脾和肾组织的病变减轻,计数存

活率显示免疫组和对照组各为100%(10/10)和0(0/10),表明

ChAdOX1-GPC是一种较好的疫苗。

1.6 莫培亚病毒 莫培亚病毒(Mopeia
 

virus,MOPV)是一种

不致病的沙粒病毒,实验动物共同感染 MOPV和LASV后常

发生基因重排,产生 MOPV/LASV杂交株 ML29,研究显示

ML29细胞株含有 MOPV的L节段以及LASV的S节段,可

以表达LASV的 GPC/NP蛋白;将其接种CBA/J和STAT-/-

等免疫缺陷鼠不产生明显的心脏损害,提示 ML29细胞株是一

种较好的候选疫苗[37-40]。Lukashevich等[41]将1×103
 

PFU的

ML29细胞株皮下注射豚鼠,在初次注射后30
 

d用103PFU拉

沙病毒Josiah株进行皮下注射攻击,在攻击后70
 

d发现肝和肺

组织的病变减轻,计数存活率提示免疫组和对照组各为100%
(10/10)和0(0/10)。当将1×106

 

PFU的 ML29细胞株皮下注

射猕猴时可诱导一个细胞免疫应答。

1.7 委内瑞拉马脑炎病毒 委内瑞拉马脑炎病毒(VEEV)是

一种小RNA病毒,将外源基因插入病毒基因组的5端,5端

的启动子可指导外源基因的表达,并将其包装成病毒样颗粒,

因而是一种有希望的疫苗载体[42]。Wang等[43]将1×107
 

PFU
重组病毒rVEEV-GPC/NP皮下注射CBA/J鼠,在初次注射后

14
 

d重复1次,在初次注射后21
 

d经流氏细胞仪显示脾 MHC-

I+CD8+细胞、CD80+CD3+ 和CD86+CD3+ 细胞的数目增加,

提示T细胞激活;CD8α+CD11C+ 细胞的数目增加,提示树突

状细胞激活;ELISPOT表明脾组织IL-2+IFN-γ+SFCs的数目

增加;此时脑内注射103PFU 拉沙病毒Josiah株进行攻击感

染,在攻击感染后3周提示免疫组和对照组的存活率分别为

100%(88)和0(0/8)。

1.8 杆状病毒 昆虫杆状病毒(BuV)是一种高效表达外源基
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因的表达载体[44-45]。Hummel等[46]以拉沙病毒的总RNA为

模板扩增GPC基因,插入pAcYM1B得pAcYM1B-GPC,转染

Sf9细胞,通过筛选和培养,经 Western印渍表明重组病毒产生

75
 

ku的GPC蛋白可被阳性血清所中和。借助皮下注射将5.5
×106

 

PFU重组病毒加铝佐剂接种大白兔,在首次接种后21
和35

 

d重复2次,在首次接种后45
 

d发现血清IgG滴度增加,

可达1∶400~1∶3
 

200。

2 鼠伤寒沙门氏菌作为表达载体

鼠伤寒沙门氏菌(St)的SL3261株是一种营养缺陷性突变

株,其基因型和表型均很稳定,可作为疫苗载体[47-48]。Djavani
等[49-50]以pLS5560-7为模板扩增 NP基因,插入pCRII得pC-

RII-NP,与pAPC重组得pAPC-NP,转染SL3261株,通过筛选

和培养,经 Western印渍证明重组菌表达65
 

ku的 NP蛋白可

被阳性血清所中和;将5×109CFU重组菌灌胃BALB/c鼠,在

初次灌胃后3周加强1次,在初次灌胃后25
 

d显示血清IgG和

胃灌洗液sIgA升高,脾细胞CTL反应增强,此时脑内注射2×

103
 

PFU拉沙病毒Josiah株进行攻击感染,在攻击感染后15
 

d
提示免疫组和对照组的存活率分别为37%(5/14)和0(0/10),

表明该类疫苗的保护效果较差。

3 结语

部分载体介导的拉沙病毒疫苗只是初步进行了疫苗的构

建和鉴定工作,但未开展接种动物的免疫试验以及攻击试验,

需要进一步完善。一些疫苗进行了接种动物的免疫试验和攻

击试验,诱导的保护力各有不同,可能需要优化疫苗接种的剂

量、途径、次数以及间隔时间,也需探索这些疫苗能否对抗拉沙

病毒不同株的攻击,是否产生交叉保护效果。随着对拉沙病毒

的基因组学、蛋白质组学、代谢组学、转录组学以及表观遗传学

进行进一步探索,探究这些蛋白家族及其它相关蛋白生物学功

能,提升疫苗的设计水准;摸索纳米微粒技术引入新型疫苗是

否可延长免疫应答的时间,诱导记忆性T细胞的产生;将为载

体介导的拉沙病毒疫苗提供理论基础。
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