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呼吸道合胞病毒ｍＲＮＡ候选疫苗的表达、鉴定

及免疫效果验证
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【摘要】　目的　制备呼吸道合胞病毒Ｆ蛋白的融合前构象（ｐｒｅＦ）ｍＲＮＡ疫苗，进行可行性验证。　方法　对抗原基

因进行密码子优化设计，分别连接至ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３载体上，通过质粒线性化、体外转录、纯化和Ｃａｐ１加帽处理，得到功

能性 ｍＲＮＡｓ。在转染至２９３Ｔ细胞后，利用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和间接免疫荧光试（ＩＦＡ）来确定目标蛋白的表达情况。通过

微流控装置制备ＬＮＰ／ｍＲＮＡｓ疫苗免疫Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，检测小鼠血清中抗原特异性ＩｇＧ抗体效价，评估免疫效果。　

结果　成功构建重组质粒ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ和 ｍＤＳＣａｖ１，通过双酶切验证条带符合预期大小。表达目的抗原大小为５７．５７

ｋｕ和６４．３５ｋｕ。成功检测小鼠血清中抗原特异性ＩｇＧ抗体，ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ免疫组的效果优于 ｍＤＳＣａｖ１组，３次免疫较

２次免疫提升了２倍，抗体效价最高可达１∶４×１０
４。　结论　两种抗原设计模式均具有可行性，ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ的设计

方式对于激活机体的体液免疫应答更有优势，ｍＲＮＡ疫苗无需体内转录，为呼吸道合胞病毒 ｍＲＮＡ疫苗的优化设计提

供理论基础。
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　　呼吸道合胞病毒（Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ，

ＲＳＶ）是一种单链ＲＮＡ病毒，属于副黏病毒科，肺病

毒属，是幼儿急性下呼吸道感染的最常见病因［１］。呼

吸道合胞病毒感染可导致鼻炎、感冒等上呼吸道感染，

严重威胁儿童身心健康［１２］。呼吸道合胞病毒感染导

致全球０～６０月龄儿童的发病率和死亡率很高，特别

是６个月以下的婴儿
［３］。ＲＳＶ已成为引起儿童致死

性肺炎最主要的病原体之一［４５］。至今，尚无疫苗能被

证实可以有效预防ＲＳＶ感染
［６］。各种ＲＳＶ疫苗均处

于临床试验的不同阶段，其中包括颗粒疫苗、载体疫

苗、减毒活疫以及亚单位疫苗［７８］。虽然这些疫苗能产

生有效的免疫反应，但仍存在一些安全性问题［９］。

ＲＳＶ感染主要由糖蛋白Ｆ和 Ｇ介导，黏附蛋白

（Ｇ）与宿主细胞膜黏附，促使病毒吸附于细胞表面
［１０］，

融合蛋白（Ｆ）介导病毒包膜与宿主细胞膜融合，使病

毒进入细胞，在病毒融合和进入期间，Ｆ蛋白从亚稳定

的融合前构象（ｐｒｅＦ）转变为稳定的融合后构象（ｐｏｓｔ

Ｆ）
［１１］。Ｆ蛋白和Ｇ蛋白具有较高的免疫原性，可刺激

机体产生血清中和抗体［１２］。由于Ｆ蛋白在病毒包膜

外，具有特异性抗原决定簇；亚型间序列较为保守以及

膜融合过程中具有关键作用，可引起膜融合的显著构

象变化等［１３１４］，使得Ｆ蛋白成为ＲＳＶ抗病毒药物及

疫苗研发的重要靶点［１５１６］。

ｍＲＮＡ疫苗是将含有编码抗原蛋白的 ｍＲＮＡ导

入人体，直接进行翻译，形成相应的抗原蛋白，从而诱

导机体产生特异性免疫应答，达到预防免疫的作

用［１７］。此外，ｍＲＮＡ疫苗具有抗原表达效率高、安全

性好和免疫原性强的特点［２０２１］。

本研究主要通过对呼吸道合胞病毒融合蛋白Ｆ

的两种已有的相关蛋白疫苗的氨基酸序列进行人源密

码子优化，分别进行候选 ｍＲＮＡ疫苗的抗原的表达

及鉴定，通过小鼠免疫筛选验证最佳免疫效果。

材料与方法

１　材料

限制性核酸内切酶犘犪犮 Ⅰ、犡犺狅 Ⅰ、犆犾犪 Ⅰ、Ｔ４

连接酶购自美国 ＮＥＢ公司；ＲｅｓｅａｒｃｈＧｒａｄｅＲＳＶ

ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇＨｕｍａｎＡｎｔｉｂｏｄｙ（Ｄ２５）特异性抗体购自

武汉科斯坦生物科技有限公司；ＲＳＶＦＮｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ

Ａｎｔｉｂｏｄｙ购自北京义翘神州科技股份有限公司；蛋白

ＲＳＦＶ５２Ｈ７购自北京百普赛斯生物科技股份有限公

司；Ｔ７ＦｌａｓｈＳｃｒｉｂｅ
ＴＭ
Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｋｉｔ 和 Ｓｃｒｉｐｔ

Ｃａｐ
ＴＭ

Ｃａｐ １ Ｃａｐｐｉｎｇ Ｓｙｓｔｅｍ 购 自 美 国

ＣＥＬＬＳＣＲＩＰＴ 公司；ＭＥＧＡｃｌｅａｒ
ＴＭ
ＫｉｔＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｆｏｒＬａｒｇｅＳｃａｌｅ Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ Ｒｅａｃｔｉｏ 购 自 美 国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司；４０只雌性６周龄Ｃ５７ＢＬ／６小鼠

购自斯贝福（北京）生物技术有限公司；质粒ｐＧＥＭ

３ＺｆＮ３由长春兽医研究所分子病毒学与免疫学实验

室设计并保存。

２　方法

２．１　基因的设计　通过对呼吸道合胞病毒的融合蛋

白Ｆ人源密码子优化的两条基因序列：ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ

和ｍＤＳＣａｖ１，由南京金斯瑞生物科技股份有限公司

合成（图１）。

２．２　目的基因的扩增及纯化　将质粒进行转化，大量

扩增后使天根质粒大提试剂盒对质粒进行大量提取，

通犆犾犪 Ⅰ、犘犪犮 Ⅰ进行双酶切。经过琼脂糖凝胶电

泳，通过试剂盒回收目的基因。获得的基因片段分别

命名为：犆犾犪 ⅠＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ犘犪犮 Ⅰ、犆犾犪 ⅠｍＤＳ

Ｃａｖ１犘犪犮Ⅰ。

２．３　重组质粒构建与鉴定　将上述纯化产物与

ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３载体进行连接，构建重组质粒ｐＧＥＭ

３ＺｆＮ３ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ、ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ｍＤＳＣａｖ１。连

接体系：线性化载体４μＬ，纯化产物４μＬ，Ｔ４连接酶

１μＬ，Ｔ４Ｂｕｆｆｅｒ１μＬ，１６℃过夜。将连接产物进行转

化、培养及单菌落鉴定。鉴定正确后于ＬＢ培养基扩

增培养（含氨苄青霉素），提取质粒进行双酶切鉴定，由

吉林省库美生物科技有限公司进行测序鉴定，测序成

功后使试剂盒对质粒进行大量提取，备用。

２．４　ｍＲＮＡ制备　用犡犺狅Ｉ进行质粒线性化单酶切

处理，体系：犡犺狅Ｉ４μＬ，重组质粒ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３Ｐｒｅ

ＦＧＣＮ４ｔ、ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ｍＤＳＣａｖ１各１６μｇ，１０×

ＣｕｔＳｍａｒｔＢｕｆｆｅｒ５μＬ，加水补至５０μＬ。反应条件：

３７℃３ｈ。通过琼脂糖凝胶电泳，１２０Ｖ，４０ｍｉｎ，用试

剂盒进行产物回收，备用。通过体外转录、纯化及加帽

反应的相应试剂盒进行 ｍＲＮＡ的制备，于－８０℃保

存备用。

２．５　ｍＲＮＡ体外转染细胞试验　将２９３Ｔ细胞以１

×１０
５ 个／孔接种于２４孔板，当细胞密度达到８０％时，

将转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｔａｍｉｎｅ
ＴＭ
３０００Ｒｅａｇｅｎｔ和 Ｃａｐ

ｍＲＮＡ按照体积与质量比为１μＬ∶２μｇ的比例混

匀，室温静置１５ｍｉｎ后滴入孔中，孔内培养基换成双

无培养基，放入温箱继续培养２４ｈ，收取细胞。

２．６　ｍＲＮＡ功能验证

２．６．１　蛋白质免疫印迹试验（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　当

ＣａｐｍＲＮＡ转染２４ｈ后，使用ＲＩＰＡ细胞裂解液（１００

∶１加入蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ）充分裂解细胞并转入

１．５ｍＬＥＰ管中，超声处理１０～２０ｍｉｎ后，加入５×

ＳＤＳＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，１００℃水浴变性后收集样品进行

１０％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。采用湿转法将凝胶中的蛋白

转印到 ＮＣ膜上，用５％脱脂乳室温封闭２ｈ；加入不

同检测抗体，室温孵育１．５ｈ，用 ＴＢＳＴ 洗３次，１０
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ｍｉｎ／次；对应加入 ＨＲＰ标记的山羊抗鼠／兔／人Ｉｇ（Ｈ

＋Ｌ）抗体，室温孵育３５ｍｉｎ，洗涤３次后显色并拍照。

２．６．２ 　 间 接 免 疫 荧 光 法 验 证 （ｉｎｄｉｒｅｃｔ

ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｓｓａｙ，ＩＦＡ）　２组 ＣａｐｍＲＮＡ

转染２９３Ｔ细胞２４ｈ后，弃去细胞悬液并使用多聚甲

醛固定液固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗涤２次，３ｍｉｎ／次；使

用３％ＢＳＡ封闭液室温作用３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗涤２次，

３ｍｉｎ／次；加入鼠源 Ｈｉｓ抗体，３７℃孵育１ｈ（１∶８００

稀释），ＰＢＳＴ洗涤３次，３ｍｉｎ／次；加入Ｃｙ３标记山羊

抗鼠Ｉｇ（Ｈ＋Ｌ）抗体，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗涤３

次，３ｍｉｎ／次；加入ＤＡＰＩ染色液进行细胞核染色，室

温放置３～５ｍｉｎ，ＰＢＳＴ洗涤２次，３ｍｉｎ／次，荧光显

微镜下观察结果。

２．７　小鼠的疫苗免疫试验　将雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠６

周龄４０只随机分为４组，每组１０只，其中２组实验组

（ＬＮＰｍＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ、ＬＮＰｍｍＤＳＣａｖ１）、２ 组对

照组（ＬＮＰ佐剂组、ＰＢＳ组）。Ａ组为ＬＮＰｍＰｒｅＦ

ＧＣＮ４ｔ疫苗组、Ｂ组为ＬＮＰｍｍＤＳＣａｖ１疫苗组、Ｃ

组为ＬＮＰ佐剂对照组、Ｄ组为ＰＢＳ阴性对照组，腿部

肌肉注射，免疫３次，时间间隔为２周，免疫剂量为１５

μｇ／只。每次免疫前２４ｈ采血，分离血清后测定抗原

特异性免疫球蛋白（ＩｇＧ）抗体效价。

２．８　酶联免疫吸附试验（Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒ

ｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）　将蛋白 ＲＳＦＶ５２Ｈ７用 ＥＬＩＳＡ

包被液稀释至终浓度２μｇ／ｍＬ，９６孔酶标板中每孔加

入１００μＬ，４℃条件下包被过夜。取３％牛血清白蛋

白溶液每孔加入３００μＬ，置于３７℃恒温箱孵育２ｈ。

ＰＢＳＴ每孔加入３００μＬ洗涤２次，一次２ｍｉｎ，使用

ＰＢＳ将所有样品从１∶１００开始，按２倍梯度进行稀

释，阴性对照样品与待测样品进行相同倍数的稀释。

ＰＢＳＴ洗涤酶标板２次，将配制好的样品每孔加入１００

μＬ于酶标板上，置于３７℃恒温箱孵育１ｈ。洗板３

次，ＧｏａｔＡｎｔｉＭｏｕｓｅＩｇＧ抗体使用ＰＢＳ按１∶７５００

稀释，每孔加入１００μＬ稀释的酶标抗体，置于３７℃孵

育３０ｍｉｎ。洗板３次，每孔加入１００μＬＴＭＢ显色

液，室温避光显色１０～３０ｍｉｎ。加入终止液（２ｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２ＳＯ４），在酶标仪上读取Ａ４５０ 数值。

结　果

１　基因的结构

通过对ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ和 ｍＤＳＣａｖ１两条基因的

氨基酸序列进行人源密码子优化，基因结构见图１。

其中Ｆ１和Ｆ２为ＲＳＶＦ的两个亚基；ＧＣＮ４ｔ为酵母

转录激活因子；ＨＲＣ、ＨＲＡ、ＨＲＢ为七肽重复区Ａ、Ｂ

和Ｃ；ＴＭ为跨膜结构域；ＣＴ为胞质尾区；Ｈｉｓｔａｇ为

添加的６×Ｈｉｓ标签区域。

Ａ　ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ模式图　Ｂ　ｍＤＳＣａｖ１模式图

图１　犘狉犲犉犌犆犖４狋与犿犇犛犆犪狏１模式图

Ａ　ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔＰａｔｔｅｒｎｄｉａｇｒａｍ　Ｂ　ｍＤＳＣａｖ１Ｐａｔｔｅｒｎｄｉａｇｒａｍ

犉犻犵．１　犘狉犲犉犌犆犖４狋犪狀犱犿犇犛犆犪狏１犘犪狋狋犲狉狀犱犻犪犵狉犪犿

２　重组质粒的鉴定

２种重组质粒经ＰＣＲ扩增后进行１．２％琼脂糖凝

胶电泳，与预期大小的目的基因片段（犆犾犪 ⅠＰｒｅＦ

ＧＣＮ４ｔ犘犪犮Ⅰ为１５９５ｂｐ，犆犾犪 ⅠｍＤＳＣａｖ１犘犪犮Ⅰ

为１７７５ｂｐ）大小相符。犆犾犪 Ⅰ和犘犪犮Ⅰ双酶切重组

质粒，得到与目的基因大小相符的片段和载体片段（图

２）。重组质粒交由吉林省库美生物科技有限公司测

序，结果均正确。用犡犺狅Ｉ进行质粒线性化处理，结果

如图３。

　　Ｍ　ＤＮＡ 标志物　１　ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ　２　犆犾犪Ｉ

ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ犘犪犮Ⅰ双酶切　３　ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ｍＤＳ

Ｃａｖ１　４　ＣｌａＩｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ｍＤＳＣａｖ１犘犪犮Ⅰ 双酶切

图２　重组质粒双酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡ ｍａｋｅｒ　１　ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ　２　Ｄｏｕｂｌｅ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ犆犾犪ＩｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ犘犪犮Ⅰ　３　ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３

ｍＤＳＣａｖ１　４　Ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ犆犾犪ＩｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ｍＤＳＣａｖ１犘犪犮Ⅰ

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犫狔犱狅狌犫犾犲犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋验证犿犚犖犃的表达

在２组ｍＲＮＡ中，分别以鼠源Ｈｉｓ和人源特异性

抗体Ｄ２５以及兔源ＲＳＶＦ为一抗，ＨＲＰ标记的山羊

抗鼠、抗人及抗兔ＩｇＧ抗体为二抗进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

鉴定，结果如图４。ｍＲＮＡ转染２９３Ｔ细胞２４ｈ后均

可检测到对应的目的蛋白，ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ预期大小为

５７．５７ｋｕ，ｍＤＳＣａｖ１预期大小为６４．３５ｋｕ。试验结

果均与预期大小相符。

４　犐犉犃验证目的蛋白的表达

重组质粒ｍＲＮＡ转染２９３Ｔ细胞２４ｈ后固定细

胞，以鼠源 Ｈｉｓ抗体为一抗，Ｃｙ３标记的山羊抗鼠Ｉｇ

（Ｈ＋Ｌ）抗体为二抗进行间接免疫荧光验证试验，结果
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如图５。ｍＲＮＡ转染细胞后均检测到有目的蛋白的

表达，荧光显微镜下显示红色荧光（Ｃｙ３），细胞核呈蓝

色荧光（ＤＡＰＩ）而对照组未检测到荧光。

　　Ｍ　ＤＮＡ标志物　１　ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ　２　ｐＧＥＭ

３ＺｆＮ３ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ犡犺狅Ⅰ 单酶切　３　ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ｍＤＳＣａｖ１　４

　ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ｍＤＳＣａｖ１犡犺狅Ⅰ单酶切

图３　重组质粒单酶切鉴定

Ｍ　ＤＮＡ ｍａｋｅｒ　１　ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ　２　Ｓｉｎｇｌｅ

ｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ犡犺狅Ⅰ 　３　ｐＧＥＭ３ＺｆＮ３

ｍＤＳＣａｖ１　４　ＳｉｎｇｌｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎｐＧＥＭ３ＺｆＮ３ｍＤＳＣａｖ１犡犺狅Ⅰ

犉犻犵．３　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳狉犲犮狅犿犫犻狀犪狀狋狆犾犪狊犿犻犱犫狔狊犻狀犵犾犲犲狀狕狔犿犲犱犻犵犲狊狋犻狅狀

Ｍ　蛋白分子质量标准　１　ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ　２　ｍＤＳＣａｖ１　Ｃ　对照

图４　表达蛋白的 犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋检测

Ｍ　Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｋｅｒ　１　ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ　２　ｍＤＳＣａｖ１　Ｃ　Ｃｏｎｔｒｏｌ

犉犻犵．４　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狆狉狅狋犲犻狀

图５　间接免疫荧光法验证目的蛋白的表达

犉犻犵．５　犘犪狉犪犾犾犲犾狏犲狉犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犻狀犱犻狉犲犮狋犻犿犿狌狀犲狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲

５　小鼠免疫实验

免疫程序如图６所示。在首免后１４、２８、４２和８４

ｄ分离小鼠血清，并测定血清中针对Ｆ蛋白的特异性

抗体ＩｇＧ抗体。结果如图７所示，在２次免疫后免疫

组抗体水平均有明显提升，Ａ组疫苗见效较快，于２８

ｄ时效价有明显提升，虽于８４ｄ后抗体水平有所下

降，但最高可测得有效数值约为１∶４×１０
４；Ｂ组免疫

效价逐渐升高，免疫效果较为持久。综上所述，Ａ组，

即ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ的ＬＮＰｍＲＮＡ疫苗效果更佳。

图６　小鼠免疫程序

犉犻犵．６　犕狅狌狊犲犻犿犿狌狀犲狆狉狅犵狉犪犿

图７　特异性抗体犐犵犌效价检测

犉犻犵．７　犜犻狋犲狉犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳狊狆犲犮犻犳犻犮犪狀狋犻犫狅犱狔犐犵犌

讨　论

ＲＳＶ疫苗开发中的一个重大挑战是需要证明疫

苗的安全性。相比之下，在疫苗中，ｍＲＮＡ疫苗是相

对安全的，与ＤＮＡ疫苗不同，其不会整合到宿主基因

组中，从而排除了对插入突变的担忧［３］。新型 ｍＲＮＡ

疫苗的快速发展为 ＲＳＶ 疫苗研发领域带来了希

望［２４］。至今，在 ｍＲＮＡ设计和核酸传递技术方面的

进展，加上新型抗原靶点的发现［２１］，使 ｍＲＮＡ疫苗成

为防治新的大流行病和现有传染病的一个重要工具。

为抗击 ＲＳＶ 而以革命性的速度开发的前两种

ｍＲＮＡ疫苗（ｍＲＮＡ１３４５和 ｍＲＮＡ１７７７）已经超过

了预期，并可能实现 ＲＳＶ感染的完全控制。在自然

ＲＳＶ感染中，Ｇ蛋白和Ｆ蛋白都是抗体的重要靶标，

但抗体水平通常较低，免疫反应也很短暂［２７３０］。

本研究构建了２种重组质粒，通过线性化体外转

录、纯化、加帽，获得２种基因的功能性 ｍＲＮＡ，并且

在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和间接免疫荧光实验中验证了目的蛋

白的表达，制备ＬＮＰｍＲＮＡ疫苗，通过对小鼠的３次

免疫并检测其特异性抗体ＩｇＧ，比较两种设计形式的

免疫差异，筛选出ＰｒｅＦＧＣＮ４ｔ免疫效果更佳，并可

维持较长时间，于８４ｄ后，免疫效果有所下降，但仍可

维持在较高水平，为后续呼吸道合胞病毒 ｍＲＮＡ疫

苗的优化设计提供数据理论基础。
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［２６］　Ｇｌｅｚｅｎ ＷＰ．Ｒｉｓｋｏｆｐｒｉｍａｒｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｒｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ

ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ［Ｊ／ＯＬ］．ＡｍＪＤｉｓＣｈｉｌｄ，１９８６，１４０

（６）：５４３５４６．

［２７］　ＨｅｎｄｅｒｓｏｎＦＷ，ＣｏｌｌｉｅｒＡＭ，Ｃｌｙｄｅ ＷＡ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ

ｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ，ｒｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙ． Ａ

ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ，ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌｓｔｕｄｙｉｎｙｏｕｎｇｃｈｉｌｄｒｅｎ［Ｊ／ＯＬ］．Ｎ

ＥｎｇｌＪＭｅｄ，１９７９，３００（１０）：５３０５３４．

［２８］　ＰｏｗｅｒＵＦ．Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ（ＲＳＶ）ｖａｃｃｉｎｅｓｔｗｏ

ｓｔｅｐｓｂａｃｋｆｏｒｏｎｅｌｅａｐｆｏｒｗａｒｄ［Ｊ／ＯＬ］．ＪＣｌｉｎＶｉｒｏｌ，２００８：３８

４４．

［２９］　ＨａｌｌＣＢ，ＷａｌｓｈＥＥ，ＬｏｎｇＣＥ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｉｔｙｔｏａｎｄｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ｏｆｒｅｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｃｙｔｉａｌｖｉｒｕｓ［Ｊ／ＯＬ］．ＪＩｎｆｅｃｔ

Ｄｉｓ，１９９１，１６３（４）：６９３６９８．

［３０］　ＭｃｌｅｌｌａｎＪＳ，ＣｈｅｎＭ，ＬｅｕｎｇＳ，ｅｔａｌ．ＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＲＳＶｆｕｓｉｏｎ

ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎｔｒｉｍｅｒｂｏｕｎｄｔｏａｐｒｅｆｕｓｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ

ａｎｔｉｂｏｄｙ［Ｊ／ＯＬ］．Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０１３，３４０（６１３６）：１１１３１１１７．

【收稿日期】　２０２３１１２３　【修回日期】　２０２４０２２０

·１０５·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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