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【摘要】　目的　了解发热伴血小板减少综合征病毒（Ｓｅｖｅｒｅｆｅｖｅｒｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＳＦＴＳＶ）其囊

膜糖蛋白Ｇｎ与Ｇｃ构建ＬＮＰｍＲＮＡ疫苗并鉴定其安全性与免疫原性。　方法　将ＳＦＴＳＶＧｎ／Ｇｃ基因进行密码子优

化并合成，体外转录及核苷酸修饰获得 ｍＲＮＡＧｎ／Ｇｃ；转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证目的蛋白表

达；使用脂质纳米颗粒（ＬＮＰ）包封 ｍＲＮＡ合成ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ／Ｇｃ，免疫ＢＡＬＢ／ｃ小鼠。检测小鼠血清中ＳＦＴＳＶ中和

抗体滴度，鼠腹股沟淋巴结Ｂ细胞与脾脏Ｔ细胞的募集与活化；利用ＳＦＴＳＶ攻击免疫小鼠，评价疫苗的保护率。　结

果　免疫荧光与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验均证明 ｍＲＮＡＧｎ／Ｇｃ在细胞内可成功表达Ｇｎ与Ｇｃ蛋白；小鼠免疫ＬＮＰｍＲＮＡ

Ｇｎ／Ｇｃ后，可分别诱导产生高水平的特异性中和抗体，ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ峰值可达１∶４９０，ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ峰值可达１∶

９３８，且两个糖蛋白之间存在显著差异；Ｂ细胞和Ｔ细胞被显著活化，Ｂ细胞活化比例显著增加至２０％以上，且ＩＬ４与

ＩＦＮγ分泌水平分别达到３０３ＳＦＵ和１４３５ＳＦＵ，显著高于对照组；ＳＦＴＳＶ小鼠攻击保护实验显示，ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ／Ｇｃ

疫苗均能１００％保护小鼠免于ＳＦＴＳＶ的致死性攻击。　结论　本研究成功构建了表达ＳＦＴＳＶＧｎ与Ｇｃ蛋白的ｍＲＮＡ

疫苗，且Ｇｎ蛋白更具有潜力，为ＳＦＴＳＶ临床疫苗开发提供理论依据。

【关键词】　新型发热伴血小板减少综合征病毒；Ｇｎ／Ｇｃ蛋白；中和抗体；ｍＲＮＡ疫苗
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　　发热伴血小板减少综合征（Ｓｅｖｅｒｅｆｅｖｅｒｗｉｔｈ

ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＦＴＳ）是由发热伴血小

板 减 少 综 合 征 病 毒 （Ｓｅｖｅｒｅ ｆｅｖｅｒ ｗｉｔｈ

ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＳＦＴＳＶ）引起的一

种人畜共患传染病，２０２４年被 ＷＨＯ列入可能引发下

一次大流行的病原体清单。２０１１年ＳＦＴＳＶ在我国首

次被报道，主要分布在我国中东部的农村地区，日本、

越南、韩国也相继出现病例报道［１］。流行病学调查，

２０２０年，日本共报告 ＳＦＴＳ 患者 １８０ 例，病死率

１３．９％；２０２０年，韩国病例数４００例，病死率１２．５％；

２０２１年，我国报告ＳＦＴＳ患者约２５００例，病死率

１４．４％；２０２２年，我国报告ＳＦＴＳ患者约３０００例，病

死率１５％；截至２０２２年，全球病例超过７０００例，年均

增长约１５％，我国病例占总病例数约７０％，这种持续

扩散的趋势值得关注［２］。

ＳＦＴＳ临床表现主要包括发烧、乏力，白细胞减

少、血小板减少、出血现象以及胃肠道症状等。该病发

病主要集中在每年的４～１０月，具有明显的季节特征，

发病年龄主要集中在３０～８０岁之间，并随着年龄增长

呈现增高的趋势。ＳＦＴＳＶ主要经蜱传播，也可通过动

物及感染者的血液、分泌物、气溶胶等媒介导致动物

人、动物动物、人人之间的传播，这存在大流行传播

的风险可能性。目前尚无批准上市的疫苗来有效预防

ＳＦＴＳＶ，因此，ＳＦＴＳＶ的新型特异性疫苗的研发对于

降低ＳＦＴＳ患者的发病率和病死率具有非常重要的意

义。

ＳＦＴＳＶ为包膜 ＲＮＡ 病毒，属于布尼亚病毒目

（Ｂｕｎｙａｖｉｒｉｄａｅ）白纤病毒科（Ｐｈｅｎｕｉｖｉｒｉｄａｅ），大别班

达病毒（Ｄａｂｉｅｂａｎｄａｖｉｒｕｓ）。其基因组包含三个片段

Ｌ、Ｍ、Ｓ，分别编码ＲＮＡ依赖的ＲＮＡ聚合酶、糖蛋白

Ｇｎ／Ｇｃ和核蛋白 ＮＰ以及非结构蛋白 ＮＳｓ
［１］。Ｇｎ属

于Ｉ型跨膜蛋白，编码中和抗体表位，能与体内的中和

抗体结合，Ｇｃ属于ＩＩ型跨膜蛋白，在介导受体结合及

膜融合过程中发挥重要作用，其保护性研究鲜有报

道［３５］。Ｇｎ作为病毒主要的抗原成分，是目前ＳＦＴＳＶ

疫苗研制的主要靶点。

目前已报道的ＳＦＴＳＶ疫苗类型为减毒活病毒疫

苗、灭活疫苗、病毒载体疫苗、亚单位疫苗、ＤＮＡ疫苗、

ｍＲＮＡ疫苗等
［６］。与传统疫苗相比，ｍＲＮＡ疫苗具

有生产成本低，开发快速、免疫原性强、安全性高的优

点，在疫苗研发中展现出巨大的潜力和广阔的时长前

景，成为未来最有潜力的疫苗类型［７８］，本研究基于

ＳＦＴＳＶＧｎ／Ｇｃ全序列构建了 ｍＲＮＡ疫苗，设计的信

号肽能够保证下游目的蛋白的正确表达，进行了细胞

水平和动物水平的免疫评价，并对Ｇｎ和Ｇｃ这两个蛋

白诱导特异性中和抗体的抗原性及保护率进行了比

较。

材料与方法

１　材料

１．１　所用毒株与细胞　ＳＦＴＳＶＪＳ２０１１株为武汉大

学公共卫生学院赠送；非洲绿猴肾细胞（Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ）、

人胚胎肾细胞细胞（ＨＥＫ２９３Ｔｃｅｌｌｓ）为山东大学微生

物检验实验室留存。

１．２　主要试剂　ＤＭＥＭ细胞培养基、胎牛血清（ｆｅｔａｌ

ｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、青链霉素混合液、ＥＣＬ化学发

光剂、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００Ｒｅａｇｅｎｔ购于赛默飞世尔科

技有限公司；兔源Ｇｃ多克隆抗体、小鼠ＳＦＴＳＶＧｃ多

克隆抗体为本实验室留存；ＨｉｓｃｒｉｂｅＴＭ Ｔ７ＲＮＡ合

成试剂盒、牛痘病毒加帽酶、ｍＲＮＡＣａｐ２′Ｏ甲基转

移酶，犈．犮狅犾犻Ｐｏｌｙ（Ａ）聚合酶及 ＭｏｎａｒｃｈＲＮＡ纯化

试剂盒均购于基因生物技术国际贸易（上海）有限公

司；０．５％埃文斯蓝染液、ＲＩＰＡ裂解液、３０％制胶液、

Ｔｒｉｓ、ＴｒｉｓＨＣＬ８．８／６．８、ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ均购于上海

碧云天生物技术有限公司；甲醇购于天津富宇精细化

工公司；ＨＲＰ标记的驴抗鼠ＩｇＧ、ＨＲＰ标记的山羊抗

兔ＩｇＧ购于美国ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ公司；ＢＡＬＢ／ｃ小

鼠购于济南朋悦实验动物公司；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８山羊

抗鼠抗体购于英国ａｂｃａｍ公司；ＴｒｕＳｔａｉｎＦｃＸ
ＴＭ 抗鼠

ＣＤ１６／３２抗体购于美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司；鼠源 ＡＰＣ

ＣＤ１９、ＦＩＴＣＣＤ４０购于美国ＢＤ公司购；ＭｏｕｓｅＩＦＮ

γ／ＩＬ４ＥＬＩＳｐｏｔ试剂盒购于深圳市达科为生物工程

有限公司。

２　方法

２．１　质粒构建　将优化后的目的基因ＳＦＴＳＶＧｎ／

·２５５·
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Ｇｃ插入克隆载体ｐＧＥＭ３Ｚｆ（＋），构建ｐＧＥＭＧｎ／

Ｇｃ。通过对比、优化、模拟不同基因区段，以人β

ｇｌｏｂｉｎ序列为基础设计体外转录表达系统，合成结构

为５′ＵＴＲＭＣＳ３′ＵＴＲ的体外转录表达系统ＩＶＴ

ｍＲＮＡ。将ＩＶＴｍＲＮＡ 与ｐＧＥＭＧｎ／Ｇｃ进行双酶

切连接，构建质粒ｐＧＥＭＩＶＴＧｎ／Ｇｃ（图１）。

图１　质粒构建模式图

犉犻犵．１　犘犾犪狊犿犻犱犮狅狀狊狋狉狌犮狋犻狅狀狆犪狋狋犲狉狀犱犻犪犵狉犪犿

２．２　体外转录　以线性化质粒ｐＧＥＭＩＶＴＧｎ／Ｇｃ

为模板，使用ＨｉｓｃｒｉｂｅＴＭＴ７ＲＮＡ合成试剂盒完成

转录，通过牛痘病毒加帽酶和 ｍＲＮＡＣａｐ２′Ｏ甲基

转移酶给 ｍＲＮＡ５′端添加 Ｃａｐ１结构，使用犈．犮狅犾犻

Ｐｏｌｙ（Ａ）聚合酶在 ｍＲＮＡ的３′端添加ｐｏｌｙＡ尾结构。

ＭｏｎａｒｃｈＲＮＡ纯化试剂盒纯化后获得纯净的转录产

物 ｍＲＮＡＧｎ／Ｇｃ。转录产物使用脂质纳米颗粒

（ＬＮＰ）包被获得ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ／Ｇｃ。

２．３　免疫荧光鉴定　将 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞接种于２４

孔板中（１．５×１０
５ 细胞／孔），在５％ＣＯ２、３７℃的培养

箱中培养１２ｈ。分别将１μｇ、２μｇ的Ｇｎ／ＧｃｍＲＮＡ

ＬＮＰ加入Ｌｉｐｏ３０００中，室温静置１５ｍｉｎ。用 Ｏｐｔｉ

ＭＥＭ清洗细胞２次后将 ｍＲＮＡ与Ｌｉｐｏ３０００的混合

物加入２４孔板中，分别设置Ｇｎ和Ｇｃ的复孔各两个，

在５％ＣＯ２、３７℃的培养箱中培养６ｈ，弃去混合物后，

用含１％双抗的ＤＭＥＭ 清洗细胞２次，再加入含１％

双抗１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ 继续培养４８ｈ，弃培养基，

ＰＢＳ清洗后８０％丙酮固定１６ｈ。弃去丙酮，将鼠源

ＳＦＴＳＶＧｎ单克隆抗体与Ｇｃ多克隆抗体分别用ＰＢＳ

稀释至１∶４００后，加入到２４孔板的相应孔中，在５％

ＣＯ２、３７℃的培养箱中孵育１ｈ，ＰＢＳ清洗孔板３次，

将ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８山羊抗鼠ＩｇＧ抗体（１∶８００）和

０．５％埃文斯蓝染液混合加入２４孔板中，孵育１ｈ，

ＰＢＳ清洗孔板３次，于倒置荧光显微镜下进行观察。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ鉴定　培养 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，以

８ｘ１０
５ 细胞／孔的密度接种于６孔板中，在５％ＣＯ２、３７

℃的培养箱中培养１２ｈ。将ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ／Ｇｃ各５

μｇ通过Ｌｉｐｏ３０００转入细胞（同２．３）培养４８ｈ。ＰＢＳ

清洗细胞，加入３３０μｌ裂解液／孔，于冰上裂解１０ｍｉｎ

收集蛋白。蛋白煮沸变性后，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ进行电

泳再电转至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉封闭ＰＶＤＦ膜２．５

ｈ。分别用１∶２０００稀释的鼠源ＳＦＴＳＶＧｎ单克隆抗

体与兔源 Ｇｃ多克隆抗体孵育ＰＶＤＦ膜，４℃过夜。

ＴＢＳＴ清洗３次，分别加入驴抗鼠ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ（ＨＲＰ）

二抗（１∶５０００）、山羊抗兔ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＨＲＰ）二抗（１∶

５０００）孵育１ｈ，ＴＢＳＴ清洗３次，加入混合均匀的

ＥＣＬ化学发光试剂，用超灵敏多功能化学发光成像仪

观察。

２．５　ｍＲＮＡ疫苗毒力评价　６～８周雌性ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠随机分为３组，每组８只，采取右后肢肌肉注射的

方式，分别接种ＰＢＳ、ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ、ＬＮＰｍＲＮＡ

Ｇｃ。首次免疫１０μｇ，１４ｄ后加强免疫１０μｇ，对照组

首次免疫与加强免疫均注射１００μＬＰＢＳ。免疫后持

续观察各组小鼠进食情况、精神状态并记录体重２１ｄ

（体重变化率＝免疫后每日体重／初始体重×１００％）。

２．６　ｍＲＮＡ 疫苗免疫原性评价　６～８周龄雌性

ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机平均分至３组，每组１８只，分别接

种ＰＢＳ、ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ、ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ（免疫方案

同２．５）。对免疫后２、４、８周小鼠进行眼眶取血（每次

每组采集６只），分离血清并灭活，检测ＳＦＴＳＶ特异

性中和抗体效价。

２．７　ｍＲＮＡ疫苗保护效力评价　使用ＩＦＮＡＲ抗体

阻断小鼠（ＩＦＮＡＲＡｂ）评价疫苗保护性
［９］。小鼠随机

平均分为 ３ 组，每组 ８ 只，分别接种 ＰＢＳ、ＬＮＰ

ｍＲＮＡＧｎ、ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ（免疫方案同２．５）。免疫

４周后注射１００μＬＳＦＴＳＶ病毒液，剂量为１×１０
５．２５

ＴＣＩＤ５０。持续监测小鼠体重、饮食、精神状态以及临

床症状２１ｄ。绘制临床症状评分表，记录死亡情况并

绘制生存曲线。

２．８　腹股沟淋巴结Ｂ细胞募集与活化情况　６～８周

雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机平均分至３组，每组５只，分别

接种ＰＢＳ、ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ、ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ（免疫方

案同２．５）。免疫后第３，６，９ｄ取小鼠腹股沟淋巴结制

备成单细胞悬液，ＴｒｕＳｔａｉｎＦｃＸ
ＴＭ 抗鼠ＣＤ１６／３２抗体

孵育 后，加 入 ＡＰＣＣＤ１９、ＦＩＴＣＣＤ４０ 抗 体，ＢＤ

ＦＡＣＳＣｅｌｅｓｔａ上机检测Ｂ细胞募集活化情况。

２．９　特异性Ｔ淋巴细胞检测　６～８周雌性ＢＡＬＢ／ｃ

小鼠随机平均分至３组，每组４只，分别接种ＰＢＳ、

ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ、ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ（免疫方案同２．５）。

ＥＬＩＳｐｏｔ试剂盒检测小鼠淋巴细胞分泌的ＩＦＮγ和

ＩＬ４特异性Ｔ淋巴细胞数量，免疫后第４，８周取小鼠

·３５５·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２５年５月　第２０卷第５期

Ｍａｙ２０２５，　Ｖｏｌ．２０，Ｎｏ．５



脾脏制备成单细胞悬液，加入刺激物，培养、计数。

３　统计分析

采用ＳＰＳＳ２６．０软件对数据进行分析，组间比较

采用单因素方差分析、非参数检验、独立样本狋检验等

检验统计方法，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

１　免疫荧光鉴定

ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ／Ｇｃ转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，孵育

荧光抗体后，置于荧光显微镜下观察。ＬＮＰｍＲＮＡ

Ｇｎ和ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ组转染的细胞孔中，可以观察

到明显的特异性绿色荧光；而在细胞对照孔中则未观

察到特异性荧光（图２）。

　　Ａ　ＨＥＫ２９３Ｔ　Ｂ　ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ　Ｃ　ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ

图２　免疫荧光鉴定犔犖犘犿犚犖犃犌狀／犌犮疫苗表达（犫犪狉＝５０μ犿）

犉犻犵．２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犔犖犘犿犚犖犃犌狀／犌犮狏犪犮犮犻狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犫狔犻犿犿狌狀狅犳犾狌狅狉犲狊犮犲狀犮犲（犫犪狉＝５０μ犿）

２　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定

ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ／Ｇｃ转染 ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，将接

种ＳＦＴＳＶ的细胞作为阳性对照，未感染细胞为空白

对照，培养４８ｈ后裂解细胞，收集上清液。通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析目的蛋白 Ｇｎ／Ｇｃ的表达状况。结

果显示（图３），ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ转染的ＨＥＫ２９３Ｔ细

胞，在约７０ｋｕ左右检测出 Ｇｃ蛋白的特异性条带；

ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ转染的ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，在约６１ｋｕ

左右检测出Ｇｎ蛋白的特异性条带；在 ＨＥＫ２９３Ｔ细

胞中未检测到Ｇｎ／Ｇｃ的特异性蛋白条带。

图３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋鉴定犔犖犘犿犚犖犃犌狀／犌犮疫苗表达

犉犻犵．３　犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犔犖犘犿犚犖犃犌狀／犌犮

狏犪犮犮犻狀犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

３　疫苗致病性评价

为了评估 ｍＲＮＡ疫苗对小鼠的致病性，小鼠随

机平均分至３组，每组８只，分别接种 ＰＢＳ、ＬＮＰ

ｍＲＮＡＧｎ和ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ。按照两剂次，每次接

种１０μｇｍＲＮＡ疫苗，记录小鼠２１ｄ的饮食、体重、精

神变化。结果表明（图４Ａ），ｍＲＮＡ疫苗组的体重变

化率与对照组无显著差异，且进食状况与精神状态良

好。

Ａ　体重变化　Ｂ　中和抗体效价

图４　小鼠免疫后２１犱体重变化（狀＝８）与中和抗体效价

（犘＜０．０１，犘＜０．００１，狀＝６）

犉犻犵．４　犅狅犱狔狑犲犻犵犺狋犮犺犪狀犵犲狊狅犳犿犻犮犲犪狋２１犱犪狔狊犪犳狋犲狉犻犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀（犃）

犪狀犱狀犲狌狋狉犪犾犻狕犻狀犵犪狀狋犻犫狅犱狔狋犻狋犲狉犪狊狊犪狔（犅）

４　犿犚犖犃疫苗免疫原性评价

为测量 ｍＲＮＡ疫苗的中和抗体效价，采集免疫

后２、４、８周的小鼠血清，并通过病毒灶减少中和实验

（ＦＲＮＴ）测量特异性中和抗体效价。结果显示（图

４Ｂ），接种ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ后２、４、８周的中和抗体效

价均值分别为１∶３７３、１∶３９５、１∶４９０；接种 ＬＮＰ

ｍＲＮＡＧｎ后２、４、８周的中和抗体效价均值分别为１

∶５５４、１∶７６８、１∶９３８。两个 ｍＲＮＡ疫苗组中和抗

体效价均值显著高于ＰＢＳ组，ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ组小

鼠在２、４、８周的中和抗体效价均显著高于 ＬＮＰ

ｍＲＮＡＧｃ组小鼠（犎＝２７．６～２９．４，均犘＜０．０５）。

５　犿犚犖犃疫苗保护效力评价

为评价疫苗的保护效力。在感染后持续监测２１

ｄ。结果发现ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ和ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ组

小鼠在感染后个别出现了轻微体重下降与毛发粗糙的

症状，但较快恢复，且全部小鼠存活。ＰＢＳ组小鼠在

感染后出现明显的体重下降（图５Ａ）、精神状态不佳、

毛发粗糙以及身体蜷缩等现象（图５Ｃ），最终全部死亡

（图５Ｂ）。

·４５５·
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Ａ　体重变化　Ｂ　生存曲线　Ｃ　临床症状评分表

图５　感染犛犉犜犛犞后小鼠体重变化图、生存曲线、临床症状评分表

（狀＝８）

犉犻犵．５　犅狅犱狔狑犲犻犵犺狋犮犺犪狀犵犲狊狅犳犿犻犮犲犻狀犳犲犮狋犲犱狑犻狋犺犛犉犜犛犞，

狊狌狉狏犻狏犪犾犮狌狉狏犲狊，犪狀犱犮犾犻狀犻犮犪犾狊狔犿狆狋狅犿狊狊犮狅狉犻狀犵狊犺犲犲狋

Ａ　圈门策略　Ｂ　代表性流式图　Ｃ　细胞活化水平图

图６　腹股沟淋巴结犅细胞活化水平比较

（犘＜０．０１，犘＜０．００１，狀＝５）

犉犻犵．６　犃犮狋犻狏犪狋犻狅狀狊狅犳犅犮犲犾犾狊犻狀犻狀犵狌犻狀犪犾犾狔犿狆犺狀狅犱犲狊（犔犖狊）

犳狉狅犿狋犺犲犻犿犿狌狀犻狕犲犱犿犻犮犲

６　犅细胞募集与活化情况

Ｂ细胞变化反应接种疫苗后的体液免疫情况见图

６。其中图６Ａ为圈门策略，图６Ｂ为腹股沟淋巴结中

Ｂ细胞代表性流式图，图６Ｃ为Ｂ细胞活化水平图。

ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ和ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ组小鼠３、６、９ｄ

时可以快速募集活化高比例的ＣＤ１９ＣＤ４０Ｂ细胞，显

著高于对照组（犉＝１３．９～８６．６，均犘＜０．０５）。

７　特异性犜淋巴细胞检测

Ｔ细胞含有Ｔｈ１与Ｔｈ２细胞亚群，Ｔｈ１细胞参与

细胞免疫应答，在外来抗原刺激下主要分泌细胞因子

ＩＦＮγ。Ｔｈ２细胞参与体液免疫应答，主要分泌细胞

因子ＩＬ４。在小鼠免疫后４、８周时，测量其分泌ＩＦＮ

γ与ＩＬ４的能力。结果显示（图７），４、８周时接种两

种ｍＲＮＡ疫苗小鼠分泌的ＩＦＮγ与ＩＬ４均显著高于

对照组，同时 ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ组小鼠分泌的ＩＦＮγ

与ＩＬ４高于接种ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ组小鼠（犎＝９．３～

９．８，均犘＜０．０５）。

讨　论

ＳＦＴＳＶ患者集中为中老年人群，预后较差，以对

症治疗和抗病毒药物等非特异性方式为主，常用的抗

病毒药物包括利巴韦林和法匹拉伟等，但对老年患者

效果欠佳［１０１３］。ＳＦＴＳＶ具有抑制宿主免疫反应的特

征，尤其在严重的ＳＦＴＳＶ感染时，免疫功能抑制会增

加患者继发感染［１４］，以及诱 发多 器官衰竭的风

险［１５１６］。尽管ＳＦＴＳＶ死亡率有所下降，但病例数仍

在增加［１７］，目前临床上尚无针对ＳＦＴＳＶ的特异性药

物或疫苗，亟需开发一种高效、安全且保护性好的疫

苗，以保护高危人群。

图７　小鼠脾脏淋巴细胞犐犉犖γ与犐犔４分泌情况

（犘 ＜０．０１，犘＜０．００１，狀＝４）

犉犻犵．７　犜犺犲狊犲犮狉犲狋犻狅狀犾犲狏犲犾狊狅犳犐犉犖γ犪狀犱犐犔４犫狔犿狅狌狊犲

狊狆犾犲犲狀犾狔犿狆犺狅犮狔狋犲狊

本实验室先前的研究中，利用 ＡＡＶ９载体以

ＳＦＴＳＶＧｎ蛋白为靶点构建了 ＡＡＶ疫苗，能够诱导

免疫小鼠产生较强的免疫反应，并可以抵抗ＳＦＴＳＶ

的致死攻击［１８］，说明Ｇｎ是一个理想的疫苗制备靶点。

Ｋｉｍ等
［１９］利用ＳＦＴＳＶＧｎ头部区与铁蛋白纳米颗粒

构建了ｍＲＮＡ疫苗，该疫苗使免疫小鼠完全抵抗致

死剂量的ＳＦＴＳＶ攻击。Ｌｕ等
［２０］利用完整的包膜糖

蛋白（ＧＰ）构建了 ｍＲＮＡ疫苗，可使小鼠产生较强的

免疫反应。目前鲜有有分别表达ＳＦＴＳＶＧｎ与Ｇｃ全

序列的ｍＲＮＡ疫苗研究，这也是开展本研究的主要

原因。

本研究基于ＳＦＴＳＶ的两个免疫原性蛋白Ｇｎ与

Ｇｃ构建ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ和ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ疫苗，其

可在体外表达Ｇｎ与Ｇｃ蛋白。通过两剂次免疫小鼠，

显示该疫苗对小鼠无明显致病性，并能诱导小鼠产生

高效且持久的中和抗体，活化高水平的Ｔ细胞，并分

泌高水平的细胞因子，表明本研究所构建的两种

ｍＲＮＡ疫苗都具有较高的免疫原性，且ＬＮＰｍＲＮＡ

Ｇｎ的免疫原性要高于ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ。ＳＦＴＳＶ 感

染宿主细胞依赖其结构糖蛋白 Ｇｎ与Ｇｃ，研究表明，

Ｇｎ蛋白和融合前的Ｇｃ蛋白形成异源二聚体结构，１２

个二聚体会形成三个不同的五邻体与六邻体最终组合

成为二十面体的病毒外壳［２１２２］。推测Ｇｎ蛋白与细胞

表面趋化因子受体２（ＣＣＲ２）结合，介导病毒进入宿主

·５５５·
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细胞，随后Ｇｃ蛋白促使病毒被膜与宿主细胞膜进行

膜融合，释放病毒ＲＮＡ进入宿主细胞
［３，２３］。此外，Ｇｎ

蛋白可以与广泛的中和抗体以及特异性抗体结合，是

中和抗体的重要位点，研究发现当Ｇｎ蛋白与Ｇｃ蛋白

同时作用时，Ｇｎ蛋白会发挥伴侣蛋白功能而促进Ｇｃ

蛋白的转运，这也解释了单独表达时Ｇｃ蛋白免疫效

果较弱的现象［２４］。在体液免疫反应中，Ｂ细胞在抗原

刺激后，其受到ＣＤ４０分子参与的激活并成熟，同时广

泛表达ＣＤ１９分子
［２５２６］。ＩＦＮγ由 Ｔｈ１细胞、ＮＫ细

胞和ＣＤ８
＋
Ｔ细胞分泌，其可促进巨噬细胞的活化，增

强抗原呈递细胞的 ＭＨＣＩ和ＩＩ类分子的表达以及促

进Ｔｈ１型反应
［２７］。ＩＬ４由Ｔｈ２细胞、肥大细胞等分

泌，其可促进Ｂ细胞分化和抗体生产，诱导 Ｍ２型巨噬

细胞的分化，参与抗寄生虫反应和过敏反应并促进

Ｔｈ２型反应
［２８］。小鼠在接种该 ｍＲＮＡ疫苗后可以观

察到高比例的ＣＤ１９ＣＤ４０Ｂ细胞募集与活化，且有效

引发小鼠Ｔｈ１型与 Ｔｈ２型免疫反应，促进ＩＦＮγ与

ＩＬ４的分泌。这表明 ｍＲＮＡ疫苗能够在引发显著的

体液免疫反应，这也是其能够诱导产生高水平中和抗

体的原因之一。

ＳＦＴＳＶ在感染Ｃ５７ＢＬ／６与ＢＡＬＢ／ｃ等小鼠模型

时，仅会出现血小板减少等部分临床特征，无法发展为

严重疾病或者死于感染，在模拟人类感染进程中有很

大局限性。免疫缺陷小鼠模型对ＳＦＴＳＶ具有高度敏

感性，ＩＦＮＡＲ抗体阻断小鼠（ＩＦＮＡＲＡｂ）和ＩＦＮα／β
受体敲除小鼠（ＩＦＮＡＲ／）都会在感染ＳＦＴＳＶ后死

亡，ＩＦＮＡＲ／小鼠在最低剂量ＳＦＴＳＶ感染后可在４

ｄ内快速死亡，而ＩＦＮＡＲＡｂ小鼠存活时间相对较

长，可以更好的展现ＳＦＴＳＶ的发病过程，因此本研究

使用了ＩＦＮＡＲＡｂ小鼠作为攻毒模型
［９，２９］。在感染

保护实验中ＬＮＰｍＲＮＡＧｃ和ＬＮＰｍＲＮＡＧｎ均可

完全保护小鼠免于ＳＦＴＳＶ的致死性攻击，说明两种

ｍＲＮＡ疫苗都可以提供有效的保护来抵御病毒攻击。

以上全部结果表明，基于 ＳＦＴＳＶ Ｇｎ／Ｇｃ的

ｍＲＮＡ疫苗是一种具有临床治疗潜力的疫苗，但目前

对ＳＦＴＳＶ疫苗研究的动物模型多集中于小鼠、雪貂、

猫狗等，尚缺乏在非人灵长类动物模型中的评估［３０］，

未来还需要进行更全面的实验以评价疫苗效果，为临

床使用提供基础。鉴于Ｇｎ与Ｇｃ蛋白的免疫原性不

同，后续还应该考虑两种蛋白联合表达的共同作用。

此外，ｍＲＮＡ还面临着一些问题，例如易降解、高温下

不稳定，以及如何优化 ｍＲＮＡ 疫苗的翻译表达效

率［３１］，这些问题需要进一步研究，目前已有一些新型

载体系统被开发，例如ＤＮＡ四面体纳米颗粒（ＤＮＰ）

等［３２］，在运输保存及表达显现优势，这可能是未来的

一个研究方向以提高其临床应用的可行性。

综上所述，本研究成功构建了表达ＳＦＴＳＶＧｎ／

Ｇｃ的 ｍＲＮＡ疫苗，并通过体外转录鉴定了目的蛋白

Ｇｎ与Ｇｃ的表达，该疫苗具有作为ＳＦＴＳＶ临床治疗

预防候选疫苗的潜力，为后续ＳＦＴＳＶ临床疫苗的开

发提供了一定的理论依据。
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