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摘   要：随着疫苗研发技术的发展，新型疫苗在传染病的预防中得到了广泛应用。由于新型疫苗

安全性良好，因此其在烈性病疫苗的应用中有着得天独厚的优势，然而研制新型疫苗的前提是筛

选出保护性抗原。随着各种组学研究的发展，针对真核生物的多种生物信息学方法代表着最前沿

的技术手段。相对于真核细胞，病毒具有更为简单的结构，对应着相对简单的研究方法，未来的

保护性抗原筛选策略，需要结合生物信息学和传统分子生物学方法的优势。本文分别从宿主和病

毒入手，论述了病毒保护性抗原的筛选策略，列举了一系列基于真核细胞开发的可能用于保护性

抗原筛选的生物信息学方法，并总结了应用保护性抗原进行新型疫苗设计的案例，以便加深对病

毒保护性抗原筛选策略的认知，为新型疫苗的研发提供借鉴。 
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Strategies for screening protective viral antigens and their 
applications in the development of novel vaccines 

ZHONG Dailang, WANG Tao, LUO Rui, Qiu Hua-Ji, SUN Yuan 
 
State Key Laboratory of Veterinary Biotechnology, Harbin Veterinary Research Institute, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Harbin 150069, Heilongjiang, China 

Abstract: With the development of vaccine research and development technologies, novel vaccines 

have been widely used in the prevention of various infectious diseases. Due to the excellent safety, novel 

vaccines have unique advantages in the application of vaccines against virulent pathogens. The major 

premise of developing novel vaccines is to screen protective antigens. With the development of various 

omics research, cutting-edge bioinformatics tools for eukaryotes have been well developed, while the 

much simpler structure of viruses compared with eukaryotic cells corresponds to relatively simple 

research methods. Strategies for screening protective antigens need to combine the advantages of both 

bioinformatics methods and traditional molecular biology methods. In this review, the strategies for 

screening virus protective antigens were discussed from the perspective of host and virus, and a series of 

bioinformatics tools developed based on eukaryotic cells that may be used for screening protective 

antigens were listed. This review also summarized the cases of using protective antigens to design novel 

vaccines, in order to better understand the strategies for screening virus protective antigens and facilitate 

the research and development of novel vaccines. 

Keywords: protective antigens; screening strategies; novel vaccines 
 
 
 
 
 
 
 

疫苗是人类防控各种传染病最有效的手

段，保护性抗原是疫苗的“有效成分”，其刺激

机体产生的保护性免疫反应可以在易感人群或

易感动物暴露在含有病原的环境中时，使其免

受致死性伤害，甚至不会出现任何临床症状。

新型疫苗，是精细化的疫苗，即只将保护性抗

原或能够在机体内转化为保护性抗原的成分制

成的疫苗。此类疫苗的优点是既具有灭活疫苗

的安全性，又具有减毒活疫苗的高效性。要筛

选保护性抗原，首先要保证所采用的筛选方法

能够囊括所有保护性抗原。因此，对某类分子

整体进行研究的“组学”被引入保护性抗原筛选

策略中，基因组学、转录组学和蛋白组学相关

的方法所筛选的范围，几乎能够涵盖保护性抗 

原的所有信息。但是，这些方法搜集的信息往

往十分庞大，即便运用免疫学知识对筛选指标

进行优化，缩小筛选范围，仍然是无法人工处

理的，因此能够分析大量数据的生物信息学方

法被应用到筛选策略中。时至今日，科研人员

结合各种组学方法与新型疫苗平台已经研发出

多种针对紧急公共卫生事件的疫苗，在控制烈

性传染病的大流行中取得了巨大成就。 

1  保护性抗原 

保护性抗原是指病原微生物入侵机体后能

引起机体免疫系统诱导保护性免疫应答的抗原

成分。对于宿主机体而言，保护性抗原在胞内

经过蛋白酶体剪切后由Ⅰ型主要组织相容性复
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合 体  (major histocompatibility complex, 

MHC-Ⅰ) 呈递并诱导相应的细胞免疫反应；或

在内环境中被吞噬细胞或树突状细胞 (dendritic 

cell, DC) 识别捕获，并由Ⅱ型主要组织相容性

复合体  (major histocompatibility complex-Ⅱ, 

MHC-Ⅱ) 呈递引起相应的体液免疫反应。对于

病原体而言，保护性抗原在病原体入侵、复制

以及成熟病原体的装配与释放中发挥着重要作

用。因为宿主一旦对病原的保护性抗原产生了

相关的免疫反应，便会极大地抑制病原体对宿

主的感染。因此，保护性抗原在病原体的感染

中，往往发挥着极为重要的功能[1]。 

1.1  病毒视角下的保护性抗原 
病毒感染需要经过吸附、入胞、脱壳、表

达早期基因、核酸复制、表达晚期基因、装配

及释放等步骤[2]。在这些步骤中，任何一步受

到干扰，都会影响病毒的感染能力。因此，对

于病毒来说，免疫原性基因一般会与病毒的毒

力相关，其编码病毒感染过程中不可或缺的蛋

白。也正因如此，即使病毒面临着被宿主免疫

系统清除的风险，也要表达出保护性抗原来保

障感染周期的正常进行。从另一方面来看，宿

主免疫系统能够识别病毒的保护性抗原，这说

明在病毒感染过程中，其保护性抗原与宿主免

疫系统接触的概率应该要高于非保护性抗原。

一些病毒介导吸附与进入细胞的蛋白就是其保

护性抗原，例如新型冠状病毒  (severe acute 

respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) 

的 S 蛋白，其 S1 亚基拥有能够与人细胞的人

类血管紧张素转化酶 2 (human angiotensin 

converting enzyme 2, hACE2) 受体结合的位

点，当 S1 亚基与受体结合后，会引起 S 蛋白构

象改变，使 S1 亚基脱落并暴露出承担膜融合功

能的 S2 亚基，从而通过膜融合途径介导病毒的

入侵[3]。其他冠状病毒如非典型肺炎冠状病毒 

(severe acute respiratory syndrome coronavirus, 

SARS-CoV) 和猪流行性腹泻病毒的 S 蛋白也

具有类似的功能[4]，而免疫系统能够识别并阻

断这一蛋白的功能，使病毒不仅无法有效入侵

宿主靶细胞，且还会直接清除病毒。 

1.2  宿主视角下的保护性抗原 
保护性抗原的“保护”二字，是指其能够诱

导宿主产生保护性免疫反应 (图 1)。在宿主的

视角下，保护性抗原具有可识别、可呈递、可

针对性地产生保护性免疫应答等特性，宿主通

过保护性抗原的刺激，能够达到彻底清除病毒

感染的效果。宿主对保护性抗原的成功识别，

一般会进一步导致保护性抗原的呈递，然后引

起体液或细胞免疫反应。大多数病毒在被 DC

细胞捕获后经过细胞内运输、加工并递呈给相

应的淋巴细胞，病毒的细胞内运输分为网格蛋

白依赖型和网格蛋白非依赖型，无论是通过哪

种方式进行细胞内运输，病毒蛋白都有可能被

宿主识别，经泛素化修饰后被蛋白酶体降解，

并被转运蛋白送入内质网与 MHC-Ⅰ类分子结

合然后被呈递到细胞膜上，提供给 CD8+T 细胞

识别。而吞噬细胞吞噬病毒后，还可以通过

MHC-Ⅱ呈递抗原，在 CD4+T 细胞的协助下，

诱导免疫反应向细胞免疫或体液免疫方向发

展。值得注意的是，外源性抗原可以通过交叉

呈递的方式通过内源性途径呈递。宿主清除病

毒感染一般是从两个方面进行的，一方面是通

过体液免疫来中和释放到内环境中的病毒，另

一方面是通过细胞免疫杀灭已经被病毒感染的

宿主细胞，若想完全清除病毒感染，需要体液

免疫和细胞免疫的共同作用。对于宿主来说，

病毒的保护性抗原是能够被宿主免疫系统识

别、呈递并同时诱导细胞免疫和体液免疫反应

以保护宿主，并使宿主产生对该病毒的免疫记

忆的抗原。 
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图 1  保护性抗原诱导宿主产生保护性免疫反应 
Figure 1  Protective antigen induces protective 
immune response of the host. 

2  保护性抗原的筛选策略 

2.1  基于病毒感染机制筛选 
这一筛选策略的优势在于，没有细胞结构

的病毒，其组成和增殖方式相对于其宿主来说

更加简易。通常来说病毒入侵宿主需要经过入

侵、复制和释放 3 个步骤。病毒入侵宿主后会

引起宿主产生一系列免疫反应，其中很有可能

已经出现了保护性抗原相关的免疫反应，不过

强毒株往往会引起宿主的急性病症，从而导致

宿主迅速死亡。在这种情况下筛选保护性抗原，

只能从感染早期高免疫原性和大量表达的非宿

主蛋白或表位中进行筛选，不过由于宿主存活

时间较短，这种筛选方式往往效率低下。这提

示我们，从幸存下来的动物中筛选保护性抗原

更为容易，所以利用致弱的病毒感染动物，成

为筛选保护性抗原的一个策略。因为病毒在传

代过程中可能发生基因突变导致其毒力下降，

这样的毒株虽然失去了毒力基因，但是仍然能

够表达病毒的大部分蛋白，直接用这样的传代

致弱毒株接种动物，有时可以对毒力较强的亲

本毒株攻毒提供保护 [5]。这说明弱毒株表达了

针对病毒的保护性抗原，从而使得动物产生了

针对强毒株的免疫保护。此时利用间接免疫荧

光和 ELISpot 等分子免疫学方法对受保护动物

的血清中的抗体进行检测，有可能筛选到潜在

的保护性抗原。通过减毒株保护强毒株攻毒而

筛选保护性抗原的方法，其关键在于弱毒株的

制备。常用的方法是将强毒株连续传代，这需

要有合适的模式动物或细胞系，因为某些病毒

在常用的细胞系 (如 Vero 细胞) 中连续传代

后，毒力降低的同时也有可能伴随着免疫原性

降低[6]，从而无法筛选出保护性抗原。在病毒

感染过程中，某些蛋白只是短暂地表达[7]，因

此在利用这种方法进行筛选保护性抗原时，很

有可能因为抗原蛋白本身的表达量低下而无法

检测到，从而漏掉了可能的保护性抗原。自

Johnston 等开发出表达文库免疫的方法后[8]，用

病毒的全基因组免疫动物，在对动物没有毒力

的情况下模拟病毒感染。如果病毒编码的蛋白

数量过多或许多蛋白未知，则也可以根据已有

的研究，将病毒部分蛋白的基因组成部分基因

文库对动物进行免疫，并在攻毒试验中评估其

保护效果，逐渐缩小对病毒保护性抗原的筛选

范围[9]。但是该策略需要进行大量的动物实验，

在没有合适的模式动物条件下，成本较高。这

种方法效率较低，却应用广泛，难以替代。 

2.2  基于感染病毒后的宿主细胞筛选 
基于受感染宿主细胞的筛选策略，其优势

在于完备的研究工具。病毒在入侵宿主细胞后，

完全依靠宿主细胞提供的各种材料进行复制，

这表明基于真核细胞 (宿主) 开发的各种分子

标记方法可以用于标记各种病毒分子。经过长
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时间的发展，我们对宿主的研究往往比对病毒

的研究更加深入，这一优势在新型病毒的研究

中显得尤为突出，如果能够将针对宿主的研究

工具应用到对病毒的研究中，将大大提高病毒

保护性抗原筛选效率。 

2.2.1  基于基因组学筛选 

自美国遗传学家 Thomas H. Roderick 于

1986 年提出基因组学这一概念之后，对各种生

物的研究也拓展到了基因组方面的研究，病毒

也不例外，由于某些病毒基因组较大，毒株较

多，分离与纯化病毒所需时间较长，而由单细

胞全基因组学演化而来的单病毒全基因组学[10]

技术则较好地规避了这个问题。但是简化实验

室操作必然会带来另一个问题，即产生的庞大

数据如何进行分析处理。技术爆炸带来的数据

爆炸，使各种基因数据量超出了人力能够处理

的范围。因此，基于计算机科学的生物信息学

逐渐成为一个研究热点，基因微阵列[11-13]和用

于全基因组测序的二代测序  (next-generation 

sequencing, NGS)[14-15]等方法被开发出来。目

前，NGS 主要应用于细胞生物的测序中，要想

应用于病毒基因测序并进一步筛选保护性抗

原，还需要一定程度的优化。在分子生物学实

验之前，挑选出一些候选的保护性抗原基因，

可以极大地减少保护性抗原筛选的工作量[16]，

利用新型测序手段进行筛选的一个思路是，对

能够诱导保护的弱毒株在传代过程中所有代次

的毒株进行全基因组分析，在能和不能诱导保

护的临界点，比对其基因序列的差异，锁定潜

在的保护性抗原基因。此外，基因缺失活疫苗

通常能够诱导较好的同源保护，但是对异源毒

株攻毒的保护有限，仅有少数基因缺失活疫苗

能够提供异源保护[17]。基因组学则能够充分利

用这些毒株的基因数据，帮助筛选诱导异源保

护的抗原基因。此外，泛基因组学在病毒学领

域的应用也是保护性抗原筛选策略改进的一个

方向[18]，尤其是对于基因分型较多的病毒，泛

基因组学研究更能够帮助研究者在差异中将病

毒基因的多样性与保护性抗原联系起来[19]。利用

生物信息学解决数据爆炸问题的一个主要方向

是算法的开发与优化。2016 年，一种名为 Mash

的分析基因组距离进而确定物种亲缘关系的工

具被开发出来，并应用到了灵长类动物遗传进化

树的绘制中[20]。2021 年，Yin 等在 Mash 的基础

上进一步优化了算法并开发了 RabbitMash，极

大地提高了 Mash 的分析速率[21]，这种方法可

以尝试应用到病毒不同毒株间基因组距离分

析，基因组距离较短的毒株，其保护性抗原相

同的概率也更大，这套算法的另一个优势在于

其开发目的是用于分析基因组较大的灵长类动

物。因此，将其运用于分析基因组较大的病毒

时，适配性应该更好。在对细菌进行基因组测序

和生物信息学分析中，还发现了新的蛋白编码基

因，这可能是潜在的候选保护性抗原蛋白[22]，

这种方法经过优化，同样可以用于发现病毒的

潜在保护性抗原蛋白。 

2.2.2  基于转录组学筛选 

基因组学的筛选方法虽然可以对所有的潜

在蛋白进行分析与预测，却有一个缺陷，即转

录后或翻译后修饰无法从基因序列的分析中得

到[23]。因此，转录组学可以作为基因组学筛选

保护性抗原的补充方法。通过转录组学分析全

基因组范围内的 RNA 水平，包括定性的 (新转

录 mRNA 来源) 和定量的 (每个转录本的表达

量)[24]。近十年来大型转录组学研究表明，虽然

只有约 3%的基因组编码蛋白质，但高达 80%

的基因组被转录[25]，对于宿主来说，这些 mRNA

参与了许多生理过程，这些针对细胞 (病毒的

宿主) 开发的方法，能够应用于病毒的转录组

检测，有助于在 mRNA 水平上阻断病毒感染，
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从而找到新的抗病毒靶点。通过 NGS 实现对短

RNA 进行相关分析，还能够识别环状 RNA (近

几年发现的一种 RNA[26])。许多研究表明，动物

在处于病理状态时，环状 RNA 会出现失调[27-28]，

这提示着环状 RNA 可以作为细胞是否被感染

的转录组学指标。此外，相比于线性 RNA，环

状 RNA 具有更好的稳定性，它的发现对新型疫

苗平台的开发也具有一定启示。例如 2022 年，

有学者用内部核糖体进入位点序列  (internal 

ribosome entry site, IRES) 作为启动环状 RNA

翻译的位点，运用 RNA 体外转录方法 (in vitro 

transcription, IVT) 制备了借助 linker 序列完成

首尾相连的环状 RNA 疫苗，并且在新冠疫苗研

发中进行了尝试[29]。另一方面，基于真核细胞

的单细胞转录组分析技术也飞速发展，并且某

些方法如果应用于病毒的转录组学分析，能够

突破其自身的局限。例如，近几年开发出一种

能够对 mRNA 转录时间进行统计与分析的方 

法scNT-seq[30]，这种方法可以无差别地标

记细胞内新转录的所有 mRNA，并以小时为单

位检测 RNA 转录的规模，在真核细胞中，由于

内含子的影响，无法准确检测新转录 mRNA 的

方向性，而病毒基因组不含有内含子，这表明，

这种算法不仅能够在感染细胞中检测病毒

mRNA 转录的时间，还能够确定其去向，真正

确定病毒 mRNA 的转录轨迹。利用这种方法对

受感染细胞进行转录组分析，并结合病毒的感染

周期，能够扩大保护性抗原筛选范围。此前，

Schofield 等开发的 TimeLapse-seq 测序方法已经

能够进行逆转录组分析[31]，为逆转录病毒在转

录组学水平上的保护性抗原筛选提供了可能。 

2.2.3  基于蛋白组学筛选 

蛋白质组学弥补了基因组学和转录组学

在筛选保护性抗原方面的不足—翻译后修饰

蛋白的检测，因此对病原体的蛋白组学分析作

为对基因组学分析的补充显得十分重要。大部

分蛋白质的功能是通过糖基化、磷酸化和泛素

化等翻译后修饰实现的[32-33]。这些修饰在细胞

内信号转导、控制酶活性、蛋白质周转和转运

以及维持细胞整体结构等方面发挥着关键作

用[34]。有的病毒在病毒粒子的装配过程中，不

仅使用自身基因编码的蛋白，还会使用一部分

宿主蛋白，如牛痘病毒粒子中就包含一些宿主

基因编码的蛋白，以这种方式装配成熟的病毒

蛋白，无法通过基因组学和转录组学方法进行

检测[35]。这些蛋白质的翻译后修饰往往需要借

助蛋白组学的检测方法才能迅速地被筛选出

来。蛋白结晶、磁共振成像、质谱分析和细胞

分割技术的发展，使蛋白纯化及鉴定的效率达

到了一个较高的水平。专用分析软件的研发，

又促进了蛋白筛选的发展[36]，蛋白筛选与保护

性抗原蛋白的筛选，只在于筛选的指标不同，

其方法应是共通的。为了大量分析蛋白质质谱

数据，研究人员开发出了一些算法例如数据库

搜索算法 (TopPIC)、肽测序算法 (SWPepNovo) 

和混合算法 (ProteomeGenerator)等[37]，极大地

提高了蛋白质筛选的效率，结合免疫学相关知

识设置好筛选指标，这些算法即可成为保护性

抗原筛选的工具。例如，目前常用的指标是抗

原-抗体亲和力，利用蛋白质组学高通量的优

点，初步预测能够与宿主抗体结合的抗原，并

进一步通过分子生物学实验检验其与抗体的结

合能力并评估其能否中和病毒[38]，抗原具体表

位的确定及抗体结合能力的评估往往需要先构

建预测模型，才能够利用计算机的强大算力进

行生物信息学评估。目前有学者已经构建并初

步验证了一些预测模型，例如运用于人乳头瘤

病毒 HPV16 E7 蛋白和人多克隆抗体 TMEM 

50A 结合能力预测的线性模型[39]。由于 B 细胞

受体也是抗体，因此，使用这些线性模型可以
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很好地通过评估抗原抗体结合能力来预测抗原

能否识别 B 细胞表位并诱发相应的体液免疫。

有学者通过这种方法评估了 4 型禽腺病毒 

(FAdV-4) 的戊基蛋白的免疫原性，并在动物模

型中进行了评估，成功挑选了其作为 FAdV-4 的

保护性抗原[40]。研究者还利用生物信息学成功

分析了 α-9 型 HPV 的 E6 蛋白和猪捷申病毒 

(PTV) 一段高度保守性多肽 (RNNQIPQDF) 作

为保护性抗原的可能性，并在后续研究中得到了

验证[41-42]。对于一些复杂的病毒，还可以大大缩

小抗原筛选的范围，例如在 71 型肠道病毒 (EV- 

A71) 的抗原筛选中，研究者通过生物信息学方

法，从预测的 20 个表位中，进行大数据分析最

终确定并验证了 9 个免疫原性较强的抗原[43]。 

此外，基于蛋白组学-转录组学-基因组学的

反向遗传技术已应用于已知抗原或具有少量基

因的病原体的抗原筛选。不能在体外培养的基

因组较大的病原体或没有动物模型的病原体可

能无法通过反向疫苗学来筛选保护性抗原，因

为有大量的未知功能的潜在靶蛋白。 

2.3  病毒保护性抗原的验证 
应用不同方法筛选出的抗原都需要经过体

内外实验进行验证，即需要回归到分子免疫学

中进行验证。这时往往能够确定抗原的免疫原

性，同时还要在动物中验证，这时才能真正确

定抗原的保护效果 (图 2)。例如，Linda 等曾采

用文库免疫的方法在 47 种非洲猪瘟病毒 

(ASFV) 基因中挑选出了能够诱导大量特异性

抗体的 15 个抗原蛋白[9]，并在后期的研究中验

证了其中 8 种蛋白组成的抗原池可保护猪抵抗

致死剂量的 ASFV 攻击[44]。尤其是基于常规细

胞系筛选出的抗原，其筛选过程很大程度上脱

离了宿主细胞，有可能出现保护性抗原只针对

用于筛选的细胞系有用，而在病毒感染宿主细

胞时并不能提供保护的情况。 

3  病毒保护性抗原在新型疫苗研发

中的应用 

保护性抗原的筛选是决定新型疫苗研发速

度的关键因素之一。因为在各种疫苗研发平台

得到广泛应用的今天，疫苗研发的实验室阶段

已经被尽可能地缩短了。利用保护性抗原设计

的新型疫苗不同于减毒活疫苗，新型疫苗的安

全性有保证，是因为基于现有方法筛选出的抗

原，其应用形式包括蛋白或多肽 (亚单位疫苗) 

及核酸 (病毒活载体疫苗、DNA 及 mRNA 疫

苗)，这些分子都只是病毒的一部分，不具有感染

能力，细胞中本身就存在大量的蛋白质及核酸，

基本不会对细胞的正常生理功能造成影响[45]，而

且新型疫苗的接种剂量普遍较小，在引起过敏

反应这方面也有一定优势。虽然保护性抗原必

须通过一定的方式递送，但是这也增加了递送

的抗原本身形式的多样性，这表明了保护性抗原

在新型疫苗研发中有着巨大的应用价值 (表 1)。 

3.1  亚单位疫苗 
亚单位疫苗是提取病原体中具有免疫原性

的一个或多个多肽、蛋白或多糖制成的疫苗[46]，

由于其是针对病毒部分蛋白或表位所设计的疫

苗，所以亚基抗原的免疫反应相对较弱，这在

局部和全局性不良反应方面是一个优势，但在

刺激有效、持久的免疫反应方面则处于劣势。

因此，亚单位疫苗通常与强效佐剂联合使用，

以激活和调节有效的免疫应答[47-48]。利用保护

性抗原设计亚单位疫苗需要进行 3 个方面的研

究：第一是保护性抗原的筛选，一般是在病原

不同血清型/基因型中保守的，能够诱导交叉保

护的抗原；第二是免疫佐剂的选取，这对于诱

导适当的体液、细胞、预防和治疗性免疫反应

至关重要[49]；第三是挑选合适的疫苗平台稳定

地递送保护性抗原，由于某些病毒的保护性抗
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原处于亚稳定状态，因此要针对性地选取递送

系统，并采取一定的措施稳定抗原的状态，防

止抗原过早地被酶降解[8]。以人 IgG1 的 Fc 结

构域为载体，递呈尼帕病毒 (NiV) 和亨德拉病

毒 (HeV) G 蛋白的二价亚单位疫苗，在小鼠模

型中诱导了高水平的病毒中和抗体[50]。此外，

针对 NiV和呼吸道合胞病毒 (RSV) G蛋白的二

价亚单位疫苗在小鼠中诱导的抗体不仅能够中

和亲本病毒，还能够中和具有免疫逃逸特性的

突变病毒的假病毒[51]。以 Fc 作为载体表达猪

非典型瘟病毒 (APPV) 的 E2 蛋白能够诱导较

高水平的细胞和体液免疫[52]。 

 

 
 
图 2  病毒保护性抗原筛选策略 
Figure 2  Strategies for screening virus protective antigens.  
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疫苗递送系统还决定着疫苗的效果和不良

反应[48]。对于抵抗病毒感染的免疫反应，细胞

免疫占据了很重要的地位，细胞免疫途径需要

抗原通过内源性途径由 MHC-I 类分子呈递，而

亚单位疫苗往往是以诱导体液免疫为主。因此，

要想亚单位疫苗诱导相当强的细胞免疫，除了筛

选出免疫原性较强的抗原外，还要通过一定手段

让抗原以交叉呈递的方式诱导细胞免疫[53]。近

年来，纳米颗粒作为一类优秀的抗原递呈系统，

能够在保证抗原免疫原性的基础上同时诱导细

胞和体液免疫，并且能够在同一颗粒上同时呈

递多种抗原。因此，被应用于许多病毒尤其是

血清型较多的病毒候选疫苗的研发[54-55]，例如

将全球 3 种主要血清型的轮状病毒的 VP8*抗原

同时表达在 P24 纳米颗粒上，可以在小鼠模型中

同时诱导针对各自亲本毒株的中和抗体[56]。此

外，利用 SpyCatcher/SpyTag 偶联系统可以将纳

米颗粒与抗原蛋白分开表达，然后由此系统连

接在一起，降低了载体-抗原纯化的难度，目前

已经应用于新冠疫苗[57-58]和 HPV疫苗的研发当

中[59] (图 3)。而病毒样颗粒 (virus-like particles，

VLP) 递送系统，可以借助宿主自身免疫系统

的识别和摄取机制，确保抗原和佐剂同步被递

送到抗原递呈细胞[60-61]，还能够保护抗原不受

降解、延长抗原的体内存续时间[62] (表 1)。例

如，使用重组杆状病毒载体表达兔戊型肝炎病

毒 (HEV) ORF2 所形成的 VLP 免疫家兔后，能

够诱导高水平的针对亲本病毒的中和抗体，且

该抗体能够体外中和人 HEV，既对于兔 HEV

来说是一种较好的候选疫苗，也可以制成人

HEV 的抗体制剂[63]。除此之外，脂质体包裹抗

原也是非常优良的递送方式[64]。 

 

 
 

图 3  SARS-CoV-2 的纳米颗粒疫苗平台 (改自 Ma 等[57])  
Figure 3  Nanoparticle vaccine platform for SARS-CoV-2 (adapted from Ma et al[57]). 
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3.2  病毒活载体疫苗 
病毒活载体疫苗是利用减毒的活病毒作为

载体来表达保护性抗原制成的疫苗。目前，哺

乳动物中常用的病毒载体有腺病毒载体 (Ad)、

腺联病毒 (AAV) 载体、逆转录病毒载体、痘

病毒载体[65]和黄热病病毒载体[66]等 (表 1)。在

腺病毒载体中，常用来构建载体的是人腺病毒

C 亚属的 2 型 (Ad2) 和 5 型 (Ad5)，因为其具

有良好的安全性，能够携带大量外源基因并且

高效地表达，所以在各种动物和人类的疫苗研

发中得到了广泛的应用 (表 1)。研究表明，腺

病毒既能诱导体液免疫，又能诱导细胞免疫[67]，

是多种动物活载体疫苗的候选载体。在保护性

抗原筛选成功后，利用腺病毒载体平台能够迅

速研制出候选载体疫苗，应对突发的流行传染

病。有研究表明，利用分别表达多个非洲猪瘟

病毒候选保护性抗原蛋白的腺病毒载体混合免

疫猪后，能够对 ASFV 强毒株的攻击提供一定

的保护[44]，这为腺病毒载体疫苗的应用提供了

一个思路，即在保护性抗原没有明确筛选出来

之前，基于病原已有的基础研究，将多种可能

的保护性抗原一起利用腺病毒载体表达，在进

行载体疫苗保护效果的评估的同时，进行保护

性抗原的筛选。针对埃博拉病毒囊膜糖蛋白 

(GP) 和核蛋白  (NP) 设计的腺病毒载体疫苗

能够对小鼠和非人灵长类提供 100%保护，该疫

苗目前已经通过了Ⅰ期临床试验[68]。 

3.3  核酸疫苗 
DNA 疫苗技术通常来说以质粒为载体来

表达候选抗原，编码的抗原在一个强的真核启

动子下表达，以达到高水平表达候选抗原的目

的[69] (图 4)。DNA 疫苗的一个主要优势是能够

同时诱导体液免疫和细胞免疫[70]，因此可以用

于抗病毒感染，目前主要用于兽医领域[71]。然

而在早期的临床研究中，DNA 疫苗表现出了较

低的免疫原性，让人对其有效性产生质疑，不

过随着疫苗研发技术的发展，科学家们开发了

各种提高 DNA 疫苗有效性的方法，尤其是基因

工程细胞因子载体的出现，使得 DNA 疫苗的有

效性得以显著提高。DNA 疫苗的设计与研发最

重要的一点仍然是保护性抗原基因的筛选，其次

就是载体，以及接种方式的选择。需要克服的一

个问题就是如何将 DNA 质粒导入宿主细胞。目

前，常用的方法是用脂质体包裹带有保护性抗原

基因免疫动物，因为脂质体不仅能够与细胞膜融

合提高转染的效率，还具有佐剂作用，基本上

能够解决 DNA 疫苗无法进入细胞而导致的免

疫原性低下问题，是一种比较好的递送方式[64] 

(表 1)。2021 年，一款名为 VGX-3100 的表达

HPV 的 E6 和 E7 抗原的 DNA 疫苗在美国完成

了Ⅲ期临床试验[72]，这表明 DNA 疫苗无论是在

安全性还是在有效性方面都有较为优秀的表现。 

 
表 1  保护性抗原的应用 
Table 1  Applications of protective antigens 

Vaccines Subunit vaccines Live vector vaccines Nucleic acid vaccines 

Form of antigens Proteins/peptides DNA DNA/mRNA 

Delivery system Nanoparticles, VLPs Virus, bacteria, parasite vectors Liposomes 

Direction of optimization Cross-presentation; novel adjuvants Vector modification Antigen stability 

Diseases 
NiV, HeV, RSV, APPV, RV,  

HPV, HEV, SARS-CoV-2 

ASFV, Ebola virus,  

SARS-CoV-2 

HIV, HPV, NDV, CIAV,  

SARS-CoV-2 

References [50-52, 54-59, 63] [44, 65-66, 68, 82] [9, 72-73,79-80] 
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图 4  SARS-CoV-2 的 DNA 疫苗和 mRNA 疫苗平台 (改自 Savina 等[84])  
Figure 4  DNA vaccine and mRNA vaccine platform for SARS-CoV-2 (adapted from Savina et al[84]). 
 

一直以来困扰 mRNA 疫苗应用的问题比

DNA疫苗更为严重，因为 mRNA在体内比 DNA

更不稳定，传递效率也比较低下，在新的疫苗

平台尤其是脂质体递送平台广泛应用之后[73]，

mRNA 疫苗的安全性、稳定性、可表达性进一

步提高，并且具有快速、廉价和大规模生产的

潜力[74] (图 4)。mRNA 疫苗与 DNA 疫苗也有类

似的地方，比如载体的选择方面 (表 1)。目前，

RNA 载体的研究表明，有的载体已经能够在一

定的情况下延长抗原在体内的表达，进而延长

疫苗的保护期限[75-76]。而且，mRNA 疫苗不仅

可以通过 RNA 修饰来提高蛋白的表达量[77]，还

可以通过密码子替换，将低频率密码子同义替换

成高频率密码子来提高抗原蛋白的表达量[78]。

外源 RNA 本身对于宿主细胞有一定免疫刺激

作用，因为细胞表面、胞浆都有能够识别外源

RNA 的先天性免疫受体[79]。这种免疫刺激作用

具有两面性，一方面，mRNA 疫苗发挥类似自

佐剂效应的功能诱导 DC 成熟，从而诱导强烈

的细胞免疫和体液免疫；另一方面，这种针对

mRNA 的先天性免疫反应可能会抑制抗原蛋白

的表达，从而抑制了针对保护性抗原的免疫反

应。针对 HIV-1 囊膜糖蛋白 Env 设计的 mRNA

疫苗，能够在小鼠和恒河猴中诱导广泛且持久

的中和抗体，并显著降低其受感染的几率[80]。而

用新城疫病毒 (NDV) 作为载体表达鸡传染性贫

血病毒 (CIAV) 的 VP2 和 VP1 基因，能够同时在

鸡体内诱导强烈的针对 NDV 和 CIAV 的体液和

细胞免疫，是一款优良的二联候选疫苗[81]。 

最近研究发现，美国辉瑞公司研发的新型

冠状病毒 mRNA 疫苗能够在人的肝脏中反转录

为 DNA，可能存在将新冠病毒基因整合到人基

因组中的风险[82]。而此前已有研究学者发现反

转录为 DNA 的 SARS-CoV-2 抗原基因，有整合  
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到人 12 号和 15 号染色体上的能力[83]。这使得

人们开始担忧 mRNA 疫苗的安全性，不过就目

前新冠全球如此大的感染情况下，仅有零星报

道，说明 mRNA 疫苗安全性尚可。 

4  总结与展望 

在新型疫苗研发中，决定研发速度的往往

是保护性抗原筛选这一步骤。筛选策略会随着

技术的发展而进步，在信息时代，每一次的技

术更迭，往往也伴随着数据爆炸，因此以算法

开发与优化为核心的，能够深度挖掘与分析新

型数据的生物信息学必将成为未来免疫学研究

的一大热点。基于多组学和计算机技术的保护

性抗原筛选方法也将被开发，而这些方法往往

是针对前沿的人类或动物等真核生物所开发

的，所以未来筛选保护性抗原的一个重要策略

就是，在病毒感染的宿主细胞中，优化并运用

这些方法。不过值得注意的是，保护性抗原的

筛选与应用，最核心的是“保护性”，即一切疫

苗研发最终都要回到动物身上，要对疫苗在动

物攻毒实验中的保护效果进行评估。而在各种

组学结合的保护性抗原的筛选中，我们往往是

以免疫原性作为保护性抗原的筛选标准，这可

能会把我们带进一个误区，即保护性抗原的筛

选就是高免疫原性抗原的筛选，我们不应该局

限于这种单一标准。在未来的保护性抗原筛选

时，我们还应该着眼于动物模型的构建，针对

病原找到经济适用的模型动物，评估疫苗对动

物模型的保护效果。 

在利用病毒保护性抗原进行疫苗研发的过

程中，多种疫苗平台的应用既扩大了保护性抗

原设计的疫苗类型，又丰富了保护性抗原的应

用方式。各种疫苗各有优缺点，目前来看，新

型疫苗如亚单位疫苗的应用前景较传统疫苗更

为广阔，不过还需要结合疫苗在实际中应用的

情况来进行综合判断，在动物疫苗的研发与应

用中，如果需要用到特别精细的免疫方式，那

么这种疫苗的应用前景会受到一定程度的限

制。因此，在未来的疫苗研发中，我们既要在

疫苗的分子设计中进行优化，以提高疫苗的保

护效果，也要针对疫苗应用场景对各个步骤进

行优化，在确保疫苗的保护效果基础上，进一

步提高疫苗接种的成功率，让疫苗走出实验室，

走向现地。 
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