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禽流感疫苗研究进展禽流感疫苗研究进展
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摘 要：禽流感是由禽流感病毒引起的一种传染性强、危害呼吸系统的人兽共患病，给我

国家禽养殖业和公共卫生造成严重威胁。目前，免疫接种是我国防控禽流感的主要措施，其

中灭活疫苗应用较为普遍。随着基因工程技术如DNA重组技术、反向遗传学技术及基因编辑

技术的发展，禽流感疫苗的研发逐渐从传统的灭活疫苗和弱毒活疫苗向基因工程疫苗过渡。

禽流感病毒易发生抗原漂移和抗原转变，针对流行现状进一步更新疫苗株和开发更有效的疫

苗对禽流感的防控至关重要。通用型禽流感疫苗能够对多种亚型或亚型内多个分支的禽流

感病毒提供更广泛的保护，开发能够提供交叉保护的通用型流感病毒成为大势所趋。文章对

禽流感灭活疫苗、减毒活疫苗、重组活载体疫苗、基因工程亚单位疫苗、核酸疫苗和通用型疫

苗的研究进展进行阐述，为禽流感疫苗研发提供借鉴。
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Abstract: Avian influenza is highly contagious zoonotic disease caused by avian influenza virus, which seriously threatens
poultry industry and public health. At present, immunization is the main measure for prevention and control of avian influenza in
China, and inactivated vaccines are more commonly used. With the development of genetic engineering technologies such as
DNA recombination, reverse genetics, and gene editing technologies, the research and development of avian influenza vaccines
has gradually transitioned from traditional inactivated vaccines and attenuated live vaccines to genetic engineering vaccines. Avi⁃
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禽流感（Avian influenza，AI）是由正黏病毒科

甲型流感病毒属的禽流感病毒（Avian influenza vi⁃
rus，AIV）引起的一种危害呼吸系统的人兽共患

病。根据病毒致病力的差异，AI分为高致病性禽

流感（High pathogenic avian influenza，HPAI）和低

致病性禽流感（Low pathogenic avian influenza，
LPAI）。AIV为单股负链RNA病毒，其基因组由

8个单股负链RNA分子组成，共编码 10种蛋白，

包括糖蛋白血凝素（HA）、神经氨酸酶（NA）、2个
基质蛋白（M1、M2）、3个聚合酶蛋白（PB1、PB2、
PA）、核蛋白（NP）和2个非结构蛋白（NS1、NS2）［1］。

AIV可根据其表面蛋白HA和NA的抗原性进一

步分类，共有 18个HA亚型和 11个 NA亚型［2］。

HA是AIV主要的表面蛋白，是一种同源三聚体表

面糖蛋白，可刺激机体产生中和抗体，是研发新型

AI疫苗的重要靶标蛋白［3］。

我国将HPAI列为一类动物疫病，并强制实

行免疫接种政策。HPAI主要是由高致病性H5和
H7亚型AIV感染引发，可导致高发病率和高死亡

率，其中H5N1亚型和H7N9亚型AI备受关注［4］。

1959年，首次在英国英格兰地区具有临床症状的

鸡群中发现H5N1亚型AIV，1996年我国广州首

次分离到H5N1亚型AIV［5］。H5亚型AIV在全球

范围的野鸟中普遍存在，并在60多个国家和地区

引发了AI疫情。H5亚型AIV的HA基因进化形成

不同的分支，其中先后在我国流行的主要分支有

2.3.2、2.3.4和 7.2分支，目前，通过疫苗免疫的方

法大幅降低了2.3.2和7.2分支H5亚型AIV在家禽

中的分离率。H7N9亚型AIV在2013年暴发，导致

1 500多人感染，600多人死亡，并在 2017年达到

疫情最高峰［6］。

LPAI主要由H9亚型AIV感染引发，1994年

在我国广东省鸡群体内首次发现H9N2亚型AIV，

随后在我国大部分地区传播流行［7］。H9亚型AIV

感染可禽类后可导致产蛋率降低，引起免疫抑制

从而易混合感染多种病原如新城疫病毒和大肠杆

菌等，加重发病率和死亡率，影响养禽业的健康发

展［7］。不同亚型的AIV在宿主体内易发生基因重

组，其中H9N2亚型AIV在基因重组中扮演重要

角色，H9亚型AIV和不同亚型AIV之间的动态重

组形成新型AIV（H5N6、H5N8、H7N9、H10N3等）

给公共卫生和病毒净化带来威胁［9］。近年来，H9
亚型AIV不断变异进化，已经获得了感染哺乳动

物的嗜性，越来越多的H9亚型AIV跨越物种障碍

传播感染人类的报道引起了广泛的关注［10］。

免疫接种是AI防控中最重要的生物安全措

施，灭活疫苗应用最普遍。但是，随着AIV的不断

变异进化，疫苗株与当前流行株匹配度不高，灭活

疫苗不能提供广泛的保护力［11，12］，目前，基因工程

疫苗如重组活载体疫苗、DNA疫苗和亚单位疫苗

等在AI疫苗研发中占据主流地位［13］。因此，针对

流行现状进一步更新疫苗株和开发更有效的疫苗

是至关重要的。本文对AI灭活疫苗、减毒活疫

苗、重组活载体疫苗、基因工程亚单位疫苗、核酸

疫苗以及通用型AI疫苗的研究进展进行简要阐

述，旨在为AI疫苗研发提供参考。

1 灭活疫苗

自 20世纪 40年代第一个在鸡胚中开发出全

病毒灭活疫苗以来，灭活疫苗的生产方法不断改

进。AI灭活疫苗的应用有效控制了疫情，但AI灭
活疫苗免疫周期短，需多次接种；AIV基因不断发

生变异，灭活疫苗不能提供广泛保护力，导致免疫

失败的现象时常发生［14］。

目前，灭活疫苗主要是通过反向遗传学的方

法来制备。通过反向遗传学技术构建的疫苗候选

株的骨架通常源自A/Puerto Rico/8/34（H1N1，PR8），
在其中加入流行株的表面抗原HA和NA基因后进

一步拯救病毒而获得［15］。由于抗原变异较大，疫

an influenza virus is prone to antigenic drift and antigenic shifts. Therefore, further update of vaccine strains and development of
more effective vaccines are critical to prevention and control of avian influenza. Universal avian influenza vaccines can provide
broader protection against multiple subtypes or subtypes of avian influenza viruses, so it has become a general trend to develop
universal influenza viruses that can provide cross protection. The research progress of avian influenza inactivated vaccines, live at⁃
tenuated vaccines, recombinant live vector vaccines, genetically engineered subunit vaccines, nucleic acid vaccines and universal
avian influenza vaccines were briefly expounded, which would provide reference for production and development of avian influen⁃
za vaccines.

Key words: avian influenza; vaccine; universal avian influenza vaccine
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苗候选株需不断更新以匹配流行株。国家禽流

感参考实验室采用反向遗传学技术研发了新型

H5/H7禽流感二价灭活疫苗，该疫苗在2017年应

用后使H7N9亚型AIV得到有效控制［16］。当前，

针对HPAI，我国家禽中使用的疫苗主要为重组禽

流感病毒（H5+H7）三价灭活疫苗（H5N1 Re-13
株+Re-14株，H7N9 H7-Re4株）。

LPAI中，H9N2亚型AI流行较为普遍，对养殖

业以及公共卫生威胁较大。目前，我国针对H9亚
型AIV的防控主要以接种灭活疫苗为主，商品化

灭活疫苗以联苗为主，如新流二联苗、新支流三联

苗和新支减流四联苗等［17］。用于生产H9亚型AI
灭活疫苗的毒株主要有WD株（哈尔滨维科生物

技术有限公司）、Re-9株（普莱柯生物工程股份有

限公司）、HP株（天津瑞普生物技术股份有限公

司）、HL株（北京华都诗华生物制品有限公司）、

HN106株（山东华宏生物工程有限公司）、JD株

（北京华夏兴洋生物科技有限公司）、L株（扬州优

邦生物药品有限公司）等。在临床实践中，联苗的

应用极大程度上减少禽类的应激反应与免疫次

数，接种一针可预防多种禽类疾病，是目前疫苗的

发展趋势。

目前，在细胞方面用于AI灭活疫苗制备的主

要有MDCK和Vero细胞系。其中，MDCK细胞系因

能快速高效繁殖多种AIV疫苗株而更具优势［18］。

张家有等［19］将MDCK细胞作为基质制备H5N1亚
型AI疫苗，研究发现，细胞源AI灭活疫苗的免疫

原性和安全性不低于鸡胚源 AI 疫苗。刘艳晶

等［20］对细胞源重组 AIV（H5+H7）三价灭活苗

（H5N1 Re-11株+Re-12株，H7N9 H7-Re3株）进

行免疫效力研究，在HPAI攻毒保护试验中，所有

免疫鸡均能获得完全保护，试验结果显示，与鸡胚

源疫苗相比，细胞源疫苗同样具有良好的安全性

和免疫效果。然而，单细胞层的培养方法导致细

胞的增殖受到限制，难以实现大规模培养，使得生

产时间和成本大幅增加，无血清悬浮培养MDCK
细胞可有效降低生产成本，扩大生产规模。赖汉

漳等［21］将贴壁的MDCK细胞用无血清培养法方瓶

驯化 3代，摇瓶驯化 13代最终获得一株适应无血

清悬浮培养的MDCK（DHN）细胞系，在此基础上，

将H9亚型AIV CN株鸡胚毒在悬浮MDCK（DHN）
细胞中连续驯化 9代，获得一株在悬浮细胞中能

够稳定高效复制的CN株细胞毒，且该CN株细胞

毒在抗原性和免疫原性等特性上与CN株鸡胚毒

并无差异，适合作为H9亚型AIV细胞源疫苗候选

株。同时，MDCK细胞基质流感疫苗也存在不足，

如细胞系难以优化、佐剂选择困难、宿主DNA干

扰及蛋白残留等问题［22］。

2 减毒活疫苗

减毒活疫苗是通过筛选和人工传代致弱的方

式而获得的毒株所制备的疫苗，能够有效诱导机

体产生广泛的机体免疫应答，但安全性不高［23］。

通过滴鼻进行免疫时，如同自然感染AIV，在激发

禽类黏膜免疫应答的同时能够诱发体液免疫和细

胞免疫，进而使禽类获得广泛保护力。

在20世纪60年代，研究者通过低温条件下在

鸡胚中连续传代的方式来致弱AIV，成功制备了

冷适应、温度敏感的毒株［24］。由于冷适应、温度敏

感的AIV在较低温度下具有良好的复制能力，所

以，病毒在上呼吸道的复制能力优于野毒株。因

此，冷适应减毒毒株被进一步发展成为减毒活疫

苗的供体病毒［25，26］。目前，主要采用反向遗传学

方法将AIV的HA和NA基因插入到减毒的、冷适

应的、温度敏感的病毒骨架上，进而制备用于鼻内

使用的减毒活疫苗。Wei等［27］将H9N2亚型AIV
经SPF鸡胚不断地传代降温，成功获得了H9N2亚
型冷适应AI疫苗候选株（SD/01/10-ca），滴鼻免疫

SPF鸡，能够诱导较高水平的HI抗体和细胞免疫

应答，对H9N2亚型AIV提供一定的交叉抵抗力。

NS1是一种非结构蛋白，起干扰素拮抗剂的

作用，NS1的缺失或截短已被证明可导致病毒复

制能力显著减弱。查夕馨等［28］以H9N2亚型AIV
的冷适应株TX-25-CE30作为骨架，以母本株TX的

HA和NA基因替换对应基因，并采用NS1基因缺

失的片段替换原有NS基因，成功拯救出冷适应联

合NS1基因缺失的双重致弱毒株 rTXca-HA-NA-
NS73，rTXca-HA-NA-NS73免疫 SPF鸡后可诱导鸡

产生较高水平的HI抗体。以母本株 rTX攻毒，

rTXca-HA-NA-NS73可提供 90%喉头排毒保护，

100%泄殖腔排毒保护。以抗原性差异大的YZ-C
毒株攻毒，rTXca-HA-NA-NS73不能有效阻止喉

头排毒，但能显著降低泄殖腔排毒率。

部分学者通过对AIV包装信号的修饰来开发

减毒活疫苗，通过对AIV包装信号的修饰可降低
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AIV与其他野毒株发生重组的概率［29］。这些减毒

方法为AI减毒活疫苗的研发开拓了思路。

3 重组活载体疫苗

重组活载体疫苗是将编码免疫原蛋白的基因

插入细菌或病毒载体而构建的。将多个不同病原

的抗原基因插入载体中并能同时进行表达，可达

到预防多种疾病的目的［30］。虽然，基因工程活载

体疫苗具有较多优势，但病毒载体依然具有毒力，

且活载体疫苗对保存和运输条件要求较高。目

前，常用于制备AI重组活载体疫苗的病毒载体主

要包括火鸡疱疹病毒（Herpes Turkey virus，HVT）、
新城疫病毒（Newcastle disease virus，NDV）和鸭瘟

病毒（Duck enteritis virus，DEV）等。

3.1 HVT活载体疫苗

HVT是一种非致病性甲型疱疹病毒，基因组

庞大，可插入多个外源基因，是一种高效的病毒载

体。HVT不会引起动物发病，安全性好；可刺激

机体产生较高的抗体水平；可诱导持续时间较长

的细胞免疫应答［31］。Chang等［32］利用HDR-CRIS⁃
PR/Cas9 技术将 H7N9 亚型 AIV 的 HA基因插入

HVT基因组的UL45和UL46之间，成功构建重组

HVT-H7HA候选疫苗株。另外，开发多价HVT载

体疫苗能够同时产生针对多种禽类病原体的保护

作用，具有巨大的应用价值。Tang等［33］将传染性

喉气管炎病毒（ILTV）gD-gI 基因和 H9N2 亚型

AIV HA基因插入到重组HVT-IBDV VP2病毒基

因组的不同位置，成功构建了HVT-VP2-gDgI-HA
三重插入重组HVT重组疫苗候选株，可同时预防

除马立克氏病以外的 3种主要禽类病毒病，是防

控主要禽病的一项重大创新。

3.2 NDV活载体疫苗

NDV属于副黏病毒科，为单股负链 RNA病

毒。NDV作为疫苗载体具有很大优势：NDV基因

组仅含有6个必需基因和2个辅助基因，易于进行

反向遗传操作；通过呼吸道感染可刺激局部黏膜

免疫；NDV不与宿主基因组整合，安全性较好。

Xu等［34］以NDV rmNA-1株基因组为骨架，成功构

建了3株重组病毒，分别命名为 rmNA-H9、rmNA-
H9F、rmNA-H9（ECTO）。rmNA-H9表达编码HA
的开放阅读框；rmNA-H9F表达与NDV F蛋白的

跨膜区和细胞质尾区融合的HA的胞外区；rm⁃
NA-H9（ECTO）表达与短GS接头和GCN4序列融

合的HA的胞外区。将 3个重组病毒制备的疫苗

分别免疫 SPF鸡，均可诱导产生NDV和H9亚型

AIV的特异性抗体，并能保护鸡免受致死量NDV
或H9亚型AIV的攻击，其中，rmNA-H9F疫苗组

在攻毒后7 d未见排毒，H9亚型AIV的抗体效价均

高于其他组。此外，与商品疫苗相比，rmNA-H9F
加强免疫可诱导产生更高水平的抗体。因此，重

组 rmNA-H9F是一种具有前景的新城疫和H9亚
型AI候选疫苗。

王杨杨［35］以嵌合NDV AI4-2FHN株基因组为

骨架，在NDV基因组P和M基因之间插入不同修

饰的H9N2亚型AIV HA基因，构建了 5株重组病

毒，免疫SPF鸡后均能有效诱导产生H9亚型AIV
特异性抗体，攻毒后可显著减少排毒。其中，在P

和M基因之间插入HA基因的胞外区而构建的重

组病毒AI4-2FHN-HAG免疫商品鸡后 1周，再加

强免疫H9亚型AI灭活疫苗，诱导产生特异性抗

体的速度最快。重组弱毒疫苗配合灭活疫苗的免

疫方式能显著提高鸡群H9亚型AIV特异性抗体

产生的速度，并能减少排毒量，为AI疫苗的免疫

方式提供了新思路。

3.3 重组DEV活载体疫苗

鸭瘟和 AI 是危害养鸭业发展重要的病毒

病。水禽是 AIV的储存宿主，大多数鸭在感染

AIV后不发病不死亡，但可向环境中释放大量病

毒粒子。鸭H5亚型AI疫苗免疫覆盖率低，活禽

市场大多数未出现临床症状的健康鸭中仍可以检

出H5亚型AIV［36］。这些未免疫的隐形带毒鸭为

AIV的变异和流行提供条件，因此，提高鸭AI疫
苗免疫覆盖率对有效控制H5亚型AI具有重要意

义。Liu等［37］、Chen等［38］将2.3.4分支病毒A/duck/
Anhui/1/2006（H5N1）的HA基因插入DEV疫苗株

的US7和US8基因之间，成功制备 rDEVus78HA，

rDEVus78HA 免疫 SPF 鸭后可完全保护鸭抵抗

DEV和H5N1亚型AIV的攻击。王波等［39］将H5
亚型AIV 2.3.2.1d分支代表毒株CK/LN/SD007的

HA基因插入DEV基因组中，成功构建表达H5亚
型AIV HA基因的重组DEV（rDEV H5-12），免疫

SPF 鸭后 2 周能提供针对 DEV 强毒和 AIV（CK/
LN/SD007）攻击的完全保护，并且免疫鸭在观察期

内无排毒、无死亡，因此 rDEV H5-12可作为防控

H5亚型AI和鸭瘟的二联活疫苗候选株。
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4 基因工程亚单位疫苗

基因工程亚单位疫苗是通过多种表达系统表

达保护性抗原基因，并将表达产物加入佐剂制备

的疫苗，具有较高的安全性。病毒样颗粒（Virus
like particles，VLPs）疫苗是亚单位疫苗中的一种，

是由一个或几个病毒的结构蛋白组装形成的颗

粒，其形态类似于病毒但无核酸和感染性。研究

表明，AI VLPs疫苗在没有佐剂的情况下，可以在

颗粒表面以真实构象呈现病毒抗原，能够很好地

激发机体的体液免疫和细胞免疫［40］。常用于AI
亚单位疫苗生产的表达系统主要为真核表达系

统，真核表达系统主要包括酵母细胞表达系统、杆

状病毒表达系统和哺乳动物细胞表达系统。

毕赤巴斯德酵母表达系统近年来被广泛应

用，可对蛋白质进行翻译后加工，AOX强启动子

可以使得外源基因表达量大幅度提高，且性质更

加稳定［41］。Liu等［42］采用重组毕赤酵母系统表达

了A/Hangzhou/1/2013（H7N9）的全长重组H7蛋白

（rH7），rH7蛋白经过复杂的糖基化修饰，聚合成

直径为 30~50 nm的纳米颗粒，1.9 μg rH7免疫小

鼠可诱导>1∶40血凝抑制效价，3.75 μg rH7对鼠

肺适应株 A/Shanghai/2/2013（H7N9）10倍 50%致

死量攻毒的小鼠免疫保护率为100%。但是，毕赤

酵母表达系统也存在一些缺点，如生长周期较

长、操作较复杂、表达的蛋白可能存在过度糖基

化等［43］。

哺乳动物细胞表达系统表达的外源蛋白更接

近于天然状态，可对外源蛋白进行复杂修饰。

Buffin等［44］利用瞬时转染技术，将含有HA、NA和M1
蛋白的流感病毒的VLPs分别在CHO-K1、Vero和
293T细胞中表达，在生物反应器中生产和纯化后

的VLPs在抗原呈递和生物学特性方面都非常接

近病毒。但是，哺乳动物细胞表达系统蛋白表达

量低，细胞株不稳定，生产成本极高［45］。

目前，杆状病毒表达系统被广泛应用于重组

蛋白的表达，以制备疫苗。杆状病毒表达系统可

以高效表达外源蛋白，表达能力强，且对外源蛋白

有适当的翻译后修饰，使得表达产物具有很好的

生物学活性［46］。Luckow等［47］对苜蓿多核型多角

体病毒（AcMNPV）的DNA进行改造，在其基因位

点插入大肠杆菌mini-F复制子、卡那霉素抗性和

细菌转座子att-Tn7，即发明了“Bac-to-Bac系统”，

在生物技术实验室中，已被广泛用于昆虫细胞的

真核基因表达，可实现更高的蛋白产量。昆虫细

胞表达系统已被广泛用于生产各种 VLPs［48］。

Kang等［49］利用杆状病毒表达系统开发了在单个

载体中表达HPAIV两个HAs（2.3.2.1和 2.3.4.4分

支的嵌合体）的多价 VLPs 疫苗，即 VLP-ES2/
KA435chi，接种多价VLPs的鸡比接种单价疫苗的

鸡排毒量显著减少，存活率可达 100%，攻毒前体

内HI抗体水平可达7.6~8.5 log2，能够保护鸡抵抗

2.3.2.1和 2.3.4.4分支的HPAIV。此外，该疫苗生

产成本相较于灭活疫苗更低，可成为防控HPAI
的候选疫苗。Li等［50］将H9N2亚型AIV的HA和

NA基因克隆至转移载体，利用杆状病毒表达系统

共表达 HA和 NA蛋白，自组装形成 VLPs，制备

VLPs疫苗免疫 21日龄 SPF鸡，相较于H9N2亚型

AI商品疫苗（A/chicken/Shanghai/F/1998），VLPs疫
苗能够诱导更高的 HI 抗体效价，以 106 EID50

H9N2 亚 型 AIV（A/chicken/Shanghai/06/2015）攻

毒，VLPs疫苗能够有效阻止排毒。VLPs疫苗是

AI疫苗具有极大潜力的研究方向，其中杆状病毒

为载体制备的基因工程亚单位疫苗，凭借表达量

高和安全高效的特点成为近年的研究热点［51］。

5 禽流感核酸疫苗

5.1 DNA疫苗

DNA疫苗是一种新型基因工程疫苗，是将

AIV的保护性抗原基因插入到表达载体中，构建

重组DNA，并以此制备的疫苗。DNA疫苗可刺激

机体产生细胞免疫和体液免疫，同时具有免疫效

果好，持久性强、制备简便和化学性质稳定的特

点。此外，还可以通过突变或其他方式对基因进

行编辑，以增强其免疫原性或安全性。

HA是AIV最主要的表面蛋白之一，用于制备

AI DNA疫苗效果最好［52］。Shehata等［53］将H9N2
A/CK/Egypt/SCU8/2014 株 HA 基因克隆至载体

pVAX1-H9 和 pCR-H9，构建重组质粒免疫鸡，

pVAX1-H9和 pCR-H9均可保护鸡免受H9N2亚

型 AIV的攻击。然而，DNA进入细胞的效率较

低，免疫原性较低，且在体内易被降解，但通过生

物可降解纳米材料解决，不仅可保护抗原蛋白不

被降解，而且能促进细胞吸收，增强免疫应答［54］。

Zhao等［55］将优化的H9N2亚型AIV HA基因片段

插 入 pCAGGS 载 体 ，构 建 了 真 核 表 达 质 粒
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pCAGGS-opti441-HA，并用树枝状聚-L-赖氨酸

（DGL）包裹，制备了 pCAGGS-opti441-HA/DGL，
免疫雏鸡可诱导较强的细胞免疫应答，诱导T淋

巴细胞活化和增殖以及 CD3+CD4+和 CD4+/CD8+增

加，对H9N2亚型AIV攻击有完全保护作用。

5.2 RNA疫苗

RNA疫苗是将含有编码抗原蛋白的RNA导

入动物体内直接进行翻译，形成相应的抗原蛋白，

从而诱导机体产生特异性免疫应答，以达到预防

作用。RNA疫苗具有许多优势：一是安全性高，

无潜在感染风险；二是高效性，翻译效率更高，可

通过修饰作用使mRNA更稳定；三是具有快速、成

本低、可批量生产的优点。Bahl等［56］通过将H7N9
亚型流感病毒（A/Anhui/1/2013）HA蛋白mRNA进

行修饰后制备成mRNA疫苗，该疫苗在小鼠、雪貂

和非人灵长类动物中均产生强烈的免疫应答，诱

导产生较高水平的HI抗体，单剂量免疫即可保护

小鼠免受致命性攻击，并可降低雪貂的肺部病毒

滴度。

6 通用型AI疫苗

由于AIV高频率的变异，传统AI疫苗针对不

同亚型或同一亚型不同分支的AIV毒株不能提供

完全保护。因此，针对流行现状进一步更新疫苗

株和开发更有效的疫苗是至关重要的。在通用型

AI疫苗的研发中，选择最佳的靶向抗原是最重要

的策略之一，以此产生针对不同AIV毒株的广泛

保护作用。

HA蛋白是AIV的主要表面蛋白，极易变异，

是最具免疫原性的表位，因此是疫苗设计的理想

靶点。本实验室通过构建重组HA蛋白共有序

列，并通过杆状病毒表达系统表达 rHA-VLPs，制
备 rHA-VLPs亚单位疫苗，免疫效力试验结果显

示该疫苗相较于商品化H5亚型AI疫苗，能够诱

导更高水平的HI抗体及中和抗体，还能刺激细胞

毒性 T细胞反应，诱导产生较高水平的 IL-4和

IFN-γ细胞因子，能提供针对不同分支H5亚型

AIV的广泛抵抗力［57，58］。马赛克（Mosaic）疫苗是

通过针对病毒抗原表位的多变性，设计抗原表位

覆盖率高的蛋白序列，以实现对易变异的病毒产

生广泛保护作用［59］。近年来，马赛克疫苗制备技

术被应用于人类免疫缺陷病毒（HIV）疫苗研发领

域，人工合成的mosaic HIV-1 Pol、Env和Gag序列

扩大了细胞免疫的广度，具有广泛的保护性。该

技术亦可用于AI疫苗的研发，Kamlangdee等［60］利

用马赛克技术制备了能够产生广泛免疫应答的

H5亚型AI候选疫苗MV5-H5M，该疫苗能够刺激

小鼠机体产生较强的中和抗体，提供更广泛的细

胞和体液免疫应答，可提供针对同亚型（H5N1毒
株）和异亚型（H1N1毒株）的AIV广泛抵抗。李丽

等［61］设计、优化合成一条H9亚型AIV mosaic HA

基因序列，并利用反向遗传学的方法获得重组病

毒 rPR8-HAm/H9，制备灭活疫苗免疫 SPF鸡，可

诱导产生较高水平的中和抗体和HI抗体，对异源

H9N2亚型AIV JM0305具有较好的保护作用，攻

毒保护率为80%。

HA的茎部蛋白在甲型流感病毒中高度保

守，可以诱导交叉保护。目前针对HA茎部的通

用流感疫苗主要包括去头HA和嵌合HA。Impa⁃
gliazzo等［62］基于H1N1 A/Brisbane/59/2007流感病

毒的HA序列设计了稳定的三聚体HA茎部抗原

mini-HA，该抗原可引发与H1、H3、H5、H7及H9
亚型流感病毒HA高度结合的抗体，并可对抗同

型或异型H5亚型流感病毒的攻击。通过使用不

同头部区域但具有相同茎部结构域的嵌合HA疫

苗进行接种，将免疫应答集中于茎部区域，可增强

针对保守茎部区域的免疫应答［63］。Liao等［64］利用

最常见的H5亚型AIV和H1亚型流感病毒的共同

序列构建了各种嵌合形式，其中以H5共有序列为

球形头部，H1共有序列为茎部的嵌合HA疫苗最

具前景，可诱导产生广泛的 CD4和 CD8 T细胞反

应，并对H1、H3、H5和H7亚型流感毒株提供更强

的抵抗力。基于HA茎部通用疫苗的缺点之一在

于HA茎部表位部分隐蔽，导致对HA茎部抗体的

诱导受限制［65］。

M2e特异性抗体不能中和病毒，但可以刺激

巨噬细胞，使其吞噬与抗体结合的流感病毒。

M2e短肽N端的 8个氨基酸残基在不同亚型的甲

型流感病毒中都未发生变异，在甲型流感病毒中

高度保守。由于M2e仅含24个氨基酸，免疫原性

较弱，为了提高其免疫原性和稳定性，在研究中常

将M2e和载体蛋白，如乙肝核心蛋白（Hepatitis B
virus core protein，HBc）或新型佐剂等融合表达应

用于疫苗研制。

NP是AIV的核蛋白，高度保守，可诱导产生

文献综述文献综述

-- 110



2022年第44卷第7期 China Poultry Vol.44，No.7.2022
®

可针对同种亚型以及不同亚型毒株的交叉免疫反

应。研究发现，人类免疫缺陷病毒 1型的蛋白转

导结构域 TAT蛋白在加入外源蛋白后能够介导

多种外源蛋白进入细胞。Yin等［66］在大肠杆菌中

高效表达了重组蛋白 TAT-NP，纯化后可作为流

感疫苗的候选抗原，制备的疫苗鼻腔免疫试验结

果表明，TAT-NP免疫小鼠不仅能诱导体液免疫产

生较高水平的 IgG和 IgA，还能诱导较强的细胞免

疫，并能够保护小鼠免受异亚型（H3N2和H9N2）
流感病毒的致死量攻击。

表1 AI疫苗分类

疫苗类型

灭活疫苗

减毒活疫苗

重组活载体疫苗

基因工程亚单位疫苗

核酸疫苗

通用型禽流感疫苗

疫苗名称

（H5+H7）三价灭活疫苗（H5N1 Re-13株+Re-14株，H7N9 H7-Re4株）；细胞源重组AIV（H5+H7）三价灭活苗（H5N1
Re-11株+Re-12株，H7N9 H7-Re3株）；H9亚型禽流感灭活苗（WD株、Re-9株、HP株、HL株、HN106株、JD株、L株

等）

H9N2亚型冷适应禽流感疫苗候选株（SD/01/10-ca）；冷适应联合NS1基因缺失的双重致弱毒株 rTXca-HA-NA-NS73；

互换HA和NS1基因包装信号的H9N2亚型AIV减毒活疫苗 rTX-NS1-128（mut）
H7 亚型禽流感重组火鸡疱疹病毒活载体疫苗 HVT-H7HA；H5 亚型禽流感重组鸭瘟病毒活载体疫苗 rDE⁃
Vus78HA；H5亚型重组鸭瘟病毒活载体疫苗 rDEV H5-12；H9亚型禽流感重组新城疫活载体疫苗AI4-2FHN-
HAG；H9亚型禽流感重组火鸡疱疹病毒活载体疫苗HVT-VP2-gDgI-HA
高致病性禽流感多价VLPs疫苗VLP-ES2/KA435chi
H9N2禽流感病毒DNA疫苗pCAGGS-opti441-HA/DGL；H7N9 RNA疫苗

通用型H5亚型禽流感亚单位疫苗；通用型H9亚型禽流感灭活疫苗（rPR8-HAm/H9）；TAT-NP疫苗
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7 展 望

AI是一种传染性强，危害呼吸系统的人兽共

患病，严重影响养禽业的健康发展，并给公共卫生

和人类健康带来威胁。免疫接种是我国AI防控

中最重要的生物安全措施，灭活疫苗应用最普

遍。由于AIV的不断变异进化，疫苗株与流行株

的匹配度不高，灭活疫苗不能提供广泛的保护

力。随着生物技术的不断更新发展，多种新型流

感疫苗不断出现（见表 1），目前AI疫苗研究方向

主要集中在基因工程疫苗。据研究发现，使用与

当地流行株匹配度低的疫苗株可能会对AIV的变

异进化有促进作用［68］。为了更好地防控AIV，一

方面可以通过不断筛选流行株、研制具有广谱保

护性的AI疫苗、开发新型佐剂等，提高免疫效果；

另一方面，加强对AIV的监测，提高生物安全防控

措施，从而保障养禽业的发展和公共卫生的安全。
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