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新型发热伴血小板减少综合征病毒灭活疫苗的制备及

免疫原性研究
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【摘要】　目的　评估和比较采用 Ｈ２Ｏ２ 与β丙内酯为灭活剂制备新型发热伴血小板减少综合征病毒（ＳＦＴＳＶ）灭活疫

苗的免疫原性。　方法　将ＳＦＴＳＶ分别用 Ｈ２Ｏ２ 与β丙内酯灭活，并与铝胶佐剂配伍制成灭活疫苗免疫小鼠，持续２１

ｄ测小鼠体重、进食量、精神状态等，评估疫苗的安全性。酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测小鼠血清中ＳＦＴＳＶ特异性抗

体水平，中和实验测定小鼠血清中ＳＦＴＳＶ中和抗体水平，使用流式细胞术测定脾脏中Ｂ细胞的募集与活化水平。　结

果　研究制备的两种灭活疫苗均表现出良好的安全性，ＳＦＴＳＶ中和抗体均值在免疫后８周效价均能达到１∶３００以上，

诱导的免疫反应均倾向于Ｔｈ２型，且具有较高的Ｂ细胞的活化水平，其中 Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组诱导产生的中和抗体效价高

于β丙内酯灭活剂组。　结论　成功制备了两种在小鼠中诱导强烈体液免疫反应的ＳＦＴＳＶ灭活候选疫苗，并提供了相

关的免疫参数。Ｈ２Ｏ２ 作为灭活剂已显示出一定的优势，有助于开发有效的疫苗，为制备发热和血小板减少综合征病毒

新型灭活疫苗提供研究依据。

【关键词】　 发热伴血小板减少综合征病毒；灭活疫苗；中和抗体；灭活剂；Ｈ２Ｏ２

【文献标识码】　Ａ　　　 【文章编号】　１６７３５２３４（２０２４）０５０５０７０７

［犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔．２０２４Ｍａｙ；１９（５）：５０７５１３．］

犘狉犲狆犪狉犪狋犻狅狀犪狀犱狆狉犲犾犻犿犻狀犪狉狔狊狋狌犱狔狅犳犻狀犪犮狋犻狏犪狋犲犱狏犪犮犮犻狀犲犳狅狉犳犲狏犲狉狑犻狋犺狋犺狉狅犿犫狅犮狔狋狅狆犲狀犻犪狊狔狀犱狉狅犿犲狏犻狉狌狊

ＹＡＮＧＰａｎ
１，ＬＩＵＬｅｌｅ

１，ＴＩＡＮＬｉ
１，ＨＡＮＹｕｅ

１，ＺＨＡＯＺｈｏｎｇｘｉｎ
２，ＳＵＮＰｅｉｌｕ

３，ＺＨＥＮＧＸｕｅｘｉｎｇ
１，

ＸＩＡＸｉａｎｚｈｕ
４，ＺＨＥＮＧＷｅｎｗｅｎ

１
　（１．犛犮犺狅狅犾狅犳犘狌犫犾犻犮犎犲犪犾狋犺，犆犺犲犲犾狅狅犆狅犾犾犪犵犲犕犲犱犻犮犻狀犲，犛犺犪狀犱狅狀犵犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，

犑犻狀犪狀２５００１２，犆犺犻狀犪；２．犔犻狀狔犻犘犲狅狆犾犲狊犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犛犺犪狀犱狅狀犵犘狉狅狏犻狀犮犲；３．犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳 犕犪狋犲狉犻犪犕犲犱犻犮犪，犛犺犪狀犱狅狀犵

犉犻狉狊狋犕犲犱犻犮犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔牔 犛犺犪狀犱狅狀犵犃犮犪犱犲犿狔狅犳犕犲犱犻犮犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊；４．犐狀狊狋犻狋狌狋犲狅犳犕犻犾犻狋犪狉狔犞犲狋犲狉犻狀犪狉狔犕犲犱犻犮犻狀犲，

犃犮犪犱犲犿狔狅犳犕犻犾犻狋犪狉狔犕犲犱犻犮犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊，犃犮犪犱犲犿狔狅犳犕犻犾犻狋犪狉狔犛犮犻犲狀犮犲狊）

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｏｅｖａｌｕａｔｅａｎｄｃｏｍｐａｒｅｔｈｅｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆａｎｏｖｅｌｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｖａｃｃｉｎｅａｇａｉｎｓｔｆｅｂｒｉｌｅ

ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ（ＳＦＴＳＶ）ｕｓｉｎｇＨ２Ｏ２ａｎｄβｐｒｏｐａｎｅｌａｃｔｏｎｅａｓｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒｓ．　犕犲狋犺狅犱狊　ＳＦＴＳＶｗａｓ

ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｗｉｔｈＨ２Ｏ２ａｎｄβｐｒｏｐｉｏｎｏｌａｃｔｏｎｅ，ａｎｄｔｈｅｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｖａｃｃｉｎｅｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄｗｉｔｈａｌｕｍｉｎｕｍａｄｊｕｖａｎｔ，ａｎｄｔｈｅ

ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔ，ｆｏｏｄｉｎｔａｋｅ，ａｎｄｍｅｎｔａｌｓｔａｔｕｓｏｆｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｆｏｒ２１ｄａｙｓｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｓａｆｅｔｙｏｆｔｈｅｖａｃｃｉｎｅ．

Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＳＦＴＳＶｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆ

ｍｉｃｅ，ｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆＳＦＴＳＶｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｉｎｔｈｅｓｅｒｕｍｏｆｍｉｃｅ，ａｎｄｔｈｅ

ｒｅｃｒｕｉｔｍｅｎｔａｎｄａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＢｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｓｐｌｅｅｎｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．　犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅｔｗｏｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｖａｃｃｉｎｅｓｐｒｅｐａｒｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｓｈｏｗｅｄｇｏｏｄｓａｆｅｔｙ，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｔｉｔｅｒｏｆＳＦＴＳＶｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｃｏｕｌｄｒｅａｃｈｍｏｒｅ

ｔｈａｎ１∶３００ａｔ８ｗｅｅｋｓａｆｔｅｒｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ，ｔｈｅｉｎｄｕｃｅｄｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｔｅｎｄｅｄｔｏｂｅＴｈ２ｔｙｐｅ，ａｎｄｈａｄａｈｉｇｈａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｏｆＢｃｅｌｌｓ，ｕｐｔｏ１９．１％，ａｎｄｔｈｅｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｔｉｔｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙｔｈｅＨ２Ｏ２ｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ

ｔｈａｔｏｆｔｈｅβｐｒｏｐａｎｅｌａｃｔｏｎｅｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒｇｒｏｕｐ．　犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｔｗｏｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄＳＦＴＳＶｖａｃｃｉｎｅｃａｎｄｉｄａｔｅｓｔｈａｔ

ｉｎｄｕｃｅｄａｓｔｒｏｎｇｈｕｍｏｒａｌｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｍｉｃｅｗｅｒｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｐｒｅｐａｒｅｄ，ａｎｄｒｅｌｅｖａｎｔｉｍｍｕｎｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓｗｅｒｅ

ｐｒｏｖｉｄｅｄ．Ｈ２Ｏ２ｈａｓｓｈｏｗｎｃｅｒｔａｉｎａｄｖａｎｔａｇｅｓａｓａｎｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒ，ｗｈｉｃｈｉｓｈｅｌｐｆｕｌｆｏｒｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｅｆｆｅｃｔｉｖｅｖａｃｃｉｎｅｓ，

ｐｒｏｖｉｄｅｓｓｔｒｏｎｇｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔＳＦＴＳＶｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｐｒｏｖｉｄｅｓａｒｅｓｅａｒｃｈｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｎｅｗｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｖａｃｃｉｎｅｓｆｏｒｆｅｂｒｉｌｅａｎｄｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｆｅｖｅｒｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ；ｉｎａｃｔｉｖａｔｅｄｖａｃｃｉｎｅｓ；ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ；Ｉｎａｃｔｉｖａｔｏｒ；Ｈ２Ｏ２

·７０５·

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
　
２０２４年５月　第１９卷第５期

Ｍａｙ２０２４，　Ｖｏｌ．１９，Ｎｏ．５





【基金项目】　国家重点研发计划项目（Ｎｏ．２０２２ＹＦＣ２３０５００５）；国家自然科学基金项目（Ｎｏ．３２１７０１５４，８２１０２３９１，８２２７２３３５，９２２６９１１６）；山

东省自然基金（Ｎｏ．ＺＲ２０２１ＭＣ０１０）。

【通讯作者】　郑文文，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｗｅｎｗｅｎ＠ｓｄｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；郑学星，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｅｎｇｘｕｅｘｉｎｇ＠ｓｄｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

【作者简介】　杨　盼（１９９９），女，河北人，硕士研究生，主要从事分子病毒学研究，Ｅｍａｉｌ：ｙａｎｇｐａｎ２５８０＠１２６．ｃｏｍ



　　发热伴血小板减少综合征（Ｓｅｖｅｒｅｆｅｖｅｒｗｉｔｈ

ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＦＴＳ）是一种由大别班

达病毒（Ｄａｂｉｅｂａｎｄａｖｉｒｕｓ，ＤＢＶ）也称发热伴血小板减

少综合征病毒（Ｓｅｖｅｒｅｆｅｖｅｒｗｉｔｈｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅｎｉａ

ｓｙｎｄｒｏｍｅｖｉｒｕｓ，ＳＦＴＳＶ）引起的一种新型蜱传传染

病［１］。临床症状以急性发热为主要特征，可伴有血小

板和白细胞的减少。重症患者可在１～２周因多脏器

功能衰竭，如休克、呼吸衰竭、弥散性血管内凝血等死

亡［２３］。ＳＦＴＳ首次确定在中国，随后在韩国和日本报

道的死亡率可达２７％
［４５］。由于其高死亡率和引起大

流行传播的潜在可能，ＳＦＴＳ被 ＷＨＯ列为十大优先

传染病，迫切需要深入研究。

亚洲长角血蜱是ＳＦＴＳＶ 的主要传播媒介和宿

主［６７］，牛、羊、猪等家养动物是潜在宿主［８９］，人是偶然

宿主。ＳＦＴＳＶ主要通过蜱叮咬传播给人和动物，也能

通过人间接触传播，如接触受感染的血液、唾液和气溶

胶［１０１１］。家畜、宠物和野生动物逐渐被视为动物传人

的风险来源。ＳＦＴＳＶ具有引起大流行和医院内传播

的能力，可能引起全球公共卫生问题之一［１２］。疫苗和

治疗药物对预防和治疗ＳＦＴＳ至关重要，但迄今尚无

获批使用的ＳＦＴＳＶ疫苗。

传染病疫苗种类多样，包括减毒活疫苗、载体疫

苗、灭活疫苗、组分疫苗等，其中灭活疫苗具有制备简

单、工艺成熟、研发耗时短，免疫过程中无感染性、使用

安全等优点，仍是是主要的疫苗类型。灭活疫苗的灭

活剂有甲醛、β丙内酯、二乙烯亚胺等，最常用的是β

丙内酯。β丙内酯早在１９８４年被选作灭活狂犬病疫

苗的灭活剂正式使用，但其价格昂贵，且对动物有致癌

和过敏的风险，因此开发新型灭活剂的需求十分迫

切［１３１４］。Ｈ２Ｏ２ 是一种强氧化剂，与病毒作用后破坏

其基因组，核酸单链或双链断裂使病毒丧失复制能力，

较为完整地保留抗原结构［１５１６］。学者尝试以Ｈ２Ｏ２ 作

为新型灭活剂，为病毒灭活和疫苗开发提供了新思

路［１７１８］。本研究利用 Ｈ２Ｏ２ 灭活ＳＦＴＳＶ制备灭活疫

苗，以β丙内酯作对照，从免疫安全性和疫苗有效性２

个方面进行了分析，为研发ＳＦＴＳＶ灭活疫苗奠定了

基础。

材料与方法

１　材料

１．１　细胞和病毒株　非洲绿猴肾细胞（Ｖｅｒｏｃｅｌｌｓ）保

存于山东大学微生物检验实验室、ＳＦＴＳＶＪＳ２０１１株

获赠于武汉大学公共卫生学院实验室。

１．２　主要试剂　３０％ Ｈ２Ｏ２ 购于济南启光科贸有限

公司；牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、β丙内酯、Ｈ２Ｏ２ 酶、０．５％

埃文斯蓝染液均购于北京索莱宝科技有限公司；

Ｉｍｊｅｃｔ
?
Ａｌｕｍ购于美国赛默飞世尔科技公司；Ａｌｅｘａ

Ｆｌｕｏｒ４８８山羊抗鼠抗体购于英国ａｂｃａｍ 公司；ＨＲＰ

标记的山羊抗鼠ＩｇＧ２ａ、ＨＲＰ标记的山羊抗鼠ＩｇＧ１

抗体均购于英国ａｂｃａｍ公司；ＨＲＰ标记的鼠源Ｉｇ抗

体购于美国 ＳｏｕｔｈｅｒｎＢｉｏｔｅｃｈ 公司；ＡＰＣ 标记的

ＣＤ１９抗体鼠源单克隆抗体（ＡＰＣＣＤ１９）、ＦＩＴＣ标记

的ＣＤ４０鼠源单克隆抗体（ＦＩＴＣＣＤ４０）购于美国ＢＤ

公司；酶联反应板、Ｆａｌｃｏｎ?细胞筛网、流式上样管均购

于美国康宁公司；ＴｒｕＳｔａｉｎＦｃＸ
ＴＭ 抗鼠ＣＤ１６／３２抗体

购于美国ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司；小鼠淋巴细胞分离液购于

深圳市达科为生物技术股份有限公司）。

２　方法

２．１　病毒的培养　用含１０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养

Ｖｅｒｏ细胞。细胞传代１８ｈ后将培养液替换为２％

ＦＢＳＤＭＥＭ。按 ＭＯＩ＝０．５接种ＳＦＴＳＶ 后培养于

３７℃、５％ＣＯ２ 恒温细胞培养箱。３ｄ后收集病毒液，

离心清除细胞碎片，留取２００μＬ测定病毒滴度。

２．２　病毒滴度测定　９６孔板接种Ｖｅｒｏ细胞，１．５×

１０
４／孔，置于３７℃、５％ＣＯ２ 细胞培养箱培养。用２％

ＦＢＳＤＭＥＭ 将病毒１０倍系列稀释至１０
８，接种于

Ｖｅｒｏ细胞，每稀释度设３个复孔，同时设置阴、阳性对

照孔，孵育４８ｈ后使用８０％丙酮固定１６ｈ。一抗为鼠

源ＳＦＴＳＶＧｃ单克隆抗体，二抗为 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８

山羊抗鼠抗体，稀释度分别是１∶４００与１∶８００，抗体

孵育条件为３７℃１ｈ。每次孵育抗体后均使用ＰＢＳ

清洗，荧光显微镜下观察、记录荧光孔分布，计算

ＣＣＩＤ５０（Ｋａｒｂｅｒ法）。

２．３　病毒液灭活　取３０％Ｈ２Ｏ２ 加入病毒液，使

Ｈ２Ｏ２ 终浓度为３％，４℃静置２ｈ。加入 Ｈ２Ｏ２ 酶终

止反应，室温２０ｍｉｎ，４℃保存。β丙内酯灭活剂组按

１∶４０００的比例添加β丙内酯，４℃静置２４ｈ，每隔４

～６ｈ混匀一次，３７℃放置２ｈ水解β丙内酯，４℃保

存。

２．４　灭活程度检测　Ｖｅｒｏ细胞传代至Ｔ２５细胞瓶，

培养液为２％ＦＢＳＤＭＥＭ，１８ｈ后分别接种２种灭活

病毒液，每瓶１００μＬ，同时设置对照，阳性对照接种

ＳＦＴＳＶＪＳ２０１１株，阴性对照接种２％ＦＢＳＤＭＥＭ，３７

℃、５％ＣＯ２ 培养箱培养。如添加灭活病毒液的细胞

不出现病变则进行盲传实验。反复冻融第２代和第３

代细胞培养物３次，接种Ｖｅｒｏ细胞，操作同上。观察

细胞病变现象，并通过免疫荧光实验检测ＳＦＴＳＶ特

异性病毒蛋白。

２．５　动物免疫　９６只６～８周雌性ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（济

南朋悦实验动物繁育有限公司），分至 Ｈ２Ｏ２ 灭活剂

组、β丙内酯灭活剂组、佐剂组、空白组；灭活病毒液与

Ｉｍｊｅｃｔ
?
Ａｌｕｍ１∶１混合，小鼠右后肢肌肉注射。首

·８０５·
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次免疫后，对每组小鼠进食量及精神状态进行持续监

测，记录体重变化，用于评估灭活疫苗安全性（体重变

化率＝免疫后每日体重／初始体重×１００％），观察期为

２１ｄ。首次免疫后１４ｄ加强免疫。免疫方案见表１。

实验动物的使用与动物实验方案均按照山东大学实验

动物伦理委员会批准的指导方针进行。

２．６　中和抗体水平测定　初次免疫后第２、４、８周采

集小鼠眼球血并分离血清，每次每组采集６只。经荧

光灶减少法测定中和抗体水平。９６孔细胞培养板每

孔接种１×１０
４
Ｖｅｒｏ细胞，在培养板第一列孔内加入

１００μＬ用ＤＭＥＭ 培养基４倍稀释的血清，再２倍比

稀释直至２
１２（每只设置３个复孔）。５０μＬ２０００

ＴＣＩＤ５０／ｍＬＳＦＴＳＶ稀释液加入倍比稀释的孔中，留

１孔只加病毒，细胞培养箱孵育７０ｍｉｎ。将传代培养

１６ｈ～１８ｈ的Ｖｅｒｏ细胞培养液更换为上述血清和病

毒互作后的混合液，孵育９０ｍｉｎ后再将培养液更换为

２％ＦＳＢＤＭＥＭ，细胞培养箱中培养４８ｈ。后续方法

同病毒滴度测定。计算５０％血清中和终点（Ｒｅｅｄ

Ｍｕｅｎｃｈ法）。

２．７　结合抗体水平测定　初次免疫后２、４、８周每组

取５只小鼠采集眼球血，分离血清测定ＳＦＴＳＶ特异

性Ｉｇ和ＩｇＧ水平。酶联反应板每孔加入１００μＬ浓度

为６μｇ／ｍＬＳＦＴＳＶ全蛋白，４℃过夜。１％ＢＳＡ４℃

过夜封闭。将血清稀释１００倍，再２倍比稀释至最后

一列，１００μＬ／孔，４℃过夜。ＨＲＰ标记抗体每孔添加

１００μＬ，４℃过夜。显色液１００μＬ／孔，３７℃避光３０

ｍｉｎ，用１％ＳＤＳ溶液终止显色。每次加新液体前均

用ＰＢＳＴ清洗，甩干孔内液体后加样。测定４０５ｎｍ

波长吸光度（Ａ）。全部数值减去空白对照孔吸光度

值，若实验组血清Ａ４０５≥空白组血清Ａ４０５×２．１，则记

为阳性，否则为阴性。

２．８　Ｂ细胞募集与活化检测　免疫后第２周，每组取

５只ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，用于脾脏Ｂ细胞检测。无菌解剖

取脾，添加５ｍＬ小鼠淋巴细胞分离液于３．５ｃｍ细胞

培养皿内研磨，之后转移至１５ｍＬ离心管并在细胞悬

液上覆盖１ｍＬ无血清ＲＰＭＩ１６４０培养液，室温８００

ｇ离心３０ｍｉｎ。吸取位于中间层的淋巴细胞，１ｍＬ

ＰＢＳ 洗涤细胞一次。每 １×１０
６ 细胞添加 １μＬ

ＴｒｕＳｔａｉｎＦｃＸ
ＴＭ 抗鼠 ＣＤ１６／３２抗体，４ ℃孵育２０

ｍｉｎ，加０．２μＬＡＰＣＣＤ１９、０．２μＬＦＩＴＣＣＤ４０抗体，

同时设单个抗体染色管与空白管，４℃避光孵育３０

ｍｉｎ，１ｍＬＰＢＳ洗涤后通过 Ｆａｌｃｏｎ? 细胞筛网，ＢＤ

ＦＡＣＳＣｅｌｅｓｔａ上机检测。

２．９　疫苗保护性研究　使用免疫Ｉ型干扰素敲除小

鼠（ＩＦＮＡＲ
／）评价疫苗保护性。免疫方案如表１所

述，每组８只，首次免疫后第１４ｄ加强免疫。免疫后

的第４周，均注射１００μＬＳＦＴＳＶ病毒液，剂量为２×

１０
５
ＴＣＩＤ５０。攻毒后每天称量小鼠体重，监测小鼠的

饮食情况、精神状态及临床症状，直至２１ｄ观察期结

束。绘制临床症状评分表，记录死亡情况并绘制生存

曲线。

２．１０　数据分析　采用ＳＰＳＳ２４．０软件对数据进行分

析。采 用 方 差 分 析、独 立 样 本 狋 检 验、Ｍａｎｎ

ＷｈｉｔｎｅｙＵ检验统计方法，犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

表１　免疫方案

犜犪犫犾犲１　犐犿犿狌狀犻狕犪狋犻狅狀狆狉狅犵狉犪犿

分组

Ｇｒｏｕｐｓ

免疫物

Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｅｓ

免疫剂量

Ｉｍｍｕｎｅ

ｄｏｓｅ

小鼠数量

Ｎｏ．

免疫方式

Ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎ

ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｈ２Ｏ２灭活剂组 Ｈ２Ｏ２灭活液＋Ｉｍｊｅｃｔ

Ａｌｕｍ １×１０

７
ＦＦＵ ３２

β丙内酯灭活剂组 β丙内酯灭活液＋Ｉｍｊｅｃｔ

Ａｌｕｍ １×１０

７
ＦＦＵ ３２

佐剂组 ＤＭＥＭ＋Ｉｍｊｅｃｔ

Ａｌｕｍ １００μＬ １６

空白组 ＤＭＥＭ １００μＬ １６

右后肢肌注

结　果

１　病毒培养与滴度测定

获得高滴度ＳＦＴＳＶ以制备疫苗。使用２％ ＦＢＳ

ＤＭＥＭ培养Ｖｅｒｏ细胞，０．５ＭＯＩ扩增ＳＦＴＳＶ，７２ｈ

收集上清。经间接免疫荧光实验、Ｋａｒｂｅｒ法计算病毒

滴度为２．３７×１０
８
ＦＦＵ／ｍＬ。

２　灭活效果检测

对两种灭活剂灭活的病毒液进行盲传实验，检测

其是否彻底灭活病毒。以鼠源ＳＦＴＳＶＧｃ单克隆抗

体为一抗，ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８山羊抗鼠抗体为二抗，在

盲传培养物中均未检测到特异性荧光（图１）。

图１　灭活效果检测（标尺５０μ犿）

犉犻犵．１　犐狀犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狋犲狊狋（狊犮犪犾犲犫犪狉：５０μ犿）

３　灭活疫苗的安全性评价

观察期内，Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组、β丙内酯灭活剂组、佐

剂组、空白组小鼠体重变化如图２所示。Ｈ２Ｏ２ 灭活

·９０５·
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剂组、β丙内酯灭活剂组小鼠体重均呈增长趋势，与佐

剂组和空白组相比差异无统计学意义（犉＝０．３９１６，犘

＞０．０５），表明灭活疫苗不致病。

图３　中和抗体效价检测（犘＝０．０３４８＜０．０５，狀＝６）

犉犻犵．３　犖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

４　中和抗体水平测定

β丙内酯灭活剂组ＳＦＴＳＶ中和抗体效价均值分

别为１∶６９．３３（２周），１∶２８２．６７（４周），１∶３２０（８

周）。Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组ＳＦＴＳＶ中和抗体效价均值分别

为１∶１８６．６７（２周），１∶４２６．６７（４周），１∶４６９．３３

（８周）。两灭活剂组４周、８周时ＳＦＴＳＶ中和抗体效

价均较高，Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组抗体效价均值在２、４、８周

时均高于β丙内酯灭活剂组（图３）。特异性中和抗体

的产生表明两疫苗具备保护活性，且 Ｈ２Ｏ２ 灭活疫苗

保护性优于β丙内酯灭活疫苗。

ＡＤ　ＳＦＴＳＶ特异性抗体、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ与ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１比值，狀＝５

图４　免疫小鼠血清中犛犉犜犛犞特异性抗体水平

ＡＤ　ＴｈｅｒａｔｉｏｏｆＳＦＴＳＶｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｔｉｂｏｄｙ，ＩｇＧ１，ＩｇＧ２，ａｎｄａｔｏ

ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１，狀＝５

犉犻犵．４　犛犉犜犛犞狊狆犲犮犻犳犻犮犪狀狋犻犫狅犱狔犾犲狏犲犾狊犻狀狊犲狉狌犿狅犳犻犿犿狌狀犻狕犲犱犿犻犮犲

５　结合抗体效价测定

免疫后第２、４、８周，Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组ＳＦＴＳＶ特异

性抗体均值分别为１∶６１６０、１∶３５２０、１∶４８００；β丙

内酯灭活剂组 ＳＦＴＳＶ 特异性Ｉｇ均值分别为１∶

７０４０、１∶４４８０、１∶４１６０（图４Ａ）。免疫后２周，两种灭

活剂组ＳＦＴＳＶ特异性抗体即可达到较高效价并维持

８周以上，表明两种灭活疫苗有高效免疫原性。为确

定免疫小鼠Ｔｈ细胞反应类型，采用ＥＬＩＳＡ法检测小

鼠血清内特异性ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ水平。免疫后第２、４、８

周，Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组小鼠血清中的ＳＦＴＳＶＩｇＧ１平均

水平分别为１∶１１２０、１∶６７２０、１∶３４４０；而β丙内酯

灭活剂组ＳＦＴＳＶ特异性ＩｇＧ１平均水平分别为１∶

１６００、１∶９１２０、１∶６０８０（图４Ｂ）。免疫后第２、４、８周，

Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组小鼠血清中的ＳＦＴＳＶ特异性ＩｇＧ２ａ

平均水平分别为１∶２４０、１∶４６０、１∶１０６０，β丙内酯灭

活剂组小鼠血清中的ＳＦＴＳＶ特异性ＩｇＧ２ａ平均水平

分别为１∶１２８０、１∶３６８０、１∶２４００（图４Ｃ）。在２、４、８

周时，ＩｇＧ２ａ均值均大于ＩｇＧ１均值，免疫反应更倾向

于Ｔｈ２型，表明两种ＳＦＴＳＶ灭活疫苗能够诱导小鼠

产生强大的体液免疫反应（图４Ｄ）。

６　犅细胞募集与活化情况

Ｂ细胞分泌抗体产生免疫效应。图５Ａ为圈门策

略，图５Ｂ为脾脏中表达ＣＤ１９、ＣＤ４０Ｂ细胞的代表性

流式图。Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组ＣＤ１９、ＣＤ４０双阳性Ｂ细胞

平均水平大于β丙内酯灭活剂组，表明 Ｈ２Ｏ２ 灭活剂

组有更多的Ｂ细胞被活化，最高可达１９．１％（图５Ｃ）。

　　Ａ　圈门策略ＢＨ２Ｏ２灭活剂组、β丙内酯灭活剂组ＣＨ２Ｏ２灭活剂

组、β丙内酯灭活剂组　Ｂ　细胞活化水平比较图，狀＝５
图５　代表性流式图与犅细胞活化水平比较

Ａ　ＴｈｅｃｉｒｃｌｅｇａｔｅｓｔｒａｔｅｇｙＢＨ２Ｏ２ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄβ

ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐＣＴｈｅ　Ｂ　ｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＨ２Ｏ２ｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

ｇｒｏｕｐａｎｄβｉｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，狀＝５

犉犻犵．５　犚犲狆狉犲狊犲狀狋犪狋犻狏犲犳犾狅狑犱犻犪犵狉犪犿犮狅犿狆犪狉犲犱狑犻狋犺犅犮犲犾犾

犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀犾犲狏犲犾狊

７　疫苗保护性评价

开展感染保护实验，对ＳＦＴＳＶ灭活疫苗感染保

护效力进行评价。感染后２１ｄ内进行密切观察。空
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白组和佐剂组小鼠感染后出现体重降低（图６）、体温

升高、毛发杂乱、精神萎靡、躯体蜷缩等症状（图７），直

至全部死亡（图８）。β丙内酯灭活剂组、Ｈ２Ｏ２ 灭活剂

组小鼠感染后短暂出现体重降低（图６）、体温升高、食

欲缺乏、毛发凌乱等症状（图７），但较快恢复，且全部

存活（图８）。

图６　感染犛犉犜犛犞后小鼠体重变化图（狀＝８）

犉犻犵．６　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

图７　感染犛犉犜犛犞后小鼠临床症状评分图（狀＝８）

犉犻犵．７　犌狉犾狅狋狊狅犳犮犾犻狀犻犮犪犾狊狔犿狆狋狅犿狊犮狅狉犲狊犻狀犿犻犮犲犪犳狋犲狉犛犉犜犛犞犻狀犳犲犮狋犻狅狀

图８　犛犉犜犛犞感染保护实验生存曲线图（狀＝８）

犉犻犵．８　犛狌狉狏犻狏犪犾狆犾狅狋狊狅犳狋犺犲犛犉犜犛犞犻狀犳犲犮狋犻狅狀狆狉狅狋犲犮狋犻狅狀犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狊

讨　论

在中国首次发现ＳＦＴＳＶ后，越南、韩国和日本等

地也陆续报告了ＳＦＴＳ
［１９－２１］。中国和韩国出现日本

分支的毒株，日本也发现了中国分支的毒株，表明

ＳＦＴＳＶ发生跨区域传播
［２２］。ＳＦＴＳＶ为负链分节段

ＲＮＡ病毒。在共同感染期间，ＳＦＴＳＶ基因组片段发

生交换，当感染单个宿主细胞时，ＳＦＴＳＶ将其他病毒

的基因组片段打包成新生的杂交病毒粒子［２３］。研究

表明ＳＦＴＳＶ发生３个交换基因组片段的现象
［２４－２７］。

遗传信息改变则导致子代病毒致病性、对外环境抵抗

力改变，然而ＳＦＴＳＶ基础和疫苗研究还很有限，目前

普遍认为ＳＦＴＳＶ的血清型只有一种，这为疫苗研究

提供了基础。

灭活疫苗使得传染病疫情防控成为可能。β丙内

酯主要作用于病毒粒子中的核酸而对蛋白质结构的影

响较小［２８］。接种β丙内酯灭活病毒疫苗后可能出现

不良反应，比如过敏反应，１９８６年研究表明β丙内酯

处理同源血清白蛋白引起豚鼠的全身过敏反应，其频

率和严重程度与接种 人白 蛋白的 豚鼠相同［２９］。

Ｍｏｎａｔｈ等
［３０］发现一受试者接受４．８μｇβ丙内酯灭活

黄热病疫苗加强免疫后，出现荨麻疹。目前在美国可

用的人类二倍体细胞中生产的狂犬病疫苗的一些接受

者通常会在加强免疫接种后出现全身过敏反应［２９］。

生产过程中β丙内酯暴露对皮肤、黏膜及眼睛有刺激

作用，且有致癌的潜在风险。β丙内酯对病毒的化学

灭活可以改变抗原特性，并可能破坏其他病毒制剂中

发现的某些表位［３１３２］。β丙内酯性能不稳定，实际生

产时还需考量冷藏问题。

目前关于 Ｈ２Ｏ２ 灭 活病 毒最 先进的方案为

ＨｙｄｒｏＶａｘＩＩ，Ｑｕｉｎｔｅｌ等
［３３３４］报道灭活过程中使用的

Ｈ２Ｏ２ 浓度大幅降低，添加氧化还原活性金属铜（Ｃｕ）

与抗病毒化合物美沙松（ＭＺ）后仍表现出快速的灭活

动力学和对抗原结构的维持。Ｑｕｉｎｔｅｌ等
［３５］灭活了３

种毒株，季节性Ｈ１Ｎ１、Ｈ１Ｎ１大流行（２００９年）和季节

性Ｈ３Ｎ２，室温下浓度低至１％的 Ｈ２Ｏ２ 孵育２ｈ足以

抑制病毒复制，体外测定灭活病毒仍然引起免疫原性

反应。Ｍａｒｚｉ等
［３６］以 Ｈ２Ｏ２ 为灭活剂制备了复制缺陷

型全灭活埃博拉病毒疫苗，在非人灵长类动物中保持

抗原性并具有保护作用。Ｈ２Ｏ２ 灭活西尼罗河病毒疫

苗在年轻和老年小鼠中诱导了强大的中和抗体反应，

抗体介导和ＣＤ８
＋
Ｔ细胞介导的免疫效果显著，可保

护小鼠抵御致命感染［３３］，已有临床前、Ｉ期临床研究数

据发表［１７３７］。

Ｂ细胞承担着关键的体液免疫功能。Ｂ细胞发育

成熟广泛表达ＣＤ１９分子
［３８］。ＣＤ４０信号促进激活和
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增殖［３９］。因此，免疫后２周，Ｈ２Ｏ２ 与β丙内酯灭活剂

组特异性抗体即可达到较高效价。ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１效价

比值反映出免疫反应倾向于体液免疫。免疫后８周

Ｈ２Ｏ２ 与β丙内酯灭活剂组ＳＦＴＳＶ中和抗体效价均

值都达到１∶３００以上。Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组在免疫后２、

４、８周中和抗体效价均值均大于β丙内酯灭活剂组。

此外，流式细胞术测定脾脏中ＣＤ１９、ＣＤ４０双阳性Ｂ

细胞，Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组与β丙内酯灭活剂组都能促进

Ｂ细胞活化，Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组的激活能力更强，这便是

Ｈ２Ｏ２ 灭活剂组抗体水平较高、Ｈ２Ｏ２ 灭活疫苗优于β

丙内酯灭活疫苗的原因。

建立评价候选疫苗有效性的ＳＦＴＳ动物模型对于

开发候选疫苗不可或缺。ＳＦＴＳＶ通过静脉、肌肉、腹

膜或脑内途径感染ＢＡＬＢ／ｃ小鼠不产生免疫应答，但

会引起小鼠血小板和白细胞减少等症状，不会出现严

重的疾病进展与死亡［４０４１］。但该病毒可在Ｉ型干扰素

受体缺陷小鼠（ＩＦＮＡＲ
／）或信号转导和转录激活因子

２缺陷（ＳＴＡＴ２
／）Ｃ５７ＢＬ／６小鼠体内有效复制，并导

致死亡［４０，４２４３］。目前鲜有非人灵长类动物模拟人类病

毒感染的报道。

综上所述，本研究成功制备了以 Ｈ２Ｏ２ 和β丙内

酯为灭活剂的２种新型发热伴血小板减少综合征病毒

灭活疫苗，疫苗具有良好的安全性，动物免疫实验发现

两种疫苗均能诱导小鼠产生强烈的体液免疫应答，并

且 Ｈ２Ｏ２ 作为灭活剂优势显著，为ＳＦＴＳＶ灭活疫苗

的制备以及优越的灭活剂的选择提供了依据。
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