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摘要: 肠道病毒 71型 ( EV71),可引起手足口病 (H FMD)和严重神经系统疾病。近年来, 在世界多个国家和地区报道了 EV71

的爆发。由于目前缺乏有效的抗病毒药物,因此研制有效的疫苗是控制 EV71流行最为有效的策略。近年来很多报道显示在

EV71疫苗研究上取得了重要进展,本文以此为重点概括了 EV71灭活疫苗、重组疫苗、DNA疫苗、多肽疫苗、减毒活疫苗等以

及动物模型方面的研究进展。
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Abstract: Enterov irus 71 ( EV 71) is known to be a causative agent of hand- foot- mou th disease (HFMD ) and

severe neuro log ical complications. M any EV71 outbreaks have been reported in different reg ions of the world. Due

to the lack of an effective antiv iralagen,t prim ary prevention o f the disease, including the deve lopment o f effective

vaccines, has been the top priority in term s of contro l strategies. Recent ly, many reports indica ted lo ts o f important

progression is acqu ired. In th is article, w e review ed the prog ression of EV71 an imalmodel and vacc ines wh ich in-

cluded inactivat ion vaccine, recomb inant vaccine, DNA vacc ine, po lypeptide vaccine and live attenuated vaccine.
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Enterov irus71( EV71)属小 RNA病毒科肠道病

毒属, 引起手足口病 (H and, Foot andM outh D isease,

HFMD)和中枢神经系统疾病,为危害程度仅次于脊

髓灰质炎病毒的嗜神经性肠道病毒。EV71病毒颗

粒呈球形, 无包膜, 衣壳为正 20面体对称,由 60个

相同的亚单位构成, 每个亚单位均包含 VP1~ VP4

四种结构蛋白, 其中 VP1~ VP3暴露在病毒颗粒表

面。EV71所致的中枢神经系统疾病多发于 5岁以

下儿童,引起中枢神经系统感染合并心肺衰竭,易导

致患儿神经系统发育迟缓和认知功能减退。自台湾

地区 1998年 HFMD大流行后 EV71疫苗的研究受

到人们重视,但到目前为止的研究均处于临床前研

究阶段,本文针对疫苗研制的进展以及需考虑的要

点进行综述。

1 毒株和细胞基质的选择

选择适宜的毒株对开发成功的疫苗十分重要。

自 1974年 Schm idt等确认 EV 71病毒为一种新的肠

道病毒 (A型: BrC r)后, 研究发现, 除中国大陆地区

外, 同一地区不同时间流行的 EV71均出现基因型

转换, 如美国由 1969流行的 A型转换为 1970 ~

1988年间的 B型; 马来西亚由 1997年间流行的 B3

和 B4型,转换为 2000年的 C1和 B4型; 而台湾地

区则 1998年流行 C2 /B4 /C4型, 1999 - 2003年为

B4型、2004- 2005年 C4型、2006年 C5型、2007年

的 C5 /B5型,到 2008年流行为 B5型。我国自 1998

- 2008年间流行的毒株为 C4型, 是否在今后的流

行中发生基因转化,对研制疫苗具有重要意义。

研究表明, EV71和 CA16间呈现部分交叉反

应
[ 1]
, EV71除与 CA16的膜蛋白序列具有高度同源

性外,与肠道病毒 A种的其它病毒间也存在较高的氨

基酸同源性。不同毒株的 EV71间也呈现部分交叉

反应
[ 2]
,但目前缺乏系统的研究报道。EV71疫苗免
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疫后产生的抗体可对 CA16等肠道病毒的感染提供

保护,但该类肠道病毒抗体在机体内的重组也同样可

能干扰 EV71疫苗预防 EV71病毒感染的效果。

V ero细胞和人 2BSKMP17细胞为多种商品化人

用疫苗的细胞基质, 可用于 EV71疫苗的研究和生

产。由于该种疫苗应用的主要目标人群为 5岁以下

儿童, 加强对 V ero细胞的残留 DNA和杂蛋白的控

制尤为重要,应在建立经验证的敏感方法的基础上,

制定严格的限量标准。

2 疫苗种类选择

211 灭活疫苗  2001年Wu等
[ 3]
比较了 10Lg /剂

的热灭活疫苗、100Lg /剂的 VP1 DNA疫苗和 10Lg /

剂的 VP1重组疫苗免疫怀孕前的小鼠,母传抗体均

具有保护 EV71攻击的效果, 但灭活疫苗的效力最

好,灭活疫苗组的新生小鼠对 2300LD50量病毒攻击

的保护效果为 80% , 亚单位疫苗和 DNA疫苗组的

新生小鼠对 230LD50量病毒攻击的保护效果分别为

80%和 40%。

212 重组疫苗 重组 VP1蛋白疫苗 ( 10Lg /剂 )可

以诱导产生四个亚型的 IgG抗体和 T辅助细胞反

应,抗体被动免疫新生小鼠中和活性,但保护效果低

于灭活疫苗
[ 3]
。利用应用昆虫细胞 SF - 9共同表

达 EV71的 P1和 3CD蛋白, 可形成病毒样颗粒

(VLP)疫苗
[ 5]
,免疫效果优于经变性处理的 VLP和

热灭活的 EV71病毒,对新生小鼠保护效果更好,产

生的中和抗体滴度更高
[ 6]
, 表明保持病毒的空间结

构对提高疫苗的免疫效力具有至关重要的作用,但

其纯化和收率是研制的瓶颈。

213 DNA疫苗 构建 pVAX I重组 VP1的 DNA疫

苗免疫小鼠,第一针即可诱导产生抗 - VP1抗体,抗

体在体外 Vero细胞上具有中和 EV71的作用, 但第

二针出现抗体水平下降
[ 7]
。与灭活疫苗和 VP1亚

单位疫苗相比 DNA疫苗的免疫效果稍差
[ 3]
,应该在

提高 DNA疫苗的体内表达水平和疫苗免疫原性方

面进行更多尝试。

214 多肽疫苗 VP1蛋白的 SP55( 163- 177)和

SP70( 208- 222)多肽与全病毒免疫小鼠可产生同

样滴度特异的 IgG抗体,且在细胞培养中表现中和

活性
[ 2]
, 进一步的研究表明

[ 8]
, 来自 B4亚型 SP70

诱生的抗 - SP70抗血清 1: 32滴度被动免疫 1日龄

新生小鼠,可保护 1000TC ID50致死剂量同亚型和不

同亚型病毒 ( B2、B5、C2、C4)的攻击, 保护率为 70%

以上, 但低于全病毒免疫小鼠产生的抗 EV71抗血

清的保护水平和保护率。 1: 16和 1: 8滴度的抗 -

SP70抗血清的保护率分别下降至 50%和 20%。多

肽诱导产生的主要是针对 B细胞表位的 Th2类免

疫应答, 如联合新型佐剂, 或增加 T细胞表位可能

会更有发展前景。

215 减毒活疫苗 将脊髓灰质炎病毒 Sab in疫苗

株的温度敏感突变位点引入 EV 71 BrC r株基因组,

构建的减毒株感染猕猴后仅出现轻度的神经系统症

状
[ 9]
。其后研究显示, EV71( S1 - 3. )接种的猕猴

血清对 EV71不同基因型具有广谱的中和作用
[ 10]

,

对同 A基因型病毒的中和活性最高, 对 C2亚型最

低。在转基因鼠模型的研究同样标明了引入 Sab in

的减毒疫苗的基因变异可以降低毒力
[ 11 ]

,但减毒效

果仍需进行深入研究。

3 抗原性、免疫性

研究认为 VP1区域是为 EV71病毒的主要保护

性中和位点区域
[ 3, 6]

, 为 EV71病毒的分型
[ 12, 13]

, 重

组和 DNA疫苗的设计以及诊断试剂主要关注的区

域
[ 3, 5, 7, 8, 14, 15]

。除有研究应用覆盖 VP1区域的 95

条合成多肽,免疫小鼠获得血清, 得到具有中和效果

的 SP55和 SP70多肽
[ 2, 8]

, SP31- SP33( 91- 111)为

EV71病毒特异性多肽
[ 15]
等研究外, 目前尚无 VP1

以及 VP2 \VP3区域体液免疫抗原谱的研究报道, 而

VP2和 VP3作为病毒的表面抗原在诱导免疫应答

中的作用也不容忽视;在细胞免疫位点方面,有研究

首先利用 ProPred运算模型预测了 VP1的 3个可能

的 CD4
+
T细胞表位, 经过试验证实 145 - 159为

CD4
+
T细胞表位

[ 16]
。应开展对不同种类 EV71疫

苗诱导动物单核淋巴细胞 (MNC )和 CD8细胞的研

究, 探讨 EV 71结构蛋白不同区段的抗原性和免疫

原性,为疫苗的研发提供基础。

4 动物模型

新生小鼠模型: 用 1000TC ID50剂量腹腔注射 1

日龄新生小鼠,感染后 11天内小鼠死亡,攻击 4日

龄小鼠感染后 16天死亡,攻击 7和 10日龄小鼠, 在

感染后 21天的存活率为 60%和 90% ,攻击 14日龄

小鼠,观察期内未见死亡
[ 8 ]
。可见新生小鼠模型,

用于疫苗效力评价的时间在 7日内最为显著, 时间

较短。利用新生小鼠可感染 EV71致死, 通过接种

疫苗之后受孕的方式,使新生小鼠获得保护性母传

抗体,再进行病毒攻击, 可作为评价疫苗的保护效果

一种方式,是否可类推尚需进一步研究,国内已有一

家单位正采用该方法进行评价。有研究经腹腔攻

毒, 然后从脑组织分离 1代病毒,经过 4次反复传代

的病毒 MP4具有更强的毒力
[ 17]

, 经口服途径感染
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小鼠可以模仿自然感染过程,早期感染小鼠出现皮

疹,晚期出现后肢瘫痪等神经系统症状
[ 18]
。

转基因鼠模型: 日本学者研究
[ 11]
建立的非肥胖

型糖尿病 /重度联合免疫缺陷转基因鼠 ( NOD /

SC ID)模型用来评价减毒毒株的毒力, 因其抗 -

EV71体产生缺陷,可将小鼠的感染时间延长至 1月

以上, 而且具有更广泛的组织特异性, 可用来研究

PV1( Sab in)的减毒决定因素在 EV71病毒的协同减

毒作用。VP1 G145E点突变是 NOD /SC ID小鼠适

应必需的。

猕猴:可通过皮下或脊髓接种的方式感染 EV71

病毒并出现典型的神经系统症状, 用于安评和保护

效果验证,但应用受限,适应于毒种研究
[ 9, 10]
。

5 展望

由于 EV71病毒的病原学、流行病学、致病机制

和免疫机制等基础研究较为薄弱, 且缺乏可靠的动

物模型, 长期以来 EV71疫苗的研制进展缓慢。

2008年我国将 FMHD列入丙类传染病管理后, 疫苗

的研制得到了国家和研发部门的重视, 多家单位在

加速研制疫苗,其中灭活疫苗可望几年内进入临床。

在疫苗研发中,应重点考虑以下几点:

( 1)加强分子流行病学和血清流行病学的调查

和疾病的监测,明确我国流行的毒株和转化趋势,阐

明不同毒株间及与 CA16等肠道病毒的交叉保护反

应,获得高免疫原性、且遗传稳定性好的疫苗生产

株;

( 2)按新药申报的相关规范进行毒种、细胞 3

级种子库建立和检定;

( 3)建立经验证的疫苗制备工艺, 在疫苗生产

工艺的各个环节和步骤中的产品均应建立相应的监

控标准,并应制备参考品保证产品的质量的稳定性;

( 4)建立 EV71疫苗的病毒鉴别、效力检验等项

目的检验方法和标准,并提供验证数据;

( 5)疫苗的生产过程中, 不应添加抗生素和防

腐剂。
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