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摘　要:狂犬病(Rabies)是由狂犬病毒(Rabiesvirus)引起的一种人兽共患病.人一旦发病致死率几乎１００％.目前预防

狂犬病的人用疫苗为狂犬病毒灭活疫苗.随着基因工程技术的进步,新一代以狂犬病毒 G蛋白(Glycoprotein)为免疫原的疫

苗在开发中,包括不同表达系统的 G蛋白亚单位疫苗,G蛋白 DNA疫苗,G蛋白病毒载体疫苗等.同时本文还探讨了未来可

能取代狂犬病免疫球蛋白的被动免疫制剂(单克隆抗体)的研发进展.
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Abstract:Rabiesisazoonoticdiseasecausedbyrabiesvirus．Rabiesvirusinfectionhasanear１００％casefatalityratefolＧ
lowingtheonsetofclinicaldisease．Currently,vaccinesusedforrabiespreventioninhumanareoriginatedfrominactivatedrabiＧ
esvirus．Withrapiddevelopmentofgeneengineeringtechnology,newgenerationrabiesvaccinesusingviralGprotein(GlycoＧ
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　　狂犬病是由狂犬病毒引起的人兽共患疾病(由
动物传播到人类的疾病).狂犬病毒感染家畜和野

生动物,发病的动物通过咬伤或抓伤,将唾液中的病

毒传播至人.除南极洲外,其他各洲都存在狂犬病,
但９５％以上的人类死亡病例发生在亚洲和非洲.
欧美发达国家以野生动物狂犬病为主.近３０年来

我国狂犬病例发病数最低的一年是１９９６年(１５９
例),此后逐年上升至２００７年的３３００例,而后逐年

下降,２０１５年病例数为８０１例[１].我国计划于２０２５
年消灭人狂犬病.目前,主动与被动免疫接种仍是

控制狂犬病的最有效手段,本文就两类免疫制剂的

研究现状与进展进行了综述.

１　狂犬病毒简介和狂犬病主动被动预防措施

狂犬病毒(Rabiesvirus,RV)属于弹状病毒科

(Rhabdoviridae)狂犬病毒属(Lyssavirus).外形呈

弹状,核衣壳呈螺旋对称,表面具有包膜,内含有单

链RNA.
狂犬病毒含有 ５ 种主要蛋白(L、N、G、P 和

M),L蛋白(Largeprotein)具有转录作用;N 蛋白

(Nucleoprotein)是核衣壳蛋白,为组成病毒粒子的

主要核蛋白,其包裹着狂犬病毒的 RNA 基因组;P
蛋白(Phosphoprotein)和病毒复制、包装及逃逸机

体免疫反应有关;G蛋白(Glycoprotein)是构成病毒
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表面刺突的糖蛋白,是狂犬病病毒与细胞受体结合

的结构,在狂犬病毒致病与免疫中起着关键作用;M
(Matrixprotein)蛋白是病毒的基质蛋白.

图１　狂犬病毒基本结构

Fig．１　Structureofrabiesvirus

狂犬病毒暴露前可以预防性接种狂犬病疫苗,
通过主动免疫机制刺激机体产生抗狂犬病毒抗体.
狂犬病 毒 暴 露 等 级 根 据 世 界 卫 生 组 织 (World
HealthOrganization,WHO)动物接触分类标准可

分为:Ⅰ类接触(触摸或饲养动物,或被动物舔舐完

整的皮肤),Ⅱ类接触(造成轻微破损或无出血的轻

微擦伤皮肤),Ⅲ类接触(穿透性的皮肤咬伤或抓伤,
或粘膜污染).

疑似狂犬病动物抓伤或咬伤(Ⅱ类和Ⅲ类接触)
后的正确处理为:肥皂水彻底清洗伤口并及时注射

狂犬病疫苗(Ⅱ类接触)或同时注射狂犬病疫苗和狂

犬病免疫球蛋白(Ⅲ类接触).

２　人用狂犬病疫苗现状和研发进展

狂犬病疫苗免疫后可以刺激机体产生抗病毒中

和抗体,激活 T淋巴辅助细胞及细胞毒性 T细胞,
保护动物免受病毒感染.我国每年接种 １２００－
１５００万剂次的狂犬病疫苗,为全世界接种狂犬病疫

苗最多的国家.最早期的狂犬病疫苗是在动物的神

经组织中生产,采用的是干燥法灭活病毒法.后来

的Semple疫苗采用化学灭活法(酚灭活),需要连

续接种１４－２１针[２].虽然价格相对于细胞培养法

生产的疫苗便宜,但接种次数太多且副作用大,

WHO不推荐使用,我国已于１９９１年开始禁用神经

组织疫苗.１９５５年左右开始由鸟类动物胚胎生产

狂犬病疫苗(如鸭胚胎).通过多轮的密度梯度离心

去除非病毒脂质成分,并以 β丙内酯灭活病毒.

１９６７年开发了人类二倍体细胞(Thehumandiploid
cellvaccine,HDCV).１９７０年代末开始又逐步开

发了不同细胞培养系统生产的疫苗,如地鼠肾细胞、
狗肾细胞、鸡胚细胞和 Vero细胞等[３].目前国内

生产的疫苗主要来源于 Vero细胞培养,其次为人

二倍体细胞和地鼠肾细胞.
细胞中生产病毒的成本高,生产过程中有风险,

贮存和运输需要低温.目前的狂犬病疫苗接种次数

仍然偏多,尤其是对于暴露后的接种,需要尽可能少

的接种次数且能充分诱导机体产生足量保护性抗

体.基于减少狂犬病疫苗接种次数,价格及提高疫

苗接种普及率和接种者依从性等方面的考虑,目前

仍然有必要研发更为廉价、免疫原性更强和注射次

数少的下一代狂犬病疫苗.
天然 G蛋白在狂犬病毒包膜上为三聚体结构.

G蛋白需要胞外区、跨膜区和胞内区同时表达方能

形成具有正确空间结构的三聚体.正确折叠和糖基

化修饰后,G蛋白具有充分的免疫原性,可诱发机体

的体液免疫和细胞免疫.G蛋白也可以在感染细胞

内表达并被转运至细胞膜上.有效的抗体不但可以

中和并清除狂犬病毒,其还可以通过抗体依赖性细

胞毒作用(antibodyＧdependentcellularcytotoxiciＧ
ty,ADCC)和补体依赖的细胞毒作用(complementＧ
dependentcytotoxicity,CDC)清 除 被 感 染 的 细

胞[４Ｇ５].因此以 G蛋白为抗原的疫苗是下一代疫苗

研发的方向.但膜蛋白纯化困难,纯化过程中很难

保持正确空间结构,一旦空间结构破坏即失去部分

空间表位,免疫原性降低.

包括一个跨膜区,一个胞外区,一个胞内区,其中五个免疫原性

区域(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ和a)位于胞外区.

图２　狂犬病毒G蛋白的结构示意图

Fig．２　Structureofrabiesvirusglycoprotein(Gprotein)

以下几种系统曾经被尝试用于表达和纯化 G
蛋白.

２．１　大肠杆菌表达系统　大肠杆菌表达系统技术

成熟且重组蛋白产量高,但表达的 G 蛋白非可溶

性,没有翻译后修饰如糖基化修饰.因此 G蛋白不

能正确折叠形成正确的空间结构,蛋白免疫原性差,
不能作为抗原激发机体产生足够强度中和抗体[６].
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２．２　直接从培养的狂犬病毒中纯化　狂犬病毒培

养生产工艺繁琐,对生物安全要求高,相对于减毒疫

苗和灭活疫苗多了一步 G蛋白纯化步骤,大幅增加

成本.尽管纯化的 G蛋白具有较好的免疫原性,但
因为成本过高而没有推广应用价值[７Ｇ８].

２．３　昆虫细胞表达系统　昆虫细胞Sf９表达的 G
蛋白会被分泌到细胞膜上,一般会形成正确的三维

结构并具有类似的生物学活性.可能由于翻译后修

饰机制不同,Sf９细胞表达的 G 蛋白分子量较哺乳

动物细胞表达的小.通过将表达 G 蛋白的细胞或

细胞裂解物作为免疫原免疫小鼠,可以产生中和抗

体.但 G蛋白纯化提取工作繁琐,成本高,限制了

其推广应用[９Ｇ１１].黑腹果蝇S２细胞也被用来作为

宿主细胞表达 G蛋白,表达 G 蛋白的S２细胞裂解

物免疫小鼠可以诱导产生保护性抗体[１２].有学者

应用生物反应器培养S２细胞来表达 G 蛋白,并就

生物反应器的S２细胞培养工艺进行了多方面优化,
但依然面临免 G蛋白的提取纯化问题,期待后续能

够在蛋白提取工艺上有所突破[１３Ｇ１５].

２．４　酵母细胞表达系统　酵母细胞是一种经济高

效的真核蛋白表达系统,可以成功实现胞内表达或

分泌表达,成本低廉,培养条件要求不高,适宜工业

放大.尽管酵母系统有以上诸多优点,但表达的 G
蛋白不能正确折叠,并有可能形成异常多聚体,此外

酵母的高甘露糖糖基化修饰不利于 G 蛋白的稳定

并对蛋白免疫原性有影响,动物实验显示酵母细胞

表达的 G蛋白能够在被免疫的小鼠中产生中和抗

体,但仅仅能保护肌肉内注射的毒株攻击,不能保护

大脑内注射的毒株攻击[１６Ｇ１７].基于以上原因,酵母

不适合作为 G蛋白表达系统.

２．５　转基因植物表达　在植物如西红柿中、烟叶和

玉米中表达抗原蛋白具有生产成本低、物流成本低、
给药方便等优势.植物中的 G 蛋白可经过进食在

小鼠体内产生保护性免疫反应.植物表达系统的以

下缺点限制了其大规模推广应用:１)剂量不好衡

量,尤其是对于暴露后的免疫;２)烹饪方式差异、进
食咀嚼方式差异、消化道微环境和pH 值差异影响

了抗原蛋白的降解和接触免疫系统的机会;３)该类

型抗原蛋白在人体中是否能够引起有效的免疫反应

尚无实验结论[１８Ｇ２０].

２．６　哺乳动物细胞表达　哺乳动物细胞表达的 G
蛋白具有正确的翻译后修饰和折叠,免疫原性好.
但 G蛋白提取时常用的去污剂是 TritonXＧ１００,这
会造成 G蛋白变性.从细胞膜上提取 G蛋白比从

病毒中提取过程要繁琐许多.此外,和可溶性蛋白

相比较,膜蛋白的产量低.有报道称在 MDBK细胞

中表达了可溶性的 G蛋白的胞外区,但因为没有跨

膜区域协助蛋白正确折叠,所表达的蛋白免疫原性

弱,其表达的可溶性蛋白仅可用于诊断研究[２１].
悬浮培养的中国仓鼠卵巢细胞(ChinesehamＧ

sterovarycells,CHO)可达到很高的细胞密度(１
－３×１０７/mL),培养体系可达到２０００－１００００L,
蛋白产量高,且翻译后修饰如糖基化类似于人体细

胞,蛋白活性好,被广泛用于表达各种治疗性蛋白如

单克隆抗体等.有研究采用CHO表达了可溶性的

G蛋白胞外区,但仅表达可溶性的胞外区不能形成

有强免疫原性的三聚体结构[２２].CHO 细胞表达 G
蛋白目前主要用于 G蛋白糖基化研究[２３Ｇ２６].

除了利用上述不同系统表达和纯化 G蛋白外,
将 G蛋白基因导入接种者体内使其在接种者体内

表达 G蛋白也是狂犬疫苗的一个发展方向.

２．７　核酸疫苗

２．７．１　DNA 疫苗 　 将含有 G 蛋白基因的质粒

DNA通过鼻腔灌注、肌肉注射、皮下注射及基因枪

等途径导入实验动物细胞内,表达的 G蛋白可在兔

子、猫、狗、小鼠和猕猴体内诱导免疫反应,产生中和

抗体[２７Ｇ３０].

２．７．２　RNA疫苗　用含有狂犬病毒 G蛋白基因的

RNA作为疫苗免疫小鼠,小鼠产生的体液免疫和细

胞免疫反应类似于DNA疫苗[３１].
虽然核酸疫苗具有生产成本低、易于运输和保

存等优点,但有整合入接种者基因组的风险(DNA
疫苗)及产生免疫反应所需时间长、免疫反应较弱等

缺点,不能用于狂犬病毒暴露后免疫,暴露前预防性

接种的优势也不大,以上诸多原因限制了其应用.

２．８　利用病毒载体在被免疫动物体内表达 G蛋白

　利用病毒载体在动物体内表达 G 蛋白以激发机

体的细胞和体液免疫是具有前景的方法[３２].病毒

载体疫苗已在欧美发达国家野生动物狂犬病控制中

得到广泛应用且效果显著.病毒载体基因组中含有

G蛋白基因,可在接种者体内表达 G 蛋白,但病毒

载体疫苗的一个缺点是:接种者体内如业已存在抗

病毒载体抗体会抑制病毒载体的感染复制和 G 蛋

白抗原的表达.

２．８．１　 痘病毒载体 (Poxvirus)疫苗 　 痘苗病毒

(Vaccinia)是痘病毒的一种.减毒痘病毒狂犬病疫

苗已经被欧洲和美国用于免疫动物如红狐狸、浣熊、
郊狼、臭鼬等,有效地降低了狂犬病在上述野生动物

中的发病率.减毒的痘苗病毒安卡拉株(Modified
vacciniavirusAnkara,MVA)在大部分细胞中不能
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复制,人体对其免疫耐受性好于普通痘苗病毒.但

以 MVA为载体的 G 蛋白疫苗在小鼠中的免疫原

性不及普通痘苗病毒疫苗强[３３].痘苗病毒载体疫

苗因为不能完全减毒且在诱导 T 细胞免疫方面的

能力较弱因而人群中应用的前景不大.

２．８．２　腺病毒(Adenovirus,Ad)载体疫苗　腺病

毒能感染人的呼吸道、消化道、尿道、膀胱和眼等组

织和器官,其基因不能整合入人体基因组,没有潜在

的致癌能力,安全性也已经得到认证[３４Ｇ３５].
其中人腺病毒５型(AdenovirushumanseroＧ

type５,AdHu５)载体疫苗使用的 AdHu５删除了

E１基因,是一种复制缺陷型病毒.AdHu５诱导的

体液免疫和细胞免疫水平远远高于痘苗病毒和

DNA病毒.因病毒不能复制,减少了其在免疫缺陷

人群中应用的风险.但因普通人群 AdHu５抗体阳

性率较高,限制了其应用[３６Ｇ３７].
采用黑猩猩腺病毒(AdenovirusChimpanzeeＧ

DerivedSerotypes,AdC)载体构建的疫苗因人群中

普遍不含抗 AdC抗体,表达 G蛋白的 AdC在经肌

肉注射、口腔或鼻腔免疫小鼠一次后可产生持久保

护性抗体[３８Ｇ３９].目前,基于 AdC３的 Ebola疫苗已

经完成一期临床试验,受试者肌肉注射疫苗一次,耐
受性良好且产生的抗体可以持续到接种后４８周,二
期临床试验在进行中[４０Ｇ４１].鉴于 EbolaAdC病毒

疫苗的临床研究结果,狂犬病 AdC疫苗前景乐观.
综上所述,G蛋白提取困难导致其成本居高不

下,G蛋白亚单位疫苗目前不具备大规模推广应用

条件.病毒载体疫苗尤其腺病毒载体安全、有效、经
济、使用方便,是下一代人狂犬病疫苗的发展方向.

３　狂犬病被动免疫制剂现状和研发进展

３．１　狂犬病免疫球蛋白　狂犬病疫苗注射到产生

有效抗体需要１４d左右时间,在产生有效抗体前的

约２周的窗口期需要狂犬病被动免疫制剂如狂犬病

免疫球蛋白来中和伤口附近可能存在的狂犬病毒.
狂犬病免疫球蛋白注射后能够立即中和伤口局部的

大部分病毒,阻止病毒扩散并侵入神经系统.狂犬

病免疫球蛋白的半衰期为１４~２１d,可为疫苗诱发

主动免疫赢得时间.狂犬病被动免疫制剂和疫苗联

合应用,可以最大限度地预防狂犬病发生.
目前市场上的狂犬病免疫球蛋白有两种.

３．１．１　马源狂犬病免疫球蛋白(EquinerabiesimＧ
munoglobulin,ERIG)　狂犬病毒免疫马匹采集血

浆,经胃酶消化后,用硫酸胺盐析法制得的液体或冻

干的免疫球蛋白制剂.因属于异源性蛋白,注射后

过敏反应多见,程度轻重不一,严重者可致人死亡.

３．１．２　人源狂犬病免疫球蛋白(HumanrabiesimＧ
munoglobulin,HRIG)　先用乙型肝炎疫苗免疫健

康人后再经人用狂犬病疫苗免疫获得血浆,经提取、
灭活病毒制成人抗狂犬病毒免疫球蛋白.缺点是来

源有限,价格昂贵.一般无不良反应,少数人有红

肿、疼痛感,无需特殊处理,可自行恢复.

ERIG和 HRIG供应量有限,价格偏高,在狂犬

病呈地方性流行的不发达地区难以普及.且疫苗联

合 HRIG或ERIG应用并不能保护所有狂犬病毒属

血清型的感染[４２Ｇ４３].

３．２　狂犬病毒单克隆中和抗体(monoclonalantiＧ
body,mAb)　特异性的单克隆抗体相较于狂犬病

免疫球蛋白,具有安全性好,特异性强,用量小,成本

低,可大量生产等优点.效果与 HRIG 近似,适用

于暴露后治疗,临床应用前景广阔.一个单克隆抗

体只能识别一个抗原表位,因此一般将数个单克隆

抗体混合使用[４４].WHO 推荐开发抗狂犬病 G 蛋

白的单克隆抗体并且使用多个抗体的混合制剂以替

代现有的 HRIG或ERIG[４５].
国内外目前处于开发阶段的抗狂犬病毒单克隆

抗体有:

３．２．１　MassBiologics和印度血清研究所(Serumof
InstituteofIndia)共同开发的RAB１(I７C７),该单克

隆抗体的表达细胞是CHO,结合的抗原表位在胞外

区免疫原性区域III[４６Ｇ４７].该单抗虽不能结合狂犬

病毒所有血清型的 G蛋白[４８],但对绝大多数已知的

狂犬病毒血清型中和效果良好,目前印度正在进行

二期与三期临床试验.

３．２．２　CrucellHollandBV开发的CL１８４(CR５７和

CR４０９８两个单抗的混合制剂,两个单抗结合表位

分别位于免疫原性区域I和III),表达细胞为 Per．
C６.虽然两种抗体联合使用可以结合绝大部分狂

犬病毒株,但因抗体不能结合中和所有狂犬病毒毒

株而暂时终止二期临床试验[４９Ｇ５１].考虑到不同区域

狂犬病毒流行株的差异,该单克隆抗体混合制剂依

然有巨大的开发价值.

３．２．３　RVC２０和 RVC５８(分别结合位于免疫原性

区域I和III的表位)为新报道的抗狂犬病毒 G 蛋

白单克隆抗体,表达细胞为 Per．C６,可以中和所有

３５种狂犬病毒,效果优于CR５７,CR４０９８和 RAB１,
目前处于临床研究前期[５２].

３．２．４　SYN０２３(CTB０１１和CTB０１２两个单抗的混

合制剂)是另一组新报道的人源化抗狂犬病毒 G蛋

白单抗混合物,和 HRIG 在动物中的保护效果相
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当.表达细胞为CHOＧDG４４,动物试验中接种剂量

０．０３mg/kg即可达到保护效果.CTB０１１结合表位

为免疫原性区域III和其附近区域,CTB０１１结合表

位为多个不连续的保守的氨基酸形成的空间表位,
不属于已经报道的 G 蛋白免疫原性区域.初步研

究表明SYN０２３可以中和中国流行的１５株狂犬病

毒毒株和北美地区流行的１２株狂犬病毒株,目前处

于临床研究前期[５３].

３．２．５　我国目前在人源抗狂犬病毒 G 蛋白单克隆

抗体(mAb)的研究已处于世界前列.国内多家学

术科研机构报道了抗狂犬病毒 G 蛋白单克隆抗体

的制备、鉴定及中和作用效果[５４Ｇ５６].其中,华北制药

集团从２００３年开始进行人源化抗狂犬病毒单克隆

抗体(NM５７)的研发工作,已得到了高水平表达工

程细胞株,对制备得到的 HuMAbs纯品进行了充分

鉴定,用狂犬病毒标准攻击毒株(CVS)以及中国有

代表性的街毒株进行了中和试验,结果显示 NM５７
对狂犬病毒有明确的中和作用.同时,在街毒株的

攻 击 实 验 中,显 示 了 优 于 市 售 HRIG 的 保 护

率[５７Ｇ５８].NM５７为 CHO 细胞表达的单克隆抗体,
与CrucellHollandBV 开发的 CR５７(表达系统为

Per．C６细胞)一样源于单克隆抗体SO５７株(表达系

统为BSR细胞),NM５７的中和靶位为狂犬病毒 G
蛋白高度保守的免疫原性区域I[５８Ｇ６０],NM５７已于

２０１３年完成一期临床试验,安全性良好[６１].２０１６
年底已完成二期临床试验,抗体特异性好,注射所需

量约为１mg/人份,用量约为血源抗狂犬病免疫球

蛋白的千分之一,预计可以显著压缩价格至传统

HRIG的１/３.虽然其不能保护所有的狂犬病毒株

感染,但针对中国的狂犬病毒流行株,是可以起到有

效保护作用的.该单克隆抗体的上市后必定会对我

国狂犬病防治产生重大正面促进作用.

４　结　语

发达国家已基本消除人和家养宠物的狂犬病,
将狂犬病预防重心转移到野生动物上,并取得了显

著成果.尽管现有的狂犬病毒灭活疫苗需要暴露前

注射３针,暴露后需要注射４~５针,但在发达国家

狂犬病极其罕见,市场需求少,疫苗公司缺乏动力研

发新型疫苗.对于经济落后国家,更为简便经济的

疫苗仍存在很大需求.
对于暴露前的大规模预防接种尤其需要这种疫

苗具有绝对的安全性、经济性以及免疫的持久性,腺
病毒载体疫苗尤其是黑猩猩腺病毒载体疫苗可以满

足这方面的要求.对于暴露后接种,需要疫苗能够

在尽量短的时间内诱发机体的免疫反应.这种情况

下DNA疫苗因为诱导免疫反应所需时间长,不是

好的选择.可以选择已有的灭活病毒疫苗或病毒载

体疫苗结合狂犬病毒免疫球蛋白或单克隆中和抗

体.相信随着研发的进展,基于狂犬病毒 G蛋白的

更为廉价方便的疫苗会在不久的将来会问世.
对于可能替代狂犬病毒抗血清的单克隆抗体,

虽然其对生产技术要求高,但其优点不言而喻,可大

规模生产降低成本,批次间效价的差异小,可以做成

干粉,方便运输和贮存,提高保存期且更容易在偏远

地区运用.狂犬病毒抗血清不能提供１００％的保

护,狂犬病毒单克隆抗体也存在同样问题.目前在

研的单克隆抗体,其结合的表位均位于相对保守的

区域.单个抗体不能中和所有毒株,会有免疫逃逸

株出现[４９Ｇ５１].WHO 推荐使用混合制剂,将两种或

两种以上识别不同表位的抗体联合使用.混合制剂

具有以下特点:高效价,识别 G 蛋白上不同的无重

合区域的表位,能中和尽可能多的毒株,可以显著减

少或消除免疫逃逸毒株.
对于在中国和印度进行临床试验的单个单克隆

抗体制剂,无疑存在免疫逃逸株的问题,但考虑到中

印两国狂犬病毒流行株的流行情况,其使用是可以

达到中和当地流行的毒株目的.单一抗体制剂的生

产工艺和成本较两种或两种以上抗体混合制剂要

低.相对于 HRIG或 ERIG 的昂贵及短缺,其在中

印这两个狂犬病高发国家控制和减低暴露后风险还

是有意义的.当然以后的发展方向还是混合制剂.
随着时间的推进仍有可能会产生由基因突变和

基因交换而来的新免疫逃逸株.就此问题需要结合

狂犬病毒流行株分子流行病学上的监控数据,针对

狂犬病毒流行株的变异情况,不断更新单克隆抗体

混合制剂,提高抗体的保护范围,减少免疫逃逸株的

出现.
随着新一代狂犬病疫苗以及狂犬病毒单克隆抗

体的研发和应用,有信心期待２０２５在中国消灭人狂

犬病,进而消灭家养宠物狂犬病并有效控制野生食

肉动物狂犬病.
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