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摘　要:狂犬病病毒糖蛋白(RVGP)是唯一暴露于病毒颗粒表面的抗原,能够诱导宿主产生中和抗体,也是唯一存在于

所有新型狂犬病疫苗中的病毒成分.本文综述了国内外学者利用原核系统,以及包括酵母系统、植物系统、昆虫细胞系统在

内的真核系统和哺乳动物细胞系统、病毒载体系统来表达具有免疫原性的重组狂犬病病毒糖蛋白(rRVGP),并对其与天然

RVGP在结构和激发机体免疫反应方面的相似性进行的相关研究,为狂犬病基因工程新型疫苗提供研究思路.
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１　狂犬病病毒(RV)及其G蛋白(RVGP)
狂犬病病毒(Rabiesvirus,RV)属于弹状病毒

科(Rhabdoviridae)狂犬病毒属 (Lyssavirus),是一

种具有包膜的单链负股 RNA 病毒,它携带有５种

结构蛋白:核蛋白、磷蛋白、基质蛋白、包膜糖蛋白和

依赖RNA的 RNA 聚合酶[１].RVGP是一种跨膜

蛋白,天然的 RVGP具有三聚体结构,构成了病毒

表面的棘突[２],在病毒出芽之前,RVGP位于狂犬

病病毒包膜和感染细胞的质膜中,包含胞质内区域,
疏水性跨膜区域和胞外区域,３种单体的结合形成

了三聚体[３].它是目前发现的唯一可以刺激机体产

生中和抗体的抗原,也是唯一一种存在于所有新型

狂犬病疫苗中的成分[４].RVGP的免疫原性很可

能依赖于其三聚体空间构象[５],它能够在一定程度

上诱导动物机体产生中和抗体,从而保护其不受狂

犬病病毒的攻击[６].研究显示 RVGP存在３种不

同的构象,即天然构象、低pH 无活性构象和疏水的

瞬时构象,在低pH 环境中,三种构象的转换实现了

病毒和细胞膜融合,从而完成感染的过程[７],此外,
有研究者发现糖基化对 RVGP的抗原性、稳定性及
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其正确表达和分泌也具有不可忽视的重要作用[８],
经过正确糖基化的 RVGP分子可诱导机体的免疫

应答.

２　rRVGP在不同细胞系统中的表达研究进展

传统的狂犬病疫苗是由活的或灭活的狂犬病病

毒组成的,从以巴斯德狂犬病疫苗为起始的神经组

织疫苗到禽胚疫苗,再到细胞培养疫苗,狂犬病疫苗

不断的改进和完善[９],目前 Vero细胞系狂犬病疫

苗已大量生产,广泛应用于人和动物狂犬病的预防

和暴露后接种.传统疫苗中含有与野毒株相同特征

的抗原,可诱导机体产生针对 RVGP的病毒中和抗

体,同时活化辅助细胞以及细胞毒性 T 细胞,从而

对致死性的狂犬病毒脑内攻击具有保护效力[１０].
目前所使用的传统病毒疫苗生产成本较高,且存在

一定的生产和使用风险[１１],并且在一些狂犬病发病

率较高的国家,仍需要使用较为经济的疫苗产品进

行单次免疫以达到预防狂犬病的目的[１２].因而研

制更加经济、安全、有效的新型狂犬病疫苗成为越来

越多研究者关注的重点,目前正在研发中的新型狂

犬病疫苗主要有亚单位疫苗、DNA 疫苗、活载体疫

苗等[１３].
建立rRVGP表达系统,不仅要能够产生高浓

度的rRVGP,同时还要分析其与天然结构 RVGP
间的相似度,比较接种动物后所产生的免疫反应是

其最好的分析方法.在天然合成过程中,RVGP经

过翻译和修饰,至少有一个序列进行了糖基化,因而

其能够到达细胞表面[１４],但在表达rRVGP过程中,
常常为了获得高水平的rRVGP而使用了不稳定的

和疏水性的分子,因而存在一定的不可溶问题.虽

然使用遗传和生物化学方法可以获得具有免疫原性

且可溶的rRVGP,但重组分子本身免疫原性的大小

取决于其寡聚体的结构[１５],因此这些方法所产生的

蛋白分子免疫原性并不高[１６],不过其作为诊断工具

仍具有潜在的价值[１７].这也体现出了跨膜结构的

重要作用,因为在正确折叠的胞外区域中包含着最

重要的抗原表位[１８].有研究者将重组 RVGP全长

基因和截短(去除跨膜结构)基因的载体所表达的两

种rRVGP注入小鼠,结果显示前者对狂犬病毒攻

击保护率为１００％,后者保护率仅为６６．６％,表明了

RVGP的天然跨膜结构对小鼠的保护性免疫应答

非常重要[３].因此,建立可以产生高水平的、功能性

强的类天然rRVGP 表达系统十分重要.众所周

知,弹状病毒属成员能够感染植物、哺乳动物以及昆

虫,因此可以使用不同的系统来表达rRVGP,在国

内外研究中,rRVGP已经在许多细胞系统中实现了

表达.

２．１　原核系统　自原核系统表达蛋白的方法使用

以来,已有许多中外学者使用不同标签和表达载体

在大肠杆菌中表达不同长度的rRVGP.将rRVGP
全长基因连接在含 GST 标签的 pGEXＧ５XＧ１载体

上,在大肠杆菌中进行表达,可以获得溶解度较高的

rRVGP,并且其具有抗原特异性,与抗狂犬病病毒

抗体具有良好的亲和力[１９].但大多数原核表达系

统所产生的rRVGP都以包涵体形式存在,这对该

蛋白的纯化和使用造成了一定的困难,多数只能用

于实验室研究.

２．２　真核系统　在真核系统中表达的rRVGP其 N
端进行了糖基化,因而具有一定的免疫原性.用于

表达rRVGP的真核系统主要有酵母系统、植物系

统和昆虫细胞系统.

２．２．１　酵母系统　rRVGP在酿酒酵母表达载体中

表达时被糖基化并与酵母中的膜结合,使用免疫印

迹和免疫沉淀方法能够检测到这些分子,当将其肌

肉注射豚鼠时,能够保护豚鼠免受致死性狂犬病毒

攻击,但对小鼠脑内攻毒没有作用[２０].另外,使用

多形汉逊酵母来表达截短的rRVGP片段,能产生

经过正确 NＧ糖基化的可溶性蛋白,将该蛋白纯化后

接种家兔,发现其与全长的rRVGP具有相似的免

疫原性,可用于检测针对整个病毒粒子和天然糖蛋

白的抗体[１７].

２．２．２　植物系统　植物系统中表达rRVGP的优点

在于其成本低,可以大规模生产,且在表达过程中能

够形成正确折叠和糖基化的rRVGP[２１],且这种

rRVGP可以口服给药.例如,将狂犬病毒基因导入

玉米基因组中,rRVGP可以在玉米籽粒中以高水平

表达并长期储存而不会过度变质,将其对绵羊给药

时,可产生与商业疫苗相当的免疫保护效果[２２].但

当将其用于暴露后接种时,口服免疫也许不能完全

抵抗病毒的攻击,因此限定了该方法只适用于感染

之前的预防接种.

２．２．３　昆虫细胞系统　研究表明,在昆虫细胞系统

种表达的rRVGP具有良好的免疫原性,能够保护

某些动物免受致命狂犬病毒攻击,具有一定的使用

价值.例如使用BacＧtoＧBac杆状病毒表达载体系统

克隆rRVGP基因,并在草地夜蛾细胞(Sf９)中表

达,可获得高效表达的rRVGP,免疫小鼠后其血清

具有中和活性,表明这种表达方法保留了rRVGP
天然构象的生物活性[２３].陈奇等[２４]人构建了表达

狂犬病病毒SRV９株糖蛋白的重组杆状病毒载体,
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转染至Sf９中表达,将其表达产物接种小鼠可诱导

其产生抗狂犬病病毒中和抗体,１００％达到了中和抗

体的保护水平.使用质粒载体在果蝇S２细胞中也

能表达rRVGP,由于S２细胞的生长不依赖固体底

物,因此这些细胞可大量悬浮培养[２５].同时,在S２
细胞中产生的rRVGP是寡聚化的,且具有免疫原

性,能保护小鼠免受狂犬病病毒的攻击[２６].

２．３　哺乳动物细胞系统　哺乳动物细胞系统表达

的蛋白其分子结构和理化特性最接近天然的高等生

物蛋白,目前,许多第二代狂犬病疫苗都是基于哺乳

动物细胞生产的,但只有少数方法表达出了稳定的

rRVGP,其中一个原因可能是在哺乳动物系统中所

表达的rRVGP其糖基化模式与所使用的细胞类型

有关,而 且 可 能 随 着 细 胞 培 养 条 件 的 改 变 而 变

化[２７].有实 验 证 实,在 BHKＧ２１ 细 胞 中 产 生 的

rRVGP依赖于相应的培养条件才能形成必要的抗

原表位[２８].哺乳动物细胞系统表达蛋白生产周期

较长且蛋白产量低,因此大大提高了生产成本,也是

该系统的缺陷所在.

２．４　病毒载体系统　许多病毒经过基因工程改造

后可用于表达rRVGP,目前已有越来越多的研究人

员开始关注这一狂犬病疫苗开发的新方法.目前狂

犬病的重组活载体疫苗研究主要包括基因重组痘病

毒减毒活疫苗、痘病毒载体疫苗、腺病毒载体疫苗以

及新城疫病毒载体疫苗、伪狂犬病毒载体疫苗、副流

感病毒载体疫苗、犬瘟热病毒载体疫苗等,这些疫苗

在免疫动物后都具备安全性,且经过口服或肌肉注

射给药后能产生一定的保护效力,而且这些病毒载

体均为常见的弱毒毒株,作为疫苗生产用弱毒株广

泛应用于临床实践中,均有良好的安全性,因此重组

后能够表达rRVGP的病毒亦有较好的生物安全

性.利用减毒牛痘病毒(VACV)重组其他遗传物质

能够产生针对多种感染因子的新型疫苗,包括编码

狂犬病病毒糖蛋白的重组 VACV,将其对野生动物

口服给药,能够很好的预防野生动物狂犬病[２９].有

报告显示将减毒重组 VACV 载体疫苗以口服的方

式在全球范围内使用,２．５亿剂疫苗中没有任何野

生动物的不良反应报告,该疫苗在５０种脊椎动物中

都具有安全性,且对多种动物具有免疫原性和功

效[３０].牛痘Ｇ狂犬病糖蛋白重组口服疫苗和腺病毒Ｇ
狂犬病糖蛋白重组口服疫苗对浣熊的狂犬病防治也

有一定的效果[３１].腺病毒Ｇ狂犬病重组疫苗能够使

用人腺病毒载体来表达具有免疫原性rRVGP,将其

对红狐狸给药后,发现血清样品中连续１６周存在狂

犬病毒中和抗体,在对病毒攻击保护方面,最长可达

一年 以 上 时 间[３２].王 颖 等[３３]人 将 狂 犬 病 病 毒

SRV９株糖蛋白基因克隆到腺病毒表达系统中,构
建重组穿梭质粒,并获得表达狂犬病病毒SRV９株

rRVGP的缺陷型重组人５型腺病毒,将该腺病毒腹

腔接种昆明小鼠,１４d后均产生了抗狂犬病中和抗

体,有效保护率达９０％.另外,将表达rRVGP的重

组无毒新城疫病毒 LaSota毒株(rLＧRVG)对动物

肌内接种,可诱导大量狂犬病病毒中和抗体产生,能
够对连续狂犬病病毒攻击提供完全保护[３４].同时

新城疫活载体疫苗可以通过多种途径免疫,即便通

过呼吸道免疫也能够引起有效的免疫反应,且新城

疫病毒不会整合到宿主基因组中,具有良好的生物

安全性[３５],于桂梅等[３５]人构建的重组 NDV 能够使

rRVGP稳定高效表达,在犬、猫和老鼠注射后能够

产生大量针对 RV 的中和抗体.此外,为研制新型

有效的狂犬病重组活载体疫苗,袁子国[３６]、李业

伟[３７]分别构建了能够表达狂犬病病毒 CVSＧ１１株

和SRV９株糖蛋白的重组伪狂犬病病毒,分别对犬

和猫进行肌肉注射免疫,结果显示重组病毒可以有

效地刺激动物机体产生免疫反应,具有一定的免疫

保护效力,能够达到灭活疫苗的相应水平,另外口服

给药的免疫保护力低于肌肉注射.狂犬病毒糖蛋白

重组副流感病毒５(PIV５ＧG)作为狂犬病病毒感染的

新型 疗 法,也 能 够 保 护 小 鼠 免 受 狂 犬 病 病 毒 感

染[３８],因此PIV５ＧG重组疫苗对于预防和治疗狂犬

病毒感染具有一定的应用前景.反向遗传技术使得

犬瘟热病毒作为疫苗载体也具有一定的应用潜力,
李翠霞等[３９]人构建的犬瘟热病毒/狂犬病病毒二联

活载体疫苗可在犬体内产生远高于RV中和抗体保

护临界值的特异性抗体,为研制高效、安全、廉价的

CDVＧRV二联活载体疫苗奠定基础.

３　rRVGP作为疫苗使用的问题及意义

在细胞系统中表达的rRVGP需要进行纯化后

才能用作疫苗接种.对rRVGP进行纯化最大的挑

战是将rRVGP与其他蛋白分离,同时要保留它的

三聚体结构以及重要的抗原表位,细胞冷冻、解冻、
裂解和浓缩都对rRVGP的纯化有着重要的影响.
许多纯化方法都会使糖蛋白的寡聚体状态遭到破

坏,丧失重要的抗原表位,从而使其缺乏应有的免疫

原性.在有洗涤剂存在的条件下,可以避免rRVGP
的聚集和沉淀.如使用 CHAPS 去污剂与 Tris、

NaCl、１０％二甲基亚砜(DMSO)和EDTA配制洗涤

剂,能够使rRVGP大量溶解,在进行小鼠试验时发

现其能够保护小鼠１００％免受致命狂犬病毒的攻
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击[４０].同时,重组动物细胞系统中膜蛋白的表达水

平通常较低,因此,在细胞系统中表达的rRVGP大

多只能用作免疫学分析,只有少部分能作为商品化

疫苗进行生产.
病毒活载体疫苗由于能够直接在动物体内产生

具有天然结构和免疫原性的rRVGP,且能够刺激机

体的免疫反应,产生能够抵抗狂犬病毒攻击的特异

性抗体,因此,国内外学者将其作为下一代狂犬病疫

苗进行了广泛的研究,不同种类的病毒载体疫苗在

研发过程中的临床应用中都表现出了很好的安全性

和免疫效力.目前口服的狂犬病重组痘病毒减毒活

疫苗的应用已在消除某些欧洲国家和美国野生动物

狂犬病中起到了良好的作用,同时也已用于控制以

色列野生动物狂犬病长达十多年.由于在体外环境

中产生rRVGP的质量和数量与体内环境产生的有

所不同,因此在研发病毒载体型rRVGP疫苗时,其
在病毒体内产生及递送的rRVGP量对于提高保护

性免疫应答具有重要的作用,是疫苗质量的决定性

的指标.不同病毒载体在刺激机体的免疫反应方面

存在一定的差异,如痘病毒和腺病毒载体容易受母

源抗体和体内中和抗体的影响,而疱疹病毒所受影

响则较小,容易产生持续的免疫反应.病毒载体疫

苗作为一种转基因产物,其在基因重组后的安全性

和遗传稳定性也是评估疫苗能否持续发挥作用的重

要标准.

４　展　望

虽然大量研究者致力于研究基于细胞膜表达的

rRVGP作为狂犬病疫苗使用的可能性,但鉴于细胞

膜上rRVGP的表达水平有限、纯化困难以及免疫

原性 无 法 保 证 等 原 因,使 用 各 种 细 胞 系 统 表 达

rRVGP都仅限于实验研究或免疫学分析,很少有真

正用于商品化生产的疫苗产品.而近年来研究热度

比较高的病毒载体疫苗,可使rRVGP在产生时具

有同天然 RVGP相似性很高的抗原表位和免疫原

性,且能直接释放到靶动物体内,无需人工进行纯

化,这种病毒载体疫苗用于狂犬病免疫更简单和直

接,是相较于其他基因工程疫苗和传统的细胞培养

疫苗更廉价和高效的疫苗.目前,国内已有研发重

组腺病毒载体的rRGVP疫苗并已获得临床试验审

批,有望在今后几年用于生产实践.在世界范围内

病毒载体疫苗也将是狂犬病疫苗下一步的研发重

点,具有广阔的应用前景,其安全性和靶向性是未来

重要的研究方向.
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