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　　［摘要］　目的　构建通用流感ｍＲＮＡ疫苗并全面评价其免疫保护效果。方法　优化流感病毒株
Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２００９的血凝素（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）、核蛋白（ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＰ）和基质蛋白 ２胞外区
（ｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ２ｅｃｔｏｄｏｍａｉｎ，Ｍ２ｅ）抗原序列，并将 ＨＡ、ＮＰ和 ３个串联的 Ｍ２ｅ（３Ｍ２ｅ）分别克隆至
ｐｃＤＮＡ３．１载体，通过线性化、体外转录、酶学法加帽、酶促加尾合成 ｍＲＮＡ，命名为 ｍＲＮＡＨＡ、ｍＲＮＡ
ＮＰ和ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ。３种ｍＲＮＡ分别转染２９３Ｔ细胞后，通过免疫荧光实验鉴定蛋白的表达。利用脂质
纳米颗粒分别包裹ｍＲＮＡＨＡ、ｍＲＮＡＮＰ和ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ并测量其粒径和电位。再将３种 ｍＲＮＡ等体
积混合制备成ＣｏｍｂｍＲＮＡ疫苗。将２８只６周雌性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠（体质量为１８～２２ｇ）按简单随机分组
法分为２组：ＬＮＰ组（ｎ＝１４）和 ＣｏｍｂｍＲＮＡ组（ｎ＝１４）。通过血凝抑制（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ，
ＨＩ）、微量中和（ｍｉｃｒｏｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ，ＭＮ）实验评价流感 ｍＲＮＡ疫苗诱导小鼠产生的血清抗体滴度；通过
流式细胞术评价ＣｏｍｂｍＲＮＡ疫苗诱导的细胞免疫反应。采用５ＬＤ５０野生型 Ｈ１Ｎ１流感病毒株感染小
鼠评价ＣｏｍｂｍＲＮＡ疫苗的免疫保护效果。结果　成功构建 ｍＲＮＡＨＡ、ｍＲＮＡＮＰ和 ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ，且
３种ｍＲＮＡ均能在２９３Ｔ细胞表达。脂质纳米颗粒包裹ｍＲＮＡ平均粒径为（１１９．５３±６．５）ｎｍ，平均电位
为（－８．２３±１．３）ｍＶ。与 ＬＮＰ组比较，ＣｏｍｂｍＲＮＡ组疫苗的 ＨＩ几何平均滴度（ｇｅｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｎｔｉｔｅｒ，
ＧＭＴ）达１７９．６，ＭＮ的ＧＭＴ达２０１．６，同时诱导 ＩＦＮγ＋ＣＤ４＋／ＣＤ８＋Ｔ细胞比例升高。ＣｏｍｂｍＲＮＡ组在加
强免疫后２周能够提供对 ５ＬＤ５０野生流感 Ｈ１Ｎ１亚型病毒的保护。结论　通用流感疫苗候选疫苗
ＣｏｍｂｍＲＮＡ能够诱导小鼠免疫反应并保护小鼠免受病毒感染。
　　［关键词］　 ｍＲＮＡ疫苗；流感疫苗；血凝素；核蛋白；基质蛋白２胞外区
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　　历史上的几次流感大流行给人类健康和生命财产
安全造成了严重危害，累计数亿人感染和数千万人死

亡［１］。接种疫苗仍然是预防和控制流感最有效的措施。

世界卫生组织（ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ，ＷＨＯ）与全球
多家机构合作，检测世界各地流感的活动情况，每半年

根据南北半球流感病毒流行情况更新流感病毒疫苗组

分。据美国疾病控制中心（ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＤｉｓｅａｓｅＣｏｎｔｒｏｌ，
ＣＤＣ）统计，２００４－２０１９年，流感疫苗的保护效力在
１０％～６０％［２］。流感疫苗保护效力低下可能的原因有
以下２个方面：①流感病毒血凝素（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ，ＨＡ）
是诱导流感病毒特异性保护抗体的关键抗原，也是疫

苗设计的关键靶点。ＨＡ空间结构可分为头部和茎部
两部分，当前季节性流感疫苗目的在于引起 ＨＡ头部
特异性中和抗体反应［３］。然而，ＨＡ头部结构域易突
变导致抗原漂移［４］，导致季节性流感疫苗预防新突发

流感病毒的作用有限［５］。②目前获批的流感疫苗大
多数是以鸡胚为介质生产的，极易诱发病毒的适应性

突变，降低疫苗的有效性［６－７］。因此，研制具有持久免

疫效应和广泛交叉免疫反应的通用流感疫苗是亟待解

决的科学问题。目前有多种新型流感疫苗处于临床前

或临床试验阶段，如病毒载体疫苗、纳米颗粒疫苗和核

酸疫苗等，其中 ｍＲＮＡ疫苗因具有安全性高、研发周
期短和生产成本低等优势备受青睐。

　　ｍＲＮＡ疫苗是指将编码一种或多种抗原的 ｍＲＮＡ
递送到细胞中，在细胞质内直接翻译产生相应的抗原，

诱导机体产生特异性免疫应答。ｍＲＮＡ疫苗经历长达
３０年的发展历程，与灭活疫苗相比，ｍＲＮＡ疫苗可以
通过无细胞的生产方式进行，生产进程更快［８］。研究

表明，相比病毒载体疫苗或 ＤＮＡ疫苗，ｍＲＮＡ疫苗不
会整合到宿主的基因组中［９］。从原理上来讲，ｍＲＮＡ
疫苗可以在体内快速表达所编码的抗原，迅速引起机

体的免疫应答。但单链 ｍＲＮＡ不稳定、体内递送效率
低下等因素限制着 ｍＲＮＡ疫苗的研究进展。但通过

优化ｍＲＮＡ序列、开发更加有效的递送载体、控制外
源ｍＲＮＡ的炎症反应等方法，ｍＲＮＡ疫苗的翻译和递
送效率稳定提升。

　　本研究拟制备表达 ＨＡ、ＮＰ、３Ｍ２ｅ的流感 ｍＲＮＡ
疫苗，并在动物模型 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠上进行全面评价，为
候选通用流感 ｍＲＮＡ疫苗的设计和免疫策略的制定
提供实验和理论依据。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　质粒小提试剂盒ＱＩＡｐｒｅｐ ＳｐｉｎＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉ购自
德国ＱＩＡＧＥＮ公司；限制性核酸内切酶ＥｃｏＲ１及ＤＮＡ
纯化试剂盒 ＰｒｏｄｕｃｔＭｏｎａｒｃｈ ＰＣＲ＆ＤＮＡＣｌｅａｎｕｐ
Ｋｉｔ（５μｇ）购自美国 ＮＥＢ公司；体外转录试剂盒 Ｔ７
ＨｉｇｈＹｉｅｌｄＲＮＡＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ（Ｎ１ＭｅＰｓｅｕｄｏＵＴＰ）
和ｍＲＮＡ纯化试剂盒ＶＡＨＴＳＲＮＡＣｌｅａｎＢｅａｄｓ购自南
京诺维赞生物科技有限公司；加帽试剂盒 Ｖａｃｃｉｎｉａ
ＣａｐｐｉｎｇＥｎｚｙｍｅ、ｍＲＮＡＣａｐ２′ＯＭｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ及加
尾试剂盒Ｅ．ｃｏｌｉＰｏｌｙ（Ａ）Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ购自苏州近岸蛋
白质科技股份有限公司；脂质体购自艾伟拓（上海）医药

科技有限公司；ＨＡ、ＮＰ、Ｍ２ｅ抗体购自美国ＧｅｎｅＴｅｘ公
司；流式抗体（ＣＤ４５、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８和ＩＦＮγ）购自美国
ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ公司。
１．２　细胞系及病毒
　　２９３Ｔ、犬肾（ＭａｄｉｎＤａｒｂｙｃａｎｉｎｅｋｉｄｎｅｙ，ＭＤＣＫ）细
胞系购自美国细胞培养物收藏中心（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅ
ＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）细胞库；流感Ｈ１Ｎ１亚型病毒
株（Ａ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／５０１／２００９）由解放军总医院第一医学中
心肝胆胰外科医学部实验室分离并鉴定，－８０℃保存
备用。

１．３　ｍＲＮＡ制备
　　选用 Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２００９流感病毒株为研究对
象，将该毒株的ＨＡ、ＮＰ及３个串联的Ｍ２ｅ（３Ｍ２ｅ）作为

６２７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



流感ｍＲＮＡ疫苗的抗原序列。将ＨＡ（Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／
２００９）、ＮＰ（Ａ／Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ／０４／２００９）和 ３个串联的 Ｍ２ｅ
构建在表达质粒（ｐｃＤＮＡ３．１）上［由生工生物工程（上
海）股份有限公司合成］。用限制性内切酶 ＥｃｏＲⅠ将
质粒线性化作为体外转录模板。线性化的 ＤＮＡ模板
通过体外转录、酶学加帽、酶促加尾和纯化，获得高纯

度的ｍＲＮＡ；将阳离子脂质体、辅助型脂质、胆固醇和
聚乙二醇化磷脂以摩尔比 ５０∶３８．５∶１０．５∶１溶于无水
乙醇，ｍＲＮＡ按一定比例用柠檬酸钠溶液稀释，３种
ｍＲＮＡ溶液与脂质体按 ３∶１体积通过微流控设备包
封，测定粒径和电位。

１．４　细胞爬片
　　将１４ｍｍ玻片（ＮＥＳＴ８０１０１０）置于２４孔板中，以
每孔１×１０５个细胞的密度接种２９３Ｔ细胞，２４ｈ后将合
成 的 ＨＡｍＲＮＡ、ＮＰｍＲＮＡ 和 ３Ｍ２ｅｍＲＮＡ 通 过
ｌｉｐ３０００（赛默飞）转染２９３Ｔ细胞，２４ｈ后进行免疫荧
光鉴定表达。

１．５　免疫荧光
　　弃去细胞培养基，用ＰＢＳ清洗，再加入４％多聚甲
醛固定 ２０ｍｉｎ，接着加入 ０．５％ ＴｒｉｔｏｎＸ１０通透
２０ｍｉｎ，再用５％ＢＳＡ封闭３０ｍｉｎ。４℃过夜孵育ＨＡ、
ＮＰ和 Ｍ２ｅ一抗（美国 ＧｅｎｅＴｅｘ公司，１∶５０）。次日用
ＰＢＳＴ清洗玻片，孵育二抗１ｈ。ＰＢＳＴ清洗玻片，用镊
子小心地取出玻片，并将玻片置于含有 ＤＡＰＩ抗荧光
率灭封片液（北京华兴博创基因技术有限公司，

ＨＸＪ３１０９）的载玻片上。在正置荧光显微镜下拍照。
１．６　实验动物
　　２８只６周龄雌性Ｂａｌｂ／ｃ小鼠（体质量为１８～２２ｇ），
从北京斯贝福实验动物技术有限公司订购（动物合格

证号：１１０３２４２２０１０３９０３０６４）。动物在中国人民解放军
总医院第五医学中心 ＳＰＦ级动物房中饲养。动物房
昼夜１２ｈ光暗交替，相对湿度４０％～７０％，环境温度设
定为２０～２５℃，食水自由摄取。
１．７　动物免疫
　　将ｍＲＮＡＨＡ、ｍＲＮＡＮＰ及 ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ共３种
ＬＮＰｍＲＮＡ等比例混合，命名为 ＣｏｍｂｍＲＮＡ。小鼠
按简单随机分组法分为 ＬＮＰ（ｎ＝１４）和 ＣｏｍｂｍＲＮＡ
（ｎ＝１４）２组，分别肌肉注射接种ＬＮＰ和ＣｏｍｂｍＲＮＡ，
ＣｏｍｂｍＲＮＡ组每只小鼠注射 ４．５μｇｍＲＮＡ，ＬＮＰ组
每只小鼠注射等体积ＬＮＰ。第０、２８天免疫２次，初次
免疫第－１、２７天及加强免疫第１３天经小鼠内眦静脉
采血，分离血清－８０℃保存备用。
１．７．１　血凝抑制（ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ，ＨＩ）　　
血清与受体破坏酶以１∶４比例混合，３７℃水浴１８ｈ，通

过５６℃水浴３０ｍｉｎ将受体破坏酶灭活。用ＰＢＳ于９６
孔Ｖ型板２倍稀释（１∶１０～１∶１２８０，每孔２５μＬ），每孔
加入 ２５μＬ的 ４个血凝单位的 Ｈ１Ｎ１病毒静置
３０ｍｉｎ，每孔再加入５０μＬ的鸡红细胞孵育３０ｍｉｎ，以
完全血凝抑制的最高稀释度为血凝抑制抗体滴度，并

计算几何平均滴度（ｇｅｏｍｅｔｒｉｃｍｅａｎｔｉｔｅｒ，ＧＭＴ）。
１．７．２　微量中和（ｍｉｃｒｏｎｅｕｔｒａｌｉｚａｔｉｏｎ，ＭＮ）　接种
ＭＤＣＫ细胞于９６孔板中，培养２４ｈ，同时用受体破坏
酶处理血清并灭活。将血清在孔板中用 ＤＭＥＭ培养
基２倍稀释（１∶１０～１∶１２８０，每孔１００μＬ），每孔加入
１００μＬ经胰酶（ｔｒｙｐｓｉｎ，ＴＰＣＫ）处理的１００ＴＣＩＤ５０／１００μＬ
病毒，３７℃孵育１ｈ。加至贴壁单层ＭＤＣＫ细胞中，继
续孵育３ｄ，观察细胞病变情况，于第３天通过血凝实
验判定血清中和抗体滴度并计算ＧＭＴ。
１．７．３　流式细胞术　　小鼠接种疫苗后第１２天，将
脾脏研磨并裂解红细胞，分离脾淋巴细胞，加入刺激剂

（１μＬ／１×１０６个细胞）孵育 ４ｈ，再加入 ＣＤ４５、ＣＤ３、
ＣＤ４和 ＣＤ８抗体（５μＬ／１×１０６个细胞）４℃孵育
３０ｍｉｎ，加入固定液（ｆｉｘａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ）固定细胞，再加入
ＩＦＮγ抗体室温孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗并重悬细胞上机
检测。

１．７．４　攻毒保护性评价　　ＬＮＰ组和 ＣｏｍｂｍＲＮＡ
组小鼠于加强免疫后第１４天，经滴鼻给予５ＬＤ５０流感
Ｈ１Ｎ１亚型活病毒攻击，每天测量小鼠体质量并观察
小鼠生存期，观察时间为２周。于病毒攻击后第４天检
测小鼠肺病毒载量。

１．８　统计学分析
　　所有实验至少重复３次，数据均服从正态分布，以
珋ｘ±ｓ表示，２组间比较采用独立样本 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　流感ｍＲＮＡ疫苗抗原制备及表达能力鉴定
　　将 ＨＡ、ＮＰ、３Ｍ２ｅ序列构建在 ｐｃＤＮＡ３．１载体上
（图１），提取质粒。再将质粒通过限制性内切酶线性
化成为体外转录模板。利用修饰的核苷酸及模板合成

ＨＡ、ＮＰ、３Ｍ２ｅ序列的ｍＲＮＡ，并加帽加尾，通过琼脂糖
凝胶电泳对 ｍＲＮＡＨＡ、ｍＲＮＡＮＰ、ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ进行
鉴定（图２），ｍＲＮＡＨＡ分布于１８００ｂｐ，ｍＲＮＡＮＰ分
布于１０００ｂｐ，ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ分布于５００ｂｐ。将合成的
ｍＲＮＡ通过ｌｉｐ３０００转染至 ２９３Ｔ细胞，通过免疫荧光
实验验证 ｍＲＮＡＨＡ、ｍＲＮＡＮＰ、ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ可在细
胞中翻译表达对应的蛋白质（图３）。

７２７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）



图１　流感ｍＲＮＡ疫苗抗原序列构建示意图
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图２　琼脂糖凝胶电泳检测ｍＲＮＡＨＡ、ｍＲＮＡＮＰ、
ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ基因片段
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图３　免疫荧光检测ｍＲＮＡＨＡ、ｍＲＮＡＮＰ、ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ的蛋白表达

２．２　流感ｍＲＮＡ疫苗剂型确定
　　经测定所有ｍＲＮＡ的包封率大于９５％，平均粒径大
小为（１１９．５３±６．５）ｎｍ，电位为（－８．２３±１．３）ｍＶ（图４）。
２．３　流感ｍＲＮＡ疫苗可激发小鼠体液免疫反应
　　为检测中和抗体水平，测定 Ａ／Ｂｅｉｊｉｎｇ／５０１／２００９
毒株的ＨＩ和ＭＮ滴度（图５）。结果显示，初次免疫第
２７天血抑效价ＧＭＴ值为８９．８，加强免疫后第１４天血
抑效价ＧＭＴ值为１７９．６；而微量中和滴度ＧＭＴ分别为

１００．８和２０１．６。
２．４　流感ｍＲＮＡ疫苗可激发小鼠细胞免疫反应
　　为了评价ｍＲＮＡ疫苗诱导的细胞免疫反应，检测
了ＣＤ４＋和 ＣＤ８＋Ｔ细胞应答。结果发现，ＣｏｍｂｍＲＮＡ
疫苗可诱导 ＣＤ４＋Ｔ细胞比例达 １１．４％ （图 ６Ａ），
ＩＦＮγ＋ＣＤ８＋Ｔ细胞比例达１３．２４％，与 ＬＮＰ组比较，差
异具有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图６Ｂ）。
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图５　流感ｍＲＮＡ疫苗激发小鼠体液免疫反应（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）
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图６　流感ｍＲＮＡ疫苗激发小鼠细胞免疫反应（ｎ＝５，珋ｘ±ｓ）
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ａ：Ｐ＜０．００１，与ＬＮＰ组比较
Ａ：ＬＮＰ和ＣｏｍｂｍＲＮＡ组小鼠感染Ｈ１Ｎ１后体质量变化 （ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）；Ｂ：ＬＮＰ和ＣｏｍｂｍＲＮＡ组小鼠感染Ｈ１Ｎ１
后存活率（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）；Ｃ：ＬＮＰ和ＣｏｍｂｍＲＮＡ组小鼠感染Ｈ１Ｎ１后第４天肺病毒载量（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

图７　流感病毒攻击后小鼠体质量变化及存活率

２．５　流感ｍＲＮＡ疫苗可有效保护小鼠免受流感病毒
的攻击

　　通过用 Ｈ１Ｎ１流感病毒感染 Ｂａｌｂ／ｃ小鼠的方法，
评价ｍＲＮＡ疫苗的保护效力。ＬＮＰ组小鼠在第 ８天
存活率为６６．７％，第９天存活率为１６．７％，第１０天存
活率为 ０。而 ＣｏｍｂｍＲＮＡ组存活率 １００％，２组相比
差异具有统计学意义（Ｐ＜０．００１，图７Ａ、Ｂ）。同样的，
与ＬＮＰ组比较，ＣｏｍｂｍＲＮＡ组小鼠肺组织第 ４天病
毒载量明显下降（Ｐ＜０．００１，图７Ｃ）。

３　讨论

　　ｍＲＮＡ疫苗具有安全性高、研发周期短、抗原序列
快速优化等优势，因此 ｍＲＮＡ疫苗已成为传染病疫苗
领域的研究热点。目前新型冠状病毒、人偏肺病毒、呼

吸道合胞病毒、流感病毒等ｍＲＮＡ疫苗均取得良好的临
床前研究进展。但季节性流感疫苗主要根据ＨＡ头部
特异性结构域设计，而ＨＡ头部结构域易突变，导致季
节性流感疫苗保护效力有限。因此，研究通用ｍＲＮＡ流
感疫苗是十分必要的。

　　流感病毒ＨＡ是介导病毒入侵宿主细胞的关键蛋
白，也是流感病毒中和抗体的主要靶点。ＨＡ包含ＨＡ１
和ＨＡ２两个亚单位，以三聚体突刺形式分布于病毒囊
膜表面。ＨＡ三聚体从结构上可分为头部和茎部两部
分，头部突变位点较多，茎部相对保守［１０］，根据ＨＡ头部
不同的突变位点将流感病毒分为 １８种亚型。目前
ｍＲＮＡ流感疫苗临床试验集中在季节性流感疫苗，难以
应对新突发流感大流行，因此通用流感疫苗仍然是目前

研究的主流趋势。通用流感ｍＲＮＡ疫苗最关键的是其
编码的抗原在所有亚型的流感病毒中广泛存在。最新

研究发现，用ｍＲＮＡ编码了２０种ＨＡ抗原全长序列，针

对性诱导每种抗原的特异性免疫反应，使小鼠和雪貂免

受流感病毒的致命攻击［１１］。但目前更多的研究是通过

ｍＲＮＡ编码流感病毒的保守抗原［１２－１３］，诱导交叉免疫反

应，以获得更全面的保护。

　　本研究旨在构建通用流感 ｍＲＮＡ疫苗，通过选用
ＨＡ全长序列作为流感疫苗抗原，增强疫苗的免疫原性；
选择在不同毒株高度保守的ＮＰ及Ｍ２ｅ蛋白作为流感
疫苗抗原，增加流感疫苗的通用性。ＦＲＥＹＮ等［１４］研究

发现，只接种流感病毒基质蛋白２（ｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎ，Ｍ２）的
保护效力有限，且Ｍ２ｅ是Ｍ２的胞外区，序列较短，因此
本研究将Ｍ２ｅ重复３次，通过ｌｉｎｋｅｒ串联，以达到加强
疫苗免疫原性的目的。再将 ｍＲＮＡＨＡ、ｍＲＮＡＮＰ和
ｍＲＮＡ３Ｍ２ｅ混合成 ＣｏｍｂｍＲＮＡ去免疫小鼠，以全面
评价其免疫原性及免疫保护效果。

　　既往研究发现，接种名为Ｃａｌ０９ＨＡｍＲＮＡ的流感
疫苗，ＨＩ的ＧＭＴ为１６０，且可提供对致死剂量野生毒株
攻击的保护［１５］；给小鼠接种１０μｇＡ／Ｃａｌ０９ＨＡｍＲＮＡ
ＬＮＰ，ＨＩ的ＧＭＴ可达３２０。ＶＡＮ等［１３］研究发现，小鼠

免疫ＮＰ＋Ｍ１＋ＰＢ１ｍＲＮＡ疫苗，诱导 ＩＦＮγ＋ＣＤ４＋Ｔ细胞
比例达１０％，ＩＦＮγ＋ＣＤ８＋Ｔ细胞比例为２０％。与前期研
究报道类似，本研究ＣｏｍｂｍＲＮＡ组的小鼠均能产生中
和抗体，最高可达３２０，与ＬＮＰ组相比差异具有统计学
意义。进一步攻毒实验发现，ＬＮＰ组小鼠在５ＬＤ５０的毒
株攻击后陆续死亡，病毒感染后第４天肺组织病毒载
量较高。ＣｏｍｂｍＲＮＡ组的小鼠感染 Ｈ１Ｎ１病毒后体
质量变化不明显，表明疫苗具有良好的免疫保护效果。

本课题组将在下一步用不同亚型的流感病毒感染小

鼠，全面评价其交叉免疫保护效果，并在雪貂等敏感动

物模型进一步验证其有效性及交叉保护性。

　　综上所述，本研究制备了包含ＨＡ、ＮＰ和３Ｍ２ｅ的

０３７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



流感通用ｍＲＮＡ疫苗候选株，能够激发机体产生较强
的体液和细胞免疫反应，可保护小鼠抵抗致死剂量的

野生型流感病毒攻击，有望成为极具潜力和发展前景

的流感通用疫苗候选株。
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