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［摘要］ 目的 探讨以严重急性呼吸综合征冠状病毒 2（SARS-CoV-2）受体结合区（RBD）和表面刺突蛋白 
（S 蛋白）S1 亚基为疫苗靶抗原诱导中和抗体的效果。方法 构建 SARS-CoV-2 RBD 与小鼠 IgG1 Fc 段（mFc）融

合蛋白表达质粒 pVRC-RBD-mFc，转染人胚肾细胞 293T 并进行培养。用蛋白质印迹法检测细胞培养上清中的 RBD-
mFc 融合蛋白，用微量中和实验检测细胞培养上清中的 RBD-mFc 及 CHO 细胞重组表达的 SARS-CoV-2 S1 与人 IgG1 
Fc 段（S1-hFc）融合蛋白对 SARS-CoV-2 感染的抑制作用。分别用质粒 pVRC-RBD-mFc 及 S1-hFc 融合蛋白通过肌

内注射接种 BALB/c 小鼠，用 ELISA 检测小鼠血清中的抗 -S1 IgG，用微量中和实验检测小鼠血清的病毒中和活性。

结果 pVRC-RBD-mFc 质粒转染 293T 细胞的培养上清中可检测到 RBD-mFc 融合蛋白，超滤浓缩的细胞培养上清及

S1-hFc 融合蛋白均呈浓度依赖性抑制 SARS-CoV-2 对 Vero E6 细胞的感染；经 pVRC-RBD-mFc 质粒及 S1-hFc 融合蛋

白免疫的小鼠血清中均可检测出抗 -S1 IgG，且能中和 SARS-CoV-2 的感染；S1-hFc 融合蛋白免疫小鼠血清的抗体滴

度及病毒中和活性均高于质粒 pVRC-RBD-mFc 免疫小鼠血清（P 均＜0.01）。结论 SARS-CoV-2 RBD 和 S1 蛋白均

可能作为有效的疫苗抗原，重组亚单位疫苗较 DNA 疫苗能更有效地诱导中和抗体。
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［Abstract］ Objective To investigate the efficacy of neutralizing antibodies induced by severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) receptor-binding domain (RBD) and spike (S) protein S1 subunit. Methods The 
SARS-CoV-2 RBD and mouse immunoglobulin G1 (IgG1) Fc fragment (mFc) fusion protein expression plasmid pVRC-
RBD-mFc was constructed and transfected into human embryonic kidney 293T cells. The RBD-mFc fusion protein in the 
cell supernatants was detected by Western blotting. The effect of RBD-mFc in cell supernatants and CHO recombinant 
S1-human IgG1 Fc (S1-hFc) fusion protein on SARS-CoV-2 infection was detected by microneutralization test. BALB/c 

［收稿日期］ 2020-04-30    ［接受日期］ 2020-05-19
［基金项目］ 国家重点研发计划（2016YFC1200401），国家重大科技专项 （2017ZX10304403-003）. Supported by National Key Research and 
Development Plan of China (2016YFC1200401) and National Science and Technology Major Project of China (2017ZX10304403-003). 
［作者简介］ 徐铮昊，硕士生．E-mail: 619302871@qq.com；王 诚，海军军医大学（第二军医大学）临床医学专业 2015 级五年制本科学员．E-mail: 
1063419363@qq.com
△共同第一作者（Co-first authors）.
* 通信作者（Corresponding author）. Tel: 021-81870988, E-mail: qizt@smmu.edu.cn



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

· 475 ·

mice were immunized with plasmid pVRC-RBD-mFc and S1-hFc fusion protein via intramuscular injection. Anti-S1 IgG 
antibodies in mouse sera were detected by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), and the virus neutralization activity 
of mouse sera was detected by microneutralization test. Results The RBD-mFc fusion protein could be detected in the 
culture supernatants of 293T cells transfected with the plasmid pVRC-RBD-mFc, the concentrated supernatants and the S1-
hFc fusion protein could inhibit SARS-CoV-2 infection on Vero E6 cells in a concentration-dependent manner. Anti-S1 IgG 
antibodies could be detected in the sera of mice immunized with plasmid pVRC-RBD-mFc and S1-hFc fusion protein, and the 
sera of both groups could neutralize SARS-CoV-2 infection. The serum antibody titers and virus neutralization activity of S1-
hFc fusion protein immunized mice were significantly higher than those of plasmid pVRC-RBD-mFc immunized mice (both  
P＜0.01). Conclusion Both SARS-CoV-2 RBD and S1 subunit may be used as effective vaccine antigens. Compared with 
DNA vaccine, recombinant subunit vaccine can induce neutralizing antibody more effectively.

［Key words］ severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; DNA vaccines; subunit vaccines; neutralizing antibodies
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2020, 41(5): 474-480］

由严重急性呼吸综合征冠状病毒 2（severe acute 
respiratory sydrome coronavirus 2，SARS-CoV-2） 
感染引起的新型冠状病毒肺炎（coronavirus disease 
2019，COVID-19） 疫 情 迅 速 在 世 界 范 围 内 大

规模暴发［1-3］，给人类健康造成了巨大威胁。 
SARS-CoV-2 与严重急性呼吸综合征冠状病毒

（severe acute respiratory syndrome coronavirus，
SARS-CoV）同属于 SARS 相关冠状病毒家族。目

前，针对 SARS-CoV-2 疫苗的研发进展迅速，全球

在研的候选疫苗有减毒疫苗、灭活疫苗、病毒载

体疫苗、重组疫苗、病毒样颗粒疫苗、mRNA 疫

苗、DNA 疫苗等多种类型，已有多种不同类型的

疫苗进入临床试验阶段。除了灭活疫苗，这些疫苗

中绝大多数以 SARS-CoV-2 的表面刺突蛋白（spike 
protein，S 蛋白）为靶抗原。S 蛋白由介导病毒颗

粒与靶细胞受体结合的 S1 亚基和介导病毒包膜

与靶细胞内体膜之间发生融合的 S2 亚基组成，

其中 S1 是诱导中和抗体的关键多肽［4-5］。S1 亚基

的羧基端存在一个受体结合区（receptor-binding 
domain，RBD），RBD 是介导 S 蛋白与病毒的细

胞受体血管紧张素转化酶 2（angiotensin-converting 
enzyme 2，ACE2）结合的关键区域，是中和抗体

表位集中的区域［6］。

冠状病毒疫苗研发的一个瓶颈问题是诱导产生

可能引起抗体依赖的病毒感染增强效应（antibody-
dependent enhancement of virus infection，ADE） 的

非中和抗体［7-10］。ADE 也见于其他病毒，如登革病

毒、埃博拉病毒、呼吸道合胞病毒等［11］。与病毒

颗粒结合的非中和抗体通过其 Fc 段与单核 -巨噬

细胞表面的 IgG Fc 段结合，促进病毒颗粒被这些

细胞吞噬，从而促进病毒对这些非天然靶细胞的感 

染［12］。防止疫苗诱导产生 ADE 的一个有效策略是

选择合适的靶抗原，尽量减少非中和抗体的产生。

相比 SARS-CoV-2 全长 S 蛋白，用含有优势中和表

位的 S1 亚基或 RBD 为疫苗靶抗原，可能有助于降

低疫苗诱导产生 ADE 风险，提高其安全性。本研

究分别用基于 SARS-CoV-2 S 蛋白 RBD 的 DNA 疫

苗和基于 S1 的重组亚单位疫苗接种小鼠，检测这

2 种疫苗诱导中和抗体的效力，初步探讨以 RBD 或

S1 亚基作为疫苗靶抗原的可行性。

1 材料和方法

1.1 质粒、重组抗原、佐剂、COVID-19 患者恢

复期血清 SARS-CoV-2 S 基因表达质粒 phCMV-
Sopti 由本实验室构建，根据哺乳动物细胞偏爱的

密码子及 mRNA 二级结构的稳定性等原则进行序

列优化；哺乳动物细胞表达质粒载体 pVRC 由中

国疾病预防控制中心谭文杰研究员提供，本实验

室对该质粒进行了改建，引入多个单一酶切位点，

并加入人 IgG1 分泌性信号肽序列，在信号序列的

3' 端引入 Not Ⅰ酶切位点，用于连接外源基因；含

有小鼠 IgG1 Fc 段（mFc）的质粒 pMD-18T-ZIKV 
NS1-mFc 由本实验室构建；CHO 细胞重组表达的

SARS-CoV-2 S1 与人 IgG1 Fc 段（S1-hFc）融合蛋白

由北京派迪畅科技发展有限公司提供；二价锰离子

佐剂由北京大学蒋争凡教授提供；COVID-19 患者

恢复期血清样本来源于江苏大学附属镇江第三人民

医院收治的确诊患者，在患者治愈出院3周后采集。

1.2 DNA 疫苗质粒构建、表达产物鉴定与大量 
抽提 以含序列优化的 S 基因质粒 phCMV-Sopti 为
模板，通过 PCR 扩增 SARS-CoV-2 S 基因 RBD，

上游引物序列为 5'-GCG GCC GCA TTC ACA GTG 
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GAG AAG GGC ATC-3'（含 Not Ⅰ酶切位点），

下游引物序列为 5'-GGA TCC GCC GTG CCC CGC 
GAC TGC GG-3'（含 BamH Ⅰ酶切位点）。所得

PCR 产物与 pMD-18T 质粒载体连接，经 DNA 测

序鉴定后，以 Not Ⅰ /BamH Ⅰ切出 RBD 序列。以

含 有 mFc 的 质 粒 pMD-18T-ZIKV NS1-mFc 为 模

板，通过 PCR 扩增 mFc 基因片段，上游引物序列

为 5'-GGA TCC GCC GTG CCC CGC GAC TGC-
3'（含 BamH Ⅰ酶切位点），下游引物序列为 5'-
GAA TTC AAC TCA CTT GCC GGG GCT GTG 
GCT CAG-3'（含 EcoR Ⅰ酶切位点）。所得 PCR
产物与 pMD-18T 质粒载体连接，经 DNA 测序鉴定

以后，以 BamH Ⅰ /EcoR Ⅰ切出 mFc 序列。将切出

的 RBD 和 mFc DNA 片段与同样以 Not Ⅰ /EcoR Ⅰ

线性化的 pVRC 质粒连接，以酶切和 DNA 测序

进行鉴定，得到的质粒命名为 pVRC-RBD-mFc。
将该质粒用脂质体 2000（美国 ThermoFisher 公
司）转染人胚肾细胞 293T，取培养上清进行 SDS-
PAGE，随后用蛋白质印迹法检测 RBD-mFc 融合

蛋白，检测抗体为 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG（美

国 ThermoFisher 公司），用化学发光法显示蛋白条

带。用去内毒素质粒大量抽提试剂盒［天根生化科

技（北京）有限公司］抽提质粒 pVRC-RBD-mFc
及对照空载体 pVRC，溶解于 PBS（pH 7.4），用

于小鼠免疫。

1.3 小鼠免疫 6 周龄雌性 BALB/c 小鼠购于上

海灵畅生物科技有限公司［动物生产许可证号：

SCXK（沪）2018-0003］。S1-hFc 融合蛋白免疫：

将 S1-hFc 融合蛋白、二价锰离子佐剂及 PBS（pH 
7.4）混合，随后注射小鼠股四头肌。每只小鼠注射

剂量：融合蛋白 2 μg，二价锰离子佐剂 50 μg，总

体积 100 μL，每侧股四头肌注射 50 μL。以注射等

量二价锰离子佐剂作为对照。DNA 免疫：分别将

质粒 pVRC-RBD-mFc 及对照空载体 pVRC 用 PBS
（pH 7.4）调整至质量浓度为 500 μg/mL，注射小

鼠股四头肌，每只小鼠注射剂量：质粒 100 μg，总

体积 200 μL，每侧股四头肌注射 100 μL。另设置

PBS 阴性对照组，每侧股四头肌注射 100 μL PBS。
每组 5 只小鼠，首次免疫 2 周后（即第 15 天）加

强免疫 1 次，剂量与首次相同。

1.4 抗体检测 用毛细管从小鼠眼眶穿刺取血，

高速离心分离出血清，冻存于－80 ℃ 冰箱备用。

用ELISA 试剂盒（北京派迪畅科技发展有限公司）

检测小鼠血清中的 SARS-CoV-2 S1 IgG。小鼠血清

从 1 ∶ 25 开始连续倍比稀释，加入酶标板微孔，

置于脱色摇床上室温慢摇 30 min，随后弃血清稀

释液，用洗液洗孔 3 次；加入 1 ∶ 1 500 倍稀释的

HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG，置于脱色摇床上室温

慢摇 30 min；随后弃二抗反应液，用洗液洗孔 3 次，

每孔加入 TMB 底物显色液 A、B 各 50 μL，置于脱

色摇床上慢摇 5 min；加入终止液 50 μL，轻轻混匀，

用酶标仪检测光密度（D）值，主波长 450 nm，

参考波长 630 nm。特定稀释度血清 D450－D630 大

于 PBS 阴性对照组小鼠混合血清相同稀释度 D450－

D630 平均值的 2.1 倍为阳性，抗体阳性的血清最大

稀释度即为抗体滴度。

1.5 病毒中和实验 病毒中和实验在海军军医大

学（第二军医大学）P3 实验室进行。以微量中和

实验检测小鼠免疫血清、pVRC-RBD-mFc 质粒表

达产物、S1-hFc 融合蛋白的病毒中和活性。

1.5.1 血清病毒中和活性检测 将 Vero E6 细胞 
（复旦大学上海医学院张荣研究员馈赠）接种于96
孔板，每孔 8 000～10 000 个细胞，置于 5% CO2、 
37 ℃、饱和湿度的孵箱中培养。第 2 天用 96 孔

板将免疫小鼠血清从 1 ∶ 25 开始连续倍比稀

释，稀释液用含 2% FBS 的 DMEM 培养液与约 
300 FFU（病灶形成单位，focus forming unit）的

SARS-CoV-2 混合，总体积 100 μL，置于 37 ℃ 孵

箱中孵育 30 min。然后取出过夜培养的 Vero E6
细胞，吸除培养液，加入小鼠血清 -病毒混合液，

再培养 24 h 后，用免疫荧光法检测细胞中 SARS-
CoV-2 蛋白的表达。一抗用 COVID-19 患者恢复期

血清，荧光二抗用 Alexa Fluor® 488 标记的抗人 IgG
（美国ThermoFisher公司）。荧光抗体反应结束后，

用 DAPI 染细胞核。用全自动细胞成像及分析系统

（Cytation 5 Imaging Reader，美国 BioTek 公司）计

数每孔中发射绿色荧光的细胞数量，计算血清对病

毒的中和率：中和率（%）＝（1－免疫小鼠血清

处理孔病毒感染的细胞数量 / 阴性对照小鼠血清处

理孔病毒感染的细胞数量）×100%。根据各个稀

释度血清的中和率计算中和 50% 病毒感染的血清

最高稀释度，即 IC50。

1.5.2 pVRC-RBD-mFc 质粒表达产物、S1-hFc 融

合蛋白的病毒中和活性检测 将 pVRC-RBD-mFc
质粒转染的 293T 细胞培养上清用截留分子质量为

30 000 的超滤离心管高速离心，浓缩 10 倍，然后
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分别取 1、10 和 20 μL，预先加入接种有 Vero E6
细胞的 96 孔板，浓缩液与培养液共 80 μL。细胞培

养 30 min 后，加入 20 μL 病毒液，再培养 24 h 后用

免疫荧光法检测 SARS-CoV-2 感染的细胞。S1-hFc
融合蛋白对病毒感染的中和作用设置每孔 0.05 μg
和 0.5 μg 2 个剂量，分别以每孔 0.05 μg 和 0.5 μg 小

鼠 IgG1 及 PBS 作为阴性对照。根据各组处理孔中

病毒感染的细胞数量计算抑制率：抑制率（%）＝ 

（1－实验孔病毒感染的细胞数量 /PBS 处理孔病毒

感染的细胞数量）×100%。

1.6 统计学处理 应用 Excel 2010 软件进行统计

学分析。将血清抗体滴度和病毒中和 IC50 进行对数

变换，抗体阴性血清滴度以 0 计。计量资料以 x±s
表示，两组间比较采用独立样本 t 检验。检验水准

（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 SARS-CoV-2 RBD 表达质粒的鉴定 SARS-CoV-2 
S蛋白的功能分区如图 1A所示，SARS-CoV-2 RBD表

达质粒 pVRC-RBD-mFc的结构如图 1B 所示。RBD

基因的 5' 端连接在人 IgG1 信号肽基因的 3' 端，

可使表达产物分泌出细胞；RBD 基因 3' 端与小鼠

IgG1 Fc 基因的 5' 端相连，可使融合蛋白形成二聚

体。质粒中融合基因的序列经 DNA 测序鉴定与

预期一致。将质粒 pVRC-RBD-mFc 转染 293T 细

胞，6 h 后换用低血清 opti-MEM 培养液，48 h 以

后用蛋白质印迹法检测细胞培养上清中的 RBD-
mFc，可检测到与预测的 RBD-mFc 融合蛋白相

对分子质量 53 000 一致的蛋白条带；还可见到

一相对分子质量较小的蛋白条带，与小鼠 Fc 段 
26 000 相符，因此其可能是从 RBD-mFc 融合蛋白

中断裂出的 Fc 段多肽（图 1C）。

2.2 RBD-mFc 和 S1-hFc 融合蛋白对 SARS-CoV-2
感染的抑制作用 采用微量中和实验检测 pVRC-
RBD-mFc 转染 293T 细胞培养上清的 10 倍浓缩液

及 S1-hFc 融合蛋白对 SARS-CoV-2 感染的抑制作

用，结果如图 2 所示，浓缩的 pVRC-RBD-mFc 转

染上清及 S1-hFc 融合蛋白均可浓度依赖性抑制

SARS-CoV-2 感染，小鼠 IgG1 未显示出抑制作用。

图 1 SARS-CoV-2 RBD 表达质粒的结构与表达产物鉴定

Fig 1 Structure diagram of SARS-CoV-2 RBD expression plasmid and identification of its expression product
A: Schematic structure of SARS-CoV-2 spike protein; B: Structure diagram of SARS-CoV-2 RBD expression plasmid pVRC-

RBD-mFc; C: Western blotting analysis of RBD-mFc fusion protein in supernatants of pVRC-RBD-mFc-transfected 293T cells  

(M: Marker; 1: Supernatant of 293T cells transfected with mock vector pVRC; 2: Supernatant of 293T cells transfected with pVRC-

RBD-mFc). SARS-CoV-2: Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2; RBD: Receptor-binding domain; S1: Spike protein S1 

subunit; S2: Spike protein S2 subunit; hCMV-p: Human cytomegalovirus promotor; hIgG1: Human immunoglobulin G1; mFc: Mouse 

immunoglobulin G1 Fc fragment

2.3 RBD-mFc DNA 和 S1-hFc 融 合 蛋 白 免 疫 小

鼠的抗体应答 在第 0 天和第 15 天免疫小鼠，

用 ELISA 检测第 7、14、28 天小鼠血清中的抗 -S1 
IgG。先仅检测各组小鼠 1 ∶ 25 和 1 ∶ 50 稀释度

的抗体水平，结果显示单纯二价锰离子佐剂注射组

和空载体 pVRC 注射组小鼠血清中的抗 -S1 IgG 均

为阴性（数据未显示）。随后对 pVRC-RBD-mFc

质粒（RBD-mFc DNA 免疫组）与 S1-hFc 融合蛋白

（S1-hFc 融合蛋白免疫组）免疫的每只小鼠血清及

PBS 免疫小鼠的混合血清进行连续倍比稀释，检测

抗 -S1 IgG。RBD-mFc DNA 免疫组与 S1-hFc 融合

蛋白免疫组小鼠在 3 个时间点的抗体滴度如图 3 所

示，两组小鼠的血清抗体水平均随时间的推移而升

高，且各时间点 S1-hFc 融合蛋白免疫组小鼠血清

N
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抗体水平均高于RBD-mFc DNA免疫组小鼠（P均＜ 

0.01）。RBD-mFc DNA免疫组在第 7 天有 2 只小鼠血

清在 1 ∶ 25 稀释时抗 -S1 IgG阴性，第 14 和 28 天时

抗体均为阳性；而S1-hFc融合蛋白免疫组所有小鼠在

3 个时间点的抗体均为阳性。

图 2 RBD-mFc 和 S1-hFc 融合蛋白对 SARS-CoV-2 

感染的抑制作用

Fig 2 Inhibition effect of RBD-mFc and S1-hFc fusion 

proteins on SARS-CoV-2 infection
RBD: Receptor-binding domain; mFc: Mouse immunoglobulin 

G1 Fc fragment; SARS-CoV-2: Severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2; S1: Spike protein S1 subunit; hFc: 

Human immunoglobulin G1 Fc fragment; mIgG1: Mouse 

immunoglobulin G1. n＝3, x±s

图 3 RBD-mFc DNA 与 S1-hFc 融合蛋白免疫小鼠血清 

在 3 个时间点的抗 -S1 IgG 滴度

Fig 3 Anti-S1 IgG titers of mouse sera at three  

time points immunized with RBD-mFc DNA  

and S1-hFc fusion protein
RBD: Receptor-binding domain; mFc: Mouse immunoglobulin 

G1 Fc fragment; S1: Spike protein S1 subunit; hFc: Human 

immunoglobulin G1 Fc fragment; IgG: Immunoglobulin G.  
**P＜0.01. n＝5, x±s

图 4 RBD-mFc DNA 与 S1-hFc 融合蛋白 

免疫小鼠血清的病毒中和活性

Fig 4 Virus neutralizing activity of sera of mice 

immunized with RBD-mFc DNA and S1-hFc fusion protein
RBD: Receptor-binding domain; mFc: Mouse immunoglobulin 

G1 Fc fragment; S1: Spike protein S1 subunit; hFc: Human 

immunoglobulin G1 Fc fragment; IC50: Half inhibition concentration. 
**P＜0.01. n＝5, x±s
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2.4 免疫小鼠血清的病毒中和活性 用微量中和

实验检测第 28 天时 RBD-mFc DNA 免疫组与 S1-hFc
融合蛋白免疫组小鼠血清的病毒中和活性，所得

IC50 如图 4 所示。RBD-mFc DNA 免疫组有 1 只小

鼠血清的 IC50 血清稀释度低于 25，而 S1-hFc 融合蛋

白免疫组均≥50，S1-hFc 融合蛋白免疫组小鼠血清

的 IC50 高于RBD-mFc DNA免疫组小鼠（P＜0.01）。
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能否诱导足够浓度且持久的病毒中和抗体及

避免诱导产生 ADE 抗体是决定 SARS-CoV 疫苗制

备成功的 2 个决定因素。单核 -巨噬细胞表面不

表 达 SARS-CoV 和 SARS-CoV-2 的 受 体 ACE2，
因此不能被病毒直接感染。但是这类细胞表面有

IgG Fc 段受体，可通过与病毒 -非中和抗体复合物

的 Fc 段结合，进而以内吞方式使病毒侵入细胞，造

成 ADE［12-13］。病毒在单核 -巨噬细胞内的复制可

能激活炎性因子大量表达和分泌，从而引起炎症反

应。对于 SARS-CoV，诱导非中和抗体效率最强的

免疫原是完整病毒颗粒，随后依次是 S 蛋白、S1 亚

基和 RBD［5,14］。截至 2020 年 5 月上旬，国内已有 
3 支 SARS-CoV-2 灭活疫苗获得临床批件，即将进入

临床试验阶段。中国医学科学院实验动物研究所联

合多个团队开展的灭活疫苗动物实验结果显示，该
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疫苗对恒河猴模型安全有效，未观察到 ADE［15］。

但有研究显示年龄越大、血浆 S 蛋白抗体水平越

高的 COVID-19 患者病情越严重，提示患者血液中

可能存在 ADE 抗体［16-19］。SARS-CoV 灭活疫苗及

S 蛋白疫苗诱导 ADE 已有大量研究报道［7-10,20］。 
SARS-CoV-2 与 SARS-CoV S2 亚基的氨基酸同源

性高达 99%，S2 被普遍认为是诱导 ADE 抗体的重

要蛋白，因此 SARS-CoV-2 灭活疫苗及以 S 蛋白为

靶抗原的其他类型疫苗极有可能诱导 ADE 抗体，

这有待更多的研究来确认。RBD 是介导 SARS-
CoV-2 与受体 ACE2 结合的功能肽段，也是中和抗

体的主要靶点，因此 RBD 及 RBD 所在的 S1 亚基

可能是诱导中和抗体的最佳抗原［6］。

为了探讨基于 SARS-CoV-2 RBD 和 S1 亚基的

疫苗诱导免疫保护效果，本研究分别以 RBD-mFc
表达质粒和 S1-hFc 融合蛋白免疫小鼠，观察 2 种

免疫方式诱导中和抗体的效力。靶抗原与 IgG1 Fc
段融合后，Fc 段通过半胱氨酸残基可形成分子间

二硫键，从而使融合蛋白形成同源二聚体，提高蛋

白在体内的稳定性及免疫原性。

本研究发现 RBD-mFc DNA 及 S1-hFc 融合蛋

白均可抑制 SARS-CoV-2 对 Vero E6 细胞的感染，

提示这 2 种分子均具有相应的生物活性，理论上是

通过与 ACE2 结合而抑制病毒对细胞的感染。对

小鼠免疫血清的抗体检测显示，RBD-mFc DNA 与

S1-hFc 融合蛋白免疫小鼠均可诱导出针对 S1 蛋白

的特异性 IgG，且可中和 SARS-CoV-2 的感染。此

外，RBD-mFc DNA 免疫小鼠血清的抗体水平及中

和效力均低于S1-hFc 融合蛋白免疫小鼠血清，这可

能涉及多种因素，如 RBD 本身的免疫原性、RBD-
mFc 的表达水平等。我们前期分别构建了 SARS-
CoV-2 S1 和 S2 亚基的哺乳动物细胞表达质粒，在

2 个亚基的羧基末端均连接 6×His 作为检测标签，

转染293T细胞后检测2种蛋白的表达。结果显示，

无论是天然的 S1 基因还是序列优化的 S1 基因，S1
的表达水平均低于 S2（结果未显示）。这提示对

于 S1 亚基或 S1 中的 RBD，无论是 DNA 疫苗还是

mRNA 疫苗，由于内在的低表达特性，诱导保护性

免疫的效力可能都不容乐观。S1-hFc 融合蛋白诱

导的抗体水平高于 RBD-mFc DNA 免疫还可能与所

用的检测抗原是 S1 有关，在 S1 的氨基端和 RBD
的羧基端（即 RBD 以外区域）可能存在 B 细胞表

位。RBD 以外区域表位诱导的抗体是否具有中和

活性，有待进一步研究。

本研究发现，S1-hFc 融合蛋白可诱导较高水

平的中和抗体，提示以 S1 蛋白为疫苗靶抗原的免

疫策略对于降低疫苗诱导 ADE 抗体的风险可能具

有参考意义。然而，可溶性蛋白的免疫原性大多较

低，联合安全有效的免疫佐剂对于诱导足够水平的

免疫保护具有重要作用。我们使用二价锰离子为免

疫佐剂，二价锰离子能通过激活环鸟苷酸 -尿苷酸

合 成 酶（cyclic GMP-AMP synthase，cGAS）-干

扰素刺激器（stimulator of interferon，STING）通

路激活细胞天然免疫，显著增强抗原诱导的免疫反

应［21-22］。锰佐剂具有制作工艺简单、成本低廉、

安全性好等优势，具有开发为人用佐剂的可能。

本研究用 DNA 和重组亚单位 2 种完全不同的

疫苗形式对小鼠进行免疫，虽然无法直接比较 RBD
和 S1 作为疫苗靶抗原诱导免疫保护的效力优劣，

但结果提示 DNA 疫苗用于 SARS-CoV-2 的免疫预

防存在较大困难。本研究结果还提示，如果确认

SARS-CoV-2 或 S 蛋白可诱导 ADE 抗体，基于重组

S1 蛋白（或 RBD）的亚单位疫苗可能是一种安全

有效的疫苗。
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