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摘要：由严重急性呼吸系统综合征冠状病毒 2（Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2，SARS⁃CoV⁃2）引起

的 2019 冠状病毒病（Coronavirus disease 2019，COVID⁃19）大流行对全球健康和经济构成了严重威胁，SARS⁃CoV⁃
2 关切变异株（Variants of concern，VOCs）的出现更增加了疫苗研发的难度，因此，优化设计对突变株具有广谱免疫

反应的疫苗显得尤为重要。本研究选取具有大量显性中和表位的受体结合域（Receptor⁃binding domain，RBD）蛋白

作为目标抗原，在 SARS⁃CoV⁃2 经典株 RBD 序列的基础上引入多个 VOCs的关键突变位点，将其与人 IgG1 Fc片段

融合表达，并结合 CpG 单佐剂、氢氧化铝单佐剂或 CpG 与氢氧化铝复合佐剂两剂次免疫小鼠，比较 CpG 联合铝佐

剂相比单独使用铝或 CpG 佐剂诱导细胞免疫和体液免疫反应的增强作用，同时观察小鼠产生抗不同 VOCs 活病毒

的交叉中和抗体滴度。结果显示，与单佐剂相比，RBD⁃Fc 蛋白结合 CpG 与氢氧化铝复合佐剂免疫小鼠可产生最高

的 IgG 结合抗体及高水平 Th1 偏向的细胞免疫应答。同时，小鼠血清还可以有效地中和 SARS⁃CoV ⁃2 贝塔株

（GMT：11143）、德尔塔株（GMT：4850）、经典株（GMT：3675），甚至是奥密克戎 BA.1 株（GMT：1393）和 BA.5 株

（GMT：459）的感染。这些结果表明含有突变位点的 SARS⁃CoV⁃2 RBD⁃Fc 重组蛋白具有良好的潜力，联合使用

CpG 和铝佐剂可明显提高和平衡小鼠的细胞免疫反应，产生对不同 SARS⁃CoV⁃2 高滴度的交叉中和抗体，可作为

一种广谱疫苗进一步研究和开发。
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2019 冠 状 病 毒 病（Coronavirus disease 2019，
COVID⁃19）是由严重急性呼吸系统综合征冠状病

毒 2（Severe acute respiratory syndrome coronavirus 
2，SARS⁃CoV⁃2）引起的严重全球公共卫生紧急事

件。截至 2023 年 8 月，世界卫生组织（World Health 
Organization，WHO）已报告新冠病毒感染确诊病例

超 过 7.7 亿 例 ，死 亡 病 例 超 过 695 万 例［1］。 针 对

SARS⁃CoV⁃2 的疫苗正以前所未有的速度发展，目

前已有几种疫苗获得许可或紧急使用授权，大多是

基于 SARS⁃CoV⁃2 经典株所设计。随着疫情的发

展 ，SARS ⁃ CoV ⁃ 2 不 断 进 化 出 Alpha、 Beta、
Gamma、Delta 和 Omicron 关 切 变 异 株（Variant of 
concern，VOC）。这些突变株一些关键氨基酸位点

的突变，可有效的逃避疫苗诱导的对新冠病毒感染

的保护，导致免疫逃逸，尤其是降低对 VOCs 的中和

抗体滴度［2⁃5］。由于病毒的传播流行还在继续，这些

病毒还在持续的进化，开发具有强免疫原性且可以

引起广谱中和活性的候选疫苗需要持续的进行

研究。

SARS⁃CoV⁃2 的 S 蛋白由 S1 和 S2 亚基组成，是

病毒粒子的主要表面蛋白。研究表明， S 蛋白、S1
亚基或 RBD 抗原可诱导 B 细胞和 T 细胞反应，产生

针对 SARS⁃CoV⁃2 的高效中和抗体［6， 7］，且 RBD 是

COVID ⁃19 患者恢复期血清中中和抗体的主要靶

点，诱导 90% 的中和活性［8］。然而，RBD 分子量小，

其免疫原性较差，因此在疫苗中的使用受到影响。

此外，RBD 倾向于形成链间二硫键，在溶液中建立
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单体 ⁃二聚体平衡，RBD 单体和二聚体的免疫原性

存在显著差异，RBD 二聚体可使中和抗体滴度提高

10~100 倍［9］。将 RBD 与人 IgG 的 Fc 融合表达可使

RBD 二聚化，增加蛋白的稳定性，并增强与抗原提

呈细胞的结合［10， 11］。重要的是，基于 RBD⁃Fc 的疫

苗可以提供针对 SARS⁃CoV⁃2 的保护，目前已完成

Ⅲ期临床试验评估［12］。

除了选择合适的抗原外，亚单位疫苗同样需要

选择合适的佐剂，佐剂不仅可以降低抗原剂量，也可

以增强疫苗诱导的免疫应答的强度、质量和持久

性［13］。氢氧化铝佐剂用于大多数病毒抗原疫苗，优

先诱导更强的体液免疫，诱导 T 细胞免疫反应的能

力较弱，尤其是 1 型辅助性 T 细胞（Type 1 T helper 
cell，Th1）和 细 胞 毒 性 T 淋 巴 细 胞（Cytotoxic T 
lymphocyte，CTL）反应［14⁃16］。CpG 是一种 Toll 样受

体 9（Toll⁃like receptor 9，TLR9）激动剂，可通过诱

导树突状细胞的成熟来增加 CD8+ T 细胞的数量，

同时诱导 Th1 型细胞免疫应答［17］。然而，CpG 易在

注射部位扩散，导致有效浓度降低。研究发现，CpG
可吸附在氢氧化铝上，避免 CpG 的扩散，且这种组

合增强了树突状细胞的抗原摄取和活化，在注射部

位诱导与氢氧化铝类似的炎症反应，但减少了单独

由氢氧化铝诱导产生的嗜酸性粒细胞［18］。目前，含

有 CpG 与氢氧化铝复合佐剂的基于 SARS⁃CoV⁃2 S
蛋白的亚单位疫苗已完成Ⅱ/Ⅲ期临床试验，结果表

明，该疫苗对 SARS⁃CoV⁃2 引起的中度到重度新冠

肺炎的疗效为 84%，对严重疾病和入院治疗的疗效

为 100%，证明了这种复合佐剂策略的可行性［19］。

在本研究中，将突变的 SARS⁃CoV⁃2 RBD 重组

抗原与人 IgG1 的 Fc 片段融合表达，经一步亲和纯

化后即可获得高纯度的 RBD ⁃ Fc 二聚体蛋白，与

CpG 和氢氧化铝佐剂配伍后免疫 BALB/c 小鼠，产

生 了 针 对 经 典 株（Wild type，WT）、贝 塔 突 变 株

（Beta）、德尔塔突变株（Delta），甚至是奥密克戎突

变株（Omicron BA.1 和 BA.5）的高中和抗体滴度。

同时，这种组合诱导了高水平及 Th1 偏向的细胞免

疫反应。

材料与方法

1 病毒、细胞和伦理

SARS⁃CoV⁃2 WT/lineage B 株（Hub01）、Beta/
B.1.351 株（GD2021）、Delta/B.1.617.2 株（CQ2021）
和 Omicron/BA.5 株（TJ7⁃046）由中国疾病预防控

制中心病毒病预防控制所分离和储存。SARS⁃CoV
⁃ 2 Omicron/BA. 1 株（Omi ⁃ 2）由 香 港 大 学 提 供 。

Vero 细胞由中国疾病预防控制中心病毒病预防控

制所储存。SARS⁃CoV⁃2 毒株由 Vero 细胞制备，并

通过 TCID50 方法测定储存的滴度。在中国疾病预

防控制中心病毒病预防控制所 BSL⁃3 实验室进行

病毒扩增、滴度测定和小鼠血清中和试验。本研究

所有动物实验操作均符合中国疾病预防控制中心病

毒病预防控制所动物实验伦理检查的要求（编号：

20210507034）。动物试验研究严格按照《实验室动

物护理和使用指南》中的建议进行。

2 主要试剂

EXPI293 细 胞 购 自 Thermo Fisher 公 司 ；

HiTrap MabSelect Prism A 纯化柱购自 Cytiva 公司；

蛋白预制胶购自金斯瑞生物科技；QuickBlue 快速染

胶液购自苏州博特龙免疫技术有限公司；一步法

Ultra TMB Blotting 溶液购自 Thermo Fisher 公司；

氢氧化铝佐剂购自 Croda 公司；CpG ODN 佐剂由华

普生物技术（江苏）股份有限公司合成提供；BALB/
c 小鼠购自北京维通利华实验动物技术有限公司；

HRP 结合抗人和抗小鼠 IgG 抗体购自北京中杉金

桥生物技术有限公司；小鼠 IFN⁃γ、IL⁃2 和 IL⁃4 预包

被 ELISpot 试剂盒及 SARS⁃CoV⁃2 经典株 S 蛋白肽

库购自 Mabtech 公司；小鼠淋巴细胞分离液购自北

京 达 科 为 生 物 技 术 有 限 公 司 ；植 物 血 凝 素

（Phytohaemagglutinin，PHA）购自北京索莱宝科技

有限公司。

3 蛋白表达与纯化

RBD 序列来源于 SARS⁃CoV⁃2 经典株 S 蛋白

（319~541）（GenBank：MN908947.3），在此基础上，

进行了四个氨基酸的突变（K417T、L452R、E484K
和 N501Y）。为使重组蛋白分泌表达，在突变 RBD
的氨基端加入 SARS⁃CoV⁃2 经典株 S 蛋白的分泌

肽。同时，在突变 RBD 的羧基端加入人 IgG1 Fc 序

列以提高重组蛋白的免疫原性，两者之间以柔性

linker “GGGSGGGSGGGS”连接。密码子优化后

将重组蛋白 RBD ⁃Fc 核苷酸序列连接到表达载体

pcDNA3.4 中，瞬时转染 EXPI293 悬浮细胞。在质

粒转染后的第 3 d 收集细胞培养上清液，并通过

HiTrap MabSelect PrismA 纯化柱进行纯化。

4 重组蛋白 RBD ⁃ Fc 的 SDS ⁃ PAGE 和 Western 
Blot分析

对于 SDS⁃PAGE，将纯化的蛋白质样品与加或

不 加 还 原 剂 二 硫 苏 糖 醇（Dithiothreitol，DTT）的

·· 1550



6 期 任虎，等 . CpG 联合铝佐剂增强 RBD⁃Fc重组蛋白诱导小鼠免疫反应效果的研究

SDS 上样缓冲液混匀，在 95 °C 下加热 5 min，使用蛋

白预制胶进行凝胶电泳。凝胶用快速染胶液染色。

对于 Western Blot，凝胶中的蛋白质被电转到 NC 膜

上。在室温下用含 10% 胎牛血清的 PBS 封闭 1 h。
洗涤后，在室温下将 NC 膜在 HRP 结合的抗人 IgG
抗体（1：5 000 稀释）中孵育 40 min。清洗 NC 膜后，

用一步法 Ultra TMB Blotting 溶液进行显色。

5 免疫策略

将雌性 BALB/c 小鼠（6~8 周龄）随机分为 4
组，每组 5 只。参照表 1 策略进行 0，14 d 二剂次免

疫，使用剂量均为 100 μL。于二免后 14 d 处死小

鼠，取血液和脾脏。收获脾脏后，在无菌条件下，将

其剪切、研磨，并通过 70 µm 细胞过滤器进行处理，

通过添加小鼠淋巴细胞分离液分离淋巴细胞。

6 血清抗体检测

使 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验（Enzyme linked 
immunosorbent assay，ELISA）测 量 小 鼠 血 清 中

RBD⁃Fc 蛋白的结合抗体。用 PBS 将 RBD⁃Fc 蛋白

稀释至 0.5 μg/mL，4 °C 下 在 ELISA 平 板 中 包 被

14 h。然后 37 °C 封闭 2 h。用 PBST（含 0.05% 吐温

20 的 PBS）洗涤 ELISA 平板四次，将小鼠血清连续

4 倍稀释（从 1：50 稀释开始），转移至 ELISA 平板，

并在 37 ° C 下孵育 1 h。用 PBST 洗涤四次后，将

HRP 结合的抗小鼠 IgG 二抗以 1：5 000 稀释，添加到

ELISA 平板中再孵育 1 h。再次洗涤 ELISA 平板，

加入 TMB 显色 10 min 后用 2 M 盐酸终止反应，使

用酶标仪在 450 nm 处测量吸光度。通过 GraphPad 
Prism 8.0.2 软件中的四参数曲线拟合确定血清结合

抗体滴度（EC50）。

使用中和试验检测小鼠血清的中和抗体。将小

鼠血清在 56 °C 下热灭活 30 min。从 1：25 稀释度开

始，在细胞培养基中制备 2 倍系列稀释血清样品。

将稀释血清与 SARS ⁃CoV ⁃2 病毒（100 TCID50）以

100 μL 总体积 1：1 混合。病毒和血清样本的混合物

在 37 °C 和 5% CO2 下培养 2 h。培养后，在每个孔

中加入 Vero 细胞（1×104个细胞/孔），并在 37 °C 培

养箱中培养 4~5 d。在显微镜下记录每个孔的细胞

病变效应（Cytopathic effect，CPE），并通过 Karber方
法将中和滴度计算为中和 50% 病毒感染所需最大

稀释度的倒数。

7 ELISpot 分析

使用小鼠 ELISpot试剂盒检测分泌 IFN⁃γ、IL⁃2
或 IL⁃4 的淋巴细胞数量。按照说明书的操作，用无

菌 PBS 清洗预包被抗小鼠 IFN⁃γ、IL⁃2 或 IL⁃4 单克

隆 抗 体 的 ELISA 平 板 ，然 后 用 含 10% FBS 的

RPMI 1640 细胞培养基平衡，将小鼠淋巴细胞（2×
105 细胞/孔）添加到平板中。将 RBD⁃Fc 蛋白（500 
ng/孔）和 SARS⁃CoV⁃2 S 蛋白肽库（200 ng/孔）添

加到孔中进行刺激。加入 PHA 作为阳性对照。未

经刺激的细胞作为阴性对照。培养 42 h 后，移除细

胞，并用生物素化 IFN ⁃γ、IL ⁃2 或 IL ⁃4 检测抗体、

HRP 结合的链霉亲和素和底物处理平板。当色斑

强烈到可以观察时，用去离子水彻底冲洗平板，停止

显影。使用自动 ELISpot 阅读器和图像分析软件确

定斑点数量。

所 有 数 据 均 使 用 SPSS 27 进 行 分 析 。 使 用

Kruskal⁃Wallis 检验进行组间差异分析。如果 P<
0.05，则认为差异显著。

结 果

1 RBD⁃Fc蛋白的表达与鉴定

如图 1A 所示，本研究构建了由 SARS⁃CoV ⁃2 
RBD 和人 IgG1 Fc 片段融合表达的 RBD⁃Fc 重组蛋

白，RBD 序列基于 SARS⁃CoV⁃2 经典株产生了 4 个

突变。在 EXPI293 细胞中表达并用亲和层析纯化

后，可获得高产量且具有较高纯度的 RBD⁃Fc 重组

表 1　小鼠分组与免疫策略

Table 1　Mouse grouping and immunization strategy

Groups

1
2
3
4

RBD⁃Fc dose

5 μg
5 μg
5 μg
5 μg

Adjuvant dose

10 μg CpG+50 μg Al（OH）3

10 μg CpG
50 μg Al（OH）3

⁃

Route of
vaccination

i.m.
i.m.
i.m.
i.m.

Immunization time

0，14 d
0，14 d
0，14 d
0，14 d

Number

5
5
5
5

注：i.m. 肌肉注射。

Notes：i.m. intramuscular injection.
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蛋白。使用 SDS⁃PAGE 在还原和未还原条件下对

RBD⁃Fc 重组蛋白进行了表征。如图 1B 所示，在

还原条件下观察到分子量约 65 kDa 的条带 ，而

在 未 还 原 条 件 下 则 观 察 到 约 130 kDa 的 条 带 ，

Western Blot 显 示 结 果 与 SDS ⁃ PAGE 相 同

（图 1C）。

2 RBD⁃Fc蛋白结合氢氧化铝和 CpG 佐剂可诱导

高滴度的抗 SARS⁃CoV⁃2抗体

为了研究 RBD⁃Fc 重组蛋白结合不同佐剂诱导

的体液免疫反应，对各组小鼠产生的血清结合抗体

进行评估。结果表明，RBD⁃Fc 蛋白结合 CpG 和氢

氧化铝佐剂组诱导产生 IgG 结合抗体的平均滴度最

高（GMT：43488），显著高于 CpG 佐剂组（GMT：

740）和无佐剂组（GMT：408），也高于氢氧化铝佐剂

组（GMT：3480）（差异无统计学意义）（图 2A）。

根据结合抗体的滴度，本研究选取 RBD⁃Fc 蛋

白结合 CpG 和氢氧化铝佐剂组的小鼠血清来测定

针 对 SARS ⁃ CoV ⁃ 2 Beta 株 、WT 株 、Delta 株 、

Omicron BA.1 株和 Omicron BA.5 株的中和抗体滴

度。结果显示，针对 Beta 株的中和抗体滴度最高

（GMT：11143），显著高于 Omicron BA.1 株（GMT：

1393）和 Omicron BA.5 株（GMT：459），也高于 WT
株（GMT：3675）和 Delta 株（GMT：4850）（差异无统

计学意义）（图 2B）。

3 RBD⁃Fc蛋白结合氢氧化铝和 CpG 佐剂诱导高

效的细胞免疫反应

为了研究 RBD⁃Fc 重组蛋白结合不同佐剂诱导

的细胞免疫反应，在二免后 14 天取小鼠脾细胞，用

蛋白和多肽特异性刺激后检测 Th1（IFN⁃γ 和 IL⁃2）
和 Th2（IL ⁃4）细胞免疫反应。蛋白刺激的结果表

明，RBD⁃Fc 蛋白结合 CpG 和氢氧化铝佐剂组诱导

分泌 IFN⁃γ 和 IL⁃2 的细胞显著高于 CpG 佐剂组和

无佐剂组，也高于氢氧化铝佐剂组（差异无统计学意

义）（图 3A 和 3B）。然而，在分泌 IL⁃4 的细胞中，氢

氧化铝佐剂组最高，显著高于 CpG 佐剂组和无佐剂

组，也高于 CpG 与氢氧化铝复合佐剂组（差异无统

计学意义）（图 3C）。同时，结果还显示，RBD⁃Fc 蛋

白结合 CpG 和氢氧化铝佐剂组分泌 IFN⁃γ 和 IL⁃2
的细胞与分泌 IL⁃4 的细胞的比值均最高（图 3D 和

3E）。多肽特异性刺激的结果也显示，RBD⁃Fc 蛋白

结合 CpG 和氢氧化铝佐剂组分泌 IFN⁃γ 和 IL⁃2 的

细胞与分泌 IL⁃4 的细胞的比值均最高（图 3I 和 3J）。

图 1　RBD⁃Fc蛋白的表达与鉴定

注：A. 构建重组 RBD⁃Fc蛋白的示意图；B. 重组 RBD⁃Fc蛋白的 SDS⁃PAGE 分析；C. 重组 RBD⁃Fc蛋白的 Western Blot分析。

Figure 1　Expression and identification of RBD⁃Fc protein
Notes：A. Schematic diagram of construction of recombinant RBD⁃Fc protein； B. SDS⁃PAGE analysis of recombinant RBD⁃Fc protein； 

C. Western Blot analysis of recombinant RBD⁃Fc protein.
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表明相较于氢氧化铝佐剂组、CpG 佐剂组和无佐剂

组，CpG 与氢氧化铝复合佐剂组诱导了 Th1 偏向的

细胞免疫反应。

讨 论

疫苗佐剂有助于抗原产生更强的免疫应答。佐

剂的使用在新冠大流行背景下尤为重要，它可以减

少每剂所需的抗原量，从而生产更多剂量的疫苗。

重要的是，CpG 和氢氧化铝佐剂均已用于商业许可

的疫苗，并在临床和上市后研究中具有大量的安全

性数据［19， 20］。本研究比较了 CpG 单佐剂、氢氧化铝

单佐剂和 CpG 与氢氧化铝复合佐剂对 RBD⁃Fc 重组

蛋白免疫应答的影响。

从本研究可以看出，CpG 单佐剂几乎没有增加

抗原的体液及细胞免疫反应，这可能与 CpG 易在注

射部位扩散有关［18］。氢氧化铝单佐剂可提高抗原的

体液（结合抗体比无佐剂组高 8.53 倍）及细胞免疫

反应，同时观察到该组检测出明显较多的 IL⁃4 分泌

细胞，这与氢氧化铝佐剂优先诱导 Th2 偏向性反应

的报道一致［21］。与单佐剂相比，CpG 与氢氧化铝复

合佐剂具有明显的佐剂作用，能显著提高 RBD⁃Fc
蛋白的体液免疫（结合抗体比无佐剂组高 106.59
倍）及细胞免疫反应，这可能由于氢氧化铝佐剂和

CpG 佐剂对不同分子途径的协同激活，或 CpG 吸附

在氢氧化铝佐剂上，导致形成更有效内化或增强

TLR9 激活的大分子复合物［22］。另一方面，小鼠体

内高比例的 IFN⁃γ 和 IL⁃2 分泌细胞，表明复合佐剂

可诱导特异性的 Th1 偏向的细胞免疫应答。Th1 免

疫反应增强可能会避免疫苗增强型呼吸道疾病

（Vaccine ⁃ associated enhanced respiratory disease，
VAERD）的风险，因为 VAERD 通常被认为与 Th2
偏向反应有关［23， 24］。一项研究发现 CpG 与氢氧化

铝复合佐剂能在老年老鼠引流淋巴结中引起和年轻
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图 2　小鼠对 RBD⁃Fc疫苗的体液免疫反应

注：A. 二免后 14 天小鼠血清 IgG 结合抗体滴度，柱状图上方的数字为每组的平均几何滴度和以 RBD⁃Fc+CpG+Al组为对照各组平

均几何滴度提高或减弱的倍数；B. 二免后 14 天小鼠血清中和抗体滴度，柱状图上方的数字为每组的平均几何滴度和以 WT 组为对照

各组平均几何滴度提高或减弱的倍数；误差线表示平均几何滴度±95% 置信区间；在显著性水平 α=0.05 下，*表示 P < 0.05；**表示

P < 0.01；***表示 P < 0.001。
Figure 2　Humoral immune response of mice induced by RBD⁃Fc vaccine

Notes：A. Serum IgG⁃binding antibody titer of mice 14 days after secondary immunization， the numbers above the bar graph represent the 
geometric mean titers of each group and the multiples of increase or decrease in the geometric mean titers of each group compared to the 

RBD⁃Fc+CpG+Al group； B. Serum neutralizing antibody titer of mice 14 days after secondary immunization， the numbers above the bar 
graph represent the geometric mean titers of each group and the multiples of increase or decrease in the geometric mean titers of each group 
compared to the WT group； The error bar represents the geometric mean titers ± 95% confidence interval； At the significance level α=

0.05， * means P < 0.05； ** means P < 0.01； *** means P < 0.001.
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小鼠相似的细胞因子和趋化因子基因富集模式，激

活固有免疫反应，并且，还可以增强青年人和老年人

单核细胞中细胞因子和趋化因子的产生，进一步显

示出 CpG 与氢氧化铝复合佐剂可以在多个年龄组

进行应用的潜力［22］。CpG 与氢氧化铝复合佐剂在

体内和体外的潜在分子作用机制，还需要进一步的

研究。

多种基于 SARS⁃CoV⁃2 经典株开发的疫苗已

被证明在保护新冠感染重症和死亡方面起着重要和

有效的作用［25⁃27］。然而，大量 SARS⁃CoV⁃2 突变株

的出现，使得恢复期或者疫苗接种者的血清样本中

和抗体滴度呈现不同程度的降低［2］。因此，研究开

发基于突变株的 SARS⁃CoV⁃2 疫苗，特别是能引起

针对不同 VOCs 广谱免疫反应的疫苗，是预防新冠

大流行的有效措施。研究数据表明，额外的基于原

始株疫苗加强剂量有助于增强免疫的持久性和减少

因 VOCs 而导致的免疫逃避［28， 29］。然而，经过基于

突变株疫苗的加强，可以实现对变异株更好的免疫

保护［30， 31］。本研究中，我们对 RBD 突变了 4 个氨基

酸（K417T、L452R、E484K 和 N501Y），这些位点存

在于 Beta，Delta 和 Omicron 株中，也已被证实影响

中和表位［32， 33］。基于突变的 RBD⁃Fc 抗原在 CpG 和

氢氧化铝佐剂的作用下，仅 2 剂次免疫，就可以产生

对 Beta 株高达 11143 真病毒中和抗体滴度，Delta 株

高达 4850，比 WT 株分别高 3.03 和 1.32 倍。虽然产

生对 Omicron BA.1 和 BA.5 的交叉中和活性较 WT
株减低了 2.64 和 8.01 倍，但依旧能产生高达 1393 和

459 的中和抗体滴度，其降低倍数低于之前报道的

接 受 mRNA 疫 苗 的 个 体（ 约 4~14 和 8.4~
17 倍）［34⁃36］。

除了广谱的体液免疫反应，T 细胞介导的保护

性免疫在控制 SARS⁃CoV⁃2 感染中起着关键作用。

研究显示，在疫苗接种或感染的人群，可以产生对不

同变异株交叉的细胞免疫反应［37⁃39］。在本研究中，

通过使用基于 WT 株的 SARS⁃CoV⁃2 S 蛋白肽库刺

激免疫小鼠脾淋巴细胞，仍然观察到经 WT 株多肽

刺激后，产生特异性分泌 IL⁃2 和 IFN⁃γ 的细胞显著

增加，以及偏向 Th1 的细胞免疫反应，再次证实了
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图 3　小鼠对 RBD⁃Fc疫苗的细胞免疫反应

注：A~E. 用 RBD⁃Fc特异性刺激；F~J. 用 SARS⁃CoV⁃2 S 蛋白肽库特异性刺激；A 和 F. 小鼠脾脏分泌 IFN⁃γ 的淋巴细胞数量；B 和

G. 小鼠脾脏分泌 IL⁃2 的淋巴细胞数量；C 和 H. 小鼠脾脏分泌 IL⁃4 的淋巴细胞数量；D 和 I. 小鼠脾脏分泌 IFN⁃γ 的淋巴细胞数量与分

泌 IL⁃4 的淋巴细胞数量的比值；E 和 J. 小鼠脾脏分泌 IL⁃2 的淋巴细胞数量与分泌 IL⁃4 的淋巴细胞数量的比值；误差线表示平均值±
标准差；在显著性水平 α=0.05 下，*表示 P < 0.05；**表示 P < 0.01；***表示 P < 0.001。

Figure 3　Cellular immune response of mice induced by RBD⁃Fc vaccine
Notes：A~E. Specific stimulation with RBD⁃Fc； F~J. Specific stimulation with SARS⁃CoV⁃2 S protein peptide pool； A and F. The num⁃
ber of lymphocytes secreting IFN⁃γ in mouse spleen； B and G. The number of lymphocytes secreting IL⁃2 in mouse spleen； C and H. The 
number of lymphocytes secreting IL⁃4 in mouse spleen； D and I. The ratio of IFN⁃γ⁃secreting lymphocytes to IL⁃4⁃secreting lymphocytes 

in mouse spleen； E and J. The ratio of IL⁃2⁃secreting lymphocytes to IL⁃4⁃secreting lymphocytes in mouse spleen； The error bar repre⁃
sents the means ± standard deviation； At the significance level α=0.05， * means P < 0.05； ** means P < 0.01； *** means P < 0.001.
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基于 RBD 区域 T 细胞表位对 SARS⁃CoV⁃2 不同毒

株的保守性，也显示出该疫苗对不同 VOCs 可以诱

导广谱细胞免疫反应的作用和潜力。另外，对于使

用肽库刺激的结果，本研究还发现单独免疫 RBD⁃
Fc 蛋白能够诱导产生与佐剂组相当甚至更多的分

泌 IL ⁃4 的细胞，这可能是由于使用肽库刺激引起

的，该结果也提示 CpG 或 CpG 与氢氧化铝复合佐剂

的使用可能会抑制分泌 Th2 类因子（IL⁃4）细胞的数

量，因此表现出佐剂组分泌 Th2 类因子（IL⁃4）细胞

的数量低于单独抗原免疫组，这也进一步提示可以

用不同的刺激物和方法来更全面的评价小鼠的细胞

免疫反应。

本研究在 SARS⁃CoV⁃2 经典株 RBD 序列的基

础上引入突变株的关键突变位点融合 Fc 片段进行

表达纯化，并配伍 CpG 和氢氧化铝复合佐剂通过小

鼠实验初步验证了这种策略对基于变异株 SARS⁃
CoV⁃2 疫苗研究的潜力和适用性，相比于多价疫苗，

本研究仅利用单一组分抗原即可引起针对不同变异

株平衡的交叉中和活性。同时，本研究使用的 CpG
和 氢 氧 化 铝 佐 剂 均 为 生 产 质 量 管 理 规 范（Good 
manufacturing practices，GMP）车间生产，且已在临

床试验中使用，具有较好的安全性［40］。此外，简单高

效的纯化方式也大大缩短了疫苗的研发时间，在新

冠大流行背景下具有重要意义。随着新冠病毒进一

步的变异，基于此设计和平台，可以快速更迭针对新

流行变异株疫苗，以期找到应对新冠病毒感染的通

用疫苗策略。然而，本研究仍存在一些不足。第一，

基于变异株的疫苗主要将用于已有基础免疫的人

群，需要进一步通过序贯免疫的策略评估该疫苗作

为加强免疫的优势和潜力。第二，该研究只基于小

鼠的免疫实验，还需要在其它动物模型上（包括灵长

类动物）更好的评估该疫苗的免疫原性。第三，在人

类中，TLR9 仅在浆细胞样树突状细胞和 B 细胞中

表达。而在小鼠中，除了上述细胞外，TLR9 还在巨

噬细胞和髓系树突状细胞中表达［41，42］，这可能会影

响 CpG 佐剂从临床前研究到临床试验的转化。然

而，在探究重组乙型肝炎疫苗（含 CpG 和铝佐剂）安

全性及免疫原性的Ⅰ期临床试验中，本研究使用的

CpG 佐剂已被证明与疫苗结合可增强免疫反应，其

产生的抗体水平显著高于商品化重组乙型肝炎疫苗

（国药准字 S20040016，含铝佐剂）［40］。最后，TLR9
主要通过识别 CpG 引起炎性反应，过度的炎性反应

会损害靶细胞，甚至导致全身炎性反应和多器官功

能衰竭［43］，故将 CpG 佐剂应用于人体时应注意佐剂

的使用剂量，本研究未探究 CpG 佐剂的安全剂量

范围。

综 上 所 述 ，本 研 究 表 明 针 对 突 变 株 设 计 的

SARS⁃CoV⁃2 RBD⁃Fc 蛋白候选疫苗与 CpG 和氢氧

化铝佐剂配伍后，可在小鼠体内诱导广谱的、高水平

的抗体反应及 Th1 偏向的细胞免疫反应，对突变株

疫苗的设计具有借鉴意义，值得进一步的研究。
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Enhanced Immune Response of Mice Induced by RBD⁃Fc Recombinant Protein 
Combined with CpG⁃Aluminum Adjuvant

REN Hu1#， HE Yuanwei1#， ZHANG Yanan2#， LI Hai1， GUO Jinyuan1， ZHANG Yan1， ZHU Shuangli1， 
JI Tianjiao1， CAO Lei1*， XU Wenbo1*

（1. National Health Commission Key Laboratory of Medical Virology and Viral Diseases，National Institute for Viral Diseases Control and 

Prevention，Chinese Center for Disease Control and Prevention，WHO WPRO Regional Reference Measles/Rubella Laboratory，Beijing 102206，
China；　2. Dongzhimen Hospital Affiliated to Beijing University of Chinese Medicine，Beijing 102206，China）

Abstract：The 2019 coronavirus disease （COVID ⁃ 19） pandemic caused by the severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2 （SARS ⁃ CoV ⁃ 2） poses a serious threat to global health and the economy. The 
emergence of variants of concern （VOCs） in SARS ⁃CoV ⁃ 2 has made vaccine development more challenging. 
Therefore， designing vaccines that can elicit a broad immune response against mutant strains is crucial. In this 
study， the receptor ⁃ binding domain （RBD） protein， which contains dominant neutralizing epitopes， was 
selected as the target antigen. The RBD sequence of the SARS⁃CoV ⁃2 Wild ⁃type （WT） strain was served as 
the basis for introducing several key mutation sites of VOCs， and fused with human IgG1 Fc fragments. The 
RBD ⁃Fc protein was expressed and administered with either CpG single adjuvant， aluminum hydroxide single 
adjuvant， or CpG combined with aluminum hydroxide adjuvant in two doses to mice. This study compared the 
enhancement of cellular and humoral immune responses induced by CpG combined with aluminum hydroxide 
adjuvant with those induced by aluminum or CpG adjuvant alone. The cross⁃neutralizing antibody titers against 
live viruses of different VOCs were also observed. The results demonstrated that RBD ⁃ Fc protein combined 
with CpG and aluminum hydroxide adjuvant induced the highest IgG binding antibodies and high⁃level of Th1⁃
biased cellular immune response in immunized mice compared to single adjuvant. Additionally， mouse serum 
could effectively neutralize infections of SARS CoV⁃2 beta strain （GMT： 11143）， Delta strain （GMT： 4850）， 
classic strain （GMT： 3675）， and even Omicron BA. 1 strain （GMT： 1393） and BA. 5 strain （GMT： 459）. 
These results indicate that the SARS ⁃ CoV ⁃ 2 RBD ⁃ Fc recombinant protein containing mutation sites has 
excellent potential， and the combined use of CpG and aluminum adjuvant can significantly improve and balance 
the cellular immune response of mice， produce cross ⁃ neutralizing antibodies against different SARS ⁃ CoV ⁃ 2 
varants with high titers， which can be further studied and developed as a broad⁃spectrum vaccine.
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