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新型冠状病毒疫苗研发与评价
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摘 要：疫苗的预防接种对提高人群免疫力、降低人群易感性、控制某些传染病的发生和流行起着主导作用。在这次新型

冠状病毒（SARS-CoV-2）疫情防控中，我国政府高度关注疫苗的研发进展，并在世界研发行业中成绩卓越。在简要回顾

SARS-CoV-2 疫苗的研究进展和从 SARS-CoV-2 特点再认识疫苗研发的科学问题的基础上，从药物评价研究的角度，就

SARS-CoV-2疫苗研发进展与评价问题予以论述。冠状病毒疫苗开发成功的关键是产品的安全性和有效性。在其研发的系

统工程中，利用病毒结构的特性，形成新的研发路征，通过精心设计，严格执行国内国际研发评价规范，进行科学的临床

前质量和稳定性试验、动物的安全性和有效性试验，进行 I、II、III期临床评价去实现研发目标。疫苗从研发到上市是一个

漫长的过程，期间需要解决众多的关键科学问题，尤其是针对像SARS-CoV-2这样传播速度快、传播途径广的病毒，可能

会面临更多的风险与挑战。由于SARS-CoV-2流行范围广和变异速度快的特点，为了获取更全面的病毒数据需要国际间的

协调与合作，以确保足够的信息和研究能力，达到成果国际共享的目的。
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Abstract: Vaccination plays a leading role in improving immunity, reducing susceptibility and controlling the occurrence and

prevalence of some infectious diseases. In this epidemic prevention and control of SARS-COV-2, the Chinese government paid more

attention to the development progress of vaccine and made outstanding achievements in the world's research and development

(R&D) industry. Based on a brief review of the research progress of the novel vaccine and a new understanding of the scientific

issues of vaccine R&D based on the characteristics of the novel vaccine, this paper discusses the research progress and evaluation of

the novel vaccine from the perspective of drug evaluation. The key to the successful development of a vaccine is the safety and

effectiveness of the product. In this system engineering of R&D, the use of virus structure characteristics, forming new development

pathway, through elaborate design, strict domestic and international research and evaluation standard, the scientific quality of

preclinical quality and stability tests, the safety and effectiveness in animal tests, phase I, II and III clinical evaluations to achieve

development goals. From the research and development to the market of vaccine is a long process, during which many key scientific

problems need to be solved. Especially for a SARS-COV-2 such as novel coronavirus that spreads quickly and widely, it may face

more risks and challenges. Due to the virus' wide range of popularity and rapid mutation, international coordination and cooperation

are needed to obtain more comprehensive virus data, so as to ensure sufficient information and research capacity for the purpose of

international sharing of results.
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在流行过程中要控制和消灭传染病，必须针对

传染源、传播途径和易感人群这 3个环节采取综合

措施才能收到最大效果。而疫苗的预防接种可以

提高人群免疫力，降低人群易感性，对控制某些传

染病的发病和流行起着主导作用，如天花、白喉、脊

髓灰质炎、麻疹、百日咳、破伤风、结核病等；也可在

某些传染病综合防治中起重要作用，如流行性乙型

脑炎、流行性脑脊髓膜炎、流行性感冒、鼠疫、霍乱、

伤寒、钩体病、狂犬病等；还有正在研究开发中的艾

滋病疫苗和新型冠状病毒（SARS-CoV-2）结果等。

在这次 SARS-CoV-2 疫情防控中，我国政府高

度关注疫苗的研发进展，并在世界疫苗研发中取得

卓越成绩。目前，全球 115 个在研的候选疫苗中，

72%来自私营或者企业开发者，28%来自学术机构、

公共部门和其他非营利组织。从地区来看，36

家（46%）开发者来自北美，14家（18%）来自中国，14

家（18%）来自除中国外的亚太地区 ，另外 14

家（18%）来自欧洲。在简要回顾 SARS-CoV-2疫苗

的研究进展和从SARS-CoV-2特点再认识疫苗研发

的科学问题的基础上，本文从药物评价研究的角

度，就 SARS-CoV-2疫苗研发进展与评价问题予以

论述。

1 从 SARS-CoV-2 特点再认识疫苗研发的科学

问题

1.1 SARS-CoV-2疫苗的研究进展

进入 21世纪以来，在短短的 20年内，全球已经

爆发了 3 次较大规模的冠状病毒感染肺炎事件。

2003年的重症急性呼吸综合征（SARS）、2015年的

中东呼吸综合征（MERS）与 2019 年的新型冠状病

毒肺炎（COVID-19），多数相关研发主体都是仅为

解决当下疫情问题而开展的，多数国家尚未形成良

好的长效预防措施或紧急应对机制。此次COVID-

19 疫情，是人类历史上极其可怕的传染疾病大流

行，它是联合国成立以来，也是世界卫生组织成立

以来，传播和爆发范围最大（世界 200多个国家和地

区）的一次疫情。它有以下特点：一是传播力强，基

本传染数（R0）高达 2.70～3.77；二是攻击能力大，可

以入侵多器官，不单单是病毒性肺炎；三是潜伏期

难确定，出现了潜伏期超长病例；四是症状消失之

后，还可以排毒；五是没有症状也可以高效传播。

因此，SARS-CoV-2堪称自本世纪以来 3种冠状病毒

中最“狡猾”的，多地研究机构对其特征、临床知识、

治疗评价、临床管理、病毒病理、爆发期的控制等多

方面进行了研究，并发表了大量论文［1-6］。在此次治

疗中，要考虑病毒的特征因素，宿主因素、患者状

况、药物作用靶点、药物与受体的关系等复杂情况，

除了中西药物抗病毒治疗［7-9］外，战胜疫情还需要防

控手段，防止疾病蔓延对人体器官系统造成严重的

危害。因此，SARS-CoV-2疫苗的研发刻不容缓。

早在 1973年，美国内布拉斯加大学开始了冠状

病毒疫苗的研究，并申请了首个兽用疫苗发明专

利。SARS-CoV-2是一种RNA病毒，它的外壳上有

刺 突 状 的 S 蛋 白 ，S 蛋 白 上 存 在 受 体 结 合

域（Receptor Binding Domain，RBD）（图 1）。SARS-

CoV-2 通过 RBD 与人体细胞表面受体血管紧张素

转化酶 2（ACE2）结合，进入细胞大量复制［10-12］。在

疫苗设计时 ，考虑疫苗靶点 S1 的受体结合基

序（RBM）和 RBD 区保守程度，以及发现 SARS-

CoV S1 蛋白的多克隆抗体与 SARS-CoV-2 的交叉

中和反应的特性。

当细胞检测到病毒入侵时，会释放干扰素启动

免疫反应，而大多数免疫反应对宿主会造成不利影

响。因为病毒导致的免疫性炎症反应以及产生的

破坏性物质的破坏性极强，大多数 SARS-CoV-2的

患者死于并发症。临床实践发现肺是“归零地”，其

损害范围可以延伸到许多器官［13］，包括心脏和血

管、肾脏、肠道和大脑（图 2）。由此可见，SARS-

CoV-2 的治疗过程非常艰难，做好预防措施、研发

SARS-CoV-2疫苗就尤为重要。而阻断病毒表面受

体结合域与细胞表面受体结合成为研发抗病毒药

物的思路。中和抗体就是这样一种能够识别病毒

表面蛋白并阻止其与细胞受体结合的抗体。原理

上，它能够抢先细胞占据病毒表面受体结合域，使

其无法与细胞结合。中和抗体治疗是直接注射的

方式，其作用不同于疫苗，疫苗使用抗原诱导人体

产生抗体。

在 2003 年 SARS 爆发后 ，多方面研究发现

SARS-CoV疫苗研发面临巨大挑战。候选疫苗诱导

产生的非中和抗体的 Fc段可能与巨噬细胞 Fc受体

结合，使SARS-CoV感染表面无ACE2的巨噬细胞，

引起抗体依赖感染增强效应（Antibody- dependent

enhancement，ADE），加重感染［14-18］。因 SARS-CoV-

2 与 SARS-CoV 感染机制高度相似 ，因此研发

COVID-19疫苗时应高度重视ADE问题，尽量选择

能产生高滴度中和抗体而不产生非中和抗体的病

毒序列制备疫苗［19］，这将是疫苗研发成功与否的关

键。此外，在COVID-19的防治过程中，细胞免疫反

应也起着至关重要的作用。因此，研发 COVID-19
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疫苗还需要兼顾全身性免疫（体液和细胞免疫）和

黏膜免疫。我国冠状病毒疫苗的研发起步较晚，但

因 SARS的暴发而发展迅速，多个疫苗研发平台应

运而生。所以，我国的 COVID-19 疫苗有望研发

成功［20］。

1.2 高标准的疫苗研发

目前，SARS-CoV-2候选疫苗中使用的S蛋白的

不同形式和/或变体之间如何相互关联的还不清楚，

在不清楚疾病的基因组特征时，冠状病毒疫苗开发

能否成功，更可能与今后疫苗产品的安全性和有效

性有关。

1.2.1 安全性 一个药物或疫苗想要上市，需要通

过临床试验证实两点：安全和有效。就安全性而

言，疫苗要求非常严格，任何疫苗的 I期临床试验的

主要目的（“主要临床终点”）也是证明疫苗的安全

性（短期和长期不良反应）。目前已有 SARS-CoV-2

疫苗成功通过 I期甚至进入 II期临床试验，无明显

不良反应。

1.2.2 有效性 SARS-CoV-2疫苗是否有效的关键

是被接种人是否产生针对新冠 S蛋白的抗体，因此

必须重视两方面的研究：首先，如果SARS-CoV-2疫

苗评价跳过临床前动物实验，就增加了失败的风

险。正常药物和疫苗研发过程，都需要在临床前在

疾病的动物模型中筛选多个候选物验证，找出在动

物中效果最好、毒性可以接受的候选物来进行后续

的临床试验。也就是说临床前实验很多时候是

个“漏斗”，筛选出在人体中成功可能最大的候选

物。因为这次新冠疫情在全球传播太快，动物模型

的建立面临严重挑战，即要打破传统惯例做完整的

动物实验，选择证明抗体效果金标准的灵长类动物

实验来推进临床试验，否则必然还有失败的风险。

其次，如果疫苗在临床 I期未能产生足够抗体就可

能失败。在临床前的动物实验中证明可以产生抗

体并保护灵长类动物免受病毒感染，如果在临床 I

期试验中不能证明在人体内产生足够的抗体，就需

要重新选择mRNA序列，重新进行 I期临床试验。

1.2.3 规范性 我国政府和疾控部门一直重视不

同类型疫苗的研究开发，同时对疫苗的监管也日趋

严格。我国近几年上市的疫苗质量标准均达到世

界卫生组织的要求，部分品种关键指标甚至高于欧

美要求。我国疫苗监管体系从上市许可、上市后监

管（包括接种后不良反应监测）、批签发、实验室管

理到监管检查和临床试验监管，覆盖了疫苗研发到

使用的各个环节。我国已建立起覆盖疫苗“研发-生

产-流通-接种”全生命周期的监管体系，上市疫苗全

部实行国家“批签发”管理。我国疫苗监管体系于

图1 SARS-CoV-2结构特点与其感染的关键因素

Fig. 1 Structural characteristics of SARS-COV-2 and key factors of its infection

图2 病毒感染引起的器官损伤

Fig. 2 Organ damage caused by virus infection
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2011年就通过了WHO的国家监管体系评估。早在

2013年WHO就肯定我国疫苗产品的质量、产能和

价格优势，WHO 总干事曾表示：“中国疫苗生产潜

力巨大，我们希望能够看到越来越多的中国疫苗产

品通过世界卫生组织的预认证，全世界都会因此而

受益”。

1.2.4 国际标准一致性 疫苗研发需要相对长的

时间，其主要原因之一是要保证疫苗的安全性与有

效性。国内外对于疫苗的上市应用具有严格的法

律法规和技术标准要求。疫苗进入临床试验必须

完成药性方面研究、有效性研究和安全性研究。国

家对于疫苗研发的每个环节，都有相应的技术法规

可以遵循，这些法规、技术要求和WHO等国际上的

标准是一致的［21-31］。推进疫苗的研发主要是考验各

科研单位以及生物公司对疫情的敏感性和疫苗研

制的执行速度。美国研发所用的技术相对较新，但

所需时间也可能相对较长。全新的疫苗品种与普

遍接种的疫苗都不一样，需要有专家和公众接受的

过程，技术越新，可能存在的障碍也会更多。中国

制度优势可以集中全国力量攻关，完全遵循现代医

学的三大原则：一是伦理原则，是医学的最高目的，

是救人生命伦理；二是医学理论原则，必须符合逻

辑理性；三是效果原则，必在医学实践经受证实。

目前我国 SARS-CoV-2疫苗已按照国际的规范、国

内的法规，做了安全、有效、质量可控、可大规模生

产的前期准备工作，并取得阶段性的成果。

1.3 预防用疫苗临床前研发

预防用疫苗临床前研究技术指导原则规定由

病毒、细菌或其他病原微生物为起始材料，经培养

增殖制成的减毒、灭活的病原体，或再经纯化、裂

解、亚单位（包括细菌类毒素）等方法处理制备的富

含免疫原性，刺激机体产生特异性免疫学反应而达

到预防某种疾病的产品。该指导原则适用于用病

毒、细菌或其他病原微生物制备的预防用疫苗，其

目的是为该类制剂提供一个共同的原则，指导制定

临床前研究的方案，和确定具体的研究内容。基本

原则是：（1）应符合国家《药品管理法》等相关法律

法规的要求；（2）对所预防的疾病的流行情况进行

研究，包括疾病的危害程度、所涉及的人群及病原

的型和亚型等；（3）对研制该类制品用于预防疾病

的有效性、安全性及必要性进行分析；（4）应对该制

品用于预防该疾病的利益风险比进行研究。根据

该制品的预防方案可能达到的效果及可能出现的

副作用或危害，对总体的利弊权衡进行评价，并提

出拟采取避免或减少其危害性或副作用的措施。

这种评价将是该方案能否获得批准的重要依据

之一。

1.4 疫苗临床试验

疫苗临床试验技术指导原则［31］对预防用疫苗

的临床试验的总要求指出，疫苗临床试验的全过程

应严格按照《药品临床试验管理规范》（GCP）进行。

GCP是有关临床试验的方案设计、组织实施、分析

总结等全过程的基本要求，宗旨是保护受试者的权

益并保障其安全，保证药品临床试验的过程规范可

信，结果科学可靠，其一般原则也适用于疫苗。但

疫苗因具有其内在和应用特殊性，如来源于活生物

体、其组成复杂，用于健康人群且以儿童为主要接

种对象，因此在安全性和有效性方面有其特殊的要

求，需要有特殊的检测方法以保证其批间质量的稳

定和一致性。基本原则：（1）必须符合赫尔辛基宣

言的伦理学准则，受试者的权益、安全和意志高于

研究的需要。对特殊的受试者群体，尤其是需要采

用安慰剂对照时，其伦理学方面必须予以充分的考

虑。（2）为受试者保密，尊重隐私和伦理原则，防止

歧视接种疫苗受试者。（3）临床前安全性、药效学研

究结果支持进行临床试验。（4）疫苗接种的目标人

群为健康人群和特别人群（如婴幼儿），在疫苗各期

临床试验的设计、实施等均应符合国家GCP的基本

要求。人体临床试验分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ期。Ⅰ期重点

观察安全性，观察对象应健康，一般为成人。Ⅱ期试

验目的是观察或者评价疫苗在目标人群能否获得

预期的免疫原性效果和一般安全性信息。以全面

评价疫苗的保护效果和安全性的Ⅲ期试验是获得

注册批准的基础。Ⅳ期临床试验是疫苗注册上市后，对

疫苗实际应用人群的安全性和有效性进行综合评价。

2 在研SARS-CoV-2疫苗

临床应用的疫苗主要分为病毒载体疫苗、

mRNA 疫苗、DNA 疫苗、蛋白重组疫苗、减活/灭活

疫苗 5大类。截至 2020年 4月 8日，全球共有 115种

SARS-CoV-2疫苗处于不同的开发阶段，其中 78种

处于活跃状态［32］。虽然大多数进行中的项目仍处

于探索或临床前阶段，但有 6种候选疫苗（Ads-nCov

腺病毒载体疫苗、RNA疫苗mRNA-1273、DNA疫苗

INO-4800、LV-SMENP-PC 疫苗、aAPC 疫苗、SARS-

CoV-2灭活疫苗）进入了临床试验阶段。

2.1 病毒载体疫苗

这类疫苗以科学家可以掌控的活病毒（比如腺

病毒）为载体，将目标病原体（比如 SARS-CoV-2）的
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保护性抗原基因插入病毒的基因组中，并使之高效

表达抗原蛋白，高纯度的无害病毒被注射到体内，

会诱导抗体生成。如已经在应用的埃博拉病毒疫

苗就属于这类。该类疫苗的研发技术路径长、耗时

较多，对载体的选择、操作和生产的技术要求高，但

成功研发证实了其疫苗有可靠的安全性和有效性。

目前，应用重组技术开发的腺病毒载体（Ad5-

nCoV）疫苗由军事科学院军事医学研究院生物工程

研究所与康希诺生联合开发，该疫苗采用基因工程

方法制备，以复制缺陷型 5 型腺病毒为载体，将

SARS-CoV-2S 抗原基因重组到已灭活的腺病毒基

因组中，使用能表达保护性抗原基因的重组腺病毒

制成。现在Ad5-nCoV I期临床试验。Ad5-nCoV进

行 I期临床试验，招募了 108名志愿者，设立低、中、

高剂量 3个组完成，但需要在随后的 6个月中配合

开展研究随访。相比 I期临床试验，II期临床试验规

模更大，且引入了安慰剂对照组，分为中剂量疫苗

组（250 例）、低剂量疫苗组（125 例）和安慰剂对照

组（125例）3个组别。预计整个试验过程最快也将

持续数月甚至一年的时间。目前该项研究已经向

加拿大卫生部提交了Ad5-nCoV的临床试验申请前

的会议请求，加拿大卫生部也已经受理。公司计划

在临床试验申请获得批准后，与加拿大的合作伙伴

联合开展Ad5-nCoV临床试验。由于携带各种抗原

的腺病毒载体能够刺激机体产生很强的体液免疫

或细胞免疫，因此，需警惕病毒载体本身所引起的

机体免疫反应，不仅如此，其对人体免疫系统的影

响也比较复杂。

2.2 mRNA疫苗

由于mRNA疫苗的研发技术门槛相对较高，所

以mRNA疫苗目前尚无产品上市，其产业成熟度还

有待提高。该类疫苗的研发原理是将携带病毒特

征蛋白遗传信息的mRNA递送入细胞，通过体内表

达而激活免疫反应，进而产生有效抗体。mRNA疫

苗具有免疫活性强、研发周期短、适用于突发性传

染病预防等多重优势，被业界认为具有突破潜力，

但是目前这类疫苗mRNA稳定性较差，容易被核酸

酶破坏，对制剂和靶向递送技术要求高，大规模生

产受到了限制。

在 2020 年 1 月，COVID-19 暴发后不久，基于

SARS-CoV-2的基因组测序工作已经完成，Moderna

的 mRNA-1273 是一条合成的信使 RNA 链，编码

SARS-CoV-2 的关键表面抗原刺突蛋白，它被期望

能特异性地诱导对 SARS-CoV-2 S蛋白的抗病毒应

答。与传统疫苗不同的是，以脂质纳米颗粒包裹的

mRNA 疫苗则不需要病毒作为载体。因此它是相

对安全的，可以进行测试，为正在临床试验中的

COVID-19疫苗获得相似数据奠定基础［33-35］。如果

mRNA-1273对人类是安全的，并且通过了第一阶段

的试验，它的有效性的后续评估将立即进行。

2.3 DNA疫苗

DNA疫苗接种后蛋白抗原在宿主细胞内表达，

加工呈递过程与减毒疫苗类似，主要采取主要组织

相溶性复合物（MHC）-I类分子结合的内源性抗原

呈递途径，近似于病原体的自然感染过程，同时诱

导机体产生细胞免疫和体液免疫。

DNA疫苗具有一些明显的优点。DNA疫苗没

有减毒或灭活疫苗的潜在致病危险以及亚单位疫

苗主要通过外源性抗原呈递途径激发不完全性体

液免疫反应。质粒载体基本没有免疫原性［36-38］。

DNA疫苗制作工艺较简单，重组质粒在工程菌内大

量扩增，纯化方法容易，生产成本也相对低，其理化

性质比较稳定，便于贮存和运输，能够最大限度地

节约人力、物力和财力，整体开发速度也相对较快，

目前已有企业开始通过该技术路线开发 SARS-

CoV-2的疫苗，如合作开发的 INO-4 800基因疫苗，

目前该疫苗正准备实验报告以及临床设计用于申

请中国临床试验。

2.4 重组蛋白疫苗

重组蛋白疫苗是采用重组蛋白技术开发的产

品。此类疫苗的开发技术比较成熟，如乙肝、流感

和HPV疫苗等属于此类疫苗。运用基因工程重组

技术，此类重组蛋白疫苗是通过细菌或酵母表达病

毒外壳中免疫原性较强的蛋白，通过诱导机体的免

疫反应来实现的，由于该技术也比较适合于规模化

生产，因此是目前相对活跃的研发领域。

2.5 减活/灭活疫苗

减活/灭活疫苗是传统的疫苗研发路线，应用历

史悠久，有大量成熟产品（如麻疹、腮腺炎、脊灰、甲

肝、狂犬疫苗等）都属于此类疫苗。该技术需要通

过不断传代找到遗传信息，获得稳定的抗原性毒

株，所以其研发速度较为缓慢且周期较长。今年 4

月国家药品监督管理局批准了由中国医药集团中

国生物技术股份有限公司武汉生物制品研究所和

中国科学院武汉病毒研究所联合申请的 SARS-

CoV-2灭活疫苗的临床试验。几乎在同一时期内，国

家药监局又批准了由北京科兴中维生物技术有限公

司研制的灭活病毒疫苗的临床试验申请。
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3 认识疫苗研发的系统工程特点

3.1 研发的基本过程

3.1.1 疫苗研发方案 小鼠细胞培养疫苗实验阶

段：细胞培养疫苗有细胞培养灭活疫苗和细胞培养

活疫苗两类，前者多以强毒毒株培养增殖获得，后

者则通过弱毒毒株增殖进行制备，两者的制造程序

既有相同之处，又有区别。由于病毒毒株与疫苗性

质不同，所采用的细胞及细胞培养方法也有所

不同。

种毒与毒种继代：用于制苗用的种毒应经毒力

检测、最小免疫量测定、安全性评价、无菌检定合格

等步骤，其通常为冻干品，由国家指定的苗毒种保

藏部门检定分发。制苗用毒种应按规定控制在一

定代数以内，或为湿毒毒种，或为冻干毒种。

细胞制备：制造疫苗用的细胞大体分为原代细

胞和传代细胞两类，根据病毒种类、疫苗性质与工

艺流程选择不同的细胞。主要的依据是病毒的适

应性高、毒价高、细胞来源方便、制备简单、生命力

强。培养细胞和增殖病毒用的营养液又称培养液，

通常分为细胞培养用的生长液和病毒增殖用的维

持液，维持液血清浓度为 2%～5%。不同细胞所需

的营养成分和生长条件不尽相同。目前常用静止

培养和转瓶培养，或微载体培养和悬浮培养。

接毒与收获：病毒接种培养有同步与异步之

分，前者在细胞分装的同时或不久后接种毒种，进

行培养，如猫、犬传染性肠炎疫苗（细小病毒）；后者

在细胞形成单层后接种毒种，经吸附后加入维持液

继续进行培养，待出现 70%～85%以上细胞病变时

即可收获。

病毒培养液收获时间和方法依疫苗性质而定，

可将培养瓶冻融数次后收集，或加入EDTA-胰蛋白

酶液消化分散收取，或在病毒增殖培养过程中收获

毒液，细胞毒液经无菌检验、毒价测定合格后供配

苗用。病毒在易感动物体内可大量增殖，但在各器

官组织、部位中增殖病毒的量却有很大的差异，利

用病毒增殖迅速、含毒量高的组织制造组织疫

苗（tissue vaccine）。

动物选择：对疫苗的安全性和效力有着决定性

影响的动物应满足以下两个条件：（1）应该是清洁

级（二级）以上等级的实验动物；（2）应是对所接种

病毒易感性高的动物。

种毒与接种：种毒既可用抗原性优良、致死力

强的自然毒株脏器组织或强毒株增殖培养物，也可

用弱毒株组织毒种。种毒都须经纯化、抗原性和免

疫原性检查合格后使用。接种途径依病毒性质和

目的而异，例如猪瘟结晶疫苗，采取猪肌肉注射血

液毒种；牛瘟兔化弱毒疫苗，以兔耳静脉注射脾淋

毒种；狂犬病疫苗，用兔脑毒种接种，绵羊脑内途径

感染几种动物常用的接种途径如下：脑内注射、静

脉注射、肌肉注射、皮下注射、腹腔注射等途径。

观察与收获：动物在接种感染后应每天观察和

检查规定的各项指标，指标或项目因不同病毒而

异。常规观察、检查的项目如食欲、精神和活动状

态、体温、粪便、尿和血液变化等。根据观察的征象

和检查的结果选出符合要求的发病动物按规定方

式剖杀，采取收集含毒量高的器官组织。

3.1.2 制苗 组织灭活疫苗：采取收获的组织经无

菌检验及毒价测定合格后，按规定比例加入平衡液

和灭活剂（甲醛、酚、结晶紫等）制成匀浆，然后按不

同病毒的灭活温度、时间进行灭活。

弱毒组织疫苗：在无菌操作下剔除脏器上的脂

肪与结缔组织等，称重后剪碎，加入适量保护剂制

成匀浆，然后滤过扣除残渣量，再按滤液中的实际

组织量计算稀释倍数，冷暗处处理一定时间后作无

菌检验与毒价测定。冷冻真空干燥制成冻干疫苗，

然后测定有效性和安全性。

3.1.3 临床前研究 临床前及临床研究：新药开发

阶段的临床前试验，动物研究，以观察化合物针对

目标疾病的生物活性，同时对化合物进行安全性评

估。这些试验大概需要 3.5年的时间。研发中新药

申请（Investigational New Application，IND）：在临床

前试验完成后，公司要向 FDA提请一份 IND，之后

才能开始进行药物的人体试验。如果 30 d内 FDA

没有发出不予批准的申明，此 IND即为有效。提出

的 IND 需包括以下内容：先期的试验结果，后续研

究的方式、地点以及研究对象；化合物的化学结构；

在体内的作用机制；动物研究中发现的任何毒副作

用以及化合物的生产工艺。另外，IND必须得到制

度审核部门（the Institutional Review Board）的审核

和批准。同时，后续的临床研究需至少每年向FDA

提交一份进展报告并得到准许。

3.1.4 临床试验 Ⅰ期：指初步的临床药理学及人体

安全性评价试验，主要是观察机体对新药的耐受情

况和药动学行为，以确定给药方案。试验对象一般

为健康志愿者。此阶段一般需要 1年左右的时间，

由 20～80例正常健康志愿者参加。试验研究了药

物的安全性方面的内容，包括安全剂量范围。此阶

段的研究是为了明确药物在体内的吸收、分布、代
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谢和排泄，以及药物的作用持续时间等项目。

Ⅱ期：此阶段需要约 100～300名志愿患者参与

进行一些控制研究，其目的是初步评价药物对目标

适应症患者的治疗作用和安全性，以评价药物的疗

效。这个阶段大约需要2年时间。

Ⅲ期：此阶段持续约 3年时间，通常需要诊所和

医院的 1 000～3 000名患者参与。医师通过对病患

的监测以确定疗效和不良反应。

如果以上各阶段开发顺利，就可以进入产业化

试验、放大试验和批量制备，全部完成就可以进入

新产品申报、审评、审批程序。整个研发过程如图 3

所示。疫苗作为一种特殊的药品，它的研发必须是

一个渐进的研发、系统过程的研发、规范的研发，也

是一个具有重大风险的研发。

在开发 SARS-CoV-2 疫苗的早期，图 4 显示其

基础工作是设计一条合理的科学开发技术路线，其

中毒株选择是基础，在此基础上确定设计的技术手

段，才能达到产品的最终目标。

疫苗的研发对于从根本上预防冠状病毒的传

播至关重要。病毒疫苗主要包括全细胞灭活疫苗

和减毒活疫苗、亚单位疫苗、mRNA 疫苗、DNA 疫

苗、活载体疫苗以及合成肽或表位疫苗等多种形

式。由于冠状病毒的S蛋白在介导受体结合以及进

入宿主中起着主要作用，是中和抗体的主要靶点，

因此除灭活/减毒活疫苗设计针对病毒整体以及合

成肽或表位疫苗设计针对病毒 4种结构蛋白的多个

抗原表位外，其他形式疫苗设计主要针对 S 蛋白。

基于 SARS-CoV-2结构蛋白，其疫苗设计主要针对

病毒的结构蛋白中的S蛋白。在设计时考虑以下几

个因素：

（1）针对 S蛋白的疫苗：据报道，目前已有一种

针对 SARS-CoV-2 S 蛋白的合成 DNA 疫苗 INO-

4800，通过基因工程构建的 INO-4800在体外诱导了

S蛋白的大量表达，并在小鼠和豚鼠中单次免疫后

产生抗体和 T细胞反应［39］，这一数据初步确定 S蛋

白的DNA疫苗 INO-4800可作为COVID-19的一种

潜在候选疫苗。为更好的设计针对S蛋白的相关疫

苗，有研究团队分别利用免疫信息学方法鉴定了 S

蛋白的抗原表位和通过电镜分析SARS-CoV S蛋白

的冷冻电镜结构［40］，以及用同源性建模获得了

SARS-CoV和 SARS-CoV-2刺突蛋白的表面线性表

位暴露列表［41］，为疫苗的研发提供了重要的信息。

（2）重视有效的中和抗体的作用：对SARS-CoV

感染有效的中和抗体对加快疫苗研发有重要的影

响。对比发现两种病毒高度可变区的残基位于关

键的疫苗靶点 S1 的受体结合基序（RBM），在排除

RBM 区后的 SARS-CoV-2 RBD 区高度保守。研究

发现 SARS-CoV S1 蛋白的多克隆抗体与 SARS-

CoV-2仅显示有限的交叉中和反应［42］，因此很有必

要研发针对SARS-CoV-2的特异性中和抗体。除了

S1蛋白，疫苗研发也可以考虑S2蛋白，由于S2蛋白

在 SARS-CoV-2病毒间具有很好的保守性，因此基

于S2蛋白的疫苗设计可以增强广谱抗病毒效果，值

得在动物模型中进行试验［43］。

（3）结构蛋白的抗原表位研究：除针对 S 蛋白

外，研究其他结构蛋白的抗原表位有助于构建合成

肽或表位疫苗。有研究发现 SARS-CoV 抗原表位

与 SARS-CoV-2 完全相同，而且表位大量位于 S 蛋

白和 N 蛋白，并具有潜在的交叉反应，此信息为指

导开发SARS-CoV-2疫苗提供了重要参考［44］。有研

究利用反向疫苗学和免疫信息学的方法分别预测

了 S蛋白和N蛋白的有效抗原表位，并使用不同的

佐剂和接头构建了 3种可能的疫苗结构，用相同方

法在 S蛋白、M蛋白和 E蛋白中确定了潜在的 B细

胞和 T 细胞表位，这些研究可能为未来 COVID-19

图3 新疫苗的研发过程

Fig. 3 Development process of new vaccine

图4 SARS-CoV-2疫苗设计路线

Fig. 4 Design route of SARS-CoV-2 vaccine
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疫苗开发提供初步表位序列［45］。因此，可以利用这

些抗原位点设计出安全性和免疫原性都更高的多

表位疫苗［46］。

（4）必须重视多种可能影响因素：由于疫苗作

用的特殊性，在研发疫苗时必须考虑多种可能影响

因素。自 SARS-CoV-2发现以来，其序列已在不断

变化，有可能会使病毒毒力表现出差异［47］，还必须

在设计疫苗过程中考虑到疫苗可能引发的抗体依

赖性增强作用。当抗体促进病毒进入宿主细胞并

增强这些细胞中的病毒感染时，就会增强抗体依赖

性［48］。由于抗体依赖性与抗体量、病毒和抗体的Fc

受体的组织特异性表达等有关，如果病毒 S蛋白的

中和单抗不会触发刺突蛋白的构象变化，那么就不

太可能介导抗体依赖性增强［49］。研究还发现，使用

非人灵长类动物模型发现SARS-CoV-2感染后的恒

河猴不会出现再次感染［50］，可认为最初 SARS-CoV-

2感染对后续的暴露有保护作用。

（5）病毒株的分离：SARS-CoV-2病毒株的成功

分离以及对该病毒了解程度的不断加深也很重要。

目前已有报道显示，我国以腺病毒为载体可表达

SARS-CoV-2 S抗原的疫苗以及Monderna公司研制

的编码 S蛋白的mRNA疫苗mRNA-1273等多项疫

苗已进入临床试验阶段。由于疫苗的特殊作用方

式，疫苗的研发需要考虑适当的动物模型、抗体依

赖性增强作用、DNA疫苗是否可能会与其他病毒重

组、自身免疫系统是否影响疫苗作用等多种因素以

确保疫苗的安全性和有效性。

总之，基于 SARS-CoV-2 结构蛋白的相关诊疗

技术，病毒的疫苗研发主要针对S蛋白，因为S蛋白

是中和抗体的主要靶点，可诱导高度有效的中和抗

体反应。总之，结构蛋白与冠状病毒致病性密切相

关，SARS-CoV-2 结构蛋白的结构和功能的确定对

进一步利用合适药物靶点研发高效疫苗以及推动

疫苗研发技术的发展是有价值的［51］。

3.2 对SARS-CoV-2研发的艰巨性的认识

研发首先要确认疫苗的靶点，选择抗原（即所

研究的病毒），但是不能用有活性的全病毒，否则就

会让人感染，因此需要选取 SARS-CoV-2上的某一

个分子或多个分子，或基因片段，这些分子和基因

片段就是抗原。用它们来制成疫苗注射到人体，可

以刺激人体免疫系统产生抗体来中和（抑制、抗御

和灭活）病毒，从而起到避免感染和发病的目的。

迄今，人类针对其他疾病的疫苗研发方式主要有两

种，一种是传统的灭活疫苗，需要在足够安全级别

的实验室来做病毒培养、灭活。另一种是基因工程

疫苗。因此，抗 SARS-CoV-2的疫苗也可以采用灭

活疫苗和基因工程疫苗这两种方式来研制。

SARS-CoV-2是一种RNA病毒，由病毒遗传物

质（RNA）和蛋白质外壳组成的。只有完整的蛋白

质外壳形成后，才能包裹住病毒RNA并由受感染的

细胞分泌出来，随后“侵染”新的健康细胞。SARS-

CoV-2 疫苗在研发上存在很大的难度，如 SARS-

CoV-2的“高度糖基化现象”，是疫苗研发困难的重

要原因。

糖基化（Glycosylation）学术上指的是蛋白质或

脂质在酶的作用下被链接上糖链的过程。是生物

体内最为重要的蛋白质翻译后修饰形式之一，糖基

化调控了蛋白质在组织和细胞中的定位、功能、活

性、寿命和多样性［52-54］。

细胞内超过 50%的蛋白质都修饰有糖链，它们

参与了包括细胞识别、细胞分化、发育、信号转导、

免疫应答等在内的各种重要的生命活动。在多种

疾病，如肿瘤、神经退行性疾病、心血管病、代谢性

疾病、免疫性疾病及感染性疾病的发生发展。换而

言之，病毒的复制和对宿主的入侵与自身结构蛋白

的糖基化修饰密切相关。科学家最早发现了病毒

形成蛋白质外壳中的“糖基化现象”，因此创立了糖

生物学的概念，并将糖生物学推向生命科学前沿。

SARS-CoV-2 是高度糖基化的球形颗粒，有着

庞大的结构，至少有 66 个糖基化位点（N-linked

glycan sites）。SARS-CoV-2和 2003年的SARS病毒

有许多相似指出。研究显示，SARS病毒有 69个糖

基化位点 ，其中与 SARS-CoV-2 的位点有 54 个

相似。

这些糖基化位点，对病毒有重要作用，比如流

感病毒蛋白糖基化修饰对于维持病毒生命周期十

分重要，丙型肝炎病毒的 E1和 E2蛋白的糖基化位

点可能直接参与了病毒与细胞受体的结合，这种结

合对病毒粒子的入侵产生重要的影响。如果E1 和

E2 蛋白缺失后，病毒粒子入侵细胞的效率就会明显

降低。而SARS-CoV-2的糖基化位点至少是HIV病

毒的 2倍。研究指出，SARS-CoV-2这种非比寻常的

糖基化程度，会让病毒容易产生多种突变，也就是

这种结构的存在会让我们疫苗开发变得非常困难。

3.3 SARS-CoV-2疫苗制备的关键技术

SARS-CoV-2疫苗的研制可以通过两类技术手

段实现，第一类是仿照灭活疫苗或减毒疫苗的方式

研发 SARS-CoV-2疫苗，第二类是利用基因工程或

··1428



Drug Evaluation Research 第43卷第7期 2020年7月

分子克隆技术研发SARS-CoV-2疫苗。

3.3.1 仿照灭活疫苗的研发 灭活疫苗能够保留

病毒的免疫原结构，但又不具备感染性，因此安全

性好，被认为是最有效的传统制备技术。如现行的

流感疫苗分为全病毒灭活疫苗、裂解疫苗和亚单位

疫苗。每种疫苗均含有甲 1亚型、甲 3亚型和乙型 3

种流感灭活病毒或抗原组分，并且这 3种疫苗的免

疫原性（免疫刺激作用）和副作用差别也不大。上

世纪七八十年代，在裂解疫苗的基础上，又研制出

了毒粒亚单位和表面抗原，即糖蛋白血凝素（HA）和

神经氨酸酶（NA）。通过选择合适的裂解剂、裂解条

件和纯化方法，制备得到纯化的HA和NA。这两种

蛋白是流感病毒入侵人体呼吸道细胞，导致发病的

关键蛋白，同时也是流感病毒的关键抗原，能刺激

机体产生抗体，以它为抗原制备的疫苗，可以刺激

人体产生针对整个流感病毒的抗体，中和流感

病毒。

SARS-CoV-2 或 SARS-CoV-2 的 一 部 分 ，如

SARS-CoV-2 的 S-蛋白，作为与人体肺泡和呼吸道

上皮细胞表面血管紧张素转化酶 2（ACE2）结合的

关键蛋白，可作为抗原用于人体免疫。

3.3.2 利用基因工程方法研发基因工程疫苗 基

因工程疫苗是用基因工程方法或分子克隆技术，分

离病原体的保护性抗原基因，并将其转入原核或真

核细胞表达体系，如酵母、细菌、昆虫细胞或哺乳动

物细胞等，通过产生的病毒保护性抗原，制成疫苗。

基因工程疫苗可以分为基因工程重组亚单

位（亚基）疫苗、重组活载体疫苗、基因缺失或突变

疫苗、基因（核酸）疫苗、合成肽疫苗、单克隆抗体疫

苗，以及转基因植物疫苗等多种类型。杆状病毒-昆

虫细胞表达系统被普遍认为是用于表达异源基因

的最佳表达系统之一，在该系统中表达的人乙型肝

炎病毒表面抗原蛋白已经与乙型肝炎病毒表面相

应的天然蛋白结构非常类似，而且产量也相当

理想。

对于 SARS-CoV-2，可从病毒基因组中分离编

码S-蛋白的基因，插入到大肠杆菌质粒DNA的表达

位点上，经大量增殖后，获取纯化的 S-蛋白作为抗

原，并辅以佐剂，生产出抗SARS-CoV-2的基因工程

疫苗（亚基疫苗）。该方法成本低，安全性好，效果

可靠，且生产工艺简单，适合于大规模生产。但从

战略角度考虑，针对SARS-CoV-2的安全、有效的疫

苗研发仍然存在挑战［55］。

3.3.3 疫苗产品基因复制技术 mRNA 疫苗是一

种较新颖的疫苗制备方案，与传统疫苗制备需要灭

活病毒或重组抗原蛋白不同，由于RNA在生物体内

负责蛋白质的合成，研究人员只要知道病毒RNA序

列，就可以直接对RNA进行修饰和编辑，跳过合成

重组蛋白或病毒的步骤。这种技术制备的疫苗与

传统制备方法相比时间更短，成本更低。目前的

mRNA 疫苗主要包括非复制型 mRNA 和自我扩增

型 mRNA。mRNA 疫苗既可作为预防性疫苗预防

流感等感染性疾病，也可作为治疗性疫苗治疗如癌

症等重大疾病。

3.3.4 疫苗质量因素 疫苗质量是保证临床前研

究、临床研究和产品上市的基础，国家对疫苗的上

市和应用，有严格的法律、法规和技术标准的要求。

目前我国正在按照 5种技术路线开展新冠疫苗的紧

急研制，各类疫苗在临床前研究的过程、技术特点

和要求都有所不同。但是疫苗进入临床试验之前，

必须完成药学研究、有效性研究和安全性研究。用

一句话概括，要生产出合格的疫苗产品，必须首先

在动物实验中证明它的安全有效以后才能进入临

床试验。

3.3.5 影响安全和有效的因素 安全性和有效性

是影响 SARS-CoV-2 疫苗研发成功与否的重要因

素，伴随着疫苗制备工艺的差异，会导致不同的安

全性问题。如疫苗本身的生物学特征可诱发人体

免疫系统不良反应和意外感染，疫苗的纯度和均一

性可引起局部炎症和过敏反应，制备工艺的稳定

性、佐剂的添加，甚至制备工程中灭活不完全、毒性

逆转等因素都可能影响临床使用的安全性。

为了评估疫苗的安全性和有效性，科学家正在

开发针对 COVID-19 的特异性动物模型，包括

ACE2 转基因小鼠、仓鼠、雪貂和非人类灵长类动

物，并通过临床前动物试验筛选毒性低，免疫效果

好的候选分子，为后续的临床试验提供临床前数

据，降低临床风险。

3.4 研发全过程科学监管保证

我国对疫苗的监管贯穿研发、生产、上市前和

上市后等全过程，并逐步建立了一整套完善的从疫

苗研究、生产到使用的系列技术规范、技术指标和

符合世界卫生组织（WHO）标准的疫苗国家监管体

系，实现了从源头到终端的质量控制和监管。

4 讨论和结论

在半年时间里，针对SARS-CoV-2的疫苗研发，

获得了可喜的进展，据世界卫生组织公布的数据显

示多种疫苗正在试验之中。有成功，也有失败。今
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年 5月 22日，The Lancet杂志在线发表首个国产新

冠疫苗 I期临床试验结果，研究团队来自军事科学

院军事医学研究院等，研究结果表明该疫苗是安全

的，具有良好的耐受性，能够在人体内诱导产生针

对 SARS-CoV-2 的免疫应答［56］，该疫苗成功迈出了

关键的一步。也注意到作者在文中指出的不足，该

试验的主要局限性是样本量还不足、观察持续时间

相对较短以及缺乏随机对照组，这限制了研究团队

发现该疫苗更罕见的不良反应的能力，或者限制了

该疫苗在产生免疫应答能力方面提供更为充足的

证据。研究者认为，该疫苗在上市前试验，还需要

进一步的研究。牛津疫苗曾在猴子身上显示出希

望，但动物试验失败了［57］。该疫苗名为 AZD1222，

由牛津大学研发、阿斯利康获得生产授权。5月 21

日牛津大学公布的动物实验数据显示，这款疫苗的

效果并不理想。参与疫苗注射的恒河猴均感染了

SARS-CoV-2，其中 3只猴子感染后呼吸加速，症状

明显。在结束此文之前，作者认为还有下列情况值

得注意。

4.1 疫苗研发面临的风险和挑战

疫苗从研发到上市是一个漫长的过程，期间需

要解决众多的关键科学问题，并获取与安全性和有

效性相关的广泛信息。尤其是针对像 SARS-CoV-2

这样传播速度快、传播途径广的病毒，可能会面临

更多的风险与挑战。

（1）疫苗对遏制SARS-CoV-2大流行的重要性：

疫苗能够使人类或动物对特定的传染病产生免疫

力，大规模接种疫苗将有助于建立所谓的“群体免

疫”（herd immunity），进而实现对传染病传播的控

制。这种免疫不仅将保护个人免受病毒感染，而且

还将保护整个社会，甚至高危群体免受病毒的侵

害，遏制病毒流行。

（2）SARS-CoV-2疫苗开发的特殊性：与流感疫

苗不同，目前人类还没有发现针对任何冠状病毒的

疫苗。近年，人类针对流感病毒免疫，已建立了流

感疫苗平台，而且证明是安全和有效的疫苗生产平

台。但针对冠状病毒，如 SARS-CoV-1（2003）和

MERS-CoV（2013）设计的实验疫苗的数据仍然有

限，基本上停留在实验室阶段，即便进入临床研究，

也仅仅在 I期临床试验中。因此，开发安全有效的

SARS-CoV-2疫苗将会在技术上面临重大的挑战。

4.2 “群体免疫”不能代替疫苗

对于 SARS-CoV-2 这一新发病毒，各国都在寻

找不同策略进行防控。今年 3月，有的国家提出“群

体免疫”而受到广泛关注。关于“群体免疫”是否具

有可行性，一直是流行病学关注的课题。一般的理

解，实现“群体免疫”的方法，主要是通过疫苗预防

接种来实现。但目前人类尚无SARS-CoV-2疫苗的

情况下，要实现群体免疫，只能是自然感染后自我

形成免疫能力，或感染后自愈（形成抗体）。自然感

染获得免疫是一自然发展过程，依此来应对疫情，

还是难以应对的［58］。从整个传染病预防过程来看，

获得免疫最合适的方式是接种疫苗。

4.3 疫苗-抗体-免疫力的关系

免疫功能就是人体外来病原体的“防御”能力，

人体自动防御机制，能识别病毒，在其入侵时，人体

就会产生相应的抗体或免疫物质来保护机体，清

除“病毒”。SARS-CoV-2 作为一个单正链 RNA 病

毒，其结构可能无时无刻都在发生变异，因此加大

了疫苗研究开发的难度，同时也提高了失败的

风险。

4.4 研发需要合作

疫情暴发以来，针对 COVID-19的全球疫苗研

发工作是前所未有的。由于SARS-CoV-2流行范围

广，变异速度快，为了获取更全面的病毒数据需要

国际间的协调与合作，以确保足够的信息和研究

能力。

4.5 结论

本文以提高SARS-CoV-2疫苗研发的科学性为

根本，从研发全过程中的科学监管、质量控制、法规

和技术要求、国际标准、临床前研究以及临床研究

等方面认识疫苗研发的系统工程特点。还就疫苗

研发的风险和挑战、“群体免疫”与疫苗免疫、疫苗

—抗体—免疫力的关系和国际合作等方面进行了

讨论。总之，控制和消灭传染病的传播，必须针对

传染源、传播途径和易感人群进行防控，疫苗对控

制感染、发病和流行起着重要作用。
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