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!"#$% 壳体蛋白的结构及其病毒样颗粒疫苗
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摘 要 人类免疫缺陷病毒（AB’）的壳体蛋白（CD）在 AB’ 病毒的组装和成熟过程中起着至关重要的作用。近年

来，壳体蛋白的体外表达及其疫苗的研制成了 AB’ 各项研究的焦点。由于壳体蛋白具有较好的的保守性，用其制

得的疫苗也会提供比包膜蛋白更为广泛的免疫保护力。另外若将 CD 在体外表达成一个颗粒状结构，会增强其免

疫原性，可以使疫苗发挥出更大的效力。
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人类免疫缺陷病毒具有独特的病毒颗粒结构，其核心为

截头圆锥状，是由病毒壳体蛋白（C:.>;F，CD）构成的一个蛋

白外壳包绕着内部的核糖蛋白复合物所形成。目前，尽管人

们已经弄清了 AB’ 病毒的整体结构，但在分子水平上对病毒

颗粒构成组分的结构尚不太清楚，病毒颗粒的成熟，衣壳的

形成是一个十分复杂的过程，弄清这一过程，有助于抗病毒

药物及疫苗的研制，可以为人类提供一个研究预防和治疗

AB’ 感染的新途径，为此需要研究 CD 的生化及结构特征，以

及在病毒颗粒的组装成熟过程中的作用。

% 壳体蛋白的结构功能

%&% !"! 基因及其编码产物

AB’基因组由两条单正链 G+D 组成，其主要基因结构

和组合形式与其他反转录病毒相同，均由 #H末端长重复区

（345）、结构蛋白编码区（ 1+1）、蛋白酶编码区（ 6*(）、具有多

种酶活性的蛋白编码区（ 6(,）、外膜蛋白（ %$7）和 &H末端的

I7G 组成。为最大程度地利用有限的基因，AB’3! 基因编码

区有很多重叠，尤其在基因组的 &H端。其部分基因如 /+/ 和

*%7 是不连续的，被插入的内含子分隔成两个外显子。1+1 编

码区编码 ##JK 的前体蛋白，在病毒成熟过程中，被 6(, 基因

编码的蛋白酶水解，分别产生如下的蛋白片段：基质蛋白

（LD，!3!&$）M!6、外壳蛋白（CD，!&&3&5&）M$4、M$（&543&65）、核

衣壳蛋白（+C，&6634&$）M!#、M!（4&&3448）和 M5（44"3##%）（图

!D）。基质蛋白在 + 端被修饰呈疏水状态，能插入病毒包膜

的类质双层中，对 AB’3! 的形态起稳定作用。而壳体蛋白、

核衣壳蛋白和病毒的 G+D 浓缩形成病毒的核心（图 !N）。两

条 G+D 链和与之结合的 +C 蛋白形成一个高电子密度的核

糖核蛋白复合物，增强了 G+D 的热稳定性。CD 则形成一个

圆锥状的外壳将 G+D3+C 聚合物包绕起来。CD、LD、+D 均

为 AB’ 的组织特异性抗原，故称作 <:< 抗原，它们都有保护

病毒 G+D 不受外界核酸酶降解的作用。

%&’ () 的结构

当 <:< 前体蛋白被水解时，它们的局部结构伴随着病毒

的成熟可发生较为显著的变化。事实上，水解后的壳体蛋白

的 +3末端的精细结构强烈地证实了水解过程使 <:< 前体蛋

白的 LD3CD 结合部位附近的结构发生明显的改变［!］。近年

来，对成熟 AB’3! 病毒颗粒的蛋白进行了大量的高分辨率的

结构分 析，成 熟 的 AB’3! 壳 体 蛋 白 包 括 +3末 端 核 心 区 域

（CD+）和 C3末端二聚体区域（CDC），它们都独立地进行折叠

并通过一个灵活易变的接头连接起来［$，&］。

%&’&% CD 的 +3末端的结构：利用多维核磁共振光谱法可以

得到 CD 的 +3末端核心区域（!3!#!）的三维结构。这个结构

不同于未被分解之时的结构，共包含有 6 个!3螺旋，$ 个"发

夹结构和一个部分暴露的规律的环状结构。这个区域的形

态像一个箭头："3发夹结构和暴露的环状结构构成两条边，

相对位于 C3末端的!3螺旋则构成了锐端。"3发夹结构包含

!3!& 个氨基酸残基，靠在 +3末端的脯氨酸残基（M2(!）和高度

保守的天冬氨酸残基（D>.#!）之间形成的盐键来稳定其结构

（图 !C）。许多现象都表明"3发夹结构是在 LD3CD 结合部位

水解后才形成的［4］，说明水解过程引起了 CD 局部结构的变

化。重新折叠后的两个 +3末端结合从而构建一个新的 CD3
CD 结合部位对于成功组装成一个锥形核心也是必需的。

CD 负责包含约 $%% 个拷贝的对 AB’3! 的传染性起重要作用

的宿主蛋白环孢素 D（CO.D）的包装［#］。尽管 CO.D 的确切功



能尚未得知，近来许多研究证明它有助于 !"#$% 传染过程中

壳体蛋白颗粒的拆卸［&］。!"#$% 病毒与 ’()* 的结合位点位

于暴露的环状结构上，包含有重要的脯氨酸残基 +,-./。在

自由的单体情况下，+,-./ 在顺式构象和反式构象之间不断

的转换，使得 ’()* 催化含 +,-./ 的环状结构在顺式和反式

构象之间的互变的可能性大大提高［0］。

图 % !"#$% 颗粒的结构及其成熟过程［1］
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构成 0 个"$螺 旋 的 氨 基 酸 残 基 为 6:,%&$E(CM/，6:,MM$
6:,NN，J@,N1$#;DF.，!3C&O$!3C1N，*,4%//$*D;%/F，J@,%%/$J@,%%.
和 #;D%O&$6:,%N&，构成包含 ’()* 结合位点的灵活易变的环

状结构为 +,-1F$+,-..。

壳体蛋白重折叠所形成具有功能的变化就是形成了一

个新的 ’*$’* 结合部位，在 ’* 与 ’()* 结合形成的复合物

的晶体结构的基础上，图 %’ 概要地描述了此结构模型。两

个壳体蛋白的螺旋 % 和 O 在分子间相互作用成为一个四螺

旋束，这个四螺旋束形成一个疏水的核心［1］，从而形成了

’*$’* 接头的主要部位（图 %’）。

!"#"# ’* 的 ’$末端的结构：’* 的 ’$末端区域包括第 %N&$
OM% 个氨基酸残基［’*（%N&$OM%）］，这个区域对 ’* 二聚体的

形成和病毒的组装都是必需的。这个区域包括一个含有 O/
个氨基酸残基的延伸，被称为主要同源区（H;I-, @->-D-4( ,:$
43-<，H!P），它在逆转录病毒中非常保守，对病毒的组装、成

熟以至传染都至关重要。’*（%N&$OM%）和 ’*（%F%$OM%）的晶

体结构显示此区域由 N 个螺旋和一个 Q$末端的延伸股组

成，’*（%N&$OM%）二聚体是通过第二个螺旋相互作用而形成。

而 H!P 区则与此二聚体的接头不同，它形成一个错综复杂

的氢键网状物，从而使得 Q$末端的延伸股与第一和第二个

螺旋相互连接起来［.］。

!"#$% 的 ’* 的晶体结构揭示 ’$末端的最后 %% 个氨基

酸残基是杂乱无章的，这个区域包含有一个富含甘氨酸的序

列 MFM$R#RR+$MF0，在 !"#$%，!"#$O 和猴艾滋病毒（6"#）的 4;4
蛋白中这个序列是高度保守的，这说明了其在病毒复制过程

中的重要性。现今的研究表明不管病毒的蛋白酶是否有活

性，在这个保守序列中任何一个残基的改变都会使得在细胞

外不能产生病毒颗粒。这个在病毒颗粒生产中的严重缺陷

可能是由于 4;4 蛋白形成多聚物的能力下降和 4;4 蛋白与细

胞膜的联系减弱所造成的。壳体蛋白 ’$末端氨基酸不规律

的特性以及 MFM$R#RR+$MF0 的保守性使得 4;4 蛋白可以采用

多种形态存在，这种结构的灵活性赋予 4;4 蛋白形成具有不

同几何结构的复杂的颗粒的能力［%/］。

!"$ %& 的保守性

!"# 的核心抗原和各种酶蛋白是比较保守的，即使是在

!"#$%、!"#$O 以及 6"# 之间，也有很高的同源性，其变异主要

是在包膜蛋白。反转录病毒的 4;4 蛋白的 ’* 区包含有一个

高度保守的 H!P 亚区，它在几乎所有的鸟类和哺乳动物的

反转录病毒中都是保守的。在 H!P 中氨基酸残基的突变会

降低病毒的传染性，但 H!P 的精细结构及其功能尚未得

知［%%］。

为了能更好地了解 H!P 的结构和功能，有人通过多种

技术对人工合成的包含 ’* 中的 H!P 的肽段进行了深入的

研究，研究表明 H!P 的保守的螺旋状的 ’$末端具备这个区

域的完整的功能，对 ’* 的功能起着至关重要的作用［%O］。

!"’ %& 在病毒核心装配中的作用

不管病毒的其它成分是否存在，4;4 蛋白均能够自我装

配成病毒样颗粒（#3,8C$D3S: );,739D:，#E+），甚至在部分氨基

酸残基缺失，插入或连接外源基因后，4;4 蛋白的这种自我装

配能力仍不丧失。’* 在 4;4 蛋白装配中的作用研究较少，

以不同的反转录病毒为研究对象，得到的结果差别很大。对

于鼠白血病病毒（H8E#），’* 功能区对微小的序列变化都十

分敏感，还没有发现可缺失哪一部分，而不影响病毒粒子的

形成。但在 P6#，大部分 ’* 序列均非粒子形成所必需，例如

缺失 %0% 个氨基酸（包括 ’* 的一半，+%/ 的大部分）的 4;4 蛋

白，形成病毒样粒子的速率与野生株 4;4 蛋白相同，缺失 ’*
区的反转录病毒 H!P 也不影响 #E+ 的形成。在 !"#$% 中，

缺失 FT端到 H!P 的核苷酸不影响 #E+ 的形成和释放，而缺
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失 !"# 或 !"# 到 $%端的核苷酸则会严重阻碍 &’( 的形成。

")&*+ 病毒出芽时，,-, 蛋白呈空心球体，是为 ,-, 前体，

而后在病毒编码的蛋白酶的作用下，裂解为 !.、/.、0/ 及

(1 等蛋白，成为成熟颗粒。对 ,-, 蛋白 !.*/. 连接部位水

解后在壳体蛋白 0*末端形成一个!*发夹结构，靠 (23+ 和

.456+ 之间形成的盐键来稳定，而重新折叠后的 0*末端又形

成了一个新的 /.*/. 结合部位，使得装配成成熟的壳体。

因此，在 !.*/. 结合部位的水解是使得 /. 从球状组装为成

熟的圆锥状的一个开关。

一些研究设计了 6 个不同的点突变来描述壳体蛋白 0*
末端的 /.*/. 结合部位对于 ")&*+ 复制的重要性，每个突变

的位点都选择在 /. 的表面，目的是使分子间结构的干扰降

至最低。/. 的 76+. 突变使得!*发夹结构打开从而中断了

它们分子间的联系，/. 的 .887，98:，8;.，!$;7 和 .<87 突

变中断了 /.*/. 接头中四螺旋束的疏水核心中分子之间的

相互作用，而 =>?@ 和 =>?; 残基位于!*发夹结构的边上，不参

与分子间的联系，与病毒核心的组装关系不大，因此可用

A@，;. 突变作为一个对照。

野生株和突变株的 ")&*+0’<*$ 基因组被转染入 8;$B 细

胞，8 天后可从上清液中得到病毒颗粒，利用透射电子显微

镜（B2-?4CD44D3? E>EFG23? CDF234F35H，B9!）可以检测到突变病

毒颗粒在形态上的缺陷，其中最为明显的现象就是在所有的

0*末端结合部位突变的颗粒中都缺少成熟的圆锥状核心。

至少检测了 8II 个突变的颗粒，但一个圆锥状颗粒也没有发

现，然而在 86J的野生株和 A@，;. 对照的病毒颗粒中形成

了圆锥状颗粒。造成这种现象的原因，首先是由于病毒颗粒

产生的减少使得 B9! 难以观察到，再者是它们在大小和形

状上比野生株不均匀得多的缘故。例如，/. 的 98:，8;. 突

变使得颗粒大小不一，!$;7 的突变使得颗粒在形状上非常

不均匀。除去这些不均匀，突变株的颗粒尽管 #0.*0/ 复合

物在中心浓缩成高密度的球状，但是壳体蛋白却没能够在其

周围组装（如 76+. 突变）。不成熟的突变颗粒也常见，不过

常在环状 ,-, 蛋白上有一个缺口［:］。

突变实验证明了 /. 的 0*末端 /.*/. 结合部位在 ,-,
蛋白的组装和 /. 的成熟过程中起了非常重要的作用。

! 体外 /. 球状结构的形成

,-, 蛋白自身足以自我装配成具有球状外壳的 &’(，随

着 ,-, 蛋白被水解成 !.、/.、0/ 和 (1，使得变成成熟的圆锥

状核心。在体外单独存在的 /. 只能形成圆柱状颗粒，然而

/.的 0*末端的延伸能阻止圆柱体的形成，使形成具有不均

匀直径的球状颗粒［+$］。

!"# $% 的体外组装

在体外，/. 能够组装成中空的长的圆柱状结构，原因可

能是壳体利用了许多相同的 /.*/. 接头［+<］。一些突变实验

也被用来证明 /. 的 0*末端接头部位在病毒核心体外装配

中的重要作用。例如用两个不同的点突变 !$;7 和 76+. 来

证明四螺旋束和!*发夹结构在圆柱体形成过程中的重要作

用。!EG$; 埋藏在四螺旋束核心中，它突变为 .45 会破坏这

个疏水核心。而 .45 则与 (23+ 形成盐键来稳定!*发夹结构，

它的突变为 .>- 可破坏盐键以及!*发夹结构。!$;7 的 /.
在组装条件下产生非常少的可被离心和被 B9! 观测到的结

构。因此，!$;7 突变彻底地阻断了 /. 形成圆柱状结构的

能力。然而 76+. 的 /. 则可形成非常少的柱状结构，但是

B9! 观测到的大都是无定形的蛋白聚集物，即使是形成了柱

状结构，它比野生株的圆柱状 /. 显得短而少。因此，76+.
突变是抑制而不是阻断 /. 圆柱的形成。突变实验说明了

/. 的 0*末端的四螺旋束及!*发夹结构有助于 /. 在体外组

装成圆柱体。

!"! &% 的氨基酸残基使 $% 装配为球状结构

将基质蛋白（!-G2DK，!.）的最后 8:，1 或 < 氨基酸残基

结合到 /. 的 0*末端可用来检验 !.*/. 接合部位在 /. 的

体外组装过程中的作用。核磁共振光谱学研究发现在溶液

中 !.8: */. 里大部分 !. 的氨基酸残基是杂乱无章的，而且

在大肠杆菌中表达的 !.8: */. 蛋白部分不溶，于是设计了另

外两 种 !.1*/. 和 !.<*/.，借 此 来 使 !. 的 影 响 降 至 最

小［:］。

和 /. 不同，!.*/. 结合蛋白在体外不组装形成圆柱

体，而形成球状颗粒和无定形的聚集物（图 8）。这些颗粒沉

降在铺有碳的铜滤网栅上，经负染色后通过电镜能被观测到

（图 8L），!.<*/. 形成的球状颗粒极易和 /. 形成的圆柱体

相区分（图 8. 和 L），并且在 !.<*/. 中绝无圆柱状结构。

!.<*/. 颗粒有时呈非常规则的球状，但在不成熟的 ")&*+
颗粒中用冷冻电子显微镜也可观测到不规则或成刻面状的

颗粒［+6］。!.<*/. 颗粒的平均直径为 66 M +$CC（ ! N 8I），比

在未 成 熟 ")&*+ 中 /. 环 的 直 径（ O ++I?C）要 小［+6］。对

!.*/.结合蛋白薄层的乙酸双氧铀染色，可以清楚地看到球

状外壳 的 内 边 缘 和 外 边 缘（图 87），外 壳 的 厚 度 为 6P1 M
IP1?C（! N $+）。经检测，!.*/. 形成球状颗粒的效率同 !.
尾巴的长度成反比，!.8: */. 蛋白不易生成球状结构，它的

大部分蛋白只是简单地聚集在一起［:］。

这些实验说明了 /. 的 0*末端与少至 < 个 !. 的氨基酸

残基结合就能使 /. 的组装由圆柱状转至球状，而球状颗粒

能增强 /. 的免疫原性，利用此技术生产颗粒状 /. 疫苗，会

取得更好的效果。

’ 与 /. 相关的疫苗

近年来，人们在安全有效的艾滋病疫苗研究方面投入了

相当大的人力物力，大多数的 .)7Q 疫苗研究都是围绕着外

膜糖蛋白 ,5+1IR,5+8IR,5<+ 展开的，虽然有一些已经进入临

床实验，但迄今尚无理想的实验结果报道。分析其失败的原

因，可归纳为："疫苗毒株选择不合理；#疫苗设计只着眼于

抗体反应而忽视了细胞免疫；$使用实验室长期传代的 ")&
毒株测得的中和抗体根本不能中和临床分离毒株；%寡肽疫

苗如 &$ 肽等更达不到上述效果。另一个原因是其含有的抗

原决定簇太少，既不能刺激细胞免疫，更无法应付毒株的高
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图 ! "#$%&# 蛋白球状结构的形成［’］

()*+! ,-./0)123 244/5637 89 :./ "#%&# -08:/);［’］

</9:：=)3>%:7-/ &#（# 2;> &）；0)*.:："#$%&# 4-./0/4（? 2;> @）+ @)%

0/1: :02;45)44)8; /3/1:08; 5)108*02-.)1 )52*/4 89 ;/*2:)A/37 4:2);/> -20:)%

13/4 20/ 4.8B; 268A/（# 2;> ?），2;> :.);%4/1:)8; :02;45)44)8; /3/1:08;

5)108*02-.4 89 -84):)A/37 4:2);/> -20:)13/4 20/ 4.8B; 6/38B（& 2;> @）

度变异问题。

&# 无感染性，具有较好的安全性。它存在的细胞毒性

C 淋巴细胞和 ? 细胞的抗原决定簇，能刺激机体产生体液和

细胞免疫。DEF 感染者体内的抗 &# 的抗体，在疾病发展到

艾滋病时降低或消失，这些均显示核心蛋白也有可能被用作

疫苗抗原。由于核心蛋白保守性比较好，一旦成功将会提供

比包膜蛋白更为广泛的免疫保护力，可以克服 G;A 蛋白不能

有效抵抗异源株攻击的缺陷。

体液免疫和细胞免疫的产生都对 DEF 感染和复制的条

件要求非常苛刻。利用杆状病毒建立生产包含高滴度 G;A
蛋白的 DEF 和 ,EF 的 F<H 的系统，接种后可见 F<H 诱导细胞

免疫和中和抗体反应。另外通过粘膜接种 F<H 能够高效地

诱导粘膜以及全身的免疫反应。这些现象表明了包含 DEF
结构蛋白的 F<H 是能诱导抗病毒免疫反应特别是中和抗体

反应的一种疫苗［IJ］。

利用转基因植物来生产病毒疫苗具有可靠的安全性，可

降低生产成本，提高疫苗的免疫原性。K.2;* L L 等报道了

利用转基因烟草表达 DEF%I 的 &# 蛋白，,8M:./0; 638: 检测证

实在转基因植物的基因组中存在着 &# 的编码序列，对转基

因植物中提取蛋白的 =/4:/0; 638: 检测中发现了植物表达的

&#，并且能与 &# 特异单克隆抗体发生交叉反应，证实了此

&# 保持了较好的免疫原性。酶联免疫吸附实验估计每克烟

草叶可溶蛋白约含有 NOP5*。此实验说明了转基因植物为

DEF 疫苗的发展和 DEF 诊断程序提供了生产 &# 疫苗的又一

途径［IQ］。国内尚未见利用转基因植物表达 DEF 重组疫苗的

文献报道。

酵母的一个反转录转座子 C7I 产生的和 *2* 蛋白类似的

CR#（HI%$$S）在单独存在时也能自我装配成病毒样颗粒［I’］。

如今已利用 CR 与 "#T&# 结合利用杆状病毒和昆虫细胞表

达出 F<H 的治疗性疫苗 "#T&#：C7%F<H（&#%F<H）疫苗，长期

追踪调查表明，&#%F<H 治疗性疫苗不会减慢艾滋病的进

程［IU］，因为接种 &#%F<H 不能够提高 &# 抗体水平，也对病人

体内的 &@$V 细胞的减少和病毒的装配不起作用，而且易被

耐受。疫苗对 &# 抗体滴度提高的失败并不是单单由免疫

缺陷造成的，主要原因是大多数的抗体反应都针对了 C7 W
酵母的一个免疫原［!S］。

然而不能就此否定 &# 疫苗在免疫方面的作用，在对

DEF%I 感染后自然病史的研究过程中，不止一次地发现体内

有对 &# 高滴度的抗体反应时，会减缓病情的发展。在未感

染 DEF 的人群中，接种 "#T&#：C7%F<H 会引起对 &# 蛋白的

体液免疫和细胞免疫反应［!S］。为了验证 "#T&#：C7%F<H 疫

苗的安全性和免疫原性，进行了一期临床实验，证明此疫苗

具有诱导抗 DEF%I 的细胞毒性 C 淋巴细胞反应和粘膜抗体

反应的潜力。

我们课题组和美国 X:2. 大学的 ,M;>YM)4: 教授合作，依

照 "# 自身存在的影响 &# 形成球状 F<H 结构的最小序列

"#$ 与 &# 融合。"#$ 有助于 &# 在转基因枸杞中表达出

F<H 结构，提高 &# 疫苗的免疫原性。枸杞为茄科植物，作为

独特的疫苗表达系统，易于遗传操作，筛选出的高表达植株

可长期栽培生长，遗传性状稳定。而同属科的其它植物每一

代的生存期短，反复传代造成较大的遗传变异，影响表达系

统的遗传稳定性。我们将源于水稻的一个富含甘氨酸序列

的信号肽（LZH）连接在 "#$%&# 融合基因的 N[端，使在枸杞

中表达的 &# 疫苗被引导进入根细胞间隙，并从根系不断地

分泌到培养液中，由此产生出高纯度的 &# 疫苗。转基因枸

杞表达的 &# 重组疫苗不仅成本低廉，而且更加安全、更具

应用价值。
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