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商品化重组戊型肝炎疫苗及30余种传染病诊断试剂盒并均实现产业化，研制
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大肠杆菌表达的病毒样颗粒疫苗

李少伟，夏宁邵*  
(厦门大学国家传染病诊断试剂与疫苗工程技术研究中心，厦门 361102)

摘要：重组病毒样颗粒是病毒衣壳蛋白外源表达的重要形式，形态结构与天然病毒高度相似，位于纳

米尺度的大小易于被免疫系统识别，可激发机体产生保护性免疫反应，且不含有病毒基因，因此，是

一种理想的疫苗形式，也是基于结构进行疫苗设计的重要结构载体。目前已上市的乙型肝炎疫苗、人

乳头瘤病毒疫苗和戊型肝炎疫苗等基因工程疫苗均采用病毒样颗粒形式。大肠杆菌表达系统被广泛用

于基因工程药物的生产，具有安全性好、生产周期短、易于放大生产等优点，在病毒样颗粒疫苗应用

上具有良好前景。本文综述了利用大肠杆菌研制戊型肝炎疫苗和人乳头瘤病毒疫苗的进展，特别是这

些病毒样颗粒疫苗的表达及组装、表位结构特征和临床试验结果。
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Virus-like particle-based vaccine development using  

Escherichia coli expression system
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Abstract:    Virus-like particles (VLPs) are generated by the self-assembly of viral structural protein using 
various expression systems. VLPs ensemble native virus particles in morphology and maintain key immune 
epitopes as authentic virus. In light of nanometer-sized particles with diameters of 20- 60 nm, VLPs were 
shown to be a passport to immune recognition, thus being capable of eliciting strong protective immune 
responses. Recombinant VLP-based vaccines have superior safety profiles due to lack of any viral genome. 
There are several licensed and highly successful VLP-based vaccines produced using recombinant DNA 
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technology, such as recombinant hepatitis B, human papillomavirus and hepatitis E vaccine. E.coli expression 
system was well-established in production of biotherapeutics.  This production platform for recombinant 
VLP-based vaccines has many advantages, such as rapid replication cycle and amenability for scale-up for 
commercial scale production. This review outlines the success of hepatitis E and human papillomavirus 
vaccines derived from E.coli. We highlight the protein expression, particle assembly, key epitope structure and 
clinical trials of these VLP-based vaccines.
Key words:    prophylactic vaccine; virus-like particles; Escherichia coli; hepatitis E virus; human 
papillomavirus; recombinant protein

疫苗是预防病毒性疾病最为成功的干预手

段。早期，人们经验地利用动物活体或鸡蛋制备

疫苗，随着新技术的发展，后期的疫苗更多依赖

于细胞培养方法和分子生物学技术的应用。新近

在基因递送和表达、纳米颗粒、蛋白质制造和佐

剂技术等方面取得的进展，特别是整合了人单克

隆抗体分离、结构生物学和高通量测序技术，利

用解析中和性单克隆抗体与病毒表面蛋白的复合

物结构，阐明中和作用的结构基础，使得我们能

够从原子水平上进行疫苗抗原的设计。2013年，

两篇Science论文利用结构生物学解析了人呼吸道

合胞病毒(Respiratory syncytial virus，RSV)的融合

细胞前中和表位构象并进一步设计新型的RSV疫

苗，这一领域的进展被美国Science杂志评选为年

度十大科学突破之一
[1]
。可以说，随着各种技术的

进步和学科的融合，我们已经进入分子疫苗学时

代。

病毒样颗粒(virus-like particles，VLPs) 是由病

毒的一个或多个结构蛋白在体内或体外自组装而

成的空心颗粒，因其不含病毒的遗传物质，无法

复制和扩增，而不具备感染致病的能力。VLPs在
形态结构上与天然病毒颗粒相似，很好地模拟天

然病毒的抗原表位，数十纳米的尺度(大约40nm)
和高度有序的表位结构也有利于树突状细胞的吞

噬和抗原加工，从而有效地诱导机体产生对病毒

的免疫保护反应
[2]
。与传统疫苗相比，VLPs具有

相当的免疫原性和更好的安全性而成为一种理想

的疫苗形式，它还可作为载体蛋白携带外源抗原

或通过化学耦连接入非蛋白抗原，是疫苗设计的

重要构件。目前，已发现35种病毒的蛋白能形成

VLPs[3]
，其中，已上市的乙型肝炎病毒(hepatitis B 

virus, HBV)、人乳头瘤病毒(human papillomavirus, 

HPV)和戊型肝炎病毒(hepatitis E virus，HEV)等三

种基因工程疫苗均采用VLPs的疫苗形式
[4]
。

为了充分去除杂质，特别是避免含有病毒基

因，VLPs的制备通常在表达系统外源表达后进行

体外组装。表达系统可分为真核表达系统和原核

表达系统。其中，真核表达系统包括杆状病毒/昆
虫细胞表达系统

[5, 6]
、植物体表达系统

[7, 8]
、酵母表

达系统
[9, 10]

、哺乳动物细胞表达系统
[11]
，而原核表

达系统主要为大肠杆菌表达系统
[12, 13]

。真核表达系

统具有复杂的蛋白辅助折叠与后期修饰等功能，

因而大部分病毒的衣壳蛋白在真核系统都能形成

VLPs。但是由于真核表达系统常面临培养周期

长、成本高、表达量低、难纯化等难题，制约了

VLPs疫苗的研发速度。

与真核表达系统相比，大肠杆菌表达系统更

早、更广泛地被应用于生物医药领域，并且是公

认的高效、低成本、安全性良好的表达系统。大

肠杆菌来源的疫苗产量高、成本低，尤其适合开

发面向全世界(特别是多数的发展中国家)的新型疫

苗。但由于颗粒性抗原结构和组装都较为复杂，

一般认为在大肠杆菌中的组装效率较低，因此，

如何利用大肠杆菌进行颗粒性抗原的表达和组装

是当今疫苗界的难题之一
[14]

。近几年来，在利用

大肠杆菌表达系统制备VLPs的技术取得了一系列

突破，据统计，大肠杆菌表达系统可表达35种
VLP中的16种，大肠杆菌表达的VLP可由包涵体复

性得来，也可利用低温培养的策略获得可溶性的

表达，甚至可以同时表达多个结构蛋白进行多层

颗粒共组装
[15]

。其标志性事件为全球首个戊型肝

炎疫苗成功上市，该疫苗是第一种采用了大肠杆

菌表达系统的VLPs疫苗
[16]

。此外，使用大肠杆菌

表达系统的HPV16/18型双价疫苗(宫颈癌疫苗)和
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HPV6/11型双价疫苗(尖锐湿疣疫苗)均已进入了临

床试验阶段。

1   戊型肝炎病毒 VLPs 疫苗

1.1  戊型肝炎病毒

戊型肝炎病毒(hepatitis E virus，HEV)引发的

急性肝炎是全球主要的病毒性肝炎之一，症状与

甲型肝炎类似，多数呈自限性，但症状更重，病

死率更高，特别是孕妇病死率可高达20%[17]
。慢性

肝病患者合并戊肝感染易引发肝衰竭，死亡率达

70%[18]
。HEV主要通过消化道传播，偶尔可通过输

血或垂直
[19]

途径传播。与大多数粪-口传播的传染

病一样，提供清洁饮用水及加强人畜排泄物的消

毒处理是最重要预防戊型肝炎的措施。然而，这

些措施在疫区往往不易及时做到，如果疫情一旦

形成，仅凭这些措施也难以迅速消除疫情，接种

疫苗是个体防护戊肝的最直接和最有效的手段，

也是避免戊肝疫情爆发的有效手段。由于HEV仅

能在人或其他灵长类动物原代肝细胞中进行持续

培养，体外大量培养戊肝病毒未能取得成功，无

法进行减毒或者灭活疫苗的开发。因此，基因工

程疫苗成为研究的主要思路。

1991年，Tam 等 [20]
首次报道HEV的全基因序

列，揭示HEV基因组为线性单股正链的RNA，全

长约为7.2 kb，包含3个开放读码框架(ORF)。其

中，ORF1开始于HEV病毒基因组的5’端，编码 
1 693个氨基酸多肽，包括病毒复制和蛋白加工所

需的非结构蛋白，包括甲基转移酶RNA依赖的

RNA 聚合酶(RdRp)、RNA解旋酶、木瓜酶样丝氨

酸蛋白酶以及未知功能的X和Y结构域(与rubella病
毒相似)[21]

。ORF3 共含369个碱基，编码123个氨

基酸的磷酸化小肽(pORF3)，无糖基化，大小约为

13.5 kD，参与病毒入侵免疫系统、调控病毒复制

和衣壳组装
[22]
。

ORF2全长1 980 bp，编码660个氨基酸的主要

结构蛋白pORF2。ORF2蛋白N端为典型的信号肽序

列，其后是一个富含精氨酸的强正电结构域，与病

毒组装过程中的基因组RNA衣壳化(encapisidation)
有关。ORF2在翻译过程中通过信号肽识别蛋白

(SRP)机制进入内质网(ER)，并在ER中糖基化和累

积，可能在此形成衣壳的子粒(capsomer)。PORF2

可能与HBV的MS蛋白一样直接由ER分泌至细胞表

面，而无需经Golgi体。病毒体最后的组装/成熟因

需要基因组RNA的衣壳化，因此必然发生在ER外

的胞浆中或胞膜内壁，gpORF2在细胞膜上的聚集

可能意味着病毒体的装配。同时，衣壳蛋白在细

胞膜上的定位也提示成熟病毒通过芽生方式分泌

至细胞外的可能性。采用具有修饰功能的体外转

录翻译体系进行PORF2的体外翻译，获得88 kD的

gpORF2除单体外，还可见明显的二聚体形式，说明

gpORF2有自发形成同源二聚体的倾向，病毒衣壳的

子粒很可能即是由gpORF2的同源二聚体组成
[23]
。

HEV分离毒株的核苷酸序列同源性分析显

示，感染人类的HEV可分为4种基因型，相同基因

型的病毒同源性大于90%，而不同基因型之间的同

源性为70%~90%[24]
。地域上，基因1型主要分布在

亚洲和非洲部分，基因2型主要在墨西哥和西亚，

这两种都只能从人身上分离到，与水源性爆发和

散发型传播相关；基因3型零星分布在世界各地，

基因4型病毒主要存在亚洲和欧洲，3型和4型病毒

可由于食用感染病毒的猪肉传给人类，猪也可以

感染分离自人的这两种型别HEV。提示这两类

HEV感染宿主存在差异，即基因1、2型只感染

人，基因3、4型除了感染人，还能感染其他哺乳

动物，属人兽共患病毒。幸运的是，由于ORF2编
码的结构蛋白氨基酸序列具有较高的同源性，不

同基因型HEV的血清学表现相似，各基因型病毒

间的交叉保护实验证明，4种HEV基因型属于同一

种血清型，为疫苗的研制提供了便利。

1.2  戊型肝炎病毒的免疫表位和结构基础

ORF2编码单一的结构蛋白组成病毒衣壳，含

有感染血清抗体识别的表位区域，多肽位移法测

定表位分区显示：HEV可划分为6个抗原区域，至

少26个表位区域，其中aa 12-147、aa 381-504和aa 
573-660区域表位最为集中

[25]
；此外，重组蛋白的

性质研究发现ORF2蛋白的C端2/3可以形成较强的

构象依赖性表位，识别这些表位的抗体在大多数

感染者体内可持续相当长时间，而ORF2 N端1/3部
分(aa 1-224)具有较强的急性期表位，在感染后期

较快下降直至消失
[26]
。

Li等[27]
利用含有ORF2 aa112-660的重组杆状病

毒分别感染Tn5和SF9细胞，均可见58 kD和50 kD
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重组蛋白的表达，其中58 kD蛋白在两种细胞中的

表达、定位以及与细胞成份的结合等方面均未见

明显差别，但50 kD蛋白在两种细胞中的表达方式

差别明显：SF9细胞中50 kD蛋白明显滞留于细胞

内，而Tn5细胞中50 kD蛋白大量见于培养上清，

免疫荧光检测先可见HEV特异蛋白在细胞局部的

聚集，细胞浆中可见大量的平均23.7 nm的病毒样

颗粒。50 kD蛋白的两端测序表明N段仍为aa112，
而C端为aa 607。以VLPs作为抗原检测HEV IgG和

IgM抗体，具有良好的灵敏度和特异性。Zhang等
人

[28]
在大肠杆菌中表达了ORF2 aa 394-606的E2蛋

白可自发形成同源二聚体，且二聚体与病人恢复

期血清反应性远远高于单体，提示存在二聚体依

赖的强构象表位。Li等[13]
进一步表达ORF2 aa 368-

606的p239蛋白，发现其在4M尿素中即可在盐的

作用下形成20 nm左右的病毒样颗粒，提示其N端

可通过疏水相互作用对同源二聚体亚单位进行颗

粒组装，利用突变分析鉴定了E2和p239蛋白中与

二聚化和颗粒化相关的关键结构域。Zhang等[29]
鉴

定了E2蛋白上至少存在两个免疫优势的中和表位

8C11和8H3，有趣的是，8C11 抗体的结合可促进

8H3单抗的结合，并利用天然HEV病毒在体外和体

内实验中验证了这两个表位协同作用的存在。

1999年Xing等[30]
对昆虫细胞表达的VLPs进行

低温电镜(cryo-EM)三维结构重建，获得分辨率为

22 Å的空间结构，揭示HEV VLP为T=1的等二十面

体对称结构，由60个单体蛋白组成，表面有明显

突起，内部为空心，二倍轴方向的同源二聚体构

成衣壳子粒(capsomer)。2009年Yamashita等[31]
和

Guu等[32]
分别解析HEV基因3型和4型VLP的晶体结

构，分辨率为3.5 Å，结构显示，VLP由三个结构

域组成：S结构域(aa 118-303)构成病毒衣壳的基底

层，P1或称M结构域(aa 314-453)在衣壳颗粒的2
倍、3倍和5倍轴上形成相互作用，P2或称P结构域

(aa 455-603)突出在病毒衣壳表面。同年，Li等[33]

获得了2.0 Å的E2s结构域(aa 455-603)高分辨率结

构，阐明了二聚体形成的关键氨基酸和作用机

制，并分析了E2s上的中和表位区域，证明ORF2
蛋白的二聚化结构是病毒与宿主细胞相互作用所

必需的。Tang等[34]
解析了1.9 Å分辨率的E2s和中和

抗体8C11 Fab的免疫复合物晶体结构，首次精确定

位了HEV中和表位，关键氨基酸位于Glu479、
Ser497、Arg512、His577、Arg578和Lys534，其中

Ser497决定该中和表位在宿主选择上的差异。

1.3  戊型肝炎疫苗的研究

1993年Purdy等[35]
首先报道利用大肠杆菌表达

缅甸株ORF2 C端2/3(aa 225-660)的重组蛋白trpE-
C2，采用铝盐佐剂免疫食蟹猴，4周后抗体阳转，

以HEV缅甸毒株和墨西哥毒株进行攻毒，与对照

组ALT升高和排毒相比，蛋白免疫组病毒性肝炎生

化指标正常，甚至未见粪便排毒。Tsarev等[36]
采用

昆虫杆状病毒表达系统表达HEV ORF2蛋白，并纯

化获得纯度大于99%以上的HEV特异蛋白，吸附于

佐剂后按每剂量50 μg、10 μg、2 μg、0.4 μg、0 μg 
(对照)五组0 d、28 d两针免疫恒河猴，每组4只，

免疫后4周以30万MID50同型病毒(SAR-55株)进行

攻毒，结果蛋白免疫组16只猴均不发病，肝活检

仅1只2 μg 组和1只0.4 μg组出现轻微病理改变。

Genelabs公司研究人员同样采用昆虫细胞表达ORF2
的aa 112-660片段，获得大量可溶性的重组62 kD蛋

白，纯化后免疫食蟹猴，可对1000CID50剂量的异

源病毒(墨西哥株)攻击产生良好保护。McAtee等[37]

用昆虫细胞表达的缅甸株ORF2 62 kD蛋白(aa 112-
660)为双联体，用高效液相层析偶联电喷射质谱技

术(LC-MS)将双联体解离，得到56.5 kD和58.1 kD
的多肽，经蛋白质肽谱分析，该两个多肽的N端同

为aa 112，C端分别为aa 637和aa 652，其中56.5 kD
蛋白具有良好的免疫反应性。这些结果初步证实

了基因工程戊肝疫苗的可行性。

2001年，Zhang等[28]
发现用GST融合表达载体

在大肠杆菌中表达HEV ORF2 aa 394-606，经过凝

血酶酶切和纯化后获得二聚体蛋白E2，以弗氏佐

剂免疫恒河猴，可诱导具有保护性的中和抗体。

Li等[13]
将E2蛋白N端延伸至aa 368位置在大肠杆菌

中表达重组蛋白p239，经过分子筛HPLC、动态光

散射、透射负染电镜和原子力显微镜等多种颗粒

检测方法证实病毒样颗粒的形成，以铝佐剂混合

p239免疫小鼠，10 d后全部抗体阳转。进一步的恒

河猴动物保护实验显示，铝佐剂配制的p239疫苗

能够使动物抵御基因1型或4型HEV的攻击，即使

在高滴度HEV的作用下仍可完全预防肝炎的发

生，证实p239病毒样颗粒具有良好的免疫原性和
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免疫保护性。结构上，p239的尺寸是E2蛋白的5~8
倍

[4]
，虽然两者的免疫反应性相当

[13]
，但p239的免

疫原性较E2蛋白提高了近200倍[38]
，使其成为有效

的预防性疫苗，显示了大肠杆菌表达VLP的重要

性。

HEV p239疫苗在I/II期临床试验中显示了良好

的安全性和免疫原性
[39]

，并确定人用剂量为每针

次30 μg，免疫程序与乙肝疫苗相同，即0、1、6月
三针免疫。2007年8月在江苏省东台市启动p239疫苗

的单中心、随机、双盲、安慰剂(乙肝疫苗)对照的

III期临床试验。试验共招募122 179名16~65岁健康

志愿者，经筛选并有效接种第1针的人数共112 604 
人，全程接种97 356人，全程接种率为86.46%；其

中试验组和对照组有效接种第1针各56 302人。从

而，完成了戊肝疫苗第一个、也是史上临床试验

人数最多之一的Ⅲ期临床试验
[40]

。获得结果包

括：

(1)安全性：在整个研究期间未发现与疫苗相关的

异常反应、偶合反应及严重不良事件。在接种结

束后5年的长期安全性观察中，试验组的严重不良

事件发生率与对照组无统计学差异，且均与疫苗

接种无关，提示受试疫苗具有良好的安全性。回

顾性分析在III期临床试验过程中接种戊肝疫苗期间

意外怀孕的妇女的不良反应和胎儿的发育情况，未

发现任何异常
[41]
。同时，数据表明乙肝病毒携带者

接种戊肝疫苗的安全性与一般人群无异
[42]
。

(2)免疫原性及免疫持久性：戊肝疫苗全程免疫后

1个月，受试者戊型肝炎IgG抗体阳转率为98.69% 
(95% CI：98.35%~98.97%)；免后平均抗体水平为

19.02 WU/ml(95% CI：18.62~19.43 WU/ml)；免后抗

体平均增长倍数为139.27倍(95% CI：134.01~144.74
倍)。接种戊肝疫苗的受试者在全程免疫后2年内抗

体阳性率保持在99%以上，在全程免疫后第25个月

抗体几何平均滴度下降到1.6 WU/ml，仍高于自然

感染戊肝病毒后抗体几何平均滴度。提示戊肝疫

苗具有较好的免疫原性，且在全程免疫后24个月

时仍能保持较高的戊型肝炎IgG抗体阳性率和抗体

水平。对乙肝病毒携带者亚组进行分析，数据表

明戊肝疫苗在该人群中诱导的抗体水平与一般人

群无异。

(3)预防戊型肝炎的效果：在97 356名全程接种

的受试者中，自全程接种后1个月起的连续1年
内(7月~19月)，共确诊了15例戊型肝炎病例，均

发生于对照组，疫苗保护率为100.0%(95% CI：
72.14%~100.0%)。受试者于0、1月接种前2针戊肝

疫苗之后，在5个月的时间内(接种第3针之前)获得

的保护率为100.0%(95% CI: 9.1%~100.0%)，暗示

戊肝疫苗接种在戊肝爆发时的应用潜力，此外，

受试疫苗在不同性别、不同年龄人群中均具有对

戊型肝炎的预防作用。同时，HEV 239疫苗也能

够有效预防HEV隐性感染，保护率为78.3%(95% 
CI: 65.6%~86.3%)，这对于某些戊肝感染的高危人

群，如免疫缺陷患者，基础性慢性肝病病人，食

品从业人员等具有重要的意义
[43]
。

大肠杆菌表达的HEV 239戊型肝炎疫苗(益可

宁
®
，Hecolin®)已经获得新药证书、生产文号，并

通过GMP生产标准检查，于2012年10月27日正式

上市，为戊型肝炎的预防提供利器
[16]
。

2   人乳头瘤病毒 VLPs 疫苗

2.1  人乳头瘤病毒与相关疾病

人乳头瘤病毒(Human Papillomavirus, HPV)是
一类DNA病毒，能感染人的表皮及粘膜上皮，诱

导上皮组织的疣状增生乃至良恶性肿瘤，据估计

5%的人类肿瘤是由HPV导致的
[44]

。其中，女性第

二大恶性肿瘤宫颈癌与HPV关系最为密切，世界

范围内每年宫颈癌新发病例约50万，其中86%的病

例发生在发展中国家，我国每年宫颈癌新发病例

约10万，死亡病例约3万。此外，HPV还与口腔

癌，肛门癌，女性的阴道癌、外阴癌，男性的阴

茎癌有着高度的相关性。除恶性肿瘤之外，HPV
感染还能引起上皮组织的多种良性的细胞增生，

如尖锐湿疣、复发性乳头状瘤等。其中，尖锐湿

疣是一种相当常见的性传播疾病。虽然该疾病为

良性病变，但是具有反复发作、不易痊愈的特

点，往往会给患者带来沉重的心理压力及经济负

担。

HPV属于乳头瘤病毒科(Papillomaviridae)乳头

瘤病毒属(Papillomavirus)[45]
，是一类无包膜的，嗜

上皮组织的小双链DNA病毒，在电镜下，天然的

HPV呈现T=7的等二十面体对称结构。HPV基因组

大约有7.2~8 kb，包含8个开放读码框，编码6个早
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期蛋白和2个晚期蛋白，其中，晚期基因区(L区)长
约3 000 bp，编码2个病毒衣壳蛋白，即病毒主要

衣壳蛋白L1和次要衣壳蛋白L2，两种蛋白共同组

成病毒的衣壳，与病毒包装、入胞、感染等密切

相关。L1衣壳蛋白是HPV衣壳蛋白的主要成份，

基因全长约1.5 kb，蛋白表观分子量为55~60 kD，

占病毒衣壳蛋白总量的80%~90%。L2衣壳蛋白也

参与病毒颗粒的形成
[46]

，L1、L2蛋白以5:1的比例

共同组成病毒颗粒，其中L2蛋白位于五聚体中心

的长轴上
[47]

，L2蛋白可能在病毒基因组DNA的包

装中起到主要作用，并参与了病毒侵入宿主细胞

的多个步骤
[48]
。

由于乳头瘤病毒(PV)缺少可靠的细胞培养模

型以及血清标志物，其命名与分类主要依据宿主

特异性和基因组序列
[45]

。其中，L1基因高度保

守，差异最大的PV中L1基因同源性依然高达

40%，通常根据L1蛋白的同源性进行分型，同源

性小于60%分为不同的类(Genus)，在60%~70%之

间为种 ( S p e c i e )，在7 0 % ~ 9 0 %之间为同一型

(Type)，在90%~98%的不同病毒为亚型(Sub-type)
而同源性在98%以上的不同株则被定义为型内变异

(Variant)。目前，分类依据增加了编码早期蛋白E1
和E2的基因序列，依据E1-E2-L1的同源性PV可以

分为29类，用希腊文字母表示。HPV主要存在于

alpha、beta、gamma、mu以及nu 5类中，其中

alpha类的HPV主要引起生殖道粘膜病变，称为嗜

生殖道粘膜型。导致恶性肿瘤的高危型HPV主要

分布alpha类中的第5、6、7、9、11种，其中较为

常见的HPV16属于第9种，HPV18属于第7种，而

主要引起生殖器疣的HPV6、11属于第10种。目

前，已知的HPV型别累计180多种，且不断有新的

型别被分离鉴定。

2.2  人乳头瘤病毒免疫表位和结构基础

HPV的病毒颗粒由L1和L2蛋白共同组成，L1
位于表面，L2位于内部且含量较少，因此，免疫

血清中绝大多数的抗体都是由L1蛋白诱导产生

的。外源表达的L1蛋白可以在体外自组装成VLP
而不需要L2蛋白的参与，而利用真核细胞 (如
293FT、293TT和昆虫细胞等)共表达L1和L2蛋
白，可形成同时含有L1和L2以及包裹报告基因的

HPV假病毒。低温电镜结构显示，5个L1蛋白单体

聚合形成星状的五聚体形态(即壳粒，capsomere)，
72个壳粒通过相互作用组装成为与天然病毒结构

类似的T=7等二十面体对称结构的VLP[49]
，假病毒

中L1蛋白结构与VLP相同，L2则结合于L1五聚体

的孔洞内部。形态上VLP与天然病毒颗粒无异，

保留了病毒衣壳的天然构象，且不含有病毒基因

组，是理想的HPV疫苗形式。

晶体结构结果显示，HPV16 L1的三级结构核

心是由20-382位氨基酸残基所组成的一个典型的

“果冻卷”状β折叠桶，其中含有两组各4条β片层组

成的反向平行的结构，该8个β片层结构分别以字

母B到I命名。在各个β片层之间有B-C、C-D、

D-E、E-F、F-G和H-I环状连接肽连接。其中的

DE、FG、HI三个连接肽具有较大的柔性，明显突

出于β折叠桶的外表面，是HPV L1蛋白抗原表位的

主要分布区域，五个L1蛋白紧密接触，形成14Å的

中空的圆台状五聚体，五聚体结构中伸出的L1蛋
白C端的α螺旋区域，与另一五聚体的EF环相互作

用，由Cys428与相对应的L1蛋白Cys175形成二硫

键，连接两个五聚体，最终组装形成颗粒结构
[50-52]

。

多个型别HPV L1蛋白氨基酸序列的比对结果

显示，几乎所有的序列高变区均位于五聚体外表

面上的环状结构区域(BC、DE、EF、FG和HI)，提

示这些高变区是HPV血清型和组织特异性的结构

基础。利用多株HPV 中和单抗的进行突变定位，

其结合位点均位于表面环高变区内
[51,53-57]

。虽然有

低分辨率的电镜结构显示，中和抗体与L1蛋白结

合比例包括1个抗体Fab结合1个单体、1个五聚体

等结合方式，但目前尚无免疫复合物晶体结构鉴

定L1表面免疫表位的报道。结构显示这些环状结

构在五聚体的表面聚集成了复杂的空间结构，且

多个一级序列距离较大的环共同形成了表面结构

特征，构成了型特异性的构象中和表位，可以预

见只有保持天然构象的L1蛋白才能诱导保护性的

中和抗体，中和表位的形成是HPV VLP疫苗的结

构基础
[58,59]

。HPV主要中和表位具有型特异性，这

也是目前HPV疫苗采用多价策略的主要原因
[51]

。

虽然，HPV L2蛋白免疫原性低下，但最近研究表

明，处于包埋状态的L2的表位可能在病毒感染过

程中暴露，其诱导中和抗体具有型别交叉的中和

活性，且多数为线性表位，可以进行移植和重
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塑，为研究广谱的HPV疫苗开辟了新的思路。

2.3  人乳头瘤病毒疫苗的研究

由于HPV具有严格的种属特异性，病毒生活

史依赖于宿主细胞的分化过程，难以在其他动物

或细胞中进行繁殖或体外培养，且HPV基因组中

含有致癌基因，因而无法采用传统的减毒或灭活

方式研制HPV疫苗，目前已上市或研究中的HPV
预防性疫苗多数采用基因工程疫苗形式。已上市的

HPV疫苗包括默沙东(Merck)公司的HPV16/18/6/11
四价疫苗Gardasil®[60]

和葛兰素史克(GSK)公司的

HPV16/18二价疫苗Cervarix®[61]
，已在世界范围内

广泛应用，但在我国处于临床试验阶段。目前，

我国多家研究机构或企业利用大肠杆菌、酵母和

昆虫细胞等表达系统进行HPV疫苗的研究开发。

2.3.1  人乳头瘤病毒四价疫苗 Gardasil®(Merck 公

司 )
HPV疫苗Gardasil®

为四价疫苗，含有HPV6，
11，16，18四种型别，适应症为预防因这些病毒

的感染及其导致的宫颈癌、尖锐湿疣等疾病。关

键技术是通过基因密码子优化，使其适于在酿酒

酵母中高效表达，L1蛋白纯化后经过颗粒重组装

形成VLP。
在上市前Gardasil®

先后共进行了12次临床试

验，共21 514名志愿者接种了疫苗(11 813人接种试

验苗，9 701人接种安慰剂)，全部采用0，2，6月
三针免疫方案。最初的I/IIa临床试验在3 160人中

评估了三种单价疫苗(HPV11、HPV16和HPV18)的
安全性和免疫原性。结果显示，在随访的4~5年
间，Gardasil®

对相应型别HPV持续感染、相关

CIN2/3以及原位癌的保护率为100%(76%~100%)，
对相应病毒引起的外生殖器病变(包括生殖器疣和

阴道、阴门瘤样病变 )保护率也是100％ (88%~ 
100%)[62]

。

2.3.2  人乳头瘤病毒二价疫苗 Cervarix®(GSK 公

司 )
HPV疫苗Cervarix®

主要针对HPV16,18所引起

的宫颈癌、宫颈癌前病变及阴道癌前病变。与

Gardasil®
不同，Cervarix®

采用了杆状病毒昆虫细胞

表达系统，虽然表达成本较高，但是具有表达蛋

白活性高、不存在过度糖化等显著优点。此外，

Cervarix®
采用了全新的佐剂系统AS04。传统佐剂

不同，AS04含有3-去酰基脂质A。脂质A为革兰氏

阴性菌表面的脂多糖，具有很强的佐剂效应。但

是由于其强烈的内毒素毒性，无法应用于疫苗

中，但经过磷酸化修饰的脂质A，既保留了佐剂特

性又极大降低了毒性，进一步去酰基化修饰，内

毒素毒性减至最低。含有3-去酰基脂质A的新型佐

剂AS04之前应用于HBV疫苗，被证明具有良好的

佐剂效果和安全性。

在临床试验中，Cervarix®
对HPV16/18持续感

染保护率为96%(75%~100%)HPV16/18相关CIN的

保护率达到100％(42.4%~100%)。在4.5年后，免

疫人群的HPV16/18抗体阳性率仍达98％。此外，

研究还发现，除了HPV16/18以外，Cervarix®
对于

同属高危型的HPV 45、HPV52及HPV 31也有保护

效果，并且对15~55岁年龄段的女性都有效果
[63]
。

2.3.3  基于大肠杆菌表达的人乳头瘤病毒疫苗

由于真核表达系统的表达量低，培养成本

高，给大规模工业化生产带来了困难，并且使得

最终产品的成本高昂，限制了其在发展中国家的

应用。厦门大学与厦门万泰沧海生物技术有限公

司在戊肝疫苗成功的基础上，研制基于大肠杆菌

表达系统的人乳头瘤病毒疫苗。目前， HPV16/18
宫颈癌疫苗已经进入III期临床试验，HPV6/11尖锐

湿疣疫苗已获得临床批件。经过优化的HPV L1基
因在大肠杆菌中高效表达，并经过独特方法纯化

和重组装的VLP吸附到传统的铝佐剂上，免疫程

序为0、1、6月。其中，HPV16/18疫苗的I和II期临

床试验显示了良好的安全性和与已上市疫苗相当

的中和抗体生成水平
[64]

。基于大肠杆菌的HPV疫

苗将在生产成本上具有优势，有望在全世界特别

是发展中国家的宫颈癌、尖锐湿疣等HPV相关疾

病防控中发挥重大的作用。

3   结语与展望

采用基因工程和细胞培养技术的病毒样颗粒

疫苗是人类病毒疫苗史上的一大突破，与传统的

减毒或灭活疫苗相比，高度纯化的VLP疫苗具有

组分单一，不含有病毒核酸，良好的安全性和质

量可控等显著的优点，但是研究难度更大，虽然

有数十种的VLP在实验室中成功制备，但是极少

数能够在疫苗应用中取得突破，获得合适的放大
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制备工艺、组装工艺和制剂工艺组合是阻碍其发

展的重要原因。大肠杆菌表达系统在基因工程药

物中得到了广泛的应用，但在制备和组装大尺度

的、结构复杂的VLP方面仍然存在诸多问题，从

蛋白质结构优化和分子设计入手，同时进行大肠

杆菌的外源表达调控机制相关的功能基因改造，

使其更适合VLP的表达和组装，可能是解决问题

的途径。但无论如何，基于大肠杆菌的戊型肝炎

疫苗和HPV疫苗的成功研制给了我们信心和鼓

舞，相信最简单的大肠杆菌表达和最接近病毒免

疫功能的VLP技术相结合，带给我们的是一个全

新的开始。
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