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酸镁，若需继续保肝治疗，推荐换为多烯磷脂酰胆碱。

患者面部红斑消失，左眼球淤血消退，左下肢皮疹

消退，双侧膝关节、踝关节肿痛减轻。在药物治疗下，血

压、血钾正常，病情好转，并于２０１９年６月６日出院。出
院带药：甲泼尼龙片４８ｍｇ，口服，１日１次；吗替麦考酚
酯分散片 ７５０ｍｇ，口服，１日 ２次，分早晚服用；硫酸羟
氯喹片，口服，１日 ２次，早晚餐时服用；阿法骨化醇片
０．５μｇ，口服，１日１次；碳酸钙Ｄ３片６００ｍｇ，口服，１日
１次；瑞巴派特片 ０．１ｇ，口服，１日 ３次；多烯磷脂酰胆
碱胶囊４５６ｍｇ，口服，１日３次；安立生坦片５ｍｇ，口服，
１日３次；缬沙坦胶囊１６０ｍｇ，口服，１日１次。

接受免疫抑制治疗的患者发生感染的风险高，且后

果严重，故对其应积极诊治感染性疾病，尽早明确病原

体，针对性进行抗感染治疗，并推荐在病情稳定时接种

季节性流感和链球菌疫苗预防感染。对于药物性高血

压，随着基础疾病病情的缓解，以及致血压异常药物剂

量的减少，患者的血压会逐渐恢复正常，故不建议过于

积极予降压药干预。

４ 结语

在该患者整个药学监护过程中，临床药师主要参与

抗感染方案的制订，严密监测患者炎性指标的变化，血

压、电解质水平及肝功能，根据疗效及时调整药物，最终

病情好转，但在治疗过程中仍存在不足，免疫抑制治疗

是一把“双刃剑”，ＳＬＥ是一种慢性疾病，随着病情的变
化需不断评估治疗的利弊，维持患者的生活质量，但目

前很难实现。需在提高患者的随诊随访意识的同时建立

线下、线上与临床医师、药师保持联系的途径。临床药师

自身也应了解药物相关信息，为临床及患者提供个体化

的用药建议和用药教育，促进临床安全、合理用药。
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嵌合型病毒样颗粒疫苗的研究进展及药学研发思路
凌 媛，李 敏△

（国家药品监督管理局药品审评中心，北京 １０００２２）
摘要：目的 了解嵌合型病毒样颗粒（ｃＶＬＰ）疫苗在防治疾病等方面的研究进展，并探讨其药学研发思路。方法 介绍常用病毒样颗粒

（ＶＬＰ）载体，总结 ｃＶＬＰ疫苗在防治肿瘤和慢性疾病方面的应用，并从 ｃＶＬＰ疫苗的构建与设计、ＶＬＰ载体与免疫表位的连接方式、结构
确证研究三方面开展 ｃＶＬＰ疫苗的药学研究。结果与结论 ｃＶＬＰ作为改良型 ＶＬＰ，除构建自我组装 ＶＬＰ针对同源病毒的疫苗外，将
ＶＬＰ作为递呈载体还可呈现除载体外的其他病毒或肿瘤相关抗原表位，实现对多种病毒或肿瘤抗原的共同免疫。且 ｃＶＬＰ作为一种技
术平台，还可在预防病毒及治疗肿瘤和过敏性疾病中发挥重要作用。

关键词：病毒样颗粒；嵌合型病毒样颗粒；疫苗；进展

中图分类号：Ｒ９７８．７ 文献标志码：Ａ 文章编号：１００６－４９３１牗２０２１牘０６－００９６－０７

ＲｅｓｅａｒｃｈＰｒｏｇｒｅｓｓａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＤｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＣｈｉｍｅｒｉｃＶｉｒｕｓ－Ｌｉｋｅ
ＰａｒｔｉｃｌｅＶａｃｃｉｎｅ
ＬＩＮＧＹｕａｎ，ＬＩＭｉｎ

（ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＤｒｕｇＥｖａｌｕａｔｉｏｎ，ＮａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＰｒｏｄｕｃｔｓＡｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，Ｂｅｉｊｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ １０００２２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏｉｎｔｒｏｄｕｃｅｔｈｅｒｅｓｅａｒｃｈｐｒｏｇｒｅｓｓｏｆｃｈｉｍｅｒｉｃｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅｐａｒｔｉｃｌｅ（ｃＶＬＰ）ｖａｃｃｉｎｅｉｎｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｏｆｄｉｓｅａｓｅｓ，ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｒｅｓｅａｒｃｈａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｃＶＬＰｖａｃｃｉｎｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｔｈｅｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅ

·综述·

Ｒｅｖｉｅｗ



ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ
２０２１年３月２０日 第３０卷第６期
Ｖｏｌ．３０牞Ｎｏ．６牞Ｍａｒｃｈ２０牞２０２１

ｐａｒｔｉｃｌｅ（ＶＬＰ）ｖｅｃｔｏｒｓｗｅｒｅｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ，ａｎｄｔｈｅａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆｃＶＬＰｖａｃｃｉｎｅｉｎｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｔｕｍｏｒａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｄｉｓ
ｅａｓｅｓｗａｓｓｕｍｍａｒｉｚｅｄ．ＴｈｅｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｒｅｓｅａｒｃｈｏｆｃＶＬＰｖａｃｃｉｎｅｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅａｓｐｅｃｔｓ：ｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｄｅｓｉｇｎｏｆ
ｃＶＬＰｖａｃｃｉｎｅ，ｔｈｅｃｏｎｎｅｃｔｉｏｎｍｏｄｅｂｅｔｗｅｅｎＶＬＰｖｅｃｔｏｒａｎｄｉｍｍｕｎｅｅｐｉｔｏｐｅ，ａｎｄｔｈｅｓｔｒｕｃｔｕｒｅｃｏｎｆｉｒｍａｔｉｏｎ．ＲｅｓｕｌｔｓａｎｄＣｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ａｓａ
ｍｏｄｉｆｉｅｄＶＬＰ，ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏｔｈｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｅｄＶＬＰｖａｃｃｉｎｅａｇａｉｎｓｔｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｖｉｒｕｓｅｓ，ｃＶＬＰｃａｎａｌｓｏｐｒｅｓｅｎｔｏｔｈｅｒ
ｖｉｒｕｓｏｒｔｕｍｏｒ－ａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｅｐｉｔｏｐｅｓｉｎａｄｄｉｔｉｏｎｔｏＶＬＰａｓａｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎｖｅｃｔｏｒ，ｓｏａｓｔｏｒｅａｌｉｚｅｃｏ－ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎａｇａｉｎｓｔｍｕｌｔｉ
ｖａｌｅｎｔｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅｖｉｒａｌｏｒｔｕｍｏｒａｎｔｉｇｅｎｓ．Ａｓａｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｐｌａｔｆｏｒｍ，ｃＶＬＰｃａｎａｌｓｏｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｖｉｒｕｓｅｓ
ａｎｄｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｔｕｍｏｒｓａｎｄａｌｌｅｒｇｉｃｄｉｓｅａｓｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅｐａｒｔｉｃｌｅ；ｃｈｉｍｅｒｉｃｖｉｒｕｓ－ｌｉｋｅｐａｒｔｉｃｌｅ；ｖａｃｃｉｎｅ；ｐｒｏｇｒｅｓｓ

嵌合型病毒样颗粒（ｃＶＬＰ）属改良型病毒样颗粒
（ＶＬＰ），可利用ＶＬＰ的组装能力进行其他非自我组装疫
苗的研究，作为一种技术平台，利用某些在形成 ＶＬＰ起
关键作用的组分，如以乙型肝炎病毒（ＨＢＶ）核心抗原
（ＨＢｃＡｇ）为载体，在其有效部位插入其他病毒的外源抗
原表位，形成一种多表位和多抗原的 ｃＶＬＰ疫苗。ＶＬＰ
具有独特的免疫学特性，能通过影响抗原递呈细胞发挥

佐剂效应，可作为其他佐剂、多肽疫苗和核酸疫苗的整

合平台设计多种形式的疫苗，包裹核酸或其他小分子物

质，以及作为分子运载工具靶向性递送基因或药物。此

外，ＶＬＰ还可替代天然病毒在免疫学检测中发挥重要作
用。通过基因融合表达或化学偶联的方法将外源抗原多

肽与 ＶＬＰ偶联，构建 ｃＶＬＰ疫苗，可呈现除载体以外的
其他病毒或肿瘤相关抗原表位，实现对多种病毒和肿瘤

抗原的共同免疫，在预防病毒、治疗肿瘤及过敏性疾病

中发挥重要作用，部分研究已进入临床试验阶段犤１犦。在

此，着重介绍目前常用的 ＶＬＰ载体病毒结构蛋白和噬
菌体的应用情况。

１ 常用ＶＬＰ载体
１．１ ＨＢｃＡｇＶＬＰ载体

ＨＢｃＡｇＶＬＰ是构建ｃＶＬＰ的常用载体。ＨＢｃＡｇ能形
成ＶＬＰ的结构，同时自身具有免疫原性、免疫佐剂等特
性，是理想的疫苗载体，因此ＨＢｃＡｇＶＬＰ可用来呈现其他
外源抗原，构建ＶＬＰ疫苗，用于抗病毒、细菌、疟原虫、肿瘤
等疾病的动物试验有良好的免疫效果犤２犦。Ｓｏｍｉｎｓｋａｙａ等、
Ａｐｏｖｉａ公司和巴斯德以ＨＢｃＡｇＶＬＰ为载体，分别构建了
含ＨＢＶ（前Ｓ１蛋白）、丙型肝炎病毒（ＨＣＶ，高度保守的Ｎ
端核心表位）抗原、恶性疟原虫环子孢子蛋白中心重复序

列和流感病毒Ｍ２基质蛋白胞外功能区（Ｍ２ｅ）的ｃＶＬＰ，动
物试验结果证明，ｃＶＬＰ安全、有效犤１犦。

预防性乙肝疫苗的普遍接种，大幅降低了肝炎相关

疾病的发病率，但仍亟待开发治疗性乙肝疫苗。ＨＢＶ所
致肝癌的发病率约占原发性肝癌的５０％。有研究报道，
利用ＨＢＶＸ蛋白（ＨＢＸ）能使肿瘤调节蛋白，在肝癌细胞
中呈高表达状态犤３－４犦。利用 ＨＢｃＡｇ作为免疫载体蛋白，
可将其他外源基因插入ＨＢｃ基因中，如上面提到的ＨＢＸ
细胞毒性 Ｔ细胞表位，或人类白细胞抗原（ＨＬＡ）－ＤＲ
结合表位（ＰＡＤＲＥ）等其他通用型 Ｔ细胞表位，通过构

建这种嵌合基因，利用 ＨＢｃＡｇ自我组装能力进一步表
达形成ＶＬＰ，接种药物的小鼠，在挑战肿瘤３０ｄ试验中
可抑制肿瘤生长，同时诱导较强的Ｔ细胞反应犤３犦。

有研究表明，机体对外源肽段免疫应答的强弱很大

程度与肽段插入载体的位点有关，如ＨＢｃＡｇ位置（Ｎ端、
Ｃ端或刺突部位）的影响。外源肽段的首选插入位点为
ＨＢｃＡｇ的 ７８～８３位氨基酸位点主要免疫显性区域
（ＭＩＲ），最多可容纳 １２０个氨基酸残基，可增强插入肽
段的免疫原性；去除该区域某些特定的氨基酸残基后，

可能会降低ＨＢｃＡｇ自身的免疫原性犤５－６犦。Ｎ端截短４个
以内的氨基酸，可连接最多５０个氨基酸残基，外源肽段
很少表达在ＨＢｃＡｇ颗粒表面；如果在Ｎ端加入ＰｒｅＣ接
头，可促使外源肽段在颗粒表面表达犤７犦。Ｃ端常在 １４４，
１４９，１５６位氨基酸位点插入，最多可连接１００个氨基酸
残基，可完全或部分表达在颗粒表面犤２犦。尽管在 Ｎ端和
Ｃ端连接的外源肽段的免疫原性不如插入刺突部位强，
但 ＨＢｃＡｇ自身依然保持很强的免疫原性，因此插入外
源肽段的位点需根据不同目的而进行设计。如可在Ｎ端
或 Ｃ端连接 ＨＢＶ的表位肽，构建抗 ＨＢＶ的疫苗。通常
在 ＨＢｃＡｇ插入多个连续的 Ｂ细胞和 Ｔ细胞表位，能增
强机体产生特异性的体液免疫和细胞免疫应答。

１．２ 噬菌体载体

目前，国内外已制备出多种噬菌体 ＶＬＰ，常用的噬
菌体载体是以噬菌体 Ｑβ和 ＡＰ２０５为呈递载体递送各
种外源抗原，主要用于非感染性疾病，如过敏、阿尔茨海

默病牗ＡＤ牘、自身免疫性疾病、２型糖尿病、肿瘤、高血压、
尼古丁依赖症等，动物及人体临床试验结果显示这种

ｃＶＬＰ具有一定的免疫性效果。瑞士 Ｃｙｔｏｓ公司以Ｑβ噬
菌体ＶＬＰ为载体研制了系列治疗性疫苗，包括ＡＤ疫苗
（ＣＡＤ１０６）、尼古丁疫苗（ＮＩＣ００２）、过敏性哮喘疫苗
（ＣＹＴ００３－ＱｂＧ１０）等，其中研制的针对血管紧张素Ⅱ的降
压疫苗（ＣＹＴＯＯｅ－ＡｎｇＱｂ）已完成Ⅱａ期临床试验犤８－９犦。

经鼻内免疫小鼠以噬菌体 Ｑβ为载体的 ｃＶＬＰ，能有效
诱导小鼠的黏膜免疫和系统性免疫应答；用其呈递流感

病毒 Ｍ２蛋白的胞外区域，经鼻内免疫后，能诱导小鼠
产生较强的Ｍ２特异性抗体反应和抗病毒作用犤１０犦。

人类免疫缺陷病毒（ＨＩＶ）ｇｐ４１蛋白高度保守的跨
膜前域（ＭＰＥＲ）可被某些单抗识别，因此可作为 ＨＩＶ疫
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苗的中和靶点犤１１犦。通过化学偶联的方式将 ｇｐ４１肽段转
载于噬菌体 ＡＰ２０５载体上构建 ｃＶＬＰ，免疫小鼠可产生
较高滴度的特异性抗体。根据选择的不同肽段，免疫小

鼠的血清可中和高敏感的 ＨＩＶ－１实验室毒株和不太
敏感的原代分离株（不是 Ｃ群原代分离株），还具有抗
体依赖性细胞介导的细胞毒性（ＡＤＣＣ）作用，表明其
ＡＤＣＣ表位可能位于ｇｐ４１的远端区域犤１１犦。

另一种研究策略是将 ＨＩＶＣＣＲ５蛋白偶联到噬
菌体Ｑβ载体上，即将猕猴ＣＣＲ５（ｍＣＣＲ５）的２个肽段，
１个 Ｎ端（ＥＣ１）或细胞外第二表面 ｌｏｏｐ区 （ＥＣＬ２），与
噬菌体 Ｑβ融合表达，免疫 Ｑβ－ＥＣ１或 Ｑβ－ＥＣＬ２后
的恒河猴可诱导产生高滴度的抗ＣＣＲ５抗体。接种该疫
苗的恒河猴在进行猴免疫缺陷病毒（ＳＩＶ）攻毒时，其病
毒载量低于对照组犤１２犦。

１．３ 人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）Ｌ１ＶＬＰ载体
因 ＨＰＶＬ１蛋白是具有二十面体衣壳颗粒的结构

特征，其五聚体壳粒的规则排列保留了其构象表位，具

有与天然病毒颗粒相似的构象表位，目前已上市的

ＨＰＶ疫苗及其他在研疫苗基本是选择重组表达 Ｌ１蛋
白作为目的基因；由于其分子生物学及免疫学特性，

ＨＰＶＬ１蛋白还可作为其他感染性疾病及治疗性疫苗的
载体。将ＨＰＶ１６型Ｌ１的Ｃ末端或Ｎ末端部分截短，可
插入一定长度的外源氨基酸序列，并不影响病毒样颗粒

的形成，可以用来构建ｃＶＬＰ疫苗。
ｃＶＬＰ既可表达自身载体的病毒衣壳蛋白，还可表

达肿瘤相关抗原的Ｔ细胞表位，并自行组装成病毒样颗
粒。以 ＨＰＶＬ１为载体构建的 ｃＶＬＰ疫苗用于治疗肿瘤
等疾病，首先用于治疗与载体本身密切相关的宫颈癌。

ＧＲＥＥＳＴＯＮＥ等犤１３犦研究发现，通过分子生物学技术将

ＨＰＶＥ７基因（位于 ＨＰＶ基因的早期区，主要功能涉及
ＤＮＡ复制、转录调节及细胞转化，也是治疗性 ＨＰＶ疫
苗的研究靶点）与 ＨＰＶ１６型 Ｌ１或 Ｌ２基因的 Ｃ端结
合，通过昆虫－杆状病毒表达系统表达并提纯后的重组
蛋白，经透射电镜可观察到ＶＬＰ颗粒结构，动物试验证
明其具有抑制肿瘤生长的作用。卞继峰等犤１４犦通过 ｐＵＣ
质粒构建了重组 ｐＵＣ１９Ｌ１－Ｅ７，又进一步以重组腺病
毒 ｒＡｄ５质粒构建 ＨＰＶ１６Ｌ１－Ｅ７，实现了重组 ＨＰＶ１６
Ｌ１－Ｅ７融合蛋白在 ２９３细胞中的高效表达。Ⅰ期临床
试验证实，感染了 ＨＰＶ１６型病毒并进展至宫颈上皮内
瘤变（ＣＩＮ）２／３阶段的患者中接近 ５０％在接受最后一
针的 ＨＰＶ１６Ｌ１－Ｅ７ｃＶＬＰ疫苗接种后，病灶可缩小
５０％犤１５犦。另外，还有采用结合 ＨＰＶ１６Ｅ６和 Ｅ７的 Ｔ细
胞表位的治疗策略犤１５犦。

除用于宫颈癌的治疗外，利用 ＨＰＶ载体还可表达
其他肿瘤相关抗原，如人黏蛋白 ＭＵＣ－１（一种恶性腺
瘤标志物）。利用 ＨＰＶ载体表达的 ＭＵＣ－１免疫小鼠，

再用 ＭＵＣ－１＋的淋巴瘤细胞系攻毒，免疫小鼠可获得
较强的Ｔ细胞免疫反应，同时肿瘤进展也相应减缓犤１５犦。

利用ＨＰＶ１６Ｌ１表达ＨＩＶ的相关疫苗研究中，曾将
ＨＩＶｇｐ１６０的细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）表位肽
（ａａ１２０～１２８，ａａ８１４～８２３）连接于ＨＰＶ１６Ｌ１的Ｃ末端，构
建具有ＶＬＰ结构的ＨＩＶ疫苗，其作为黏膜免疫疫苗口服，
可有效诱导机体产生ＨＩＶ特异的黏膜免疫反应和ＣＴＬ细
胞免疫反应，从而保护黏膜系统免受ＨＩＶ感染。

ＨＰＶ免疫原性具有型别特异性，因此有必要开发具
有广谱交叉保护作用的候选ＨＰＶ疫苗。ＫＡＮＤＡ等犤１６犦采

用 ＨＰＶ１６型 Ｌ１和 Ｌ２的抗原表位构建 ＨＰＶｃＶＬＰ疫
苗，即将Ｌ２肽段呈递于Ｌ１蛋白组装的ＶＬＰ表面，将构
建的ｃＶＬＰ疫苗免疫家兔后，可诱导其产生具有保护作用
的针对Ｌ１和Ｌ２的中和性抗体，且中和抗体可针对高危型
ＨＰＶ１８，３１，５２，５８型假ＶＬＰ产生交叉中和作用犤１７犦。

另外，将 ＨＰＶ４５Ｌ２中和表位插入到 ＨＰＶ１８Ｌ１的
表面环区，构建 ｃＶＬＰ（１８Ｌ１－４５ＲＧ１）。疫苗免疫后的家
兔可产生针对 ＨＰＶ３９，４５，６８，７０（属 ＨＰＶ４５和 ＨＰＶ１８
同一支系）特异性的中和抗体。小鼠被动免疫该家兔血

清后，可耐受ＨＰＶ１８，３９，４５，６８型毒株的攻毒犤１８犦。

有研究团队分析了 ２０种型别 ＨＰＶＬ１的进化关
系，并与其中 ８种型别 ＨＰＶ衣壳粒五聚体晶体结构保
守性进行比较，发现型别特异性的优势中和表位是由表

面的型别特异性氨基酸和 ＶＬＰ保守性整体结构共同组
成的；利用基于结构信息的同源替换方法，在一种经过

分子改造的 ３型别 ｃＶＬＰ（ＨＰＶ５８／３３／３２）上实现了各
型别 ＨＰＶ抗原性和免疫原性的平衡，在非人灵长类动
物体内诱导出３倍剂量的与野生型混合ＶＬＰ相当的交
叉免疫保护抗体滴度；利用晶体结构和冷冻电镜

（ｃｒｙｏ－ＥＭ）结构测定揭示了ｃＶＬＰ产生交叉保护的结构
基础。采用以上研究策略设计了 ４种 ３型别 ｃＶＬＰ
（ＨＰＶ１６／３１／３５，ＨＰＶ５６／６６／５３，ＨＰＶ３９／６８／７０，ＨＰＶ１８／
４５／５９），通过分子设计的通用性验证，目前已制备
了７种ｃＶＬＰ，可应对２０种ＨＰＶ型别的感染犤１９犦。

１．４ 流感病毒ＶＬＰ载体
流感病毒 ＶＬＰ是近年研究的热点。流感病毒表位

易发生基因漂移和突变，每年世界卫生组织（ＷＨＯ）均
需预测年度流行毒株，并向企业发放在鸡胚上的适配流

感毒株，用于生产传统流感疫苗。研究人员为制备具有

广谱保护作用的通用型流感疫苗，可利用 ＶＬＰ载体表
达来自不同流行毒株的 ＨＡ或ＮＡ抗原表位，或联合表
达某些免疫刺激分子来增强流感抗原的免疫原性。

重组流感病毒 ｃＶＬＰ疫苗目前有采用异源病毒载
体表达ＨＡ、ＮＡ或Ｍ１蛋白。在小鼠和雪貂试验中，免疫
Ｈ１Ｎ１ＶＬＰ可保护动物产生针对同源流感病毒Ｈ１Ｎ１的
抗体，以及针对异源流感病毒 Ｈ５Ｎ１的攻毒犤２０犦。与鼻喷
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免疫途径相比，肌肉注射免疫途径还可诱导动物产生高

滴度的免疫球蛋白（ＩｇＧ和 ＩｇＡ）抗体，Ⅱ期临床试验中
也显示具有较好的耐受性犤２１犦。另外，还有构建针对高致

病性禽流感病毒 Ｈ５Ｎ１和 Ｈ７Ｎ９ＨＡ、ＮＡ和 Ｍ１的重组
ｃＶＬＰ，小鼠接种Ｈ５Ｎ１ｃＶＬＰ疫苗后，在经过同源或异源
的 Ｈ５Ｎ８毒株的攻毒后能全部存活；雪貂免疫 Ｈ７Ｎ９
ｃＶＬＰ疫苗并联合佐剂，可获得针对Ｈ７Ｎ９高滴度的中和
抗体，肺组织的病毒载量和病毒脱落均较对照组低犤２２犦。

除构建同源ＶＬＰ的研究外，还有利用昆虫表达系统
表达含流感病毒蛋白的逆转录病毒Ｇａｇ的ｃＶＬＰ，其大小
和形态与逆转录病毒相似犤２３犦。其他含流感病毒蛋白ｃＶＬＰ
的研究中，有将ＨＡ蛋白的胞内区、跨膜区和严重急性呼
吸综合征（ＳＡＲＳ）Ｓ蛋白胞外区连接构建嵌合基因，共表达
该嵌合基因和流感病毒Ｍ１蛋白，形成ＳＡＲＳ－ＶＬＰｓ犤２４犦，还
有构建的水痘－带状疱疹病毒（ＶＺＶ）ｃＶＬＰ、呼吸道合胞病
毒（ＲＳＶ）－ｃＶＬＰ犤２５犦、猪繁殖与呼吸综合征病毒ｃＶＬＰ犤２６犦、禽
流感病毒和新城疫病毒（ＮＤＶ）双价ｃＶＬＰ犤２７犦等。

另外，将ＨＩＶ多个ｇｐ４１表位，与流感病毒蛋白偶联形
成重组ｇｐ４１三聚体（ｒｇｐ４１），其包含保守的ｇｐ４１表位，接
种该疫苗的恒河猴可抵御１３次异源猴艾滋病毒（ＳＨＩＶ）攻
毒，经肌肉或鼻内途径接种该疫苗后的恒河猴均获得了免

疫保护，但肌肉注射组仅有５０％个体受到保护犤２８犦。

１．５ 其他ＶＬＰ载体
除以上常用ＶＬＰ载体外，还有采用猫疱疹病毒（ＦＨＶ）、

植物病毒如烟草花叶病毒（ＴＭＶ）和马铃薯病毒Ｘ（ＰＶＸ）
等作为 ＶＬＰ免疫载体。将 ＨＩＶｇｐ４１高度保守的表位
（ＥＬＤＫＷＡ）采用基因融合的方式插入ＰＶＸ的Ｎ端犤２９－３１犦。免

疫该ｃＶＬＰ的小鼠可产生针对ＨＩＶ－１ＭＮｇｐ１６０衍生肽
（Ｈ６６）高滴度的 ＩｇＧ抗体，并能中和 ＨＩＶ－１病毒。此
外，该疫苗联合人树突状细胞（ＤＣｓ）可触发体内外周血
单核淋巴细胞的增殖犤２９犦。

２ ｃＶＬＰ疫苗在防治肿瘤和慢性疾病中的应用
ｃＶＬＰ疫苗除可用于预防 ＨＢＶ、戊型肝炎病毒

（ＨＥＶ）、ＨＰＶ、ＨＩＶ等病毒感染导致的疾病外，还可用于
治疗淋巴瘤、白血病、黑色素瘤和乳腺癌等肿瘤。肿瘤特

异的表面抗原可刺激机体产生特异 Ｔ细胞和体液免疫
反应，利用噬菌体和植物来源的病毒作为肿瘤抗原的递

送载体，该类载体在自然界中不感染人，也不会在人体

中复制。利用 ＴＭＶ的外膜蛋白或噬菌体 Ｑβ表达肿瘤
相关表面碳水化合物抗原（ＴＡＣＡ），该抗原本身免疫原
性较低，而通过构建的嵌合ＴＭＶ－ＴＡＣＡ则可以产生较
高滴度的特异性抗体，同样嵌合 Ｑβ－ＴＡＣＡ也可获得
较强的体液免疫反应犤３２犦。

还有表达全长人表皮生长因子受体 －２（ＨＥＲ－２）
或其他特异免疫表位的ｃＶＬＰ疫苗用于乳腺癌的治疗，
目前已进入临床试验阶段。它是将ＨＥＲ－２外显结构域

肽段插入重组流感病毒体（ＩＲＩＶｓ）中 犤３３－３５犦。其中 Ｐ４
（３７８－３９４），Ｐ６（５４５－５６０）和 Ｐ７（６１０－６２３）３个免疫
肽段可有效激发 Ｂ细胞免疫反应犤３６犦。临床试验结果显

示，有８０％的接种者可获得特异性抗体，７０％的患者免
疫后产生 ＨＥＲ－２特异性的 ＩｇＧ抗体，另外还可观察
到细胞免疫反应，如白细胞介素２（ＩＬ－２）、肿瘤坏死因
子－α（ＴＮＦ－α）、γ干扰素（ＩＦＮ－γ）细胞因子分泌增加犤３７犦。另

一种策略是先对包膜流感病毒 ＶＬＰ进行修饰，将
ＨＥＲ－２锚定在糖基磷脂酰肌醇（ＧＰＩ）上，由此构建
ｃＶＬＰ（ＧＰＩ－ＨＥＲ－２－ＶＬＰ）。临床前研究结果显示，小
鼠抗 Ｄ２Ｆ２／Ｅ２（ＨＥＲ－２阳性）血清 ＩｇＧ抗体增强，动
物血清 ＩｇＧ１，ＩｇＧ２ａ，ＩｇＧ２ｂ水平也相应升高，最终达到
辅助性Ｔ细胞（Ｔｈ１和Ｔｈ２）反应的平衡。

还有采用小鼠多瘤病毒（ＭＰｙＶ）的主要衣壳蛋白
（ＶＰ１）和次要衣壳蛋白（ＶＰ２）作为 ＶＬＰ载体的应用犤３８犦。

采用基因修饰后的 ＶＰ２表达 ＨＥＲ－２的 Ｎ端结构域
（包含细胞外结构域和跨膜结构域）构建 ｃＶＬＰ
（ＶＰ２Ｈｅｒ２１－６８３），在杆状病毒表达体系中可表达
Ｈｅｒ２１－６８３ＰｙｃＶＬＰ颗粒。免疫后的小鼠进行 ＨＥＲ－２
阳性Ｄ２Ｆ２／Ｅ２细胞攻毒，８７％的小鼠不会产生肿瘤。

利用植物病毒 ＰＶＸ构建 ＨＥＲ－２阳性 ｃＶＬＰ疫苗
的应用，将 ＰＶＸ与含有 ＨＥＲ－２细胞外结构域氨基酸
３８７－３９４的 Ｐ４Ｂ细胞表位进行化学偶联，可诱导小鼠
产生较单独表达可溶性Ｐ４更高滴度的ＨＥＲ－２特异性
抗体，该抗体可特异识别ＨＥＲ－２阳性乳腺癌细胞犤３９犦。

此外，还有针对高血压和ＡＤ等慢性病进行的主动
免疫治疗。将血管紧张素Ⅱ化学偶联至噬菌体 Ｑβ
（ＡｎｇＱｂ）中，临床前研究结果显示，针对高血压大鼠模
型，接种该疫苗可诱导产生针对血管紧张素Ⅱ高滴度的
ＩｇＧ抗体，血压可恢复正常犤４０犦。还有采用 ＨＰＶ，噬菌体
Ｑβ，ＨＢｃ、ＢＰＶ－１等 ＶＬＰ载体来表达 ＡＤ的 Ａβ肽。其
中用ＨＰＶ偶联Ａβ的Ｎ端结构域可使机体产生高水平
的抗体，其抗体滴度高于 ＨＰＶ偶联 Ａβ的中间结构域
或Ｃ端结构域，表明Ａβ的Ｎ端结构域具有重要的免疫
原性。利用噬菌体 Ｑβ与 Ａβ１－６进行共轭连接，免疫
Ｑβ－Ａβ１－６后的小鼠可产生 Ａβ肽特异性抗体，形成
的斑块比对照组少犤４１犦。Ⅰ期和Ⅱ期临床试验结果显示，
４７例ＡＤ患者在接受４次皮下或肌肉注射ＣＡＤ１０６后，
可诱导体内产生Ａβ－特异性高滴度抗体犤４２犦。

３ ｃＶＬＰ疫苗的药学研究
３．１ ｃＶＬＰ疫苗的构建与设计

ｃＶＬＰ的构建主要与中和免疫表位、展示载体的选
择、表位与载体的适配性等研究有关。通过中和表位选

择有效靶点，利用结构学的预测及分析，与ＶＬＰ载体构
建ｃＶＬＰ，再通过生物学试验方法（中和试验和攻毒保护
试验等）筛选出具有中和抗体的 ｃＶＬＰ，进一步对 ｃＶＬＰ
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的免疫效果进行分析。中和免疫表位的选择与表位长度、

表位与载体的适配性有关，表位与载体适配性又与表位

筛选、表位长度、嵌合位点及载体长度有关；展示载体的

研究包括 ＶＬＰ载体选择、载体长度与嵌合位点的选择
有关；之后再通过结构学预测分析ｃＶＬＰ的高级结构。

具体针对重组 ＶＬＰ疫苗目的基因片段的选择，其
病毒流行株的选择等是否合理，需结合对产品免疫原

性、安全性及不同毒株间的交叉保护作用等方面进行综

合考虑。另外，目的基因序列的选择需充分考虑对免疫

原性、ＶＬＰ形成这两方面的影响。针对多种蛋白构建的
ｃＶＬＰ疫苗的设计，不仅要考虑该疫苗所针对的蛋白，还
需考虑对其他载体蛋白可能造成的影响犤４３犦。将外源抗

原插入可自我组装的 ＶＬＰ后能否有效表达，并使外源
抗原在 ＶＬＰ表面有效呈现，需进行表位与载体适配性
研究，载体适配性主要是预测表位能否较好地嵌入到载

体，以及形成的 ｃＶＬＰ结构是否稳定，关系到疫苗整体
的免疫原性。包膜 ＶＬＰ可在自我组装衣壳蛋白的基础
上以其天然构象呈递外源抗原，而非包膜 ＶＬＰ主要通
过基因融合和化学偶联的方式插入外源抗原，外源抗原

的大小会影响ＶＬＰ的组装和抗原的正确表达。
结构学预测是通过计算生物学、结构生物学和同源

模建等方法分析 ｃＶＬＰ的高级结构。通过计算机辅助分
析ｃＶＬＰ的抗体亲和力，ＪＯＳＨＩ等犤４４犦利用该方法在ＨＰＶ
ＶＬＰ的 ＥＦ表面环成功表达了 ＨＢＶｐｒｅＳ１抗原，证实其
具有与天然 ＨＢＶ亲和强度相似的抗体。还有分子动力
学模拟研究检测分子间的相互作用（静电作用和亲、疏

水特性）和结合能量的变化，预测 ｃＶＬＰ结构的耐受性
和稳定性犤４５犦。该方法已对在小鼠多瘤病毒 ＶＬＰ上插入
流感抗原后的嵌合情况进行了分析，并将构建好的

ｃＶＬＰ用非对称流分离系统和差示扫描量热法进行验
证，结构与预测相符犤４６犦。

ｃＶＬＰ疫苗的设计也给 ＲＳＶ疫苗带来了新的研究
思路。ＲＳＶ是有包膜单股负链 ＲＮＡ病毒，根据 Ｇ蛋白
抗原特异性分为 Ａ、Ｂ两个亚型。１９６６年，ＲＳＶ甲醛灭
活疫苗（ＦＩ－ＲＳＶ）免疫 ２～７月龄婴儿，ＲＳＶ疫苗引起
再次感染，被称为ＲＳＶ疫苗增强性疾病（ＥＲＤ），目前尚
无可准确模拟人 ＥＲＤ全部特征的动物模型，ＲＳＶ疫苗
研究难点在于需保持免疫病理与免疫保护间的平衡，

ｃＶＬＰ疫苗可在有效靶点的研究基础上，通过表位选择，
尽量规避引起免疫病理的区域位点。有研究通过 ＲＳＶ
特有的结构 ＤＳ－ｃａｖ１找到 ＲＳＶ有效的中和性抗原表
位，通过结构学测算设计构建多种 ｃＶＬＰ，之后再利用
Ｆ蛋白帕利珠单抗酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法，高表达量
及中和试验等筛选出能诱导高滴度中和抗体的 ｃＶＬＰ
株，动物试验具有较好的攻毒保护效力，且 ｃＶＬＰ免疫
血清能产生相对均衡的 ＩｇＧ２ａ／ＩｇＧ１反应，提示能诱导

相对均衡的 Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞免疫反应，ｃＶＬＰ诱导的细胞
免疫以ＩＦＮ－γ分泌为主。
３．２ ＶＬＰ载体与免疫表位的连接方式

抗原表位或其他免疫刺激分子可通过化学或生物

偶联的方式，以及基因工程技术引入到载体特定区域或

病毒外壳蛋白的表面。

化学或生物偶联方式是通过化学修饰方式插入载

体，这种化学修饰方式主要是针对２０种天然氨基酸中
的５种，即赖氨酸（氨基官能团）、谷氨酸和天冬氨酸（羧
酸官能团）、半胱氨酸（巯基官能团）和酪氨酸（羟基官能

团）。如赖氨酸残基中含量较高的亲核官能团可与异硫

氰酸酯或 Ｎ－羟基丁二酰亚胺（ＮＨＳ）发生酯化反应。
胺也可通过共价键连接到羧基上酰胺（肽）键，由羧酸选择

性偶联，偶联剂有碳二亚胺（ＥＤＣ）。谷氨酸和天冬氨酸残
留物含有羧基，可使用ＥＤＣ修饰，与胺反应形成稳定的酰
胺键。半胱氨酸残基中含有巯基，可与卤乙酰或马来酰

亚胺反应。酪氨酸残基含有酚羟基，可由重氮偶联进行

修饰，这种修饰策略比上面列出的４种反应更复杂犤４７犦。

基因工程技术是将外源抗原插入到病毒衣壳蛋白

表面，形成和病毒衣壳蛋白的基因融合形成ｃＶＬＰ，主要
有直接融合、ｌｉｎｋｅｒ融合及蛋白 ｏｖｅｒｃｏａｔ３种研究策略。
直接融合是将外源抗原直接插入至衣壳蛋白的 Ｎ端或
Ｃ端犤４８－４９犦，将外源抗原提呈至衣壳蛋白表面ｌｏｏｐ区犤５０犦。

虽然呈递的抗原常是选择能被 Ｂ细胞识别的天然抗原
表面 ｌｏｏｐ区的表位，但内部抗原在一些条件下更适合
呈递犤５１犦。ｌｉｎｋｅｒ融合是利用氨基酸短肽（如多个甘氨酸
残基）使外源抗原与衣壳蛋白相连接。每个衣壳蛋白单

体一般具有碱性多肽域，如赖氨酸的—ＮＨ２，这些碱性
多肽域朝向颗粒的外表面，短肽等小分子只要带有合适

的氨基酸基团，如—ＳＨ，可通过双功能 ｌｉｎｋｅｒ结合并展
示于 ＶＬＰ表面，刺激机体产生抗体。蛋白 ｏｖｅｒｃｏａｔ策略
是利用手足口病毒（ＦＭＤＶ）２Ａ序列将外源抗原和衣壳
蛋白序列相连接，在表达翻译过程中可引起不一致的核

糖体跳跃，实现天然衣壳蛋白和融合蛋白的共同表达，

这种策略在当插入序列较大时可使融合蛋白表达在每

一个衣壳蛋白的颗粒表面犤５２犦。

３．３ 结构确证研究

相比传统疫苗，对重组 ｃＶＬＰ疫苗进行全面结构确
证及质量特性研究是保证产品质量的重要方面，可参考

基因工程重组产品的相关原则，对 ＶＬＰ疫苗结构及质
量特性的研究通常包括分子量（质谱法、电泳法，并与理

论值比较）、纯度、肽图分析、肽指纹图谱分析、Ｎ端／Ｃ端
测序、等电点、圆二色谱、三维构象、中和表位研究、生物学

活性等方面的检测。由于ｃＶＬＰ疫苗具备病毒样颗粒的高
级结构，其结构确证也存在与常规重组产品较大的不同，

需结合影响疫苗免疫原性的质量特性，重视对ＶＬＰ的粒径
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大小及结构完整性的研究。通过电镜及动态光散射等方

法分析 ＶＬＰ颗粒的大小、分布及形态，最终保证组装的
ＶＬＰ颗粒的完整性和粒径的均一性。

另外，在采用不同表达系统时，需通过结构确证研

究对表达抗原翻译后修饰进一步解析，如 Ｎ－端乙酰
化、脱酰胺基、二硫键、糖化（ｇｌｙｃａｔｉｏｎ）、降解等，均需进
行相应的确证研究。

４ 结语

高效的中和免疫表位和展示载体的选择是 ｃＶＬＰ
疫苗设计成功的关键，单个表位的潜能可能有限，最理

想的设计应是多表位的有机结合；表位与载体的适配性

（包括长度范围、嵌合位点等）也决定了形成 ｃＶＬＰ的结
构及免疫效果。在一些病理机制尚不清楚的难研性疫苗

研究中，ｃＶＬＰ疫苗能提供一个新的研究思路，但其成功
还需结合载体、佐剂及组合免疫等综合考虑。值得注意

的是，并非所有病毒均可开发构建成可自行组装的

ＶＬＰ，作为 ｃＶＬＰ疫苗研发的递呈载体。另外，从病毒结
构的本身及选择目的基因出发到结构蛋白的稳定性等，

均会影响可组装为 ＶＬＰ结构且具有良好免疫原性的
ＶＬＰ疫苗载体的研发，这些均需充分研究和论证。
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