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人博卡病毒病毒样颗粒研究进展
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　　人博卡病毒（ＨｕｍａｎＢｏｃａｖｉｒｕｓ，ＨＢｏＶ）是 Ａｌｌａｎｄｅｒ等
［１］

２００５年在呼吸道标本大量筛查中发现的一种新病毒，迄今为

止 ＨＢｏＶ共有４个基因型，分别命名为 ＨＢｏＶ１～４
［２］。目前

ＨＢｏＶ的致病机制尚未明确，研究结果 ＨＢｏＶ１主要存在于呼

吸道分泌物中，引起婴幼儿呼吸道感染［２］；ＨＢｏＶ２４主要是在

粪便标本中被检出，其中 ＨＢｏＶ２及 ＨＢｏＶ３被证实与急性胃

肠炎有关，又以 ＨＢｏＶ２的检出率最高
［２］。到目前为止，尚没

有针对 ＨＢｏＶ感染的特异性抗病毒药物治疗的文献报道，预

防是降低 ＨＢｏＶ对人类健康危害最有效的方法。疫苗接种是

感染性疾病预防的主要手段，有研究显示，病毒样颗粒结构与

野生病毒及其相似，且无体内复制能力，安全性好，可替代减毒

活病毒作为疫苗用于预防疾病的感染［３］，因此病毒样颗粒疫苗

是目前 ＨＢｏＶ疫苗研究的主要方向。本文就 ＨＢｏＶ病毒样颗

粒研究进展进行综述。

１　病毒样颗粒

病毒样颗粒（ＶＬＰｓ）是包含病毒的一个或者多个结构蛋白

的空心颗粒，它的外部结构与天然的病毒粒子非常相似，但是

它不含有核酸，因此它没有细胞内自我复制的能力。病毒样颗

粒与天然病毒极其相似的外部结构导致它能够像天然病毒一

样通过与膜相关免疫球蛋白组成的Ｂ细胞受体交联，从而诱

导强烈的体液免疫反应［４］。作为外来抗原 ＶＬＰｓ能够整体进

入树突状细胞（ＤＣ）胞质内被树突状细胞有效的处理，作为

ＭＨＣＩ类分子限制性表位，通过交叉提呈或胞内直接加载的

方式提呈给细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬｓ）
［４５］。部分 ＶＬＰｓ还

能直接诱导ＤＣｓ表型和功能分化成熟。能够与ＤＣ之间发生

交互作用是ＶＬＰｓ作为疫苗最为重要的优势，因为最新的研究

认为，这种细胞模式是激活固有免疫反应和获得性免疫反应至

关重要的因素［６］。因此，许多ＶＬＰｓ可以作为有效的抗原诱导

抗病原的ＣＴＬ反应
［７］。

很多研究证实病毒样颗粒可以作为一种安全有效的候选

疫苗［４，８］，它甚至不需要免疫佐剂。目前，商品化的病毒样颗

粒疫苗已经被用于保护人乳头瘤病毒（ＨＰＶ）
［９］和乙型肝炎病

毒（ＨＢＶ）
［１０］感染．这些病毒样颗粒疫苗被证实有强烈的免疫

原性，良好的耐受性以及预防相关疾病的高度的有效性［１１１２］。

２　ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ结构特点

ＨＢｏＶ是一种小ＤＮＡ病毒，其基因组为单链ＤＮＡ，长度

大约是５ｋｂ，其终端序列目前尚不清楚
［１３］，它编码两个非结构

蛋白包括 ＮＳ１和一个博卡病毒特异性的核酸磷酸化蛋白

ＮＰ１，以及两个主要的结构蛋白 ＶＰ１和 ＶＰ２
［１４１６］。原核表达

的带有多聚组氨酸（Ｈｉｓ）标签的 ＨｉｓＶＰ１、ＨｉｓＶＰ２、ＨｉｓＮＰ１

和 ＨｉｓＮＳ１融合蛋白的相对分子质量大约分别是７８．１，６３．４，

２９．０和７５．０×１０３
［１７］。ＶＰ１和ＶＰ２十分相似，他们的Ｃ端是

相同的，只是在 Ｎ 端的磷脂酶 Ａ 片段是 ＶＰ１所独有的

（ＶＰ１ｕ）
［１８］。Ｂｒｉｅｕ等

［１９］运用电镜在 ＨＢｏＶ感染ＤＮＡ阳性患

者鼻咽抽吸物中观察到了的一种类似于细小病毒的病毒颗粒，

但由于病毒数量较少，因此并没有全面了解到病毒的详细

结构。

由于 ＨＢｏＶ在体外难以培养，而 ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ包含

了病毒粒子的绝大部分的病毒衣壳，因此 Ｇｕｒｄａ等
［２０］运用杆

状病毒表达体系成功表达了 ＨＢｏＶ ＶＰ２ＶＬＰｓ，纯化后的

ＶＬＰｓ经磷钨酸负染色，采用透射电镜观察，同时采用低温电

镜和图像重构技术详细分析 ＶＬＰｓ的三维超微结构并与其他

细小病毒ＶＬＰｓ比较。通过数千张单独的图片对ＨＢｏＶＶＬＰｓ

进行３Ｄ重建得到了其详细的结构特征。其结果显示 ＨＢｏＶ

ＶＰ２ＶＬＰｓ是一种没有包膜的对称二十面体，其中三个突出的

特征是和其他细小病毒相同的：（１）二十面体的每一个双重轴

线都有一个前洼样凹陷；（２）一个大的三聚物突起围绕着三重

轴线或者处于三重轴线上；（３）每一个五重轴线上都有一个通

道，其最外面的开口是由被峡谷样区域广泛环绕的五聚体结构

组成。而脊椎动物细胞病毒颗粒的双重轴线上也有同样的凹

陷但却没有三聚物突起和五聚体通道。ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ二

十面体的直径最低凹陷之间大约是２１５?，而最高突起之间大

约是２８０?，因此 ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ的直径大约是２１．５～２８

ｎｍ
［２０］，与细小病毒Ｂ１９在外部特征上最相似；研究证实保护

病毒核心结构的外壳蛋白包括８链β桶状结构，α螺旋，ＤＥ环

和 ＨＩ环，这与病毒装配和保持病毒稳定的需求是一致的。保

护β圆筒状通道的是ＤＥ环，这就提示了这个通道是 ＨＢｏＶ感

染的必不可少的结构之一，因为它可能作为 ＶＰ１ｕ外表化和

ＤＮＡ包装的门户，与其他细小病毒是一致的。Ｇｕｒｄａ等
［２０］还

将 ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ与其他脊椎动物细小病毒颗粒反复比较

其结构，推测 ＨＢｏＶＶＰ１ｕ应该是存在病毒内部而不在病毒表

面，这与Ｋａｎｔｏｌａ等
［２１］通过血清学研究结果是一致的，进一步

证实了 ＨＢｏＶＶＰ１ｕ是存在病毒衣壳蛋白内部。

３　ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ的表达

ＶＬＰｓ的表达方法有很多，２００６年德国默克公司成功的用

酿酒酵母细胞成功的表达了 ＨＰＶ病毒样粒子，并运用于疫苗

的研究。此外，魏希等［２２］通过大肠杆菌表达体系表达，经纯

化后，在一定的外部条件下使之形成病毒样颗粒结构成功获得

了 ＨＰＶ病毒样颗粒；这些传统方法的运用范围十分局限，大

部分病毒结构蛋白经大肠杆菌原核表达体系表达出来的蛋白
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经纯化后都不能再外部形成 ＶＬＰｓ结构。ＢａｃｔｏＢａｃ杆状病

毒表达系统的出现解决了传统方法ＶＬＰｓ表达的局限性问题，

它具有表达量高、适用范围广等诸多优点，其主要内容是将通

过阳性标本扩增获得的目的蛋白基因片段或者根据 Ｇｅｎｅ

Ｂａｎｋ获得的目的蛋白基因序列经人工合成的目的基因片段重

组到ｐＦａｓｔＢａｃｄｏｎｏｒ质粒上，在将含有目的基因的重组质粒转

化到大肠杆菌细胞中，在大肠杆菌中获得类似细菌质粒的重组

病毒杆粒ＤＮＡ。用重组杆粒ＤＮＡ在Ｃｅｌｌｆｅｃｔｉｎ试剂感染细胞

获得原代重组杆状病毒，将重组杆状病毒感染昆虫细胞即大量

扩增病毒或表达蛋白。目前，已经有 ＨＢＶ、ＨＰＶ、ＨＩＶ等病毒

的ＶＬＰｓ通过 ＢａｃｔｏＢａｃ杆状病毒表达系统成功的表达

出来［３］。

自２００５年 ＨＢｏＶ被发现后不久就有 ＨＢｏＶＶＰ蛋白被成

功的通过原核表达体系和杆状病毒表达体系表达出来［１８，２３２４］，

Ｓｈｉｒｋｏｏｈｉ等
［１７］采用ＢａｃｔｏＢａｃ杆状病毒表达体系成功的表达

了带有 Ｈｉｓ标签的 ＨＢｏＶＶＰ１、ＶＰ２、ＮＳ１、ＮＰ１蛋白，通过免

疫荧光证实ＨＢｏＶ感染患者血清中的ＩｇＧ抗体主要是ＶＰ１和

ＶＰ２结合。Ｋａｎｔｏｌａ等
［１８］研究显示，ＶＰ２是构成 ＨＢｏＶ病毒

颗粒外部结构的主要成分，而 ＶＰ１ｕ存在于病毒的内部，因此

在血清学调查中，只有很小一部分抗体能与 ＶＰ１ｕ反应，并且

只有抗体和ＶＰ２结合形成的抗原抗体复合物才能在尿素作用

下不解离，因此，ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ常被表达出来用于 ＨＢｏＶ

感染的血清流行病学的研究。Ｌｉｎ等
［２５］通过杆状病毒表达体

系成功表达了 ＨＢｏＶ１ＶＰ２ＶＬＰｓ；而后 Ｋａｎｔｏｌａ等
［２１］通过杆

状病毒表达体系成功表达了 ＨＢｏＶ１～４ＶＰ２ＶＬＰｓ。

４　ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ应用

到目前为止尚未找到 ＨＢｏＶ体外培养的合适的细胞系，

因此许多有关于 ＨＢｏＶ其他的研究也借用了与 ＨＢｏＶ病毒粒

子十分相似的ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ。ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ表达的最

初目的就是建立血清学检测方法，目前ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ最主

要用途就是作为抗原用于 ＥＬＩＳＡ检测血清中特异性抗体。

２００８年，Ｌｉｎ等
［２５］首次系统的建立了运用 ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ

作为抗原检测人血清中 ＨＢｏＶ特异性抗体的ＥＬＩＳＡ检测方

法。之后，全世界各地均有采用 ＨＢｏＶＶＬＰｓ作为抗原进行对

ＨＢｏＶ各亚型进行血清流行病学研究的文献
［１８，２３２４，２６２８］报道。

２０１０年Ｋａｐｏｏｒ等
［２９］发现了 ＨＢｏＶ４后，Ｊａｒｔｔｉ等

［２］用杆状病

毒表达体系表达了 ＨＢｏＶ１～４ＶＰ２ＶＬＰｓ，全面调查了 ＨＢｏＶ

的血清ＩｇＧ 与ＩｇＭ 抗体产生情况，同时采用 ＶＬＰｓ竞争

ＥＬＩＳＡ方法探讨了 ＨＢｏＶ１～４型之间的交叉反应，结果指出，

ＨＢｏＶ１ＩｇＧ抗体与 ＨＢｏＶ２～４之间有很高的交叉反应率。

ＨＢｏＶ在血清学研究方面的广泛使用说明了 ＨＢｏＶＶＬＰｓ具

有良好的抗原性。

目前，尚没有研究报道 ＨＢｏＶ特异性的人 Ｔ细胞表位，

Ｌｉｎｄｎｅｒ等
［３０］在检测健康人 Ｔ 细胞针对 ＨＢｏＶ 反应时，将

ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ作为ＥＬＩＳＰＯＴ实验的特异性刺激抗原，成

功地刺激了 ＨＢｏＶ血清阳性健康人的单个核细胞分泌ＩＦＮγ，

这意味着 ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ可能具有诱导细胞免疫的活性。

而Ｋｕｍａｒ等
［３１］也成功的运用 ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ刺激人外周

血单个核细胞分泌ＩＦＮγ，ＩＬ１０和ＩＬ１３，这说明了 ＨＢｏＶ刺

激机体产生Ｔｈ１型和 Ｔｈ２型免疫反应。Ｃｈｕｎｇ等
［３２］通过检

测 ＨＢｏＶ感染患者呼吸道分泌物中细胞因子所反应的 ＨＢｏＶ

感染的机体免疫反应类型一致。

此外ＶＬＰｓ还可以作为疫苗用于病毒感染的预防。目前

已经运用于临床的病毒样颗粒疫苗有 ＨＢＶ、ＨＰＶ等。在细小

病毒中，细小病毒Ｂ１９ＶＰ１和 ＶＰ２的免疫原性研究已经有文

献［３３］报道，研究结果显示，Ｂ１９ＶＰ１ＶＬＰｓ诱导机体产生高

效价的中和抗体，可以作为疫苗预防细小病毒Ｂ１９的感染。

而迄今为止，尚无关于 ＨＢｏＶＶＬＰｓ免疫原性及 ＨＢｏＶＶＬＰｓ

疫苗研究的报道，因此 ＨＢｏＶ作为疫苗可能性还有待进一步

研究证实。

５　小　　结

ＨＢｏＶ是２００５年新发现的病毒，目前有关 ＨＢｏＶ的文献

报道主要是流行病学调查，其ＶＰ２ＶＬＰｓ也主要是用于血清流

行病学调查研究。而 ＨＢｏＶ在全世界范围的广泛传播已经严

重影响到了人的生命健康，研究ＨＢｏＶＶＰ２ＶＬＰｓ疫苗具有一

定的理论和实践基础，具有较好的可行性和重要意义。
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　　免疫蛋白酶体是在 γ干扰素（ＩＦＮγ）诱导下合成的

犔犕犘２、犔犕犘１０、犔犕犘７替换标准蛋白酶体中的β１、β２、β５亚单

位形成，免疫蛋白酶体在ＭＨＣＩ类分子抗原提呈途径、细胞信

号转导中发挥重要作用，影响炎性因子的表达，在自身免疫性

疾病中发挥着重要作用。

１　泛素蛋白酶体系统与免疫蛋白酶体

１．１　泛素蛋白酶体系统（ＵＰＳ）　ＵＰＳ由泛素（Ｕｂ）、泛素活

化酶（Ｅ１）、泛素结合酶（Ｅ２）、泛素连接酶（Ｅ３）、蛋白酶体及其

底物（蛋白质）构成［１］。经过Ｅ１、Ｅ２、Ｅ３一系列酶的催化级联

反应，底物蛋白泛素化并形成泛素底物蛋白复合体，随后泛

素底物蛋白复合体与２６Ｓ蛋白酶体相偶联，底物蛋白进入蛋

白酶体核心被降解。标准蛋白酶体由一个２０Ｓ核心颗粒和两

个１９Ｓ调节颗粒组成，相对分子质量为２０００×１０３。２０Ｓ核心

颗粒由α环和β环组成，按α１７α１７β１７β１７顺序排成园筒状

结构。α亚基构成的环位于２０Ｓ核心颗粒的外部，发挥守门员

的作用，调节２０Ｓ颗粒的结合部，使进入核心颗粒内部的蛋白

质具有选择性。β环位于２０Ｓ核心颗粒的内部，含有蛋白酶活

性位点，用以催化蛋白质水解反应。

１．２　免疫蛋白酶体　标准蛋白酶体每个β环含有３个不同的

蛋白水解活性位点，其中的β１、β２和β５亚单位分别具有谷氨

酰肽酶样（ＰＧＰＨＬ）、胰蛋白酶样（ＴＬ）和糜凝乳蛋白酶样

（ＣＴＬ）活性，分别水解酸性氨基酸、碱性氨基酸和疏水氨基

酸［２］，如图１所示。ＩＦＮγ等刺激可诱导低分子量多肽（ＬＭＰ）

表达（如犔犕犘２、犔犕犘１０和犔犕犘７），同时抑制β１、β２和β５表

达。犔犕犘２、犔犕犘１０和犔犕犘７表达替换２０Ｓ核心颗粒中的β１、

β２和β５亚单位，组成新的具有功能活性的免疫蛋白酶体。

犔犕犘２、犔犕犘１０和犔犕犘７又分别称为β１ｉ、β２ｉ和β５ｉ，如图２所

示［３］。
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