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病毒跨膜蛋白的结构功能与抗病毒药物设计

杨金华, 叶荣
复旦大学上海医学院,上海 200032

摘 要: 根据病毒衣壳表面有无包膜结构,病毒可被分为无包膜病毒和有包膜病毒。包膜病毒的膜蛋白在病

毒的吸附、侵入、脱壳、生物大分子合成、病毒颗粒的装配与释放等生命周期中起重要作用。某些包膜病毒的

膜蛋白对病毒侵入宿主细胞的膜融合是不可或缺的。结构分析显示,Ⅰ型和Ⅱ型病毒融合蛋白采用类似的膜

融合方式。此外,流行性感冒病毒的 M2 蛋白、人类免疫缺陷病毒 1 型( HIV-1) 的 Vpu 蛋白、严重急性呼吸综

合征冠状病毒( SARS-CoV) 3a蛋白等膜蛋白还具有离子通道功能。针对这些病毒膜融合蛋白设计的抑制分

子, 将为研发抗包膜病毒新型药物提供新思路和策略。本文以3 种病毒膜融合蛋白为例, 对其融合机制、跨膜

蛋白离子通道功能及其在抗病毒药物设计中的应用作一简要综述。
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Abstract: Viruses have been classified into enveloped and non-enveloped subtypes according to their surface
structures. The membrane proteins of the enveloped viruses are involved in the attachment, penetration, uncoating,
replication, and release of the viruses. The special membrane proteins are essential for the membrane fusion by which
the enveloped viruses penetrate into host cells. Furthermore, structural data show that class I and class II viral fusion
proteins utilize a similar principle in membrane fusion. In addition, there are some viral membrane proteins, such as
M2 of the influenza virus, Vpu of the human immunodeficiency virus type 1 ( HIV-1) , 3a of the severe acute
respiratory syndrome coronavirus ( SARS-CoV) , among others, that have ion channel functions. The processes
involved in viral membrane fusion and ion channel function provide new insights into therapeutic design and proteins
as potential targets of antivirals. Here we give three typical viral membrane fusion proteins as examples to review the
mechanisms of viral membrane fusion and viral ion channel function and the strategies of antiviral drug design.
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  膜蛋白是指细胞或细胞质膜上蛋白质的总称。

根据膜蛋白所处位置, 可分为外周膜蛋白和内在膜

蛋白。其中根据与脂质双层结构之间结合关系的差

异,内在膜蛋白又可分为跨膜蛋白和单向内在膜蛋

白。许多膜蛋白经翻译后修饰, 如糖基化、脂酰化

等,才能发挥生物学功能。根据病毒外壳是否包裹

着富含脂质的包膜, 将病毒分为无包膜病毒和有包

膜病毒。跟其他膜结构一样, 病毒包膜由双层脂质

和镶嵌在其中的膜蛋白所组成。双层脂质来源于宿

主细胞膜,也包含一些病毒的糖蛋白, 形成一个细胞

来源的脂质与病毒来源的蛋白相结合的混合结构。

病毒膜蛋白在大部分情况下以糖基化的形式行使功

能,这些蛋白以病毒 mRNA 为模板, 翻译后通过细

胞的转运体系运送至细胞膜。在病毒出芽时, 糖蛋

白通过高尔基复合体运送至细胞表面。

包膜病毒通过脂包膜与细胞膜的融合进入宿主

细胞。一些包膜病毒在与宿主细胞上的受体结合后

直接与宿主细胞质膜融合, 另外一些则通过内吞作

用进入细胞,再发生融合。在这两种情况下, 病毒诱

导的膜融合都是通过病毒包膜糖蛋白的构象改变而

激发的。此类有促使病毒-细胞膜融合和感染细胞-
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未感染细胞膜融合功能的蛋白被称为膜融合蛋白

( membrane fusion protein) 。

有些病毒跨膜糖蛋白可以改变细胞膜的通透

性,这类由病毒基因组编码的含 1 个疏水氨基酸簇

的小分子蛋白被称为病毒孔蛋白( viroporin)
[ 1 ]

。许

多病毒孔蛋白被陆续报道, 研究较多的包括流行性

感冒( 简称流感) 病毒( influenza virus) 的 M2 蛋白、

人类免疫缺陷病毒 1 型 ( human immunodeficiency

virus type 1, HIV-1) 的 Vpu蛋白等。最近有报道,
严重 急性 呼吸 综合征 冠状 病 毒 ( severe acute

respiratory syndrome coronavirus, SARS-CoV) 的3a蛋

白也行使细胞离子通道的功能, 进而影响病毒颗粒

的装配和释放。

由于膜蛋白结晶困难, 因此对病毒跨膜蛋白结

构的研究相对滞后。然而, 仍有一些病毒跨膜蛋白

的三维结构被成功解析, 这有助于揭示膜蛋白的结

构与功能, 也为抗病毒治疗提供新的策略。本文以

SARS-CoV、流感病毒和 HIV-1 为例, 就病毒膜蛋白

介导的膜融合机制、离子通道相关蛋白的结构功能

及其作为抗病毒药物靶点的新型药物设计策略进行

综述。

1 病毒膜蛋白参与的膜融合

无包膜病毒进入宿主细胞通过吞饮作 用

( endocytosis) 和网格蛋白( clathrin) 的介导得以完

成,而有包膜病毒则主要通过自身膜蛋白与宿主细

胞膜蛋白介导的融合而进入细胞。这种关键性的膜

融合是通过一种病毒跨膜蛋白———融合蛋白将其疏

水性融合肽插入细胞膜并再折叠来促发融合反应的

发生。根据蛋白结构特性, 病毒融合蛋白通常分为

Ⅰ型和Ⅱ型。

Ⅰ型病毒膜融合蛋白包括流感病毒的血凝素

( hemagglutinin, HA) 糖蛋白
[ 2] , CoV 的棘突( spike,

S) 蛋 白
[ 3, 4 ]

, 猴 免 疫 缺 陷 病 毒 ( simian
immunodeficiency virus, SIV) 、HIV 的包膜( envelop,

Env) 蛋白
[ 5-7]

等, 其受体结合部分通过与宿主细胞

表面受体结合使病毒膜与细胞膜靠近, 形成内吞体

后进入细胞。Ⅱ 型病毒膜蛋白有猴泡沫病毒

( simian foamy virus, SFV) 的 E1 蛋白和蜱传脑炎病

毒( tick-borne encephalitis virus, TBEV) 的 E 蛋白,
其进入细胞也是通过受体介导内吞作用和低 pH 值

刺激膜融合来实现的。不同的是Ⅱ型膜融合蛋白从

二聚体( dimer) 变成三聚体( trimer) , 不是形成 1 个

卷曲螺旋( coiled-coil)
[ 8 ]

。此外, 弹状病毒属的水泡

性口炎病毒( vesicular stomatitis virus, VSV) 介导 G

蛋白融合的构象改变是以低 pH 值、可逆的方式进

行的,与Ⅰ型及Ⅱ型膜融合蛋白机制不完全一样, 该

病毒存在1 个双向融合域( bipartite fusion domain) 。
有人认为它可能属于一种全新的Ⅲ型融合膜蛋

白
[ 9]

( 表 1) 。

表 1 病毒的膜融合蛋白

Tab 1. Viral membrane fusion proteins

Type Family Fusion protein pH of fusion Location

Ⅰ Orthomyxovirus HA Low N-terminal

Retrovirus Env Neutral N-terminal, internal

Coronavirus S Neutral Internal

Paramyxovirus F, HN Neutral N-terminal

Filovirus GP Low Internal

Ⅱ Alphavirus E1 Low Internal

Flavivirus E Low Internal

Ⅲ Rhabdovirus G Low Internal

Unknown Bunyavirus G1 /G2 Low ?

Arenavirus GP Low ?

Herpesvirus gB, gD, gH, gL Neutral ?

1.1 流感病毒的HA 膜糖蛋白

流感病毒为单负链 RNA 病毒, 属于正黏病毒

科,包括甲( A) 、乙( B) 、丙( C) 3 型。它们都具有

1 个主要的表面糖蛋白, 甲型和乙型为 HA, 丙型为

血凝 素酯酶 融合 ( hemagglutinin esterase fusion,

HEF) 蛋白。甲型和乙型流感严重危害人类健康和

生命。

流感病毒表面包括 HA 膜糖蛋白和神经氨酸酶

( neuraminidase, NA) 2 种糖蛋白。HA 得名是因为

能凝集红细胞,并能通过识别细胞表面糖蛋白和糖
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脂的唾液酸使病毒结合细胞
[ 10 ]

。此外, HA 还参与

膜融合和细胞间感染。现已公认其为流感病毒的主

要毒力因子,并已断定为一种种属特异性蛋白, 流感

病毒大流行的危险亦来自其受体结合区域的特异性

改变。HA 表面糖蛋白是极典型的Ⅰ型膜融合蛋

白,可用来说明通过内吞途径完成的融合过程。HA

是第1 个( 1981 年) 在天然状态中被解析结构的包

膜病毒蛋白,晶体结构提示它带有 2 个结构特异区

域,即包含 1 个三束折叠的卷曲螺旋的茎部和位于

茎顶部反向平等的 β折叠所形成的球状头部
[ 2 ]

。

1994 年,有关低 pH激活的融合蛋白亚单位 HA2 的

晶体结构作为第 1 个活化的融合蛋白结构的论述于

13 年后再次发表
[ 11 ]

。这 2 种晶体结构很好地揭示

了融合蛋白从天然状态到融合状态或活化状态的构

象改变过程。目前很多 HA 的分子结构被成功解

析,包括 1918 流感病毒 H1 的 HA。值得注意的是,

尽管全部氨基酸序列的一致性都少于 50% , 但这些

HA 的结构和功能却十分保守。表明在遗传过程

中,序列可出现很大幅度变异, 结构和功能却保持不

变。

流感病毒 HA 蛋白的前体多肽 ( polypeptide)
HA0 在内质网合成。HA 头部含有唾液酸受体结合

位点, 在 H3 亚型被可变抗原簇 A、B、C 和 D 所包

绕;在 H1 亚型则被 Sa、Sb、Ca1、Ca2 和 Cb 包绕。病

毒复制时, HA0 蛋白的每个单体被丝氨酸蛋白酶酶

解成多肽 HA1( N端部分) 和 HA2( C 端部分) 。两

者以1 个单二硫键连接, 这种酶解对病毒的感染性

是必需的。HA0 酶解成 HA1 和 HA2的过程使 HA2

疏水的 N端融合肽结构域转换成亚稳定状态, 从而

激发 HA 的膜融合潜能。在中性 pH值时, 融合肽被

埋在三聚体内部
[ 2 ]

, 内含体酸化环境诱使 HA 构象

发生实质性改变,融合肽从其包埋位置被重新分配,

形成10 nm的三束卷曲螺旋的膜末梢尖端形式并突

向宿主细胞膜
[ 11, 12 ]

。在与宿主细胞结合及内化过

程中, HA经历不可逆的构象改变, 从而促使膜融合

的发生。

有研究发现, 流感病毒 HA 跨膜区和胞质区的

脂酰化对膜融合病毒颗粒装配均有用。质谱分析发

现,甲型流感病毒 HA 中 1 个跨膜区和 2 个胞质区

的半胱氨酸都发生了脂酰化
[ 1 3]

。对于 H1 流感病

毒,替换跨膜区的半胱氨酸可导致病毒毒力急剧下

降,突变胞质尾区半胱氨酸则不使病毒产生感染性。

有证据表明, HA 的脂酰化( 棕榈酰化) 可使其与脂

筏结合更紧密, 有利于融合孔的形成和病毒感

染
[ 14]

。HA2部分被认为充当介导病毒包膜与细胞

膜融合的角色,而 HA1 部分包含受体结合部位和抗

原位点
[ 15]

。识别 HA1 的抗体可抑制病毒血细胞凝

集,中和病毒的感染性并给宿主提供很好的保护。

但其作用并不广泛, 对某一亚型起作用的抗体不一

定对其他亚型有相同作用。不同病毒株 HA1 的抗

原位点进化频繁,氨基酸变异性较大, 这种较为微小

的变异积累称为抗原漂移( antigen drift) 。最终, 许

多抗原位点的突变导致不能被宿主抗体中和的毒株

产生,从而使宿主对此毒株易感。但 HA2 在不同病

毒株和亚型较为保守, 也许可为设计新颖而有效的

流感疫苗提供思路。

1.2 CoV S糖蛋白

CoV 广泛分布于环境中,感染人、家养及野生的

哺乳动物和禽类,导致支气管炎、肺炎、胃肠炎、肝炎

和脑膜炎等一系列疾病。CoV 的进化会产生新的变

种,从而导致疾病的大流行, 如 2003 年起源于我国

广东的 SARS [ 16 ]
。在 SARS暴发前, 就已经有牛冠

状病毒 ( bovine coronavirus, BCoV) 跨种属 ( cross-
species) 传播的零星报道

[ 1 7]
。CoV 是一种有包膜的

单正链 RNA 病毒, 基因组大小为 28 ～32 kb。依其

宿主种类、免疫学和基因组等特征分为 1、2 和 3 群

( groups) 。SARS-CoV 大部分特征符合 2 群, 但也有

人认为是新的群
[ 18 ]

。CoV 包膜至少包含 S、E 和 M

3 种不同结构蛋白, 其中 S 蛋白是类似于流感病毒

HA 蛋白的跨膜蛋白, 能介导宿主受体的结合和随

后的膜融合, 为一种典型的Ⅰ型病毒膜融合蛋

白
[ 19, 20 ]

。未被糖基化的单体 S 蛋白大小为( 128 ～

180) ×10
3
,糖基化后变为( 150 ～200) ×10

3
, 一般经

N端糖基化后方可发挥生物学功能
[ 20 , 21 ]

。S蛋白通

常以三聚体形式存在, N端朝外、C 端朝内( 胞质) ,
形成 CoV 典型 的 表 面 棘突

[ 2 1]
。胞 外 结 构 域

( ectodomain) 构成 S蛋白的大部分, 位于其中的受

体结合结构域( receptor-binding domain, RBD) 通常

决定病毒的宿主特异性。研究表明, 来源于 SARS-
CoV 的 S蛋白 N端 17 ～537 和 272 ～537 氨基酸残

基片段均可特异地结合 Vero E6 细胞, 并纯化出可

溶性受体分子( ACE2) 。进一步的受体结合抑制实

验表明, S 蛋白的 RBD 位于氨基酸残基 303 ～

537[ 22]
。

鼠肝炎病毒( murine hepatitis virus, MHV) 是典

型的2 群 CoV, 其 S 蛋白 RBD 位于 S1 开始的 330

个氨基酸上
[ 23, 24 ]

。大部分 2 型和 3 型 CoV S 蛋白

被蛋白酶酶解成 N端亚单位 S1 和膜锚定亚单位
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S2, S1 亚单位组成棘突的球状头部, 行使受体结合

功能;而 S2 亚单位则组成棘突的茎部, 行使膜融合

功能。阻止 S蛋白酶解可明显影响细胞-细胞融合,
但不影响病毒-细胞融合

[ 25 ]
。不同群的 CoV S1 变

异性较大,甚至在同群的不同种病毒, 同种病毒的不

同分离株之间, S1 序列都有较大差异。而 S2 的胞

外区域和跨膜区域的开始段则是 S蛋白中最为保守

的区域
[ 26]

。S2 可进一步分为膜外区、跨膜区和膜

内区3 个功能区。膜外区由融合肽及 2 个七肽重复

结构( heptad repeat, HR) HR-1 和 HR-2 组成。跨膜

区由23 ～25个疏水残基组成, 通过疏水作用整合在

双层脂质膜中。而膜内区位于蛋白的 C 端,分布在

细胞或病毒膜的内侧,主要与病毒颗粒的装配有关,
也参与病毒膜融合功能

[ 27]
。至今仍不确定 CoV 融

合肽的具体位置及序列,只是预测可能位于 S2 结构

域。对 S蛋白的序列和氨基酸疏水性分析初步表

明, SARS-CoV 融合肽位于 HR1 的 N端, 在所有 CoV
中都非常保守

[ 2 0]
。以前普遍认为 CoV S1-S2 切割

位置并没有紧邻融合肽, 但最近有研究表明 SARS-
CoV S蛋白可于 S2 下游位置( 氨基酸 797) 被蛋白

酶酶解
[ 28 , 2 9]

。在 SARS-CoV, 与紧邻 S2 酶解位点

SIEDLLFNKVTLADAGF的 C 端氨基酸在所有 CoV

中高度保守。对 SARS-CoV 的这些氨基酸在突变后

再做病毒学功能分析,提示 S2 内部的酶解可能为 S

暴露出其新的内部融合肽而促使膜融合
[ 30, 31 ]

。

MHV 与细胞发生融合时 S1 首先与可溶性受体

结合,诱使 S1 与 S2 分开( 暴露于 37 ℃和高 pH 时

也会导致这种改变) , 暴露出融合肽插入目标膜中

的外侧。进入细胞后, pH值降低导致构象进一步改

变,使 HR1 回转并与 HR2 靠近, 形成六聚体的卷曲

螺旋, 产生的机械力使膜发生融合
[ 32-34 ]

。HR1 和

HR2 是Ⅰ型膜融合蛋白的保守特征, 它形成经典的

六螺旋束( six-helix bundle, 6-HB) , 并促使病毒颗粒

与细胞膜融合
[ 7 ]
。我国结构生物学家饶子和等首

先在晶体结构水平阐明 MHV S蛋白有 HR1与 HR2
结构域,同样也证明 SARS-CoV 的 S糖蛋白 HR1 和

HR2 结构与 MHV 的这些结构非常类似
[ 3, 4 ]

。同时

发现,来源于 S2 的 N端和 C 端的短肽可与 S2 形成

稳定的复合体,该复合体是融合过程中重要的调节

体,可破坏六联体重复结构的形成而抑制病毒感染。

最近,通过检测人工合成的 SARS-CoV 来推测融合

肽诱导膜融合及与细胞膜上磷脂相互作用的能力,

证明该融合肽可牢固分配至磷脂膜, 特别是含负电

荷的磷脂膜, 表明用 SARS-CoV 推测的融合肽通过

扰乱脂膜表面磷脂, 特别是内部磷脂的分布来参与

病毒与目标细胞膜的融合
[ 3 5]

。此外, 针对 SARS-

CoV S2 环结构域设计的肽可与模拟膜相互作用, 很
快分配至磷脂膜, 扰乱脂环境。通过脂成分的改变

来调节膜的活性,提示此区域可能也参与病毒与细

胞膜融合
[ 36]

。

1.3 HIV Env蛋白

HIV 可导致获得性免疫缺陷综合征 ( acquired

immune deficiency syndrome, AIDS) , 属于反转录病

毒。病毒颗粒外面包围着来源于宿主细胞膜的双层

磷脂分子。HIV 包膜蛋白 Env 即 gp160, 类似于流

感病毒 HA,行使受体结合和膜融合的功能,对病毒

进入宿主细胞及其毒力等都很重要。发挥膜融合功

能时, 前体蛋白 gp160 被蛋白酶切割成 gp120 和

gp41 亚单位, 3 分子 gp120 组成帽子结构, 3 分子

gp41 组成茎样结构。研究发现, gp160 被切割成

gp120 和 gp41 时会产生很大的构象改变, 至少在

gp120 是如此。与 HA1 和 HA2 不一样, gp120 和

gp41 不是通过二硫键连接, 而是以稳定的非共价方

式连接, 对应其受体结合和抗体结合的功能。单独

的 gp41 结构研究提示, 将 gp120 从包膜复合体中去

除可使 gp41 松弛成一种稳定的、融合后状态, 尽管

gp120 从包膜复合体中脱落不是膜融合的前提条

件
[ 6]

。

HIV-1 gp41 重要的功能区域包括融合肽、N端

七肽重复区( N-terminal heptad repeat, NHR) 、C 端

七肽重复区( C-terminal heptad repeat, CHR) 、跨膜

结构域和胞质尾区。在氨基酸水平, gp41 与其他参

与膜融合的病毒包膜蛋白有许多共同特点: N端约

含15 个疏水残基,即“融合肽”
[ 37 ] , 在融合过程中插

入膜并使目标细胞膜变得不稳定; 融合肽和跨膜域

之间 为 2 个七 肽重 复 区。核磁 共 振 ( nuclear

magnetic resonance, NMR) 和晶体学研究显示 3 个

NHR 折叠成1 个三聚体的卷曲螺旋, 再被 3 个 CHR

螺旋所围绕, 每个 NHR-CHR 组合被延伸环所连

接
[ 5, 38 , 39]

。这种 6-HB 可能代表一种融合后的构象

改变
[ 40]

,在这些束里, 外面的螺旋跟里面的螺旋紧

密连接,将细胞膜与病毒膜拉近和并置。研究表明,

HIV gp41 转变成 6-HB 可能提供诱导膜融合的能

量,而且融合也依赖螺旋内的相互作用, 即 gp41 螺

旋结构的稳定性,但其内部谷氨酸盐突变在不影响

gp41 核心结构稳定性的情况下病毒表现为融合缺

陷
[ 41]

。根据外层螺旋设计的抗病毒肽有重要意义,
如抗 HIV 新药 T20( fuzeon) 就是一种来源于 gp41
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CHR 的肽, 通过其 N端和 C 端序列分别结合 gp41
的 NHR 和细胞膜来抑制病毒融合。此外, HIV-1

gp41 糖蛋白跨膜结构域也发挥重要的生物学功能,
诱使其高度保守的核心结构12 个氨基酸突变,可阻

止病毒-细胞融合和病毒侵入细胞
[ 42]

。

2 病毒离子通道的相关跨膜蛋白

病毒离子通道蛋白是一种在病毒生命周期中起

多种作用的小跨膜蛋白, 可在宿主细胞膜上形成选

择性离子通道,介导一些离子运输而对病毒的许多

功能产生影响
[ 43]

。与病毒其他膜蛋白不同, 离子通

道蛋白不参与病毒入侵, 也不是病毒颗粒的组成成

分。它们属于病毒孔蛋白家族, 含有约 100 个氨基

酸,且至少含有 1 个疏水氨基酸组成的跨膜结构

域
[ 1]

。它们通过亚基聚合形成一个亲水通道, 从而

促使离子通过宿主细胞膜。研究发现, 有许多包膜

病毒编码离子通道蛋白, 如流感病毒 M2 蛋白、HIV
Vpu 蛋 白、SARS-CoV 3a 蛋 白、小 球 藻 病 毒

( chlorovirus) PBCV-1 Kcv蛋白等。

甲型流感病毒 M2 蛋白由 RNA 节段 7 编码, 该

RNA 片段也编码 M1 蛋白。M2 蛋白编码区在禽、

猪、马和人的甲型流感病毒各个亚型中都较为保

守
[ 44]

。M2 蛋白在非洲爪蟾卵母细胞
[ 4 5]

和哺乳动

物卵母细胞
[ 46, 47 ]

中成功表达, 并具有通道活性。M2

蛋白可以单体形式存在,但其活性状态却是四聚体,
由97 个氨基酸组成Ⅲ型内在膜磷酸化蛋白, 包括

24 个残基的胞外区、19 个残基的跨膜区和 54 个氨

基酸残基的胞质尾区
[ 4 5]

。跨膜区中包含极性氨基

酸和 1 个组氨酸, 使 M2 蛋白的跨膜区能形成 1 个

允许质子通过膜的蛋白性通道孔。H+
进入病毒粒

子,可酸化病毒颗粒内部, 从而促使病毒在内含体中

脱壳。此外, 反面高尔基复合体网络结构 ( trans

Golgi network, TGN) 膜上的 M2 蛋白还能提高 TGN
的 pH值, 平衡 TGN与宿主胞质之间的 pH值, 防止

新合成的 HA 由于低 pH值环境而导致未成熟构象

改变
[ 48]

。

通过固态 NMR 方法获得 M2 蛋白的结构显示,
His37 和 Trp41依靠氢键网络控制着 H +

通道的开

放与关闭
[ 49 , 50]

。利用 NMR 光谱确定了 M2 蛋白

38 个氨基酸残基片段的结构, 提示 4 个紧密相连的

跨膜螺旋组成了1 个狭窄的离子通道, “色氨酸门”

也是由其与天冬氨酸相互作用来锁定的,在 C端两

性螺旋垂直朝向跨膜螺旋组成 1 个内在朝向的底

部
[ 51]

。降低 pH 值, 促使跨膜螺旋不稳定, 打开离

子通道的门, 允许离子通过, 但 C 端的底仍然完整,
可避免四聚体的解散

[ 51]
。M2 通道活性可被金刚乙

胺所抑制, 4 个金刚乙胺分子结合在靠近门的通道

朝向面,并稳定着关闭的孔构象。用 X 线衍射方法

得到了结合或不结合金刚烷胺的四聚体 M2 蛋白

( 25 个氨基酸残基) 的晶体结构,提示主要是一系列

保守的组氨酸和色氨酸参与质子门控, 单个金刚烷

胺分子位于离子通道的孔内部
[ 52]

。

Vpu蛋白是 HIV-1 的辅助调节蛋白之一, 为Ⅰ

型内在膜蛋白, 通过共翻译插入感染细胞膜结

构
[ 53]

。它含有 81 个氨基酸, N端为疏水跨膜螺旋,
C端胞质区含 2 个在一个水平的两性螺旋。在胞质

区2 个两性螺旋间, 氨基酸残基 47 ～58 有一个非常

保守的区段, 该区段 52 位和 56 位丝氨酸发生酪氨

酸激酶磷酸化
[ 54 ]

。根据流感病毒 M2 离子通道蛋

白的结构相似性推测, Vpu 以聚合体的形式具有孔

形成的能力
[ 5 3]

。其通道形成跨膜结构域的三维结

构已于 2003 年用 NMR 波谱学方法得到解析
[ 55 ] ,

跨膜结构域特点决定了其具备离子通道活性, 并与

其促进新生病毒颗粒释放的功能有关。Vpu还可促

进病毒颗粒从质膜释放,对跨膜区进行突变, 其对病

毒颗粒促进释放的能力丧失
[ 56 ]

。体内、外实验证

明, Vpu在感染细胞的内质网下调细胞表面 CD4 受

体
[ 57]

。对 CD4 降解起重要作用的胞质尾区 52 和

56 位丝氨酸进行突变后, 仅能部分影响病毒释放,
而 Vpu对于病毒结构蛋白的合成、修饰及稳定性无

影响
[ 56]

。

此外, SARS-CoV 的 3a 蛋白以四聚体形式形成

钾敏感性离子通道; 对 3a进行沉默后, 病毒释放能

力明显下降
[ 5 8] ; 小球藻病毒 PBCV-1 Kcv 蛋白形成

钾离子通道,用钡离子对其抑制后, 噬斑形成能力下

降,提示对病毒复制的 1 个或多个步骤起作用
[ 59 ] ;

甲病毒( alphavirus) 6K
[ 60 ]

、丙型肝炎病毒( hepatitis
C virus, HCV) p7 也都具有离子通道活性

[ 61]
。

3 病毒膜蛋白与抗病毒药物设计

3.1 融合抑制剂

抑制病毒-细胞膜间的融合可以通过阻止融合

蛋白与受体的结合, 或干扰融合蛋白在融合过程中

的构象正确变化来实现。CoV S蛋白与受体的相互

作用成为抗病毒药物设计的一个靶点。有文献报

道,对 2 型 CoV S蛋白与受体相互作用的关键肽环

进行确定,然后构建相关肽段用来诱导未成熟的蛋

白融合, 从而抑制感染
[ 62]

。同样, 来源于 S 蛋白
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HR2 序列的短肽对 SARS-CoV 感染 Vero 细胞有很

好的抑制效果
[ 63]

。必须注意的是, 很多可溶性的受

体肽段可使 S糖蛋白变成无活性状态, 但有些亦可

明显促使活性融合的产生
[ 64 ]

。研究还发现, CoV 可

通过 HR1 的突变来避开 HR2 来源短肽的抑制作

用
[ 65] ,因此推断两者相互组成复合体才能发挥作

用。

以 gp41 为靶点研究其内在的功能性模序并设

计不同的短肽,对开发临床抗 HIV 新药有巨大的潜

力和很好的可行性。20 世纪 90 年代, 以 HIV-1

gp41 的 NHR 和 CHR 区域为目标的一系列人工合

成肽段可有效抑制膜融合, 从而抑制感染
[ 66 , 67 ]

。

HIV-1 gp41 膜近侧区域及其钙结合位点 ( 残基

628 ～683) 的肽 P5 也能有效抑制 HIV-1 感染
[ 68 ]

。

Fuzeon( T20) 由 Roche 和 Trimeris 公司共同开发, 为
第1 个, 也是唯一 1 个通过美国食品药品管理局认

证并用于治疗 HIV 的融合抑制剂。T20 是 CHR 模

拟肽,较低浓度就能有效抑制 HIV 感染。其机制为

与病毒 gp41 的 NHR 区段形成异三聚体, 抑制 gp41
6-HB 核心的形成和病毒-细胞融合。T20 的不足之

处是疗效不及反转录酶抑制剂和蛋白酶抑制剂, 且
易形成耐药性。最近合成的 HIV 融合性抑制性肽

CP32M,包含 1 个位于 gp41 C端重复序列上游区段

的模序( 残基 621～627) ,非常靠近对6-HB形成和稳

定起重要作用的“口袋结合结构域”( pocket-binding
domain) , 可有效抑制 T20 耐受的 HIV-1 毒株

[ 69 ]
。

3.2 离子通道抑制剂

如前所述, 有些病毒膜蛋白可在宿主细胞膜上

形成选择性的离子通道, 因此可用一些离子通道阻

滞剂抑制这些病毒的增殖。有些离子通道对于病毒

颗粒的包装释放是必需的, 可作为理想的抗病毒药

设计靶标。目前已有不少药物以病毒离子通道为药

靶,如 20 世纪 60 年代中期发现的抗流感代表药物

金刚烷胺可阻止病毒侵入细胞、脱去衣壳和成熟过

程,对甲型流感病毒有较好的预防和治疗作用。

已有明确证据表明, HIV-1 的 Vpu可增加病毒

颗粒产量,下调细胞表面 CD4, 从而增加体内病毒载

量
[ 56, 57 ] , 因此 Vpu 也是抗 HIV 新药设计的靶标。

Vpu对病毒颗粒的释放活性依赖于其离子通道活

性,开发特异针对 Vpu的新药可借鉴流感病毒 M2

抑制剂的经验。此外, 可针对 SARS-CoV 3a离子通

道活性进行药物设计, 上海巴斯德研究所孙兵等于

2006 年向国家知识产权总局申报了专利。

然而, 以病毒性离子通道为靶点设计药物还面

临许多理论和技术问题。首先,离子通道的改变, 到
底是病毒膜蛋白的本身具有离子通道功能, 还是病

毒膜蛋白调控了细胞本身蛋白的离子通道功能; 其
次,当此类抑制剂用于临床治疗时, 是否会抑制宿主

细胞上的离子通,从而影响机体的正常生理功能, 引
发药物特异性。

3.3 膜蛋白相关抗体

膜蛋白相关抗体发挥抗病毒作用是多重的, 除

了诱发的进一步免疫效应清除病毒外, 还能直接干

扰病毒膜蛋白与相应受体结合, 阻止病毒膜融合发

生。已经证明 SARS-CoV S蛋白 RBD可诱导高效价

中和抗体,病毒进入细胞可被该抗体抑制, 因此该序

列可作为 SARS亚单位疫苗很好的候选者。近期成

功建立了高灵敏噬菌体展示库筛选法, 获得在纳摩

尔浓度水平就能有效抑制膜融合的人单克隆抗体,
与 ACE2 竞争结合 S蛋白

[ 70 ]
。S蛋白的抗体在活体

内表现出中和病毒的重要作用,可用全长 S蛋白, 或
全部胞外结构域可溶性片段, 或 RBD 片段, 通过免

疫在活体内得到。此外, 康复期 SARS患者的血清

亦有此类中和抗体, 可有效中和病毒
[ 71 ]

。研究发

现, W423 和 N424 氨基酸残基对单克隆抗体识别是

必需的,在 107 株不同的 SARS-CoV 中高度保守, 提

示这 2 个残基可作为关键表位研制治疗性单克隆抗

体
[ 72]

。

HIV-1 疫苗的研发主要直接针对 Env 蛋白有限

的几个保守抗原位点进行, 其主要可变区域具有很

强的免疫原性,针对这些区域的抗体在患者血清中

易产生。因此, Env 蛋白可变区的中和表位对开发

HIV-1 治疗性抗体更具潜力。gp41 的 CHR 和 NHR
不但可作为融合抑制剂的设计靶点, 亦可作为设计

抗 HIV 疫苗的靶点。大部分针对上述 2 个区域的

抗体都不能在生理温度 ( 37 ℃) 时起中和 作

用
[ 73-75]

,但此类抗体有些可在亚适温( 31. 5 ℃) 中

止 HIV-1 Env介导的细胞-细胞融合的活性
[ 76 ]

。因

为在膜融合过程中, gp41 中间体发夹结构和 6-HB
核心位于病毒和细胞膜之间的狭窄空间中, 而较大

的抗体分子因空间位阻效应( steric hindrance effect)
较难起作用

[ 7 7]
。而且,这些抗原位点的免疫原性较

弱,根据这些表位设计的免疫原刺激不容易产生抗

体。

4 展望

位于病毒颗粒表面的膜蛋白通常具有多种生物

学功能,包括诱导中和抗体、与受体特异性结合、介
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导膜融合的作用,同时也参与调控病毒基因复制、病

毒颗粒装配与释放等。病毒蛋白膜融合与离子通道

作用机制的共性与结构依赖性使之成为新的抗病毒

策略的关注点。然而, 由于大部分病毒跨膜蛋白的

含量非常低、疏水性高, 分离、纯化、结晶较困难, 限
制了大量病毒膜蛋白结构的解析。随着冷冻电子显

微术、傅里叶红外变换光谱仪 ( Fourier transform
infrared spectroscopy, FTIR) 、分子动力模拟等新技

术的应用,病毒跨膜蛋白结构和功能的研究正取得

积极的进展。目前, 针对病毒膜融合蛋白设计的药

物多以蛋白质膜外区为靶点, 但参与膜融合和细胞

信号转导的跨膜区和膜内区也可作为潜在的药物靶

标。另外,对病毒膜融合蛋白与脂质的相互作用和

未分类融合蛋白的功能进行研究也有利于发现新的

抗病毒药物靶标。随着新技术的出现与应用、多学

科交叉的迅速发展, 相信病毒跨膜蛋白的研究将会

取得一系列突破性进展。
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头颅 CT 正常,但仍难排除李斯特菌脑膜炎的可能。

LM的常用鉴定方法有生化、血清型、自动化或

半自动、产色培养基鉴定和分子生物学鉴定等
[ 5 ]

。

其中, 适用于临床微生物学实验室的产品有 API

Listeria试剂条( 图 1D, 注意 DIM的判读时间应控制

在3 min 以内, 本例因拍照耽误时间, DIM颜色加

深,3 min内颜色为浅橙色) 、mini VIDAS鉴定仪和

Oxoid Chromogenic Listeria Agar ( OCLA) 显色培养

基。但由于 LM感染临床发病率很低, 因此大部分

实验室并不常规储备上述试剂,因此, 一旦遇到疑似

病例,还是依靠手工生化鉴定方法, 无疑影响鉴定的

准确性, 降低检出率。本文应用 PCR 扩增 LM的

prfA基因, 实现快速、准确鉴定临床 LM血流感染,
具有很高的特异性, 而其他几种李斯特菌的扩增结

果均为阴性
[ 1]
。将 PCR 扩增产物测序与 GenBank

数据库比对发现, 与 LM完全符合, 与其他细菌无交

叉,因此, 该方法具有经济、快速、准确和实用的特

点。

综上所述, 当临床出现免疫缺陷患者合并感染

症状,尤其不要遗漏李斯特菌、分枝杆菌等胞内菌感

染。当怀疑李斯特菌感染时, 应首选青霉素类杀菌

剂。头孢菌素类即使体外药敏试验敏感, 体内也耐

药, 不推荐使用。另外, 面对一些临床罕见的病原

菌,临床微生物学实验室不仅要有专业知识储备, 还

要有创新检测手段,才能实现快速、准确的病原学诊

断。
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