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诱导广谱中和抗体的ＨＩＶ１疫苗研究进展


欧阳圣洁１，２综述，廖国阳２△审校

（１．昆明医科大学，云南昆明６５０５５０；２．中国医学科学院北京协和医学院医学生物学研究所，云南昆明６５０１１８）

　　关键词：人类免疫缺陷病毒Ⅰ型；　包膜刺突；　广谱中和抗体；　疫苗
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　　疫苗是感染性疾病防治中最有效的干预手段。已有超过

７０种疫苗批准用于防治３０余种病原微生物的感染，拯救了无

数人的生命。但是，由于人类免疫缺陷病毒Ⅰ型（ＨＩＶ１）的高频

变异和包膜刺突（Ｅｎｖ）的“构象面罩”，病毒获得了强大的免疫逃

逸能力，导致人体无法产生有效的免疫应答反应，这给 ＨＩＶ１

疫苗研发带来了挑战。目前进行的人体 ＨＩＶ１疫苗有效性试

验中，ＲＶ１４４是唯一有效的疫苗，但有效率仅３１％
［１］。因此，针

对高度变异性病毒疫苗的设计，免疫后机体能否持续产生高效

价的广谱中和抗体（ＢｎＡｂｓ）是急需考虑的关键问题。近年来，

研究人员先后从感染者血清中分离到了多种针对 ＨＩＶ１病毒

Ｅｎｖ保守抗原表位的ＢｎＡｂｓ，并通过模式动物的被动免疫实验，

证明这些ＢｎＡｂｓ具有良好的保护性，提示通过设计合理的免疫

原启动机体产生ＢｎＡｂｓ的体液保护免疫机制是可行的。

１　ＨＩＶ１逃避免疫监控的机制

　　ＨＩＶ１属于正链ＲＮＡ病毒，病毒颗粒表面的Ｅｎｖ聚合体

由ｇｐ１２０亚基和ｇｐ４１亚基组成，介导病毒识别、融合并侵入宿

主细胞的整个过程。Ｅｎｖ聚合体“融合前”，可变区１／２（Ｖ１／

Ｖ２）位于三聚体顶端，可变区３（Ｖ３）隐藏在 Ｖ１／Ｖ２之下，部分

被Ｖ１／Ｖ２遮蔽。Ｇｐ１２０由四个螺旋束组成，在膜近端构成一

个颈圈状结构，ｇｐ４１亚基被ｇｐ１２０亚基的氨基和羧基端环绕。

当ｇｐ１２０亚基与ＣＤ４
＋Ｔ细胞受体、共受体ＣＸＣＲ４或ＣＣＲ５

先后结合后，导致Ｅｎｖ三聚体构象重排，Ｖ１／Ｖ２环从聚合体的

顶端位置变构到聚合体的外围，ｇｐ１２０构成的颈圈状结构被打

开，暴露出Ｖ３位点和ｇｐ４１位点，形成短暂的“开放构型的中

间体”。ｇｐ４１亚基的Ｎ端多肽插入宿主ＣＤ４
＋Ｔ细胞膜中，形

成“融合后”的核心六螺旋束结构，将ＣＤ４＋Ｔ细胞膜与 ＨＩＶ１

病毒包膜连接在一起，完成了 ＨＩＶ１侵染ＣＤ４＋Ｔ细胞的过

程［２４］。因此，ＨＩＶ１通过“融合前开放构型中间体融合后”

的感染模式侵入宿主细胞。Ｅｎｖ聚合体在“融合前”长时间处

于闭合基态构型，ｇｐ４１、Ｖ３等位点隐藏其中，只有在结合宿主
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细胞受体后短暂处于开放状态，暴露出保守抗原表位。所以，

在自然感染和疫苗免疫过程中不易诱生针对Ｅｎｖ上保守抗原

表位的中和抗体。

Ｅｎｖ是抗体识别的主要免疫原。由于 ＨＩＶ１遗传信息在

逆转录过程保真度较低，会产生多种碱基突变或重组，导致

Ｅｎｖ产生高频变异，使得机体免疫系统对快速变异的免疫原无

法作出相应的免疫效应。同时，ＨＩＶ１Ｅｎｖ平均有２８个 Ｎ端

连接糖基化位点，约５０％的Ｅｎｖ表面覆盖着宿主来源的多聚

糖。丰富的多聚糖遮蔽了Ｅｎｖ包括受体结合位点在内的多个

保守抗原表位［５］。

病毒粒子表面的Ｅｎｖ聚合体数量稀少，分布稀疏，抗体无

法二价结合两个Ｅｎｖ聚合体，使抗体亲和力降低。同时，Ｅｎｖ

聚合体上的保守抗原表位或被多聚糖遮蔽，或处于聚合体内

部，使得大体积的免疫球蛋白与抗原表位结合时会产生空间位

阻效应，导致人体无法针对 ＨＩＶ１产生有效的免疫反应
［６］。

２　抗 ＨＩＶ１ＢｎＡｂｓ的研究现状

　　近年来，随着Ｂ细胞克隆、噬菌体展示、高通量微中和筛

选、冷冻电镜Ｘ射线的断层摄影等技术的进步，研究人员先后

从感染者血清中分离到了多种针对病毒Ｅｎｖ保守抗原表位的

ＢｎＡｂｓ，并解析了 Ｅｎｖ聚合体与ＢｎＡｂｓ共结晶复合物结构。

目前发现的抗ＨＩＶ１ＢｎＡｂｓ识别Ｅｎｖ聚合体的保守区域主要

包括以下几类：ｇｐ１２０与ＣＤ４结合的部位（ＣＤ４ｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅ，

ＣＤ４ｂｓ）、Ｖ１／Ｖ２的糖基化位点Ｎ１６０、ｇｐ４１的近膜胞外结合区

（ｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｘｉｍａｌｅｘｔｅｒｎａｌｒｅｇｉｏｎ，ＭＰＥＲ）、Ｖ３的糖基化位

点Ｎ３３２、ｇｐ４１与ｇｐ１２０间相连区域
［７９］，见附表１（见《国际检

验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

ＢｎＡｂｓ具有一些特殊的特征。（１）ＢｎＡｂｓ具有特殊的过

长或过短的 ＣＤＲＨ３（ｔｈｉｒｄｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｒｅ

ｇｉｏｎｏｎｔｈｅｈｅａｖｙｃｈａｉｎ）或 ＣＤＲＬ３（ｔｈｉｒｄＣＤＲｏｎｔｈｅｌｉｇｈｔ

ｃｈａｉｎ）。正常人体的ＣＤＲＨ３平均为１６个残基，但识别 ＨＩＶ

１病毒包膜Ｖ１／Ｖ２和Ｖ３糖基化位点的ＢｎＡｂｓ通常具有更长

的 ＣＤＲＨ３
［１０］。而模拟 ＣＤ４＋ Ｔ 细胞受体识别 ｇｐ１２０ 的

ＢｎＡｂｓ，其ＣＤＲＬ３只有５个氨基酸残基
［１１］。（２）正常人抗体

重链可变区亲和成熟时携带１５～２０个突变碱基，而抗 ＨＩＶ１

的ＢｎＡｂｓ亲和成熟时重链可变区携带４０～１００个突变碱基。

高频突变造成了重链可变区（ｖａｒｉａｂｌｅｓｅｇｍｅｎｔｏｆｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂ

ｕｌｉｎｈｅａｖｙｃｈａｉｎ，ＶＨ）序列的多样性，是ＢｎＡｂｓ能广谱中和多

种 ＨＩＶ１变异体的原因。正常人抗体框架区（ｆｒａｍｅｗｏｒｋｒｅ

ｇｉｏｎｓ，ＦＷＲｓ）的作用是维持抗体结构完整性，具有保守性高的

碱基序列，但 ＨＩＶ１ＢｎＡｂｓ的 ＦＷＲｓ却累积多种突变碱

基［１２］，这有助于增加ＢｎＡｂｓ的广谱性，并提高ＢｎＡｂｓ与抗原

的亲和性。（３）多反应性，ＢｎＡｂｓ可低亲和力结合非 ＨＩＶ１抗

原。由于分布在 ＨＩＶ１膜表面的Ｅｎｖ聚合体数量较少，每个

病毒颗粒大约有１０～１５个Ｅｎｖ聚合体，导致ＢｎＡｂｓ无法二价

结合两个Ｅｎｖ抗原，多反应性可增强ＢｎＡｂｓ抗 ＨＩＶ１的中和

活性［１３］。

Ｂ细胞ＶＤＪ重排过程中形成以上具有特殊抗体特征的

ＢｎＡｂｓ的概率较小，且在Ｂ细胞亲和成熟过程中会被机体免

疫调控所抑制，这是仅有少数 ＨＩＶ１感染者在感染病毒数年

后产生ＢｎＡｂｓ的原因。也正是由于ＢｎＡｂｓ具有的特殊抗体特

征，使其能有效识别病毒Ｅｎｖ上的保守位点，获得了广谱中和

活性。采用单分子荧光共振能量转移（ｓｉｎｇｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｃｅｒｅｓｏｎａｎｃｅｅｎｅｒｇｙｔｒａｎｓｆｅｒ，ｓｍＦＲＥＴ）成像技术，追踪Ｅｎｖ

介导病毒感染ＣＤ４＋Ｔ细胞的整个动态过程，发现ＢｎＡｂｓ可将

Ｅｎｖ聚合体稳定在闭合的基态构型，从而阻止病毒侵染宿主细

胞［１４］。

３　诱导靶向Ｅｎｖ的ＢｎＡｂｓＨＩＶ１疫苗的研发策略

　　病毒逃避机体免疫监控和Ｂ细胞功能失调是削弱人体针

对 ＨＩＶ１免疫反应的两个因素
［１５］。已发现约２０％的 ＨＩＶ１

感染者在病毒感染数年后会产生ＢｎＡｂｓ。使用ＢｎＡｂｓ被动免

疫猕猴，两天后用ＳＨＩＶ（ｓｉｍｉａｎ／ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉ

ｒｕｓ）毒株进行攻毒试验，检测发现在一定抗体浓度下，ＢｎＡｂｓ

均产生有效的保护性［１６］。但是，至今仍没有找到一种能够激

发机体产生ＢｎＡｂｓ的免疫原，这是否因为多数 ＨＩＶ１病毒株

的包膜抗原无法刺激ＢｎＡｂｓ的未突变初始Ｂ细胞进入免疫反

应。因此，研究ＨＩＶ１感染者体内生成ＢｎＡｂｓ的免疫学机制，

设计出能有效刺激机体分泌ＢｎＡｂｓ的免疫原是ＨＩＶ１疫苗研

发的关键。

应用免疫球蛋白基因的 ＤＮＡ 高通量测序方法（ｈｉｇｈ

ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ｇｅｎｅｓ，Ｉｇ

ｓｅｑ）
［１７］，对ＢｎＡｂｓ亲和成熟过程中产生的多个抗体的重链和

轻链进行测序，绘制出 ＨＩＶ１ＢｎＡｂｓ的抗体进化谱系，据此推

测ＢｎＡｂｓ的亲和成熟过程
［１８］。这对设计激活特定ＢｎＡｂｓ初

始Ｂ细胞的疫苗起到重要的启示作用。Ｂｃｅｌｌｌｉｎｅａｇｅ疫苗的

设计策略是模拟与ＢｎＡｂｓ进化谱系中未突变初始抗体和亲和

成熟过程中产生的抗体具有高亲和力的免疫原，驱动ＢｎＡｂｓ

的亲和成熟过程。Ｂｃｅｌｌｌｉｎｅａｇｅ疫苗设计通常包含以下步骤：

（１）利用单细胞技术筛选相关的记忆Ｂ细胞，测序获得免疫球

蛋白重链和轻链的Ｖ、Ｄ、Ｊ基因序列。（２）借助计算机推导并

模拟ＢｎＡｂｓ的未突变初始Ｂ细胞受体和亲和成熟过程中产生

的Ｂ细胞受体。（３）设计对这些Ｂ细胞受体具有高亲和力的

免疫原［１９］。Ｊａｒｄｉｎｅ等
［２０］利用Ｂｃｅｌｌｌｉｎｅａｇｅ设计策略，借助计

算机设计并改造ＶＲＣ０１类ＢｎＡｂｓ前体靶向的Ｅｎｖ膜蛋白免

疫原，通过大量的抗体筛选，获得ｅＯＤＧＴ６抗原，可体外激活

ＶＲＣ０１类ＢｎＡｂｓ的未突变初始Ｂ细胞。

ＤｏｒｉａＲｏｓｅ等
［２１］在南非 ＡＩＤＳ研究项目中心发现了１例

ＨＩＶ感染者ＣＡＰ２５６，其在感染５９周后出现了识别Ｖ１／Ｖ２表

位的ＢｎＡｂｓ，研究人员利用４５４焦磷酸测序和病毒单基因组扩

增技术研究了感染者ＣＡＰ２５６的病毒 Ｅｎｖ与ＢｎＡｂｓＶＲＣ２６

协同进化的过程。在中和抗体的选择压力下 ＨＩＶ１病毒持续

改变Ｅｎｖ聚合体Ｖ２表位的序列结构信息。与此同时，病毒感

染后３０～３８周，ＶＤＪ重排形成ＶＲＣ２６未突变的共同始祖（ｕｎ

ｍｕｔａｔｅｄｃｏｍｍｏｎａｎｃｅｓｔｏｒｓ，ＵＣＡｓ），感染后的５９周内，随着

Ｖ２区不断积累突变，推动生成含硫酸化酪氨酸阴离子抗原结

合环的ＣＤＲＨ３和具有广谱中和活性的抗体。由此推断，病

毒在不同时期的逃逸突变推动ＢｎＡｂｓＶＲＣ２６的产生。这种

病毒演化塑造相应抗体的过程也体现在 Ｍｏｏｒｅ等
［２２］的研究

中，他们发现病毒感染后Ｅｎｖ的３３２位点被糖基化，刺激机体

产生ＢｎＡｂｓ，而初始感染病毒并没有这个糖基化位点。

ＢｎＡｂｓ与高频突变的 ＨＩＶ１的协同进化过程遵循固定的

循环模式。在感染发生前，机体就拥有一个多样化的种系Ｂ

细胞库，它是抗体ＶＤＪ重排的产物。每个Ｂ细胞生成一种抗

体，当发生感染时，被抗原刺激的Ｂ细胞进入生发中心，处于

暗区的Ｂ细胞发生突变和增殖；而在明区里，分泌高亲和力抗

体的Ｂ细胞被选择。明区中的某些特化Ｔ细胞可识别高亲和

力Ｂ细胞，并向它们发出信号，使高亲和力Ｂ细胞在暗区停留

更长时间，累积更多突变。这种突变、增殖和选择反复循环发

生［２３］。因此，ＨＩＶ１的高频突变促进免疫系统生成了累积多
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种突变的高亲和力ＢｎＡｂｓ。

Ｌｉａｏ等
［２４］在一位非洲 ＨＩＶ１Ｃ亚型 Ｔ／Ｆ病毒感染者

ＣＨ５０５体内分离到 ＣＤ４ｂｓＢｎＡｂｓ：ＣＨ１０３，并探索了病毒与

ＣＨ１０３协同进化的过程。ＣＨ１０３与Ｅｎｖ聚合体的共结晶结

构显示ＣＨ１０３与Ｅｎｖ聚合体上的 Ｖ５、Ｄｌｏｏｐ、ＣＤ４结合环相

互作用。其中Ｖ５、ＣＤ４结合环的突变导致病毒逃避抗体的中

和作用，但Ｄｌｏｏｐ的突变并不导致病毒逃避抗体的中和作用，

而是增强与ＣＨ１０３之间的亲和力。这是由于存在另一个辅助

Ｂ细胞系ＣＨ２３５，选择了与ＢｎＡｂｓ亲和力增强的Ｄｌｏｏｐ突变

病毒逃逸株，由此，辅助Ｂ细胞系ＣＨ２３５和分泌ＣＨ１０３的Ｂ

细胞系协同作用，共同促进 Ｂ 细胞亲和成熟分泌 ＢｎＡｂｓ

ＣＨ１０３
［２５］。

综上所述，可提出如下免疫策略：设计 ＨＩＶ１膜蛋白抗原

作初次免疫，同时激活ＢｎＡｂｓ的初始Ｂ细胞和辅助Ｂ细胞，再

使用与ＢｎＡｂｓ亲和成熟过程中产生的Ｂ细胞受体高度亲和的

免疫原作加强免疫，以此模拟病毒和ＢｎＡｂｓ协同进化过程，诱

导ＢｎＡｂｓ生成。

４　小　　结

　　有效诱导能广谱识别病毒突变体，并产生免疫保护的疫苗

是阻断高度变异性病毒传播的有效手段。对于 ＨＩＶ１ＢｎＡｂｓ

疫苗的设计，随着Ｉｇｓｅｑ、Ｂ细胞克隆、高分辨率冷冻电镜等技

术的发展，研究人员深入研究 ＨＩＶ１感染者体内生成ＢｎＡｂｓ

的免疫学机制，并提出了通过设计合适的免疫原和免疫程序方

案，模拟病毒与 ＢｎＡｂｓ协同进化过程，诱导产生 ＢｎＡｂｓ的

ＨＩＶ１疫苗设计策略。目前，ＨＩＶ１ＢｎＡｂｓ疫苗仍处于初始

研究阶段，尚未进入动物实验阶段。如何设计安全性高且可持

续产生高效价ＢｎＡｂｓ的免疫方案，仍然是有待解决的问题。

可喜的是，ＢｎＡｂｓ的发现，以及对机体产生ＢｎＡｂｓ的免疫学机

制的深入研究，使 ＨＩＶ疫苗的研制向成功迈进了一步，也对其

他高频变异病毒的疫苗研制起到了一定的启示作用。
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ａｌｂａｓｉｓｆｏｒｄｉｖｅｒｓｅＮｇｌｙｃａｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｂｙＨＩＶ１ｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ

Ｖ１Ｖ２ｄｉｒｅｃｔｅｄａｎｔｉｂｏｄｙＰＧ１６［Ｊ］．ＮａｔＳｔｒｕｃｔＭｏｌＢｉｏｌ，２０１３，２０

（７）：８０４８１３．

［１１］ＷｅｓｔＪ，ＤｉｓｋｉｎＲ，ＮｕｓｓｅｎｚｗｅｉｇＭＣ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｂａｓｉｓｆｏｒｇｅｒｍｌｉｎｅ
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ｉｎｇｓｉｔｅｏｆＨＩＶ１ｇｐ１２０［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１２，１０９

（３０）：２０８３２０９０．

［１２］ＫｌｅｉｎＦ，ＤｉｓｋｉｎＲ，ＳｃｈｅｉｄＪＦ，ｅｔａｌ．Ｓｏｍａｔｉｃｍｕｔａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｉｍ
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［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１４，５０９（７４９８）：５５６２．
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（收稿日期：２０１４０９２１）
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