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病毒膜融合蛋白构象转变机制与稳定策略*
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摘要 病毒膜融合蛋白通过从预融合构象转变成融合后构象，介导病毒与宿主细胞膜融合，并进一步使病毒的核酸转移到

细胞内部。其预融合构象是疫苗设计和抗病毒药物开发的理想靶标构象。研究这类蛋白质的构象转变机制及如何稳定其预

融合构象，一直是具有挑战性的课题。本文总结了三类膜融合蛋白在结构和功能上的差异 ： I类蛋白以α螺旋为主，形成

三聚体，依赖受体结合或低pH触发融合肽释放；II类蛋白（如登革病毒E蛋白）以β折叠为主，二聚体向三聚体重排，融

合环由低pH激活；III类蛋白（如单纯疱疹病毒gB）融合α螺旋和β折叠，机制涉及内部融合环插入和膜重塑。并通过深入

理解病毒的膜融合机制，介绍了几种目前能够有效地稳定病毒膜融合蛋白预融合构象的方法，包括二硫键连接稳定结构域

间相互作用、疏水空腔填充增强疏水核心稳定性、脯氨酸限制铰链区域的结构转变、多聚体结构域稳定三聚体构象。本文

所总结讨论的稳定化策略已经在多种病毒膜融合蛋白的研究中得到验证并进一步应用疫苗抗原设计中。另外，本文介绍时

间分辨冷冻电镜等新型技术在捕捉构象中间态和解析动态转变过程中的应用潜力。为开发稳定的病毒膜融合蛋白提供了理

论参考，为理解病毒膜融合机制和下一代疫苗和抗病毒药物的开发提供了重要基础。
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包 膜 病 毒 （enveloped virus） 的 病 毒 粒 子

（virion）表面一般由来源于宿主的脂膜和病毒表面

糖蛋白组成。病毒通过表面蛋白质结合敏感细胞受

体，触发病毒包膜与宿主细胞膜融合，进入宿主细

胞。参与该融合过程的病毒膜蛋白结构动态变化一

直是本领域的最大挑战，传统 X 射线晶体学（X-

ray crystallography）依赖高质量晶体形成，但膜蛋

白的疏水性和动态性导致结晶困难，样品需求量

大，且在晶体制备过程中易引入非生理状态的人为

干 扰 因 素［1］ 。 核 磁 共 振 （nuclear magnetic 

resonance， NMR） 光谱学虽可在溶液中捕捉动

态，但受限于蛋白质分子大小。随着结构生物学技

术 的 迭 代 ， 冷 冻 电 子 显 微 术 （cyro-electron 

microscopy，cryo-EM） 相较于 X-ray 和 NMR［2-3］，

其样品需求量低且无需结晶和同位素标记，已发展

至在低于2 Å（ångströms）的超高分辨率上解析蛋

白质空间结构，推动了病毒膜融合蛋白融合前

（pre-fusion） 和融合后 （post-fusion） 的蛋白质构

象和与宿主细胞融合机制的研究。

病毒表面膜融合蛋白如流感病毒（influenza A 

virus， IAV） 的血凝素 （hemagglutinin，HA） 蛋

白、黄病毒 （flavivirus） E 蛋白、水疱性口炎

（vesicular stomatitis virus，VSV ） G蛋白、冠状病

毒（coronavirus）刺突蛋白，是免疫系统识别和攻

击的靶点，也是基因工程亚单位疫苗的理想抗原。

然而，这类蛋白质预融合构象极不稳定，常以稳定

的融合后构象存在，其诱导产生的中和抗体

（neutralizing antibody， NAb） 无法提供对侵入细

胞之前的病毒提供有效免疫保护。本文旨在总结现

有三类病毒膜融合蛋白及其构象转变机制，稳定病

毒膜融合蛋白预融合构象的方法及其相关应用，为

疫苗和抗病毒药物的开发提供理论支持。

∗ 烟台市校地融合发展项目（2022）资助。

∗∗ 通讯联系人。

战久宇  Tel： 13001620978， E-mail： zhanjy@ldu.edu.cn

朱洪伟  Tel： 17852615790， E-mail： hwzhu@ldu.edu.cn

收稿日期： 2025-06-11， 接受日期： 2025-10-28



·2· XXXX；XX（XX）生物化学与生物物理进展  Prog. Biochem. Biophys.

1　膜融合机制

理论上，病毒包膜和细胞质膜两个双层膜的融

合在热力学上有利，但该过程需要克服非常高的动

力学势垒（kinetic barrier）［4］。病毒融合蛋白则利

用其蛋白质构象变化，释放自由能，将两个膜拉在

一起［5］。因此，嵌入病毒包膜的膜融合蛋白是催

化病毒与宿主细胞膜融合的关键［6］。宿主细胞膜

表面受体与膜融合蛋白相互作用，将其引导至特定

位置。在 pH值变化等触发因素的作用下，膜融合

蛋白经历一系列构象变化，导致其向宿主细胞膜延

伸，并将其先前隐藏的疏水融合肽环插入宿主细胞

膜内［7］。一旦疏水融合肽与宿主细胞膜结合，延

伸的结构会发生塌陷，进而折叠回主体，拉近病毒

膜和宿主细胞膜。此时，半融合柄沿径向延伸至半

融合隔膜，并开始在外层膜上引发脂质混合，而内

层膜仍然分开。由于融合蛋白引起的局部膜张力，

半融合隔膜进一步破裂并打开融合孔，并完成膜的

完全融合［8-10］。最后，膜融合蛋白以稳定的融合后

构象形式存在于膜上。近年来，利用时间分辨冷冻

电子断层扫描 （cryo-electron tomography， cryo-

ET）技术，研究人员成功捕捉到病毒膜融合的中

间态，例如在流感病毒中观察到紧密对接的膜接触

区 （tightly docked membrane contact zones），其中

近端膜叶层（proximal leaflets）密切贴合，而远端

膜叶层（distal leaflets）保持分离。这种中间态被

视为融合路径上的通用特征，揭示了膜重塑的不对

称性（如病毒膜向靶膜的局部变形），这挑战了经

典对称半融合茎（hemifusion stalk）的假设，并为

理解融合动力学提供了新视角。cryo-ET研究进一

步发现，在流感病毒中，融合蛋白不仅驱动脂质混

合，还与病毒内部结构（如基质蛋白）协同调控膜

融合［11］。 这些机制的深入理解为设计融合抑制剂

提供了新的视角。

自从第一个病毒膜融合蛋白——流感病毒HA

蛋白的结构被确定以来［12］，多个不同病毒的膜融

合蛋白结构也被解析。在这些膜融合蛋白中，均发

现亲脂融合肽或环介导膜融合作用。在插入宿主细

胞膜之前，这些融合肽或环需先屏蔽外部环境［13］。

同时，病毒膜融合蛋白还需要通过膜锚区域定位和

附着于病毒膜表面。尽管这些膜融合蛋白在结构上

存在显著差异，但通过对其结构的鉴定，可将其大

多数归为三类。第一类和第二类膜融合蛋白分别含

有较多的α螺旋和β折叠结构，而第三类膜融合蛋

白则兼具二者的特点。第一类和第三类膜融合蛋白

在融合前和融合后均为同源三聚体，而第二类膜融

Fig 1　Structural modeling of key domains in three classes of viral membrane fusion proteins across distinct conformational 
states during fusion

图1　三类病毒膜融合蛋白在融合过程中不同状态下的关键结构域组成的病毒膜融合蛋白模型

膜融合蛋白经历了从预融合构象到半融合构象再到融合后构象的一系列构象转变过程。融合环或肽以深红色表示，跨膜结构域以蓝灰色圆

柱表示，而环状区域以及不具有该类特征的区域则以灰色线条表示。（a）  在第一类膜融合蛋白中，长的中央盘绕结构域（紫色圆柱）通过

连接短的α螺旋区域（粉红色圆柱）的环状区域的再折叠而延伸。融合环锚定后，在螺旋 C 端部分（深橙色圆柱体）的反折作用下，插入

状态塌缩，形成 6 螺旋束。（b）  第二类病毒膜融合蛋白在 pH 值的影响下重新排列，在最终三聚体形成之前的插入过程中完成排列。融合

环位于结构域 II（浅橙色方框）  β 片状结构的顶端，而运动是由结构域 III（较短的蓝色框）通过一个短铰链区围绕结构域 I（绿色框）旋

转驱动的。（c）  第三类病毒膜融合蛋白由类似于第一类的 α 螺旋核心（紫色圆柱体）定义，在插入过程中可能形成螺旋延伸，而融合环位

于类似于第二类的 β 片状结构域（浅橙色方框）的顶端。
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合蛋白在融合前为同源或异源二聚体，融合后则为

同源三聚体。

2　三种病毒膜融合蛋白的特点

2.1　第一类膜融合蛋白

以 HA 为例［14］，其结构为同源三聚体，由中

央三股螺旋区域和在融合后发夹构象中形成的反平

行螺旋束组成［15］。HA 的N端融合环连接到一个短

α螺旋，该短螺旋通过一个长环（loop）区与中央

长α螺旋相连，后者在三聚体中形成盘绕的线圈结

构（图1a，预融合）。虽然融合前和融合后构象的

结构已得到较为详尽的描述，但直到最近才从结构

上揭示了融合过程中的中间状态［16］。在融合触发

后，连接环区被蛋白酶裂解并释放，随后重新折叠

成中心螺旋的一部分，扩展结构并形成通向宿主膜

的桥梁。此时，位于顶端的融合环插入宿主细胞膜

（图1a，融合域插入）。通过重新折叠中央α螺旋的

C端部分，形成发夹构象，将两层膜拉近且自身形

成反平行的螺旋束（图1a，融合后）。

类似的膜融合蛋白结构也在其他病毒中被发

现 ， 包 括 人 类 免 疫 缺 陷 病 毒 （ human 

immunodeficiency viruses，HIV） 糖蛋白 gp41［17］、

呼 吸 道 合 胞 病 毒 （respiratory syncytial virus，

RSV）  F1［18］或埃博拉病毒 （Ebolavirus） 糖蛋白

GP1［19］等。第一类膜融合蛋白通常依赖于受体结

合来启动融合前到融合后构象的转变。不同病毒的

受体种类各异，其相互作用形式多样，包括附着、

内化或触发融合［20］。例如，流感病毒 HA 与宿主

细胞糖萼中的唾液酸结合，进而协调其向内吞体的

运输［21］，而埃博拉病毒GP1则需要低pH依赖性细

胞蛋白酶的裂解，暴露出与受体特异性结合的口

袋［22］。就 RSV 而言，已经提出几种候选受体蛋

白，它们通过与RSV融合蛋白的相互作用来促进

病毒的进入［23］。对这些膜融合蛋白的比较分析表

明，前体蛋白的裂解是一个共同的功能特征，通常

也是三类病毒膜融合蛋白激活的先决条件。

2.2　第二类膜融合蛋白

第二类病毒膜融合蛋白如登革病毒 （dengue 

virus ，DENV）［24］ 的膜融合蛋白 E［25］ 和甲病毒

（Alpha viruses）［26］的膜融合蛋白E1为例。其空间

结构高度相似，主要由β折叠构成，并排列成3个

相连的结构域（图2b）。不同于第一类病毒膜融合

蛋白排列方式，第二类病毒膜融合蛋白的排列方向

与膜平行［24］。

并且第二类病毒膜蛋白在融合过程中的结构重

排机制与第一类相比有显著差异（图1b）。其融合

肽的延伸是通过 3个结构域的重新排列实现融合。

在所有已知的第二类病毒膜融合蛋白中，融合过程

的启动均由内吞体酸性环境中的 pH 值变化触

发［27］。这种变化会导致组氨酸的质子化，从而引

发一系列构象变化。具体而言，结构域 III（图1b，

蓝色框）围绕与结构域 I（图1b，绿色框）的连接

旋转，首先将位于结构域 II （图1b，浅橙色圆柱）

远端的融合环暴露在目标膜上。当融合环嵌入宿主

膜后，蛋白质向后折叠形成发夹状结构，结构域 I

和 II与结构域 III及与跨膜螺旋连接的区域相互作

用［28-29］。第二类膜融合蛋白在融合后形成同源三

聚体，因此其从激活到形成发夹状结构的过程中，

蛋白质需要重新解离并排列［28， 30］。这种结构排列

类似于第一类膜融合蛋白的螺旋发夹状结构，其中

融合环最终靠近跨膜螺旋（图1b， 融合后）。

2.3　第三类膜融合蛋白

当单纯疱疹病毒 （herpes simplex virus 1， 

HSV-1） 糖 蛋 白 B ［31］ 和 水 疱 性 口 炎 病 毒

（Vesicular stomatitis virus，VSV）糖蛋白［32-33］的空

间结构被解析，它们显示出前两类病毒膜融合蛋白

的结构特征，包括位于 β片状结构域顶端的中央α

螺旋线圈和内部融合环［34］（图1c）。这两种蛋白质

之间的结构，与任何典型的第一类或第二类膜融合

蛋白均存在显著差异，因此被归类为第三类病毒膜

融合蛋白［35］。除了疱疹病毒糖蛋白 gB 以外还有更

多膜融合蛋白具有类似的结构特征［36］，如伪狂犬

病毒（pseudorabies virus， PRV）  gB ［37］水痘带状

疱疹病毒（varicella-zoster virus， VZV ）  gB ［38］、

人 巨 细 胞 病 病 毒 （human cytomegalovirus ，

HCMV ）  gB ［39］ 和 EB 病毒 （Epstein-Barr virus，

EBV）［40］ 、 杆 状 病 毒 （Alphabaculovirus 

aucalifornicae） 的 gp64 ［41-42］，由于它们与 HSV-1 

gB和VSV-G的融合后结构具有同源性，因此被归

类为第三类病毒膜融合蛋白。

HSV-1 gB 的外结构域可以分为 5 个亚结构域

（结构域 I、II、III、IV 和 V）［43］。结构域 I（图1c，

红色方框）被称为融合结构域，主要由 β 折叠构

成，顶端包含融合环，与第二类膜融合蛋白相同。

这些环携带可插入靶细胞膜的关键残基［34］。在融

合后的构象中，融合环暴露在外，并位于三聚体结

构的一端，紧邻结构域V的C端［44］。结构域 I被嵌

入到结构域 II 内的两个 β 链之间，在 VSV G 中结
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构域 II为PH结构域，PH结构域通常可作为磷脂或

蛋白质配体的结合位点，这表明，第三类融合蛋白

的结构域 II可能与参与融合过程的其他蛋白相互作

用，如 HSV-1 gB 与 gH/gL 形成复合物或与受体结

合蛋白结合，从而触发蛋白质构象的转变。结构域

II被嵌入到结构域 III内，后者包含一个突出的中央

α螺旋，这一螺旋在融合后构象的三聚化过程中起

主要作用。结构域 III被插入到结构域 IV中，该结

构域位于与结构域 I及融合环相对的一端，结构域

IV由β折叠组成，在大小和结构排列上具有高度无

序性。结构域V是一段长的多肽链。

在病毒膜融合过程中，融合构象的转换发生

于 HSV-1 gB 蛋白与靶细胞表面受体结合后。与第

一类膜融合蛋白不同，第三类融合蛋白的构象转换

不依赖于前体蛋白的蛋白酶裂解［15］。其构象转变

可由低 pH或受体结合触发，通过融合触发诱导前

两个结构域发生翻转，从而释放并暴露融合环。并

且在HSV gB 蛋白中，结构域V发生显著重构。具

体而言：a. 三个α螺旋重新构象化，形成延伸的肽

链，并插入相邻原聚体之间，扩大三聚体界面；b. 

C 端膜近端区（membrane-proximal region，MPR）

前的α 螺旋束由预融合构象中的紧密堆积转变为融

合后构象中的漏斗状排列。结构域V的重新折叠促

使膜嵌入区向融合环所在方向移动，使病毒膜与宿

主膜靠拢并最终融合（图 1c，融合后）。此外，在 

HSV-1 gB 发生构象转换过程中，还会伴随中央三

聚体轴向的同步旋转，导致原三聚体之间发生螺旋

缠绕。

狂犬病毒（rabies virus， RABV）糖蛋白G还

可以在融合前和融合后构象之间进行转换，这是一

种可逆的构象转变，使 RABV G 与其他病毒膜融

合蛋白区分开（图 2c）［45］。这些不同的构象存在于

pH值热力学平衡中，随着 pH值的降低，RABV G

从预融合构象转变为融合后构象［46］。大多数病毒

膜融合蛋白会在 pH值降低时发生结构完全不可逆

的转变［6， 47］。这种结构转变的可逆性被认为是为

了使 RABV G 在通过高尔基体的运输后恢复到其

原生的预融合构象。

3　病毒膜融合蛋白的医学意义

传统疫苗通常基于灭活病毒、减毒病毒或重组

蛋白的构建，但存在免疫原性低或结构不稳定等问

题，尤其重组蛋白疫苗难以诱导强效免疫反应。随

着蛋白质结构生物学和计算机模拟技术的发展，疫

苗开发进入了结构设计 （structure-based design）  

时代。借助冷冻电镜、X射线晶体学及AlphaFold

等工具［48］，研究者能够解析病毒蛋白质的三维结

构，识别关键中和表位，从而通过蛋白质工程手段

优化抗原构型，如稳定膜融合蛋白于预融合状态，

以增强疫苗免疫原性。

Fig2　Representative pre-fusion and post-fusion structural conformations of three classes of viral membrane fusion proteins
图2　三类病毒膜融合蛋白融合前和融合后结构举例

（a）第一类病毒膜融合蛋白（均以单体形式展示）：流感病毒血凝素（HA）融合前结构和融合后结构（蛋白质结构数据库，PDB：3S11）。

绿色：HA1；青色：环（loop）；黄色、棕色、紫色：螺旋；蓝色：融合环。（b）第二类病毒膜融合蛋白：登革病毒膜融合蛋白E融合前结

构（上图，PDB：4TUB），融合后结构（下图，PDB：1OK8），三个结构域分别显示为黄色、蓝色和紫色，红色：融合环。（c）第三类病

毒膜融合蛋：狂犬病毒糖蛋白（G）融合前结构（左图，PDB：6LGX）和融合后结构（右图，PDB：6LGW），青色：褶皱同源结构域

（PHD）；紫色：中心结构域（CD）；绿色：融合结构域（FD）。
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膜融合蛋白由于其在病毒颗粒表面的存在及构

象转变特性，是中和抗体和疫苗设计的重要靶

标［49-50］。然而，某些表位仅在融合前或融合后状

态中才能显现。以RSV的病毒膜融合蛋白F为例，

预融合构象所暴露的表位被证明是最有效的中和抗

体靶点，亚单位疫苗可以基于这一靶构象进行研

发［51］。然而，这些蛋白质预融合构象固有的易变

性，可能导致低表达率、错误折叠和蛋白质结构不

稳定［52-53］，容易被过早触发形成融合后构象［54-55］。

为了解决这些问题，科学家们通过多种方法增强膜

融合蛋白预融合构象的稳定性，包括采用三聚体结

构域替代膜锚、引入特定氨基酸突变等策略来稳定

蛋白质构象。近年来，已经有许多成功稳定膜融合

蛋白的案例，包括流感病毒的膜蛋白HA、RSV的

F 蛋白［56］ 和严重急性呼吸综合征冠状病毒 2

（severe acute respiratory syndrome coronavirus 2， 

SARS-CoV-2）的 S 蛋白［57-58］。后者的稳定构建体

已成功应用于亚单位疫苗［59］。 RSV和新冠疫苗的

成功经验表明，预融合构象的结构稳定化是提高疫

苗效力的关键路径，也为其他病毒疫苗开发提供了

有力参考。

近年来，cryo-ET技术在捕捉融合中间态方面

的应用已成为这一领域的前沿发展方向之一。2024

年的一项研究［11］通过时间分辨 cryo-ET 可视化了

class I、II 和 III 病毒融合蛋白驱动的膜重塑动态，

揭示了紧密对接膜接触区作为通用中间态的存在，

以及膜叶层不对称变形和半融合隔膜的形成。这些

发现不仅深化了对融合力学和能学的理解，还为设

计新型融合抑制剂提供了结构基础，例如靶向融合

肽插入或膜曲率调控的药物，有潜力用于阻断新兴

病毒感染如SARS-CoV-2变异株。

4　稳定膜融合蛋白的方法

近年来，许多病毒膜融合蛋白的结构被成功稳

定在其预融合构象，以提高其在各种应用中的可用

性。早期的研究通过诱导突变来稳定膜融合蛋白的

结构，这些研究通常依赖于已有的结构信息［60］。

进一步利用近似同源物的结构数据来识别合适的突

变位点，扩展了这一方法的应用［61-62］。通过这些

Fig3　Schematic diagram of stabilizing modifications
图3　稳定化修饰的示意图

SARS-CoV-2刺突蛋白稳定化的示例性替换，插图显示了每种稳定化的具体实例细节。三聚体SARS-CoV-2刺突蛋白胞外域融合前构象的侧

视图（PDB ID： 6VSB）。S1结构域以透明分子表面形式显示。每个单体的S2结构域以丝带图形式显示。每个插图对应5种稳定化修饰类型

之一（脯氨酸、盐桥、二硫键、空腔填充、多聚体结构域）。插图中的侧链以红色球体（脯氨酸）、黄色棒状（二硫键）、红色和蓝色棒状

（盐桥）、洋红色丝带（多聚体结构域）以及黄色球体（空腔填充）形式显示。
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稳定突变，科学家能够成功解析出第一个膜融合蛋

白的稳定结构［61］。获得的结构信息不仅为研究提

供了重要依据，也为设计更稳定的蛋白质结构以用

于体外实验或免疫原设计提供了指导［63］。

当前用于稳定预融合构象的策略包括：引入人

工多聚体结构域［64］、形成二硫键［65］（表1）、减弱

电荷排斥［66］、填补疏水空腔以及采用脯氨酸替代

（表 2）等［67-68］。此外，通过增强三聚体结构域也

可显著提升预融合构象的稳定性（表3）。

4.1　多聚体结构域

单纯表达膜融合蛋白的膜外结构域已被证明可

以显著提高蛋白质的表达率［69］。然而，在某些情

况下，膜融合蛋白的膜外结构域单体之间的相互作

用较弱，无法在没有膜锚的情况下维持稳定的三聚

体构象，导致蛋白质复合物解聚为单体［70］。为了

使这些蛋白质以稳定的三聚体的形式存在，可引入

人工多聚体结构域，例如，T4纤维蛋白三聚化结

构域（ foldon ）（图 3）或修饰的GCN4-pII异亮氨

酸拉链结构域。foldon 结构域由纤维蛋白 C 端的三

个拷贝组成，包含 30 个氨基酸，形成一个类似于

螺旋桨的结构，亚基之间有很强的相互作用［71-72］，

从而增强三聚体的稳定性，并使膜融合蛋白的膜外

结构域正确排列［73-74］。相比之下，经过修饰的 

GCN4-pII 的异亮氨酸拉链结构域由 3个 33 氨基酸

长的 α 螺旋组成，形成平行的三股盘旋线圈［75］，

从而促进了所附外延结构域的三聚体排列［76-77］。在

某些情况下，在膜融合蛋白的膜外结构域 中加入

一个人工三聚结构域就足以将融合蛋白稳定在预融

合构象中，如副流感病毒的糖蛋白F［70］。虽然多聚

化结构域是一种可行的结构稳定器，但是，当多聚

化结构域用作亚单位疫苗的一部分时，可能会引起

强烈的抗体反应。可以通过在其结构上进行糖基化

修饰来避免额外的抗体反应。以 GCN4 为例，研

究表明，通过在其结构域中引入4个潜在的 N 连接

糖基化位点，可以有效减轻这种免疫反应［78］。

4.2　二硫键

引入二硫键的半胱氨酸连接策略被认为能够通

过降低中间态的熵，从而提高预融合结构的构象稳

定性［79］（图 3）。这一方法有多种实施途径：其中

一种是将二硫键用作稳定多聚体构象的连接桥，即

在各单体之间引入半胱氨酸形成二硫键。例如，在

HIV gp120/gp41［80］、 拉 沙 病 毒 （Lassa virus， 

LASV） 的糖蛋白 1/2 （GP1/GP2）［81］、RSV F 蛋

白［82］或流感 HA［83］。此前研究发现，DENV包膜

蛋白E通过抗体结合形成稳定的二聚体结构，基于

这一结构特性，研究人员筛选并替换了二聚体界面

中的潜在关键残基为半胱氨酸，从而增强了E蛋白

二聚体的稳定性［84-85］，在此基础上，他们进一步在

二聚体两端引入二硫键，构建出具有更高结构稳定

性的半胱氨酸双突变体［85］。另一种策略是通过形

成单体内二硫键来稳定融合过程中构象。例如，在

亨德拉病毒F蛋白中，融合肽被固定在头部结构域

的稳定残基上，以防止从融合前到融合后构象的全

面转变［86］。另一应用实例是在麻疹病毒 F 蛋白的

头部结构域与茎部结构域交界处引入二硫键［87］，

或在副流感病毒的 MPR 引入二硫键［88］。尽管这一

方法有效，但其成功实施依赖于对目标蛋白质详细

结构的了解以及突变位点的筛选，所以需要通过细

胞表面定位及构象特异性抗体识别等技术来进一步

评估蛋白质空间结构的正确折叠及预融合构象稳

定性［62］。

4.3　脯氨酸

脯氨酸的残基置换，也称为螺旋断裂突变，特

别适用于第一类膜融合蛋白的结构稳定。由于脯氨

酸包含一个五元环状结构，导致主链的φ和ψ二面

角受到严格限制。这种环状结构缺乏氨基氢原子，

阻碍了与临近羰基氧形成氢键，从而破坏α螺旋的

连续性，赋予该区域局部刚性和不利于螺旋延伸的

特性。这种突变是在连接中央长螺旋和短α螺旋的

环状区域中引入的，野生型蛋白质的该区域在融合

后重新折叠，成为中央长线圈区域的一部分（图

3）；插入的脯氨酸残基通过增加局部刚性，限制了

铰链区域的结构转变，从而抑制了融合后发夹构象

的形成。流感病毒血凝素 （hemagglutinin，HA）

是最早利用此策略来稳定预融合构象的病毒融合蛋

白之一［12］。通过对形成 α 螺旋的环区域两端设计

脯氨酸突变（图2a），突变后的蛋白质功能受到抑

制，同时增强了其预融合构象的稳定性。

这些突变不仅增强了预融合构象的稳定性，同

时膜融合蛋白的热稳定性也得到提升，使其更适合

用于疫苗设计和结构研究。这种方法已被扩展到其

他病毒，如RSV F蛋白，通过在类似铰链位点引入

脯氨酸或甘氨酸（另一种螺旋断裂氨基酸），成功

稳定了三聚体预融合结构，提高了疫苗免疫原性。

进一步的分子动力学（molecular dynamics， MD）

模拟揭示，脯氨酸引入后，局部自由能景观发生变

化，预融合构象成为能量较低状态，使融合后构象

的能量壁垒升高，从而抑制了折叠过程。但这个策
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略同样离不开目标蛋白质的详细结构以及突变位点

的筛选。

4.4　疏水空腔

另一种策略是分析位于融合前和融合后构象不

同区域的疏水空腔。通过用体积较大的疏水氨基酸

侧链填充这些空腔，预融合构象中的自由能会因蛋

白质核心的紧密结合而降低，而预融合构象的自由

能会因疏水残基暴露到溶剂中而升高［89-90］（图3）。

机制上，疏水空腔通常由疏水氨基酸（如亮氨

酸、异亮氨酸或苯丙氨酸）包围，形成一个非极性

腔体。在病毒融合中，这些空腔可能参与融合肽的

释放或螺旋的延伸。填充策略通过突变为更大侧链

的非极性氨基酸（如从缬氨酸突变为苯丙氨酸）来

占据空腔，增强范德华力相互作用。根据热力学原

理，这种填充减少了溶剂可及表面积，降低了熵增

效应，同时提高了蛋白质的热稳定性。例如，在尼

帕病毒（Nipah virus，NiV）  F蛋白中，研究人员

识别出融合前构象中的一个中央空腔，通过引入疏

水残基突变（如V207L、A259V等），显著提高了

蛋白质的表达水平和熔点，并在小鼠模型中增强了

免疫原性［91］。类似地，在 HIV gp140 中，空腔填

充结合二硫键稳定，成功获得了高分辨率结构［92］。

需要注意的是，空腔填充方法要求相关蛋白质具有

高分辨率的结构信息，因此，更多适用于结构稳定

和表达优化［63］。

4.5　电荷平衡

电荷修饰是稳定蛋白质结构的一种有效策略，

通过避免两个带有同种电荷的氨基酸之间的电荷排

斥作用。具体而言，将带电氨基酸突变为带有相反

电荷或中性电荷的氨基酸，能够减少这种排斥力，

进而稳定蛋白质的预融合构象（图3）。

机制上，病毒融合蛋白的预融合构象通常涉及

多亚基界面或螺旋束，其中带电氨基酸（如赖氨

酸、精氨酸的正电荷，或天冬氨酸、谷氨酸的负电

荷）可能形成局部排斥相互作用，增加自由能使稳

定性降低。通过电荷平衡突变，如将正电荷残基突

变为负电荷，可以引入静电吸引，降低能量壁垒并

稳定蛋白质。例如，在流感HA中，研究人员针对

HA2 亚基的螺旋区域引入电荷突变（如 R106D），

减少了同种电荷的排斥，提高了蛋白质的熔点并抑

制了低pH诱导的构象变化。在SARS-CoV-2 S蛋白

中，电荷修饰已被用于稳定S2亚基的三聚体核心，

通过突变 K986P 结合电荷调整突变 V987D，不仅

增强了表达稳定性，还在疫苗如mRNA-1273中提

高了免疫效力。类似地，在RSV F蛋白中，电荷平

衡策略针对融合肽附近的电荷簇，突变后蛋白质的

热稳定性增加 15 ℃以上，并在动物模型中诱导更

强的保护性抗体。

与空腔填充方法类似，电荷修饰策略也依赖于

高分辨率的蛋白质结构信息，因此最适合在结构优

化的后期阶段应用。该过程已被用于稳定流感病毒

HA、SARS-CoV-2 S刺突蛋白［93］和 RSVF蛋白［53］

的预融合构象结构。

4.6　小分子融合抑制剂

近年来，针对不同病毒融合蛋白的小分子抑制

剂的发现和开发取得了显著进展［94］。小分子融合

抑制剂通过干扰病毒膜融合蛋白的构象转变、稳定

病毒膜融合蛋白的预融合构象、靶向病毒-宿主受

体相互作用界面和干扰膜间距和膜弯曲过程［95-96］。

小分子融合抑制剂常结合到融合蛋白的保守空

腔或表位中，如在RSV F蛋白中，一类抑制剂绑定

到预融合三聚体的中央三重对称空腔，连接各单体

的易变区域，阻止融合过程中的重排［97］。该空腔

位于融合肽下方，抑制剂通过氢键和疏水交互锁定

结构，抑制低pH诱导的发夹形成。结构研究显示，

抑制剂结合后，蛋白质的熔点升高，融合活性降低

90% 以上。在流感 HA 中，小分子 Arbidol 结合到

HA2 茎区，充当“胶水”阻止酸诱导的重构，抑

制与内体膜的融合［98］。类似地，基于抗体表位的

模拟，开发的小分子 （如叔丁基氢醌 （tert-butyl 

hydroquinone，TBHQ））靶向HA的融合亚域，稳

定预融合构象并阻断病毒进入［99］。进一步的X射

线晶体学和NMR光谱学揭示，这些抑制剂诱导局

部构象变化，提高能量势垒，偏向预融合状态。

未来方向包括多靶点抑制剂设计，与疫苗结合

使用，以应对变异病毒。总体而言，小分子融合抑

制剂代表了精准抗病毒疗法的典范，推动了从机制

洞察到药物转化的创新。
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5　讨论

过去几年，随着重组蛋白质表达技术，特别是

昆虫-杆状病毒表达系统在抗体和生物制药领域的

快速推广，基因工程亚单位疫苗等新型疫苗因其良

好的生物安全性和成熟的生产工艺，已成为疫苗研

发领域的新趋势。然而，基因工程重组蛋白质表达

技术移植到疫苗抗原设计研发领域面临两个关键的

技术瓶颈。第一，基因工程表达的病毒表面抗原多

以 不 稳 定 （labile form） 和 亚 稳 定 （metastable 

form）形式存在。导致有效抗原浓度低。第二，由

于缺乏天然立体构象或形成非理想聚合物形态，基

因工程表达的蛋白质或多肽不具备免疫原性或免疫

原性较弱。

构建稳定的病毒膜融合蛋白是一项挑战。科学

家尝试了许多方法来稳定蛋白质的预融合构象。虽

然主要用于稳定第一类病毒膜融合蛋白，但三类病

毒膜融合蛋白具有一些共同特征，使得这些方法具

有一定的通用性此外，计算机辅助设计推动稳定预

融合构象突变设计的工程化。2024 年，一种通用

计算方法通过稳定预融合构象，成功应用于 I类融

合 蛋 白 的 工 程 化 ， 显 著 提 升 了 免 疫 原 稳 定

Table 1　Virus Membrane Fusion Proteins with Pre-fusion Conformation Stabilised via Disulphide Bond Engineering
表1　通过二硫键工程实现预融合构象稳定化的病毒膜融合蛋白

分类

I

I

I

I

I

II

II

II

II

病毒

RSV

HEV

PIV5

HIV

Influenza A

DENV

DENV2

ZIKV

ZIKV

蛋白质

F

F

F

GP

HA

E

E

E

E

突变位点

A149C， Y458C or N183C

I452C + G460C

T481C + T482C

A501C + TR605C

HA1： 212C + 216C

A259C or A257C

L107C+A313C

A264C

L107C， A264C， A319C， W101A

三聚化方式

foldon

-

-

-

-

-

-

-

-

PDB编号

-

-

-

-

-

-

-

-

-

参考文献

［67］

［64］

［72］

［68］

［70］

［72］

［73］

［74］

［75］

Table 3　Stabilisation of Pre-Fusion Conformation in Viral Membrane Fusion Proteins via Different Strategy Combinations
表3　通过不同策略组合实现预融合构想稳定化的病毒膜融合蛋白

分类

I

I

I

I

I

I

I

病毒

Ebola

HIV

HIV

LASV

NiV

RSV

SARS-CoV

蛋白

质

GP

GP

GP

GP

F

F

S

突变位点

T577P， K588F

T577P， K588F， T605C， T605C

N651F， K655I， I535N

R207C， G360C， E329P

S191P， L172F， L104C ， I114C

S215P， N67I

A892P， A942P， V987P， D614N， R682S， R685G L110C， T127C， A140C， A147C，

三聚

化方

式

-

-

-

-

GCN4

foldon

foldon

PDB编号

6VKM

-

6CK9

5VK2

-

5C6B，5C69

7A4N，7AD1

参考

文献

［71］

［64］

［81］

［65］

［80］

［83］

［82］

Table 2　Virus Membrane Fusion Proteins with Pre-Fusion Conformation Stabilised via Proline Mutations
表2　通过脯氨酸突变实现预融合构象稳定化的病毒膜融合蛋白

分类

I

I

I

I

I

III

病毒

hMPV

Influenza A

MERS-CoV

SARS-CoV-2

SARS-CoV-2

HSV-1

蛋白质

F

HA

S

S

S

gB

突变位点

A185P

V55P，S71P

V1060P，L1061P

K968P，V969P，A942P，F817P，A892P，A899P

A892P，A942P，V987P

H516P

三聚化方式

foldon

_

foldon

foldon

foldon

-

PDB编号

5WB0

_

5W9I

6XKL

7A4N，7AD1

6Z9M

参考文献

［50］

［48］

［56］

［52］

［72］

［80］
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性［100-101］。 2025年，该研究进一步扩展到 II类和 III

类融合蛋白，并揭示其在靶膜识别和重排中的结构

机制，为设计新型融合抑制剂奠定基础。 此外，

AlphaFold3 等 AI 驱动的结构预测工具有望预测融

合 中 间 态 （fusion intermediates）。 人 工 智 能

（artificial intelligence， AI） 结构模拟可能揭示病

毒入侵宿主细胞的动态机制，帮助设计抗病毒药物

和疫苗，但结果需结合实验验证以避免偏差。

2024年针对 III类融合蛋白的中间体的研究表

明，通过抑制膜重塑（membrane remodeling），可

开发病毒抑制剂，适用于新兴变异株如 SARS-

CoV-2衍生变体。2025年的一项研究报道了模拟病

毒融合的脂质纳米颗粒，在H5N1疫苗中展示广谱

保护潜力［83］。 这些发现不仅可以优化疫苗设计

（如稳定预融合三聚体作为免疫原），还可以扩展到

抗病毒疗法中。通过多学科整合，推动从基础机制

到临床转化的加速，最终实现对呼吸道合胞病毒

（RSV）和冠状病毒等高致病性病毒的精准防控。

近年来，时间分辨冷冻电镜 （time-resolved 

cryo-EM）已成为前沿工具［102］，例如 2024年的一

项研究［11］利用该技术可视化病毒膜融合的中间阶

段，揭示了融合肽（fusion peptide）插入靶膜时的

瞬时重塑过程，揭示了脂质-蛋白质相互作用在克

服动力学势垒（kinetic barriers）中的作用。 未来，

通过整合多模态结构生物学技术，将进一步深化对

融合动态的理解。

总之，病毒膜融合蛋白的预融合构象因其在病

毒入侵过程中所处的功能关键状态，具有重要的医

学价值。探索病毒膜融合蛋白的预融合构象稳定化

方案，不仅有助于保留其天然抗原表位，还可为疫

苗和抗病毒药物的开发提供理想的抗原模板。
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Graphical abstract

Abstract　Viral membrane fusion proteins facilitate the fusion of viral and host cell membranes by undergoing a 

transition from a prefusion conformation to a post-fusion conformation, thereby enabling the transfer of viral 

nucleic acids into the cell interior. This transition process is characterized by peptide exposure, membrane 

insertion, and structural refolding. The prefusion configuration represents an optimal target for vaccine 

formulation and antiviral pharmacotherapy. However, the metastable nature of the prefusion conformation makes 

it prone to spontaneous conversion into the stable post-fusion conformation, thereby complicating structural 

analysis and vaccine design. Investigating the mechanisms of conformational change in these proteins and 

developing methods to stabilize their prefusion state remain challenging research topics. This review summarizes 
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the structural and functional differences among three classes of membrane fusion proteins: Class I proteins, which 

are predominantly composed of α-helices, form trimers, and rely on receptor binding or low pH to trigger fusion 

peptide release; Class II proteins, which are mainly β -sheet-rich, rearrange from dimers to trimers and activate 

fusion loops via low pH; and Class III proteins, which combine α -helices and β -structures, with mechanisms 

involving internal fusion loop insertion and membrane remodeling. It is evident that a comprehensive 

understanding of the mechanisms underlying viral membrane fusion is crucial for developing effective 

stabilization strategies for the prefusion conformation of these proteins. This paper presents several such methods 

that have been successfully employed in this endeavor, including: disulfide bond formation to stabilize domain-

domain interactions; hydrophobic cavity filling to enhance core stability; proline substitution to restrict structural 

transitions in hinge regions; and multimer domains stabilizing the trimeric conformation. The stabilization 

strategies summarized and discussed herein have been validated in studies of multiple viral membrane fusion 

proteins and further applied in the design of vaccine antigens. Moreover, this paper highlights the potential 

applications of novel techniques, such as time-resolved cryo-EM, in capturing conformational intermediates and 

resolving dynamic transition processes. Such stabilization efforts, informed by structural insights, have yielded 

promising outcomes—for instance, prefusion-stabilized RSV F antigens that elicit potent neutralizing antibodies 

in clinical trials. Looking ahead, integrating computational modeling, such as AlphaFold predictions, with 

experimental data will further refine these approaches. Ultimately, these innovations promise to enable structure-

guided therapeutics to combat emerging viral threats. This review provides a theoretical foundation for developing 

stable viral membrane fusion proteins, offering crucial insights for understanding viral membrane fusion 

mechanisms and advancing next-generation vaccines and antiviral drugs.

Key words　viral membrane fusion protein, membrane fusion mechanism, pre-fusion conformation, post-fusion 

conformation,conformational stability
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