
Reviews and monograghs 综述与专论

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2019，46（8）：760~771

www.pibb.ac.cn

鼠多瘤病毒样颗粒及其在疫苗开发等方面的
研究进展*

李郭安 张 麟**

（天津大学化工学院，天津 300350）

摘要 鼠多瘤病毒（murine polyomavirus，MPV）的病毒样颗粒（virus-like particle，VLP）是通过 MPV 的衣壳结构蛋白

VP1自组装而成的球形纳米壳状结构 . MPV VLP具有独特的纳米结构，在一定条件下能够进行体内或体外自组装，具有丰

富的可修饰位点 . 因此，容易通过结构的修饰改造实现MPV VLP在诸多领域的应用 . 本文从MPV VLP的结构特点着眼，回

顾MPV VLP的发现历程，介绍MPV VLP的制备表达系统和组装机理，综述MPV VLP的修饰 . 重点介绍化学修饰和基因工

程修饰方法，并通过实例阐述MPV VLP在疫苗开发、药物及其他分子载体等领域的应用及其研究进展 . 基于对已有研究进

展的分析，指出大规模生产、组装机理解析及其应用研究的关键环节，服务于MPV VLP的应用开发 .
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病毒样颗粒（virus-like particle，VLP）通常是

由病毒衣壳的一种或多种结构蛋白组装而成的球形

空腔结构［1］ . VLP的形态尺寸与天然病毒类似，但

没有天然病毒的遗传物质，因而VLP没有致病性

和传染性［2-4］ . 由于具有较高的溶解度、细胞摄取

效率、良好的生物相容性以及靶向给药和载药能

力，VLP被认为是一种理想的生物载体［5］ . 随着人

们对生物产品和治疗技术等方面要求的增高，基于

VLP的应用具有广阔的发展前景 .

迄今为止，研究者已经构建和评估了来自 75

个不同病毒家族的110种VLP［5-6］ . 研究较多的有乙

肝病毒（hepatitis B virus，HBV）或乙肝病毒核心

蛋白（hepatitis B core，HBc）的VLP［7-8］、豇豆褪

绿 斑 驳 病 毒 （cowpea chlorotic mottle virus，

CCMV） 的 VLP［9-12］、 烟 草 普 通 花 叶 病 病 毒

（tobacco mosaic virus，TMV）的 VLP［13］、二十面

体 噬 菌 体 MS2 的 VLP［14-16］ 等 . 多 瘤 病 毒

（polyomavirus）是一类小型的非包膜二十面对称体

病毒，能够引起哺乳动物感染，但感染后通常没有

明显的症状 . 鼠多瘤病毒 （murine polyomavirus，

MPV）是一种典型的多瘤病毒，为环状双链DNA

病毒，基因组大小约 5.3 kb. 其衣壳结构蛋白 VP1

可以单独组装成VLP［17］，该特性使得研究者们对

MPV VLP组装机制、结构修饰等方面的研究更加

方便 . 由于 MPV 不感染人类，人类体内不存在自

然状态下针对MPV产生的抗体，因此用MPV VLP

进行疫苗或基因治疗载体等方面的研究具有一定的

优势［18］ . 近年来，对于以MPV VLP为模型的VLP

功能应用研究在国内外备受关注，基于MPV VLP

的相关研究也取得较大进展 . 本文主要综述 MPV

VLP的纳米结构、制备表达系统、组装及稳定性、

化学和基因工程修饰方法以及在生物学方面的应

用，展示其研究进展，展望其未来发展 .

1 MPV VLP的结构

天然 MPV 颗粒呈二十面立体对称结构 （T=

7 d），直径大约 45 nm. 病毒衣壳包括 3 种结构蛋
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白，分别是VP1、VP2和VP3，分子质量大小依次

约为 45 ku、34 ku和 23 ku［18］ . MPV结构示意图见

图 1a. 其中，VP1是主要结构蛋白，其数量占据结

构蛋白总量的75%，其N端与MPV的DNA分子结

合 . VP1可以识别细胞表面神经节苷脂上的唾液酸

寡糖残基，从而使VLP能与大多数哺乳动物细胞

相结合，该特性对于细胞的摄取过程至关重

要［19-20］ . VP2和VP3为次要结构蛋白，由同一个基

因序列编码，它们不与DNA分子结合 . VP2的N端

比VP3多 115个氨基酸 . 由于VP3从下游开始启动

翻译，所以其氨基酸序列较 VP2 短，相当于 N 端

截短型的VP2. 每 5个VP1通过二硫键相互作用形

成一个桶状衣壳粒，72个衣壳粒按照T=7 d的方式

构成病毒衣壳外壳，每个衣壳粒的底部可以结合1

个 VP2 或者 1 个 VP3，呈现于 MPV 的内表面［21］ .

Stehle等［22-24］对MPV结构的解析做出极大贡献 . 在

其研究基础上获得 MPV 更高精度的晶体结构 . 研

究表明，VP1 的 N 端位于 VLP 的内部，C 端形成

“手臂”伸入相邻的衣壳粒，相互交锁从而形成稳

定的VLP空腔结构 . VP1的核心向外伸展划分出 5

个环状结构，分别为BC环、DE环、EF环、GH环

和HI环 . 其中，BC环、DE环、EF环和HI环暴露

于 VLP 的外表面，紧密相凑，具有高度可变性，

赋予MPV受体结合特异性 .

MPV VLP是由MPV的衣壳结构蛋白自组装而

成的高度有序的多亚基蛋白质复合物，形态尺寸与

天然MPV类似 . MPV VLP也呈二十面立体对称结

构，直径大约45 nm. MPV VLP不含有MPV的遗传

物质（图 1b） . 目前大多数研究所用的 MPV VLP

通常都是指仅由VP1组装成的VLP （图1c） . 1978

年，MPV的VP1结构蛋白被通过色谱方法分离纯

化，并被证实可形成五聚体亚基，这种五聚体亚基

与天然 MPV 的衣壳粒相似［25］ . 1986 年，Salunke

等［17］发现VP1可自发形成五聚体衣壳粒 . 在高离

子强度下，可进一步形成病毒衣壳状组装体 . 之

后，通过原核细胞、杆状病毒/昆虫细胞、酵母细

胞表达的重组 VP1 都被证实可以组装成与天然

MPV 尺寸、形态类似的类病毒结构，即 MPV

VLP［18］ . 虽然VP2和VP3对MPV VLP的形成来说

不是必要的，但是其存在仍然具有重要意义 . 例

如，VP2 或 VP3 与衣壳粒结合的特性对 VLP 生产

制备过程中的分离纯化步骤具有指导意义 . Li等［26］

通过分子动力学模拟结合分子力学/泊松-玻尔兹曼

表 面 积 （molecular mechanics/Poisson-Boltzman

surface area，MM-PBSA）分析方法，解析 VP2 与

衣壳粒相互作用机制，构建 VP2 的简化模型，以

此为基础开发衣壳粒的亲和肽配基 DWDLRLLY，

能够有效纯化VP1，服务于其大规模制备和应用 .

2 MPV VLP的制备表达系统

MPV 的衣壳蛋白具有天然的自我装配能力，

MPV VLP 可以直接从细胞或培养基中分离得到，

也可以先将衣壳蛋白亚基纯化后，在体外组装 .

目前，MPV VLP的制备和大多数种类VLP的

制备方法一样，主要通过将病毒的结构蛋白基因克

隆到表达载体上，并将载体转入原核或真核细胞中

进行诱导表达 . 不同的制备表达系统及相关实例

见表1.

Fig. 1 Schematic illustration of MPV and MPV VLP
图1 MPV和MPV VLP结构示意图

（a） MPV结构示意图. （b） 由VP1、VP2、VP3组装而成的MPV VLP结构示意图. （c） 仅由VP1组装而成的MPV VLP结构示意图.



·762· 2019；46（8）生物化学与生物物理进展 Prog. Biochem. Biophys.

原核细胞表达系统不需要昂贵的培养基、成本

低、高效、安全性高，使得VLP的大规模生产成

为可能 . 原核细胞表达系统主要为大肠杆菌表达系

统 . 但是原核细胞表达无法进行转录后修饰，容易

残留内毒素，因此一般用来表达MPV VLP这种无

包膜类型的病毒VLP. 并且原核细胞表达易产生包

涵体，得到的蛋白质可溶性较低，需要通过降低诱

导温度，添加标签蛋白进行融合表达等措施增加可

溶性 . Chuna 等［42］对于用大肠杆菌表达体系制备

MPV VLP做出了很大贡献 . 他们通过对宿主、表达

载体、诱导剂浓度和诱导时间等表达条件进行筛选

和优化后，成功表达了MPV VLP的可溶性结构蛋

白 . 低密度摇瓶培养条件下 VP1 的产量达到

180 mg/L， 谷 胱 甘 肽 S- 转 移 酶 （glutathione S-

transferase，GST）标签融合表达的 GST-VP1 蛋白

产量达到 90 mg/L. 高密度补料分批培养模式下，

GST-VP1融合蛋白的产量达到 4.38 g/L［27］ . GST标

签蛋白的存在会影响VP1的组装，但是可以通过特

定的酶切除GST后再进行体外组装，然而这会增

加成本，操作也会更加复杂 .

真核细胞表达能够辅助蛋白质折叠，具有转录

后修饰功能 . 酵母细胞表达系统能对表达的蛋白质

进行糖基化修饰，表达水平高、易于放大、成本

低［43］ . 与原核细胞表达相比，通过酵母细胞表达

的VLP受到的宿主核酸污染较小，并且不需要解

组装，只需要透析或核酸酶处理就能除去污染的宿

主DNA［44］ . 但是许多基因在采用酵母细胞表达时

需要进行密码子优化 . 杆状病毒/昆虫细胞表达系统

容纳外源基因的能力强大，能够同时表达多种VLP

结构蛋白，并进行多种修饰［45］ . 杆状病毒/昆虫细

胞表达系统生产周期短、表达量较高，但也存在易

受宿主细胞和杆状病毒 DNA 污染的问题 . 哺乳动

物细胞表达体系可以对蛋白质进行修饰，有利于蛋

白质正确折叠，这是其主要优势 . 但是这种表达体

系不常用 . 因为哺乳动物细胞表达周期长，培养基

需要含有昂贵的血清，使得成本较高，且培养过程

不便操控［36］ .

与基于细胞的表达系统不同，无细胞蛋白质合

成系统 （cell-free protein synthesis system，CFPS）

是一种体外表达系统，CFPS表达蛋白质的过程直

接在反应液里完成 . CFPS以线性DNA或环形质粒，

甚至直接使用 mRNA 为模板，通过额外添加

T7RNA聚合酶调控转录，在细胞提取物的酶系作

用下合成蛋白质［46］ . 根据细胞提取物的来源，

CFPS可以分为原核无细胞系统和真核无细胞系统 .

原核无细胞系统中应用较多的系统之一是大肠杆菌

无细胞系统［40，47］ . 真核无细胞系统主要包括兔网

织红细胞裂解物系统［48］和麦胚提取物系统［49］ . 通

过病毒mRNA生产MPV VLP的小麦胚芽无细胞表

达技术早已被报道过［38，50］ . CFPS培养周期短、产

率高、没有细胞培养的限制、操作的可控性较高、

易于进行高通量筛选，加快 VLP 的制备进程［51］ .

随着研究者们逐步优化和改进反应条件，如改进细

胞提取物的制备方法、在系统中连续添加细胞提取

物和能量物质等，CFPS日渐成熟，已成为高效表

达蛋白质的工具 . 近年来，CFPS 已经发展成为一

种潜在的具有工业前景的 VLP 表达系统 . 通过

CFPS 在体外实现 MPV VLP 衣壳粒的表达和自组

装，将为MPV VLP的研究带来全新突破 .

Table 1 Different systems used for the production of VLP
表1 用于制备VLP的表达系统

表达系统

原核细胞

酵母细胞

杆状病毒/昆虫细胞

哺乳动物细胞

无细胞表达

转录后

修饰

无

有

有

有

－

核酸污染

有，较多

有，较少

有，较多

有

有

培养

成本

低

低

低

高

低

培养周期

短

短

短

长

短

VLP实例

MPV［27］，SV40 （simian virus 40）［28］，JCPV （JC polyomavirus）［29］

MPV［30］，PCV2 （porcine circovirus type 2）［31］，HPV16 L1 （human papillo‐

mavirus type 16 L1）［32］

MPV［33］，SV40［34］，HPV16 L1［32］

MPV［35］，MCV （Merkel cell polyomavirus）［35-36］，PCV2［37］

MPV［38］，HBc［39］，MS2［40］，CCMV［41］
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3 MPV VLP的组装及稳定性

MPV VLP 可以在体内或体外组装 . 与体内组

装相比，体外组装的可操作性更强，可受多方面因

素的调控 . 首先，体外组装需要通过特定的组装缓

冲液辅助实现，组装效果在很大程度上取决于缓冲

液的温度、pH值、离子强度、盐浓度、蛋白质浓

度等［52-53］ . 这些条件能够诱发VLP的组装，但如果

控制不好也会阻碍组装甚至引起蛋白亚基聚集 . 其

次，二硫键的存在对于维持VLP的稳定性非常重

要 . 对于组装过程来说，二硫键不是必要条件，但

是其存在可以促进组装过程的进行 . 二硫键一旦错

配将会阻碍正常组装 . DTT和EDTA的去除可以促

进二硫键的形成，CaCl2的添加可以促进钙桥的形

成［54］ . 另外，有研究表明VLP结构蛋白自身的性

质对组装有重要影响 . VP1结合界面疏水位点的存

在有利于衣壳粒的形成，但衣壳粒内部较强的负电

荷引起的静电排斥不利于VLP形成［55］ .

成功组装的MPV VLP一般可以在高盐浓度缓

冲液中 4℃存放一个月 . 同时研究发现，低离子强

度下添加钙离子也可以增强其稳定性［17］；MPV

VLP可以在PBS缓冲液中室温放置9 w，其形态和

免疫学性能没有明显改变［56］；当VP1被插入某些

外源片段后可能有助于提高VLP的稳定性，如半

胱氨酸的插入可以引入人工二硫键，增强结构蛋白

亚基之间的相互作用 .

4 MPV VLP的修饰

VLP 的结构需要根据具体的应用需求进行重

新设计 . 如前所述，MPV VLP是由 72个五聚体衣

壳粒组装而成的中空球形纳米颗粒，其外表面、内

表面以及衣壳粒相接触的界面都具有丰富的可修饰

位点 . 外表面能够连接功能分子，内表面可以封装

负载物，衣壳粒接触面可以用于VLP组装、解组

装研究 .

MPV VLP的修饰方法主要有化学修饰和基因

工程修饰（表 2） . VLP 表面丰富的氨基酸残基和

活性基团能够进行化学反应从而进行化学修饰 . 基

于基因工程的生物修饰，能够改变氨基酸序列，进

而实现从一级结构到高级结构的改变 . 化学修饰方

法的影响因素较多，需要严格控制反应条件，如反

应温度、溶液 pH值、反应时间、修饰物与修饰位

点的比例等 . 反应过后体系中存在多种物质，如催

化酶，需要进一步分离纯化，增加了操作的复杂

性［57-58］ . 基于基因工程的修饰，反应条件较温和，

主要通过基因序列的改变来实现蛋白质结构和功能

的转变 . 从实验操作的复杂性上来比较，基因工程

修饰操作较简便，实验条件相对容易控制 .

4.1 化学修饰

蛋白质的许多氨基酸残基都可以用来进行化学

反应 . 而通过VLP表面修饰扩展其功能研究是研究

者关注的热点 . 例如，可以通过荧光标记研究VLP

在细胞膜上或细胞内的行为 . 荧光标记常用于定位

和追踪纳米粒子在细胞中运动轨迹或监测化学反应

进程 . 异硫氰酸荧光素（fluorescein isothiocyanate，

FITC）是一种常用的荧光标记物，其携带的硫氰

酸基团能够与蛋白质上的伯胺基团反应形成硫脲

键，从而实现蛋白质的荧光标记 . Ewers 等［59］用

FITC 和 Alexa Fluor 568 标记组装后的 MPV VLP，

借 助 全 内 反 射 荧 光 （total internal reflection

fluorescence，TIRF）显微镜，研究单个MPV VLP

颗粒在活细胞和人工脂质双层膜上的横向迁移特

性，发现MPV VLP与细胞表面结合后，首先在5~

10 s内经历游离的、依赖胆固醇的横向扩散，诱导

神经节苷脂分子聚集引起跨膜偶联，然后迅速被肌

动蛋白丝依赖的细胞骨架限制 . 通过荧光标记手

段，借助TIRF显微镜研究细胞表面结合MPV VLP

或MPV VLP在细胞内部运动的行为，有助于加深

对质膜性质的理解，对MPV VLP在药物运输载体

应用领域的研究具有指导意义 .

通过MPV VLP外表面的化学修饰构建靶向性

载体也获得研究组普遍关注 . 由于MPV VLP的结

构蛋白VP1能与分布广泛的唾液酸残基相互作用，

所以MPV VLP在动物组织细胞中具有广泛的趋向

Table 2 Modification types of MPV VLP
表2 MPV VLP的修饰方法

修饰方法

化学修饰

基因工程修饰

关键

化学反应

基因序列改变

优点

可以在VLP组装完成之后

连接大分子功能分子

操作简便，专一性高

缺点

反应条件严苛，操作复杂

外源片段不宜过大

用途

连接多肽、荧光分子、大分子蛋白质等

插入多肽、抗原片段、标签蛋白等
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性［60］ . 为 了 实 现 VLP 对 细 胞 的 靶 向 选 择 ，

Suchanova等［61］通过对MPV VLP的外表面进行化

学修饰，使其特异性靶向于转铁蛋白受体异常增多

的癌细胞 . 首先将 MPV VLP 用罗丹明标记，并在

其余赖氨酸残基上连接带有丙炔基的 PEG短连接

臂，同时将人转铁蛋白（Tf）用Alexa Fluor 488标

记并修饰成Tf-叠氮化物偶联物（Tf *），通过一价

铜催化的“点击化学”反应，将两者连接在一起构

成 PVLP-Tf *共轭复合物 . 通过该修饰过程，阻断

VP1蛋白表面构象表位，抑制VP1与唾液酸残基的

特异性相互作用，从而提高MPV VLP的细胞吸收

效率 . 研究发现，修饰后的 MPV VLP 能够选择性

靶向于骨肉瘤细胞系（U2OS）、淋巴母细胞性白血

病细胞系（CCRF-GEM） .

4.2 基因工程修饰

基因工程修饰MPV VLP是通过基因重组技术

进行精确位点修饰，专一性较高 . 该修饰方法是在

基因序列的特定位置进行改造，例如插入特定的外

源序列，然后通过合适的载体转入原核或真核细

胞，表达能够满足特定需求的功能化VLP.

MPV VLP的基因工程修饰包括其末端修饰和

中间特定环状区域的修饰 . 末端修饰包括 N 端氨

基修饰和 C 端羧基修饰，用可替代性的功能基团

与肽链末端进行融合 . 通过 MPV VLP 的内部或外

部暴露的末端基团功能化，可以使其他分子附着于

表面 . Mathilda等［62］通过丙氨酸连接臂将人前列腺

特异性抗原（prostate specific antigen，PSA）融合

到MPV的VP2/VP3结构蛋白的C端，将其用于免

疫小鼠，发现修饰后的 VLP 能够保护小鼠不受

PSA引起的肿瘤的影响，并在不同的体外免疫方案

中均检测到细胞免疫和体液免疫的发生 . 针对

MPV VLP的中间特定环状区域的修饰，包括VP1

中的BC环、DE环、EF环和HI环 . 这些环状结构

暴露于VLP的外表面，便于插入外源片段，实现

VLP的功能化［63-64］ . 例如，外源抗原片段插入VLP

并呈现于外表面，是开发病毒样颗粒疫苗的重要手

段 . 在上述各环状结构中，DE 环与 VP1 亚基之间

的相互作用有关，EF环直接与其他亚基接触，因

此相比而言，BC环和HI环更适合于外源片段的插

入 . 而在BC环和HI环这两者之中，HI环的优势更

大，使用 HI 环进行研究的报道较多 . HI 环上

Asn293 和 Tyr294 氨基酸残基之间是常用的插入

位点［65-66］ .

基因工程修饰方法简便，但也存在制约 . 例

如，插入外源片段不宜过大 . 如果插入片段过大，

可能会影响组装单体蛋白质的正确折叠，也可能因

为空间位阻效应阻碍 VLP 的正常组装或引起 VLP

聚集［67］ . Zhang等［68］曾考察过在HI环上插入外源

人流感病毒的表面抗原片段对MPV VLP稳定性的

影响 . 他们利用分子动力学模拟，结合MM-PBSA

自由能分解方法，考察发现HI环上外源抗原片段

的插入会增强静电相互作用，不利于VP1亚基之间

的结合，从而不利于VLP的稳定 . 因此基因工程修

饰方法通常只能插入氨基酸序列较短或者分子质量

较小的外源片段 .

Tekewe等［69］将分子技术与生物工艺工程方法

相结合，简化携带轮状病毒抗原片段类凝集域

（VP8*）的MPV VLP的生产流程 . 他们通过基因工

程，在 VP1 基因序列插入 VP8*基因（VP1-VP8*），

将其与未插入VP8*基因的VP1基因连接于同一载

体上，通过大肠杆菌体内共表达，获得了五聚体衣

壳粒（这些衣壳粒含有的VP1-VP8*亚基的数量不

同），之后在体外成功组装成携带VP8*模块的VLP

（图2） . 研究发现修饰后的VLP能诱导小鼠产生高

水平的VP8*抗体 .

Fig. 2 Schematic illustration of the preparation process
of engineering modular capsomere to display a rotavirus

18 ku VP8* module［69］

图2 携带轮状病毒VP8*抗原的衣壳粒制备过程示意图［69］

（a）通过将VP1和VP1-VP8*基因构建于同一载体，实现VP1单体

和VP1-VP8*模块蛋白的双表达. （b）通过大肠杆菌表达体系表达

并在体内完成五聚体的组装. （c）从大肠杆菌中回收五聚体.
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5 MPV VLP的应用

高度有序的空腔纳米结构、自组装/解组装的

特性和便于修饰的特点赋予MPV VLP较高的应用

价值 . 近年来，基于MPV VLP的应用研究不断报

道，主要集中在疫苗开发、运载药物或其他分子等

方面 .

5.1 用于疫苗开发

迄今为止，MPV VLP在疫苗开发方面的应用

最为常见 . VLP作为疫苗的方式主要有两种：一种

是自身作为疫苗使用，这是由于其结构与天然病毒

相似，外表面具有免疫抗原表位，能够引起较强的

免疫反应，且不包含病毒基因，安全性较高；另一

种是通过修饰携带抗原［70-74］形成嵌合 VLP 疫苗 .

Middelberg 等［75］ 利用 MPV VP1 表达甲类链球菌

（group A streptococcus，GAS）的 J8肽，嵌合型 J8-

VP1 VLP产生的免疫抗体是针对一种GAS参考株

的杀菌性抗体 . 对小鼠皮下注射的结果表明，VLP

具有自佐剂效应，添加免疫佐剂在抗体滴度方面没

有明显增强作用 . 研究者实现了VP1在生物反应器

中每升多克的水平产生，这种技术有助于实现包括

欠发达国家在内的快速、经济有效地疫苗的生产 .

目前基于VLP开发的疫苗产品除针对人体外，

也有针对农场动物的预防接种 . 这对于控制动物疾

病向人类传播，保护人类健康十分有利 . 此外，

VLP 可以用于构建针对不同病毒基因型具有交叉

保护的新型疫苗候选体［76］ . 交叉保护能够提高对

异种病原的免疫力，从而减少疫苗的更新频率，为

新型流行病提供更好的预防措施 . 由于疫苗的热稳

定性较弱，未来需要开发新型有效的保护剂以降低

低温储存引起的能源消耗，达到室温就能储存的目

标 . 目前，资源贫乏国家对于疫苗的迫切需求受到

广泛关注，这就需要尽可能地缩短VLP生产周期，

降低生产成本，并促进新型疫苗生产平台的开发 .

5.2 用作载体

MPV VLP 具有良好的生物相容性、溶解度、

吸收效率以及靶向输送和载药能力［5，77］ . MPV

VLP 能够作为载体主要基于其独特的空腔纳米结

构和有规律的自组装/解组装特性，从而便于封装

包裹多种物质 . 因此可以作为基因或药物运输的载

体［18］ . 其封装的方式主要有两种［78］：一种是利用

病毒DNA呈负电性的原理，通过静电相互作用完

成封装，但该方式受限于被封装物质的带电性；另

一种是通过化学修饰或基因工程修饰，将能与被封

装物质发生特异相互作用的物质共价固定于 VLP

内部，从而实现封装（图3） .

图 3a所示的封装方法一般是在VLP组装过程

中直接进行 . 1983年，研究者发现MPV VLP可以

在体外封装病毒DNA并将其转入细胞，从而表达

病毒基因产物［79］ . 之后，Forstova 等［80］利用质粒

DNA开展了类似的实验，证实了利用MPV VLP封

装运载基因的可能性 . 利用基因工程或化学偶联的

方法，有研究者将绿色荧光蛋白和甲氨蝶呤分别固

定在 VP2 上，利用 VP2 与 VP1 五聚体衣壳粒的相

互作用，将它们封装在VLP内部［81］ . 类似的，也

有研究者将噬菌体P22的VLP的支架蛋白与链霉亲

和素蛋白融合表达，通过支架蛋白与VLP原衣壳

内部的结合，将链霉亲和素封装于VLP内部［82］ .

在现有载体研究中，病毒载体由于遗传基因可

能引起安全性问题，而非病毒载体具有较高的安全

性，但是可能受限于转染效率较低的问题［83］ . VLP

的应用能够同时避免上述两问题 . 1995 年 ，

Forstova 等［80］ 通过渗透休克法，将 DNA 负载于

Fig. 3 Schematic diagram of encapsulation of foreign
cargoes by MPV VLP［78］

图3 MPV VLP封装过程示意图［78］

（a）静电相互作用驱动的封装：带负电的物质可以充当被压缩的

遗传核心来促进病毒衣壳按照天然类型进行组装. （b）基于化学

修饰的封装：被封装物质（蓝色）通过肽（酰胺）键等共价键与

衣壳内表面氨基酸残基官能团（橙色）相互作用. （c）通过基因

工程进行封装：特定外源片段（红色）通过基因修饰引入病毒衣

壳，它们通过特定的化学偶联作用来携带其他分子（蓝色） .
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MPV VLP结构蛋白VP1组成的五聚体衣壳粒上转

染细胞，发现转染效率高于磷酸钙介导的转染效

率 . 虽然 DNA 整合到宿主基因组后拷贝数较少，

但是目的蛋白的表达量却相当高 . 使用VLP运载基

因药物需要注意VLP的免疫原性 . 人群中可能已经

存在相应的中和抗体，或者患者在经过第一轮治疗

后就已经获得中和抗体，这样会限制其适用性，并

可能导致疗效丧失，甚至引起严重的免疫反应 . 因

其具有足够大的内部空间，除了运载基因，MPV

VLP还能运载蛋白质，这对需要使用蛋白质药物进

行治疗的疾病具有重要意义 . 值得注意的是，在作

为载体的应用过程中，MPV VLP可能存在包裹物

泄露问题 . 对于运载药物来说，封装包裹的步骤非

常关键，当运送到特异位置，可以通过调控使VLP

解组装从而使药物分子释放 .

通过封装运载酶分子，被封装的酶仍然保留其

活性 . 对于酶这种生物大分子来说，其封装可以通

过衣壳粒的组装来实现 . 将酶分子加入衣壳粒的组

装体系中，随着衣壳粒组装成VLP，酶分子将会被

部分封装在VLP 内部［84］ . 封闭的纳米空间将酶集

中起来，缩短反应距离，使酶与底物充分接触，对

于VLP用作酶催化的纳米反应器具有指导意义 . 对

于酶分子来说，为了保证其催化性能和能重复利

用，需要保持其一直处于VLP内部 . 由于VLP结构

的多孔性，小分子底物可以自由穿梭于VLP内外，

但是如何将反应底物加以控制，使其定向聚拢于

VLP内部却是个难点 . 反应进行过程中，反应产物

会渗透到VLP所处的溶液里，但也会有部分残存

在VLP内部，这时，如何将反应产物全部转移出

也是个难点 .

由于VLP种类繁多，有些病毒的VLP与MPV

VLP相比更易制备，因此很多研究者也会采用其他

病毒的 VLP 进行疫苗开发、药物分子载体等研

究（表3） .

5.3 用于其他方面

MPV VLP的结构与天然病毒类似，具有很强

的免疫原性，用MPV VLP免疫动物可以获得高滴

度的抗体，产生的抗体可以用来进行相应病毒的免

疫学检测 . 病毒的衣壳蛋白上可能存在着优势抗原

表位，当病毒感染动物后，可以刺激机体产生针对

抗原表位的抗体 . 衣壳蛋白组装成VLP后，由于各

亚单位之间的相互作用，会形成单个蛋白质亚基不

具有的立体构象，因此相对于单个蛋白质亚基，使

用VLP对抗体进行检测可能具有更高的灵敏度和

特异性 . 常用的免疫学检测法有酶联免疫吸附测定

法（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA），

以 MPV VLP 作抗原，通过 ELISA 检测 MPV VLP

免疫过的小鼠血清中的抗体［92］ . 在 ELISA 的基础

上，基于VLP包裹一个报告基因结构，开发出了

MPV VLP的中和试验［35］ . 在转染过程中添加中和

抗体可以降低转染效率，便于定量检测抗体滴度 .

6 结论与展望

MPV VLP 在形态尺寸等方面与天然 MPV 相

似，可通过修饰改造构建功能VLP，应用于疫苗、

药物或其他分子载体等领域 . MPV VLP的遗传操作

相对容易，有利于其生物工程方面的灵活设计 . 目

前已经有建立好的MPV VLP生产平台，但是仍然

需要不断探索，优化生产工艺，尽可能更大程度地

Table 3 Application of MPV VLP and other VLPs
表3 MPV VLP及其他VLPs的应用

VLP类型

MPV

HBc

CCMV

TMV

MS2

来源

鼠多瘤病毒

乙肝病毒核心抗原

豇豆褪绿斑驳病毒

烟草普通花叶病病毒

噬菌体MS2

英文全称

murine polyomavirus

hepatitis B core antigen

cowpea chlorotic mottle virus

tobacco mosaic virus

bacteriophage MS2

应用

开发基于细胞毒性T细胞表位的流感疫苗

携带抗原用于免疫治疗

介导蛋白胞内转运

靶向定位癌细胞

开发肠病毒71型疫苗

携带肝细胞特异性配体用于细胞靶向传递

携载RNA进入哺乳动物细胞并在胞内释放

作为纳米反应器包封T4溶菌酶

用于生物传感器

开发针对前列腺癌的mRNA疫苗
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降低生产成本，节约生产时间 . 作为VLP研究的重

要模型，MPV VLP虽然在疫苗和基因治疗等方面

具有应用可能性，但是其实际应用仍受到诸多限

制 . 例如，化学修饰虽然可以将非生物组分连接到

VLP，但是化学反应具有不确定性 . 基因工程修饰

在插入片段尺寸方面具有一定限制 . 因此，对于

MPV VLP 的研究还需不断深入和完善 . 后续研究

可以在以下方面开展：a.兼顾MPV VLP的生产效

率，在提高产量的情况下保证并提高其稳定性 . b.

深入研究MPV VLP的组装机理和结构修饰前后的

能量变化，重新设计MPV VLP的结构，改善应用

性能 . 随着生物技术的发展，计算机科学技术、合

成生物学、生物信息学等多种技术的综合运用，将

推动MPV VLP的研究，有助于生化工程和生物医

学的发展 .
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Research Progress of Murine Polyomavirus Virus-like Particle and Its
Application in Vaccine Development*

LI Guo-An, ZHANG Lin**

(School of Chemical Engineering and Technology, Tianjin University, Tianjin 300350, China)

Abstract The virus-like particle (VLP) of murine polyomavirus (MPV) is a spherical shell with nanostructure.

It assembles from protein VP1, the major structural protein of capsid. MPV VLP has a unique nanostructure that

can self-assemble in vivo or in vitro and many sites that can be modified. The special architecture make it an ideal

nanoscale model in scientific fields such as biochemistry. With the modification of the protein capsid and the

transformation of the core cavity, researchers have developed a series of vaccines, multifunctional diagnostic

agents and versatile nanocage systems. Recent studies of MPV VLP modification have focused on the interface

modification between subunits to facilitate the assemble process, and the interior or exterior modification to

develop diverse applications. This paper reviews the structural characteristics of MPV VLP, and briefly introduces

the expression systems and assembly mechanism. The modification of MPV VLP was summarized, with emphasis

on chemical modification and modification using genetic engineering. In addition, the applications of MPV VLP

in the fields of vaccine development, delivery of drug and other molecules were described with examples. Then

the prospect of research on MPV VLP was discussed, focusing on the large-scale production and in-depth analysis

of assembly mechanism, beneficial from the use of advanced science and technology.
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