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蛋白质优化设计与从头合成引领的疫苗研发革命

陈涛1，2，赖锦涛1，胡美林1，马显才1，2

（1 广州国家实验室，广东 广州 510005； 2 中山大学，中山医学院，广东 广州 510080）

摘要：疫苗作为防控传染性疾病的有力手段，在发展应用过程中经历了四次重要革命。近年来计算工具的迅猛发

展更是推动疫苗研发走向新的阶段，形成以结构为导向，蛋白质优化与计算设计为核心的合成生物学研究范式。

本文系统介绍了蛋白质优化设计中定向进化、半理性设计和理性设计三种策略与从头合成技术在疫苗研发中的应

用与价值。在免疫原设计层面，介绍了结构稳定性改造、表位聚焦、糖基化修饰调控等策略对提升抗原免疫原性

与广谱性等特性方面的潜力。在递送系统层面，介绍了蛋白纳米颗粒凭借高密度抗原展示与几何构象优势，结合

“马赛克”多价展示技术，在诱导交叉中和抗体生成方面具有独特的优势。人工智能计算工具的突破性进展实现

了从“结构模拟”到“功能定制”的转变，并极大地推动了以抗原-抗体复合物结构为导向的反向疫苗学的发展。

整合表位计算筛选与从头蛋白骨架设计，实现了疫苗从天然结构到定制结构的突破。尽管面临高变异病原广谱保

护、动态构象模拟等挑战，疫苗设计与计算工具的深度融合加速了新型冠状病毒、呼吸道合胞病毒等疫苗的临床

转化，并为未来新发和突发传染病防控提供了通用设计方法。
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Abstract: Vaccines, as a cornerstone of infectious disease prevention and control, have undergone four 

transformative revolutions throughout their development and applications. In recent years, the rapid advancement of 

computational technologies has further propelled vaccine development into a new era, giving rise to a synthetic biology 

paradigm centered on structure-guided protein optimization and computational design. This article systematically 

reviews the applications and significance of three key protein optimization strategies—directed evolution, semi-rational 
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design, and rational design—as well as de novo protein synthesis, with a focus on their roles in vaccine development. 

At the immunogen design level, strategies such as structural stabilization, epitope focusing, and glycosylation 

modulation are discussed for their potentials to enhance antigen immunogenicity and broaden protective efficacy. At 

the delivery system level, the unique advantages of protein nanoparticles in eliciting cross-neutralizing antibody 

responses are emphasized. These nanoparticles utilize high-density antigen presentation and precise geometric 

conformations, combined with “mosaic” multivalent display technology. Advances in artificial intelligence based 

computational tools have facilitated a paradigm shift from “structural simulation” to “functional customization”, 

thereby significantly promoting the development of structure-guided reverse vaccinology based on antigen-antibody 

complex structures. The integration of computational epitope screening and de novo protein backbone design has 

facilitated a transition from natural structures to customized designs in vaccine development. Although challenges 

remain, such as achieving broad-spectrum protection against highly variable pathogens and accurately simulating 

dynamic conformations, the deep synergy between vaccine design and computational tools has significantly accelerated 

the clinical translation of vaccines for severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and respiratory 

syncytial virus (RSV), and established a universal design framework for the prevention and control of future emerging 

and unknown infectious diseases.

Keywords: protein optimization; de novo design; vaccine design; nanoparticle vaccine; reverse vaccinology

由病毒和细菌感染导致的传染性疾病对人类

的生命健康造成了极大的威胁。自 20 世纪以来，

人间传播的传染病频发。其中以流感病毒感染和

冠状病毒感染最为突出。1918年爆发的西班牙大

流感导致了全球约 5000万人死亡，随后 1957年和

1968年先后爆发的两次流感大流行也分别造成了

逾百万人死亡［1］。相较于流感大流行，2003年的

严重急性呼吸系统综合征冠状病毒（severe acute 

respiratory syndrome coronavirus， SARS-CoV）与

2012年开始广泛传播的中东呼吸综合征冠状病毒

（middle east respiratory syndrome coronavirus，

MERS-CoV）造成的总死亡人数较少，但致死率极
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高，分别为9.6%和34.4%［2-3］。近年来，由严重急性

呼吸系统综合征冠状病毒2（severe acute respiratory 

syndrome coronavirus 2， SARS-CoV-2）引起的新型

冠状病毒肺炎（coronavirus disease 2019， COVID-

19）席卷全球，导致了全球超 700万人死亡［4］。这

些大范围流行的传染性疾病严重影响了人类的生

命健康，给世界卫生领域带来了巨大挑战［4-5］。在

应对这类大流行传染病的医疗对策中，疫苗接种

无疑是最为有效的策略之一，可以实现对疫情广

泛而长期的控制［6］。

最早在中国、印度、土耳其等国家中，就有

接种人痘以预防天花的先例。直到 1796年英国医

生詹纳采用牛痘接种疫苗开始，人们对疫苗开始

有了科学性的认识［7-8］。从巴斯德研发出鸡霍乱疫

苗和狂犬病疫苗，到之后卡介苗和灭活霍乱疫苗

的相继出现，减毒活疫苗和灭活疫苗为人类生命

健康提供了重要保障，并标志着疫苗进入研发中

的第一次历史性科学革命［9-10］。此后科学家发现，

从病原体分离的具有免疫原性的蛋白、多糖等最

小单元成分，可以作为疫苗有效组分研发成为具

有保护作用的亚单位疫苗，这也标志着第二次疫

苗研发革命的诞生。这类疫苗当中，如白喉类毒

素疫苗、破伤风类毒素疫苗等，直至今日也仍然

有效［8］。20世纪 80年代，随着重组DNA技术的问

世，Valenzuela和 Rutter等通过基因重组技术产生

出乙肝病毒表面抗原，并以此研发出首类基因重

组疫苗。以乙肝疫苗为代表的基因重组疫苗的出

现，标志着疫苗研发进入第三次科学革命［8， 11］。

2000 年 Rappuoli 提 出 反 向 疫 苗 学 （reverse 

vaccinology， RV）的概念，并基于病原体深度测

序数据研发出 B 群脑膜炎球菌（meningococcal 

B， MenB）疫苗。这一基于病原基因组信息，通

过生物信息学算法寻找抗原进行疫苗研发的策略，

为许多此前难以开发的疫苗提供了新的助力，也

标志着疫苗研发进入第四次革命［12］。疫苗通过向

机体免疫系统递呈抗原，进而刺激免疫细胞活化

和引起中和抗体生成来发挥保护作用。其中免疫

原的合理设计和向免疫系统的有效递呈是疫苗发

挥作用的关键［8， 13］。然而，大量病原特别是呼吸

道传播病毒，在人际传播过程中往往会发生免疫

逃逸，使得针对早期株的疫苗无法对预防当前流

行株提供保护。因此，如何充分运用不同的设计

策略设计广谱疫苗，引起体内广谱中和抗体的生

成，并最终提供高效且持久的免疫保护，是当前

疫苗研发依然面临的严峻挑战。本论文综述了当

前蛋白质优化设计与从头合成策略，并阐述了基

于这些策略进行的免疫原和递送载体设计方案，

同时探讨了人工智能浪潮下新型反向疫苗学设计

思路，以及当前疫苗研发的挑战与方向。

1 蛋白质优化设计和从头合成

1.1 蛋白质优化设计的策略

针对大多数病原的不同类型技术路线的疫苗，

最终需要依靠产生的蛋白类免疫原发挥功能。这

些免疫原需通过递呈优势表位刺激机体产生抗病

原适应性免疫应答。而这些蛋白质免疫原的功能

发挥依赖于正确折叠所形成的特定构象。为了满

足研究、生产、医疗等需要，往往需要对天然蛋

白质免疫原进行额外的优化设计，使其呈现出与

天然状态一致的构象或不同于天然状态下的构象，

从而保持其免疫原功能、改变其功能或是赋予其

新功能。在与蛋白质优化有关的研究中，具体有

三种设计策略正处于应用：一是基于定向进化的

高通量筛选的蛋白质设计；二是基于结构研究和

同源序列分析的半理性设计；三是运用计算工具，

基于深度学习的理性设计。

1.1.1 基于定向进化的高通量筛选的蛋白质设计

基于定向进化的高通量筛选的蛋白质设计策

略最早在蛋白质的研究中得到广泛应用。这一设

计策略包括两个主要步骤：首先通过随机诱变或

基因重组等方式实现基因多样化，构建多样化的

基因文库；接着进行高通量筛选以获得具有改进

的蛋白［14-15］。通过反复迭代这一过程以实现更优良

的蛋白质设计，从而改进蛋白的表达水平、稳定

性、原有功能等，或是赋予其新的功能。随机诱

变、聚焦诱变和同源重组是构建基因文库的常用

方法，这三种体外基因多样化的方法可以成功构

建出庞大而丰富的基因文库，充分展示蛋白质不

同点突变的影响差异，从而筛选优化出最佳序

列［14， 16］。此外，利用突变菌株、基因重组、
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CRISPR-Cas9系统等可以实现体内基因多样化，省

略重复的克隆，减少转化和转染步骤，从而实现

更高效的突变筛选［14］。

值得注意的是，定向进化中收益递减和突变

序列的权衡也是一个重要的环节，在多轮筛选迭

代的过程中，蛋白质序列中积累的突变日益增多，

但其优化指标并不完全呈线性水平提高。在优化

过程中，少数引入的突变将起到关键作用以显著

改善蛋白性质，而多数突变是发挥稳定作用，包

括对于关键突变位点的构象稳定和蛋白整体结构

的稳定，对于功能的影响则相对较小［17］。基于定

向进化的设计策略需要构建大规模的基因文库并

一一进行表达和筛选以确定突变序列，这一过程

工作量巨大且耗时较久，存在一定的盲目性，但

在缺乏对蛋白已有研究的前提下，这一方法提供

了广阔的探索空间，较高的随机性也为蛋白质性

能的优化提供无限可能。

在这些定向进化设计策略中，深度突变扫描

（deep mutational scanning， DMS）作为一种高通

量筛选技术，常被用于定向进化蛋白质设计策

略的最前端，指导疫苗的免疫原设计。其通过

构建覆盖所有单点突变的蛋白表达文库，来筛

选潜在的抗原逃逸突变位点，进而指导病毒进

化预警和突变株疫苗设计。Bloom 团队［18-19］运用

DMS 技术对流感和 SARS-CoV-2 等病毒的突变位

点进行了研究，重点探究了抗原不同突变对受

体结合、细胞进入和免疫逃逸等方面的影响，

为广谱疫苗的抗原表位设计提供了重要支撑。

曹云龙等［20］则利用DMS技术绘制了 SARS-CoV-2

的抗体逃逸图谱，并结合 ACE2 结合力、密码子

使用限制等参数，构建了病毒的突变偏好性模

型，利用该模型成功预测了 BA.2.75 和 BA.5 的进

化热点，预测结果与实际流行株突变保持一致，

同时该团队基于预测设计的假病毒也与真实变

异株高度相似，证明了 DMS 对抗原研究和设计

的巨大价值。Chakraborty 团队［21］则利用 DMS 技

术成功进行了免疫原的设计和疫苗的研发，基

于 DMS 数据集设计了基于计算分析的设计型受

体结合域 （receptor binding domain， RBD） 抗

原，这些抗原消除了抗体对易变表位的结合，

保留对保守表位的结合，具有更强的广谱中和

保护效力。

1.1.2 基于结构研究和同源序列分析的半理性

设计

基于结构研究和同源序列分析的半理性设计

依赖于对蛋白质已有信息的掌握，通过对蛋白结

构和同源序列的分析，精确地锁定蛋白序列中具

有研究价值的保守位点和关键功能位点，并围绕

这些位点构建精细的突变文库进行筛选设计［22］。

这种非随机的半理性设计策略有两个显著的优势：

一是锁定了有限且影响蛋白性质较大的某些位点

研究，从而缩短了定向进化策略中烦琐的筛选迭

代过程，而且在设计过程中，可以基于蛋白拓扑

结构引入半胱氨酸突变，人为构建二硫键，从更

高维度的二级结构对蛋白进行设计，不仅限于氨

基酸序列；二是有选择地设计序列突变方向而非

随机进行筛选尝试，在设计过程中同时进行了对

蛋白设计的“正向设计”和“负向设计”，更高效

精准地实现对蛋白的优化，提高设计成功率。

蛋白质的天然构象往往处在一种相对稳定的

状态，即“边际稳定性”，天然状态下的蛋白质与

错误折叠的蛋白质或是缺乏构象折叠的蛋白质相

比，自由能差异较小，易受到外界因素干扰而发

生构象变化［23］，少数关键位点的突变便对蛋白质

稳定性具有显著的影响［24］。为了确保蛋白质稳定

性而进行蛋白质设计，我们需要充分考虑“正向

设计”和“负向设计”所带来的影响。“正向设计”

旨在维持蛋白质的有利结构，促进蛋白质保持天

然状态下的稳定构象；“负向设计”则是筛选不利

于蛋白质构象折叠出错的突变设计，例如避免特

定突变引起的大幅度蛋白质构象改变或是引入补

偿性突变以对抗其他位点突变引起的构象改变［25］。

在半理性设计策略中，对于蛋白结构的关键

保守位点的分析和保留体现了“正向设计”的要

素。结合系统发育学对于蛋白序列的研究，利用

自然选择排除不合理的突变，这种对突变方向的

筛选与设计体现了“负向设计”的要素，综合两

方面的设计是确保半理性设计策略成功的关键。

疫苗设计中应用的“共识序列”策略便是半理性

设计的一个典型范例，通过对抗原蛋白的系统发

育分析，筛选不同亚型毒株的高频共有突变，设

计广谱免疫原并开发为广谱疫苗。徐可团队利用

共识序列策略成功对流感和SARS-CoV-2进行了广

谱免疫原的设计，含有共识序列的免疫原可以诱

155



合成生物学 第 7 卷

导更有效的广谱中和保护作用，对不同进化分支

的病毒均具有中和活性［26-27］。

1.1.3 基于深度学习的理性设计

基于深度学习的理性设计是利用计算机辅助

蛋白设计，通过构建深度学习模型应用于实际的

蛋白设计策略。这一策略首先根据蛋白质设计目

的构建合适的深度学习模型并验证模型预测准确

性；其次提供数据集进行模型预测，筛选出优质

的序列结果；接着以现有序列结果进行实验验证，

筛选出高质量的蛋白序列；之后将筛选结果重新

提供给模型预测，优化新的计算方法和预测模型，

在进行多次的“模拟预测-实验验证”迭代后，获

得最终的最优蛋白设计［28］。辉瑞公司利用计算设

计 生 成 了 多 个 呼 吸 道 合 胞 病 毒 （respiratory 

syncytial virus， RSV）F 蛋白的融合前稳定变体，

并从中筛选出最优抗原，最后成功开发了高效双

价 RSV 疫苗［29］。Gifford 团队［30］利用高通量筛选

和虚拟模拟设计了多种 SARS-CoV-2 肽疫苗，从

SARS-CoV-2全蛋白组中筛选潜在的肽段，利用结

合亲和力预测进行肽段评分，筛选具有应用潜力

的肽段，之后利用OptiVax算法筛选人群覆盖率更

高的肽段，并利用EvalVax算法计算肽段和人类白

细胞抗原（human leukocyte antigen， HLA）的结

合率，最终获得具有最大化人群覆盖率和突出免

疫原性的优势肽段。

理性设计策略的关键在于可靠模型的构建，

除了需要有大量积累的数据集供模型不断学习改

进外，还涉及分子力学、分子动力学、模拟退火

方法、三维结构搜索与分子结构对接和以蒙特卡

洛方法为代表的量子力学计算等方法［31-32］。此外，

传统的蛋白质研究中已有的生化知识对于蛋白质

的理性设计也同样具有重要作用［33-34］。伴随计算工

具功能的不断发展、深度学习模型能力的不断提

升，如今的理性设计已经可以逐步减少甚至完全

脱离实验验证步骤，仅基于给定的天然蛋白骨架，

通过对大量蛋白数据结构的深度学习和高精度的

蛋白模拟预测，就能完成对蛋白质的优化设计［35］。

进一步而言，不受到天然蛋白质骨架的限制，

实现全新蛋白质骨架的构建与序列的生成，对于

已有的学习模型也并非不可能，如基于扩散模型

的 RFdiffusion 就能够完成对蛋白质的结构和功能

的设计［36］。理性设计策略不仅有效实现了已有蛋

白质的优化设计，更在蛋白质的从头合成方面展

现出巨大潜力，是未来蛋白质研究不可或缺的重

要方法。

1.1.4 计算生物学与传统方法在疫苗设计中的优

势与局限性

伴随蛋白质优化设计方法从传统的定向进化

逐步发展到如今的半理性设计和理性设计，并且

受到计算工具迅猛发展的影响，疫苗设计已经逐

渐转向全新的以结构为导向，蛋白质优化与计算

设计为核心的合成生物学研究范式。图 1对比展示

了新旧两种研究范式中不同设计方法实现疫苗设

计的过程。传统方法中的疫苗设计存在潜在的盲

目性，它通过构建大规模基因文库和高通量筛选

来获得良好的疫苗设计，这一过程不仅耗时长，

且成功率有限，对于免疫原的优化设计也局限于

氨基酸序列而缺乏整体稳定性，因此其针对复杂

病原疫苗设计缺少有效性。而半理性设计和理性

设计等新方法，汲取了传统研究中积累的经验，

结合计算生物学，大大缩短了疫苗设计所需的研发

流程，并提高了设计成功率。半理性设计中利用生

物信息学分析抗原序列，结合结构预测模型，针对

免疫原上特定位点构建小规模文库进行筛选，同时

从蛋白的二维结构乃至三维结构和四维结构入手，

从高维度出发进行更全面的免疫原设计，构建多聚

体免疫原以提升免疫原性。理性设计在思路方法上

与传统的定向进化有相似之处，但借助计算工具进

行的模拟对接和虚拟筛选可以省去传统方法中烦琐

的实验验证流程。即使考虑到虚拟筛选准确率尚待

提高，也可借此减轻实验负担，聚焦于少数预测结

果良好的免疫原并进行免疫原性的验证。更重要的

是，理性设计可以预先根据设计目的构建预测模

型，相较于定向进化的随机高通量筛选更具有靶向

性。在未来的疫苗研究当中，研究者们会更加关注

于抗原结构，综合运用不同设计方法，通过对蛋白

质不断的优化设计改善其免疫原性，最终研发出保

护效能突出的疫苗。

1.2 蛋白质从头合成

在蛋白质设计中，通常存在三个关键的设计
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问题需要解决，包括结构预测、固定骨架设计和

从头设计合成［37］。以AlphaFold为代表的结构预测

软件的兴起和发展，解决了通过序列直接预测蛋

白质结构的问题；而以固定骨架进行蛋白质设计

的设计问题，也在前文提到的三种蛋白质优化设

计策略的广泛应用中有所解决。目前，蛋白质的

从头合成是蛋白质设计研究中最为关键的也最难

以解决的设计问题。从头合成是指完全从源头开

始设计蛋白质的序列和各级结构，不参考自然界

中已知蛋白质的骨架结构，最终人为设计构建全

新的蛋白质［38］。

蛋白质的从头合成共经历了三个阶段，分别是

手动设计阶段（20世纪 70—80年代），以物理化学

原理指导的计算设计（20世纪 80—90年代），基于

片段和生物信息学的计算设计（21世纪开始）［38］。

在最早期的手动设计阶段，主要借助物理模型和简

单多肽合成技术合成序列简单、结构单一的小蛋

白，例如主要以β-折叠作为主要结构的二聚体蛋白

β-bellin［39］。在以物理化学原理指导的计算设计，引

入数学模型和侧链重包装算法进行蛋白质设计［38］，

成功设计了以α-螺旋作为主要结构的四螺旋束蛋白

α4，它在水溶液中仍然可以保持稳定的折叠结

构［40-41］，而且α4衍生蛋白中锌离子结合位点的引入

也展现了从头合成蛋白的巨大潜力，创造一个具有

全新结构和目的功能的蛋白［42］。在基于片段和生物

信息学的计算设计时代，蛋白TOP7的设计和实现

标志着蛋白从头合成取得了里程碑式的成就。蛋白

TOP7的设计中包括了 α-螺旋和 β-折叠两种关键结

构，不仅具备良好的稳定性，而且最终展现的真实

蛋白结构也与设计之初的预测结构高度相近，这一

设计突破了先前有限结构的蛋白设计，在多样化结

构设计的基础之上，展现出蛋白质设计预测所能达

到的高精准度［43］。

深度学习模型的发展和运用，为从头合成注

入了新动力。如今的蛋白质从头合成汲取了过往

多种设计原理和方法的优势，发展成为以人工智

能（AI）工具和数据驱动的利用深度学习模型完

成的计算设计［25］。使用扩散模型根据研究目的定

制蛋白，并生成预期的蛋白质骨架结构，使用蛋

白质语言模型预测蛋白的目的序列［36， 44］，结合系

统发育学对蛋白进化的研究与生物物理计算，高

通量生成蛋白设计，通过多轮的实验筛选和深度

学习确定最终的蛋白序列与结构［25］。现在蛋白质

从头合成的设计正逐渐从“结构生成”向“功能

定制”发展［25］，设计者们的关注点更加转向实际

应用，从以往的如何设计一个结构复杂的蛋白转

变为现在的如何根据目的需要设计一个具有功能

结构的蛋白。David Baker团队以靶蛋白结构为起

点，从广泛探索靶蛋白表面选定区域的可能结合

模式的广阔空间开始，在最有可能的结合模式附

图图1　两种研究范式中疫苗的不同设计方法

Fig. 1　Different design methods for vaccine development in two research paradigms
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近加强搜索以确定所需的蛋白质结构，最终设计

出对靶蛋白有着极高亲和力的目的蛋白，他们以

信号传导相关蛋白和病原体表面蛋白为范本，成

功设计了 14种靶蛋白结合蛋白，并且表征了其中

5种靶蛋白-设计蛋白复合物的晶体结构，复合物

结构与计算预测模型高度匹配［45-46］。尽管这一设计

策略尚无法完全做到从目的功能导向蛋白结构，

实现最终的蛋白设计与合成，但也体现了“功能

定制”从头合成蛋白的充分潜能和巨大价值，这

些与靶蛋白高度匹配的人工合成蛋白已足以开发

为未来潜在的靶向治疗药物。Correia团队则是开

发了 TopoBuilder算法，根据免疫原设计中希望展

示的 RSV融合前糖蛋白的三个非重叠表位，重新

设计了新的蛋白质拓扑结构以高效呈现抗原表位，

构建了一个不同于天然结构的人工免疫原，且免

疫效果优于该团队尝试的另一种基于天然骨架模

板呈现抗原表位设计的免疫原［47］。

1.3 常用计算工具及特点

蛋白类免疫原的优化设计和从头合成依赖于

生物信息学和AI的迅猛发展。这些新兴领域的蓬

勃发展也催生了大量具有代表性的计算软件和工具。

最为代表性的为AlphaFold、Rosetta、RFdiffusion、

ProteinMPNN等计算软件和模型。除此之外，还有

许多其他工具也在其中发挥重要作用。Schrödinger

与 Discovery Studio集成了分子力学、分子动力学

及量子力学方法，支持从蛋白质结构优化、分子

对接到 ADMET 属性预测的全流程研究。其中

Discovery Studio 2021通过GPU加速将对接效率提

升了 30%，并强化了蛋白-配体相互作用可视化功

能［48］。GROMACS、CHARMM等分子动力学软件

基于牛顿运动方程对原子运动进行显式模拟，广泛

适用于蛋白质折叠、膜通道离子传输及配体结合能

计算等领域［49］。AutoDock、Zdook、HADDOCK、

ClusPro等软件则解决了大分子与小分子配体、大

分子与大分子之间的对接问题［50-53］。表 1总结了当

前常用计算设计软件及其核心特点。

2018 年，DeepMind 团队开发的 AlphaFold 一

代在第 13 届国际蛋白质结构双盲预测竞赛

（CASP13）中崭露头角，成功预测了 43种蛋白质

中的 25 种结构，在 98 名参赛者中名列榜首［64］。

2020 年，DeepMind 研发了升级后的 AlphaFold2，

在 CASP14 竞赛中夺冠。不同于第一代 AlphaFold

表表1　　计算设计的常用软件总结

Table 1　　Overview of commonly-used software for computational design

计算软件

MODELLER[54-55]

Rosetta[56]

FoldX[57]

D-I-TASSER[58-59]

AlphaFold[60]

AlphaFold2[60]

RoseTTAFold[61]

ProteinMPNN[62]

RFdiffusion[36]

AlphaFold3[63]

开发时间

1993年

1998年

2005年

2008年

2018年

2020年

2021年

2022年

2023年

2024年

主要用途

基于同源建模的蛋白质三维结构预测，优

化侧链构象

已知蛋白质稳定性增强、活性位点改造，全

新结构蛋白的构建、功能位点设计

快速评估点突变对蛋白质稳定性、结合亲

和力的影响

基于模板的蛋白质结构预测与功能注释，

间接支持优化设计

高精度蛋白质结构预测

革命性的高精度蛋白质单链及复合物结构

预测

结构预测与部分设计功能，支持蛋白质-蛋

白质复合物建模

蛋白质序列设计，根据目标结构生成最优

氨基酸序列

从头生成功能性蛋白质结构

预测蛋白质与核酸、配体、修饰等的复合结

构，支持更广泛的分子相互作用建模

核心特点

依赖已知同源模板，引入空间约束进行优化，适用于结构

补全与局部优化

基于物理力场与蒙特卡洛搜索，支持大规模构象采样，是

蛋白质从头设计的里程碑式工具

经验力场结合机器学习，适用于高通量虚拟突变筛选

整合多重线程算法和分子动力学优化，提供从结构到功能

的综合分析

首次将深度学习大规模应用于结构预测，显著提升精度

基于注意力机制的端到端模型，预测精度接近实验水平，

开源后推动结构生物学变革

三轨神经网络（序列-结构-进化信息协同处理），计算效率

高，可建模蛋白质-蛋白质相互作用

基于图神经网络，设计速度更高，支持对称性设计和功能

位点约束

基于扩散模型生成三维结构，可直接融入功能约束，开创

设计新范式

统一框架处理蛋白质+生物分子复合系统，显著提升配体

结合位点预测准确性，推动药物设计发展
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的最主要特征在于，它完全避开了能量函数，采

用基于 Transformer的神经网络架构，深度融合多

序列比对信息，通过“端到端”的训练和循环推

理机制，迭代优化预测结果，并基于蛋白质序列

和结构的大数据，以及高达 9000万参数的大模型，

实现了预测精度达到原子级分辨率［60］。即使

AlphaFold2的预测蛋白结构实现了飞跃性突破，但

也还遇到了一些问题与挑战，如：过度依赖多重

序列比对，对孤儿蛋白、病毒蛋白等低同源序列

场景预测失败率高；对结构域间柔性连接区的预

测误差较大，影响复杂蛋白的功能解析；只能预

测蛋白质在一个瞬间的静态结构等。2022年，李

子青团队开发的蛋白质结构预测系统 ManiFold在

AlphaFold2的基础上针对其关键局限进行了针对性

突破。ManiFold 融合了单序列蛋白质语言模型，

减少了对同源序列信息的依赖，增强了蛋白质序

列编码器的表征能力；采用旋转和平移等变约束

增强了结构解码器；进一步采用主链与侧链迭代

方式，优化预测结果。在 2022年 08月至 2022年 10

月的CAMEO竞赛中，ManiFold连续三个月的综合

表现位居全球第一名，参赛四个月多次取得月排

名、周排名第一至第三的佳绩。ManiFold 通过算

法底层创新而非数据规模竞争，解决了AlphaFold2

在疫苗研究等关键场景的实用瓶颈。2024年 5月，

DeepMind推出生命分子结构预测模型AlphaFold3，

不再局限于单个蛋白质结构的预测，而扩展到包

括蛋白质、DNA、RNA、小分子、离子和修饰残

基在内的诸多生命大分子复合物的联合结构预测，

除了应用能力的扩展，它在计算方法上也有创新，

把 AlphaFold2 中的进化模块改成效率更高的成对

模块，把 AlphaFold2 中的结构模块变成直接产生

三维坐标的扩散模块，大幅度降低了计算的复杂

度［63］。采用扩散模型技术，从原子云开始，经多

步降噪形成精确分子结构，可处理更大输入集，

预测结果更准确、更可靠［60， 63］。虽然 AlphaFold3

的推出使得多种生命大分子的联合预测成为可能，

但目前的技术仍无法在预测蛋白质的动态功能、

相互作用的时序变化以及复杂的多模态场景中提

供全面的解决方案。例如，DNA、RNA与蛋白质

的相互作用、蛋白质与小分子药物的结合等都可

能受到环境因素的影响。AI模型在处理这类多模

态、动态变化的生物系统时仍处于初步阶段，缺

乏足够的准确性和可靠性，其预测能力也依赖于

训练数据的质量和多样性，对于某些未充分研究

的分子类型，预测结果可能不够准确。后续的预

测模型将依赖于更多高质量和多样性的蛋白质结

构以及多模态与动态变化的生物系统等数据作为

训练集，进一步提升其预测的准确性。

Rosetta是一款计算蛋白质结构建模与设计软件

套件。Rosetta的开发始于 20世纪 90年代中期，最

初侧重于小蛋白质的从头结构预测。随着时间的推

移，应用的数量不断增加，其功能逐渐扩展到了设

计 和 小 分 子 对 接 等 工 作 ， 如 RosettaDock［65］、

RosettaAntibodyDesign［66］。目前 Rosetta 是基于能

量函数与蒙特卡洛模拟等方法，在蛋白质结构预

测、分子对接及蛋白质设计等领域广泛应用。它

利用多层级能量函数描述蛋白质结构物理化学性

质，以评估不同构象的稳定性和可能性，并利用

蒙特卡洛程序从已知蛋白质结构中组合片段，实

现从头预测蛋白质结构。同时，结合多模块采样

与优化技术，如刚体采样、侧链采样、循环坐标

下降等采样方法，以及梯度下降、遗传算法等优

化算法，提高结构预测和设计的准确性和效率。

然而，其能量函数和采样方法在描述某些复杂生

物分子系统时可能存在局限性，且计算成本较高，

对硬件资源要求也较高［56］。

RFdiffusion是一款基于扩散模型的蛋白质从头

设计工具，于2023年3月开源发布。RFdiffusion基

于去噪扩散概率模型在蛋白质构象空间中逐步施

加高斯噪声以破坏初始结构，通过训练等变神经

网络执行逆向过程，逐步重建符合物理规律的蛋

白质三维构象，最终生成具有结构稳定性的非天

然新型蛋白质。RFdiffusion 通过微调预训练的

RoseTTAFold并整合条件反射机制得以实现，该机

制将模型在扩散过程每一步的预测输出迭代反馈

至后续输入，显著增强了生成结构的构象精度与

多样性。该工具能够有效设计多种蛋白质拓扑结

构，包括单体蛋白、对称寡聚体、靶标结合蛋白

以及功能性蛋白结构域等［36］。RFdiffusion 通过算

法创新克服了一些传统方法的限制，但它们仍然

受到训练数据多样性和质量的影响。不同生物种

类、环境条件甚至是蛋白质自身的变异性都会影
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响模型的预测能力。例如，针对某些特定疾病或

变异株的研究，现有的数据库可能不够丰富，导

致模型预测的蛋白质结构与实际功能存在偏差。

ProteinMPNN是一种基于深度学习的蛋白质序

列设计方法，于 2022 年 9 月公开。该工具利用图

神经网络对蛋白质结构进行建模，将残基表示为

图节点，残基间相互作用表示为边。通过整合多

层图卷积与注意力机制，该模型能够有效捕获残

基间复杂的协同关系。在序列优化设计过程中，

ProteinMPNN 综合分析目标蛋白质的骨架几何特

征，并选择性约束关键残基，如与配体邻近或是

在多重序列比对中高度保守的残基等氨基酸类型，

以维持其固有的生物学功能。因此，该模型能够

预测出与目标结构高度契合的氨基酸序列。实验

结果表明，ProteinMPNN在天然蛋白质骨架上的序

列恢复率可达52.4%，显著高于传统方法的32.9%。

该模型在蛋白质功能优化方面展现出卓越性能，

例如提升酶的催化活性或热稳定性以设计性能增

强的变体。此外，其能够通过序列设计强化蛋白

质与特定配体或靶标的结合亲和力，在疫苗开发

等领域具有重要应用价值［62］。对于蛋白质功能的

优化，如酶的催化活性、抗体的亲和力等 ，

ProteinMPNN虽然能够预测出较为稳定的结构，但

其在优化功能性方面的精度仍受限，尤其是在复

杂环境下，如何在保留原有功能的同时增强其性

能是一个挑战。

2 疫苗免疫原的优化设计

伴随疫苗研发的不断深入，人们对于病原生

物学和免疫学的认识加深，如今的疫苗研发更加

关注以抗原结构为基础的免疫原设计［13， 67-68］。一

方面，需要充分考虑免疫系统所识别的抗原表位，

在疫苗中以恰当的抗原结构所展示；另一方面，

需要采取特定的免疫聚焦策略，通过合适途径向

免疫细胞递呈抗原激活，最终诱导机体产生广谱

且长期有效的中和保护抗体，在人群中实现对病

毒的群体免疫。纳米颗粒疫苗是当前颇具潜力的

新型疫苗技术，其中基于蛋白质纳米颗粒平台的

纳米疫苗展现出了突出的优势，纳米疫苗的大小

范围在 10～100 nm之间，是抗原递呈细胞的理想

摄取大小，纳米疫苗对抗原的高密度展示也显著

增强了其免疫原性［69-70］。在纳米疫苗的研发中，蛋

白质优化设计和从头合成等方法具有重要意义，

无论是抗原的合理设计，还是纳米颗粒递送载体

的优化迭代都离不开这些方法，而计算工具如

AlphaFold、Rosetta等的兴起和广泛运用，更是为

疫苗研发的道路注入了新活力。在当前反向疫苗

学 2.0的研究思路引领下，研究者从抗原抗体复合

物结构出发指导疫苗设计，最终诱导广谱中和抗

体的生成。图 2展示了目前主要的疫苗设计策略和

基于反向疫苗学的基本研究思路。本部分将对以

上疫苗设计策略进行详细讨论。

2.1 免疫原的抗原表位设计和稳定性优化

疫苗免疫原是疫苗发挥免疫保护作用的关键，

免疫细胞通过识别免疫原上的抗原表位以产生抗

体对抗病原体的感染，其中尤以中和表位所对应

产生的中和抗体具有强大的保护力。抗原表位根

据其空间结构特点可分成线性表位和空间表位。

线性表位是由蛋白肽链上一段序列相连续的线性

氨基酸残基所构成，空间表位则是由蛋白肽链中

不相连续的但空间位置接近的一些氨基酸或多糖

残基所构成。针对疫苗免疫原的设计往往从其抗

原表位的选择和优化展开，旨在设计出包含中和

表位在内的能够有效激活免疫细胞和引起中和保

护抗体生成的免疫原。疫苗免疫原的稳定性对于

疫苗有效性至关重要，稳定性良好的免疫原确保

了表位设计和天然的多聚体构象在免疫原上的有

效保留，也保证了疫苗储存和接种过程中抗原的

有效性。

2.1.1 以线性表位为主的免疫原设计

在早期针对SARS-CoV-2的疫苗研究中，研究

者们多以SARS-CoV-2表面刺突蛋白作为疫苗免疫

原设计，表面刺突蛋白与宿主细胞受体ACE2的结

合过程中，会经历从融合前构象到融合后构象的

转变，包括了 S1 亚基的脱落和 S2 亚基的构象转

变［71］。为了能够保持表面刺突蛋白的融合前构象，

McLellan 团队［72-73］先后设计了 S-2P 和 HexaPro 两

种变体，通过在表面刺突蛋白内部引入脯氨酸突

变，替换原本的柔性环区域或是 α-螺旋末端的氨
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基酸残基，稳定展示了表面刺突蛋白三聚体的融

合前构象，并提高其热稳定性，额外还实现了蛋

白表达水平的提高，这对SARS-CoV-2疫苗研发具

有重要意义。全球大流行背景下的SARS-CoV-2已

经变异分化出了多种毒株，基于抗体对不同毒株

的中和保护能力可将 SARS-CoV-2 分为七种血清

型［74-76］，多种血清型的病毒和不同毒株潜在的免疫

逃逸能力对当前SARS-CoV-2疫苗的开发提出了巨

大挑战，合理的疫苗设计以诱导广谱中和抗体对

抗不同毒株是疫苗研发的关键所在。一种可行的

策略是：针对不同病毒亚型抗原的共识线性表位

设计免疫原，以有效诱导广谱中和抗体。蓝柯与

徐可团队［27］采用共识序列策略，基于多种毒株的

传染性和免疫逃逸能力分析了SARS-CoV-2的表面

刺突蛋白的进化路线，通过对 2675个表面刺突蛋

白的系统发育分析，筛选其中的高频共有突变，

设计了一种广谱免疫原Span，并开发为广谱疫苗。

Chakraborty 团队［21］从抗体与抗原结合表位出发，

基于 DMS 获取的数据集和不同亚型病毒的序列，

设计了基于计算分析的和序列筛选的两类RBD抗

原，但以计算设计型 RBD 为免疫原的 mosaic-2和

mosaic-5两类疫苗，最终只针对 SARS-CoV-2的早

期株有良好的保护效力，而对XBB等奥密克戎亚

型的毒株缺乏效力，一个可能的原因是计算设计

型RBD受限于有限的训练数据，最终的突变序列

缺少足够的代表性以覆盖奥密克戎亚型等免疫逃

逸强的毒株类型。而以序列筛选型RBD为免疫原

的mosaic-7疫苗则具有强效的广谱中和能力，对奥

密克戎亚型毒株也同样具有保护力。这些方法基

于对抗原序列的分析，并以此指导最终疫苗免疫

原的设计，设计成功与否很大程度上取决于选定

序列的代表性和可靠性。在其他病毒疫苗的开发

中，也有类似的研究思路，金侠团队［77］通过分析

登革热四种血清型的包膜蛋白序列，设计了 cE80

（D4）和 cE80（max）两种免疫原，对四种亚型的

病毒均有一定的中和保护作用；HIV疫苗的开发中

图图2　疫苗设计策略和基于反向疫苗学的疫苗研究思路

Fig. 2　Vaccine design strategies and research paradigm based on reverse vaccinology
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也基于共识序列设计了多种免疫原并诱导了中和

抗体的生成［78-79］。计算工具的快速发展也为免疫原

的表位设计提供了巨大助力。早期一种常见的计

算工具辅助设计方法是基于抗原序列对比和虚拟

筛选等手段，从抗原中找出免疫原性较强的抗原

表位，再通过分子对接、虚拟模拟等方式验证肽

段的免疫原性［80-81］。Munthe团队［82］利用NIP算法

对SARS-CoV-2的多个肽段进行筛选和免疫原性验

证，最终发现了 33个数据库中缺少的新抗原表位，

新表位大多来自于SARS-CoV-2的非结构蛋白，这

些出现在不同变异株中的非刺突蛋白的保守表位

是广谱疫苗抗原表位设计的有利靶点。如今凭借

计算工具日益强大的预测能力，多种预测模型和

方法综合运用，更加快了免疫原的设计，通过结

构预测和序列预测分析抗原表位及其免疫原性，

重点研究特定关键残基，完成抗原的表位鉴定和

疫苗免疫原的表位设计任务［83］。

2.1.2 以空间表位为主的免疫原设计

RSV 感染是儿童和老年人等免疫低下人群呼

吸道疾病的重要原因之一，为世界带来巨大的公

共卫生负担，而RSV疫苗的开发此前却并不顺利，

直至RSV中融合前 F糖蛋白三聚体（prefusion F， 

pre-F）的结构的探明才有了显著进展［84］。此前以

融合后 F 糖蛋白构象为基础开发的 RSV 疫苗存在

较强的抗体依赖增强效应（antibody dependent 

enhancement， ADE），这会导致疫苗接种后不仅

不能产生有效的保护作用，反而引起病毒的加强

感染。而以融合前F糖蛋白构象开发的疫苗则能很

好地消除 ADE 效应，起到有效的保护作用［85］。

Graham 团队［86］以 pre-F三聚体构象为基础设计开

发了 DS-Cav1 疫苗，为了阻止分子重排为融合后

构象，稳定 pre-F构象并保留中和位点，通过引入

半胱氨酸突变形成二硫键和在结构中的空腔区域

引入突变以填充蛋白内部结构，明显提高了 pre-F

的稳定性。随后辉瑞公司在 DS-Cav1 的基础上继

续探索抗原设计，采用二硫键突变、空腔填充和

电荷优化突变三种策略进行计算设计生成了 398个

变体，最终筛选出最优的抗原 847，将抗原 847的

突变位点引入到RSV的A、B两种亚型的蛋白骨架

中，成功开发了一款高效的双价RSV疫苗［29］。莫

德纳公司基于 DS-Cav1 抗原设计的 mRNA 疫苗和

辉瑞公司基于 847抗原设计的双价疫苗均已在临床

试验中得到验证并获批上市［29， 87］。pre-F三聚体结

构作为疫苗免疫原的概念验证推动了 RSV疫苗开

发的飞速进展，这也得益于研究者对于抗原空间

表位的高度重视和日益深入的认识，基于抗原结

构和空间表位进行合理的免疫原设计是未来疫苗

开发的重点。

从抗原空间表位出发，重视疫苗中免疫原恰

当的构象展示并指导疫苗开发，这样的策略在HIV

病毒、寨卡病毒、登革热病毒等的疫苗研发中也

得到了运用。HIV疫苗的研发主要关注于包膜糖蛋

白（envelope glycoprotein， Env）三聚体稳定的空

间展示，通过氨基酸突变和二硫键引入等方式稳

定 Env 三聚体结构［88］，并开发出了 SOSIP［89］、

NFL2P［90］、UFO［91］等Env三聚体设计，尽管尚无

有效的 HIV 疫苗面世，但这些尝试仍然为 HIV 疫

苗和其他病毒疫苗的开发提供了宝贵经验。

Haynes团队［92］将分子动力学模拟与马尔可夫状态

模型相结合，揭示了抗体与抗原从“相遇态”到

“结合态”的动态结合路径，通过对免疫原的靶向

突变和结构优化改善了免疫原性。寨卡病毒、登

革热病毒等黄病毒属病毒的疫苗开发困难在于疫

苗难以诱导有效的交叉中和抗体产生，无中和能

力的交叉抗体反而引起了病毒自身和病毒交叉之

间明显的 ADE效应，加剧了病毒感染［93-94］。以线

性表位为主的抗体往往不能有效中和病毒感染，

反而促进了ADE效应［95］，但靶向以E蛋白二聚体

的空间表位为主的抗体却表现出了优越的中和活

性，且抑制了 ADE效应［96-97］，表明了以空间表位

为设计出发点的疫苗免疫原设计策略的重要意义。

Screaton 和 Mongkolsapaya 等通过引入二硫键设计

制备了一种共价稳定的寨卡病毒 E 蛋白二聚体疫

苗，有效避免了融合环表位等非中和表位的暴露，

抗体的生成也不会诱导登革热病毒感染的ADE效

应［98］。高福、戴连攀、严景华等［99］则进一步改进

了疫苗免疫原的设计，通过同源替换将E蛋白中的

融合环表位替换为黄病毒属中亲缘关系最远的昆

虫特异性黄病毒的同源序列，改变了融合环表位

上结合ADE抗体的三个关键氨基酸，并通过一系

列中和保护性抗体和 ADE抗体对改造后 E蛋白抗

原进行正向和负向筛选，提出了 MutB 和 MutC 两
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种免疫原设计，实现了融合环表位的消除和中和

表位的维持，疫苗不仅完全阻断寨卡病毒的垂直

传播，还消除了对四种血清型登革病毒的 ADE。

Rey 和 Screaton 等［100］针对广谱中和抗体 C10 的研

究揭示了这类空间表位设计疫苗优势的原因，疫

苗免疫原展示出病毒抗原的天然构象，包括E蛋白

二聚体和完整的二十面体病毒外壳展示，疫苗接

种使得机体产生中和抗体特异性结合 E 蛋白二聚

体，并且阻止E蛋白构象变化，防止病毒感染所需

的E蛋白三聚体构象的产生。

2.2 免疫原的修饰对优化设计的影响

许多病毒都会采取糖基化等翻译后修饰途径

对蛋白进行结构修饰以利于自身生存，针对抗原

修饰对疫苗免疫效果的影响同样是疫苗设计中的

重要部分。SARS-CoV-2中表面刺突蛋白的糖基化

是疫苗设计所需要考虑的重要方面，病毒通过糖

基化遮蔽某些关键抗原表位实现了免疫逃逸［101］。

为了起到良好的免疫效果，疫苗免疫原设计时需

考虑优化免疫原中的糖基化位点，暴露出原先被

遮蔽的关键中和表位，同时也要适当保留部分糖

基化位点以展示病毒的天然构象，稳定其抗原结

构［102］。尽管抗原的糖基化修饰会减弱机体的免疫

反应，不利于疫苗引起免疫应答，但糖基化对抗

原表位的遮蔽有时也会使得机体的免疫反应更加

趋向保守表位而非免疫显性表位，反而更有利于

广谱中和抗体的生成［103］。HIV疫苗免疫原 Env表

面具有高度的糖基化，HIV疫苗免疫原的设计需要

采取合理的糖基化手段对其进行修饰以诱导中和

抗体生成。Mascola团队［104］针对 eOD-GT8免疫原

进行改造，利用 N-连接聚糖修饰掩盖非保守 CD4

结合位点上的相关表位，相较于未做糖基化修饰

的 eOD-GT8，突变体刺激了更强的保守 CD4位点

的特异性抗体，证明了聚糖掩蔽修饰对疫苗免疫

原设计的价值，可以限制脱靶抗体的诱导产生，

并将免疫反应集中在保守表位。除了糖基化等病

毒天然存在的表面修饰外，人为采取的 PEG化修

饰等表面修饰策略也在疫苗免疫原设计中有所应

用。Kim 团队［105-106］提出了“保护-修饰-去保护”

（protect-modify-deprotect， PMD）的疫苗设计策

略，目的是将疫苗免疫诱导的抗体集中在由特异

性单克隆抗体结合的抗原表位上，从而引起更强

的中和保护作用。PMD策略首先用特异性单克隆

抗体与抗原结合在疫苗的靶表位形成一层保护，

接着使用 PEG修饰抗原的剩余外表面，限制其免

疫原性，最后去除单克隆抗体与抗原的结合，解

除靶表位的表面保护。他们以流感病毒血凝素抗

原（hemagglutinin， HA）作为尝试验证了该策略

的可行性，设计疫苗靶向HA保守的茎干表位而非

免疫显性的头部表位，并成功诱导了更强的交叉

反应抗体的生成［105］。

疫苗免疫原的优化设计对于疫苗的有效性至

关重要，传统疫苗设计中免疫原主要源自于病原

体的天然组分，如表面糖蛋白、荚膜多糖等组分，

这类设计能最大程度保留抗原的天然构象，确保

免疫原性，进一步的优化则显著提升了疫苗的保

护效力。而人工智能驱动的蛋白质从头合成，为

疫苗设计开辟了新路径——通过精准预测与生成

蛋白结构及序列，实现免疫原的完全人工设计。

这一策略突破了天然抗原的进化限制，对HIV、流

感等高变异病毒疫苗的开发具有革命性意义。以

HIV、流感病毒为代表的高变异病原是当前疫苗设

计的难题，病原基因的高速变异不仅增强了病毒

的免疫逃逸［107］，而且限制了有效中和表位的展

示，削弱疫苗诱导产生的抗体免疫反应，即使针

对特定的保守表位进行疫苗设计，同样存在免疫

原性弱，抗体应答水平低下的问题，难以产生有

效的广谱中和抗体［108-109］。此前高变异病原的疫苗

设计主要围绕抗原表位优化和多价抗原表位展示，

旨在增强广谱中和抗体的诱导产生［110］，弥补以往

疫苗仅针对少数几类病毒毒株具有保护效力的不

足。而伴随蛋白质优化和从头合成策略的深入发

展，免疫原的设计进入了新的阶段，通过设计与

病毒保守表位相似且免疫原性强的优势抗原表位，

人工合成疫苗免疫原诱导广谱中和抗体产生，以此

对抗病毒的高频突变。但从头合成目前在疫苗免疫

原设计中还没有广泛得到应用，可能是受到免疫原

复杂天然构象的限制，成功的免疫原设计需要精确

展示中和表位并能够模拟抗原的天然构象变化，避

免非中和表位的暴露，最终诱导广谱中和抗体的生

成。尽管如此，从头合成策略的巨大价值已经在疫

苗的其他设计中得到了验证，在疫苗递送载体和佐
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剂的研究中，从头合成策略的应用已显著提高了疫

苗的免疫原性，引起强效的保护性免疫应答。

3 疫苗递送载体的优化设计

在当今应用广泛的疫苗技术中，纳米颗粒疫

苗作为一种独特的蛋白亚单位疫苗备受人们关注。

纳米颗粒可作为疫苗的递送载体对免疫原进行递

呈，纳米疫苗的尺寸大小与病原体相近，可以模

拟天然状态下的病毒入侵，有助于树突状细胞的

摄取和免疫应答的产生，是抗病毒疫苗的优秀载

体［111］。纳米颗粒疫苗具有丰富多样的递送方式，

如脂质体、外泌体、无机纳米材料、有机纳米材

料和蛋白纳米颗粒等，这些方式各有优劣，而蛋

白纳米颗粒递送载体作为一类新兴的疫苗递送载

体展现出了其独特的优势，迅速成为当前疫苗研

发的热点所在，并已有不少疫苗走向临床［112-115］。

3.1 蛋白纳米颗粒疫苗的特点与优势

蛋白纳米颗粒疫苗常用的递送载体主要有病

毒样颗粒（virus-like particle， VLP）和自组装蛋

白两种。VLP 是最早用于疫苗递送的蛋白纳米颗

粒载体，乙型肝炎病毒表面抗原纳米颗粒、流感

基质 1蛋白纳米颗粒、噬菌体AP205外壳蛋白等均

是已经得到应用并验证有效性的 VLP纳米颗粒载

体［116］。然而VLP的表达水平相较于重组蛋白亚单

位相对较低，且可能混有源自宿主表达系统中的

污染物［117］，病毒基因组的缺乏也导致了VLP纳米

颗粒存在一定的不稳定性［118］，这些因素影响了

VLP 作为纳米颗粒疫苗递送载体的大规模应用。

相较之下，自组装蛋白具有的单一寡聚的蛋白结

构在作为递送载体方面颇具潜力，优良的稳定性

确保了疫苗递送的有效性和可靠性，以及偏离保

存温度时具有更强的耐受性［119］。这也使得纳米颗

粒疫苗更能应对疫苗生产、储存、运输、应用的

全链条中面临的问题，如疫苗冷链运输的硬性要求

和难以完全配套的硬件设施之间的冲突［120］。已经应

用为纳米疫苗递送载体的自组装蛋白包括铁蛋白

（ferritin）、二氧四氢蝶啶合酶（lumazine synthase， 

LS）、 二 氢 硫 辛 酰 乙 酰 转 移 酶 （dihydrolipoyl 

acetyltransferase， E2p）、SARS-CoV-2病毒的非结

构蛋白 10（nonstructural protein 10， nsp10）。铁蛋

白和LS在三重对称轴处表面可以顺利展示三聚体的

免疫原，这一特性十分利于 SARS-CoV-2、RSV、

HIV等病毒的三聚体免疫原疫苗开发，是纳米疫苗

中最为常见的递送载体［116］。铁蛋白在绝大多数生

物体内均存在，参与细胞内铁的储存，是由 24个

亚基多聚组成的蛋白；LS是一种参与核黄素合成

的酶，多见于细菌和古细菌中，由 60个亚基组成，

比铁蛋白具有更高的亚基数，具有二十面体结构，

与病毒的天然结构也更为接近。蛋白纳米颗粒作

为疫苗递送载体也存在一些问题：一方面，纳米

颗粒递呈疫苗的过程中存在免疫原构象改变的潜

在风险，这会导致免疫原的错误折叠和免疫原性

的减弱乃至消失；另一方面，纳米颗粒作为异源

蛋白进入机体，也会引起相当程度的免疫应答。

尽管也有研究表明机体虽然存在对纳米颗粒递送

载体的免疫反应，但不会影响疫苗的中和保护作

用和再次免疫的免疫激活［121］，而纳米颗粒自身的

免疫原性仍然不可忽视［122］。

使用自组装蛋白递送的纳米颗粒疫苗具有独

特的免疫原展示方式，这些使得纳米颗粒疫苗有

着远强于以往重组亚单位疫苗的免疫应答和中和

保护能力，并且在诱导广谱交叉保护方面也具有

优势。以自组装蛋白单独亚基递呈免疫原，最终

自组装为多聚的纳米颗粒疫苗，这种疫苗递送方

式使得单个纳米颗粒表面能够展示数十个免疫原，

实现高密度的抗原展示，显著提高免疫应答水平，

引起更多的特异性抗体生成［123-124］。而不同聚体数

的自组装蛋白存在免疫原展示数的差异，这种差

异也会影响抗体的生成水平和中和保护效力［125］。

自组装蛋白的结构还为纳米疫苗提供了多样的几

何展示方式，将免疫原集中于特定表面进行递呈，

以自组装蛋白载体为基础实现免疫原三聚体蛋白

的共同递呈，纳米颗粒疫苗的几何展示方式能够

稳定免疫原的三聚体结构，增强抗原递呈，诱导

更多中和抗体的产生［126-127］。纳米颗粒疫苗的抗原

展示中最具有潜力的莫过于抗原多价展示，自组

装蛋白各个亚基负载不同抗原并进行自组装，在

单个纳米颗粒疫苗表面轻易便可展示多种抗原，

这种 mosaic（“马赛克”）策略能够明显提升疫
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苗的免疫效果，通常可以引起比多型单价免疫原

的疫苗混合物更强的免疫应答。mosaic 策略构建

的多价纳米疫苗可以与多个B细胞受体形成交联，

给予强烈且多样的抗原刺激，通过亲和力效应可

以激活更多低亲和力的初始B细胞生成，显著增加

B细胞克隆型多样性，通过体细胞超突变诱导出超

强中和能力或跨病毒中和能力的强大抗体［128］；

mosaic 策略还可以改善免疫原的表位展示，在

SARS-CoV-2［129］、HIV［130-131］、流感［121］等病毒的疫

苗研发中，运用 mosaic策略可以减少免疫原的非

中和表位的展示，增加对于中和表位尤其保守的

中和表位的展示，从而促进了广谱中和抗体的生

成。而与 mosaic策略相近的多免疫原融合共表达

展 示 策 略 的 价 值 也 得 到 了 验 证 ， Bjorkman、

Townsend、Howarth等［132］对于四重蛋白纳米笼的

研究表明多免疫原融合共表达展示可以引起与

mosaic-8疫苗相当甚至更强的免疫反应。

3.2 蛋白纳米颗粒递送载体的优化设计

以自组装蛋白递送的纳米颗粒疫苗的成功应

用充分体现了递送载体对疫苗的重要意义，蛋白

纳米颗粒递送载体可以明显改善疫苗免疫的应答

反应，而适当的优化设计可以进一步改进蛋白纳

米颗粒的性能以满足需要。

免疫原通常需以一定的方式附着于蛋白纳米

颗粒表面展示，当前常见的附着方式主要为化学

偶联、融合表达和标签偶联三种方式［116， 133］，它们

具有各自的优势。化学偶联方式可以通过氨基酸

修饰和化学处理完成免疫原的负载，方法简单，

且已被证明能够显著提高免疫应答，但需在化学

修饰完成后去除冗余辅料成分以进一步提纯疫

苗［133］；融合共表达方式在蛋白的表达和纯化层面

更为简单易行，相较于化学偶联有更高的附着精

度，但需要选择适宜的表达系统以避免融合体无

法表达或是免疫原构象错误折叠；标签偶联方式

则利用“即插即用”的 SpyTag/SpyCatcher 等偶联

系统实现免疫原的附着，但偶联系统本身会引起

一定的非中和抗体应答，而且偶联系统的偶联效

率也是一个潜在的需要解决的问题［125， 134］。我们团

队曾以 SpyTag/SpyCatcher 系统为基础，将 SARS-

CoV-2 免疫原与铁蛋白偶联，构建了针对 SARS-

CoV-2的纳米颗粒疫苗，该疫苗可以诱导高滴度的

针对野生型SARS-CoV-2的中和抗体，然而在实际

应用中也发现该偶联系统的偶联效率并非百分之

百，免疫原并未如预期达到最大负载上限，在制

备的纳米颗粒疫苗中存在未偶联免疫原的铁蛋白

亚单位［135］。因此，需要通过进一步的优化设计改

进已有的抗原附着方式，提供更为可靠的偶联策

略。一方面可以对偶联系统本身进行优化设计，

如 SpyTag/SpyCatcher系统的迭代升级［136-138］；另一

方面则是从蛋白纳米颗粒自身出发构建偶联系统。

郭宇团队［139］通过对蛋白纳米颗粒自身的改造，为

铁蛋白设计了全新的适配标签Fagy-tag，以人类铁

蛋白重链和其天然受体 NCOA4的复合物为基础，

分析其分子结构和作用模式，采用生物信息学以

及人工智能辅助工具，构建了仅 16个氨基酸残基

的靶向结合多肽，该多肽对铁蛋白纳米颗粒表面

具有较好的亲和力和稳定性，他们以Fagy-tag为基

础成功开发了狂犬病纳米疫苗，证实了这一设计

的有效性。

纳米颗粒疫苗的自组装特性和高密度的免疫

原展示为应用 mosaic策略提供了充分的支持，融

合共表达方式通过共表达多个不同的免疫原-自组

装蛋白基因，在表达和蛋白自组装的阶段将免疫

原分布于纳米颗粒表面［128， 140-141］，标签偶联方式则

更为简单，用多种带有标签的免疫原与自组装蛋白

共孵育，在标签偶联的过程中分布免疫原［128， 142-143］，

最终顺利开发出广谱疫苗。然而，这种构建

mosaic 疫苗的策略存在一定的随机性问题，即使

共表达或是共孵育时保持各种免疫原含量等比例

投入，仍然不能保证纳米颗粒疫苗表面不同免疫

原的均匀分布，这种随机性可能限制 mosaic策略

的发挥。Bjorkman团队［144］以流感疫苗为基础探究

了 mosaic疫苗的免疫反应，他们发现 mosaic疫苗

的抗体应答水平虽然高于同型单价免疫原疫苗，

但与多型单价免疫原混合疫苗相比并无明显差异，

表明了 mosaic策略在解决多价疫苗诱导抗体应答

水平上，尚未完全做到优于多价亚单位疫苗。为

解决这一问题，一种思路便是改进现有的自组装

蛋白纳米颗粒，Kwong和Mascola团队［145］没有使

用常见的细菌来源铁蛋白，而是使用昆虫来源的
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铁蛋白作为优化设计起点，利用其重链和轻链两

种亚基的结构特点构建双价疫苗，同时截去野生

型铁蛋白N末端位置的部分残基，使得其N末端更

利于抗原三聚体的展示，并在流感和 HIV 免疫原

上验证了该设计的可行性，双价纳米颗粒可以在N

端和C端分别融合共表达不同免疫原，或是利用两

套不同的偶联系统偶联免疫原，从而精确地负载

免疫原，减小了随机负载免疫原存在的不利影响。

基于计算工具发展的蛋白纳米颗粒递送载体

的设计具有广阔的前景。当前自组装蛋白大多来

源于自然界天然存在的多聚体蛋白，其筛选开发

和实际应用需要一定的探索时间，但计算设计的

自组装蛋白纳米颗粒可以根据应用需要直接进行

结构设计，有较强的导向性。它可以在设计之初

便根据免疫原递呈的需要，有目的地开发特定结

构的自组装蛋白，直接控制免疫原展示的几何形

状。例如在端点处展示三聚体等融合前免疫原结

构或是整体展示为类病毒的二十面体外壳结构，

突破了天然骨架的局限性。也可以直接调控递送

载体的聚体数进而改变免疫原的展示密度［146］。多

数情况下，高密度的抗原展示会增强对B细胞的刺

激活化，明显增强抗体反应，但过高的抗原密度

也会在一定程度上影响抗原表位的可及性，在HIV

的 BG505 Env 三聚体纳米颗粒疫苗中，高密度的

抗原展示反而不利于三聚体抗原基底近端表位的

展示，而这类保守表位的暴露与广谱中和抗体的

生成密切相关，所以纳米颗粒疫苗设计需要控制

合理的抗原展示密度，兼顾抗体的强度和广

度［130， 142， 147］。I53-50 为代表的系列计算设计蛋白

纳米颗粒最早得到了应用，在 RSV疫苗的研发中

I53-50递送的纳米疫苗不仅有更强的稳定性，更改

善了疫苗的抗原提呈和抗体反应质量［126］。尽管后

续研究表明疫苗中递送的 F 糖蛋白构象稳定性欠

佳，同时保留有融合前和融合后两种构象［142］，但

也证明了计算设计蛋白纳米颗粒的巨大应用价值。

最新的纳米颗粒计算设计吸取了病毒天然结构的

特点，提出了两种可供广泛应用的通用设计方

法［148-149］。病毒会采取两种措施改变其外壳结构的

对称性，形成体积更大、更为复杂的外壳结构：

一是将不同构象的同一亚基放置在不同环境下，

即“准对称性”（quasisymmetry）；二是用高度相

关但不完全相同的亚基组建对称结构，即“赝对

称性”（pseudosymmetry）［148］。在计算设计中利用

准对称性和赝对称性的思路将已有的纳米颗粒进

行优化设计，从而创造出更高聚体数、更大体积

的纳米颗粒。第一种通用设计方法从寡聚体纳米

颗粒出发，首先设计出由同源三聚体多聚组成的

纳米颗粒，其次在同源三聚体的骨架中分别引入

三条异源序列，设计出由三个不同序列亚基组成

的异源三聚体，经过精心设计后的异源三聚体中

每个亚基的交界面由异源序列结构维持，确保了

ABC型异源三聚体的准确组装，最后将异源三聚

体插入在同源三聚体之间，组装而成T=4的大纳米

笼结构（T用于描述纳米颗粒的排列模式，T越大

代表颗粒体积越大和亚基数越多）［148］。这种方法

能够构建严格对称且组装模式高度符合预期的新

纳米颗粒，但其组成要求四个异源亚基的设计和

构建，且伴随T的增加对异源亚基数目的要求也随

之提高。第二种通用设计方法综合了准对称性和

赝对称性，同样从寡聚体纳米颗粒开始，对同源

三聚体进行序列突变和筛选，利用破坏性突变和

补偿性突变破坏原有的CCC型同源三聚体结构并

构建稳定的AAB型和ABB型异源三聚体，之后将

AAB 型异源三聚体和 CCC 型同源三聚体相组装，

形成 T=4的纳米颗粒，接着引入 ABB型异源三聚

体乃至 BBB 型异源三聚体，即可进一步形成 T为

9、16、36的更复杂纳米颗粒。这种方法利用赝对

称性将异源三聚体以不同构象设计于纳米颗粒组

成中，从而实现了T的逐级递增，提升了纳米颗粒

的应用价值。且设计中仅要求三个异源亚基的序

列，后续通过改变同源三聚体和异源三聚体的组

成比例即可根据设计提高纳米颗粒的T，有更强的

经济性，然而实际组装过程中，异源三聚体的排

列顺序并不完全依照设计进行，而更倾向于低T值

的排列方式，这一现象使得该方法在纳米颗粒设

计的精确度上有所欠缺［149］。而无论哪种设计思

路，最终都能够显著改变纳米颗粒的聚体数和亚

基类型数，这使得其作为疫苗载体应用开发时可

以更轻易地提高抗原的递呈密度，并且构建出精

准比例的多价疫苗，消除常规的多价纳米颗粒疫

苗中mosaic策略的随机性问题。
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3.3 蛋白纳米颗粒递送系统与佐剂的联合应用

以蛋白纳米颗粒递送系统为基础的纳米颗粒

疫苗主要利用尺寸效应和高密度抗原展示提高疫

苗的免疫反应，纳米颗粒疫苗恰当的尺寸大小有

利于抗原递呈细胞的摄取和保留，抗原的高密度

展示则进一步增强了免疫细胞尤其B细胞的刺激活

化，从而引起更加迅速强效的抗体反应［116， 123］。而

与不同佐剂的联合应用可以进一步增强纳米颗粒

疫苗的免疫效应，通过对不同免疫机制的激活，

实现对机体产生更为强大的抗体保护。

当前已被批准用于临床应用的佐剂包括铝佐

剂 、 MF-59、 AS04、 AS03、 AS01、 CpG ODN 

1018、Matrix-M和 AlhydroxyquimⅡ等［8］，这些佐

剂主要从两个方面增强免疫：一是改变抗原性状

以提升其生物利用度，二是作为免疫刺激剂激活

先天免疫，不同佐剂在具体的免疫激活机制上存

在一定的差异，可以根据疫苗设计和特定的免疫

需求选择合适的疫苗佐剂。常见的铝佐剂是通过

在注射部位形成抗原库控制抗原持续释放来增强

免疫，MF-59、AS03等佐剂在此基础上还能够在

注射部位形成趋向炎症的免疫生态位，招募巨噬

细胞、树突状细胞、中性粒细胞等细胞浸润于注

射部位，提高抗原的摄取利用［150-151］。AS04、CpG 

ODN 1018等佐剂主要作为免疫刺激剂激活先天免

疫系统通过激活特定的模式识别受体启动下游通

路，最终引起不同类型的免疫反应，例如AS04包

含的单磷酰脂质 A 可以特异性激活 Toll样受体 4，

CpG ODN 1018 则激活 Toll 样受体 9，随后通过

MyD88 通路启动信号传导，激活 NF-κB，诱导促

炎细胞因子分泌，促进 Th1 型细胞极化［150］。

AS01、Matrix-M等皂苷类佐剂协同激活先天免疫

与适应性免疫，具有较高的应用价值，皂苷类佐

剂在注射部位募集先天免疫细胞，将抗原转运至

引流淋巴结改善抗原的摄取和递呈，在抗原递呈

细胞内，皂苷破坏溶酶体膜实现抗原逃逸，激活

NLRP3炎症小体和促进MHC分子交叉递呈；在适

应性免疫方面，皂苷类佐剂促进生发中心反应，

诱导高亲和力抗体及长寿命浆细胞，且有促进抗

体表位扩散的作用，诱导偏向 Th1 型免疫反应

发生［150， 152］。

当前纳米颗粒疫苗应用较多的佐剂多为铝佐

剂或是 MF-59 等水包油佐剂，也有部分疫苗应用

CpG 等免疫刺激剂类佐剂，这些纳米颗粒疫苗和

佐剂联合应用已被证实具有明显的免疫反应［153］。

但这些联合应用目前主要局限在铝佐剂等常用的

疫苗佐剂，尽管安全性得到了过往临床应用中的

充分验证，但也存在免疫增强效应有限的不足，

尤其是CD8+ T细胞免疫反应的缺失，可能存在抗

体反应强效但不持久的问题，无法实现长期的免

疫保护。为了进一步改善纳米颗粒疫苗的免疫反

应，尤其针对HIV、流感等高变异病原，需要将佐

剂的选择和优化纳入设计考量当中，使疫苗诱导

的抗体反应更加持续长久，实现机体的长期保护。

Irvine团队采用铝佐剂和 SMNP双佐剂系统进行免

疫，双佐剂系统显著改善了抗原的递送和淋巴摄

取过程，铝佐剂形成局部抗原库限制抗原释放后，

SMNP佐剂募集先天免疫细胞聚集并不断摄取、递

呈抗原，从而促进了生发中心和抗体反应的显著

增强，并提高了抗体的多样性［154］。未来纳米颗粒

疫苗设计也可采取类似的佐剂联用策略，选择与

纳米颗粒递送载体互补的佐剂协同作用，如与皂

苷类佐剂联用，在纳米颗粒向抗原递呈细胞高密

度呈递抗原后，进一步在内部发挥溶酶体逃逸作

用，改善抗原的摄取和呈递以增强疫苗免疫。

4 反向疫苗学2.0时代下的疫苗研发

4.1 反向疫苗学 1.0 时代和 2.0 时代

反向疫苗学最早于 2000 年由 Rappuoli 提出，

其核心是指利用病原体的基因组序列信息来发现

和筛选候选疫苗抗原，然后在体外表达这些候选

蛋白，进行免疫原性和保护效力测试［12］。不同于

传统疫苗学通过物理、化学方法灭活或减毒整个

病原体，或者从培养物中分离纯化其主要成分的

方法，反向疫苗学从基因到疫苗的直接设计突破

了病原体培养的限制，且更具全面性、高效性和

安全性。反向疫苗学最为经典和成功的疫苗设计

莫过于B群脑膜炎球菌疫苗的设计，克服了传统多

糖疫苗免疫原性差且可能引发自身免疫反应的问

题，成功推动了多款疫苗的临床应用。疫苗设计
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过程中首先对多个MenB菌株进行全基因组测序，

利用生物信息学筛选出近 600个编码表面暴露或分

泌蛋白的候选基因，随后在大肠杆菌中表达并纯

化了其中 350多种重组蛋白，接着进行小鼠免疫，

检测生成的抗体是否能结合不同MenB菌株的表面

并发挥中和活性，通过多次的疫苗免疫和抗体检

测最终筛选出一些能诱导广谱中和抗体的抗原。

利用这样的设计方法，研究者们成功开发了多款

MenB 疫苗，其中尤以葛兰素史克公司开发的

Bexsero和辉瑞公司开发的Trumenba两款疫苗保护

效果最为突出，疫苗接种者中绝大多数均产生了

有效的中和抗体，且具有广谱保护效力［155-156］。但

存在抗体保护有效期短的缺点，因此需要进行多

次加强免疫。反向疫苗学指导的疫苗研发同时也

存在一些局限性，包括过度依赖生物信息学的预

测；对于非蛋白抗原如多糖、脂类等缺少关注和

设计；对于抗原复杂变异的情况针对性差，缺少

广谱中和保护。这些局限性限制了反向疫苗学 1.0

的应用空间，但它新颖的设计理念为后续更强大

的反向疫苗学 2.0奠定了牢固基础，并极大地推动

了后续的新型疫苗开发。

反向疫苗学2.0是在反向疫苗学1.0的基础上发

展而来的，反向疫苗学2.0进一步拓宽了反向疫苗学

的内涵，除了从病原体基因组中挖掘潜在免疫原，

还引入了结构疫苗学（structural vaccinology）的设

计理念［157］。在反向疫苗学 2.0 时代下，疫苗研发

以抗原结构为导向，从抗原-抗体免疫复合物分子

结构出发，通过结构生物学和B细胞技术等方法，

找出抗原关键中和表位，从而为免疫原的理性设

计提供结构基础［158］。随着结构生物学、单细胞技

术和蛋白工程等领域的迅猛发展，反向疫苗学 2.0

逐渐成为主流［159］。其核心理念是以高分辨率抗原-

抗体复合物的空间结构信息为基础，识别和解析

能被高亲和力中和抗体有效识别的功能性表位。

研究团队通过 X 射线晶体学、冷冻电镜等手段，

将抗体与病原抗原形成的复合物进行三维结构解

析。这种方法突破了传统基于序列或预测的筛选

方式，实现了从“被动筛选”向“结构理性设计”

的转变。例如在 RSV疫苗研发中，通过结构方法

确定F蛋白的前融合构象，并通过工程化手段加以

稳定，使其在疫苗中能高效诱导出广谱中和抗体，

带来了结构指导疫苗开发的首次重大突破。此外，

单B细胞分离与高通量测序技术则极大丰富了可供

研究的抗体库［157］。通过单B细胞技术，研究者能

够从自然感染者或疫苗接种者体内分离出大量具

有广泛中和活性的抗体，并对其进行基因测序与

功能验证。随后，这些中和抗体可用于与靶抗原

形成复合物，通过结构生物学手段解析结合界面，

识别抗原中的关键中和表位。以流感、HIV、RSV

等病毒为代表的高变异病原体，均出现了利用单B

细胞测序联合结构解析的“抗体指导疫苗设计”

成功案例，这也标志着疫苗开发逐步从序列主导

向结构主导转型［157］。

4.2 其他技术与反向疫苗学 2.0 的融合发展

反向疫苗学 2.0进一步吸收了抗体工程以及计

算生物学等多学科的进展。例如，Stanfield 团

队［160］以广谱中和抗体 Z13e1 与 HIV 包膜糖蛋白

gp41的膜近端外部区域复合物结构为起点，通过

PDB数据库筛选出主链构象相近的 IL-22作为蛋白

骨架，设计了 Z13-IL22-2 免疫原，尽管成功复现

了 HIV 关键表位的空间构象，但其诱导的中和效

力有限。Patel团队则利用 Ab2抗体对抗原表位结

构高度模拟的特性，将 B2.1A抗体开发为 HCV疫

苗的免疫原［161］。与此同时，Gacche团队［162］将计

算表位预测与实验验证相结合筛选并鉴定了两种

HCV E1 糖蛋白的免疫原性肽，使用 IEDB 和

SYFPEITHI等表位预测算法获取数据，并使用分

子动力学模拟和免疫信息学分析筛选确定潜在的

表位候选者。Correia团队［47］开发的TopoBuilder算

法能够根据设计需求构建全新蛋白骨架，实现了

RSV 融合前糖蛋白多个表位的高效空间呈现，最

终开发了可重塑免疫反应、集中中和能力的三价

RSV 疫苗 Trivax。TopoBuilder 算法首先枚举与目

标表位兼容的蛋白折叠空间，之后将蛋白二维拓

扑结构透射于立体空间中，进一步优化其二级结

构空间排布，最后使Rosetta FunFolDes进行原子级

结构优化与具体的蛋白序列设计。综上，这类方

法为不同病毒疫苗的免疫原精准设计提供了通用

思路，更加突破了对天然抗原结构的依赖。前期

通过计算筛选确定具有良好免疫原性的有效表位，

168



第 7 卷 www.synbioj.com

后期从头合成适宜的蛋白骨架展示目的表位，最

终直接设计出优越的疫苗免疫原而不受限于天然

抗原结构。

在抗体-抗原结构解析的基础上，计算模拟和

蛋白工程也作为反向疫苗学 2.0不可或缺的组成部

分［158］。研究者利用分子动力学模拟、蛋白对接分

析和“从头”设计等算法，对已确定的中和表位

进行结构优化或重构。此外，种系靶向（germline 

targeting）策略已成为疫苗设计领域的前沿方向。

该策略通过解析广谱中和抗体的进化路径与种系

抗体的结构特征，针对性地设计能有效结合并激

活特定种系B细胞受体的免疫原，从而在免疫应答

起始阶段就引导B细胞沿生成广谱中和抗体的路径

进化。此方法尤其适用于HIV、流感等高度变异病

原体的疫苗研发。例如，eOD-GT8等 HIV 免疫原

通过结构优化，能够选择性激活VRC01类抗体种

系B细胞，在动物模型和人体试验中已展现诱导广

谱抗体的潜力［158］。类似的思路也已被应用于流感

茎部抗原和 RSV疫苗的开发，为后续疫苗的精准

设计和广谱保护提供了新的解决方案。

总体来看，反向疫苗学 2.0在理念和技术路径

上实现了从基因组信息挖掘到结构理性设计的全

方位升级。其流程涵盖抗体发现（通过单B细胞分

离与测序）、高分辨率三维结构解析、结构模拟与

蛋白工程等计算优化手段，以及在体外和体内进

行的免疫原性功能验证，各环节协同推进，极大

提升了针对复杂和多变病原体的疫苗开发效率。

与此同时，这一新范式也为未来应对未知新发传

染病疫苗的快速研发提供了坚实的理论基础与技

术平台。随着人工智能、深度学习等前沿技术及

结构预测工具的不断应用，反向疫苗学 2.0有望持

续引领疫苗研发迈向更高效、更精准、更具个性

化的发展方向。

5 疫苗设计的挑战与未来

多样化的疫苗设计策略推动了疫苗研发的不

断进步，蛋白质优化与从头合成的应用使得疫苗

设计日益理性化和系统化，而计算工具的蓬勃发

展更为此注入了新鲜活力。在疫苗的漫长研发进

程中，研究者发展和总结了许多可靠的通用设计

方法，蛋白质优化设计中定向进化、半理性设计、

理性设计方法，还有从头合成的计算设计方法，

这些方法作为蛋白质设计的核心基础支撑疫苗设

计。针对疫苗免疫原的设计包括了以抗原表位为

主的设计和引入表面修饰的设计，这些设计方法

在 SARS-CoV-2、RSV等病毒疫苗的研发中发挥了

重要作用。在几年间便推动了多款疫苗的开发，

并顺利走向临床，而且克服了原先存在的免疫原

性差的关键问题。纳米颗粒疫苗作为一类充满潜

力的新型疫苗悄然兴起，这既为疫苗开发创造了

新渠道，也对疫苗的优化设计提出了更高的要求，

在兼顾免疫原设计的同时，还需要对纳米颗粒递

送载体进行设计，通过对天然自组装蛋白改造或

是计算设计合成新多聚体蛋白改进疫苗设计，可

以助力于克服现有的局限性，进而拓宽疫苗应用。

随着计算工具的不断发展和大量运用，计算设计

在疫苗研发领域的重要性日益凸显。反向疫苗学

日益成为当前疫苗研发的重要策略，它以抗原-抗

体复合物结构为基础进行疫苗研发，其中包括结

构分析、表位筛选、蛋白结构设计与优化等多个

环节，计算工具的帮助不仅加速了这些复杂环节，

还提升了疫苗设计的精确性和效率。同时，纳米

颗粒疫苗的安全性也需要密切关注，虽然铁蛋白

或是 I53-50等纳米颗粒均源于自然界的天然蛋白及

其改造蛋白，但它们的安全性问题仍然无法忽视。

当前应用的纳米颗粒大多存在一定的免疫原性，

除了对疫苗有效性带来的挑战，其生物安全风险

也值得考量［122， 163］。针对纳米内核过强的免疫反应

可能会为机体带来不必要的炎症反应，具有一定

的隐患。正如其他新型疫苗平台的应用一样，纳

米颗粒疫苗在临床应用中需要面临严格监管与审

批，只有通过全面的临床前和临床试验确证纳米

疫苗的安全性和有效性，充分考量了纳米颗粒自

身免疫原性和在体药代动力学等安全性问题后，

才能顺利走向临床应用［122］。

未来的疫苗设计中将主要围绕两方面的挑战

展开。一方面，针对目前已知的 SARS-CoV-2、

HIV、流感等高变异病毒设计开发疫苗，诱导广谱

中和抗体的产生和免疫保护。尤其是 HIV 疫苗，

自研发以来大量失败的尝试和积累的研究经验表

明广谱中和抗体在免疫保护中不可替代的关键作
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用。另一方面，针对未来可能新发的未知传染病

需要进行疫苗战略储备，当新一轮大流行蔓延之

际，我们可以快速采取对应的防护措施以控制疫

情发展。在未来疫苗研发中，广谱疫苗的设计与

开发至关重要。目前，计算设计手段加快了免疫

原的设计和筛选，极大提升了疫苗研发的效率。

通过模拟和算法预测即可快速筛选出具有潜在广

谱保护能力的抗原表位，对免疫原进行精准设计

和优化。同时，计算设计还助力构建新型多聚纳

米颗粒蛋白，为广谱纳米疫苗的递送提供多样化

的优质平台。这些纳米颗粒蛋白能高效负载和展

示多种抗原，显著改善免疫原递呈，激活广谱免

疫反应。以新兴病原体疫苗候选物评估为例，不

仅需明晰蛋白质结构，更要精确预测其免疫原性、

与宿主免疫系统的交互作用等功能特性。现有的

AI蛋白质设计工具在疫苗优化与从头合成方面取

得了突破，但它们在功能性预测、应对新兴病原

体、处理多模态数据以及资源效率等方面仍面临

一定挑战。例如，在预测蛋白质的抗原表位方面，

抗原表位是病原体上能被免疫系统识别的关键区

域，对疫苗设计至关重要。AI模型虽能依据结构

特征进行一定预测，可抗原表位的识别受多种复

杂因素影响，包括氨基酸序列的柔性、蛋白质构

象的动态变化以及周围微环境等。AI模型难以全

面捕捉这些动态且复杂的信息，导致预测准确性

大打折扣。未来的研究需要进一步扩展模型的功

能性预测能力，提升多样性数据的整合，优化计

算效率，并在实际生物学环境中进行更多验证。

疫苗抗原的蛋白优化设计与从头合成将聚焦于在

多尺度智能计算框架的支持下持续发展，通过生

成式AI驱动的拓扑优化引擎实现抗原表位的精确

空间调控。结合动态构象模拟算法量化抗原-抗体

相互作用的变构路径，并基于多目标约束框架执

行逆折叠计算，协同收敛自由能景观驱动的热稳

定性、表面亲水性最大化及表位构象偏差的量子

化指标深度优化蛋白质序列，构建程序化生物降

解逻辑与自适应佐剂设计系统，将为疫苗的免疫

效果与安全性提供新的保障。通过实现“计算生

成-数字孪生验证-湿实验迭代”的闭环智能系统的

开发，疫苗研发将从传统的经验驱动模式转变为

全栈可编程的研发流程，推动疫苗设计和生产进

入更加精细化、自动化的新时代。总的来说，蛋

白质优化与从头合成在疫苗研发中的应用前景广

阔，引领着未来的疫苗研究发展，但同时也面临

着诸多挑战，通过不断的技术创新和方法迭代，

势必能在未来开发出更加高效、安全的广谱疫苗，

为人类健康事业保驾护航。
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