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评 述 EB病毒发现60周年: 回顾与展望专题
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摘要 EB病毒(Epstein-Barr virus, EBV)是一种在人类中广泛传播的γ疱疹病毒, 其感染与传染性单核细胞增多

症、多种肿瘤、自身免疫病及长新冠等的发生发展息息相关. EBV造成严重的疾病负担, 但目前尚无有效的疫苗

或特异的抗病毒药物上市. EBV属于双链DNA病毒, 具有疱疹病毒典型的包膜-间层-核衣壳三层结构. 近年来, 随
着结构生物学技术的进步, EBV包膜糖蛋白、间层蛋白及核衣壳蛋白的空间结构得到解析, 并且蛋白之间的相互

作用网络及衣壳蛋白亚基之间的相互作用得到阐明, 这将为EBV疫苗、抗体及小分子抑制剂的合理设计提供指

导依据. 此外, EBV相关蛋白的结构解析将有助于理解病毒与宿主间的相互作用, 深入探究病毒蛋白的功能. 本

文将对EBV结构、病毒组装与释放过程、目前已报道的EBV包膜糖蛋白、间层蛋白及核衣壳蛋白的结构与功能

以及这三类蛋白间的相互作用网络进行综述, 旨在为以结构为基础的疫苗及特异性小分子药物设计等提供理论

基础.
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EB病毒(Epstein-Barr virus, EBV)属于疱疹病毒科

γ亚家族, 是一种双链DNA病毒, 其基因组大小约为

172 kb, 编码超过80种蛋白[1,2]. EBV在人类中广泛传

播, 全世界约有95%以上的成年人携带EBV[3]. EBV感
染与多种肿瘤的发生发展密切相关, 包括霍奇金淋巴

瘤、伯基特淋巴瘤、NK/T细胞淋巴瘤等多种淋巴细

胞瘤, 以及鼻咽癌、胃癌等多种上皮细胞肿瘤[4]. 此外,

器官移植病人及艾滋病人等免疫抑制人群更易罹患

EBV相关肿瘤[5,6]. 据统计, 全球每年新增EBV相关肿

瘤患者约200000例, 包括鼻咽癌78100例, 霍奇金淋巴

瘤28600例, 伯基特淋巴瘤6700例, 胃癌84050例等[7].
另外, EBV感染还会导致人单核细胞增多症以及多种

自身免疫性疾病, 如多发性硬化症等[8]. EBV感染导致

的相关疾病已造成严重的负担, 但是目前临床上仍缺
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乏针对EBV的有效疫苗和特效药物.
EBV具有典型的疱疹病毒三层框架结构(图1). 其

中, 最外层为脂质双分子包膜(envelop), 负责病毒感染

的糖蛋白位于该层. 中间层为疱疹病毒特有的间层(te-
gument), 由多种大小、结构不一的蛋白组成, 间层对

于维持病毒的稳定性及感染性有重要意义. 最内层为

准十二面体核衣壳(nucleocapsid), 病毒基因组位于该

层中, 衣壳组装及成熟对于形成具有感染性的EBV颗
粒至关重要.

EBV核衣壳蛋白、间层蛋白及包膜糖蛋白在EBV
生命周期中发挥重要作用, 解析这三类蛋白的结构将

有助于分析病毒-宿主相互作用及研发抗病毒策略. 本
综述将详细介绍EBV结构、病毒组装及释放过程、目

前已知的EBV核衣壳蛋白、间层蛋白及包膜糖蛋白结

构及其功能以及这三类蛋白间的相互作用网络.

1 EBV感染、包装及释放

EBV主要通过唾液传播, 在初次感染后, EBV在B
细胞中建立终生潜伏[9]. 潜伏的EBV能够再激活, 进而

包装释放新的子代病毒, 再次感染同一宿主的细胞[10].
同时, 子代病毒也能释放至唾液中, 通过唾液传播完成

宿主间的传染[10]. EBV具有B淋巴细胞和上皮细胞的

双重感染嗜性, 且EBV感染两种细胞的机制显著不

同[11]. EBV通过与细胞膜融合进入上皮细胞和B淋巴

母细胞样细胞 , 而感染B淋巴细胞时需要内吞作

用[12,13]. 此外, 多种EBV包膜蛋白参与病毒感染细胞的

过程, 主要包括gp350, gB, gL, gH, gp42, BMRF2等[14]

(图2).
EBV感染B细胞时, EBV表面丰度最高的糖蛋白

gp350/220与受体CD21(CR2)/CD35(CR1)的识别、结

合以拉近病毒与细胞的距离[15~17]. 而后, gH/gL/gp42异
源三聚体复合物中的gp42蛋白C端与其受体HLA-II结
合, 使其构象改变为“关闭”状态[11,18]. 最终, 膜融合信

号由变构的gH/gL/gp42复合物传递至gB, 进而启动膜

融合完成整个感染过程[19]. 而在感染上皮细胞时, 首

先通过膜表面糖蛋白BMRF2与细胞表面的整合素结

合以拉近病毒与上皮细胞的空间距离, 促进EBV感染

基底层的极性上皮细胞[20]. 然后, gH/gL异源二聚体复

合物与受体分子EphA2(ephrin receptor A2)和/或αvβ5/
β6/β8-整合素结合, 并进一步激活融合蛋白gB, gB介导

宿主细胞与病毒包膜发生膜融合, 最终完成病毒的感

染过程[21~23]. 此外, gH/gL与其受体NMHC-II A(non-
muscle myosin heavy chain II A)及gB与其受体NRP1
(neuropilin-1)相互作用也进一步促进病毒感染[24,25].

在经过病毒黏附和膜融合后, 病毒核衣壳蛋白与

微管相互作用而运输至细胞核, 锚定于核孔处, 而后

病毒基因组被释放入细胞核内, 以episome的形式存在

于宿主细胞核中,建立终生潜伏[26,27](图2).当接收到再

激活信号后, EBV进行裂解性复制, 其中病毒包装及出

芽是关键步骤. 宿主细胞核是病毒极早期、早期及晚

期基因以及基因组复制的场所, 在完成核衣壳的组装

及DNA包裹后病毒包装和出芽的过程转移至细胞质

中(图2). 目前普遍认同的疱疹病毒包装出芽的机制为

二次包被模型(包被-脱包被-再包被), 即衣壳蛋白及病

毒基因组的包装位于细胞核内, 在内层核膜经历初级

包被, 在外层核膜经历脱包被, 而后, 在细胞质中与膜

性细胞器结合获得间层囊膜及外层包膜(再包被), 然

后完整的病毒粒子通过出芽进入高尔基体衍生腔室

中, 通过细胞分泌途径完成病毒颗粒的释放[28].

2 EBV核衣壳结构

疱疹病毒编码多种衣壳蛋白, 包括主要衣壳蛋白

(major capsid protein, MCP)、最小衣壳蛋白(smallest
capsid protein, SCP)、三联体蛋白(triplex)和portal蛋
白, 衣壳的组装及成熟在病毒感染及复制过程中发挥

了关键作用[29,30]. 衣壳蛋白之间的相互作用及间层蛋

白的加固作用共同稳定了疱疹病毒的核衣壳结

构[31,32].

图 1 EB病毒结构. Portal: 病毒基因组释放和装配的通道
Figure 1 Schematic diagram of EBV structure. Portal: the channel for
virus genome release and assembly
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衣壳的组装及成熟主要在宿主细胞核内完成, 可

分为两个阶段: 衣壳的装配及基因组的包裹[33~36]. 在

核衣壳成熟时, 衣壳蛋白首先在支架蛋白的协助下组

装为原衣壳, 而后在蛋白酶的作用下支架蛋白酶切释

放, 衣壳蛋白转变为二十面体对称成熟形态(T=16), 而
病毒基因组DNA在终止酶复合物的识别和辅助下由

portal进入衣壳中[33~36]. 衣壳成熟过程中会产生三种不

同形式的颗粒, 其中仅有C型衣壳包裹了完整的基因

组, A型及B型均有成熟的衣壳形态, B型衣壳包含未

释放的支架蛋白[33,34]. 只有B型和C型衣壳能够进入细

胞质进而获取间层蛋白, 随后出芽释放出带包膜的粒

子. C型衣壳最终能够形成具有感染性的病毒颗粒, 而
B型衣壳则成为非感染性包膜颗粒.

余学奎团队[37]利用EBV阳性B95-B细胞系优化病

毒培养方法, 制备了EBV病毒样品, 并通过冷冻电子显

微镜解析了核衣壳的全原子结构, 首次报道了高分辨

率(4.1 Å)的EBV衣壳二十面体结构、衣壳相连间层蛋

白(capsid-associated tegument complex, CATC)结构及

基因组进出通道portal的结构, 描绘了EBV衣壳蛋白、

CATC与衣壳蛋白、portal与衣壳蛋白、portal与病毒

DNA全方位的相互作用细节(图3). 余学奎团队[37]利用

解析的二十面体衣壳结构及5次轴顶点结构从头搭建

了EBV核衣壳各衣壳蛋白的结构模型 , 包括16个
MCP、16个SCP、5个Tri1及10个Tri2A/2B(图3B). 其

中, MCP结构可分为tower region和floor region, MCP
floor之间存在的广泛相互作用稳定了EBV核衣壳, 主

要包括三种互作形式, 两个相邻MCP之间的β-augmen-
tation、MCP dimerization域中两对α-helix的疏水作用

力及MCP亚基N-lasso结构域的2个β-strand向外延伸与

P2和P3之间5-strands β片层形成7-strands β片层结构.
EBV SCP结合于相邻两个MCP的顶部, Triplex结构(由
1个Tri1和两个Tri2异构体(Tri2A和Tri2B)组成)则作为

“塞子”堵住MCP floor区域的孔洞. Tri2由clamp, trunk
及embracing arm三个结构域组成, 通过不同的embra-
cing arm的结构相互结合. Tri1蛋白则由三个结构域组

成, N-anchor, trunk及third wheel, Tri1通过third-wheel
与Tri2A及Tri2B相互交叉的embracing arm结合形成异

源三聚体.
衣壳portal结构解析一直是疱疹病毒领域的研究

热点, 不同疱疹病毒的portal结构具有较大差异. Portal
呈蘑菇样结构, 可划分为wing, crown, stem, clip及β-
hairpin, portal位于衣壳其中一个5次轴顶点下方, 自身

呈12次对称[38,39]. 余学奎团队[37]解析了EBV核衣壳

portal顶点各组分的高分辨率结构, 建立了portal蛋白

图 2 EBV感染、组装及释放过程
Figure 2 Diagram of the process of EBV infection, assembly and shedding
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BBRF1的原子模型, BBRF1包括wing(aa 16~53,
133~160和203~252), crown(aa 54~132, 161~202和
516~577), stem(aa 253~280和474~497), cl ip
(aa281~473, 包括未建模区域aa 285~432)和β-hairpin
(aa 498~515)五个结构域(图3C). BBRF1单体间相互

作用结构稳定了portal十二聚体结构, 且有助于DNA
包裹过程dwell与burst的构象转变. EBV Portal具有两

个与DNA相互作用的区域,第一个位于stem和crown域
之间的交界面, 由12个与portal通道垂直的β-hairpin组
成的狭窄channel valve, 直径25 Å. 第二个为直径31 Å
的隧道结构, 由12组3-strands β片层组成. Portal与病毒

DNA的相互作用主要由BBRF1的4个氨基酸(H79,
K90, R155和R176)介导. Portal与衣壳蛋白间的也存在

两个相互作用区域,分别为portal clip turret区域与周围

Tri1 trunk结构相互作用及portal wing结构域与衣壳底

部多个元件的广泛作用.
此外, 余学奎团队[37]发现CATC在portal周围对称

分布, 虽然EBV包含较大的基因组, 但EBV核衣壳的

CATC占比显著低于KSHV, 提示CATC可能具有除稳

定衣壳外的其他作用, 并基于CATC结构分别搭建了

CATC三组分蛋白BGLF1, BVRF1和BPLF1的原子模

型(图3D). 该研究发现了CATC可以同时与两个triplex
相互作用, 并鉴定了CATC上参与衣壳相互作用的关

键位点[37].
疱疹病毒基因组释放过程是一个压力依赖性的过

程. 与噬菌体portal结构相比, EBV portal的出口仅由一

个无序cap覆盖, 且EBV核衣壳结构不如噬菌体牢固.
因此, 柔性五聚体赋予了EBV核衣壳弹性, 从而降低

portal cap的压力, 避免病毒基因组错误释放. 此外, 原
位解析得到的portal运输基因组的通道具有更紧密的

图 3 EBV核衣壳、portal及CATC结构. A: EBV核衣壳二十面体结构(PDB ID: 7BSI); B: EBV衣壳蛋白结构(PDB ID: 7BSI); C:
EBV基因组DNA进出通道portal结构(PDB ID: 7BQT, 7BQX); D: EBV衣壳相连间层蛋白CATC结构(PDB ID: 7BR7)
Figure 3 Structures of nucleic capsid, portal and CATC encoded by EBV. A: Icosahedral structure of the EBV capsid (PDB ID: 7BSI); B: structure
of the EBV capsid proteins (PDB ID: 7BSI); C: structure of the EBV portal (PDB ID: 7BQT, 7BQX); D: structure of the EBV CATC (PDB ID: 7BR7)
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构象, 因此成熟衣壳中位于portal通道里的terminal
DNA能够被通道阀固定, 进一步降低portal cap的压

力. 而CATC的结合能够降低核衣壳的总体柔性, 进而

实现对核衣壳内部压力的调节, 维持感染过程中的基

因组稳定及释放达到平衡.
EBV病毒核衣壳组装时, 通过portal的结构变化、

MCP五聚体顶点的结构柔性与CATC的压力调节作用

三个方面, 保证了病毒基因组的包装、转运的正确完

成. EBV采用一种新的“压力调节”机制以实现病毒基

因组包装、稳定及释放的精准调控. EBV衣壳、portal
及CATC的结构和相互作用的解析将为研发以阻断病

毒衣壳成熟为基础的小分子抑制剂的研发提供依据.

3 EBV间层结构

间层蛋白可分为外间层蛋白和内间层蛋白, 其种

类众多, 目前已报道12种EBV间层蛋白(表1)及8种可

能是间层蛋白的EBV蛋白(表2). 表1中的12种间层蛋

白及表2中除BALF1, BGLF3.5, BRLF1和BRRF2外,
均能通过质谱在病毒颗粒中检测到[40]. 大部分间层蛋

白在三种疱疹病毒家族中(α-, β, γ-)保守, 其中BKRF4,
BLRF2及BNRF1为γ-疱疹病毒所特有的. 间层蛋白在

病毒生活周期中发挥多重功能, 包括将核衣壳转运至

细胞核、病毒组装及病毒出芽等, 此外, 间层蛋白还

能够反式激活病毒极早期基因和宿主基因的表达, 调

节宿主信号转导及先天免疫应答[41]. 疱疹病毒复杂的

组装方式使得不同间层蛋白被添加至病毒颗粒的阶段

不同, 内层间层蛋白与核衣壳相互作用,而外层间层蛋

白可能通过与病毒糖蛋白胞质尾相互作用而被招

募[41].
相比于核衣壳蛋白和包膜糖蛋白, 关于间层蛋白

的结构报道较少, 这是由于间层蛋白包含有丰富的无

序区域进而阻碍结晶, 并且大部分间层蛋白很小, 无

法在冷冻电子显微镜研究中被明确鉴定. 目前, 仅有

少部分EBV间层蛋白的结构被报道 , 包括BBRF2
(6LQN), BSRF1(6LQO), BNRF1(5kDM), BKRF4
(7VCQ), BORF2(7RW6)及CATC(7BR7, 7BR8).

3.1 BBRF2/BSRF1

高嵩团队[42]解析了EBV BBRF2/BSRF1结构, 并

阐述了其组成的多聚复合物在病毒复制、病毒释放及

二次包被过程中发挥重要的作用. 球状BBRF2包含一

个中央6-strands β片层结构, 其周围被10个螺旋围绕,
该结构称为疱疹病毒间层折叠1(herpesvirus tegument
fold 1, HTF1)(对于HSV UL17来说, 称为保守UL17间
层组装/释放结构域(CUSTARD fold))(图4A). BBRF2
包含一个以Arg72残基为中心的亲水核心, 从Arg27到
BBRF2表面形成了一个充满水分子的溶剂通道. 解析

得到的BSRF1结构是一种自然降解的截短结构(aa
41~139, BSRF1Δ), 包含两个反平行螺旋及一个垂直于

该螺旋的C端短螺旋(图4A). BBRF2与BSRF1Δ形成了

一个6:6杂十二聚体, 在与BSRF1Δ形成复合物前后,
BBRF2仅有一个N端环发生了重定位, 其余结构均未

发生构象变化, 其相互作用以大量疏水相互作用为主.
BSRF1可以将细胞质定位的BBRF2转运到高尔基体,

表 1 EBV间层蛋白

Table 1 Tegument proteins encoded by EBV

EBV HSV
同源蛋白

HCMV
同源蛋白

KSHV
同源蛋白

BBLF1(MyrP) UL11 UL99/pp28 ORF38

BBRF2 UL7 UL103 ORF42

BGLF1(CATC) UL17 UL93 ORF32

BGLF2(MyrPBP) UL16 UL94 ORF33

BGLF4(vCDK) UL13 UL97 ORF36

BOLF1(LTPBP) UL37 UL47 ORF63

BPLF1(LTP/CATC) UL36 UL48 ORF64

BSRF1(PalmP) UL51 UL71 ORF55

BVRF1(CATC) UL25 UL77 ORF19

BKRF4 – – ORF45

BLRF2 – – ORF52

BNRF1(MTP) – – ORF75

表 2 潜在的EBV间层蛋白

Table 2 Tegument proteins candidates encoded by EBV

EBV HSV
同源蛋白

HCMV
同源蛋白

KSHV
同源蛋白

BALF1(vBCL2) – – ORF16

BALF2(ssDNABP) UL29 UL57 ORF6

BGLF3.5 UL14 – ORF35

BMRF1(EA-D) UL42 UL44 ORF59

BORF2(RR) UL39 UL45 ORF61

BRLF1(Rta) – – ORF50

BRRF2 – – ORF48

BXLF1(TK) UL23 – ORF21
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并结合病毒糖蛋白, 如gB和gH/gL, 此外, BBRF2可以

与核衣壳MCP及间层蛋白BPLF1相互作用. 因此,
BBRF2/BSRF1复合物介导EBV核衣壳与高尔基体的

结合, 进而在高尔基体获得含有糖蛋白的包膜, 完成

EBV的二次包被.

3.2 BNRF1

EBV间层蛋白BNRF1的C端结构域与细胞嘌呤生

物合成酶FGARAT相似, 这类蛋白的N端结构域能够

与宿主抗病毒机制中多种组分相互作用, 包括SP100,
DAXX和RIG-I[43]. DAXX是组蛋白H3.3的关键伴侣,
对染色质结构的形成起着主要作用, 而BNRF1 N端与

DAXX相互作用, 对驱动B细胞增殖的EBV潜伏期基

因的选择性表达至关重要[44,45]. BNRF1由DAXX结合

结构域(DAXX-interaction domain, DID)结构域、

PurM样结构域和GATase结构域组成. 包含BNRF1
DID-DAXX 组蛋白结合域(DAXX HBD)-组蛋白H3.3-
H4二聚体的四元复合物结构已经得到解析[46]. 结构显

示, BNRF1 DID位于复合物顶端, 折叠为球形α/β结构

域(图4B). BNRF1 DID具有由7个反式平行的β片层

(β1~β7)组成的核心折叠, 并在两侧围绕5个α螺旋

(α1~α5). BNRF1 DID通过4个环与DAXX HBD-H3.3-
H4结合, 其中连接β6和β7间的L12 loop很长, 对于结合

DAXX HBD-H3.3-H4最为重要. BNRF1-DAXX相互作

用使得BNRF1定位至PML核小体, 通常与宿主的抗病

毒耐药性和转录抑制相关.
BNRF1-DAXX-H3.3-H4相互作用对于EBV潜伏

基因的选择性激活是必需的, 但不作用于裂解期基因

的转录[46]. BNRF1重编程了DAXX组蛋白伴侣的功能,
从而促进诱导B细胞永增殖和永生化所必需的EBV潜
伏期基因表达 [ 46 ] . 此外 , EBV潜伏感染细胞表达

BNRF1, 是CD4+及CD8+ T细胞识别的靶标[47,48].

3.3 BKRF4

间层蛋白BKRF4是一种组蛋白分子伴侣, 其N端
为HBD, 能够结合组蛋白H2A-H2B、H3-H4及细胞染

色质, 抑制宿主DNA损伤反应[49,50]. BKRF4 C端脯氨

酸富集结构域与子代病毒的生产和感染性相关 [51].

图 4 EB病毒部分间层蛋白结构. A: BBRF2/BSRF1结构(PDB ID: 6LQO); B: BNRF1 DID-DAXX HBD-H3.3-H4结构(PDB ID:
5KDM); C: BKRF4 HBD-H3.3-H4-ASF1b结构(PDB ID: 7VCQ); D: BKRF4 HBD-H2A-H2B结构(PDB ID: 7VCL); E: BORF2-
A3Bctd结构(PDB ID: 7RW6)
Figure 4 Structures of presentative tegument proteins encoded by EBV. A: Structure of BBRF2/BSRF1 (PDB ID: 6LQO); B: structure of BNRF1
DID-DAXX HBD-H3.3-H4 (PDB ID: 5KDM); C: structure of BKRF4 HBD-H3.3-H4-ASF1b (PDB ID: 7VCQ); D: structure of BKRF4 HBD-H2A-
H2B (PDB ID: 7VCL); E: structure of BORF2-A3Bctd (PDB ID: 7RW6)
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BKRF4 HBD能够与人组蛋白伴侣ASF1形成共伴侣,
BKRF4 HBD-组蛋白H3-H4二聚体-ASF1b四元复合

物、BKRF4 HBD-组蛋白H2A-H2B二聚体的三元复

合物结构得到解析[49,52]. BKRF4 HBD的两个保守基序

D/EL和DEF/Y/W分别代表了组蛋白分子伴侣靶向H3-
H4和H2A-H2B的共同基序[49]. 在BKRF4 HBD-组蛋白

H3-H4二聚体-ASF1b四元复合物中, BKRF4两个区域

60~67 aa和91~99 aa形成两个反向平行β片层, 主要结

合H4, 不与H3-H4四聚体界面接触(图4C)[49]. BKRF4
通过“cap-anchor”模式结合H2A-H2B二聚体(图4D)[49].
BKRF4 HBD通过N端、DWP区域(D81, W84, P86)和C
端与H2A-H2B二聚体相互作用, 在cap区域, 突变D81
为丙氨酸, 与H2A-H2B二聚体亲和力将会大大降低,
而在anchor区域突变W84为丙氨酸后无法再与H2A-
H2B二聚体结合[49,52]. 破坏BKRF4-H2A-H2B相互作用

会损害BKRF4-HBD与核小体之间在体外的结合, 并

抑制DNA断裂区域对BKRF4 HBD在体内的募集[52].
BKRF4通过结合核小体抑制DNA损伤反应, 提示该蛋

白可能参与了肿瘤发生过程[50].

3.4 BORF2

BORF2是核糖核苷酸还原酶(ribonucleotide reduc-
tase, RNR)的大亚基, 参与核苷酸的生物合成. BORF2
缺失突变降低子代病毒的产量, 且BORF2与APO-
BEC3B(A3B)结合, 抑制A3B的活性, 以维持基因组完

整性, 从而增加G1/S期细胞的数量[53~55].
BORF2-A3B复合物结构已得到解析, BORF2中

两个新插入的存在将这种病毒酶与所有其他 Ia类
RNRs区分开(图4E)[54]. 首先, 短螺旋插入(short-helix
insertion, SHI)是BORF2中4个较大的结构保守螺旋之

间的延伸环的一部分, SHI贡献了多个与A3B相互作

用位点, 其中Y134D突变后不能相互结合, 而Y134A
突变则削弱了相互作用. 其次, 锚定于RNR核心的长

环插入(long-loop insertion, LLI)与SHI及周围螺旋相

互作用, LLI直接接触SHI而SHI又反过来与A3B结合,
因此LLI可能是BORF2与A3B结合的必要条件. 虽然

某些I类RNRs在其N末端包含一个保守的可调节ATP
活性的结构域, 但BORF2中缺少此结构域. BORF2中
的这一区域有助于介导二聚体形成, 可能促进其与另

一个RNR亚单位BaRF1的结合[54]. 具体来说, BORF2-
BaRF1复合体可能有助于增强核内dNTP浓度 , 而

BORF2-A3B复合体在复制过程中作用于病毒基因组

DNA[54]. 此外, BORF2的二聚化活性对于促进A3B从
核内重定位到细胞质至关重要[54]. 这种病原-宿主相

互作用机制为开发阻断这些相互作用的药物提供了

理论基础, 并为设计DNA脱氨酶抑制剂提供了结构

信息.

3.5 CATC

所有疱疹病毒的CATC都连接着核衣壳和包膜蛋

白, EBV CATC由1个BGLF1、2个BVRF1和2个BPLF1
组成 , 完全占据EBV核衣壳protal顶点的5个位点 .
BVRF1间层蛋白由两个不同的区域组成: N端结构域

和螺旋结构域. N端结构域有两个构象: 上构象(aa
10~36), 下构象(aa 20~36). BVRF1还含有一个螺旋结

构域也有两个构象: 上构象(aa 37~93), 下构象(aa
37~87)(图3D). 在CATC模型中, 这些BVRF1构象排列

成螺旋束状, 位于BGLF1分子上(图3D). 此外, BVRF1
的头部结构域在CATC的螺旋束的两侧观察到两个不

同的密度 , 左侧的比右侧的更高 . 值得注意的是 ,
BVRF1头部结构域主要通过aa 291~314残基区域与两

个相邻的MCP分子相互作用, 这种相互作用有助于核

衣壳的整体稳定性[37]. BGLF1蛋白可以划分为两个区

域: 前端区域, 包括N端富含β-strand的结构域(aa
1~125和aa 289~315)和三联体triplex Ta锚定结构域(aa
275~288); 后端区域, 包括C末端富含β-strand的结构域

(aa 397~504)和中央部分富含螺旋结构的结构域(aa
333~396)(图3D).

EBV BGLF1和BVRF1可能参与了病毒基因组的

包装, 也可能参与了核衣壳从细胞核输出过程和核衣

壳脱壳. 而敲除BPLF1则会显著降低病毒DNA的合成

和子代病毒的产生[56~59]. 此外, BPLF1缺失的EBV具
有较低的B细胞永生化活性, 且在人源化小鼠模型中

抑制肿瘤的形成[56].

3.6 其他间层蛋白

大多数在EBV包装及感染中发挥重要功能的间层

蛋白目前结构尚未得到解析. 敲除BBLF1可减少子代

病毒的产生, 且子代病毒不能分泌至细胞外 [60 ,61].
BGLF2可以诱导P21使得细胞周期停滞于G1/S期, 还

可激活P38 MAPK通路和JNK通路, 从而促进EBV再
激活裂解复制[62~64]. BGLF2通过抑制NF-κB和干扰素
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诱导的JAK/STAT通路, 从而破坏宿主抗病毒先天免

疫, 诱导病毒裂解[65~67]. 此外, BGLF2还可影响子代病

毒的胞外运输及感染性[63,68]. BGLF4基因编码在疱疹

病毒中保守的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶, 可磷酸化包括

BZLF1, BMRF1, EBNA1, EBNA2, BXLF1, BGLF2在
内的病毒蛋白[69~72]及包括EEF1D, P27, CHK1, RAD51,
TIP60, SAMHD1在内的宿主蛋白[73~76]. 敲除BGLF4会
降低子代病毒产量, 研究表明BGLF4可诱导核膜解

体[77], 调节微管动力学[78], 抑制IRF3通路[79], 阻断宿主

染色体DNA复制[80,81], 调节EBV晚期基因的表达及核

膜的初次包被[82~84]. BLRF2可形成二聚体, 定位于细

胞核及核边缘, 敲除BLRF2不影响病毒基因的表达和

复制, 但会降低子代病毒感染性[85]. 此外, 间层蛋白

BOLF1的缺失不影响病毒DNA的复制和蛋白的表达,
但会降低EBV的感染能力[86].

4 EBV包膜糖蛋白结构

EBV感染靶细胞是多个糖蛋白参与的复杂过程,
其中核心感染过程均涉及以gH/gL为基础的入胞复合

物和融合蛋白gB的参与. 对于入胞复合物及融合蛋白

的结构及融合机制的研究将有助于研发有效的预防性

疫苗及治疗性药物等.

4.1 gH/gL及gH/gL/gp42复合物

gH是单次跨膜糖蛋白, 而gL是一种没有跨膜区域

的糖蛋白, 它与gH的膜远端结构域(结构域I)共折叠,
形成稳定的1:1复合物. gL作为gH的分子伴侣, 负责

gH/gL复合物正确折叠、转运到细胞表面以及行使复

合物的功能[87]. HSV和VZV的gH/gL异源二聚体呈现

弯曲的靴状结构, 而EBV和KSHV gH/gL为更线性的

棒状结构[88~91].
EBV gH/gL中所有结构域延长轴排列为长棒状结

构,共分为4个主要结构域(图5A)[90]. gL与gH N端结合,
形成了异源二聚体gH/gL结构域I, 该结构域是一个平

坦、半球形的区域, 由一层3-strands α螺旋支撑着5-
strands平行/反平行β-片层组成. 5-strands β-片层中三

个来自gH, 两个来自gL, 3-strands α螺旋中两个来自

gL, 一个来自gH. 结构域II具有一段无序的柔性区域

(aa 79~97), 其主要二级结构可分为8-strands反平行β-
片层(β-sheet II)和反平行五螺旋束(helical bundle II),

helical bundle II中的3个主要α-螺旋平行于β-sheet II长
轴, 形成了整个gH/gL分子的中心和最宽的区域. gH/
gL于结构域I/II区域形成了一个明显的凹槽区域. 结构

域III主要由α-螺旋结构域构成, 共包含9个α-螺旋, 其

中起始的5个螺旋延结构域II侧向排列形成四层螺旋-
环-螺旋的结构. 结构域IV形成一个β-三明治区域, 具

有两个反向平行的β-片层(β-sheet IIIA和IIIB).
在结构域I和结构域I/II交界面的突变会影响gH/

gL的融合活性[92,93]. L65A和L69A突变能够降低B细胞

和上皮细胞的膜融合, 而L55A和L74A突变则增强了

融合活性[94]. L65和L69都是位于连接结构域I和II的螺

旋的N端, 埋在gL的疏水界面下, 其突变可能破坏了gL
的结合及结构域I的正确折叠. L55位于结构域I/II交界

面而L74位于连接结构域I和II的螺旋的结构域II起始

部位, 55和74位残基的突变可能改变了结构域I和II域
间的排列. 而gL的54和94位残基对于gB的激活和膜融

合非常重要, EBV同源病毒rhLCV的gL与EBV gL高度

相似(82%同源), 但rhLCV gL不能激活EBV gB. 当

rhLCV gL中引入EBV gL序列双突变K54Q/Q94K后,
突变后的rhLCV gL能够激活gB介导膜融合[90]. 此外,
G594A突变完全阻断了B细胞及上皮细胞融合, 而

E595A突变降低了上皮细胞融合活性, 但大大增强了

B细胞融合活性, 进一步提示gH结构域IV对于调控膜

融合的重要性[95].
gp42的丰度决定了EBV的感染嗜性. B细胞生产

的EBV具有较低的gp42丰度, 因为在B细胞在gp42能
够与MHC-II结合而被降解, 该类病毒更利于感染上皮

细胞(不需要gp42参与). 而上皮细胞生产的EBV表面

gp42密度较高, 利于感染B细胞, gH/gL/gp42复合物是

感染B细胞所必需的. gp42是一种II型膜蛋白, 由

BZLF2编码, 由一个结合gH/gL的柔性N端区域和一个

结合HLA II分子的C端凝集素样结构域组成[96]. gp42
的结构已得到解析, 且gp42与gH/gL之间的相互作用

细节已经被详细描述[18,97]. gp42 N端结构域中的柔性

残基(aa 33~85)通过环绕gH结构域II, III和IV, 将受体

结合域(C端)与gH/gL相连(图5B)[18]. gp42与gH/gL之间

高亲和力的相互作用对EBV感染B细胞至关重要, gp
42 N端突变削弱了这种相互作用, 导致融合能力降

低[98]. 相较而言, gp42对于EBV感染上皮细胞来说不

是必需的, gp42蛋白或gp42衍生肽会抑制上皮细胞膜

融合[99].
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4.2 融合蛋白gB

病毒和宿主细胞的膜融合过程虽然在热力学上是

有利的, 但需要克服一个较大的动力学障碍. gB作为

融合原, 是降低这一障碍的“催化”成分[100,101]. 当病毒

与细胞膜之间的距离小于20 Å时, 水合力急剧增大, 融
合过程能够发生[102]. 当gB被gH/gL或gH/gL/gp42复合

物激活后, 其由融合前构象变构为中间态, 将融合环

(fusion loops, FLs)插入宿主细胞膜或内体膜中. 中间

态构象不稳定, 进一步向病毒膜方向折叠, 进而扭曲膜

形成半融合构象. 最后, gB驱动融合孔的形成, 将衣壳

释放入细胞质, gB最终折叠形成稳定的融合后构象,
完成膜融合过程.

EBV gB属于III类融合蛋白, 以三聚体形式存在于

病毒囊膜表面, 其胞外域由5个结构域构成, EBV gB的

N端和C端相距约10 nm, C端与FLs位于分子的同一末

端[103]. gB作为融合蛋白具有不稳定的融合前构象及稳

定的融合后构象, 然而目前仅有HSV, VZV及HCMV的
gB的融合前构象得到了解析[104~106].

在稳定的EBV gB融合后构象中, 结构域I位于分

子底部, 该结构域中包含了FLs, 其核心区域折叠为

pleckstrin同源(plekstrin-homology, PH)结构(图5C)[103].
EBV gB的融合环是GWYA111-114和GWLIWTY192-198, 任
何残基的突变都会破坏EBV gB介导融合的功

能[103,107]. 用HSV-1 gB的HR177-178和RVEA258-261替换

EBV gB的WY112-113和WLIW193-196能够避免EBV gB聚
集, 融合环更为疏水的特性使得gB胞外域呈现玫瑰花

结构[103,108]. 结构域II由包含一个furin切割位点的两个

不连续序列组成, 其核心区域具有PH结构, 可能为受

图 5 EBV包膜糖蛋白gH/gL, gH/gL/gp42, gB及gp350 N端结构域的空间结构. A: EBV gH/gL结构(PDB ID: 3PHF); B: EBV
gH/gL/gp42结构(PDB ID: 5T1D); C: EBV gB结构(PDB ID: 3FVC); D: EBV gp350 N端结构域(aa 1~425)结构(PDB ID: 2H6O)
Figure 5 Structures of envelope glycoproteins of gH/gL, gH/gL/gp42, gB and gp350 encoded by EBV. A: Structure of EBV gH/gL (PDB ID:
3PHF); B: structure of EBV gH/gL/gp42 (PDB ID: 5T1D); C: structure of EBV gB (PDB ID: 3FVC); D: structure (aa 1~425) of EBV gp350 (PDB ID:
2H6O)
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体的结合位点. 于结构域II的88, 263, 353和361位的插

入linker不影响gB在细胞表面表达, 但突变蛋白失去了

介导融合的能力[109]. 结构域III最显著的特征是42个残

基形成的长αC螺旋, 它以左旋的方式缠绕着其他2个
亚基的αC螺旋形成一个长的螺旋, 这个中央螺旋参与

形成位于gB三聚体中心的螺旋卷曲结构(图5C). 与

HSV gB相比, EBV gB结构域VI更加无序, 柔性的结

构域IV由β-片层构成,位于融合后构象gB的顶部,形成

一个冠状结构(图5C). 结构域V是从顶部延伸底部, 由
一个延伸区域和C端两个α-螺旋构成(αE和αF)(图5C).

除胞外域外, 胞内域对gB的融合功能也很重要.
EBV gB有一条104个氨基酸组成胞内域 , 其中

802~816 aa是融合所必需的, 而邻近区域(aa 817~841)
对膜融合有负面影响[110]. EBV gB截短突变体gB816和
gB834表现出超高融合活性, 而gB801截短体融合能力

较低[111,112].
目前尚未能鉴定gH/gL或gH/gL/gp42复合物与gB

作用的位点及gB具体的变构过程, 研究糖蛋白之间的

相互作用仍然是一个艰巨的挑战, 因为这种相互作用

可能是短暂的和低亲和力的.

4.3 gp350

gp350是EBV表面丰度最高的糖蛋白, 在EBV感染

B细胞时, 与其受体CR2或CR1结合而拉近病毒与细胞

的距离[15~17]. gp350是一种I型跨膜蛋白, 由907个氨基

酸组成, 目前仅有gp350 N端的结构得到解析. gp350 N
端(4~443 aa)折叠为三个独立的结构域: A(4~153 aa),
B(165~305 aa)和C(317~426 aa)(图5D). 这三个结构域

形成了“L”型(回旋镖状)的结构, 这三个结构域包含一

个核心反平行β-片层结构, 其中结构域A位于中间形

成地基, 结构域B和C位于两侧[113].
gp350具有丰富的糖基化位点, N端14个糖基化几

乎覆盖了整个蛋白表面, 形成一个屏蔽层, 其中“L”型
的一端有一个无糖链覆盖区域, 该区域具有丰富的带

负电残基[113]. 而gp350受体CR2的SCR1-SCR2结构域

带有丰富的正电荷, 在某种程度上与gp350上无糖区

域的负电荷表面相补充, 形成一个蛋白质-蛋白质相互

作用界面[16,113].
gp350通过三段多肽结合CR2: pep1(16~29 aa),

pep2(142~161 aa)和pep3(282~301 aa). 这三段区域在

无糖链覆盖区域形成环, 这些环表现为稳定的结构,

可能通过两个二硫键(Cys141-Cys8和Cys165-Cys298)
将三段肽的末端交联到gp350核心结构上[113]. 此外, 使
用N-糖基苷酶F(PNGase-F)对纯化的gp350片段进行了

脱糖基化处理后, 去糖基化的gp350仍然具有结合CR2
的能力[113]. 此外, 在对无糖链覆盖区进行突变时, 发现

三种突变体, Mut1(P158A/Y159A/I160A), Mut2
(W162A/D163A/N164A)和Mut3(D208R/E210R)均不

能与CR2结合[113].

5 间层蛋白、核衣壳蛋白、包膜蛋白的相
互作用网络

间层蛋白连接包膜及核衣壳, 形成了一个复杂的

蛋白质相互作用网络, 这些相互作用在EBV整个生活

周期中发挥了重要功能[85,114~116].
间层蛋白BSRF1/BBRF2的复合物在EBV的生命

周期中很重要, BSRF1除了与BBRF2结合, 还与许多病

毒蛋白相互作用 , 包括gB, gH, gN, BLRF2和
BGLF3.5[42,85,117]. 而BBRF2还可与BGLF2, BLRF2,
BPLF1和BcLF1(MCP)相互作用[42,118].

BALF1是抗凋亡宿主蛋白BCL2的同源物, 它与多

个包膜蛋白(gH, gP350, gB, BDLF3和gN)、间层蛋白

(BLRF2, BNRF1, BALF2, BSRF1和BORF2)和核衣壳

蛋白(BBRF1)相互作用[85,114,115,117].
BGLF3.5是HSV UL14的同源物, 与HSV UL14与

UL51相互作用类似, 它与BSRF1相互作用[85,117]. 此外,
BGLF3.5还与portal蛋白BLRF2和BBRF1相互作用[85].

间层蛋白BGLF2与BBLF1和BKRF4相互作

用[51,68]. 在单独表达时, BGLF2定位于细胞核及细胞

质, 与BBLF1共表达则将BGLF2招募至反面高尔基体

网状结构, 而加入BKRF4后BGLF2重新定位至细胞核

和核周区域[51,68]. 此外, BGLF2在初次包被前, 可能与

核衣壳组装相关[119].
BNRF1与间层蛋白BKRF4, BBLF1, BLRF2以及

可能与BFRF3(SCP)相互作用[85,114,115]. BNRF1基因敲

除对B细胞中病毒核衣壳核转运的抑制也提示其与核

衣壳相互作用[120].
BDLF2是II型膜蛋白, 具有跨膜结构域, 与包膜蛋

白BMRF2形成复合体[121,122]. 此外, 它还与BSRF1和
BRLF1相互作用[85].

BALF2和BMRF1是病毒裂解期基因组DNA合成
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所必需的, 并可能通过与其他间层蛋白相互作用被包

裹于病毒颗粒中(BALF2与BALF1, BLRF2, BNRF1和
BGLF3.5; BMRF1与BKRF4和BLRF2)[85].

BRLF1与BDLF2, BXLF1以及衣壳成分BORF1相
互作用[85,114,123]. BXLF1与BKRF4, BGLF4, BLRF2,
BRLF1以及衣壳蛋白BBRF1相互作用 [ 8 5 ] . 此外 ,
BORF2和BRRF2分别与BALF1和gN相互作用[85,114].

6 讨论

目前, 许多EBV核衣壳蛋白、间层蛋白及包膜糖

蛋白的结构已经得到解析, 然而, 在蛋白相互作用网

络、宿主细胞受体及病毒蛋白的功能方面还存在许多

未知, 需要更深入的研究.
EBV和其他疱疹病毒衣壳的原子结构表明, 核衣

壳表面五聚体的密度强度不如六聚体, 其主要的原因

在于五聚体MCP中N-lasso结构域存在较大柔性, 从而

导致它们失去“捆绑”周围六聚体的能力[31,32,124~126].
EBV核衣壳的弹性能够降低portal cap的压力, 从而防

止病毒基因组错误地从衣壳内释放. EBV核衣壳在组

装过程中, 通过利用portal自身的结构变化、五聚体顶

点的结构柔性与CATC对病毒核衣壳内部压力的调节

作用三个方面, 保证了其在感染过程中的不同微环境

下病毒基因组的包装、转运以及释放这几个重要使命

的正确完成. 研究发现, EBV采用一种新的“压力调节”
机制以完成病毒基因组包装、稳定及释放的精准

调控.
深入解析核衣壳结构、组装及成熟过程有利于研

发靶向EBV核衣壳组装、基因组包装的小分子抑制

剂. 目前, 已有多个靶向HCMV和HSV基因组包装的小

分子化合物被报道[127~129]. Letermovir(Prevymis™)是一

种已获批的针对HCMV感染的新药, Letermovir特异性

靶向HCMV终止酶复合物, 从而干扰HCMV基因组包

裹, 抑制HCMV复制[130]. 此外, 针对KSHV衣壳蛋白

SCP与MCP的相互作用模式筛选出一种可有效降低

KSHV天然病毒复制活性的SCP类似物, 为抗KSHV病
毒感染的药物设计奠定了重要基础[125]. 然而, 由于缺

乏EBV核衣壳的成熟过程, 尤其是核衣壳portal顶点的

分子细节, 目前还无法从结构水平上为阻断EBV感染

的药物设计提供指导.

疱疹病毒科的间层蛋白具有一些保守的特性和功

能, 但目前对于EBV间层蛋白的结构和功能研究较少.
此外,对于EBV突变毒株的表型研究大多在HEK293细
胞中进行, 这不利于进行EBV完整生活周期的评估, 如
BSRF1敲除的病毒在HEK293细胞中的表型与野生型

病毒相似, 但敲除BSRF1基因可减少B95-8细胞中子代

病毒的产生[117]. EBV间层蛋白的结构揭示了其重要的

功能, 这些结构也提供了蛋白质-蛋白质相互作用、病

毒-宿主相互作用和酶活性的详细信息, 为病毒复制、

免疫逃逸和发病机制的研究奠定基础, 并进一步指导

抗病毒药物的研发.
EBV感染是一个复杂的过程, 涉及多种病毒糖蛋

白和宿主细胞受体, 参与感染过程的病毒蛋白是预防

性EBV疫苗的理想靶标. 而将多种病毒糖蛋白的组合

作为疫苗抗原是最有潜力的, 目前一种EBV mRNA疫
苗(mRNA-1189), 含有编码gH, gL, gp42和gp220的四

种mRNA(NCT05164094)正在进行I期临床试验.
目前EBV gB融合前构象尚未得到解析, 对于以融

合蛋白为免疫原的疫苗, 根据MERS, HIV和RSV的疫

苗开发经验证明, 融合前构象一般具有更强的免疫原

性及介导中和抗体产生的能力[131~133]. 目前, 常见的稳

定融合蛋白融合前构象的突变策略包括引入二硫键

(HIV-1 Env(SOSIP)和RSV F(DS-Cavl))[132,134]、引入盐

桥(HIV-1 Env)[135]、引入疏水残基(增加RSV pre-F的
稳定性)[134,136]和引入脯氨酸(稳定MERS和SARS-CoV
-2 S蛋白融合前构象)[133,137]. 除引入突变外, RSV F通
过与中和抗体(5C4, D25和AM22)共表达实现融合前

结构的稳定[138]. 最近, HCMV和HSV-1 gB的融合前构

象已被解析[104,105]. Grunewald团队[104]为稳定HSV-1 gB
融合前构象, 将结构域III的H516残基突变为脯氨酸.
Yang团队[105]将HCMV gB全长的融合前构象通过

SM5-1(靶向gB的中和抗体)、WAY-174865(HCMV融
合抑制剂)和双(磺基琥珀酰亚胺)戊二酸交联稳定. 根

据HCMV gB全长的融合前构象设计了折叠为融合前

构象的HCMV gB胞外域蛋白(gB-C7), 并以gB-C7为
免疫原免疫了小鼠, 然而, 与融合后构象gB相比, 并未

介导产生更强的免疫应答[139].
综上所述, 结构生物学研究的不断深入, 将为有效

的EBV预防性疫苗及小分子抑制剂等抗病毒手段的研

发奠定更为坚实的基础.
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Epstein-Barr virus (EBV), a human γ herpes virus, is a widely spread worldwide. EBV infection is closely related to the occurrence
and development of infectious mononucleosis, various tumors, autoimmune diseases and Long COVID. EBV causes a serious disease
burden, but there is currently no effective vaccines or specific antiviral drugs on the market. EBV belongs to the double stranded DNA
virus and has a typical three-layer structure of envelope interlayer nucleocapsid of herpes virus. In recent years, with the advancement
of structural biology technology, the spatial structures of EBV envelope glycoproteins, interlayer proteins, and nucleocapsid proteins
have been elucidated, and the interaction networks between proteins and the interactions between capsid protein subunits have also
been demonstrated. This will provide guidance for the rational design of EBV vaccines, antibodies, and small molecule inhibitors. In
addition, structural analysis of EBV-encoded proteins will aid to understand the interaction between the virus and the host, and further
explore the function of viral proteins. This review article summarizes the structure of EBV, virus assembly and release processes, the
structures and functions of EBVenvelope glycoproteins, interlayer proteins, and nucleocapsid proteins that have been reported so far,
as well as the interaction networks between these three types of proteins. These findings will pave the way for the rational design of
vaccines and therapeutics on the basis of EBV structures against EBV infection and associated diseases.
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