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吴蓓丽, 2006年7月获清华大学博士学位, 2007年至2011年在美国Scripps研究

所从事博士后研究工作。2011年入选中国科学院“百人计划”, 现任中国科

学院上海药物研究所研究员。吴蓓丽博士一直致力于生物大分子蛋白质的

结构生物学研究, 主要利用蛋白质晶体X射线衍射的方法测定蛋白质分子的

三维结构, 进而研究其结构与功能关系。吴蓓丽博士在中国科学院上海药物

研究所成功建立了一整套GPCR结构生物学研究技术平台, 并利用该平台针

对多种重要GPCR蛋白开展结构生物学研究, 已取得突破性进展。目前, 她
的研究重点在于深入理解HIV-1病毒共受体CCR5和CXCR4与配体的相互作

用模式, 为研发治疗艾滋病的新方法提供基础。2010年和2013年, 吴蓓丽博

士先后解析了CXCR4和CCR5的三维晶体结构(Wu et al. Science, 2011; Tan et 
al. Science, 2013), 这些结构为深入理解HIV-1病毒感染人体细胞的分子机制, 
以及这两种受体与其天然配体的相互作用模式提供了新的线索, 并有助于新

型抗HIV-1病毒感染药物的研发。
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据世界卫生组织统计资料显示, 目前全球约有

4 000万艾滋病患者, 约占世界人口总数的1/150, 而
且该数字还在以每天1.6万的速度递增[1]。因此, 研
发抗艾滋病药物迫在眉睫, 了解人免疫缺陷病毒(艾
滋 病 毒, human immunodeficiency virus, HIV)的 入

侵以及感染的机制对于研发抗艾滋病药物尤为重

要。目前, 已知HIV-1病毒主要通过病毒表面糖蛋

白gp120与细胞表面受体CD4结合, 然后与共受体

CCR5或CXCR4相互作用, 引起病毒的另外一种糖

蛋白gp41的构象变化, 从而实现病毒入侵[2-5]。此外, 
最近Melikyan等[6]的研究称, HIV也可能通过内吞的

方式进入细胞, 但仍未被证实。为了阐明HIV-1病毒

侵入细胞的分子机制, 科学家们进行了大量的研究

工作。经过努力, 研究人员在结构生物学领域取得

了多项突破, 其中包括gp120与CD4复合物的结构解

析[7], 而HIV-1病毒共受体CCR5和CXCR4的结构与

功能关系一直未能被明确阐明。这两种共受体属于

G蛋白偶联受体超家族(G protein-coupled receptor, 
GPCR), GPCR是人体内最大的受体蛋白家族, 与多

种人体疾病密切相关, 超过40%的上市药物以GPCR
为作用靶点[8-9], 其研究价值巨大。但由于GPCR在
天然组织中含量极低, 且存在多种功能和构象状态, 
因此难以纯化和结晶, 使得其三维晶体结构的解析

极具挑战性, 目前国际上仅有少数几个实验室有解

析GPCR晶体结构的能力, 这也成为制约以GPCR为
靶点的药物研发的重要因素。

早在20多年以前, 科学家们就针对抗艾滋病毒

药物的研发展开了一系列的研究, 主要集中在以下

几个方面: (1)抗HIV病毒疫苗的研发; (2)阻断HIV
病毒糖蛋白gp120与CD4结合的药物的筛选; (3)利
用CCR5缺失型供体进行骨髓移植; (4)研发共受体

CCR5或CXCR4的小分子抑制剂。在这些思路中, 
人们最先想到的是抗病毒疫苗的研发, 但HIV病毒
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变异较快且难以控制, 这给疫苗研发带来了巨大困

难; 同时, 由于HIV病毒的感染力强, 即使减活疫苗

也可能使接种者感染, 所以接种抗HIV病毒疫苗存

在很大的风险[10-12]。科学家研发出一种风险相对较

低的新型抗HIV病毒疫苗, 但它也只能通过一定程

度上抑制HIV病毒的复制速度而延缓艾滋病的发病, 
并不能完全阻断病毒的传播[10]。人们也尝试阻断

HIV病毒表面糖蛋白gp120与CD4的结合, 研发出一

系列gp120的抗体和小分子抑制剂, 但都由于缺乏化

疗效果及HIV变异太快而失败[13]。与此同时, 利用

天然CCR5基因缺失型的供体进行骨髓移植成功治

疗艾滋病的例子给人们带来了希望, 但CCR5基因

自然缺失的人数极少且骨髓移植配对成功率非常

低, 限制了这一技术的使用[14-16]。目前, 仅有的少

数成功案例在一定程度上证明了CCR5基因的改变

在抑制HIV病毒感染人体细胞的同时不会显著影

响机体的其他生理功能, 其他很多研究也证实了这

一点[17-19]。因此, HIV-1的共受体CCR5和CXCR4成
为新型抗HIV病毒药物研发的重要靶点, 而其高分

辨率三维结构的解析无疑是基于结构的药物研发的

首要难题。

为了进一步深入理解HIV病毒感染细胞的分子

机制, 同时为抗HIV病毒感染新药研发提供基础, 我
们开始着手于HIV-1共受体CXCR4和CCR5的三维

结构解析工作。第一个瓶颈是如何提高蛋白稳定性

并增加其产量, 为了解决这一难题, 我们尝试了多

种方法。首先, 在蛋白纯化和结晶的过程中添加配

体分子以稳定受体蛋白的构象。通过对大量配体

的筛选, 我们发现小分子拮抗剂IT1t及环肽CVX15
对于稳定CXCR4的构象最为有利, 目前唯一上市的

口服类抗艾药物Maraviroc(马拉维若)则可有效提高

CCR5蛋白的稳定性。受体与配体复合物的三维结

构信息可以帮助我们更为直观地理解这些抑制剂分

子与受体分子相互作用的机制, 从而指导未来的新

型药物研发。其次, 大量实验数据表明, 在GPCR蛋
白的第三个胞内Loop(ICL3)区域插入合适的可溶蛋

白片段能够显著提高蛋白的热稳定性和产量[20-21]。

经过筛选和优化, 我们发现在CXCR4的ICL3区域插

入T4溶菌酶(T4 lysozyme, T4L)能够显著提高其热

稳定性, 而在CCR5的ICL3区域插入红素氧还蛋白

(Rubredoxin), 效果要显著优于其他6种融合蛋白; 插
入位点的选择也直接影响蛋白分子在结晶过程中的

相互作用和堆积, 因此必须找到一个合适的插入位

点, 必要时需要通过删除和添加氨基酸改变连接肽

段的长度。

另外, 由于受体分子N末端及C末端区域通常活

性较大, 截除N端或C端的部分区段也可能有效提高

蛋白的稳定性。CXCR4和CCR5的N端在与天然配

体趋化因子以及gp120蛋白的结合中发挥重要的作

用[22-30], 我们的筛选实验结果表明, 删除这两种受体

蛋白的N末端残基显著降低了蛋白的表达量和稳定

性, 而在C末端进行适当截短则可改善蛋白样品的

质量, 提高蛋白的稳定性和均一性。除此之外, Roth
等[30]的研究表明, 氨基酸突变也是一种可有效提高

GPCR蛋白稳定性的方法, 因此我们采用计算机辅助

设计的方法对CXCR4和CCR5的三维结构进行模拟, 
选择性地在某些位点进行点突变实验。结果表明, 
在CXCR4中氨基酸突变L125W和T240P能够显著

提高蛋白的热稳定性; 在CCR5中, C58Y、G163N、

K303E、A233D等四个单点突变均能提高蛋白热稳

定性, 四个突变组合后则能够达到最佳效果。经过

一系列改造之后, 蛋白稳定性得到了充分的提高, 随
后通过测定改造后的受体与配体的结合能力, 并与

野生型蛋白进行比较, 以确定蛋白分子改造不影响

受体分子构象。

获得了稳定的蛋白样品, 接下来要解决的另一

瓶颈问题是蛋白质结晶。我们采用膜蛋白脂立方

相(lipidic cubic phase, LCP)结晶技术进行CXCR4和
CCR5蛋白质的结晶实验, 模拟膜蛋白的天然脂环

境, 进一步提高受体分子的稳定性和结晶能力。此

外, 我们利用荧光淬灭恢复(fluorescence recovery 
after photo-bleaching, FRAP)方法对上万种溶液条件

进行高通量筛选, 可大大提高筛选效率。获得初始

蛋白质结晶条件后进行细致优化, 最终得到分辨率

为2.5~3.2埃的五种CXCR4晶体结构和分辨率为2.7
埃的CCR5晶体结构[19,31]。

比较CXCR4和CCR5的晶体结构, 我们发现

这两种共受体整体结构类似(图1), 都具有典型的

GPCR七次跨膜螺旋结构和两对保守的二硫键。与

其他已知的GPCR结构相比, CXCR4的配体结合位

点更加靠近胞外, 配体结合口袋体积更大、开口也

更宽。随后解析的CCR5结构显示, 其配体结合口

袋比CXCR4的更深、开口更大。不同种类的HIV-1
病毒使用不同共受体感染人体细胞, 研究表明, 使用
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CCR5的HIV-1病毒主要在病毒传播过程中起作用, 
以CXCR4作为共受体的HIV-1病毒则在感染后期才

会出现, 往往导致病情恶化发展成艾滋病[3,6], 两种

共受体的配体结合口袋的差异为HIV-1病毒的共受

体选择性提供了结构基础。为了进一步深入了解

HIV-1病毒对共受体的选择性, 我们通过比较CCR5
和CXCR4的结构, 并搭建了这两种共受体与gp120
的第三个可变区——V3 loop(研究表明, V3 loop是
HIV-1病毒使用哪种共受体的主要决定因素[32-33])的
复合物模型, 发现这两种受体在配体结合区域的一

些微小差异可能是造成不同类型HIV-1病毒对共受

体具有选择性的主要原因, 这些差异包括电荷分布

和由氨基酸侧链造成的空间位阻。这些发现帮助

我们从分子结构的角度进一步理解HIV-1病毒的向

性(HIV-1 tropism), 同时有助于开展针对不同类型

HIV-1病毒的新型药物研发。

以往研究表明, CCR5的N端及胞外Loop区域

是CCR5与其天然配体趋化因子和gp120结合的主

要位点, 在细胞信号传导和HIV-1病毒感染中起着

重要作用[22-27]。而Maraviroc是通过一种变构机制抑

制CCR5与趋化因子和gp120的结合[34-36], 但是这种

抑制作用的分子机理一直未能被明确阐明。CCR5
结构显示, Maraviroc位于受体跨膜螺旋区内部, 与
CCR5的N端和胞外Loop区无相互作用, 其结合位

点与人们公认的趋化因子和gp120的主要结合位

点没有重叠, 这为我们深入理解这种药物分子的

变构调节机制提供了依据。此外, CCR5结构证明, 
Maraviroc作为一种反向激动剂, 可将CCR5的构象

稳定在一种非活性状态。因此, 这种药物分子是通

过一种间接性机制达到抵抗病毒感染的目的, 通过

改变CCR5的构象, 使其处于一种HIV病毒非敏感

的状态, 从而阻断病毒与CCR5的结合, 使得病毒无

法感染人体细胞。相比之下, CXCR4结构中的抑制

剂分子IT1t和CVX15与CXCR4的胞外Loop区紧密

CCR5用洋红色代表, CXCR4用黄色表示, Maraviroc用绿色棍棒表示, IT1t用白色表示。A: 侧视图; B: 细胞外区域的俯视图; C: 细胞内区域仰视

图。

CCR5 is shown in magenta, and CXCR4 is in yellow. The ligands are shown in stick representation. Maraviroc in CCR5 and IT1t in CXCR4 have green 
and white carbons, respectively. A: side view; B: top view of extracellular side; C: bottom view of intracellular side.

图1   CXCR4与CCR5结构的比较

Fig.1   Structure comparison between CXCR4 and CCR5
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相互作用, 可直接形成空间位阻阻断CXCR4与天然

配体CXCL12和gp120的结合, 起竞争性抑制作用。

CCR5和CXCR4的结构揭示了HIV-1病毒共受体与

各自抑制剂分子的相互作用模式, 可以帮助人们在

分子水平理解这些配体分子的作用机理, 有助于在

生物学角度进一步研究艾滋病毒, 并促进此类作用

模式的靶向药物研究。

很多研究表明, CXCR4能够形成同源或异源二

聚体[37-38], 并参与调节细胞信号转导。我们的研究

发现, 虽然分子堆积方式不同, 但在五种CXCR4晶
体结构中, CXCR4分子都形成一致保守的二聚体结

构, 首次为GPCR的二聚化研究提供了直接结构依

据。而在CCR5的结构中, 我们未发现CCR5形成类

似的二聚体结构, 但有其他研究显示CCR5也是以二

聚体的形式与gp120相互作用的[39-40], 因此, CCR5有
可能采取其他方式形成二聚体。这些研究结果表明, 
阻断CXCR4和CCR5形成同源二聚体可能达到抑制

HIV-1病毒感染的目的, 这为新型抗艾药物的研发

提供了新的思路。要完全理解HIV感染的分子机制

并攻克艾滋病还有一段很长的路要走。目前, 我们

已经着手开展下一步的研究工作, 进一步深入研究

HIV-1病毒共受体与gp120-CD4的作用模式, 从结构

生物学的角度上更好地理解HIV病毒入侵人体细胞

的机制, 为新型抗HIV病毒感染药物的研发提供更

坚实的结构基础。
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