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摘  要 : 通过在乙肝病毒核心蛋白钉突部位插入标签蛋白 EGFP 及小片段多肽，研究各种改造对 HBc 功能的

影响。采用 RLIC 方法，构建野生型 HBc、HBc 钉突部位带不同接头的 EGFP 融合重组体、缩短的 EGFP 融合

重组体，并构建与 HBc 功能互补的质粒 HBV1.1c－
，将不同重组体与 HBV1.1c－

共转染 HEK293 细胞，通过观

察荧光及 Southern blotting 检测病毒复制中间体，判断相应基因工程改造对重组蛋白中不同结构域功能的影响。

RLIC 方法可有效地用来进行片段缺失，且缺失片段大小及位置无明显限制。带柔性或刚性接头的重组

HBc-EGFP 均可产生绿色荧光，但荧光在细胞内分布形态不同，两种重组 HBc-EGFP 均不能支持正常的 HBV

复制，各种截短的插入片段以及 aa79-80 单独缺失体亦不能支持 HBV 复制。结果表明 RLIC 方法是一种基因

工程改造的有力工具，不同类型接头对重组蛋白的结构和功能有不同影响，aa79-80 对维持 HBc 的主要功能之

一——支持 HBV 复制有重要作用。 

关键词 : 乙型肝炎病毒，核心蛋白，绿色荧光蛋白，基因工程 
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Impacts on hepatitis B virus replication by gene  
engineering at apical loop region of capsid protein 

Jiangyan Chen, Rong Huang, Ying Tao, Yuan Huang, Yingying Luo, Ailong Huang, and 
Jieli Hu 

Key Laboratory of Molecular Biology on Infectious Diseases, Ministry of Education, Chongqing Medical University, Chongqing 400016, 

China 

Abstract:  Hepatitis B virus (HBV) DNA replication takes place in the viral capsid that consists of 180 or 240 copies of 

HBV capsid (HBc or core) protein. The monomeric core protein contains an apical loop region that forms the spikes on the 

surface of viral capsid upon core dimerization and capsid assembly. To investigate the impact on HBV DNA replication 

through gene engineering at the spike of HBV capsid. plasmids expressing engineered HBc with linker-fused enhanced 

green fluorescent protein (EGFP) or shortened EGFP insertion at the spike region were constructed by Restriction Digestion 

and Ligation-independent Cloning (RLIC). The wildtype or mutant HBc construct was cotransfected with HBV1.1c-, a 

plasmid containing 1.1 unit-length HBV genome with deficiency in HBc expression, into HEK293 cells, respectively. GFP 

signal was observed through a fluorescence microscope and HBV DNA replicative intermediates were assayed by Southern 

blotting to determine the expression and functions of different recombinants. Our results demonstrated that the RLIC 

method was effective to generate deletion or insertion in the apical loop region of HBc. Both HBc-EGFP recombinants with 

different linkers produced green fluorescence but with different subcellular distribution pattern. However, HBV DNA 

replication was not detected with the trans-complementation of these two HBc recombinants. In addition, other 

recombinants including the one only with the deletion of aa79-80 failed to support HBV replication. Taken together, our 

results suggest that RLIC is a robust method which can be broadly applied in gene engineering; different peptide linkers 

may have different influences on the functions of an engineered fusion protein; and HBc aa79-80 play a critical role for 

HBc to support HBV DNA replication. 

Keywords:  hepatitis B virus, core protein, green fluorescence, gene engineering 

乙型肝炎病毒  (HBV) 是一种重要的病原

体，可导致一系列慢性肝病 [1-2]。HBV 为直径

42 nm 的球形颗粒[3]，呈双层壳结构，外壳主要

由 3 种表面蛋白 (HBs) 构成[4]，内层核衣壳由

核心蛋白 (HBc) 组成，为正 20 面体结构[5]，该

结构包含 90 或 120 个 HBc 二聚体，每个二聚体

由 HBc 单体通过二硫键连接[6-7]。HBc 由 4 个 α

螺 旋  (aa13-30 ， aa50-60-78 ， aa82-93-110 ，

aa112-123-128) 和 C 端精氨酸区组成[8]。第 2

和第 3 个 α 螺旋转折形成钉状突起，aa80 是尖

突顶，位于核衣壳最表面 (图 1) [9-11]。HBc 在

HBV 复制过程中必不可少，它所构成的核衣壳

是 包 装 前 基 因 组 RNA (Pregenomic-RNA ，

pgRNA) 和病毒聚合酶的场所 [12]，另外，HBc

还介导病毒基因组 DNA 进入细胞核，继而生成

共价闭合环状 DNA (Covalently closed circled 

DNA，cccDNA) 作为复制的初始模板[13]。 

HBc 因其作用重要，一直是 HBV 复制研究

中的重要对象，然而，由于缺乏稳定且特性好

的抗 HBc 抗体，很多研究不便开展。本研究针

对这一问题，拟利用绿色荧光蛋白 (EGFP) 对

HBc 进行基因工程改造，试图达到以下目的：

1) 能对 HBc 表达情况进行监控；2) 使得用免

疫学方法检测 HBc 以及捕获核心颗粒 (含有 
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图 1  HBc 蛋白二维结构示意图[10] 

Fig. 1  Diagram of HBc structure[10]. (A) HBc 
monomer, aa78-82 is at the spike. (B) HBc dimer. 
 

HBV 基因组 DNA 及聚合酶的核衣壳) 成为可

能；3) 与此同时，不影响 HBc 自身功能，即经

过改造的 HBc 仍能支持 HBV 复制。为达到以上

目的，我们认为，EGFP 标签需表达于核衣壳表

面，以便被抗 EGFP 抗体识别和捕获。从核衣

壳的冷冻电镜结构[8]可知，位于其最表面的部分

是 HBc 钉突部位 (aa78~82)，而不是 C 末端或

N 末端。因此，若在钉突位置插入 EGFP，有可

能使其暴露于核衣壳表面。但是，在一个蛋白

的中间位置插入另一蛋白序列，有可能使这两

种蛋白的三维结构都受到影响，不能正确折叠，

从而影响甚至破坏二者的功能。Kratz 等[14]的研

究表明，对于截去 C 末端 40 aa 的 HBc，当其钉

突处 aa79~80 替换成 GFP 时，超过 40%的融合

GFP 折叠正确，能产生绿色荧光，同时亦能形

成与天然核衣壳类似的颗粒结构，然而，截去 C

末端的 HBc 并不能支持 HBV 复制[15]，我们在

本研究中将以完整 HBc 为基础进行改造，考察

这些融合蛋白是否保留了 HBc 的正常功能，同

时，我们还探讨了不同类型接头以及不同大小

插入片段对 HBc 蛋白功能的影响。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

质粒 pCH9/3091 由第三军医大学西南医院

感染病研究所兰林博士馈赠，德国 Nassal[16]课

题组构建；HEK293 细胞、质粒 pEGFP-N1 为本

实验室保存；Southern blotting 检测试剂盒、

Xteme HP 转染试剂购自罗氏公司；内切酶 DpnⅠ

购自 Promega 公司。 

1.2  方法 

1.2.1  构建 HBV1.1c－质粒  

采用不依赖酶切与连接的分子克隆方法 

(RLIC) [17-18]。以质粒 pCH9/3091 为模板，设计

突变引物，使其 HBc 第 40 位氨基酸突变为终止

密 码 ， 上 游 引 物 为 ： 5'-GATACCGCCTCAG 

CTCTGTATCGGTAAGCCTTAGAGTCTCCTGA

GCATTG-3'，下游引物为： 5'-CTCGTCGTCT 

AACAACAGTAGTCT-3'，进行 PCR 扩增。用

QIAGEN 胶回收试剂盒回收扩增片段。回收片

段带有突变碱基，作为大引物，用来替换模板

质粒 pCH9/3091 中相应片段。反应体系：300 ng

回收片段， 50 ng pCH9/3091 模板， 0.5 μL 

PrimeSTAR 聚合酶等。反应条件：95 ℃预变性

2 min；95 ℃ 15 s，55 ℃ 15 s，72 ℃ 3 min，

18 个循环。扩增产物用 Roche PCR 产物纯化试

剂盒纯化，取 13 μL 纯化产物用 Dpn Ⅰ于 37 ℃

消化 5 h，取 2 μL 消化后产物电转化 JM109 感

受态细胞，获得的克隆测序鉴定。 

1.2.2  构建 HBc 质粒 

以 pCH9/3091 为模板，设计引物，上游引

物为：5'-CAATCTCGGGAATCTCAATGTTAG 

GAGATTAGGTTAAAGGTCTTTGTAC-3'；下游

引物为：5'-GTACAAAGACCTTTAACCTAAT 

CTCCTAACATTGAGATTCCCGAGATTG-3'，作

反向替换 (等同大片段缺失突变)，具体方法与

前述类似。挑取克隆测序鉴定。 
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1.2.3  其他重组质粒的构建 

将 HBc aa79~80 替换成 EGFP 有两种设计：

1) HBc gfp-flex，由柔性接头连接 EGFP 两端并

插入 HBc 中 (替换 aa79~80)。首先以 pEGFP-N1

为模板，用引物 FHBc gfp-flex1、RHBc gfp-flex1 

PCR 扩增，取 0.1 μL 扩增产物为模板，用引物

FHBc gfp-flex2、RHBc gfp-flex2 再次 PCR 扩增，

得到两端加上柔性接头的 EGFP 基因片段，其

末端带有与 HBc aa79～80 两侧序列同源的序

列，然后以该片段为大引物，替换插入到 HBc

中。方法类似 1.2.1。2) HBc gfp-heli，在 HBc 

gfp-flex 基础上，EGFP 两端各增加一段 α 螺旋

的刚性接头，改变融合蛋白间的连接方式。构

建方法大体与 1) 类似，但因该刚性接头序列较

长且多重复碱基，难以直接用 PCR 将外侧序列

加到上一轮 PCR 扩增片段两侧 (即 heli2 引物不

能较好扩增 heli1 的扩增产物)，因此需在每轮扩

增后，增加一次克隆过程，共进行了 3 次克隆。 

此外，我们还在 HBc gfp-flex 基础上，将插

入的外源片段逐步缩短，构建 3 种重组质粒：

1) HBc gfp15-flex，为 HBc gfp-flex 删除 EGFP

中间部分，仅保留 EGFP15 个氨基酸的重组

HBc。2) HBc flex，在 HBc gfp15-flex 的基础上

进一步将重组蛋白减短，融合多肽为 2 个 G4S。

3) HBc 7980- 为第 79、80 位氨基酸缺失的 HBc

蛋白。均采用与 RLIC 原理相同的反向替换法。 

1.2.4  HEK293 细胞培养及转染 

细胞培养及转染：HEK293 细胞使用含 10%

胎牛血清的 DMEM 培养基，于 37 ℃，含 5% 

CO2，相对湿度大于 95%的无菌孵箱中培养。转 
 

表 1  其他重组质粒构建所用引物 

Table 1  Primers used in the construction of other recombinants  

Plasmid 
name 

Primer name Primer sequence (5′–3′) 

HBc 
gfp-flex 

FHBc gfp-flex1 
RHBc gfp-flex1 
FHBc gfp-flex2 
RHBc gfp-flex2 

GGTGGTGGAGGCTCTGGAGGCGGAGGTACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG1)

TCCACCACCACCAGAACCACCTCCTCCCTTGTACAGCTCGTCCATGCCGA 
CCTGGGTGGGTGTTAATTTGGAAGATGGTGGTGGAGGCTCTGGAGGCGGA2) 

GACATAACTGACTACTAGGTCTCTAGATCCACCACCACCAGAACCACCTC 
HBc 
gfp-heli 

FHBc gfp-heli1 
 
RHBc gfp-heli1 
 
FHBc gfp-heli2 
 
RHBc gfp-heli2 
 
FHBc gfp-heli3 
RHBc gfp-heli3 

AGGCTGCTGCTAAAGAAGCCGCTGCTAAAGCTGCTGCTATGGTGAGCAAGG
GCGAGGAG 
CTTAGCAGCAGCCTCCTTAGCAGCAGCTTCTGCAAGCTTGTACAGCTCGTCC
ATGCCGA 
TTGCAGAAGCTGCCGCAAAAGAGGCTGCTGCTAAGGAGGCTGCTGCTAAAG
AAGCCGCT 
AGCAGCAGCTTTAGCAGCAGCCTCCTTAGCAGCAGCCTCCTTAGCAGCAGC
CTCCTTAG 
GATGGTGGTGGAGGCTCTGGAGGCGGACTTGCAGAAGCTGCCGCAAAAG 
CTAGATCCACCACCACCAGAACCACCTCAGCAGCAGCTTTAGCAGCAGC 

HBc 
gfp15-flex 

FHBc gfp15-flex 
 

RHBc gfp15-flex 

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAG 
 

CTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCAT 
HBc flex FHBc flex  

Rc457 
TGGAGGCTCTGGAGGCGGAGGTACCTCTAGAGACCTAGTAGTCAGTTATG 
CTCGTCGTCTAACAACAGTAGTCT 

HBc 7980- FHBc 7980- 
Rc457 

GTTAATTTGGAAGATTCTAGAGACCTAG 
CTCGTCGTCTAACAACAGTAGTCT 

1) The underlined sequences are homologous with pEGFP-N1. 2) The italic sequences are homologous with HBc. 
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染质粒前，先将细胞接种于 6 孔板，密度约为

1.5×105 个/孔，培养约 20 h，换新鲜培养基。

配制转染体系：质粒与脂质体以 1 : 3 的比例混 

匀 (2 μg DNA : 6 μL 脂质体)，转染各孔，24 h

后换液。继续培养 4 d，收细胞。 

1.2.5  Southern blotting检测HBV DNA复制中间体 

细胞转染 5 d 后，提细胞内核心颗粒 HBV 

DNA：用 500 μL细胞裂解液(10 mmol/L Tris-HCl 

pH 8.0，1 mmol/L EDTA，1% NP40，50 mmol/L 

NaCl，2%蔗糖)37 ℃孵育 10 min，收集裂解物，

15 000×g 离心 4 min，取上清，加 5 μL          

1 mol/L MgCl，50 U DNase I 于 37 ℃孵育 5 h，

加 200 μL 沉淀剂(35% PEG 8000, 1.5 mol/L 

NaCl)，置冰上 40 min，13 000×g 离心 10 min

后弃去上清，再用 Proteinase K 消化过夜，经酚

氯仿抽提，异丙醇沉淀，将得到的产物溶于 8 μL

超纯水，用 Southern blotting 检测 HBV DNA，

具体操作步骤详见文献[19]。 

2  结果 

2.1  HBV1.1c-及 HBc 质粒的构建 

构建 HBc 表达缺失的 HBV 1.1 倍体的目的，

是为了后续检测各种经过改造的 HBc 是否保留

正常功能，即支持 HBV 复制。我们在含 1.1 倍

体 HBV 基因组的 pCH9/3091 基础上，将 HBc

蛋白的第 40 个氨基酸突变成终止密码，同时不

干扰 HBV 其他基因的表达[20] (图 2)。 
 

 
 

图 2  HBV1.1c－
及 HBc 的构建及功能鉴定 

Fig. 2  Construction of HBV1.1c－ and HBc and functional characterization. (A) The principle of RLIC to delete a 

fragment from a plasmid. (B) Diagram of pCH9/3091, HBV1.1c－ and HBc. (C) Detection of HBV DNA by Southern 
blotting. M: marker; 1–4: HBV DNA extracted from HEK293 cells cotransfected with different clones of HBc and  
HBV1.1c－. 1: HBc1+HBV1.1c－4; 2: HBc1+HBV1.1c－5; 3: HBc3+HBV1.1c－4; 4: HBc3+HBV1.1c－5; 5 and 6: 

negative control (transfection only with HBV1.1c－4 or HBV1.1c－5). HBc1 and HBc3 are two different clones of 

HBc. HBV1.1c－4 and HBV1.1c－5 are two different clones of HBV1.1c－. ssDNA: single stranded DNA. 
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HBc 质粒仅需带有 HBVc 基因及转录终止信

号，我们以 pCH9/3091 为基础，使用类似 RLIC 原

理的方法 (图 2)，具体为：设计一对完全互补的引

物，引物两端序列分别与缺失目标序列两端同源，

用该对引物进行替换反应，以去掉除了 HBc 及终止

信号[21]以外的其他 HBV DNA。选择测序正确的

HBc 克隆质粒 HBc1、HBc3，分别与 HBV1.1c－克

隆质粒 HBV1.1c－4、HBV1.1c－5 共转染 HEK293 细

胞，对二者进行功能鉴定，二者具有正常功能的标

准为：能支持 HBV 复制。HBV 复制中间体的

Southern blotting 结果显示(图2)，HBc3 与HBV1.1c－4/5

共转染后，可观察到复制中间体形成[22]，提示二者

均保留了正常功能，支持 HBV 复制。 

2.2  钉突部位融合EGFP的重组HBc 功能鉴定 

在将 HBc aa79-80 替换成 EGFP 时，为了尽

可能降低插入蛋白和本体蛋白在三维结构上的

相互干扰，以减小对各自功能的影响，我们在

插入位置设计了两种连接接头。一种是柔性接

头，即在 EGFP 与 HBc 的两侧连接处，分别以

多甘氨酸 2G4S 连接[14] (HBc gfp-flex，图 3)，另

 
图 3  HBc-EGFP 的功能鉴定 
Fig. 3  Functional characterization of HBc-EGFP. (A) Structure of HBc, HBc gfp-flex and HBc gfp-heli. (B) 
Observation of green fluorescence in HEK293 cells transfected with different constructs (a, b: HBc gfp-flex; c, d: 
HBc gfp-heli). (C) Detection of HBV replication intermediates by Southern blotting: M: marker; 1: HBc+HBV1.1c－; 
2: HBc gfp-flex+HBV1.1c－; 3: HBc gfp-heli.+HBV1.1c－. 
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图 4  HBc aa79~80 短片段替换及缺失对其功能的影响 

Fig. 4  Impact of short insertion or deletion at aa79-80 of HBc on its function. (A) The structure and functional 

assay of HBc gfp15-flex. M: marker; 1: positive control HBc+HBV1.1c－; 2: HBc gfp15-flex+HBV1.1c－. (B) The 

structure and functional assay of HBc flex. (C) The structure and functional assay of HBc7980-. 

 

一种是柔性+刚性接头，即在 2G4S 与 EGFP 之

间，分别增加一段可形成 α 螺旋的序列 A 

(EAAAK) 4A[23] (HBc gfp-heli，图 3)。测序正确

的 HBc gfp-flex/HBc gfp-heli 重组质粒，分别与

HBV1.1c－以 1 : 1 (摩尔比) 共转染 HEK293 细

胞，转染 24 h 后开始观测到荧光，随时间延长，

荧光增强。图 3 所示为 48 h 的荧光情况。HBc 

gfp-flex 产生的荧光蛋白在细胞内分布均匀，强

度较转染 pEGFP-N1 弱，提示受融合蛋白间的

相互影响，正确折叠的 EGFP 减少。HBc gfp-heli

产生的荧光表现不同，在细胞内呈现分散的点

状荧光。 

2.3  aa79-80 位置短片段替换影响 HBc 的正

常功能 

由于钉突部位融合 EGFP 的重组 HBc 可产

生绿色荧光，但不支持 HBV 复制，提示尽管至

少部分 EGFP 可进行正确折叠 (正确的三维结

构是其发荧光的前提) [24]，但至少部分 HBc 未

获得正确折叠。我们接下来希望知道，是否是

因为插入的 EGFP 片段过大，而影响了 HBc 的

正常功能？为此，我们将插入片段逐步缩小，

使替换的片段分别为 EGFP 的 15 个 aa+柔性接

头 (HBc gfp15-flex)，10aa 柔性接头 (HBc flex)，

以及仅缺失 aa79~80(HBc 7980-)。将这些质粒分

别与 HBV1.1c－共转染 HEK293 细胞，然后提取

细胞内核心颗粒DNA，Southern blotting检测HBV

复制中间体。结果显示，这 3 种结构的质粒均未

检测到病毒复制信号，而阳性对照 (野生型 HBc+ 

HBV1.1c－) 可见明显复制。 

3  讨论 

HBc 三维结构中的钉突部位 (aa78~82) 位

于核衣壳表面，其部位的抗原充分暴露，非常

有利于与抗体结合，常作为植入外源抗原的部

位[25]，但通常植入这些抗原的目的，是为了利

用 HBc 可聚合成较大颗粒的特性，获得更好的

免疫原性，并不关心是否保留 HBc 的主要功能，



ISSN 1000-3061  CN 11-1998/Q  Chin J Biotech  November 25, 2013  Vol.29  No.11 

http://journals.im.ac.cn/cjbcn 

1670 

即支持 HBV 复制。本研究旨在对 HBc 钉突

aa79~80 处进行改造，插入标记蛋白 EGFP，希

望在对 HBc 进行标记的同时，保留 HBc 支持

HBV 复制的正常功能。 

在本研究中，我们首先采用类似 RLIC 原理

的大片段缺失方法，构建了一系列重组质粒，

包括 HBc 及 3 种 HBc-EGFP 截短质粒。该方法

利用同源序列退火和线性扩增，原理本质上仍

是 RLIC，区别只是用短的片段替换目标载体上

较长的片段，而 RLIC 是用大的片段替换载体上

的较短区域，结果一个是基因缺失，一个是基

因插入。该方法使用时，对缺失片段大小及缺

失位置无限制，本研究中的几种缺失片段大小

为数百或数千 bp，这些结果显示，RLIC 是一种

基因工程改造的有力工具。 

我们在插入蛋白两端设计了两种连接接

头，一种柔性接头和一种刚性接头。两种重组

HBc 转染 HEK293 细胞后均能发出绿色荧光，

提示至少部分 EGFP 均获得了正确折叠。然而，

两种 HBc-EGFP 重组体所呈现的荧光表现明显

不同，柔性接头连接者荧光均匀，而刚性接头

者荧光呈分散点状，我们推测，导致荧光点状

分布的原因可能有：1) HBc-EGFP 分子间自发

聚集成团，导致荧光成点状；2) 重组蛋白滞留

在某种细胞器，不能进行正常运转。究竟何种

机制导致这种表型尚待进一步研究，无论如何，

这种表型的改变应该与刚性接头的加入有关。

在对 HBc-EGFP 的功能进行检测时，我们未能

检测到病毒复制信号，可能的原因是融合的

EGFP 破坏了 HBc 的正确结构，或者仅有少部

分保留了正确结构而不足以被检测到。为了验

证是否因为 EGFP 为较大的分子 (238 aa) 而影

响了 HBc 蛋白的结构与功能，我们缩短融合蛋

白分子，其中一种仅为缺失 aa79~80，发现这些

分子仍不支持 HBV 复制，这提示 aa79~80 对于

维持 HBc 的正常功能较为重要。Matthias 等[26]

证明，HBc 蛋白缺失第 80 位氨基酸可支持 HBV

复制，因此我们认为 aa79 可能为 HBc 支持 HBV

复制不可缺失的氨基酸。 
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