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!!摘!要"通过构建突变型蛋白表达质粒!将乙型肝炎病毒核心蛋白"Q2N-<4<4;[:4+*;7)+2N+)<24,!Q[7#
的赖氨酸位点dCD突变为谷氨酰胺"h#或精氨酸"X#!以分别模拟 Q[7的持续性乙酰化状态以及去乙酰化
状态!分析赖氨酸位点dCD在病毒衣壳组装过程中的关键性作用&通过建立瞬时转染模型!将野生型及突变
型核心蛋白表达质粒转染至细胞中!分别检测突变后的核心蛋白的表达水平和衣壳组装水平!比较分析不
同突变对衣壳组装的影响(结果表明$阻断赖氨酸位点dCD的乙酰化修饰能够抑制 Q[7的表达!并且显著
降低病毒衣壳的组装水平&而赖氨酸位点dCD的持续性乙酰化状态对 Q[7的表达和病毒衣壳组装水平没
有显著影响(

关键词"乙型肝炎病毒&核心蛋白&赖氨酸位点&衣壳组装&乙酰化修饰
中图分类号"XB$BA!%!!!!!!!!文献标志码"M!!!!!!!文章编号"%D$B&B’F%"!"!!#"%&"%"B&"D

=2##..#$’).013%*#"#3%-/#8YP%*’2#2#&(’%’%3LS%"/3$)"#
&")’#%*)*S%"(0$(&3%-(33#,501
8#/F&,39,$8#/>+,-W*%-.$8#"0’<3-.6+3

"])..252)/U4/26742,72;-,LV2L474,2$01234-,5674&8271
9,4:2+;4<=$Q-,5K1)*B%""%’$]14,-#

753’"($’![=7),;<+*7<4,5I*<-,<N+)<24,2PN+2;;4),N.-;I4L$<14;;<*L=-4I;<)2PN.)+2<12+).2)/.=;4,2
+2;4L*2dCD4,:4+-.7-N;4L-;;2IS.=S=I*<-<4,5<14;.=;4,2+2;4L*24,<)5.*<-I4,2"h#)+-+54,4,2"X#$

I4I47<127),<4,*)*;-72<=.-<4),)+,),&-72<=.-<4),;<-<2;)/Q[7$+2;N27<4:2.=-,L-,-.=K2<12‘2=+).2)/
.=;4,2+2;4L*2dCD4,<12N+)72;;)/:4+-.7-N;4L-;;2IS.=E812_4.L&<=N2"R8#-,LI*<-,<7)+2N+)<24,
2PN+2;;4),N.-;I4L;_2+2<+-,;/27<2L4,<)72..;S=2;<-S.4;14,5-<+-,;42,<<+-,;/27<4),I)L2.$<)L2<27<<12
2PN+2;;4),.2:2.)/<12I*<-,<7)+2N+)<24,;-,L<12.2:2.)/7-N;4L-;;2IS.=+2;N27<4:2.=$-,L7)IN-+2-,L
-,-.=K2<122//27<;)/L4//2+2,<I*<-<4),;-<<14;;4<2),<127-N;4L-;;2IS.=E812+2;*.<;;1)_2L<1-<S.)7‘4,5
<12-72<=.-<4),)/.=;4,2+2;4L*2dCD7-,4,14S4<<122PN+2;;4),)/Q[7-,L-.;);45,4/47-,<.=+2L*72<12.2:2.)/
:4+-.7-N;4L-;;2IS.=$_14.2<127),<4,*)*;-72<=.-<4),;<-<2)/.=;4,2+2;4L*2dCD1-L,);45,4/47-,<2//27<),
Q[72PN+2;;4),)+<12.2:2.)/:4+-.7-N;4L-;;2IS.=E
8#1 4)"-3!12N-<4<4; [ :4+*;&7)+2 N+)<24,&.=;4,2+2;4L*2&7-N;4L -;;2IS.=&-72<=.-<4),

I)L4/47-<4),



9!引!言

乙型肝炎病毒"Q2N-<4<4;[:4+*;$Q[b#是一
种严重危害全球人类健康的病原体%据世界卫生组
织"R)+.L12-.<1)+5-,4K-<4),$RQ?#统计$全球有
超过!"亿人感染过Q[b$其中有!AF$亿为慢性感
染者%Q[b慢性感染往往造成严重的肝脏疾病$如
慢性肝炎*肝硬化以及肝癌&全球每年有超过%""万
人的死亡是由Q[b感染造成的(%)%乙肝疫苗和抗
病毒药物的使用可有效预防或治疗Q[b感染$但
现有治疗Q[b慢性感染的手段和疗效均有限$患
者通常需长期乃至终身治疗$而且存在副作用和耐
药风险(!)%因此进一步通过对Q[b复制机制进行
研究$寻找新的药物靶点对开发新的抗病毒药物具
有重要的意义%

在新型抗Q[b药物及策略研究工作中$病毒
衣壳"]-N;4L#的组装是研究的热门靶点%Q[b衣
壳是由%!"个或C"个核心蛋白"Q[b7)+2N+)<24,$
Q[7#二聚体组装而成(B)$Q[b 复制过程中的
N5XcM包装*逆转录以及基因组>cM的合成均在
病毒衣壳内进行(#)$破坏病毒衣壳的正常组装能有
效阻断Q[b的复制$因而对Q[b病毒衣壳组装机
制的深入研究将为靶向衣壳组装的抗Q[b药物的
研发提供基础(F)%
Q[7是组成病毒衣壳的基本单位$含有%’B个

氨基酸$由两个结构域组成$即 c端结构域"c&
<2+I4,-.L)I-4,$c8>#和]端结构域"]&<2+I4,-.
L)I-4,$]8>#(B)$其中!]8>包含多个磷酸化位点$
磷酸化修饰在病毒衣壳组装中起着重要的调控作
用(D)&c8>是病毒衣壳组装的最小单位$位于c8>
的赖氨酸位点dCD在所有Q[b基因型中是高度保
守的($)%赖氨酸位点dCD的突变能够阻断病毒颗
粒的释放(’)$Q[7能以泛素依赖的方式与具有泛素
结合能力的宿主蛋白.!&-L-N<4,相结合并影响病毒
颗粒的释放$而赖氨酸位点 dCD在 Q[7与.!&
-L-N<4,的结合中发挥了关键作用$赖氨酸位点dCD
与宿主泛素化修饰系统的互作能调控病毒颗粒的产
生与释放(C&%")%具有泛素连接酶活性的c@XW能够
与Q[7结合$介导Q[7通过泛素化&蛋白酶体途径
降解(%%)%Q[7的赖氨酸位点dCD在Q[b病毒颗
粒释放和Q[7的降解中发挥着关键作用$且与宿主
泛素化修饰系统密切相关%赖氨酸位点既可以泛素
化修饰也可以乙酰化修饰$同一赖氨酸位点上不同
修饰作用之间的相互转化可以调控蛋白质的功能和

稳定性等(%!)%作为潜在的泛素化位点和乙酰化位
点$Q[7上的赖氨酸位点dCD也可能通过其乙酰化
修饰作用调控病毒衣壳的组装$但其具体作用及其
机制仍不明确%

本文通过位点突变技术$将赖氨酸位点dCD突
变为谷氨酰胺"h#或精氨酸"X#$以分别模拟Q[7
的持续乙酰化状态和去乙酰化状态$构建突变型蛋
白表达质粒$利用免疫印迹及非变性琼脂糖凝胶电
泳技术检测和分析赖氨酸位点dCD对病毒核心蛋
白表达水平以及组装水平的影响$明确赖氨酸位点
dCD在病毒衣壳组装过程中发挥的作用%

:!材料与方法

:;:!实验材料
人肝癌细胞系Q2NZ!由复旦大学袁正宏课题

组赠送$N]@&Q[7&R8"表达Q[b野生型衣壳蛋白#
由宾州州立大学(4-,I4,5Q*教授惠赠$N]@&Q[7&
dCDh"将 dCD位点由赖氨酸突变为谷氨酰胺#*

N]@&Q[7&dCDX"将dCD位点由赖氨酸突变为精氨
酸#均由本实验室构建%

大肠杆菌感受态细胞>QF/购于上海唯地生物
技术有限公司$单点突变试剂盒*>VHV’W%!细胞
培养液*O[6*胎牛血清*胰蛋白酶*O2,474..4,&
6<+2N<)I=74,*化学发光显色液和预染蛋白I-+‘2+
选购于812+I)W4;12+6742,<4/47$质粒小量提取试
剂盒和质粒大量提取试剂盒"除内毒素#选购于康为
世纪公司$琼脂糖选购于擎科生物公司$琼脂粉*蛋
白胨和酵母提取物为英国?P4)L公司产品$核酸染
料*>cMI-‘2+和%"r.)-L4,5S*//2+为8-d-X-
公司产品$Y&<+2I2ZHcHQO>cM转染试剂盒为
罗氏产品$蛋白酶抑制剂])7‘<-4.为上海陶素产品$
其他化学试剂均为上海生工生物公司产品&兔多克
隆抗体M,<4&Q[7M5购自上海长岛抗体诊断技术有
限公司和带QXO标签的羊抗兔@5Z购自[[@生命
科学有限公司%
:;<!方!法
%A!A%!突变质粒的构建

以野生型N]@&Q[7&R8为模板$利用O]X技术
扩增含有目的突变位点的基因序列%取上’下游引物
各"AD$U*>cM 模板%$U*%"r+2-7<4),S*//2+
!AF$U*Lc8OI4P"AF$U*LLQ!?%CA’$U$在!F$U
体系中加入"AF$U的O/*>cM聚合酶后$进行O]X
循环扩增%O]X程序为CFTB";*CFTB";*
FFT%I4,*D’TFI4,共%F个循环%反应结束
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后$将体系放置在冰上冷却!I4,$使体系温度低于
B$T%在每个体系中加入"AF$U的>N,@消化酶$
上下颠倒混匀$离心%I4,$在B$T下孵育%1消化
亲本>cM$取F$U体系进行转化扩增%

突变 引 物 为 Q[7&dCDh "上 游 引 物!F̂&
]M]8MM8M8ZZZ]]8M]MZ88]MZZ]MM]8]
88Z&B̂$ 下游引物!F̂&]MMZMZ88Z]]8ZMM
]8Z8MZZ]]]M8M88MZ8Z&B̂#和 Q[7&dCDX
"上游引物!F̂&]M]8MM8M8ZZZ]]8MMZZ88]
MZZ]MM]8]88Z&B̂$F̂&]MMZMZ88Z]]8ZM
M]]88MZZ]]]M8M88MZ8Z&B̂#%

%A!A!!细胞转染

Q2NZ!细胞按%kB接种在D"II细胞培养皿
中$过夜培养使细胞到达约为$"a的融合度$按转
染试剂盒操作说明配制转染体系$将含有野生型及
突变型蛋白表达质粒的转染混合物在室温下孵育
!"I4,后均匀地滴加在培养皿的四周$轻摇混匀%
将培养皿放入B$T*Fa]?! 培养箱中继续培养
$!1%

%A!AB!R2;<2+,S.)<实验

收集转染后的细胞$用cO&#"裂解液在冰上裂
解后进行6>6&OMZH电泳%%""b 电泳%AF1$
B""IM进行转膜%AF1$Fa脱脂奶粉在室温下封闭
孵育%1%%a脱脂奶粉将一抗%k%"""稀释$在#T
下孵育过夜$8[68洗涤B次$每次%"I4,&用%a
脱脂奶粉将二抗%k%""""稀释$在室温下孵育!1%
8[68洗涤B次后滴加显影液$通过化学发光仪发
光显影%

%A!A#!Q[b衣壳组装水平检测

Q[b衣壳的组装水平可通过非变性琼脂糖凝
胶电泳及R2;<2+,S.)<实验来检测$在非变性琼脂
糖凝胶中分子量较小的未组装成病毒衣壳的核心蛋
白单体或者寡聚体从胶中分离$而分子量较大的
Q[b病毒衣壳将集中在非变性胶中的特定位置$将
其转印至硝酸纤维素膜后可通过Q[7特异性抗体
进行检测%具体如下!取B"$UcO&#"细胞裂解液$
依次加入 V47+)7)77-.,*7.2-;2"%F9’$U#"A!F$U
和"AFI).’U]-].!"AB$U$B$T下旋转孵育%1&
%#"""+’I4,离心FI4,$取上清进行琼脂糖凝胶
!!b电泳过夜&利用虹吸原理$搭建盐桥和转膜过
夜$通过紫外交联仪固定c]膜$并将交联后的c]
膜在’"T下烤膜!1$用LLQ!?再次将膜湿润$后
续步骤同R2;<2+,S.)<实验%

<!结果及分析

<;:!突变型蛋白表达质粒的构建与鉴定
蛋白质赖氨酸位点"d#的翻译后修饰如泛素化

修饰和乙酰化修饰$能调节蛋白质的结构和生理功
能(%B&%#)%Q[b核心蛋白中的赖氨酸位点dCD在所
有的Q[b基因型中是高度保守的$是泛素化及乙
酰化修饰的潜在位点(%F)%分别将dCD位点的赖氨
酸残基"d#突变为谷氨酰胺"h#或者精氨酸"X#$以
分别模拟赖氨酸位点的持续性乙酰化状态或去乙酰
化状态$构建Q[7的突变型蛋白表达质粒"见图%
"-##%在野生型 Q[7蛋白表达质粒N]@&Q[7&R8
的基础上$利用点突变技术原理$设计单点突变引
物$将该位点赖氨酸密码子MMZ突变为谷氨酰胺
密码子]MZ$或突变为精氨酸密码子MZZ"见图%
"S##%利用O]X技术扩增含有目的突变位点的基
因序列$通过酶切酶连技术构建突变型蛋白表达质
粒$经测序验证$构建的突变质粒该位点序列均
正确%

图%!突变型蛋白表达质粒的构建与定点突变

<;<!赖氨酸位点8YP的突变对核心蛋白表达水平
的影响
为研究赖氨酸位点dCD不同的乙酰化状态对

Q[7的表达水平的影响$将构建好的野生型及突变
型蛋白表达质粒转染至Q2NZ!细胞中$通过6>6&
OMZH及R2;<2+,S.)<检测核心蛋白的表达水平%
与野生型Q[7相比$模拟去乙酰化状态的dCDX突
变体"Q[7&dCDX#的表达水平明显下降"见图!
"-##$进一步的量化分析显示$突变体的表达量与野
生型相比具有显著性差异"见图!"S##$说明阻断赖
氨酸位点dCD的乙酰化修饰能显著降低Q[b核心
蛋白的表达%图!结果显示$模拟持续性乙酰化状
态的dCDh突变体"Q[7&dCDh#的表达水平与野生
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型核心蛋白的表达水平没有显著差别$dCD位点的
持续性乙酰化修饰对核心蛋白的表达没有影响%

图!!dCD位点的突变对核心蛋白表达水平的影响
注!99R""A"%%

<;?!赖氨酸位点8YP的突变对病毒衣壳组装的
影响
Q[b核心蛋白在不同的蛋白表达体系里单独

表达时$在达到一定的表达水平后Q[7能自发组装
为Q[b病毒衣壳(B)%本文为探明赖氨酸位点dCD
的乙酰化状态对病毒衣壳组装的影响$将野生型及
突变型蛋白表达质粒转染细胞后$通过非变性琼脂
糖凝胶电泳及R2;<2+,S.)<实验来检测病毒核心蛋
白的组装水平$结果如图B所示%图B表明!与野生
型相比$模拟去乙酰化状态的dCDX突变体组装成
的衣壳的水平明显下降$而量化分析显示差异具有
显著性$表明阻断赖氨酸位点dCD的乙酰化修饰能
显著降低Q[b核心蛋白组装成衣壳的水平&dCDh
突变体的组装水平与野生型相比没有显著差异$表
明赖氨酸位点dCD的持续性乙酰化状态对核心蛋
白组装成衣壳的水平没有影响&形成的病毒衣壳在
非变性胶中的迁移位置发生变化$其比野生型核心
蛋白形成的病毒衣壳迁移速度更快$表明赖氨酸位
点dCD的持续乙酰化修饰可能影响病毒衣壳的结

构或者状态%以上结果表明$Q[b核心蛋白赖氨酸
位点dCD不同的乙酰化状态能调控病毒衣壳的
组装%

图B!dCD位点的突变对病毒衣壳组装的影响
注!99R""A"%%

?!讨!论

Q[b核心蛋白是组成病毒衣壳的基本单位$在
Q[b复制过程中的多个环节发挥调控作用$且核心
蛋白上关键氨基酸位点的翻译后修饰介导了其对病
毒复制的调控作用$如磷酸化和泛素化修饰等(%D&%$)%
Q[b核心蛋白的c8>上的赖氨酸位点dCD是高
度保守的($)$dCD位点能通过宿主泛素化修饰系统
的相互作用介导病毒核心蛋白的降解(%%)$并在病毒
颗粒的释放中发挥关键作用(C&%")%由于蛋白质上的
赖氨酸位点既能被泛素化修饰又能被乙酰化修饰$
以共同调节蛋白的结构和功能(%!&%B)$Q[b核心蛋白
的赖氨酸位点dCD很可能通过其乙酰化修饰调控
病毒衣壳的组装和病毒颗粒的释放%本文的结果证
实$赖氨酸位点dCD确实在病毒衣壳的组装中发挥
着重要作用$其中阻断赖氨酸位点dCD的乙酰化修
饰能够显著抑制核心蛋白的表达以及病毒衣壳的组
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装$且该位点的持续乙酰化状态对核心蛋白的表达
以及病毒衣壳的组装水平没有影响$但是其可能影
响了形成的病毒衣壳的结构或者状态%

本文发现$阻断赖氨酸位点dCD的乙酰化修饰
"dCDX突变体#能显著降低核心蛋白的表达水平$
究其原因$一种可能是其转录翻译受到抑制$另一种
可能是表达后的核心蛋白的降解被加快%由于该突
变体表达质粒使用的是和野生型核心蛋白表达相同
的载体$使用相同的外源启动子"]Vb#和相同的细
胞翻译系统"人肝癌细胞系Q2NZ!#$因此$因转录
翻译水平降低造成赖氨酸dCDX表达水平下降的可
能性很小%本课题组前期研究发现$Q[b核心蛋白
的一种截短体]%#C在哺乳动物细胞中表达量极
低$截短体的低表达量是由于其不能有效组装成病
毒衣壳造成的(D)%本文中赖氨酸dCDX突变体的表
达量的降低可能是其组装成衣壳的效率过低造成
的$突变体能被转录和翻译出和野生型相似的蛋白
水平$但由于其组装成衣壳的效率低于野生型$只有
少部分Q[7单体能组装成较为稳定的病毒衣壳$而
未组装成衣壳的单体或者寡聚体则不稳定被快速降
解$赖氨酸dCDX突变体组装成病毒衣壳的水平显
著下降$进一步验证了该推测%

赖氨酸位点dCD模拟持续性乙酰化状态的突
变"dCDh#虽然对核心蛋白的表达水平及衣壳组装
水平没有影响$但其形成的病毒衣壳在非变性胶中
的迁移速度比野生型快$这提示赖氨酸位点dCD的
乙酰化状态可能影响了形成的病毒衣壳的结构或者
状态%一种可能是病毒衣壳的总电荷发生改变$由
于赖氨酸位点dCD暴露于衣壳的表面(’)$dCD位点
的赖氨酸突变为谷氨酰胺后所带正电荷丢失$从而
造成形成的病毒衣壳失去大量正电荷$在非变性胶
中能更快的向正极移动%但也不能排除赖氨酸位点
dCD模拟持续乙酰化修饰的突变造成了病毒衣壳结
构的改变$需要进一步的研究进行验证%

B!结!论

本文对Q[b核心蛋白赖氨酸位点dCD在病毒
衣壳组装过程中的关键作用进行探究$并初步评估
了赖氨酸位点dCD在模拟不同乙酰化状态下对病
毒衣壳组装的影响$主要结论如下!
-#阻断赖氨酸位点dCD的乙酰化能够降低核

心蛋白的表达水平$而模拟该位点持续性乙酰化状
态不影响核心蛋白的表达%
S#阻断赖氨酸位点dCD的乙酰化能降低病毒

衣壳组装水平$而模拟该位点持续性乙酰化状态对
其组装水平没有影响%
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