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APOBEC3B羧基端抗乙肝病毒位点的筛选和鉴定 
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【摘 要】目的：筛选参与APOBEC3B羧基端脱氨酶及抗乙肝病毒(hepatitis B virus，HBV)活性的重要区域和关键位点。方法：定 

点突变构建羧基端活性中心附近的3个螺旋区段(仅2、仅3、 4)的缺失突变体和0l4螺旋区内(D316、K320、E321、R327、D32"8)位 

点的突变体 ：Southern blot筛选 APOBEC3B抑制 HBV复制的重要区段和关键位点 ；不同 DNA变性 PCR(differential DNA denat— 

uration PCR，3D—PCR)和克隆测序进行验证。结果：APOBEC3B羧基端脱氨酶活性中心周围的仅3和仪4螺旋区缺失后，其抗病 

毒活性消失；D316位点突变后 APOBEC3B的脱氨酶活性和抗病毒活性消失。结论：APOBEC3B羧基端的 D316位点是 

APOBEC3B脱氨酶和抗病毒的关键位点。 
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Screening and identification of key sites for anti—hepatitis B virus 

at the carboxyl terminaI Of APOBEC3B ． 

Chen Yanmengl，Hu JieI,Huang Yaol。Yuan Lin2，Zhou Xin Hu Yuan 

( ．Key Laboratory ofMolecular Biology on Infectious Diseases，Ministry ofEducation； 

2．Department of Pathogenic Microbiology，College of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To screen the important domains and key sites involved in deaminase and anti-hepatitis B virus(HBV)activity 

at the carboxyl terminal of APOBEC3B．Methods：We mapped three alpha helices regions( 2，0【3， 4)nearby the active site and 

sites at alpha 4(D316，K320，E321，R327，D328)by site-directed mutagenesis to test whether the mutations alter anti-HBV function 

of APOBEC3B．Results：The oL3 and ct4 regions around the active site of deaminase at the carboxyl term inal of APOBEC3B were im- 

portant for anti—HBV；D316 site at the carboxyl terminal of APOBEC3B was critical for inhibition of HBV depending on its deaminase 

activity．Conclusion：D316 is catalytically active and capable of restricting． 

【Key words]APOBEC3B；Deamination；3D—PCR；D316 

天然免疫因子是宿主抵御病毒感染的第一道 

防线。当宿主遭遇病毒人侵时，机体免疫系统被激 

活 。宿主体内多种免疫 因子或宿主限制 因子 (如 

APOBEC3、SAMHD1、TRIM5a、Tetherin、MOV10等 ) 

表达上调，在病毒的不同复制环节发挥抑制作用【1J。 

其中载脂蛋白B mRNA编辑酶催化多肽 3(apolipo一 
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protein B mRNA editing enzyme catalytic polypeptide 

3，APOBEC3)家族成员包括 7个 APOBEC3蛋 白， 

可以抑制乙肝病毒(hepatitis B virus，HBV)的复制， 

其机制包括依赖于脱氨酶的方式和不依赖于脱氨 

酶的方式[2-31。． 

APOBEC3B属于 APOBEC3家族成员蛋白，对 

病毒的抑制作用主要依赖于脱氨酶．其机制为对病 

毒的单链 DNA进行编辑，使胞嘧啶核苷(cytidine， 

c)脱氨基形成尿嘧啶核苷(uridine，u)，从而在正链 

上累积 G—A高突变或被尿嘧啶 DNA糖基化酶 

(uracil DNA glycosylase，UNG)家族蛋白识别，进入 

UNG所介导的修复途径降解 。APOBEC3B包括2 

个脱氨酶功能区(catalytic domain，CD)：氨基端的 
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CD1和羧基端的 CD2。Fu等阁报道位于羧基端的 

CD2是 APOBEC3B重要的脱氨酶活性区域，而氨基 

端的CD1尽管不具有脱氨酶活性，但促进了羧基端 

CD2脱氨酶的功能 为了深入探讨 APOBEC3B羧基 

端的重要功能位点区域，本研究利用 APOBEC3B羧 

基端的三维结构构建不同区段的缺失突变体，筛选 

出了 CD2活性中心附近的 仅3和 0l4螺旋区和关键 

的 D316位点，有助于进一步研究 APOBEC3B的抗 

病毒功能。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 质粒和细胞 pMD一19T载体和 DH5a感受态细胞购 

自日本 Takara公司：APOBEC3B表达质粒由广州复能基因 

公司构建，其 cDNA序列(NM_004900)连接到pEZ—M07载 

体上，羧基端带有 3xHA标签 ；HBV表达质粒 pCH9／3091为 

第三军医大学林兰博士惠赠，为CMV启动子，下端带有HBV 

基因组全长 1．1倍体的序列；HepG2细胞为重庆医科大学感 

染性疾病分子生物学教育部重点实验室保存。 

1．1．2 主要试剂 胎牛血清购白天津‘TBD公司：MEM培养 

基、青一链霉素购 自美 国 Hyclone公司；丙酮酸钠、胰酶购 自 

美国 Gibco公司：Prime STAR高保真 PCR酶购自Et本Takara 

公司；脚 n I酶购 自美 国 Promega公司 ；HA鼠单克隆抗体 

(AH158)、GAPDH鼠单克隆抗体(AG019)购自上海碧云天生 

物技术公司；HBc兔多克隆抗体(B0586)购自丹麦Dako公司； 

HRP标记山羊抗 鼠二抗 、HRP标记 山羊抗兔二抗购 自北京 

中杉金桥生物技术公司：DIG探针标记检测试剂盒 、PCR产 

物纯化试剂盒购自美国Roche公司；质粒抽提试剂盒购自美 

国 Omega公司，胶回收试剂盒购自德国Qiagen公司；DNA转 

染试剂购自美国Mires公司。引物合成与DNA测序由上海 

Invitrogen公司完成。 

1．2 方法 

1．2．1 同源建模 APOBEC3B包含2个CD结构域，其中羧 

基端的结构已被解析 ，在 PDB数据库中下载了APOBEC3B 

(PDB：5CQD)的三维结构，通过Raswin软件进行结构分析。 

1．2．2 突变质粒的构建 根据 APOBEC3B羧基端的三维结 

构。采用定点突变方法构建羧基端活性中心附近的3个螺旋 

区(0【2、 3、 4)的缺失突变体和 4螺旋区内(D316、K320、 

E321、R327、D328)位点的突变体 ，将 4螺旋区中的所有酸 

性和碱性氨基酸突变成丙氨酸(alanine，A)，分析突变后对 

APOBEC3B抗病毒作用的影响。以APOBEC3B表达质粒为 

模板．PCR扩增进行以上缺失突变和点突变，突变引物序列见 

表 1。PCR反应条件为 ：95℃，5 min；95 oC，30 S；55℃，1 

min；68 oC，7 min；18个循环；72℃，10 min。PCR产物胶回收 

纯化。取 1 Ixg DNA经 n I酶消化 2 h后再纯化，然后转化 

至 DH5a感受态细胞，涂抹到含有氨苄青霉素(100 咖 L) 

的LB平板上 ．挑取阳性菌落提取质粒 DNA送上海 Invitrogen 

公司测序。 

表 1 突变引物序列 

Tab．1 Sequences of mutation primers 

突变引物 序列(5’一 3’) 

APOBEC3BDel d 2FP 

APOBEC3BDe1 2RP 

APOBEC3BDel 3FP 

APOBEC3BDel 3RP 

AP0BEC3BDel 4FP 

APOBEC3BDel oc 4RP 

AP0BEC3BD316AFP 

APOBEC3BD316ARP 

APOBEC3BK320AFP 

APOBEC3BK320ARP 

APOBEC3BE321AFP 

APOBEC3BE321ARP 

APOBEC3BR327AFP 

AP0BEC3BR327AFP 

AP0BEC3BD328AFP 

AP0BEC3BD328ARP 

CCTI’ITACGGCCGCCATITGGACCCGGCCCAGA 

CAAATGGCGGCCGTAAAAGC 

GCAGTCTCACGTGTG I℃CCCCAGGAGAAGCA 

CGCATCTATGATrATGCTGGCGCCCAAGTC 

GACTrGGGCCCCAGCA_rAATCATAGATGCG 

GCCCGCATC I rGA 兀1ATGCCCCCCrrATATAAGC 

CCTrATA I1AGGGGGGCATAATCATAGA_rGCGGGC 

TGACCCCCTATATCCGGAGGCGCTGCAAATCC 

GCA I1TGCAGCGCCTCCGCATATAGGGGCTCA 

CCTATATAAGGCGGCGCTGCAAATGCTGCG 

CGCAGCAT兀’GCAGCGCCGCC IrrATATAGG 

ACTrGGGCCCCAGGATCCGCCAGCATITGC 

ACTrGGGCCCCAGCAGCCCGCAGCATTYGC 

1．2．3 突变位点的筛选 把HBV表达质粒和 APOBEC3B 

表达质粒及各种突变质粒转染入 HepG2细胞 ，72 h后提取 

病毒核心颗粒 ．Southern blot筛选 APOBEC3B重要区段或关 

键位点的抗 HBV功能，不同 DNA变性 PCR(differential DNA 

denaturation PCR．3D-PCR)和克隆测序分析 APOBEC3B羧基 

端的脱氨酶活性区段或位点。 

1．2．4 细胞培养和质粒转染 HepG2细胞采用含 10％胎牛 

血清，1％青一链霉素和 1％丙酮酸钠 MEM培养基，37℃、5％ 

CO 条件下培养。在 HepG2细胞中共转染 HBV表达质粒和 

APOBEC3B表达质粒及各种突变质粒．以共转染 HBV表达 

质粒和 pEZ—M07空载质粒作为对照组。转染过程按照转染 

试剂说明书进行。 

t．2．5 病毒核心颗粒 DNA的提取 参考文献方法m提取胞 

内的病毒核心颗粒 DNA。转染 72 h后裂解细胞。用微管酶 

(micrococcal nuclease． ’Nase)37℃消化 1 h，以消化外源性 

DNA，35％ PEG8000沉淀病毒核心颗粒后 ，通过蛋白酶 K消 

化过夜 ，然后用酚／氯仿抽提，乙醇沉淀得到病毒核心颗粒 

DNA。 

1．2．6 Southern blot 按照文献方法 通过 Southern blot检测 

病毒颗粒中的DNA。病毒核心颗粒DNA经 1．2％琼脂糖凝胶 

电泳，碱变性 1 h后转移到尼龙膜上 ，紫外交联固定 DNA，预 

杂交后加入地高辛(digoxin，DIG)标记的 DNA探针于 42℃ 

水浴箱中过夜杂交 ，然后孵育抗 DIG抗体(1：10 000)，化学 

发光显色。 

1．2．7 Western blot 细胞裂解后离心收集蛋白质，BCA法测 

定蛋白质浓度，30 g蛋白经过 12％SDS—PAGE电泳后转移 
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至 PVDF膜 l ，5％脱H 奶粉封闭 2 l1’i分圳JJIl入抗 HA抗体 

(1：500)、抗 (,API)H抗体(1：5 000)、抗 ltBc抗体 (1：500)于 

4℃孵育过仪．阿宅温分别孵育IiI 抗 烈■抗(1：5 000)、山 

羊抗鼠二抗(1：40 000)和IlI羊抗兔一：抗(1：5 000)1 h，加入 

ECI 化学发光底物 色 

1-2．8 3D— ：R干̈范降测序 采片】31)一I】CR检测病毒基 

组被 APOBEC3家族蚩I'1编辑后形成的 (：一A或 C一_r突变 

策式 PCR扩增 ltBV X Ix：段 I 第一轮扩增fjl物为：5’一CGC— 

AAATATACAT(：( _rA_rCCAT一3’和 5’一AA( A(；一1YYTY1TrAT(二一 

TAAGACY l I1—3’ 第— 轮扣 增『jI物 为 5’一ATGGCTGCTA— 

R( CTGTGC．r( (：CAA一3’币口5’一AAG I1(；CACA(：( ( 1’YYGGCA一 

( AT一3’ 第一一轮{) 增条件为：94 qC，5 inhi；94 oC，30 s；55 oC， 

3()s：72℃，3()s：35个循环；72℃，10 mill 二轮扩增反应 

为 82～90 ：，5 illin；82～90 ，60 s；45 ：，30 ；72 ，30 s；35 

个循环：72 ：，10 miIl1选择 87．1 c【：变一l't-f<度条什下扩增的 

PCt／产物 过胶【i1I收纯化后．连接争 pM1)一】9 rr载体上，连 

接产物转化 l5 感受态细胞 ，仃 。 键素抗性筛选 ， 

随机挑取 15个兜隆，_轩{1捉质粒后送 |nvitrogen公司测序． 

1．3 统计学分析 

利用 (：·istalW 2．()软件进行多序列个=埘t-gx,t，编写 perl 

代码干旱序完成比刈 的碱基突变统计 心JI1 SPSS 19．0软件 

进行统计学分析，多fitI~tJ比较采川 索方謦分析，组问两 

两比较采川 l SI)一f榆验 ，办差不齐R1fJ采JI J 1)tinne|l’ 73。检 

验水准 =0．05 

2 结 果 

2．1 APOBEC3B羧基端的结构 

_|维 构分析hA．f．，APOBEC31j绞 端 a2、a3、a4 t个 

螺旋 氨摹酸残 分布存货rl1表 lj．化 J：牌活性『f1心附近 

( 1， 2)．推测这 3个螺旋Ⅸ可能足 AI’()l~ib]C3FI发挥脱 

氟酶活性和抗痫《活性的甄要区段 、 

也部分表 ÷ 1 lj灵a螺旋结构， 色I_}I；分表示蛋n质 B折叠结构 

图 1 APOBEC3B羧基端的结构 

Fig．1 Carboxyl terminal structure of APOBEC3B 

H253活 化点 
十 2 

244 I ^̂ ，̂、̂ ～v、̂ 

NLLCGFYGRHAELRFLDLVPSLQLDPAQlYRVTW FISW SPCFSW 

287 

a3 a4 

288 I 州  M 330
GCAGEVRAFLQENTHVRLR FAARIYDYDPLYKEAL MLRDAG I Q 

图 2 APOBEC3B羧基端 a2、oc3、a4螺旋区的蛋白质序列 

Fig．2 Sequence of a 2，a 3， 4 at the carboxyl terminal of 

APOBEC3B 

2-2 APOBEC3B羧基端 3个螺旋区的抗病毒活性 

HeI，( 2细胞⋯t， 转染外源性的 AP()I／EC3B I l IFIV 

达质粒 ．通过 Southei，n Hot检测发现 At’OBEC3B刈 HBV 

复制产qt了较强的抑圳作Hj( 3A)，抑制j 达 80％左有 

(P<0．01．罔 3B)一 时转染 AI OBEC3B羧 端 2、d3、 4一i 

个螺旋 缺失突变体 ，Weslern Not表明 3个螺旋I)(=的缺失 

突变体均成功表达( 3A)，Southern blot检测发现 3、 4螺 

旋I)‘：缺失后．APOBI~；C3B的抗痫 活性恢复(『殳】3B)，蓐 有 

统汁学意义(P<O．01)，l 2螺旋 的缺欠不J⋯i．91『『u】Al】OBEC3B 

的抗病毒作用(P>O．05， 3B)，表明 3和 d4这 2个螺旋 

fIf能影响 r APOBEC3B的抗病毒作川。 

{ 

SB 

I{C 

DS 

SS 

W B 

Anti—HA 

一  

《  

妄 
一  

囊 
柑 

馔 
毒 

3．2 kb 

1．6 kb 

A．snuIheII1 l榆'ilJli171)．i 核心颗粒水、 

1O0 

O 

B．痫 中茁心 i!粒1)NA水、卜比较 

a： jx,／fl#ẗ E较 ．，J<()．01；h： A3B组比较．P<0．0l 

图 3 APOBEC3B羧基端 3个螺旋区的抗病毒活性 

Fig 3 Antiviral activity of three helices at the carboxyl terminal of 

APOBEC3B 

2，3 APOt'1I~：C3B羧基端cd螺旋区的抗病毒活性 

将 4螺旋区『人J的符突变体转染入 Hep(．2 胞，72 h后 
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收集病毒核心颗粒 DNA。Southern blot结果显示 ．只彳丁D316 

位点天冬氨酸(aspartic acid，D)变成 A后 ，APOBEC3B对 

HBV的抑制作 明 恢复(罔 4A)，差异有统计学意义(P< 

0．01)，表明 D3l6位点可能参与了 APOBEC3B抑制 HBV功 

能。而 K320、E32l、R327、D328位点突变后抗 HBV作用恢复 

不明 (P>O．05)，表明这些位点对 APOBEC3B抑制 HBV的 

功能影响较少 

羹罾eel 
慷  

RC 

DS 

SS 

WB 

Anti—HA 

3．2 kb 

1．6 kb 

A．S{mthern h1．t榆测病毒核心颗粒水平 

1 

* 
《  

Z  
0  

措 

专 

、 

B．病毒核心颗粒 I)NA水平比较 

a： 对照组比较．P<O．0l；I ：与 A3B组比较．P<O．Ol 

图 4 筛选 APOBEC3B羧基端 cx4螺旋区的位点 

对抗病毒活性的影响 

Fig．4 Mapping the sites in the alpha 4 helix region with effect on 

the antiviral activity of APOBEC3B 

2．4 APOBEC3B羧基端 or4螺旋区的脱氨酶活性 

如果 DNA发生 _r G～A或 C—T突变．DNA变性温度会 

降低，PCR就可以在较低的变性温度下扩增I叶l条带 ，l大J此可 

以．1=}j 3D—PCR分析 APOBEC3B催化病毒 DNA发生的高突 

变 3D—PCR结果表明，外源性过表达 APOBEC3B后，来自病 

毒核心颗粒中的 DNA的 x区存变性温度 82．6~C u u被扩增 

(图 5)，其他 段未 突变情况(数据另义发表)，表明 x 

发生了较多的G—A突变或 c—T突变。~ix,t于 et4螺旋区的各 

种突变体，只有 I)316A突变体表达后，HBV DNA的 X区在变 

性温度 87．1℃被扩增(罔5)，表明该位点突变影响了APOBEC3B 

的脱氨酶活性．． 

对照组 

A3B组 

A3B—I)3l6A组 

A3B—K320A组 

A3B—E32lA组 

A3B—R327A组 

A3B—D328A组 

变性温度( ：) 

90．0 89．6 88 7 87．1 85．2 83．7 82．6 82 0 

图5 3D—PCR分析 APOBEC3B羧基端 d4螺旋区 

各种突变体的脱氨酶活性 

Fig．5 Analysis of the deaminase activity of different mutants 

in alpha 4 helix region at the carboxyl terminal 

0f APoBEC3B by 3D—PCR 

2．5 APOBEC3B羧基端d4螺旋区克隆测序 

为了证实 D3l6位点突变后导致 APOBEC3B的脱氨酶 

活性丧失，本研究对 HBV核心颗粒 DNA在 87 扩增后的 

PCR产物进行克隆测序分析。结果表明，过表达 APOBEC3B 

后 ，HBV核心颗粒的 DNA发生了大量的 G—A突变卡̈ C—T 

突变，其巾 G—A突变来自APOBEC3B对病毒负链 DNA的脱 

氨基作州，而 c—T突变来 自APOBEC3B对病毒正链 I)NA的 

脱氨基作厢，其中G—A突变数远远高于c—T的突变(图6A)， 

表明 APOBEC3B对负链 DNA的脱氨基频率高于正链 DNA。 

二联核许酸统计结果显示 G—A的高突变更多发生 5’一 

ApG一3’位点(罔6C)。D316突变后，核心颗粒中病毒 DNA的 

G—A突变或c_rr突变大量减少．表明D3l6位点是APOBEC3B 

脱氨酶的关键位点(罔 6B)。 
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图6 测序分析 APoBEC3B D31 6突变后对病毒核心颗粒 

DNA的脱氨基作用的影响 

Fig．6 Analysis of effect of D31 6A mutant on editing HBV DNA 

by AP0BEC3B 
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3 讨 论 

人类 APOBEC家族包括 11个 成员(AID， 

APOBEC1，APOBEC2，APOBEC3A、B、C、D、F、G、H， 

APOBEC4)，具有清除外源病毒或内源转座子的能 

力，是一组天然免疫分子，在宿主的防御过程中起 

着重要的作用[8]。Lucifora等的研究凹表明APOBEC3B 

可以直接作用于核内的共价闭合环状 DNA(cova— 

lently closed circular DNA，cccDNA)，而在临床肿瘤 

组织中的研究也发现肝癌组织中 cccDNA表达水 

平的下降可能与 APOBEC3B的表达上调相关[10] 

但APOBEC3B是否能对病毒核心颗粒中的病毒 

DNA发生编辑作用缺少报道 ，进一步的研究发现 

APOBEC3B能在病毒的逆转录环节与病毒聚合酶 

发生相互作用，对核心颗粒中的病毒单链 DNA发 

生脱氨基作用(另文发表)，这些研究结果进一步强 

调了 APOBEC3B抑制病毒的机制主要依赖于其脱 

氨酶活性。因此，研究 APOBEC3B重要的脱氨酶功 

能区具有重要的意义。 

通过 APOBEC3B羧基端的结构 ，发现羧基端 

仅2、仪3、仅4三个螺旋区位于脱氨酶活性中心 H253 

附近，可能参与了APOBEC3B酶活性功能。因此，本 

研究分别构建了这 3个螺旋区的缺失突变体 ，首先 

通过 Southern blot表明 仅3和 oL4在 APOBEC3B的 

抗病毒效应中具有重要的作用。进一步对 仅4螺旋区 

内的位点进行 Ala突变方法进行筛选，发现 D3 16位 

点突变后，其脱氨酶活性和抗病毒活性均消失，表 

明 D3 16是 APOBEC3B通过脱氨酶抑制 HBV的重 

要位点。Shi等[61报道 APOBEC3B与 ssDNA结合后 

促进 APOBEC3B蛋白的构象改变，使酶活性中心暴 

露 ，更多的胞嘧啶进入活性中心，发挥其功能作用。 

正常情况下 ，APOBEC3B的活性中心处于关闭状 

态 ，D316位点可能在 APOBEC3B与底物结合后促 

进了酶活性中心的暴露或参与酶活性中心的组成。 

此外 。尽管 仪3螺旋区的缺失影响 APOBEC3B的抗 

病毒活性，但是进一步通过Ala突变的方法发现该 

区段内位点突变后．其脱氨酶活性并没有丧失，表明 

该区域对抗病毒活性的作用并不是依赖于脱氨酶， 

其具体机制有待于进一步研究。 

本研究根据 APOBEC3B羧基端的结构，筛选出 

D3 16位点可能是APOBEC3B脱氨酶和抗病毒活性 

的重要位点，有助于进一步研究APOBEC3B的功能。 
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