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摘   要：乙肝病毒核心蛋白 (hepatitis B virus core protein, HBc) 由于其天然的颗粒自组装能力和

易修饰性，已然成为药物载体蛋白研究的热点。HBc 的 C-末端聚精氨酸结构域 (CTD, aa 151–183) 

的截短与否不会影响颗粒的自组装特性，但对颗粒的内外电荷会产生一定影响，进而影响药物包

封。基于此，本研究选择截短 HBc 的 CTD 和插入 RGD 肽，构建并表达 3 种不同 C 末端长度的

HBc 变体 (RH) 包封 ICG (RH/ICG)，比较其纳米制剂的稳定性和药物活性。研究发现 RH160/ICG

在包封效率和生物成像方面存在较大优势。相比于其他 HBc 蛋白变体，RH160/ICG 可明显提高包

封效率，最高可达 32.77%±1.23%。细胞毒性和溶血实验进一步表明 RH160/ICG 具有良好的生物

相容性。细胞摄取和小鼠体内成像实验均显示 RH160/ICG 可在 4T1 小鼠乳腺癌细胞和肿瘤部位中

高效递送 ICG，具有较好的成像效果。研究结果为进一步扩大 ICG 的诊疗应用和开发以 HBc 为基

础的纳米颗粒药物载体平台提供新的方向。 

关键词：乙肝病毒核心蛋白；聚精氨酸结构域；吲哚菁绿；包封效率；活体成像  
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Abstract: Hepatitis B virus core protein (HBc) has become a hot spot in drug carrier protein research 

due to its natural particle self-assembly ability and ease of modification. The truncation of the 

C-terminal polyarginine domain (CTD, aa 151–183) of HBc does not affect the self-assembly of the 

particles. However, it does affect the internal and external charges of the particles, which may 

subsequently affect drug encapsulation. Thus, the truncated C-terminal polyarginine domain (CTD) of 

HBc and the inserted RGD peptide were selected to construct and express three HBc variants (RH) 

encapsulated with ICG (RH/ICG) with different C-terminal lengths to compare the stability and drug 

activity of their nanoformulations. RH160/ICG was found to have a great advantages in encapsulation 

efficiency and biological imaging. Compared with other HBc variants, RH160/ICG significantly 

improved encapsulation efficiency, up to 32.77%±1.23%. Cytotoxicity and hemolysis assays further 

demonstrated the good biocompatibility of RH160/ICG. Cell uptake and in vivo imaging experiments in 

mice showed that RH160/ICG could efficiently deliver ICG in tumor cells and tumor sites with good 

imaging effect. This research provides a new direction for further expanding the diagnosis and treatment 

application of ICG and development of HBc-based nanoparticle drug carrier platform. 

Keywords: hepatitis B virus core protein; polyarginine domain; indocyanine green; encapsulation 
efficiency; in vivo imaging 

 

乙肝病毒核心蛋白 (hepatitis B virus core 

protein, HBc) 由于其天然的颗粒自组装能

力和易修饰的特性，已成为载体蛋白研究的

热点 [1-2]。HBc 由 N-末端自组装结构域(SA, aa 

1–140)、 C-末端聚精氨酸结构域  (CTD, aa 

151–183) 和它们之间的连接链  (aa 141–149) 

组成[3]。HBc 的 CTD 有结合核酸的能力，在颗

粒自组装过程中被包埋在颗粒内部。冷冻电子

显微镜观察显示 HBc 的核酸含量随着 CTD 的

截短而降低[4-5]。另有研究显示，CTD 中的精氨

酸可与负电荷产生静电相互作用进而加强乙型

肝炎病毒 (hepatitis B virus, HBV) 衣壳的组装

和完整性[6]。基于此，可通过 CTD 引起的静电

吸附促进 HBc 对小分子药物的包封。 

RGD 肽是一种含有精氨酸-甘氨酸-天冬氨

酸 (Arg-Gly-Asp) 的三肽序列，可与肿瘤细胞
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表面高表达的整合素 αVβ3 特异性结合，表现

出优越的靶向标记肿瘤的作用。通过基因工程

或化学耦联的方式，将 RGD 肽修饰在纳米载体

表面，可增加纳米载体的肿瘤靶向性，如人血

白蛋白、脂质体等。 

吲哚菁绿  (indocyanine green, ICG) 是目

前唯一被批准用于临床的近红外成像试剂[7-8]。

但 ICG 在水溶液中的不稳定性及血浆快速清除

率极大地限制了其在诊疗方面的应用 [9-10]。研

究发现，可通过静电吸附将 ICG 包裹进入具有

靶向功能的 HBc[11]，有效增加其稳定性和肿瘤

靶向性，达到体内长循环的效果[12-13]。然而已

有研究发现，CTD 的截短会对 HBc 的电荷性质

造成影响[14]，可能进一步影响其对药物的包封

能力[15-16]。而目前截短 CTD 对 ICG 包封的影响

研究相对较少，需要进一步开展相关研究。 

本研究通过截短 CTD 和插入 RGD 肽，构

建了 3 种 RH 蛋白变体包封 ICG，比较包封效

率，并对其性质、生物相容性和体内外成像能

力进行了评估，结果显示 RH160/ICG 具有更出

色的生物成像能力。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
RGD-HBc144 (RH144)、RGD-HBc160 (RH160) 

和 RGD-HBc183 (RH183) 序列由生工生物工程

(上海) 股份有限公司合成；大肠杆菌 Escherichia 

coli BL21(DE3)、pET43.1a(+)、4T1 细胞由河南

省生物工程技术研究中心提供；异丙基-β-D-硫

代半乳糖苷 (isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside, 

IPTG)、硫酸铵、PBS 购自国药集团化学试剂有

限公司；DEME 培养基、小牛血清、DAPI 购自

Sigma-Aldrich；注射用吲哚菁绿购自丹东医创

药业有限公司；凝胶过滤层析柱、离子交换层

析柱购自 GE 公司。 

1.2  RH 蛋白颗粒的制备及表征 
截短 HBc1-183 的 144 位氨基酸和 160 位氨基

酸，在其主要免疫区 (aa 78–82) 替换并插入 RGD

肽和富含甘氨酸的连接肽  (GTSGSSGSGSGGS 

GSGGGG)。随后，将 3 个 RH 蛋白的基因序列

插入 pET-43.1a(+) (NdeⅠ –XhoⅠ )，转化至    

E. coli BL21(DE3) 中，IPTG 诱导表达 3 种 RH

蛋白。经离心、硫酸铵沉淀、离子交换层析和凝

胶过滤层析获得 RH183、RH160 和 RH144 蛋白。

所有纯化的 RH 均保存在−20 ℃。利用 ExPASy

的 ProtParam tool 输入 RH183、RH160 和 RH144

氨基酸铵序列，计算纳米颗粒的等电点。分别利

用 15%聚丙烯酰胺凝胶电泳  (sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 

SDS-PAGE) 和 1%天然琼脂糖凝胶电泳 (nature 

agarose gel electrophoresis, NAGE) 考察 RH183、

RH160、RH144 蛋白的纯度和核酸含量。 

1.3  RH/ICG 的制备及表征 

通过脲素解聚法制备带有光敏剂 ICG 的重

组 RH/ICG 纳米制剂 (RH183/ICG、RH160/ICG

和 RH144/ICG)。取一定量的 RH183、RH160

和 RH144 蛋白，分别加入 6 mol/L 脲素，混匀，

在 25 ℃恒温磁力搅拌器上解聚 3 h，加入 ICG

溶液，黑暗条件下轻轻搅拌 2 h。最后，在 4 ℃

环境下通过聚合缓冲液透析，以进行 RH183、

RH160、RH144 的再组装以及去除游离的 ICG。 

通过紫外分光光度计  (Thermo Fisher, 

NanoDrop™ One) 检测不同浓度 ICG 在 720 nm

处的吸光度，建立标准曲线，计算 ICG 浓度，

根据公式 (1) 计算包封率。 

( %) 100EE  
的 物量

包封率
加入的 物量
负载 药

药
    (1) 

透射电子显微镜  (JEM-1400 TEM) 考察

RH183/ICG、RH160/ICG 和 RH144/ICG 的外貌

形态。将 RH183/ICG、RH160/ICG 和 RH144/ICG
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悬浮液  (0.5 mg/mL) 用 2% (W/V) 磷钨酸染

色，然后将其滴在涂有碳的 200 目铜网格上，

室温下干燥，置于透射电镜下观察其表面形态

并记录各自图片，且分别选取 30 个颗粒测量其

直径。 

Zeta PALS 动态光散射  (dynamic light 

scattering, DLS, Malvern, Wano-2S) 检测器测

量 RH183/ICG、RH160/ICG 和 RH144/ICG 的粒

径分布和电位。在测量时，将 RH183/ICG、

RH160/ICG 和 RH144/ICG的分散液用超纯水稀

释至合适的浓度 (0.2 mg/mL)。 

1.4  RH/ICG 稳定性 
使用透析法检测 RH183/ICG、RH160/ICG

和 RH144/ICG 在 PBS (pH 7.4) 中泄漏 ICG 的

能力[17]，考察纳米制剂的稳定性。分别将 3 mL 

ICG、RH183/ICG、RH160/ICG 和 RH144/ICG

置于透析袋  (MW=14 kDa) 中，浸于 30 mL 

PBS (pH 7.4) 溶液里，使用恒温振荡器 (37 ℃)

以转速 100 r/min 搅拌。在 2、4、8、12、

24、48、72 h 的时间点分别取样 1 mL，取

样后补充等体积的新鲜 PBS 介质。紫外分光

光度计测定样品中 ICG 的浓度，并计算累计

泄漏率。 

为了检测 ICG、RH183/ICG、RH160/ICG

和 RH144/ICG 在水溶液中的稳定性，将一定浓度

的 ICG、RH183/ICG、RH160/ICG 和 RH144/ICG

在 4 ℃避光条件下保存 14 d。分别在 0、1、3、

5、7、14 d 预定时间内取出一定量样本，利用紫

外分光光度计 (Thermo Fisher, NanoDrop™ One) 

测量样本的紫外可见吸收光谱 (200–850 nm)。

动态光散射检测器分别检测 RH183/ICG 、

RH160/ICG 和 RH144/ICG 在 14 d 内粒径的变

化，考察其胶体稳定性。 

1.5  生物相容性 

将 4T1 细胞按照 5×103 个/孔的密度接种于

96 孔板中，培养 24 h。弃去旧培养基，每孔分

别加入 100 µL 含 RH160、RH183、RH160/ICG

和 RH183/ICG (以 HBc 浓度计，分别为 100、

120、140、160、180、200 µg/mL) 的培养液。

用培养基中未处理的细胞作为空白对照。37 ℃

孵育 24 h，MTT 法测定细胞活力。 

取 10 mL 新鲜兔血，加入约 10 倍体积的

PBS，摇动，3 500 r/min 离心 10 min，除去上

清液。PBS 洗涤 2–3 次，直到上清液未有红

色出现为止 [18-19]。将收集到的红细胞稀释至

2%红细胞悬液。取 1 mL PBS 作为阴性对照，

1 mL 去离子水作为阳性对照，接着分别取 1 mL 

RH183/ICG 和 RH160/ICG (以 HBc 浓度计，分

别为 100、120、140、160、180、200 µg/mL)

置于 EP 管中，加入 400 µL 2%红细胞悬液。混

合后置于 37 ℃恒温培养箱中静置 2 h。之后，

3 500 r/min 离心 10 min，观察每个 EP 管的溶血

和结块现象，收集上清液。使用紫外可见分光

光度计测量 541 nm 处的吸光度，并按照公式 (2)

计算溶血率。 

(%) = ( ) 100
A A

A A





性 照

性 照 性 照

溶血率 实验组 阴 对 组

阳 对 组 阴 对 组

  (2) 

1.6  细胞摄取 
将 4T1 细胞以 5×104 个/孔的密度接种于  

6 孔板中，培养过夜。随后，弃去旧培养基，

分别加入含有 ICG (等同于 RH160/ICG 的 ICG

浓度)、RH160/ICG (200 µg/mL) 和 RH183/ICG 

(200 µg/mL) 的新鲜培养液。37 ℃孵育 4 h，

PBS 洗涤 2–3 次，用预冷的甲醇固定 0.5 h，    

5 µg/mL DAPI 染色 10 min，PBS 洗涤 2–3 次。

最后通过共聚焦激光扫描显微镜  (ZEISS, 

LSM700) 观察细胞摄取情况。 

为了进一步考察 RH160/ICG和 RH183/ICG

的摄取程度，通过 ZEN 3.1 (blue edition) 测量

RH160/ICG 和 RH183/ICG 的荧光信号强度。 
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1.7  生物体内分布 
动物实验经河南省生物工程技术研究中心

实验动物伦理委员会批准 (DWLL2019005)。选

取肿瘤体积约 100 mm3 的 BALB/c，随机分成  

3 组，每组 3 只：(1) ICG 组；(2) RH183/ICG

组；(3) RH160/ICG 组。通过静脉注射将上述药

物注入 BALB/c 体内，4%水合氯醛麻醉小鼠。

分别在给药 2、8、24、48 h 时，通过小动物活

体成像仪 (PerkinElmer，IVIS®LuminaSeriesII)

监测肿瘤及全身的荧光强度。48 h 后，颈椎脱

臼处死小鼠，收集主要脏器、组织和肿瘤，拍

摄荧光成像图片，测定荧光信号强度。 

1.8  统计学方法  
实验数据表示为 x s 。统计分析采用 

one-sample t-test (OriginPro 8.0)[20]。统计学的显

著、非常显著和极非常显著差异分别表示为

P<0.05、P<0.01 和 P<0.001。 

2  结果与分析 

2.1  RH 蛋白的制备和表征 
RH183、RH160 和 RH144 序列设计如图 1

所示。ExPASy 的 ProtParam tool 分析 RH183、

RH160 和 RH144 的等电点分别为 5.95、9.21 和

10.10。如图 2A 所示，SDS-PAGE 结果显示

RH183、RH160 和 RH144 约为 30 kDa、24 kDa

和 22 kDa。如图 2B 所示，NAGE 结果显示

RH183、RH160 和 RH144 的核酸含量随着 CTD

的截短而降低。 

2.2  RH/ICG 的制备和表征 
TEM 形貌见图 3A–C，粒径分布见图 3D，

可以看到纳米颗粒呈现球形且粒径均匀分布。

TEM显示RH183/ICG、RH160/ICG和RH144/ICG 

 

 
 

图 1  不同 C 末端长度的 RH 蛋白颗粒的氨基酸序列 
Figure 1  Amino acid sequences of RH protein particles with different C-terminal lengths. 

 

 
 

图 2  RH183、RH160 和 RH144 的 SDS-PAGE (A) 和 NAGE (B) 结果 
Figure 2  SDS-PAGE (A) and NAGE (B) results of RH183, RH160 and RH144. M: protein marker; 1: 
RH183; 2: RH160; 3: RH144. 
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图 3  RH183/ICG、RH160/ICG 和 RH144/ICG 的电镜图片、粒径分布和 Zeta 电位 
Figure 3  TEM image of RH183/ICG (A), RH160/ICG (B) and RH144/ICG (C) (scale bar=100 nm), particle 
size distribution (D) and Zeta potential (E) of RH183/ICG, RH160/ICG and RH144/ICG. 
 

的直径分别为 (31.93±3.13) nm、(33.58±3.72) nm

和  (36.35±2.55) nm。图 3E 为电位分布图，

RH183/ICG、RH160/ICG 和 RH144/ICG 的电位

分别是−45.9 mV、−40.8 mV 和−23.5 mV，Zeta

电位 (正或负) 越高，体系越稳定[21]。 

2.3  RH/ICG 包封率 
图 4 是 ICG 标准曲线，在 2.5–200.0 µg/mL

之间具有良好的线性关系 (R2=0.996)。经计算， 
 

 
 

图 4  ICG 标准曲线 
Figure 4  The standard curve of ICG. 

与 RH183/ICG (EE：28.60%±1.37%) 和 RH144/ICG 

(EE：19.50%±0.91%) 相比，RH160/ICG 明显

提高了包封效率，达到 32.77%±1.23%。 

2.4  RH/ICG 稳定性 
如图 5 所示，在 2 h 时 ICG 浓度均迅速增 

 

 
 

图 5  ICG、RH183/ICG、RH160/ICG 和 RH144/ 

ICG 在 PBS (pH 7.4) 中的累计泄漏率 
Figure 5  In vitro leak profiles of ICG, RH183/ICG, 
RH160/ICG, and RH144/ICG in PBS (pH 7.4). n=3, 
x s . 
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大，累计泄漏率达到 20%左右，这可能是由

于粘连在 RH 蛋白颗粒外部的 ICG 分子在短

时间内快速解离所致[22]。在 72 h 时游离 ICG 的

累计泄漏率为 84.83%±4.42%，而 RH183/ICG、

RH160/ICG 和 RH144/ICG的累计泄漏率分别为

43.93%±3.95%、45.69%±7.24%和 62.90%±2.61%，

相比于 ICG，分别降低了 48.21%、46.14%和 25.85%。 

如图 6A–D 所示，避光保存 14 d 后 ICG、

RH183/ICG、RH160/ICG 和 RH144/ICG 的吸光

度分别降低了 68.39%、 10.32%、 11.86%和

29.06%。如图 6E 所示，保存 14 d 后 RH144/ICG

的直径增大至 (252.8±10.63) nm，而 RH183/ICG、

RH160/ICG 的 直 径 基 本 不 变 。 结 果 表 明

RH160/ICG 和 RH183/ICG均表现出优异的体外

稳定性。 

因为降解和自聚集作用[23-24]，游离 ICG 吸

光度在保存 14 d 后迅速降低。而 RH144 颗粒由

于不含 CTD，不能通过静电相互作用增加蛋白

的稳定性，其直径在短时间内迅速增大。 

2.5  生物相容性 

由于 RH144/ICG 的低包封效率和低稳定

性，本实验选择考察 RH160/ICG 和 RH183/ICG

的细胞毒性。由图 7A 可以看出，随着蛋白浓

度的增大，RH160 和 RH183 均未对 4T1 细胞

系产生明显的细胞毒性，细胞存活率均在 95%

以上。与 100 µg/mL ICG 的细胞毒性相比，

RH160/ICG 和 RH183/ICG的细胞存活率基本没

有变化，存活率均在 90%以上。 

 

 
 
图 6  ICG (A)、RH183/ICG (B)、RH160/ICG (C)、RH144/ICG (D) 的紫外光谱吸收稳定性和胶体稳

定性 (E) 
Figure 6  UV-vis absorption stability of ICG (A), RH183/ICG (B), RH160/ICG (C), RH144/ICG (D) and 
colloidal stability (E). n=3, x s , ***: P<0.001 vs. RH183/ICG, RH160/ICG. 
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溶血实验中，PBS 组、RH183/ICG 组和

RH160/ICG 组的红细胞均沉淀在底部，上清

液呈无色透明，没有溶血现象发生。如图 7B

所示，RH183/ICG 和 RH160/ICG 的溶血率

均在 0–5%之间。去离子水 EP 管中溶液是

透明的红色，并且在其底部没有红细胞沉

淀，表明存在溶血但没有聚集。结果表明，

RH183/ICG 和 RH160/ICG 具有良好的生物相

容性。  

2.6  细胞摄取 
从图 8A–B 可以看出，经 RH160/ICG、

RH183/ICG 和 ICG 处理的细胞的亮度依次递

减，RH160/ICG 的红色荧光信号最强，分别为

RH183/ICG 和游离 ICG 的 1.24 倍和 3.17 倍。 
 

 
 

图 7  包封 ICG 前后 HBc 变体的细胞毒性 (A) 和 RH183/ICG、RH160/ICG 的溶血率 (B) 
Figure 7  Cytotoxicity of HBc variants before and after ICG encapsulation (A) and hemolysis rate of 
RH183/ICG and RH160/ICG (B). n=3, x s . 

 

 
 

图 8  RH183/ICG 和 RH160/ICG 的细胞摄取 (A) 和荧光信号强度分析结果 (B) 
Figure 8  Cellular uptake (A) and fluorescence signal intensity analysis of RH183/ICG and RH160/ICG (B). 
n=3, x s . *: P<0.05 vs. RH183/ICG, **: P<0.01 vs. ICG. 
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RGD 可以和肿瘤细胞表面过表达的整合

素特异性结合[25-27]，提高了纳米载体肿瘤靶向

性。因此，含有 RGD 的纳米制剂可快速地与

肿瘤细胞结合并通过内吞作用内化到 4T1细胞

内部[28-29]。相比于游离 ICG，RH183/ICG 含有

较低的 ICG 分子数量，但其具有更出色的细胞

摄取效果。 

2.7  体内成像 

如图 9A 所示，注射 8 h，RH183/ICG 和

RH160/ICG 实验组小鼠荧光信号主要聚焦在肿

瘤部位，ICG 组小鼠肿瘤部位虽然出现荧光信

号但其信号强度较低，表明 RH183/ICG 和

RH160/ICG 通过 RGD 的靶向作用可在肿瘤周

围蓄积药物，而 ICG 虽通过自由扩散的形式到

达肿瘤部位，但绝大部分 ICG 分子在扩散过程

中 已 被 代 谢 。 注 射 48 h ， RH183/ICG 和

RH160/ICG 仍存在荧光信号，但 ICG 肿瘤部位

的荧光信号已经消失。脱颈椎处死小鼠后，使

用活体成像仪检测切除组织的离体荧光。如  

图 9B 所示，RH183ICG 组、RH160/ICG 和 ICG

组的小鼠肿瘤组织都有一定的荧光信号，其中

RH160/ICG 的荧光信号最强。 

3  讨论 

乙肝病毒核心蛋白 (HBc) 的 C 末端聚精

氨酸结构域 (CTD) 影响颗粒的电荷分布，但

不影响颗粒的自组装。因此，本研究通过截短

CTD 探究其对 HBc 包封 ICG 的影响，结果显

示 RH160/ICG 的包封率高于 RH183/ICG 和

RH144/ICG，最高可达 32.77%±1.23%，说明

RH160/ICG 具有更出色的 ICG 的包封效果，过

长和缺失 CTD 都会降低 ICG 包封效率，CTD

可以控制 HBc 药物包封。CTD 的存在使大肠杆

菌在表达蛋白时裹入核酸，NAGE 结果显示

RH183 核 酸 含 量 高 于 RH160 ， 这 可 能 是

RH183/ICG 包封率降低的主要原因。如何去除

核酸，需进一步探讨。实验还发现，RH183/ICG、

RH160/ICG 和 RH144/ICG的电位绝对值依次减 

 

 
 
图 9  RH183/ICG 和 RH160/ICG 的小鼠荧光成像 (A) 和组织荧光成像 (B) 
Figure 9  Fluorescence imaging in mice (A) and tissue fluorescence imaging of RH183/ICG and 
RH160/ICG (B). H: heart; Li: liver; S: spleen; Lu: lung; K: kidney; T: tumor. 
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小，且 RH144/ICG 的电位绝对值低于 30 mV，

Zeta 电位愈高，颗粒的分散体系愈稳定，水相中

颗粒分散稳定性的分界线一般认为在+30 mV 或

−30 mV，累计泄漏实验和保存 14 d 后的直径变

化结果验证显示，RH144/ICG 的稳定性低于

RH160/ICG 和 RH183/ICG，初步原因可能是

ICG 与 CTD 的静电相互作用增加了 HBc 颗粒

的稳定性。 

细胞实验和动物实验进一步研究 RH183/ 

ICG 和 RH160/ICG 是否存在药物活性差异。由

于 ICG 是无毒性荧光染料，不会对细胞产生毒

性，细胞毒性实验和溶血实验均表明 RH183/ 

ICG 和 RH160/ICG 都具有良好的生物相容性，

这说明截短 CTD 不影响 HBc 的生物相容性。

细胞摄取实验表明，RH160/ICG 的荧光强度是

RH183/ICG 的 1.24 倍，说明 RH160/ICG 在细

胞成像方面优于 RH183/ICG，截短 CTD 可提高

细胞摄取能力。小鼠体内成像进一步表明，

RH160/ICG 具有更优越的肿瘤靶向示踪效果，

与细胞摄取结果一致，RH160/ICG 的包封率高

于 RH183/ICG，含有更多的 ICG 分子，因此可

以增强生物成像效果。 

综上所述，本研究结果证明 CTD 可增强

HBc 的包封效率，继而影响药物活性，增强体

内肿瘤荧光成像效果。比较而言 RH160/ICG 更

有望成为潜在的生物成像剂。 
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