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Abstract: Hepatitis B core antigen virus-like particles (HBc-

VLPs) are widely used as vaccine vectors due to their good 

stability and easy modification, and the investigations of VLPs is 

one of the hot spots in the field of bio-pharmaceutical engineering. 

However, VLPs may disassemble or aggregate due to their 

sensitivity to temperature, pH and other factors, which becomes 

the bottleneck hindering the widely application, and the 

underlying mechanisms which governs the structure and thus 

stability of VLPs is still ambiguous. In this work, molecular 

dynamics simulation was utilized to investigate the stability of the 

dimer, pentamer and hexamer formed by protein subunits in HBc-

VLP. Instead of using empirical values in previous studies, the parameters of protein dielectric constant in aqueous 

solution were obtained by molecular dynamics simulations, and the results suggested that both the aqueous solvent and 

the arrangement of protein subunits in the complex could significantly change the dielectric constant, which further 

affected the binding free energy. Furthermore, with the dielectric constant of protein subunits, the binding free energy 

between protein subunits were calculated by the molecular mechanics-Poisson Boltzmann solvent accessible surface 

area (MM-PBSA) method. Finally, according to the calculation results, it was speculated that the stability of the 

hexamer was better than the pentamer, and the dimers formed between two adjacent hexamers or between a pentamer 

and a hexamer can further lead to a more stable structure. These understandings could provide theoretical guidance for 

the modification of candidate vaccine with HBc-VLPs as the carrier. 
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摘  要：乙型肝炎核心病毒样颗粒 HBc-VLPs (Hepatitis B Core Antigen Virus-like Particles)因稳定性好且易于改造，被作为疫苗

载体广泛使用，但影响 VLPs 稳定性的控制机制尚不清楚。采用分子动力学模拟研究了 HBc-VLP 中蛋白亚基二聚体、五聚体及

六聚体复合物的稳定性，计算了体系中蛋白亚基的介电常数，避免了以往研究中直接使用经验参数的做法；通过分子力学-泊松

玻尔兹曼溶剂可及表面积(MM-PBSA)方法计算亚基分子间的结合自由能，表明范德华作用能和非极性溶剂化作用能有利于促进

相邻蛋白亚基间的亲和作用；根据计算结果可推测 HBc-VLPs 中六聚体比五聚体的稳定性更强，而两个六聚体之间或五聚体同

六聚体之间形成的二聚体有助于进一步形成结构更加稳定的 HBc-VLPs。该结论有助于生物工程中对 HBc-VLPs 的蛋白质改造，

从而提高 HBc-VLPs 为载体的候选疫苗的稳定性。 

关键词：乙型肝炎核心病毒样颗粒；分子动力学模拟；介电常数；分子力学-泊松玻尔兹曼溶剂可及表面积；结合自由能； 

稳定性 

中图分类号：TQ460.1      文献标识码：A      文章编号：1009-606X(2021)02021911 

1  前 言 

病毒样颗粒 VLPs (Virus-like Particles)是由多个蛋

白质亚基组装而成、具有与天然病毒颗粒相似结构的柔

性生物纳米颗粒，不含病毒核酸，不具有感染性[1]。VLPs

具有形态均一、生物相容性好、易功能化等突出优点，

且能够激发机体的免疫系统产生有效的细胞和体液免

疫应答，其作为候选疫苗具有广阔的应用前景，成为近

年来生物制药工程领域的研究热点之一[2]。VLPs 在结构

上具有易改造性和可修饰性，允许外源基因插入，将抗

原肽融合在颗粒内部或表面而不影响颗粒的正确组装，

还可以化学偶联的方式对外源抗原肽进行展示，是理想

的疫苗载体[3]。但 VLPs 的稳定性往往较弱，在生产及

储运过程中易受温度、pH 值等因素的影响而发生裂解、

聚集或沉淀[4,5]。裂解后的 VLPs 生物活性大幅降低，聚

集沉淀的 VLPs 成为新的杂质，甚至会产生严重毒副作

用[6]。因此，提高 VLPs 的稳定性，对 VLPs 疫苗的工业

转化和普遍应用具有极为重要的战略意义。 

实验研究中，通常通过调节 VLPs 组装、应用和存

储过程中的 pH、离子强度和浓度、添加剂等因素提高

VLPs 的组装效率或稳定性。Kissmann 等[7]在对诺瓦克

病毒 VLPs 的稳定性研究中，经过筛选，发现壳聚糖、

谷氨酸盐、蔗糖、海藻糖等添加剂对 VLPs 的稳定性有

促进作用。Li 等[3]研究了乙肝病毒核心抗原病毒样颗粒

HBc-VLPs (Hepatitis B Core Antigen Virus-like Particles)

的稳定性，发现通过基因工程手段插入外源的抗原表位

后，尽管不影响 VLPs 的组装，但其热稳定性却显著降

低。上述研究结果表明，VLPs 的稳定性的影响机制复

杂，目前通过“trial-and-error”的传统实验模式优化 VLPs

的稳定条件仍存在很大的局限性和不确定性。 

随着理论研究的不断深入及计算机模拟技术的快

速发展，结合自由能的模拟计算为 VLPs 的稳定性研究

奠定了基础。结合自由能指蛋白质分子与配体(小分子、

蛋白质、多肽分子等)之间的相互作用能，可用于评估自

组装体的稳定性强弱。结合自由能的计算方法主要包括

以下两类：(1) 经典自由能计算方法，如自由能扰动和

热力学积分方法，其理论基础十分严格，几乎适用于任

何体系，但因需对体系进行长时间的数据采集，计算量

巨大，所以只能应用于简单体系[8,9]；(2) 经验性自由能

计算方法，将结合自由能分解为几个能量分项，通过统

计计算和经验公式得到最终结果，这类方法采样时间

短、计算量相对较小，应用较广泛。经验性自由能计算
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方法主要包括线性相互作用能 (Linear Interaction 

Energies, LIE)和分子力学-泊松玻尔兹曼溶剂可及表面

积(Molecular Mechanics Poisson-Boltzmann Surface Area, 

MM-PBSA)方法。LIE 方法便于计算蛋白质配体间的极

性作用能，但难以处理非极性相互作用和疏水效应对自

由能的影响[10]；MM-PBSA 方法通过比较同一分子两种

不同的溶剂化构象的自由能，或计算两个溶剂化分子的

结合态和未结合态两种状态之间的自由能差，得到体系

的自由能变化[1113]，因而常见于蛋白质配体结合能的

计算中。MM-PBSA 算法中，体系的自由能变化由真空

中的分子力学势能、熵对自由能的贡献和溶剂化作用能

组成[14]。溶剂化作用能通过求解线性化的泊松-玻尔兹

曼方程获得静电相互作用对溶剂化自由能的贡献，并添

加表示疏水贡献的经验项进行计算，而蛋白质分子的相

对介电常数(简称介电常数)会显著影响计算结果。Wang

等[15]研究了 HIV 二聚体在溶剂介电常数为 80(293 K 下

的水溶剂)，蛋白质介电常数设为 1.0 时，溶剂化能的数

值为 1941.5 kJ/mol；蛋白质介电常数设为 2.0 时，溶剂

化能的数值仅为 921.3 kJ/mol，相差一倍。因此，蛋白质

介电常数的数值对结合自由能的精确计算极为重要。

Simonson 等[16]对肌红蛋白等四种蛋白质的水溶液体系

分别开展分子动力学(Molecular Dynamics, MD)模拟，并

采用 Fröhlich-Kirkwood 模型假设蛋白分子为球形，计算

得到的蛋白分子介电常数为 11~21。Pitera 等[17]通过 MD

模拟计算的鸡蛋清溶菌酶在水溶液中的介电常数为

25.7，在有机溶剂 CHCl3 中的介电常数为 15.4。Ahmed

等[18]针对大豆蛋白水溶液的实验工作和 Pitera 等[17]的

MD 模拟计算也表明蛋白浓度、温度和 pH 值均显著影

响蛋白质的介电常数。蛋白质的介电常数的经验值广泛

用于 MM-PBSA 法计算结合能的工作中，常用值为

1~8[1922]。考虑到不同种类的蛋白质分子结构不同，所

处的溶剂环境也有差异，采用上述经验参数计算所得结

合自由能的准确性值得怀疑。如能针对特定的蛋白质体

系准确计算蛋白质分子在此环境中的介电常数，再由此

计算体系的自由能变化，即可得到更准确的蛋白质配

体结合自由能，为体系稳定性研究及进一步开展的蛋白

质分子结构设计工作提供可靠的理论指导。 

本研究以乙肝病毒核心抗原 HbcAg (Hepatitis B 

Virus Core Antigen)组成的乙肝核心抗原病毒样颗粒

HBc-VLPs 为研究对象。HBc-VLPs 具有结构稳定、免疫

原性强、易于改造的优点，是疫苗工程领域的研究热点

之一。蛋白亚基是形成聚合体的基本单元，按照聚合体

所含亚基的不同数量分为二聚体、五聚体和六聚体等[23]。

本工作通过分子动力学模拟研究 HBc-VLPs 中二聚体、

五聚体和六聚体的稳定性，先计算亚基复合物中蛋白亚

基的介电常数，再采用 MM-PBSA 方法计算不同数量的

亚基单体自组装为不同复合物过程的结合自由能，最后

对 HBc-VLPs 自组装和稳定性的规律进行理论分析，以

指导 VLPs 体系的稳定性调控。 

2  模型与方法 

2.1 模拟体系 

HBc-VLPs 是由 180 或240 个 HBcAg 蛋白亚基自组

装形成的正二十面体颗粒，粒径约 27 nm[24]。每个亚基

由 183~185 个氨基酸组成，每个亚基的 α螺旋长链形成

二聚体的界面，相邻两个亚基的二聚体界面相互作用，即

四个 α螺旋在 HBc-VLPs 表面形成刺突结构[24]。其中，

由 39 个氨基酸所构成的富含精氨酸的 C-末端延伸段，

可以被去除而不会影响 HBc-VLPs 衣壳的自组装[25]。本

研究中 HBc-VLP 的三维结构从蛋白质数据库获得(PDB 

ID:3J2V)[26]，共 240 个蛋白亚基，每个亚基的 C-末端延

伸段已被去除。如图 1(a)所示，此 HBc-VLP 由 12 个五

聚体和 30 个六聚体组成，相邻的五聚体同六聚体间形

成 60 个二聚体，相邻的两个六聚体间形成 60 个二聚

体。如图 1(b)所示，二聚体由相邻两个蛋白亚基的 α 螺

旋结构相互作用而成，并进一步形成 HBc-VLP 外表面

的刺突结构；五聚体和六聚体分别由相邻的五个或六个 
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图 1  图(a)为 HBc-VLP 的结构，其中一个五聚体(紫色)和两

个六聚体(黄色)间形成复合物；图(b)从上到下依次为二聚

体、五聚体和六聚体，二级结构的着色方式为红色(α螺旋)，
蓝色(loop 环)，复合物中的不同亚基分子用英文字母区分 

(本图采用 VMD 软件绘制[27]) 
Fig.1  (a) Structure of a HBc-VLP, where a large complex is 

formed with one pentamer (purple) and two hexamers (yellow); 
(b) Structure of the dimer (top), pentamer (middle) and hexamer 
(bottom), with the helices colored in red and loops in blue. The 

protein subunits in the complex are distinguished by English 
letters as marked in the figure (The picture is drawn with 

VMD[27]) 
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蛋白亚基两两之间通过底端的 α螺旋和 coil 结构相互作

用形成环状复合物，并进一步形成 HBc-VLP 的球面结

构。本工作以 HBc-VLP 中一个五聚体同周围两个六聚

体形成的复合物为模拟对象，该 HBc-VLP 及复合物中

二聚体、五聚体、六聚体的结构如图 1 所示。 

2.2 分子动力学模拟 

本工作通过 GROMACS-5.0.7 软件包 [28]，采用

Gromos 96 43A1 力场[29]进行分子动力学模拟计算。模拟

体系的构建如下：将蛋白质复合物放置在正方体盒子中

心，在蛋白质最外侧周围添加最小厚度为 1.5 nm 的水

分子层；添加反离子(Na+)使体系达到电中性；模拟盒子

的边长为 23.1 nm，共包含 1225927 个原子。模拟体系

的初始设置如表 1 所示。盒子的三个维度均采用周期性边

界条件，静电力采用 Particle-Mesh-Ewald 算法[30]，蛋白

质分子的共价键约束采用 LINCS 算法[31]，水分子采用

SPC/E[32]模型并通过 SETTLE 算法[33]约束其空间结构。

采用时间常数为 0.1 ps 的 V-rescale 温度耦合算法[34]保

持体系温度为 330 K；采用时间常数为 2.0 ps 的

Parrinello-Rahman 压力耦合算法[35]调控体系压强为 1.0

大气压。模拟过程包括能量最小化、弛豫计算和动力

学模拟三个步骤：采用最陡下降法将体系能量降低至

1000 kJ/mol 以下；进行 0.5 ns 的弛豫计算，优化溶剂中

小分子位置；对体系进行 50 ns 的 NPT 系综模拟，积分

时间步长为 2 fs，每 40 ps 保存一次坐标文件用于后续

分析。本工作在 CPU/GPU 耦合异构的超级计算机群

Mole-8.5[36,37]上进行模拟，采用一个节点(Intel Xeon E5 

2680 CPU，搭载 12 块 Tesla K80 GPU)可达到 3.74 ns/天

的计算速度。 

表 1  模拟体系中不同物质的分子数设置 
Table 1  Number of molecules in the simulation system 

Protein subunits Water molecules Na+ Total atoms Box length/nm 

17 400299 110 1225927 23.1 

 

2.3 分析方法 

2.3.1 蛋白亚基介电常数的计算方法 

蛋白质溶液作为蛋白质亚基复合物和溶剂分子的

混合物，其中蛋白亚基的电极化强度受到周围溶剂所形

成的电介质的影响，因此，蛋白亚基的介电常数应表达

为溶剂的介电常数的函数。通过线性响应理论[38]可知，

蛋白亚基分子的介电常数[17,39]为 

2 2
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式中，0为真空的介电常数，V 为蛋白质分子体积(m3)，

kB为玻尔兹曼常数(J/K)，T 为热力学温度(K)，RF为蛋

白质周围的电介质(即溶剂)的介电常数。蛋白质分子的

偶极矩涨落<M2><M>2 (C2∙m2)可由式(2)计算： 

2 2 2 2

2 2 2 2

x x

y y z z

          
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(2)

 

本研究中的溶剂为水，仅添加极少量离子平衡体系

电荷，Zasetsky 等[40]和 Raabe 等[41]的研究表明，含有电

解质的水溶液的介电常数主要受温度影响，低浓度离子

产生的电偶极矩影响可忽略不计。可根据式(3)确定水溶

剂的介电常数[42]，其中 t 为摄氏温度： 

4 2
RF 88.083 0.4041 9.2 10t t             (3) 

将水的介电常数代入式(1)，可获得体系中蛋白质分

子的介电常数。 

针对 HBc-VLPs 中五聚体六聚体界面形成的二聚

体、六聚体六聚体界面形成的二聚体、五聚体、六聚体

这四种复合物采用上述方法分别计算各体系中蛋白亚

基的介电常数。为减小统计偏差，模拟达到平衡后，每

隔 2 ns 统计本段模拟轨迹的介电常数，同时每隔 0.4 ns

更新到下一段模拟轨迹，将所得结果的平均值视为本体

系中蛋白亚基的介电常数。为描述方便，将上述四种复

合物分别简称为 Dimer(P-H), Dimer(H-H), Pentamer 和

Hexamer。 

2.3.2 蛋白亚基间结合自由能的计算方法 

采用 MM-PBSA 方法计算 HBc-VLPs 的不同蛋白

亚基复合物结构中相邻两个蛋白亚基间的结合自由能

Gbind。如式(4)所示，Gbind含三个能量项贡献：真空中

的平均分子力学势能 ΔGgas、溶剂化作用能 ΔGsol 和真

空中熵对自由能的贡献−TS[14]。 

bind gas solG G G T S                (4) 

式中，分子力学势能 ΔGgas基于分子力学力场参数计算，

包括键合作用Gbonded 和非键合相互作用Gnonbonded 的能

量。Gbonded 包括键长、键角、二面角等相互作用，

Gnonbonded由静电能 ΔGelec和范德华能 ΔGvdw组成[4345]，

如式(5)所示。蛋白亚基自组装为复合物的过程中，一般

蛋白亚基分子内部结构变化不大，则Gbonded 对结合自

由能的贡献可近似为零[11]。 

gas bonded nonbonded bonded elec vdw= +( )G G G G G G          (5) 

Gsol 为将溶质从真空中转移到溶剂中所需要的能

量，可以通过密度泛函方法[46]和积分方程理论[47]采用统

计力学的理论计算。因本工作通过分子动力学模拟进行
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理论研究，故采用隐式溶剂模型计算该部分的能量。

Gsol 包括静电溶剂化能GPB 和非极性溶剂化能Gnp，

计算如式(6)[48]所示： 

sol PB np=G G G                 (6) 

式中，GPB是溶剂环境中的极性化能，通过求解线性化

的泊松-玻尔兹曼方程确定[4951]。泊松-玻尔兹曼方程是

二阶非线性椭圆偏微分方程，当溶液中出现一定浓度高

价离子导致离子间相互作用和关联增强时，需要考虑离

子间的关联才能得到合理解释[52]。但当离子溶液的电势

能绝对值较小时，可以把该方程中的指数项展开到一

阶，得到线性的德拜-休克尔(Debye-Huckel)方程[53]，在

稀溶液中，德拜-休克尔方程对于泊松-玻尔兹曼方程是

很好地近似。本研究将采用蛋白质分子的介电常数计算

值求解GPB。Gnp是溶剂环境中的非极性能，即疏水贡

献。Gnp可使用多种模型进行计算，本研究采用应用最

为广泛的溶剂可及表面积(SASA)模型，该模型是定标粒

子理论衍生的近似方程，1965 年 Lebowitz 等[54]首先提

出了定标粒子理论方法，基本思想是在硬球液体里加入

一个直径可变的定标粒子。这相当于在液体内部构成一

个空腔，液体粒子的球心不能进入该空腔，通过计算空

腔的表面自由能和排开周围液体所做的功，可以得到硬

球液体的自由能。Dong 等[55]经过十数年的努力，将定

标粒子理论方法发展到受限于多孔材料内的硬球液体。

溶剂可及表面积(SASA)模型对应着定标粒子理论中表

面自由能项，见式(7)[5658]。 

np SASAG b                 (7) 

式中，常数 γ=2.27 kJ/(mol·nm2)，常数 b=3.85 kJ/mol，

SASA 为使用半径为 0.14 nm 的探针计算得到的蛋白质

分子的溶剂可及表面积。 

−TS 为真空中熵对体系自由能的贡献，主要考虑

蛋白质发生平移、转动等构象改变引起的能量变化。本

研究关注多个蛋白亚基分子自组装为亚基复合物的过

程中体系自由能的变化，即结合自由能，鉴于亚基分子

构象变化不大，因此不再考虑熵变的贡献[59,60]。 

3  结果与讨论 

3.1 蛋白亚基复合物的结构稳定性 

通过下述两个物理量随时间的演化判断蛋白亚基

复合物的结构稳定性：根据蛋白亚基复合物体系主链结

构同初态结构的均方偏差 (RMSD)研究模拟对象的三

级结构动态变化(图 2)；根据蛋白亚基复合物的氢键数

量(各蛋白亚基分子内的氢键数量及不同亚基分子间的

氢键数量之和)研究亚基分子的二级结构及亚基分子间

相对构型的结构演化(图 3)。 

如图 2 所示，蛋白亚基复合物体系主链结构同初态

结构的 RMSD 在模拟的前 20 ns 内迅速上升至 1.06 nm，

在随后的 20 ns 内缓慢上涨至 1.30 nm，并在最后 10 ns

内保持稳定。 
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图 2  蛋白复合物的主链结构与其初始结构的均方偏差随模

拟时间的变化 
Fig.2  Root-mean-square-deviation of the backbone structure of 
the simulated protein complex compared with its initial structure 

as a function of simulation time 
 

蛋白亚基复合物内部的氢键数量随模拟时间的变

化如图 3 所示，前 10 ns 内氢键数量从 1701 逐渐上升至

1846，在随后的 40 ns 内稳定在约 1834，表明各蛋白亚

基的二级结构及不同亚基间的相对构型已经稳定。因

此，本工作以 40~50 ns 的模拟轨迹进行后续统计计算。 
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图 3  蛋白复合物中的氢键数量随模拟时间的变化 

Fig.3  Number of hydrogen bond of the simulated protein 
complex as a function of simulation time 

 

综上，该体系在 50 ns 内基本达到平衡，更长时间

的 MD 模拟有助于体系达到更精准的热力学平衡态。考

虑到计算量，针对 40~50 ns 的模拟轨迹开展统计计算。 
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3.2 介电常数 

以 40~50 ns 的模拟轨迹为研究对象，计算得到的四

种复合物体系中蛋白亚基分子在单位体积的偶极矩差

值的涨落值如图 4 所示，四种复合物单位体积内的偶极

矩差值的涨落较小，表明偶极子的振荡幅度较小，蛋白

亚基分子表面极性残基的位置基本稳定，可由此计算蛋

白亚基的介电常数。 
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图 4  四种复合物体系中蛋白亚基分子在单位体积的偶极矩

差值的涨落值 
Fig.4  Total dipole moment fluctuation per unit volume as a 
function of time for protein subunit in four protein complexes 

 

由式(3)可知，在体系温度 T=330 K(57℃)下，水的

介电常数为 68.0，由式(1)可以获得四种复合物的介电常

数，结果见表 2。Hexamer 的介电常数为 11.4，稍高于

Pentamer 的 10.2，且两个体系的标准差也大致相同。对

二聚体而言，Dimer(P-H)的介电常数为 8.1，稍高于

Dimer(H-H)的 7.4，且这两个体系的标准差也基本相同。

这些数值表明，虽然蛋白亚基和溶剂均保持不变，但亚

基间聚集形式会影响蛋白分子中带电基团的动态结构，

进而影响介电常数。此外，为深入考察蛋白质分子的介

电常数对复合物结合自由能的影响，选取 6.0 为其介电

常数的经验值，即 Dimer(P-H), Dimer(H-H), Pentamer, 

Hexamer 的介电常数计算值分别为此经验值的 1.4, 1.2, 

1.7, 1.9 倍。MM-PBSA 法中Gsol 的计算将分别采用复

合物体系中蛋白亚基介电常数的经验值(6.0)与表 2 中所

列的计算值，以便比较两种方法所得结合自由能的差

别。 
 

表 2  不同复合物中蛋白亚基分子的介电常数及标准差 
Table 2  Dielectric constant for protein subunit in different 

complexes with standard deviation shown in the brackets 

Protein complex Dimer(P-H) Dimer(H-H) Pentamer Hexamer 

Dielectric constant 8.1(1.4) 7.4(1.3) 10.2(2.5) 11.4(2.4) 

 

3.3 不同复合物结构中蛋白亚基间的结合自由能 

为考察统计时间间隔的选取对计算结构的影响，以

五聚体内相邻的蛋白亚基 Chain A 和 Chain B 为例，分

别选定每 0.04, 0.2, 0.4 ns 计算一次结合自由能，并将所

得结合自由能各分量的平均值及标准差列于表 3。采用

三种不同采样间隔计算得到的结合能及其各分量的数

值基本一致，表明该体系已达平衡态，统计窗口的时间

间隔对计算结果影响不大。为提高运算速度，每 0.4 ns

统计一次结合自由能，并取其平均值作为最终结果。 

 
表 3  五聚体中 Chain A 和 Chain B 在不同采样时间间隔下所得结合自由能的均值及标准差 
Table 3  Binding energy of Chain A and Chain B in pentamer using different sampling intervals 

 with standard deviation shown inside the brackets 

Times/ns Gvdw/(kJ/mol) Gelec/(kJ/mol) GPB/(kJ/mol) Gnp/(kJ/mol) Gbind/(kJ/mol) 

0.04 –458.2(2.2) 80.2(0.7) 249.6(4.0) –43.2(0.3) –171.8(4.1) 

0.2 –456.4(6.1) 80.8(2.2) 250.9(13.0) –42.5(1.0) –167.3(13.3) 

0.4 –456.5(6.2) 80.7(2.3) 250.3(13.3) –42.5(1.1) –168.0(13.3) 

 
表 4  蛋白的介电常数取经验值 6.0 时复合物内相邻亚基间的平均结合能 

Table 4  Average binding energy between adjacent subunits in the complex when the protein dielectric constant is empirical 6.0 

HBc-VLP Gvdw/(kJ/mol) Gelec/(kJ/mol) GPB/(kJ/mol) Gnp/(kJ/mol) Gbind/(kJ/mol) 

Dimer(P-H) –1146.0 185.4 794.4 –104.3 –270.5 

Dimer(H-H) –1097.8 160.6 767.5 –103.9 –273.6 

Pentamer –511.5 126.6 353.9 –48.8 –79.8 

Hexamer –577.3 196.4 384.0 –54.2 –51.1 

 

蛋白亚基的介电常数取为经验值 6.0，得到四种复

合物的结合自由能见表 4。Dimer(P-H), Dimer(H-H), 

Pentamer, Hexamer 中相邻蛋白亚基间平均结合能依次

为270.5, 273.6, 79.8, 51.1 kJ/mol，即四种复合物中

蛋白亚基间的亲和性依次降低。从结合自由能的各分量

对复合物稳定性的贡献来看，四种复合物的Gvdw 和

Gnp均为负值，有利于蛋白亚基间的亲和作用，从而维

持复合物结构的稳定性，而Gelec和GPB则对该过程不
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利。 

将表 2 中蛋白亚基在四种复合物结构中的介电常

数分别用 MM-PBSA 方法计算四种复合物内相邻蛋白

亚基间的结合自由能。二聚体内相邻蛋白亚基间的结合

自由能见表 5。Dimer(P-H)和 Dimer(H-H)的结合能分别

为418.9 和302.6 kJ/mol，表明两种形式的二聚体均比

较稳定，且前者比后者的稳定性更强。结合能分量Gvdw

和Gnp均为负值，有利于亚基间的亲和作用，其中Gvdw

分别为1146.0 和1097.8 kJ/mol，表明Gvdw 对于维持

二聚体的稳定性起主导作用。Gelec 分别为 137.5 和

130.5 kJ/mol，表明真空下蛋白亚基分子间存在少许静电

作用，不利于亚基间的亲和作用；GPB分别为 693.9 和

768.6 kJ/mol，表明溶剂环境强化了静电斥力作用；

Dimer(P-H)和 Dimer(H-H)的Gelec 和GPB 之和分别占

Gvdw 和Gnp 之和的 66.5%和 74.8%，对二聚体的稳定

性起较大阻碍作用。当蛋白介电常数取经验值 6.0(表 4)

时，Dimer(P-H)和 Dimer(H-H)的结合能分别为270.5 和

273.6 KJ/mol，相差较小，且两者的结合能分别占其相

应计算值(表 5 中418.9 和302.6 KJ/mol)的 64.6%和

90.4%，即采用此经验值会显著低估这两种二聚体结构

的热力学稳定性且误判两种二聚体结构中亚基间的亲

和作用力强弱。与采用表 2 计算所得的介电常数相比，

表 4 中 Dimer(P-H)和 Dimer(H-H)的Gelec 分别增大了

47.9 和 30.1 kJ/mol，GPB 分别改变了 100.5 和1.1 

KJ/mol，表明介电常数会显著改变真空环境中的极性能

量项Gelec，溶剂环境中的贡献项GPB 也稍有影响，其

他项因不涉及电荷作用故不受影响。 

五聚体内相邻蛋白亚基间的结合自由能数值列于

表 6。五聚体内相邻亚基间的平均结合自由能为188.6 

kJ/mol，结合能分量Gvdw=511.5 KJ/mol，表明Gvdw是

维持五聚体稳定的主要因素。Gelec=74.5 kJ/mol，不利

于亚基间的亲和作用，而GPB=297.2 kJ/mol，表明溶液

环境进一步增强了蛋白亚基间的静电作用，且从绝对值

看，二者之和占Gvdw 和Gnp 之和的 66.3%，不利于五

聚体的稳定。如蛋白介电常数取经验值 6.0(表 4)，Gelec

和GPB 比表 6 中相应结果分别提高了 52.1 和 56.7 

kJ/mol，会显著低估蛋白亚基间的平均结合自由能，所

得结果仅占计算值的 42.3%。目前尚无 HBc-VLPs 结合

自由能的实验或计算的报道，Zhang 等[61]使用 MM-

PBSA 法计算得到 0.2 mol/L NaCl 的水溶液中的鼠多瘤

病毒衣壳粒中的五聚体总结合能为1113.5 kJ/mol，与本

工作中五聚体的总结合能942.9 kJ/mol 接近。 
 

表 5  二聚体内相邻蛋白亚基的结合能 
Table 5  Binding energy of adjacent protein subunits in the dimer 

Dimer Gvdw/(kJ/mol) Gelec/(kJ/mol) GPB/(kJ/mol) Gnp/(kJ/mol) Gbind/(kJ/mol) 

Chain AChain B (P-H) –1146.0(8.6) 137.5(4.5) 693.9(22.0) –104.3(1.0) –418.9(24.0) 

Chain AChain B (H-H) –1097.8(11.0) 130.5(4.4) 768.6(12.0) –103.9(1.2) –302.6(14.4) 

 
表 6  五聚体内相邻蛋白亚基的结合能 

Table 6  Binding energy of adjacent protein subunits in the pentamer 

Pentamer Gvdw/(kJ/mol) Gelec/(kJ/mol) GPB/(kJ/mol) Gnp/(kJ/mol) Gbind/(kJ/mol) 

Chain A–Chain B –456.5(6.2) 80.7(2.3) 250.3(13.3) –42.5(1.1) –168.0(13.3) 

Chain B–Chain C –496.9(5.3) 88.2(3.4) 310.2(17.8) –47.5(0.8) –146.0(14.7) 

Chain C–Chain D –619.2(6.2) 69.5(1.9) 245.4(9.8) –54.9(1.0) –359.2(13.3) 

Chain D–Chain E –441.5(7.0) 61.5(2.2) 355.3(13.1) –46.9(0.7) –71.6(13.4) 

Chain E–Chain A –543.4(5.4) 72.4(2.4) 324.9(13.2) –52.0(1.0) –198.1(14.7) 

Average –511.5 74.5 297.2 –48.8 –188.6 

Total –2557.5 372.3 1486.1 –243.8 –942.9 

 
六聚体内相邻蛋白亚基间的结合自由能见表 7。六

聚体内相邻亚基间的平均结合自由能为221.2 kJ/mol，

比五聚体更稳定。结合能分量Gvdw=577.3 kJ/mol，表

明Gvdw是维持六聚体稳定的关键因素，Gelec和GPB分

别为 103.4 和 306.8 kJ/mol，且从绝对值看，二者之和占

Gvdw和Gnp之和的 65.0%，对亚基间的亲和作用不利。

为验证复合物中形态一致的两个六聚体的自由能是否

一致，计算了复合物中的另外一个六聚体结构，其亚基

间的平均结合自由能为213.6 kJ/mol，六聚体总结合自

由能为1281.8 kJ/mol，两个六聚体间的总自由能差异仅

为 3.4%。该数据表明，HBc-VLPs 中处于不同位置处的

五聚体或六聚体，其结合自由能基本相同。当蛋白介电

常数取经验值6.0(表4)，则Gelec和GPB分别提高了93.0

和 77.2 kJ/mol，蛋白亚基间的平均结合自由能仅占表 7

中计算结果的 23.1%，该结果比 HBc-VLP 中的二聚体

和五聚体相应差异更显著。由此可知，忽略不同亚基复
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合物中蛋白分子所处的局部环境，即忽略蛋白分子上静

电分布及其动态结构对介电常数的影响，采用经验介电

常数计算亚基间的结合能不准确。 

表 7  六聚体内相邻蛋白亚基的结合能 
Table 7  Binding energy of adjacent protein subunits in the hexamer 

Hexamer Gvdw/(kJ/mol) Gelec/(kJ/mol) GPB/(kJ/mol) Gnp/(kJ/mol) Gbind/(kJ/mol) 

Chain AChain B 620.2(7.8) 84.8(2.6) 364.9(20.0) 58.6(1.1) 229.1(20.4) 

Chain BChain C 608.0(4.9) 94.7(1.5) 277.4(10.1) 56.6(0.7) 292.5(11.7) 

Chain CChain D 535.7(7.2) 154.9(2.3) 205.2(11.5) 49.1(0.9) 224.7(10.4) 

Chain DChain E 547.2(7.2) 67.0(2.5) 375.8(15.9) 55.6(0.9) 160.0(16.7) 

Chain EChain F 621.0(9.7) 84.8(2.7) 288.9(14.9) 55.8(0.6) 303.1(15.7) 

Chain FChain A 531.4(11.0) 134.0(2.2) 328.8(18.3) 49.4(1.5) 118.0(16.9) 

Average 577.3 103.4 306.8 54.2 221.2 

Total 3463.5 620.2 1841.0 325.1 1327.4 

 
复合物中相邻蛋白亚基间的亲和作用最弱的为

Pentamer，而 Hexamer, Dimer(H-H), Dimer(P-H)三种复

合物亚基间的平均结合能分别为 Pentamer 亚基间平均

结合能的 1.2, 1.6, 2.2 倍，同时各个复合物Gvdw的强弱

依次对应于各个复合物中亚基亲和性的强弱，表明

Gvdw 对于维持复合物的稳定性起主导作用。四种复合

物中亚基间结合能的分量Gelec(74.5, 103.4, 130.5, 137.5 

kJ/mol)均为正值且数值较小，表明真空环境下蛋白亚基

分子间存在少许静电作用，会减弱相邻蛋白亚基间的亲

和作用，但对整体稳定性的影响较小。Pentamer 和

Hexamer 中GPB 分别为 297.2 和 306.8 kJ/mol，而

Dimer(P-H)和 Dimer(H-H)中GPB 分别达到了 693.9 和

768.6 kJ/mol，表明溶剂环境强化了亚基上带电原子的极

性作用，从而对多聚体自组装产生阻碍。相对于五聚体

和六聚体，二聚体复合物中的蛋白亚基有更多带电原子

暴露于最外层，因此GPB数值更大。溶剂化能中的疏水

作用贡献Gnp 与真空中的分子力势贡献Gvdw 呈现相同

的规律，即 Dimer(P-H)和 Dimer(H-H)体系中的Gvdw数

值(104.3 和103.9 kJ/mol)相近，Pentamer 和 Hexamer

的Gvdw数值(48.8 和54.2 kJ/mol)相近，且前者约为后

者的两倍。 

图 5 为 Dimer(P-H), Dimer(H-H), Pentamer 和

Hexamer 四个复合物体系中，不同蛋白亚基分子间的结

合自由能总和及其四个能量分项的贡献。Pentamer 和

Hexamer 中，所有蛋白亚基分子间的结合自由能总和分

别为942.9 和1327.4 kJ/mol，表明六聚体比五聚体更能

显著降低体系自由能；Dimer(P-H)和 Dimer(H-H)的

Gbind 表明，相邻的一个五聚体和一个六聚体通过各自

贡献一个亚基形成二聚体的形式自组装为更大的复合

物，或邻近的两个六聚体形成类似结构的复合物，二者

虽然均可显著降低体系自由能，但前者形成的二聚体结

合能比后者低 116.3 kJ/mol，即前者结构更稳定。从结合

自由能的四个分量上看，Gvdw 和Gnp 均为负值，即范

德华作用和非极性溶剂作用是导致复合物结构稳定的

主要因素，且前者贡献尤其显著；Gelec和GPB均为正

值，即荷电原子间及其同溶剂间的作用会导致体系失

稳，且GPB贡献较大。总体上，二聚体、五聚体和六聚

体蛋白亚基间非极性作用依次增强的同时，总结合能依

次增强，表明蛋白亚基的疏水性作用对维持蛋白亚基的

稳定性有明显的积极作用。因此，对 HBc-VLPs 的刺突

结构实施外接抗原等免疫改造时，应尽量保持此片段的

疏水性，且需考虑外接抗原片段自身所带电荷对GPB的

影响，以减小其对 VLPs 稳定性的影响[3]。 
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图 5  四种复合物的结合自由能及能量分量 

Fig.5  Binding free energies and the respective components for 
the four protein complexes 

 

根据上述数据及分析可推断多个蛋白亚基分子自

组装为 HBc-VLPs 的自组装步骤：多个亚基分子间相互

作用，极易在空间中形成多个六聚体或五聚体；相邻两

个多聚体在布朗运动驱动下相互靠近时，两个六聚体之

间或五聚体同六聚体之间通过每个多聚体贡献一个蛋

白亚基的形式迅速形成二聚体，从而将两个多聚体形成

一个更大的复合物，以此方式进一步建立热力学更稳定
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的结构；该笼状结构不断拓展，逐步形成极为稳定的正

二十面体的 HBc-VLPs 结构。 

4  结 论 

通过分子动力学模拟，采用 MM-PBSA 方法，计算

了 HBc-VLP 中二聚体、五聚体和六聚体中相邻蛋白亚

基的结合自由能，以此判断结构稳定性，得到如下结论： 

(1) 针对蛋白质的介电常数，摒弃以往研究中直接

使用经验参数的做法，综合考虑了溶剂及蛋白亚基聚集

状态的影响，分别计算两个六聚体之间或五聚体同六聚

体之间形成的二聚体、五聚体、六聚体四种复合物中蛋

白亚基的介电常数，分别为 7.4, 8.1, 10.2, 11.4，用于 MM-

PBSA 方法中计算结合自由能。采用介电常数经验值 6.0

计算的四种复合物中蛋白亚基的结合自由能分别为本

工作的 90.4%, 64.6%, 42.3%, 23.1%。采用介电常数经验

值获得的亚基间结合自由能因没有考虑蛋白分子在局

部环境中呈现的电荷分布及静电作用，结果准确性不

高。 

(2) 根据不同复合物中相邻蛋白亚基间的结合自由

能，HBc-VLPs 中五聚体的稳定性最弱，六聚体、两个

六聚体之间或五聚体与六聚体之间形成的二聚体亚基

间的结合自由能分别为五聚体亚基间结合自由能的 1.2, 

1.6, 2.2 倍。相邻两个多聚体之间形成的二聚体亚基间的

亲和力明显强于多聚体内部亚基间的亲和力，这有助于

蛋白亚基在自组装过程中以多聚体为组成单元，进一步

形成结构更加稳定的 HBc-VLPs 的球面结构。 

(3) 结合自由能的能量分解表明，蛋白亚基分子内

的范德华作用能和非极性溶剂化能为负值，有利于促进

相邻蛋白亚基间的亲和作用进而维持复合物的稳定，且

范德华能对体系稳定性占据主导作用；而蛋白亚基分子

内的静电作用和极性溶剂化作用为正值，会减弱蛋白亚

基间的亲和作用；且从绝对值看，模拟的 HBc-VLP 中

的四种不同复合物结构，后者之和占前者之和的

65.0%~74.8%。 

(4) 对 HBc-VLPs 实施蛋白质改造时，应将改造位

点聚焦在二聚体的复合物结构，主要考察蛋白亚基所含

原子之间的范德华相互作用和其在溶剂中呈现的疏水

性作用，以此评估 HBc-VLPs 为载体的候选疫苗的稳定

性。 
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