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I 

摘 要 

基因治疗越来越成为一种治疗人类遗传病和癌症的一种手段，乙肝病毒核心

蛋白病毒样颗粒具有规则的正二十面体结构，为基因治疗提供了新的载体选择。 

本论文工作主要分为三个方面: 

1、在构建好的乙肝病毒核心蛋白的大肠杆菌表达载体基础上，优化纯化步

骤，探讨乙肝病毒核心蛋白病毒样颗粒（HBc VLPs）在体外条件下的解聚和重

组条件，选定重组液的最佳配方，并考察解聚重组对 HBc VLPs 的形貌、抗原性

等影响。 

2、通过琼脂糖电泳等方法考察两种 HBc-183 和 HBc-144 这两种 HBc VLPs

对坍塌的质粒和未坍塌的质粒保护情况并通过荧光定量法测量 VLPs对质粒的包

封率。 

3、通过转染报告基因 pGL3，用化学发光仪测量，来考察两种 HBc VLPs 作

为基因载体其转染情况，通过 MTT 法来检验其生物相容性等问题。 

 

关键词: 基因治疗   乙肝病毒核心蛋白   病毒样颗粒  基因转染    
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III 

 

Abstract 

Gene therapy has become more and more access into a cure of human inherited 

diseases and cancer. Hepatitis B Virus core protein virus-like particles（HBc VLPs）

with its icosahedra structure give Gene therapy one more promising choice as gene 

vector. In the following of this essay , three aspects were discussed: 

1. With established Hepatitis B Virus core protein expressing system,we optimized 

the procedure and the condition of purification.Through the disassembly and 

reassembly of the HBc VLPs in vitro, the best condition for the reassembly was 

discovered.The composition of the reassembly buffer solution was tested for its 

influence of the morphology and the antigencity. 

2. Through the agarose Electrophoresis,two kinds HBc--VLPs:HBc-183 and 

HBc-144—was tested for its protection of plasmid DNA.With the help of 

fluorescence staining, the encapsulation efficiency of these two kinds HBc VLPs 

encapsulating the collapsed and unconllapsed plasmid was compared in 

quantitative. 

3. With the report gene pGL3,the efficiency of the transfection of these two kinds 

HBc VLPs encapsulating the collapsed and unconllapsed plasmid was measured. 

MTT was used to evaluate the biocompatibility of VLPs.   

 

Key words: Gene therapy ；Hepatitis B Virus Core protein ； virus-like particles ； 

           Gene transfer； 
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1 

第一章 绪论 

1.1 引言 

基因治疗（gene therapy）是上世纪七十年代首次被提出的，它是随着 DNA

重组技术而发展起来的。通常来讲，基因治疗是指将一些具有治疗或者正确的

DNA 或者其他核酸物质导入细胞来纠正由于基因缺失或者基因错乱而病变导致

的病变，从而达到治疗效果。起初，基因治疗的提出主要是针对人类的一些由于

基因水平的遗传病。标志着基因治疗时代开始的是 1990 美国的 Anderson 等人进

行的首例基因治疗临床实验并取得了成功，而我国首例基因治疗临床实验是在

1991 年复旦大学薛京伦教授组进行的。随着基因治疗技术的发展，它越来越成

为一种新的治疗发展方向，是被期待做一种治疗癌症的途径[1]。 

根据将基因导入人体的方式来划分，基因治疗可以分为直接治疗和间接治疗。

直接治疗就是指将完整的基因或者基因对的片段作为基因药物导入人体进行治

疗。而间接治疗则导入的不是基因药物而是能够起到治疗效果的在体外经过基因

修饰的细胞。从导入的基因或者基因片段发挥作用的方式来分，基因治疗可以分

为以下几种： 

（1）抑制性治疗：抑制 DNA 转录水平或者 mRNA 翻译水平； 

（2）替代性治疗：将正确的基因导入来替代缺失或者功能紊乱的基因，这

是最常见的基因治疗方式； 

（3）修复性治疗：通过选择性的回复突变使某些基因回复正常功能； 

近几十年来，基因治疗已经取得了很大的进展，并多次成功治疗了人类的遗

传疾病。Cavazzana-Calvo 等在 2000 年首次成功地实现了对多种免疫缺陷综合症

-X1（SCID-X1）病人进行基因治疗[2]。Aiuti 等人在 2002 年成功实现了对腺苷

脱氨酶-多重免疫综合症（ADA-SCID）患者的治疗[3]。随着基因治疗技术的发

展，基因治疗已经从早期对单基因遗传病的治疗扩展到对人类多基因疾病 ,甚至

包括心血管疾病、代谢性疾病、恶性肿瘤、以及感染性疾病(如 AIDS、乙型肝炎)

等。 
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基因治疗需要将外源的基因导入到特定靶细胞的细胞核中，这个过程需要克

服重重屏障：细胞膜、溶酶体、核膜或者线粒体膜[4, 5]。选取具体方法的策略，

通常将外源基因的导入需要通过一定的技术方法和载体,技术方法主要是物理方

法，常见的方法包括：显微注射、电穿孔和激光等热懂等，但物理方法与载体法

相比基因转染的效率相对较低，技术限制比较明显[6]。载体法中用于基因转染

的载体的可以分为病毒载体和非病毒载体，接下来我们就对两种载体转染细胞的

机制、转染效率方面进行总结，并基于此总结提出本文的研究内容和研究意义。 

1.2 病毒载体 

病毒载体将外源基因转染的原理是通过将目的 DNA 片段整合到病毒的基因

组中，当病毒感染目的细胞时，外源的目的 DNA 得以在细胞中表达。病毒载体

有着显著的转染优势其表现在：有非常广的不同的病毒类型可供选择；有着非常

强的组织特异性和组织取向性（如类腺病毒）；目的基因的表达速度快，如塞姆

利及森林病毒；长时间持续的表达尤其是慢病毒；基因组的整合（如腺病毒和慢

病毒）。当然病毒载体的缺点也是十分明显的：由于其需要将目的 DNA 整合到

病毒的基因组中，因此 DNA 片段的大小是有限制的；由于使用的是具有活性的

病毒，因此可能会由病毒感染引起细胞病变的效应。目前常用的病毒载体系统主

要有塞姆利基森林病毒[7]，慢病毒[8]和腺病毒[9]。 

塞姆利及森林病毒介导的转染能够在几小时内转染，而慢病毒转染则需要在

一周的时间才能达到检测水平，但其表达能够持续几个月，因此 Dull 等相信通

过一个限制的系统的第三代慢病毒载体将会有更好的表现[10]。如果使用腺病毒

作为载体，大约在 24 小时内可以检测到转染的目的基因表达的蛋白。腺病毒介

导的表达能够持续稳定一周而不没有引起有害的反应[11, 12]。因此腺病毒介导的

转染可能是最适用与在初代细胞培养中表达目的蛋白的方法。另一方面，疱疹病

毒介导的转染也成功在初代细胞培养中表达出了蛋白[13]。在基因治疗中，基因

转导和表达不再是在隔离的细胞中而是在特定的器官，到达器官组织可以通过局

部注射或者血液循环，但对于载体需要更多的组织特异性。但同时需要面临更多

的障碍：抗体的中和、血浆蛋白的黏附、肝清除和血管壁的阻碍[14]。最终还涉

及表达产物是否会引起免疫反应。已有一些报道腺病毒会引起较大的免疫反应导
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致了表达的静默 [15-17]。因此很多研究者关注于腺相关病毒（ AAV，

Adeno-associated virus）载体，它作为一种替代不会引起病变反应，较低的免疫

反应以及持续稳定的基因转染[18]。 

病毒类载体能够高效的转染靶细胞，递呈目的基因，表达目的基因[19]可能

是由于其有效的将目的基因包封在其衣壳内部，保护了 DNA 进入靶细胞，有效

的逃逸溶酶体，通过一些微观通道将目的基因传递至细胞核[20-22]。Cotton、

Wagner 等人成功的使用腺病毒为载体转染 Hela 细胞，转染效率高达 100%[23]。 

病毒类载体其安全性一直受人怀疑，有研究表明，在经过 AAV 载体的基因

治疗后，患者精子中发现了 AAV 病毒[24]。2003 年对于免疫缺陷疾病的患者进

行基因治疗后出现由于病毒出插入性诱变引起了急性 T 细胞淋巴母细胞白血病

[25]。因此距离临床使用病毒类载体还需进一步的研究和改进。 

1.3 非病毒载体 

由于病毒载体具有免疫原性，制备复杂，不具有导向性，以及其生物安全性

存在隐患，研究者们又发展了非病毒载体作为病毒载体的补充，使得基因治疗适

用面更广。非病毒载体主要机制通常是利用亲水或者疏水的多聚阳离子聚合物来

将重组质粒或者人工合成的翻译寡核苷酸进行凝聚浓缩，形成复合物微粒，通过

细胞内吞作用进入细胞内，通过逃逸溶酶体等方式进入细胞核从而达到基因转染

的效果。虽然非病毒载体有着转染效率相对于病毒载体较低、基因的表达持续时

间短等不足，但其优点也是研究者寄予厚望的[26]： 

1.不需要重新转载在一个细胞中，制备相对简单，省时； 

2.对于包载的基因片段大小或者核苷酸的类型限制较小，极大的扩大了目的

基因的范围和基因治疗的应用范围； 

3.免疫原性低，急性毒性小，不含有病毒核酸不具有感染性，生物安全性上

相对安全； 

4.可以通过修饰一些具有靶向功能的分子使得载体具有特异性和靶向性，并

且可以转移至非分裂期的细胞进行有效表达； 

5.制备方便重复性好，适合大规模生产，成本相对较低。 

在接下来的篇幅中我们将简单的对几种非病毒载体进行介绍。 
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