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摘要
丙型肝炎病毒(HCV)基因组克隆成功后,人们对其基因组的

研究已十分深入,但由于HCV病毒颗粒在感染者血中、肝

脏中含量很低,血中HCV又往往与免疫复合物和脂蛋白包

裹存在,以及缺乏有效的HCV体外培养体系和小动物模型，

形态结构研究难度极大而相对滞后，有关HCV超微结构

和病毒装配过程还知之甚少，多数研究认为HCV病毒颗

粒由外膜及核心组成，外膜表面有钉状突起.HCV感染后

的细胞多数可见扩大的胞质囊腔，病毒颗粒多存在胞质囊

腔内，这些胞质囊腔认为来自扩大的细胞内质网.细胞核

内、胞质、血清、体外培养细胞中HCV颗粒的大小、形

式有差异，目前尚无统一认识，其在感染细胞内的形态结

构和定位尚不清楚.本文就近年来有关HCV超微结构研究

的相关文献进行回顾.
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0   引言

自1989年丙型肝炎病毒(HCV)基因组克隆成功后,人们
对其基因组的研究已十分深入[1－19],然而,尽管许多学者
曾对HCV患者和实验感染HCV的黑猩猩肝组织和血
清、体外感染HCV的细胞等进行电镜研究,试图揭示
HCV超微结构特征，但由于HCV病毒颗粒在感染者血
中、肝脏中含量很低,血中HCV又往往与免疫复合物和
脂蛋白包裹存在,以及缺乏有效的HCV体外培养体系和
小动物模型，形态结构研究难度极大而相对滞后,有关
HCV超微结构和病毒装配过程还知之甚少[20-30],其在感
染细胞内的形态结构和定位尚不清楚.本文就近年来有
关HCV超微结构研究的相关文献进行回顾.

1   HCV动物模型肝脏组织标本中HCV颗粒及超微结构

改变

Shimizu et al [31] 给黑猩猩输入非甲非乙(NANB)肝炎患者
血浆或血清制造急性肝炎模型，取其肝组织进行电镜
观察.在其中1例供体引起的肝炎中发现了肝细胞核内

病毒样颗粒,直径20-27 nm.这些病毒样颗粒外观上类似
于病毒，但与通常所见病毒颗粒不同.作者认为虽然不
能排除这种结果可能是肝细胞对损伤的一种非特异反
应，但与NANB肝炎有关，可作为与病毒感染有关的
有意义的标志.随后Bradley et al [32]与Tsiquaye et al [33]在
实验性黑猩猩急性输血后NANB肝炎中相继证实了这
种颗粒的存在.
        Burk et al [34] 对感染人NANB肝炎的黑猩猩肝细胞
中的病毒样颗粒进行了进一步研究,详细描述了核内病
毒样颗粒的特点.发现颗粒直径约22 nm，在核中形成
单一同源性颗粒簇.这些颗粒并非正常核内成分,与浓缩
的核染色质不同,也不是周边染色质颗粒.因其平均直径
在几何上更为一致,且周边无“晕”；而周边染色质颗粒
的直径为 30-50 nm,周边常有“晕”.至于核小体平均
直径只有8-10 nm,比病毒样颗粒小; HBV的核型颗粒平
均直径27 nm,较大,且有特殊的颗粒形态.可见这些病毒
样颗粒的出现与NANB肝炎的感染有关,该颗粒可能就
是NANB肝炎的一种特异性标志，尽管当时还不能完
全排除这是肝细胞损伤的一种非特异性反应.
        1981年Burk et al [34]在观察到核内病毒样颗粒的同
时意外发现在其中1例黑猩猩肝细胞胞质内有病毒样
颗粒簇.这种胞质内病毒样颗粒平均直径为37±2 nm，
呈高度规则晶体状排列，形态一致，由核心和外壳两
部分组成，外观很像病毒.这种颗粒的大小和对称性很
像与HBV有关的Dane颗粒，但比后者小.这样小的病
毒也否定了其他常见的过客病毒，如呼吸道肠道病毒
的可能性.尽管这种颗粒形态类似病毒，但其晶体排列
方式相似于微管.

2   HCV 患者肝脏、血清、外周血单个核细胞中HCV

颗粒及超微结构改变

2.1HCV 患者肝脏中病毒样颗粒  Grimaud et al [35]在
NANB肝炎患者的肝穿刺标本电镜观察中也发现肝细
胞核内类似颗粒，50-100个圆形棒状病毒样颗粒成簇
存在.这些小簇由50-100个圆形棒状颗粒构成，颗粒的
直径为22-27 nm.Hantz et al [36]也有同样发现，并与
Shimizu及 Bradley et al 在黑猩猩肝脏组织中所见病毒
样颗粒一致.
       De Vos et al [37]报告电镜观察90例肝炎患者和10例
黑猩猩肝组织标本结果，患者包括NANB 肝炎，非
肝炎病毒性肝炎及乙型、甲型肝炎患者，黑猩猩中
部分HBsAg阴性，部分HBsAg阳性.在上述标本中均
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发现了病毒样颗粒簇.并根据核内病毒样颗粒的聚集密
度分为3种类型:Ⅰ型(密集型)，多位于核中央，由直径
20-29 nm的圆形或棒状颗粒密集组成，颗粒之间的间
隙小且规则，颗粒簇电子密度小于核染色质中间染色
质颗粒及周边染色质颗粒；Ⅱ型(中间密度型)，由与Ⅰ
型相同的圆形或棒状颗粒组成，但颗粒间有规则且较
宽的间隙；Ⅲ型（疏松型），由均一的短棒状核内颗粒
构成，颗粒间有宽窄不一的间隙，与Ⅰ、Ⅱ型者不同，
这种类型的颗粒簇主要位于核周边.上述3种类型间无
明显分界.Ⅰ型最常见,出现于94 ％的标本;Ⅱ型为4 ％;
Ⅲ型为31 ％.他们认为不同型颗粒及其分布方式可能只
代表了颗粒簇形成的不同阶段，对诊断NANB肝炎缺
乏特异性.Busachi et al [38]指出，Shimizu et al 在感染的
NANB肝炎黑猩猩血中及随后其他作者在患者肝组织中
见到的病毒样颗粒主要是直径20-27 nm的颗粒,类似于
De Vos描述的Ⅱ型颗粒.因而认为准确区分颗粒簇的不
同类型有一定意义，不同意De Vos 提出的Ⅰ型、Ⅱ
型仅代表同一种颗粒在聚集过程中的不同阶段的假说.
Shimizu发现高度选择NANB肝炎黑猩猩（即无A、B型
肝炎感染中）Ⅱ型颗粒的检出率达74 ％，而在HBsAg
阳性肝组织中该颗粒阳性率为15 ％，对照组则为0.应
该指出，HBsAg阳性组中也存在NANB肝炎交叉感染
的可能性.这些结果支持上述核内颗粒为NANB肝炎超
微结构标记的假说.
       1989年确认HCV是一种RNA病毒，是NANB输
血后肝炎和散发性肝炎的主要病原体.Balercia  et al [39]

于1993年报道电镜观察6例由HCV引起的慢性活动性
肝炎肝组织标本，其中2例有核内病毒样颗粒，呈不规
则圆形，或无定形结构，直径为18-22 nm.显然他与
HBV的规则圆形结构和大小相异.这些与HCV感染有
关的核内颗粒与HCV肝炎被认定为独立疾病之前称为
NANB肝炎的肝组织核内颗粒相似.这种颗粒的特性尚
未被阐明，仅代表一个与HCV感染有关的形态.
        Prince et al [40], Iwarsones et al [44]相继在NANB肝炎患者
或黑猩猩肝细胞胞质中发现了“胞质病毒”,其直径在
85-90 nm,核心40-45 nm.Feinstone et al [42]、Bradley et al [43]

分别报道,NANB 肝炎的致病因子呈管状结构,因此把
NANB肝炎的致病因子称为管状形成因子(tubule forming
agent,TFA).TFA直径< 80 nm,对氯仿敏感,提示该结构中
存在必需的脂质结构.但有人认为，肝细胞质中所见的
特有管状结构,只是NANB肝炎致病因子造成的特殊病
理改变,而不是致病因子本身的特性及结构.1987、1989
年Fagan et  al [44,45]先后报道了几例散发性亚急性重症NANB
肝炎病例,其肝组织塌陷区内再生肝细胞胞质中有病毒
样颗粒，后者具有双层外壳，直径60-80 nm.但这些
颗粒是否就是NANB肝炎病毒胞质颗粒，还有待于高
度敏感、特异的免疫细胞化学等方法探明.
        1998年,Bosman et al [46]通过透射电镜(transmission
electron microscopy, TEM)在血清HCV RNA阳性的2例

成年人及4例患儿的肝组织中检测到颗粒大小为45 nm
的病毒样颗粒（virus-like particle,VLP），分布于内
质网囊腔及感染的肝细胞质中.但到目前为止，在丙型
肝炎患者肝组织中直接检测HCV阳性颗粒还很困难，
其主要原因可能是肝组织中HCV颗粒含量极少.
2.2 HCV患者血清中病毒样颗粒  Takahashi et al [47]曾
用电镜和固相免疫电镜观察了患者血中HCV.他们采集
4名抗-HCV核心抗体强阳性志愿者血浆720 ml，以
溴化钾密度梯度法纯化病毒，取密度1 150 g·L-1 组分
做DEM法观察，见直径 55 nm 球形病毒样颗粒,但背
景存在较多脂蛋白等杂质,影响观察和对病毒的正确辨
认.因而用0.05 ％ Tween80处理阳性组分,并以抗-HCV
核心蛋白抗体包被电镜载网膜，以黏附经Tween80处
理的病毒标本，结果显示,经较长时间(1 h)处理的标本
可见缺乏病毒外膜,直径33 nm的核心颗粒，而仅经15
min处理的标本则可见直径55 nm、部分外膜破裂并含
核样结构的病毒颗粒.这些结果表明,Tween80处理可裂
解病毒脂蛋白外膜,从而暴露HCV核心颗粒的抗原性,
因而被特异抗体黏附.
        Kaito et al [48]首次用特异性的抗假定HCV包膜蛋白
的多克隆抗体及单克隆抗体,对含高效价HCV RNA，而
HBsAg、抗－HTLV1和HIV均阴性的血浆标本经反复
超速离心并经连续蔗糖密度梯度分离,结果，在密度1
140-1 160 g·L-1组分中电镜见到55-65 nm球形病毒样
颗粒,有棘状突起,形态特性与其他黄病毒相似.进行间接
免疫电镜鉴定,发现病毒外膜为胶体金颗粒特异标记，
证明所见确为HCV颗粒.关于病毒颗粒的大小，论文作
者描述为直径55-65 nm，但陈良标 et al [49]根据论文
照片提供的标尺测量,病毒的实际大小是:含包膜的完整
病毒直径110-130 nm,内含直径55-65 nm圆球形核心
或核壳体.核壳体表面6 nm长的细钉状突起,可能是病毒
核壳体的子粒结构.病毒包膜与核心之间间距25-35 nm,类
似疱疹病毒形态.病毒包膜不稳定,纯化过程中易破裂丢
失,故不少报告HCV直径55-65 nm，实际可能是指病毒
的核心结构.
        Choo et al [50]发现在密度梯度离心后,血清中出现二种
不同的颗粒,分别为1 186-1 213 g·L-1及 1 099-1 127 g·L-1,
但当血清中的Ig被黏附后,再离心则很少能见到高密度
颗粒,而低密度颗粒则无明显变化,提示高密度颗粒是
HCV黏附 Ig 等成分形成的，低密度颗粒才是真正的
HCV颗粒.病毒颗粒与免疫球蛋白黏附，可使HCV的
致病性减弱，并可能有中和HCV的作用.另外，他们
还发现这二种不同颗粒中的HCV 高变区核苷酸有差
异，以低密度颗粒中高变区的变异更大，可能是免
疫压力选择的结果.
        Watson et al [51]研究发现,约 75 ％的急性感染者血
中出现低密度颗粒,而高密度颗粒可见于急性感染后的
慢性期及几乎所有的HCV RNA阳性的慢性感染患者.
免疫缺陷患者HCV颗粒浓度明显升高，但其滴度与病
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情无显著相关性.在抗-HCV及HCVRNA阳性的供血者
中，ALT正常者的HCV密度为1.08-1.11 g/ml,而异常
者则有1 090-1 100 g·L-1及1 220-1 250 g·L-1二种密度，
提示HCV 的颗粒状态与肝炎活动状态相关.1998 年，
Trestard et al [52]通过电镜观察,在密度为1 130 g·L-1的梯度
中发现了直径为45 nm的核心样颗粒,在1 060-1 070 g·L-1

梯度中发现了直径60 nm的颗粒,与黄病毒属颗粒相似,
支持低密度颗粒层中的病毒样颗粒为HCV颗粒的观点.
       HCV核心蛋白除了构成病毒核衣壳外，还在宿主
细胞转录、调亡、细胞转化、脂质代谢中有多种调
节功能,并且在抑制宿主免疫反应中起作用.HCV核心蛋
白被认为以感染性核衣壳包被的病毒体出现在HCV感染
宿主的血流中，Maillard  et al [53]发现在 HCV感染者血浆
中存在具有病毒颗粒理化、形态、抗原特性的HCV无包
膜核衣壳,这些颗粒的CsCl 漂浮密度为1 320-1 340 g·L-1,
大小相异，电镜下直径以38-43 nm和 54-62 nm二种
为主.用这些病毒颗粒制备的单克隆抗体在血HCV抗原
阳性的实验感染HCV的急性期黑猩猩肝细胞胞质中染
色阳性.提示无包膜核衣壳的过量产生和释放入血是
HCV的形态发生学特性，血液中循环核心颗粒的存在
和其在感染早期肝细胞中聚集可能是HCV持续存在和
许多免疫病理改变的原因.
2.3 HCV患者外周血单个核细胞中病毒样颗粒  陈良标
et al [54-56]在对慢性丙型肝炎患者PBMCs的PCR和免疫
组化检测基础上,对强阳性病例标本重点进行了常规和
免疫电镜研究.结果，在10例HCVAg强阳性PBMCs标
本中发现了形态结构均一致的病毒颗粒.病毒颗粒呈圆
球形，有双层外膜，定位于胞质空泡或内质网池内，大
小形态均一，具有病毒结构特征，且不难观察到显示
病毒复制形态特征的病毒芽生现象.据所见病毒形态结
构分析，直径65 nm的Ⅰ型颗粒可能为Ⅱ型完整病毒的
核心颗粒，相当于乙型肝炎病毒Dane颗粒的核心抗原
颗粒；而直径100-120 nm，内含65 nm核心的Ⅱ型颗
粒可能为完整病毒.

3   HCV体外感染细胞中病毒样颗粒及超微结构改变

Serafino et al [57]在研究HCV感染后的人TOFE淋巴细胞
的超微结构改变时观察到,胞质小囊泡中的病毒样颗粒
主要定位于感染细胞的核周区,在此区域可见增生的高
尔基体和内质网，富集的小囊和溶酶体结构.而且只在
此区域观察到了细胞病毒性效应(cytopathic effect,CPE)
样改变,扩大的胞质空泡中充满了退化的无定形物质和
病毒样颗粒.最后胞质中充满了这些退化的空泡,这可能
是这些受染细胞的终末状态.
        1996 年,Shimizu et al [58]用 HCV感染Daudi 细胞,
4-24 d后,用RT－PCR检测HCV复制中间体,加入抗C
及抗E McAb,通过免疫荧光法及酶标记免疫电镜法观
察，于第12天时可检测到细胞质中的C蛋白及E蛋白，
至第15天阳性率为20 ％阳性染色呈颗粒状，主要分布

于核周.第 10 天起可见胞质内有成簇的小管状结构，
至第15 天时数量增多，并出现网状小管结构.第 8 天
培养液中可 检测到有抗病毒活性的 IFN，提示小管结
构可能由IFN所诱生.在第I5天，胞质小泡内可见有直
径约50 nm的病毒颗粒，用抗C及抗E进行免疫酶染
色，抗体可与颗粒特异结合，从而证实这些颗粒含
有HCV抗原.在 10只HCV感染黑猩猩中，1只E蛋白
阳性，经电镜检测发现了与培养细胞中相似的病毒样
颗粒，但8例AHC患者中则未观察到相同的结果.
        Steffan et al [59]用 HCV阳性血清感染Daudi细胞，
在不同时间点电镜下观察，感染后2 d可以观察到类似
黄热病毒在肝细胞瘤细胞系中的改变:(1) 可见一些病毒
颗粒,直径大约42 nm,球型,直径30 nm电子致密的核衣
壳，被膜包绕，与黄热病毒在已经显示典型的调亡早
期 阶段细胞中大小、结构一致；(2)大量富膜细胞器，尤
其是内质网和囊泡结构；(3)膜增生；(4)胞质内电子致密
包涵体与其他黄病毒的核衣壳相似.一些细胞在充满了
无定型物质的内质网中可见直径30 nm圆形电子致密
结构，突出的细胞病变特点为空泡状改变，尤其是扩
大的囊泡和调亡改变常在含有富集病毒样颗粒细胞中
发现，免疫杂交证实这些扩大的细胞中含有HCV RNA.
HCV感染的Daudi 细胞似乎很快激发细胞调亡，但并
无病毒颗粒的有效释放.
        Iacovacci et al [60]用 HCV阳性血清感染体外培养的
人胎肝细胞在感染后 30 d 的细胞质中观察到直径
41-45 nm 富集的病毒样颗粒.
        Serafino et al [61]在HCV感染的TOFE细胞胞质中观
察到平均直径45 nm的病毒样颗粒，多位于扩张的内质
网中，由电子致密的核心和带突起的外膜组成，并见
到类似于HCV感染的人和黑猩猩肝脏中所观察到的管
状结构.有些病毒样颗粒外膜与内质网膜相连，提示病
毒样颗粒可能从内质网出芽到胞质，在这些感染HCV
的细胞扩大的胞质囊泡中充满无定形物质，类似黄病
毒科病毒感染后改变.

4  HCV基因转染细胞中病毒样颗粒及超微结构改变

由于在感染HCV 的人体、动物模型、细胞中直接观
察HCV病毒样颗粒十分困难，许多学者开始采用HCV
重组基因组转染细胞的方法进行研究.
         Mizuno et al [62]曾把HCV-1b全基因组重组到带T7
多聚酶的痘苗表达载体中，并转染HeLa G细胞，用免
疫组化法证实这些细胞中可表达HCV C、E、NS3 及
NS5等病毒抗原.免疫电镜发现抗原主要定位于内质网
膜上，而 30 nm 的核心颗粒存在于胞质中，用抗 C
MCAb确证为C蛋白，提示C蛋白在胞质中装配后形成
包被颗粒.而普通电镜在内质网池中也发现一直径为45 nm
的带有包膜的病毒颗粒.该结果在COS细胞中可以重复.
         Baumert et al [63,64]用包含HCV结构蛋白cDNA的重
组HCV杆状病毒转染昆虫细胞，在扩大的胞质囊腔中



可见由重组基因表达的结构蛋白装配而成的病毒样颗
粒,直径约 40-60 nm,这些胞质囊腔可能来自内质网，
CsCl 及蔗糖密度梯度离心提示这些病毒样颗粒的与从
HCV患者血中分离的病毒样颗粒生物物理特性相似，并
且可以在小鼠体内介导体液和细胞免疫反应[66].这个重组
病毒表达系统中不含HCV P7 多肽，说明不含P7多肽
的HCV核心及包膜蛋白足以形成病毒颗粒[64].
        Blanchard et al [66]用表达编码HCV结构蛋白基因的
重组Semliki 森林病毒复制子,在哺乳动物细胞中装配成
HCV病毒样颗粒.Liu et al [67]用分子克隆技术构建HCV核
心蛋白基因重组质粒,并用脂质体转染法转染入QBC939
细胞，重组质粒能够在该细胞中有效表达HCV-C蛋白,
电镜下在胞质中发现了球型,有外膜，直径50-80 nm的
HCV病毒样颗粒.Falcon et al [68]在表达HCV C及E1多肽
的毕氏酵母菌中也用透射电镜观察到了病毒样颗粒，直
径20-30 nm，沿内质网膜出现，但多定位于小囊泡中
或自噬小体内，串珠状、链状、高密度网状结构或结晶
状.结晶状病毒样颗粒由有序排列的直径20 nm的颗粒组
成.这些病毒样颗粒在绵羊体内可诱导较强的体液免疫
反应[69].
        总之,现研究认为,HCV在体内的存在形式包括(1)完
整的独立HCV颗粒; (2)不完整的HCV颗粒(如核心颗粒);
(3)与免疫球蛋白或脂蛋白结合的颗粒;(4)由感染细胞释
放的含HCV成分的小泡.报道HCV颗粒直径在40-60 nm
的较多,也有较小(20-30 nm)和较大(80-120 nm)的报道.多
数研究认为HCV病毒颗粒由外膜及核心组成,外膜表面
有钉状突起.HCV感染后的细胞多数可见扩大的胞质囊
腔,病毒颗粒多存在胞质囊腔内,这些胞质囊腔认为来自
扩大的细胞内质网.细胞核内、胞质、血清、体外培养细
胞中HCV颗粒的大小、形式有差异,目前尚无统一认识.
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