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Abstract
Hepatitis B virus (HBV) infection is a major 
worldwide healthy problem and now the virus 
and the virus-caused diseases have been known 
deeply. However, due to lack of a practical 
and convenient animal model, the study of 
HBV biology and the therapeutic development 
of HBV infection are still at a low level. As a 
common species used in laboratory, mice are 
studied most and the genetic and immune 
system are clearly understood. In this paper, we 
briefly describes the mouse models currently 
available in HBV.
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摘要
乙型肝炎病毒感染是全球范围内影响人类健

康的重要问题, 目前人们对HBV及其所致疾
病有了相当深入的认识. 但由于缺乏合适的动
物模型, 乙型肝炎病毒的生物学研究和治疗进
展缓慢. 小鼠作为一种实验室常用的动物, 遗
传免疫背景清楚明确, 已经成为人们研究乙肝
的重要工具. 本文简要综述了小鼠模型在乙型
肝炎研究中的进展. 
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0  引言

人类乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)属于

嗜肝DNA病毒科, 含有约3.2 kb的部分双链DNA
基因组, 其复制需要经过转录和逆转录过程同

时具有高度的宿主种属和组织特异性. 人们对

HBV及其所致疾病有了相当深入的认识, 但是

仍然有大量疑难问题有待解决, 如HBV感染肝

细胞的受体, HBV进入细胞的机制及相关的蛋

白因子, HBV非结构蛋白x和e抗原在病毒复制

和致病机制中所扮演的角色[1-2], HBV分泌大量

不含基因组的空心颗粒的原因[3]等. 上述这些

问题没能获得很好解决的一个重要原因就是由

于合适的HBV动物模型太少. 迄今为止, HBV
的体外模型(细胞模型)已经取得了较大的进展, 
已有多种支持H B V基因表达和病毒复制的稳

定的肝癌细胞系被成功建立[4], HBV的体外感

染模型也可用原代培养人肝细胞或者树鼩肝细

胞以及肝癌细胞系HepaRG[5], 然而感染效率很

低. 由于体外系统既没有肝脏组织结构, 也没有

体内环境如免疫分子、细胞因子等的影响, 因
此在体外实验中获得的结果还需要有体内实验

进行验证. 体内模型, 黑猩猩是迄今为止唯一能

够感染HBV并发生急性肝炎的动物, 他可以产

生与人类极其相似的细胞免疫[6]. 然而由于他属

于较高级的灵长类动物, 各国的使用限制很多, 
不适用于作为常规的实验动物. 另一种可以感
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■背景资料
动物模型是研究
乙肝的一种重要
工具, 小鼠是一种
实验室常用的动
物, 目前已经被广
泛应用于模型研
究. 各种小鼠模型
在乙肝治疗、分
子生物学等研究
中发挥了很大作
用, 但每种模型都
存在着一些缺陷, 
需要努力去研究
一种更理想的小
鼠模型.

■同行评议者
曹洁, 副教授, 中
国人民解放军第
二军医大学微生
物学教研室



染HBV的动物是同属灵长类的小河树鼩(tupaia 
belangeri), 但其感染仅仅是一过性的, 产生的病

毒滴度也很低, 感染效率也不高[7]. HBV相关病

毒如土拨鼠HBV(WHV)和鸭HBV(DHBV)也可

以用来做HBV的相关研究[8-9], 但是上述这些动

物都不是理想的HBV动物模型. 由于人HBV的

替代动物模型具有各种缺点, 因而十分有必要

研制遗传和免疫背景清楚、易于饲养的常规小

动物模型, 经过基因修饰的小鼠模型因此成为

近年研究人HBV的重要工具. 本文就有关支持

HBV复制和感染的小鼠模型进行综述. 

1  HBV转基因动物模型

1.1 HBV全基因组转基因小鼠 小鼠没有人HBV
入侵的受体或者其他相关的因子 ,  因而无法

感染人HBV, 但是可以通过转基因的方法将人

HBV基因组转入小鼠胚胎干细胞, 使HBV基因

组进入小鼠体内. 用这种模型研究发现, 小鼠虽

然不能感染人HBV, 但是小鼠的肝脏和肾脏却

可以有效的复制人HBV, 能分泌HBV病毒, 该病

毒颗粒在形态学上与人血清HBV颗粒没有区别, 
并且可以像人HBV一样感染黑猩猩. 然而尽管

转基因小鼠可以产生高滴度的病毒, 却没有表

现出任何细胞病理迹象, 这是由于转基因小鼠

在胚胎发育阶段就耐受了HBV的各种组分. 这
些现象说明, HBV感染具有严格的种属特异性, 
但是复制并无种属特异性, 而具有组织特异性, 
同时证明HBV的致病机制为宿主的免疫致病. 
因转基因小鼠对HBV抗原处于免疫耐受状态, 
还可用于研究感染慢性化的形成机制, 熊一力 
et al [10]在研究树突状细胞的抗原提呈功能时,发
现转基因小鼠对HBV的抗原提呈能力低下, 同
时观察到小鼠的T淋巴细胞免疫活化受到抑制,
鼠肝细胞应答能力下降, 由此推测树突状细胞

的抗原提呈能力下降, 是宿主对HBV产生免疫

耐受的关键. Zheng et al [11]研究HBV全基因组转

基因小鼠模型时发现HBV虽然是肝细胞癌产生

的一个重要原因, 但病毒本身并不是有效的致

癌物, 其致癌作用可以被致癌物二乙基亚硝胺

(diethylnitrosamine, DEN)所激发. 
HBV基因组转基因小鼠模型为抗HBV药物

的评价做出了重要的贡献, 不仅用于核苷类似物

以及细胞因子的抗HBV效果评价, 而且被用来

评价siRNA对HBV的治疗效果. 研究发现, siRNA
作为一种新的潜在的治疗HBV感染的手段, 具有

良好的抗HBV的效果, 在转基因小鼠中可以将
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HBV的复制水平抑制到不能检测的水平[12-13]. 虽
然HBV基因组转基因小鼠将HBV组分当作自身

组分, 不会发生肝炎, 但是, 如果在这种小鼠体内

注入针对HBsAg的CTL细胞, 则可以建立急性肝

炎小鼠模型[14], 利用这种模型获得了大量的HBV
相关的免疫学信息, 证明HBV特异性CTL细胞通

过分泌细胞因子强烈抑制病毒复制, 从而大大降

低血液中HBV浓度, 但是这些CTL并不直接杀伤

受HBV感染的细胞[15], 而是引起非HBV特异性

的炎症细胞进入肝脏, 这可能是宿主细胞免疫导

致肝脏损伤的原因所在[16], 而且如果在HBV CTL
诱导的肝炎模型中去除Gr-1(+)细胞, 则可以避免

对肝组织的损伤, 并且不影响CTL的抗病毒活性.  
将HBV基因组转入严重免疫缺陷小鼠(SCID小

鼠), 该转基因小鼠也可以终身分泌HBV, 但不表

现出任何肝炎症状, 但是给该小鼠注入脾细胞则

可以消除血液中的病毒并产生慢性肝炎, 如果注

入更多的脾细胞, 则可以导致急性肝炎[17].  
1.2 HBV亚基因组转基因小鼠 除了上述HBV全

基因组转基因小鼠之外, 也有人用HBV的某一

个或多个基因建立转基因小鼠. 这种HBV亚基

因组转基因小鼠主要用于研究单个HBV基因对

宿主的影响, 尤其是对HBV相关肝硬化及肝癌

发生机制的影响, 以及对宿主免疫系统的影响. 
屠亚军 et al [18]建立一种可用于研究慢性乙型肝

炎患者诱发肝癌的机制及HBX反式激活机制的

人的HBV X基因转基因小鼠模型. 相关研究进

一步证实HBV X基因是有一定的致癌作用, 但
并不单独直接致癌, 而是与其他致癌基因和环

境致癌物共同致癌[19-20], 其致癌机制与抑癌基因

p53相关[21]. 应用转X基因小鼠的其他研究也陆

续证明, X蛋白可以调节细胞转录因子的活性、

激活Ras2Raf、NF2kB通路、影响p53基因修复

DNA等而引起细胞癌变[22-25]. 此外, 有学者用该

模型对其在HBV复制周期中的作用进行研究, 
发现X蛋白不是HBV复制所必需的, 但能增强病

毒的复制[26]. Yamazaki et al [27]通过在转X基因小

鼠上的研究发现β-干扰素(IFN-beta)在小鼠体内

可以抑制DNA的合成继而有效的预防HCC的发

生. 同样利用转X基因小鼠, 台湾学者证实了水

飞蓟素(silymarin)可以有效的预防或者延迟肝

癌的发生[28]. 转大S基因小鼠研究发现, 大S基因

的表达导致大量S蛋白堆积于肝细胞内, 导致肝

细胞毒性及代偿性增生, 直至引发肝癌. 另有实

验证实全长的preS/S基因产物不具有反式激活

作用, 而pres1、pres2区突变的preS/S基因的表
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■研发前沿
乙型肝炎严重威
胁我国人民的身
体健康, 据统计我
国平均每年大约
有30万人死于乙
肝, 因此乙型肝炎
相关研究非常紧
迫.
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达产物诱导DNA的氧化损伤, 可能与HBV相关

性HCC的发生有关[29]. 转HBc/HBeAg基因小鼠

研究发现, 分泌型抗原e比抗胞内蛋白c更能诱导

机体产生T细胞免疫耐受. 刘红 et al [30]用受CMV 
启动子调控的HBV C基因建立了能够稳定传代

的转基因小鼠, 并用作评价HBV核酸疫苗的效

果和观察针对HBcAg的免疫反应在肝脏损伤中

的作用. 
总之, 转基因小鼠在研究HBV的复制及其与

宿主的相互作用方面发挥了重要的作用, 然而相

关研究具有多种缺陷: 首先, 转基因小鼠并非被

HBV感染, 因此无法用来研究病毒进入和在体内

的散布; 第二, 转基因小鼠中的病毒RNA均来自

于整合的HBV基因组, 在转基因组小鼠肝细胞中

未发现HBV正常复制所需要的cccDNA(原因不

明), 因此这些模型不太适合于用来研究抗病毒

药物对cccDNA生成的抑制作用.

2  HBV转染小鼠模型

2.1 以病毒载体转导小鼠 用HBV基因组转染体

外培养原代细胞或肝癌细胞系, 可以建立基因

cccDNA的HBV复制细胞模型. 利用杆状病毒载

体或者腺病毒载体包装HBV基因组, 也可有效

的转染小鼠体内肝脏细胞. Rauschhuber et al [31]

用一种缺失了全部病毒编码序列的腺病毒载体

GD-Adv(gene-deleted adenoviral vector)建立一

种转基因小鼠模型. 这样建立的动物模型由于

HBV非天生就有, 因此可以引起宿主的免疫反

应, 产生针对HBV的细胞免疫和体液免疫[32], 然
而由于载体以及HBV自身的抗体性, 以及HBV
不能感染小鼠肝细胞, 因此HBV只能短暂分泌. 
2.2 HBV裸DNA直接注射小鼠 直接将HBV裸

DNA注射到裸鼠肝脏内, 可以打破种间屏障, 
使裸鼠产生类似HBV携带者的状况, 但这种方

法只能是小鼠肝脏中一小部分细胞携带HBV. 
Yang et al [33]创造了尾静脉大体积(1.6 mL)注射

质粒DNA的方法, 可以使小鼠产生高滴度(107 
copy/mL血液)的病毒, 但是1 wk以后随着血中

抗体和CTL细胞的出现, 病毒很快被清除. 而用

同样的方法再NOD/SCID小鼠中, 病毒可以持

续81 d以上. 利用这种小鼠模型研究发现, 注射

DNA siRNA可以阻断HBV复制[34]; 大大降低血

中HBV含量. 有中国学者, 采用水动力尾静脉注

射法, 将含有1.3倍HBV基因组的pHBV4.1注射

入BALB/C小鼠, 建立了一种快速简便并且病毒

可高水平复制的HBV动物模型, 可以用来研究

多聚肌苷酸对HBV复制的抑制作用[35]. 2006年, 
Ketzinel-Gilad et al [36]将HBV adw亚型通过酶切

位点连接到载体上, 用水动力转染法尾静脉分

别注射到BALB/c和SCID小鼠体内. 在BALB/c
小鼠体内HBeAg和HBsAg在第3天打到高峰, 10 
d后随着抗体的出现而开始下降; 在SCID小鼠

血清中30 d后仍可以检测到HBeAg和HBsAg, 利
用Real-time PCR检测到HBV-DNA的复制水平

可以达到106-107. 同年Takehara et al [37]利用水动

力转染技术注射1.5倍HBV基因到Balb/c裸鼠体

内, HBV相关抗原表达超过1年, 而且检测到了

cccDNA, 说明该模型更接近于自然感染. 
尽管在NOD/SCID小鼠中HBV存在时间较

长, 但是仍然是一过性的HBV复制模型, 病毒会

以为不能感染和复制而自引清除. 此外该系统

不仅需要使用特殊的小鼠NOD/SCID, 而且由于

注射剂量太大(相当于小鼠全身体液的总量), 对
小鼠肝脏和其他器官造成的损伤也不能忽视.

3  人-鼠嵌合肝模型

近年来人们用人的肝细胞移植到免疫缺陷小鼠

体内, 得了一些嵌合肝动物模型, 在这些动物模

型中, 人的肝细胞可以存在并感染HBV. 
3.1 Trimera小鼠模型 该模型是用正常Balb/c小
鼠经致死剂量的辐射处理后, 静脉注射严重联

合免疫缺陷(severe combined immunodeficient, 
SCID)小鼠的骨髓细胞. 这种小鼠用HBV感染过

的人肝活检细胞植入其体内, 大约80%的移植小

鼠可产生病毒血症, 组织化学分析和人血清白

蛋白mRNA检测结果显示, 人肝细胞移植物可以

在小鼠体内存活. 这种小鼠模型中HBV病毒滴

度不高, 仅为105 HBV copy/mL血液, 而且病毒血

症持续时间也只有20 d, 仅适合于短时间的药物

抗病毒活性分析[38]. 
3.2 NOD/SCID小鼠模型 该模型使用NOD/SCID
小鼠作为人肝细胞的受体动物, 给小鼠注射肝

细胞生长因子c-Met的受体酪氨酸激酶拮抗剂

(抗体)可以大大促进人肝细胞的存活时间, 这种

动物模型可以支持HBV的感染和复制, HBV抗

原和DNA可在血中存在5 mo, 但是HBV DNA
的浓度也不太高, 只能达到2×105 copy/mL血
清. 该模型还可以进行HDV的超感染[39]. 一旦停

止注射抗c-Met抗体, 小鼠体内人肝细胞就会缓

慢的减少. 有人将HBV基因组转染永生化的人

肝细胞后植入RAG-2缺陷小鼠(该小鼠与SCID
小鼠类似, 因为recombination activation gene-2

■应用要点
虽然普通小鼠无
法感染HBV, 但是
通过多种多样的
分子生物学的手
段, 却可以建立适
合于各种研究目
的HBV小鼠模型, 
这为HBV的研究
提供了非常有用
的工具
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的失活而不能形成成熟的T、B细胞), 结果获得

了5 mo以上的高滴度病毒(达1×108 copy/mL血
清)[40]. 
3.3 uPA/SCID小鼠模型 该模型使用的是uPA/
SCID小鼠, 这种小鼠因为被转入具有肝脏毒性

的uPA基因(urokinase plasminogen activator), 自
身的肝细胞生长受到抑制, 而植入的肝细胞具

有生长优势, 加之该小鼠无免疫排斥能力, 适合

于移植肝细胞的生长[41]. 移植肝细胞可以生长到

小鼠出生之后8 wk, 这个年龄正是小鼠肝脏长势

正常的时期. 在这种小鼠中, 移植人肝细胞可以

有机的整合到整个鼠肝脏中, 在有些模型中, 人
的肝细胞可以占到整个肝脏的绝大部分, 该肝

脏近乎完全人源化[42-43]. 给这种小鼠注射乙肝患

者血清, 小鼠可产生1010 copy/mL血清, 并且可以

持续5 mo[43], 用体外HepG2细胞产生的病毒上清

也可以感染这样的动物模型. Petersen et al [44]用

这种模型研究发现从HBV大外膜蛋白分离的酰

化肽可以抑制HBV的感染. 这种模型还被用来

研究HBV突变株(HBeAg阴性)的生物学特性, 该
模型将非常适合于抗病毒药物的评价, 无论这

些药物是抑制病毒复制, 还是影响病毒进入细

胞和体内传播. 
尽管该模型可以说是目前最好的HBV感染

复制模型, 但是由于该小鼠没有免疫机能, 对于

研究HBV的致病机制以及HBV与宿主免疫系统

的相互关系仍然是一个难以克服的问题, 一种

间接的解决方法就是使用人抗HBV免疫细胞对

小鼠进行处理, 实施过继免疫(adoptive immune) 
由于uPA/SCID小鼠在生长过程中, 转基因uPA可

能会丢失, 失去uPA基因的小鼠肝脏重新获得生

长优势, 结果会导致小鼠肝细胞比例增加, 实验

发现人肝细胞所占总肝细胞的比例直接影响了

血清HBV的含量. uPA/SCID小鼠的饲养和繁殖

也是一个问题, 由于没有细胞免疫和体液免疫, 
加上肝脏不能正常发育, 因此出生死亡率很高.  

与其类似的另一种嵌合肝模型使用uPA转

基因小鼠和RAG2小鼠(该小鼠因为recombina-
tion activation gene-2的失活而不能形成成熟的

T、B细胞)杂交获得杂合子小鼠, 其特征与uPA/
SCID纯合子小鼠类似, 但是由于是杂合子, 移植

肝细胞占肝脏总细胞数比例较低(可达15%). 这
种模型与uPA/SCID模型一样, 也可以进行HBV
的感染和复制研究. 所有嵌合肝模型的主要特

点就是允许人肝细胞生长, 但是这类模型的构

建必须每次都使用新鲜的人肝细胞, 而这种人

鲜活肝细胞来源很有限, 不易获得. 折衷的解决

方案是使用树鼩肝细胞, 但是从某种角度讲, 如
果用树鼩肝细胞移植到小鼠体内, 还不如直接

以树鼩作为模型更好.

4  结论

小鼠作为实验室最常使用的动物, 其易于饲养, 
遗传背景清楚, 基因组全序已完全确定, 其免疫

系统研究深入透彻, 这些特点决定了小鼠是最

理想的动物模型. 虽然普通小鼠无法感染HBV, 
但是通过多种多样的分子生物学的手段, 却可

以建立适合于各种研究目的HBV小鼠模型, 这
为HBV的研究提供了非常有用的工具, 如Zhang 
et al [45]利用小鼠模型研究发现LIGHT基因(TNF
家族成员)可以增强细胞和体液免疫反应. 目前

国内外研究的HBV小鼠模型各有特点和不足, 
转基因小鼠和基因转染小鼠最大的缺点是HBV
病毒不能进入细胞发生正常感染和在体内传播, 
转基因小鼠的优点是可以稳定的分泌必须HBV
病毒及抗原, 无需每次进行转染或移植, 但是机

体不能产生对HBV的免疫反应, 可以通过过继

免疫的方法进行部分补救. 而基因转染小鼠的

优点是可以产生对HBV的免疫反应, 并且可以

方便的研究HBV不同突变对HBV本身以及对免

疫系统的影响, 可以进行免疫致病机制研究. 嵌
合肝小鼠模型的最大特点是允许HBV复制, 但
是由于免疫缺陷, 他们与转基因小鼠一样不能

产生对HBV的免疫, 同时动物饲养比较困难, 而
且必须提供来源稀少的新鲜活跃的人肝细胞. 
因此, 有必要进一步研究更为理想的动物模型. 
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