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Abstract
Hepatitis C virus (HCV) infection is another 
common cause of chronic hepatitis, liver cirrho-
sis, and hepatocellular carcinoma after hepatitis 
B virus. It is very difficult to study the variety 
and replication of HCV and interplay between 
HCV and the host and to develop new antiviral 
drugs and vaccines against HCV infection be-
cause of lack of susceptible hosts and stable and 
convenient experimental models of HCV infec-
tion. In this paper, we review recent advances 
in the development of experimental models of 
HCV infection.
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摘要
丙型肝炎病毒(HCV)感染是继乙型肝炎病毒
之后引起慢性肝炎、肝硬化以及肝细胞癌的
又一主要病因. HCV易感宿主选择有限, 至今
尚不能建立稳定、易行的HCV感染细胞及动
物模型系统, 使得病毒变异性、复制机制、与
宿主蛋白相互作用以及新药与疫苗研发等相
关研究受到极大限制. 本文就近年来围绕持续
稳定的HCV体外细胞或动物感染模型的研究
新进展作一综述.
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0  引言

自美国学者Choo于1989年完成了丙型肝炎病毒

(hepatitis C virus, HCV)基因克隆以来, 围绕HCV
病原学、致病机制、病理特征、临床转归以及

治疗干预等诸多研究广泛开展. 由于至今尚不

能建立合适的HCV感染实验模型, HCV持续感

染机制、抗病毒治疗新药以及有效疫苗研发的

深入研究受到限制. 如何建立稳定的HCV体外

细胞或动物感染模型, 为HCV变异性、复制机

制、与宿主蛋白相互作用以及新药与疫苗研发

提供研究平台, 一直是近20余年来丙型肝炎研

究领域的热点. 本文从HCV感染的细胞与动物

两方面对模型建立特点作一综述.

1  HCV感染的细胞模型

1.1 HCV在肝细胞系复制 肝细胞是HCV天然易

感细胞, 所以人们首先想到的就是能否直接用

肝细胞进行体外HCV培养与增殖[1]. 已有研究

表明HCV虽可体外感染肝细胞系, 此模型虽然

有价格低廉、操作简便、与自然感染状态接近, 
但是, 其缺点是细胞来源有一定困难, 细胞培养
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时间短且正常传代难度大, 因而该模型的稳定

性与推广性研究值得商榷[2].
1.2 HCV在非肝细胞系的复制 早期研究认为

HCV是一种严格的嗜肝病毒, 不能在肝细胞以

外的细胞中复制, 而后续研究发现HCV还可体

外感染单核细胞, 淋巴细胞. 先后用HCV体外感

染的细胞株包括人单核细胞株(U937)、人T淋
巴细胞株(Molt-4)、人胆囊细胞株(Kirlich)、猪

肾细胞株(PK15)以及鼠睾丸细胞株(STE)等. 虽
然HCV在猪肾细胞株、鼠睾丸细胞株和人肝癌

细胞(Hep3B)中能间接表达相关蛋白, 但是在上

述细胞中只能检测到HCV RNA的正链, 却无法

检测到HCV负链, 即复制中间体, 说明上述细

胞的选择仍难阐述HCV复制环节. 尽管证实了

HCV能够感染非肝细胞并在其中复制, 能够引

起免疫应答, 甚至推测HCV对人体非肝细胞系

感染是构成HCV持续感染原因之一, 然而同样

基于HCV在淋巴细胞等非肝细胞内复制时间短

的缘故, 致使HCV体外感染非肝细胞如淋巴细胞

等的研究仍存在一定争议, 有人认为这些细胞不

适合研究HCV生物特性或检测抗病毒药物[3].
1.3 HCV复制子、亚基因组复制子的建立 随着

HCV基因的克隆成功, 全长HCV基因组及1a、
1b、2a亚基因组复制子模型也相应建立. 虽然将

HCV基因组复制子通过肝内接种黑猩猩, 可导

致HCV感染, 但是该复制子在细胞培养中却不

能自主复制, 表达的病毒蛋白不能释放有感染

性的病毒颗粒, 限制了体外HCV基因组复制子

模型的发展. IbHCV亚基因组复制子模型可进行

体外培养, 使得人们能够从细胞水平低, 也不能

产生有感染性的病毒颗粒. Wakita等[4]从患有暴

发性肝炎患者克隆来的HCV JFH1-2a型全基因

组转染Huh-7细胞, 发现可产生直径约55 nm的

HCV病毒颗粒, 该种病毒颗粒对Huh-7细胞具有

感染性, 病毒定量在107-1010 copies/L, 并可以被

CD81特异抗体和来自慢性HCV感染患者的免

疫球蛋白所中和. 因此被认为是第1个可自主感

染并产病毒颗粒的体外感染模型系统. 在这一

研究中, 转染HCV JFH1-2a型全基因组的Huh-7
细胞培养上清被稀释至1/104注射给黑猩猩, 6 
wk内并没有产生感染迹象, 但当同样细胞培养

上清被稀释至1/103后再次注射, 2 wk后检测到

HCV RNA, 且持续到第5周. 最近研究发现这种

细胞模型在缺乏胆固醇的培养体系中产生的病

毒丧失感染力, 然而这种缺陷病毒在与外源胆

固醇混合后, 又恢复了其感染性[5].
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Huh-7.5细胞是通过用α-干扰素治愈含有

HCV复制子的Huh-7细胞从而获得的一种Huh-7
的突变细胞系, 他的视黄酸诱导基因Ⅰ(retinoic 
acid induced geneⅠ, RIG-Ⅰ)发生点突变, 降低

了固有免疫反应, 获得了对HCV的高易感性, 与
此同时, Lindenbach等[6]构建了一种嵌合的HCV 
FL-J6/JFH1重组载体, 即HCV JFH-1的NS3至
NS5B蛋白基因与来自另外HCV 2a基因型的C至
NS2蛋白基因融合构建的嵌合HCV全长基因组, 
转染Huh-7.5细胞后可获得感染性克隆, 后者在

48 h内可以产生约108 copies/L感染性病毒颗粒, 
并可被干扰素及其他对HCV特异的抗病毒混合

物所抑制, 提示该复制子模型为HCV生物特性

或抗病毒药物筛选研究奠定基础. 不同基因型

的HCV复制子转染细胞所产生的感染性病毒性

颗粒数量也有差别. Yi等[7]利用HCV1a基因型复

制子转染突变的H77细胞, 发现所产生的感染性

的病毒颗粒数量比HCV 2a基因型复制子低400
倍, Pietschmann等[8]用不同基因型(1a、1b、2a、
3a)的HCV C至NS2蛋白基因分别与HCV JFH-1
的NS3至NS5B蛋白基因构建了一系列嵌合病

毒重组载体, 结果发现2a型的J6CF/JFH1复制子

的感染性病毒颗粒数量最高. HCV亚基因组复

制子模型已被证明对病毒复制机制以及新药研

发等方面的研究具有重要价值. 最近, 人们将荧

光素蛋白或荧光蛋白等基因嵌合入HCV亚基因

复制子, 同时对病毒复制的抑制剂进行高流通

量筛选. 例如, Schaller等[9]将绿色荧光蛋白插入

HCV NS5A蛋白基因编码区域建立了单顺反子

复制子, 利用这一复制子, 人们可以直接观察病

毒在活体细胞内的复制而不需要干扰病毒复制

过程.
1.4 HCV全长cDNA细胞感染模型 Sun等[10]建立

了一种以HepG2细胞为宿主的HCV全长cDNA
复制模型系统, 在该细胞内能检测到对α-干扰

素敏感的HCV负链RNA、C及NS5B蛋白, 将受

染HepG2细胞导入SCID小鼠后, 发现有肿瘤的

生成并且在小鼠血液中检测到对干扰素敏感的

HCV RNA. Heller等[11]以pTRE2hyg+为载体构建

了含有HCV1b基因型全长cDNA的真核表达重

组子pTHr, 同时在HCV RNA依赖的RNA聚合酶

的活性区域引入一个突变位点(GDD→GND), 
将未引入突变位点的pTHr转染Huh-7细胞后, 在
细胞内可检测到HCV RNA正负链, 其中正链

RNA的水平比负链RNA高10倍, 在培养上清中

HCV RNA的拷贝数高达1×1011 copies/L, 而引
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入突变位点的pTHr GND转染的Huh-7细胞内仅

检测到少量HCV RNA正链, 未检测到负链RNA, 
所产生的正链RNA量明显少于pTHr转染细胞内

的正链RNA. 在pTHr转染后2 d, 细胞质内HCV 
C、E2以及NS5A蛋白表达最强, 4 d后明显降

低. 为判断是否有病毒颗粒的产生, 对pTHr和
pTHr GND转染细胞的培养上清进行蔗糖密度

梯度离心, 取各组分别检测HCV C、E2蛋白及

HCV RNA, 发现在pTHr转染细胞的培养上清中, 
HCV蛋白和RNA的峰值出现在密度为1.16 kg/L
的组分中, 这与以往发现的游离HCV病毒体的

密度一致. 通过电子显微镜观察到这些病毒颗

粒直径约50 nm和100 nm, 以50 nm的为多, 呈双

壳结构, 表面带有钉型突起. 另外, HCV RNA 5'
端区域会发生G-A核苷酸置换, 3'端茎环区域带

有U-A和A-U的碱基互换, 这种变化也见于HCV
感染者体内的病毒RNA中. 由此可见, HCV全长

cDNA细胞感染模型中HCV分子生物学特征既

保证了与自然HCV的同源性, 又能够在体外大

量合成, 是HCV实验模型研究的重大突破.
1.5 病毒伪颗粒 病毒伪颗粒(hepatitis C virus 
pseudo-particles, HCVpp)已用于病毒黏附、细

胞侵袭等方面的研究. HCVpp是把HCV表面糖

蛋白成分E1和E2与具有高感染性的逆转录病

毒或慢病毒核心体装配在一起, 用以模拟HCV
病毒体侵袭[12]. 人们已经利用HCVpp确认了多

个病毒侵袭受体, 具体包括黏多糖、低密度脂

蛋白、树突状细胞特异性细胞间黏附分子-3
结合的非整合素(dendritic cell-specific intercel-
lular adhesion molecule-3-grabbing non-integrin, 
DC-SIGN)、肝脏特异性细胞间黏附分子-3结
合的非整合素(liver-specific intercellular adhesion 
molecule-3-grabbing non-integrin, L-SIGN)、clau-
din-1、claudin-6和claudin-9等[13]. 最近的研究证

实occludin是HCV病毒侵袭体的关键因子[14], 后
者参与机制正是通过HCV病毒伪颗粒的研究首

先提出, 并为后来的HCV感染细胞培养系统所

验证.

2  HCV感染的动物模型

由于HCV所赖以依存的宿主有限, 传统的小动

物对其不易感, 以致影响到病毒致病机制以及

预防性疫苗等的深入研究. 近10余年的探索结

果, 已经建立了几种HCV感染的动物模型.
2.1 黑猩猩模型 迄今为止, 黑猩猩是已知的除人

类外唯一的对HCV的易感动物, Mizukoshi等[15]

发现人类和黑猩猩的基因序列具有98%的同源

性, 故此认为黑猩猩是研究HCV感染最理想的

动物模型.
将含HCV基因组克隆受染细胞导入黑猩猩

体内可致急性肝炎, 后者与直接注射HCV所致

的感染过程没有明显区别[16]. Major等[17]发现, 
黑猩猩感染HCV后, 一般在1 wk内出现病毒血

症, 2 wk内病毒滴度迅速上升, 高峰可达108-1010 
copies/L, 以后上升速度明显下降, 一般8 wk后
产生抗体. 尽管急性期表现为转氨酶升高, 活检

可见肝细胞炎性坏死, 但是与人类急性丙型肝

炎相比程度较轻. 将含HCV基因组克隆的受染

的H77细胞导入10只黑猩猩, 发现有4只可完全

清除病毒, 另6只则发展成慢性感染. 在持续感

染82-216 wk的黑猩猩体内, HCV RNA定量可维

持在107-108 copies/L. 也有研究发现黑猩猩的慢

性化比率还要增大[18], 并推测这种差异与动物性

别、年龄以及病毒株特性等有关. Thimme等[19]

发现相对于慢性感染的黑猩猩, 痊愈的黑猩猩

在急性感染期肝内有更强的特异性CD8+ T淋巴

细胞免疫应答反应, Shoukry等[20]发现HCV的清

除还与早期肝内CD4+ T淋巴细胞应答有关, 是
上述2种T淋巴细胞的作用导致急性期病毒水平

的下降, 但还不能完全清除病毒. 值得注意的是, 
无论是急性感染后痊愈还是慢性化的黑猩猩, 
其外周血T淋巴细胞应答反应并没有显著区别.

虽然人类和黑猩猩的基因序列具有较好同

源性, 然而二者HLA-1、MHC-Ⅱ类分子不完全

相同, 黑猩猩体内无HLA-A2[21]. 除此之外, 由于

黑猩猩属于濒临灭绝的动物、体型大、实验和

维护费用高, 尤其在许多国家基于伦理原因将

黑猩猩作为实验动物是非法的, 这均限制了黑

猩猩在HCV研究中的应用, 所以寻找合适的小

动物模型就显得至关重要.
2.2 转基因小鼠模型 除了黑猩猩外, HCV转基因

小鼠也是较为成熟的另一HCV感染的实验动物

模型[22]. 他是通过将编码HCV蛋白的基因用转

基因技术整合到动物胚胎细胞内, 然后将整合

有外源基因的胚胎细胞移植到代孕♀动物体内, 
用PCR或Southern blot等分子生物学技术筛选子

代转基因阳性动物后建立模型. 需要指出的是

小鼠本身不能感染HCV, 不是真正意义上的动物

模型, 转基因小鼠对HCV抗原耐受而不能出现

特异的免疫反应, 不能用于对HCV生活周期以

及病毒复制等方面的研究, 但是这种模型可用

于探讨病毒与宿主蛋白相互作用, 阐述病毒致
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病机制及研制新抗病毒策略与治疗方案.
在表达HCV C蛋白的转基因小鼠中可发现

肝脏脂肪变性和肝细胞癌变特性, 这也是许多

慢性HCV感染出现的共同现象[23]. Moriishi等[24]

的研究证实在肝细胞表达的HCV C蛋白能够上

调固醇调控因子结合蛋白-1c启动子的活性, 后
者可导致脂肪再生酶类表达活跃, 使得三酰甘

油在肝细胞内过度积累, 肝脏脂肪变性由此生

成. HCV C蛋白转基因小鼠的T淋巴细胞免疫应

答能力和淋巴细胞分泌干扰素、IL-2水平往往

比正常小鼠明显降低, 并且伴有显著的肝内淋

巴细胞浸润与转氨酶升高现象. 这种对T淋巴细

胞免疫应答功能的抑制可能是由于HCV感染增

强了T淋巴细胞对Fas-介导的细胞凋亡的敏感

性, HCV C蛋白可能是通过促进Fas-介导的T淋
巴细胞凋亡以及肝脏的T淋巴细胞浸润而导致

肝损伤, 这可能是HCV感染易导致疾病慢性化

的原因之一. 此外, HCV C蛋白所导致的肝细胞

再生速度的提高也可能是增加肝细胞发生癌变

机率的因素之一[25]. 通过对HCV非结构蛋白转

基因小鼠的研究, 目前认为在转基因小鼠肝脏

内表达的HCV NS3/4A蛋白自身不能引起肝脏

病变, 却能改变肝脏内免疫细胞亚型; 不能阻止

杀伤性T淋巴细胞对表达HCV NS3/4A蛋白的肝

细胞的适应性免疫损害[26], 却能防止源于肿瘤坏

死因子-α所产生的固有性免疫杀伤[27]. 转基因小

鼠肝脏表达HCV NS5A蛋白是否产生系列病变

目前尚存争议[28], 一方面认为可引发肝硬化和肝

细胞癌[29]; 而另一方面认为不造成肝脏病变, 仅
对肝脏内固有性和适应性免疫造成损害[30].
2.3 嵌合肝脏小鼠模型 正常小鼠对HCV感染不

易感, 但是将人肝组织移植到小鼠体内, 再用

HCV RNA阳性血清感染小鼠, 以此研究移肝组

织病理改变、病毒致病的免疫发生机制, 即所

谓嵌合人肝脏小鼠模型. 依据移植人肝组织方

式不同, 可将该类模型分类如下: (1)肝再生小鼠

模型: 具体为将人肝细胞移植到uPA/SCID(B、T
淋巴细胞缺陷)小鼠肝脏, 经定植形成组织结构

瘤后再接种HCV阳性血清[31]. 此模型特点包括

病毒滴度高及复制时间长, 病毒存在生理状态

接近自然HCV特征, 是目前较为成功的HCV感

染小鼠模型[32], 但是由于小鼠免疫系统的缺失

导致此模型不能用于研究病毒致病的免疫发生

机制以及有效疫苗预防, 移植肝细胞的质量稳

定性也是需要考虑的因素[33]; (2)异位肝移植小

鼠模型: 将人肝脏组织移植于免疫缺陷鼠肾囊

或耳廓后再接种HCV阳性血清. 此模型特点包

括在HCV感染期间便于对肝脏组织整体性病理

改变的观察, 但是移植肝脏组织技术难度高, 而
且HCV感染后病毒血症持续时间短, 较难进行

HCV持续性感染机制的研究[34]; (3)免疫耐受小

鼠模型: 将人肝癌细胞接种受孕鼠的妊娠子宫, 
子代鼠出生后, 对人肝癌细胞产生免疫耐受, 移
植小鼠14周龄时人肝癌细胞能达到小鼠肝组织

6%, 此后接种HCV阳性血清. 此模型特点为移植

鼠免疫功能健全, 在病毒血症期可以检测到肝

脏酶学改变以及免疫介导的肝组织损害, 但是

由于所产生病毒水平低, 而且人鼠组织相容性

复合物有明显差异, 故不能应用于HCV抗原递

呈环节以及针对HCV适应性免疫发生机制的研

究[35].
2.4 其他转基因动物模型 Amali等[36]建立了肝脏

特异性表达HCV C蛋白的转基因斑马鱼. 他们

用硫代乙酰胺处理核心蛋白转基因斑马鱼和野

生型斑马鱼, 研究发现斑马鱼出现了在病理上

类似于鼠类的肝脏脂肪变性和纤维化, 3 mo可
形成肝癌, 这比鼠类要快很多, 这无疑对HCV致

肝癌机制的深入研究有帮助.
H C V感染者血清或细胞组织培养病毒接

种到啮齿动物, 甚至包括免疫缺陷鼠, 都不会造

成明显感染. 与HCV侵袭密切相关的淋巴细胞

CD81抗原的表达水平在鼠体内明显降低[37], 提
示病毒侵袭障碍影响了HCV对鼠的自然感染. 
另外, 现有模型中HCV RNA复制水平低也影响

了动物模型的实际应用, 已经建立的HCV亚基

因组复制子和HCV全长cDNA细胞感染模型, 在
一定程度上可以解决HCV RNA复制问题, 但是

后续子代病毒复制的问题仍然存在[38,39].

3  结论

HCVpp、复制子、HCV全长cDNA细胞感染模

型以及感染动物模型为研究HCV的生活周期、

HCV感染致病机制以及抗病毒新药研发提供了

研究平台. 但是目前研究中的宿主细胞主要局

限于Huh-7肝癌细胞系, 体外产生的有感染性的

HCV只限于JFH-1病毒株. 未来对HCV感染的细

胞与动物模型建立的要求是其更能准确地反映

持续性感染条件下的HCV所表现出的基因型多

样性以及宿主因素的复杂性, 包括进行HCV全

基因组RNA干扰筛选实验和microRNA组学研

究, 将有助于建立更合适的HCV感染的实验动

物模型. 在最近的研究中, 人们发现联合构建人

■创新盘点
本文从HCV感染
的细胞与动物两
个层面总结了体
外感染模型的研
究 进 展 ,  可 为 病
毒变异性、复制
机制、与宿主蛋
白相互作用以及
新药与疫苗研发
提 供 有 利 条 件 , 
也是今后HCV体
外感染模型建立
的研究方向.
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occludin蛋白和CD81抗原重组载体更易使HCV
进入小鼠细胞[40], 而表达肝脏特异性microRNA, 
miR-122重组载体可以促进病毒在非肝细胞中

复制[41]. 这些研究成果代表了未来HCV感染模

型研究的方向.
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■同行评价
本文可读性和新
颖性较好, 对丙型
肝炎病毒感染实
验模型的研究近
况作了较全面的
介绍, 提供了理论
价值.


