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自然状态下乙型肝炎病毒（HBV）易感宿主仅局限 于人和黑猩猩等灵长类动物，因此，既往国内外学者相

继建立多种小动物模型用于慢性HBV感染疾病的相关

研究，包括HBV转基因小鼠、高压水动力转染小鼠模型

以及病毒载体转导小鼠模型等。HBV转基因小鼠通过

胚胎显微注射技术将部分或者完整拷贝的HBV基因组

整合至小鼠受精卵基因组中，获得的HBV小鼠模型血
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摘要：目的 探讨乙型肝炎病毒（HBV）转基因小鼠体内淋巴细胞表型特点及干扰素α对其病毒学指标和免疫细胞表型的影响。

方法 选取HBV 转基因小鼠和野生型（WT）小鼠，采用ELISA检测HBV转基因小鼠血清HBsAg和HBcAb水平及两组小鼠血

清 IL-21及 IL-6水平，分离肝、脾以及外周血淋巴细胞，流式细胞术检测CD4+T和CD19+B细胞频数；给予9只HBV转基因小鼠

重组鼠源性干扰素α（rmIFN-α）皮下注射，同时9只HBV转基因小鼠相应注射PBS，观察其血清HBsAg、HBV DNA、IL-6、IL-21

水平的变化以及外周血CD4+T和CD19+B细胞频数变化。结果 HBV转基因小鼠的血清HBsAg水平较高并能检测到HBcAb，

其血清 IL-21及 IL-6水平较WT小鼠显著升高（P<0.05）；HBV转基因小鼠外周血、肝脏以及脾脏淋巴细胞中CD4+T细胞频数较

WT小鼠均明显低下（P<0.05），但其肝脏CD19+B细胞频数明显高于WT小鼠（P<0.05）；HBV转基因小鼠肝内CD4+T细胞频数

与血清HBsAg水平呈负相关，而肝内CD19+B细胞频数与血清HBcAb水平呈正相关；rmIFN-α处理可显著提高HBV 转基因小

鼠外周血CD4+T和CD19+B细胞频数以及血清IL-6水平（P<0.05）。结论 HBV转基因小鼠体内淋巴细胞亚群频数异常，外源性

干扰素α可通过调节淋巴细胞亚群频数发挥免疫调节作用。

关键词：乙型肝炎病毒；转基因小鼠；干扰素α；免疫调节

Abstract: Objective To analyze the characteristics of lymphocyte phenotypes in hepatitis B virus (HBV) transgenic mice and
the effect of exogenous interferon-α on virological profiles and lymphocytes phenotypes of the mice. Methods HBV transgenic
mice and wild-type (WT) mice were examined for serum levels of HBsAg, HBcAb, IL-21, and IL-6 using ELISA. The
frequencies of CD4+T and CD19+B cells separated from the liver, spleen, and peripheral blood were detected by flow cytometry.
Nine HBV transgenic mice were injected subcutaneously with recombinant mouse interferon alpha (rmIFN-α) and another 9
transgenic mice were injected with PBS, and their HBsAg, HBV DNA, IL-6, and IL-21 levels and frequencies of peripheral
blood CD4+T and CD19+B cells were detected. Results HBV transgenic mice showed a high level of HBsAg with a detectable
level of HBcAb and significantly increased serum levels of IL-21 and IL-6 as compared with WT mice (P<0.05). The transgenic
mice had a significantly lower frequency of CD4+ T cells in the peripheral blood, liver and spleen (P<0.05) but a significantly
higher frequency of CD19+ B cells in the liver (P<0.05). An inverse correlation between intrahepatic CD4+ T cell frequency and
serum HBsAg level while a positive correlation between intrahepatic CD19+ B cell frequency and HBcAb level were found in
HBV transgenic mice. Administration of rmIFN-α significantly increased the frequencies of CD4 + T and CD19 + B cells in the
peripheral blood and the serum level of IL-6 in HBV transgenic mice (P<0.05). Conclusion HBV transgenic mice have
lymphocyte subset dysregulation and exogenous interferon-α can modulate the immune function of the mice by regulating the
frequencies of lymphocyte subsets.
Key words: hepatitis B virus; transgenic mouse; interferon alpha; immunoregulation
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清能稳定表达HBV基因转录翻译的产物［1-2］。作为一种

方便且稳定的乙肝小动物模型，HBV转基因小鼠被广

泛应用于乙型肝炎发病机制、药物筛选研发以及疫苗研

究等领域［3］。研究表明HBV转基因小鼠体内为免疫耐

受状态，肝脏无炎症反应。由于树突状细胞的抗原提呈

功能缺陷，其体内的HBV特异性免疫反应处于低应答

状态［4］，而目前对于HBV转基因小鼠体内各组织的淋巴

细胞亚群频数和细胞因子分泌水平尚不清楚。干扰素α

作为目前临床广泛应用的抗病毒治疗药物，目前关于其

在体内对免疫系统影响的研究报道尚不多，因此，本研

究中我们分析HBV转基因小鼠体内各组织的淋巴细胞

亚群频数并探讨外源性添加干扰素α对其体内淋巴细胞

亚群频数的影响。

1 材料和方法

1.1 实验动物

WT小鼠和HBV转基因小鼠［5］均为6~8周龄雄性

BALB/c品系。HBV转基因小鼠由中国人民解放军第

458医院全军肝病中心提供，WT小鼠购自南方医科大

学实验动物中心。纳入9只HBV转基因小鼠皮下注射

rmIFN-α作为实验组，注射剂量为2×105 U/100 μL/次，2

次/周，持续4周，另外纳入9只HBV转基因小鼠给予同

样的方案皮下注射100 μL PBS作为对照组。以上小鼠

均在SPF级别饲养。

1.2 实验试剂

rmIFN-α购自北京义翘神州生物技术公司，HBsAg

和HBcAb诊断试剂盒购自北京万泰生物药业公司，

IL-21和 IL-6检测试剂盒购自 eBioscience，HBV核酸

定量检测试剂盒（PCR-荧光探针法）购自达安基因公

司 ，流 式 抗 体 anti-mouse CD4-FITC 和 anti-mouse

CD19-Percp购自BD，小鼠外周血淋巴细胞分离液购自

天津灏洋生物制品科技公司，Percoll分离液购自GE。

1.3 实验技术

1.3.1 收集血清 毛细采血管刺入小鼠内眦静脉收集全

血，静置后离心获得血清，-20 ℃备用。

1.3.2 分离外周血单个核细胞 100 μL外周血与6 μL

肝素钠混匀，后续按照试剂盒说明书操作。

1.3.3 分离肝和脾脏内淋巴细胞 参照既往文献方法［6-9］。

1.3.4 酶联免疫吸附法（ELISA）检测血清HBsAg、HB-

cAb、IL-21以及IL-6水平 实验操作按照对应试剂盒说

明书进行，根据标准曲线对各指标进行分析。

1.3.5 荧光定量PCR检测血清HBV DNA 实验操作按

照试剂盒说明书进行。扩增反应体系总体积25 μL，内

含 13.5 μL反应液（含引物、探针和 dNTP等），1.5 μL

taq DNA聚合酶，5 μL DNA模板，加入超纯水至25 μL。

扩增程序为：93 ℃ 2 min，（93 ℃ 45 s，55 ℃ 1 min）×10

循环，（93 ℃ 30 s，55 ℃ 45 s）×30循环，40 ℃ 20 s，用

Roche LightCycler 480仪器进行检测和分析。

1.3.6 淋巴细胞表型标记 淋巴细胞加入CD4-FITC和

CD19-Percp流式抗体标记后用BD FACSCanto II流式

细胞仪检测，采用BD FACSDiva软件分析各细胞亚群

比例。

1.4 统计学分析 采用SPSS 20.0数据分析软件，两组

间比较采用两个独立样本非参数Mann-Whitney U检验

或Wilcoxon符号秩检验进行统计分析，样本间相关分

析采用Spearman相关分析，P<0.05表示差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 HBV转基因小鼠血清HBsAg水平较高并能检测到

HBcAb，其血清IL-21和IL-6水平较WT小鼠显著性升高

ELISA检测HBV转基因小鼠血清HBsAg与HB-

cAb的水平，结果显示HBsAg处于较高水平（图1A）并

能检测到血清HBcAb（图1B）。进一步检测血清细胞因

子 IL-21和 IL-6水平，发现HBV转基因小鼠血清 IL-21

和 IL-6水平均明显高于WT小鼠（P=0.033，图2A；P=

0.002，图2B）。

图1 HBV转基因小鼠（n=42）和WT小鼠（n=11）的血清（A）HBsAg和（B）HBcAb水平
Fig.1 Serum levels of HBsAg (A) and HBcAb (B) in HBV transgenic mice (n=42) and WT mice (n=11).
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2.2 HBV转基因小鼠和WT小鼠外周血、肝以及脾脏

CD4+T和CD19+B细胞频数

流式细胞术检测结果发现，与WT小鼠相比，HBV

转基因小鼠的外周血、肝脏以及脾脏淋巴细胞中CD4+T

细胞频数均明显降低（P=0.005；P=0.001；P=0.040，图

3A）。对于CD19+B细胞，外周血中可发现相似的结果

（P=0.029，图3B），但HBV转基因小鼠肝脏CD19+B细

胞频数明显高于WT小鼠（P<0.001，图3B），而脾脏中

CD19+B细胞频数在两组之间差异无统计学意义。

图2 比较HBV转基因小鼠（n=42）和WT小鼠（n=8）的血清（A）IL-21和（B）IL-6水平
Fig.2 Comparison of serum levels of IL-21 (A) and IL-6 (B) in HBV transgenic mice (n=42) and
WT mice (n=8).
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图3 HBV转基因小鼠（n=20）和WT小鼠（n=11）外周血、肝脏以及脾脏（A）CD4+T细胞和（B）CD19+B细胞频数
的比较
Fig.3 Comparison of frequencies of CD4+ T (A) and CD19+ B cells (B) in the peripheral blood, liver, and spleen
between HBV transgenic mice (n=20) and WT mice (n=11).

HBV WT HBV WT HBV WT

Blood Liver Spleen

100

80

60

40

20

0C
D

4+
T

ce
ll

s
in

ly
m

ph
cy

te
s

(%
)

P=0.005

P=0.001 P=0.040

80

60

40

20

0C
D

19
+
B

ce
ll

s
in

ly
m

ph
cy

te
s

(%
)

HBV WT HBV WT HBV WT

Blood Liver Spleen

P=0.029

P<0.001

A B

2.3 HBV转基因小鼠肝内CD4+T和CD19+B细胞频数

与血清HBsAg、HBcAb水平的相关性分析

相关分析发现HBV转基因小鼠肝内CD4+T细胞

频数与血清HBsAg水平呈负相关（r=-0.403，P=0.025，

图4A），而其肝内CD19+B细胞频数则和血清HBcAb水

平呈正相关（r=0.361，P=0.046，图4B），同时其血清HB-

sAg水平和HBcAb水平呈正相关（r=0.478，P=0.001，图

4C）。

2.4 rmIFN-α可上调HBV转基因小鼠外周血CD4+T和

CD19+B细胞频数以及血清IL-6水平

与注射 PBS 的 HBV 转基因小鼠相比，给予

rmIFN-α处理4周后的小鼠其外周血CD4+T和CD19+B

细胞频数较基线均明显升高（P=0.008；P=0.028，图5A，

B），同时血清 IL-6水平较基线亦显著性升高（P=0.011，

图5C），但未观察到rmIFN-α对HBV转基因小鼠的血清

HBsAg和HBV DNA水平有明显影响（数据未展示），且

血清IL-21水平较基线也无明显变化（图5D）。

3 讨论

HBV转基因小鼠是目前常用的研究模型，虽然其

能持续复制病毒，分泌HBV抗原蛋白，但肝脏无明显病

理变化，表现为HBV特异性免疫耐受状态，与人类无症

状HBV携带者表现很相似［10］。刘光泽等通过体外特异

性刺激培养脾淋巴细胞，分析IFN-γ、IL-2、IL-10细胞因
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子的分泌水平发现HBV转基因小鼠体内的Th1、Th2细

胞功能受到抑制，表明T细胞针对HBV特异性的细胞免

疫和体液免疫均受到抑制，T细胞免疫活化状态欠佳［11］。

Wirth等［12-13］将HBV转基因小鼠B细胞和正常小鼠B细

胞分别与正常小鼠的T细胞一起转移至已照射致命辐

射的同系小鼠体内，发现过继转移HBV转基因小鼠B

细胞的小鼠也能对HBsAg产生免疫应答，证实HBV转

基因小鼠体内B细胞功能正常。

在本研究中我们发现HBV转基因小鼠各组织，包

括外周血、肝脏和脾脏，其CD4+T细胞频数均显著低于

WT型小鼠，机制可能在于其体内存在免疫耐受，在T细

胞水平上功能活化较低，自分泌可促进T细胞增殖分化

的细胞因子表达水平也下降，从而导致其体内CD4+T细

胞比例失调。而对于B细胞的研究则发现一个有趣的

现象，即HBV转基因小鼠的肝脾内B细胞频数增高而

其外周血的B细胞频数则显著性低于WT小鼠，结合所

测得的HBV转基因小鼠血清内高水平表达的 IL-21和

IL-6，考虑B细胞中有相当一部分可能在 IL-21和 IL-6

作用下分化成浆细胞，而浆细胞主要存在于二级淋巴器

官的生发中心内，其主要在组织内发挥作用而较少存在

于外周血内，因此我们推测本研究所观察到B细胞在不

同组织的分布差异可能与浆细胞有关［14］。此外，我们的

研究也发现HBV转基因小鼠肝脾内CD4+CXCR5+细胞

频数明显高于WT小鼠（数据未展示），这也可能与HBV

图4 HBV转基因小鼠（A）肝内CD4+T细胞频数和血清HBsAg水平、（B）肝内CD19+B细胞频数和血清HBcAb水平、（C）血清
HBsAg和HBcAb水平关系的相关性分析
Fig.4 Analysis of the correlations between intraheaptic CD4+T cell frequency and serum HBsAg (A), between intraheaptic CD19+B
cell frequency and serum HBcAb (B), and between serum HBsAg and HBcAb levels (C) in HBV transgenic mice.

In
tr

ah
ep

at
ic

C
D

4
(%

)

0 1 2 3
HBsAg (D450)

60

40

20

0

r=-0.403

P=0.025

0.05 0.10 0.15 0.20
HBcAb (D450)

80

60

40

20

0

In
tr

ah
ep

at
ic

C
D

19
(%

)

r=0.361

P=0.046

0 1000 2000 3000 4000 5000
HBsAg (U/mL)

4

3

2

1

0

H
B

cA
b

(I
U

/m
L

)

r=0.478

P=0.001

C
A B

图5 HBV转基因小鼠给予rmIFN-α（n=9）和PBS（n=9）处理后外周血（A）CD4+T细胞频数、（B）CD19+B
细胞频数、（C）IL-6以及（D）IL-21水平的变化
Fig.5 Change of the frequencies of peripheral blood CD4+T (A) and CD19+B cells (B) and serum levels of
IL-6 (C) and IL-21 (D) in HBV transgenic mice treated with rmIFN-α (n=9) and PBS (n=9).
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转基因小鼠血清较高水平的IL-21和IL-6有关，这一结

果也与既往研究相一致［15-16］。

HBeAg血清学转换是HBeAg阳性慢性乙型肝炎

患者抗病毒治疗停药的指标之一。干扰素α，尤其聚乙

二醇干扰素α-2a（PegIFNα-2a）因具有相对较高的

HBeAg血清转换率，停药后持续应答率高以及疗程相

对固定等优势［17-18］，目前被用作抗病毒治疗的一线药物。

干扰素α除诱导抗病毒蛋白生成发挥抗病毒作用外［19-21］，

还参与调节机体免疫过程从而促进HBV特异性免疫功

能的重建［22］。然而，干扰素α治疗对慢性HBV感染者体

内T和B细胞的作用目前尚未有深入的研究报道。本

研究发现HBV转基因小鼠予rmIFN-α治疗4周后，其血

清HBsAg和HBV DNA水平与对照组相比并无明显变

化，考虑可能与干预治疗时间较短有关系。但外周血

IL-6水平、CD4+T以及CD19+B细胞频数均显著升高，

说明干扰素α能对HBV转基因小鼠的免疫系统起到一

定的调节作用，可能通过上调CD4+T和CD19+B细胞频

数来参与HBV特异性的细胞免疫和体液免疫，促炎症

因子IL-6水平升高也提示干扰素α通过激活了体内免疫

系统发挥抗病毒效应，至于关于干扰素α发挥调节作用

的机制以及机制中发挥主要作用的淋巴细胞亚群的探

讨，仍需后续深入研究。
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