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ＨＢＶ 相关肝纤维化小鼠模型的建立及关键表型
深度分析研究

何苗１，向霞１，徐如青１，伍悦２，吕小琴１，刘阳１，何明忠１，赖国旗１∗

（１． 重庆医科大学实验动物中心，重庆　 ４０００１６；２． 重庆医科大学第一附属医院，重庆　 ４０００４２）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索 ＨＢＶ 感染所致肝纤维化小鼠模型形成条件及表型分析。 方法　 以 １８ 只 ＣＢＡ ／ ＣａＪ 小鼠

为研究对象，随机分为对照组（ｎ ＝ ４）和实验组（ｎ ＝ １４），实验组按照每只 ２ μｇ 的剂量、通过高压水动力方法进行

尾静脉注射 ｃｃｃＤＮＡ，对照组注射等体积 ＰＢＳ，转染 ６８ 周后采样。 通过 ｑＰＣＲ 方法检测肝中 ＨＢＶ ＤＮＡ 及 ＨＢＶ
ｃｃｃＤＮＡ，ＥＬＩＳＡ 方法检测血清 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ，免疫组化检测肝组织中 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｃＡｇ，用一代测序法检测 ＨＢｅＡｇ＋ ／
ＨＢｓＡｇ－及 ＨＢｅＡｇ－ ／ ＨＢｓＡｇ＋组织 ＤＮＡ 基因测序，生化分析 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ，ＨＥ 染色、天狼星染色及 Ｍａｓｓｏｎ 染色分析肝

组织病理。 结果　 实验组中，１００％的小鼠 ＨＢＶ⁃ＤＮＡ 拷贝数高于 １０００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ；小鼠肝组织 ｃｃｃＤＮＡ 拷贝数显著

高于空白组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）；４２􀆰 ９％的小鼠血清 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 呈阳性；６０％的小鼠肝 ＨＢｓＡｇ 呈阳性和 ２６􀆰 ７％的小鼠

肝 ＨＢｃＡｇ 呈阳性；ＨＢｅＡｇ－ ／ ＨＢｓＡｇ＋样本中出现 Ａ１７６２Ｔ ／ Ｇ１７６４Ａ 和 Ｇ１８９６Ａ ／ Ｇ１８９９Ａ 位点突变，ＨＢｅＡｇ＋ ／ ＨＢｓＡｇ－样

本出现前 Ｓ２ 区及 Ｓ 区多位点突变；小鼠 ＡＬＴ 值异常率为 ５７􀆰 １％，ＡＳＴ 值异常率为 ７􀆰 １％；ＨＥ 染色观察到所以实验

组小鼠肝组织损伤及肝炎症浸润，天狼星染色、Ｍａｓｓｏｎ 染色观察到 ９２􀆰 ９％的肝组织发生纤维化。 结论　 通过尾静

脉高压水动力注射 ＣＢＡ ／ ＣａＪ 小鼠 ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ ６８ 周后，ＨＢＶ 主要 ＤＮＡ、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ、血清及肝组织 ＨＢｓＡｇ、
ＨＢｅＡｇ 仍然阳性，ＨＢＶ 感染可引起小鼠肝纤维化，甚至可模拟临床 ＨＢＶ ＢＣＰ ／ ＰＣ 基因突变表型。

【关键词】 　 ＨＢＶ；ＣＢＡ ／ ＣａＪ；肝纤维化；小鼠模型；表型
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９２􀆰 ９％ ｏｆ ｍｉｃｅ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＨＢＶ ＤＮＡ、ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ、ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ ｏｆ Ｓｅｒｕｍ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ｒｅｍａｉｎｅｄ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ６８
ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃａｌｌｙ ｉｎｊｅｃｔｉｎｇ ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ ｉｎｔｏ ＣＢＡ ／ ＣａＪ ｍｉｃｅ． ＨＢＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃａｕｓｅｄ ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｎｄ
ｅｖｅｎ ｍｉｍｉｃｋｅｄ ａ ｃｌｉｎｉｃａｌ ＨＢＶ ＢＣＰ ／ ＰＣ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ．

【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ＨＢＶ； ＣＢＡ ／ ＣａＪ； ｌｉｖｅｒ ｆｉｂｒｏｓｉｓ； ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌ； ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓ Ｂ ｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）是一种

存在于患者血液中，在肝组织中以共价闭合环状

ＤＮＡ（ｃｏｖａｌｅｎｔｌｙ ｃｌｏｓｅｄ ｃｉｒｃｕｌａｒ ＤＮＡ，ｃｃｃＤＮＡ）为模

板进行复制的一种全球广泛传播的病毒，可以引起

急慢性肝炎、肝纤维化、肝硬化，甚至肝癌［１－２］。 据

统计，全球每年患有慢性乙肝达 ３ 亿人，死于 ＨＢＶ
相关的肝炎患者有 １００ 万［３－４］。 ＨＢＶ 感染所致肝纤

维化动物模型对 ＨＢＶ 的发病及治疗研究具有十分

重要的意义。
ＨＢＶ 小鼠模型主要包括人源化肝小鼠、转基因

小鼠、重组病毒载体转导的小鼠模型以及 ３ 种手段

相结合的小鼠模型，目前这些模型已被广泛应用于

乙肝病毒疾病及机制研究［５］。 但是，上述模型的共

同不足是难以形成肝纤维化，这成为 ＨＢＶ 相关肝纤

维化发病机制及其药物评价的瓶颈。
本课题前期通过高压水动力尾静脉注射人工

合成的 ｃｃｃＤＮＡ 到小鼠体内，仅对小鼠观察了 ２６
周，虽然 ＨＢＶ 主要标志物均为阳性，但是却未发现

小鼠肝纤维化［６］。 由于 ＨＢＶ 所致肝病变是一个慢

性感染过程，本实验以同样方法建立 ＨＢＶ 感染小鼠

模型，持续观察到 ６８ 周，除发现小鼠 ＨＢＶ 标志物部

分阳性外，最终出现了小鼠肝纤维化表型，甚至部

分小鼠出现 ＨＢＶ 基因突变所致的 ＨＢｓＡｇ 阴性

（ＨＢｓＡｇ－）或 ＨＢｅＡｇ 阴性（ＨＢｅＡｇ－ ）。 此研究结果

为肝纤维化药物评价及 ＨＢｓＡｇ 或 ＨＢｅＡｇ 转阴机制

研究的模型建立提供理论基础。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ 只 ８ ～ １０ 周龄 ＳＰＦ 级雄性 ＣＢＡ ／ ＣａＪ 小鼠，
体重 ２２ ～ ２５ ｇ，购自重庆医科大学动物实验中心

【ＳＣＸＫ（渝）２０１８－０００３】。 饲养环境：昼夜各半循环

交替照明，湿度恒定，温度控制在 ２２ ～ ２５℃。 高压

的纯净水，无菌营养颗粒料饲料自由采食，饲养于

重庆医科大学动物实验中心进行动物实验【 ＳＹＸＫ
（渝）２０１８－０００３】。 所有操作均符合重庆医科大学

伦理委员会伦理要求（２０１５０１９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

血液 ／细 胞 ／组 织 基 因 组 ＤＮＡ 提 取 试 剂 盒

（ＴＩＡＮＧＥＮ，ＤＰ３０４）；ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （ＨＢｅＡｇ）
（ＫＨＢ， ２０２１０７１１２）； ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒 （ ＨＢｓＡｇ）
（ ＫＨＢ， ２０２１０７２２２ ）； ＨＢＶ ｑＰＣＲ 引 物 及 ＨＢＶ
ｃｃｃＤＮＡ ｑＰＣＲ 引物（上海生工生物工程技术服务有

限公 司 合 成）； ４％ 多 聚 甲 醛 固 定 液 （ Ｂｉｏｓｈａｒｐ，
２１３１３４３２）；盐酸塞拉嗪注射液（又名速眠新Ⅱ，聖
鑫，２０２１０４０１）；谷丙转氨酶（ＡＬＴ）检测试剂条（北
京益仁恒业科技有限公司，０１１８５１）；谷草转氨酶

（ＡＳＴ）检测试剂条（北京益仁恒业科技有限公司，
０１１８０８）； Ｔ５ 核酸外切酶 （ ＮＥＢ， Ｍ０３６３Ｌ）； 马抗

ＨｂｓＡｇ 多克隆抗体（Ａｂｃａｍ，ａｂ９１９３）和山羊抗兔 ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ （ Ａｂｃａｍ， ａｂ６７１７ ）、 兔 抗 ＨＢｃＡｇ （ ＧｅｎｅＴｅｘ，
ＧＴＸ４０５２３ ）、 兔 抗 马 ＩｇＧ （ Ｃｌｏｕｄ⁃Ｃｌｏｎｅ Ｃｒｏｐ，
ＳＡＡ５４４Ｅｑ０９）。

ＰＣＲ 仪 （ Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，Ｓ１０００ＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ，美
国），核酸电泳仪 （北京六一仪器厂， ＤＹＹ⁃６Ｃ，中

国），凝胶成像分析仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＧｅｌＤｏｃ ＸＲ Ｂｉｏｒａｄ，
美国），恒温水浴锅 （上海一恒科技有限公司，
ＸＭＴＤ⁃６０００，中国），台式高速冷冻离心机（ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＦＲＥＳＣＯ２１，美国），核酸浓度仪 （ Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＮａＮｏ ＤＲＯＰ ２０００，美国），Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ Ｓｙｓｔｅｍ
ＰＣＲ 定量 ＰＣＲ 分析仪器（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，ＣＦＸ ＣｏｎｎｅｃｔＴＭ，
美国），酶标检测仪（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，１５１０⁃００７８３，
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美国）全自动生化分析仪（ ＩＤＥＸＸ，ＩＤＥＸＸ Ｃａｔａｌｙｓｔ，
美国 ） 及 配 套 试 纸 条 （ ＤＸＴＭ ）， 微 量 移 液 枪

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型建立

将 １８ 只小鼠随机分为 ２ 组：对照组 ４ 只，实验

组 １４ 只。 实验前首先观察确认小鼠健康状况正常，
然后，通过尾静脉在 ５ ～ ８ ｓ 内对照组和实验组分别

注射 ２ ｍＬ 生理盐水或含有 ２ ｎｇ ｃｃｃＤＮＡ［７－８］的生理

盐水。 建立模型 ３ ｄ 后尾静脉采血，通过 ＥＬＩＳＡ 检

测 ＨＢｓＡｇ、ＨＢｅＡｇ，以确定模型建立成功。 成功建模

后，小鼠饲养环境保持不变，并且对小鼠的机体状

态及生活状态进行观察，６８ 周对小鼠进行采血并分

离血清，－２０℃保存备用。 小鼠按照 ０􀆰 ６ ～ １􀆰 ０ ｍｇ ／
ｋｇ 剂量肌肉注射浓度为 ５０％的盐酸塞拉嗪注射液，
麻醉后以脱颈椎法处死，解剖收集肝组织，部分固

定于 ４％的多聚甲醛中用于病理切片，部分冻存于

－８０℃冰箱中用于乙型肝炎标志物检测。
１􀆰 ２􀆰 ２　 肝中 ＨＢＶ ＤＮＡ 提取及拷贝数检测

根据“血液 ／细胞 ／组织基因组 ＤＮＡ 提取试剂

盒”说明书，提取小鼠肝组织 ＤＮＡ。 用 ｑＰＣＲ 检测

ＨＢＶ ＤＮＡ 拷贝数，方法如下：合成引物序列，上游引

物序列为 （ Ｆ）：５’⁃ＣＣＴＣＴＴＣＡＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴ⁃３’、下
游引物序列为（Ｒ）：５’⁃ＡＡＣＴＧＡＡＡＧＣＣＡＡＡＣＡＧＴＧ⁃
３’；构建质粒作为标准品，其 ＨＢＶ ＤＮＡ 拷贝数为

５ × １０３、５ × １０４、５ × １０５、５ × １０６、５ × １０７ 和 ５ ×
１０８ ／ ｍＬ 拷贝；ｑＰＣＲ 反应条件：９５℃，５ ｍｉｎ；９４℃，
３０ ｓ，６０℃，３０ ｓ，４０ 个循环；７２℃，３０ ｓ；７２℃，３ ｍｉｎ；
７２℃，５ ｍｉｎ。 ｑＰＣＲ 体系：ＭＩＸ ５ μＬ，Ｆ ／ Ｒ ０􀆰 ４ μＬ，
ＤＮＡ ２ μＬ，加入 ｄｄＨ２Ｏ，定容至 １０ μＬ。
１􀆰 ２􀆰 ３　 肝中 ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ 提取及拷贝数检测

使用 Ｔ５ 外切酶 ３７℃处理 ６０ ｍｉｎ，消化松弛环

状的双链 ＤＮＡ（ ｒｅｌａｘｅｄ ｃｉｒｃｕｌａｒＤＮＡ，ｒｃＤＮＡ），７０℃
处理 ２０ ｍｉｎ 终止消化，保留环状的 ｃｃｃＤＮＡ。 将溶

液收集到离心管中 － ２０℃ 保存备用。 ｑＰＣＲ 检测

ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ 拷贝数。 其引物序列为 （ Ｆ）： ５ ’⁃
ＣＣＴＣＴＴＣＡＴＣＣＴＧＣＴＧＣＴ⁃３’、 （ Ｒ）： ５’⁃ＡＡＣＴＧＡＡＡ
ＧＣＣＡＡＡＣＡＧＴＧ⁃３’。 标准品、反应条件及反应体系

同上。
１􀆰 ２􀆰 ４　 血清中 ＨＢｓＡｇ 及 ＨＢｅＡｇ 表达检测

将小鼠血清从－２０℃冰箱取出，根据“ＥＬＩＳＡ 检

测试 剂 盒 （ ＨＢｓＡｇ ）” 和 “ ＥＬＩＳＡ 检 测 试 剂 盒

（ＨＢｅＡｇ）”说明书，检测 ＨＢｓＡｇ 及 ＨＢｅＡｇ。

１􀆰 ２􀆰 ５　 肝组织 ＨＢｓＡｇ 及 ＨＢｃＡｇ 免疫组化检测

将小鼠肝组织固定在 ４％的多聚甲醛液中，随
后进行石蜡包埋和切片。 切片经脱蜡、水化抗原修

复、抗体孵育等操作后，用 ＤＡＢ 染色并封固，置于光

学显微镜下评估。 使用的抗体分别为：马抗 ＨＢｓＡｇ
（１ ∶ １００）和兔抗 ＨＢｃＡｇ（１ ∶ ２００）一抗，兔抗马 ＩｇＧ
（１ ∶２００）和山羊抗兔 ＩｇＧ Ｈ＆Ｌ（１ ∶５０）二抗［９］。
１􀆰 ２􀆰 ６　 样本测序

ＨＢｓＡｇ 呈现阴性（ＨｂｓＡｇ－）且 ＨＢｅＡｇ 呈现阳性

（ＨｂｅＡｇ＋） 样本和 ＨＢｓＡｇ 呈现阳性 （ ＨＢｓＡｇ＋ ） 且

ＨＢｅＡｇ 呈现阴性（ＨＢｅＡｇ－）的肝组织样本送至上海

生工生物工程技术服务有限公司测序。
１􀆰 ２􀆰 ７　 谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和谷草转氨酶（ＡＳＴ）浓

度检测

将小鼠血清从－２０℃冰箱取出，置于冰上融化

后，取 ７０ μＬ 血清置于生化分析 ＩＤＥＸＸ Ｃａｔａｌｙｓｔ 容
器内，放入 ＡＬＴ、ＡＳＴ 检测试剂条，进行 ＡＬＴ、ＡＳＴ
测定［７－８］。
１􀆰 ２􀆰 ８ 　 苏木精 － 伊红染色法 （ Ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ⁃Ｅｏｓｉｎ
ｓｔａｉｎｉｎｇ，ＨＥ）染色

组织切片依次用二甲苯脱蜡并以升序乙醇系

列脱水。 切片用苏木精染色 ５ ｍｉｎ，然后用自来水冲

洗。 然后，用盐酸乙醇进行 ３０ ｓ 的鉴别，用自来水

冲洗，用 ０􀆰 ６％氨水变蓝，用自来水冲洗。 切片用曙

红染色 ２ ｍｉｎ。 置于光学显微镜下评估。
１􀆰 ２􀆰 ９　 天狼星红染色

中性甲醛固定组织，石蜡切片，常规脱蜡至水。
人大青石蓝液染色 ５ ～ １０ ｍｉｎ。 蒸馏水洗 ３ 次。 天

狼星红饱和苦味酸浓染色 １５ ～ ３０ ｍｉｎ；无水乙醇直

接分化与脱水，封片。 置于光学显微镜下评估。
１􀆰 ２􀆰 １０　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

切片常规脱蜡、水合、苏木精染色 ５ ｍｉｎ，然后在

酸性乙醇分化溶液中分离。 加入 Ｍａｓｓｏｎ 反蓝溶液

后，用地衣红－品红染料溶液进行染色。 用冰醋酸

溶液浸取后，用磷钼酸盐溶液冲洗切片 ３ ｍｉｎ，然后

用苯胺蓝染色液染色 ５ ｍｉｎ。 切片用 ９５％乙醇和无

水乙醇脱水，二甲苯渗透，用中性胶密封。 置于光

学显微镜下评估。
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８ 软件处理，多
组间比较使用单因素方差分析，采用平均值 ± 标准

差（ｘ－ ± ｓ），两组间比较采用独立样本 ｔ 检验。 以 Ｐ
＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。
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２　 结果

２􀆰 １　 肝中 ＨＢＶ ＤＮＡ 拷贝数

通过高压水动力方法建立动物模型，注射生理

盐水和 ｃｃｃＤＮＡ 后饲养 ６８ 周，解剖小鼠采样肝组

织，对肝组织 ＨＢＶ ＤＮＡ 拷贝数进行检测，发现实验

组小鼠 ＨＢＶ ＤＮＡ 拷贝数显著高于对照组小鼠 ＨＢＶ
ＤＮＡ 拷贝数（１０００ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ）（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），最高可

达到对照组的 ９００ 倍以上（图 １）。

注：Ｃｏｎ 为空白组，其余为实验组。 （下图同）

图 １　 空白组（Ｃｏｎ）与实验组（１ ～ １４）小鼠

肝中 ＨＢＶ ＤＮＡ 拷贝数增加倍数

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｎ ｗａｓ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ， ｏｔｈｅｒｓ ｗｅｒｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ．
（Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ ＨＢＶ ＤＮＡ ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ
ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ （Ｃｏｎ） ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ（１ ～ １４）

２􀆰 ２　 肝中 ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ 拷贝数

感染 ｃｃｃＤＮＡ ６８ 周后小鼠肝组织 ｃｃｃＤＮＡ 拷贝

数明显高于空白组小鼠肝组织 ｃｃｃＤＮＡ 拷贝数（Ｐ ＜
０􀆰 ０５）（图 ２）。
２􀆰 ３　 血清中 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ

注射后 ６８ 周采用 ＩＨＣ 方法检测小鼠肝中的

ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 表达，结果在实验组中（ｎ ＝ １４），
４２􀆰 ９％（６ ／ １４）小鼠 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 表达均为阳性

（ＨＢｓＡｇ＋ ／ ＨＢｅＡｇ＋）；７􀆰 １％（１ ／ １４）小鼠出现 ＨＢｓＡｇ
阴性，而 ＨＢｅＡｇ 阳性（ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ＋）；７􀆰 １％（１ ／
１４）小鼠出现 ＨＢｓＡｇ 阳性、而 ＨＢｅＡｇ 阴性（ＨＢｓＡｇ＋ ／
ＨＢｅＡｇ－）；４２􀆰 ９％（６ ／ １４）小鼠 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｅＡｇ 表达

均为阴性（ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ－）。
２􀆰 ４　 肝中 ＨＢｓＡｇ 及 ＨＢｃＡｇ 表达

在注射后第 ６８ 周采用 ＩＨＣ 方法检测小鼠肝中

的 ＨＢｓＡｇ 表达。 观察到与正常小鼠肝组织（图 ３）
相比，ＨＢＶ 感染小鼠肝组织中 ＨＢｓＡｇ 被染成红棕

色，主要围绕动脉窦表达细胞质，在肝小叶中呈现

阳性信号（图 ３）。 在注射后第 ６８ 周采用 ＩＨＣ 方法

检测小鼠肝中的 ＨＢｃＡｇ 表达。 观察到与正常小鼠

肝组织（图 ３）相比，ＨＢＶ 感染小鼠肝组织中 ＨＢｃＡｇ
被染成红棕色，主要表达细胞核，在动脉窦附近呈

现阳性信号（图 ３）。

图 ２　 空白组（Ｃｏｎ）与实验组（１ ～ １４）小鼠肝中

ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ 拷贝数增加倍数

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｃｏｐｙ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ ｉｎ
ｌｉｖｅｒ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｇｒｏｕｐ （Ｃｏｎ） ａｎｄ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐ（１ ～ １４）

图 ３　 小鼠肝组织中 ＨＢｓＡｇ 和 ＨＢｃＡｇ 表达（４０×）
Ｆｉｇｕｒｅ ３　 ＨＢｓＡｇ ａｎｄ ＨＢｃＡｇ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍｏｕｓｅ

ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ（４０×）

２􀆰 ５　 ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ＋及 ＨＢｓＡｇ＋ ／ ＨＢｅＡｇ－小鼠肝

组织基因测序分析

提取 ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ＋ 和 ＨＢｓＡｇ＋ ／ ＨＢｅＡｇ－ 样本

肝组织 ＤＮＡ 后，前者进行 ＨＢＶ Ｂａｓａｌ Ｃｏｒｅ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ
（ＢＣＰ）区及 Ｐｒｅ⁃Ｃｏｒｅ（ＰＣ）区基因组测序，后者进行

ＨＢＶ ＰｒｅＳ２ 区和 Ｓ 区基因组测序。 ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ＋

样本的克隆子表现出 Ａ１７６２Ｔ ／ Ｇ１７６４Ａ、 Ｇ１８９６Ａ ／
Ｇ１８９９Ａ 位 点 突 变。 除 此 之 外 还 出 现 Ｃ１８０９Ｔ、
Ｃ１８１６Ｇ、Ｇ１７５２Ａ、Ｃ１９１３Ａ 突变（表 １）。
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ＨＢｓＡｇ＋ ／ ＨＢｅＡｇ－样本突变位点分别是 Ｔ ／ Ｃ、９５
位插入 Ｃ、３７ 位插入 Ｇ、２７２ 位插入 Ａ 和 Ｔ ／ Ｃ、９５ 位

插入 Ｃ、３７ 位插入 Ｇ、２７２ 位插入 Ａ、２９０ 位插入 Ｃ
（见表 ２）。

表 １　 ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ＋样本测序分析

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ＋ ｓａｍｐｌｅｓ
突变编号 Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ 克隆子 １ Ｃｌｏｎｅ １ 克隆子 ２ Ｃｌｏｎｅ ２ 克隆子 ３ Ｃｌｏｎｅ ３

突变 １ Ｍｕｔａｔｉｏｎ １ Ａ１７６２Ｔ ／ Ｇ１７６４Ａ Ａ１７６２Ｔ ／ Ｇ１７６４Ａ Ａ１７６２Ｔ ／ Ｇ１７６４Ａ
突变 ２ Ｍｕｔａｔｉｏｎ ２ Ｇ１８９６Ａ ／ Ｇ１８９９Ａ Ｇ１８９６Ａ ／ Ｇ１８９９Ａ Ｇ１８９９Ａ
突变 ３ Ｍｕｔａｔｉｏｎ ３ － － Ｃ１８０９Ｔ
突变 ４ Ｍｕｔａｔｉｏｎ ４ － － Ｃ１８１６Ｇ
突变 ５ Ｍｕｔａｔｉｏｎ ５ － － Ｇ１７５２Ａ
突变 ６ Ｍｕｔａｔｉｏｎ ６ － － Ｃ１９１３Ａ
突变 ７ Ｍｕｔａｔｉｏｎ ７ － － Ｇ１９１５Ｃ

注：ＨＢＶ ＰｒｅＳ２ 区测序结果，ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ＋样本的克隆子表现出 Ａ１７６２Ｔ ／ Ｇ１７６４Ａ、Ｇ１８９６Ａ ／ Ｇ１８９９Ａ 位点突变。
Ｎｏｔｅ． ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ＋ ｃｌｏｎｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ ａｔ Ａ１７６２Ｔ ／ Ｇ１７６４Ａ ａｎｄ Ｇ１８９６Ａ ／ Ｇ１８９９Ａ ｉｎ ＨＢＶ ＰｒｅＳ２ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ．

表 ２　 ＨＢｓＡｇ＋ ／ ＨＢｅＡｇ－样本测序分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＨＢｓＡｇ＋ ／ ＨＢｅＡｇ－ ｓａｍｐｌｅｓ
突变编号 Ｍｕｔａｔｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ 克隆子 １ Ｃｌｏｎｅ １ 克隆子 ２ Ｃｌｏｎｅ ２

突变 １　 Ｍｕｔａｔｉｏｎ１ １Ｔ ／ １Ｃ １Ｔ ／ １Ｃ
突变 ２　 Ｍｕｔａｔｉｏｎ ２ ９５ 位插入 Ｃ（Ｉｎｓｅｒｔ Ｃ ａｔ ｂｉｔ ９５） ９５ 位插入 Ｃ（Ｉｎｓｅｒｔ Ｃ ａｔ ｂｉｔ ９５）
突变 ３　 Ｍｕｔａｔｉｏｎ ３ １３７ 位插入 Ｇ（Ｉｎｓｅｒｔ Ｇ ａｔ ｂｉｔ １３７） ３７ 位插入 Ｇ（Ｉｎｓｅｒｔ Ｇ ａｔ ｂｉｔ ３７）
突变 ４　 Ｍｕｔａｔｉｏｎ ４ ２７２ 位插入 Ａ（Ｉｎｓｅｒｔ Ａ ａｔ ｂｉｔ ２７２） ２７２ 位插入 Ａ（Ｉｎｓｅｒｔ Ａ ａｔ ｂｉｔ ２７２）
突变 ５　 Ｍｕｔａｔｉｏｎ ５ － ２９０ 位插入 Ｃ（Ｉｎｓｅｒｔ Ｃ ａｔ ｂｉｔ ２９０）

注：Ｓ 区基因组测序结果，ＨＢｓＡｇ＋ ／ ＨＢｅＡｇ－样本部分为点发生突变。
Ｎｏｔｅ． Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｓ⁃ｒｅｇｉｏｎ ｇｅｎｏｍｅ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＢｓＡｇ＋ ／ ＨＢｅＡｇ－ ｓａｍｐｌｅｓ ｈａｄ ｐｏｉｎｔ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ．

２􀆰 ６　 血清中 ＡＬＴ 和 ＡＳＴ 值

注射后 ６８ 周采用生化分析仪检测血清中 ＡＬＴ
和 ＡＳＴ 浓度，检测结果表明：在空白组中，小鼠 ＡＬＴ
异常数占样本总数的 ２５􀆰 ０％（１ ／ ４，均高于正常值），
ＡＳＴ 值正常；在实验组中，ＡＬＴ 异常占样本总数的

５７􀆰 １％（８ ／ １４），ＡＳＴ 异常占样本总数 ７􀆰 １％（１ ／ １４，
均高于正常值）。
２􀆰 ７　 炎症及纤维化损伤

解剖后，对照组 ２５％小鼠形成肿瘤（１ ／ ４），实验

组 ５７􀆰 １％（８ ／ １４）小鼠形成肿瘤。
２􀆰 ８　 病理染色

２􀆰 ８􀆰 １　 ＨＥ 染色

肝组织 ＨＥ 染色时，细胞核被染成蓝色，细胞浆

及红血球被染成红色。 与肝肿瘤旁组织相比，肝肿

瘤组织细胞癌细胞排列紊乱、细胞核增大、核浆比

较大、细胞间距小；能够明显观察到细胞稀疏、细胞

坏死、细胞水肿、点状坏死；细胞核集中，有细胞形

态但无细胞核，核固缩后溶解消失等现象（图 ４）。
２􀆰 ８􀆰 ２　 天狼星红染色

肝组织天狼星染色时，组织胶原纤维被染成红

色。 ＨＢＶ 感染组小鼠肝组织纤维化较癌旁严重；与
肝肿瘤旁组织相比，肝肿瘤组织肝纤维化明显，主
要存在于静脉窦附近（图 ５）。

图 ４　 小鼠肝组织 ＨＥ 染色（１０×）
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ（１０×）

图 ５　 肝组织天狼星红染色（１０×）
Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｓｉｒｉｕｓ ｒｅｄ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ（１０×）

２􀆰 ８􀆰 ３　 Ｍａｓｓｏｎ 染色

肝组织 Ｍａｓｓｏｎ 染色时，胶原纤维、黏液、软骨呈

蓝色，胞浆、肌肉、纤维素、神经胶质呈红色，胞核被

染成黑蓝色。 与肝肿瘤旁组织相比，肝肿瘤组织呈
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蓝紫色区域明显，主要集中在静脉窦附近，部分出

现于细胞间质中，胶原纤维丰富（图 ６）。

图 ６　 小鼠肝组织 Ｍｓａａｏｎ 染色（１０×）
Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｍｓａａｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍｏｕｓｅ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅ（１０×）

３　 讨论

ＨＢＶ 是通过逆转录复制的嗜肝 ＤＮＡ 病毒。
ＨＢＶ 病毒进入机体后，吸附在肝细胞表面，通过钠

离子－牛磺胆酸共转运蛋白 （ ｓｏｄｉｕｍ ｔａｕｒｏｃｈｏｌａｔｅ
ｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ，ＮＴＣＰ）受体进入细胞［１０］，
病毒基因组以 ｒｃＤＮＡ 形式进入细胞核，在细胞核中

形成 ｃｃｃＤＮＡ［１１－１２］，然后，以 ｃｃｃＤＮＡ 为模板，先后在

细胞核及细胞质中进行逆转录、翻译，形成各种蛋

白，部分 ｒｃＤＮＡ 与蛋白包装成病毒颗粒释放到胞外

进入血液继续感染其他肝细胞，部分 ｒｃＤＮＡ 重新由

细胞质进入细胞核进行复制产生 ｃｃｃＤＮＡ［１３－１４］。
ｃｃｃＤＮＡ 一旦形成，就作为微染色体长期存在于感

染细胞的细胞核中，是形成 ＨＢＶ 慢性感染、肝纤维

化、肝硬化及肝癌的原动力。 肝纤维化是指由各种

致病因子所致肝内结缔组织异常增生，任何肝损伤

在肝修复愈合的过程中都有肝纤维化的过程。 肝

纤维化是 ＨＢＶ 疾病恶化的关键环节，ＨＢＶ 感染所

致的肝纤维化小鼠模型是 ＨＢＶ 相关肝纤维化药物

评价研究的瓶颈［１５－１６］。
目前，人源化肝小鼠模型是现有的相对接近自

然状态下感染的小鼠模型，但同时免疫缺陷限制了

它在实验应用的范围［１７－１８］；转基因小鼠能够根据特

定的实验目的利用基因工程技术对小鼠基因进行

靶向敲除或改变设计，更加精确且具有稳定的遗传

性，但转基因小鼠免疫耐受，且不产生 ｃｃｃＤＮＡ；重组

病毒载体转导小鼠模型是近年来的研究热点方法，
通过这种方法建模具有免疫原性、靶向性良好，整
合到宿主基因组中的目的基因能持久稳定地表达，
但病毒载体是机体免疫的外来入侵体，具有机体毒

性且不易降低，且通常被认为不易稳定持续形成

ｃｃｃＤＮＡ。 随着研究的推进更多新模型不断产生，如

更复杂的免疫系统重建模型，但其技术挑战性以及

耗时问题成为人们选择的限制因素。 在 Ｗｕ 等［１９］

的研究报道中表明，通过结合 Ｃｒｅ ／ ＬｏｘＰ 技术建立了

重组 ｃｃｃＤＮＡ（ ｒｃｃｃＤＮＡ）小鼠模型。 在该模型中能

够观察到炎症和纤维化，然而，该 ｒｃｃｃＤＮＡ 含有外

源基因 ＬｏｘＰ，同时，ｒｃｃｃＤＮＡ 水平通常太低，不能被

Ｓｏｕｔｈｅｒｎ Ｂｌｏｔ，限制了它们用于研究 ｃｃｃＤＮＡ 的体内

维持和开发新的 ｃｃｃＤＮＡ 靶向药物。
本课题组前期采用高压水动力模型通过尾静

脉注射方法向小鼠注射 ｃｃｃＤＮＡ，发现 ＨＢＶ 主要标

志物在 ２６ 周时，均为阳性，超过半年时间，达到慢性

感染标准。 但是，此时小鼠模型的肝未观察到肝纤

维化表型。
研究人员设想，是否可以延长 ＨＢＶ 感染时间，

建立起肝纤维化的小鼠模型？ 本研究在小鼠感染

ＨＢＶ ６８ 周后，首先观察了 ＨＢＶ 标志物。 我们发现，
在实验组中，小鼠肝中检测到 ＨＢＶ ＤＮＡ 和 ＨＢＶ
ｃｃｃＤＮＡ；ＨＢｓＡｇ 阳性率和 ＨＢｃＡｇ 阳性率分别为

６０􀆰 ０％和 ２６􀆰 ７％；小鼠血清中 ４２􀆰 ９％ 为 ＨＢｓＡｇ＋ ／
ＨＢｅＡｇ＋， ４２􀆰 ９％ 为 ＨＢｓＡｇ－ ／ ＨＢｅＡｇ－， ７􀆰 １％ 为

ＨＢｅＡｇ＋ ／ ＨＢｓＡｇ－， ７􀆰 １％ 为 ＨＢｅＡｇ－ ／ ＨＢｓＡｇ＋。 结果

表明：在部分鼠体内 ＨＢＶ 主要标志物仍能够持续存

在，ＨＢＶ 可以在 ＣＢＡ ／ ＣａＪ 小鼠持续感染达 １􀆰 ５ 年

（６８ 周），显著高于现有模型 ＨＢＶ 携带时限。
由于有 ７􀆰 １％的小鼠出现 ＨＢｅＡｇ＋ ／ ＨＢｓＡｇ－或者

ＨＢｅＡｇ－ ／ ＨＢｓＡｇ＋，我们猜测导致这种表型的原因是

否与基因突变有关？ 为了验证这个设想，我们针对

ＨＢｅＡｇ＋ ／ ＨＢｓＡｇ－和 ＨＢｅＡｇ－ ／ ＨＢｓＡｇ＋ 血清样本进行

克隆测序，结果显示 ＨＢｅＡｇ＋ ／ ＨＢｓＡｇ－基因部分位点

产生突变，ＨＢｅＡｇ－ ／ ＨＢｓＡｇ＋基因在 Ｃ１８９６ Ｔ ／ Ａ１８９９ Ｔ
位点的突变， 后者 与 人 感 染 ＨＢＶ 后， ＨＢｅＡｇ－ ／
ＨＢｓＡｇ＋具有相似性［２０］，即在小鼠出现 ＨＢｅＡｇ－ 与

Ｃ１８９６ Ｔ ／ Ａ１８９９ Ｔ 位点的突变密切相关。
ＡＬＴ、ＡＳＴ 主要分布在肝中，血清中 ＡＬＴ 活力在

肝组织发生病变时浓度升高，是检测肝组织炎症的

重要标志物，血清中 ＡＳＴ 在细胞受损时浓度升高，
是检测肝组织损伤的重要标志物。 在本研究中，发
现实验组 ５７􀆰 １％ ＡＬＴ 和 ７􀆰 １％ ＡＳＴ 异常，提示小鼠

具有明显的肝损伤及组织炎症病变情况。
通过解剖发现，５７􀆰 １％的在肝部位观察到明显

的肿瘤，显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５） （２５􀆰 ０％，ｎ ＝
４）。 病理 ＨＥ 染色可通过红蓝色鲜明对比观察组织

细胞结构形态及分布情况，本实验 ＨＥ 染色表明，在

２９１
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ＨＢＶ 感染肝组织中出现肝细胞癌细胞间距小、细胞

排列紊乱，细胞核增大、集中、有细胞形态但无细胞

核，核浆比较大；能够明显观察到细胞稀疏、细胞坏

死、细胞水肿、点状坏死、炎症浸润。
天狼星染色是通过不同折射呈现不同颜色深

浅，Ｍａｓｓｏｎ 染色通常用来评估组织中纤维以及炎性

因子，胶原纤维呈蓝色，肌纤维呈红色，天狼星染色

和 Ｍａｓｓｏｎ 染色均可反映纤维化部位及严重程度。
本实验对小鼠肝进行相应染色检测，天狼星染色结

果表明：大部分在静脉窦附近出现胶原纤维化，少
部分胶原纤维弥散至细胞间质中。 Ｍａｓｓｏｎ 染色结

果表明，肿瘤组织纤维化程度较为严重，胶原纤维

弥散在静脉窦及细胞间质中，而旁组织中有纤维化

但程度较轻，多分布在静脉窦附近。 表明，ＣＢＡ ／ ＣａＪ
小鼠感染 ＨＢＶ ６８ 周，９２􀆰 ９％ （１３ ／ １４）可形成肝纤

维化。
总之，ＨＢＶ ｃｃｃＤＮＡ 转染 ＣＢＡ ／ ＣａＪ 小鼠所建立

的感染模型，可携带 ＨＢＶ 标志物达到 ６８ 周，小鼠体

内 ＨＢＶ 可发生 ＢＣＰ ／ ＰＣ 位点基因突变，小鼠具有肝

纤维化表型。 研究结果为 ＨＢＶ 肝炎疾病治疗研究

及治疗肝纤维化药物评价模型的建立提供理论
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