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乙型肝炎病毒感染 Babl/c乳鼠动物模型的研究 *
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摘要 目的：目前 HBV感染动物模型各有局限，无法全面研究 HBV。拟建立人 HBV血清感染 Babl/c乳鼠的动物模型，以便于研

究 HBV感染与乳鼠免疫力低下的相关性。方法：将 20只 Babl/c乳鼠随机分为实验组、对照组、PBS组及空白组，通过高压水动力

尾静脉注射法将人 HBV血清、正常人血清、PBS注入各组乳鼠体内，记录接种后乳鼠体温及体质量。于接种后第 7、15、30 d采集

血清标本，应用 ELISA检测 HBsAg、HBeAg的表达情况，实时荧光定量 PCR检测 HBV DNA浓度。结果：接种后各组小鼠体温及

体质量均无明显变化。实验组中共 4只乳鼠可检测到 HBsAg为阳性且维持时间长达 30 d，但 HBeAg均为阴性，HBV DNA浓度

均未达 500 IU/ml；余下各组检测 HBsAg、HBeAg均为阴性。结论：通过高压水动力尾静脉注射法接种人 HBV血清，可成功使

Babl/c乳鼠感染 HBV。本实验证实乳鼠免疫力低下，HBV血清进入体内未能有效清除，对 HBV存在易感性，为建立 HBV感染动

物模型提供实验依据，可用于研究 HBV对免疫状态的影响。
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Establishment of Babl/c Mouse Model by Infecting Hepatitis B Virus Serum*

Nowadays the hepatitis B virus (HBV) animal models have their own limitations, therefore, HBV infection

cannot be studied comprehensively. To establish the HBV bloodbome transmission mouse model will be helpful to the study of the cor-

relation between HBV infection and the immunodeficiency of sucking mice. Twenty Babl/c suckling mice were divided into

four groups. Each group was injected with the HBV patient serum, health human serum, PBS and nothing, respectively. The temperature

and weight of the mice were recorded and mice serum was collected at 7 d, 15 d and 30 d after injection. The enzyme linked immune sor-

bent assay (ELISA) was carried out to analyze the levels of HBsAg and HBeAg. Meanwhile, the real time, fluorescence, and quantitative

polymerase chain reaction (RT-qPCR) were used to detect the HBV DNA copy in mice serum. The injected mice had the similar

body temperature before. There were no differences with each group's body weight. Four mice of HBV injected group were found with

positive HBsAg, and lasted for 30 days. However, all of them were found with negative HBeAg. The HBV DNA was considered as nega-

tive because the DNA titer is lower than 500 IU/mL. The suckling mice of Babl/c can infect HBV by hydrodynamic injec-

tion of HBV patients' serum. This study suggests that the Babl/c suckling mouse is susceptibility to HBV due to the immunodeficiency

and disability of eliminating the virus effectively. Our study not only provides the experimental basis for establishing animal model of

HBV infection, but also can be used in the studies of the effect of HBV on immune status.
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前言

乙型肝炎是危及全人类健康的疾病，可通过血液传播、医

源性传播、母婴传播及性传播，续发为肝纤维化、肝硬化、肝衰

竭，甚至肝细胞癌。全球估计约 20亿人曾感染 HBV，其中约 4

亿人为慢性乙型肝炎感染者[1,2]。干扰素琢、核苷类似物是目前主

要的抗病毒药物，在一定程度上抑制病毒复制，减轻肝细胞炎

症、坏死程度，然而不能彻底清除体内共价闭环 DNA（covalent-

ly closed circular DNA, cccDNA），从而无法根治慢性乙型肝炎
[3-7]。因此对如何彻底清除体内 HBV的研究仍是当今的热点。目

前，黑猩猩模型、鸭乙型肝炎模型、转基因小鼠模型、免疫缺陷

小鼠模型、树鼩模型是研究 HBV现有的动物模型，由于各自的
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*注：当 OD值 >0.5时，HBsAg为阳性。

*Note: when the OD value >0.5, HBsAg is positive.

局限性，尚未能全面地研究 HBV[8]。Wang et al.研究发现将人
HBV血清经高压水动力尾静脉注入大鼠体内，成功建立 HBV

感染动物模型[9]。故本文研究通过将人 HBV血清接种于乳鼠体

内，观察其对 HBV的感染力及体内复制能力，以求建立稳定、

方便、新型的 HBV感染动物模型。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器

乙型肝炎病毒表面抗原诊断试剂盒、乙型肝炎病毒 e抗原

诊断试剂盒购自深圳华康生物医学有限公司，乙型肝炎病毒核

酸定量检测试剂盒购自上海科华生物工程股份有限公司，荧光

定量 PCR仪购自中国测试技术研究所广州分院。
1.2 实验动物

实验用 Babl/c乳鼠 20只，13日龄，体质量 10-15 g，SPF级

购自广东省动物实验中心，购回后饲养于广州军区广州总医动

物实验中心，恒温、恒湿条件下自由摄取食水，饲养 3 d后开始

实验。

1.3 实验血清

实验组所用 HBV感染者血清来自医院临床患者，均符合
HBsAg、HBeAg阳性，HBV DNA浓度大于 105 copies/mL。血清

采集均为患者静脉血经无菌管收集，室温放置 2 h，离心分离得

到血清，荧光定量 PCR测定血清 HBV DNA浓度，保存于 -80
℃冰箱。

1.4 HBV接种及血清样品采集

凡涉及动物的实验均严格遵循动物保护法进行。接种前 3

d，经眼内眦静脉采血应用 ELISA检测 HBsAg、HBeAg，以排除

自发感染。20只乳鼠随机分为 4组，接种 HBV血清组为实验

组，共 8只；接种正常人血清组为对照组，共 4只；接种 PBS组

为 PBS组，共 4只；无处理组为空白组，共 4只。取 HBV感染

者血清 5支复融混匀，实时荧光定量 PCR测得 HBV DNA浓

度为 3.05× 106 copies/mL。采用高压水动力尾静脉注射法将血

清按小鼠体质量（g）的 0.8 %注入，以 PBS稀释（约 0.5 mL），采

用最小注射针头，10-15 s注射完成[10,11]。分别于注射后 7、15、30

d，经眼内眦静脉采血，每次采血约为 0.5 mL，3000 rpm 离心 5

min，收集上层血清，所得血清用于检测 HBsAg、HBeAg 及
HBV DNA浓度。
1.5 小鼠体温及体重变化

每隔 3 d称体质量一次，注射前及注射后 1 min测小鼠体

温。

1.6 ELISA检测 HBsAg、HBeAg

按试剂说明书操作。

1.7 实时荧光定量 PCR检测 HBV DNA浓度

按试剂说明书操作。

2 结果

2.1 所有实验动物均无自发感染
接种前 3 d，采集 20 只乳鼠血清行 ELISA 检测 HBsAg、

HBeAg均为阴性，说明实验动物无自发 HBV感染。
2.2 接种后各组小鼠体温及体质量均无明显变化

各组小鼠注射前体温为 36.3 ℃ -37.0 ℃，经高压水动力尾

静脉注射后 1 min，测体温均为 36.5 ℃ -37.3 ℃，故注射前后体
温无明显变化。注射后实验组与其余各组体质量称量均无明显

差异。

2.3 Babl/c乳鼠可感染 HBV

注射后于不同时间点采集小鼠血清行 ELISA 检测 HB-

sAg、HBeAg，实时荧光定量 PCR检测 HBV DNA浓度。实验组

在 7、15、30 d检测到 HBsAg阳性共 4 只（见表 1），HBeAg均

为阴性，HBV DNA均低于 500 copies/ml。对照组、PBS组及空

白组在各个时间点检测 HBsAg、HBeAg均为阴性。

表 1 ELISA检测各样本 HBsAg的 OD值

Table 1 Expression of HBsAg in each group by ELISA test

Group Number 7 days after injection 15 days after injection 30 days after injection

Test group 1 0.521 0.411 0.330

2 0.412 0.321 0.220

3 0.026 0.023 0.031

4 0.051 0.051 0.045

5 0.602 0.633 0.599

6 0.042 0.032 0.039

7 0.908 0.879 0.343

8 0.053 0.032 0.034

Control group 9 0.023 0.034 0.065

PBS group 10 0.034 0.034 0.033

Blank group 11 0.042 0.042 0.042
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3 讨论

目前，HBV的动物模型主要为转基因小鼠模型、鸭乙型肝

炎模型、树鼩动物模型及黑猩猩模型。HBV转基因小鼠广泛用

于药物研究及基因治疗对 HBV的复制干扰[12,13]，甚至可用于研

究 cccDNA 的清除[14]，然而其费用高，可重复性一般，且对于

HBV生命周期研究尚未清楚[15]；鸭乙型肝炎模型主要针对的是

禽类嗜肝病毒，与人 HBV在结构上有较大差别，不能很好再现

人 HBV感染过程[16]；树鼩是近年来发现可以感染 HBV的小型

哺乳动物，现研究已成功通过接种感染者血清感染，使其体内

复制 HBV，但所用于研究的树鼩多为野生型，存在遗传背景不

清楚、培养困难、表达 HBV时间短及不稳定等缺点[17,18]；黑猩猩

是除人类外可感染 HBV的灵长类动物，由于其价格昂贵、存在

伦理问题，难以推广[19,20]。与上述动物模型相比，Balb/c乳鼠遗

传背景清楚，容易获得，不存在伦理问题，是较佳的动物模型。

同时人 HBV血清含有丰富的 HBsAg、HBeAg，不必构建载体

进行体内转染，减少转染过程中对动物所造成的不良反应。乳

鼠通过水动力注射法接种人 HBV血清，步骤简单，操作方便，

有利于研究 HBV对乳鼠的感染力以及对免疫系统的影响。这

也许是一种新型、经济、方便的 HBV感染动物模型。

龙隽等研究者已证实母鼠通过高压水动力尾静脉注射

HBV基因组感染上 HBV。该母鼠所产下的胎鼠体内可检测到
HBsAg、HBeAg及 HBV DNA的表达，考虑胎鼠通过垂直传播

途径感染上HBV，同时自身免疫能力低下，无法自发清除病毒[21]。

本次实验根据 Babl/c 小鼠对 HBV的易感性高于其他品种小

鼠，利用乳鼠的免疫系统尚未成熟，对外源性抗原抵抗能力较

低，故采用高压水动力尾静脉注射法将人 HBV血清在短时间

大量快速注入 Babl/c 乳鼠体内，以求建立 HBV 感染动物模

型。经实验观察发现：乳鼠在接种 HBV血清后体温没明显波

动，体质量与正常乳鼠没明显差异，这提示乳鼠接种 HBV后未

引起发热、体质重下降等应激反应。于接种约为乳鼠体质量的

0.8 % HBV患者血清后，第 7 d开始检测到 HBsAg表达，且维

持时间长达 30 d，然而 HBeAg及 HBV DNA为阴性。考虑乳鼠

所接种的病毒血清量较少，HBsAg为分泌性蛋白，不能长时间

存在体内 [22]，一定程度上排除对实验检测结果所带来的干扰

后，推测 Babl/c乳鼠可感染 HBV。而 HBV DNA检测不到的原
因可能是进入体内的病毒未能产生成熟病毒体或未分泌到外

周血循环体内[9]，HBV拷贝数低于 500 copies/mL；或者小鼠并

非 HBV的天然宿主，体内缺乏 HBV复制所必须的特异性受

体和其他细胞因子的缘故[5]，体内无法复制 HBV。本次研究的

优点是：（1）Balb/c乳鼠遗传背景清楚，价廉易获；（2）接种方法
操作简单方便；（3）Balb/c乳鼠免疫能力较低，对外源性抗原清

除能力差，容易感染上 HBV且可维持时间较长。不足之处是：

（1）实验所用的人 HBV血清未做不同浓度接种，无法比较分析
乳鼠未能体内复制 HBV是否由于接种浓度低所带来的影响；
（2）Balb/c 乳鼠体内无法复制 HBV，尚未能用于药物治疗研
究；（3）乳鼠感染率及感染持续时间存在不可控因素，该动物模

型稳定性有待研究。

本实验对 Balb/c 乳鼠行高压水动力尾静脉注射人 HBV

血清，经观察发现接种后乳鼠不会引起体温升高、体质量改变

等应激反应；Balb/c 乳鼠可感染 HBV，HBV DNA 低于 500
copies/ml，体内未能复制 HBV。这证实接种人 HBV血清可使
Balb/c乳鼠成功感染上 HBV；Balb/c乳鼠免疫系统未成熟，免

疫力低下，易于感染 HBV，未能自发清除 HBV，是人 HBV 血
清感染动物模型的较佳选择。此动物模型可用于研究 HBV对
乳鼠免疫状态的影响。为下一步实验研究 miRNAs对 HBV免
疫状态的影响提供了动物模型基础。
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