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乙型肝炎病毒树鼩体内慢性感染模型的研究历程和展望 
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摘要：乙型肝炎病毒(HBV)感染是全球和我国的重要健康问题, 建立方便有效的 HBV 感染动物体内模型是开

展 HBV 相关基础和临床研究的重要前提。 该实验室地处乙型肝炎和肝癌高发流行的广西地区, 自建立以来一直

以肝癌的病因、发病机制和化学预防作为主要研究方向, 于 20 世纪 80 年代初开始树鼩体内感染 HBV 模型方面的

研究并持续至今。该文对此研究历程作一概述, 并重点介绍关于用新生树鼩慢性感染 HBV 的新进展。 
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Progress on establishment of tree shrew 
(Tupaia) chronic infection with HBV in vivo 
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Abstract: Hepatitis B virus (HBV) infection is one of the important health problems worldwide, especially in China. 
Feasible and effective animal models of HBV infection in vivo are prerequisite for the HBV-related basic and clinical 
studies. Located in the highly prevalent region of HBV and hepatocellular carcinoma (HCC), the laboratory of Guangxi 
Cancer Institute has focused on the cause, pathogenesis and chemoprevention of HCC, and has started the work of 
establishing tree shrew (Tupaia) models of HBV infection in vivo since the early 1980s. This paper provides an overview 
of the research process, and highlights the new progress on the chronic infection of tree shrews after inoculated with HBV 
neonatally in vivo. 
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1  建立乙型肝炎病毒树鼩体内慢性感染模

型的背景和意义 

乙型肝炎病毒(hepatitis B virus, HBV)感染是全

球性的健康问题。我国是 HBV 感染高发流行区, 约
有 7 亿人曾经感染 HBV, 其中慢性感染人数高达

1.2 亿, 占全球 HBV 感染总数的 1/3 左右。15%～

35%的慢性乙型肝炎患者因肝硬化、肝细胞癌

(hepatocellular carcinoma, HCC, 肝癌)等终末期肝

病而死亡。 
肝癌是世界和我国常见并且预后凶险的恶性

肿瘤, 在世界和我国全部恶性肿瘤死因中均位列第

三。全世界 2007 年肝癌死亡例数为 68 万人, 其中

80%以上发生在发展中国家, 这其中 55%以上发生

在我国(Thun et al, 2010)。我国肝癌发病率在过去

30 年一直呈上升趋势, 增长幅度高达约 250%, 仅
次于肺癌(Zhao et al, 2010)。尽管已知 HBV 感染是

我国肝癌的最主要病因, 但 HBV 慢性感染机制至

今未能清楚阐明, 肝癌的发生机制及其防治方面的

研究几十年来亦未获得突破性进展。 
自 20 世纪 80 年代以来, 世界一些地区和我国

先后开始的大规模新生儿乙型肝炎疫苗免疫接种

计划已经显现出对降低儿童感染 HBV 和发生肝癌

的作用, 表明其不失为一高性价比的肝癌预防策略
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(Lim et al, 2009；Zhou et al, 2009), 但我国原已有的

庞大HBV感染人群以及由于HBV在治疗或预防免

疫过程中发生突变导致免疫无效(Clements et al, 
2010)而产生的新的 HBV 感染人群, 仍处于发生慢

性肝病的高风险之中。因此，HBV 感染仍是我国当

前和今后相当长时期内严重危害人民健康，需要优

先解决的一个重大问题(Zhuang, 2009)。 
缺乏合适的体内外感染 HBV 实验模型是阻碍

HBV 相关的基础和临床研究的主要瓶颈, 其根本

原因在于HBV属嗜肝DNA病毒科(Hepadnaviridae), 
感染宿主的种属范围狭小、特异性严格, 即各病毒

只能感染一种和极少数其他相关物种。嗜肝 DNA
病毒科分为哺乳类(mammalian)和禽类(avian)两个

属, 前者包括人、毛猴、土拨鼠和地松鼠的嗜肝

DNA 病毒 HBV、WMHBV、WHV 和 GSHV；后者

包括鸭和苍鹭的嗜肝 DNA 病毒 DHBV 和 HHBV。

HBV 是嗜肝 DNA 病毒的原型, 在基因组结构的相

似性和基因序列的同源性等方面与本家族其他成

员有程度不同的差别。多年来, 土拨鼠感染 WHV
模型和鸭感染 DHBV 模型在探索 HBV 感染人体的

机制和研发临床用药等方面做出了很大的贡献, 但
将这两个动物模型的相关研究结果用于阐释人类

感染 HBV 的相关事件, 均尚存很明显的屏障。而黑

猩猩感染 HBV 模型虽然已经得到公认, 但因其为

濒危珍稀大型动物而不适用于普通实验研究。因此, 
建立方便有效的、与人类有较近亲缘关系的动物感

染人 HBV 模型, 是研究 HBV 的生物学特性、感染

致病机理及有效防治措施所亟需。 

2  树鼩体内感染 HBV 模型的研究初始与  

进程 

树鼩(Tupaia, tree shrew)属灵长目原猴亚目树

鼩科, 也有学者认为属灵长目与食虫目之间的独立

阶元——攀鼩目, 含不同的亚科、亚属和亚种, 在
我国主要分布于云南、广西等西南部省区。树鼩与

人类在生理生化、代谢、基因组学等方面的相似性

远高于大鼠、小鼠、土拨鼠等常用啮齿类实验动物

(Novacek et al, 1992；Springer et al, 2003), 并具有个

体小，便于实验操作、价廉易获得、能感染多种与

人类疾病有关的病毒等显著特点。世界卫生组织

(WHO)多年前就呼吁用树鼩代替大型灵长类动物

进行科学实验, 我国也于近年将树鼩资源的开发利

用、标准化及建立人类疾病模型提到议事日程(Jiao 

et al, 2009), 并列入国家“十一五”科技支撑计划。 
本实验室最早关于树鼩感染 HBV 的研究见于

严瑞琪、苏建家等人于20世纪80年代的报道(Yan et 
al, 1984；Su et al, 1987)。该研究以人 HBV 感染者

血清为感染源, 分别两次经静脉和腹腔接种于树鼩

(0.5 mL/次), 接种后定期采血作 HBV 感染相关的

血清免疫学检测、斑点杂交法检测 HBV DNA、生

化检测转氨酶(ALT)、电镜观察 HBV 颗粒, 部分动

物的肝活检组织作免疫组化检测HBsAg和HBcAg、
原位分子杂交检测 HBV DNA。经过接种后 137 周

的实验观察, 结果显示 87/96 只(90.63%)树鼩血清

和（或）肝组织出现 HBV 感染标志物, 电镜下血清

可查见 Dane 氏颗粒及 HBsAg 颗粒, Southern blot 
检测肝组织可见复制型及整合型 HBV DNA。这些

结果首次在国内外表明，树鼩可以感染人 HBV, 可
以建立体内感染 HBV 动物模型。 随后, 应用树鼩

进行实验诱发肝癌的研究结果显示, 17 只喂食黄曲

霉毒素 B1(AFB1)并且感染 HBV、 24 只单纯喂

AFB1 和 9 只单纯感染 HBV 的树鼩, 在 158 周的实

验观察期内分别有 9 例(52.9%)、3 例(12.5%)和 1 例

(11.1%)发生 HCC, 表明 HBV 和 AFB1 在肝癌发生

中具有协同作用, 并从动物实验角度支持了 HBV
与 HCC 存在病因学关系的观点(Yan et al, 1987)。 

在以上研究基础上, 随着本实验室在树鼩的饲

养、保定、抽血、麻醉和肝活检等动物实验技术的

不断建立和提高(Ban et al, 1998a), 树鼩可以经受反

复多次的抽血和剖腹肝活检手术, 使观察其在实验

诱发肝癌形成过程中的各时期血和肝组织的动态

变化成为可能。在随后十余年期间, 本实验室对

HBV感染树鼩及其与AFB1在树鼩肝癌发生中的病

因作用(Su et al, 1992；Li et al, 2000a)、发病机制(Ban 
et al, 1998b；Qin et al 1998；Li et al, 1999)和化学预

防(Li et al, 2000b；Cao et al, 2005)等方面进行了系

列研究, 这些研究结果不仅显示了树鼩在建立乙型

肝炎和肝癌等人类疾病模型方面的作用, 也为这些

人类疾病的相关基础研究做出了贡献。 
国内外其他关于树鼩体内感染 HBV 模型的研

究主要见于：Pang et al (1981)报道，野生成年树鼩

经肌肉接种人 HBV 感染血清后, 动物血清中不仅

可测到 HBsAg, 还可在电镜下观察到大量的直径为

22 nm 的 HBsAg 颗粒；Li et al (1995)报道，用野生

成年树鼩在感染 HBV 的基础上重叠感染丁型肝炎

病毒(HDV, 其感染需要嗜肝DNA病毒的帮助)获得
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初步成功；Walter et al (1996)报道，用新生和成年

树鼩接种人 HBV 后，观察大约 20 周, 新生期接种

的树鼩的表现类似于人类的急性自限性肝炎；而成

年期接种的树鼩的仅表现为一过性感染。 
然而，由于以上研究所用的树鼩多为野外捕获, 

年龄、遗传和健康背景不详, 个体差异大, 同时可

能由于一些早期的实验研究在检测 HBV 感染标志

物方面所用的 ELISA、免疫组化、原位杂交等方法

或其试剂的特异性、敏感性不稳定, 使某些检测结

果的重复性不理想, 致使一些学者对树鼩能否感染

HBV 提出质疑(Wang et al, 1996；Wang, 1998)。 

3  优化 HBV 树鼩体内感染模型的探索 

近十年来, 本实验室一方面在应用树鼩进行肝

癌病因和发病机制的基础研究中, 通过新兴的高通

量基因组学和蛋白质组学技术, 对部分树鼩基因进

行测序、制作基因芯片和进行肝癌相关基因的检测

(Chen et al, 2005), 以及对树鼩肝癌发生过程中的

关键基因和蛋白进行筛选和鉴定等研究(Qin et al, 
2006；Li et al, 2008a,b)；另一方面, 由于国内外开

展树鼩感染 HBV 方面的研究虽已历时 20 余年, 但
树鼩体内能否长期感染 HBV 仍存在争议, 树鼩模

型还不能有效地应用于 HBV 相关研究。 为此, 本
实验室在优化树鼩体内慢性感染 HBV 模型方面也

开展了一系列探索。 
首先, 基于人类的 HBV 慢性感染者主要源于

围生期或幼年期被感染这一现象, 即婴幼儿感染

HBV 后有很高的慢性化率；而大部分成年人感染

HBV 后病毒很快被清除, 以及德国 Freiburg 大学

Blum教授研究小组关于新生期树鼩感染 HBV 的效

果优于成年树鼩的初步报道(Walter et al, 1996), 我
们推测应用免疫系统尚未发育完善的围生期和幼

年树鼩接种人 HBV 可能提高感染效率。 
为此, 本实验室借鉴在国际合作研究中探索到

的人工繁育树鼩的经验(Li et al, 2001), 先在本实验

室建立了树鼩的人工繁殖和育幼的基本方法和条

件(Liang et al, 2005), 随后开展了用人工繁育的围

生期(出生前后各 1 周)和幼年(1—3 月龄)树鼩感染

人 HBV 的探讨。该探讨主要以巢式 PCR(nPCR)对
实验树鼩的血和肝组织 HBV DNA 进行检测, 初步

结果提示，用围生期和幼年树鼩接种人 HBV 可以

提高感染效率(Liang et al, 2006)。 
其次，在此基础上, 本实验室进一步对新生期

接种HBV的树鼩体内的HBV感染标志物用多种检

测方法进行长期动态观测, 结果显示，树鼩血和肝

组织中 HBV DNA 和 HBsAg 可持续阳性至接种后

48 周以上, 并且 Southern blot 和 nPCR 检测到肝组

织中HBV cccDNA等标志物, 表明新生树鼩接种人

HBV 后, 病毒能够在其体内长期存在和稳定复制

(Yang et al, 2009)。 
最近, 为了进一步优化树鼩感染HBV模型, 本

实验室对各种可能影响树鼩感染 HBV 效率的因素, 
如不同的感染源、接种方式、检测方法和多种辅助

措施, 进行了较全面的探讨。该研究对 77 只新生树

鼩和 49 只非新生(出生后 1 月至 1 年)树鼩用不同感

染源、接种方式和辅助措施处理后, 用多种检测方

法对动物血和肝组织的 HBV 感染标志进行动态观

察。结果显示, 6 只新生期接种的树鼩确证为 HBV
慢性感染——其肝组织保持高拷贝的 HBV DNA 和

血清保持高滴度的HBsAg长达接种后72周以上(最
长达 228 周), 并且肝组织经 dot blot 检测 HBV 
DNA、免疫组织化学法检测 HBsAg 和 HBcAg 均显

示阳性；另外，还有 7 只新生期接种的树鼩暂定为

可疑慢性感染——其肝组织 HBV DNA 和血清

HBsAg 长期表现为间歇性低水平阳性；而 49 只非

新生期接种的树鼩无一明确显示为慢性感染。该研

究结果的主要意义有以下几方面：第一, 再次证实

树鼩能够感染 HBV 并成为 HBV 长期携带者, 新生

期接种 HBV 的树鼩感染效果优于非新生期接种；

第二, 在 6 只确认为持续感染和 7 只可疑为持续感

染的新生期接种的树鼩中, 分别有 1 只和 2 只是用

同一只确证为慢性感染的树鼩血清接种的, 表明树

鼩间可以传代感染 HBV；第三, 该研究在动物接种

年龄、感染源、接种方式、辅助措施等方面筛选出

一些影响树鼩感染 HBV 效率的因素, 一定程度上

实现了对树鼩体内感染 HBV 模型的优化, 有利于

今后工作的进一步开展。以上这些最新研究结果的

相关论文正在整理中。 

4  国内外现状和展望 

前述的国内早年关于树鼩体内感染 HBV 的研

究少见后续报道；而德国 Freiburg 大学 Blum 教授

实验室自 1996 年报道用新生和成年树鼩体内感染

HBV 以及用树鼩的原代肝细胞体外感染 HBV 的系

列研究结果(Walter et al, 1996)后, 虽然仍一直开展

树鼩感染肝炎病毒的相关研究, 但主要转为用树鼩
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肝细胞体外感染HBV或丙型肝炎病毒(HCV), 未见

再有体内感染 HBV 的相关报道。 
本研究室在树鼩体内慢性感染 HBV 方面的研

究持续多年, 虽然，最近关于确证树鼩能够慢性感

染 HBV 的研究结果令人鼓舞, 但还须在提高动物

感染率和体内病毒载量, 以及诱发动物出现类似人

长期感染 HBV 后出现的慢性肝炎、肝硬化、肝癌

等慢性肝病方面努力。在这一方面, 我们认为对不

同的树鼩种系、不同的 HBV 基因型/亚型和准种、

不同的接种用血清的处理方法以及不同的免疫抑

制药的应用等因素值得进一步探索。此外, 本实验

室最近的研究结果显示，一些树鼩于接种 HBV 后，

肝组织长期保持低拷贝数的 HBV DNA, 但血清

HBsAg 却为阴性, 这些动物是否类似于人类的“隐
匿性感染”非常值得进一步观察和验证, 因国内外

已有研究显示隐匿性感染 HBV 的人群仍有传染下

一代和自身发生肝癌或其他慢性肝病的危险性。 
综上所述, 树鼩体内外感染 HBV 的研究受到

较多的关注, 但开展相关研究，尤其是持续性研究

的不多。因此，这一领域虽然多年来不断有所进展,  

但与建成理想的人类感染 HBV 动物模型仍有一定

差距。而由于 HBV 和近年来日益受到重视的 HCV
感染及其相关的肝癌在我国和全球形势严峻, 树鼩

在人类疾病模型中的作用近年来在国内外得到较

多关注, 树鼩肝细胞的分离、培养等一些与肝炎病

毒感染模型相关的基础研究近年在我国已有陆续

报道。相信通过各相关领域的合力, 理想的树鼩体

内感染 HBV 和 HCV 模型将在肝癌、病毒性肝炎相

关的基础和临床研究中发挥重要作用。 
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