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摘要：乙型肝炎是一种严重危害人类的传染性疾病，全世界约有 % & $ 亿乙型肝炎病毒（’()）携带

者，中国就有 ! & * 亿人之多。’() 感染是慢性肝炎、肝硬化和原发性肝癌的主要诱因。研制抗

’() 的药物是药学工作者的重要任务。研究 ’() 的实验模型近年来有了很大进展，从猩猩、树鼠句、

鸭、转基因小鼠等动物模型到原代细胞、转染细胞等细胞模型。鸭、土拨鼠、转基因小鼠等动物模型

已用于药物评价。
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乙型肝炎病毒（’()）只有很窄的宿主范围和较

高的组织特异性，很难在普通实验动物中建立疾病

模型。在病毒分类学上，’() 属于嗜肝 23. 病毒科

（4567897:;<;875）。嗜肝 23. 病毒科包括 * 个属：哺

乳动物病毒属和禽病毒属，前者感染人类、非人灵长

类、土拨鼠、地松鼠等；后者分别感染鸭和灰苍鹭等。

鸭乙型肝炎病毒（2’()）、土拨鼠肝炎病毒（=’)）

在嗜肝性、毒粒形态、结构和基因复制等方面都与

’() 很相似，使人们对 ’() 有了更多的了解途径。

现就目前应用的抗 ’() 药物筛选模型做一综述。

! 动物模型

! &! 鸭

2’()的自然感染主要是先天性的，适合于慢

性肝炎的药理、药效学研究，由于没有免疫应答，不

适于免疫机制方面的研究。以 2’() 实验感染接种

鸭可有三种结果：持续病毒感染、有或无病毒血症的

短暂感染和不感染，与接种时雏鸭的日龄和接种时

的病毒剂量有关。>5 ?@5<4;5< 等［!］选用急性感染

2’() 的北京鸭，考察阿德福韦（785AB:;<）与 23. 疫

苗联合使用的效果。% 8 龄小鸭接种带病毒血清，每

只接种 1 & $ C !"# 基 因 拷 贝。检 测 血 清 及 肝 脏 内

2’() 23. 含量。证明核苷类似物与 23. 疫苗联

合使用可诱导持续的抗病毒作用，核苷类似物联合

’() 特异免疫反应是有效的治疗方法。

共价闭合环状 23.（DDD23.）是病毒复制的起

点，在 病 毒 复 制 周 期 中 起 着 重 要 作 用。因 此，对

DDD23.含量的评价是 23. 病毒感染模型建立的关

键。.88;EB9 等［*］选用先天性感染 2’()/!1 .FG5<H7
种系 病 毒 的 北 京 鸭，建 立 准 确 的 聚 合 酶 链 反 应

（IJ+）方法，可敏感精确地检测鸭中DDD23.的含量。

在动物模型中考察抗病毒疗效时，通过监控DDD23.
的含量变化，决定何时停药而不引起病毒反弹。

目前，鸭模型能达到很高的 2’() 感染率，易喂

养，可进行较大数量研究，已广泛用于抗 ’() 药物

的筛选工作。

! &" 土拨鼠

=’) 在形态学、基因组结构、基因产物、流行病

学感染进程、疾病和癌症发生、发展方面与 ’() 非

常近似。?59B:5E; 等［%］采用土拨鼠慢性乙肝感染模

型评价核苷类似物洛布卡韦（FBG@D7:;<）的抗病毒活

性。所用土拨鼠在一周龄时接种从携带 =’) 的土

拨鼠血清中分离出的病毒，即土拨鼠病毒 =’-。1
月龄时检测血清中的 =’) 抗原、抗体。结果血清

中 =’) 表面抗原阳性和核心抗体阳性的土拨鼠均

为慢性 =’) 携带土拨鼠。实验说明，=’) 携带土

拨鼠每日口服洛布卡韦显效的最小剂量约为 $ KL·
MLN !。

OB<G7 等［0］研究拉米夫定（F7K;:@8;95，%PJ）与泛

昔洛韦（A7KD;DFB:;<）合用对慢性 =’) 携带的土拨鼠

体内 =’) 复制的作用。所用土拨鼠为 =’) 阴性

的母土拨鼠所产幼鼠，% 8 龄时接种 $"" 万单位标准

=’) 接 种 体，产 生 1$Q R -"Q =’) 表 面 抗 原

（=’E.L）携带动物。将 !0 R *" 月龄的慢性 =’) 携

带土拨鼠分成 , 组，拉米夫定、泛昔洛韦单独给药或

两者合用给药。每日给药，共 !* 周，停药后观察 !*
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周。定期采集血清，麻醉状态下取动物肝组织，检测

!"# 抗原、抗体。实验证实，合用治疗对 !"# 的复

制较单用某一种药物有显著的抑制作用。

人类在慢性 "$# 感染 %& ’ (& 年后，肝癌发生

率为 ()。而土拨鼠 * 年后几乎 +&&) 发生肝癌。

土拨鼠癌变发生率高、周期短，可用于研究癌变高危

因素。目前，土拨鼠已广泛用作抗 "$# 药物评价模

型，用于疫苗、治疗性疫苗及抗病毒药物的研发，还

可用于病毒生命周期分子机制、癌变机制及细胞感

染机制的研究。

! ," 小鼠

一般采用尾静脉注射的方法将改造过的 "$#
基因组注射入小鼠体内进行研究。-./.01 等［(］将

+ ,(倍长度 234% 亚型 "$# 基因组通过尾静脉注射

入 ( 周龄 $256 7 89 雌性小鼠，肝脏可以检测出病毒

转录产物，约 *)的肝细胞有核心抗原表达。"$#
分泌入血，"$# :;9 在血液内持续一周，乙型肝炎

表面抗原（"$<9=）持续 % 周，之后可检测到表面抗

体。>15231 等［?］用同样方法评价小分子干扰 @;9
（<A255 1BCDEFDE1B= @;9，<1@;9）抑制 "$# 的复制情况。

选用 ? ’ G 周 $256 7 8 小鼠，每只尾静脉注射 +(!=
"$# 质粒和 + BAH5·IJ + <1@;9 混合物，% 3 后检测血

清中 "$<9=，"$D9= 和 "$# :;9 含量，对 "$<9= 最

大抑制率达到 K%)。

>25.B 等［G］建 立 LE1ADE2 小 鼠 模 型，用 于 研 究

"$# 感染及抗 "$# 病毒药物的评价。正常小鼠给

予 -MN: 种小鼠骨髓细胞进行辐射保护处理并经致

死剂量辐射照射后，可以移植经 "$# 感染的人肝组

织块，称之为 "$# LE1ADE2 小鼠模型。在 LE1ADE2 小

鼠体内移植已感染 "$# 肝脏组织或 "DO>% 细胞，研

究人白细胞介素P?（NIP?）在 LE1ADE2 小鼠体内对 "$#
感染的影响。实验证明 NIP? 能促进 "$# 感染，NIP?
存在时，感染小鼠增多。

! ,# 转基因动物

转基因动物的建立，为乙型肝炎的基础研究和

抗 "$# 药物开发带来希望。将 "$# 目的基因显微

注射到小鼠的受精卵，产生稳定整合 "$# 基因组的

小鼠。选取的目的基因，可以是全长或超过其基因

组长度的基因（如 + , * 和 % 倍基因），也可以是 "$#
片段，如前 <，<，8 和 Q 基因，用于研究各基因及其表

达产物在 "$# 生活史中的作用。+KR? 年以来，多株

表达 "$<9= 和 Q 抗原的转基因小鼠已建立成功，但

早期转基因小鼠一般为 "$# 全基因组单拷贝或二

拷贝，血清中病毒含量很低，影响了其广泛使用。

+ ,*倍 "$# 是完整的病毒复制体，除含完整 "$# 基

因组外，在 (S端还多余一段 "$# 序列，即增强子"
（T;""）、增 强 子#（T;"#）、U 开 放 读 码 框

（U V@W）和 XH5Y 9。该重组体能高效启动 "$# 复

制，产生几乎所有 "$# 特异转录子，体外转染和转

基因小鼠有高度肝细胞特异性，可成为进一步研究

"$# :;9 的结构、功能及抗病毒药物筛选的良好模

型。Z.52B3DE 等［R，K］利用转基因小鼠评价阿德福韦及

恩替卡韦（DBCD82[1E）的抗病 毒 活 性。所 用 小 鼠 为

>.13HCC1 建立的 + , * , *% 品系，由 M(G$I 7 ? 小鼠转基

因而来。实验前每只小鼠采集血清建立病毒基线对

照，测量所有转基因小鼠 "$D9= 浓度，使每组包含

"$D9= 浓度从高到低的小鼠，实验证实了阿德福韦

及恩替卡韦抗 "$# 的作用。!2B= 等［+&］将 "$<9=
和 U 基因（"$Q）定位引入小鼠基因组 O%+ 位点，通

过显微注射和胚胎移植，获得稳定表达表面抗原基

因和 U 基因的转基因小鼠，发现 U 基因转基因小鼠

+R 月龄开始发生肝癌，而表面抗原基因转基因小鼠

+( 月龄就开始发生肝癌。+( ’ %\ 月龄的表面抗原

基因转基因小鼠只有雄性发生肝癌，这种性别间的

差异与人类男性 "$# 感染者更易发生肝癌相似，可

能与雌激素受体在肝中表达相关。目前，表达 "$#
病毒的转基因小鼠已逐渐用于评价有抗病毒活性的

化合物。转基因小鼠优点是便于基因改造，研究病

毒基因表达的调节规律，但不能研究免疫发病机制

及病毒复制周期。

$ 细胞模型

$ ,! 原代肝细胞

原代肝细胞感染模型的优点在于保留肝细胞的

细胞功能，支持 "$# 的自然穿入和复制。但在经过

数日培养后逐渐失去肝特异细胞因子表达，难以持

续感染。人肝细胞 "$# 传染最能模拟自然的体内

过程。-8].5/DP$DE=02ADB 等［++］采 用 常 规 两 步 灌 注

法，以胶原酶灌注人肝组织，分离得到人原代肝细胞

（X""）。灌注时间、培养密度及是否添加血清对细

胞最优生长影响很大。以野生型 "$# 感染和腺病

毒载 体 携 带 "$# 基 因 组 转 染，使 X"" 有 效 感 染

"$#。胎肝细胞是 "$# 宫内感染靶细胞，研究表

明，妊娠晚期（%% ’ %\ 周）胎肝细胞在体外可被 "$#
感染。由于人肝细胞来源少，收获率不稳定，功能状

态也有个体差异，亦有人采用电穿孔仪 "$# 线形裸
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!"#进入原代大鼠肝细胞或原代鸭细胞。收集培

养上清或裂解液，通过 $%&’()*+ 杂交，检测 ,-. 复

制中间体，可见松弛环状 !"# 等，有 ,-/#0 表达，

,-1#0 和 ,-)#0 较少，有待进一步研究。也有人以

胶原酶经门静脉灌流鸭或土拨鼠肝脏制备原代肝细

胞，用 2,. 或 !,-. 感染细胞，免疫荧光技术检测

,-/#0 和 ,-1#0，$%&’()*+ 印迹检测细胞内或培养上

清液中的 ,-. !"#。加入 !,-. 后，约 345原代鸭

肝细胞可被感染，用含二甲基亚砜（!6$7）培养液无

血清培养，可极大提高感染率。

! 8! 肝癌细胞系

,)9:;，,&(< 和 ,&(= 等肝癌细胞系，能表达正

常肝细胞的许多蛋白，可作为有肝特异基因表达的

体外培养系统。目前，常用的 ,)9:;8 ; 8 3> 细胞株，

是将克隆的 ,-. !"# 双聚体转染 ,)9:; 细胞系获

得的细胞株。; 8 ; 8 3> 细胞分泌外膜蛋白（,-/#0）、

核壳蛋白（,-)#0）、完整毒粒及全长 111!"#，已成为

国内外公认的 ,-. 全基因稳定表达细胞系。已知

另一种可稳定分泌 ,-. 颗粒的细胞系是 ,-<33 细

胞系，将 ? 倍 ,-. 质粒转染 ,&(< 细胞构建，也广泛

用于抗 ,-. 药物的体外筛选工作。但这两种细胞

不能研究 !"# 复制的调控，用抗生素维持阳性表

达，分泌 ,-. 毒粒，与体内 ,-. 稳定平衡的复制不

同。

已知的人肝细胞系中，尚没有一种细胞系对人

,-. 易感。:*@9%+ 等［3;］构建了 ,)9AB: 细胞系，这

种细胞系具有肝细胞的形态和肝细胞的功能，并与

原代人肝细胞一样对 ,-. 易感。细胞系需在肾上

腺皮质激素和 !6$7 存在下维持对人 ,-. 的易感

性。该细胞能中和 ,-)#0。,)9AB: 细胞系可作为

研究 ,-. 穿入的工具，该细胞系与人肝细胞有许多

类似之处，可用于药物机制研究、抗病毒药物筛选

等。

拉米夫定长期用药后（< 个月以上）病毒发生变

异，出现拉米夫定耐药 ,-.，随疗程的延长变异增

加。2AC’)*/ 等［3?］建立了能分泌拉米夫定耐药 ,-.
的稳定细胞系。这一细胞系转染有稳定 ,-. 序列，

细胞培养上清液及细胞内均可检测到分泌的完整病

毒颗粒。病毒颗粒对拉米夫定的敏感性大幅度降

低。药物实验证实，这种耐拉米夫定 ,-. 对喷昔洛

韦（9)+1@1C%D@*）敏感性降低，但仍可被核苷类似物碳

环脱氧鸟嘌呤核苷（E!:）和阿巴卡韦（AFA1AD@*）抑

制，为寻找对耐拉米夫定 ,-. 有活性的抗病毒化合

物提供了一条途径。,-. G 基因编码的 G 蛋白具

有多种功能，如转录激活、诱导细胞增殖、抑制 9>?
活性等，并与乙型肝炎相关肝癌的发生密切相关。

一些研究显示，G 蛋白通过影响细胞通路扰乱细胞

生长。2A+0 等［3H］将含 G 基因启动子的质粒转入

E(A+0 细胞系，建立了表达 ,-. G 基因的 E(A+0I,-J
细胞，能稳定表达 G 蛋白，表达可受控制，用于观察

G 蛋白在乙型肝炎进程中的作用。实验发现，G 蛋

白可以诱导细胞生长，可在病毒感染早期使细胞停

留在 :3 期。还尝试将该细胞移植入 -ACF K 1 裸鼠

中，观察肿瘤生长情况，在裸鼠中可以观察到由于 G
基因表达引起 E(A+0I,-J 细胞生长抑制。

" 结语

寻找合适的 ,-. 感染模型，对理解乙型肝炎的

发病机制、病毒复制周期及建立特异的药物筛选模

型具有重要的意义。目前，研究 ,-. 的动物模型和

细胞模型有了很大的进展，北京鸭、美洲土拨鼠、转

基因鼠为目前常用的动物模型，已用于药物评价，但

与 ,-. 有基因差异。广泛使用的 ,)9:;8 ; 8 3> 和

,-<33 细胞系，存在用抗生素维持阳性表达，与体内

,-. 稳定平衡的复制不同的缺点，新的细胞模型不

断出现。3 8? 倍 ,-. 重组体可高效复制 ,-.，应用

于体外转染，是一种良好的研究工具。一般化合物

筛选多选用细胞模型，方便建立高通量筛选方式，用

于大量化合物的活性集中筛选。对治疗指数较高的

化合物可选用鸭、土拨鼠或转基因小鼠作进一步活

性评价。
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新型膦酸核苷类抗病毒药物

温晓雪，彭 涛编译 王 林审校

（军事医学科学院放射医学研究所，北京 ?<<Q><）

摘要：自从发现（?）J羟基膦酰甲氧基丙基腺嘌呤对 LMN 病毒表现出广谱抗病毒作用以来，人们对

膦酸核苷的抗病毒作用进行了广泛的研究。膦酸核苷抑制病毒的复制不同于其他核苷类药物的作

用方式，它通过细胞内代谢产生活化态。虽然膦酸核苷表现出广谱的抗病毒活性，但由于膦酸基团

带有负电荷使其细胞通透性和口服生物利用度较低，因而必须利用前药方法掩饰其负电荷。目前，

已有 B 种该类药物上市，还有 ; 种药物处于临床试验阶段。

关键词：膦酸核苷；二磷酸盐；抗病毒药
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! 膦酸核苷类药物的结构特点和作用机制

膦酸核苷是应用广泛的广谱抗病毒药物，部分

药物还具有抗肿瘤活性。膦酸核苷可以视为带有膦

酸的核苷，核苷类抗病毒药物必须在细胞内被病毒

和细胞激酶三磷酸化后才具有抗病毒活性。因此，

细胞内的一、二和三磷酸盐的浓度可能与其抑制病

毒复制的效果有关。例如，随着酯酶将核苷一磷酸

盐水解成核苷速率的增加，其抗病毒作用降低。膦

酸核苷的磷原子和碳原子之间有很强的共价键，因

而可以抵抗酯酶的水解作用。此外，膦酸核苷绕过

了一磷酸化过程，而这是核苷药物被病毒或宿主细

胞激酶转变成其活性代谢产物三磷酸盐的关键的过

程。（?）J@J（;_，B_J二羟丙基）腺嘌呤〔（ ?）JL7]N〕是

一个脂肪族无环核苷类似物，对多种 LMN 和 UMN
病毒表现出广谱的抗病毒活性。然而（ ?）JL7]N 一

磷酸酯在体内没有显著的生物活性。（ ?）J@J（BJ羟
基J;J膦酰甲氧丙基）腺嘌呤〔（ ?）J7]T]N〕是第一个

为防止细胞内酯酶的去磷酸化作用而设计合成的膦
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