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""摘"要"目的"探究微小:+3$K7:%.!""在乙型肝炎病毒$*,T%感染小鼠病毒复制及肝功能损伤中的作
用&方法"选取&$只5'%,("1小鼠按照随机数字表法分为对照组'*,T组'K7:.+5组'K7:.!""组!每组各

!$只&除对照组外!其余2组小鼠均予尾静脉高压注射I33T/.!#2*,T重组腺病毒载体构建 *,T感染模
型!此外!K7:.+5组小鼠尾静脉注射空载体病毒!K7:.!""组小鼠尾静脉注射含K7:.!""的慢病毒载体&采用
酶联免疫吸附试验$X(R\3%检测小鼠血清乙型肝炎表面抗原$*,83@%与乙型肝炎>抗原$*,>3@%水平!采用
全自动生化分析仪检测小鼠血清天门冬氨酸氨基转移酶$3\;%及丙氨酸氨基转移酶$3(;%水平!采用X(R\3
检测小鼠血清肿瘤坏死因子$;+Q%.*'白细胞介素$R(%."及R(.1水平!采用实时荧光定量b5:检测小鼠肝组
织K7:.!""与血清 *,T.)+3水平!采用免疫组织化学染色法检测小鼠肝组织乙型肝炎核心抗原$*,C3@%表
达情况!采用苏木精.伊红染色和 PA88<9染色分别观察小鼠肝组织病理形态变化与纤维化情况&结果"与

*,T组比较!K7:.!""组小鼠血清 *,83@'*,>3@'3\;'3(;';+Q.*'R(."'R(.1'*,T.)+3水平均明显降
低!小鼠肝组织K7:.!""水平明显升高!差异有统计学意义$!$$#$'%&与 *,T组比较!K7:.!""组小鼠肝组
织 *,C3@阳性细胞率明显降低!差异有统计学意义$!$$#$'%&与 *,T组比较!K7:.!""组小鼠肝组织损伤
与纤维化现象得到明显改善&结论"在*,T感染小鼠中!K7:.!""能够明显抑制*,T.)+3在其体内的复制
与表达!并抑制炎症因子的释放!减轻肝组织损伤与纤维化!发挥良好的肝脏保护作用&

关键词"乙型肝炎病毒#"微小:+3.!""#"病毒复制#"肝功能损伤
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""乙型肝炎病毒$*,T%感染是全球肝病流行的主
要原因**,T 作为一种 )+3 病毒*属于嗜肝 )+3
病毒科*通过前基因组 :+3 反转录复制 )+3+!,)

*,T感染增加了慢性乙型肝炎-肝硬化和肝细胞癌
等疾病的发生风险+",*其中*慢性乙型肝炎对人类健
康影响较大*根据世界卫生组织公布的数据*全球约
有"#&亿人患有慢性乙型肝炎*其中"$0&2$0的患
者会发展为肝硬化或肝细胞癌*导致患者肝衰竭+2,)
目前*抗病毒疗法是治疗 *,T感染相关疾病的有效
方法)然而*由于停药后复发和一些其他不良反应等
影响*使该疗法的应用受到限制+&,)因此*迫切需要
阐明 *,T感染后的发病机制并探索抑制或消除人体
内 *,T的新型有效方法)微小:+3$K7:+3%是在
转录后水平调节基因表达的非编码功能性小:+3分
子*长度为"!&"&个核苷酸*在许多生理和病理过程
中发挥重要作用)研究表明*K7:+3在 *,T感染中
发挥作用*在 *,T感染期间*病毒复制和表达的产物
导致内源性K7:+3出现异常表达*并使感染持续存
在*从而促进组织或机体损伤+',&然而*宿主细胞内也
有一 些 K7:+3*如 K7:.!"2!-K7:."$& 和 K7:.
!"21+1.%,*可通过直接或间接机制抑制 *,T的复制和
表达)K7:.!""是在肝内特异性高表达的一种 K7:.
+3*约占肝内所有K7:+3的%$0*在调节肝细胞分
化与功能维持中起着关键作用+/,)已有体外研究表
明*K7:.!""能够明显抑制 *,T 的复制+-,*但关于

K7:.!""在体内 *,T感染中作用的相关研究较少*
为了进一步揭示K7:.!""对*,T感染后病毒复制的
影响*本研究通过构建 *,T感染小鼠模型*检测给予

K7:.!""处理后的病毒复制水平变化*并观察其对肝
功能损伤的影响*以期为 *,T感染性疾病的诊疗研
究提供新的思路)
?"材料与方法
?#?"实验动物"选择&$只无特异病原体$\bQ%级

5'%,("1小鼠*1&/周龄*体质量"$&"'@*雌雄各
"$只*购自新疆医科大学实验动物中心)小鼠分笼饲
养*期间自由进食-饮水*饲养室温维持在"$&"'`*
相对湿度为&$0&1$0*每日光照"黑暗各!"B交
替)所有小鼠饲喂!周后进行实验)
?#@"仪器与试剂"乙型肝炎表面抗原$*,83@%和乙
型肝炎>抗原$*,>3@%酶联免疫吸附试验$X(R\3%
检测试剂盒购于北京万泰生物药业股份有限公司*肿
瘤坏死因子$;+Q%.*-白细胞介素$R(%."及R(.1

X(R\3检测试剂盒购于北京索莱宝科技有限公司*

;I7J<D试剂盒购于美国 R̂,5Y 公司*;AePA9 P7.
CI<:+3A88AH试剂盒购于北京百奥莱博生物科技有
限公司**,T核酸提取试剂盒和 *,T.)+3检测试
剂盒$b5:.荧光探针法%购于北京索奥生物医药科技
有限公司*二氨基联苯胺$)3,%试剂盒和苏木精.伊
红$*X%染色试剂盒购于北京百奥莱博生物科技有限
公司*PA88<9染色试剂盒购于上海贝博生物科技有
限公司*小鼠抗人乙型肝炎核心抗原$*,C3@%单克隆
抗体购于北京博尔西科技有限公司*辣根过氧化物酶
标记的山羊抗兔R@̂ 抗体购于英国 3LCAK 公司)

I33T/.!#2*,T重组腺病毒载体购于北京五加和分
子医学研究所有限公司*O3T#XZ!G.5PT K7:.!""
慢病毒载体构建与包装均交由生工生物工程$上海%
股份有限公司完成)\P;!$$T便携式全自动生化分
析仪购于南京普朗医疗设备有限公司*(AL\>I=;Pc2
型酶标仪购于美国 ;B>IK<Q78B>I\C7>9?7F7C公司*
5QW-1;<ECB实时荧光定量b5:$e:;.b5:%检测系
统购于美国,RY.:3)公司*W\b.!"$$光学显微镜购
于上海光学仪器五厂有限公司)
?#A"方法

?#A#?"动物模型建立与分组"采用随机数字表法将
&$只小鼠随机分为对照组-*,T 组-K7:.+5 组-
K7:.!""组*每组各!$只)除对照组外*其余小鼠均
根据文献+!$,报道的方法建立 *,T感染模型*给予
小鼠尾静脉高压注射'$+(I33T/.!#2*,T重组腺
病毒载体$拷贝数'#$g!$!$C<O7>8"K(%*'8内注射
完毕)对照组采用同样方法注入等体积磷酸盐缓冲
液$b,\%)注射后*K7:.+5 组小鼠经尾静脉注射
'$+(空载体病毒*K7:.!""组小鼠经尾静脉注射
'$+(含K7:.!""的慢病毒载体*对照组和 *,T组
分别注射等体积b,\*所有处理结束后将小鼠继续分
笼饲养)
?#A#@"小鼠血清 *,83@-*,>3@-天门冬氨酸氨基
转移酶$3\;%及丙氨酸氨基转移酶$3(;%水平检
测"各组小鼠处理完毕饲养&周后*全身消毒*经尾
静脉取血*静置2$K79*以!"$$$I"K79离心!$K79
后*收集上清液)各组小鼠血清 *,83@-*,>3@水
平检测采用X(R\3试剂盒*3\;-3(;水平检测采
用\P;!$$T便携式全自动生化分析仪*具体步骤严
格参照说明书进行)

?#A#A"X(R\3检测小鼠血清炎症因子水平"取分离
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的各组小鼠血清*采用X(R\3试剂盒检测血清;+Q.*-

R(."及R(.1水平*具体步骤严格参照说明书进行)

?#A#B"e:;.b5:检测小鼠肝组织 K7:.!""与血清

*,T.)+3水平"取血后*处死各组小鼠并剪开腹腔
获取肝组织*在无菌环境下剪碎*加入液氮研磨*采用

;I7J<D试剂盒提取肝组织:+3*反转录合成C)+3*
再以C)+3 为模板*采用e:;.b5:检测肝组织内

K7:.!""表达水平*以 41作为内参*具体根据 ;Ae.
PA9P7CI<:+3A88AH试剂盒说明书操作*反应条件!

-'`'K79&-&`2$8*''`2$8*%"`1$8*循环

2$次&%"`!K79)取各组小鼠血清标本*根据*,T
核酸提取试剂盒说明书提取血清 )+3*采用e:;.
b5:检测 *,T.)+3水平*以 3̂b)*作为内参*根
据 *,T.)+3检测试剂盒$b5:.荧光探针法%说明书
进行检测*反应条件!-& ` "K79&-& ` !$8*1$ `
2$8*循环&$次)各引物序列如下!K7:.!""上游引
物'N.;̂ 3̂̂ ;̂ ;̂ 3533;̂ ;̂̂ .2N*下游引物'N.
;̂53̂ ^̂ ;55̂ 3̂ .̂2N&41上游引物'N.5;5̂ 5;.

;5̂ 5̂3̂ 5353.2N*下 游 引 物 'N.335̂ 5;;535
3̂3;;;̂ 5̂ ;.2N&*,T.)+3上游引物'N.355̂ 35.

5;;̂ 3̂ 5̂3;35;;.2N*下游引物'N.̂ 55;353̂ 5.
5;55;3̂ ;353.2N&̂ 3b)* 上 游 引 物 'N.3553.
53̂ 5;533̂ 553;535.2N*下 游 引 物 'N.;5535.
53555;̂ ;;̂ 5;3;.2N)

?#A#C"免疫组织化学染色法检测小鼠肝组织 *,.
C3@表达情况"取各组小鼠肝组织固定后*常规石蜡
包埋*切片*烤箱内烤片*脱蜡水化*利用柠檬酸钠加
热修复抗原和$#20过氧化氢液孵育以封闭过氧化物
酶活性*b,\冲洗*!$0山羊血清封闭*滴加小鼠抗人

*,C3@单克隆抗体$!j!$$%*&`过夜*滴加对应二
抗$!j!$$$%室温孵育!B)处理结束后用b,\冲
洗*)3,显色*予以苏木素染色*脱水透明*中性树胶
封片)在光学显微镜下观察染色情况并采集图像*阳
性表达为细胞质-细胞核呈棕色至棕褐色)随机选择

'个视野*镜下计数总细胞数与 *,C3@阳性细胞数*
计算 *,C3@阳性细胞率)

?#A#O"*X染色观察小鼠肝组织病理形态变化"将
制备的各组小鼠肝组织切片经脱蜡后浸入梯度乙醇

中处理)切片上加入 *AII78苏木精染色'K79*流水
冲洗*滴加!0盐酸乙醇分化数秒*流水冲洗*加入伊
红染色2K79*脱水透明*中性树胶封片*在光学显微
镜下观察各组小鼠肝组织病理形态并采集图像)

?#A#R"PA88<9染色观察小鼠肝组织纤维化情况"
取制备的各组小鼠肝组织切片*脱蜡*再浸入梯度乙
醇中处理)切片上加入M>7@>I?氏铁苏木精溶液染色

!$K79*流水冲洗*滴入!0盐酸乙醇分化*流水冲洗*
再用PA88<9染液染色2K79*丽春红酸性品红液染色

'K79*!0磷钼酸水溶液处理2K79*苯胺蓝染液染色

'K79*采用!0冰醋酸水溶液浸泡后洗涤切片*脱水
透明*中性树胶封片*在光学显微镜下观察肝组织内
蓝染胶原表达情况并采集图像)

?#B"统计学处理"采用\b\\"2#$软件进行数据分
析*采用 ÎAOBbAGbI78K/#$软件绘制统计图)符合
正态分布的计量资料以RiD表示*两组比较采用9
检验*多组比较采用方差分析*多组间两两比较采用

(\).9检验)以!$$#$'为差异有统计学意义)

@"结""果

@#?"各组小鼠血清 *,83@-*,>3@-3\;及 3(;
水平比较"对照组小鼠血清中未检测到 *,83@和

*,>3@**,T 组小鼠血清中均检测到 *,83@和

*,>3@*且二者水平较高*由此判断建模成功)*,T
组小鼠3\;-3(;水平较对照组明显升高*差异有统
计学意义$!$$#$'%&与 *,T组比较*K7:.!""组小
鼠血清 *,83@-*,>3@-3\;-3(; 水平均明显降
低*差异有统计学意义$!$$#$'%*而 *,T 组和

K7:.+5组小鼠3\;-3(;水平比较*差异无统计学
意义$!%$#$'%*见表!)

表!""各组小鼠血清 *,83@)*,>3@)3\;及3(;水平比较%RiD'

组别 . *,83@$R4"K(% *,>3@$R4"K(% 3\;$4"(% 3(;$4"(%

对照组 !$ 1 1 2/#$%i2#!/ &2#!!i&#"1

*,T组 !$ !'21#"-i!$$#2! "21!#'"i!'"#"% !!'#1'i-#1-! !$2#'/i-#"&!

K7:.+5组 !$ !'2!#/&i!$1#1' "21/#%!i!1$#!/ !!%#$1i-#&&! !$"#-%i-#!'!

K7:.!""组 !$ 11"#$%i&2#%1(# !!1!#'1i/$#-&(# 1/#2%i1#$"(# 1'#&1i'#-2(#

""注!与对照组比较*!!$$#$'&与 *,T组比较*(!$$#$'&与K7:.+5组比较*#!$$#$'&1表示无数据)

@#@"各组小鼠血清炎症因子水平比较"*,T组小
鼠血清;+Q.*-R(."及R(.1水平均明显高于对照组*
差异有统计学意义$!$$#$'%&与 *,T组比较*K7:.
!""组小鼠血清;+Q.*-R(."-R(.1水平明显降低*差
异有统计学意义$!$$#$'%&*,T组和K7:.+5组小
鼠血清;+Q.*-R(."及R(.1水平比较*差异无统计学

意义$!%$#$'%*见表")
@#A"各组小鼠肝组织 K7:.!""与血清 *,T.)+3
水平比较"与对照组比较**,T组小鼠肝组织 K7:.
!""水平明显下降*差异有统计学意义$!$$#$'%&与
*,T组比较*K7:.!""组小鼠肝组织 K7:.!""水平
明显升高*差异有统计学意义$!$$#$'%&而 *,T组
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和K7:.+5组小鼠肝组织K7:.!""水平比较*差异无
统计学意义$!%$#$'%*见图!3)对照组小鼠血清中
未检测到 *,T.)+3*检测结果呈阴性&K7:.!""组
小鼠血清 *,T.)+3水平较 *,T组明显降低*差异
有统计学意义$!$$#$'%&*,T组和K7:.+5组小鼠
血清 *,T.)+3水平比较*差异无统计学意义$!%
$#$'%*见图!,)

表"""各组小鼠血清;+Q.*)R(."及R(.1水平

"""比较%RiD&O@#K('

组别 . ;+Q.* R(." R(.1

对照组 !$ &!#1!i2#&% 21#"1i2#$1 "1#&'i"#2!

*,T组 !$ !&%#$"i-#!&! !!1#!$i-#""! -/#!"i/#%'!

K7:.+5组 !$ !&'#'/i!"#$!! !!%#''i-#&'! -%#"'i/#-"!

K7:.!""组 !$ 1-#/!i1#!%(# 1$#/-i'#'2(# 1!#%/i'#/"(#

""注!与对照组比较*!!$$#$'&与 *,T组比较*(!$$#$'&与

K7:.+5组比较*#!$$#$')

@#B"各组小鼠肝组织 *,C3@表达情况比较"在对

照组小鼠肝组织内未出现着色细胞核或细胞质*而

*,T组小鼠肝组织内染色明显加深**,C3@阳性细
胞率较高&与 *,T组比较*K7:.!""组小鼠肝组织染
色较浅**,C3@阳性细胞率明显降低*差异有统计学
意义$!$$#$'%&而K7:.+5组与*,T组*,C3@阳性
细胞率比较*差异无统计学意义$!%$#$'%*见图"-2)

""注!3为各组小鼠肝组织 K7:.!""水平比较&,为各组小鼠血清

*,T.)+3水平比较&与对照组比较*!!$$#$'&与 *,T 组比较*
(!$$#$'&与K7:.+5组比较*#!$$#$')

图!""各组小鼠肝组织 K7:.!""与血清 *,T.)+3
水平比较

图"""各组小鼠肝组织 *,C3@表达情况%免疫组织化学染色&g!$$'

""注!与 *,T组比较*(!$$#$'&与K7:.+5组比较*#!$$#$')

图2""各组小鼠肝组织 *,C3@阳性细胞率比较

@#C"各组小鼠肝组织病理形态变化比较"对照组小
鼠肝组织结构完整*细胞排列整齐且紧密&*,T组小

鼠肝组织内细胞形态发生明显改变*排列紊乱*有大
量炎性细胞浸润&K7:.!""组小鼠肝组织损伤程度较

*,T组明显减轻*组织内细胞排列较为整齐*炎性细
胞浸润减少*而 K7:.+5组小鼠肝组织损伤现象与

*,T组比较未发生改善*见图&)

@#O"各组小鼠肝组织纤维化情况比较"对照组小鼠
肝组织内蓝染区域少*未发生明显纤维化&相较于对
照组**,T组小鼠肝组织内有大量蓝染区域出现*组
织发生明显纤维化&K7:.!""组小鼠肝组织内蓝染区
域较 *,T组减少*组织纤维化现象减轻*而 K7:.+5
组肝组织仍有大量纤维化*较 *,T组未发生明显改
变*见图')

图&""各组小鼠肝组织病理形态变化%*X染色&g!$$'
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图'""各组小鼠肝组织纤维化情况%PA88<9染色&g!$$'

A"讨""论

*,T感染是引起肝脏疾病的主要原因之一*探
讨针对 *,T的抗病毒途径对开发严重肝脏疾病的有
效预 防 及 治 疗 方 法 至 关 重 要)*,T 基 因 组 长

2#"aL*包含&个基因!核心蛋白$*,C%-W 蛋白

$*,Z%-表面蛋白$*,8%和b蛋白+!,)*,T作为一
种非致细胞病变病毒*优先在肝细胞中复制*其进入
肝细胞后*病毒)+3被转移到细胞核*形成共价闭合
环状)+3$CCC)+3%&CCC)+3生成病毒:+3*包括
复制中间体*称为前基因组$O@%:+3和 *,8-*,Z
的病毒K:+3)*,C-b蛋白和O@:+3组装成核衣
壳*b蛋白利用其反转录酶活性将O@:+3转化为松
弛环状)+3*而成熟的核衣壳在作为感染性病毒体
分泌之前最终与 *,8结合+!!,)然而*迄今为止*抗病
毒免疫的机制和 *,T感染的机制尚未完全阐明)近
年来研究表明*K7:+3可作为 *,T感染机制中的一
类新型调节因子*细胞 K7:+3能够通过直接或间接
作用对 *,T转录-复制及表达产生影响*并在 *,T
感染相关疾病的发病机制中发挥重要作用+!",)

目前*关于 K7:+3调节 *,T复制和表达的研
究越来越多*有研究表明*一些 K7:+3 能够抑制

*,T复制*从而阻碍疾病进展*例如*K7:.!2$A可以
通过靶向两种宿主因子111过氧化物酶体增殖物激
活受体)$bb3:)%和bb3:)共激活因子.!*的表达
来抑制 *,T复制和表达+!2,&K7:.-/.'O通过靶向核
因子./,诱导激酶抑制 *,T的复制与分泌*从而抑
制 *,T 感染相关肝细胞癌的细胞增殖-迁移和侵
袭+!&,&在 *,T 感染相关肝细胞癌的细胞和组织中

K7:.!"%!.'O表达均下调*过表达 K7:.!"%!.'O可通
过靶向抑制水通道蛋白'来阻断 *,T复制以及其诱
导的肝细胞癌进展+!',)K7:.!""作为一种在肝脏中
高表达的 K7:+3*其不仅在控制肝细胞生长和肿瘤
转化方面发挥关键作用*还参与调节代谢-肝硬化的
发生与发展等+!1.!%,)关于K7:.!""在*,T感染后的
表达与作用已有报道*K7:.!""在 *,T感染相关肝
细胞癌患者及 *,T转染的人肝癌细胞系 *EB%中表
达明显降低*K7:.!""能够与*,T的O@:+3双顺反
子K:+3的高度保守区域结合*阻止编码 *,T聚合
酶和 *,C*进而抑制 *,T表达和复制+!/,&还有研究
证实*K7:.!""通过间接调控靶基因或有关机制来影
响 *,T复制*例如增加人肝癌细胞系 *EB%中 K7:.

!""的水平可通过介导O'2信号通路来降低 *,T
:+3和)+3的表达+!-,)但目前关于 K7:.!""在体
内 *,T感染后的作用机制相关研究相对较少*体内
调节机制更加复杂*而动物实验的有效结果是进行临
床研究的支撑条件之一*鉴于此*本研究通过构建

*,T感染小鼠模型*经体内注射 K7:.!""并观察模
型小鼠 *,T复制变化*结果显示*K7:.!""能够降低

*,T感染小鼠血清 *,83@与 *,>3@水平*下调血
清 *,T.)+3的表达*并抑制小鼠肝组织内 *,C3@
的表达)*,83@-*,>3@及 *,C3@是评价 *,T感
染情况的常用标志物*降低这些指标水平是延缓

*,T感染相关疾病进展的重要措施)*,83@和

*,>3@是 *,T基因组编码的两种主要抗原*这两种
抗原存在不仅会导致免疫耐受*还会导致肝细胞癌发
病率升高+"$,)

*,T在体内不断复制可通过异常免疫攻击介导
肝脏炎症反应*使 3(;和 3\;水平升高*影响肝功
能*甚至导致肝衰竭+"!,)本研究结果显示*K7:.!""
能够降低 *,T感染小鼠血清 3\;和 3(;水平*减
轻肝组织病理损伤与纤维化*提示 K7:.!""对 *,T
感染小鼠的肝组织具有保护作用)此外*经检测发
现*K7:.!""降低了 *,T 感染小鼠血清炎症因子

;+Q.*-R(."及R(.1的水平)现已知 *,T感染可诱
导机体免疫失衡*使免疫细胞及其释放的细胞因子发
生改变*从而参与 *,T感染期间的肝脏炎症反应*最
终促进肝细胞癌的发生-发展)炎症因子;+Q.*-干
扰素.)-R(."-R(.1和R(.!"等的释放可促进细胞间的
相互作用*加重炎症反应+"",*因此*如何抑制炎症因子
的释放以维持免疫平衡也是 *,T感染相关疾病治疗
的关键步骤)由此推测*K7:.!""能够调控 *,T感
染小鼠后炎症因子的释放*减轻炎症反应)

综上所述*在 *,T感染小鼠中*K7:.!""能够明
显抑制 *,T.)+3在体内的复制与表达*并抑制炎症
因子的释放*减轻肝组织损伤与纤维化*发挥良好的
肝脏保护作用*该发现为 *,T感染治疗提供了新思
路)但本研究未对 K7:.!""作用的分子靶点及详细
机制进行深入研究*后续将进一步探究)
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