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　　丙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＣｖｉｒｕｓ，ＨＣＶ）是丙型

肝炎的病原体。目前全世界约有１．２亿～１．８亿慢

性ＨＣＶ感染者，是世界范围内导致慢性肝炎、肝硬

化、肝细胞癌的主要病因之一［１］。传统的感染细胞

模型ＨＣＶ复制效率非常低，缺乏合适的体外细胞

培养模型及小动物感染模型，使得ＨＣＶ各方面的

研究进展缓慢。ＨＣＶ复制子细胞培养体系的出

现，解决了长期以来缺乏适合ＨＣＶ体外复制的细

胞培养体系的问题，被认为是ＨＣＶ研究具有里程

碑意义的突破。ＨＣＶ复制子细胞培养体系极大地

方便了ＨＣＶ完整生命周期、ＨＣＶ与宿主细胞的相

互作用、抗病毒药物筛选及ＨＣＶ对抗病毒药物耐

药机制等方面的研究。而ＨＣＶ复制子细胞培养体

系本身也不断被改进、完善，在ＨＣＶ研究中发挥越

来越大的作用。本文综述了ＨＣＶ复制子细胞培养

体系的发展及其在ＨＣＶ研究领域的应用。

１　犎犆犞复制子细胞培养体系的建立

Ｌｏｈｍａｎｎ等
［２］于１９９９年首次报道了亚基因组

ＨＣＶ复制子细胞培养体系。该复制子将编码结构

蛋白的基因删除，加入选择性标志物新霉素磷酸转

移酶基因和心肌脑炎病毒（ｅｎｃｅｐｈａｌｏｍｙｏｃａｒｄｉｔｉｓ

ｖｉｒｕｓ，ＥＭＣＶ）的内部核糖体进入位点（ｉｎｔｅｒｎａｌｒｉ

ｂｏｚｙｍｅｅｎｔｒｙｓｉｔｅ，ＩＲＥＳ）２个异源性成分，由此获

得了所谓的选择性双顺反子 ＨＣＶ亚基因组复制

子。上游顺反子在天然ＨＣＶＩＲＥＳ控制下表达选

择性抗生素标志物，以获得含有大量ＨＣＶＲＮＡ和

病毒蛋白的稳定新霉素抗性细胞克隆；下游顺反子

在ＥＭＣＶＩＲＥＳ控制下编码非结构蛋白（ｎｏｎｓｔｒｕｃ

ｔｕｒａｌｐｒｏｔｅｉｎ，ＮＳ）３５Ｂ。选择性ＨＣＶＲＮＡ复制子

能在Ｈｕｈ７细胞中稳定高效地自主复制，并表达病

毒蛋白，同时无明显的细胞毒性作用。细胞在新霉

素Ｇ４１８选择下连续传代时，复制子可在细胞中稳

定维持多年。复制子细胞培养体系的这些特性为研

究ＨＣＶ的生命周期、致病机制以及抗ＨＣＶ药物筛

选奠定了基础。

２　复制子细胞培养体系的发展

　　随着复制子细胞培养体系在ＨＣＶ研究中的广

泛应用，其自身也在不断地被改进。适用于各种基

因型以及满足各种研究需要的新复制子不断出现，

ＨＣＶ复制子的宿主细胞范围也不断被拓展。

２．１　复制子类型、结构的发展　ＨＣＶ基因组有显

著的异质性。根据基因序列的差异可以分为６种基

因型，每种基因型又可分为很多亚型。准种也极大

丰富了ＨＣＶ基因型的异质性。世界各地ＨＣＶ各

种基因型、亚型的分布差异很大，而基因型的不同甚

至是准种的复杂性都可能表现出其生物学特性以及

对干扰素治疗敏感性的差异［３］。因此，需要建立各

种基因型及亚型的复制子。１９９９年，Ｌｏｈｍａｎｎ等
［２］

首次构建亚基因复制子Ｃｏｎ１（１ｂ）以来，许多亚基因

型复制子相继诞生：Ｈ７７（１ａ）、ＨＣＶＮ（１ｂ）、

ＨＣＶ２Ｎ（２ａ）、５０１（１ｂ１）、１Ｂ２Ｒ１（１ｂ２）、２１

５ＨＣＶ、Ｊ６ＣＦ（２ａ）。
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亚基因复制子不含结构基因，无法研究结构蛋

白对ＨＣＶ复制翻译的影响以及对宿主细胞的影

响，也无法研究病毒的感染、组装、分泌等生命周期，

因此需建立全长基因组复制子。２００２年后，许多研

究小组先后报道构建了ＨＣＶ全基因组复制子。全

基因组复制子与亚基因组复制子的差别在于它用

ＨＣＶ的全长基因组替换了亚基因组复制子的ＮＳ３

５Ｂ。并将细胞适应性突变引入全基因组复制子以

增加复制子的复制能力。也有人尝试在复制子基因

结构上做改变。有学者构建了ＨＣＶ２ａ全长基因复

制子，全长ＨＣＶＲＮＡ基因转录表达由５′端１个细

胞ＰｏｌⅡ多聚酶启动子和３′端１个丁型肝炎病毒核

酶所调控［４］。姚相杰等［５］利用含Ｓ２１９７Ｐ、Ｅ１２０２Ｇ、

Ｔ１２８０Ｉ３个细胞适应性突变的全长基因ＨＣＶ１ｂ复

制子与重组痘病毒同时感染 ＨｅＬａ细胞，以促进

ＨＣＶＲＮＡ复制，ＨＣＶＲＮＡ达１０７拷贝／ｍＬ，并且

在电镜下观察到了直径约４７ｍｍ的病毒样颗粒。

后来又出现了各种基因型或亚型间基因重组形成的

嵌合体复制子，它们能在细胞培养中高水平复制及

表达病毒蛋白，甚至产生病毒样颗粒，但这些病毒样

颗粒不能感染黑猩猩［６］。瞬时复制子系统，即用报

告基因取代传统复制子结构中的新霉素磷酸转移酶

基因，通过检测报告基因的表达活性来分析病毒复

制，大大方便了变异研究及药物筛选。还有人建立

了缺乏新霉素磷酸转移酶基因及ＥＭＣＶＩＲＥＳ的

ＨＣＶＲＮＡ复制子，并证明这种复制子复制效率更

高［７］。２００５年，ＪＦＨ１（２ａ）株全基因复制子的出现

则将复制子细胞培养体系提到了一个新的高度，因

为它不需要引入细胞适应性突变就可在Ｈｕｈ７细胞

中稳定高效地复制，并且转染Ｈｕｈ７．５细胞后形成

的病毒颗粒可感染黑猩猩［８］。近年来不少人通过构

建ＪＦＨ１株与其他型及亚型ＨＣＶ基因的嵌合体复

制子，把ＪＦＨ１株的上述特性应用于其他型及亚型

ＨＣＶ的研究。

２．２　宿主细胞的拓展　目前在ＨＣＶ复制子细胞

培养体系中应用最广泛的还是Ｈｕｈ７细胞以及它的

一些衍生系细胞（如Ｈｕｈ７．５细胞）。Ｚｈｕ等
［９］证明

了ＨＣＶ亚基因组复制子可以在肝上皮细胞及鼠肝

癌细胞中复制。这些实验结果证明ＨＣＶ的复制及

翻译不依赖肝细胞的或灵长类特异的细胞因子。此

外，ＨｅＬａ、ＨｕＨ６、兔肾细胞系ＲＫ１３及非洲猴肾细

胞系 ＶｅｒｏＥ６、Ｖｅｒｏ、ＦＣＡ１、ＣＢＲＨ７９１９、ＨＢＫ２１、

Ｌｉ２３等细胞也被证明可以支持ＨＣＶ复制子复制。

近来有学者用三维化的方式培养Ｈｕｈ７细胞（即利

用一种旋转管壁的生物反应器来促进Ｈｕｈ７细胞的

分化），使其对ＨＣＶ复制子的容受性变得更好
［１０］。

用原代肝细胞建立ＨＣＶ复制子细胞培养体系的研

究也在开展［１１］。对于一些细胞是否支持ＨＣＶ复制

的研究，不同实验的结果不一致，甚至相矛盾。因

此，有学者认为动物细胞中可能普遍存在支持

ＨＣＶ复制的遗传背景，而不同生存环境则造成其

表型的显著差异，但这种观点尚未被大多数人认可。

３　复制子细胞培养系统在犎犆犞研究中的应用

ＨＣＶ复制子细胞培养系统以其能在细胞中稳

定高效复制的优势自创建以来就广泛应用于ＨＣＶ

生命周期、基因结构、蛋白功能、致病机制以及抗

ＨＣＶ药物筛选等实验。

３．１　ＨＣＶ复制翻译及相关基因、蛋白结构与功能

的研究　一些学者通过将非翻译区域的相关基因片

段删减后观察亚基因复制子的复制效率变化，确定

了５′ＮＴＲ（５′ｎｏｎｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎｒｅｇｉｏｎ）及３′ＮＴＲ影响

ＨＣＶ复制的一些关键区域。通过构建不同型、亚

型之间的嵌合体复制子，观察到复制子复制效率有

的增加，有的降低，甚至完全阻断，证明ＨＣＶ不同

基因区域之间有相互作用。Ｂｉｎｄｅｒ等
［１２］将Ｃｏｎ１株

的ＮＳ３５Ａ与ＪＦＨ１株的ＮＳ５Ｂ组合，观察到带有

２ａ基因型Ｘ尾的复制子复制效率有提高，这表明

ＮＳ５Ｂ识别这一区域的基因型特异信号。相反，ＮＳ３

解螺旋酶、ＮＳ５Ａ及ＮＳ５Ｂ则是识别ＨＣＶＲＮＡ５′

端基因型特异性所必需。这些结果首次提供了

ＨＣＶＲＮＡ合成起始需要ＮＳ３解螺旋酶、ＮＳ５Ａ和

ＮＳ５Ｂ之间相互作用的证据
［１１］。

３．２　ＨＣＶ与宿主细胞间相互作用的研究　ＨＣＶ

复制子细胞培养体系是研究该病毒与宿主细胞相互

作用的很好模型。Ｆｒｅｄｅｒｉｃｋｓｅｎ等
［１３］研究发现，

ＨＣＶ亚基因复制子复制可激活宿主细胞中的核因

子κＢ、干扰素调节因子１、干扰素调节因子３，这

些因子与干扰素β启动子的正性调节序列结合，促

进干扰素β转录表达，干扰素β通过诱导效应基因

表达，使细胞处于抗病毒状态而有利于清除病毒。

Ｋｏｏ等
［１４］研究发现在急性ＨＣＶ复制中，白细胞介

素（ＩＬ）８可能对低复制能力的病毒产生抑制效应。

近来Ｍａｎｎａ等
［１５］发现内吞的Ｒａｂ蛋白参与ＨＣＶ

复制复合体的形成，而Ｇｒｅｔｔｏｎ等
［１６］则发现Ｒａｓ

Ｅｒｋ信号系统调节ＨＣＶＲＮＡ的复制。另一方面，

也有人对ＨＣＶ逃避宿主免疫清除作用及ＨＣＶ复
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制对宿主细胞的影响进行了研究。Ｐｆｌｕｇｈｅｂｅｒ

等［１７］研究发现一些亚基因 ＨＣＶ复制子编码的

ＮＳ５Ａ可阻断ｄｓＲＮＡＰＫＲＩＲＦ１途径的激活，抑

制宿主细胞的抗病毒反应。Ｆｏｙ等
［１８］发现 ＨＣＶ

ＮＳ３／ＮＳ４Ａ编码的丝氨酸蛋白激酶可抑制宿主细

胞中的关键性抗病毒信号分子ＩＲＦ３的磷酸化激

活，从而使ＨＣＶ亚基因复制子能在宿主细胞内活

跃复制。Ａｂｅ等
［１９］用微点阵分析证实 ＨＣＶ亚基

因复制子可以改变宿主细胞的基因表达水平。

Ｋｏｕｔｓｏｕｄａｋｉｓ等
［２０］建立了带有ＨＣＶＣｏｎ１（１ｂ）株

和Ｊ６ＣＦ（２ａ）株结构蛋白的２种嵌合体ＪＦＨ１株荧

光素酶报告病毒；运用这些嵌合体及ＪＦＨ１报告病

毒探究了 ＨＣＶ生命周期的早期阶段，发现ＣＤ８１

分子是ｐＨ值依赖的病毒侵入的关键受体。另外，

运用ＨＣＶ复制子系统对ＨＣＶ感染后肝细胞癌的

发生机制的研究正在开展。

３．３　抗ＨＣＶ药物及耐药机制的研究　ＨＣＶ复制

子在Ｈｕｈ７细胞系中稳定高效复制，引入报告基因

后，可行非选择性短暂复制实验，通过检测报告基因

活性来评估药物对ＨＣＶ复制的抑制作用，极大地

方便了药物筛选试验。可用这些复制子细胞培养体

系来筛选新合成的药物，几种可能有效的药物已进

入临床试验阶段。其中，ＶＸ９５０及ＳＣＨ５０３０３４已

经接近临床应用了，２０１１年第１代蛋白酶抑制物抗

ＨＣＶ药物就可能被批准上市。目前，一些细胞培

养系统中已经可以有病毒颗粒产生，这使得我们可

以研究ＨＣＶ的黏附、入侵等环节，进而研发阻断这

些环节的抗病毒药物。不少人也通过复制子细胞培

养体系来研究ＲＮＡ干扰方式抗ＨＣＶ并取得了一

定的进展［２１－２２］。另一方面，一些人利用复制子细胞

培养体系研究了ＨＣＶ对抗病毒药物抵抗的机制。

Ｌｉｎ等
［２３］研究发现ＨＣＶ蛋白通过减少ＳＴＡＴ１磷

酸化来抑制１型干扰素信号。Ｈａｚａｒｉ等
［２４］发现

ＪａｋＳｔａｔ通路损害的Ｈｕｈ７细胞中ＨＣＶ２ａ复制子

对干扰素敏感性下降。Ｍｏ等
［２５］通过对体外培养

ＨＣＶ产生的单独对ＲＮＡ依赖的ＲＮＡ聚合酶抑制

剂耐药或同时对丝氨酸蛋白酶抑制剂耐药的变异进

行了研究，发现 ＮＳ５Ｂ基因的单个替代（Ｈ９５Ｑ／

Ｎ４１１Ｓ／Ｍ４１４Ｌ／Ｍ４１４Ｔ／Ｔ４４８Ｈ）导 致 ＨＣＶ 对

Ａ７８２７５９敏感性下降；同样，有ＮＳ５Ｂ多聚酶变异

（Ｍ４１４Ｌ／Ｍ４１４Ｔ）及ＮＳ３点突变（Ａ１５６Ｖ／Ｄ１６８Ｖ）

导致同时对 Ａ７８２７５９及ＢＩＬＮ２０６１耐药。但是，

Ａ７８２７５９耐药株对核苷类及非核苷类ＮＳ５Ｂ多聚酶

抑制剂及干扰素仍然敏感。

４　展望

自ＨＣＶ复制子细胞培养体系诞生以来，ＨＣＶ

的研究取得了长足的进步。在一些实验中已发现了

ＨＣＶ病毒颗粒的产生，为研究ＨＣＶ完整生命周期

及致病机制带来了希望。但目前的ＨＣＶ复制子细

胞培养体系并非尽善尽美。有些基因型、亚型ＨＣＶ

复制子尚未构建成功，而感染这些基因型ＨＣＶ的

人并不少。介于不同基因型ＨＣＶ一些生物学特性

的不同以及对抗病毒治疗敏感性的差异，有必要建

立这些基因型的复制子。在不断完善复制子本身的

同时，将复制子模型和细胞感染模型，甚至小动物感

染模型结合起来，将进一步推动ＨＣＶ生命周期、致

病机制的研究以及抗病毒药物筛选，甚至疫苗的研

发。
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途径主要是通过污染的手（尤其是医务人员手）导致

人与人之间的传播。因此，临床应及时发现ＭＲＳＡ

感染者及携带者，并将其隔离，给予有效治疗，及时

清除携带状况，防止细菌在医院环境中传播，导致医

院感染的暴发流行。同时，各科室一定要加强抗感

染药物的使用管理，合理使用抗感染药物，以减少耐

药菌株的产生。

抗菌药物使用中，内科系统治疗用药率为

７９．８３％，外科系统为２６．８２％，两者比较，差异有显

著性（犘＜０．０５）。说明该三级综合医院抗菌药物的

使用，在内科系统多以治疗为目的，外科系统多以预

防为目的。病原微生物送检率较低，在治疗性用药

中仅占３７．７２％，低于《江苏省抗菌药物临床应用管

理规范》中要求治疗用药病原送检率应达到６０％的

规定。抗菌药物的管理是一项系统工程，要在实践

中加以研究和总结［４］。加强医护人员医院感染知识

与抗菌药物合理使用知识的培训，将抗菌药物使用

率及治疗性用药的微生物送检率纳入科室的质量控

制，加大合理使用抗菌药物的管理力度；提高病原学

送检率；严格掌握围术期用药的适应证及方法，方能

使抗菌药物的应用更合理、更规范。
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