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鼠巨细胞病毒感染裸鼠肝脏损伤模型的建立 *
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摘要目的：建立鼠巨细胞病毒（MCMV）感染 BALB/c裸鼠肝脏损伤的模型。方法：健康 SPF级 BALB/c裸鼠 10只随机分为实验

组和对照组，每组 5只。实验组小鼠每只经腹腔注射接种 250 滋L MCMV病毒悬液，对照组小鼠每只腹腔接种 250 滋L DMEM培

养液，于接种后第 7天处死，无菌分离其肝脏，通过测定肝组织谷丙转氨酶（ALT）、实时荧光定量 PCR检测MCMV DNA拷贝数、

苏木精 -伊红（HE）染色等方法，观察裸鼠肝脏组织的受损情况。结果：所有实验组的裸鼠均出现了不同程度的腹水；实验组裸鼠

测定的肝组织 ALT值较对照组明显上升（P<0.05）；实时荧光定量 PCR检测出实验组裸鼠肝脏MCMV DNA呈阳性；实验组肝脏

病理切片 HE染色可见大量炎症细胞浸润，肝细胞嗜酸性变，可见不规则包涵体，而对照组正常。结论：经腹腔注射 250 滋L
MCMV病毒悬液 7天后成功构建了裸鼠肝脏损伤的模型，为探究人巨细胞病毒（HCMV）的发病机制以及抗病毒新药和疫苗的研

发提供了有利条件。
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Establishment of Liver Injury Model in Nude Mice Infected
with Murine Cytomegalovirus*

To establish a liver injury model in BALB/c nude mice infected with murine cytomegalovirus (MCMV).

10 healthy SPF BALB/c nude mice were randomly divided into experimental group and control group, each group 5. The mice

in the experimental group were intraperitoneally inoculated with 250 滋L MCMV virus suspension, and the mice in control group were

intraperitoneally inoculated with 250 滋L DMEM culture medium, the mice were sacrificed 7 days after inoculation, and their livers were

aseptically separated. The liver tissue damage of nude mice was observed by measuring alanine aminotransferase (ALT) in liver tissue,

real-time fluorescence quantitative PCR for detection MCMV DNA copy number and hematoxylin-eosin (HE) staining and other

methods. Nude mice in all the experimental groups showed ascites to varying degrees. ALT value in liver tissue of nude mice in

experimental group was significantly higher than that in control group (P<0.05). Real-time fluorescence quantitative PCR detected that

Liver MCMV DNA of nude mice in the experimental group was positive. HE staining of pathological sections of liver in the

experimental group showed a large number of inflammatory cell infiltration, eosinophilic changes of liver cells, and irregular inclusion

bodies, while the control group was normal. The liver injury model of nude mice is successfully established after

intraperitoneal injection of 250 滋L MCMV suspension for 7 days, which provided a beneficial condition for the study of the pathogenesis

of human cytometomethovirus (HCMV) and the research and development of antiviral drugs and vaccines.

Murine cytomegalovirus; Liver injury; BALB/c nude mice; Model

巨细胞病毒属于茁疱疹病毒家族，是一种线性双链 DNA

分子结构病毒[1，2]。它能够在宿主体内长期潜伏存在，而且具有

严格的种属特异性。人巨细胞病毒（human cytomegalovirus，

HCMV）是针对人类宿主的巨细胞病毒，在人群中的感染十分

普遍，发展中国家有超过 80%的人血清检测呈阳性 [3]。目前

HCMV被认为是胎儿、同种异体移植受者、骨髓移植患者和艾

滋病患者常见的机会性感染病毒[4-6]。由于 HCMV在人类细胞

中能够特异性增殖，生长比较缓慢，并且有很长的裂解复制周

期，因此研究 HCMV基因的功能和发病机制十分困难。目前为

止没有发现能把巨细胞病毒从体内彻底清除的方法，也没有针
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Primer name Sequence Sequence position Product size

MCMV upstream primer 5'-TCAGCCATCAACTCTGCTACCAAC-3' 181167~181190

MCMV downstream primer 5'-ATCTGAAACAGCCGTATATCATCTTG-3' 181091~181116 100bp

表 1 MCMV引物序列

Table 1 MCMV primer sequence

对潜伏感染的治疗药物，甚至没有能够获批上市的有效疫苗。

然而，不同的病毒宿主对病毒致病和免疫控制方面的功能具有

相似性。鼠巨细胞病毒（murine cytomegalovirus，MCMV）和

HCMV在遗传上有许多相似之处，具有多个同源基因，包括结

构和免疫逃避基因[7，8]。肝脏是巨细胞病毒感染最常累及的器官

之一，多种细胞和细胞因子参与了巨细胞病毒感染肝损伤的发

生发展过程[9]。巨细胞病毒感染也是婴儿肝炎综合征发病的重

要因素之一[10]。因此，使用MCMV感染小鼠肝脏损伤的模型来

模拟 HCMV在人体的感染过程，可以更好地研究 HCMV在体

内的致病机制，为开发出治疗 HCMV感染的新药物以及评估

疫苗的效果提供参考。

1 材料与方法

1.1 实验动物

健康 SPF级别 BALB/c裸鼠 10 只，雄性，4 周龄，购自江

苏集萃药康生物科技有限公司（许可证号：SCXK（苏）

2018-0008），饲养于干净无菌的环境，实验前需适应性饲养 1

周，并采用 ELISA 试剂盒测定裸鼠尾静脉血清 MCMV

IgM/IgG抗体，两者均为阴性方可纳入实验。

1.2 病毒和细胞

病毒为小鼠巨细胞病毒MCMV Smith株，由安徽医科大

学微生物学教研室提供；细胞为小鼠胚胎成纤维细胞原代细胞

株（mouse embryo fibroblast，MEF），购自上海富衡生物科技有

限公司，病毒使用前需要在MEF细胞中传代增殖，然后收毒，

备用。

1.3 主要试剂

DMEM高糖培养基、胰蛋白酶消化液、双抗溶液购自美国

Gibco公司；胎牛血清（fetal bovine serum，FBS）购自德国 BI公

司；DNA 提取试剂盒购自江苏康为世纪生物科技有限公司；

ALT检测试剂盒购自武汉伊莱瑞特有限公司；荧光定量试剂购

自北京夏末科技有限公司；绝对荧光定量 PCR质粒标准品由

上海生物工程有限公司合成。

1.4 PCR引物

引物设计参照文献[11]，由上海生物工程有限公司合成。见

表 1。

1.5 方法

1.5.1 MEF细胞传代培养 取生长覆盖达 85%以上的 MEF

细胞一瓶，用枪头吸取并弃去其中的培养液，无菌 PBS浸润洗

涤 2次，加入 1 mL胰酶消化液，消化 30 s~60 s。在镜下观察，可

见细胞变圆、脱落，立刻加入适量含 10% FBS的培养液终止消

化，用枪头吸取培养液轻轻吹打瓶壁，使瓶壁上的细胞悬浮，然

后将细胞悬液吸至无菌离心管中，800 r/min，离心 5 min，离心

后弃去上清，加入细胞培养液重悬，重悬后分瓶培养，混匀铺

平，标好细胞种类、代数以及日期，放入 37℃ 5% CO2培养箱中

培养。每次待细胞长满 85%以上，即可进行传代，本实验中使用

的细胞为 5~7代细胞。

1.5.2 MCMV传代增殖 取病变达 75%以上的 MCMV感染

的 MEF，将培养瓶置于 -80℃冰箱 20 min，待其完全冻住后取

出，置于流水下冲洗，使其完全融化，然后吹打混匀。取两瓶生

长状态良好的正常MEF细胞，弃去其中的培养液，分别加入

500 滋L病毒悬液，放入 37℃培养箱中，每隔 15 min震荡一次，

1 h后加入维持液继续培养，每日观察其变化，待其病变达 75%

以上即可传代，直至 48 h内MCMV可引起 75%以上病变，然

后收毒，置于 -80℃冰箱待用。

1.5.3 MCMV半数致死量 TCID50的测定 取生长状态良好

的 MEF细胞制成 5伊105/ mL的细胞悬液，加入 96孔板中，每

孔 100 滋L，经过 24 h，待细胞长成单层后接种病毒悬液。弃去

96孔板中的细胞培养液，取 30 滋L病毒悬液使用含 2% FBS的

DMEM培养液作 10倍梯度稀释（10-1、10-2、10-3……10-11），每个

稀释梯度设 2个复孔，每孔加入 100 滋L稀释后的病毒液，同时

设置 2个只加维持液的正常细胞对照孔，置于 37℃、5%CO2培养

箱中培养，每日观察并记录出现细胞特征性病变效应（cyto

pathic effect，CPE）的孔数，观察 7-10 天。根据 Reed-Muench

法[12]计算出病毒的 TCID50。公式为：lgTCID50=高于 50％的病

毒稀释度的对数＋距离比例伊稀释系数的对数，距离比例 =（高

于 50%的百分数 -50%）/（高于 50%的百分数 -低于 50%的百

分数）。经过计算，得出该病毒悬液 TCID50为 10-6.5/0.1 mL。

1.5.4 实验分组及接种 将健康 SPF级 BALB/c裸鼠 10只随

机分为两组：实验组和对照组，每组 5只。实验组小鼠每只经腹

腔注射接种 250 滋L MCMV病毒悬液，对照组小鼠每只腹腔接

种 250 滋L DMEM培养液。接种后每日观察小鼠的行为表现，

并定时记录小鼠的进食量和水量，于第 7天麻醉后采用断颈法

处死小鼠，无菌分离其肝脏，观察肝脏的大小及颜色，用 4℃

PBS冲洗干净，滤纸滤干。

1.5.5 比色法检测肝组织 ALT 取 50 mg 洗净的肝脏加入

450 滋L 含 0 .1 mmol/L 乙二胺四乙酸 （ethylene di amine

tetraacetic acid，EDTA）的 PBS，在冰上用超声破碎仪磨碎，制成

10%肝组织匀浆，4℃ 10000 伊g离心 10 min，然后取上清置于冰

上，用超微量紫外分光光度计测定其蛋白浓度，按照试剂盒操

作，并用酶标仪测定其在 510 nm波长处的吸光度，最后根据公

式计算出 ALT的值。

1.5.6 实时荧光定量 PCR检测肝脏 MCMV DNA 取部分肝

脏组织于生物安全柜中用超声破碎仪磨碎，按照 DNA提取试

剂盒操作，提取出总 DNA，并用超微量紫外分光光度计测定其

浓度。用 ddH2O将质粒标准品按 10倍浓度梯度稀释，稀释后的
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表 3裸鼠肝脏MCMV DNA拷贝数（n=5，copies/100 ng）

Table 3 MCMVDNA copy number in nude mouse liver（n=5, copies/100 ng）

Groups MCMV DNA copy number Maximum value Minimum value

Control group - - -

Experimental group (1.98依0.98)伊104 3.70伊104 8.67伊103

图 1 实时荧光定量 PCR熔解曲线及扩增曲线

Fig. 1 Melting curve and amplification curve of real-time fluorescence quantitative PCR

Note: A: Fusion curve of real-time fluorescence quantitative PCR in the experimental group.

B: Real-time fluorescence quantitative PCR amplification curve of the experimental group.

表 2 两组裸鼠每日进食量和水量（x依s）
Table 2 Daily food intake and water quantity of the two groups of nude mice（x依s）

Groups n Daily food intake (g) Daily water quantity (mL)

Control group 5 6.56依0.84 4.95依0.39

Experimental group 5 5.09依0.61 3.83依0.47

t 3.738 4.853

P 0.003 0.000

标准品作为模板，进行 PCR反应，每个稀释梯度设 3个复孔，

制得标准曲线。PCR反应体系：2伊FastHotstart SYBR 预混液
10 滋L，MCMV 上下游引物（10 滋M）各 0.4 滋L，DNA 模板
100 ng，用灭菌 ddH2O补足至终体积为 20 滋L。PCR反应采取

两步法程序：95℃ 2 min，95℃ 10 s，59℃ 30 s，一共 40个循环。

1.5.7 肝脏病理学检查 取一部分洗净的肝脏置于 10%福尔

马林溶液中固定、脱水，再用石蜡包埋、切片，进行苏木精 -伊

红（HE）染色，在光镜下观察其变化。

1.6 统计学处理

采用 SPSS19.0软件进行统计分析，进食量、水量、肝组织

ALT值等计量资料经检验符合正态分布，以 x依s 表示，采用独
立样本 t检验，P<0.05代表两组的差异有统计学意义。

2 结果

2.1 裸鼠的行为表现变化

实验组裸鼠出现了不同程度的腹水，反应迟钝，觅食活动

减少，呼吸频率加快，而对照组裸鼠则正常生长，没有出现腹

水，反应和活动都正常，没有其他任何异常表现。实验组裸鼠每

日进食量和每日水量明显低于对照组（P<0.05），见表 2。

2.4 裸鼠肝脏病理学检查结果

实验组裸鼠肝脏质地较脆，易碎，且颜色较深，为暗红色，

几乎占满整个腹腔；对照组肝脏质地较之有韧性，颜色较浅，大

小正常。实验组肝脏病理切片 HE染色可见肝脏组织内有明显

2.2 肝组织 ALT值比较

实验组肝组织 ALT值为（159.02依19.59）IU/g prot，明显高
于对照组的（106.55依9.76）IU/g prot，两组比较差异具有统计
学意义（t=5.361，P=0.001），说明实验组的裸鼠出现了肝功能
损害。

2.3 肝脏MCMV DNA拷贝数比较

实验组熔解曲线（图 1A）呈现单峰，熔解温度一致，表示不

存在非特异性扩增，说明得到的结果较可靠；扩增曲线（图 1B）

显示实验组肝脏MCMV DNA呈现较好的扩增，说明裸鼠肝脏

中有大量MCMV DNA复制。对照组则没有检测到MCMV特

异性 DNA片段的扩增。肝脏MCMV DNA拷贝数结果见下表

3，实验组肝脏MCMV DNA呈阳性，进一步证明了 MCMV成

功感染了裸鼠，导致其肝脏损伤。实验组裸鼠肝脏实时荧光定

量 PCR熔解曲线及扩增曲线见图 1。
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图 2裸鼠肝脏病理结果（HE染色伊200）
Fig. 2 Liver pathological results of nude mice (HE staining 伊200)
Note: A: Liver pathological results of nude mice in control group;

B: Liver pathological results of nude mice in the experimental group

的炎性改变，以中性粒细胞和淋巴细胞为主，显示嗜酸性变的

肝细胞及少量嗜酸性小体样改变，并可见 "猫头鹰眼征 "的病

毒包涵体，以及部分小灶性坏死；对照组肝脏内则无炎症细胞

浸润，结构清晰。裸鼠肝脏病理学检查结果见图 2。

3 讨论

HCMV感染人体后，通常都是无临床症状的潜伏感染，当

机体的免疫力发生变化之后，HCMV很有可能从潜伏感染的

状态被重新激活，甚至还可以感染新的人巨细胞病毒株，引起

多个脏器的损伤[13，14]。HCMV除了可以直接引起感染组织产生

病变，也可以间接对机体造成影响，例如移植排斥反应和心血

管疾病等[15-17]。最近有研究发现[18]，HCMV隐藏在有效的细胞介

导和体液免疫反应中的慢性效应与普通人群的高死亡率有关，

因此，这种病毒对于人类的影响可能比预想还要大。目前所发

现的抗病毒靶点较少，抗病毒药物和疫苗也没有完全起作用并

且存在不良反应，一些免疫疗法也需要不断创新和尝试。

HCMV只能感染人类宿主，由于巨细胞病毒是一种具有严格

种属特异性的疱疹病毒，研究 HCMV在人体内的致病机制，直

接在人体中建模型做实验不现实[19-21]，因此，建立动物模型则很

有必要。HCMV可以通过胎盘传播给胎儿，引起先天性的肝

炎、小头畸形、视力丧失、智力低下、运动障碍、癫痫发作和听力

损失等[22，23]。但是，有研究表明MCMV不能通过胎盘传播，因

此，MCMV不能够模拟一些先天性感染导致的疾病[24]。过去有

研究[25]使用免疫功能正常的小鼠建立肝炎模型，一般都需要同

时使用免疫抑制剂，这对于巨细胞病毒感染的诊断和治疗都会

存在一定的干扰，还有研究使用新生小鼠建模，尚未见有使用

裸鼠建模的报道。由于 BALB/c裸鼠本身存在 T细胞缺陷，用

它们来建模比较方便，更易成功，还能更好模拟免疫缺陷患儿

HCMV感染后的情况，同时还可以深入研究 T细胞与HCMV

感染的关系。

模型的成功与否与MCMV病毒悬液接种的剂量有密切关

系，剂量较小，则不易致病；剂量较大，则易直接导致死亡。本实

验给 BALB/c裸鼠腹腔注射 250 滋L MCMV病毒悬液，裸鼠的

反应变得迟钝，进食量和水量均明显下降，并且出现了不同程

度腹水。ALT是反映肝功能的灵敏指标[26，27]，实验组肝脏组织

ALT 值明显升高，实时荧光定量 PCR 也显示肝脏 MCMV

DNA为阳性，肝脏病理切片显示出现大量炎症细胞浸润和特

征性病毒包涵体，说明MCMV感染 BALB/c裸鼠肝脏损伤模

型的建立成功，从侧面可以也反映出 T细胞在机体抗MCMV

感染过程中起着不可或缺的作用。

在抗病毒药物和疫苗的研制过程中，学者发现很多疾病的

发生，甚至人类的衰老现象也与 HCMV的感染有关[28-30]。对于

HCMV的研究有助于认识自身疾病，但是目前对于巨病毒的

研究依然不足，随着时间的推移，病毒也会产生一些变异，这也

给疫苗的研发和药物的研制带来了不少困难。成功建立

MCMV感染裸鼠肝脏损伤模型，可以深入研究 T细胞缺乏后

HCMV感染机体后的免疫机制，研究体内一些细胞因子的变

化，有望为免疫缺陷患儿巨细胞病毒感染的治疗提供一些新的

方向和靶点，为评估抗 HCMV感染药物以及疫苗的疗效提供

参考。本研究尚存在一些不足，MCMV感染裸鼠后，没有设置

更多的时间点来动态观察裸鼠肝脏 MCMV DNA拷贝数以及

肝脏病理损害程度的变化情况。
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