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摘   要：近年来，多种新型抗人类免疫缺陷病毒(human immunodeficiency virus, HIV)疗法如基因

治疗、广谱中和抗体以及衍生的嵌合抗原受体 T 细胞(chimeric antigen receptor modified T cell, 
CAR-T)疗法均迫切需要理想的动物模型及用于精准定量病毒基因组的方法。本研究通过双标 HIV
假病毒构建及感染获得 HIV- ∆ENV-Jurkat-EGFP-mCherry 稳转细胞，并以该细胞基因组作为整合前

病毒的标准品，建立巢式荧光定量 PCR (nested quantitative polymerase chain reaction, nested-qPCR)
定量 HIV 整合前病毒。通过尾静脉注射健康人外周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear cell, 
PBMC)到 NOD/Prkdcscid/IL2rgnull (NPG)小鼠，通过监测小鼠外周血中 hCD45+、hCD3+、hCD4+
和 hCD8+人源化细胞的比例来判断人源化小鼠模型构建是否成功。腹腔注射 HIV NL4-3-NanoLuc
病毒，随后通过小动物活体成像及分子病毒学评价 HIV 体内复制，结果表明，尾静脉注射正常人

PBMC 细胞至小鼠内 3−5 周后，实验组小鼠体内均检测到人源免疫细胞的浸润，建模 5 周后的人源

化小鼠外周血中 hCD45 大于 25%，即人源化小鼠模型构建成功。感染 27 d 后小动物活体成像能

检测到病毒相关萤光素酶蛋白表达，分子病毒学结果表明在脾脏中病毒总 DNA、RNA 和整合前

病毒 DNA 分别达到了 18 000 copies/106 cells、15 000 copies/μg RNA、15 000 copies/106 cell。本研

究证明了通过尾静脉注射正常人 PBMC，可成功建立 HuPBMC-NPG/严重联合免疫缺陷(severe 
combined immunodeficiency, SCID)人源化小鼠模型，并且 HIV 病毒可成功感染该模型。本研究建立

了有效测定 HIV 整合前病毒 DNA 的方法，为艾滋病体内复制水平及病毒库大小和对多种新型抗

HIV 疗法的治疗效果的评价奠定了基础。 

·动物及兽医生物技术· 
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Abstract: In recent years, virological, pathological, and immunological studies need to be carried 
out for the emerging anti-human immunodeficiency virus (HIV) therapies such as gene therapy, 
broadly neutralizing antibodies, and the derived chimeric antigen receptor (CAR)-T 
immunotherapy, which necessitates suitable, simple, and inexpensive small-animal models and 
methods for accurate quantification of the viral genome in the HIV-1 infected. In our research, the 
HIV-∆ENV-Jurkat-EGFP-mCherry cell line was engineered through the infection with a 
dual-labelled HIV pseudovirus. A nested quantitative PCR (nested-qPCR) method with the 
cellular genome as the integrated standard was established for the quantification of HIV proviral 
copies. We administered intravenous injections of healthy human peripheral blood mononuclear 
cell (PBMC) into NOD/Prkdcscid/IL2rgnull (NPG) mice. To verify engraftment kinetics, we 
analyzed the percentages of hCD45+, hCD3+, hCD4+, and hCD8+ cells in the peripheral blood of 
hu-PBMC-NPG mice. To evaluate HIV-1 infection in hu-PBMC-NPG mice, we inoculated these 
mice with HIV NL4-3-NanoLuc by intraperitoneal (IP) injection. We then monitored the 
luciferase expression by the small animal imaging system and measured the viral load in the 
spleen by qPCR. The infiltration of human PBMCs in mice was detected 3–5 weeks after 
intravenous injection, and the percentage of hCD45 in humanized mouse PBMCs were more than 
25% five weeks after IP inoculation. The expression of the virus-associated luciferase protein was 
detected by luciferase imaging 27 days post infection. Moreover, the viral total DNA, RNA, and 
proviral DNA copies reached 18 000 copies/106 cells, 15 000 copies/μg RNA, and 15 000 
copies/106 cells, respectively, in the mouse spleen. Taken together, we reported a convenient 
method for building a simple humanized mouse model of HuPBMC-NPG/severe combined 
immunodeficiency (SCID) by intravenous injection with hu-PBMCs without advanced surgical 
skills and irradiation. Furthermore, we established a convenient method for the efficient 
determination of proviral DNA to assess HIV replication in vivo, viral reservoir sizes, and 
efficacy of novel anti-HIV therapies including CAR-T immunotherapy and gene therapy. 
Keywords: humanized mice; human immunodeficiency virus (HIV); NOD/Prkdcscid /IL2rgnull 
(NPG) mice; peripheral blood mononuclear cell (PBMC) 
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人类免疫缺陷病毒(human immunodeficiency 
virus, HIV) 导致的获得性免疫缺陷综合征

(acquired immunodeficiency syndrome, AIDS)，即

艾滋病，是严重威胁人类生命健康的全球性疾

病，主要破坏人体内 CD4+T 淋巴和单核-巨噬细

胞从而导致免疫功能衰竭，引起各种机会性感染

或肿瘤的慢性高致命性传染病[1]。自 1996 年高效

抗逆转录病毒治疗 (highly active antiretroviral 
therapy, HAART)问世已有 20 多年历史，但在临

床上艾滋病至今仍然无法治愈，其中一个重要原

因就是 HIV-1 仅仅对人类及类人猿具有感染性

及致病性，缺乏理想的动物疾病模型来揭示

HIV-1 潜伏感染导致 AIDS 的分子机制，这极大

阻碍了 HIV-1 感染的预防性疫苗和新型治疗药

物方面的突破性进展[2-3]。 
猴免疫缺陷病毒(simian immunodeficiency 

virus, SIV)感染非人灵长类动物来建立体内动物

感染模型，在研究 HIV-1 潜伏库中存在明显的优

势，可同时对动物多器官多系统进行研究，且病

毒感染引起的免疫反应与人类十分类似 [4]。但

SIV 与 HIV-1 基因组序列相似性仅有 40%，遗传

差异较大，从而使得 SIV 不能直接代替 HIV-1
用于 HIV/AIDS 的研究，并且非人灵长类动物模

型成本较高、周期较长，也使此类模型在

HIV/AIDS 的研究中没有得到广泛的应用[5-7]。近

年来，小鼠作为动物模型备受重视，因为鼠类动

物存在体型小、成本低廉、饲养简单、方便操作

和繁殖迅速等诸多优势，目前已广泛应用于实验

室和临床研究。但是由于小鼠细胞本身没有人

CD4 受体，无法被 HIV-1 病毒感染，故不能直

接 用 于 HIV-1 的 研 究 [8] 。 NOD/Prkdcscid 
/IL2rgnull (NPG)人源化小鼠模型即在 NOD/重
度 联 合 免 疫 缺 陷 (severe combined 
immunodeficiency, SCID)背景下通过引入白细胞

介素-2 (interleukin-2, IL-2)受体蛋白的 γ 链基因

(IL2rg)敲除小鼠，表现为细胞免疫和体液免疫的重

度联合免疫缺陷(severe combined immunodeficiency, 
SCID)，通过移植成熟的人类免疫细胞，包括外

周血单个核细胞(peripheral blood mononuclear 
cell, PBMC)等，来重建小鼠的免疫系统，该模型

因其能模拟天然 HIV-1 感染人类免疫系统而被

广泛应用[9]。 
本研究旨在通过尾静脉注射人源外周血

PBMCs 细胞构建人源化小鼠模型；同时对于人

源化成功的小鼠，通过腹腔注射 HIV-1 NL4-3- 
NanoLuc 病毒液进行感染，进行活体成像定位和

定量病毒的蛋白表达，通过实时荧光定量 PCR
从分子水平定量 HIV 感染小鼠模型体内病毒

RNA、总 DNA 及整合前病毒 DNA，并初步评

估病毒库的大小，可作为 HIV 药物治疗和细胞

治疗的评价模型[10]。 

1  材料与方法  
1.1  实验动物及细胞 

NPG 小鼠购自维通达生物技术有限公司，

隔离盒饲养于武汉科技大学无特定病原体

(specific pathogen free, SPF)级屏障环境(感染前)
及中国科学院武汉病毒研究所生物安全三级实

验室(感染后)中，饲料、水、垫料均经高温高压

灭菌。小鼠 6 周龄，实验前适应性饲养；实验注

射 PBMCs 来源于武汉市中心血站中健康人外周

血。本文用到的小鼠动物实验经武汉科技大学动

物伦理委员会批准，批准号为 [SYXK( 鄂 ) 
2018-0045]。 

1.2  试剂和仪器 
人淋巴细胞分离液、Furimazine 及红细胞裂

解液购于北京索莱宝科技有限公司；RPMI l640
细胞培养液购于 Hyclone 公司；阿巴卡韦(ABC)
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和雷特格韦(RAL)购于 MedChem Express 公司；

Lenti-X p24 快速滴度试剂盒购于 TaKaRa 公司；

抗人 CD45-PE、CD3-APC、CD4-FITC、CD8-pacific 
Blue 抗体购于 BD 公司，并使用 BD 公司流式细

胞仪进行检测；实时荧光定量 PCR 法试剂盒购

于南京诺唯赞生物科技股份有限公司。荧光定量

PCR 仪购于 Bio-Red 公司；落地式水平离心机由

Eppendorf 公司生产；小鼠组织研磨器购于北京

天根生化科技有限公司；小动物活体光学成像系

统购于 Thermo Fisher Scientific 公司。 

1.3  人外周血单核细胞(PBMCs)的分离 
采自武汉市中心医院健康人的静脉血，肝

素钠抗凝后，于室温下 650×g 离心 15 min，去

上层血浆，下层血细胞用等体积生理盐水稀

释，颠倒混匀后，轻轻加入已经铺好的淋巴细

胞分离液(Ficoll)中，室温 650×g 离心 30 min。
轻轻吸取单个核细胞(白膜层)加入 3 倍体积生

理盐水清洗一次，室温 300×g 离心 10 min。离

心后加入红细胞裂解液 10 mL 重悬，静置 5 min
至液体澄清。后补加 PBS 至 45 mL，室温 450×g

离心 10 min，使用生理盐水重悬人 PBMC 细胞

至 2.5×107 cells/mL。   

1.4  Hu PBMC-NPG 人源化小鼠的构建及

流式检测 
该部分实验于 SPF 级动物房中完成。具体

实验方式为：选取合适的 6 周龄 NPG 小鼠经过

适应性培养 3 d 后，分为 4 组，每组各 5 只，保持

4 组小鼠在体重、状态等相对一致。在 SPF 级屏

障环境中，给予 4 组小鼠尾静脉注射 5×106 cells/只
人 PBMC 进行人源化免疫重建。 

PBMC 注射小鼠后，分别在第 3 周和第 5 周

收集小鼠颌下静脉血约 150 μL/只，EDTA 抗凝；

加入全血 2 倍体积的红细胞裂解液，冰上裂解

10 min，500×g 离心 10 min 去上清，100 μL 生

理盐水重悬细胞。分别加入人 CD45+、CD3+、
CD4+、CD8+抗体，4 ℃染色 30 min，洗涤 3 次后

通过流式细胞仪检测小鼠外周血中存活的人淋巴

细胞 CD45+、CD3+、CD4+、CD8+比例[11]。 

1.5  Hu PBMC-NPG人源化小鼠GVHD评分 
移植后小鼠每周进行移植物抗宿主病

(graft-versus-host disease, GVHD)评分，GVHD
临床表现包括体重下降、活动度、姿势、耸毛

和皮肤溃疡 5 项，GVHD 临床评分由这 5 项相

加组成[12]。 

1.6  NL4-3-NanoLuc 病毒构建及包装 
以本实验室保存的 HIV B 亚型的表达质粒

pNL4-3 为骨架，利用 Xho I 限制性酶切位点，

在 Env基因和 Nef基因间依次插入海肾萤光素酶

NanoLuc 基因、 linker 和 IRES ，从而获得

pNL4-3-NanoLuc 质粒。在生物安全三级实验室

转染 HEK293T 细胞，72 h 后收获上清，分别依次

300×g 5 min、3 000×g 30 min 和 30 000×g 180 min
离心获得高纯度的 NL4-3-NanoLuc 病毒。 

1.7  病毒 p24 蛋白定量、TCID50 检测及感

染验证 
将 p24 标准品稀释成 5 个梯度(200、100、

50、25、12.5 pg/mL)，以 DMEM 基础培养基为

介质，将病毒上清稀释至 10−5 和 10−6，并设定稀

释液为空白对照。根据实验设计在 96 孔板中确

定样品位置，将标准品、样品以及空白对照各

200 μL 加入包被孔中，盖上保护盖。每孔中加

入 20 μL 裂解液，并于 37 ℃恒温培养箱中孵育

60 min。去上清，用 300 μL 的洗涤液清洗 96 孔

板，并反复清洗 5 次。每孔中加入 100 μL 的 p24
生物素偶联抗体，并于 37 ℃恒温培养箱中孵育

60 min。去上清，用 300 μL 的洗涤液清洗 96 孔

板，反复清洗 5 次。每孔中加入 100 μL 的链霉素‐
辣根结合物，并于室温(18−25 ℃)孵育 30 min。去
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上清，用 300 μL 的洗涤液清洗 96 孔板，反复清

洗 5 次。将 100 μL 的结合底物添加到每个孔洞

中，在室温下(18−25 ℃)避光孵育 20 min。孵育

完成后，每孔加入 100 μL终止液(stop solution for 
TMB substrate)。反应 1 min 后，将酶标仪的吸

收波长设置为 450 nm 进行测定。对数据进行处

理，绘制标准曲线并进行拟合，对细胞培养上清

中的假病毒的p24值进行计算并对其进行定量[13]。 
取 TZM-bl 细胞以 1×104/孔接种于 96 孔板

中，16 h 后轻轻弃去上清。用含有 10% FBS 和

10 μg/mL DEAE-dextran 的 DMEM 完全培养基

梯度稀释病毒原液，顺序得到稀释梯度为 10−4、

10−5、10−6、10−7、10−8 的病毒稀释液各 1 mL。

每孔加入 100 μL 病毒稀释液，每组 10 孔，将

96 孔板置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中继续培

养。96 h 后每孔补充 DMEM 完全培养基 50 μL，

144 h 后每孔补充 DMEM 完全培养基 50 μL， 

168 h 后弃上清每孔加入 100 μL 25 μg/mL 

Furimazine 进行荧光检测。当荧光值大于阴性孔

的 3 倍，该孔即为阳性孔，否则为阴性孔。根据

记录的各组阳性孔数量和阴性孔数量，采用

Reed-Muench 两氏法计算公式计算每 0.1 mL 假

病毒原液 TCID50 值。公式如下： 

距离比例＝ (高于 50%阳性率的百分数− 

50%)/(高于 50%阳性率的百分数−低于 50%阳性

率的百分数)。 
lg TCID50＝距离比例×稀释度对数之间的差+

高于 50%阳性率的稀释度的对数。 

再根据高于 50%阳性率的假病毒稀释液稀

释度的对数，计算出每 0.1 mL 病毒原液的

TCID50 活性滴度[14]。 

1.8  HIV-1 小鼠感染模型的鉴定及治疗  
此部分实验在生物安全三级实验室进行，

NL4-3 病毒株是 HIV CXCR4 趋向的野生型毒

株，具备感染人外周血 CD4+T 细胞的特性[15]。建

模 5 周后，将小鼠分成 3 组，每组各 5 只，其中

低剂量组 2 组，腹腔注射每只 2×105 TCID50的重

组病毒和高剂量组 1 组，腹腔注射 4×105 TCID50

的重组病毒，感染 16 d 和 27 d 后以每只      

150 mg/kg 剂量腹腔注射 150 μL Furimazine 成像

底物。并以异氟烷气体麻醉小鼠，5 min 后使用

IVIS 小动物活体成像系统(Xenogen, Hopkinton)

收集光信号，活体成像的数据用软件 Living 

image (version 4.0)进行标准化处理，光密度强

度及定位能反映病毒在动物机体的复制水平

及病毒储藏库位点。当荧光信号 ROI 值达到

106−107 photons/(s·cm2)即可判定感染模型构建成

功。阿巴卡韦(Abacavir, ABC)和拉替拉韦(Raltegravir, 

RAL)溶解于生理盐水中，对低剂量感染小鼠灌胃给

药，剂量分别为 150 mg/(kg·d)和 100 mg/(kg·d)[16]。 

1.9  HIV-1 感染小鼠脾脏和血液组织病毒

DNA、RNA 定量 
提取感染病毒 5 周后小鼠的脾脏和血液组

织中总 DNA 和 RNA，选取特异性 gag 引物探针

(表 1)，通过实时荧光定量 PCR 的方法(表 2、   

表 3)，对感染小鼠脾脏和血液组织DNA中的 gag

基因的拷贝数进行定量，同时以 β-globin 作为内

参基因，选取特异性 β-globin 引物探针定量每 μL

感染小鼠组织 DNA 中 β-globin 基因拷贝数，并

用于基因拷贝数的归一化处理，计算得到每 106

组织细胞中 gag 基因 DNA 的拷贝数。总 RNA

经过逆转录(reverse transcription, RT)后，通过实

时荧光定量 PCR 的方法，对感染小鼠脾脏和血

液组织 RNA 中的 gag 基因的拷贝数进行定量，

以人 GADPH 基因作为内参基因，选取特异性人

GADPH 引物探针定量每 μL RNA 浓度，对定量

的 gag RNA 进行归一化处理，计算得到每 μg 

RNA 中 gag 基因 RNA 的拷贝数。 
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表 1  荧光定量 PCR 引物和探针 
Table 1  The sequence of primers/probes used for qPCR analysis 
Primer name Primer sequence (5′→3′) Size (bp) 
Gag-F GGACCAGGAGCGACACTAGAA 21 
Gag-R CAGCCAAAACTCTTGCTTTATGG 22 
Gag-P  FAM-GTGCTAAGCAGTTGGTGGT-MGB 19 
HGADPH-F ACAGCCTCAAGATCATCAGCA 21 
HGADPH-R ATGAGTCCTTCCACGATACCA 21 
HGADPH-P 
β-globin F 
β-globin R 
β-globin-P 
LTR-R 
Alu-F 

FAM-GTGCTAAGCAGTTGGTGGTGCAGGA-MGB 
CACAAGTATCACTAAGCTCGCTTTCT 
TCATAATATCCCCCAGTTTAGTAGTTGG 
FAM-CTGTCCAATTTCTATTAAAG-MGB 
GGCGCCACTGCTAGAGATTTT  
CTCACGCCTGTAATCCCAGCA 

25 
26 
28 
20 
21 
21 

 

表 2  荧光定量 PCR 反应体系 
Table 2  The reaction system of qPCR analysis 
Reaction system Amount added (µL) 
2×AceQ qPCR Probe Master Mix 12.5  
Forward primer (HIV-1 12.0 F)  
90 µmol/L 

0.5  

Reverse primer (HIV-1 12.0 R)  
90 µmol/L 

0.5  

TaqMan probe (HIV-1 12.0 P)  
10 µmol/L 

0.5  

H2O (RNase and DNase free) 10.0  
Template 1.0  

 

表 3  实时荧光定量 PCR 反应程序 
Table 3  The reaction procedures for qPCR 
Temperature (℃) Time Cycle 
37 3 min 1 
95 5 min 1 
95 10 s 

45 
60 30 s 
72 5 min 1 
 

1.10  HIV 感染小鼠体内整合前病毒 DNA 的

定量 
为了量化小鼠细胞中 HIV 整合前病毒的

拷贝数，我们首先建立了整合标准曲线，并经

过两轮 PCR 扩增，包括第一轮 12 个循环的线

性预扩增(表 4)，然后进行巢式实时荧光定量

PCR 检测。 
以本实验室构建 Jurkat-EGFP-mCherry 双标

细胞的基因组 DNA 作为 HIV 的整合标准品，

Jurkat-EGFP-mCherry 双标细胞由囊膜 gp120 缺

陷 的 HIV NL4-3 质 粒 和 水 泡 性 口 炎 病 毒

(vesicular stomatitis virus, VSV-G)囊膜质粒共转

染包装假病毒感染，该假病毒感染细胞后无法复

制产生子代病毒，经细胞传代 20 代后，非整合

HIV 基因组拷贝被极大稀释而拷贝数极低，提取

20 代后的细胞基因组总 DNA，选取 gag 区引物

探针及标准品对该整合 HIV 基因组标准品进行

绝对定量，定量后作为检测 HIV-1 前病毒整合的

标准品[17]。 
从整合HIV基因组DNA浓度为105拷贝数/µL

的标准品起始，连续 10 倍稀释，同时加入未感

染细胞的基因组 DNA，保证各个浓度梯度标准

品 DNA 总浓度大致相同，确保各个浓度的扩增

效率一致。首先在第一轮 12 个循环预扩增中，

整合标准品加入人宿主细胞基因组锚定引物

Alu-F 和 HIV 特异性引物 LTR-R (表 1)，待测样

品定量组加入 Alu-F 和 LTR-R，待测样本对照组

仅加入 LTR-R。利用 HIV 第 12 对引物探针对于

第一轮预扩增产物进行绝对定量，以整合标准品

作为标准曲线分别待测样品定量组和对照组的

拷贝数，然后每管待测样本的整合拷贝数等于待

测样本定量组减去待测样本对照组的拷贝数，同

时根据已经测定的每 µL β-globin 基因拷贝数进

行归一化处理，计算得到每 106 细胞中 HIV 整合

前病毒 DNA 的拷贝数。 
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表 4  第一轮预扩增 PCR 反应程序 
Table 4  Procedures for the first round of pre-amplified 
PCR reactions 
Temperature (℃) Time Cycle 

95 3 min 1 
95 15 s  
55 15 s 12  
72 8 min  
72 5 min 1 

 
1.11  统计学方法 

采用 GraphPad Prism 8 统计学软件对实验

数据进行分析。呈正态分布的计量数据以均值±
标准差( x ±s)表示；组间及多组的两组间数据比

较采用 Student’ t 检验。P<0.05 表示差异有统计

学意义，*：P<0.05；**：P<0.01；***P<0.001。 

2  结果与分析 
2.1  NL4-3-NanoLuc 病毒表达质粒构建及

包装病毒感染性验证 
以本实验室保存的 HIV B 亚型表达质粒

pNL4-3 为骨架，成功构建 pNL4-3-NanoLuc 质

粒(图 1A)。酶联免疫吸附反应检测包装病毒的

P24 蛋白含量，绘制标准曲线，测得包装病毒原

液 P24 蛋白含量为 1.8×107 pg/mL，检测病毒活

性滴度 TCID50 为 10−6.74/0.1 mL (图 1B)。通过萤

光素酶系统检测，成像结果证明包装的病毒具有

感染 TZM-bl 细胞的能力(图 1C)。 

2.2  NPG 小鼠模型体内人源细胞检测 
在 PBMC 注射建模后第 3 周和第 5 周，通过

颌下静脉采血、裂解红细胞得到小鼠外周血单核

细胞，再经过 hCD45/CD3/CD4/CD8 多色标记抗

体染色和流式细胞仪分析，结果表明，人 PBMC
建模 3周和 5周后 hCD45+阳性的人源细胞在小鼠

外周血中的比例分别为 47.9%和 83.5%，均满足人

源细胞占比大于 25%的标准(图 2A)，5 周后 hCD3
在 hCD45+细胞群中占比达到 98.7% (图 2B)。在

CD3+T 细胞群中表达 CD4+和 CD8+阳性细胞各

占 27.5%和 65.2%，在这群细胞中除了 CD4+和
CD8+单阳性 T 细胞，CD4+CD8+双阳性 T 细胞的 

 

 
 

图 1  NL4-3-NanoLuc 病毒表达质粒构建、病毒包装及其感染性验证   
Figure 1  Schematic diagram of NL4-Nanoluc plasmid, viral packaging and infectivity validation. A: 
NL4-Nanoluc plasmid backbone. B: Viral P24 assay. C: Virus infectivity verification. 
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图 2  人源化小鼠外周血 hCD45+/hCD3+/hCD4+/hCD8+T 细胞比例分析  
Figure 2  Flow cytometric analysis of percentage of hCD45+/hCD3+/hCD4+/hCD8+ T cell in humanized mice 
after intravenous inoculation of human PBMC. A: The percentage of hCD45+ in peripheral blood of humanized 
mice at week 3 and week 5. B: The percentage of CD4+ and CD8+ T cells in CD3+ positive T cells population. 
 
比例为 6.28%。以上结果证明通过尾静脉注射人

PBMC 后，人源细胞在小鼠体内增殖分化，5 周

后成功构建 NPG 人源化小鼠模型，可以开始

HIV-1 小鼠感染模型的建立。 

2.3  HIV 感染小鼠模型的构建 
小鼠人源化建模及鉴定实验设计见图 3A，

待小鼠外周血中 hCD45+T 细胞超过 25%时，通

过腹腔注射 NL4-3-NanoLuc 病毒液进行感染，

感染当天，HAART 治疗组小鼠开始灌胃给药，

每天 2 次，间隔 12 h。人源化小鼠在感染后    
第 16 天和第 27 天进行小动物活体成像检测 HIV 病

毒在体内分布和病毒复制水平。低剂量组和高

剂量组成像荧光强度随时间延长而呈现增强趋

势，均显著高于 HAART 治疗组(图 3B)。HAART
治疗组成像荧光强度随着药物治疗时间延长

而降低，表明临床抗病毒药物同样能够高效抑
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制 HIV 在小鼠体内的复制。小鼠感染 27 d 后，

低剂量组和高剂量组荧光信号 ROI 值达到

106−107 photons/(s·cm2)，HIV 病毒携带标签萤

光素酶蛋白表达与病毒的复制水平和在小鼠体

内的分布直接相关[18](图 3C)。以上结果表明，

从低剂量组、高剂量组和 HARRT 治疗组的萤光

素酶表达证明 HIV-1 病毒能成功感染人源化小

鼠模型，且病毒感染水平与起始接种剂量呈正相

关。同时从注射 PBMCs 后，每周对人源化小鼠

进行体重监测(图 3D)和 GVHD 评分(图 3E)，结

果表明在整个人源化和建立病毒感染模型及抗

病毒检测的实验过程(9 周)中，小鼠未出现明显

GVHD。 

2.4  实时荧光定量 PCR 定量小鼠体内病毒

载量 
在 NL4-3-NanoLuc 病毒感染 27 d 时，对小

鼠脾脏组织的 HIV-1 总 DNA 和 RNA 水平进行

实时荧光定量 PCR 测定，图 4A 为扩增曲线， 
 

 
 

图 3  HIV 感染人源化小鼠模型成像    
Figure 3  Identification of Hu-PBMC-NPG mice as an HIV-1 infection model by imaging system. A: 
Schematic design for HIV-1 infected mouse model. B: Measurement of the nano luciferase expression by 
imaging on day 16 and 27 after HIV infection. C: Quantification analysis of Nanoluc(Nluc) luciferase 
bioluminescence intensity in the HIV infected mouse model. D: Body weight assessment of mice throughout 
nine weeks following humanization modeling. E: GVHD assessment was evaluated at week 9 following 
humanization modeling. *P<0.05; ns: Not significant. 
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图 4  HIV-1 病毒总 DNA、RNA 定量标准曲线及人源化小鼠病毒定量    
Figure 4  Quantification of viral total DNA and RNA in blood and spleen in HIV infected mouse model.  
A: Amplification curve of real-time PCR based on gag region. B: The standard curve was generated by 
logarithmic regression of the amplified standard sample signals. C: The viral DNA load in spleen and blood 
tissues of humanized mice 27 days postinfection. D: The viral RNA load in spleen and blood tissues of 
humanized mice 27 days postinfection. *P<0.05; ***P<0.001. 
 

图 4B 为 标 准 曲 线 ， 该 方 法 定 量 范 围 为      
101−106 copies/μL 样本。结果显示，未感染对照组扩

增后无荧光信号产生，低剂量感染27 d 后人源化小鼠

脾脏组织中病毒 DNA 拷贝数达到 18 000 copies/   
106 cells，RNA 拷贝达到 20 000 copies/μg，低剂

量感染并经 HARRT 治疗组小鼠脾脏组织病毒

DNA 比未治疗组降低了 93.6%，病毒 RNA 表达

降低了 98.6%；其外周血中病毒 DNA 降低了

70.9%，RNA 表达降低了 96.5%，而在高剂量组

病毒 DNA 拷贝数为 35 000 copies/106 cells，RNA
表达为 32 000 copies/μg (图 4C、4D)。以上分子

病毒学检测结果表明 HIV 病毒能有效感染人源化
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小鼠，且体内病毒表达水平具有剂量依赖性，同时，

HAART 治疗能够大大抑制小鼠体内病毒复制。 

2.5  HIV 整合前病毒 DNA 测定方法建立及

定量 
HIV-1 病毒基因组整合到宿主细胞染色体

中是病毒生命周期的重要步骤，整合后形成的潜

伏病毒库是 HIV-1 感染不能被治愈的最大影响

因素。定量整合前病毒水平，可作为间接评价抗

病毒治疗是否有效减少病毒库规模最有效的方

法。本实验室建立了 nested-qPCR 方法用于测定

整合前病毒量，包括：(1) Jurkat-EGFP-mCherry
双标记细胞系构建及整合标准品制备；(2) 标准

品及待测样本的 12 个循环的预扩增；(3) 所有

预扩增产物荧光 PCR 再定量(图 5A、5B)，实验

设计(图 5C)，Alu-F 和 LTR-R 双引物预扩增曲线

及 LTR-R 单引物单向扩增曲线(图 5D)。 

 
图 5  HIV-1 整合前病毒 DNA 定量方法建立    
Figure 5  Establishment of nested-qPCR for quantification of integrated HIV-1 DNA. A: The strategy of flow 
cytometry and cell sorting for jurkat-EGFP-mCherry double-labelled cell lines. B: Fluorescence imaging of 
jurkat-EGFP-mcherry cell line. C: Schematic representation of strategy for assay of integration. D: Validation 
of the Alu-LTR pre-amplification curve with or without Alu anchor primer. 
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HIV 整合前病毒标准品荧光定量扩增曲线

见图 6A，绘制标准曲线(图 6B)，该方法能够准

确定量范围为 101−105 copies/μL。在 HIV-1 
(NL4-3-NanoLuc)病毒感染 27 d 时，对小鼠脾脏

组织的 HIV-1 整合前病毒 DNA 拷贝数进行

nested-qPCR 测定，结果显示，阴性对照组无荧

光信号产生，低剂量感染 HIV-1 27 d 后人源化

小鼠脾脏组织中整合病毒基因组 DNA 达到   
1 500 copies/106 cells，而在 HAART 治疗后，脾

脏组织中整合前病毒载量降低了 74.4%，血液组 
 

 
 

图 6  HIV-1 整合前病毒 DNA 定量标准曲线及人源化小鼠脾脏和血液中病毒整合 DNA 定量    
Figure 6  HIV integrates efficiently in the humanized PBMC in mouse model. A: Amplification curve of 
nested-qPCR for HIV integration. B: The standard curve was generated by logarithmic regression of the 
amplified. C: The integrated proviral DNA was measured by nested-qPCR in spleen and blood tissues of 
humanized mice 27 days postinfection. D: The ratios of total DNA/integrated DNA and total RNA/integrated 
DNA was analyzed in spleen of humanized mice 27 days postinfection. ns: Not significant; *P<0.05; **P<0.01. 
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织中整合前病毒载量降低了 88.1% (图 6C)，同

时，与总 DNA 和总 RNA 定量结果一致，脾脏

和血液组织内整合前病毒载量也与感染剂量呈

正相关。对脾脏组织中的总 DNA、总 RNA 及整

合前病毒 DNA 进行综合分析，结果表明 HARRT
治疗组可以显著降低总DNA/integrated DNA 和总

RNA/integrated DNA 的比例 (图 6D)。说明

HARRT 治疗可以同时降低病毒整合水平和 HIV 
RNA 表达水平，结果与临床 HIV-1 感染的

HARRT 结果高度一致，进一步验证了该 HIV 感

染动物模型能有效模拟 HIV 感染者体内的抗病

毒机制。 

3  讨论与结论 
长期以来，缺乏可用于体内测试 HIV-1 感染

的小动物模型是制约 HIV-1 研究的一大障碍，而

选择非人灵长类动物作为动物模型成本较高、周

期较长，这大大限制了对艾滋病相关疾病机制与

疫苗开发的研究[19]。由人 PBMC 衍生的人源化

小鼠模型为 HIV 感染的病理研究及治疗提供了

新的有效途径。NPG 小鼠模型是将获得的 IL2RG
基因敲除小鼠，回交到 NOD-SCID 背景建立的 T
细胞、B 细胞以及 NK 细胞缺失的高度免疫缺陷

模型，表现为细胞免疫和体液免疫的重度联合免

疫缺陷[20-22]。NPG 小鼠是迄今世界上免疫缺陷

程度最高的工具小鼠，且与 NOD-SCID 小鼠相

比寿命更长，平均长达 1.5 年；移植各类外源性

细胞，较少发生排斥反应及移植物抗宿主病

(graft-versus-host disease, GVHD)，以及无 B 淋

巴细胞泄漏现象[23-24]。 
近年来 HAART 治疗可使感染者血浆中

HIV-1 RNA 降至常规方法检测限度以下，只有

用敏感度更高的方法才可检测到病毒基因和低

水平的病毒复制，这使得 HIV RNA 检测也表现

出极大的局限性，不能检测出 HIV RNA 并不意

味着体内病毒库已被清除。本研究应用 TaqMan
荧光定量 PCR 技术定量感染小鼠组织中病毒

DNA、RNA 及整合前病毒水平，灵敏度最低可

达 1 copies/μL。同时 HIV 潜伏性病毒“储藏库”，
存在于静息的中枢记忆 CD4+T 淋巴细胞中。

HIV 病毒感染细胞内的 HIV-1 DNA 存在形式是

多样的，包括线性非整合的、1-LTR 环状的、

2-LTR 环状的和整合的，其中整合的 HIV-1 DNA
只占总 DNA 的很少一部分(可到 4%)，然而整

合 HIV 前病毒基因组具有高转录活性，是病毒

储藏库的主要存在形式，一旦停药，病毒会迅

速反弹 [25-26]。目前较多的文献报道仅仅利用

real-time PCR 的方法来定量 HIV-1 总 DNA 并以

此来判定病毒储藏库的含量，该方法检测结果包

含多种形式的 HIV-1 DNA，因此对基因组中的

HIV“储藏库”的定量是不准确的[27-28]。本研究建

立了一种快速定量检测整合 HIV 前病毒基因组

的方法，优选引物和探针基因型，具备覆盖率高、

保守性高、特异性强等优点，能显著区分基因组

中整合的病毒 DNA 与非整合的病毒 DNA。 
本研究通过尾静脉注射人 PBMCs 构建人源

化小鼠嵌合模型，并通过测定小鼠外周血中

hCD45+的占比来判定人源化的成熟度，在小鼠

人源化建模过程中，建模 3−5 周后小鼠外周血

hCD45+细胞比例随时间持续上升，在第 5 周时，

hCD45+占比最高可达 83.5%，hCD4+和 hCD8+
最高分别达到 8.5%和 77.6%，在 CD3+T 细胞群

中，有 13%的 T 细胞同时表达 CD4+和 CD8+，
即双阳性(double positive, DP)表型 T 细胞，该双

阳性表型 T 细胞能否被 HIV 感染及其产生的分

子机制有待进一步研究[29-30]。通过对所有人源化

小鼠的建模数据表明， 85% 小鼠外周血中

hCD45+ 占 比 均 大 于 25% ， 充 分 说 明

HuPBMC-NPG/SCID 人鼠嵌合模型具备较高的

建模成功率。另外，本研究后续会对建模注射
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PBMCs 剂量及注射方式进行优化，缩短人源化

建模的时间，同时也会通过组织中免疫荧光分析

人源细胞的分布和免疫表型。随后，本研究采用

带有 NanoLuc 萤光素酶标签的实验室经典毒株

NL4-3 用于建立感染模型。在同等表达水平下，

NanoLuc 萤光素酶与传统的萤火虫萤光素酶相

比信号强度提高 150 倍，这为精准定位和定量

低水平 HIV 复制提供了可能[31]。HIV 感染 16 d
后，通过成像发现病毒首先定位在脾脏和颈部深

层淋巴结及腹腔，感染 27 d 后，成像结果表明

病毒已扩散到小鼠全身，包括脑部。本实验不足

之处在于，应该解剖小鼠后对各个组织进行单独

成像，这样可以精准定位人源细胞在各种组织中

的分布和病毒载量。实时荧光定量 PCR 技术和

nested-qPCR 技术定量结果表明，治疗 HIV 感染

的药物对于 HIV 感染的小鼠同样有效，同时还

说明小鼠体内 HIV 感染能成功整合到人源细胞

的染色体中并完成转录，结合小动物活体成像技

术观察到病毒相关萤光素酶蛋白表达，说明转录

后萤光素酶基因能正常表达，这些结果充分证

明，通过腹腔注射 HIV 病毒可成功感染该人源

化 HuPBMC-NPG/SCID 小鼠模型。本研究还存

在科学问题有待进一步解决，例如，人源化小鼠

体内 CD4+和 CD8+T 细胞的比例为 0.42，而在

正常人免疫系统中，CD4+和 CD8+的比例在

1.4−2.5 之间。另外，CD4+和 CD8+T 双阳性细

胞形成机制及能否被 HIV 感染、病毒感染是否

会造成 CD4+T 细胞的损耗仍需进一步研究。 
由于小鼠和人类的物种差异较大，异种基因

环境下人 HSCs 的发育、存活、活化和迁移分子

不充分等因素导致人源化小鼠模型具有一定的

局限性[32-35]。在过去的数十年中，新型基因工程

技术用于人源化小鼠的研究进展突飞猛进，人源

化小鼠更易操作、更具有经济价值，成为人类健

康和疾病临床前期研究的重要模型系统，未来人

源化小鼠模型将更多应用于高特异性有效的临

床前期实验中，解决人 HSCs 在小鼠体内的生物

活性将是重中之重。  
综上所述，本研究利用人外周血单核细胞通

过静脉注射方式植入 NPG 小鼠可成功建立人源

化小鼠契合模型，人源细胞成功在小鼠体内增殖

和分化，使不被感染小鼠转变为对 HIV-1 易感并

建立稳定的感染。同时，在整个人源化和建立病

毒感染模型及抗病毒检测的实验过程中(9 周)，
小鼠未出现明显 GVHD，该模型为研究 HIV 病

毒感染的免疫学机制和抗病毒治疗效果评价提

供了有力工具，特别是为开创性的抗 HIV 
CAR-T 免疫细胞疗法和基于 CRISPR/Cas9 基 
因编辑技术的基因治疗提供动物药效评估平  
台[36-39]。另外，本研究建立的精准定量 HIV 整

合前病毒的方法也为评估体内病毒库的载量大

小提供了理论依据。 
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