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摘要 人类免疫缺陷病毒1型(human immunodeficiency virus type 1, HIV-1)感染导致艾滋病(acquired immunode-
ficiency syndrome, AIDS), 严重危害人类健康. 抗逆转录病毒疗法(antiretroviral therapy, ART)可高效抑制HIV-1复
制, 但无法治愈艾滋病, 主要原因是HIV-1可在机体建立潜伏感染, 形成稳定的病毒储存库. 这些含有沉默的整合

病毒的储存库细胞在ART治疗的个体中频率极低, 人们难以对其直接分离而进行研究. 因此, 为研究HIV-1潜伏感

染的机制及靶向治疗病毒储存库的方法, 建立HIV-1潜伏感染的细胞模型非常重要. 本文总结概述了多种常用的

HIV-1潜伏感染的细胞模型及其应用, 并分析了这些模型各自的优点和局限性, 可为进一步深入研究HIV-1潜伏感

染和艾滋病功能性治愈提供有效的工具参考和理论依据.
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虽然抗逆转录病毒疗法(antiretroviral therapy,
ART)能有效地将血浆HIV-1(human immunodeficiency
virus type 1)水平降至低于临床检测下限, 但不能根除

病毒. 主要存在于静息记忆型CD4+ T细胞中的极其稳

定的病毒储存库是彻底清除HIV-1的最大障碍
[1,2]. 这

些病毒潜伏感染的细胞含有稳定整合的病毒基因组,
但病毒处于转录沉默和复制停滞状态, 这有助于潜伏

感染的细胞逃避宿主的免疫监视及抗病毒药物的抑

制. 一旦停止治疗, 病毒血症在2~4周内就会迅速重现.
因此, ART不能治愈HIV-1感染, 患者必须终生服

药
[3~5]. 同时, 长期接受ART会导致药物毒性副作用、

病毒耐药性并造成沉重的经济负担
[6], 这给患者带来

了诸多困扰. 因而近年来, 靶向清除HIV-1潜伏储存库

以达到艾滋病治愈的研究受到极大关注 , “柏林病

人”[7]和“伦敦病人”[8]成功治愈的案例更是提升了大众

对实现艾滋病最终治愈的期待.
如何清除病毒储存库是艾滋病治愈的关键核心问

题. 然而研究该问题的主要瓶颈是, 接受ART治疗的感

染者体内潜伏感染的细胞频率极低, 每百万个CD4+ T
细胞中只有约一个细胞含有具复制能力的HIV前病

毒
[3,5], 使得人们难以对储存库细胞进行直接分离研究.

另外, 由于限制因素过多, 猴免疫缺陷病毒(simian im-
munodeficiency virus, SIV)感染模型

[9]
或HIV-1人源化

小鼠模型
[10]

等研究难以在实验室广泛开展. 因此, 建

立合理的HIV-1潜伏感染的细胞模型非常重要, 是研

究潜伏感染建立和维持机制, 及寻找潜伏病毒清除策

略的关键手段. 本文系统梳理了至今已报道的HIV-1
潜伏感染的细胞模型, 旨在为艾滋病功能性治愈的研
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究提供有效的工具参考和理论依据.

1 细胞系模型

1.1 U1和ACH2模型

HIV-1病毒蛋白Tat与TAR RNA结合后, 反式激活

HIV-1 LTR转录. 在此模型中, 将HIV-1 Tat或Tat的反式

作用结构域TAR突变, 可构建重组病毒. 使用该病毒分

别感染单核细胞系U937或T细胞系A3.01后, 衍生出

U1、ACH2细胞系
[11~13]. 首次发表HIV-1潜伏感染的研

究工作也是基于这种体外感染的永生化细胞系
[14,15].

当受到外源刺激时, HIV-1表达上调, 可通过酶联免疫

吸附测定(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)
检测HIV p24评估激活效果.这两种细胞系都是通过削

弱Tat蛋白反式激活HIV-1以促进潜伏感染的建立, 后

续研究也证实转录抑制的确是建立和维持HIV-1潜伏

感染的重要机制
[16], 但这些细胞系中也许并不是真正

的潜伏, 甚至会导致再激活的能力变差. 并且有研究

发现, ACH2可进行持续的低水平病毒复制
[17].

1.2 J-Lat模型

Verdin团队
[18]

使用表达绿色荧光蛋白(green fluor-
escent protein, GFP)而非Nef的HIV-1假病毒感染Jurkat
细胞4天, 流式分选GFP阴性细胞, TNF-α激活后再分

选小部分转为GFP阳性的细胞, 放置静息后获得了潜

伏感染细胞. 这些细胞在单一位点整合了HIV-1, 且病

毒的Tat和TAR没有缺陷. J-Lat的潜伏机制可能是由于

病毒整合在异染色质区域附近, 而阻碍了病毒的转录

起始
[18], 这也说明病毒的整合位点会影响病毒基因的

表达. 根据病毒整合位置的不同, J-Lat模型衍生了多

种亚细胞克隆. Verdin团队
[18]

建立了J-Lat 6.3, 8.4, 9.2,
10.6, 15.4等一系列克隆, 并使用TNF-α再激活这些细

胞系, 其中, J-Lat 10.6的GFP阳性细胞数达96%, 平均

荧光强度以及p24的表达都是最高的. Greene团队
[19]

筛

选了对抗CD3/CD28共刺激更敏感的J-Lat 5A8细胞.
通过流式检测GFP的表达可以快速观察HIV-1再激活

水平, 因此报告细胞系比U1和ACH2细胞系在高通量

药物筛选具有显著的优势
[20].

在单报告基因细胞系的基础上 , Sadowski团
队

[21~24]
利用该方法使用双荧光报告病毒研究了HIV的

LTR区对潜伏的影响. Verdin的设计思路是构建表达两

种不同荧光标记的HIV-1假病毒: 一种依赖HIV-1启动

子表达的荧光标记, 用于指示HIV-1复制; 而另一种荧

光标记则受独立于HIV-1启动子之外的组成型启动子

控制
[21]. 用这些病毒感染细胞可以将潜伏感染的细

胞、未感染及活跃感染的细胞进行鉴别和分离
[21].

HIV-1报告基因实现了细胞感染状态的直接可视化,但
这种模型中“潜伏细胞”的比例往往是过高的, 因此双

荧光报告病毒系统的准确性和可靠性仍待商榷.
影响HIV-1感染细胞建立潜伏感染的因素有病毒

本身、病毒整合位点、表观遗传和宿主细胞等
[25,26].

利用细胞系潜伏期模型在前两个方面的研究已有一些

成果
[12,18]. 持续分裂的永生化细胞系的优势是, 可以提

供充足的细胞以供研究, 但这些细胞系可能存在低水

平的病毒复制, 并非完全静息的状态
[17]. 此外, 这些高

度活化的细胞系的功能状态与感染者体内CD4+ T细
胞仍有较大差异, 从而导致在细胞系模型中被证实有

效的潜伏感染激活剂(latency reversing agents, LRAs)
在临床试验中往往不能真正有效地激活HIV-1感染者

CD4+ T细胞中的潜伏病毒
[27,28]. 宿主细胞的活化状态

会影响感染的建立和维持, 因此使用原代细胞模型(图
1)能更好地反映病人体内生理条件下的病毒潜伏

状态.

2 原代细胞模型

2.1 静息CD4+ T细胞潜伏感染模型

(1) O’Doherty模型. HIV-1可以在体外静息的原

代CD4+ T细胞中直接建立感染
[29,30], 但是相对于活化

的CD4+ T细胞, 静息细胞中低效率的病毒入核、逆转

录和整合, 限制了HIV-1的感染
[31,32], Swiggard等人

[33]

分离出静息状态CD4+ T细胞, 与具有复制能力的

HIV-1混合后, 通过离心感染(spinoculation)提高病毒

附着细胞的水平, 建立了HIV-1的潜伏感染. 通过RT-
qPCR检测Tat mRNA可反映病毒复制的水平. 该策略

增加了病毒和细胞的接触, 但感染率仍然较低. Greene
团队

[34]
对上述模型进行改进, 利用表达mCherry和荧

光素酶(Luciferase)双重报告基因的NL4-3毒株, 离心

感染静息的CD4+ T细胞. 由于mCherry没有包装在病

毒基因中, 该mCherry荧光蛋白的表达体现了病毒感

染率, 而荧光素酶报道基因指示病毒的平均表达量.
使用该模型可观察到不同细胞亚群对不同LRA的敏感
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程度, 同时还证明了固有免疫应答可促进再激活细胞

的清除
[35].

(2) Saleh和Lewin模型. 由于静息CD4+ T细胞在淋

巴组织培养基中更易被感染, Saleh等人
[36]

用CCR7的
配体CCL19或CCL21刺激分选的静息CD4+ T细胞. 这

些趋化因子诱导的静息细胞肌动蛋白细胞骨架的变

化, 即可在不引起细胞活化的同时, 促进HIV-1感染及

潜伏 . 随后研究者采用介导类似效应的CXCL9,
CXCL10和CCL20等趋化因子处理静息CD4+ T细
胞

[37].
直接利用静息CD4+ T细胞构建的潜伏感染模型

避免了细胞的激活, 使细胞更接近体内状态, 然而利

用该模型得到的潜伏感染细胞数量有限. HIV-1潜伏

感染的建立处于CD4+ T细胞从活化的效应状态向记

忆状态转换的过渡期
[38], 静息的CD4+ T细胞直接建立

潜伏感染可能不具代表性. 因而体外活化CD4+ T细胞

构建的潜伏感染模型或许能更准确和全面地反映体内

HIV-1潜伏感染的过程.由于病毒感染引起的细胞病变

和其他非病毒因素会引起绝大部分细胞死亡
[39,40], 只

有少数被HIV-1感染的活化CD4+ T细胞能进入静息状

态. 目前已有许多模型能使大量潜伏感染的静息CD4+

T细胞得以长期稳定存在.

2.2 活化CD4+ T细胞潜伏感染模型

(1) Sahu模型. 分离纯化后的CD4+ T细胞用抗

CD3抗体和IL-2刺激活化后, 再感染复制能力强的

HIV-1毒株. 活化的CD4+ T细胞在脑肿瘤衍生的贴壁

细胞系(H80)上的共培养有助于其进入静息状态, 在不

存在任何细胞因子的情况下细胞可存活数月
[41]. H80

培养细胞系的机制仍是未知的. 该模型以中央记忆

CD4+ T细胞为主, 与静息细胞在表型上相似, 但这种

方式培养的一部分HIV-1感染细胞表现出持续低水平

地表达p24. 使用蛋白激酶C激活后, p24阳性的细胞增

加约两倍, 说明该模型是存在潜伏感染的细胞. 该模型

主要用于LRA药效评价.
(2) Siliciano模型. Siliciano团队

[42,43]
使用两步法

建立模型, 首先转导抗凋亡基因Bcl-2以提高CD4+ T细
胞的存活能力, 再使用IL-2扩增这部分细胞. 用抗

CD3/28抗体激活细胞后, 感染假病毒NL4-3-Δ6-ΔGFP,
通过静息培养4~6周, 使感染细胞建立稳定的潜伏状

态, 最后流式分选GFP阴性细胞, 再激活后约1%~3%
的潜伏感染细胞可重新表达GFP. 该模型已被广泛用

于LRA的筛选及评估
[20,44~46], 也被用于评估潜伏感染

细胞在不同免疫应答下的体外死亡情况
[47]. 但该模型

主要产生的效应记忆细胞可能只占患者体内的潜伏储

存库的一小部分
[48].

(3) Karn模型. Karn模型结合了Sahu模型和Yang/
Siliciano模型, 使用荧光报告基因(GFP或mCherry)取
代HIV-1 Nef. 在处于激活状态时, 可通过流式细胞仪

对表达报告基因的细胞进行分选, 以富集被感染的细

胞. 用抗CD3/28抗体将这些细胞扩增4~6周, 然后加入

IL-2与H80共培养6周, 细胞进入静息状态
[49]. 即使这

图 1 HIV-1潜伏感染的原代CD4+ T细胞模型建立. HIV-1可在体外静息的原代CD4+ T细胞中直接建立潜伏感染, 也可以先感
染活化后的原代CD4+ T细胞, 在细胞逐步恢复静息状态后建立潜伏感染
Figure 1 The establishment of HIV-1 latency models in primary CD4+ T cells. HIV-1 can directly infect primary resting CD4+ T cells and establish
latent infection right away, or infect activated primary CD4+ T cells, and establish latent infection when infected cells gradually return to resting status
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些细胞与H80细胞共培养6个月以上, 病毒被再激活的

能力并没有明显下降, 并且该模型细胞维持静息中央

记忆表型, 与体内HIV-1潜伏储存库的主要细胞表型

一致
[48]. 基于该模型, 研究者认为, 表观遗传沉默和低

p-TEFb水平是导致HIV-1潜伏的主要机制
[49].

(4) Bosque/Planelles 模型. 初始CD4+ T细胞在抗

CD3/28抗体刺激下形成Th1, Th2或非极化的中央记忆

细胞, 然后被Env缺陷的HIV-1假病毒感染, 并在含有

IL-2的培养基中继续培养
[50]. 该模型可产生大量潜伏

感染的细胞, 在筛药方面有优势
[51,52]. 此模型被进一

步改进后形成了QUECEL(静息效应细胞潜伏期)模型,
即初始CD4+ T细胞被极化为4个主要的T细胞亚群

(Th1, Th2, Th17和Treg), 随后用GFP/CD8a-HIV-1单轮

报告病毒感染细胞. 使用抗CD8磁珠纯化感染的细胞

后, 再用细胞因子(包括肿瘤生长因子β, IL-10和IL-8)
迫使其进入静息状态, 从而产生潜伏感染细胞的同质

群体. 该模型建立的潜伏感染细胞也主要处于中央记

忆型状态, 可有效地模拟HIV-1感染激活的效应CD4+

T细胞, 该细胞过渡到记忆表型这一过程, 可以产生大

量潜伏感染的CD4+ T细胞
[53]. 使用潜伏激动剂刺激该

模型的细胞和服药后病毒抑制的HIV-1感染病人样本

的RNA转录谱非常相似.

3 总结

HIV-1潜伏感染的细胞模型对旨在清除病毒储存

库的艾滋病功能性治愈研究至关重要. 总之, 至今已报

道的模型各有利弊(表1). 一些模型已经被证明是进行

药物筛选的有效工具
[41,50]. 通过平行比较上述模型及

HIV-1感染者的CD4+ T细胞中的LRA活性
[54], 潜伏激

活剂的效果在不同模型中存在差异, 充分说明在多个

潜伏模型中进行对比研究是有价值的, 且结论更具说

服力. 研究不同模型中潜伏激动剂差异的原因也许可

以解释潜伏感染的多重分子机制. 通过一些特定的模

型也可以反映感染细胞的状态和潜伏建立的过

程
[33,36], 并找到影响潜伏的关键宿主因子. 相较于细胞

系模型, 原代细胞模型更能模拟感染者机体内的真实

情况, 但模型建立通常更为繁琐, 细胞来源数量也受

到限制, 不利于机制研究. 细胞系模型操作更简单便

利, 细胞数量也更有保证, 但存在整合位点单一, 与生

理感染差异较大等缺点. 研究者应根据问题需求, 合理

选择恰当的细胞模型展开研究.
本文认为, HIV-1潜伏感染细胞模型的发展趋势

主要有以下两方面: (ⅰ) 在非激活情况下可直接标

记潜伏感染细胞, 从而提供一种在不改变细胞状态

表 1 HIV-1潜伏感染的细胞模型比较

Table 1 The comparison of in vitro cell models of HIV-1 latency

模型 细胞来源 HIV毒株
潜伏感染
细胞比例

潜伏细胞表型 再激活检测 参考文献

细胞系模型
U1/ACH2模型 U937/A3.01

HIV-1
ΔTat/HIV-1
ΔTAR

90%
~98% N/A HIV p24 [11~13]

J-Lat模型 Jurkat细胞 HIV-R7/E−/GFP ~100% N/A GFP [18]

原
代
细
胞
模
型

静息CD4+ T
细胞模型

O’Doherty模型 原代CD4+ T细胞 NL4-3(WT) 4.5% Naïve/TCM/TEM GFP/mCherry [33]

Saleh和Lewin模型 原代静息CD4+ T细胞 NL4-3(WT) N/A CCR7+CD45RO+HLA-
DR-CD25-CD69- Luciferase [36]

活化CD4+ T细
胞模型

Sahu模型 原代CD4+ T细胞
JRCSF(5-tropic
HIV stain) >5% CD69-CD25-HLA-DR- HIV p24 [41]

Siliciano模型 原代CD4+ T细胞 NL4-3-Δ6-GFP 1%~3% CD45RO+CD62L+CCR7- GFP [41]

Karn模型 原代CD4+ T细胞
HIV-1Δnef GFP/

mCherry 20%
CD45RA-CD54RO+

CD27LOW

CCR7+
GFP/mCherry [49]

Bosque/Planelles
模型

初始CD4+ T细胞
HIV-1 Δenv/HIV-

1
ΔenvΔnef GFP

45%NP/
11%Th1/
45%Th2

CCR7+CD27+

CD45RO+

CD25LOW

CD69-

GFP/HIV gag [50]
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的情况下研究潜伏机制的平台; (ⅱ) 可同时兼顾细

胞系和原代细胞优点的潜伏感染模型, 既能确保细

胞数量来源, 又能最大限度模拟生理条件下的潜伏

感染. 若能在现有模型的基础上进一步优化和改造,

获得更具代表性和实际操作意义的细胞模型, 将极

大推进HIV-1潜伏感染和病毒储存库的研究, 为艾

滋病功能性治愈的探索提供更有力的工具和理论

参考.
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Cell models of HIV-1 latency
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Human immunodeficiency virus type 1, (HIV-1) infection leads to acquired immunodeficiency syndrome (AIDS), which seriously
harms human health. Antiretroviral therapy (ART) can effectively suppress HIV-1 replication but cannot cure AIDS, mainly because
HIV-1 establishes latent infection and forms a stable viral latent reservoir in HIV-1-infected individuals. These latently infected cells
with silent integrated proviruses are extremely rare in ART-treated individuals; therefore it is difficult to isolate them directly for
research. In order to study the mechanism of latent HIV-1 infection and strategies targeting the viral reservoirs, it is critical to generate
cell models for HIV-1 latent infection. Here we review a variety of classical in vitro HIV-1 latency models and their applications, and
analyze the advantages and limitations of these models. This review provides an effective reference and theoretical basis for further
in-depth study of HIV-1 latency and AIDS functional cure.
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