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综  述                                                               

人体黏膜活组织模型在 HIV-1 性传播途径感染中的应用 

杨瑜 1，张晓燕 1,2 
1 上海市公共卫生临床中心，上海 201508 
2 复旦大学生物医学研究院，上海 201508 

摘  要: 性传播途径已经成为全球人免疫缺陷病毒 1 型 (Human immunodeficiency virus type 1，HIV-1) 传播的主要方

式。对 HIV-1 黏膜感染机制的深入理解，将有助于研发新型有效的生物技术阻断其感染和传播。目前，HIV-1 黏膜感染

机制的研究主要依赖于体外细胞培养和灵长类动物模型。近年来，一种新型黏膜活组织模型 (包括人体生殖道或肠道

黏膜等组织) 的建立，可再现 HIV-1 突破黏膜屏障进入基底侧的生物学过程，适用于 HIV-1 黏膜感染机制与黏膜局部

感染阻断生物技术的临床前有效性评价研究。以下主要阐述了该模型的组织类型、技术特点以及在 HIV-1 性途径感染

机制与阻断技术研究中的进展，并结合本实验室工作对其新的应用进行了展望。 
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Application of human mucosal explants culture in the HIV-1  
sexual transmission  
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Abstract:  Sexual transmission has become the major route of acquiring human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1) globally. 
Understanding the mechanism of HIV-1 mucosal infection will be helpful for development of new effective strategies to block HIV-1 
mucosal transmission. Currently, study of the mechanism of HIV-1 mucosal infection majorly depends on in vitro cell culture systems 
and non-human primate animal models. Recently, a novel tissue explant model (including human vaginal-genital and colorectal 
tissue) was established, which could elucidate the biological process of HIV-1 mucosal infection from crossing over the membrane to 
reaching the basal. Therefore, the model can be applied to the study of mechanism, as well as the safety and efficacy evaluation in 
pre-clinical study of biomedical prevention strategies. In this review, we summarized the recent progress about human mucosal 
explants model including the sources of tissues, technical characteristics and their application to study the mechanism of HIV-1 
sexual transmission and evaluation of prevention strategies. Based on our recent study results, we also provided our opinions about 
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development of novel explant models and their application. 

Keywords:  human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1), sexual transmission, mucosal infection, explants culture model 

在全世界范围内有将近一半的 HIV-1 感染者是

妇女，她们大多通过异性性接触而感染 HIV-1[1]；另

一方面经同性性接触而感染 HIV-1 的男男同性恋人

群 (Men who have sex with men，MSM) 的比例近年

来也在迅速地增长 [2]；总体来看，经性接触传播已

经成为全球 HIV-1 疫情难以控制的主要原因。我国

HIV-1 新发感染上升的趋势依然难以遏制。2007 年

新发感染者中 56.9％为经性途径感染，2009 年已经上

升为 70％，性传播已成为我国 HIV-1 感染与传播的主

要途径，促使 HIV-1 从高危人群向一般人群扩散[3]。 

黏膜感染 HIV-1 过程中包括生殖道途径和直肠

途径，研究表明病毒从生殖道部位侵袭到建立系统

感染一般需要 3~4 d 的时间[4]。而相关的病毒侵入与

感染黏膜的机制都存在很多不明之处：例如 HIV-1

病毒是以游离病毒还是以细胞内病毒的形式感染宿

主黏膜细胞？病毒是如何穿越宿主的黏膜屏障进入

黏膜下组织？病毒在黏膜感染的初始靶细胞是什

么？HIV-1 进入黏膜后，黏膜的早期免疫反应是抑

制病毒还是给病毒更多机会增殖？从 HIV-1 进入生

殖道或直肠到建立系统的全身感染，有哪些宿主的

细胞以及因子与之相互作用？哪些时点和分子可以

成为新的生物预防技术的靶点？上述疑惑严重制约

了有效的 HIV-1 黏膜生物预防技术包括疫苗和杀微

生物剂的研究。 

早期的感染机制研究，多采用体外细胞培养和

灵长类动物模型研究。感染 SHIV 嵌合病毒的非人

灵长类动物模型可很好再现 HIV-1 宿主感染的生物

学过程，但是动物的购买费用昂贵且感染实验需在

大动物生物安全三级实验室开展，难以广泛应用。

在细胞水平，体外 HIV-1 感染多采用可永生传代的

细胞系 (Caco2、Jurkat 细胞等)，与正常人体细胞有

较大差异；而人 PBMC 则需要外源激活剂 (PHA 等) 

来维持 HIV-1 在其中的复制，也明显改变了细胞表

面分子的标记，加之细胞种类单一，都不足以模拟

正常黏膜中的靶细胞及其所处的微环境。因此，有

关 HIV-1 黏膜感染的机制研究，以及对近年来应用

于局部阻断或抑制 HIV-1 感染的杀微生物剂等预防

手段的安全性和有效性评价一直缺乏经济有效的

模型。 

为深入探索 HIV-1 黏膜侵入与感染的机制，研

究人员近年来尝试建立了一种新型的人体活组织体

外培养模型。其组织来源可来自女性生殖道或者男

性生殖器组织、口腔黏膜以及结直肠黏膜组织。本

文将就上述活组织体外培养模型的特点以及在

HIV-1 性传播途径感染研究中的应用加以综述。 

1  活组织培养的起源 

组织培养是指组织在体外条件下的存活或生

长。动物组织培养的技术起源于 19 世纪所应用的若

干胚胎学技术。1907 年美国胚胎学家 Harrison 的蛙

胚神经管组织实验成为组织培养真正开始的标

志[5]。20 世纪 50 年代，随着操作技术、培养器皿和

培养基的改进，组织培养技术得到更快的发展。 

组织培养的培养物可以在组织上和功能上保持

一定程度的分化，这样就为实验生物学提供了既处

于一定的组织结构之中又脱离了体内种种复杂因素

的细胞群体。但在经典的组织培养技术中，由于细

胞常常从培养物中向外迁移，因此培养物很快便失

去了它们的组织分化特性。后来采用把组织放置在

细胞难以粘附的表面上，减少支持物与组织的接触

面积，以及把组织包埋于琼脂中等方法，大大减少

了细胞迁移现象，从而达到限制生长，使器官专一

细胞同它们的基质细胞维持相对正常的结构关系的

目的。 
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2  模型应用的组织类型与来源 

HIV-1 黏膜感染主要涉及的组织类型有子宫颈

阴道[6]、包皮[7]和直肠乙状结肠[8]等。按组织的结构

特点可分为单层柱状上皮类 (结直肠、子宫颈内膜

等) 与复层鳞状上皮类 (阴道、子宫颈外膜、包皮

等)，组织的不同结构特点决定了 HIV-1 进入机制的

差异，例如专属于单层柱状上皮细胞的胞转作用等。 

子宫颈阴道组织多来自绝经期前妇女的子宫切

除术或阴道修补术后的标本 [9]；子宫切除术常见于

子宫多发性肌瘤，而阴道修补术因属整形类手术，

受地域、经济因素影响大，目前国内开展较少。 

直肠乙状结肠组织有几种来源：活检组织、肿

瘤患者癌旁组织以及直肠脱垂患者组织。活检标本

可通过内窥镜直视，获取特异部位的黏膜组织，但

活检机械手臂咬合组织时容易伤及黏膜表面，而且

总量较少，一个患者最多可获 20 块活检组织[10]，相

较而言肿瘤患者和直肠脱垂患者手术后获得的黏膜

组织面积大，可满足较多需求，提高了实验设计的

灵活性，是目前较为常用的组织来源。 

包皮组织绝大多数是因包皮过长进行的环切手

术获得，一般患者年龄偏低 (青少年)，极少合并其

他重大疾病，是上述各类组织来源中最接近体内正

常组织生理状态的一种。 

3  HIV-1 黏膜感染模型培养技术特点 

活组织培养的方式，有的是直接将组织标本块

修剪，进行培养，其培养技术包括支撑筏 (Rafts)、

Transwell 等[10-11]；也有的是用消散的细胞进行组织

重建，构成黏膜的片层，再现上皮细胞的特征。 

3.1  活组织整体培养 
目前国际上有几家实验室相继开展了人体活组

织培养在 HIV-1 感染中的应用研究。他们基于前人

发展的组织培养技术，结合 HIV-1 性途径感染特点，

研究建立 HIV-1 感染相关的黏膜组织模型。1992 年，

Fleming等为确认HIV-1能否直接感染人肠道黏膜而

不是肠道细胞系，将胎儿肠黏膜剪切成块 (2 mm3) 

放入培养基进行了培养及感染实验，这是较为早期

的涉及黏膜体外培养进行 HIV-1 感染的尝试[12]。 

3.1.1  支撑筏模型 (Rafts)  

Shattock 等将宫颈活检组织钻取成 3 mm 或

8 mm 直径大小，黏膜面向上置于 24 板内的方形不

锈钢网支架上，加入培养基使其围绕支架形成新月

形的气-液界面，让黏膜表面暴露于空气，而其底部

则可透过不锈钢网格孔与培养基接触从而保证汲取

营养。其后，人们试用各种材质的支撑物对黏膜进

行培养[11]，如滤纸、Millipore 滤膜、吸收性明胶海

绵等，最终认为吸收性明胶海绵效果更有利于组织

存活 (图 1A)[10]。 

3.1.2  Transwell 类模型 

该类模型依据 Transwell 小室建立，其外形为一

个可放置在孔板里的小杯子，并采用通透性滤膜作

杯底。Collins 等[13]的模型中，将人宫颈复层鳞状上

皮组织黏膜面向上放入上室滤膜，用琼脂糖凝胶灌

注封闭黏膜四周，让病毒只能接触中心未封闭的黏膜

表面 (图 1B)。Cummins 等[14]发展的组织极化模型不

同之处是将 Transwell 上室滤膜钻孔，组织块从孔中

穿越，把黏膜层露在上室而基底部跨过滤膜浸入下

室培养基中 (图 1C)。两种模型异曲同工，都是只把

黏膜面暴露于可接触病毒的环境，近似的模拟生理

状态下 HIV-1 在女性生殖道内感染的过程。但在实

际操作中也暴露出一些问题，如本实验室曾用该类

模型，发现在安全柜中操作时无法垂直注视小室，

向其中灌注凝胶时用量较难把握：凝胶过多会将黏

膜面一起封闭，少则封闭不严发生病毒泄漏；而 Shen

等[15]的模型则逆向思维，解决了这一问题 (图 1D)：

他们将黏膜组织切成 1 cm2 大小，放入铺有尼龙滤网

的上室中，在黏膜面上放置一个直径 0.6 cm、高

1 cm 的聚丙烯小桶作为感染用“上室”，然后用外科

胶将小桶四周的黏膜面及暴露组织全部封闭，这样

可灌注足够量的凝胶而不必担心黏膜面被覆盖。在

感染实验中相比两类方法可以看到，前者的黏膜用
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图 1  组织整体培养模型：Rafts 模型 (A)[10]和 Transwell 模型 (B，C，D)[13-15] 
Fig. 1  The models of whole tissue culture: Rafts model (A) and Transwell models (B, C, D). 
 

量较小，但对凝胶封闭操作技术要求高，且封闭后

各实验孔间暴露的黏膜面积难以保持均一，这有可

能导致不同实验孔的病毒因接触的黏膜面积及靶细

胞的数量不同而对实验结果的统计产生影响；后者

应用直径统一的聚丙烯小桶作为上室，保证了黏膜

与病毒的接触面积相同，同时该做法使凝胶封闭也

易于操作，不足之处是模型中每个实验孔对完整的

组织黏膜用量都提高了近 2~3 倍，在一定程度上限

制了实验规模。 

3.2  活组织片层或细胞重建组织层培养 
黏膜感染 HIV-1 后，上皮层内的粒细胞和郎格

罕氏细胞 (Langerhans cells，LCs) 短时即可迁移出

来，检测培养基中迁移细胞可以观察 HIV-1 的感染

率，但活组织的整体培养无法确认细胞来源于上皮

层还是基质层？因此，McElrath 教授的课题组采用

一种体外器官活组织片层培养技术 [9]，利用真空负

压吸引或 EDTA 低温处理过夜的方法较为温和的分

离上皮层与基质层，能保持上皮层的完整结构和活

力。也有的采用消散的细胞或细胞系进行组织重建，

构 成 黏 膜 的 片 层 ， 再 现 上 皮 细 胞 的 特 征 。 如

Bouschbacher 等[16]即利用人原代成纤维细胞和阴道

上皮细胞共同重构阴道黏膜层，特异性观察整合进

去的 LCs 在 HIV-1 感染中的作用，避免了 T 细胞和

巨噬细胞的“干扰”。Nazli 等[17]将原代女性生殖道

上皮细胞等建成紧密的单细胞层，以此验证 HIV-1

感染对黏膜屏障的损伤作用。此类模型虽然将组织

微环境趋于简单化，与体内复杂环境有一定差异，

却更有利于观察特定区域或特定细胞在 HIV-1 感染

前后的变化。 

4  在机制研究和生物预防技术评价中的应用 

4.1  黏膜感染机制研究 
HIV-1 侵入完整黏膜的途径包括：通过 LCs、树

突状细胞 (Dendritic cells，DCs)、M 细胞 (Microfold 

cell) 等的捕捉式跨上皮运输方式[18-19]，或经与上皮

细胞的半乳糖神经酰胺 (Galactosyl ceramide) 等受

体结合被转运穿越上皮细胞层[20]。穿越黏膜的病毒

可直接感染固有层的 CD4+T 细胞，或与表达

DC-SIGN 受体的 DCs 结合，通过顺式感染或反式感

染的方式进行传播：即一种方式是在 DCs 中建立感

染进行复制，并利用产生的子代病毒感染 CD4+T 等

靶细胞；另一种方式则以 DCs 为载体被直接运载去

感染 CD4+T 细胞[21]。 

以上机制研究多采用动物或细胞模型。与这些
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模型相比，组织模型的一个优势是可在 HIV-1 急性

感染期进行多点连续采样进行免疫组化、流式细胞

术、电镜等损伤性检测，对 HIV-1 进入黏膜的生物

学轨迹进行跟踪研究，同时又不失其在体内复杂的

组织结构。对于病毒进入的时间，采用人的宫颈阴

道活组织培养体系观察 HIV-1 初始感染期的研究显

示[22]，HIV-1 临床分离病毒株接种 3~4 d，在宫颈黏

膜下层出现许多感染细胞，4~6 d 后在组织检测到感

染的白细胞。而感染损伤的组织，则最早 3 d 即可

检测到感染的白细胞。Gupta 小组的研究则进一步

显示宫颈组织感染后 6 h黏膜下层即可检测到HIV-1

阳性细胞，并确认为记忆性 CD4+T 细胞；96 h 后

HIV-1 阳性 LCs 与巨噬细胞才被检测到[23]。 

在生殖道，通过活组织片层的感染研究发现，

HIV-1 一旦接触局部黏膜可迅速渗透上皮内 LCs 和

CD4+T 细胞。HIV-1 进入 CD4+T 细胞几乎完全是由

CD4 和 CCR5 受体介导的直接融合方式，无需 LCs

细胞传递病毒。而 HIV-1 进入 CD1a+ LCs 细胞则主

要通过细胞内吞 (Endocytosis) 作用，借助于多种受

体[9]。在 Saba 等的宫颈阴道组织模型研究中，感染

的 T 细胞均为表达 CCR5 的效应记忆 T 细胞。尽管

有广泛表达 CXCR4 受体，但绝大多数组织仍只支持

CCR5 嗜性 HIV-1 病毒的复制[24]，当单独阻断 CD4

或同时阻断 CXCR4与 CCR5受体时可局部抑制病毒

的黏膜感染[25]。此外，支持 CXCR4 嗜性病毒复制

的组织拥有一个共同特征——富含 CD27+CD28+效

应记忆 T 细胞[24]。 

进入黏膜后的病毒如欲进一步传播，离不开组

织中细胞的迁移作用，同时阻断 CD4 与 DC-SIGN

可抑制迁移细胞对 HIV-1 的摄取与传播。流式分析与

免疫染色迁移细胞时发现两群细胞：CD3+HLA-DR-

和 CD3-HLA-DR+细胞，后者显著表达 DC-SIGN。研

究显示这些 HLA-DR+细胞 90％与 HIV 传播相关[25]。 

在对宫颈与包皮组织中免疫细胞进行比较研究

时，Petterson 等[26]发现成人包皮黏膜中 CD4+T 细

胞、巨噬细胞、郎罕氏细胞的比例分别达 22.4％、

2.4％和 11.5％，远高于儿童包皮组织 (4.9％、0.3％、

6.2％) 和妇女的宫颈组织 (6.2％、1.4％、1.5％)。

与宫颈黏膜或包皮的外表面组织相比，包皮内侧黏

膜对 HIV-1 BaL (R5 嗜性) 有显著的易感性。此外，

外源的刺激可改变组织中细胞表面蛋白的表达、

TNF-α 处理可将静息 LCs 激活，这些都只发生在内

侧包皮而非外侧包皮[27]，这部分解释了为什么包皮

环切术可以降低人群中 HIV-1 的感染率[28-29]。 

近年来，由于 MSM 人群 HIV-1 感染显著上升，

肠道黏膜在 HIV-1 传播与病理中扮演的作用日益受

到重视。但是关于肠道黏膜 HIV-1 感染的机制缺乏

深入的研究。生殖道黏膜与肠道黏膜的生理结构、组

织细胞构成以及微生态环境均存在很大的差异性。

例如同样的巨噬细胞在生殖道和肠道中对 HIV-1 感

染易感性也存在很大的差异性。有报告称阴道和肠

道的巨噬细胞表达不同水平的免疫受体及 HIV-1 

受体 CD4 与辅助受体 CCR5、CXCR4。病毒穿越黏

膜上皮后，是阴道而不是肠道巨噬细胞允许 R5 

HIV-1 复制[30]。HIV-1 肠道黏膜感染的机制包括首

感细胞与迁徙轨迹则存在更多亟待探索的问题。 

4.2  评价生物预防技术的安全性与有效性 
评价杀微生物剂的安全性与有效性也是上述人

体黏膜活组织模型最初建立的目的之一[10,13]。由于

第一个进入临床试验的抗HIV-1广谱杀微生物剂——

壬苯醇醚 (Nonoxynol-9，N-9)，没有显示出预期的

保护效果，通过兔子阴道模型人们发现，临床剂量

的 N-9 对黏膜有较大的毒性损伤，破坏上皮屏障，

诱导炎症产生，从而导致 HIV-1 感染率不降反升[31]。

因此在用组织模型进行杀微生物剂评价之初，常用

N-9 作为对照，以观测黏膜对药物毒性的灵敏度。

由于阴道与肠道组织的差异性，阴道用杀微生物剂

能否安全有效的用于肠道需要重新进行评估。在

Fletcher 等[10]的结直肠模型中，评价的 6 种杀微生物

剂在 1 mg/mL 的最高剂量时均没有显示出对组织的

毒性作用，与之形成鲜明对照的是，同样浓度的 N-9

已让组织活性降低至 69％。其中第 1 代杀微生物剂 
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(多聚阴离子聚合物 ) 中的 PRO2000 与硫酸糊精 

(Dextrin sulphate) 分别在阴道用药剂量的 1/5 000 和

1/40 时即可达到 99％的保护。第 2 代杀微生物剂 (逆

转录酶抑制剂) 中 PMPA (9-[2-(phosphonomethoxy) 

peopyl]adenine) 可有效抑制病毒的剂量也只有阴道

制剂的 1％。同时在宫颈、包皮等组织上的验证，

也显示出 PRO2000 等杀微生物剂在安全剂量范围内

具有病毒抑制效果[7,32-33]。 

由于组织模型感染无法像细胞模型那样控制病

毒的靶细胞数量，病毒在其中的复制生长受到组织

类型、培养方式、病毒接种等众多因素的影响，这

将影响对杀微生物剂评价结果的可重复性与可信

度，实验室之间的结果也难以比较。为此，Richardson- 

Harman 等[34]报道了一种较为客观检测病毒生长状况

及评价候选杀微生物剂的软终点法 (Soft-endpoint)。

病毒生长曲线可分为 4 个阶段：停滞期、指数增长

期、稳定期和衰退期。软终点法是指无论病毒复制

水平高低，都将其在组织内生长的稳定期作为时间

截取点进行 p24 等检测与统计，这样便于分析和比

较不同实验室得到杀微生物剂临床前比较的实验结

果，减少固有偏差。利用该方法判断病毒在直肠组

织模型中生长的变异性最大。同时在该方法中病毒

原始株及其进化分支是影响病毒复制的关键参数，

虽然组织类型与模型差异也是影响病毒复制的非常

重要的参数，但若使用同一类型组织时，实验室间

仍可以用 p24 水平及 IC50 来进行可靠的药效比较。 

5  本实验室的活组织培养进展 

本实验室已开展了包括结、直肠、包皮等组织

来源的 Rafts 和 Transwell 培养模型。通过 Rafts 模型

在对肠道黏膜的培养中，HE 染色观察第 5 天组织结

构依然良好，13 d 时黏膜结构依然可见。经 MTT 法

检测培养 10 d 内的组织活性，显示培养 4 d 时组织

活性高于 80％，7 d 的活性可保持在 50％左右，包

皮培养存活状态优于肠道黏膜，与其他实验室相比，

本实验对肠道组织与包皮组织的培养无论组织结构

的完整性保持或高活性的培养时间均优于已有的报

道[7,10]，建立的组织模型可以满足后续的实验要求。 

药物的临床前安全性与有效性评价首先要求评

价模型具有一定的敏感性，本实验室用 10 倍浓度梯

度的 N-9 分别与结肠黏膜孵育，发现黏膜活性随 N-9

浓度的升高而降低，即使将梯度差减小至 3 倍，黏

膜依然可以灵敏地反映出药物的毒性变化。此外，

对临床试验中证明安全的几种抗 HIV-1 药物进行平

行观察，对组织活性的影响较小，而对照 N-9 组活

性明显降低。 

6  展望 

人体组织培养模型中的组织块是在脱离了机体

的情况下独立生存，因此得出的研究结果还不能与

人体感染的真实情况完全等同，这点需要在数据分

析中予以注意。同时，组织培养模型还存在着一些

争议和需要解决的问题，例如，组织来源的背景资

料、抗生素等对组织激素水平的影响、靶细胞数量、

结果的分析等[35-37]。但不可否认的是，组织培养模

型，尤其是人体组织来源的模型在 HIV-1 性途径感

染的研究中具有不可替代的优势。 

未来，模型的构建和应用仍有较大的拓展空间。

首先，随着研究目的不同，组织来源将不局限于现

有类型。其次，现有组织培养技术可进一步完善，

如借鉴临床外科的器官移植取材规范与体外保存技

术，以及对培养基成分的优化调整，都将对改善组

织存活状态有较大帮助。从本实验室的经验来看，

使用器官移植保存液作为组织离体后的运输液能更

好的保持黏膜状态；在机制研究中，可向模型中加

入人体微环境存在的介质或采用不同类型组织共同

培养等方式以进一步模拟真实感染环境；第三，新

的应用开发。将一些细胞或动物模型上难以培养的

病毒用人体组织模型进行培养 (例如丙肝病毒等)，

从艾滋病研究延伸到性传播疾病等更广泛的领域。

在感染靶细胞间或受体间相互作用机制、局部免疫

与炎症等研究以及公共卫生突发传染病病原体的快



178    ISSN1000-3061  CN11-1998/Q Chin J Biotech             February 25, 2011  Vol.27  No.2 

  

Journals.im.ac.cn 

速鉴定上进行突破。组织水平的安全性与有效性评

价范围也可扩展涵盖至抗病毒药物以外的更多的生

物预防性策略 (如疫苗等)，这些也将作为我们今后

考虑的研究方向。 
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