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新型冠状病毒假病毒感染 ｈＡＣＥ２转基因小鼠的模型建立及评价

张天宇１，吴振起２，３，李晓芳４，杨馥语１，王语馨１

（１．辽宁中医药大学，辽宁 沈阳 １１０８４７；２．辽宁中医药大学附属医院，辽宁 沈阳 １１００３２；
３．沈阳市中医外感病实验室，辽宁 沈阳 １１００３４；４．辽宁中医药大学附属第二医院，辽宁 沈阳 １１００３４）

　　摘要：目的 采用含有刺突蛋白（ｓｐｉｋｅ，Ｓ）质粒、表达荧光素酶（Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）和绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）的新型冠状病毒
（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ２，ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２）假病毒感染 Ｋ１８－ｈＡＣＥ２转基因小鼠，探索建立并评价
一种可用的动物模型，为后续有效药物靶点筛选提供基础。方法 （１）将１２只Ｋ１８－ｈＡＣＥ２转基因小鼠随机分为对照组
和模型组，模型组小鼠通过移液器滴鼻５０μＬ１×１０９ＰＦＵ／只的病毒液，对照组小鼠予等量空载体病毒液；（２）于造模后
第３天观察小鼠Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ活体荧光检测后取材；荧光显微镜下观察肺组织ＧＦＰ荧光强度；光镜下观察小鼠肺组织病理
切片；透射电镜观察肺组织超微结构；ｑＰＣＲ法检测肺组织 Ｓ蛋白表达；ＥＬＩＳＡ法检测血清中白细胞介素 －６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
６，ＩＬ－６）、白细胞介素－１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ－１０）含量；ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法检测肺组织血管紧张素转换酶２（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎ
ｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２，ＡＣＥ２）蛋白表达。结果 （１）活体成像可观察到模型组小鼠鼻咽部及双肺有较大荧光面积，肺组织冷冻
切片中可见大量绿色荧光，肺组织病理切片及超微结构观察可见病理改变，对照组小鼠肺内未见荧光表达及病理改变；

（２）模型组小鼠肺内可见Ｓ蛋白ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００１）；（３）与对照组小鼠相比，模型组小鼠血清中 ＩＬ－６表达升高，
ＩＬ－１０表达降低（Ｐ＜００１）；（４）与对照组小鼠相比，模型组小鼠肺组织中的ＡＣＥ２受体含量下降（Ｐ＜００１）。结论 本

项研究建立并评价了一种ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒感染ｈＡＣＥ２转基因小鼠的模型，模型的优化仍需后续进一步完善。
　　关键词：ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒；Ｋ１８－ｈＡＣＥ２小鼠；动物模型；刺突蛋白
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ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｑＰＣＲ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６（ＩＬ－６）ａｎｄｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０（ＩＬ－１０）ｉｎｓｅｒ
ｕｍｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｆｏｒａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２（ＡＣＥ２）ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ（１）Ｉｎｖｉｖｏｉｍａｇｉｎｇｒｅｖｅａｌｅｄａｌａｒｇｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｒｅａｉｎｔｈｅｎａｓｏｐｈａｒｙｎｘａｎｄｂｏｔｈｌｕｎｇｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｍｉｃｅ，ａ
ｌａｒｇｅａｍｏｕｎｔｏｆｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｆｒｏｚｅｎｓｅｃｔｉｏｎｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｉｎｌｕｎｇｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｅｃｔｉｏｎｓ
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ｍｉｃｅ．（２）ＳｐｒｏｔｅｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｅｅｎｉｎｔｈｅｌｕｎｇｓｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｍｉｃｅ（Ｐ＜００１）．（３）Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆｔｈｅｃｏｎ
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２ｐｓｅｕｄｏｖｉｒｕｓ；Ｋ１８－ｈＡＣＥ２ｍｉｃｅ；ａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌ；ｓｐｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ

　　新型冠状病毒（ｓｅｖｅｒｅａｃｕｔｅｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓ
２，ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２）是引起新型冠状病毒感染（ｃｏｒｏｎａｖｉｒｕｓｄｉｓ
ｅａｓｅ２０１９，ＣＯＶＩＤ－１９）的主要病原体，其在全球范围内的大流
行曾使公共卫生面临巨大挑战［１］。ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２是一种单
链的ＲＮＡ病毒，通过刺突蛋白（ｓｐｉｋｅ，Ｓ）、血管紧张素转换酶２
（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２，ＡＣＥ２）和跨膜丝氨酸蛋白酶２
（ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｓｅｒｉｎｅｓ２，ＴＭＰＲＳＳ２）之间的作用机制
感染宿主细胞［２］。治疗 ＣＯＶＩＤ－１９主要采取抗病毒、抗炎和
支持治疗，随着ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的持续变异，Ｏｍｉｃｒｏｎ变异株及
其亚型能够规避先前宿主获得的免疫保护，导致病毒传播力增

强、感染率上升以及重新感染的风险增加［３－５］。中医药在 ＣＯ
ＶＩＤ－１９的防治过程中发挥了重要作用，诸多临床实践已证实
中药复方在改善患者症状、缩短病程、延缓疾病进展、减少重症

转化率、降低病死率等方面体现出明显优势［６－８］。目前已发现

数十种中草药和数百种天然中药成分具有广谱抗病毒活性，可

对抗ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２等冠状病毒［９］，在临床中也筛选出了以

“三药三方”为代表的有效组方［１０］。由于高致病性病原体的

研究需要高级别的生物安全防护设施，天然病毒获取困难以及

不同宿主种属间巨大的生理差异也阻碍了高致病性冠状病毒

的研究。同时临床样本受到诸多安全性因素影响，ＣＯＶＩＤ－１９
所涉及的机制以及中医药有效干预的靶点难以在临床试验中

开展，建立感染条件可控的病毒替代模型及模拟人类感染过程

的宿主模型显得尤为重要。

腺病毒包装技术已被用于研究高致病性传染病，将

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的Ｓ蛋白基因转移到腺病毒载体中，由于腺病
毒的基因缺陷，其本身并不能复制，但基因内的 Ｓ蛋白基因会
启动产生Ｓ蛋白，并从细胞内转移到细胞外，这个过程也类似
于感染过程，而不能复制的腺病毒会被免疫机制消灭，实验安

全性良好［１１］。因此，本项研究拟通过滴鼻途径，采用含有携带

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的Ｓ蛋白质粒和Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ荧光素酶及ＧＦＰ荧
光蛋白的ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒感染 Ｋ１８－ｈＡＣＥ２转基因小
鼠，探索建立一种可用的 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒感染动物模
型，为后续有效中医药靶点筛选提供基础。

１　材料与方法
１．１　材料
１．１．１　实验动物及ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒　１２只６～８周龄
ＳＰＦ级Ｋ１８－ｈＡＣＥ２小鼠，雌雄各半，体质量１８～２２ｇ，由江苏
集萃药康生物科技有限公司［ＳＣＸＫ（苏）２０１８－０００８］在
Ｃ５７ＢＬ／６品系基础上进行构建，由辽宁长生生物技术股份有限
公司［ＳＣＸＫ（辽）２０２０－０００１］进行代繁代育。小鼠分笼饲养
于辽宁中医药大学实验动物中心［ＳＹＸＫ（辽）２０１９－００４］，饲
料和饮用水均经过高温高压灭菌后使用。饲养环境为湿度

（５０±２）％，室温（２２±２）℃，１２ｈ／１２ｈ明暗周期。过表达
ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｓ蛋白的假病毒由上海和元生物公司进行包
装、滴度测定及表达检测，所有操作均符合辽宁中医药大学实

验伦理学要求（审批号：２１００００４２０２２０４１）。
１．１．２　试剂与仪器　动物用异氟烷（瑞沃德，Ｒ５１０－２２－１０，
中国）；４％多聚甲醛（赛国生物，ＢＬ５３９Ａ，中国）；ＨＥ染色试剂

盒（索莱宝，Ｇ１１２１－４，中国）；ＭｉｎｕｔｅＣｕｌｔｕｒｅｄＣｅｌｌｓａｎｄＲＮＡｉｓｏ
Ｐｌｕｓ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，９１０９，美国）；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（宝生
物，ＲＲ０３７Ａ，日本）；ＴＢＧｒｅｅｎＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（宝生物，
ＲＲ８２０Ａ，日本）；Ｄ－Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎｐｏｔａｓｓｉｕｍｓａｌｔ（碧云天，ＳＴ１９６，中
国）抗荧光衰减封片剂（含 ＤＡＰＩ）（索莱宝，Ｓ２１１０，中国），Ｄ－
ＰＢＳ缓冲液（索莱宝，Ｄ１０４０，中国）；白细胞介素－６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ
６，ＩＬ－６）ＥＬＩＳＡ试剂盒（欣博盛，ＥＭＣ００４．９６，中国）；白细胞介
素 －１０（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１０，ＩＬ－１０）ＥＬＩＳＡ试剂盒（欣博盛，
ＥＭＣ００１ｂ．９６，中国）；ＯＣＴ包埋剂（ＳＡＫＵＲＡ，４５８３，日本）。

自动组织脱水处理机（ＬＥＩＣＡ，ＴＰ１０２０，德国）；双人超净工
作台（环中，ＬＪＨ－４，中国）；低温高速离心机（Ｈｅｒａｅｕｓ，Ｂｉｏｆｕｇｅ
２８ＲＳ，美国）；石蜡包埋机（ＬＥＩＣＡ，ＥＧ１１５０，德国）；手动石蜡切
片机（ＬＥＩＣＡ，ＲＭ２２３５，德国）；电子显微镜（ＨＩＴＡＣＨＩＨ，ＨＩ
ＴＡＣＨＩＨ－６００）；倒置荧光显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｔｉ２Ｕ，日本）；顶级小
动物活体光学成像系统（ＰＥ，ＩＶＩＳＳｐｅｃｔｒｕｍ，美国）；冷冻切片
机（Ｌｅｉｃａ，ＣＭ１９５０，德国）；电子显微镜（ＨＩＴＡＣＨＩ，Ｈ－６００，日
本）；实时荧光定量ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７５００，美国）；超
纯水系统（ＨｅａｌＦｏｒｃｅ，ＮＷ１０ＬＶＦ，中国）。
１．２　方法
１．２．１　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒的包装纯化及滴度测定　质粒
信息：空白质粒：ｐＡＤＶ－ＥＦ１－Ｌｕｃ２－ＭＣＭＶ－ＥＧＦＰ－
３ｘＦＬＡＧ；目的质粒：ｐＡＤＶ－ＥＦ１－Ｌｕｃ２－ＭＣＭＶ－２０１９－
ｎＣｏｖ－Ｓ－Ｐ２Ａ－ＥＧＦＰ－３ｘＦＬＡＧ，分别将空白质粒和目的穿梭
质粒与腺病毒骨架质粒共转染到 ＨＥＫ２９３细胞中重组获得病
毒，经大量扩增后纯化，检测滴度和目的基因表达水平后备用，

该步骤由上海和元生物公司进行。应用 ＡｄＭａｘ系统转染
ＨＥＫ２９３细胞，待出现病毒空斑且完全病变后收集上清液。取
滴度为１０７～１０８ＰＦＵ／ｍＬ的病毒液感染 ＨＥＫ２９３细胞进行扩
大培养，用密度为１．３０ｇ／ｍＬ和１．４０ｇ／ｍＬＣｓＣｌ溶液超速离心
纯化病毒，－８０℃保存备用。以５．０×１０５ＨＥＫ２９３细胞接种
于２４孔板，依次加入１０－５～１０－８稀释的病毒液，感染４８ｈ，固
定封闭后，加入一抗孵育洗涤后，加入 ＨＲＰ标记二抗孵育洗
涤，后进行ＤＡＢ显色。每孔随机选择５个视野，光学显微镜下
计算每孔阳性细胞平均个数和病毒滴度。计算公式为病毒滴

度（ＰＦＵ／ｍＬ）＝阳性细胞平均数 ×视野数 ×稀释倍数／
０１ｍＬ。
１．２．２　动物分组及模型建立　常规适应性饲养１周后，将１２
只Ｋ１８－ｈＡＣＥ２小鼠随机分为两组，即对照组和模型组（ｎ＝
６），对各组小鼠进行标记称重并记录。各组小鼠经异氟烷麻
醉后，模型组小鼠通过移液器滴鼻５０μＬ１×１０９ＰＦＵ／只的病
毒液，对照组小鼠予等量空载体病毒液，将小鼠头后仰３０°～
４５°，使病毒液随小鼠自主呼吸到达下呼吸道。于模型建立后
第３天禁食、禁水４ｈ后取材。
１．２．３　荧光素酶（Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ）活体荧光检测　应用含有 Ｌｕｃｉｆ
ｅｒａｓｅ的病毒质粒滴鼻后第３天，每组取２只小鼠应用生物发
光活体成像仪观察肺内荧光素酶的表达情况。通过腹腔注射

１５０μｇ／ｇ的Ｄ－Ｌｕｃｉｆｅｒｉｎ荧光素酶底物，等待７ｍｉｎ，将小鼠置
于含有异氟烷的动物气体麻醉机下麻醉后放置于活体动物检
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测仪密闭的暗箱中成像，光强度强表达显示为红色，弱表达显

示为蓝色。

１．２．４　绿色荧光蛋白（ＧＦＰ）肺组织荧光检测　将固定好的肺
组织置于蔗糖溶液中梯度脱水，Ｌｅｉｃａ冷冻切片机制备１０μｍ
肺组织切片，置于－８０℃冰箱保存。取肺组织冷冻切片复温
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，加入含 ＤＡＰＩ抗荧光衰减封片剂避光染色５
ｍｉｎ，荧光显微镜下观察肺组织ＧＦＰ荧光强度。
１．２．５　光镜下病理组织观察　将４％多聚甲醛固定的肺组织
用石蜡包埋机包埋成蜡块，再用切片机切成约５μｍ的薄片，
在光镜下观察经ＨＥ染色后的肺组织病理学改变情况。根据
严重程度进行双盲分数评估，分数为０表示肺部基本无病变情
况；１分表示肺部少于２５％病变；２分表示肺部有２５％ ～５０％
的病变；３分表示肺部有５１％ ～７５％的病变；４分表示肺部有
超过７５％的病变。
１．２．６　肺组织超微结构的观察　对照组和模型组各取２～３
块肺组织（１ｍｍ３），经２．５％戊二醛及１％锇酸固定后，进行丙
酮逐级脱水，应用环氧树脂浸透和包埋后进行切片，乙酸双氧

铀、枸橼酸铅双层染色，置Ｈ－７６５０型透射电镜下观察肺组织
超微结构的变化。

１．２．７　ｑＰＣＲ法检测肺组织 Ｓ蛋白表达　引物由大连宝生物
公司设计并合成，Ｓ蛋白上游引物：５’－ＣＣＴＡＣＴＡＡＡＴＴＡＡＡＴ
ＧＡＴＣＴＣＴＧＣＴＴＴＡＣＴ’；下游引 物：５’－ＣＡＡＧＣＴＡＴＡＡＣＧ
ＣＡＧＣＣＴＧＴＡ－３’；将小鼠肺组织制备成细胞悬液，加入 Ｔｒｉｚｏｌ
提取ＲＮＡ，解析ＲＮＡ的纯度、完整性，在ＲＮＡ质量检测合格后
进行反转录，再以反转录产物为模板，添加Ｓ蛋白的引物，进行
ｑＰＣＲ检测。
１．２．８　ＥＬＩＳＡ法检测血清中ＩＬ－６、ＩＬ－１０表达　小鼠眼球取
血，３０００ｒ／ｍｉｎ离心 ２０ｍｉｎ，分离血清于无菌 ＥＰ管中，存于
－８０℃冰箱备用，检测程序按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行。
１．２．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测肺组织 ＡＣＥ２表达　称取肺组织，
提取总蛋白，ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度，调整蛋白浓度为统一
浓度。提取液中加入５×ＳＤＳ的上样缓冲液，于１００℃沸水中
变性５ｍｉｎ。每孔加１０μＬ的蛋白上样，１０％ＳＤＳ－聚丙烯酰胺
凝胶电泳分离，转膜３０ｍｉｎ，加入封闭奶粉后置于摇床上室温
封闭２ｈ。ＡＣＥ２一抗按照１∶１０００稀释，ＧＡＰＤＨ抗体为内参
抗体，３７℃孵育２ｈ。Ｔ－ＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ。加入二
抗摇床上室温孵育１ｈ，Ｔ－ＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，共３
次。加入适量ＥＣＬ发光液，调试曝光仪器进行曝光，结束后保
存图片。

１．３　统计学分析
采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６统计学软件进行统计分级及绘图

处理，结果采用 Ｍｅａｎ±Ｓ表示，对于符合正态性和方差齐性
的计量资料，两组间差异比较，采用两独立样本的 ｔ检验。以
Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。
２　结果
２．１　腺病毒包装及滴度测定

在第１７天出现病毒空斑，待完全病变后收集上清液进行
大量扩增与纯化。本次实验在显微镜下５个视野中计算的阳
性细胞平均数为１３，病毒稀释了１０７倍，根据公式得出病毒滴
度为１．０２×１０１１ＰＦＵ／ｍＬ，见插页ⅩⅩⅤ图１。
２．２　小鼠肺内Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ荧光素酶和ＧＦＰ荧光蛋白表达

生物发光活体成像观察了造模后对照组和模型组小鼠肺

内的荧光表达情况。模型组小鼠活体成像可观察到鼻咽部及

双肺有较大荧光面积，肺组织冷冻切片中可见大量绿色荧光，

表示含 Ｓ蛋白的重组病毒质粒进入肺内且正常表达。结果见
插页ⅩⅩⅥ图２。
２．３　肺组织病理学观察

对照组小鼠肺组织形态结构相对完整，未见炎细胞浸润。

模型组小鼠大部分肺泡结构破坏，肺泡间隔增宽，可见有炎性

细胞渗出，病理评分显示模型组较对照组升高（Ｐ＜００１）。结
果见插页ⅩⅩⅥ图３。
２．４　肺组织超微结构的观察

对照组小鼠肺泡壁完整，胞质均匀，核膜完整，游离面可见

少量微绒毛；模型组小鼠Ⅱ型肺泡细胞游离面微绒毛增粗、排
列紊乱，线粒体肿胀，肺泡间薄层结缔组织、基膜可见增厚。结

果见插页ⅩⅩⅥ图４。
２．５　肺组织中 Ｓ蛋白 ｍＲＮＡ表达及血清中 ＩＬ－６、ＩＬ－１０
表达

在ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒滴鼻后，模型组小鼠肺内可见 Ｓ
蛋白ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜００１）。与对照组小鼠相比，模型组小鼠
血清中ＩＬ－６表达升高，ＩＬ－１０表达降低（Ｐ＜００１）。结果见
图５。
２．６　小鼠肺组织中ＡＣＥ２的蛋白表达

在ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒造模后，模型组小鼠肺组织中的
ＡＣＥ２蛋白表达较对照组下降（Ｐ＜００５），且差异有统计学意
义（Ｐ＜００５），结果见图６。
３　讨论

人血管紧张素转换酶 ２（ｈｕｍａｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎ
ｚｙｍｅ２，ｈＡＣＥ２）是ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２进入细胞的功能受体，而小
鼠的ＡＣＥ２受体（ｍｉｃｅａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ｍＡＣＥ２）并
不能有效地支持ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的感染［１２－１３］。在人细胞角蛋

白１８启动子（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ１８，Ｋ１８）调控下表达ｈＡＣＥ２的Ｋ１８－

　　注：Ａ：肺组织中Ｓ蛋白ｍＲＮＡ相对含量；Ｂ：血清中ＩＬ－６含量；Ｃ：血清中ＩＬ－１０含量。与对照组相比，Ｐ＜００１，
与对照组相比，Ｐ＜００５。

图５　肺组织中Ｓ蛋白ｍＲＮＡ相对含量及血清中ＩＬ－６、ＩＬ－１０含量
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注：与对照组相比，Ｐ＜００１。
图６　肺组织中ＡＣＥ２的蛋白表达

ｈＡＣＥ２转基因小鼠可表现出对 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２感染的易感
性［１４］。在病毒感染过程中，Ｋ１８－ｈＡＣＥ２转基因小鼠出现了
高病毒复制并伴有肺部炎症、体质量明显减轻、体温下降等表

现，这种转基因小鼠模型已被广泛应用于评估新型冠状病毒感

染疫苗和治疗药物的疗效研究中［１３，１５－１７］。秦川教授团队以

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２病毒株感染表达ｈＡＣＥ２的转基因小鼠，观察到
了模型小鼠的体质量减轻和肺部病毒复制，证实了 ＳＡＲＳ－
ＣｏＶ－２在 ｈＡＣＥ２小鼠中的致病性［１８］。有研究表明，ｈＡＣＥ２
小鼠模型可以用来研究ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２引起的肺部病理变化，
有助于了解新冠疾病的发病机制，可用于评估预防和治疗策

略，以及药物的疗效和安全性［１９］。

ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２主要含有４个结构蛋白以及１６个非结构
蛋白，其中以结构蛋白Ｓ最为重要，其Ｓ１亚基内包含的受体结
构域（ｒｅｃｅｐｔｏｒｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＲＢＤ）可以使受体细胞与病毒结
合［２０－２３］。ＴＳＥＮＧＳＨ［２４］等用含有 ＨＩＶＧａｇ和 Ｐｏｌ的包装质
粒、表达荧光素酶的慢病毒和携带ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｓ蛋白的质
粒共转染后分离纯化的 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒感染 ＡｄＶ－
ｈＡＣＥ２小鼠，证明了该系统可在小鼠模型中模拟 ＳＡＲＳ－
ＣｏＶ－２感染。本项研究为了特异性产生含有 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２
Ｓ蛋白的病毒质粒来模拟ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的感染，应用了以人
５型复制缺陷腺病毒（ｈｕｍａｎａｄｅｎｏｖｉｒｕｓｓｅｒｏｔｙｐｅ－５，ＨＡｄｖ－５）
为载体的腺病毒系统，该系统可在腺病毒基因组的特定区域插

入外源基因后仍能正常地表达且在接种动物体内不进行复制，

相比于上述的慢病毒系统，具有病毒滴度高、载体容量较大的

特点，可以实现最小使用体积而达到足够病毒用量，尤适用于

动物实验［２５］。ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２的病毒嗜性依赖于 ＡＣＥ２的组
织表达和分布，在支气管上皮和人类Ⅱ型肺泡上皮细胞中存在
高水平的ＡＣＥ２表达，除了可以作为ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２进入人体
的受体，ＡＣＥ２同时也可介导部分免疫及炎性损伤［２６］。为探索

构建对假病毒的感染能力，本次实验研究通过滴鼻途径观察小

鼠体内Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ荧光素酶和 ＧＦＰ荧光蛋白以及肺组织中 Ｓ
蛋白ｍＲＮＡ的表达情况来判断 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒能否在
肺内稳定表达，实验结果说明含Ｓ蛋白的重组病毒质粒可以通
过滴鼻方式进入肺内且正常表达。通过肺组织病理观察判定

假病毒对小鼠靶器官的病理损伤程度，感染后的小鼠肺泡结构

破坏，肺泡间隔增宽，可见有炎性细胞渗出，电镜观察可见模型

组小鼠Ⅱ型肺泡细胞排列紊乱，肺泡间薄层结缔组织、基膜增
厚。血清中ＩＬ－６含量升高以及ＩＬ－１０的表达下降表明模型
小鼠肺内存在炎症改变，结果表明了基于腺病毒穿梭质粒载体

的含有 ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２Ｓ蛋白假病毒的感染能力。为了进一
步证明Ｓ蛋白是否与肺内的 ＡＣＥ２受体结合，进行了 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ实验，检测了肺组织内 ＡＣＥ２蛋白受体的表达情况，结果
表明在假病毒滴鼻后，模型组小鼠肺组织中的ＡＣＥ２受体较对

照组减少，表明了Ｓ蛋白ＡＣＥ２受体的结合。
本项研究应用的腺病毒包装系统提供了病毒进入的工具，

但它不能完全概括病毒感染的所有方面。病毒的缺陷性限制

了对于发病机制的研究，仅表达病毒的刺突蛋白可能不适用于

研究病毒感染的后续事件。且本项研究仅探讨了滴鼻感染途

径，虽然可以研究小鼠鼻咽部和肺部感染，但它不足以研究其

他肺外感染。对于病毒的感染滴度，虽然通过预实验进行了探

索，但由于腺病毒存在免疫原性高的缺点，如何甄别不同病毒

滴度感染情况下，模型炎症损伤的特异性，仍需在未来的研究

中探索。

综上，本项研究提供并评价了一种ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒
感染动物模型建立方法，模型的优化研究仍需后续进一步

完善。
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山柰素的药理作用及其机制研究进展

甘颖盈，胡敏，程静漪，柴智，樊慧杰
（山西中医药大学多发性硬化益气活血重点研究室／神经生物学研究中心，山西 晋中 ０３０６１９）

　　摘要：山柰素（Ｋａｅｍｐｆｅｒｉｄｅ，ＫＦＤ）作为许多中药的活性成分之一，在各个系统具有广泛的药理作用，其机制包括通过
诱导细胞凋亡来抑制癌细胞增殖；通过提高脑源性神经营养因子的浓度和减轻氧化应激反应来起到神经保护作用；通过

增强抗氧化基因的表达和抑制活性氧的释放来减轻氧化应激反应；通过抑制促炎因子的表达来抗光老化；通过抗炎、抗

氧化、抗凋亡发挥对心脏的保护作用；通过抑制肾小管上皮细胞３－羟基－３－甲基戊二酰辅酶Ａ合酶２的过度表达，减
轻肾间质纤维化，来发挥对肾脏的保护作用等。综合近年来相关文献，对山柰素的药理作用及其机制研究进行总结，以

期为山柰素进一步开发成为单体药物提供理论依据。

　　关键词：山柰素；药理作用；抗癌作用
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新型冠状病毒假病毒感染ｈＡＣＥ２转基因小鼠的模型建立及评价

（正文见１４５－１４９页）

　　注：Ａ：ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒包装情况，ａ：第７天荧光显微镜下观察；ｂ：第１７天荧光显微镜下观察；ｃ：第７天光镜下观

察；ｄ：第１７天光镜下观察。Ｂ：腺病毒滴度检测，ａ：稀释度为１０－５；ｂ：稀释度为１０－６；ｃ：稀释度为１０－７；ｄ：稀释度为１０－８。
图１　ＳＡＲＳ－ＣｏＶ－２假病毒的包装及滴度检测（１００×）
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注：Ａ：小鼠体内Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ荧光素酶表达情况；Ｂ：小鼠肺组织ＧＦＰ荧光蛋白表达情况。
图２　小鼠肺内Ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅ荧光素酶和ＧＦＰ荧光蛋白表达

注：Ａ：光镜下观察两组小鼠肺组织病理改变；Ｂ：两组小鼠肺组织病理评分。与对照组相比，Ｐ＜００１。
图３　两组小鼠肺组织病理结构改变及病理评分（ＨＥ，１００×）

图４　肺组织超微结构的观察（透射电镜，１２０００×）
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