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[摘 要] 新型冠状病毒(以下简称“新冠病毒”)肺炎疫情(以下简称“疫情”)暴发以来在全球范围

内持续传播,截至目前全球已经有超过4.5亿人感染,并已造成超过600万人死亡。小动物感染模

型是疫苗、药物研发及致病机制研究不可或缺的工具。然而,疫情早期的新冠病毒分离株无法感染

标准实验小鼠,因而无法直接利用新冠病毒自然分离株建立基于标准实验小鼠的感染模型。为突

破这一瓶颈,我们采用在小鼠体内强制连续传代的策略对新冠病毒进行适应驯化,最终获得了对标

准实验小鼠具有不同感染和致病能力的鼠适应株,并以此系统性地建立了可模拟新冠肺炎轻度至

重度症状的小鼠感染模型。我们通过深度测序、亲和能力分析及蛋白晶体结构解析等方法进一步

探究了新冠病毒鼠适应分子机制。新冠病毒鼠适应株及感染模型的建立有效助力了多种新冠疫

苗、药物的研发及新冠病毒致病机制研究,为新冠疫情的防控做出了重要贡献。本文从新冠病毒适

应株的驯化、鼠适应性的结构与生物学基础、感染模型的建立及应用等方面系统回顾研究成果并对

新冠病毒鼠适应株相关研究进展作一简要综述。
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1 建立新冠病毒小鼠感染模型的挑战及供

需矛盾

新型冠状病毒(以下简称“新冠病毒”)是冠状病

毒科β病毒属成员,为单股正链有囊膜病毒。由该

病原引起的新冠肺炎疫情于2019年底暴发并迅速

传遍全球,于
 

2020年1月30日被世界卫生组织定

义为国际突发公共卫生事件事件。截至2022年3
月11日,全球已累计感染4.52亿人,死亡人数超过

600万。研究发现该病毒主要通过飞沫、气溶胶、接
触等方式经呼吸道传播,其可通过病毒表面刺突蛋

白上 的 受 体 结 合 区 (Receptor
 

Binding
 

Domain,

RBD)与人细胞表面的血管紧张素转化酶Ⅱ(ACE2)
这一受体结合,从而介导病毒进入细胞起始感染。
但几乎同时,人们发现该病毒不能有效感染鼠源细

胞及标准实验小鼠,
 

这主要是因为新冠病毒与鼠

ACE2亲和能力较弱,无法有效介导病毒进入细

胞[1]。也因此,研究人员无法直接利用标准实验小鼠
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建立新冠病毒感染小鼠模型。小鼠感染模型是疫苗

药物研发过程中临床前体内有效性评价及病毒致病
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机制研究最为常用模型之一,因而缺乏小鼠感染模

型一度成为制约新冠科研攻关的重要瓶颈。为突破

此瓶颈,包括我们实验室在内的多家科研单位首先

从小鼠着手,通过基因编辑技术构建人ACE2
 

转基

因小鼠,并以此为基础成功建立了转基因小鼠感染

模型[23]。该类模型在一定程度上缓解了当时无新

冠病毒感染小鼠模型的困境。但是,转基因小鼠的

培育及繁殖周期较长且价格相对昂贵,而在疫情初

期新冠科研攻关任务又空前增加,因此在该类模型

问世后的很长一段时间内,新冠病毒感染小鼠模型

依然不能满足相关需求。

2 新冠病毒鼠适应株感染动物模型的建立

为解决缺乏适宜的新冠病毒感染小鼠模型这一

问题,我们进一步从病毒角度着手,尝试利用新冠病

毒在小鼠体内强制连续传代适应的方法,以期能够

获得有效感染标准实验小鼠的新冠病毒适应株,并

以此在标准实验小鼠上建立感染模型[4]。如图1所

示,我们首先选择高滴度原始新冠病毒株IME-BJ05
对老龄雌性BALB/c小鼠进行滴鼻感染,在感染后

第三天解剖小鼠取肺组织制备成组织研磨液,并以

此研磨液作为毒种对下小鼠进行下一轮滴鼻感染,
以此方式连续传代。对每代被感染小鼠肺组织研磨

液进行病毒载量检测发现,当初次用大剂量病毒感

染小鼠后,鼠肺组织中病毒载量较低,但将其肺组织

研磨液继续滴鼻感染下一轮小鼠时,肺组织病毒载

量快速持续上升,至第四代即达到高峰并保持稳定。
以第六代肺组织研磨液作为毒种滴鼻感染标准实验

小鼠BALB/c可观察到病毒可在以气管和肺为代表

的多组织中(心、肝、脾、脑)高效复制并引起间质性

肺炎等病理损伤。以上研究表明,第六代肺组织研

磨液中新冠病毒已经获得较好的鼠适应性,且可在

标准实验小鼠上成功建立感染模型,我们将此代肺

组织研磨液所制备毒种命名为 MASCp6。

图1 新冠病毒鼠适应株的建立及关键适应性突变位点鉴定[2,3]



 
第36卷 第4期 陈奇等:

 

新冠病毒鼠适应株及其感染模型研究进展与展望 589   

  MASCp6感染虽然可以诱导小鼠肺炎发生但

其引起的临床症状及病理反应可自行恢复且不致

死。因此,以 MASCp6建立的小鼠感染模型尚未能

模拟新冠肺炎重症特征。为此,我们在 MASCp6基

础上按照上述方法进一步传代适应,并在传代至36
代时发现小鼠表现出更加显著的症状,包括呼吸急

促,体重迅速下降等[5]。以36代肺组织研磨液作为

毒种(命名为 MASCp36)对老龄BALB/c小鼠进行

滴鼻攻毒时发现可以100%致死。进一步病理检查

显示,MASCp36感染后能够诱发坏死性肺炎与广

泛弥散性肺泡损伤,且肺病理切片中能观察到上皮

细胞脱落、多核细胞、透明膜及包涵体等典型病变,
甚至包括肺动脉壁中胶原蛋白的沉积、肺泡壁增厚

等病症导致纤维化,以上病理变化与临床尸检病理

相似性较高。此外,进一步研究发现,MASCp36对

雌性老龄小鼠致死剂量显著高于雄性老龄小鼠,且
对雌、雄年轻小鼠(8周龄)均不致死,MASCp36对

雄性、老龄小鼠感染致病能力更强这一特征与临床

流行病学调查所发现的老龄与男性人群新冠病毒感

染率与重症率要高于年轻或女性群体非常一致。以

上结果表明,我们通过进一步的传代适应,获得一株

对小鼠致病作用更强的新冠病毒鼠适应株,且以此

成功建立了与新冠肺炎临床特征更加一致的新冠重

症小鼠模型。

3 新冠病毒鼠适应性的结构与生物学基础

为探究新冠病毒鼠适应性的分子机制,我们首

先对各代病毒进行了深度测序。结果发现与原始毒

株相比,第一代肺组织研磨液中新冠病毒刺突蛋白

(Spike
 

Protein,S蛋白)基因的RBD就已经出现了

A23063T(N501Y)突变,虽然此时该位点突变比例

仅约10%,但其在随后几代快速持续上升,并在第

五代达到绝对优势并保持稳定。结构模拟发现,

RBD上 的 N501Y 位 点 突 变 可 有 效 提 高 其 与 鼠

ACE2的亲和能力,提示该位点可能在鼠适应过程

中发挥关键作用。之后,在第25代和36代时RBD
上分别又出现了Q493H和K417N突变。进一步亲

和力分析显示,原始病毒的RBD与鼠ACE2亲和力

极弱(KD>1
  

mM),而获得了 N501Y 位点突变的

MASCp6的RBD与鼠源ACE2亲和力得到显著提

升(KD=353.4
  

μM),且与N501Y单点突变的RBD
相 比,N501Y/Q493H 双 突 变 及 N501Y/

Q493H/K417N

三突变的RBD与鼠源ACE2的亲和力得到了约30
和180倍的提升。通过冷 冻 电 镜 解 析 鼠 适 应 株

RBD 与 鼠 ACE2 复 合 物 高 分 辨 结 构 发 现,

MASCp36的RBD与鼠源 ACE2可形成稳定结合

的致密 结 构,其 中 N501Y 突 变 可 与 鼠 ACE2的

H352/Y41位点形成疏水区域,Q493H 与鼠 ACE2
的N31/E35形成疏水的盐桥及氢键结合,K417N
突变可与鼠ACE2的N30/Q34形成新的氢键结合,
这三个位点共同作用使其与鼠ACE2亲和力大为增

强。以上研究结果表明,新冠病毒鼠适应性的生物

学基础主要在于RBD上关键氨基酸位点突变使其

与相应受体亲和能力得到加强,从而更有效介导病

毒进入宿主细胞。

4 新冠病毒鼠适应株模型助力疫苗与药物

研发

如上所述,在新冠疫情暴发之后很长一段时间

内,我国新冠病毒小鼠感染模型供需矛盾依然突出。
基于本研究快速建立的鼠适应株感染小鼠模型因其

特有优势被广泛用于疫苗及药物评价,及时有效缓

解了以上突出问题。首先,新冠病毒鼠适应株毒种

易于快速大量制备,最短可在六天内制备出足量毒

种并滴定出其滴度,有效弥补了转基因小鼠繁殖期

长,扩大种群速度慢的不足。另外,在疫情初期人

ACE2转基因小鼠每只可达数万元,即便现在价格

依然稳定在数千元。而鼠适应株感染模型是基于标

准实验小鼠建立而成,价格不超过转基因小鼠模型

的十分之一。
 

因此,利用该模型可为相关研究有效

节省成本,可及性更高。除此之外,我们利用不同鼠

适应株及不同年龄、性别小鼠系统性的建立了由轻

症到重症且病理反应与临床表现一致性更高的小鼠

感染模型评价体系,为相关疫苗及药物评价提供了

更多且更加适宜的选择。基于以上模型,我们成功

完成了超过一百种疫苗或药物候选的临床前动物体

内有效性评价。其中我国第一个获批I期临床试验

的新冠 mRNA疫苗[6],人源化抗体 HB27[7],全人

源抗体CA521FALA[8]、HLX70[9]等均基于以上模型

评价结果顺利进入临床试验。总之,我们基于鼠适

应株所建立的小鼠感染模型在疫苗及药物评价方面

具备多重优势且已得到长期实践检验并为国家权威

部门认可,有效助力了我国疫苗及药物快速研发并

将继续发挥重要作用。
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5 新冠病毒鼠适应株模型推动致病机制

研究

新冠患者临床症状及感染后果存在显著差异,
从无症状感染到发热、疲劳、干咳等轻微症状,再到

呼吸不畅、肺炎、急性肺损伤,乃至发生呼吸窘迫综

合征,甚至死亡不等[1013]。而且疾病严重程度表现

出与年龄、性别以及糖尿病等基础病紧密相关的流

行病学特征[1416]。因此,建立临床表现严重程度不

同且可体现流行病学特征的小动物模型对于新冠病

毒致病机制研究至关重要。
 

如前所述,我们利用

MASCp6和
 

MASCp36感染不同年龄、性别小鼠系

统性的建立了由轻症到重症表现的小鼠感染模型平

台,且基于 MASCp36建立的小鼠感染模型明确体

现出了年龄、性别相关的流行病学特征,以及肺组织

纤维化、血糖异常升高等与临床表现较为一致的特

殊病理反应,而这也是目前报道的唯一可诱导肺纤

维化或血糖异常升高的小鼠模型[5,17]。事实上,正
是基于此模型我们已经初步解析出了新冠病毒感染

引起血糖异常升高机制所在[17]。因此,我们通过鼠

适应株所建立的小鼠感染模型不仅为新冠疫苗及药

物的评价提供了重要工具,还为新冠病毒致病机制

提供了更加适宜的系统性研究平台,有力推动了新

冠病毒致病机制研究。

6 未来机遇与挑战

在我们率先获得鼠适应株之后,国内外其他多

个实验室也相继获得了鼠适应株并以此建立了小鼠

感染模型。在策略上主要分为三类,一类是根据前

期预测的可能增强RBD与鼠ACE2结合能力的氨

基酸位点突变,直接通过反向遗传学技术构建相应

位点突变病毒,之后再利用小鼠进行感染验证[18];
二是以上述反向遗传学技术构建的突变株在小鼠体

内进一步传代适应,以获得对小鼠适应性及致病作

用更强的适应株[19,20];三是如本研究所采用的方

法,即直接用大剂量新冠病毒在小鼠体内强制传代

适应[2124]。其中,以第三类策略居多。虽然不同研

究团队在传代适应时所选用的病毒分离株、小鼠品

系、小鼠年龄有所不同,但是在结果上各团队基于各

自的体系通过不同代次传代均获得了可有效感染小

鼠的鼠适应株。此外,对鼠适应性分子机制研究表

明,鼠适应株RBD上氨基酸位点突变是决定鼠适应

性的关键因素。图2展示了所有新冠病毒鼠适应株

S蛋白上氨基酸位点突变[2,3,1824],综合分析发现不

同研究团队独立获得的新冠病毒鼠适应株RBD上

的氨基酸位点突变存在较高的一致性,例如所有7
个直接在小鼠体内传代获得的鼠适应株的RBD上,

5个均出现了Q498H氨基酸位点突变,且被证明在

鼠适应性中发挥关键作用。这表明通过体内传代适

应建立新冠病毒鼠适应株是一种具有一定进化趋势

的可靠方法,该方法可为其他缺乏有效感染模型的

新发病毒的模型建立提供一定的借鉴。进一步综合

对比鼠适应株与主要变异株S蛋白氨基酸序列发现

两者氨基酸位点突变存在较高一致性,尤其是在

RBD区。如Alpha突变株RBD上的突变(N501Y)
与鼠 适 应 株 MASCp6完 全 一 致,Beta突 变 株 与

MASCp36适应株RBD上三个氨基酸位点突变中两

个完全一致(K417N/501Y),
 

甚至所有鼠适应株S
基因上发现的6个氨基酸突变位点均出现在了新冠

病毒变异株Omicron上相应位置,其中3个突变完

全一致(图2)。我们也因此进一步提出了新冠病毒

在人群与小鼠体内可能存在趋同进化这一理论猜

想[25]。因此,利用新冠病毒在小鼠体内传代适应,
有可能被发展为新冠病毒加速进化研究平台,通过

实验室加速进化提前发现关键进化位点,为未来新

冠病毒在人群中可能进化出的突变位点进行超前发

现,从而提前对相关位点是否会使毒力、传播能力增

强或加剧免疫逃逸等进行评估,使疫情防控及疫苗

或抗体研发变被动为主动。而反向思考,当新的新

冠病毒变异株出现时,可以根据其RBD上是否含有

与鼠适应株一致性突变,而对该突变株跨种感染小

鼠的能力及风险进行初步预判。实事上,我们正是

基于Beta变异株与 MASCp36鼠适应株RBD上存

在N501Y/K417N一致性突变这一发现,首次确证

并报道了Beta变异株已经在自然进化过程中获得

了跨种感染小鼠的能力及跨种传播风险,为疫情防

控提出了新的预警[26]。综上,新冠病毒鼠适应株及

相应感染模型体系未来不仅能够在疫苗、药物评价

及致病机制研究中发挥更加重要的作用,而且在新

冠病毒适应进化预测及跨种感染传播风险预警方面

具备较大潜力。
新冠病毒鼠适应株虽然具有上述诸多优势及重

要作用,但同时也存在一些亟待回答的问题或不足。
首先是新冠病毒快速鼠适应机制依然没有明确。多

个研究结果显示,新冠病毒甚至在小鼠体内经过一

代适应就可发生关键适应性氨基酸位点突变,并可使
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图2 鼠适应株S基因氨基酸位点突变及其与变异株一致性分析[2,3,1824]

RBD构象发生改变从而显著增加与鼠 ACE2受体

的亲和能力。为何新冠病毒能够如此之快的适应进

化以及这一快速进化特征是否会使新冠病毒在自然

进化过程中具有不断扩大宿主范围的风险,值得深

入研究。其次,鼠适应株致病机制依然有待进一步

探究。虽然在上述各研究中,研究人员通过深度测

序、结构解析等手段对RBD上关键鼠适应突变位点

进行了鉴定,但是综合以上研究结果可以发现,RBD
上氨基酸位点突变并不能完全决定适应株的致病作

用,如RBD上均出现Q498H突变的鼠适应株对小

鼠致病作用存在显著差异[2124]。此外,新冠病毒鼠

适应进化规律及相关影响因素依然模糊。如上所

述,不同鼠适应株之间关键鼠适应性突变位点具有

一定的一致性,但也存在差异。高玉伟等用同一新

冠病 毒 分 离 株 在 不 同 小 鼠 品 系 (BALB/c和

C57BL/6N)传代获得了两株在RBD上突变一致,
但在E、NSP5及 NSP9基因上又存在突变差异的

鼠适应株;而 Naoko
 

Iwata-Yoshikawa等用两株不

同新冠病毒分离株在同一种小鼠上进行传代时发

现只有其中一株传代适应成功[22]。以上研究提示

新冠病毒鼠适应进化可能受原始病毒毒株、小鼠品

系等多重因素影响,但是目前新冠病毒鼠适应株报

道有限,且建立体系差异因素较多,因此尚无法具

体总结出适应进化规律或影响因素及其作用。最

后,鼠适应株感染模型在模拟新冠患者临床病理损

伤特征方面仍有提升空间。例如,部分新冠患者临

床上出现肺纤维化等病理反应特征,而在鼠适应株

感染小鼠模型中仅 MASCp36能够诱导这一病理

反应,其他鼠适应株感染模型均未见此报道。虽然

新冠病毒感染小鼠模型表现出常见肺炎病理反应

已经能够满足疫苗药物等评价需求,但是在满足一

些特定靶点或作用机制药物的评价(如肺纤维化的

治疗药物)及特定病理损伤机制研究的需求方面仍

须进一步完善。
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Abstract Since
 

the
 

outbreak
 

of
 

COVID-19,
 

its
 

causative
 

agent,
 

SARS-CoV-2,
 

continues
 

to
 

transmit,
 

which
 

has
 

caused
 

more
 

than
 

450
 

million
 

cases
 

and
 

6
 

million
 

deaths.
  

In
 

order
 

to
 

prevent
 

the
 

spread
 

of
 

COVID-19,
 

a
 

variety
 

of
 

vaccines
 

and
 

drugs
 

are
 

being
 

developed
 

and
 

the
 

pathogenesis
 

is
 

also
 

being
 

studied.
 

Small
 

animal
 

models
 

are
 

indispensable
 

tools
 

for
 

these
 

research
 

work.
 

However,
 

SARS-CoV-2
 

clinical
 

isolates
 

in
 

early
 

stage
 

of
 

the
 

pandemic
 

cannot
 

effectively
 

infect
 

standard
 

laboratory
 

mice,
 

thus
 

the
 

infection
 

models
 

cannot
 

be
 

directly
 

established
 

with
 

them.
 

To
 

overcome
 

this
 

barrier,
 

we
 

adopted
 

the
 

strategy
 

of
 

serially
 

passaging
 

SARS-CoV-2
 

in
 

mice,
 

and
 

finally
 

obtained
 

mouse-adapted
 

SARS-CoV-2
 

strains
 

with
 

different
 

infectivity
 

and
 

pathogenicity
 

to
 

standard
 

laboratory
 

mice,
 

and
 

successfully
 

established
 

mouse
 

infection
 

models
 

that
 

can
 

simulate
 

mild
 

to
 

severe
 

clinical
 

characteristics
 

of
 

COVID-19.
 

Furthermore,
 

we
 

explored
 

the
 

molecular
 

mechanism
 

of
 

mouse
 

adaptation
 

of
 

SARS-CoV-2
 

by
 

deep
 

sequencing,
 

affinity
 

and
 

protein
 

crystal
 

structure
 

analysis.
  

The
 

mouse-adapted
 

strains
 

and
 

models
 

we
 

built
 

provide
 

an
 

effective
 

research
 

platform
 

for
 

the
 

evaluation
 

of
 

agents
 

and
 

the
 

exploration
 

of
 

SARS-CoV-2
 

pathogenesis.
  

In
 

this
 

paper,
 

we
 

reviewed
 

the
 

development
 

of
 

mouse-adapted
 

SARS-CoV-2
 

and
 

the
 

structural
 

and
 

biological
 

basis
 

of
 

mouse
 

adaptation,
 

as
 

well
 

as
 

the
 

establishment
 

and
 

application
 

of
 

mouse-adapted
 

SARS-CoV-2
 

infection
 

models.
  

Keywords SARS-CoV-2;
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