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假病毒的应用及其动物模型的研究进展
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&摘要'

!

随着新型高危病毒的出现!使用野生型病毒株进行研究的传统方法显示出局限性!迫切需

要一种新方法,体外构建假病毒具有安全稳定)宿主嗜性广等优点!已被广泛应用于中和抗体检测)抗

原表位研究)病毒与宿主细胞间相互作用研究)抗病毒药物筛选等领域!是一种安全有效的研究手段,

为了进一步评价疫苗)抗体)抗病毒药物的体内保护效果!建立便捷可靠的假病毒动物模型显得尤为重

要,此文对假病毒的应用)假病毒动物模型的建立等方面做一综述!总结相关领域的研究进展,
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假病毒技术起源于逆转录病毒载体的应用!但

由于早期假病毒表达系统操作复杂)产量低!一直未

被广泛应用,伴随着重组病毒表达技术)哺乳动物

细胞蛋白表达技术等的发展!假病毒研究得到了快

速发展,

(%%&

年!

,DCP

等0

!

1首次使用简单的质粒

转染方法!用密码子优化的犬乳头瘤病毒结构蛋白

表达质粒和报告基因表达质粒共转染
("'#

细胞!

成功进行细胞内组装!表达效率较之前的塞姆利基

森林病毒表达系统提高了
!%%%

万倍,这对假病毒

生产是一个重大突破!使用质粒载体转染哺乳动物

细胞也成为目前普遍使用的假病毒构建方法,

+

!

假病毒基本特性

假病毒是一种具有单轮感染能力的重组病毒颗

粒!由病毒包膜蛋白或衣壳蛋白包裹非病毒自身核

酸所形成,其核酸中编码衣壳蛋白的基因通常被报

告基因所取代,假病毒由于核酸的缺陷性而只具有

一个周期的感染能力!因此具有较高的生物安全性!

除此之外还具有稳定性强)宿主嗜性广等优点,其

核酸携带的报告基因还可用于假病毒定量)指示假

病毒进入细胞以及反映假病毒在动物体内分布情

况,因此假病毒技术被广泛应用于中和抗体水平测

定)抗原表位研究)病毒与宿主细胞间相互作用)抗
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病毒药物筛选等方面,

常见的假病毒报告基因主要有
*

半乳糖苷酶)

荧光蛋白家族和萤光素酶等,其中!

*

半乳糖苷酶

报告基因的表达产物
*

M

H
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催化底物
IM

H

@=

水解呈

蓝色!可通过酶联免疫图像分析系统检测计数,荧

光蛋白家族主要包括绿色荧光蛋白"
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#)增强型
-+7

"
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$-+7

#)红色荧光蛋白和蓝色荧光蛋白等!以荧光

蛋白作为报告基因检测方便!可直接通过荧光显微

镜观察!但定量则需借助流式细胞仪,萤光素酶主

要包括萤火虫萤光素酶"
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#)海

肾萤光素酶)纳米萤光素酶等!其中以萤光素为底物

来检测
+=DC

活性的生物发光体系检出灵敏度高)特

异性强)检测便捷!使得
+=DC

成为近些年应用最为

广泛的一类假病毒报告基因,

!

!

常见假病毒包装系统
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包膜病毒
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冠状病毒"
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)中东呼吸综合征冠状病毒"
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1等包膜

病毒作为假病毒的研究前景良好,目前常用的包膜

病毒假病毒包装系统包括
0!1

慢病毒包装系统)水

疱性口炎病毒"

V2?8CD=@3?;49@;8;8?V83D?

!

1/1

#包

装系统和鼠白血病病毒包装系统等,慢病毒载体包

装系统通常是制作包膜病毒假病毒的首选!具有转

染细胞范围广)感染效率高)导入基因片段量容量大

且表达稳定等优点,以
0!1M!

型三质粒包装系统

为例!需分别构建包装载体)异源包膜载体以及转移

载体!包装载体控制除病毒包膜蛋白"

2:V2=4
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!

$:V

#

外的所有病毒结构蛋白的基因表达!包括主要结构

蛋白
-@
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74=

!调节蛋白
%2V

)

#@;

以及辅助蛋白
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等+异源包膜载体上含有
1/1

糖蛋白"
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#基因序列!相较于原病毒

R&T

序列编码的
$:V

具有更广泛的宿主范围+转移

载体上含有目的基因)报告基因以及必要的包装元

件,为降低质粒系统意外重组产生活病毒的概率!

有研究删除包装载体上辅助蛋白"

18E
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#序列及调节蛋白
#@;

序列!只保留
-@

H

)

74=

)

%2V

!并将调节蛋白
%2V

序列放在一个单独的表达

质粒上!形成安全性更高的四质粒表达系统0
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1
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#

1则通过慢病毒三质粒包装系统成功构

建了流感病毒假病毒!其中包装载体
5

.F1G%$K(

表达除
$:V

外的
-@

H

)

74=

等所有结构蛋白!包膜载

体
5

FGK-

表达
1/1M-

!

5

#Q(M.F1M-+7

为表达

目的基因并携带报告基因的转移载体,

(K(

!

非包膜病毒

非包膜病毒结构简单!没有包裹在外层的脂质

双层膜!其抗原直接分布在衣壳蛋白表面!如人乳头

瘤病毒"
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0
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)肠道病毒

#!

型"

2:;234V83D?#!

!

$1#!

#

0

"

1

)脊髓灰质炎病

毒0

!%

1

)柯萨奇病毒"
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1等,

非包膜病毒假病毒的构建需要衣壳蛋白表达载体)

报告基因表达载体"编码衣壳蛋白的序列被报告基

因替代#或复制子表达载体!转染至真核细胞后自行

组装为完整假病毒,李雄雄等0

!(

1将分别表达

071!)

主要衣壳蛋白
(!

和次要衣壳蛋白
((

的

5

!)(!

)

5

!)((

以及表达
$-+7

的
5

$-+7

共转染

("'+#

人胚肾细胞!构建
071

假病毒,衣壳蛋白

(!

)

((

可自组装成具有感染性的病毒样颗粒!同时

把长度不超过
$PA

的报告基因包装入病毒颗粒内!

形成具有单轮感染能力)并通过报告基因的表达反

映病毒感染情况的
071

假病毒,常见肠道病毒假

病毒的构建方法有以下两种$"

!

#将衣壳蛋白表达载

体和体外转录的病毒复制子
%"&

分步转染真核细

胞,

.<2:

等0

!'

1使用
+=DC

报告基因替代
$1#!

复制

子中的
7!

序列!线性化后体外转录为复制子
%"&

!

在转染衣壳蛋白表达载体
(&<

后转染复制子

%"&

!获得
$1#!

假病毒,"

(

#将衣壳蛋白表达载

体)假病毒复制子表达载体)

#

#

%"&

聚合酶表达载

体共转染真核细胞,

)8:

等0

!!

1通过构建
#

#

%"&

聚

合酶表达载体实现了病毒复制子的体内转录!通过

三质粒共转染
("'#

细胞!使
.1M&!)

衣壳蛋白包

裹携带
+(DC

报告基因的
.1M&!)

复制子!获得

.1M&!)

假病毒,

U

!

假病毒的应用

'K!

!

中和抗体研究

中和抗体水平检测及中和抗体活性评价是评价

疫苗效果的重要指标!在流行病学研究)临床诊断等

方面也具有重要意义,但对于
/&%/M.41

)

F$%/M

.41

)

0!1

)

071

等传染性强)致病性高且体外难以

培养的病毒!用假病毒评价中和抗体水平成为一种

安全有效的方法,

冠状病毒假病毒已被广泛应用于中和抗体评

价,马建等0

!&

1分别构建了表达
/&%/M.41

和

F$%/M.41

刺突 "

?

5

8P2

!

/

#蛋白的质粒载体
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5

CG"&'K!M//

和
5

CG"&'K!MF/

!通过携带
+=DC

报

告基因的
1/1

复制缺陷型病毒载体系统制备了高

滴度的
/&%/M.41

和
F$%/M.41

假病毒!建立了

稳定性和重复性均良好的中和抗体假病毒检测方

法,

071

假病毒也被国内外普遍用于检测
071

疫苗免疫血清中和效价,魏双萍等0

$

1通过构建不同

的报告基因表达载体建立了基于
-+7

)红色荧光蛋

白和蓝色荧光蛋白报告基因的三色混合荧光
071

假病毒检测系统!在
071

九价疫苗免疫血清中和

试验中!同一份血清只需检测
'

次!大大提高了临床

血清中和检测的效率,

$1#!

0

"

1

)

.1M&!)

0

!!

1

)

.1M

,*

0

!*

1等肠道病毒也建立了基于假病毒的中和抗体

检测系统,

与传统的细胞病变效应"

C

>

;4

5

@;<8C2EE2C;

!

.7$

#中和抑制试验相比!假病毒检测系统具有操作

简单)精确度高)可进行高通量检测等优点!但如果

假病毒产量过低!则会提高检测成本并造成中和结

果偏差,此外!各实验室之间的检测方法需标准化

后才能更普遍应用,

'K(

!

抗原表位研究

F$%/M.41

主要在人和骆驼之间传播,

/

蛋

白受体结合域"

32C2

5

;43A8:B8:

H
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!

%,G

#作为

疫苗关键靶点!已在多次暴发的分离株中检测到突

变!这引起了人们对基于
%,G

的
F$%/M.41

疫苗

对循环
F$%/M.41

毒株功效的担忧,

#@8

等0

!)

1基

于在
(%!(

2

(%!*

年分离到的
F$%/M.41%,G

突

变株构建了
*

种亚单位疫苗!同时通过
0!1M!

假病

毒包装系统构建了
!#

种
F$%/M.41

假病毒!其中

5

"(&M'K=DCK%$

为编码表达
$:V

缺陷携带萤光素

酶的
0!1M!

基因组的质粒!与编码不同
/

蛋白的质

粒共转染
("'#

细胞,这些假病毒分别表达了

(%!(

2

(%!*

年流行的分离突变株)单克隆抗体逃逸

突变株以及人
F$%/M.41

活毒株的
/

蛋白!证实

了这些病毒
%,G

诱导的抗体具有广泛的交叉中和

能力!可以对抗不同的循环
F$%/M.41

毒株,

根据基因同源性及抗原特性!狂犬病毒属可分

为多个谱系!但目前的狂犬病疫苗只可预防遗传谱

系
!

型病毒!无法预防遗传谱系
(

型的病毒,对此!

$V@:?

等0

!#

1针对决定狂犬病毒中和谱的
-

蛋白展

开研究!基于
0!1M!

慢病毒系统构建了含有
*

个
-

抗原位点分别在遗传谱系
!

型和
(

型之间交换的重

组狂犬病毒假病毒!以此确定
-

抗原位点改变对狂

犬病毒功能和中和特性的影响,结果显示狂犬病毒

中单个
-

抗原位点改变可影响中和谱!其中抗原位

点
(

具有免疫优势!可能与其影响
-

蛋白表面构象

有关,因此!在狂犬病毒
-

蛋白晶体结构未知的情

况下!假病毒为狂犬病毒抗原表位研究提供了有效

方法,

'K'

!

病毒与宿主细胞间相互作用研究

近年来!多种冠状病毒跨越物种壁垒感染人类!

引起严重呼吸道疾病,研究病毒与宿主细胞间的作

用)确定细胞表面特异性受体成为急需解决的问题,

而假病毒不仅可以通过基因手段改变表达的外膜蛋

白或衣壳蛋白!还可以通过携带的报告基因指示病

毒进入!故在研究病毒的特异性受体方面具有广泛

应用,

(%%(

年!由
/&%/M.41

引起的
/&%/

席卷全

球,

F4432

等0

(

1通过猴免疫缺陷病毒"

?898@:

899D:4B2E8C82:C

>

V83D?

!

/!1

#包装系统构建表达

/&%/M.41/

蛋白的假病毒!其中包装载体为删除

R&T

基 因 同 时 使 用
FEI

替 换
3*

B

基 因 的

/!1M-+7

!包膜载体为
1/1M-

!转移载体为表达
/

蛋白的
5

CG"&'K!

,同时还制备可稳定表达人血管

紧张素转化酶
(

"

@:

H

84;2:?8:C4:V23;8:

H

2:O

>

92(

!

&.$(

#的细胞!发现
&.$(

上的
/

蛋白结合位点和

酶活性催化位点在介导病毒感染的过程中功能不

同!阻断催化活性形式的
&.$(

并不会降低病毒感

染!而非催化活性形式的可溶性
&.$(

可有效阻断

/&%/M.41

感染!为
/&%/

治疗提供了思路,之

后!

(@:

H

等0

!$

1又通过
/&%/M.41

假病毒发现了介

导病毒侵染宿主细胞的其他作用位点!使用肝素酶

或外源肝素处理细胞可阻断
/

蛋白与宿主细胞结

合!抑制
/&%/M.41

假病毒感染!这表明肝素蛋白

多糖是参与
/&%/M.41

进入细胞的重要细胞表面

结构,

(%!(

年在沙特阿拉伯首次分离到
F$%/M

.41

!该病毒引起的疫情迅速扩散到
(%

多个国家,

已有学者证明二肽基肽酶
&

"

B8

5

2

5

;8B

>

=

5

2

5

;8B@?2&

!

G77M&

#为
F$%/M.41

感染细胞的功能性受体,之

后
R<@4

等0

!"

1使用
0!1

慢病毒包装系统!将包装载

体
5

"(&M'K=DCK%$

)异 源 包 膜 载 体
1/1M-M

5

CG"&'K!

)转移载体
3F$%/M.41M/

共转染
("'#

细胞制备
F$%/M.41

假病毒,通过该假病毒测试

F$%/M.41

对不同细胞的感染能力!结果显示不表

达
G77M&

的细胞也能感染
F$%/M.41

!证明了

G77M&

并不是
F$%/M.41

唯一受体!还存在其他

*

$'!
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尚未明确的替代受体,蝙蝠冠状病毒
0S*&

和

0S**

作为
F$%/M.41

的近缘病毒!其
%,G

序列

与
F$%/M.41

高度一致!可能具有感染人类的风

险,

Q@:

H

等0

(%

1同样使用
0!1

慢病毒包装系统构

建了
0S*&

)

0S**

及
F$%/M.41

假病毒!通过假

病毒抑制等功能实验证明了
0S*&

的功能受体也

是
G77M&

+但不同的是!

F$%/M.41

假病毒无需添

加外源蛋白酶即可感染表达人
G77M&

的
0$S("'#

细胞!而
0S*&

假病毒只有在加入外源胰蛋白酶的

情况下才可实现,这表明
F$%/M.41

不仅适应人

类受体!还可利用人类细胞蛋白酶来有效进入人体

细胞!而
0S*&

作为可以识别
G77M&

的蝙蝠冠状

病毒可能会感染人类细胞!这对于评估蝙蝠冠状病

毒所致的新兴疾病潜力以及防控其在人类中的传播

至关重要,

(%!"

年
!(

月!中国武汉出现由
/&%/M.41M(

引发的新型冠状病毒肺炎"

C434:@V83D?B8?2@?2

(%!"

!

.'1!GM!"

#,

(2;P4

等0

(!

1通过替换
/&%/M

.41

的
%,G

序列构建了
("

种
*

M.41

谱系
,

假病

毒!并根据
%,G

的系统发育聚类为
'

个单系群!研

究了包括
/&%/M.41M(

在内的所有病毒进入细胞

及受体使用情况!结果显示人
&.$(

是
/&%/M.41M

(

的特异性受体+同时确定了单系群
!

的
%,G.

端

的受体结合基序是病毒通过
&.$(

进入宿主细胞

所必需的,国内
'D

等0

((

1分别使用慢病毒包装质粒

5

?7&I(

)表达
-+7

和萤光素酶的慢病毒报告质粒

5

(2:;8M-+7

)表达
1/1M-

的质粒以及表达
/&%/M

.41M(/

蛋白的质粒共转染
("'#

细胞!获得

/&%/M.41M(

假病毒!通过稳定表达人
&.$(

的

("'#

细胞系证实了人
&.$(

是
/&%/M.41M(

的受

体!并发现
/&%/M.41M(

主要通过内吞作用进入细

胞,

'K&

!

抗病毒药物筛选研究

传统的抗病毒药物筛选方法是观测野生型病毒

感染的
.7$

或检测病毒抗原!但实验操作流程复

杂!观测
.7$

主观性强!操作某些高致病性毒株还

需具备严格的实验条件,假病毒药物筛选平台作为

一种新型)安全)可靠的实验手段!为抗病毒药物的

研究做出了很大贡献,

'K&K!

!

抗流感药物
!

流感病毒作为全球范围内的

重要公共卫生威胁!其耐药株的频繁出现限制了抗

病毒治疗的选择!迫切需要找到新的抗流感药物来

应对季节性和大流行性流感,血凝素"

<29@

HH

=D;8M

:8:

!

0&

#是流感病毒表面分布最多的包膜蛋白!由

0&!

和
0&(

两个亚基组成,有研究表明!

0&

在

病毒感染的早期阶段!包括受体结合与膜融合过程

中起关键作用!使其成为开发抗流感药物的重要潜

在靶点,

,@?D

等0

('

1使用基于甲型流感病毒"

8:E=D2:O@&

V83D?

!

!&1

#假病毒的高通量筛选!从化学多样性小

分子文库"

!%)&&%

个化合物#中筛选新型小分子合

成抑制剂!以阻断
0&

介导的
!&1

与宿主细胞膜融

合!最终筛选出两种具有广谱抗流感活性的新型化

合物
F,I('("

和
F,I(*&)

,这些化合物可结合

到
0&

三聚体的茎部结构域!从而抑制
0&

介导的

融合!对多种流感病毒"

0*"!

)

0!"!

)耐奥司他韦

0!"!

#均有较强的抑制活性,

6D

等0

(&

1则进一步

对
!&1

的
0&(

中序列极其保守的融合肽"

ED?84:

5

2

5

;8B2

!

+7

#进行研究!将
+7

上的带负电荷或中性

电荷的残基替换为带正电的赖氨酸!通过基于
!&1

假病毒的进入抑制试验验证了这些
+7

的抗菌活性

及作用机制,研究表明带正电荷的
+7

通过与
0&(

亚基相互作用阻断了
0&(

亚基的构象变化!从而

阻止了病毒进入宿主细胞!可有效抑制包括奥司他

韦抗性株在内的
!&1

的复制,同样基于
!&1

假病

毒药物筛选系统!

6D

等0

(*

1又验证了槲皮素对

0*"!

假病毒感染的抑制活性!阐明了槲皮素是通

过与
0&(

亚基相互作用在流感病毒感染早期阶段

发挥抑制作用,

'K&K(

!

抗
0!1M!

药物
!

&!G/

严重威胁人类健康,

&!G/

主要由
0!1M!

引起!但由于
0!1M!

耐药突变

率高!快速筛选出具有新靶点)廉价
$

效)不易产生

耐药性的
&!G/

药物的需求日益迫切,

0!1M!

的危

害性高!必须在生物安全三级实验室中进行!且易发

生职业暴露!选择
0!1M!

假病毒体系是筛选抗病毒

药物的安全方法,目前广泛用于
0!1M!

研究的假

病毒主要有两类!其主要区别在于包膜载体的选择$

使用编码
1/1 -

蛋白的包膜载体构建而成的

1/1-

%

0!1M!

+

2:V

+使用编码
0!1M!$:V

的包膜

载体构建而成的
0!1M!2:V

%

0!1M!

+

2:V

0

()

1

,与

1/1-

%

0!1M!

+

2:V

包 装 系 统 相 比!

0!1M!2:V

%

0!1M!

+

2:V

假病毒具有
0!1M!

的
$:V

!能够以类似

于野生型
0!1M!

的侵入机制进入细胞!多用于筛选

0!1M!

进入抑制剂和融合抑制剂,

0!1M!

进入宿主细胞的第一步为
$:V

H5

!(%

与宿主细胞表面受体
.G&

的结合!因此
H5

!(%

及其

*

"'!
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受体
.G&

被认为是开发进入抑制剂的潜在靶点,

.D332=8

等0

*

1设计了一系列化合物!使其能与
.G&

竞

争结合
H5

!(%

的
7<2&'

凹槽!最终通过
0!1M!2:V

%

0!1M!

+

2:V

假病毒系统筛选出
.G&

拮抗剂
",GM

!!%(!

,该小分子可对
*)

种代表临床分离株的

0!1M!

假病毒显示出广谱抑制作用!半数抑制浓度

"

*%W 8:<8A8;43

>

C4:C2:;3@;84:

!

!.

*%

#低 至

(#%:94=

%

(

,随后又基于
",GM!!%(!

合成了
(*

种

类似物!通过
0!1M!

假病毒感染试验发现化合物

&*&

"

",GM!&%%"

#和
&)&

"

",GM!&%!%

#具有广谱抗

病毒效力!

!.

*%

低至
!*%:94=

%

(

!同时可抵制趋化因

子受体
&

嗜性的
0!1M!

在细胞间的传播0

(#

1

,

非核苷类逆转录酶抑制剂在
&!G/

的高效抗逆

转录病毒疗法中发挥重要作用,

(M

硫甲基吡唑嘧啶

酮类衍生物作为代表性化合物!因具有较小的毒副

作用和较高的抗
0!1M!

活性而倍受关注,唐成

润0

()

1构建了
0!1M!2:V

%

0!1M!

+

2:V

假病毒筛选药

物体系!并通过此体系对
!"

种
(M

硫甲基吡唑嘧啶酮

类衍生物进行体外抗
0!1M!

活性筛选!得到的

6QFM!#

和
6QFM(*

对包括耐药株在内的多株

0!1M!

假病毒表现出显著抑制作用!

!.

*%

均在

:94=

%

(

水平!有望成为抗
0!1M!

候选化合物,

(K&K'

!

抗
/&%/M.41M(

药物
!

在
.'1!GM!"

疫苗

上市前!找到一种有效的抗
/&%/M.41M(

药物将具

有重大意义,直接使用
/&%/M.41M(

进行研究需

要实验室安全级别达到三级以上!极大限制了研究,

因此表达
/&%/M.41M(/

蛋白的假病毒发挥了重要

作用,

I8@

等0

($

1曾研发出一种靶向人类冠状病毒
/

蛋

白七肽重复序列"

<2

5

;@B32

5

2@;

!

0%

#

!

结构域的广

谱抗冠状病毒融合抑制剂
$S!

!通过
/&%/M.41

)

F$%/M.41

等一系列人类冠状病毒假病毒验证了

$S!

的广谱抗病毒活性!可以剂量依赖方式显著抑

制假病毒感染!

!.

*%

为
(K'$

%

94=

%

(

,此外!

/&%/M

.41M(

的
0%(

衍生肽也对
/&%/M.41M(

假病毒显

示出强抑制活性!

!.

*%

为
%K"$

%

94=

%

(

,随后!

I8@

等0

("

1又基于
$S!

设计了一系列脂肽!通过表达

/&%/M.41M(/

蛋白的假病毒感染抑制试验!确定

其中的
$S!.&

是最有效的融合抑制剂!其
!.

*%

为

!*K$:94=

%

(

!是
$S!

抗
/&%/M.41M(

活性的
!&"

倍,同时
$S!.&

对
/&%/M.41

)

F$%/M.41

以及

/&%/3M.41

假病毒的膜融合和感染的抑制也非常

有效!这表明
$S!.&

很有希望成为第一个用于治

疗或预防的广谱抗冠状病毒融合抑制剂,

04EE9@::

等0

'%

1通过复制缺陷性
1/1

载体

1/1

(+

-ME(DC

构建了表达
/&%/M.41M(/

蛋白的

假病毒,研究发现
/&%/M.41M(

利用
(

型跨膜丝

氨酸蛋白酶"

;3@:?929A3@:2

5

34;2@?2?238:2(

!

#F7%//(

#激活
/

蛋白启动宿主细胞进入!而已上

市蛋白酶抑制剂
.@94?;@;F2?

>

=@;2

正是通过抑制

#F7%//(

活性阻断
/&%/M.41

等冠状病毒感染!

进而验证了
.@94?;@;F2?

>

=@;2

对
/&%/M.41M(

感

染的阻断效果!有望成为
.'1!GM!"

的治疗方法,

(%(%

年
&

月
'

日!关于该抑制剂在
(%!"

新型冠状

病毒感染的临床试验在丹麦开展,

V

!

假病毒动物模型

建立传染病动物模型的主要目的是探究病毒的

发病机制以及评价抗病毒药物和疫苗,理想的动物

模型首先是允许被病毒感染的!其次应重现在患者

中观察到的临床过程和病理表现,但由于有些病毒

所需实验室的生物安全等级要求高!缺少经济有效

的动物模型!限制了针对此类病毒的药物和疫苗研

发,鉴于假病毒系统可克服以上缺点!又可通过检

测报告基因的表达反映病毒感染部位!故基于假病

毒建立的动物模型被广泛应用到病毒研究中,

&K!

!

冠状病毒假病毒动物模型

多种实验动物可感染
/&%/M.41

!但由于

F$%/M.41

的宿主细胞表面受体
G77M&

具有种属

限制性!除了某些非人灵长类动物以外!大多数实验

动物不能自然感染
F$%/M.41

,因此
+@:

等0

'!

1基

于
.%!/7%M.@?M"

技术建立了表达人
G77M&

"

<G77M

&

#的
%()M<G77M&

小鼠!该小鼠极易受到
F$%/M

.41

感染,该团队使用高滴度
F$%/M.41

假病毒

通过胸腔感染
&

周龄
%()M<G77M&

小鼠!活体成像

结果显示在攻毒后
!%

)

!!B

假病毒感染达峰值!主

要感染器官为胸腺)心脏和肺,同时!通过活体成像

和免疫组织化学研究!发现
F$%/M.41

假病毒更

倾向于感染支气管!这一组织嗜性和
F$%/M.41

活病毒一致,之后!将此
F$%/M.41

假病毒动物

模型成功应用于
F$%/M.41/

蛋白
%,G

特异性中

和抗体以及
F$%/M.41/

蛋白
0%!

特异性融合抑

制剂的体内评价!得到与活病毒小鼠模型一致的结

果,

鉴于
(>IIM&

基因敲入小鼠存在高成本)高技

术屏障等缺点!牛军伟等0

'(

1建立了
F$%/M.41

假

病毒感染小鼠模型,首先将表达
<G77M&

的重组腺

*

%&!
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病毒"

&B*M<G77M&

#通过胸腔或腹腔注射转导

,&(,

%

C

小鼠!再通过胸腔或腹腔注射高滴度

F$%/M.41

假病毒!通过活体成像观察
F$%/M

.41

假病毒在体内的感染过程与分布特点,但受

限于
&B*M<G77M&

较低的组织感染效率!

<G77M&

体

内表达量低!

F$%/M.41

假病毒不能有效感染细

胞!导致此模型的荧光信号强度较低!持续时间较

短,但此模型可以通过提高
<G77M&

体内表达水

平)优化
F$%/M.41

假病毒感染等方式继续完善!

或可为
F$%/M.41

药物评价提供一种精确便捷的

动物模型,

&K(

!

丝状病毒假病毒动物模型

丝状病毒活病毒必须在生物安全四级实验室内

操作!且其对免疫系统完整的成熟小鼠不易感!若通

过将病毒在小鼠体内连续传代以获得致死突变型小

鼠适应株!则非常耗时!这对相关治疗药物及疫苗的

研发带来很大阻碍,

.<2:

等0

''

1基于
0!1

%

E8=4V83D?M

-7

假病毒!成功构建了
$,'1

)马尔堡病毒

"

F@3AD3

H

V83D?

!

F&%1

#和
(=4V8D

病毒的假病毒

小鼠模型,腹腔途径感染
)

&

$

周龄雌性
,&(,

%

C

小鼠!感染了假病毒的小鼠体内表达
+=DC

!通过腹

腔途径注射底物后进行活体成像可检测到生物发

光!生物发光强度与假病毒感染剂量呈线性相关!且

随时间推移逐渐增强!感染后
&

或
*B

强度达峰值!

后逐渐下降+最强发光区域位于胸腺,经过对
(

种

已知的丝状病毒进入抑制剂的评估!证实了该假病

毒动物模型评估系统的可靠性,

R<@:

H

等0

'&

1通过

修饰
0!1

包装载体)调整
0!1

包装载体和

F&%1M-7

表达载体转染比例)比较不同转染试剂

等方法优化了假病毒包装系统!获得了高滴度

F&%1

假病毒!基于此建立了
F&%1

假病毒小鼠

模型,通过腹腔途径感染
&

或
$

周龄雌性
,&(,

%

C

小鼠!感染后
*B

生物发光强度达峰值!并观察到假

病毒在多器官中广泛分布!脾脏)肠道)肌肉中发光

最强,还在豚鼠中诱导出
F&%1

保护性抗血清!

在体外具有很高的中和活性!且可以保护
,&(,

%

C

小鼠免受
F&%1

假病毒感染,

假病毒技术结合可视化假病毒动物模型!将给

病毒学研究带来极大便利,但假病毒动物模型成功

构建的前提!是制备出高滴度的假病毒或使用高灵

敏度的报告基因!这样才能准确地反映假病毒在体

内的分布)重现活病毒的临床特征,因此优化假病

毒包装载体表达原件)开发灵敏度更高的报告基因

显得尤为重要,

M

!

结语

假病毒作为一种安全有效的研究手段!在病毒

学基础研究中!尤其是对于一些高致病性病毒的研

究中发挥了重要作用,面对未知高危病毒的爆发!

假病毒技术以其安全)可靠)便捷等优势可以快速投

入使用,

.'1!GM!"

疫情爆发之后!

/&%/M.41M(

的感染诊断成为疫情防控的重中之重!中国国家药

品监督管理局医疗器械技术审评中心在发布的

&

(%!"

新型冠状病毒核酸检测试剂注册技术审评要

点'

0

'*

1中明确指出!

(%!"

新型冠状病毒核酸检测试

剂盒需要使用天然病毒或假病毒作为阳性质控品+

阴性参考品中的
/&%/M.41

)

F$%/M.41

可采用假

病毒,国内以厦门大学)厦门致善生物科技股份有

限公司为代表的多个科研团队及企业在第一时间研

制出
(%!"

新型冠状病毒
%"&

假病毒标准品!以应

对疫情的紧急需要!这为全球疫情的防控做出重大

贡献,但目前假病毒技术也存在一定缺陷$由于假

病毒包装系统多样!每个包装载体又可装配不同表

达元件!导致不同实验室制备的同一种病毒的假病

毒滴度差异较大!而不同实验室间假病毒滴度判定

方法也有所差异!这些差别可能会削弱假病毒技术

的可靠性,但不可否认的是!假病毒技术已被广泛

应用于多个领域并做出了很大贡献!相信随着科研

人员的共同努力!假病毒技术平台会日趋完善!并会

在医学生物学领域有着更为广阔的应用前景,

利益冲突
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本刊使用的缩略语

!!

以下是本刊常用的英文缩略语!第一次出现时可不必标注中英文全称,

缩略语
!!!!

中文全称
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

缩略语
!!!!

中文全称

&!G/

!

获得性免疫缺陷综合征
0,?&

H

乙型肝炎表面抗原

&7.

抗原呈递细胞
0,1

乙型肝炎病毒

,.-

卡介苗
0.1

丙型肝炎病毒

.G.

疾病预防控制中心
0!1

人类免疫缺陷病毒

.#(

细胞毒性
#

淋巴细胞
0(&

人类白细胞抗原

G"&

脱氧核糖核酸
!+"

干扰素

G#7

白喉
M

破伤风
M

百日咳疫苗
!(

白细胞介素

G#@7

白喉
M

破伤风
M

无细胞百日咳疫苗
F0.

主要组织相容性复合体

G#N7

白喉
M

破伤风
M

全细胞百日咳疫苗
7,/

磷酸盐缓冲液

$(!/&

酶联免疫吸附试验
7.%

聚合酶链反应

+G&

"美国#食品药品管理局
%"&

核糖核酸

-F7

药品生产质量管理规范
/&%/

重症急性呼吸综合征

0&1

甲型肝炎病毒
#<

辅助性
#

细胞

0,C&

H

乙型肝炎核心抗原
#"+

肿瘤坏死因子

0,2&

H

乙型肝炎
2

抗原
60'

世界卫生组织
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