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摘 要：利用分离的 GHIG3J’& 毒株 KL3$%，经滴鼻等途径感染大鼠、豚鼠、黑线仓鼠、白化仓鼠和雏鸡等 D 个种属的

动物，筛选对 GHIG 易感的小动物。在此基础上，选择食蟹猴和恒河猴进行 GHIG 的人工感染实验，评价其作为

GHIG 动物模型的可能性。结果表明，大鼠、豚鼠、黑线仓鼠、白化仓鼠和雏鸡等动物对 GHIG 均不易感，感染后未观

察到任何的临床及病理学改变，不过从感染 # 周后的大鼠和豚鼠的肺和咽等组织样本中检测到了的特异的核酸，

提示 GHIG3J’& 能够在这两种动物的体内复制。从感染猴子的分泌物和脏器中分离出了病毒，证明 GHIG3J’& 也能

够在猴子体内复制。临床和病理组织学检查结果显示，GHIG 病毒接种食蟹猴和恒河猴后，可以引起所有实验猴发

生间质性肺炎，其病理学改变与人类感染 GHIG 病毒后肺部病变近似，但病变的严重程度比较人类的轻得多，除此

之外无任何其它的明显的临床表现及组织病理学改变，按照动物模型的指标判断食蟹猴和恒河猴并不是 GHIG 的

理想动物模型，不过在目前尚没有更理想的动物模型情况下，以间质性肺炎为病理学检查指标，恒河猴和食蟹猴可

以作为评价抗 GHIG 药物和疫苗的模型动物。
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重症急性呼吸道综合症（G+M+/+ 7,FN+ /+EO:/7N’/>
E><P/’-+，GHIG），又称“非典型肺炎”，是在亚洲、北

美和欧洲新出现的一种人的严重的呼吸道传染病。

GHIG主要通过直接接触进行传播，且传播速度极

快，感染率和病死率很高。自 #$$# 年 %% 月在中国

南方出现首个 GHIG 临床病例后，迅速蔓延到世界

很多地区，截至 #$$1 年 B 月初世界卫生组织（QRS）

宣布全球疫情基本结束，其间先后共有 5!$$ 多人感

染，其中死亡将近 5$$ 人［%］。GHIG 感染的潜伏期通

常为 # T BP，临床上通常以发热、数天后开始出现干

咳和呼吸困难、U3射线透视肺部有阴影为特征，严重

的最后因日益加重的呼吸衰竭而死亡，死亡率约为

1V T %$V［#］。GHIG 病死者尸检典型的病理变化包

括：肺脏表面广泛出血，在大多数肺泡中可见浆液样

的、纤维蛋白样的和出血样的炎症，一些血管中存在

微血栓；肺泡因间质性单核炎性渗漏、广泛的肺泡破

坏和肺细胞脱落及透明膜形成而增厚；在肺泡腔可

见纤维蛋白样物质和红血球；肺泡壁内皮细胞内可

见病毒包涵体；一些气管动脉中存在血栓栓塞；淋巴

结出 血 坏 死 很 明 显；脾 脏 淋 巴 细 胞 衰 减 等［1，!］。

GHIG 的快速传播和高的致死率以及缺乏有效的治

疗使其成为一种全球性的威胁。

#$$1 年 1 月全球多个实验室先后从 GHIG 病人

组织样本中分离到一种冠状病毒（GHIG3J’&），基因

组序列分析的结果表明，这种新分离的冠状病毒不

同于已知的任何人和动物的冠状病毒，此后又不断

从 GHIG 病 人 的 呼 吸 道 样 品 检 测 到 GHIG3J’& 的

I0H，GHIG 病 人 恢 复 期 病 人 的 血 清 中 含 有 能 与

GHIG3J’& 反应的抗体，所有的这些证据暗示这种新

的冠状病毒很有可能就是 GHIG 的致病原。为了确

定这种新的冠状病毒与 GHIG 之间的关系，#$$1 年 !
月荷兰鹿特丹依拉兹马斯医学中心的科学家在食蟹

猴上进行 GHIG3J’& 人工感染实验，结果感染猴出

现了类似于 GHIG 病人的临床症状，尸检肺组织的



病理组织学变化也基本与人的相似，并且从感染猴

子的组织和分泌物中再次分离出了病毒，从而最终

确定 !"#!$%&’ 就是 !"#! 的致病原［(］。!"#! 病原

的确定加速了 !"#! 诊断试验方法、抗病毒治疗药

物和疫苗的研究。多种 !"#! 的侯选疫苗被成功研

制出来，大量具有潜在治疗价值的药物也在组织培

养的基础上得到了初步筛选。动物模型能够精确地

再现疾病的急性和持续感染的病理学，并在疾病的

疫苗和药物效果评价以及致病机理的研究中发挥不

可替代的作用。由于冠状病毒种系特异性极强，目

前除在食蟹猴上成功地复制出类似于人类 !"#! 所

见的症状外，尚无在其它种属的动物上感染成功的

报道。缺乏理想的动物模型使得试验 !"#! 疫苗和

药物的临床试验变得极其复杂，因此成为目前 !"#!
研究中殛待解决的问题之一。食蟹猴是最早报道成

功感染 !"#! 的动物，不过缺乏其它类似研究报道

的证实，其是否就是 !"#! 的理想的动物模型需要

进一步评价。此外，受客观条件的限制，猴子不可能

在大规模的研究中使用，因此有必要寻找其它更加

实用的、小的模型动物。

!"#!$%&’ )*$+, 株分离自 !"#! 病人肺组织，是

国内用于 !"#!$%&’ 致病性、!"#! 疫苗研制和药物

筛选等研究的主要的候选毒株之一［-］。本研究中，

我们利用分离的 )*$+, 株人工感染包括食蟹猴在内

的 . 个种属的动物，对其作为 !"#! 动物模型的可

能性进行研究。

! 材料和方法

!"! 材料

!"!"! 试剂：硫酸链霉素、氨苄青霉素和庆大霉素

购自华北制药股份公司；两性霉素购自 "/0123& 公

司；4565 培养基购自 789:;0&<18 公司；#=1>2? 5:8:
@:; 购自 A:><18 公司；"5’ 反转录酶购自 789:;0&<18
公司；B%# 扩增相关试剂购自 C>D>#> 公司；山羊抗

猴 7<E 荧光抗体购自 )1;F?G 公司。

!"!"# 动物：!"#! 血清学阴性的健康小型实验动

物 ,H 只，其中豚鼠（!"# #$"%&’）I 只、白化黑线仓鼠

（()*"%+ ,’-./&0）I 只、黑线仓鼠（1’-./&0）I 只、雏鸡

( 只和大鼠（2"./’0 0’/）J 只。按种属分组饲养于 BJ
实验室动物饲养柜中，隔离观察 JK。另外，!"#! 血

清学阴性的健康雄性恒河猴（3,&.$. -’4’5$&.）和食

蟹猴（67%+-+)#$. -’4’5$&.）I+ 只，其中恒河猴 - 只，

年龄在 J L JM( 岁之间，体重 J L (@<；食蟹猴 ,H 只，

- 只年龄在 J L JM( 岁之间，体重 J L (@<，N 只年龄在

( L -岁之间，体重 (MJ L (MN@<。所有的猴子分开单

独饲养于 BJ 实验室动物隔离器中，实验条件和设施

完全符合非人灵长类动物的保健要求及中华人民共

和国卫生部《传染性非典型肺炎病毒的毒种保存、使

用和感染动物模型的暂行管理办法》中的相关要求。

隔离观察 NK，测定体温、血相及血清抗体等基础生

理指标。所有的实验动物均为二级实验动物，全部

购自军事医学科学院实验动物中心。

!"!"$ 病毒：!"#!$%&’ )*$+, 株，分离自死亡 !"#!
病人肺组织，在 ’10&$6- 细胞传至第 I 代。’10&$6-
细胞单层接种 !"#!$%&’ )*$+,，当 (+O 细 胞 出 现

%B6 后，将培养基换成无血清的 4565。当 %B6 达

到 P+O 时，收 集 感 染 细 胞 上 清，-+++0Q/:8 离 心

J+/:8，小心收集上清，取适量用于 C%74(+ 滴定，其余

分装后置 R .+S冻存备用。滴定的病毒液效价为

,+(M. C%74(+。

!"# %&’% 易感动物的筛选

豚鼠、白化仓鼠、黑线仓鼠、大鼠和雏鸡 ( 个种

属的小动物，经滴鼻途径分别感染 ,+(M. C%74(+ Q/T
!"#!$%&’ )*$+, 株，感染剂量分别为：豚鼠 +M(/T，

白化仓鼠 +MI/T，黑线仓鼠 +MI/T，大鼠 +MJ/T 和雏

鸡 +MI/T。感染后每天详细观察并记录感染动物的

临床表现，豚鼠、大鼠每天测体温两次。所有豚鼠、

小鼠等感染小动物在感染后第 ,H 天无痛处死，剖检

后进行大体解剖观察，并采集肺脏、脾脏、淋巴结和

咽等组织进行组织病理学观察和病毒核酸的检测。

!"$ 食蟹猴和恒河猴的人工感染

将实验猴分为 - 组，然后每只猴子按 +M,(/TQ@<
体重的剂量肌肉注射速眠新进行麻醉，随后采集血

样用于测定血相和 %4J、%4HU 及 %4NU 阳性淋巴细

胞数量等基础的生理指标，最后经不同的途径感染

!"#!$%&’ )*$+, 株（,+(M. C%74(+ Q/T），猴子的分组及

感染情况详见表 ,。

!"( 临床观察和样品的采集

感染后每天详细观察并记录感染猴子的临床表

现，除每天测定体温和采集新鲜的粪便外，每间隔两

天静脉采血和采集咽分泌物一次，用于进行血相分

析及病毒分离培养和核酸检测。

!") 血相和流式细胞计数分析

取适量采集的、感染猴子的新鲜抗凝血，分别利

用 %6TT$4V=,I++ 血相分析仪和流式细胞计数仪进

行血相指标和 %4J、%4HU 、%4NU 阳性淋巴细胞数量

的测定，分析感染猴子血相及外周血淋巴细胞数量

I,. 微 生 物 学 报 HH 卷



表 ! 实验猴的分组及感染情况

!"#$% & ’()*+,-. "-/ ,-0%12,)- )0 %3+%(,4%-2"$ 4"1"5*%6

’()*+ 7"1"5*%6 8+%1,%6 9-)1*$"2,)- ()*2%
9-)1*$"2,)- /)6%

（&:;<=!>9?;: @4A）

& & B >C-)4)$.*6 9-2("-"6"$ &4A
D B

E B

D F B >C-)4)$.*6 9-2("G%-)*6 &4A
; B

H B

E = B IJ%6*6 9-2("-"6"$ &4A
K B

L B

F &: B IJ%6*6 9-2("G%-)*6&4A
&& B

&D B

; !& B >C-)4)$.*6 >)4#,-%/ ,-2("-"6"$ M 2("1J%"$ H4A（D4A ,-2) 2J% -)6% "-/ F4A ,-2) 2("N
1J%"$）

!D B

!E B

!F B

!; B

!H B

>)-2()$ >)-2()$ & B >C-)4)$.*6 >)4#,-%/ ,-2("-"6"$ M 2("1J%"$ H4A )0 -)(4"$ 1%$$ 1*$2*("$ 6*+%(-"2"-2
（D4A ,-2) 2J% -)6% "-/ F4A ,-2) 2("1J%"$）

>)-2()$ D B

的变化情况。

!"# 组织病理学

D: 只实验猴中经鼻内或静脉途径感染的 &D
只，在感染后 DK/ 全部无痛处死，而经鼻内和气管内

两种途径同时感染的 H 只食蟹猴，从感染后第 F 天

开始，每隔 E O ;/ 无痛处死一只，对照组的 D 只猴

子，分别在感染后第 =、ED 天无痛处死。剖检后仔细

观察并详细记录各组织脏器的临床病理变化情况。

采集肺脏、淋巴结等脏器组织，每种样品分成 E 份。

一份用于病毒分离培养和 P>I 扩增，另一份样品置

Q =:R> 冻存，以备复检之用，其余样品用福尔马林

固定，石蜡包埋制成超薄切片，用苏木素N曙红着染

进行光镜观察，或负染后进行电镜观察。

!"$ 病毒分离

选取部分采集的组织样品，加入适量含 &S青N
链霉素、:<DS庆大霉素和 :<FS两性霉素的无血清

?7T7 培养基，研磨成为 &:S组织匀浆液，粪便和

咽拭子等样品则直接加入适量的含双抗的 ?7T7
培养基浸泡并混匀，然后 E:::. 离心 E:4,- 得到澄

清的匀浆液或浸提液，进一步用无血清的 ?7T7 培

养基稀释成 &@&::、&@&::: 和 &@&::::，然后接种 DF 孔

细胞 培 养 板 中 铺 成 单 层 的 U%()NTH 细 胞 孔 中，置

E=V ;S>WD 下孵育 D/，观察有无 >PT 出现，进行病

毒的分离。

!"% 病毒核酸的 &’()*& 检测

取 D&:!A 采集样品的澄清匀浆液或浸提液，利

用 IX%"6C 7,-, Y,2 提取总 IXZ，具体的操作按试剂

盒说明进行。然后按照文献［=］报道方法进行 I!N
P>I 扩增，检测有无病毒核酸的存在。

!"+ ,-&,(*./ 抗体的检测

将采集的感染后第 &F、D& 和 DK 天的猴血清稀

释 &: 倍后 ;HV灭活 E:4,-，然后进行系列稀释，利

用间接免疫荧光试验测定血清中 8ZI8N>)U 特异抗

体。具体操作如下：每个稀释度取 &:!A 分别滴加到

8ZI8 病毒抗原片的不同孔上，E=V作用 E:4,-，漂洗

干净，晾干。每孔加入 &:!A 按 & [ &: 稀释的山羊抗

猴 9.’ 荧光抗体，E=V作用 E:4,-，漂洗干净，晾干。

置荧光显微镜下观察有无特异的荧光。

0 结果

0"! 易感动物的筛选

在 D 周的观察期间，所有 ; 个种属的 &F 只感染

小动物均未出现如高热、呼吸困难等 8ZI8 特征的

临床症状。大体解剖所有感染小动物均未观察到任

何明显的眼观病理改变。组织病理学方面，感染的

小动物中，除感染的豚鼠肺脏出现水肿外，其它动物

的组织脏器无任何组织病理损伤。从感染大鼠和豚

鼠的肺组织中分别扩增出了病毒核酸，其它感染小

E&=H 期 刘伯华等：8ZI8 动物模型的研究



动物组织的扩增结果则均为阴性（图 !）。

图 ! 感染豚鼠和大鼠组织样本中 "#$"%&’( 核酸的检

测结果

"#$% ! &’(’)(#*+ *, -./-01*2 $’+*3#) /4. #+ (#556’ 57’)#3’+ ,8*3 #+0

*)69:(’; 7#$ $6#+’: :+; 8:(

<% &4. 3:8=’8；!% >6+$ (#556’ *, #+*)69:(’; 8:(；?% @A:8B+C (#556’ *,

#+*)69:(’; 7#$ $6#+’:；D % >6+$ (#556’5 *, 7#$ $6#+’:%

)*) 感染猴子的临床表现

所有感染的猴子未观察到如高热、干咳和呼吸

困难等症状，有 ?ED 的恒河猴出现一过性的低热，而

所有的食蟹猴的体温均在正常的范围（!DFGHI）内

波动（图版!0.）。

)*+ 血相和流氏细胞计数分析

部分感染猴子的白细胞和血小板数量从感染后

第 D 天起出现一过性的降低，然后逐渐恢复到正常

的水平（图版!0J）。1&DK 、1&LK 、1&MK 阳性淋巴细

胞数量改变不明显。

)*, 临床及组织病理学改变

大体解剖方面，感染的猴子中有两只肺部有出

血点或出血斑。组织病理学方面，所有的感染猴均

出现了不同严重程度的间质性肺炎。典型的病理损

伤包括：局部的肺泡间隔增宽，肺泡腔变窄、局灶性

出血、水肿。在一些肺泡间隔可见以淋巴细胞为主

的小的炎性细胞渗透。肺泡和支气管上皮细胞脱

落，在其腔内可见到红细胞。间质性肺炎最早出现

在感染后第 L 天，但随后发展缓慢，只有在感染 D?;

以后的猴子的肺组织中才能观察到纤维结缔组织轻

度的局部增生。对照组的猴子的肺组织均未见异常

（图版!01）。

)*- 病毒的分离

从感染猴子的不同时间、不同类型的样本中均

分离到了 -./-01*2，证明病毒能够在感染猴子体内

复制（表 ?）。

表 ) 部分感染猴子样品的 "#$"%&’( 分离的情况

N:O9’ ? P5*9:(#*+ *, -./-01*2 ,8*3 5*3’ (#556’ 57’)#3’+

*, #+*)69:(’; 3:):Q6’5

<:):Q6’5 -7’)#3’+ N#3’ :,(’8
#+*)69:(#*+E;

P5*9:(#*+
*, -./-01*2

? R >B37A +*;’ ?S K
>#T’8 ?S K
"’)’5 D K

D R J9**; !! K

!! R >B37A +*;’ ?U K
"’)’5 D K
"’)’5 !! K

!? R NA8*:( 5V:O !U K
"’)’5 D K
"’)’5 W K

N! R NA8*:( 5V:O ?S K
J9**; D K

N? R "’)’5 D K

ND R NA8*:( 5V:O D K

NW R "’)’5 !U K

)*. 病毒核酸的 $/%0&$ 检测

所有经静脉或鼻内途径感染的猴子在感染 ? 周

内，可从大部分采集的粪、血和咽分泌物检测到病毒

的核酸，而只有 !ED 猴子在感染 ? 周后可从其代谢物

或分泌物中检测到病毒核酸。经鼻内和气管内途径

同时感染猴子从感染后第 D X DD 天处死期间，从其组

织、分泌物及排泄物中均检测到了病毒核酸（表 D）。

表 + 经滴鼻和气管内途径感染的食蟹猴的不同组织中 "#$"%&’( 感染情况的检测结果

N:O9’ D &’(’)(#*+ *, -./-01*2 #+,’)(#*+ #+ )B+*3*9$65 3:):Q6’5 #+*)69:(’; OB )*3O#+’; #+(8:+:5:9 :+; (8:)A’:9 8*6(’

<:):Q6’5
-7’)#3’+

NA8*:( J9**; "’)’5 >6+$ >B37A +*;’ -79’’+ >#T’8 Y#;+’B
N#3’ :,(’8

#+*)69:(#*+E;
N! R Z K K K K K Z K L
N? R K K K K K Z K Z U
ND R K K Z Z Z Z Z Z !?
NL R K Z K K K K Z Z !U
NH R K Z K K K K K D?
NW R K Z K K Z K K K DH

1*+(8*9 ! R Z Z Z Z Z Z Z Z U
1*+(8*9 ? R Z Z Z Z Z Z Z Z D?

)*1 血清中 "#$" 病毒抗体的检测

对仓鼠和大鼠感染后 ? 周的血清进行 -./- 抗

体检测的结果均为阳性。感染猴子中除经静脉感染

的 W 只在感染后血清抗体效价较低外，其它感染猴
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子的感染后第 !、" 和 # 周的血清抗体水平均较高

（图 !）。

图 ! 感染猴子血清中抗 "#$"%&’( 特异性抗体的滴度

$%&’! ()*%+,-. *%*/01 ,2 *3/ 1/04 20,5 546478/1 %),6894*/- :%*3 ;(<;=

>,?

@ A "：>.),5,9&81 546478/1 %),6894*/- :%*3 ;(<;=>,? %)*04)41499.；

B 4)- C：>.),5,9&81 546478/1 %),6894*/- :%*3 ;(<;=>,? %)*04D/),819.；

E 4)- F：<3/181 546478/1 %),6894*/- :%*3 ;(<;=>,? %)*04)41499.；

@@ 4)- @!：<3/181 546478/1 %),6894*/- :%*3 ;(<;=>,? %)*04D/),819.’

) 讨论

动物模型不仅能够精确地再现病毒、细菌等致

病原引起的疾病的急性和持续感染的病理学，并在

传染性疾病的疫苗和药物效果评价以及致病机理的

研究中发挥不可替代的作用。理想的疾病模型应具

备再现性好、复制率高以及专一性好等特点。猴子

是最早报道可成功感染 ;(<; 的动物，但对于其作

为 ;(<; 动物模型的质量缺乏系统客观的评价。本

研究中，我们利用分离自 ;(<; 死亡病人的 ;(<;=
>,? 毒株对食蟹猴和恒河猴进行了人工感染实验。

结果除了在感染猴子发生间质性肺炎这一点上与国

内外报道的结果一致外，并未观察到感染猴子出现

昏睡、一过性的皮疹及呼吸困难等症状，大体解剖也

未见肺脏实变的病理学损伤。因此，从动物模型的

标准判断，猴子并不是 ;(<; 的理想的动物模型。

不过，在目前没有更理想的动物模型情况下，以间质

性肺炎为病理学检查指标，食蟹猴可以作为评价抗

;(<; 药物和疫苗的模型动物。感染途径、动物的种

属及年龄等也是影响感染结果的重要的因素。为了

确定不同感染途径是否对 ;(<; 感染猴子结果产生

明显影响，本研究采用了滴鼻、静脉注射和气管内接

种等 " 种不同途径对猴子进行感染，对感染后猴子

的临床和病理损伤分析比较的结果显示，" 种感染

途径中滴鼻和气管内感染途径要比静脉感染的效果

要好，而在其它病毒性呼吸系统疾病的动物感染实

验中也通常采用这两种途径，因此，滴鼻和气管内接

种可能是呼吸道传染病的普遍的较为有效的途径。

有报 道 认 为 恒 河 猴 是 ;(<; 比 较 理 想 的 动 物 模

型［E］，本研究中通过对两种猴子感染 ;(<; 后的临

床及组织病理学比较发现，食蟹猴和恒河猴感染

;(<; 后的确有些细微的差异，有 !G" 的恒河猴在接

种 ;(<; 后出现低热症状，但在其它方面则与食蟹

猴无任何差异。为了明确年龄是否对食蟹猴感染

;(<; 的结果有所影响，研究中我们选择了 " 岁和 B
岁左右的食蟹猴进行感染实验，结果表明猴子的年

龄对感染结果无明显影响。这些结果表明，感染途

径、剂量、猴子的种属和年龄可能会对 ;(<; 感染猴

子的效果有一些影响，但影响均不明显，因此不是决

定性的影响因素。

猴子等大动物模型由于受成本高、隔离设施有

限和需要专门设备及人员等因素的限制，排除了其

在大规模研究中使用的可能性。而与大动物模型相

比较，小动物模型具有以下几个方面的优点，包括成

本=效力，在研究中可合并大量的动物，大量感染动

物隔离的可行性、短的妊娠和多出生率等，因此更具

实际应用价值。尽管 ;(<; 病毒的储存宿主并不清

楚，不过怀疑可能是一种野生动物。血清学和病毒

学研 究 表 明，许 多 动 物，包 括 中 国 貂 獾（ !"#$%&#"
’$()*&+&）、果子狸（ ,&%-’& #&./&+&）和 0&))$$1 2$%(

（34)+"."-+"( 5.$)4$1$62"(）均能够感染 ;(<; 病毒［F］。

除此之外，对 H(IHG6 小鼠、家猫（7"#6( 2$’"(+6)-(）和

雪貂（!-(+"#& 8-.$）等的人工感染试验表明，这 " 种

动物均对 ;(<;=>,? 易感，其中 H(IHG6 小鼠感染

;(<;=>,? 后可在其肺脏和肠组织中发现病毒复制，

家猫（7"#6( 2$’"(+6)-(）感染后虽然与 H(IHG6 小鼠一

样无明显的临床表现，但可以向外排毒，并能够传染

与其它健康个体，部分感染的雪貂出现了嗜睡甚至

致死的情况［@J，@@］。对这类与人类接触密切的动物对

;(<; 的易感性，不仅有可能从中发现更加有用的

;(<; 模型，同时还为 ;(<; 流行病学的研究提供有

价值的信息［@!］。为了找到其它对 ;(<;=>,? 易感的

小动物，本研究中选择了大鼠、仓鼠、豚鼠和鸡等 B
个种属动物进行了 ;(<; 病毒人工感染，结果表明

这些动物对 ;(<; 不易感，不过从感染大鼠和豚鼠

的肺或咽等部分组织中检测到了 ;(<;=>,? 的特异

的核酸，这与小鼠人工感染 ;(<;=>,? 的结果比较

相似，暗示 ;(<;=>,? 能够在这些动物体内复制，其

意义有待进一步的研究分析。

B@KC 期 刘伯华等：;(<; 动物模型的研究
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