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EV71病毒感染动物模型研究进展
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【摘要】人肠道病毒71型(enterovirus 71, EV71)是引起手足口病的主要病毒之一，并可导致严重的神经系统疾病，近年随着发病率的升高，严重威胁了婴幼儿的生命健康。可感染EV71的动物模型是研究其致病机理、疫苗评价和药物研发等的重要工具，然而目前尚未建立有效的EV71感染标准化动物模型。本文将对不同物种的EV71病毒感染模型进行总结，并着重就利用基因修饰手段建立的EV71病毒感染模型进行讨论和展望。
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Advances in Establishment of enterovirus 71 infection animal models
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[Abstract] Hand foot and mouth disease (HFMD) is caused by enterovirus family, in which enterovirus 71 (EV71) is the most common pathogen. Serious cases lead to neurological sympotoms and even death, especially in infants. A good EV71 infection animal model will not only help to study the mechanism of pathogenesis, and will also become an effective tool for developing vaccines and treatments. Here we review the advances in establishment of animal models of EV71 infection in different species, and further focus on status and prospects of EV71 infection models established by genetical modification.
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人肠道病毒71型(enterovirus 71, EV71)是手足口病（hand, foot and mouth disease, HFMD）的主要病原之一，主要感染5岁以下儿童1
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，可引起神经系统感染导致无菌性脑膜炎、脑干脑炎，以及心肌炎、肺水肿等。自1969年首次在美国加利福尼亚发现EV71感染可导致神经症状后，EV71已在世界范围内引起多次零星的爆发流行，包括澳大利亚、瑞典、美国、匈牙利、保加利亚、日本、马来西亚、新加坡、中国内陆和中国台湾等国家和地区
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。在我国，自从2008年手足口病爆发以来，近年手足口病发病率呈上升趋势，其中重症和死亡病例多是由EV71感染引起，EV71感染已成为严重的社会和公共卫生问题。为了给EV71的研究提供重要的支撑，研究人员已经尝试在啮齿类和非人灵长类等不同物种中建立EV71的感染模型。然而缺乏理想的EV71感染模型，尤其是神经毒力模型，是制约EV71致病机理研究和疫苗研发的重要障碍。因此，本文对目前已有的EV71感染动物模型进行综述，并对未来可能实现标准化的EV71感染模型做出展望。
1 EV71病毒流行病学
肠道病毒EV71引起的手足口病在环太平洋的亚洲地区呈周期性的频繁发生，例如中国、日本、新加坡均常有报道。手足口病与20多种病毒相关，其中EV71和Cox（柯萨奇病毒）A16是引起手足口病最常见的两种病毒，而相对于Cox A16，EV71引起的手足口病症状较重，且一般会引起严重的神经疾病症状，如脑炎等。
EV71病毒呈全球性分布，在多个国家均有发生。神经感染专家 Tom Solomon博士曾指出，“由EV71引起的死亡比禽流感更多，而EV71还没有像禽流感一样引起足够的重视。随着交流的增加，EV71将会对整个世界造成威胁，然而，我们的卫生体系还没有为未来这一全球性的爆发做好应有的准备”2[]
。因此，在世界范围内EV71感染的预防都需要引起足够的重视。
自1999 年以来， 我国多个省市地区均报告局部流行的EV71 感染，我国成为手足口病最频发的国家之一。2012年，我国共发生手足口病2168 737例，死亡数567例，相较于2011年发病率上升33.26%，死亡率上升10.79%。其发病率位于丙类传染病之首，其中重症病例以EV71感染为主。虽然人群对EV71普遍易感，但以婴幼和低年龄儿童感染为主，发病人群主要集中在5岁以下学龄前儿童 [7] 。因此，EV71感染为儿童的生命健康带来极大威胁。我国面临民生的紧迫需求，开发EV71病毒相关的疫苗和治疗手段的任务十分紧迫，而手足口病动物模型的建立将为疫苗和新药的开发提供必要的研究工具和检测手段。
2 通过EV71病毒驯化建立感染模型
2.1 小鼠模型

人类是EV71的唯一自然宿主。然而病毒经过在小鼠体内或细胞中的传代，引起衣壳蛋白中氨基酸的突变进化，从而可以增强其小鼠适应性和神经毒性
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 。然而，驯化毒株仅对新生鼠致病性强，1日龄小鼠感染后11 d致死率为100%，随着日龄的增长死亡率大幅降低[8] ，通过病毒驯化感染正常小鼠建立的最大周龄EV71模型是2周
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 。目前，应用较为广泛的是利用1~7日龄的小鼠建立的EV71感染模型，通过静脉、髓内、腹腔等感染途径接种，可出现病毒血症，并且可以致死，然而在中枢神经系统病毒滴度极低，不能模拟人类感染的临床表现 [10]。经过颅内接种，并分离神经毒性较高的病毒来传代的方式建立的7日龄小鼠模型，可以一定程度地模拟人类的中枢神经感染，在皮质区、丘脑、下丘脑等区域中检测到EV71
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，然而我国的C4亚型并不能够获得相应的模拟神经感染的模型，因此需要进一步提高动物模型的敏感性。同时，这种方法由于使用1~7日龄乳鼠，给疫苗和药物试验掺入了诸多不确定因素，降低了稳定性。
2.2 非人灵长类模型

食蟹猴和恒河猴等非人灵长类在通过口服、皮下接种或脊髓、脑内接种等方式均可感染EV71。通过髓内或者静脉接种EV71，食蟹猴除了表现出病毒血症 
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 ，还可出现震颤、共济失调和脑水肿等症状[14]。也有研究尝试通过口服方式建立EV71感染的食蟹猴模型，血液中病毒滴度也见升高，并且经组化分析，脊髓、脑干、小脑皮层、齿状核和大脑中均有病毒抗原表达，证明了EV71对中枢神经系统的侵染[15]。我国科研人员利用在本国常见的EV71亚型感染恒河猴建立感染模型也取得了一定进展，通过呼吸道感染和静脉或脑内感染等多种途径接种恒河猴，可出现病毒血症和中枢神经系统的病变[16]。而且利用幼年恒河猴感染EV71病毒，也可出现与婴幼儿相似的手足口疱疹症状
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。
由此可见，非人灵长类是较好的EV71感染动物模型，但它仍缺乏心力衰竭和肺水肿的表现，而这些在EV71感染人类中正是重要的致死原因。而且由于非人灵长类模型的成本较高，其在EV71致病机理研究和疫苗评估中的应用受到限制。
3 通过基因修饰建立EV71病毒感染模型
3.1 免疫缺陷小鼠

非肥胖型糖尿病/重度联合免疫缺陷转基因小鼠（NOD/SCID）模型可以作为EV71病毒感染模型，由于其NK细胞活性较低，相较于正常小鼠可以更长时间感染EV71病毒
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。而IFN受体缺陷的幼龄AG129小鼠可以感染自然的EV71病毒[19]。IFN受体缺陷的A129小鼠（α/β-IFN受体基因缺陷）和AG129小鼠（α/β/γ-IFN受体基因缺陷）传代驯化的EV71病毒毒株，可以感染10周龄的成年AG129和A129小鼠，并且多一种IFN受体缺陷的AG129小鼠对EV71驯化病毒的敏感性更高。这一研究将EV71可感染的小鼠模型延长至10周。然而，尽管能够利用这种模型研究疫苗接种后的体液免疫反应等，IFN受体缺陷小鼠还是不能够模拟人类EV71感染后的神经和心肺重症[20]。
3.2 EV71感染受体基因修饰小鼠
向小鼠体内导入人类的EV71病毒受体将是获得高效模仿人类EV71感染的小鼠模型的有效手段。目前，日本两个研究组分别在2009年报道了EV71病毒的两种受体，包括P-选择素糖蛋白配体1（PSGL-1）[21]和清道夫受体B2（SCARB2）[22]。其中，PSGL-1分布于淋巴细胞表面，介导SK-EV006 和 C7/Osaka等EV71毒株的感染，并引起淋巴细胞释放炎性细胞因子；而SCARB2广泛分布与上皮细胞合成纤维细胞，因此这种受体更有可能与EV71感染的神经趋向相关。两个研究组均提供了强有力的证据表明这两种分子是EV71的受体，并参与EV71的感染： (1)SCARB2 和 PSGL-1都可以与EV71结合；(2)分别转入了SCARB2 和 PSGL-1的小鼠细胞易于被EV71感染；(3)SCARB2 和 PSGL-1的抗体均可以阻止EV71的感染
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。
在建立动物模型之前，建立导入受体基因的细胞模型能够更好地验证受体，同时有助于研究受体介导病毒的机制。台湾科研人员建立的SCARB2细胞模型证明它对EV71的受体作用是通过网格蛋白介导并且pH依赖的胞吞途径实现的[24]。也有研究在小鼠L细胞中分别表达两种人类的EV71受体基因SCARB2和PSGL1，分析比较两者功能，发现表达SCARB2细胞的感染效率要远高于PSGL1，主要原因是两者虽然都对EV71的侵入起到介导作用，然而SCARB2还能够支持EV71病毒的内在化和脱外包被等[25]。
近期，台湾研究组获得表达人类EV71受体基因hSCARB2的转基因（Tg）小鼠。首次报道了能够感染自然EV71病毒的动物模型，并且表现出与人类相似的手足口疱疹症状以及中枢神经系统的病变。hSCARB2 Tg小鼠优于传统的依赖病毒驯化的EV71感染模型，对自然的EV71病毒敏感，从而能够更好地模拟EV71在人类中的感染。而不同于EV71病毒感染人类后的嗜神经性，hSCARB2 Tg小鼠表现为中枢神经系统和外周组织（肌肉、消化道和皮肤）的双病理嗜性（bi-pathological tropism）[26]。本实验室也通过基因打靶方式分别建立表达hSCARB2和hPSGL1两种EV71受体分子的小鼠模型，期望能够获得更好地模拟人类感染的动物模型。
4 展望

理想的EV71感染模型应符合以下因素：(1)对EV71病毒敏感 — EV71能够侵入，并在体内复制，具有嗜神经性；(2)感染后能够模拟出典型的EV71感染人后的症状 — 主要表现在中枢神经系统症状，包括脑炎、心力衰竭和肺水肿等；(3)对病毒敏感的性状稳定可遗传。而目前通过EV71病毒驯化而建立的感染模型尚不能够满足致病机制研究、新药和疫苗研发等领域对动物模型标准化的需求。普通动物由于缺乏感染受体而不能被EV71感染，而目前已发表的两种EV71人类受体基因已在细胞水平被证明，而且通过原核注射转入SCARB2受体后建立的转基因小鼠模型已被证明能够更好地模拟EV71在人类中的感染，并且其感染特性具有可遗传性，从而能够获得更稳定的实验结果。相较于非人灵长类模型的高成本和资源有限等问题，转基因模型也具有较大的优势。因此，结合转基因、基因敲入等技术，有可能获得理想的EV71小鼠感染模型。相信随着不同受体基因修饰动物模型的建立和构建方式改进，能够建立更理想的EV71感染模型，为疫苗和药物临床前评估，以及EV71免疫学发病机制的研究提供标准化模型。
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