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　 　 【摘要】 　 目的　 用小鼠炎症动物模型分析 A 型流感病毒的致病性。 方法　 三株不同的 A 型流感病毒 A /
swine / Jiangsu / C1 / 08 ( H9N2 ) ( H9C1 )、 A / swine / Shandong / 731 / 2009 ( SD731 )、 A / Puerto Rico / 8 / 34 ( H1N1 )
(PR8),以 1×106 TCID50经鼻感染 5 周龄 BALB / c 小鼠,观测临床症状,检测肺组织的病毒载量和炎症因子水平。
结果　 BALB / c 小鼠致病性实验中,SD731 和 PR8 病毒引起的肺组织的炎症反应水平及病毒的复制显著高于

H9C1,SD731 致死率为 80%,PR8 为 100%;H9C1 病毒感染伴随着体重的减轻,但小鼠无死亡。 结论　 成功建立了

流感病毒感染小鼠的炎症模型。
【关键词】 　 流感病毒;感染;动物模型;BALB / c 小鼠

【中图分类号】 Q95-33　 　 【文献标识码】 A　 　 【文章编号】 1005-4847(2019) 05-0571-06

Establishment of a BALB / c mouse model of influenza A
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【Abstract】　 Objective　 The aim of this study was to establish an influenza A virus-induced inflammation model in
mice to analyze the pathogenicity of influenza A virus. Methods　 Forty-four 5-week old SPF healthy female BALB / c mice
were used in this study. A / swine / Jiangsu / C1 / 08 (H9N2) (H9C1), A / swine / Shandong / 731 / 2009 ( SD731) and A /
Puerto Rico / 8 / 34 ( H1N1) ( PR8) influenza viruses were administered by intranasal instillation to BALB / c mice,
inoculated in a dose of 50 μL 1 × 106 TCID50, respectively, 11 mice in each group. The changes of body weight, clinical
signs and death of the mice were observed every 24 hours from 1 to 14 dpi (days post inoculation). Blood and lung samples
were taken for virus titer and inflammation detection. Results 　 Compared with the PBS control group, SD731 and PR8
virus infected mice showed a strong inflammation, and the mortality rate of SD731 virus infected BALB / c mice was 80%
and that of the PR8 virus infection was 100%. H9C1 virus infection caused a mild inflammatory response compared to
SD731 and PR8 virus infection, and no significant weight loss and no death from 1 to 14 dpi. Conclusions　 In this study,
the successfully established mouse model of influenza A virus-infected inflammation provides a strategy for the study of the
pathogenesis of influenza virus, and a useful working basis for research of the pathogenesis, drug development, and vaccine
evaluation of this disease.
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　 　 A 型流感病毒(influenza A virus,IAV)属于正黏

病毒科(Orthomyxoviridae)甲型流感病毒属,由 8 条

负链 RNA 片段组成和编码流感病毒蛋白,具有囊

膜,除少数流感病毒呈丝状,一般呈球形,直径约为

80~120 nm。 IAV 根据血凝素(hemagglutinin, HA)
与神经氨酸酶(neuraminidase, NA)的抗原性,可以

将其分为不同亚型。 迄今,HA 共有 18 种(H1 ~
H18),NA 共有 11 种(N1 ~ N11) [1]。

流感病毒感染的宿主广泛,包括人、禽、猪

等[2-5] 。 其中,H9N2 因其高度接触传染性及分布

广泛性,且为 H5N1、H7N9 及 H10N8 等提供了部

分内部基因,造成了其他流感病毒的基因重排,进
而产生新的病毒亚型或基因型[2,6-8] ,所以 H9N2
危害十分严重[9-13] 。 H1N1 病毒能引起家禽发生

严重的疾病并可能导致疫情或人类流感大面积传

播[14-15] ,如 1918 年的“西班牙大流行”的流感病

毒(H1N1)就造成了近 5000 万人的死亡[16] ,2009
年的 H1N1 大 流 行 造 成 了 近 1. 7 万 人 的 死

亡[17-18] 。 因此,本文将本实验保存的 A / swine /
Jiangsu / C1 / 08 ( H9N2 ) ( H9C1 )、 A / swine /
Shandong / 731 / 2009 (H1N1) (SD731)和 A / Puerto
Rico / 8 / 34 (H1N1) ( PR8)毒株作为模式病毒进

行致病机制研究。
高致病性流感病毒致使动物或者人死亡的一

个重要原因是其引起细胞因子风暴以及肺损

伤[19-20]。 此外,研究指出流感病毒感染宿主后,IL-6
和 TNF-α 等炎症因子招募巨噬细胞和中性粒细胞

到病毒感染的肺部,引起肺部发生急性炎症反应,
从而造成肺部急性损伤,增强疾病程度,甚至引起

宿主死亡[21-23]。 然而,流感病毒致炎的具体的分子

机制至今尚不清楚,建立合适的流感病毒感染动物

模型成为阐明其致病机制并开发出有效疫苗和药

物的重要工作。 本文将对 BALB / c 小鼠进行 H9N2
及 H1N1 致病性实验,建立 BALB / c 小鼠炎症动物

模型以分析流感病毒的致病性。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

5 周龄 SPF 级雌性 BALB / c 小鼠 44 只,体重 15
~ 20 g,购自北京维通利华实验技术有限公司,动物

合格证号【SCXK(沪)2016-0002】。 动物实验在上

海兽医研究所进行,实验许可号【SYXK(沪)2016-

0010】,并通过了研究所实验伦理委员会的审查,批
准号:SHVRI-SZ-20131102-02。
1. 1. 2　 毒株

A / swine / Jiangsu / C1 / 08 (H9N2) ( H9C1)、A /
swine / Shandong / 731 / 2009 (H1N1) ( SD731)和 A /
Puerto Rico / 8 / 34 (H1N1) (PR8)流感毒株由本实

验室保存,三株流感毒株均在 9 ~ 11 日龄 SPF 鸡胚

上繁殖扩增,将扩增的病毒分装至 1. 5 mL 离心管

中,每管 500 μL,冻存于-80℃。
1. 1. 3　 仪器和试剂

多功能酶标检测仪购自美国 Thermo 公司;
Mouse IL-6 及 TNF-α ELISA 试 剂 盒 购 自 BD
Ebiosicience 公司。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组

小鼠按照体重随机分成 PBS 对照组、H9C1、
SD731 和 PR8 流感病毒感染组,共 4 组,每组 11 只。
1. 2. 2　 攻毒

小鼠用干冰进行麻醉,将 1×106 TCID50 / 50 μL
的流感病毒液用移液器滴入小鼠鼻腔;对照组小鼠

滴入 50 μL PBS。 接毒后的小鼠正常饲养,供给饲

料为标准日粮,饮高压灭菌水,足量供给[24]。 攻毒

开始前标记为 0 d,攻毒后每天观察记录 1 次,连续

观察 14 d,小鼠体重低于接毒前初始体重的 25%即

判定为死亡,并给予安乐死处理。 在攻毒后的第 1、
3 天,每组 3 只经 CO2 麻醉静脉放血处以安乐死,采
集小鼠肺组织用于检测肺组织的病毒载量和 IL-6、
TNF-α 的水平。
1. 2. 3　 小鼠肺组织病毒载量测定

小鼠肺组织病毒载量用 TCID50进行标定,步骤

如下:首先称量小鼠肺的重量并记录,加入 1 mL 体

积的含 1000 单位双抗的 PBS 缓冲液,进行无菌研

磨。 将组织匀浆液 5000 r / min 离心 15 min,收获上

清。 取 100 μL 上清液用无血清的 DMEM 培养基连

续 10 倍倍比稀释,将其接种到 MDCK 细胞板上进

行 TCID50 的测定,以确定流感病毒在肺中的病毒

含量。
1. 2. 4　 ELISA kit 检测小鼠肺组织的 IL-6、TNF-α
水平:

(1)将 Capture 抗体用 100 μL coating buffer 稀

释后加入到 96 孔板中,并 4°C 进行过夜包被;
(2)弃掉 96 孔板中的 coating buffer,并用 250

μL 的 PBST 洗涤 3 次;
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(3)每个孔中加入 200 μL 1× ELISA 稀释液室

温封闭 1 h;
(4)用 1×ELISA 稀释液倍比稀释细胞因子标准

品及待检样品,稀释之后每孔加入 100 μL,4°C 孵育

过夜或常温孵育 2 h;
(5)250 μL PBST 洗涤 3 ~ 5 次,每孔加入 100

μL 1× ELISA 稀释液的细胞因子检测抗体,室温孵

育 1 h;
(6)250 μL PBST 洗涤 3 ~ 5 次,每孔加入 100

μL 1× ELISA 稀释液稀释的 Avidin-HRP 抗体,室温

孵育 30 min;
(7)250 μL PBST 洗涤 5 ~ 7 次,每孔加入 100

μL 1× TMB 溶液,室温孵育 15 min,孵育后加入 50
μL 2 M 硫酸溶液终止反应;

(8)多功能酶标检测仪检测 450 nm 波长下的

OD 值;
(9)根据测出的 OD 绘制标准曲线,计算目的样

品的细胞因子含量。
1. 2. 5　 HI 实验

(1) 96 孔血凝板中加入生理盐水,再加入 25
μL 收集的血清,进行连续 2 倍倍比稀释;

(2)每孔中加入 25 μL / 4 个凝集单位的 H9N2
各抗原;

(3)混匀,室温孵育 30 min,观察血凝结果。

1. 3　 统计学分析

统计学分析使用 GraphPad 7. 0 软件(GraphPad
软件公司,San Diego,CA,美国)。 两两比较使用 t
检验。 多重比较分析采用双向方差分析(Two-ways
ANOVA)。 P< 0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 A 型流感病毒感染 BALB / c 小鼠的症状和

体征

为了研究三株 A 型流感毒株对 BALB / c 小鼠的

致病性差异,本研究选用 1×106 TCID50的接毒剂量

感染 5 周龄 BALB / c 小鼠,连续观察 14 d,每天记录

体重变化及死亡情况,体重变化曲线及死亡曲线分

别见图 1A、图 1B。 结果显示:BALB / c 小鼠在接种

SD731 和 PR8 病毒的第 2 天体重开始明显减轻,至
第 3 天开始出现临床症状,主要表现为精神不振,弓
背,蜷缩,竖毛,颤抖、反应差、活动少、扎堆。 PR8
攻毒组小鼠在攻毒第 4 天出现死亡,小鼠体重持续

下降,至第 6 天全部死亡。 SD731 攻毒组在第 5 天

和第 7 天各死亡 1 只,第 9 天死亡 2 只,至 14 d,死
亡 4 只,死亡率达到 80%。 H9C1 攻毒组小鼠体重

在第 2 天开始下降,至第 4 天降至最低为 93%,此后

小鼠体重逐渐恢复,H9C1 感染期间小鼠临床症状

不明显,无小鼠死亡。

注:A. 小鼠滴鼻感染流感病毒后体重变化;B. 小鼠滴鼻感染 H9N2 病毒后存活率。

图 1　 小鼠体重变化曲线及死亡曲线

Note. A. Body weight changes of the mice inoculated with influenza A virus. B. Survival rate of the mice inoculated with H9N2
virus.

Figure 1　 Body weight changes and survival rate of the mice after virus inoculation

2. 2　 肺的病毒载量及抗体滴度

为了分析这三株 A 型流感毒株在 BALB / c 小鼠

的致病性的不同,本研究在 BALB / c 感染 IAV 后的

第 1、3 天,随机处死 3 只小鼠,解剖收集肺组织研磨
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后检测其病毒。 结果显示:H9C1、SD731 和 PR8 三

株 A 型流感病毒在小鼠肺内均能良好的复制,感染

后的第 1、3 天后小鼠肺的病毒载量均超过 9×103

TCID50 / mL,其中 PR8 的复制能力最好,第 1 天肺病

毒载量是 105. 3 TCID50 / mL,第 3 天为 106. 3 TCID50 /
mL;其次是 SD731, 第 1 天肺病毒载量是 104. 4

TCID50 / mL,第 3 天为 105. 4TCID50 / mL;H9C1 病毒感

染的第 1 天肺病毒载量是 103. 9TCID50 / mL,第 3 天

为 105. 5TCID50 / mL(图 2A)。 感染 14 d 后,将剩余的

BALB / c 小鼠经安乐致死,采集并分离血清,测定 HI
效价。 结果显示:H9C1 和 SD731 感染组 HI 效价均

在 210以上(图 2B),表明经滴鼻途径使 BALB / c 小

鼠成功感染流感病毒,PR8 组小鼠全部死亡,故不

列入此次统计。

注:A. 在感染病毒的第 1、3 天,采取感染小鼠肺组织(n= 3)进行病毒载量的测定。 B. 流感病毒感染 14 d 后,小鼠血清 HI 测定。

C. 小鼠肺组织炎症因子 IL-6。 D. 小鼠肺组织炎症因子 TNF-α。 流感病毒感染组与 PBS 对照组相比较,显著性为∗P < 0. 05 或

者∗∗P< 0. 01。

图 2　 A 型流感病毒感染 BALB / c 小鼠

Note. A. Viral titers in the mouse lung tissues at 1 dpi and 3 dpi after inoculation. B. HI titers of rest mice at 14 dpi. C. IL-6 levels in the

mouse lung tissues. D. TNF-α levels in the mouse lung tissues. Significance is shown as ∗P < 0. 05 or ∗∗P < 0. 01.

Figure 2　 BALB / c mice infected with influenza A virus

2. 3　 肺炎症因子 IL-6、TNF-α的测定

为了评估小鼠感染 IAV 后,小鼠肺组织的 IL-
6、TNF-α 的水平将用评估小鼠感染流感病毒的炎症

水平。 ELISA 结果显示:对比 PBS 阴性对照,H9C1
病毒感染第 1 ~ 3 天,IL-6 和 TNF-α 的蛋白水平分

别升高 4. 21 ~ 22. 66 倍和 0. 98 ~ 1. 32 倍;SD731

病毒感染第 1 ~ 3 天,IL-6 和 TNF-α 的蛋白水平分

别升高 41. 74 ~ 47. 24 倍和 2. 85 ~ 6. 78 倍;PR8 病

毒感染第 1 ~ 3 天,IL-6 和 TNF-α 的蛋白水平分别

升高 242. 11 ~ 354. 42 倍和 7. 46 ~ 16. 82 倍(图

2C、D)。 因此,BALB / c 小鼠致病性实验中,SD731
和 PR8 病毒引起的炎症反应水平显著高于 H9C1。
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3　 讨论

3. 1　 建立 IAV 感染动物炎症模型动物的选择

鉴于目前流感病毒高变异性,新型抗流感病毒

药物及疫苗的研发都需要合适的动物模型进行进

一步的评价。 因此,合适的动物模型是将理论成果

转化到实际应用的必不可少的技术支撑。 BALB / c
小鼠作为实验动物用于流感病毒的致病性研究有

着独特的优点:① BALB / c 小鼠对流感病毒敏感,有
明显的症状和体征[25];② BALB / c 小鼠的生长周期

短,遗传背景明确,伦理问题少,便于操作[26]。
3. 2　 建立 IAV 感染动物炎症模型方法的选择

现已确认的促炎细胞因子主要有 IL-6 和 TNF-
α 等[27-28],这些炎症因子在生物损伤和病毒感染的

发生、发展的病理过程中扮演重要的角色。 因此,
本次研究中我们选用 IL-6 和 TNF-α 的水平来评估

小鼠感染流感病毒后的炎症反应。 本文中,我们以

1×106 TCID50的 H9C1、SD731 和 PR8 经滴鼻方式感

染 BALB / c 小鼠,通过连续观察小鼠体重变化及死

亡情况,感染第 1、3 天小鼠肺组织病毒载量及炎症

因子的水平来跟踪流感病毒感染对小鼠的致病性。
本实验所得结果显示:SD731 和 PR8 的致病性要显

著高于 H9C1,SD731 致死率达到 80%,PR8 致死率

达到 100%,而 H9C1 感染不致死小鼠;同时,SD731
和 PR8 病毒引起的肺组织的炎症反应水平显著高

于 H9C1。 该结果进一步证实了流感病毒的致病性

强弱与炎症反应以及病毒的复制呈正相关。
3. 3　 建立 IAV 感染动物炎症模型方法的意义

本研究建立的小鼠炎症模型,在临床表现、体
重变化、死亡率、病毒复制及炎性反应等指标方面

都能达到 A 型流感病毒疾病模型的造模要求。 此

模型的建立对研究 A 型流感病毒的致病机制、评价

药物和疫苗治疗效果等具有一定的参考意义。
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