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　 　 【摘要】 　 目的　 建立雪貂感染 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒动物模型。 方法　 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ （Ｈ７Ｎ９）禽流感病毒经

鼻吸入感染雪貂，观察动物临床症状和体征，上呼吸道排毒情况及组织病理学变化。 结果　 雪貂感染后出现体重

下降、活动减少以及打喷嚏的临床表现，上呼吸道、心脏、肝脏及嗅球可检测到活病毒，上呼吸道排毒的峰值出现在

感染后的第 ３ ～ ５ 天。 血清抗体滴度最高达到 １２８０，外周血淋巴细胞数量减少、粒细胞数量增加。 组织病理学显示

动物肺脏呈局灶性间质性肺炎及肺泡炎改变，ＣＴ 显示肺内片状阴影。 结论　 成功建立雪貂感染 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒

的动物模型，模型的建立为 Ｈ７Ｎ９ 禽流感发病机制研究、药物及疫苗的评价奠定了实验基础。
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　 　 ２０１３ 年 ３ 月在中国东部地区爆发了 Ｈ７Ｎ９ 禽流

感疫情，患者的主要表现为进行性重度肺炎和呼吸

困难［１］。 截止至 ８ 月 ６ 日，全国 １０ 省市发生人感染

Ｈ７Ｎ９ 禽流感病例 １３２ 例，其中死亡 ４３ 人。 因此在

疫情不断发展的情况下，迅速建立该疾病的实验动

物模型，为 Ｈ７Ｎ９ 禽流感发病机制研究、疫苗及药物

的评价提供实验基础是必要而迫切的。 自 １９３３ 年

以来雪貂因其对人和禽流感病毒易感，就一直被用

作流感模式动物［２］。 感染流感病毒后，雪貂的呼吸

道症状以及肺部病变与人类十分相似［３］。 本实验

利用雪貂（Ｍｕｓｔｅｌａ ｐｕｔｏｒｉｕｓ ｆｕｒｏ） 成功建立了 Ｈ７Ｎ９
感染的实验动物疾病模型。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 病毒

流感病毒 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ （Ｈ７Ｎ９） 来自于第

３ 例确诊的 Ｈ７Ｎ９ 患者，接种 ９ ～ １１ ｄ ＳＰＦ 鸡胚，然
后在 ＭＤＣＫ 细胞上传代一次。
１􀆰 ２　 细胞

ＭＤＣＫ 细胞购自 ＡＴＣＣ，无支原体污染，细胞用

ＭＥＭ 培养基培养（ＭＥＭ， Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），培养基内加入

１０％的胎牛血清、１００ ＩＵ ／ ｍＬ 青霉素、１００ μｇ ／ ｍＬ 链

霉素，培养条件为 ３７℃，５％ ＣＯ２。
１􀆰 ３　 动物感染及标本采集

９ 只 ＳＰＦ 级雪貂购自中国医学科学院医学实验

动物研究所，６ ～ １２ 月龄，所有动物血清对流行的流

感病毒的血凝抑制（ＨＩ）试验检测结果均为阴性。
雪貂分 ２ 组，第一组 ３ 只，每只动物滴鼻感染 ４００
μＬ １０８ ＴＣＩＤ５０的 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３ （Ｈ７Ｎ９）病毒，每
天进行 ＣＴ 肺部扫描查；第二组 ６ 只动物，每只动物

滴鼻感染 ４００ μＬ １０６ ＴＣＩＤ５０ 的 Ａ ／ Ａｎｈｕｉ ／ １ ／ ２０１３
（Ｈ７Ｎ９）病毒，在感染后的第 ３、第 ７ 天分别随机安

乐死 １ 只动物，对其气管、肺、脑、心脏、肝脏、脾、肾、
胃、十二指肠以及嗅球进行病理及病毒学检测。 所

有 ９ 只雪貂每天记录临床症状及体重，分别在感染

后第 １，３，５，７，９ 天采集感染雪貂的鼻拭子和咽拭

子，保存于 １ ｍＬ ＰＢＳ 中，并接种于 ＭＤＣＫ 细胞，测
定病毒滴度。

本实验由北京协和医学院医学实验动物研究

所动物使用和伦理委员会批准 （ ＩＬＡＳ⁃ＰＣ⁃２０１３⁃
００９）。 所有的实验都按照 ＷＨＯ 指导原则在 ＡＢＳＬ⁃
３ 实 验 室 内 进 行 （ 许 可 证 号： ＡＢＳＬ３⁃０２１， ＣＡＮＳ
ＢＬ００１０）。

１􀆰 ４　 病毒滴度

本实验采用 ＭＤＣＫ 细胞测定病毒的滴度。 １０
倍系列稀释的各组织匀浆、鼻拭子、咽拭子接种于

单层 ＭＤＣＫ 细胞中，３７℃ 孵育 １ ｈ 后，用 ＰＢＳ 洗一

次，并加入 ２００ μＬ 病毒培养基（ＭＥＭ 培养基中加入

１００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素，１００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素和 １ μｇ ／ ｍＬ 胰

蛋白酶），接种后第 ３ 天，收集被感染细胞上清，用
火鸡血测定凝血活性，以此判定细胞是否被感染。
利用 Ｒｅｅｄ⁃Ｍｕｅｎｃｈ 计 算 组 织 细 胞 半 数 感 染 量

（ＴＣＩＤ５０） ［４］。
１􀆰 ５　 组织病理和免疫组化

根据标准操作规程进行动物尸检，组织置于

１０％福尔马林中固定，石蜡包埋，４ μｍ 连续切片，苏
木精⁃伊红（Ｈ＆Ｅ）染色，光学显微镜检查。 免疫组

化使用抗甲型流感病毒核蛋白的单克隆抗体（１ ∶
２００ 稀释， ＩＲＲ 公司， 货号： ＦＲ⁃５１） ４℃ 过夜，ＰＢＳ
洗涤 ３ 次，加入 ＨＲＰ 标记的羊抗小鼠二抗（１∶ ５ ０００
稀释，Ｓｉｇｍａ 公司，货号：ＰＶ⁃９００２），加入 ３⁃３⁃二氨基

联苯胺 （ＤＡＢ），光学显微镜观察。
１􀆰 ６　 血细胞分析

采集每只动物外周血保存于肝素抗凝管内，利
用 ＡＣＴ ＴＭ（贝克曼公司，美国）血常规仪对血样本

进行血细胞计数分析。
１􀆰 ７　 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描

使用 Ｍｉｃｒｏ⁃ＣＴ 扫描仪（西门子医疗公司，德国）
观察雪貂肺部情况，感染雪貂麻醉后平躺在 ＣＴ 床

上，保持呼吸通畅。 管电压为 ７０ ｋＶ，电流为 ４００
ｍＡ，曝光时间为 ８００ ｍｓ，扫描范围（ＦＯＶ）为 ７２􀆰 ４４
ｍｍ ×７１􀆰 ３１ｍｍ。 通过单球管 ／探测器 ＣＴ 系统以步

进 １ 度旋转 ３６０ 度以获得图像投影。 使用市售的滤

波反投影技术成像软件（ＣＯＢＲＡ Ｅｘｘｉｍ， ｖ６􀆰 ３） 进

行图像重建。
１􀆰 ８　 血凝抑制试验（ＨＩ）

使用 ０􀆰 ５％的火鸡血进行雪貂血清的血凝抑制

试验实验。 采集雪貂外周血，分离血清，按照 ＷＨＯ
颁布的标准 ＨＩ 测定方法测定收集的血清对 Ｈ７Ｎ９
病毒的血凝抑制价［５］。
１􀆰 ９　 统计分析

雪貂的体重、病毒拷贝数以及病毒滴度在不同

组之间存在的差异进行 ＡＮＯＶＡ 单因素方差分析和

Ｂｏｎｆｅｒｒｏｎｉ 校正分析。 两组之间的差异运用 ＳＰＳＳ
１１􀆰 ５ 软件包中的 ｔ⁃ｔｅｓｔ 进行分析。 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 时，两者

之间存在显著性差异。
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２　 结果

２􀆰 １　 症状和体征

两个感染剂量组的雪貂均表现出发热，体重下

降，打喷嚏，流鼻涕，嗜睡（封底图 １Ａ 和 １Ｂ，表 １），
食欲下降。 在感染后 １４ ｄ 的观察期内，１０８ 剂量组

的雪貂体温最高可达到 ４０􀆰 ０℃ （感染后第 ２ 天）体
重降低程度最高可达 １０􀆰 ７％ （感染后第 ７ 天），１０６

剂量组的雪貂则分别为 ４０􀆰 １℃ （感染后第 ４ 天）和
９􀆰 ３％ （感染后第 ５ 天）（图 ２Ａ 和 ２Ｂ）。

此外，１０８剂量组的 ３ 只雪貂 ＣＴ 扫描结果显示，
感染后第 ６ ～ １４ 天，在肺的左上叶、右上叶以及右中

叶可见片状炎症阴影（封底图 １Ｃ）。
２􀆰 ２　 血液学变化

临床报道感染 Ｈ７Ｎ９ 病毒的患者白细胞数量下

降［１，６ － ７］。 在感染后第 ７ 天雪貂外周血检测发现雪

貂淋巴细胞明显减少，而中性粒细胞增加明显（Ｐ ＜
０􀆰 ０５） （表 ２）。
２􀆰 ３　 动物排毒情况

感染后第 １，３，５，７，９ 天采集感染雪貂的鼻拭子

和咽拭子，接种 ＭＤＣＫ 细胞进行病毒滴度的测定。
感染后第 １ 天两个剂量感染雪貂均开始排毒，一直

持续到感染后第 ７ 天。 两个剂量上呼吸道排毒的峰

值分别出现在感染后第 ３ 天的咽拭子 （１０８ 剂量

组），滴度到达 １０４􀆰 ３８ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ，以及感染后第 ５ 天

的鼻拭子 （１０６ 剂量组），滴度为 １０４􀆰 １１ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ
（图 ２Ｃ）。
２􀆰 ４　 解剖及病理学变化

感染后第 ３ 和第 ７ 天随机安乐死一只感染 １０６

ＴＣＩＤ５０ Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒的雪貂，对其气管、肺、脑、

注：图 Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为雪貂感染后平均体温、平均体重、及上呼吸道排毒平均水平。

图 ２　 感染 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒雪貂体温、体重及上呼吸道排毒情况

Ｎｏｔｅ： Ｆｉｇｕｒｅ Ａ， Ｂ， ａｎｄ Ｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｖｅｒａｇｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ， ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｉｇｈｔ， ａｎｄ ｕｐｐｅｒ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｔｒａｃｔ ｖｉｒｕｓ ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ
ｆｅｒｒｅｔｓ ｗｉｔｈ Ｈ７Ｎ９ ｖｉｒｕｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

Ｆｉｇ． ２　 Ｖｉｒｕｓ ｓｈｅｄｄｉｎｇ， ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｆｅｒｒｅｔｓ ｗｉｔｈ Ｈ７Ｎ９ ｖｉｒｕｓ

表 １　 雪貂感染 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒后的临床症状以及各组织病毒复制情况
Ｔａｂ． １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ ａｎｄ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｈ７Ｎ９ ｖｉｒｕｓ ｉｎ ｆｅｒｒｅｔｓ

临床症状 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｓ
体重下降

Ｗｅｉｇｈｔ ｌｏｓｓ （％ ）
打喷嚏

Ｓｎｅｅｚｉｎｇ
病死

Ｌｅｔｈａｌｉｔｙ

感染天数

Ｅｕｔｈａｎｉｚｅｄ ｔｉｍｅ
（ｄ． ｐ． ｉ． ）

病毒滴度 Ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ （Ｌｏｇ１０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｔｉｓｓｕｅ）
气管

Ｔｒａｃｈｅａ
肺

Ｌｕｎｇ
脑

Ｂｒａｉｎ
心

Ｈｅａｒｔ
肝

Ｌｉｖｅｒ
脾

Ｓｐｌｅｅｎ
肾

Ｋｉｄｎｅｙ
肠

Ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ
嗅球

Ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂ
９ ／ ９

（１０􀆰 ７ ／ ９􀆰 ３） ａ
９ ／ ９ ０ ／ ９

３
７

４􀆰 ９２
４􀆰 １１

２􀆰 ５９
２􀆰 ８７

－
－

２􀆰 ８２
－

－
２􀆰 １６

－
－

－
－

－
－

５􀆰 ４１
－

注：ａ感染 １０８ ＴＣＩＤ５０ Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒组雪貂体重平均下降 １０􀆰 ７％ ，感染 １０６ ＴＣＩＤ５０ Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒组雪貂体重平均下降 ９􀆰 ３％ 。

Ｎｏｔｅ： ａ１０􀆰 ７％ ｆｏｒ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０８ＴＣＩＤ５０ ｏｆ Ｈ７Ｎ９ ｖｉｒｕｓ， ａｎｄ ９􀆰 ３％ ｆｏｒ ａｎｉｍａｌｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ １０６ ＴＣＩＤ５０ ｏｆ Ｈ７Ｎ９ ｖｉｒｕｓ．

０７ 中国比较医学杂志 ２０１４ 年 １ 月第 ２４ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０１４，Ｖｏｌ． ２４． Ｎｏ． １



表 ２　 雪貂感染 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒后的血像变化情况
Ｔａｂ． ２　 Ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ｖｉｒａｌ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｆｅｒｒｅｔ

ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｗｈｏｌｅ ｂｌｏｏｄ
感染天数 （ｄ． ｐ． ｉ． ） ＷＢＣ（１０９ ／ ｌ） ％ ＬＹａ ％ ＮＥａ

－ １ｂ １５． ９ ６４． ８ １７． ９
７ ８． ４∗ ３８． ８∗ ５７． ６∗

１４ １３． ４ ５５． １ ３７． ７∗

注：ａ％ ＬＹ：淋巴细胞百分比；％ ＮＥ：中性粒细胞百分比；ｂ － １ｄ． ｐ．
ｉ． ：感染前；∗ 与感染前相比具有统计学意义，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。
Ｎｏｔｅ： ａ Ｍｅａｎ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ ｔｈａｔ ａｒｅ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ （ ＬＹ） ｏｒ
ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ （ＮＥ） ｆｒｏｍ ３ ｆｅｒｒｅｔｓ ｐｅｒ ｇｒｏｕｐ； ｂ － １ ｄ． ｐ． ｉ． ： ｔｈｅ ｄａｙ ｂｅｆｏｒｅ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ； ∗ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ： ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｖａｌｕｅｓ ｏｆ － １ ｄ． ｐ． ｉ．

心脏、肝脏、脾、肾、胃、十二指肠以及嗅球进行病理

及病毒学检测。 组织病理学分析显示雪貂肺组织

于感染后第 ３ 天出现多病灶的轻度间质性肺炎，感
染后第 ７ 天肺组织可见局灶性间质性肺炎及肺泡炎

样改变，病灶出现增大、熔合的现象（封底图 ３Ｃ 和

３Ｄ）。 另外，免疫组化结果显示 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒

可同时感染雪貂支气管上皮细胞和肺泡上皮细胞

（封底图 ３Ａ 和 ３Ｂ）。
２􀆰 ５　 病毒在体内分布情况

将感染后第 ３、７ 天的雪貂各组织匀浆，接种

ＭＤＣＫ 细胞，测定病毒滴度。 结果显示在感染后第

３ 天肺、气管、心脏、嗅球可检测到活病毒，而在感染

后第 ７ 天肺、气管、肝脏可检测到活病毒（表 １）。
Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒可在神经系统（嗅球）复制的特性

与高致病性禽流感 Ｈ５Ｎ１，Ｈ７Ｎ７ 相似［８ － １０］。

３　 讨论

综上，Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒可感染雪貂，引起动物

出现典型的打喷嚏、发热等临床症状和体征，可检

测到上呼吸道排毒及肺、气管、嗅球等组织内的病

毒复制情况，组织病理学变化可见肺组织炎性改

变。 雪貂感染 Ｈ７Ｎ９ 禽流感病毒后的变化与人感染

后的变化是相似程度较高［１１ － １３］，说明雪貂可作为

Ｈ７Ｎ９ 感染模型动物之一。 雪貂感染 Ｈ７Ｎ９ 模型动

物的建立可为 Ｈ７Ｎ９ 致病机制研究、治疗药物和疫

苗的评价提供科学的动物模型基础。
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２０１３， ５０１（７４６８）： ５５１ － ５５５．

［１３］ 　 Ｚｈｕ Ｈ， Ｗａｎｇ Ｄ， Ｋｅｌｖｉｎ ＤＪ， ｅｔ ａｌ． Ｉｎｆｅｃｔｉｖｉｔｙ， ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ，
ａｎｄ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ Ｈ７Ｎ９ ｉｎｆｌｕｅｎｚａ ｉｎ ｆｅｒｒｅｔｓ ａｎｄ ｐｉｇｓ．
Ｓｃｉｅｎｃｅ ２０１３， ３４１（６１４２）：１８３ － １８６．

〔修回日期〕２０１３⁃１２⁃０９

１７中国比较医学杂志 ２０１４ 年 １ 月第 ２４ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０１４，Ｖｏｌ． ２４． Ｎｏ． １




