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论著·实验研究

克隆测序鉴定流感病毒诱导小鼠
急性肺炎模型

谢彬　王雪峰　岳志军　南春红

（辽宁中医药大学附属医院，辽宁 沈阳　１１００３２）

　　［摘　要］　目的　结合ＲＴＰＣＲ病毒载量检测、克隆测序基因比对以及病理改变鉴定甲型流感病毒（ｉｎｆｌｕｅｎｚａ
ｖｉｒｕｓ，ＩＶ）鼠肺适应株（ＦＭ１株）诱导的小鼠急性肺炎模型，为急性肺炎模型提供科学的鉴定方案。方法　以 ＦＭ１
株滴鼻诱导昆明小鼠急性肺炎，分别于第３、５、７天取小鼠肺脏，以ＲＴＰＣＲ法检测ＩＶ病毒载量，并通过质粒克隆测
定ｃＤＮＡ序列；同时观察小鼠肺脏病理改变。结果　正常组小鼠肺组织的肺泡、肺泡囊和肺泡隔形态完整，周围血
管未见炎症细胞浸润；模型组在感染ＩＶ后第３、５、７天均见肺泡、肺泡囊、肺泡管、肺泡隔等结构破坏，肺泡间隔增
厚，细支气管壁增厚，大量炎症细胞浸润，肺泡壁毛细血管扩张，可见大量红细胞。与正常组比较，模型组在不同时

间点的病理变化程度均有显著性差异（Ｐ＜０．０１）。不同时间点模型组小鼠肺组织中均可检测到ＩＶ病毒核酸，且不
同时间点小鼠肺组织的病变程度与病毒载量呈正相关（Ｐ＜０．０１）。经测序比对发现，ＩＶ感染小鼠肺组织中 ＲＴ
ＰＣＲ扩增产物与已知ＩＶｃＤＮＡ序列相应片段吻合度高达９９．１％。结论　克隆测序基因比对法可鉴定ＦＭ１株诱导
的小鼠急性肺炎模型。 ［中国当代儿科杂志，２０１３，１５（２）：１４５－１４９］

［关　键　词］　克隆测序；流感病毒；肺炎模型；小鼠
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ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ３，５ａｎｄ７ｄａｙｓｏｆｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ（ＩＶ）ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ｃｈａｎｇｅｓａｔｖａｒｉｏｕｓｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１）．Ｖｉｒａｌｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄｃａｎｂｅｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅｌｕｎｇ
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ｗｉｔｈｖｉｒａｌｌｏａｄ．Ｓｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓ９９．１％ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙｂｅｔｗｅｅｎＲＴＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｌｕｎｇ
ｔｉｓｓｕｅｓｉｎｔｈｅｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｋｎｏｗｎＩＶｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　Ｇｅｎｅｃｌｏｎｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
ａｎａｌｙｓｉｓｍａｙｂｅｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙａｃｕｔｅｍｏｕｓｅｐｎｅｕｍｏｎｉａｍｏｄｅｌｉｎｄｕｃｅｄｂｙＦＭ１ｓｔｒａｉｎ．

［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２０１３，１５（２）：１４５－１４９］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　Ｃｌｏｎｅａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅ；Ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ；Ｐｎｅｕｍｏｎｉａｍｏｄｅｌ；Ｍｉｃｅ

　　流感病毒（ｉｎｆｌｕｅｎｚａｖｉｒｕｓ，ＩＶ）是引起小儿病毒
性肺炎（ｖｉｒａｌｐｎｅｕｍｏｎｉａ）的主要病原体之一，严重危
害人类健康，世界卫生组织推荐的抗病毒治疗药物

为奥司他韦和扎拉米韦［１］，在我国的储备有限，价

格昂贵，且已发现耐奥司他韦的 Ｈ１Ｎ１流感病毒
株［２］。研究表明，中医药在 ＩＶ的治疗方面具有一
定优势［３５］，因此深入开展中医药防治病毒性肺炎的

实验研究，并探讨药物的作用机制具有重要的临床

·５４１·
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意义。而稳定、可靠的动物模型就是该工作的前提

与基础。

甲型流感病毒 ＦＭ１株为鼠肺适应株，早在 ２０
世纪９０年代国内就应用甲型流感病毒ＦＭ１株建立
了急性肺炎动物模型［６］，并用于病理、发病机制和

药物疗效观察。目前用于急性肺炎动物模型研究的

小鼠主要是ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠［７］，且主要从小鼠的一般

状态、肺脏的外观、病理学变化等方面进行模型鉴

定。但是，通过肺组织的病毒载量和基因比对进行

模型鉴定，国内尚未见报道。本研究采用ＦＭ１株感
染昆明小鼠致急性肺炎动物模型，并从肺组织的病

理改变、ＲＴＰＣＲ病毒载量检测、克隆测序基因比对
等多方面进行模型鉴定，为中医药防治病毒性肺炎

提供实验基础和客观依据，并为研究ＩＶ感染小鼠后
病毒基因变异提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病毒　　Ａ／ＦＭ１／４７（Ｈ１Ｎ１）为甲型流感病
毒鼠肺适应株（中国预防医学科学院病毒研究所提

供），冻存于辽宁中医药大学附属医院病毒室，

ＬＤ５０＝１０
－５．６８。经９日龄尼克白种 ＳＰＦ级鸡胚（购

于辽宁益康生物制品厂）的尿囊腔接种培养传代后

为ＦＭ１Ｍ９Ｅ２Ｍ１Ｅ３Ｍ２Ｅ４Ｍ１Ｅ５。
１．１．２　动物　　清洁级昆明小鼠，雌雄各半，体重
１４±２ｇ，购自中国医科大学实验动物部，许可证号：
ＳＣＸＫ（辽）２００３０００９。
１．１．３　主要仪器　　ＤＮＡ测序仪（ＡＢＩＰＲＩＳＭＴＭ
３７７ＸＬ）；蛋白 －核酸分析仪（美国 ＢＥＣＨＭＡＮ，ＤＵ
６００）；ＰＣＲ仪（美国 ＰＥＲＫＩＮＥＬＭＥＲ，ＰＥ９６００）；倒
置显微镜（德国 ＬＥＩＣＡ）；超薄切片机（ＬＫＢＶ）；电
子显微镜（日本 ＨＩＴＡＣＨＩＨ６００）；低温高速离心机
（德国ＨＥＲＡＥＵＳ，ＢＩＯＦＵＧＥ２８ＲＳ）；电泳仪及天能凝
胶分析系统（上海天能，ＥＰＳ３００）。
１．１．４　主要试剂　　ＴＲＩｚｏｌ总 ＲＮＡ提取试剂（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批号：１２０３４０６）；ＲＴＰＣＲ试剂盒为宝
生物工程（大连）有限公司（ＴａＫａＲａ）产品（ＢｃａＢＥＳＴ
ＲＮＡＲＣＲＫｉｔＶｅｒ．１．１，批号：Ｂｋ２７０１）；ＡｍｐｌｉＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶循环反应试剂盒（ＰＥ公司）。ＤＮＡ
ｍａｒｋｅｒＤＬ２０００为宝生物工程（大连）有限公司

（ＴａＫａＲａ）产品（批号：ＣＢ３３０１）；ＰＣＲ引物由宝生物
工程（大连）有限公司合成。ＧＡＰＨＤ：上游 ５′ＧＡ
ＣＡＴＣＡＡＧＡＡＧＴＧＧＴＧＡＡＧＣ３′，下游 ５′ＴＧＧＡＡＡＴ
ＴＧＴＧＡＧＧＧＡＧＡＴＧＣ３′，产物大小为 ３３６ｂｐ；ＩＶ：上
游 ５′ＧＡＧＡＡＡＧＡＡＧＴＣＣＴＴＧＴＧＣ３′，下游 ５′ＴＣ
ＴＡＴＣＡＴＴＣＣＡＧＴＣＣＡＴＣＣＣ３′，产物大小为５３０ｂｐ。
１．２　方法
１．２．１　分组与ＩＶ急性肺炎模型建立　　将６０只
昆明小鼠随机分成正常组与 ＩＶ肺炎模型组，每组
３０只。依照文献建立 ＩＶ肺炎模型［６］：左手将麻醉

后的小鼠腹部朝上，右手将注射器对准小鼠鼻孔滴

入１５ＬＤ５０ＩＶ液０．０５ｍＬ。正常组在同等条件下接
种等量生理盐水。

１．２．２　取材　　分别在 ＩＶ感染后第３、５、７天，各
组随机处死１０只小鼠，取出整个肺脏，其中右肺用
４％多聚甲醛固定后进行组织病理观察；左肺放入无
菌ＥＰ管中，液氮速冻后置－８０℃冰箱中保存，用于
ＲＴＰＣＲ检测及克隆测序基因比对。
１．２．３　光镜下病理组织学观察　　将４％多聚甲醛
固定好的组织包埋成蜡块，切片机切成薄片约５μｍ，
苏木精－伊红（ＨＥ）染色后在光镜下观察肺组织病理
学改变。病理变化程度计分方法［８］：肺组织正常

（－），记０分；细支气管周围及肺组织出现炎症细胞
浸润，间质毛细血管扩张充血（＋），记１分；细支气
管有大量的炎症细胞浸润，肺泡渗出物较多，部分已

实变，间质明显增厚（２＋），记２分；肺组织大部分
实变，细支气管和小动脉等管壁可见破坏（３＋），记
３分。每个标本取６张切片，每张切片随机取３个
视野，用高清晰度ＯＬＹＭＰＵＳＢＸ５０系统生物显微镜
采集图像，根据上述计分方法进行分析。

１．２．４　ＲＴＰＣＲ法检测肺组织 ＩＶ病毒载量　　取
肺组织加 ＴＲＩｚｏｌ制成匀浆，经超氯仿、异丙醇等分
离、沉淀，最后用无ＲＮａｓｅ水溶解ＲＮＡ沉淀，并检测
ＯＤ值计算ＲＮＡ产量。随后将总 ＲＮＡ反转录合成
第一链 ｃＤＮＡ，反转录条件：６５℃ １ｍｉｎ，３０℃
５ｍｉｎ，１５～３０ｍｉｎ内匀速升温至 ６５℃，６５℃
１５～３０ｍｉｎ，９８℃ ５ｍｉｎ，５℃ ５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增条
件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃ 变性３０ｓ，５６℃退火
３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延伸
５ｍｉｎ。ＲＴＰＣＲ产物经２％琼脂糖凝胶电泳，电压条
件为５Ｖ／ｃｍ，于紫外线灯下观察特异性条带。

·６４１·
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１．２．５　ＲＴＰＣＲ扩增产物克隆测序　　以模型组

第７天为目的 ＤＮＡ。（１）回收目的 ＤＮＡ：切取目的

ＤＮＡ片段，加入 ＮａＣｌ溶液，加热融化，缓冲液反复

洗涤，离心，回收上清液。（２）连接与转化：将ＤＮＡ、

载体（ｐＭＤ１８）及连接酶混匀，１６℃恒温１ｈ；与感受

态细胞ＪＭ１０９冰浴１ｈ；加葡萄糖和ＳＯＢ，３７℃摇床

１ｈ；涂平板，培养过夜。（３）质粒扩增与纯化：将培

质粒扩增，并用碱裂解法提取质粒，得到纯化的质

粒。（４）序列测定与比较：测序并将结果与ＧｅｎＢａｎｋ

已知的ＩＶｃＤＮＡ全序列比较。

１．３　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１５．０软件进行数据处理和统计学分

析，实验数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组资料

比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结果

２．１　肺组织光镜病理组织学观察

正常组小鼠肺泡、肺泡囊、肺泡隔形态完整，周

围血管未见炎细胞浸润。模型组感染 ＩＶ后第３、５、

７天见肺泡、肺泡囊、肺泡管、肺泡隔等结构消失，肺

泡间隔增厚，细支气管壁增厚，大量炎症细胞浸润，

肺泡壁毛细血管扩张，可见大量红细胞。模型组在

不同时间点的病变程度，与正常组比较，差异均有统

计学意义（Ｐ＜０．０１）。见图１，表１。

　　 图１　各组肺组织病理变化（苏木精－伊红染色，×２００）　Ａ：正常组，可见肺泡、肺泡囊、肺泡隔形态完整，周围血管未见炎

症细胞浸润。Ｂ：感染ＩＶ第３天模型组，肺泡、肺泡囊、肺泡管、肺泡隔等结构破坏（箭头所示），肺泡间隔增厚。Ｃ：感染ＩＶ第５天模

型组，肺泡间隔重度增厚，细支气管腔内有炎症细胞浸润（箭头所示）。Ｄ：感染ＩＶ第７天模型组，肺泡间隔增厚，可见大量炎症细胞

浸润和红细胞（箭头所示）。

２．２　ＲＴＰＣＲ法检测各组小鼠肺组织 ＩＶ病毒载
量

正常组小鼠各时间点肺组织中未检测到ＩＶ病毒
核酸，模型组在感染后３～７ｄ的肺组织中可发现
５３０ｂｐ的扩增片段，其中第７天ＩＶ病毒载量最大（表
１）。且在感染ＩＶ小鼠的第３、５、７天，随着肺组织的
病变程度越重，病毒载量越多，呈正相关（Ｐ＜０．０１）。
提示感染ＩＶ小鼠肺内病毒载量与肺组织的病变程度
相关。

２．３　ＲＴＰＣＲ扩增产物克隆测序及基因比对
ＲＴＰＣＲ扩增产物测序结果与ＩＶｃＤＮＡ全序列

比较，除第７３５、８６０、８８６、９６２、１０６６位点的 Ｇ、Ｔ、Ｔ、
Ｇ、Ａ与原序列上相应位置的 Ａ、Ｃ、Ｃ、Ａ、Ｇ不相符
外，其余５２５ｂｐ与原序列碱基完全一致。５３０ｂｐ的

扩增片段仅有 ５个碱基突变，吻合度高达 ９９．１％
（图２）。

　　表１　小鼠感染ＩＶ后肺组织的病变程度与病毒载量之
间相关关系　（ｘ±ｓ）

组别 鼠数 病变程度 ＩＶ病毒载量 相关系数 Ｐ值

正常组 １０ ０ ０ － －
模型组

　第３天 １０ １．８３±０．３６ａ １．８９±０．０３ａ ０．９１０ ＜０．００１
　第５天 １０ ２．３７±０．３３ａ １．９１±０．０４ａ ０．８４１ ０．００２
　第７天 １０ ２．８０±０．２８ａ ２．１３±０．１１ａ ０．８２８ ０．００３
Ｆ值 ２２．０４７ １２．９４５
Ｐ值 ＜０．００１ ０．００１

　　注：表示正常组小鼠第３、５、７天结果相同。ａ：与同时间点正

常组比较，Ｐ＜０．０１。

·７４１·
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　　图２　流感病毒ＰＣＲ扩增产物克隆测序结果　ＲＴＰＣＲ产物经质粒扩增后进行测序，全长为５３０ｂｐ，仅有５个碱基突变，
与ＩＶｃＤＮＡ序列吻合度高达９９．１％。箭头所示为突变位点。

３　讨论

ＩＶ是ＲＮＡ病毒，属于正黏液病毒科，可分为甲
型、乙型、丙型，其中甲型ＩＶ的抗原变异最快。欧美
诸国报道，甲型 ＩＶ肺炎的发生率为５％ ～３８％［９］。

２００９年 ４月，墨西哥和美国等国先后发生甲型
Ｈ１Ｎ１流感疫情，并迅速向全球蔓延，已经成为目前
超过季节性流感最严重的流感病毒［１０］，而我国多地

区均有甲型Ｈ１Ｎ１感染病例的报告，其病原为新型
甲型Ｈ１Ｎ１流感病毒［１１］。小儿病毒性肺炎是当今

医学研究热点之一，而ＩＶ是引起病毒性肺炎的主要
病原体，因此探讨 ＩＶ的有效防治方法，可为临床小
儿病毒性肺炎的治疗提供理论依据。因此，研究中

医药防治ＩＶ肺炎任重道远。而动物实验是研究 ＩＶ
的重要手段，故而建立合理的ＩＶ感染动物模型显得
尤为重要。

目前用于研究流感的动物模型主要有小鼠、雪

貂、猪、灵长类动物等［１２］，其中小鼠遗传背景明确，

便宜又易饲养，基因改造技术成熟，与人的亲缘性较

近，且流感病毒特异性细胞介导的免疫可用作广泛

的抗病毒保护的基础最近已在小鼠模型中被证

明［１３］。因此，本研究选用昆明小鼠作为研究对象。

甲型ＩＶ容易通过鼠适应传代获得鼠适应株，已经被

证实鼠是人 Ｈ１Ｎ１、Ｈ２Ｎ２、Ｈ３Ｎ２流感病毒较为理想
的哺乳动物模型，但乙型病毒株适应较难。国内常

用的鼠适应株有：Ａ／ＰＲ／３４（Ｈ１Ｎ１）和 Ａ／ＦＭ／１／４７
（Ｈ１Ｎ１）［１４］。本次实验选择 Ａ／ＦＭ／１／４７（Ｈ１Ｎ１）感
染昆明小鼠复制小鼠流感模型。

本研究参照文献［６］以 ＦＭ１株滴鼻感染昆明幼
龄小鼠，诱导小鼠 ＩＶ急性肺炎模型。ＩＶ感染途径
具有“病从口鼻而入”的基本特点，故在建立疾病模

型上，滴鼻感染符合临床的感染途径、发病过程。小

鼠感染ＩＶ后主要表现在下呼吸道感染，肺部的病理
学类似于人感染ＩＶ后的严重病例：即 ＩＶ的重要合
并症和死亡原因—ＩＶ肺炎，这恰恰符合研究小儿病
毒性肺炎的需要。

至今，ＩＶ感染小鼠致肺炎模型建立是否成功主
要以肺组织病毒分离鉴定、病理检查、免疫组织化学

分析等方法来评估。但是，以上方法比较复杂、费用

较高，且很难判断疾病不同时期ＩＶ在肺组织中的含
量及是否发生基因变异。克隆测序技术是利用核酸

分子的可复制性及质粒的高复制性、不相容性，采用

分子生物学技术对极微量的特定 ＤＮＡ序列进行鉴
定的一种方法。该方法快速、价廉、特异，已成功运

用于医学的多个领域。

本研究中，模型组小鼠的肺组织中 ＩＶＲＮＡ的
ＲＴＰＣＲ扩增产物直接进行 ＤＮＡ测序出现重叠峰，
·８４１·



第１５卷第２期
２０１３年２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国当代儿科杂志ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．１５Ｎｏ．２
Ｆｅｂ．２０１３

故采用质粒克隆的方法，以实现基因测序鉴定该病

毒。实验结果表明，所测定的序列与已知 ＩＶｃＤＮＡ
全序列的吻合度达９９．１％。从肺组织的病毒载量
来看，模型组在不同时间点均检测到 ＩＶ病毒核酸，
而且病变程度与病毒载量呈正相关，即病毒载量越

多，肺组织的病变程度越重。从 ＩＶ的基因比对结
果，以及病毒载量的半定量分析结果，ＦＭ１株感染
诱导小鼠急性肺炎模型稳定可靠。因此，应用克隆

测序基因比对方法结合 ＲＴＰＣＲ病毒载量检测、小
鼠肺组织的病理改变，是定性结合定量的鉴定 ＦＭ１
株感染昆明小鼠急性肺炎模型的有效方案，为进一

步研究Ｈ１Ｎ１发病机制及中医药防治病毒性肺炎机
制提供了可靠的实验基础；并为研究ＩＶ感染小鼠后
基因变异提供了参考依据。
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２０１３年第四届国际儿科肾脏病学会（ＩＰＮＡ）研讨会
暨第２３届全国儿科肾脏病学习班通知（第一轮）

由北京大学第一医院儿科主办，２０１３年第四届国际儿科肾脏病学会研讨会暨第２３届全国儿科肾脏病学习班定
于２０１３年６月１９日～６月２３日在北京举行。本次研讨会为国家级继续医学教育项目，同时也是国际儿科肾脏病学会
（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＰｅｄｉａｔｒｉｃＮｅｐｈｒｏｌｏｇｙＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，ＩＰＮＡ）的继续教育项目。

北京大学第一医院儿科自１９８３年开始举办全国儿科肾脏病学习班，至此期学习班正逢３０周年。本届研讨会将
邀请来自韩国、新加坡的ＩＰＮＡ国际著名肾脏病专家以及中国台湾儿科肾脏病专家林清渊教授授课，国内有著名的儿
科肾脏病专家杨霁云教授、丁洁教授及肖慧捷、姚勇主任医师等共同授课，授课将采用讲座与临床 －病理讨论（ＣＰＣ）
相结合的形式，重点讲授近年来小儿肾脏病学临床治疗，发病机制及基础研究方面的新进展和新思路。并安排时间欢

迎广大医生自带病例参与讨论和交流。结业时授予国家继续教育Ⅰ类学分８分。
学习班负责人：肖慧捷

联系人：张琰琴，钟金龙 电话：０１０－５２４２８１９５传真：０１０－８４８５５３５８
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　北京大学第一医院 儿（肾）科
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　国际儿科肾脏病学会（ＩＰＮＡ）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ２０１２年１２月６日
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