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ＥＶ７１ 不同临床株的新生小鼠毒力研究
李怡沅１，陈恒２，３，苗瑞雪１，李伟然１，程悦２，万朝敏１，朱渝１∗

（１． 四川大学华西第二医院儿科，出生缺陷与相关幼儿疾病教育部重点实验室， 成都　 ６１００４１； ２． 成都市疾病预

防控制中心，成都　 ６１００４１； ３． 四川大学公共卫生学院，成都　 ６１００４１）

　 　 【摘要】 　 目的　 探索不同 ＥＶ７１ 毒株在新生鼠的毒力。 方法　 临床轻症、重症和死亡来源的 ＥＶ７１ 毒株，接
种 １ 日龄 ＢＡＬＢ ／ ｃ 乳鼠，观察 １４ ｄ 小鼠的症状，于感染后 １、３、５、７ ｄ 和 ９ ｄ，取小鼠组织 ＲＴ⁃ＱＰＣＲ 测病毒载量，ＨＥ
染色观察病变。 结果　 重症株与轻症株症状严重程度差异无显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ６９３），且两组均较死亡株组重（Ｐ ＝
０􀆰 ０００，Ｐ ＝ ０􀆰 ０００）；轻症、重症和死亡株组小鼠生存率分别为 ７７􀆰 ２％ 、８１􀆰 ７％ 和 ９７􀆰 ８％ ，差异有显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１０，
Ｐ ＝ ０􀆰 ００１，Ｐ ＝ ０􀆰 ０００４）；轻症株组肺出血最重，脑、肌肉、脾和肠病理定性差异无显著性；轻症株组各组织病毒量最

高，死亡株组最低。 结论　 临床轻症毒株在乳鼠症状最重，死亡株最轻，与人的临床结局不一致，可能与病毒基因、
宿主等因素相关。
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　 　 手足口病好发于婴幼儿及儿童，轻症表现为

手、足、口腔等皮肤黏膜的斑疹、疱疹和 ／或疱疹性

咽峡炎，可自愈，重症可引起神经系统病变，出现无

菌性脑膜炎、脑干脑炎、小脑脑炎、急性迟缓性麻痹

等。 手足口病主要病原为 ＥＶ７１ 和 ＣｏｘＡ１６，其中

ＥＶ７１ 可引起严重的神经并发症，甚至死亡［１］。 自

１９６９ 年美国加利福尼亚州首次发现 ＥＶ７１ 病毒以

来，全球范围内均有流行，且近年亚太地区的发病

率有增加趋势［２］；在 ２００９ 年中国大流行期间，手足

口病患者多达百余万例，其中死亡病例达三百多

例［３］。 手足口病成为我国儿童的重要疾病负担

之一。
由于重症手足口病的严重不良预后，相关学者

对此展开了的大量研究，但是目前关于 ＥＶ７１ 引发

重症的发病机制尚未明确。 我们的研究采用成都

市地区不同临床结局的 ＥＶ７１ 病毒分离株，在小鼠

动物模型上进一步探索其毒力情况，为重症手足口

的发生机制提供新的资料。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

１８ ～ ２１ 日龄的 ＳＰＦ 级 ＢＡＬＢ ／ ｃ 临产孕鼠 ３２
只，购自四川省简阳达硕科技有限公司【ＳＹＸＫ（川）
２０１４ － １８９】，每只孕鼠产乳鼠 ６ ～ １０ 只，出生体重

１􀆰 ２ ～ １􀆰 ８ ｇ， 饲养于四川大学华西动物服务站

【ＳＣＸＫ（川）２０１３ － ０２６】，母鼠标准饲料喂养，乳鼠

每窝单笼母乳喂养。 本研究通过四川大学华西第

二医院伦理委员会审批（２０１２１９）。
１􀆰 １􀆰 ２　 病毒株及培养

ＥＶ７１ 病毒分离株由成都市疾控中心提供。
临床标本采集自 ２０１１ ～ ２０１４ 年成都市疑似手足

口病患儿的咽拭子，经实验室确诊为 ＥＶ７１ 感染，
其临床结局分别为轻症（２０１４ － ２９） 、重症（２０１１
－ １００）及死亡（２０１２ － ２２７） 。 标本以 Ｖｅｒｏ 细胞

进行病毒分离，观察细胞病变并以荧光 ＰＣＲ 确

定， ２０１４ － ２９ １ × １０ １０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， ２０１１ － １００
１􀆰 ７８ × １０ ８ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ， ２０１２ － ２２７ ５􀆰 ８８ ×
１０ ９ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ。

１􀆰 １􀆰 ３　 实验试剂与仪器

ＲＮＡｐｒｅｐ Ｐｕｒｅ Ｔｉｓｓｕｅ Ｋｉｔ ＲＮＡ （ ＤＰ４３１ ），
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ Ｋｉｔ ｆｏｒ Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ＲＮＡ，ＤＵ７３０ Ｎｕｃｌｅｉｃ
Ａｃｉｄ ／ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｎａｌｙｚｅｒ （ Ｂｅｃｋｍａｎ， 美国）， ＣＦＸ９６
Ｒｅａｌ⁃Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｓｙｓｔｅｍ （Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国），
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１７Ｒ （Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ， 德国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物接种

实验分 ４ 组，每组 ８ 只孕鼠，乳鼠 １ 日龄时腹腔

接种。 １ ～ ３ 组为实验组，分别接种 ２９ 号、１００ 号和

２２７ 号病毒液 ０􀆰 １ ｍＬ，４ 组为对照组接种生理盐水

０􀆰 １ ｍＬ，感染当天记为 ０ ｄ。 每组的小鼠 ４ 笼用于观

察临床症状，４ 笼用于解剖采集标本。
１􀆰 ２􀆰 ２　 临床症状

观察组的乳鼠，接种前及接种后每日记录其体

重、生存情况及临床症状评分，观察周期为 １４ ｄ。 临

床评分标准为 ０ 分：健康；１ 分：皮疹、毛发竖起、皱
皮或 ／和驼背；２ 分：活动减少、四肢乏力；３ 分：肢体

颤抖；４ 分：肢体瘫痪；５ 分：呼吸急促、窘迫；６ 分：濒
死或死亡。 临床症状评分采用盲法，由两位实验员

独立完成。
１􀆰 ２􀆰 ３　 组织取材

用于解剖的四组乳鼠，于接种后第 １、３、５、７ 和

９ 天，麻醉后取其脑、肺、肝、脾、肠和肌肉组织，每只

取材 ２ 份，１ 份 － ８０℃储存，检测病毒载量；１ 份用

于苏木素尹红（ＨＥ）病理切片。 每个时间点每组取

材来源于 ３ 只乳鼠。
１􀆰 ２􀆰 ４　 病理切片

组织经 ４％的多聚甲醛浸泡，石蜡包埋，经苏木

素尹红染色，光学显微镜下观察病理改变，病理读

片由专业的病理医师完成。
１􀆰 ２􀆰 ５　 ＲＮＡ 提取及病毒载量检测

将储存的组织置于冰面上缓慢解冻，称取 １０ ～
２０ ｍｇ 液氮研磨成匀浆，按 ＲＮＡ 提取试剂盒步骤完

成提取，核酸蛋白分析仪检测 ＲＮＡ 浓度和纯度。 逆

转录实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测组织中病毒载量。
样品判断方法：检测样品 Ｃｔ 值≤３８，且曲线有明显

的扩增曲线，为 ＥＶ７１ 阳性；无扩增曲线或 Ｃｔ 值 ＞
３８，为 ＥＶ７１ 阴性。 根据标准品的浓度，稀释后获取
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浓度标准曲线。
１􀆰 ３　 统计学方法

采用 Ｅｘｃｅｌ 进行数据的录入及整理，ＳＰＳＳ １７􀆰 ０
进行数据分析，ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 进行绘图。 采用

非参数检验进行统计学分析，生存率比较采用 ｌｏｇ⁃
ｒａｎｋ ｔｅｓｔ，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 认为有统计学意义，多个样本的

两两比较采用 Ｂｏｎｆｅｒｏｎｉ 法。

２　 结果

２􀆰 １　 临床症状

２􀆰 １􀆰 １　 体重

接种前 ４ 组体重差异无显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ４４１ ＞
０􀆰 ０５）。 根据体重增长曲线，接种后 １ ～ ５ ｄ，４ 个组

体重增长趋势相近，第 ５ 天时各组体重差异无显著

性（Ｐ ＝ ０􀆰 ２５５ ＞ ０􀆰 ０５）；第 ６ ～ ８ 天，实验组开始出

现体重增长缓慢，轻症株组（２９ 号）最缓慢，死亡株

组（２２７ 号）较重症株组（１００ 号）快；第 ９ 天开始，轻
症株组和重症株组的体重出现快速增长，而死亡株

组体重增长较前放缓。 分析 １４ ｄ 观察期内各组的

平均体重，４ 组间体重差异有显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ０００ ＜
０􀆰 ０５），重症株组、死亡株组与对照组的体重差异无

显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ０３７ ＞ ０􀆰 ０５ ／ ６，Ｐ ＝ ０􀆰 ２７６ ＞ ０􀆰 ０５ ／
６）；轻症株组与重症株组、死亡株组的体重差异有

显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ００２ ＜ ０􀆰 ０５ ／ ６，Ｐ ＝ ０􀆰 ０００ ＜ ０􀆰 ０５ ／
６），即轻症株组体重增长较另外 ３ 个组慢（见图 １）。

图 １　 平均体重增长曲线

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｉｇｈｔ ｇｒｏｗｔｈ

２􀆰 １􀆰 ２　 临床症状评分

对照组评分波动在 １ ～ ３ 分间，第 １０ 天后评分

下降接近 ０，实验组，第 ２ 天出现症状评分的高值后

下降，在第 ５ 天后 ３ 个组的症状又开始加重，在第 ８
～１０ 天时出现症状的高峰，后逐渐恢复。 ４ 组间临

床症状评分差异有显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ０００ ＜ ０􀆰 ０５），其
中 ３ 个实验组与对照组的差异有显著性 （ Ｐ ＝
０􀆰 ０００，Ｐ ＝ ０􀆰 ０００，Ｐ ＝ ０􀆰 ０００），重症株组与轻症株组

差异无显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ６９３），死亡株组分别与重症株

组、轻症株组的差异有显著性 （ Ｐ ＝ ０􀆰 ０００， Ｐ ＝
０􀆰 ０００），即重症株与轻症株接种小鼠后，症状严重

程度无差异，且两组的临床症状较死亡株组的重

（见图 ２）。

图 ２　 临床症状评分图

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｃｏｒｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

２􀆰 １􀆰 ３　 生存率

死亡株组小鼠在接种后第 １、２ 天出现死亡，其
中第 ２ 天重症组亦有死亡，接种第 ６ 天后，轻症和重

症株组陆续出现死亡，轻症、重症和死亡株组的生

存率分别为 ７７􀆰 ２％ ，８１􀆰 ７％ 和 ９７􀆰 ８％ 。 ４ 组生存率

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），３ 个实验组与对照组

生存率差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１），重症株组与轻

症株组差异有显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１０ ＜ ０􀆰 ０５），死亡株

组与重症株组、轻症株组差异有显著性（Ｐ ＝ ０􀆰 ００１
＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＝ ０􀆰 ０００４ ＜ ０􀆰 ０５），即死亡株组生存率最

高，轻症株组的生存率最低（见图 ３）。

图 ３　 生存率曲线

Ｆｉｇ． ３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｅ

２􀆰 ２　 ＨＥ 病理结果

肺组织 轻症株组肺出血较重症株组和死亡株

组重：轻症株组感染后肺泡腔内大量红细胞，肺泡

上皮部分坏死脱落，第 ３ 天出现肺实变（图 ４），第 ５
天肺内大量血浆蛋白渗出；重症株组感染后第 １ 天

肺出血最严重，肺泡腔内大量红细胞，肺泡上皮部
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分坏死脱落；死亡株组肺泡腔内少量 － 中量红细

胞，肺泡上皮部分坏死脱落（图 ５）。
肝病变轻症株组和重症组较死亡组重，以第 １

天病变明显：轻症株组与重症株组肝细胞弥漫中 －
重度水肿，并可见多核巨细胞增生，伴中量炎细胞

浸润；死亡株组肝细胞弥漫中度水肿，并可见多核

巨细胞增生，伴少 －中量炎细胞浸润（图 ７）。
脑、肌肉、脾、肠 ３ 组感染后各时间段脑组织、肌

肉、脾和肠组织定性差异无显著性。 脑组织出现脑

神经纤维排列紊乱，以及微小液化性坏死灶后出现

筛网状改变，神经元凝固凋亡，小胶质细胞增生（图
６）。 肌肉组织第 ７ 天表现为明显的肌肉炎症：肌纤

维卷曲、部分溶解，束膜溶解破裂，细胞核排列紊

乱，肌间可见较多炎细胞浸润；肠和脾的病变程度

较轻，脾内见多核巨细胞，部分色素沉着；肠黏膜间

见少量红细胞和炎细胞浸润（图 ７）。

图 ４　 轻症毒株肺上皮细胞坏死脱落及

肺实变（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｆｉｇ． ４　 Ｓｈｅｄｄｉｎｇ ｏｆ ｎｅｃｒｏｔｉｃ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｃｏｎｓｏｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ
（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ２００）

２􀆰 ３　 组织病毒载量

各组织中以肝和肌肉中的病毒载量较其他组

织高，轻症株组、重症株组和死亡株组肝组织分别

在第 ５ 天（１０５􀆰 ８５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ）、第 ３ 天（１０４􀆰 ９１ ｃｏｐｉｅｓ ／
ｍＬ）和第 ５ 天（１０３􀆰 ５３ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ）达到其高峰，肌肉组

织分别在第 ７ 天（１０６􀆰 ４９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ）、第 ５ 天（１０６􀆰 ７７

ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ）和第 ５ 天（１０３􀆰 ９８ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ）达到高峰；脑
组织中病毒的载量在接种后较其他组织低，随着时

间推移，轻症株组、重症株组和死亡株组分别在第 ７
天（１０３􀆰 ２２ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ）、第 ５ 天（１０３􀆰 ７５ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ）和第

５ 天（１０２􀆰 ５０ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｍＬ）达到高峰。 死亡株组织中病

注：２９：轻症毒株；１００：重症毒株；２２７：死亡毒株；ｃｏｎ：对
照组。

图 ５　 各组不同时间肺出血情况（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｎｏｔｅ． ２９： Ｍｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ；１００：Ｓｅｖｅｒｅ ｓｔｒａｉｎ；２２７：Ｆａｔａｌ ｓｔｒａｉｎ；
Ｃｏｎ：Ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． ５　 Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， × ２００）

注：２９：轻症毒株；１００：重症毒株；２２７：死亡毒株；ｃｏｎ：对照组。

图 ６　 各组不同时间脑组织病理改变（ＨＥ 染色， × ２００）
Ｎｏｔｅ． ２９： Ｍｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ． １００： Ｓｅｖｅｒｅ ｓｔｒａｉｎ． ２２７： Ｆａｔａｌ ｓｔｒａｉｎ． Ｃｏｎ：
Ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． ６　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ， ×２００）

毒载量在接种后第 １ 天较高，第 ３ 天下降后第 ５ 天

再次增加，第 ７ 天后下降至第 ９ 天仅肝检测出病毒；
而轻症株组和重症株组组织中浓度则逐渐增加，在
５ ～ ７ ｄ 达到高峰，第 ９ 天下降（图 ８）。

接种后各时间段内不同组组织中的病毒载量，
呈现轻症株组高于重症株组和死亡株组的趋势，死
亡株组的病毒载量低，但在第 ５ 天时，轻症株组肝、
脾、肺、肠中的载量最高，而重症株组脑和肌肉中的

较其他两组高；第 ９ 天时，死亡株组仅肝检测出病

毒，轻症株组肝和肌肉中的病毒较重症株组高，脾、
肺、肠、脑中的病毒载量，两组相近（图 ９）。
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注：２９：轻症毒株；１００：重症毒株；２２７：死亡毒株；ｃｏｎ：对
照组。

图 ７　 组织病理改变（ＨＥ 染色）
Ｎｏｔｅ． ２９： Ｍｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ；１００： Ｓｅｖｅｒｅ ｓｔｒａｉｎ； ２２７： Ｆａｔａｌ ｓｔｒａｉｎ；
Ｃｏｎ： Ｃｏｎｔｒｏｌ．

Ｆｉｇ． ７　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｇｒｏｕｐｓ（ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ）

３　 讨论

ＥＶ７１ 是单股正链 ＲＮＡ 病毒，属于肠道病毒科，
为二十面体立体对称的球形结构，无包膜和突起，
直径约为 ２４ ～ ３０ ｎｍ，由外层的衣壳和 ＲＮＡ 核心构

成［４］。 ＥＶ７１ 的衣壳是由有四个结构蛋白构成的五

聚体，即 ＶＰ１、ＶＰ２、ＶＰ３、ＶＰ４［４ － ５］，分 Ａ、Ｂ、Ｃ 三个基

因型；根据 ＶＰ１ 序列变异程度进一步分为 １１ 个亚

型，即 Ａ、Ｂ１ ～ Ｂ５ 和 Ｃ１ ～ Ｃ５［６］，不同时期，不同地区

流行的病毒株亚型不同，从 １９７３ ～ ２００８ 年期间亚太

地区 Ｂ１ ～ Ｂ５ 和 Ｃ１ ～ Ｃ５ 都有流行，近年中国的病毒

株主要以 Ｃ４ 型为主，台湾地区 Ｃ４、Ｃ５ 和 Ｂ５ 均有流

行［７］。 国内关于 ＥＶ７１ 的研究也很多，但对临床病

毒株以动物进行毒力探索的研究较少；且不同实验

动物的选择或 ／和相同的实验动物不同的年龄，所
获得的结果都是不同的；流行的病毒株受地域的影

响，国内西南地区关于 ＥＶ７１ 毒力的动物研究更是

匮缺。 本研究以成都市地区流行的不同毒力株，在
ＢＡＬＢ ／ ｃ 新生鼠上进一步探求引起不同临床表现的

机制，同时丰富了本地区的相关资料。
本研究中 ３ 株病毒在 １０８ ～ １０ ＴＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 间，接

种不同的临床毒株后，３ 个实验组均出现肢体麻痹、
死亡，病理检测出现脑炎、肌肉炎症、肺出血和肝细

胞水肿，成功建立 ＥＶ７１ 的感染模型。 对照组的评

注：Ａ：２９ 号轻症病毒组；Ｂ：１００ 号重症病毒组；Ｃ：２２７ 号死亡

病毒组。

图 ８　 接种后不同时间组织中病毒载量

Ｎｏｔｅ． Ａ： ２９⁃ｍｉｌｄ ｓｔｒａｉｎ； Ｂ： １００⁃ｓｅｖｅｒｅ ｓｔｒａｉｎ； Ｃ： ２２７⁃ｆａｔａｌ
ｓｔｒａｉｎ．

Ｆｉｇ． ８　 Ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒ ｏｆ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔｓ ｐｏｓｔ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ

分波动于 １ ～ ３ 分间，第 １０ 天后评分逐渐降低，接近

０，与既往研究中对照组评分均为 ０ 的情况有所不

同［８ － ９］。 本研究症状评分采用盲法，实验员不知病

毒临床毒力情况，每日评分时仅提供每窝鼠的编

号，未知接种的病毒种类，且整个评分过程由两位

实验员独立完成，减少偏倚。 对照组观察到乳鼠的

疑似驼背、乏力、颤抖的症状，考虑可能与乳鼠神经

系统与运动系统发育不完善有关，继而出现运动不

稳的相关症状；且症状随着日龄的增加，相关症状

逐渐减弱，至 １４ ｄ 时逐渐消失。 统计学分析对照组

９３３
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图 ９　 各组不同时间组织病毒载量

Ｆｉｇ． ９　 Ｖｉｒｕｓ ｔｉｔｅｒｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｐｏｓｔ⁃ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

的评分与 ３ 个实验组均有差异，进一步证明对照组

的这种症状与病毒接种后出现的症状是不同的。
实验组在接种后第 ２ 天出现一过性症状评分高值，
在第 ５ 天后症状又开始加重，在第 ８ ～ １０ 天时出现

症状的高峰，后逐渐恢复。 考虑其发生可能与病毒

的感染机制有关：ＥＶ７１ 感染时首先在患者扁桃体、
肠道潘氏结等淋巴组织中复制，进一步侵入邻近淋

巴组织中大量复制，造成轻度病毒血症，从而引起

接种第 ２ 天的症状评分较高，此阶段大部分 ＥＶ７１
自然痊愈，呈轻症表现；而未得到控制的 ＥＶ７１ 在体

内进一步扩散，侵及网状内皮系统（肝、脾、骨髓和

淋巴结）、心脏、肺、胰腺、皮肤、黏膜，甚至危害中枢

神经系统，出现相关症状［１０］，解释了第 ５ 天后出现

症状的再次加重，达到症状的高峰的现象。 实验组

体重增长缓慢的出现、严重症状的发生、组织中聚

集较高的病毒浓度出现在 ５ ｄ 以后，轻症组和重症

组在 ６ ｄ 后出现死亡，严重程度在时间上一致，且与

国内的研究基本相符。 ＢＡＬＢ ／ ｃ １ 日龄的乳鼠接种

不同毒力的 ＥＶ７１ 病毒株，感染后 ３ ｄ 体重增长速度

减慢，５ ｄ 出现后肢瘫痪，７ ｄ 时全部死亡［１１］；１０ 日

龄的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠研究，在感染后 ４ ｄ 出现症状［１２］。
病理读片由经验丰富的病理医师完成，肺出血

在对照组均表现为少量红细胞，可能为解剖操作等

因素所致，而实验组肺泡腔内出血的程度为大量、
中量和少 －中量，在相同人员操作将干扰因素所致

出血控制在肺泡腔内少量红细胞的情况下，可以得

出实验组的肺出血由病毒导致。 肝病变在实验组

与对照组均有多核巨细胞的增生，但实验组和对照

组在炎细胞累及上有差异，轻症株组与重症株组中

量炎细胞浸润，死亡株少 － 中量炎细胞浸润，对照

组呈现少量炎细胞。 肌肉第 ７ 天病变明显，实验组

肌纤维卷曲、部分溶解，束膜溶解破裂，细胞核排列

紊乱，肌间可见较多炎细胞浸润，对照组与实验组

病理改变有差异，主要呈现部分卷曲改变，考虑受

０４３
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解剖剥离等因素影响。
本研究中肝和肌肉中病毒载量较其他组织高，

ＥＶ７１ 在鼠具有较强的肌肉嗜性［１３ － １４］，适应株病毒

的研究在肝、脾、肺、肌肉和脑中均检测出病毒，其
中肌肉中的病毒载量最高［１５］。 脑组织接种后病毒

量低，５ ～ ７ ｄ 时达到其峰浓度，７ ｄ 鼠口服模型的研

究亦发现，接种后脑组织浓度未检出，在 ５ ｄ 时最

高［１４］，与本研究结果相符。 死亡毒株组织中病毒量

在接种后第 １ 天较高，第 ３ 天下降，第 ５ 天达高峰，
第 ９ 天后仅肝检测出病毒。 有研究发现感染后 １ ｄ
和 ５ ｄ 为病毒感染的高峰期，３ ｄ 为一个低谷，７ ｄ 载

量下降后不再上升，９ ｄ 时均没有病毒检出［１６］，与本

研究中死亡株的趋势一致。 其发生与病毒侵入机

制有关，病毒进入后首先大量复制出现第 １ 次高峰，
随后因机体免疫系统的识别下降，适应后的病毒再

次大量复制达到第 ２ 次高峰，后因鼠免疫系统的成

熟完善而被清除，最终组织中不能检测出。
本研究中，轻症组小鼠的体重增长最缓慢，临

床症状比死亡组重，死亡率最高（２２􀆰 ８％ ），接种后

各个时间段组织中的病毒量更高，病理切片示肺出

血最重；重症组在临床症状、死亡率和组织中病毒

量方面，均较死亡组重。 研究结果发现，在 ＢＡＬＢ ／ ｃ
乳鼠临床轻症病毒株毒力最强，死亡病毒株的毒力

最弱，与人临床结局相反。 其他的研究亦有类似的

发现，不同临床毒株在小鼠实验中生存率不存在差

异［１７］；体外研究发现，不同临床来源的病毒在细胞

增殖特性和毒力方面差异不大［１１］。 不同临床病毒

株是否因为毒力的差异而导致不同的临床结局，目
前尚无定论，考虑可能与病毒基因、宿主及免疫状

态综合影响相关。 病毒基因变异的研究发现 ５′非
翻译区的几个核苷酸与病毒毒力相关［１８］；核糖体进

入位点（ＩＲＥＳ）被证明和 ＲＮＡ 病毒的翻译有关［１９］，
该区域核苷酸的变化导致 ＲＮＡ 二级结构变化，从而

可能影响病毒翻译；ＶＰ１ 是负责病毒与宿主细胞结

合的主要蛋白质，其区域氨基酸变化影响病毒和细

胞受体之间的相互作用，从而可影响病毒致病性，
动物和临床研究表明，ＶＰ１ 第 ７１０ 位的脯氨酸增加

ＥＶ７１ 毒力［１８， ２０ － ２１］；此外，高度保守的 ＶＰ１Ａ１０７ 结构

与 ＥＶ７１ 成熟相关，进而影响病毒的感染能力［２２］。
此外，本实验毒株进一步研究发现：与疫苗株相比，
基因同源性为 ９５􀆰 １２％～ ９６􀆰 ０６％ ，其中同源性最高

为 重 症 毒 株 （ ９６􀆰 ０６％ ）， 最 低 为 轻 症 毒 株

（９５􀆰 １２％ ）；ＶＰ１ 进化树显示，所有毒株均为 Ｃ４ 亚

型，除轻症毒株外，其余毒株均位于同一分支上；蛋
白预测 ＶＰ１ 二级结构存在蛋白结合位点差异，三级

结构基本一致，即不同临床结局 ＥＶ７１ 毒株存在基

因的差异，可能存在相关毒力影响因素或关键位点

（相关数据发表中）。
不同临床来源的毒株在小鼠上呈现不同反应，

其结果与人的临床结局不一致，轻症毒株最严重，
死亡毒株最轻，可能与病毒基因差异、宿主因素相

关，关于病毒毒力的机制，需要更多的研究。
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病特点分析 ［Ｊ］ ． 山东大学学报（医学版）， ２０１２， ５０（８）： ３５
－ ３９， ４５．
Ｓｏｎｇ ＮＮ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， Ｌｉ Ｐ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１
ｉｓｏｌａｔｅｓ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖ （Ｈｅａｌｔｈ Ｓｃｉ）， ２０１２， ５０（８）： ３５
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－ ３９， ４５．
［１２］ 　 于品， 鲍琳琳， 许黎黎， 等． 感染肠道病毒 ７１ 型的小鼠模型

组织病理变化的透射电镜观察 ［ Ｊ］ ． 中华病理学杂志，
２０１４， ４３（２）： １０９ － １１３．
Ｙｕ Ｐ， Ｂａｏ ＬＬ， Ｘｕ ＬＬ， ｅｔ ａｌ． Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｉｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ＥＶ７１
ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｏｎｓｅ ｍｏｄｅｌ： ａ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃ ｓｔｕｄｙ
［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎ Ｊ Ｐａｔｈｏｌ， ２０１４， ４３（２）： １０９ － １１３．

［１３］ 　 Ｌｉｎ Ｐ， Ｇａｏ Ｌ， Ｈｕａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ｓｔｒａｉｎ ｃａｕｓｅｓ
ｓｋｅｌｅｔａｌ ｍｕｓｃｌｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｅｘｐ
Ｐａｔｈｏｌ， ２０１５， ８（４）： ３４６０ － ３４６８．

［１４］ 　 Ｗａｎｇ ＹＦ， Ｃｈｏｕ ＣＴ， Ｌｅｉ ＨＹ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｍｏｕｓｅ⁃ａｄａｐｔｅｄ
ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ｓｔｒａｉｎ ｃａｕｓｅｓ ｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ ｍｉｃｅ ａｆｔｅｒ ｏｒａｌ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ［Ｊ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２００４， ７８（１５）： ７９１６ － ７９２４．

［１５］ 　 王辉强， 蒋建东， 李玉环． 应用 ２ 周龄 ｂａｌｂ ／ ｃ 小鼠建立 ｅｖ７１
动物模型 ［Ｊ］ ． 药学学报， ２０１３， ４８（３）： ３４３ － ３４６．
Ｗａｎｇ ＨＱ， Ｊｉａｎｇ ＪＤ， Ｌｉ ＹＨ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ＥＶ７１ ａｎｉｍａｌ
ｍｏｄｅｌｓ ｗｉｔｈ ２⁃ｗｅｅｋ⁃ｏｌｄ ＢＡＬＢ ／ ｃ ｍｉｃｅ ［ Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｐｈａｒｍ Ｓｉｎ，
２０１３， ４８（３）： ３４３ － ３４６．

［１６］ 　 朵建英， 王卫， 马春梅， 等． ＥＶ７１ 小鼠适应株制备及体内外

感染特点 ［ Ｊ］ ． 中国实验动物学报， ２０１０， １８ （ ５ ）： ３８３
－ ３８９．
Ｄｕｏ ＪＹ， Ｗａｎｇ Ｗ， Ｍａ ＣＭ， ｅｔ ａｌ． Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ａ ｍｏｕｓｅ⁃
ａｄａｐｔｅｄ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ｓｔｒａｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ

［Ｊ］ ． Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，２０１０， １８（５）： ３８３ － ３８９．
［１７］ 　 Ｌｉ Ｐ， Ｙｕｅ Ｙ， Ｓｏｎｇ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ｇｅｎｏｍｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１

ｓｔｒａｉｎｓ ｄｉｆｆｅｒｉｎｇ ｉｎ ｍｏｕｓｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ［ Ｊ ］ ． Ｖｉｒｕｓ Ｇｅｎｅｓ，
２０１６， ５２（２）： １６１ － １７１．

［１８］ 　 Ｌｉ Ｒ， Ｚｏｕ Ｑ， Ｃｈｅｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖｉｒｕｌｅｎｔ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ［ Ｊ ］ ． ＰＬｏＳ Ｏｎｅ， ２０１１， ６
（１０）： ｅ２６２３７．

［１９］ 　 Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＳＲ， Ｓａｒｎｏｗ Ｐ． Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ｃｏｎｔａｉｎｓ ａ ｔｙｐｅ Ｉ ＩＲＥＳ
ｅｌｅｍｅｎｔ ｔｈａｔ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｗｈｅｎ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ｅＩＦ４Ｇ ｉｓ
ｃｌｅａｖｅｄ ［Ｊ］ ． Ｖｉｒｏｌｏｇｙ， ２００３， ３１５（１）： ２５９ － ２６６．

［２０］ 　 Ａｒｉｔａ Ｍ， Ａｍｉ Ｙ， Ｗａｋｉｔａ Ｔ， ｅｔ ａｌ． Ｃｏｏｐｅｒａｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ
ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｐｏｌｉｏｖｉｒｕｓ ｓａｂｉｎ １ ｓｔｒａｉｎ ｉｓ
ｅｓｓｅｎｔｉａｌ ｆｏｒ ａｔｔｅｎｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ｉｎ ｔｈｅ ＮＯＤ ／ ＳＣＩＤ
ｍｏｕｓｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｖｉｒｏｌ， ２００８， ８２ （ ４ ）： １７８７
－ １７９７．

［２１］ 　 Ｃｈｕａ ＢＨ， Ｐｈｕｅｋｔｅｓ Ｐ， Ｓａｎｄｅｒｓ ＳＡ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂａｓｉｓ
ｏｆ ｍｏｕｓｅ ａｄａｐｔａｔｉｏｎ ｂｙ ｈｕｍａｎ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ７１ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｇｅｎ Ｖｉｒｏｌ，
２００８， ８９（７）： １６２２ － １６３２．

［２２］ 　 Ｚｈａｎｇ ＹＸ， Ｈｕａｎｇ ＹＭ， Ｌｉ ＱＪ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｈｉｇｈｌｙ ｃｏｎｓｅｒｖｅｄ ａｍｉｎｏ
ａｃｉｄ ｉｎ ＶＰ１ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｍａｔｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ ７１ ［ Ｊ］ ． ＰＬｏＳ
Ｐａｔｈｏｇ， ２０１７，１３（９）： ｅ１００６６２５．

［收稿日期］ 　 ２０１７ － １２ － ０６
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