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H1N1 流感病毒树鼩模型生物学特性的研究
金亮子1,2#,吴芳芳3#,邓伟1, 奎秀莹1,罕园园1,孙晓梅1,仝品芬1,

李娜1,王喜军3∗,代解杰1∗

(1. 中国医学科学院 /北京协和医学院医学生物学研究所,昆明　 650118;2. 昆明医科大学,昆明　 650500;
3. 广西壮族药用植物园,西南濒危药材资源开发国家工程中心,南宁　 530023)

　 　 【摘要】 　 目的　 建立 H1N1 流感病毒感染树鼩模型,探讨流感病毒动力学变化和在呼吸系统组织中的分布

特征。 方法　 选择 3 ~ 3. 5 周岁成年树鼩(Tupaia Belangeri Chinensis)24 只,雌雄各半,随机分为空白组(B 组)和模

型组(M 组)各 12 只,使用 H1N1 流感病毒每只 600 μL(1 × 106. 8TCID50 / 0. 1 mL)经鼻腔感染 M 组树鼩,在-3 ~
10 d期间每天早晨测量肛温,同时采集咽拭子、鼻拭子和血液样本测定病毒载量。 并测定 2、4、7 d 血液中抗流感的

中和抗体。 2、3、5、10 d 随机处死 3 只树鼩,采集鼻甲、气管、咽部和肺组织进行病毒载量检测,取 3、5、10 d 组织进

行病理学检测。 结果　 M 组的树鼩表现为被毛蓬乱、食欲不振、运动迟缓、体温升高和鼻咽分泌物增加等临床症

状;感染后 1 d 开始可以在呼吸道中检测到病毒载量,3 d 血液中出现病毒载量;病理结果显示鼻甲、咽、气管和肺组

织中均有一定程度的病理改变。 结论　 树鼩感染流感病毒后出现的临床症状与人类极为相似,所建立的流感树鼩

模型对研究流感的发病机制与抗流感药物评价提供了有重要价值的工具。
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【Abstract】 　 Objective 　 To establish a tree shrew model of H1N1 influenza virus infection and to explore the
dynamics of the influenza virus and its distribution in respiratory tissues. Methods　 Twenty-four 3 to 3. 5-years-old adult
tree shrews (Tupaia Belangeri Chinensis), with equal numbers of males and females, were randomly divided into a blank
group (group B) and a model group (group M) of 12 tree shrews each. H1N1 influenza virus 600 μL / bird (1 × 106. 8

TCID50 / 0. 1 mL) were inoculated into M group tree shrews through the nasal cavity; the rectal temperature was measured
every morning from rom 3 d before until 10 d after inoculation, and throat swabs, nasal swabs, and blood samples were
collected to determine the viral load. Blood levels of neutralizing antibodies against influenza were determined on days 2, 4,
and 7. Three tree shrews were randomly sacrificed on days 2, 3, 5,and 10, turbinate, trachea, pharynx, and lung tissues
were collected for viral load detection, 3, 5, and 10 days of tissue were taken for histopathology. Results　 Tree shrews in
group M showed clinical symptoms such as a disheveled coat, loss of appetite, slow movement, increased body
temperature, and increased nasopharyngeal secretion, and their blood viral load appeared. There were some pathological
changes to the turbinate, pharynx, trachea, and lung tissue of group M. Conclusions 　 The clinical symptoms of tree
shrews infected with influenza virus were very similar to those of humans. The established influenza virus tree shrew model
provides a valuable tool for studying the pathogenesis of influenza and evaluating anti-influenza drugs.

【Keywords】　 influenza; H1N1 A / PR8 / 34 virus; tree shrew; infection; animal model
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　 　 流行性感冒简称流感,是由流感病毒引起的急

性呼吸道传染病。 流感病毒是一种正黏病毒科负

链 RNA 病毒,包含 8 个具有负极性的单链 RNA 分

子。 该科的 5 个属包括甲型流感病毒、乙型流感病

毒、丙型流感病毒、索戈托病毒和伊萨病毒(传染性

鲑鱼贫血病毒) [1]。 甲型流感病毒感染最为常见和

严重,它在短时间内迅速传播并影响大地理区域的

人口,在 1918 年至 1919 年的流感大流行期间,估计

有三分之一的世界人口、受到感染并患有临床症状

明显的疾病[2]。
流感病毒不断变异,流感大流行随时可能爆

发,合适的动物模型可以研究流感感染特性及传播

特性,为流感的防控、药物筛选及疫苗的研究提供

工作基础。 动物模型用于模拟复杂的生物现象和

人类疾病特征,多年来,动物模型已成功用于疾病

机理、药物发现、靶点验证和临床前试验[3]。 流感

动物模型提高了我们对疾病发生发展机理和病理

生理学的理解,是阐明流感发病机制的关键[4]。 小

鼠和雪貂常用于流感病毒研究,但也有一定的局限

性[5]。 小鼠体型较小,不易观察到疾病的表现,许
多流感毒株需要提前适应才能成功感染小鼠[6]。
雪貂模型由于价格高、大小不均、抗体反应性差[7],
有必要寻求新的流感动物模型,开展疾病的发生机

制研究具有重要的科学意义。 树鼩与灵长类动物

的亲缘关系比与啮齿类动物的亲缘关系更近,具有

体型小、易于繁殖、成本低等优点,成为研究人类疾

病的理想对象[8]。 从传染病的角度来看,树鼩容易

感染人类病原体,并表现出类似于人类感染的临床

症状[9]。 因此,本研究通过流感病毒感染树鼩,探
讨流感病毒在不同组织中的病毒动力学及其在各

组织中的分布规律,为其疾病的发病机制和药物研

发提供一种有科学价值新的动物模型。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

H1N1 流感病毒血清抗体阴性、3 ~ 3. 5 岁普通

级树鼩(中缅树鼩滇西亚种)24 只,雌雄各半,体重

105 ~ 150 g。 来源于中国医学科学院医学生物学

研究所树鼩种质资源中心 【 SCXK (滇) K2018 -
0002】,饲养于中国医学科学院医学生物学研究所

树鼩种质资源中心负压独立通风树鼩笼具(IVC)中
【SYXK(滇)K2018-0002】,饲养环境温度控制在 20
~ 25℃,湿度控制在 40% ~ 70%,人工光照每天 12
h,换气次数每小时大于 15 次。 所有操作均符合中

国医学科学院医学生物学研究所伦理要求(编号:
DWSP202004001)。
1. 1. 2　 细胞

犬肾上皮细胞(MDCK 细胞)购于北纳生物。
1. 1. 3　 病毒及感染途径

H1N1 A / Puerto Rico / 8 / 1934(A / PR / 8)流感病

毒株由中国医学科学院医学生物学研究所刘龙丁

教授惠赠。 经普通级鸡胚增殖后收集病毒尿囊液,
病毒滴度为 1 × 106. 8 TCID50 / 0. 1 mL,-80℃冰箱储

存备用,实验均在中国医学科学院医学生物学研究

所树鼩种质资源中心 BSL-2(生物安全 II 级)实验室
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中进行。
保定树鼩待稳定 5 min 后,用每只 600 μL / (1 ×

106. 8 TCID50 / 0. 1 mL)病毒液通过滴鼻的方式感染

树鼩。
1. 1. 4　 主要试剂与仪器

PBS(Hyclone,美国),病毒 RNA 提取试剂盒

QIAamp Viral RNA Mini Kit(Qiagen,德国),One Step
Prime Script TM RT-PCR Kit(TaKaRa,日本),4%多

聚甲醛固定液(美伦生物,中国),普通级 1%鸡红细

胞,血凝板(Nunc,丹麦),台式高速离心机(Hitachi,
CT15RE,日本),实时定量荧光 PCR 仪(BIO-RAD,
CFX-96,美国),生物安全柜(Forma,A / B3,美国),
切片机(徕卡,中国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

树鼩随机分为空白组(B 组)和模型组(M 组),
每组 12 只,感染后观察 10 d。 M 组用 H1N1 A / PR /
8 / 34 滴鼻方式感染树鼩,B 组用 PBS 滴鼻处理树鼩。
1. 2. 2　 体温的测定

每天上午 8:30 保定树鼩后保持 5 ~ 10 min,待
动物稳定后测定肛温。
1. 2. 3　 病毒载量的测定

每天采树鼩的鼻拭子、咽拭子,用尾静脉采血

法采集外周血样 0. 3 mL,使用实时定量荧光 PCR
(RT-PCR)绝对定量测定法研究了甲型 H1N1 A /
PR8 / 34 流感病毒在感染后 1 ~ 10 d 的病毒载量的

变化情况[10],引物及探针序列见表 1。
表 1　 H1N1 A / PR8 / 34 引物序列

Table 1　 H1N1 A / PR8 / 34 primer sequence
引物及探针

Primer
序列(5’-3’)

Sequence(5’-3’)

上游
Forward 5’-CTTCTAACCGAGGTCGAAACGTA-3’

下游
Reverse 5’-GGTGACAGGATTGGTCTTGTCTTTA-3’

探针
Probe 5’-FAM-TCAGGCCCCCTCAAAGCCGA-TAMR-3’

1. 2. 4　 特异性抗体检测

分别测定感染后 2、4、7 和 10 d 血清样品。 首

先标记 96 孔微量滴定板,然后用高碘酸钾(KIO4)
处理血清以去除非特异性凝集原。 每孔加入 25 μL
生理盐水,第 1 个空孔加入 25 μL 处理过的血清样

品,稀释至最后一孔,丢弃最后一孔的最后 25 μL。
每孔(1 ∶ 1)加入等体积(25 μL)含有 4 个血凝单位

病毒的生理盐水,最后加入 1%鸡红细胞悬液 50

μL。 小心地敲击滴定板的 4 个侧面进行混合。 在

室温下放置 30 min 后读取抗体滴度[11]。
1. 2. 5　 病理学检测

腹腔注射 0. 4 mL(3%戊巴比妥钠)安乐死树

鼩,采集鼻甲、咽、气管和肺组织,4%多聚甲醛固定

液固定,石蜡包埋切片,HE 染色镜下观察拍照。
1. 3　 统计学分析

数据表示为平均值 ± 标准差( x- ± s)。 两组间的

数据采用独立样本 t 检验,组间比较采用方差分析,
组间比较用单因素方差分析。 P < 0. 05 为具有显着

性差异。 GraphPad Prism 7. 0 用于绘图和数据分析。

2　 结果

2. 1　 树鼩的体征及温度变化

所有树鼩 0 d 的临床体征均正常,感染后 1 ~ 7
d,M 组树鼩出现活动迟缓、被毛蓬乱、食欲减退和

鼻咽分泌物增加等的临床体征,并在 9 d 逐渐消失。
M 组树鼩在接种流感病毒株后体温有所升高,2 d
到达最高为 39. 2℃。 与 B 组相比,M 组温度显著性

升高(P < 0. 05),差异具有统计学意义(见图 1)。

注:与 B 组相比,∗P < 0. 05。

图 1　 H1N1 病毒感染树鼩后的体温变化

Note. Compared with group B, ∗P < 0. 05.

Figure 1　 Body temperature of tree shrews
infected with H1N1 virus

2. 2　 树鼩体内的流感病毒复制

感染后 1 ~ 10 d 收集树鼩咽拭子、鼻拭子和血

液样品。 鼻拭子中的病毒载量在 1 ~ 2 d 达到峰值

后开始下降,10 d 略有增加。 咽拭子和鼻拭子的病

毒载量趋势大致相同。 血液中的病毒载量在 3 d 开

始出现,5 d 到达最高,且可持续至 10 d(见图 2)。
感染后 2 d 鼻甲、咽部、气管和肺部组织可检测

到病毒载量(约 1 × 102~3 copies / mL),一直持续到

10,5 d 有明显的峰值,以肺组织病毒载量表达最高

(见图 3)。
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图 2　 H1N1 感染树鼩后鼻拭子、咽拭子和

血清中的病毒载量变化情况

Figure 2　 Changes on viral load in nasal swabs, pharyngeal
swabs and serum of tree shrews infected with H1N1 virus

2. 3　 血清病毒载量及特异性抗体

感染后 3 d 血液中可检测病毒到载量,在 5 d 达

到峰值。 感染后 2 d 开始产生血清抗体,并一直呈

上升趋势,表明病毒感染树鼩后在体内可复制,呈
持续性感染状态后不断产生血清抗体(见图 4)。

图 5　 H1N1 感染树鼩后不同时间点鼻甲、咽、气管和肺组织的病理变化

Figure 5　 Pathological changes of turbinate, pharynx, trachea and lung tissues of tree shrews infected with H1N1 during different time

2. 4　 树鼩组织的病理变化

在感染后 3、5 和 10 d 取鼻甲、咽、气管和肺组

织进行病理检查(见图 5)。 病理结果显示,B 组树

鼩的鼻甲、咽、气管和肺组织未见明显病理改变(图
5a,5b,5c,5d)。 M 组树鼩的鼻甲 3 d 有一定程度的

图 3　 H1N1 病毒感染树鼩后不同时间鼻甲、
咽、气管和肺组织的病毒载量变化

Figure 3　 Changes of viral load in turbinate, pharynx,
trachea and lung tissues during different time

after infection with H1N1 virus infection in tree shrews

图 4　 血液中病毒载量及抗体水平

Figure 4　 Viral load and antibody levels in blood
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损伤(图 5e),5 d 和 10 d 没有明显的病理改变(图
5i,5m)。 3、5 d 咽组织上皮细胞坏死、脱落(图 5f,
5j),10 d 未见明显病理改变(图 5n)。 感染后 3、5、
10 d 气管组织均出现上皮细胞坏死和脱落(图 5g,
5k,5o),随着感染天数的增加,损伤逐渐加重。 3 d
肺组织无明显病理变化(图 5h),5 d 肺泡壁出现小

面积增厚(图 5l),伴有少量的炎性细胞浸润,10 d
肺泡壁大面积增厚(图 5p),伴有少量的炎性细胞

浸润。
组织病理结果提示,流感病毒经上呼吸道感染

先损害鼻甲和咽,并逐渐蔓延至气管和肺,最后导

致肺部感染,引起肺组织的病理实质性改变。

3　 讨论

抗流感病毒药物和疫苗的研发都需要合适的

动物模型。 理想的流感动物模型,需要比较全面的

模拟流感疾病的临床表现及病理变化[12]。 目前常

用于建立流感模型的动物有雪貂、小鼠和非人灵长

类等。 雪貂和人类在肺生理学、细胞受体分布和感

染临床症状方面有相似之处[13],并且易感,主要用

于传播力方面的研究及致病机制研究,但个体差异

较大,价格较贵,商品化试剂少。 小鼠成本较低,但
小鼠个体较小,不易观察到疾病的表现,并且许多

流感毒株需要提前经过适应之后,才能成功感染小

鼠。 恒河猴、食蟹猴等其他非人灵长类动物不易操

作,价格昂贵,存在一定的伦理方面的制约[14]。 本

研究选择树鼩来建立流感动物模型,在动物出现流

感样的临床症状、血清病毒复制及抗体和病理变化

上进行有益的探索。 树鼩是一种小型的非灵长类

哺乳动物,树鼩与人类在生理学、分类学、基因组学

及免疫学等生理生化特性方面的相似性高于常用

的雪貂、小鼠等实验动物。 我们的研究结果表明,
H1N1 A / PR8 / 34 流感病毒在树鼩呼吸道能够有效

复制,在下呼吸道表现出典型的流感症状和病理变

化,如急性支气管炎和肺炎[15]。
人流感的临床症状主要以流涕、咳嗽、肌肉酸

痛等为主要表现[16]。 本研究中发现流感病毒感染

树鼩后,树鼩表现主要以鼻腔分泌物增加、流涕为

主,也存在被毛蓬乱及精神萎靡;恒河猴及食蟹猴

等非人灵长类动物模型临床表现为流涕,打喷嚏,
还有呼吸困难等症状[17];小鼠模型表现反应迟钝,
竖毛,弓背,食欲减退甚至出现死亡;雪貂模型出现

厌食、体重减轻、昏睡等症状[18]。 相比而言,树鼩模

型表现的临床症状与非人灵长类动物甚至人的表

现和程度更为相似。
病毒载量及抗体可以反映病毒复制与自我防

御机制之间的相互作用[19],高峰通常出现在出现症

状时[20]。 树鼩感染流感病毒后,鼻、咽拭子在 1 d
和 2 d 达到高峰,可以达到 1 × 108copise / mL,这与

人类感染流感病毒后出现的病毒载量高峰相似[21],
与恒河猴感染流感病毒的趋势相似但有些许不同。
恒河猴感染流感病毒后,在 1 d 和 2 d 达到高峰,5 d
和 6 d 再次上升[22]。 小鼠感染流感病毒后肺部可

能出现肺炎症状[23],病毒载量也可以检测到,但未

发现与人类相似的峰值[24],并且小鼠的临床症状与

人类不相似,更容易死亡[25],这是由于小鼠呼吸道

中的受体分布及蛋白质的相互作用与人类不同所

导致的[26]。 这从另一个方面反映出树鼩作为流感

动物模型比大鼠和小鼠更接近灵长类动物。 根据

临床的回顾性研究,病毒载量可以在人呼吸道中长

期存在[27],这和我们的结果相一致,在 10 d 依然可

以鼻甲、咽、气管及肺中检测到流感的病毒载量。
H1N1 流感病毒的主要感染为气管支气管炎,大量

病毒附着于气管和支气管[28]。 因此,我们还检测了

鼻甲、气管、咽和肺组织中的病毒载量。 发现 2 d 即

可在鼻甲、气管、咽组织中测出病毒载量,5 d 达到

峰值,最高可达到 1 × 109copise / mL,各组织病毒载

量趋势一致。 说明病毒在次日开始复制,并逐渐扩

散至下呼吸道。 流感病毒通过直接病毒感染或免

疫系统反应造成的损害影响呼吸道[29]。 肺组织病

毒载量在 5 d 达到高峰,同时出现病理损伤。 表明

流感病毒随着时间的推移逐渐从上呼吸道传播到

下呼吸道,感染组织器官。 之后,病毒载量缓慢下

降,因为流感病毒可以感染肺内皮细胞并造成损

伤,但提示不能在肺内皮细胞中进一步复制[30]。 而

小鼠肺的病毒载量高峰则在 3 d[31]。 10 d 各组织中

病毒载量仍可以检测到,有动物实验表明,肺中的

病毒载量一般要 25 d 才能完全清除[32]。
从病理结果可以看出,树鼩感染流感病毒 3 d

后,首先在鼻甲中进行复制并产生损伤,然后是咽

部,随着时间的推移,病毒逐渐扩散并在肺组织中

复制,气管损伤持续存在,肺泡出现弥漫性的增厚,
说明存在炎性病变,这与感染病人的尸检报告一

致,人感染后可出现气管和支气管炎[33],支气管壁
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的上皮细胞出现细胞脱落和坏死,肺出现了弥漫性

间质性肺炎[34]。 树鼩感染流感病毒表现的症状和

人类似的症状是由于受体分布和人类似[5],可能更

能模拟人感染流感病毒的病理变化情况。
在之前的报道中,流感病毒可以在没有适应的

情况下感染树鼩[5],这说明有新的流感病毒流行的

时候,树鼩可以作为一种快速替代模型。 这项研究

的结果表明,甲型流感可以感染树鼩并引起肺炎。
树鼩的症状与人类高度相似,有体温升高、流涕等

临床症状[35]。 在鼻咽拭子中,可以连续检测血液和

组织中的病毒载量,并诱导血清中特异性抗体的形

成。 树鼩能较好地模拟流感病毒感染后的病毒复

制和病理变化,是很好的流感动物模型。 树鼩的优

势是存在与人类相似的唾液酸受体,基因组与人类

相似。 流感病毒无需适应即可感染树鼩。 饲养方

便、体型小、价格低也是树鼩的优点。 本研究建立

的树鼩感染模型在临床表现、病毒复制和病理变化

等方面均能满足 H1N1 流感病毒疾病模型的建模要

求,此模型可以对开展甲型流感病毒的作用机制、
药物评价及疫苗学研究有较好的参考意义。
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