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　 　 【摘要】 　 目的　 模拟临床常见的流感病毒+金黄色葡萄球菌(金葡菌)共感染建立小鼠模型,评价达菲干预

后的药效及对淋巴细胞和炎症因子调控作用。 方法　 (1)通过筛选不同滴度的 PR8 流感病毒、金葡菌,建立共感

染小鼠模型。 (2)选用雄性 BALB / c 小鼠,随机分为 6 组。 第 0 天滴鼻流感病毒(0. 25 TCID50,每只 20 μL),第 3 天

滴鼻感染 2. 5 × 107 CFU 金葡菌 20 μL。 感染病毒 24 h 后灌胃给药达菲,连续 7 d。 末次给药 24 h 后处死,计算脏

器指数,RT-qPCR 检测流感病毒 M 基因相对表达量,流式细胞术检测 CD3+、CD4+、CD8+T 淋巴细胞含量及 IL-6 等

13 种炎症因子的分泌水平,以气泡图的形式显示每组促炎平均值和促炎细胞因子之和。 结果　 (1)0. 25 TCID50的

流感病毒感染后体重下降相对平缓,小鼠没有出现死亡;(2)2. 5 × 107 CFU 的金葡菌共感染后半数致死,体重下降

相对平缓,作为后续共感染组的剂量;(3)共感染组小鼠体重下降较大,胸腺指数明显下降(P < 0. 05),肺指数明显

升高(P < 0. 05)。 与流感组相比,共感染组 M 基因表达量显著升高(P < 0. 05);与金葡组相比,细菌载量显著升高

(P < 0. 05);与流感组和金葡组相比,小鼠淋巴细胞绝对含量明显降低(P < 0. 05),炎症因子含量显著增加(P <
0. 05)。 达菲及时干预共感染小鼠后延缓了体重的下降,显著升高了胸腺指数(P < 0. 05),降低了肺指数(P <
0. 05);显著降低了 M 基因的表达和细菌载量(P < 0. 05);淋巴细胞含量显著升高(P < 0. 05);显著降低炎症因子

的表达(P < 0. 05)。 气泡图显示共感染组小鼠体内促炎症因子的平均值以及促炎因子之和均远远高于其他各组,
达菲及时干预后有较好的回调作用。 结论　 本研究建立了符合临床特征的共感染小鼠模型,采用达菲干预治疗,
可以减轻后续继发病毒-细菌混合感染对机体的损伤。
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【Abstract】 　 Objective 　 A mouse model of influenza and Staphylococcus aureus co-infection was established to
evaluate the efficacy of Tamiflu and its regulatory effect on lymphocytes and inflammatory factors. Methods 　 ( 1) An
influenza-Staphylococcus aureus co-infection mouse model was established by screening different titers of influenza A H1N1 /
PR8 virus and Staphylococcus aureus. (2) Male BALB / c mice were selected and randomly divided into six groups. On day
0, mice were inoculated intranasally with 20 μL of influenza virus H1N1 / PR8 at a dose of 0. 25 TCID50. On day 3, mice
were inoculated intranasally with 20 μL of Staphylococcus aureus at a dose of 2. 5 × 107 CFU. Twenty-four hours after
infection with influenza virus, mice were given Tamiflu by gavage once daily for 7 days, and body weight changes were
recorded every day. Mice were necropsied 24 h after the last dose. The organ index was calculated; the expression of
influenza virus M gene was detected by RT-qPCR; and the contents of CD3+, CD4+, and CD8+ T lymphocytes were
assessed. The levels of 13 inflammatory factors, including IL-6, were detected. The average and total pro-inflammatory
values of inflammatory cytokines in each group were displayed in the form of bubble charts. Results　 (1) Weight loss in
mice infected with 0. 25 TCID50 influenza virus was relatively subtle, and the mice survived. Mouse body weight decreased
steadily after co-infection with 2. 5 × 107 CFU, and half of the group died; (2) thus 2. 5 × 107 CFU was used as the dose
for the subsequent co-infection group. In co-infected mice, body weight and thymus index decreased significantly (P <
0. 05), and lung index increased significantly (P < 0. 05). (3) Compared with the influenza group, the co-infection group
had significantly higher M gene expression (P < 0. 05). Compared with the Staphylococcus aureus group, the co-infection
group’s bacterial load was significantly increased (P < 0. 05). Compared with the influenza group and Staphylococcus
aureus group, the absolute content of lymphocytes was significantly lower, and the content of inflammatory factors
significantly increased (P < 0. 05). Tamiflu treatment delayed weight loss and significantly increased the thymus index (P
< 0. 05), and M gene expression and bacterial load were significantly decreased, while lymphocyte content significantly
increased (P < 0. 05). The expression of inflammatory factors was significantly decreased (P < 0. 05). A bubble diagram
showed much higher average and total amounts of proinflammatory factors in the co-infection group than the other groups,
and Tamiflu had a good effect after timely intervention. Conclusions　 In this study, we established a co-infection mouse
model that conformed to the clinical characteristics of the mixed virus-bacteria infection, and Tamiflu intervention reduced
subsequential damage to the body.

【Keywords 】 　 influenza A H1N1 virus; Staphylococcus aureus; influenza-Staphylococcus aureus co-infection;
regulation of inflammatory factors; T lymphocytes; Tamiflu
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　 　 流感是急性呼吸道感染疾病[1]。 研究发现,流
感病毒感染导致的死亡与流感病毒流行期间继发

性金黄色葡萄球菌等感染密切相关。 1918 年的“西
班牙流感”是历史上最严重的流感大流行,近 5000
万患者死亡,Morens 等[2]研究发现其中 90%以上患

者存在细菌共感染,主要为流感嗜血杆菌、肺炎链

球菌及金黄色葡萄球菌。 流感与金黄色葡萄球菌

合并感染会引起坏死性支气管炎、肺炎等严重疾

病,甚至引起死亡[3]。 在新型冠状肺炎大流行期

间,继发性感染或合并感染也被认为是重症和死亡

的主要因素[4]。 目前针对流感或金黄色葡萄球菌

感染的研究大多为单一致病因素研究[5-7],有少量

文献开展病毒-细菌共感染模型研究,但采用了较

大甚至致死滴度的流感病毒感染[8-9],这将影响继

发细菌感染对宿主的损伤评价。 因此,选择合适的

病毒感染滴度及继发感染的细菌浓度,对建立符合

临床多发特征的共感染模型十分关键。 本文对共

感染模型中流感病毒滴度及金黄色葡萄球菌的浓

度进行了系统探索,筛选出了合适的流感-金黄色葡

萄球菌共感染模型,并采用达菲干预研究,评价其

对共感染模型的治疗作用,为共感染模型的建立和

药物防控提供基础研究证据和参考。
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1　 材料与方法

1. 1　 材料

1. 1. 1　 实验动物

6 ~ 7 周龄 SPF 级雄性 BALB / c 小鼠,96 只,体
重(19 ± 1)g,购于北京维通利华实验动物技术有限

公司【SCXK(京)2021-0006】。 饲养期间各组小鼠

自由饮水,饲喂普通维持饲料由济南朋悦实验动物

繁育有限公司【SCXK(鲁)2018-0003】提供。 饲养

环境:昼夜各半循环照明,湿度恒定,温度 22 ~
25℃,饲养于山东中医药大学抗病毒协同创新中心

【SYXK(鲁)2017-0022】。 所有操作均经山东中医

药大学实验动物福利伦理审查委员会审查通过

(SDUTCM20220908001)。
1. 1. 2　 主要试剂与仪器

动物组织总 RNA 提取试剂盒、FastKing cDNA
第一链合成试剂盒、SuperReal 荧光定量预混试剂

(天根公司);多因子试剂盒 ( Mouse Inflammation
Panel with Filter Plate,美国 Biolegend);流式 APC-
CD3+、FITC-CD4+、PE-CD8+ 抗体(美国 Biolegend);
DNA 引物(生工生物工程(上海)股份有限公司);
甲型流感病毒 H1N1 / PR8 株, 测定血凝效价为

1 ∶320,CPE 法检测的病毒滴度为 1 × 105 TCID50 /
0. 1 mL,金黄色葡萄球菌,保存于山东中医药大学

抗病毒协同创新中心;达菲(上海罗氏制药有限公

司,批号:M1050)。
超微量分光光度计(赛默飞世尔科技有限公

司,型号:NanoDrop One,中国),荧光定量 PCR 仪

(伯乐公司,型号:CFX Connect,美国),呼吸麻醉机

(深圳瑞沃德生命科技有限公司,型号:R583S,中
国),组织研磨器(宁波新芝生物科技股份有限公

司,型号:SCIENTZ-48,中国),流式细胞仪( BD 公

司,型号:Accri C6,美国)。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 动物分组及实验干预

(1)共感染模型中 H1N1 / PR8 流感病毒滴度筛

选:将小鼠按体重随机分成 5 组,分别为正常组、
0. 125 TCID50 组、 0. 25 TCID50 组、 0. 5 TCID50 组、
1 TCID50组,每组 6 只。 正常组小鼠在第 0 天经滴鼻

途径给生理盐水每只 20 μL,其余组小鼠经滴鼻途

径给相应滴度的 H1N1 / PR8 流感病毒液每只 20
μL。 感染后每日观察小鼠状态,称重并记录。

(2)共感染模型中金黄色葡萄球菌浓度筛选:

将小鼠按体重随机分成 5 组,分别为正常组、0. 25
TCID50+ 1. 25 × 107 CFU 组、0. 25 TCID50 + 2. 5 ×
107 CFU 组、 0. 25 TCID50 + 5 × 107 CFU 组、 0. 25
TCID50+ 1 × 108 CFU 组,每组 6 只。 正常组小鼠在

第 0 天经滴鼻途径给生理盐水每只 20 μL,其余组

小鼠经滴鼻途径给 0. 25 TCID50 H1N1 / PR8 流感病

毒液每只 20 μL。 第 3 天其余组小鼠经滴鼻途径给

相应浓度的金黄色葡萄球菌每只 20 μL。 感染后每

日观察小鼠状态,记录体重。
(3)达菲干预 H1N1 / PR8-金黄色葡萄球菌共感

染小鼠:将小鼠适应性喂养 3 d 后,按体重随机分为

正常组、金葡组、流感组、共感染组、流感+达菲组、
共感染+达菲组,共 6 组,每组 6 只。 第 0 天正常组

和金葡组经滴鼻途径给生理盐水每只 20 μL,其余

组小鼠经滴鼻途径给 0. 25 TCID50H1N1 / PR8 流感

病毒液每只 20 μL,第 3 天金葡组和共感染组滴鼻

途径给 2. 5 × 107 CFU 金黄色葡萄球菌每只 20 μL。
达菲组在感染流感病毒后 24 h 灌胃给药(达菲,
19. 5 mg / kg),每天 1 次,连续 7 d,其余组灌胃等量

的超纯水。
期间测量小鼠的体重和生存率,末次给药 24 h

后取肝素钠抗凝血待用,异氟烷麻醉后,脱颈椎处

死小鼠,解剖取肺、脾、胸腺组织,计算脏器指数(脏
器鲜重 /小鼠体重× 100%),取部分肺组织保存在

RNA Store Reagent 中,检测流感病毒 M 基因的相对

表达量。
1. 2. 2　 qPCR 检测肺组织中 H1N1 / PR8 流感病毒

M 基因的表达

15 ~ 20 mg 肺组织加入 300 μL RL 裂解液,研
磨成匀浆,按照动物组织总 RNA 提取试剂盒方法操

作,测定总 RNA 浓度,反转录得到 cDNA。 建立 20
μL 的 RT-qPCR 反应体系,放入荧光定量 PCR 仪中

扩增,95℃预变性 15 min,95℃变性 10 s,40 个循环,
66℃退火 /延伸 32 s,40 个循环。 实验后记录 Ct 值,
通过计算 2-ΔΔCt得到 mRNA 的相对表达量。 流感病

毒 M 基因引物序列 F:5’-CTTCTAACCGAGGTCG
AAAC-3’,R:5’-CGTCTACGCTGCAGTCCTC-3’,
产物长度 227 bp。 内参基因 PPIA 引物序列:F:5’-
CGCTTGCTGCAGCCATGGTC-3’,R:5’-CAGCTC
GAAGGAGACGCGGC-3’,产物长度 86 bp。
1. 2. 3　 流式细胞术检测淋巴细胞 CD3+、 CD4+、
CD8+含量

取 100 μL 抗凝全血,加入红细胞裂解液,避光
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孵育 10 min,清洗两次 ( PBS),重悬。 加入 2 μL
APC-CD3+,0. 5 μL FITC-CD4+,1. 2 μL PE-CD8+,室
温避光孵育 20 min,清洗 2 次(PBS),重悬,200 目

滤网过滤,采用流式细胞仪检测,根据光散射设门,
以淋巴细胞门内收集 2 × 104 个细胞为检测终点。
1. 2. 4　 流式细胞术检测炎症因子含量

将小鼠抗凝血以 4000 r / min 离心 10 min,收集

血浆。 将标准品设置 8 个浓度 (按 1 ∶ 4 比例稀

释),加入捕获抗体的微球 ∶反应缓冲液 ∶稀释标准

品(25 μL ∶25 μL ∶25 μL),用于描绘标准曲线;构建

75 μL 的反应体系:加入捕获抗体的微球 ∶反应缓冲

液 ∶样品(25 μL ∶25 μL ∶25 μL),室温避光震荡孵育

2 h,清洗(Assay Buffer)重悬。 加入检测抗体,室温

避光震荡孵育 1 h,加入 PE 染料室温避光震荡孵育

30 min,清洗重悬后采用流式细胞仪进行检测。
1. 3　 统计学分析

各样本数据均以平均值 ± 标准误差(􀭰x ± s􀭰x)表
示,用 SPSS 26. 0 软件进行单因素方差分析及 LSD
组间比较。 P < 0. 05 为差异具有显著性。

2　 结果

2. 1　 H1N1 / PR8 流感病毒感染滴度的筛选

正常组和 0. 125 TCID50组小鼠体重稳定上升;
其余组小鼠体重下降,蜷卧懒动、毛色黯淡,其中

0. 25 TCID50组体重下降趋势相对平缓,无死亡现象

(图 1),选择其为后续实验流感病毒感染滴度。

图 1　 各组小鼠的生存率和体重变化

Figure 1　 Changes in survival rate and body mass of mice in each group

2. 2　 共感染小鼠模型中金黄色葡萄球菌浓度的

筛选

除正常组外其余组小鼠体重下降趋势明显,其

中 0. 25 TCID50+2. 5 × 107 CFU 组内小鼠体重下降

相对平缓,死亡率为 50%(见图 2),选择其做为后续

共感染模型病毒和细菌条件。

图 2　 各组小鼠的生存率和体重变化

Figure 2　 Changes in survival rate and body mass of mice in each group

2. 3　 达菲对 H1N1 / PR8-金黄色葡萄球菌共感染小

鼠干预作用

2. 3. 1　 各组小鼠体重和存活率比较

在实验过程中,正常组和金葡组小鼠反应灵

敏,毛发光滑有光泽,饮食、饮水、排便正常,粪便呈

麦粒状,体重呈持续上升;共感染组和流感组分别

在染毒第 4 天和第 6 天平均体重开始下降;共感染

组小鼠体重下降趋势更明显,第 8 天体重仅为第 0

天的 87. 26%,死亡率为 83. 33%;流感组小鼠体重、
竖毛现象、饮食饮水量明显好于共感染组,第 8 天体

重均值为第 0 天的 96. 57%(见图 3)。
2. 3. 2　 各组小鼠脏器指数比较

于感染第 8 天处死解剖小鼠,称肺、脾、胸腺质

量,计算脏器指数,具体结果见图 4。 与正常组比

较,共感染组小鼠胸腺指数显著下降(P < 0. 05),流
感组和金葡组轻微升高,差异无显著性;共感染组
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图 3　 各组小鼠的生存率和体重变化

Figure 3　 Changes in survival rate and body mass of mice in each group

注:与正常组相比,∗P < 0. 05;与共感染组相比,#P < 0. 05。 (下图同)

图 4　 各组小鼠的脏器指数变化

Note. Compared with the control group, ∗P < 0. 05. Compared with the Virus + S. aureus group, #P < 0. 05. (The same in the following figures)

Figure 4　 Changes of organ index of mice in each group

小鼠胸腺指数显著低于流感组和金葡组 ( P <
0. 05),共感染+达菲组与共感染组相比显著升高(P
< 0. 05);不同组间肺指数变化与胸腺指数趋势相

反,共感染组显著高于正常组(P < 0. 05),且显著高

于流感组和金葡组,达菲干预共感染后肺指数显著

降低(P < 0. 01);共感染后脾指数上升,显著高于正

常组和金葡组(P < 0. 05)(见图 4)。
2. 3. 3　 各组小鼠肺组织流感病毒 M 基因的相对表

达量和细菌载量比较

M 基因的相对表达量结果显示,共感染组显著

高于流感组(P < 0. 05),达菲干预共感染后,显著降

低了 M 基因的表达(P < 0. 05)。 细菌载量变化与

M 基因的相对表达量类似,与金葡组相比,共感染

组细菌载量显著升高(P < 0. 05),达菲干预共感染

后细菌载量显著降低(P < 0. 05),提示与感染单一

病原体相比,共感染上述滴度病毒和金黄色葡萄球

菌后,小鼠抗病毒和抗菌能力下降,M 基因的相对

表达量和细菌载量均显著升高,及时的达菲干预可

以显著抑制上述趋势(见图 5)。
2. 3. 4　 各组小鼠淋巴细胞含量比较

为了探究达菲干预流感感染和流感+金黄色葡

图 5　 各组小鼠的 M 基因的相对表达量和细菌载量变化

Figure 5　 Change of relative expression and
bacterial load of M gene in mice of each group

萄球菌共感染小鼠免疫应答水平,对淋巴细胞亚群

的绝对含量进行检测。 结果显示,感染流感病毒

后,CD3+、CD4+、CD8+绝对含量轻微升高,提示较小

滴度流感感染后淋巴细胞升高,免疫应答增强;共
感染后,小鼠全血 T 淋巴细胞 CD3+、CD4+、CD8+绝

对含量显著降低(P < 0. 05),可推测流感+金黄色

葡萄球菌共感染后毒力强,杀伤免疫细胞,特异性

免疫应答减弱;达菲干预共感染后 CD3+、 CD4+、
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CD8+绝对含量显著回升(P < 0. 05),提示达菲干预

后,缓解了病毒对机体的损伤,从而缓解了免疫细

胞的含量的降低,特异性免疫应答升高,机体的恢

复能力增强(见图 6)。

图 6　 各组小鼠的淋巴细胞 CD3+、CD4+、CD8+含量比较

Figure 6　 Comparison of lymphocyte CD3+、CD4+、CD8+ contents of mice in each group

图 7　 各组小鼠白介素类细胞因子比较

Figure 7　 Comparison of interleukin cytokines in mice of each group

2. 3. 5　 各组小鼠炎症因子表达比较

实验结果显示,共感染组小鼠炎症因子(白介

素类(见图 7)、干扰素、趋化因子和集落刺激因子

(见图 8)含量明显增加,与正常组小鼠相比差异具

有显著性(P < 0. 05),流感组和金葡组炎症因子含

量同样呈增加趋势,但明显低于共感染组 ( P <
0. 01);与共感染组相比,共感染+达菲组血浆中炎

症因子含量差异具有显著性(P < 0. 05)。
共感染后小鼠体内存在较强的免疫抵抗作用,

机体的炎症损伤明显;单一感染流感和金黄色葡萄

球菌小鼠机体炎症反应强度低,对机体炎症损伤较

小,达菲干预共感染后降低了病毒对机体的损伤,
使机体炎症因子分泌水平显著降低,降低了机体的

炎症损伤,从而延缓了体重的下降,提高存活率。
对每组 10 个炎症细胞因子(除 IL-10、 IL-27、

GM-CSF 之外)进行几何平均值计算,得到每组促炎

细胞因子平均值(Y 轴),X 轴是促炎细胞因子之

和。 气泡图结果显示,共感染组小鼠体内促炎因子

的平均值以及促炎和都远远高于其他各组,表明宿

主存在较严重的炎症反应,达菲及时干预后可以有

较好的回调;流感组和金葡组小鼠染毒后机体炎症

反应强度很低(见图 9)。
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图 8　 各组小鼠干扰素、趋化因子及集落刺激因子比较

Figure 8　 Comparison of interferon cytokines, MCP-1 and GM-CSF in mice of each group

图 9　 各组小鼠促炎因子综合比较

Figure 9　 Comprehensive comparison of
proinflammatory factors of mice in each group

3　 讨论

每年约有 25 万 ~ 50 万人死于流感病毒感
染[10],研究表明,继发性感染被认为是重症和死亡

的主要因素。 目前针对流感-金葡共感染模型研究

较少,文献报道的共感染研究采用的流感滴度多为

重症和死亡滴度[8-9],与临床常见的共感染状况存

在差异。 本研究在小鼠感染较小滴度流感病毒后

第 3 天又感染金黄色葡萄球菌,建立流感-金葡共感

染模型。 结果表明,单一小滴度流感、金葡感染损

伤均较轻,符合临床上多发的普通、轻症流感。 与

单一流感或金葡模型相比,共感染组胸腺指数明显

降低,肺指数、病毒载量、细菌载量明显升高,机体

炎症损伤情况更为严重,符合临床上感染轻症流感

后又感染低毒的金葡症状迅速恶化出现危重症的

共感染状况。
共感染后的炎症因子大量分泌是引起机体病

理损伤的主要因素之一。 小鼠的巨噬细胞被感染

后,分泌 TNF-α,从而引起血管壁损伤[11]。 同时

TNF-α 可诱导巨噬细胞产生 IL-1β,并诱导 IL-6 的

生成[12]。 过量的 IL-6 可激活机体的单核 /吞噬细

胞系统,进一步导致 TNF-α 和 IL-6 等释放增多,加
重血管内皮细胞变性坏死[13]。 通过 TNF-α 和 IL-6
等级联反应,使各种炎症因子的分泌大量增加,维
持并进一步加重共感染引起的机体炎症损伤,甚至

产生细胞因子风暴,危及生命[14]。 本研究发现,共
感染组小鼠肺组织内流感病毒 M 基因相对表达量
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较高,全血 T 淋巴细胞 CD3+、CD4+的绝对值较低,
免疫系统对病毒的清除作用更弱,IL-6、IFN-γ、IFN-
β 等促炎性细胞因子水平急剧升高,推测其体内可

能出现细胞因子风暴现象。 肺、胸腺、脾组织损伤

明显,体重下降趋势明显,死亡率较高,推测是由于

免疫系统的失衡导致过度炎症反应,从而造成了对

组织器官的损伤,导致较高的死亡率。
达菲是一种神经氨酸酶抑制剂,能阻断病毒间

的聚集,并有效抑制病毒脱离被感染细胞,从而阻

止病毒增殖[15]。 临床上达菲常用于治疗流行性感

冒,但对于混合感染模型的研究较少。 本研究对共

感染小鼠模型在滴鼻感染流感病毒 24 h 后及时灌

胃达菲干预,结果发现,在病毒感染的早期就应用

达菲,可以及时减少病毒的增殖及后续继发的金黄

色葡萄球菌感染,降低机体的整体损伤,提高全血 T
淋巴细胞 CD3+、CD4+、CD8+绝对含量,减轻促炎细

胞因子的过度诱导,从而减轻对组织器官的损伤,
提高小鼠的存活率。 本研究提示,在流感爆发季节

及早地采用达菲干预治疗,可以减轻后续继发病毒

-细菌混合感染对机体的损伤。
综上所述,本研究使用较小滴度的 A 型 H1N1 /

PR8 毒株和金黄色葡萄球菌感染 BALB / c 小鼠,成
功建立符合临床多发的流感-金黄色葡萄球菌共感

染模型,并证明及早地采用达菲干预对共感染模型

有较好的干预作用。
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