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　 　 【摘要】 　 目的　 为了克服已有人呼吸道合胞病毒（ｈｕｍａｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ ｖｉｒｕｓ，ｈＲＳＶ）动物模型的局限

性，如半受纳性和感染持续时间短，本文利用 ＴＡＬＥＮ 基因编辑技术建立了 ＩＬ２ｒｇ 基因敲除（ ＩＬ２ｒｇ－ ／ －）的大鼠模型。
方法　 用 ｈＲＳＶ 滴鼻感染该动物模型，观察感染期（０ ～ ３５ ｄ）的临床表征、体重及体温变化；记录不同时间点（滴鼻

感染后第 ４、１１、２０、３５ 天）鼻腔、气管、肺等呼吸道脏器的病毒总拷贝数；在观察终点（滴鼻感染后第 ３５ 天）对感染

动物的靶器官进行病理分析；观察不同时间点（滴鼻感染后第 ４、２０、３５ 天）外周血 Ｔ、Ｂ、ＮＫ、ＮＫＴ 细胞的变化及不

同时间点多种细胞因子的变化。 结果　 （１）通过鼻内接种 ｈＲＳＶ 后，纯合的 ＩＬ２ｒｇ 基因敲除大鼠的呼吸道内能保持

较高的病毒载量，鼻腔中病毒的平均峰值滴度能快速升至 １ × １０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，至第 ５ 周时，病毒依然能维持复制，病
毒载量亦可达到 １ × １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 （２）但其鼻、气管和肺组织，无明显病变。 （３）感染 ｈＲＳＶ 的 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠外周血

Ｂ 细胞含量有上升。 （４）ＩＬ⁃６ 和 ＭＣＰ⁃１ 两种细胞因子都在感染前期上升，在观察终点回落。 结论 　 本研究基于

ＴＡＬＥＮ 技术建立了 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠模型，并发现该模型能很好地支持 ｈＲＳＶ 高水平复制和并长期感染，为抗病毒药物

筛选、抗 ｈＲＳＶ 抗体体内效力评价，提供了良好的动物模型。
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　 　 人呼吸道合胞病毒（ｈｕｍａｎ ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｓｙｎｃｙｔｉａｌ
ｖｉｒｕｓ， ｈＲＳＶ ） 为 具 有 包 膜 的 肺 病 毒 科

（Ｐｎｅｕｍｏｖｉｒｉｄａｅ）、正肺病毒属（Ｏｒｔｈｏｐｎｅｕｍｏｖｉｒｕｓ）的

单股负链病毒［１］。 其感染呈全球性分布，并有季节

性流行的特点［２－３］。 ｈＲＳＶ 的主要感染对象为 ２ 岁

以下的婴幼儿，临床上多表现为较轻的上呼吸道症

状，如鼻塞、咳嗽等［４］。 ｈＲＳＶ 感染导致的重症多见

于 １ ～ ６ 月龄的婴儿，通常发展为细支气管肺炎，出
现低烧、喘息、胸壁回缩和呼吸急促等［５－６］。

人可能会反复感染 ｈＲＳＶ，目前有两种 ｈＲＳＶ
疫苗获批被用于 ６０ 岁以上老年人接种免疫。
ｈＲＳＶ 疫苗和治疗性药物在临床试验阶段或临床

前研究中取得有限的进展，这在一定程度上是由

于缺乏能够完全模拟人类临床感染特征、且持续

感染的动物模型。 现有的 ｈＲＳＶ 动物模型，包括常

见的 ｈＲＳＶ 非人灵长类及啮齿类动物感染模型，各
有优势，但局限性也很突出。 除黑猩猩外，如最常

用的棉鼠和 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，为 ｈＲＳＶ 的半受纳宿

主，仅部分个体易感。 为了建立 ｈＲＳＶ 模型，通常

采用大剂量病毒攻毒。 即便如此，ｈＲＳＶ 在很多动

物模型的呼吸道靶器官内复制维持时间普遍较

短［７］ ，且组织病理改变轻微［８－１０］ ，与临床表现存在

较大差异。
有研究发现采用 ｈＲＳＶ 感染免疫功能受到抑制

的棉鼠（环磷酰胺处理），其症状与普通棉鼠有明显

不同［１１－１２］。 最为明显的变化是 ｈＲＳＶ 清除时间延

迟，免疫抑制的棉鼠在 ｈＲＳＶ 感染 ６ 周后依旧能在

其肺部检测到高滴度病毒，并且肺部病理出现更严

重的炎症反应。 这提示在免疫缺陷情况下，可能有

利于建立症状更加典型的 ｈＲＳＶ 感染模型。 白介素

２ 受体 γ 链 （ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ ２ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｓｕｂｕｎｉｔ ｇａｍｍａ
ｃｈａｉｎ，ＩＬ２ｒｇ）是 ＩＬ⁃２、ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃７、ＩＬ⁃９、ＩＬ⁃１５ 和 ＩＬ⁃２１
的共同受体亚基，ＩＬ２ｒｇ 基因的缺陷会导致大鼠机体

免疫功能严重降低，尤其缺乏成熟的 ＮＫ 细胞［１３］。
为了制作免疫缺陷效果显著的动物模型，本研究选

择敲除 ＩＬ２ｒｇ 基因，使大鼠缺乏功能性 ＮＫ 细胞，构
建稳定的免疫缺陷环境，以支持 ｈＲＳＶ 在体内持续、
高水平复制，以建立更加稳定的感染模型，支持

ｈＲＳＶ 治疗性药物体内有效性评价。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｗｉｌｄ⁃ｔｙｐｅ ＳＤ 大鼠（ＷＴ）由中国食品药

品检定研究院实验动物资源研究所 【 ＳＣＸＫ（京）
２０２２－０００２】提供，纯合型 ＳＰＦ 级 ＳＤ⁃ＩＬ２ｒｇｅｍｘ ／ ＮＩＦＤＣ 大

鼠（缩写为 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －）为实验动物资源研究所模式动

物研究室自主构建。 ＷＴ 和 ＩＬ２ｒｇ－ ／ － 大鼠均为 ３ 周

龄各 １７ 只，雌雄各半，体重约为 ６０ ～ ７５ ｇ，动物繁

殖及实验均在中国食品药品检定研究院屏障设施

【ＳＹＸＫ（京）２０２２－００１４】内进行，温度 ２４ ～ ２６ ℃，
相对湿度 ４０％ ～ ７０％，１２ ｈ 明 ／ １２ ｈ 暗，饲喂６０Ｃｏ 灭

菌 ＳＰＦ 级饲料，自由饮灭菌自来水。 动物实验方案

经本院实验动物福利伦理审查委员会审查批准

（ＩＡＣＵＣ２０２１⁃Ｂ⁃００４），ＲＳＶ 感染实验在 ＡＢＳＬ⁃２ 动物

实验室进行。
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１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

戊巴比妥钠（１５ ｍｇ ／ ｍＬ，７５ ｍｇ ／ ｋｇ），ＲＮＡｌａｔｅｒＴＭ

Ｓｔａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ ）， ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ＲＴ
ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ （ ＴａＫａＲａ）， ＴＢ Ｇｒｅｅｎ
（ ＴａＫａＲａ ）， ＲＢＣ Ｌｙｓｉｓ Ｂｕｆｆｅｒ （ ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ ）， Ｃｅｌｌ
Ｓｔａｉｎｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ （ ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ ）， Ｒａｔ Ｔ ／ Ｂ ／ ＮＫ Ｃｅｌｌ
Ｃｏｃｋｔａｉｌ 抗体 （ ＢＤ），Ｂｉｏ⁃Ｐｌｅｘ Ｐｒｏ Ｒａｔ Ｃｙｔｏｋｉｎｅ ２４⁃
ｐｌｅｘ Ａｓｓａｙ（Ｂｉｏ⁃ｒａｄ）。

ＢＤ ＬＳＲＩＩ 流 式 细 胞 仪， Ｒｏｃｈｅ 罗 氏

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠模型的构建和 ｈＲＳＶ 感染模型

的构建

使用 ＴＡＬＥＮ ＧｏｌｄｅｎＧａｔｅ 系统针对大鼠 ＩＬ２ｒｇ 基

因外显子 ２ 设计 ＴＡＬＥＮ。 将对 ＩＬ２ｒｇ 特异的 ＴＡＬＥＮ
质粒转染到大鼠 Ｃ６ 细胞（ＡＴＣＣ，ＣＣＬ１０７）中。 用蛋

白质印迹分析（Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ）确认 ＴＡＬＥＮ 表达，并
用 ＭＳＤａｓｅ 测定及检查 ＴＡＬＥＮ 的活性。 在体外转

录 ＩＬ２ｒｇ⁃ＴＡＬＥＮ ｍＲＮＡ 并通过显微注射将其注射到

ＳＤ 大鼠的受精卵中，然后将受精卵转移至假孕 ＳＤ
雌性大鼠。

ＷＴ 和 ＩＬ２ｒｇ－ ／ － 大鼠的 ｈＲＳＶ 攻毒组和 ＤＭＥＭ
组在滴鼻（Ｉｎｔｒａｎａｓａｌ，Ｉ． Ｎ． ）之前用戊巴比妥钠溶液

浅度麻醉。 将胰岛素注射器针头磨平，吸取 ４０ μＬ
ｈＲＳＶ 病毒（１ × １０６ ＴＣＩＤ５０）悬液或 ＤＭＥＭ 培养液，
缓慢滴进大鼠的鼻孔内。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＤＮＡ 提取和基因检测

苯酚氯仿法提取鼠尾 ＤＮＡ，剪取鼠尾（长度 ＜
０􀆰 ５ ｃｍ）置于 １􀆰 ５ ｍＬ Ｅｐ 管中，每管加 ２５０ μＬ 裂解

液（含蛋白酶 Ｋ ５ μＬ，ＴａＫａＲａ）。 将样品放置 ５５ ℃
水浴锅过夜，加入 ２５０ μＬ ＴＲＩＳ⁃酚与氯仿的混合物

（１２５ μＬ ＴＲＩＳ⁃酚 ＋ １２２􀆰 ５ μＬ 氯仿 ＋ ２􀆰 ５ μＬ 异戊

醇），充分颠倒混匀，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 吸取

２００ μＬ 上清液至另一新 Ｅｐ 管中，加入 ７００ μＬ 冰冷

的异丙醇，待有 ＤＮＡ 析出，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０
ｍｉｎ，弃上清。 加入冰冷的 ７０％ 乙醇 （ － ２０ ℃）
１０００ μＬ 漂洗 １ 次，１２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，弃上

清。 用 ＴＥ（ｐＨ ＝ ８􀆰 ０）溶液在 ５５ ℃溶解沉淀 ２ ｈ，
测定浓度并稀释后用做 ＰＣＲ 模板。 用 ＰＣＲ 法检测

ＩＬ２ｒｇ 基因敲除大鼠 Ｆ０ 代基因，大鼠 ＩＬ２ｒｇ 引物为

ＩＬ２ｒｇ⁃Ｆ（５’⁃ＧＣＴＣＣＡＡＧＧＴＣＣＴＣＡＴＧＴＣＣＡＧ⁃３’）
和 ＩＬ２ｒｇ⁃Ｒ（５’⁃ＡＴＣＴＴＣＧＣＣＴＴＴＣＴＧＣＣＣＡＴＧＡＣ⁃
３’），电泳后测序。

１􀆰 ２􀆰 ３　 细胞与病毒培养

将 ＨＥｐ⁃２ 细胞接种于 １０％ ＦＢＳ 及 １％双抗的

ＤＭＥＭ 培养基，置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养备用。 当

细胞达到 ９０％满瓶时，吸去细胞培养基，用 ＰＢＳ 缓

冲液冲洗一遍，加入 ２ ｍＬ 含 ２％ ＦＢＳ ＤＭＥＭ 培养基

稀释的 ｈＲＳＶ 病毒，置于 ３７ ℃培养箱中感染 ２ ｈ 后

弃去上清，用 ＰＢＳ 缓冲液冲洗 １ 遍，再加入 １０ ｍＬ
２％ ＦＢＳ ＤＭＥＭ 培养基培养 ２ ～ ３ ｄ，当在显微镜下

观察到病变细胞比例达到 ８０％ ～ ９０％时，将培养瓶

先后置于－８０ ℃冰箱和 ３７ ℃培养箱中交替冻融裂

解细胞，取上清病毒液，保存于－８０ ℃冰箱备用。
１􀆰 ２􀆰 ４　 临床症状观察与体重

当大鼠接种 ｈＲＳＶ 或 ＤＭＥＭ 培养液后，连续 ６ ｄ
在同一时间段测量体重，后每隔 ２ ｄ 测量 １ 次至 ２１
ｄｐｉ（ｄａｙｓ ｐｏｓｔ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）；连续 ８ ｄ 在同一时间段测量

大鼠肛温，后每隔 １ ｄ 测量 １ 次至 １８ ｄｐｉ，同时观察

有无呼吸道症状、弓背表现、及精神状态异常等临

床症状。
１􀆰 ２􀆰 ５　 病毒载量检测

用戊巴比妥钠溶液麻醉后处死实验动物，取鼻

腔，气管和肺组织放入 １􀆰 ５ ｍＬ 无菌离心管，加

１ ｍＬ ＲＮＡｌａｔｅｒ 保存液，４ ℃过夜后弃去 ＲＮＡｌａｔｅｒ 保
存液并将组织放入－８０ ℃冰箱长期保存。 用 ＴＲＩｚｏｌ
法提取组织 ＲＮＡ，用 ＤＥＰＣ 水溶解 ＲＮＡ 后－８０ ℃保

存。 将 ｈＲＳＶ 的 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ 后，采用绝对

荧光定量 ＰＣＲ 检测组织 ｈＲＳＶ 病毒载量。 目的基

因使用引物 ｈＲＳＶ⁃Ｆ（５’⁃ＡＡＣＧＣＡＣＣＧＣＴＡＡＧＡＣ
ＡＣ⁃３’），ｈＲＳＶ⁃Ｒ（５’⁃ＧＣＣＡＴＣＡＴＡＴＴＣＡＴＡＧＣＣＴ
ＣＧＧ⁃３’）。
１􀆰 ２􀆰 ６　 流式法测定免疫细胞含量

用毛细玻璃管从眼内眦取血 ２００ μＬ，ＥＤＴＡ 抗

凝。 用抗体标记细胞，混匀后室温避光孵育 ２０ ｍｉｎ。
裂解红细胞后，Ｃｅｌｌ Ｓｔａｉｎｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混匀后避光低温

放置 ４ ｈ 内上机检测分析，在 ＢＤ ＬＳＲＩＩ 流式细胞仪

上采用 ＦＡＣＳ Ｄｉｖａ ６􀆰 ０ Ｓｏｆｔｗａｒｅ 软件获取细胞数据。
１􀆰 ２􀆰 ７　 细胞因子检测

用毛细玻璃管经眼内眦取血 ２００ μＬ，室温放置

２ ｈ， ７０００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离心 ２０ ｍｉｎ， 吸取血清后放于

－２０ ℃ 冰箱保存。 细胞因子用 ＭＳＤ （Ｍｅｓｏ Ｓｃａｌｅ
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ）法检测。 将微珠加入样品孔中孵育，结束

时加入细胞因子检测抗体继续孵育，后用试剂盒中

的 Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ⁃ＰＥ 荧光色素显色，使用 Ｂｉｏ⁃Ｐｌｅｘ ２００
系统读板，得最终检测结果，单位为 ｐｇ ／ ｍＬ。
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１􀆰 ２􀆰 ８　 组织病理观察

取鼻和肺组织，用 １０％中性福尔马林缓冲液固

定， 石蜡包埋切片， 厚度 ０􀆰 ３ μｍ， 苏木精⁃伊红

（ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ ａｎｄ ｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，中性树胶封片，显
微镜观察并拍照。

注：Ａ：敲除大鼠 ＩＬ２ｒｇ 基因的位点；Ｂ：ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠基因型 ＰＣＲ 鉴定；Ｃ：ＩＬ２ｒｇ－ ／ －和 ＷＴ 大鼠外周血 Ｔ、Ｂ、ＮＫ 和 ＮＫＴ 细胞含量的流

式图；Ｄ：ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠外周血 Ｔ、Ｂ、ＮＫ 和 ＮＫＴ 细胞的含量；与 ＷＴ 大鼠相比，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 １　 构建敲除 ＩＬ２ｒｇ 基因的 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠（ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｓｉｔｅ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ ｉｎ ｒａｔｓ． Ｂ． Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ ｂｙ ＰＣＲ． Ｃ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔ， Ｂ，

ＮＫ ａｎｄ ＮＫＴ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ＷＴ ｒａｔｓ ａｎｄ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ． Ｄ． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｔｅｓｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｔ， Ｂ， ＮＫ ａｎｄ ＮＫＴ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｔｈｅ

ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｒａｔｓ， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＩＬ２ｒｇ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｏｕｔ（ｎ ＝ ４）

１􀆰 ３　 统计学分析

实验的结果均以平均值 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，
并使用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９􀆰 ０ 分析数据。 采用独立样

本 ｔ 检验或双因素方差分析来评估差异的显著性，
以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 获得 ＮＫ 细胞缺失的纯合 ＩＬ２ｒｇ－ ／ － 敲除大

鼠　 　
ＩＬ２ｒｇ 基因位于 Ｘ 染色体上，全长 ３􀆰 ７ ｋｂ，本模

型设计的敲除位点位于 ２ 号外显子（图 １Ａ）。 设计

ＰＣＲ 引物扩增 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠目标基因切割位点附近

序列， 从 ＷＴ 大鼠中扩增获得长度为 ９２９ ｂｐ，
ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠的 ＰＣＲ 片段长度为 ９２７ ｂｐ（图 １Ｂ），测
序获得敲除序列为 ５’⁃ＴＴ⁃３’。 另外，用流式细胞术

检测纯合型 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠外周血中的 Ｔ、Ｂ 及 ＮＫ 细

胞表达含量（图 １Ｃ，１Ｄ）。 结果发现，与 ＷＴ 大鼠相

比，ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠的 Ｔ 细胞、Ｂ 细胞、ＮＫ 细胞、及 ＮＫＴ
细胞含量均显著性降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 以上结果表

明，ＩＬ２ｒｇ 基因敲除成功， ＩＬ２ｒｇ－ ／ － 大鼠表型符合预

期，可以用于后续实验。
２􀆰 ２　 建立 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠 ｈＲＳＶ 感染模型

将大鼠麻醉后经滴鼻途径感染 ｈＲＳＶ，观察其

临床特征和病理改变，并检测部分脏器中的病毒载

量，血 清 细 胞 因 子 等 参 数， 用 以 建 立 ｈＲＳＶ 的

ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠感染模型。 在 ３５ ｄ 观察期间内，未发现

ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠的明显临床症状。 其体重与 ＷＴ 大鼠

无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５） （图 ２Ａ），也未出现体温

升高（图 ２Ｂ）。

０２
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用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测大鼠呼吸道各组织的病毒

载量（图 ２Ｃ）。 ｈＲＳＶ 感染 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠后，鼻组织中

的病毒载量在 １１ ｄｐｉ 达到峰值 １ × １０１０ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ 组

织；在 ３５ ｄｐｉ 时，病毒载量仍维持 １ × １０７ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。
而在 ＩＬ２ｒｇ－ ／ － 大鼠气管和肺组织中，病毒载量随

ｈＲＳＶ 感染时间延长呈下降趋势，高拷贝数的病毒

载量维持时间短，但在气管组织中，病毒复制维持

到 １１ ｄｐｉ 左右，肺组织中，维持在 ２０ ｄｐｉ 以上。 ＷＴ
大鼠呼吸道各组织的病毒载量下降迅速，在感染中

期均被清除。

注：Ａ：ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠和 ＷＴ 大鼠的体重曲线；Ｂ：ｈＲＳＶ 感染后 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠（ｎ ＝ ５）的体温曲线；Ｃ：ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠（ｎ

＝ １２）呼吸道组织的病毒载量；Ｄ：ｈＲＳＶ 感染后 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠和 ＷＴ 大鼠的鼻组织病理改变，红色箭头表示移行上皮细胞 ／ 呼吸上

皮细胞变性坏死伴炎性细胞浸润；与 ＩＬ２ｒｇ－ ／ － 大鼠 ＤＭＥＭ 组（ ｎ ＝ ５） 相比， ＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 ＷＴ 大鼠（ ｎ ＝ １２） 相比，∗∗∗ Ｐ ＜

０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ２　 构建 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠的 ｈＲＳＶ 感染模型

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ ａｎｄ ＷＴ ｒａｔｓ． Ｂ． Ｒｅｃｔａｌ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ｈＲＳＶ（ｎ ＝ ５）． Ｃ． Ｔｏｔａｌ ｈＲＳＶ ｃｏｐｉｅｓ ｉｎ

ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ－ ／ －（ｎ ＝ １２） ａｃｃｏｒｄｉｎｇ ｔｏ ＲＴ⁃ｑＰＣＲ． Ｄ． Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ ａｎｄ ＷＴ ｒａｔｓ， ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ（ｒｅｄ ａｒｒｏｗｓ）ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ ｏｆ ＷＴ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｈＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ ｗｉｔｈ ＤＭＥＭ ｇｒｏｕｐ （ ｎ ＝ ５）， ＄ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｒａｔｓ （ ｎ ＝ １２）， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ∗∗∗∗Ｐ
＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｎ ｈＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｏｄｅｌ ｕｓｉｎｇ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ

ｈＲＳＶ 感染的 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠其鼻、气管和肺组织

未见炎症细胞浸润， 组织结构完整， 攻毒组和

ＤＭＥＭ 对照组情况一致， 无明显病变（图 ２Ｄ）。 ＷＴ
大鼠鼻组织中，偶见极轻度病理改变，在 １１ ｄｐｉ 和
２０ ｄｐｉ 时，ＷＴ 大鼠鼻组织移行上皮细胞和呼吸上皮

细胞出现变性坏死，并伴炎性细胞浸润。
２􀆰 ３　 ｈＲＳＶ 感染 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠引起的免疫反应

用流式细胞术分析 ＩＬ２ｒｇ－ ／ － 大鼠感染 ｈＲＳＶ 过

程中免疫细胞群的变化，结果如图 ３ 所示。 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －

大鼠感染 ｈＲＳＶ 感染后，外周血 Ｔ 细胞含量基本维

１２
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持不变（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），而 ４ ｄｐｉ 的 Ｂ 细胞含量有上升，
达到 １９􀆰 ８４％，随后下降。 ＮＫ 细胞和 ＮＫＴ 维持在极

低水平，且含量较稳定。 而 ＷＴ 大鼠感染 ｈＲＳＶ 后，
可见 Ｂ 细胞含量有上升趋势，但无统计学意义（Ｐ ＞
０􀆰 ０５），而在 ＩＬ２ｒｇ－ ／ － 大鼠的 Ｂ 细胞含量明显上升，
在 ４ ｄｐｉ，其含量增长了近 ３ 倍，在 ２０ ｄｐｉ 下降到感

染前水平。 ＮＫ 细胞含量在 ｈＲＳＶ 感染后有轻微波

动，但无显著性差异（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。

注：Ａ：ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠感染 ｈＲＳＶ 后，外周血 Ｔ、Ｂ、ＮＫ 和 ＮＫＴ 细胞水平变化；Ｂ：ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠和 ＷＴ 大鼠感染 ｈＲＳＶ 后，各时间点外周

血 Ｂ 细胞水平流式图。 与 ＷＴ 大鼠相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ３　 ｈＲＳＶ 感染后 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠的免疫细胞改变（ｎ ＝ １２）
Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ Ｔ， Ｂ， ＮＫ ａｎｄ ＮＫＴ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｈＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｂ． Ｔｈｅ

ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ Ｂ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔ ａｔ ３ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＷＴ ｒａｔｓ， ∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ∗∗∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｈＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（ｎ ＝ １２）

感染 ｈＲＳＶ 病毒后，ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠血清 ２４ 种细胞

因子中（图 ４Ａ），绝大多数 ＷＴ 大鼠无显著性差异，
唯有 ＩＬ⁃６ 与 ＭＣＰ⁃１ 的含量在病毒感染前后有明显

不同（图 ４Ｂ）。
ＷＴ 大鼠在感染后的 ０ ｄｐｉ、４ ｄｐｉ 和 ２０ ｄｐｉ 这 ３

个时间点的 ＩＬ⁃６ 含量均无显著性差异，ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠

的 ＩＬ⁃６ 含量在 ４ ｄｐｉ 明显高于 ０ ｄｐｉ 与 ２０ ｄｐｉ 时的

水平。 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠和 ＷＴ 大鼠感染 ｈＲＳＶ 病毒后，
外周血中 ＭＣＰ⁃１ 的变化趋势相同，ＭＣＰ⁃１ 含量都是

先升高后降低，但 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠 ＭＣＰ⁃１ 因子升幅高

于 ＷＴ 大鼠。

３　 讨论

为了获得能支持 ｈＲＳＶ 病毒感染与复制、重现

临床感染症状的动物模型，已经开展了大量的研

究［７］。 在环磷酰胺处理，抑制宿主免疫系统的情况

下，棉鼠对 ｈＲＳＶ 易感性增强。 本文采用 ＴＡＬＥＮ 基

因编辑技术敲除 ＳＤ 大鼠的 ＩＬ２ｒｇ 基因，经过筛选传

代，获得可连续传代并稳定遗传基因敲除品系。 纯

合的 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠的 ＮＫ 细胞呈功能性失活，导致大

鼠固有免疫应答缺陷。 在滴鼻感染 ｈＲＳＶ 后，其体

重与 ＷＴ 大鼠相比，减缓不明显，这与现有大多数

ｈＲＳＶ 灵长类模型和啮齿类模型相似。
而在本研究中，观察到 ｈＲＳＶ 能在 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠

的呼吸道靶器官内有效增殖，达到很高的滴度。 虽

然 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠下呼吸道中 ｈＲＳＶ 病毒载量随感染

时间延长而降低，气管内 ｈＲＳＶ 病毒仍可维持 ２ 周

左右，与 ＷＴ 大鼠相比，无论是病毒载量还是维持时

间，都显示出明显的优势。 与已有免疫功能正常的

ｈＲＳＶ 感染小鼠和棉鼠模型相比［１４－１５］，ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠

肺组织的病毒载量与感染时间也明显延长至 ３ 周。
在前期的工作中，发现 ｈＲＳＶ 在 Ｔ、Ｂ 细胞缺陷的小

鼠模型中，病毒水平及维持时间均大幅提高［１６］，这
也说明适应性免疫缺陷对 ｈＲＳＶ 感染的影响。

ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠的 Ｂ 细胞在 ｈＲＳＶ 感染后早期有

明显增殖现象，而 Ｔ 细胞无变化，说明 Ｂ 细胞可能

２２
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注：Ａ：ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠和 ＷＴ 大鼠感染 ｈＲＳＶ 过程中血清细胞因子水平；Ｂ：ｈＲＳＶ 感染后 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠和 ＷＴ 大鼠外周血 ＩＬ⁃６ 和 ＭＣＰ⁃

１ 的水平；组内不同时间点间相互比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１。

图 ４　 ｈＲＳＶ 感染后 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠的炎症反应

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｈｅａｔ ｍａｐ ｏｆ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｃｙｔｏｋｉｎｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ａｎｄ ＷＴ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｂ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃６， ＭＣＰ⁃１ ｉｎ

ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ ａｎｄ ＷＴ ｒａｔｓ ａｆｔｅｒ ｈＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｅａｃｈ ｏｔｈｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ， ∗Ｐ

＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１，∗∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＩＬ２ｒｇ－ ／ － ｒａｔｓ ｄｕｒｉｎｇ ｈＲＳＶ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

在抑制 ｈＲＳＶ 复制中发挥了作用，这与小鼠感染后

表现出 Ｔ 细胞终止 ｈＲＳＶ 复制的重要作用略有不

同［１７］，大鼠与小鼠的这种差异有待于今后进一步验

证。 ｈＲＳＶ 感染 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠后，鼻、气管和肺组织病

理改变不典型，没有观察到合胞体形成等细胞病

变，后续尚需进一步优化。
较小鼠而言，大鼠模型具有体积大、脏器大的

特点，便于取到足量的材料，实验大鼠在神经科学

研究、药代药理学研究领域用途广泛。 通过基因敲

除技术获得的免疫缺陷动物模型，遗传稳定，重复

性好，方便开展研究。 相较于新生小鼠［１８］、老龄化

棉鼠［１９］，以及需要控制用量、并长时间环磷酰胺处

理制成的免疫缺陷棉鼠模型［２０］ 而言，有突出的优

势。 实验中，可以选取常用的 ３ ～ ４ 周龄大鼠，便于

实验安排与实验动物管理。 但是 ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠免疫

缺陷的特性让其无法用于疫苗效果评价及需要宿

主免疫反应的机制研究，这是免疫缺陷动物模型的

局限性，同时也是免疫功能正常动物无可取代的优

势。 但在如抗病毒药物筛选、抗 ｈＲＳＶ 抗体体内效

力评价等方面，ＩＬ２ｒｇ－ ／ －大鼠模型支持 ｈＲＳＶ 高水平

复制和并长期感染，可以很好的区分药物治疗效

果，是评估治疗方法的有用工具。
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