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　 　 【摘要】 　 目的　 建立柯萨奇病毒 Ａ 组 ６ 型（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６， ＣＶＡ６）和 Ｂ 组 １ 型（ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ１，
ＣＶＢ１）混合感染叙利亚金黄地鼠手足口病动物模型。 方法　 本研究将 ２４ 只地鼠分为 ＣＶＡ６ 感染组、ＣＶＢ１ 感

染组、ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组及对照组，采取鼻腔滴注病毒液和 ＰＢＳ 方式造模。 监测记录 １５ ｄ 内临床指

标、生理指标、排毒情况，并在感染后第 ７ 天（Ｄ７）选取动物进行组织病理学和病毒抗原与核酸检测。 结果　
单独和混合感染的实验组地鼠均出现类似人类手足口病的临床症状；ＷＢＣ、ＮＥＵＴ、ＬＹＭＰＨ 结果提示病毒感染

血象特征；咽拭子、粪便、血液和组织中均能检测到两种病毒核酸；粪便样品中能分离出两种病毒；脑等组织出

现病理损伤表现及 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 病毒抗原蛋白和核酸的阳性共定位。 结论 　 经鼻腔同时滴注 ＣＶＡ６ 和

ＣＶＢ１ 混合液能够成功感染叙利亚金黄地鼠，复制出类似人类手足口病的疱疹、造成病毒性心肌炎和脑炎病

理损伤等，结果显示混合感染组相较于单独感染组病情更为严重，表现为临床症状加重、病毒复制增高以及组

织病理损伤明显。 本研究为开展人类肠道病毒混合感染基础和临床研究提供一定借鉴和参考。
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　 　 柯萨奇病毒（Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ，ＣＡＶ）是小核糖

核酸 病 毒 科、 肠 道 病 毒 属 的 一 种 肠 道 病 毒

（Ｅｎｔｅｒｏｖｉｒｕｓ），根据其器官嗜性、器官损伤和抗原

反应又分为柯萨奇病毒 Ａ 组和柯萨奇病毒 Ｂ
组［１］。 柯萨奇病毒经呼吸道和消化道感染人体

后可以引起发热、咽痛、厌食和手、足、口等特征

性的部位出现皮疹或疱疹等临床症状，大多数患

者的临床症状轻微，一般情况下均可自愈，少部

分患者可发展为重症型，并发病毒性脑炎、病毒

性心肌炎、神经源性肺水肿和急性弛缓性麻痹等

严重病症，甚至会导致死亡［２－５］。 近年来，肠道病

毒呈现 ＣＶＡ１６、ＣＶＡ６、ＣＶＡ１０、ＣＶＢ１ 等交替流行

趋势［６］。 相关文献报道，在手足口病患者的临床

样本中可以检测到两种或两种以上的肠道病毒

混合感染情况［７－９］。 但在临床工作中由于手足口

病的自限性及分离和鉴定多种肠道病毒混合感

染的复杂性等因素，对肠道病毒混合感染的致病

机制及其引发疾病病程变化及转归、愈后的相关

研究相对较少。
叙利亚金黄地鼠（ Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒ）属于啮齿

目、地鼠科、地鼠属，目前在病毒、细菌和寄生虫

等感染模型研究中得到了广泛应用［１０－１３］。 已有

研究显示，叙利亚金黄地鼠对 ＥＶ７１、柯萨奇病毒

Ｂ１ 和柯萨奇病毒 Ｂ３ 具有较强的易感性，能够较

好地模拟人类手足口病的感染过程［１４－１６］。 但至

今未见有柯萨奇病毒混合感染动物模型的相关

报道，因此本研究采用叙利亚金黄地鼠进行柯萨

奇病毒 Ａ 组 ６ 型和柯萨奇 Ｂ 组 １ 型混合感染动

物模型构建，为深入开展肠道病毒混合感染是否

会引起、或者加重出现一系列手足口、病毒性心

肌炎、脑炎等病理和生理特征，为人类开展肠道

病毒混合感染机制、疫苗、药物开发等研究提供

基础资料。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物

　 　 叙利亚金黄地鼠，雌性，３ 周龄，ＳＰＦ 级，体重

为 ４５～５５ ｇ，２４ 只，购自北京维通利华实验动物技

术有限公司［ＳＣＸＫ（京）２０２１－００１１］。 实验鼠饲

养于中国医学科学院医学生物学研究所屏障动

物实验设施［ＳＹＸＫ（滇）Ｋ２０２２－０００６］，利用独立

１３中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



通风笼具（ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｖｅｎｔｉｌａｔｅｄ ｃａｇｅｓ，ＩＶＣ）系统保

证组间隔离饲养，饲养期间保证 ＩＶＣ 系统温度保

持在 ２０～２５ ℃，相对湿度保持在 ５０％～６５％，提供

１２ ｈ 光照和 １２ ｈ 黑暗的昼夜光变化周期，并确保

动物有充足的饲料和饮水。 本动物实验经中国

医学科学院医学生物学研究所动物福利伦理委

员会批准（ＤＷＳＰ２０２４０１０１１），按实验动物使用的

３Ｒ 原则进行实验设计及给予人道关怀。
１􀆰 １􀆰 ２　 毒株

　 　 ＣＶＡ６ 病毒 （ ＧｅｎｅＢａｎｋ 序列号： ＭＮ１８４８５２
（ＲＹＮ⁃Ａ１２０５））和 ＣＶＢ１ 毒株（ＧｅｎＢａｎｋ 序列号：
ＯＰ９１７８４６（７Ｖ３ ／ ＹＮ ／ ＣＨＮ ／ ２０１９））由中国医学科

学院医学生物学研究所马绍辉课题组惠赠，保存

于本实验室。
１􀆰 １􀆰 ３　 细胞

　 　 人恶性横纹肌瘤细胞 （ ｒｈａｂｄｏｍｙｏｓａｒｃｏｍａ
ｃｅｌｌ，ＲＤ ｃｅｌｌ）购自武汉赛维尔生物科技有限公

司，由本科室保存，代次为 １０ 代，使用含 １０％的胎

牛血清，１％ １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉

素的 ＭＥＭ 培养基，在含 ５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃培养箱

中传代培养。 该细胞用于 ＣＶＡ６ 的分离和扩增。
非洲绿猴肾细胞系（ｖｅｒｏ）细胞来于欧洲认证

细胞 培 养 物 收 藏 中 心 （ ｅｕｒｏｐｅａｎ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎｉｍａｌ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅｓ，ＥＣＡＣＣ），由本科室保存于液

氮中，代次为 １４３ 代，该细胞使用含 １０％的新生牛

血清，１％ １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ Ｕ ／ ｍＬ 链霉素

的 ＭＥＭ 培养基，在含 ５％ ＣＯ２ 的 ３７ ℃培养箱中

传代培养。 该细胞用于 ＣＶＢ１ 的分离和扩增。

表 １　 实验分组和攻毒剂量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｃｈａｌｌｅｎｇｅ ｄｏｓｅｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

感染方式
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ

感染剂量
Ｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓ ｄｏｓｅ

ＣＶＡ６ 感染组
ＣＶＡ６ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

经鼻腔滴注
Ｄｒｉｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ

１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的 ＣＶＡ６ 病毒液 １００ μＬ
１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ＣＶＡ６ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １００ μＬ

ＣＶＢ１ 感染组
ＣＶＢ１ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

经鼻腔滴注
Ｄｒｉｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ

２×１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的 ＣＶＢ１ 病毒液 ５０ μＬ
２×１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ＣＶＢ１ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ５０ μＬ

ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组
ＣＶＡ６ ａｎｄ ＣＶＢ１ ｃｏｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

经鼻腔滴注
Ｄｒｉｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ

１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ 的 ＣＶＡ６ 和 ２×１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ
的 ＣＶＢ１ 等量混合病毒液 ７５ μＬ

１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ ＣＶＡ６ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ２×１０６ ＣＣＩＤ５０ ／ ｍＬ
ＣＶＢ１ ｖｉｒｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｍｉｘｅｄ ｅｑｕａｌｌｙ，７５ μＬ

对照组
Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ

经鼻腔滴注
Ｄｒｉｐ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｎａｓａｌ ｃａｖｉｔｙ

ＰＢＳ 液 １００ μＬ
ＰＢＳ ｓｏｌｕｔｉｏｎ １００ μＬ

１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

　 　 ＭＥＭ 培养基、６． ６％ ＮａＨＣＯ３、３％谷氨酰胺、
０􀆰 １２５％胰蛋白酶、４ ％ ＥＤＴＡ １ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠

（中国医学科学院医学生物学研究所中心供应科

提供 ）； 胎 牛 血 清、 新 生 牛 血 清 （ １０２７０⁃１０６、
Ｃ１１９９５５００ＢＴ，澳洲 Ｇｉｂｃｏ）；异丙醇、无水乙醇、三
氯甲烷 （１０３００１９⁃０１⁃０１、１０３０００１⁃０４⁃０１、２００４００７⁃
０１⁃０１，西陇科学股份有限公司）；４％多聚甲醛

（１４３１７４，Ｂｉｏｓｈａｒｐ）； ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ Ｏｎｅ Ｓｔｅｐ ＲＴ⁃ＰＣＲ
Ｋｉｔ（ＲＲ０６４Ａ，ＴａＫａＲａ）；无菌无酶水（Ｒ１６００，北京

索莱宝）；异氟烷（Ｒ５１０⁃２２⁃１６，瑞沃德生命科技有

限公司）；ＲＮＡ⁃蛋白共检测辅助试剂盒（３２３１８０，
ＡＣＤ）；Ａｎｔｉ⁃Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ｂ１ Ａｎｔｉｂｏｄｙ（ＭＡＢ９４４，
Ｍｅｒｃｋ）；Ｃｏｘｓａｃｋｉｅｖｉｒｕｓ Ａ６ ＶＰ１ 抗体（ＧＴＸ１３２３４６，
ＧｅｎｅＴｅｘ ）； Ａｎｔｉ⁃Ｃｏｘｓａｃｋｉｅ Ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ
（ ａｂ１００８１１， ａｂｃａｍ ）； Ｍｏｕｓｅ Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ Ａｎｔｉｂｏｄｙ
（ ＡＦ１６４７， Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ ）； Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ （ ａｂ１５０１１７， ａｂｃａｍ ）； Ｇｏａｔ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ（ ａｂ１５００８０，ａｂｃａｍ）；Ｄｏｎｋｅｙ Ａｎｔｉ⁃Ｒａｂｂｉｔ ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ （ ａｂ１５００７５， ａｂｃａｍ）； Ｄｏｎｋｅｙ Ａｎｔｉ⁃Ｇｏａｔ ＩｇＧ
Ｈ＆Ｌ（ａｂ１５０１２９，ａｂｃａｍ）。

生物安全柜（ＮＵ⁃４３７⁃６００Ｓ，ＮＵＡＴＲ）；离心机

（Ｄ１５２４Ｒ，ＤＡＬＡＢ）；ＰＣＲ 仪（ Ｔ１００，Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；全
自动五类动物血细胞分析仪（ＸＴ⁃２００ｉ，希森美

康）；细胞计数仪（ＪＩＭＢＩＯ ＦＩＬ，卓微生物科技有限

公司）；荧光定量 ＰＣＲ 检测系统 （ ＣＦＸ９６Ｔｏｕｃｈ，
Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ）；荧光共聚焦显微镜（Ｌｅｉｃａ ＳＰ８，Ｌｅｉｃａ）；
电子体温计（ＤＴ⁃Ｋ１１１Ａ，杭州华安医疗保健用品

有限公司）；电子天平（ＪＥＡ１００２，上海浦春计量仪

器有限公司）。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 实验动物分组及感染

　 　 实验将 ２４ 只叙利亚金黄地鼠分为 ４ 组，每组

６ 只，具体分组和感染方法如表 １ 所示。

２３ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



１􀆰 ３􀆰 ２　 临床观察及样品采集

　 　 实验开始前对动物进行 ７ ｄ 的适应性饲养，
于 Ｄ０ 采集本底数据后，对地鼠进行双侧半量滴

鼻攻毒，具体操作方法：一名操作人员对地鼠进

行保定，将地鼠鼻孔上仰呈 ４５°的姿势，另一操作

人员使用移液枪将各半量的病毒液滴注到各组

地鼠的双侧鼻孔中，最后保持地鼠鼻孔上仰 ４５°
的姿势 １～２ ｍｉｎ，确定病毒液全部滴入鼻腔后再

放回对应的饲养笼。 病毒感染后每天观察动物

精神状态、皮肤、口腔黏膜变化及行为学改变等

临床情况，采集粪便样品用于病毒载量检测和病

毒分离。 感染后 Ｄ０、Ｄ１、Ｄ３、Ｄ５、Ｄ７、Ｄ９、Ｄ１１、Ｄ１３
和 Ｄ１５ 使用体温计和天平测量地鼠的肛门温度

和体重数据；Ｄ０、Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３、Ｄ４、Ｄ５、Ｄ６、Ｄ７、Ｄ８、
Ｄ９、Ｄ１０ 和 Ｄ１５ 采集咽拭子进行病毒载量检测；
Ｄ０、Ｄ４、Ｄ７、Ｄ１０ 和 Ｄ１５ 采集血液样本进行血常

规和病毒血症检测。 感染 Ｄ１ ～ Ｄ７ 每组的咽拭

子、粪便、血液各有 ６ 个样本重复，于感染后 Ｄ７
每组分别随机选取 ３ 只动物进行安乐死，采集的

心脏、肝、脾、肺、肾、胰、脑、脊髓和嗅球等组织样

品一式两份，各 ３ 个重复的样本用于病毒载量检

测和组织病理学和病毒抗原和核酸检测，感染 Ｄ８
～Ｄ１５ 每组的咽拭子、粪便、血液各有 ３ 个样本重

复。 其中，在采集地鼠血液时采用异氟烷进行麻

醉。 采用注射 ３ 倍麻醉剂量的 １％戊巴比妥钠

（１５０ ｍｇ ／ ｋｇ）的麻醉方式进行安乐死。

表 ２　 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

名称
Ｎａｍｅ

基因序列（５’－３’）
Ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （５’－３’）

长度 ／ ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

ＣＶＡ６⁃Ｆ ＴＡＣＣＡＣＣＧＧＧＡＧＡＡＡＣＧＴＣＣＡＣＧ
ＣＶＡ６⁃Ｒ ＣＧＧＴＣＡＧＴＴＧＣＡＧＴＧＴＴＡＧＴ
ＣＶＡ６⁃Ｐ ＲＯＸ⁃ＡＣＧＴＧＡＧＡＧＣＴＴＧＧＧＴＡＣＣＴＡＧＡＣＣＣＣＴＴＣ⁃ＢＨＱ

１１２

ＣＶＢ１⁃Ｆ ＧＧＴＧＴＣＴＡＣＡＣＡＡＡＡＧＡＣＧＧＧＴＧ
ＣＶＢ１⁃Ｒ ＴＧＧＧＴＣＴＴＧＴＧＴＧＡＡＡＴＣＴＴＧＣＣ
ＣＶＢ１⁃Ｐ ＦＡＭ⁃ＣＧＣＡＴＧＡＧＡＣＴＧＧＴＴＴＧＡＧＴＧＣＣＡＧＣＧ⁃ＢＨＱ

１３９

１􀆰 ３􀆰 ３　 病毒载量测定

　 　 取咽拭子、粪便、血液以及组织研磨液提取

ＲＮＡ，以 ＲＮＡ 为模板，采用一步法逆转录实时定

量聚合酶链式反应（ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ，ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 确定样品中病毒载

量。 设计的 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 的引物和 Ｔａｑｍａｎ 探

针由生工生物工程有限公司合成，引物序列信息

如表 ２ 所示。 反应条件为：４２ ℃ ５ ｍｉｎ 反转录；
９５ ℃ １０ ｓ 热启动；以 ９５ ℃ ５ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ 为一个

循环，在 ６０ ℃进行荧光检测，共进行 ４０ 个循环。
１􀆰 ３􀆰 ４　 粪便样品病毒培养

　 　 将 Ｄ０ ～ Ｄ１５ 粪便样品过滤除菌后分别接种

于 ＲＤ 和 Ｖｅｒｏ 细胞中，持续观察两种细胞的细胞

病变情况并做好记录。
１􀆰 ３􀆰 ５　 病理检测

　 　 采集心脏、肝、脾、肺、肾、胰、脑、脊髓和嗅球

组织，使用 ４％多聚甲醛固定，由武汉赛维尔生物

科技有限公司进行苏木精－伊红（ＨＥ）病理染色。
１􀆰 ３􀆰 ６　 含环状结构跨膜蛋白 １（ｋｒｉｎｇｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １，Ｋｒｅｍｅｎ⁃１）受体和柯萨奇
－腺病毒受体 （ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＣＡＲ） 受体

检测

　 　 采用免疫荧光（ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ， ＩＦ）方法

对空白对照组的组织样本切片进行 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受

体和 ＣＡＲ 受体蛋白的检测。 白片脱蜡水化、抗原

修复、 阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶、 封 闭、 羊 抗

Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受体以及兔抗 ＣＡＲ 受体单克隆一抗

１ ∶ ５００ 稀释后 ４ ℃过夜孵育加驴抗羊和驴抗兔

二抗、ＤＡＢ 显色，封片。
１􀆰 ３􀆰 ７　 病毒核酸及抗原检测

　 　 采用 ＩＦ 方法对组织样本切片进行 ＣＶＡ６、
ＣＶＢ１ 抗 原 的 检 测， 采 用 ＲＮＡ 原 位 杂 交

（ＲＮＡｓｃｏｐｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ，ＲＮＡｓｃｏｐｅ） 方法

对切片进行 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 核酸的检测，通过

ＲＮＡｓｃｏｐｅ 多通道二代荧光与免疫荧光的联合使

用检测 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 的病毒核酸和蛋白的共定

位情况。 其中，ＲＮＡｓｃｏｐｅ 检测所使用的 ＣＶＡ６ 和

ＣＶＢ１ 的核酸探针由安迪生物科技（上海）有限公

司所设计，分别靶向 ＣＶＡ６（ＭＦ４２２５５３􀆰 １）的 ２９７１
～ ３９３６ 区域序列和 ＣＶＢ１（ＥＵ１４７４９３􀆰 １）的 ３２ ～
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６０６３ 区域序列。 ＲＮＡｓｃｏｐｅ 与 ＩＦ 共检测实验步

骤：白片脱蜡水化、抗原修复、阻断内源性过氧化

物酶、封闭、兔源抗 ＣＶＡ６ 单克隆一抗和鼠源抗

ＣＶＢ１ 多克隆一抗 １ ∶ ２００ 稀释后 ４ ℃过夜孵育、
一抗后固定、蛋白酶处理、滴加反应梯度增强剂、
多通道核酸荧光染色、滴加羊抗兔和羊抗鼠二

抗、ＤＡＢ 显色、使用中性树脂封片。
１􀆰 ４　 统计学方法

　 　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０􀆰 ２ 软件进行数据统

计分析，数据统计结果以平均数±标准差（ 􀭰ｘ± ｓ）
表示。

２　 结果

２􀆰 １　 临床症状

　 　 从攻毒 Ｄ２ 起，ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组动

物的手足及口唇部陆续出现疱疹（图 １Ａ ～ １Ｃ）。
疱疹发生初期皮肤黏膜表面轻微红肿；随后出现

明显红斑或疱疹，疱疹内有少量脓液；之后 ２～ ５ ｄ
逐渐消退结痂。 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组和对

照组相比体温、体重无明显变化趋势（图 １Ｄ ～
１Ｅ），且未见明显的行为学改变。
２􀆰 ２　 血常规指标

　 　 对动物血液样品进行血常规检测发现，
ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组白细胞（ ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ
ｃｅｌｌ，ＷＢＣ） 在 Ｄ１０ 出现 显 著 增 加，最 高 达 到

１９􀆰 ６５×１０９ ／ Ｌ。 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组中性

粒细胞（ ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ，ＮＥＵＴ）在感染后

Ｄ４ 出现小高峰，均值达到 ３􀆰 １３×１０９ ／ Ｌ，且要高

于 ＣＶＡ６ 感染组 （ １􀆰 ６５ × １０９ ／ Ｌ）、ＣＶＢ１ 感染组

（２􀆰 ７１× １０９ ／ Ｌ） 和 ＰＢＳ 对照组 （ ２􀆰 ５５ × １０９ ／ Ｌ）。
ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混 合 感 染 组 中 淋 巴 细 胞

（ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＬＹＭＰＨ）则在感染后 Ｄ４ 和 Ｄ１０ 均

表现为增高的趋势，表现为在感染后 Ｄ４ 比

ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组平均高 ０􀆰 ７３×１０９ ／ Ｌ，
感染后 Ｄ１０ 比 ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组平

均高 ０􀆰 ７６×１０９ ／ Ｌ。 结果显示 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混

合感染组地鼠表现出明显的病毒感染的血象特

征（图 ２）。

注：Ａ：手部疱疹；Ｂ：足部疱疹；Ｃ：口部疱疹；Ｄ：体温；Ｅ：体重。

图 １　 临床症状

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｈｅｒｐｅｓ ｏｎ ｈａｎｄｓ． Ｂ， Ｈｅｒｐｅｓ ｏｎ ｆｅｅｔ． Ｃ， Ｈｅｒｐｅｓ ｏｎ ｍｏｕｔｈ． Ｄ， Ｂｏｄｙ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ． Ｅ， Ｂｏｄｙ ｗｅｉｇｈｔ．

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ
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注：Ａ：白细胞计数；Ｂ：中性粒细胞；Ｃ：淋巴细胞。

图 ２　 血常规检测结果

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｗｈｉｔｅ ｂｌｏｏｄ ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔ． Ｂ， Ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌ ｇｒａｎｕｌｏｃｙｔｅ． Ｃ， Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｂｌｏｏｄ ｒｏｕｔｉｎｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

２􀆰 ３　 病毒载量

　 　 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组的咽拭子在 Ｄ２～
Ｄ７ 均检测到 ＣＶＡ６ 病毒，载量总体呈现先升高后

降低的趋势，在 Ｄ３ 出现第 １ 次排毒高峰（１０６􀆰 ６

ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ），随后逐渐降低，于 Ｄ７ 出现第 ２
次排毒高峰（１０５􀆰 ６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ）。 咽拭子中 Ｄ３
～Ｄ７ 均检测到 ＣＶＢ１ 的病毒载量，载量总体呈现

先升高后降低的趋势，在 Ｄ３ 出现第 １ 次排毒小

高峰（１０５􀆰 ３ ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ），随后逐渐降低，于 Ｄ６
出现第 ２ 次排毒高峰（１０５􀆰 ９ ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ）。 与

ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组的动物相比，ＣＶＡ６
和 ＣＶＢ１ 混合感染组的咽拭子排毒高峰提前，且
载量增加（图 ３Ａ）。

ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组的粪便在 Ｄ１～Ｄ８
均检测到 ＣＶＡ６ 病毒，与 ＣＶＡ６ 感染组（Ｄ１～ Ｄ７）
相比排毒周期延长。 且总体呈现先升高后降低

的趋势，两次排毒高峰分别于 Ｄ１ 和 Ｄ６ 达到 １０６􀆰 ７

ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ 和 １０６􀆰 ６ ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ。 粪便中 Ｄ１
～Ｄ７ 均检测到 ＣＶＢ１ 病毒，载量总体呈现先升高

后降低的趋势，但在 Ｄ６ 和 Ｄ７，比 ＣＶＢ１ 感染组地

鼠的排毒量平均增高了 １０１􀆰 ７ ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ 和

１００􀆰 ７４ ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ。 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组

与 ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组相比，出现更长

的排毒周期和更高的排毒量（图 ３Ｂ）。
ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组在 Ｄ４ 的血液中，

均检测到这两种病毒的核酸，ＣＶＡ６ 病毒载量为

１０３􀆰 １ ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ， ＣＶＢ１ 病 毒 载 量 为 １０５􀆰 ０

ｃｏｐｉｅｓ ／ ２００ μＬ（图 ３Ｃ），提示感染后出现了典型的

病毒血症。
ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组在 Ｄ７ 组织中肺、

脑、脊髓和嗅球中检测到 ＣＶＡ６ 的病毒核酸；Ｄ７
组织中的心脏、肝、脾、肺、肾和脑组织等均能检

测到 ＣＶＢ１ 病毒核酸，在嗅球中病毒载量最高

（１０１０􀆰 ７ ｃｏｐｉｅｓ ／ １００ ｍｇ）（图 ３Ｄ）。
２􀆰 ４　 粪便细胞病变效应

　 　 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染地鼠后，为验证感染

过程中排出病毒是否为活病毒，将粪样的过滤除

菌上清液分别接种于用于 ＣＶＡ６ 的分离和扩增的

ＲＤ 细胞和用于 ＣＶＢ１ 的分离和扩增的 Ｖｅｒｏ 细

胞，观察其病变效应。 发现 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合

感染组细胞的粪便样本在 ＲＤ 和 Ｖｅｒｏ 细胞上均

出现了细胞病变，且病变孔数明显多于单独感染

组（图 ４）。 证明在 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组动

物的排出粪便样品均可以分离出这两种病毒，且
排毒量要大于单独感染的情况。
２􀆰 ５　 组织学检查

　 　 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组的心脏组织可见

大面积心外膜中度水肿，结缔组织排列稀疏，伴
多量淋巴细胞浸润，可见大面积钙化灶，显示严

重的损伤，表现出明显的病毒性心肌炎的病理特

征。 脑组织和嗅球组织中可见大量神经元固缩，
形态不规则，胞核胞质分界不清，嗜碱性增强，多
量小胶质细胞浸润，多量神经细胞变性，胞质疏

松淡染。 与 ＣＶＡ６ 感染组和 ＣＶＢ１ 感染组相比，
表现更明显的病毒性脑炎的病理变化（图 ５）。
２􀆰 ６　 病毒核酸及抗原检测

　 　 对 Ｄ７ 的地鼠组织样本切片进行了免疫荧光
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注：Ａ：咽拭子；Ｂ：粪便；Ｃ：血液；Ｄ：组织。

图 ３　 咽拭子、粪便、血液和组织的病毒载量

Ｎｏｔｅ． Ａ， Ｔｈｒｏａｔ ｓｗａｂ． Ｂ， Ｆｅｃｅｓ． Ｃ， Ｂｌｏｏｄ． Ｄ， Ｔｉｓｓｕｅ．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｖｉｒａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｔｈｒｏａｔ ｓｗａｂｓ， ｓｔｏｏｌ， ｂｌｏｏｄ ａｎｄ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ４　 粪便样品在细胞病变效应的数量

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｆｅｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ

和 ＲＮＡｓｃｏｐｅ 共染色（图 ６），以脑组织为例，可见

ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组地鼠组织表现出两种

病毒的抗原蛋白和核酸的共定位，ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１
的核酸信号呈红色和黄色的小点状分布，ＣＶＡ６
和 ＣＶＢ１ 的抗原蛋白信号呈紫红色和绿色并围绕

细胞核成片状分布，且抗原信号可以定位在细胞

核外的共同区域。
２􀆰 ７　 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１受体和 ＣＡＲ 受体检测

　 　 对地鼠空白的组织样本切片进行 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１
受体和 ＣＡＲ 受体的免疫荧光检测发现能观察到

受体的共定位，证实叙利亚金黄地鼠的脑等组织

中有感染 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 肠道病毒的受体（图 ７）。
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注：心脏：淋巴细胞浸润（黑色箭头）；脑和嗅球：嗜碱性增强（黑色箭头），小胶质细胞浸润（蓝色箭头），胞质疏松淡染（绿色箭头）。

图 ５　 心脏、脑、嗅球组织 ＨＥ 染色结果

Ｎｏｔｅ． Ｈｅａｒｔ， Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ）． Ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂ， Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂａｓｏｐｈｉｌｉａ （ｂｌａｃｋ ａｒｒｏｗ）， ｍｉｃｒｏｇｌｉａｌ ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ （ｂｌｕｅ ａｒｒｏｗ），
ｌｏｏｓｅ ａｎｄ ｌｉｇｈｔｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ （ｇｒｅｅｎ ａｒｒｏｗ）．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｈｅａｒｔ， ｂｒａｉｎ ａｎｄ ｏｌｆａｃｔｏｒｙ ｂｕｌｂ

注：以脑组织为例，紫红色荧光代表 ＣＶＡ６ 抗原蛋白；红色荧光代表 ＣＶＡ６ 核酸；绿色荧光代表 ＣＶＢ１ 抗原蛋白；黄色荧光代表 ＣＶＢ１
核酸。

图 ６　 脑组织 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 核酸及抗原共定位

Ｎｏｔｅ． Ｔａｋｉｎｇ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｓ ａｎ ｅｘａｍｐｌｅ， ｐｕｒｐｌｅ⁃ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＡ６ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＡ６ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ．
Ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＢ１ ａｎｔｉｇｅｎ ｐｒｏｔｅｉｎ． Ｙｅｌｌｏｗ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＶＢ１ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄ．

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＶＡ６ ａｎｄ ＣＶＢ１ ｎｕｃｌｅｉｃ ａｃｉｄｓ ａｎｄ ａｎｔｉｇｅｎｓ ｉｎ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ
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注：以脑组织为例，绿色荧光代表 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受体；红色荧光代表 ＣＡＲ 受体。

图 ７　 叙利亚金黄地鼠脑组织 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受体和 ＣＡＲ 受体共定位

Ｎｏｔｅ． Ｔａｋｉｎｇ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ ａｓ ａｎ ｅｘａｍｐｌｅ， ｇｒｅｅｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ． Ｒｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ＣＡＲ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ．

Ｆｉｇｕｒｅ ７　 Ｃｏ⁃ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｄ ＣＡＲ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎ Ｓｙｒｉａｎ ｈａｍｓｔｅｒ ｂｒａｉｎ ｔｉｓｓｕｅ

３　 讨论

　 　 肠道病毒可以通过消化道、呼吸道等途径感

染患者［１７－１８］，引起手足口等多部位皮肤黏膜出现

疱疹，部分患者可能还伴有病毒性脑炎、心肌炎、
肝炎、弛缓性麻痹、过敏性紫癜、腹膜炎、Ⅰ型糖

尿病等严重并发症炎。 目前已有多种构建成功

的肠道病毒动物模型，如本课题组前期已成功构

建 ＣＶＡ６、ＣＶＢ１、ＣＶＢ２、ＣＶＢ３ 恒河猴婴猴动物模

型和 ＣＶＢ１、ＣＶＢ３ 叙利亚金黄地鼠模型等，但尚

未见肠道病毒混合感染的动物模型相关报道，因
此本研究通过构建 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染叙利

亚金黄地鼠模型，对临床变化、排毒周期、血液生

理、组织病理改变等进行检测，从病原学、病理生

理、疾病发生和发展过程等方面进行了系统性的

分析，实验结果显示经鼻腔滴注感染实验地鼠表

现出了与人类手足口病相似的临床指标，以及病

毒性心肌炎和病毒性脑炎相似的病理损伤。 且

ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组在临床症状、病毒复制

和组织病理损伤等方面反映病情更为复杂的变

化，因此开展和构建 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 肠道病毒混

合感染叙利亚金黄地鼠的动物模型工作具有重

要意义。
３􀆰 １　 临床表现

　 　 本研究经临床观察发现，ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合

感染组地鼠手足及口唇部出现了疱疹，这与儿童

手足口病的临床疱疹症状相似。 ＰＨＹＵ 等［１９］ 在

构建 ＥＶ７１ 感染 ２ 周龄叙利亚金黄地鼠时观察到

口和足出现肉眼可见的皮肤损伤，本研究出现的

疱疹更典型，且手足口上均有疱疹。 另外，本次

实验发现动物体温整体上无明显变化，这与王辉

等［２０］研究发现 ４３９ 例手足口病患儿约 ５０％存在

不发热现象的结果类似。
３􀆰 ２　 病毒载量

　 　 本次实验在动物的咽、粪便、血液及多组织

研磨液中均检测出两种病毒核酸，与李咏洁等［１５］

和张伟［１６］构建的 ＣＶＢ１ 和 ＣＶＢ３ 感染叙利亚金黄

地鼠的动物模型中病毒载量的检测结果相一致，
但排毒周期相对较短，这可能是由本次实验动物

攻毒剂量较低引起的差异。 在 ２００９ 版的手足口

病预防控制指南中指出手足口病病程一般为 ７ ～
１０ ｄ，在卢展鹏等［２１］调查的一起东莞市肠道病毒

暴发疫情中也发现其病程最短为 ２ ｄ，最长为 ７ ｄ，
中位数为 ４ ｄ，提示本次实验的攻毒剂量和病程

发展更符合人类感染手足口病的真实发病情况。
本次实验与李咏洁等［１５］ 和张伟［１６］ 构建的 ＣＶＢ１
和 ＣＶＢ３ 感染叙利亚金黄地鼠动物模型的嗅球部

都检测到较高的病毒载量和较严重的组织病理

损伤，进一步佐证了人类重症手足口病引起病毒

性脑炎的病毒感染及入侵途径，即肠道病毒可以

通过呼吸道黏膜经嗅神经和嗅球入侵脑部引起

病毒性脑炎。
３􀆰 ３　 临床血液指标

　 　 本次实验对 Ｄ０、Ｄ４、Ｄ７、Ｄ１０ 和 Ｄ１５ 采集的

血液样品进行动态血常规监测，结果显示感染组

动物 ＷＢＣ、ＮＥＵＴ 和 ＬＹＭＰＨ 相较对照组有增高

的趋势，这与李咏洁等［１５］构建的 ＣＶＢ１ 感染叙利

亚金黄地鼠的动物模型中感染后 Ｄ７ 血常规检测

发现滴鼻组动物的 ＬＹＭＰＨ 和 ＮＥＵＴ 明显增加的

结果一致的，结果也表现出显著的病毒感染血象

变化，且 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组的血常规指

标相较于单独感染组变化趋势更大，进一步提示

着病毒的混合感染可能对地鼠造成了更为严重

的感染炎症反应。

８３ 中国比较医学杂志 ２０２５ 年 １ 月第 ３５ 卷第 １ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊａｎｕａｒｙ ２０２５，Ｖｏｌ． ３５，Ｎｏ． １



３􀆰 ４　 组织学检测

　 　 有研究表明，肠道病毒可通过血脑屏障和外

周神经等途径侵入中枢神经系统后引发神经并

发症肠道病毒性脑炎，也可通过感染心肌细胞进

而引发造成心肌局灶性或弥漫性病变的病毒性

心肌炎［２２］。 此次研究的组织病理检测结果也显

示感染组的心脏和脑等组织中均存在病理损伤，
且相较于单独感染组，ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１ 混合感染组

存在更为严重的炎性病理损伤。 在此基础上，对
动物感染后 Ｄ７ 的组织切片进行 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１
抗原和核酸的共定位，结果发现 ＣＶＡ６ 和 ＣＶＢ１
混合感染组的组织上同时定位到病毒的核酸和

病毒的抗原蛋白，为病毒的靶向组织器官感染情

况提供了可视化结果线索，表明肠道病毒感染后

引起的多器官、多组织噬性和损伤表现。
与肠道病毒受体有关的研究证实 ＣＶＡ６ 的受

体是 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１，ＣＶＢ１ 的受体是 ＣＡＲ 和衰变加速

因子（ｄｅｃａｙ ａｃｃｅｌｅｒａｔｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ，ＤＡＦ） ［２３－２６］。 本次

实验对叙利亚金黄地鼠组织进行 Ｋｒｅｍｅｎ⁃１ 受体

和 ＣＡＲ 受体的免疫荧光检测，发现地鼠的脑组织

等能观察到两个受体的共定位，证实叙利亚金黄

地鼠具有感染这两种肠道病毒的受体基础，进一

步提示了柯萨奇病毒对脑组织的损伤倾向以及

柯萨奇病毒感染的临床重症病例并发无菌性脑

膜炎的原因。
综上所述，本研究成功构建出肠道病毒混合

感染模型，表现出人类手足口病的疱疹病变特

征，以及病毒性脑炎和心肌炎的病理损伤，ＣＶＡ６
和 ＣＶＢ１ 混合感染组的临床症状更为明显，病毒

复制更为活跃，提示混合感染的两种病毒可能互

相促进病毒感染进程，本次实验结果将为后续开

展相关疾病的混合感染的模型构建、发病机制、
病理和生理等研究等提供一定借鉴和参考。
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