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从乙型流感病毒流行株中筛选获得鼠肺适应株的研究
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　　［摘要］　目的　从乙型流感流行株中筛选获得可在鼠肺中稳定复制的毒株。方法 　利用免疫抑制剂甘露聚糖分别
联合５株乙型流感临床分离株和１株标准株感染ＢＡＬＢ／ｃ小鼠，筛选出可稳定在鼠肺中连续感染传代的毒株，并纯化后感
染小鼠，检测其致病力与致死率，最后对病毒核酸进行测序，分析分子特征。结果 　从５株临床分离株中筛选到１株乙型
流感病毒，可在小鼠中稳定感染并致死，经测序比对发现适应过程中该株病毒血凝素（ＨＡ）发生 ２个突变：Ｎ２１２Ｙ和
Ｅ３６１Ｋ，神经氨酸酶（ＮＡ）发生１个位点突变Ｓ３３９Ｆ，其中ＨＡＥ３６１Ｋ是裂解位点。结论 　成功从临床乙型流感分离株筛
选适应获得一株鼠肺适应株，为进一步开展药物和发病机制研究提供了可能。
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　　流感病毒包括甲、乙、丙３个血清型，其中甲、乙型
流感病毒是造成人类流行感冒的主要病原体。与甲型

流感病毒相比，乙型流感病毒季节性流行高峰期的持

续时间较甲型流感病毒长，而且针对乙型流感病毒的

研究特别是疫苗的研究落后于甲型流感病毒［１－２］，其

对人类健康的威胁也不容忽视。

　　动物模型是流感病毒体内研究的一个重要工具，
用于乙型流感病毒研究的动物模型主要有非人灵长

类、雪貂和小鼠［３－４］，其中小鼠模型使用最为广泛，管

理和操作方便且比其他模型廉价，适合常规感染实验

室使用。由于人类和小鼠呼吸系统的流感病毒受体存

在差异［５－７］，人类流感病毒一般不能感染小鼠或者不

能在小鼠模型中稳定复制，尤其是乙型流感病毒。因
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此，建立流感病毒小鼠感染模型需要经历病毒适应小

鼠的过程。人甲型流感病毒小鼠感染模型的建立是通

过病毒连续多代感染小鼠，以使病毒适应新的宿

主［８］，也有报道其他种属的高致病性甲型流感病毒不

需要适应亦可感染小鼠［９］。甲型流感病毒之所以如

此容易适应新的宿主，主要是因为病毒的高突变性和

高致病性。

　　相对而言，乙型流感病毒致病性比甲型流感病毒
低，不易发生突变。有研究报道乙型流感病毒 Ｂ／Ｌｅｅ／
４０可用于小鼠模型适应，但需要较高的病毒滴度方能
使小鼠出现体质量下降的感染病症，而且不可致死，复

制不稳定，难持续传代感染［１０］。为了稳定乙型流感病

毒在小鼠模型中稳定复制，有相关研究通过添加免疫

抑制剂［１１］和进行基因敲除［１２］的方法降低小鼠固有免

疫，提高病毒在小鼠呼吸系统中的复制能力。在免疫

抑制剂辅助的报道中，已经适应的病毒株在进行实验

时，不添加抑制剂则不能使小鼠致死［１１］。基因敲除的

小鼠模型虽然稳定，但耗时长，费用高，难以推广普及。

此类建模方法只能用于抗病毒的研究，不能应用于免

疫调节的研究，特别是具有免疫调节作用的中药体内

研究。

　　为了开发抗流感病毒的药物及进行相关的研究，
稳定的体内感染模型是必不可少的。目前乙型流感病

毒缺乏稳定且易推广普及的体内感染模型，本研究从

野生型人乙型流感病毒中筛选获得一株能在不需要任

何辅助的条件下稳定感染小鼠并致死的毒株，并初步

证明此毒株可用于抗病毒药物体内试验。比以往报道

的以加免疫抑制剂辅助和基因敲除等建立乙型流感病

毒感染模型的方法更为方便廉价，更容易推广。但针

对鼠肺适应后，毒株作为研究工具的应用，以及基因上

的突变产生的影响并未深入探讨，需要进一步开展应

用及基因功能方面的研究。

１　材料与方法

１．１　药物
　　甘露聚糖（Ｍａｎｎａｎ），购自Ｓｉｇｍａ（ＳｔＬｏｕｉｓ，Ｍｉｓｓ，ＵＳＡ），使
用前新鲜配制，用 ＭｉｎｉｍｕｍＥｓｓｅｎｔｉａｌＭｅｄｉｕｍ（ＭＥＭ）溶解为浓
度５０ｍｇ／ｍＬ，使用时与病毒液混合，终浓度为１０ｍｇ／ｍＬ。
１．２　细胞
　　狗肾细胞系（ｍａｄｉｎｄａｒｂｙｃａｎｉｎｅｋｉｄｎｅｙ，ＭＤＣＫ），购自中国
科学院典型培养物保藏委员会细胞库。细胞培养使用含１０％
胎牛血清（ＦＢＳ）的ＭＥＭ培养基，３７℃、５％ＣＯ２环境中培养。
１．３　病毒
　　乙型流感病毒标准株Ｂ／Ｌｅｅ／４０，购自ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅ
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ，Ｖａ，ＵＳＡ）。广州地区５株乙型流
感病毒临床分离株（编号分别为 ２００９３９、２０１２０２、２０１２０４、
２０１２０５、Ｂ／Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ／ＧＩＲＤ０８／０９，部分毒株未经测序上传），

选自呼吸疾病国家重点实验室临床病毒库。病毒于ＭＤＣＫ细
胞上培养及测半数组织感染浓度（５０％ ｔｉｓｓｕｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｆｅｃｔｉｖｅ
ｄｏｓｅ，ＴＣＩＤ５０），于条件 ３４℃、５％ＣＯ２、１．５μｇ／ｍＬＴＰＣＫ胰酶
（Ｓｉｇｍａ公司）无ＦＢＳ的ＭＥＭ培养２～３ｄ。
１．４　临床标本病毒分离
　　收集２００９－２０１３年广州流感样患者的鼻咽拭子，于３ｍＬ
运送培养基（ＭＥＭ，青霉素１００Ｕ／ｍＬ，链霉素１００μｇ／ｍＬ）中振
荡离心，上清液与病毒培养基（ＭＥＭ，青霉素１００Ｕ／ｍＬ，链霉素
１００μｇ／ｍＬ，ＴＰＣＫ胰酶３．０μｇ／ｍＬ）１∶１混合，接种于 ＭＤＣＫ细
胞上，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｈ，３４℃、５％ＣＯ２环境培养２～３ｄ，进
行荧光定量 ＰＣＲ和免疫荧光鉴定（Ｄ３ＵｌｔｒａＤＦＡＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ
ＶｉｒｕｓＳｃｒｅｅｎｉｎｇ＆ＩＤＫｉｔ，ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＨｙｂｒｉｄｓ，Ｉｎｃ．）。两鉴定方
法均显阳性的标本回收保存，从毒库中选取只有乙型流感病毒

的标本进行鼠肺适应实验，部分毒株未经测序上传。

１．５　动物适应实验
　　４周龄ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ雌性小鼠，购自广东省医学实验动物
中心［许可证号：ＳＣＸＫ（粤）２００８０００２］，购置后实验室饲养４８ｈ
后进行实验。病毒液与甘露聚糖溶液以４∶１混合，１００μＬ／只滴
鼻接种乙醚麻醉的小鼠，感染３ｄ后解剖取肺，以肺匀浆液接种
下一代小鼠。每一代鼠肺匀浆液进行病毒分离培养、免疫荧光

试验鉴定，并于ＭＤＣＫ细胞上测 ＴＣＩＤ５０，确认仅为乙型流感病
毒标本回收保存。

１．６　空斑纯化
　　用ＭＤＣＫ细胞接种１０倍系列稀释的病毒，３７℃吸附１～
２ｈ后，更换为空斑培养基（ＭＥＭ，ＤＥＡＥ０．０１％，ＴＰＣＫ胰酶
１．２５μｇ／ｍＬ，琼脂糖０．８％，青霉素１００Ｕ／ｍＬ，链霉素１００Ｕ／ｍＬ）
３４℃、５％ＣＯ２环境培养２～３ｄ。回收单一克隆病毒斑扩增，重
复上述操作再进行一次空斑实验。对纯化后毒株进行测序和

动物试验。

１．７　小鼠感染实验
　　一系列１０倍稀释的乙型流感鼠肺适应病毒液滴鼻感染
４周龄ＢＡＬＢ／ｃ小鼠（５０μＬ／只）测定适应毒株的半数致死率
（ＬＤ５０），取感染后第６天的肺组织做病理检查，观察组织病理
变化。

１．８　基因序列分析
　　对适应株和野生株测基因序列，用ＭＥＧＡ软件对两株病毒
与ＧｅｎＢａｎｋ上乙型流感病毒代表株（Ｂ／Ｌｅｅ／４０、Ｂ／Ｕｌａａｎｂａａｔａｒ／
１１２８／２０１２）进行比对分析。

２　结果

２．１　病毒适应筛选
　　选取标准株Ｂ／Ｌｅｅ／４０和５株广州乙型流感病毒临床分离
株联合甘露聚糖感染小鼠，其中 ２０１２０２、２０１２０４、Ｂ／Ｇｕａｎｇ
ｚｈｏｕ／ＧＩＲＤ０８／０９不能感染小鼠，Ｂ／Ｌｅｅ／４０、２００９３９、２０１２０５可
致小鼠体质量下降，并可从肺组织分离出乙型流感病毒

（表１）。在传代适应过程中，病毒株Ｂ／Ｌｅｅ／４０和２００９３９需在
甘露聚糖辅助下方可感染小鼠，但不能稳定传代，第２代开始
不能在鼠肺中有效复制；２０１２０５可在鼠肺中稳定传代，第３代
后没有甘露聚糖亦可有效在鼠肺中复制，肺组织病毒量随代数

增加而增加（表２）。在２０１２０５传代适应过程中，第５代开始
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观察到小鼠感染后第３天出现死亡（第５、６代分别死亡１只，
为甘露聚糖联合组；第７代死亡４只，其中３只为甘露聚糖联
合组）。因此终止适应实验，以第７代鼠肺分离的毒株（ｍｏｕｓｅ
ａｄａｐｔｅｄ２０１２０５，ＭＡ１２０５）为研究对象，进行空斑纯化后小鼠体
内感染验证病毒感染能力。

表１　乙型流感病毒鼠肺适应筛选

病毒 甘露聚糖ａ　
感染剂量

（ｌｇＴＣＩＤ５０）
体质量

下降ｂ

分离出

病毒

肺组织病毒滴度

（ｌｇＴＣＩＤ５０）

Ｂ／Ｌｅｅ／４０ ＋ ４．７ ＋ ＋ ３．５
Ｂ／Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ／ＧＩＲＤ０８ ＋ ４．７ － － －
２００９３９ ＋ ３．５ ＋ ＋ ３．０
２０１２０２ ＋ ３．５ － － －
２０１２０４ ＋ ４．２ － － －
２０１２０５ ＋ ３．７ ＋ ＋ ３．８

感染后第３天处死小鼠取肺；ａ：甘露聚糖与病毒液混合滴鼻感染
小鼠，终浓度１０ｍｇ／ｍＬ；ｂ：“－”体质量降低不超过５％，“＋”体质
量降低超过２０％

表２　乙型流感病毒不同毒株鼠肺适应过程中肺组织病毒
滴度（ｌｇＴＣＩＤ５０）

有甘露聚糖 无甘露聚糖
病毒传代

Ｂ／Ｌｅｅ／４０株 ２００９３９株 ２０１２０５株 Ｂ／Ｌｅｅ／４０株 ２００９３９株 ２０１２０５株
１ ３．５ ３．０ ３．８ ＮＴ ＮＴ ＮＴ
２ － － ３．５ － － －
３ － － ３．５ ＮＴ ＮＴ ３．５
４ ＮＴ ＮＴ ５．０ ＮＴ ＮＴ ４．５
５ ＮＴ ＮＴ ５．０ ＮＴ ＮＴ ５．０
６ ＮＴ ＮＴ ６．２ ＮＴ ＮＴ ６．０
７ ＮＴ ＮＴ ６．０ ＮＴ ＮＴ ６．３

－：没分离出活病毒；ＮＴ：没有测试

２．２　体内感染实验
　　用经空斑纯化后的适应株 ＭＡ１２０５感染小鼠，结果显示
ＭＡ１２０５无论有无甘露聚糖联合均能对感染小鼠，并致死
（表３）。感染后６ｄ的鼠肺切片显示，肺间质有大量炎症细胞
和血红细胞渗出，造成肺泡体积降低，肺泡内无炎症细胞渗出，

是明显的病毒感染导致的间质性肺炎（图１）。

表３　乙型流感ＭＡ１２０５病毒感染小鼠后观察１５ｄ的半数致死率

感染病毒的攻击剂量

（ｌｇＴＣＩＤ５０）
甘露聚糖 存活数／总感染数 死亡时间（ｄ）

４．０ ＋ ０／８ ４．９±０．６
４．０ － ０／８ ６．６±０．９
３．０ － ０／８ ８．１±０．４
２．０ － ０／８ ９．６±０．７
１．０ － ８／８ －
０．１ － ８／８ －

!

"

Ａ：感染ＭＡ１２０５的小鼠肺组织；Ｂ：正常小鼠肺组织

图１　感染乙型流感ＭＡ１２０５病毒小鼠肺组织病理学观察　（ＨＥ×４０）

２．３　基因分析
　　基于Ｂ／Ｕｌａａｎｂａａｔａｒ／１１２８／２０１２株的序列分析，经过７代的
鼠肺感染，适应株 ＭＡ１２０５与野生株２０１２０５比较，ＨＡ蛋白序
列发生两个位点的突变，分别是Ｎ２１２Ｙ和Ｅ３６１Ｋ，ＮＡ发生一个
突变点Ｓ３３９Ｆ（图２），其他基因鼠肺适应前后没发生突变。适
应过程中发现，基因 ＨＡ突变位点 Ｎ２１２Ｙ和 ＮＡ突变位点
Ｓ３３９Ｆ在第６代出现，而 ＨＡ突变点 Ｅ３６１Ｋ在适应的第 ７代
出现。

ａ：序列顺序按 Ｂ／Ｕｌａａｎｂａａｔａｒ／１１２８／２０１２（Ｂ／Ｌｅｅ／４０第１７８位比现
流行株少一个氨基酸残基）

图２　乙型流感病毒基因氨基酸残基突变位点

３　讨论

　　本研究目的是筛选出可感染小鼠的乙型流感病毒
株，根据已有的报道即使是高毒力、高滴度的乙型流感

病毒株感染小鼠，从鼠肺分离出的病毒量也很少［１１］。

为让病毒感染后更有效地复制，本研究参考相关文献

使用了一种抑制生物体内胶原凝集素达到降低小鼠固

有免疫以增强流感病毒复制的物质甘露聚糖［１３］与病

毒液联合处理小鼠，并获得一株可直接感染小鼠的乙

型流感病毒。与以往文献报道的感染小鼠的乙型流感

病毒相比，本研究适应得到的乙型流感病毒不需要其

他药物辅助或降低小鼠固有免疫亦可感染小鼠并致

死。其次，该株病毒来源于临床患者，是近年流感病毒

流行季节分离所得的毒株，作为药物研究对象更有应

用意义。该毒株作为流感病毒研究的应用将会在未来

的研究中进行并加深。

　　经测序分析，该株鼠肺适应株与野生株相比，蛋白
序列发生了３个位点的突变，分别是血凝素（ＨＡ）的
Ｎ２１２Ｙ、Ｅ３６１Ｋ和神经氨酸酶（ＮＡ）的 Ｓ３３９Ｆ。ＨＡ的
２１２位氨基酸位于受体结合部位１９０螺旋和２２０环附
近，虽然该位点并不直接参与结合受体的功能，但据报

道ＨＡ２０２～２２１位点是激发固有免疫反应的重要抗
原性位点［１４］，而且受体结合部位附近抗原性位点的突

变可能会影响甚至改变 ＨＡ对受体的亲和性和特异
性［１５］。但该位点的功能和突变并未被报道过，因此，

Ｎ２１２Ｙ突变对病毒的影响并不确定，需深入研究。根
据Ｂ／Ｌｅｅ／４０株 ＨＡ的序列比对，Ｅ３６１Ｋ突变位点为
ＨＡ１和ＨＡ２的裂解位点。经过鼠肺适应，该位点由谷
氨酸（Ｇｌｕ，Ｅ）突变为赖氨酸（Ｌｙｓ，Ｋ），生物体中针对
Ｌｙｓ残基的蛋白酶主要有天冬氨酸蛋白酶和丝氨酸蛋
白酶，其中天冬氨酸蛋白酶是生物界分布最广泛的蛋
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白酶家族，丝氨酸蛋白酶家族多为非特异性蛋白酶，少

数特异性蛋白酶是作用于 Ｌｙｓ和／或精氨酸（Ａｒｇ，Ｒ）
残基，因此，Ｌｙｓ残基比 Ｇｌｕ残基更易被蛋白酶裂解。
目前亦有大量研究显示，特别是对禽流感病毒 ＨＡ的
裂解位点的研究，非致病性的禽流感病毒和人类普通

甲型流感病毒 ＨＡ裂解位点一般是一个 Ａｒｇ残基，而
高致病性禽流感 ＨＡ裂解位点有多个 Ａｒｇ和 Ｌｙｓ残
基，使得病毒 ＨＡ裂解活化过程变得非常容易［１６－１７］。

但ＭＡ１２０５病毒株ＨＡ的Ｅ３６１Ｋ突变是否发挥了提高
病毒的致病性这一功能，还需要更深的研究来确认。

　　ＮＡ的功能是水解唾液酸，使子代病毒从宿主细
胞表面释放出去感染附近的细胞。ＮＡ的氨基酸序列
包含酶催化活性位点和抗原性位点。甲型流感病毒的

研究中，ＮＡ第３３９位氨基酸残基位于抗原性区域［１８］，

尽管遗传学上甲乙型流感病毒的 ＮＡ差异较大，但一
些保守位点和蛋白折叠位点的氨基酸残基在序列上基

本一致。如序列中半胱氨酸（Ｃｙｓ，Ｃ）的位置，近年流
行的乙型流感病毒株与报道的位置基本一致［１９］。因

此，我们有理由相信，ＭＡ１２０５的 Ｓ３３９Ｆ突变发生在
ＮＡ的抗原相关的区域，但该突变对毒株抗原性是否
有影响并未见报道，不能完全确定。

　　前言提及报道的乙型流感病毒小鼠感染模型，都
显示病毒株能感染小鼠，并在药物的辅助下出现体重

下降、动脉血氧饱和度下降和死亡等情况，肺部出现炎

症并能分离到病毒，但不能适应小鼠。科学家 Ｔｈｉｊｓ
Ｋｕｉｋｅｎ的团队基于对流感病毒跨种属传播的研究，在
一篇发表于《科学》杂志的报道中讨论流感病毒跨种

属传播的几个重要因素：病毒与宿主的相互作用、宿主

之间的相互作用（种内和种间）和病毒进化的作用［２０］。

其中关于病毒进化作用的讨论中认为，病毒的跨种属

传播基于病毒在进化过程中产生的突变是否能适应新

的物种宿主，当适应新物种的突变逐渐积聚，跨种属传

播的可能性也随之增高。对于乙型流感病毒来说，总

突变率低，能适应新物种的突变率更低。因此，我们相

信，进化程度高的流行株中，更容易找到能适应小鼠并

传代的人类乙型流感病毒。本研究所选的病毒株正是

近年广州乙型流感流行季节高峰期分离的病毒株，比

以往研究使用的病毒株有更高的突变率，这可能是本

研究成功获得乙型流感病毒鼠肺适应株的一个原因。
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