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普通小鼠和裸小鼠呼吸道合胞病毒感染模型比较 

周 娟，胡 敏，王莉佳，崔玉霞，刘雪梅，杨锡强 

(重庆医科大学附属儿童医院免疫研究室 ，重庆 400014) 

【摘 要】目的：比较研究 BALB／c小鼠和裸小鼠呼吸道合胞病毒 (RSV)感染模型的特点，建立理想的动物模型。方法：BALB／c 

鼠和裸鼠感染 RSV后不同时间空斑形成实验检测肺组织病毒滴度 ，计数支气管肺泡灌洗液白细胞总数和分类情况 ，免疫荧光 

和免疫组化检测 RSV抗原，光镜和电镜检查肺组织病理学改变。结果：感染后裸鼠肺组织 RSV滴度明显高于 BALB／c鼠，两者 

都在第 3天达峰值，带毒时间分别为大于 9天和 6天，免疫组化和免疫荧光检测到 RSV抗原 ，支气管肺泡灌洗液和肺组织病理 

学检查表现的以淋巴细胞浸润为主的炎症反应，裸鼠明显重于 BALB／c鼠。结论：裸鼠和 BALB／c鼠RSV感染特点相似，感染程 

度更重，有利于抗 RSV药物效果评价 ，是较理想的 RSV感染小鼠模型。 
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Comparison between respiratory syncytial virus infected models of common 

mice and nude mice 

ZHOU Juan，et al 

(Immunology Lab，the Children’s Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To compare the infection of respiratory syncytial virus in common BALB／c mice and nude BALB／c mice to establish 

ideal animal mode1．Methods：At various time after RSV infection in BALB／c mice and nude mice，viral titers of lung tissue were assayed by 

plaque forming experiment．total leukoeytes and differential subgroup cells in bronchoalveolar lavage fluid (BALF)were counted．RSV 

antigens were detected by immunofluoreseent assay in BALF and immunohistochemistry in situ of lung tissue， lung histologys were 

identified by light microscope and electronical microscope assay． Results：RSV was isolated from lung tissue of BALB／c mice and nude 

mice．RSV antigen was detected by immunofluorescent assay in BALF and by immunohistochemistry in situ of lung tissue in both mouse， 

furthermore the mean light density of RSV antigen was higher in nude mice(0．277±0．085)than in BALB／c mice(0．1 28±0．03 1)．The 

viral titers in both mouse peaked at the 3rd day post infection， and higher viral titer in nude mice than BALB／c mice．The viral titers 

detecting duration in lung tissue of BALB／c mice and nude mice were respectively 6 days and over 9 days after infection．The total leukocyte 

number in BALF significantly increased in infected BALB／c mice and nude mice compared with the control mice， and the peaks were the 

6th day in BALB／c mice and the 9th day in nude mice．The leukocyte subgroups in turn were lymphocyte， macrophage， neutrophil and 

eosinophil．Interstitial inflammations with vast lymphoeytes infiltrating were identified in lung histology of both mouse．On the 6th day，the 

more severe inflammation was detected than on the 3rd day．Meanwhile the more heavy inflammation was always found in nude mice than 

BALB／c mice． Conclusions：The similar RSV in ctious characteristic exists between BALB／c mice and nude mice． But the more severe 

infection happens in nude mice which benefits to assess the effect of anti—RSV drugs and is ideal mice model of RSV in etion． 

【Keywords】Respiratory syncytial virus；Mice；Animalmode1 

人呼吸道合胞病毒 (human respiratory syncytial 

virus，RSV)是全球婴幼儿下呼吸道感染首位病毒病 

原体，几乎所有儿童两岁前感染过至少一次 RSV l1_， 

年龄越小病情越重，再感染率高，与哮喘发生密切 
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相关【2]。免疫缺陷者更易感染 ，临床症状更为严重， 

常致死亡 131。虽然已有许多抗 RSV制剂和疫苗的研 

究，但尚无安全有效的防治方法。抗 RSV制剂的研 

究需要建立理想的动物模型，但 目前已建立的系列 

感染模型均不够满意。本文比较研究普通 BALB／c 

鼠和免疫缺陷裸鼠 RSV感染特点，试图建立理想动 

物模型，为研究发病机理和防治措施奠定基础。 
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1 材料和方法 

1．1 病毒和细胞培养 

Hep-2细胞接种 RSV标准 A2株病毒 (购于中国预防 

医学科学院病毒研究所 )，含 2％胎牛血清 (FBS)DMEM培 

养至病变达 90％～100％，吸取培养液，4cc，3000g离心 10min 

收集上清，一80℃储存备用。 

1．2 空斑形成实验测定病毒滴度 

3 X 105／ml Vero细胞接种至 6孔板，10％FBS的 1640培 

养至单层致密无孔细胞，接种 l0倍倍比稀释的病毒液 1O0 

l，每个浓度设复孔，未感染病毒为对照孔。病毒吸附 2h后 

覆盖含 1．5％的琼脂糖凝胶和 2％FBS的 1640培养基，培养 

5天，5mg／ml M．rr显色，计数空斑，计算病毒滴度： 

PFU／ml：稀释度 ×—P1
—

+P
—

2+"
—

'+Pn
× 

P：该浓度下各孔空斑数；n=复孔数；v：每孔接种病毒 

液体积(m1) 

1_3 实验动物和病毒接种 

无特殊病原菌 (specific pathogen free，SPF)级 8～12周 

龄、雌性 BALB／c鼠和裸鼠，购 自中国科学院上海实验动物中 

心，饲养于重庆医科大学 SPF级动物中心。小鼠随机分组，腹 

腔注射戊巴比妥钠 0。06mg／g麻醉后，感染组鼻腔缓慢滴入 

2 X 106pFU／ml RSV A2株病毒液 50 l，阴性对照组滴入 

50 l 2％ FBS DMEM。 

1．4 病毒分离和滴度分析 

感染后不同时间处死小鼠，无菌条件下取左肺、肝脏和 

脾脏称重，按 10ml／g(wt／vo1)加入预冷组织平衡液，匀浆制备 

肺脏 、肝脏和脾脏组织悬液，4cc，2500g离心 10min，取上清 

接种于 Hep2细胞 ，2％FBS 1640培养基 ，37 cc，5％CO 培 

养，逐 日观察细胞病变。同时取肺组织悬液上清空斑形成实 

验分析肺组织病毒滴度。 

1 5 支气管肺泡灌洗液白细胞计数 

感染后第 3天、6天和 9天处死小鼠，气管插管 ，预冷生 

理盐水 0．5ml灌洗 2次，收集支气管肺泡灌洗液(BALF)，血 

球计数仪计数白细胞总数。4cc，1000g离心 10min，取细胞沉 

渣涂片，Wright染色，显微镜下计数 200个白细胞，按中性粒 

细胞 、嗜酸性粒细胞、淋巴细胞和单核细胞形态学特点分类 

计数。 

1．6 直接免疫 荧光 实验 

取感染后第 3天小鼠 BALF离心细胞沉渣涂片，4cc丙 

酮固定干燥，按 Light Diagnostics Respiratory panel 1 DFA免疫 

荧光试剂盒说明书 (Chemicon，USA)鉴定 RSV抗原，荧光显 

微镜下观察结果。 

1．7 肺组织病 理学检 查 

感染后第 3天 、6天处死小鼠，取未经支气管肺泡灌洗 

的右肺组织，一部分 4％多聚甲醛同定，常规苏木素 一伊红 

(HE)染色，光镜观察形态结构 另一部分立即 2．5％戊二醛 

固定 ，送重庆医科大学电镜室包埋 、制成超薄切片，透射电镜 

检查 

1．8 免疫组织化学检查 

RSV抗原免疫组织化学染色 sP染色试剂盒(北京中杉 

生物技术公司 )，一抗是针对 RSV整个病毒抗原的山羊多克 

隆抗体(USBiological，USA) 4％多聚甲醛固定肺组织 ，常规 

切片，各步操作按试剂盒说明进行，DAB显色后显微镜下观 

察。同一标本未滴加一抗的切片作阴性对照。图像分析采用 

北航真彩色病理图像分析系统 4．0，平均光密度反映染色强 

弱 。 

1．9 统计分析 

SPSS 10．0软件统计分析 ，结果用均数 ±标准差表示，两 

两组间比较用 f检验，各组间比较用方差分析。Ot=0．05， 

P<0．05认为有显著性差异。 

2 结 果 

2．1 感染 RSV后小鼠的一般情况 

BALB／c鼠和裸鼠感染 RSV后都没有打喷嚏、 

流涕等卡他症状 ，部分小鼠呼吸增快，活动度降低。 

与对照组比较，感染后第 2天、4天和 6天体重都没 

有显著性差别 (表 1)。 

表 1 感染 RSV小鼠与对照小鼠体重(g，；±s) 

注：各组之间没有显著性差别 

2．2 组织病毒分离 

正常 Hep2细胞呈梭形，接种感染组 BALB／c和 

裸鼠肺组织悬液后 2-3天出现典型病变效应 ，细胞 

融合形成圆形、椭圆形合胞体 ，有拉丝现象(图 1)， 

证明肺组织感染成功。两种小鼠肝脏和脾脏悬液接 

种均未见典型细胞病变效应。 

2．3 间接免疫荧光实验 

BALB／c鼠和裸鼠 BALF免疫染色细胞浆明亮 
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正̂ 常Hep2绑咆 13 Flep2 『n胞接种 I{s、感染 BAkB／I鼠肺 R 匀浆波 台咆体彤成秆I细胞抽变做 

图 1 肺组织病毒分离( I( 

的黄绿色 光．颗粒状分布 细胞核无荧光．提示 升高 第3天迭峰值后逐渐降低．裸鼠滴度叫显． 

RSV感染阳性 阴性 -f蹦细胞呈暗 色胞浆，其M 于 BALll／~鼠．BALBh鼠第7凡愉删 到肺 病 

可见深粟色绌胞十寰 毒滴度．裸鼠筠_；6犬保持较高滴度．蚺 9天仍能测 

2．4 空斑形成岳验 到病毒 ( 2) 

BALBh鼠和裸鼠感 缸后第2天肺内病毒浦度 

T T 

．

．  

图 2 相同剂量RSV盛染后J ̂I R̂ 

2 5 支气管肺 泡_莲洗液 白细胞计敷 

与 刘媚纽 BALBA 鼠比较 ．对照 组 鼠 BAI F 

单梭细胞H=例增高．中性粒细胞比例明显降低．fH 

两者白细胞总数无显薯差别 感染组 BAI B／c鼠和 

、

、

{ 
_̈

‘  

度 曲线 

裸鼠白 胞总数都叫显高 』’备自刘心绀．分类 淋 

绌胞为主，对照组 单核细胞为宅 随时lⅡ推移 

门细胞总数 嗜酸性粒细胞比例增高．BAt Bh随雨『 

裸鼠分圳在辩6夫 第9天箍高(表2) 

表2 B̂ IJ自细胞计数殛分类计数 (、 

2．6 肺组织病理学拴查 

2．6l光镜 枪壹 

刊 组细支气管和肺泡结构消晰．兀炎症细胞 

浸相 感染后第3天 BALBA鼠和操鼠肺组织柯少 
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．炎症绌8世注}l习．来弛明 L皮细胞JlI1】胀和神泡 

隔 张．第6天大馈炎症卸I胞澎搁， 淋12~11『l胞对 

丰 次单核细啦和·r r性粒细胞．俏 口音峨眭粒±『_I 

I地．征小 t道f【l 臂周刊问质成套装浸润 上皮 

胞明显充血肿胀甚 北脱落 帅泡隔增宽 ．断 

裂．红圳j乜漏 谍鼠 埋政变It IL̂】．1{̂ 鼠严币 

f 3 ) 

A埘l BAI Bh小鼠 B 匹 3天曲 BAI Ĥ 、 

感 6 的 ]IALBh小鼠 『)川雕裸飘 E感 3￡旧谍鼠 F感 6 的 毗 

囤3 小鼠肺组织H E染色(xZ~0) 

2．6 2 I乜髓持 

时照组肺 纠气 屏障薄 岍奇晰．】型呻泡细 

胞 平而宽大．内皮结构完整．圆膨的 l】 肺泡细 

胞有疑小微绒毛，胞质内较多同心网样板层小体 

感染后第 6 B̂LB／-cl_【和锞 气血屏障破坏 l 

0市泡细／l~l,t'胀明皿．古大节备饮小泡．内应结构 

完整，胞质内可见嘲形 椭吲形 ．赢径约 

150～200rim的痛薄颗粒【I珂4)，+ 细胞结构完 

破坏 糟 r管腔 【I型8 泡细咆肿胀变 ．线牲 

悱崎 失．扳层4、悼结构松散 胞质空泡化 

⋯ 赳f牲结谢日J』显破坏 示椭网 桶雌 糙 

圄4 R v感染l{ I B，r鼠肺组织电镜检查[x20000 

2 7 免疫组担 化学墙查 

感 鲥 BAI B／r鼠和裸 鼠肺纰烈 RSV抗 龟 

疫纽化都址棕特色 性r量应， 乜平均光密悭强于 

各自的对照．裸鼠明 强于 nA1 B̂ 鼠 刊 来见1 

特算性染色 c＆3) RSV抗原{-蜉分市 ￡气 

管．毛 支气管和肺治上应卦H胞胞浆内 毛 血管 

用闹与上应 胞交捍处山有讣 痫变轻的 卜皮卦H 

胞完蛙． 肚染色册气进壁规 分布；严霞感柴的 

j陂 胞坏砭脱薄，m性染色舒布 均匀．管崆1 

有形态不规则的H 落 J一幔细胞 

RSV是婴幼JLff 期最常 F呼吸道感染啄．衍 

住院治疗的50％～75％婴纠J JL屯圳支气管炎和 

25％一40 的 肺炎 是 苒直 接引 起 1 内 儿 RS＼ 

感染率68 8％．I～2岁感染牢逃 82 6*～⋯()％ 罂JL 

}5【]急H·RS~下呼啦道感浆他 特心体质和特成体 

质儿童发 哮喘危险 都比普坷儿蓖 J硅增 ．是 

哮喘的拙 危垃因索 怛具体机制仍1 清楚，建立 

合适的动物模 对荆明此机制f＆重璺 RSV感染后 
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注： 与对照 BALB／c／J,A~t较 P<0．05， 与对照裸鼠比较 P<0．05， 与感染 BALB／c小鼠比较 P<0．05： 

保护性免疫仅能维持数月，福尔马林灭活疫苗不能 

起到保护作用反而加重病情，至今 RSV仍无安全有 

效的治疗药物和预防疫苗，脱氧核酶等新型抗 RSV 

制剂正在研究中，已在体外无细胞体系和细胞模型 

中表现抗病毒活性，需要建立恰当的动物模型，进 
一 步在体内研究其抗病毒作用『5J。从 RSV发现至今 ， 

已建立的黑猩猩 、猕猴、雪貂、牛 、棉鼠、豚鼠和小鼠 

等感染模型各有优势和局限 ，除灵长类动物可出 

现临床症状，其他都是无症状隐性感染【7l。利用小鼠 

建立模型的优点是它易获得 ，遗传背景清楚而均 
一

，基因改造技术成熟 ，已有多种商品化试剂，是 目 

前应用最广泛的实验动物。但小鼠不是 RSV自然宿 

主，我们以往实验发现 BALB／c鼠感染 RSV没有临 

床症状，肺内病毒复制水平相对低，病毒滴度下降 

快，带毒时间短，限制了治疗效果的观察 。因此增 

强小鼠RSV易感性才能获得高水平病毒滴度的理 

想动物模型。 

BALB／c鼠是研究最深入的近交系小鼠之一。 

裸鼠除先天无胸腺，T细胞不能正常分化，其他遗传 

背景与普通 BALB／c鼠相同，是细胞免疫缺陷的突 

变型 BALB／c鼠。我们比较研究两种小鼠的RSV感 

染模型旨在建立病毒持续高水平复制的理想动物 

模型，在抗 RSV制剂研究中延长观察时间、增大病 

毒滴度变化幅度，减少机体免疫应答对病毒清除作 

用和病毒感染 自限性的干扰，客观科学评价治疗的 

效果。 

RSV在 BALB／c鼠和裸鼠都是隐性感染，对小 

鼠活动度、反应力和体重等一般情况影响较小。小 

鼠并非 RSV的适宜宿主，感染主要导致毛细支气管 

和肺泡的炎症 ，而上呼吸道感染不明显，所以虽然 

有典型的肺组织病理学改变，除呼吸增快外，没有 

卡他症状等其他呼吸道症状。RSV只特异性定植于 

小鼠气道上皮粘膜，即使裸鼠感染后也不能在其他 

组织复制，这与人类感染相同l 9_。这种单纯气道感染 

模型有利于气道途径药物制剂的研究，药物在靶器 

官浓集，增强疗效；减少其他器官再分布和系统毒 

副作用，减少不良反应。两种小鼠感染后肺组织病 

毒滴度高峰都在第 3天，但裸鼠病毒滴度和抗原表 

达明显高于 BALB／c鼠，感染后第 9天仍能检测到 

较高水平的病毒滴度，而 BALB~鼠第 6天后就不 

能检测到病毒滴度 ，说明裸鼠保留了 BALB／c鼠 

RSV感染的基本特点，但病毒滴度更高，持续时间 

更长，发生严重感染，这有利于在药物研究中客观 

评价治疗对病毒的抑制作用，减少病毒滴度随时间 

自然下降而限制抗 RSV效果的观察11~12I。两种小鼠 

感染 RSV后 BALF白细胞总数都明显增加，分类以 

淋巴细胞为主，其次是单核细胞和中性粒细胞，少 

有嗜酸性粒细胞；肺组织都是以淋巴细胞浸润为主 

的间质性炎症 ，在第 6天最明显；裸鼠的炎症反应 

明显强于 BALB／c鼠，说明两种小鼠感染 RSV的炎 

症类型、发生发展过程是一致的，只是反应强弱的 

差别。裸鼠的细胞免疫缺陷使其病毒清除能力下 

降，病毒滴度更高，导致严重的炎症反应，虽然局部 

炎症细胞数比BALB／c鼠高，炎症细胞的类型也与 

BALB／c鼠一致，但这些细胞是否有成熟程度 、产生 

细胞因子等免疫功能或细胞亚群的缺陷，造成机体 

抗病毒能力的下降尚待进一步研究。两种小鼠的炎 

症反应高峰时间都滞后于 RSV滴度高峰，可能是机 

体产生免疫应答抑制了病毒复制，但同时淋巴细 

胞 、单核细胞等免疫细胞分泌 TNF—d、IL一6、IL一8 

等炎症因子，使炎症继续进展 ，加重肺组织病理改 

变 。所以裸鼠和 BALB／c鼠有相似的 RSV感染和 

炎症反应特点，但裸鼠的病毒滴度更高 、持续时间 

更长、炎症反应更重，增强了对 RSV的易感性 ，可以 

弥补 BALB／c鼠作为感染模型 RSV滴度低，下降 

快，带毒时间短的不足，更具有优势。 

综上所述，本研究滴鼻感染 RSV建立 BALB／c 

鼠和裸鼠感染模型，从病毒分离 、病毒滴度、病毒抗 

原检测和组织病理学检查证明感染成功。裸鼠和 

BALB／c鼠遗传背景、RSV感染形式、炎症类型和发 

生发展过程一致，既保留BALB／c鼠的优点，又有持 

续高水平病毒滴度 ，感染更严重 、炎症反应更明显， 

是较理想的小鼠模型，为 RSV发病机理和防治措施 

研究奠定基础，有相当的实验应用前景。 
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3 讨 论 

HSP90是真核细胞中广泛存在的一种分子伴侣 

蛋白，在肿瘤中高表达。许多信号蛋白如类固醇激 

素受体 、受体酪氨酸激酶、丝氨酸 ／苏氨酸激酶 、转 

录因子和端粒酶都是 HsP9O的效应蛋 白121，HSP90 

与这些蛋白相互作用 ，维持其正常结构与功能，是 

肿瘤生长增殖的重要机理。GA是 HSP9O的特异性 

抑制剂，可与 HSP90结合抑制其分子伴侣功能，导 

致与 HSP90结合的效应蛋白稳定性下降并在蛋白 

酶体作用下降解，具有抗癌效应，目前 GA衍生物 

17一AAG在已进入Ⅱ期临床试验。 

端粒酶的异常激活是导致细胞无限增殖和肿 

瘤发生的重要基础，端粒酶逆转录酶(hTERT)是端 

粒酶不可缺少的催化亚单位，与端粒酶活性密切相 

关。HSP90和 p23可与端粒酶催化亚基 hTERT稳 

定结合，与端粒酶活化有关。不仅端粒酶的组装与 

活化需要 HSP90的参与，而且活化后的端粒酶仍需 

与 HSP90结合才能保持其活性Ⅲ，这和 HsP9O与其 

它效应蛋白的结合不一样，其它效应蛋白只在活化 

过程中需要 HSP90的参与，活化后则不需要 HSP90 

的结合。有资料显示 ，在人黑色素瘤细胞 JR8中， 

GA和 17一AAG可抑制 HsP9O与端粒酶活性成分的 

相互作用【31。 

本实验应用 GA作用乳腺癌 MDA—MB一435s细 
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胞后，结果显示 ，GA可抑制细胞生长，使细胞阻滞 

在 G2／M期，同时细胞端粒酶活性降低。表明GA抑 

制 HsP9O的功能后可抑制端粒酶的活化，降低端粒 

酶的活性，导致肿瘤细胞的增殖受抑。HsP9O是癌 

细胞中生长信号转导通路的枢纽，抑制 HSP90的功 

能可破坏癌细胞生存的信号通路网络，端粒酶是 

GA作用的重要靶点。GA抑制端粒酶活性的机理与 

破坏 HSP90与 hTERT的结合，抑制端粒酶的正确 

组装有关『4-51，亦可能与GA抑制 Akt的表达导~,hTERT 

磷酸化程度的下降有关嘲，尚待进一步研究阐明。 

(通讯作者：邓华瑜，023—68485478) 
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