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Abstract：The intercellular adhension molecular-1（ICAM-1）and it’s its receptors in the mice’s lungs 
of HPAIV and control mice pneumonia were detected by using immunohistochemistry staining after 
infected mice with Highly pathogenic avian influenza virus (HPAIV). The expressive level of ICAM–1, 
and its receptors of CD11b and CD18 were first detected after 24 hours infection in bronchial alveolar 
epithelial cells, bronchopulmonary capillary endothelial cells, and iinfiltrativing lymphomonocyte and 
monocytes, and reached were the peaks 4 days after infection. The highest expression of ICAM-1 and 
its receptors were detected when infected with 100LD50/50 µL HPAIV. The change was confirmed by 
the method of ELASA. Our results indicate that ICAM-1 and its receptors have the high expression 
level in HPAIVP pneumonia, and may play an important roles in the pathogenesis. 
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摘  要：本文应用高致病性禽流感病毒性肺炎（Highly pathogenic avian influenza viral pneumonia, HPAIVP）小鼠

模型，采用免疫组织化学染色方法，对实验组和对照组小鼠肺组织中 ICAM-1及其受体的表达含量进行检测。研

究发现：实验组小鼠肺组织中 ICAM-1 及其受体表达含量在攻毒后 1d 即开始升高，第 4 天达高峰。就攻毒剂量

来说，以 100LD50/50 µL攻毒组小鼠肺组织中 ICAM-1及其受体阳性表达量升高最明显。并通过 ELASA方法进

一步证实了这种变化。结果表明：ICAM-1及其受体在 HPAIVP中呈现高表达,可能在其发病中发挥了重要作用。 
关键词：ICAM-1；受体；高致病性禽流感；病毒性肺炎；小鼠 
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禽流感是由 A 型流感病毒引起的一种家禽和

野禽的高度接触性传染病。依据其 HA抗原性差异
可分为 15 个亚型，目前发现的高致病性禽流感都
是由 H5和 H7亚型引起。香港 1997年爆发 H5N1
亚型禽流感，并首次报告有人类感染。2003年底至
今，亚洲有 10 多个国家相继爆发 H5N1 亚型高致
病性禽流感，不仅引起禽类的大批死亡，更严重的

是造成数十人的感染以至死亡，据世界卫生组织调

查统计：截至 2005 年 2 月 7 日，人类感染 H5N1

亚型禽流感人数为 58人，死亡 45人，死亡率高达
78%。禽流感已对人类构成极大的威胁，预防和控
制禽流感是当务之急。感染 H5N1亚型禽流感病鸡
肺组织病理呈现卡他性肺炎和间质性肺炎变化。高

致病性禽流感感染人类，多数死亡病人的直接死因

是急性重症病毒性肺炎。炎性细胞的粘附是肺损伤

发生的重要环节，在炎症细胞的游走、聚集，免疫

细胞的激活过程中，粘附分子的表达起着关键作

用。细胞粘附分子（CAMs）是一类介导细胞与细
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胞外基质间相互结合起粘附作用的糖蛋白，其对机

体发育、维持组织结构、介导炎症反应等方面起着

重要作用。以往对呼吸道合胞病毒和腺病毒肺炎的

研究中发现，炎性细胞黏附是其肺部感染的重要环

节，而 ICAM-1与其受体结合是炎性细胞黏附、聚
集的关键[2]。我们先前的研究发现 ICAM-1 及其受
体 CD11b、CD18 在高致病性禽流感病毒(Highly 
pathogenic avian influenza virus, HPAIV)感染小鼠外
周血中呈高表达，提示 ICAM-1及其受体与 HPAIV
引起的炎症密切相关。本研究应用免疫组织化学染

色方法对 HPAIVP模型小鼠肺组织中 ICAM-1及其
受体的表达含量进行检测，进一步探讨 ICAM-1及
其受体在 HPAIVP发生中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  实验材料 
实验所用高致病性禽流感病毒为军事医学科

学院军事兽医研究所保存的A/Tiger/Harbin/01/2001 
（H5N1），经 SPF 鸡胚增殖后收集病毒尿囊液，
LD50=10-7.25。于-80 ℃储存备用，所有实验均在生
物安全Ⅲ级实验室中进行。 

实验动物均选用普通级健康昆明小鼠，体重为

18~20 g，购于长春市生物制品所。 
1.2  攻毒实验 
1.2.1不同病毒浓度攻毒实验：65只小鼠，随机分为
实验组和对照组，实验组再按攻毒浓度不同分为

1～12组，每组5只，每只分别接种50µL不同稀释度
的 H5N1病毒。即将接种虎源H5N1流感病毒（TIV）
的鸡胚尿囊液以2% DMEM 10倍倍比稀释至10-12。

小鼠经乙醚麻醉后每个稀释度滴鼻50µL/只接种。
对照组小鼠同时以50 µL 2% DMEM滴鼻。攻毒后密
切观察各组小鼠临床症状，均于濒死前眼球放血处

死，解剖小鼠无菌取肺，并于右下肺矢状面最大周

径处横贯取肺，4%多聚甲醛固定，常规石蜡包埋、
切片，留做免疫组织化学染色。 
1.2.2 相同病毒浓度攻毒实验：60 只小鼠，随机分
为实验组和对照组。每组 30 只。实验组小鼠经乙
醚麻醉后，每只通过滴鼻途径滴入以 2% DMEM培
养液稀释的 10-5/50 µL 病毒尿囊液，为 100～150 
LD50/ 50 µL。对照组同时以 50 µL 2% DMEM滴鼻。
攻毒后分别于不同时间各取 5只攻毒小鼠和对照小
鼠，眼球放血处死后解剖小鼠，称重计算肺指数（肺

重/体重），无菌取肺，并于右下肺矢状面最大周径
处横贯取肺， 4%多聚甲醛固定,常规石蜡包埋、切
片，留做免疫组织化学染色。并取左肺研磨取肺上

清液，应用 ELASA 方法检测肺组织中 ICAM-1 及
其受体 CD11b/CD18的表达含量。 
1.3  免疫组织化学分析 

ICAM- 1及其受体 CD11b/CD18 的检测。采用
链霉菌抗生物素蛋白—过氧化酶法（武汉博士德公

司 SP 即用型试剂盒）在石蜡切片上测 ICAM-1 及
其受体 CD11b/CD18 的免疫组化表达。一抗为 1∶
100 ICAM–1\CD11b\CD18 抗小鼠单克隆抗体，二
抗为生物素标记的山羊抗小鼠 IgG，阴性对照标本
除以 PBS 代替一抗外, 其它步骤与被测标本相同，
阳性反应为胞浆中出现棕黄色颗粒。 
1.4  图象分析 
免疫组化结果采用多功能彩色病理图象分析

系统处理。每份肺标本切片 5张，每张切片在高倍
镜下（×400 视野）随机选择含支气管肺组织的视
野 5个，测量支气管肺组织阳性呈色区域的平均积
分光密度值，取平均值间接作为所测指标的蛋白表

达量。 
1.5  双抗体夹心 ELASA 
应用双抗体夹心技术测定小鼠肺组织上清中

ICAM-1 及其受体 CD11b/CD18 的表达含量。一抗
为 1∶100 ICAM–1\ CD11b\CD18抗小鼠单克隆抗
体（为 SouthernBiotech公司产品），二抗为辣根过
氧化物酶标记的标记的山羊抗小鼠 IgG（北京鼎国
生物技术有限公司产品）。每个时间点分别留取 5
份攻毒小鼠和对照小鼠肺上清检测相应抗原，在酶

标仪 450nm处读取 OD值，取其平均值作为相对含
量。 
1.6  统计分析 
使用 SPSS 10.0 统计软件进行数据的分析处

理。采用ANOVA法进行组间差异性的比较，P<0.05 
时差异显著。 

2  结果 

2.1  HPAIVP模型病理组织学与超微结构观察 
攻毒组小鼠支气管肺组织病理表现均符合高

致病性禽流感病毒性肺炎特点。光镜下主要改变是

肺组织肺泡间隔不同程度增宽，肺内小血管及肺泡

间隔的毛细血管扩张、淤血，肺泡腔不同程度缩小，

可见中等量淋巴细胞和单核细胞浸润（图 1）电镜
下肺泡腔内可见流感病毒样颗粒，呈圆形、椭圆形，

直径 80～120 nm, 核衣壳表面有囊膜包裹，囊膜表
面有纤突（图 2）。 
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图1  HPAIV肺炎小鼠的肺组织炎细胞浸润 

Fig.1  Inflaming cells infiltrating of HPAIV pnemonia mice 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 2  HPAIVP鼠肺组织的流感病毒样颗粒 
Fig.2  Influenza virus-like particle in lung of HPAIVP mice 
 
2.2  HPAIVP模型组小鼠肺指数变化趋势 
从HPAIVP模型组小鼠肺指数变化趋势图 3可

以看出，肺指数从第 2天即呈现升高趋势，到第 4、
5天升高明显，第 6天达峰值。反应了 HPAIV引起
的肺部炎症渗出在攻毒后 4、5、6d 最明显，第 6
天后随着炎症渗出减少及逐渐吸收，肺指数也相应

下降。 
 
 
 
 
 
 
 

图 3  HPAIVP模型组小鼠肺指数变化趋势 
Fig.3 Lung index number change of model mice in experiment 2 
 
2.3  支气管肺组织 ICAM-1及其受体免疫组化分析 
2.3.1  不同攻毒量实验组 
光镜下可见在肺泡上皮细胞、支气管上皮细胞

的游离面、血管内皮细胞、浸润的单核细胞胞浆内

可见 ICAM-1、CD18 和 CD11b 阳性染色或较强阳
性染色。肺泡上皮细胞的阳性染色多为灶状。从 10-4

组开始，染色强度较以前几组明显加重，染色强度

有所增加，范围扩大，到 10-6以后下降。变化趋势

见图 4。 
 
 
 
 
 
 
 
 

图4  ICAM-1及其受体表达量与攻毒量关系 

Fig.4  Realtion between virus dosage and the expression of 

ICAM-1 and it’s receptors 
 
2.3.2  相同病毒浓度攻毒组 

1）支气管肺组织 ICAM- 1 变化：光镜下实验
组小鼠支气管上皮细胞、肺泡上皮细胞、支气管肺

组织微小血管内皮细胞 ICAM-1表达阳性，浸润的
单核细胞胞浆内可见阳性染色或较强阳性染色。肺

泡上皮细胞的阳性染色多呈灶状。（图 5A），第 4
天阳性表达量最多，第 6天开始下降。对照组少数
肺泡上皮细胞、支气管上皮细胞的游离面、血管内

皮细胞、单核细胞胞浆内可见微弱的阳性染色。（图

5B）。 
 
 
 
 
 
 
图 5  小鼠攻毒后第 4天支气管肺组织表达 ICAM-1水平 
Fig.5  Expression level of ICAM-1 in the fourth day after 

infection 
Bronch-lung tissue (A) was high in experiment mice, that of control mice (B) 
was low. 
 

2）支气管肺组织 CD11b变化：光镜下模型组
支气管上皮细胞、肺泡上皮细胞、支气管肺组织微

小血管内皮细胞 CD11b表达阳性，浸润的单核细胞
胞浆内可见阳性染色或较强阳性染色。肺泡上皮细

胞的阳性染色多呈灶状。(图 6A)，第 4天阳性表达
量最多，第 6天开始下降。对照组有少量微弱阳性
表达(图 6B)。 

200nm 

A B

Virus dosage（10-n /50µL）
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图 6  小鼠攻毒后第 4天支气管肺组织表达 CD11b水平 
Fig.6  Expression level of CD11b in（the fourth day after 

infection） 
Bronch-lung tissue（A）is high in experiment mice, that of control mice（B）
is low. 

 
3）支气管肺组织 CD18变化：光镜下模型组支

气管上皮细胞、肺泡上皮细胞、支气管肺组织微小

血管内皮细胞 CD18表达阳性，浸润的单核细胞胞
浆内可见阳性染色或较强阳性染色，肺泡上皮细胞

的阳性染色多呈灶状（图 7A）。第 4 天阳性表达
量最多，第 6天开始阳性表达量下降。对照组有少
量微弱阳性表达（图 7B）。 
2.3.3  ICAM-1及其受体变化 
感染HPAIV后第1天小鼠支气管肺组织ICAM–1 

 
 
 
 
 
 
图 7  小鼠攻毒后第 4天支气管肺组织表达 CD18水平实验

组小鼠支气管肺组织 CD11b 高水平表达，对照组呈
低水平表达 

Fig.7  Expression level Of CD18 in（the fourth day after 
infection）  

Bronch-lung tissue（A）is high in experiment mice, that of control mice（B）
is low. 
 
及其受体表达量即开始增多，到第 4 d达到高峰，
之后逐渐下降。感染后 1~6 d，模型小鼠支气管肺
组织 ICAM–1及其受体表达量均明显升高，与对照
组比较差异非常显著，P <0.01，见表 1。 
感染 HPAIV 后第 1 天小鼠支气管肺组织 ICAM–1
及其受体表达量 OD450值即开始升高，到第 4天达
到高峰，之后逐渐下降。与免疫组化结果一致。

OD450值变化趋势见下图 8。 
 

表 1  肺组织 ICAM-1及其受体阳性呈色区域平均积分光密度值（%） 

Table 1  Average accumulated points OD value of ICAM-1 and it’s receptors positive expression area in lung ( ±SD) 
Days 

CAMs Groups 
1 2 3 4 5 6 

experiment 5.7±0.1 8.2±1.5 16.5±2.4 32.4±2.6 26.3±2.1 11.3±0.7 
ICAM-1 

control 3.3±0.2 3.2±0.2 3.3±0.2 3.4±0.1 3.2±0.2 3.3±0.2 
experiment 8.5±0.2 11.3±2.1 22.8±2.3 36.6.±2.1 19.7±2.3 8.9±1.5 

CD18 
control 4.4±0.6 4.3±0.5 4.4±0.4 4.5±0.3 4.3±0.5 4.4±0.5 

experiment 6.5±0.6 8.9±0.7 18.6±1.3 23.4±1.2* 12.3±1.2 11.9±0.9 
CD11b 

control 3.2±0.4 3.1±0.5 3.2±0.6 3.3±0.6 3.2±0.2 3.2±0.4 

In all the experiment groups, P <0.01, compared with control group. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

图 8  肺组织上清液中 ICAM–1及其受体表达含量 OD值趋线图 
Fig.8  OD value of ICAM-1 and its receptors expression in lung supernatant 

 

3  讨论 
ICAM-1属 CAMs的免疫球蛋白超家族，主要

表达于内皮细胞、上皮细胞及淋巴细胞等表面,正常

情况下呈低水平表达；但当受到炎症因子刺激时，

其表达数小时后迅速增加,表达上调的 ICAM-1 与
其白细胞表面受体的相互作用介导了炎症反应中

白细胞跨内皮迁徙及向炎症部位的积聚过程[3,4]。

A B A B
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CD11b/ CD18是 ICAM-1的受体，在细胞间粘附和
炎症反应中发挥生物学作用[5]，正常情况下仅在单

核细胞和中性粒细胞膜上呈低水平表达。在败血症

和败血症休克病人中中性粒细胞 CD11b 表达量显
著增加， 在呼吸道合胞病毒诱发的毛细支气管炎
患儿鼻咽分泌物中性粒细胞 CD11b 表达量也明显
增加[6]。CD11b/CD18 通过与 CD54 相互作用而介
导白细胞与内皮细胞粘附，此为炎症的早期反应，

血管损伤的关键步骤[7]。 
目前发现的高致病性禽流感都是由 H5 和 H7

亚型禽流感病毒引起。而多数感染 HPAIV 死亡病
人的直接死因是急性重症病毒性肺炎。我们制作的

HPAIVP 模型小鼠肺组织的主要病理改变是：肺泡
间隔不同程度增宽，肺内小血管及肺泡间隔的毛细

血管扩张、淤血，可见中等量淋巴细胞和单核细胞

浸润，炎症细胞积聚是 HPAIVP发生的重要环节。
本实验研究应用免疫组织化学染色方法和 ELASA
方法发现 HPAIVP组小鼠支气管上皮细胞、肺泡上
皮细胞及支气管肺组织微小血管内皮细胞 ICAM-1
及其受体表达显著增强（与对照组相比 P<0.01）。
结合我们前面的研究结果：HPAIV感染小鼠外周血
白细胞表面 CD11b、CD18、CD54的阳性细胞百分
率（PPC）和/或平均荧光强度（MFI）与对照组比
较普遍升高：表明 HPAIVP中炎症细胞的聚集与支
气管肺组织 ICAM-1 及其受体表达上调有关。当
HAIV 进入呼吸道后，数小时内即引起支气管上皮
细胞、肺泡上皮细胞及支气管肺组织微小血管内皮

细胞 ICAM-1及其受体表达显著增强，支气管肺组
织微小血管内皮细胞上调的 ICAM-1对于白细胞跨
越血管内皮具有重要作用；而支气管上皮细胞、肺

泡上皮细胞的 ICAM-1表达上调则有助于中性粒细
胞与上皮细胞的粘附，进而引起中性粒细胞进入气

道导致一系列炎症的病理变化。而在感染 HPAIV
后的第 4-5天 ICAM-1及其受体表达增强最明显，
之后下降，与小鼠肺指数变化趋势相一致。HPAIV
病毒进入呼吸道后，随着病毒复制的增多，感染后

第 4、5 天，肺部炎性渗出及炎性细胞浸润增多，
肺部实变明显，故肺重增加，肺指数增大。故我们

认为我们的结果提示 ICAM-1及其受体通过介导中
性粒细胞等炎性细胞的跨内皮迁徙及向气道游走

和聚集参与了 HPAIVP气道炎症过程，且其表达量
与小鼠肺炎严重程度相关。 
国外学者 Zimmerman等[8]研究发现，白细胞粘

附和游走过程是受 CD11b/CD18和 ICAM-1共同调
节的。Kumasaka等应用抗 ICAM-1抗体及 ICAM-1
抗敏寡核苷酸治疗大肠杆菌内毒素所致急性肺损

伤，可减少肺泡内白细胞浸润 58%～75%[9]。本试

验结果表明，ICAM-1参与了 HPAIVP气道炎症过
程，CAMs阻滞疗法有望成为治疗 HPAIVP的重要
选择。 
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