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Abstract：The rationale of this study was to elucidate the etiological agent characteristics and pathogenic 
mechanisms of the Avian H5N1 influenza virus in mammals, and to offer a platform for evaluating 
vaccines and drugs against AIV. Male BALB/c mice (18~20g) were anesthetized by inhalation of ether 
and inoculated intranasally with 0.05mL of infectious virus (A/Tiger/Harbin/01/2002) isolating from a 
tiger. The dose lethal to 50% of mice (MLD50) was determined by infecting groups of ten with serial 
10-fold viral dilutions. Mice were observed daily for 14 days for clinical signs of infection and day of 
survival. The mice showed the typical clinical symptoms, pathological changes and death rates. The 
MLD50  was about 10-7.1/0.05mL. The data demonstrate that infecting BALB/c mice with the avian H5N1 
could serve as a successful model to assess viral infectivity.  
Key words：Tiger; Influenza virus; H5N1; BALB/c mice; Model 

 
摘要：为研究 H5N1 亚型禽流感病毒的病原特性、致病机理及对其疫苗与救治药物效果评价提供平台，利用本室分

离鉴定的虎源 A/Tiger/Harbin/01/2002 株（简称 HAB/01）H5N1 亚型禽流感病毒进行连续 10 倍稀释后，对 4~6 周龄

雄性 BALB/c 小鼠经乙醚麻醉后进行滴鼻攻毒，每个稀释度接种 10 只实验小鼠，测定其 MLD50，检测小鼠感染、

致病的多项指标，观察期为 14d。结果感染小鼠呈现出规律的以肺炎为主的临床症状、病理变化及病死率；测得该

病毒对小鼠的 MLD50为 10-7.1/0.05mL。成功建立了虎源 H5N1 亚型禽流感病毒感染 BALB/c 小鼠的实验模型。 
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禽流感(Avian influenza)是由禽流感病毒（Avian 
influenza virus）引起的一种禽类烈性传染病，鸡、

鸭、鹅等家禽及野鸟、水禽等均可被感染[1，2]。世

界上许多国家或地区曾暴发过禽流感，致使大批家

禽死亡，给养禽业造成巨大经济损失[3]。在自然状

态下，流感病毒可以感染人、猪、马和禽类（鸡、

火鸡、鸭）等多种动物[4]。但不同亚型的流感病毒

对宿主往往具有种间特异性[5，6]。但是，由于流感

病毒的高变异性，已使禽流感病毒突破种间屏障，

获得了对哺乳动物的感染力和高致病性。我国自

2003 年起先后从发病虎和狮等病料中分离出 15 株

H5N1 亚型高致病性禽流感病毒[7]。事实表明，禽

流感病毒不仅可以感染多种哺乳动物，而且已经能

够直接感染人类。1997 年香港暴发的 H5N1 亚型禽
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流感造成 18 人感染，6 人死亡，成为首次发生的禽

流感病毒直接感染人的事件[8]。2004 年至今在东南

亚一带暴发了 H5N1 亚型禽流感，截止到 2006 年 1
月 5 日已经有 144 人感染，76 人死亡。这些严峻的

事实在告诉人们，禽流感病毒感染人并且在人群中

流行随时可能发生，急需贮备相应的疫苗和救治药

物[9，10]，及早做好应对准备。 
本研究选用本室分离的虎源 H5N1 亚型禽流感

病毒A/Tiger/Harbin/01/2002（HAB/01株）对BALB/c
小鼠进行人工感染试验，以期建立哺乳动物流感病

毒感染小鼠模型，为探索哺乳动物禽流感病毒的病

原特性、致病机理、药物筛选及其疫苗评价提供研

究平台。同时，为进一步防控禽流感在人间的暴发

流行提供必要的实验参考。 

1  材料与方法 
1.1  实验材料 

虎源 A/Tiger/Harbin/01/2002 株（简称 HAB/01）
H5N1 亚型禽流感病毒为本实验室分离鉴定，其 HA
效价为 1﹕64；TCID50 为 10-7.38 /0.05mL；EID50 为

10-8/0.2mL。SPF 级雄性 BALB/c 小鼠，4~6 周龄（体

重 18~20g），由长春生物制品研究所提供（许可证号：

SCXK-2005-0001）。犬肾 MDCK 传代细胞系引自中

国兽药监察所，按常规方法传代培养。0.01M pH 7.2 
PBS 配制成 0.5%的鸡红细胞悬液，4℃保存。RVC-
Ⅱ型独立送风隔离笼具购自苏州市冯氏实验动物设

备有限公司；SP 免疫组化试剂盒购自武汉博士得公

司；经典 RNA 提取试剂盒购自上海生物工程公司；

AMV反转录酶及RNA酶抑制剂购自Promega公司；

Taq plus DNA 聚合酶及 dNTP 购自 TaKaRa 公司。 
1.2  小鼠的感染性 

实验在本所的 BSL-3 实验室中进行。将 100 只

4~6周龄雄性BALB/c小鼠随机分为 1个对照组和 9
个实验组。每组 10 只，分 2 笼，每笼 5 只。标记

后分别称重。病毒液用 MEM 液 10×连续稀释，标

记为 10-1、10-2、……、10-9。将小鼠乙醚吸入麻醉

后，通过滴鼻途径接种小鼠，每只小鼠的接种剂量

为 50µL，对照组小鼠经鼻腔滴入等量的生理盐水。

独立送风隔离笼具中正常饲养。实验的观察期为

14d。实验重复 3 次，按 Reed -Muench 方法计算该

病毒对小鼠的 MLD50
[2]。 

1.3  临床观察和取样 
每日观察记录小鼠的活动状态及临床表现、称

量体重。小鼠死亡后立即无菌采集各脏器，置-20
℃保存备用。称量每只死亡小鼠的体重及肺脏湿

重，计算其肺指数（肺脏湿重/小鼠体重）。 
1.4  光镜和电镜观察 

无菌取濒死小鼠的肺、脑等脏器，一部分用甲

醛固定、石蜡包埋、常规 HE 染色，光镜下观察其

病理变化；另一部分用 2.5%戊二醛固定，制备成超

薄切片，透射电镜下进行超微结构观察。将肺脏加

2%MEM 液研磨，悬液 5000r/min 离心 30min，取

上清，透射电镜下进行磷钨酸负染观察。 
1.5  免疫组化试验 

多聚甲醛固定濒死小鼠脏器，采用 SP 免疫组化

试剂盒，按说明书操作。用本室制备的鼠抗 H5N1 亚

型流感病毒单克隆抗体为一抗，生物素标记的山羊抗

鼠 IgG 为二抗进行免疫组织化学染色，切片中出现棕

色或棕黄色颗粒为阳性反应，无此反应则为阴性反应。 
1.6  死亡小鼠脏器病毒滴度的测定 

用 MEM 液按 1︰10（M/V）将死亡小鼠脏器研

磨成乳剂，5000r/min 离心 10min，上清液加双抗（青

霉素、链霉素各 1000IU/mL）4℃过夜，7000r/min
离心 20min，取上清，—70℃保存。各脏器上清液

10×连续稀释至 10-10，接种于单层培养 MDCK 细胞

的 96 孔细胞培养板上，每个稀释度接种 4 个重复孔，

CO2 培养箱中 37℃静止培养，观察记录各孔细胞病

变（CPE）情况，连续观察 5~7d。按照 Reed-Muench
方法计算感染小鼠脏器病毒的 TCID50。 
1.7  PCR 检测 

根据GenBank中公布的H5N1亚型禽流感病毒

核蛋白基因的保守序列设计一对引物： 
P1：AGTCCTGCTTGCCTGCTT； 
P2：AGAGCGACCATTATGGCG， 
扩增片段的大小为 464bp。常规方法提取 RNA，

并进行反转录。将反转录产物 1.5 μL，加至 25 μL 
PCR 反应体系中，瞬时离心后置 PCR 仪进行扩增。

扩增条件：30~35 循环，95℃180s 预变性，95℃30s
变性，56℃30s 退火，72℃50s 延伸，72℃延伸 10min。
取阳性标准品及 PCR产物各 10μL在 2.5%的琼脂糖

凝胶上电泳约 20min，观察电泳条带大小并照相。 
1.8  HI 试验 

对耐过存活小鼠于接毒后第 18d 摘眼球采血，

制备血清，4℃存放。按常规 HI 试验方法测定各存

活小鼠 H5N1 亚型禽流感病毒 HI 抗体效价。 
1.9  数据统计方法 

小鼠的体重变化用体重百分比表示，即以小鼠

当天体重减去其前 1d 体重的差值作分子，以其前 1d
的体重作分母，记录为平均体重变化百分比±标准

差（SEs），数值采用每组的平均数。小鼠的平均存
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活天数（MSD）按照公式：MSD=Σ[f（d-1）]/n 计

算，其中 d 为天数，f 为第 d 天幸存的小鼠数目（第

14d 的数目也被计算在内），n 为每组的小鼠数目。 

2  结果 

2.1  HAB/01 株对小鼠感染性的测定结果 
人工感染后第 3d，10-1~10-7 组小鼠体重就开始

下降，如体重下降持续 3～4d 不能回转的小鼠最终

死亡；如小鼠体重在下降后 2～4d 后开始恢复，则

最终耐过。病毒感染小鼠的潜伏期为 3～4d，病程

为 4～7d。通常小鼠在感染后第 6d 开始死亡，平均

存活天数依接种病毒的浓度由 7d 到 14d。对照小鼠

正常。依据 3 次测得的结果，得出该病毒对小鼠的

半数致死量 MLD50为 10-7.1/0.05mL（表 1）。 
 

表 1  小鼠 HAB/01 流感病毒感染结果 
Table.1  Infected result of mice infected HAB/01 virus 

Weigh （%） Virus Dose 
 

Death/total 
 

Mortality（%）

3rd day       6th day       9th day      12th day   
Survival days 
（MSD±SD）

10-1～10-5 150/150 100 -4.92±0.5 -20.3±0.3 — — 7.0±0.2 
10-6 27/30 90 -3.7±0.7 -18.6±0.6 -13.6±0.2  -8.3±0.1  7.9±0.4 
10-7 12/30 40  -1.2±0.7 -14.3±0.5  -7.6±0.3 -5.3±0.2  10.5±0.3 
10-8 6/30 20  2.0±0.4 -0.7±0.8  1.5±0.3   7.5±0.6 12.3±0.2 

A/Tiger/H
Harbin/ 
01/2002 

10-9 0/30 0  3.5±0.7  4±0.3   19±0.8 30±0.1 14 
 Negative control 0/30 0  3.6±0.6 4.1±0.4  19.6±0.6 30±0.6 14 

Note：“- -”all death today；“MSN”the days of average survival. 

 

2.2  临床症状 
感染小鼠早期表现出精神沉郁、反应迟钝、食

欲减退、消瘦、眼半闭、眼周围有分泌物；后期出

现呼吸急促、咳嗽、被毛逆立、弓背等临床症状。

部分小白鼠出现后肢或前肢麻痹、盲目转圈、翻滚

等神经症状。濒死小鼠尾多不同程度的呈紫黑色。 
2.3  肺脏湿重和肺指数变化 

感染小鼠平均肺重为 0.3±0.02g~0.6±0.01g；
同一攻毒剂量组死亡小鼠的平均肺指数为 0.01±
0.002g~0.04±0.005。死亡小鼠的肺脏湿重增加明

显，和对照比差异极显著（P＜0.01）。死亡小鼠的

肺指数也相应增高，和对照比差异显著（P＜0.05）。 
2.4  感染小鼠病理变化和电镜观察结果 

剖检可见感染小鼠肺脏有明显充血和水肿，肺

体积变大，肺组织表面有局部轻度实变，呈斑点状

充血。有神经症状的小白鼠死亡后可见脑膜出血、

脑软化等病变。肝脏偶有肿大，其它脏器未见明显

异常。肺部病理组织学光镜观察，可见感染早期肺

上皮细胞破坏，后期有肺炎和间质性炎症。血管周

围炎性细胞浸润；支气管内充血，部分管壁细胞坏

死、脱落；肺泡腔内有大量巨噬细胞浸润和少量蛋

白样浆液渗出（图 1）。电镜超微结构观察，在小鼠

肺泡扁平上皮细胞表面和肺泡腔中可见到短杆型

和圆型的流感病毒样粒子，有个别病毒尚未从肺泡

上皮细胞上分离下来（图 2）。肺悬液上清液及其感

染细胞培养物中可见到典型的流感病毒样颗粒。病

毒颗粒直径 80-120nm，呈圆形、椭圆形或长杆形，

囊膜表面有纤突（图 3）。 

 
图 1  小鼠肺脏 HE 病理组织切片 

Fig.1  HE pathological section of mice 
A: Normal mice lung; B:Infected mice lung 

 

 
图 2  感染小鼠肺脏标本的超微结构观察 
Fig.2  The ultramicrostructure of the lung 

 

 
图 3  鼠肺悬液的电镜负染结果 

Fig.3  EM of various in infected lungs 
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2.5  感染小鼠脏器免疫组化试验结果 
对鼠肺标本的免疫组织化学试验，结果在支气

管上皮细胞和少数肺泡巨噬细胞的胞浆中见到该

病毒的抗原阳性染色颗粒（图 4 箭头所示） 

 
图 4  小鼠肺脏 SP 免疫组化检测 

Fig.4  Immunohistochemistry SP of Mice lung 
A: Normal mice lung. B: Infected mice lung 

 
2.6  感染小鼠脏器病毒滴度的测定 

用 Reed-Muench 法计算死亡小鼠不同脏器内病

毒含量（TCID50/0.05mL），结果肺脏的平均病毒滴度

最高，脑的病毒滴度次之，其次是肝脏和肾脏（表 2）。 
 

表 2  感染小鼠脏器的 TCID50结果 
Table 2  TCID50 of organs infected mice 

Organs Lung Brain Liver Kidney 
TCID50 10-4.5 10-1.67 10-1.5 10-1.33 

 
2.7  感染小鼠脏器的 PCR 检测结果 

随机抽取死亡小白鼠的各脏器样品进行流感

病毒 RT-PCR 扩增，结果在肺、肝、肾、脑组织与

感染细胞培养物中均扩增到与理论值 464bp 相符的

核酸条带（图 5），但各脏器流感病毒 RT-PCR 检测

的阳性率不尽相同，由高到低依次为肺、脑、肝、

肾（表 3）。 
 

表 3  死亡小鼠 PCR 检测统计结果 
Table 3  The statistics result of  PCR detection 
Organs Sum Positives Positive rate (%) 
Lung 39 33 84.62 
Brain 26 18 69.23 
Liver 26 15 57.69 

Kidney 20 8 40 
 

 
图 5  死亡小白鼠各脏器 RT-PCR 扩增结果 
Fig.5  Results of RT-PCR on organs of mice 

M, Marker DL2000; 1,HAB/01 Positive control; 2,Liver; 3,Kidney; 4,Lung; 
5,Brain. 

2.8  HI 抗体检测结果 
3 次重复实验共存活小鼠 41 只，其血清 H5N1

亚型流感病毒 HI 抗体效价为 1﹕2～1﹕8。其中 10-6

组存活 4 只小鼠的 HI 抗体效价：2 只为 1﹕2，2 只

为 1﹕4；10-7 组存活 14 只小鼠的 HI 抗体效价：5
只为 1﹕2，9 只为 1﹕4；10-8 组存活 23 只小鼠的

HI 抗体效价：9 只为 1﹕2，11 只为 1﹕4，3 只为

1﹕8；对照组抗体效价为阴性。 

3  讨论 

利用小鼠模型能够进行流感病毒感染、免疫和

抗流感病毒药物作用等方面的研究[11~13]。国外已经

有人禽流感病毒感染小鼠模型研究的报道[14，15]。由

于小鼠和人的亲缘关系较近，遗传学背景清楚，具

价廉、实验周期短、易于饲养和操作等优点，许多

疾病可以此为动物模型进行相关研究。 
实验结果显示，HAB/01 株虎源 H5N1 亚型禽流

感病毒可以感染 BALB/c 小鼠，并且对小鼠表现出高

感染率和致死率。攻毒小鼠脑、肝、肺和肾等病料中

均分离到该病毒，脏器悬液上清接种 MDCK 细胞后，

致细胞病变的速度和程度以肺悬液上清出现的最快、

最严重，其次依次是脑、肝和肾，其他脏器上清液未

见明显致细胞病变作用。说明该病毒能够侵染小鼠的

肺、脑、肝、肾等多种器官并造成神经系统感染，这

与目前感染人的流感病毒毒株具有共同的特性[11，12]。

相关研究已经证实，从 1997 年分离的香港感染人流

感病毒到 2005 年分离的越南感染人流感病毒已经发

生了变异，对人的毒力在逐渐增强，主要表现为病毒

在组织器官间传播和在脑内复制能力的增强[16]。本

研究中，接种病毒小鼠脑中发现有流感病毒且临床出

现神经症状，可能与病毒引起神经系统感染有关。 
小鼠的临床症状出现的早晚和严重程度与接毒

量有关，接毒量大的实验鼠体重下降快，症状出现早，

存活时间短，死亡快，且死亡率高；随接毒量减少症

状出现渐晚，存活时间延长，死亡减缓，且死亡率下

降。因此，有理由推断，即使 H5N1 亚型禽流感在人

间大流行，因个体差异和接触病毒量的差别，其致病

性也会有所差异。数据统计发现，小鼠的体重变化和

小鼠的预后相关。发病的小鼠呈体重降低趋势，高剂

量攻毒小鼠在感染后第 3d 即出现体重下降，多数呈

直线下降趋势，体重下降通常维持 3～4d，最终死亡。

通常小鼠在感染后第 6d 开始死亡；耐过小鼠体重在

下降后 2～4d 开始恢复。因此，体重下降可以作为该

流感病毒感染的一个重要临床指标。 
正常小鼠肺湿重 0.1±0.03g～0.2±0.01g，死亡小
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鼠的肺脏湿重随病程的延长而明显增加，与对照相比，

二者差异极显著（P＜0.01）；同时，死亡小鼠的肺指

数也相应增高，与对照比差异显著（P＜0.05）。但攻

毒剂量的大小和肺指数高低无明显的相关性。肺湿重

及肺指数的增高表明发病小鼠的肺部发生了相应的炎

性反应，肺部充血、水肿，体积增大，且随病程的延

长，炎性反应加强。本室利用此小鼠感染模型开展了

肺炎致病机理的研究，并得到有价值的结果[17]。 
通常只有当小鼠体内的 HI 抗体效价大于 1：40

时才能够保护小鼠抵抗致死性感染[17]。实验结果发

现，有些耐过小鼠没有产生 HI 抗体或 HI 抗体效价

很低，这与 Yen HL 等的文献报道相一致，该研究者

用 2005 年分离的 AIV 越南病毒株感染小鼠，感染

后存活 8 只小鼠中有 4 只没有检测到 HI 抗体[18]。

Lu 等用 AIV 作疫苗免疫小鼠，产生的 HI 抗体效价

很低，不能提供对小鼠的保护，但加入明矾佐剂后，

HI 效价则明显提高了[12]。本研究发现存活小鼠血清

抗体效价的高低与接毒浓度无明显的相关性，提示

小鼠体内可能存在某些其它因子对流感病毒抗体

的产生在起作用。 
毒种的纯净度、病毒毒力是本实验的关键，毒

种应利用 SPF 鸡胚繁殖，无菌，HA 效价应在 1: 64
以上。此外，小鼠的品系、基础体重、性别、麻醉

与否及攻毒途径、接种剂量等对实验的准确程度均

有影响。因此，应保证实验动物数量，同时设立对

照组，尽量避免实验误差。 
BALB/c 小鼠对该虎源 H5N1 亚型禽流感病毒

呈现出规律的与人类感染流感病毒相似的以肺炎

为主的临床症状、典型的病理变化和高致死率。为

此，BALB/c 小鼠可以作为哺乳动物 H5N1 亚型禽

流感病毒相关研究的良好模型动物。 
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