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摘要:建立新甲型 H 1N1 流感病毒小鼠致死模型, 为研究致病性、宿主适应性以及疫苗保护性提供动物模型,并寻

找病毒在适应宿主过程中影响毒力和适应性的关键位点。将新甲型 H 1N1 流感病毒 A/四川/ SWL1/ 2009 H 1N1

在小鼠中连续传 15 代,各代次毒株均在 MDCK 细胞上增殖后进行测序, 根据序列分析结果选择 6 个传代毒株感染

小鼠,连续监测 14 d 体重和死亡情况; 并对第 14 代和 15 代病毒在噬斑实验纯化后克隆和测序分析。原代病毒不

致死 BABL / C 小鼠,经动物体内连续传代适应宿主动物后, 其毒力增强, 具体表现为所选的 6 个传代毒株中第 7、

11、15 代毒株可以 100%致死试验小鼠;分析这 6个传代毒株的全基因组表明这些毒株的部分氨基酸位点发生突

变。新甲型 H1N1流感病毒经小鼠体内连续传代后,建立了小鼠致死模型, 病毒毒力增强可能与某些氨基酸位点

的改变有关。
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� � 2009年 4 月暴发于墨西哥的新甲型 H1N1 流

感病毒通过有效的人传人方式迅速波及至世界二百

多个国家和地区, WHO 也于 2009年 6月将流感大

流行的警戒水平提升到六级[ 1] ,宣布流感大流行开

始; 2010年 8月 10日,世界卫生组织宣布流感大流

行结束。总体来说本次流感大流行是一次比较温和

的流行过程。造成此次流感大流行的病毒为四源重

组的流感病毒, 其中 PB2和 PA 基因来源于禽流感

病毒, PB1基因来源于人流感病毒, HA、NP 和 NS

基因来源于古典猪流感病毒, NA 和 M 基因则来源

于欧亚系猪流感病毒,由于它是一种新的重配病毒,

人群普遍缺乏相应的免疫力, 因此该病毒能够在人

群中有效地迅速传播
[ 2]
,从而导致流感病毒大流行。

但是目前为止人们仍然不知道该病毒是在何种宿主

中如何产生的, 也不清楚在人群传播之前已经在别

的宿主中的流行情况, 研究该新型流感病毒的跨种

传播机制将对我们了解病毒的起源具有重要的参考

意义。

为建立新甲型 H1N1 流感病毒的小鼠致死模

型,从而为研究病毒的跨种传播机制提供线索, 也为

研究流感疫苗和抗流感病毒药物提供合适的小鼠模

型,我们用中国内地首例新甲型 H1N1流感病毒分

离株在小鼠上进行肺传肺的传代后得到了可以

100%致小鼠死亡的小鼠致死株,建立了小鼠致死模

型,同时对部分代次的传代毒株进行噬斑纯化和全

基因组序列分析, 寻找与小鼠致死性相关的可能原

因。

材料与方法

1 � 实验动物 � SPF 级 6~ 8 周龄雌性 BABL/ C 小

鼠,体重均在 16~ 18g,购自北京维通利华实验动物

技术有限公司。

2 � 病毒和细胞 � 本研究中所用的病毒为新甲型

H1N1流感病毒 A/四川/ SWL1/ 2009 H1N1(简称

SC/ 1) , 分离自中国内地首例新甲型 H1N 1流感病

例,由中国疾病预防控制中心病毒病预防控制所国

家流感中心(下文简称为�国家流感中心 )分离保

存。狗肾上皮细胞( M adin�Darby Canine Kidney,

MDCK)由国家流感中心保存,并在 DMEM 培养基

( Dulbecco's Modified Eag le's M edium, DMEM )中

培养。

3 � 病毒血凝滴度及 TCID50的测定 � 新甲型 H1N1

流感病毒 A/四川/ SWL1/ 2009 H 1N1 的血凝滴度



为 128, 病毒 T CID 50为 10�6� 95 / mL, 均使用 1%火鸡

红细胞悬液进行检测, 具体实验方法见参考文

献[ 3]。

4 � 病毒在小鼠中的连续传代 � 3 只 6~ 8周雌性

BABL/ C小鼠用异氟烷轻度麻醉并用 SC/ 1流感病

毒原液按每只 25�l滴鼻感染。感染后第 3d处死小

鼠,取全肺。每个全肺样本用无菌眼科手术剪剪碎,

分别加入 1m l冷的无菌 PBS 溶液后匀浆, 4 ! 条件

下 2 000r/ min 离心 5min后吸取上清液, 合并来自

三份样本的上清液, 并将合并的上清液标记为 SC/

1�MA P1( SC/ 1�mouse adapted, Passage 1) , 取等份

量的该上清液以同样的方法感染下一代的 3 只小

鼠,该上清液的其余部分经分装后在�80 ! 冰箱保
存。如此操作连续进行 15次。将收获的每代肺组

织匀浆在 MDCK 细胞上扩增 1 代, 分装后�80 ! 冰

箱保存。测定各个 SC/ 1�MA P1�P15 共 15 代的

TCID50值。

5 � 病毒 RNA的提取、纯化及测序与分析 � 采用德

国 Qiagen公司 RNeasy M ini Kit 从全部病毒提取

的病毒 RNA 通过 PCR 使用大连宝生物公司合成

的每个片段特异性引物扩增, 并且扩增产物用德国

Qiagen 公司 QIAquick PCR purificat ion kit纯化并

且使用 ABI 公司 3730x l测序仪由国家流感中心完

成测序。使用 DNA Star 软件包的 SeqM an 软件拼

接和整理测序结果, 随后利用 BioEdit 软件开展核

苷酸序列和氨基酸序列比对。

6 � 小鼠致死性实验 � 根据序列分析结果选择 SC/

1、SC/ 1�MA P3、P7、P11和 P15五株病毒并用冷的

无菌 PBS 稀释到 10
5
T CID50 / 25�L。6~ 8 周雌性

BABL/ C 小鼠用异氟烷轻度麻醉后, 以每株病毒滴

鼻感染各 4只,并设立 PBS 对照组。监测小鼠的感

染前及感染后第 1d至 14 d的体重,当小鼠体重低

于感染前体重的 30%时处死小鼠, 或当小鼠死亡,

记做死亡。

7 � SC/ 1�MA P14 代及 P15 病毒的纯化 � 将 SC/ 1�
MA P14和 P15代病毒利用噬斑实验进行纯化, 具

体的实验方法见参考文献[ 3] 。

结 � � 果

1 � 序列分析结果

分析 SC/ 1、SC/ 1�MA P1至 P15 共 16株毒株

的全基因组序列表明,与原代毒株相比, 除 NP、NS

和 M 基因外,其余五个基因编码的蛋白均存在氨基

酸位点的改变, 其中 SC/ 1�MA P3 发生 PB2�
E188K、PB1�A566S、PA�I79V、HA�N129S、HA�
R223Q 氨基酸突变; SC/ 1�MA P7、P11和 P15都出

现 HA�K163E、HA�D222G、HA�R223Q、NA�Y56C
氨基酸突变。此外, SC/ 1�MA P15 还出现 HA�
G155E 的氨基酸突变。其余毒株的氨基酸位点改

变的具体情况见表 1(注: HA 氨基酸编码是以 H1

为标准,即从 M 开始去掉 17 氨基酸的信号肽后编

码)。

表 1� 氨基酸突变位点

Table 1 � Amino Acid Subst itut ions Identified in Mouse�adapted H1N1 Influenza V irus

Mutation pattern o f pademic H1N1 v irus after mice lung passage
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� � SC/ 1�MA P14, P15两株病毒经噬斑实验纯化

1次后的克隆全基因组分析发现, 与原代毒株相比,

SC/ 1�MA P15�5( P15的第 5号克隆, 以下类同)和

P15�6发生 PB2�D161 N 的突变; SC/ 1�MA P14�4
和 P14�5发生 PB2�H357N 的突变; P15�2发生 PA�
T32 N 的突变; P14� 1, 2, 3, 4, 5 以及 P15�1, 2, 3, 4
发生 PA�A36T 的突变; P15�6 发生 PA�I38M 的突
变; P14的 6个克隆和 P15的 6个克隆均出现 HA�
G155E、HA�K163E、HA�D222G、HA�R223Q 的突

变; P14�1, 3, 4, 5, 6和 P15�1, 2, 3, 4 发生 NA�Y56C
的突变;此外, P14�2、P15�6和 7的 NA 片段分别出

现 31 个和 32个核苷酸缺失。P14�4、P15�1、P15�6
发生 M�T167I 的突变。各个克隆具体的突变位点
见表2(注: HA 氨基酸编码是以H 1为标准,即从M

开始去掉 17 氨基酸的信号肽后编码。SC/ 1�MA

P14病毒纯化后的 6个克隆依次记做 P14�1, P14�2,
#P14�6; SC/ 1�MA P15病毒纯化后的 6 个克隆依

次记做 P15�1, P15�2, #P15�6)。
表 2 � 纯化的 SC/ 1�MA P14 和 P15 病毒的氨基酸突变位点

Table 2 � Amino Acid Substitutions Identified in Purified V irus Mutation pattern o f pandemic H1N1 virus after

mice lung passage

2 � 小鼠生存曲线
PBS组和 SC/ 1组的 4只小鼠在感染后 14 d内

未出现死亡, SC/ 1�MA P3 组的 4只小鼠在感染后

14 d内死亡 3只; SC/ 1�MA P7, P11, P15组的 4只

小鼠均在感染后的 10 d 内 100%死亡,各组小鼠具

体的死亡情况见图 1。

图 1� 小鼠生存曲线

Figure 1 � Mice sur vival rate cur ve

讨 � � 论

季节型流感病毒不能直接感染老鼠, 但是毒株

在小鼠中经肺传肺的传代过程后毒力和致病性增

强,从而成为鼠肺适应株甚至致死株,而一些高致病

性的 H5和 H7亚型禽流感病毒可以不经过适应而

直接对小鼠致病, 因此它常被做为流感病毒致病性

研究的哺乳动物模型
[ 4�5]
。新甲型 H1N1 流感病毒

可以不经适应直接感染小鼠,但不会使老鼠死亡,通

过将人甲型流感病毒在小鼠中连续的肺传代方式可

以筛选出一个高毒力株, 这种方法也常常被用来筛

选或者验证一些可能与毒力相关的突变位点 [ 6]。

目前认为甲型流感病毒的跨种传播主要与血凝

素蛋白和聚合酶有关, 其中 HA 与宿主细胞特异性

受体结合,进而介导病毒与宿主细胞之间的膜融合,

聚合酶直接参与病毒在宿主细胞内的复制。已有的

研究表明, HA 蛋白的受体结合域中的一些氨基酸
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残基相对保守, 其中 98, 131~ 134, 136~ 138, 53~

155 , 183~ 190, 194~ 195, 218~ 220, 224 和 226~

228位的氨基端残基被认为是构成受体结合域的关

键氨基酸残基(依不同亚型位置略有不同)。因此这

些位点的突变都可能影响到病毒受体结合特异性,

进而影响病毒毒力
[ 7]
。

本研究中建立的致死模型发现 HA蛋白中部分

氨基酸位点的突变, G155E、D222G、R223Q 等突

变, 可能与病毒毒力相关。Bin Zhou
[ 8]
等人证明

HA�G155E的突变是新甲型流感病毒以及 H5亚型

禽流感对小鼠致病力的一个决定因子; L iu Y [ 9]等人

证实 HA�D222G的突变是决定新甲型 H1N1 毒力

的关键, HA 蛋白 222位的天冬氨酸残基在人 H1N1

流感病毒中常见, 222位的甘氨酸残基则更多的出现

在禽流感病毒中。这两个位点的突变株的出现可能

会造成目前流行的新甲型 H 1N1流感病毒毒力增强

引起更多的重症或死亡病例, 因此需加强对这两个

突变位点的监测。

此外,研究发现 PB2�E627K的突变能使拥有禽
源性 PB2的流感病毒在人呼吸道上皮细胞很好的复

制,新甲型 H1N1流感病毒的 627 位点为禽源的 E

(谷氨酸) ,但是它却能在人群中很好的传播复制,因

此就有人提出假设, 即 PB2基因可能在进化选择压

力下,在另一个氨基酸位点发生突变从而代偿 627

位点谷氨酸到赖氨酸突变的作用。随后 Yamada

S[ 10�11] 等人研究发现 PB2�Q590R 的突变可以代偿

PB2�E627K突变的作用并明显的增强 2009新甲型

H1N1流感病毒在人群中的适应性。本研究中所有

代次毒株的 PB2蛋白均在 627位点为 E(谷氨酸)和

590位点为 R(精氨酸) ,与 2009新甲型 H1N1 的一

致,即,这可能也保证了所有毒株能较好的适应小鼠

并在其体内有效复制。其次, 相对于表面蛋白 HA

来说, 在本次实验的毒株中病毒聚合酶上的变异相

对较少, SC/ 1�MA P3毒株 PB2�E188K、PB1�A566S

和 PA�I79V 的突变对病毒聚合酶活性及病毒的复
制究竟有没有影响、有多大影响还需要进一步的实

验验证。另外, 根据小鼠致死性实验的结果 SC/ 1�
MA P14�5和 P14�6的 PB2�H357N 的突变及 SC/ 1�
MA P14�1、2、3、4、5 和 SC/ 1�MA P15�1、4 PA�
A36T 的突变, 可能对于病毒聚合酶活性的影响更

大。因为 PB2蛋白 357 位残基位于 PB2 蛋白的帽

结合区,可能会直接影响到病毒帽结合活性, 进而影

响病毒翻译的效率。而 PA 蛋白 36位A(丙氨酸)到

T(苏氨酸)的突变,使该位点由疏水性的氨基酸突变

成亲水性的氨基酸, 而且这一位点位于 PA 蛋白的

核酸内切酶功能区, 氨基酸极性的改变可能会直接

影响病毒核酸内切酶的活性。

纯化后的 3个克隆( P14�2、P15�6和 P15�7)分别
在NA 的 135�166位核苷酸和 135~ 167位核苷酸发

生了三十多位的缺失,缺失的核苷酸位于 NA 的茎

部,可能会影响到病毒在小鼠中的毒力
[ 12]
。

综上所述, 本研究建立的新甲型 H 1N1流感病

毒小鼠致死模型为病毒致病性研究及疫苗保护性研

究提供了一个良好的模型,而且通过序列分析得到

的一些氨基酸位点的改变可能会影响到病毒的复制

和毒力,这些突变位点的功能还需要通过进一步的

体内体外实验来验证, 从而更好的研究甲型流感病

毒的致病性, 为流感病毒的监测工作提供更多的启

示。
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Establishment of a Mouse�Lethal Model for Pandemic H1N1 Influenza Virus

ZHU Yun, LIU Li�qi, ZH OU Jian�fang , ZHU Wen�fei, QIN Kun, YU Zai�jiang,
WANG Da�yan, ZHAO Xiang , LI Xi�Yan, LAN Yu, SHU Yue�lo ng

( K ey L aborator y f or Mole cular Vi rolog y and Geneti c Eng ine ering , Na tional I nsti tu te f or Vir al Di sease Cont rol and

P rev ention, China CDC, Be ij ing 100052, China)

Abstract: To establish the mouse�lethal model for pandemic H1N 1 inf luenza virus, pro vide an animal model

fo r study ing the pathogenicity and host adaptat ion of 2009 pandemic H1N1 inf luenza virus, and f ind out

the key am ino acid mutat ions w hich may af fect viral v ir ulence and replicat ion. A pandem ic H1N1 inf luenza

virus st rain, A/ Sichuan/ SWL1/ 2009 ( H1N1, SC/ 1) w as passaged in mouse lung by 15 cycles w ith in�
t ranasal infection. The passaged viruses w ere all propagated in MDCK cells and sequenced. Based on the

sequencing results, fo ur mice in each g roup w ere inoculated w ith 6 selected viruses and their w eight and

survival rate w ere monitored dur ing the follow ing 14 days af ter infect ion. Addit ionally, SC/ 1�MA P14 and

P15 viruses w ere sequenced after pur if icat ion by Plague A ssay . Viral virulence w as incr eased af ter serial

passages and the mo rtality of 100% was detected af ter 7 passages. Sever al am ino acid residue mutat ions of

passaged viruses w hich may contribute to the enhanced virulence w er e observ ed. The increased virulence of

passaged viruses and mammalian ho st adaptat ion maybe associated w ith am ino acid mutations in viral func�
t ional proteins. F inally, w e established a mouse�lethal model.
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