
基金项目：国家自然科学基金面上项目（编号：８１４７３５２０）
作者简介：张淑静（１９８４０９—），女，硕士，实验师，研究方向：中西医结合基础，Ｅｍａｉｌ：ｊｉｎｇｓｈｕｚｈａｎｇ＠１２６ｃｏｍ
通信作者：吴莹（１９８００１—），女，博士，副教授，研究方向：中医药防治病毒性疾病的作用及机制，Ｅｍａｉｌ：ａｑｉｗｕｙｉｎｇ＠ｈｏｔｍａｉｌｃｏｍ

实验研究

小鼠流感病毒性肺炎模型中肠道的病变及在

中医理论研究中的应用

张淑静　吴　莹　齐晓宇　葛东宇　李根茂　玄子男　王　谦　王旭丹　李姝玉
（北京中医药大学基础医学院，北京，１０００２９）

摘要　目的：建立小鼠流感性肺炎模型，明确呼吸道流感病毒感染过程中是否存在特异性的肠道病理损伤，并探讨了其在
“肺与大肠相表里”研究中的应用。方法：ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４８只随机分为正常组、病毒组。病毒组给予５０μＬ、５０ＬＤ５０病毒液
滴鼻建立流感病毒感染的小鼠肺炎模型，感染后第３、５、６天分别取材，ＨＥ染色检测肺脏、大肠、小肠、心脏、肝脏、肾脏组
织病理结果，血生化检测血清谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和尿素氮（ＢＵＮ）水平。结果：流感病毒感染后，病毒
组小鼠肺组织出现明显的炎性病变外，随时间延长肺组织充血水肿出血加重；小肠黏膜腺体排列紊乱，绒毛粗大、部分脱

落，黏膜固有层炎性细胞浸润；大肠黏膜固有层、肌层大量炎性细胞浸润，腺体结构消失、脱落；而心脏、肝脏、肾脏无明显

病理改变；病毒组小鼠血清ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＢＵＮ较正常组相比，差异无统计学意义。结论：小鼠流感病毒性肺炎模型中存在小
肠、大肠特异性免疫病理损伤，是研究中医“肺与大肠相表里”理论及相关临床治法的理想模型。
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　　流感是由流感病毒感染引起的急性呼吸道传染
病。临床上，流感最常见的症状包括发热、咳嗽、头

痛、乏力，并常伴有胃肠炎样症状，如腹泻、上腹疼

痛、恶心、呕吐［１４］。２０１４年，Ｗａｎｇ等在小鼠流感病
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毒性肺炎模型中发现：呼吸道流感病毒感染会引起

小肠免疫损伤，对肝脏和肾脏却没有影响；并揭示了

流感病毒感染诱发胃肠炎的机制，流感病毒感染诱

导的小肠免疫损伤并非流感病毒的直接感染导致

的，而是由肺源性 ＣＣＲ９＋，ＣＤ４＋Ｔ细胞向肠道组织
迁移，引起肠道菌群失调所致［５］。然而，Ｗａｎｇ等的
研究中小鼠的肠道病变主要在小肠，对于大肠仅描

述了感染小鼠结肠长度较正常小鼠明显缩短［５］。既

然肠道菌群失调是呼吸道流感病毒感染后诱发肠道

炎性损伤的关键，而肠道菌群主要寄生在大肠，那

么，呼吸道流感病毒感染是否会引起大肠的炎性病

变，需要进一步明确。

“肺与大肠相表里”是中医脏腑理论体系中的

重要内容，其源于《黄帝内经》，《灵枢·本输》篇曰

“肺合大肠，大肠者，传导之府”。目前常用的研究

“肺与大肠相表里”的实验动物模型为以便秘为主

要肠道表现的哮喘小鼠或溃疡性结肠炎小鼠模

型［６９］，然而，这些模型的肺肠病变是否具有特异性，

仍不清楚，并无相关报道。因此，本研究通过观察小

鼠流感病毒性肺炎模型中肺脏、小肠、大肠、心脏、肝

脏、肾脏的病变情况，进一步验证该模型中肠道的病

变是否具有特异性，为该模型在肺与大肠相表里理

论及相关临床治法研究中的应用奠定基础。

１　资料与方法
１１　一般资料
１１１　动物与病毒株　雄性 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠４８只，
体重１６～１８ｇ，购自北京维通利华实验动物中心，动
物合格证号ＳＣＸＫ（京）２００７０００１；病毒株：流感病毒
甲型鼠肺适应株 Ａ／ＦＭ／１／４７（Ｈ１Ｎ１），由中国预防
医学科学院病毒学研究所提供，常规鸡胚复苏传代，

ＳＰＦ种蛋购自北京维通利华实验动物中心。
１１２　药物与试剂　ＨＥ染色试剂盒购自北京益利
精细化学品有限公司，乙醇、二甲苯购自北京化工厂

（分析纯），石蜡（５４～５６℃）购自国药集团化学试剂
有限公司，Ｎａ２ＨＰＯ４、ＫＨ２ＰＯ４ 和 ＮａＣｌ（１ＸＰＢＳ溶
液），甲醛等购自国药集团化学试剂有限公司，鼠血

清ＡＬＴ、ＡＳＴ和ＢＵＮ水平检测试剂盒购自南京建成
生物工程研究所（货号分别为 Ｃ００９２、Ｃ００１０２和
Ｃ０１３２）。
１２　实验方法
１２１　分组与造模　将 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠随机分为正
常组、病毒组，每组２４只，腹腔注射５０μｇ／ｇ体重的
戊巴比妥钠麻醉小鼠，约１０～１５ｍｉｎ，待小鼠深度麻
醉后，抓取小鼠使其鼻孔朝上，并对病毒组小鼠以

５０μＬ、５０ＬＤ５０病毒液滴鼻感染，正常组小鼠用等量
无菌磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）滴鼻对照。滴鼻感染结束
后，让小鼠侧卧至自然苏醒。

１２２　流感病毒的扩增　将购买来的 ＳＰＦ种蛋气
室朝上，室温静置至少２４ｈ，在３７９℃，湿度４０％～
６０％，通风的孵化箱中孵化，每隔３～４ｈ保持气室
向上水平翻转一次，使其均匀受热孵化，每天检查鸡

胚的生长情况，及时发现并剔除死胚。使用前将病

毒接种于９日龄鸡胚，尿囊腔传代，常规培养，４８ｈ
收集新鲜无菌尿囊液，传代两次。做微量血凝试验

（ＨＡ）测病毒血凝效价，血凝滴度为１∶５１２，体内感
染小鼠，采用 ＲｅｅｄＭｕｅｎｃｈ法［１０］测定计算其对小鼠

的半数致死量（ＬＤ５０）为１０
－３８７７。

１２３　小鼠一般情况观察、体重检测　将随机分配
的正常组、病毒组小鼠，作标记，连续６ｄ记录小鼠
的体重，并记录小鼠的一般情况观察进行打分，打分

的具体方法为：０分，健康；１分，几乎不翘毛；２分，
翘毛，但仍然活泼；３分，翘毛并且不活泼；４分，翘毛
或不活泼；５分，死亡。
１２４　ＨＥ染色进行组织病理学分析　正常组和病
毒组小鼠于感染后３ｄ、５ｄ、６ｄ，小心快速摘取肺脏、
大肠、小肠、肝脏、心脏、肾脏等组织于１０％的福尔
马林中固定，流水中冲水过夜，梯度酒精中脱水，二

甲苯透明，石蜡包埋后，将组织切片厚为５～７μｍ，
ＨＥ染色后脱水透明，中性树胶封片后，显微镜下观
察结果并拍照。

１２５　生化检测　正常组和病毒组小鼠于感染后３
ｄ、５ｄ、６ｄ，摘眼球取血，室温静止３０ｍｉｎ，３０００ｒ／
ｍｉｎ离心，收集血清，于－８０℃冰箱保存。鼠血清中
谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）和血清尿素
氮（ＢＵＮ）水平检测按南京建成试剂盒说明书检测。
通过检测血清ＡＳＴ、ＡＬＴ、和ＢＵＮ的水平来反映小鼠
心脏、肝脏、肾脏的功能。

１３　统计学方法　各分组所得计量数据采用均数
±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，用 ＳＰＳＳ１６０软件处理数据，
２组间均数比较用 ｔ检验。检验水准 α＝００５，Ｐ＜
００５有统计学意义
２　结果
２１　小鼠流感病毒感染后一般情况及体重的观察
　　正常组小鼠健康，精神良好，行为敏捷，皮毛顺
滑光亮，呼吸正常；病毒组小鼠在感染后第２ｄ出现
食欲明显下降，呼吸加快、短促，以腹式呼吸为主，行

动迟缓无力、毛发杂乱、翘毛、体温下降，第３～４天
病情加重，喘促明显，蜷缩、怕冷、寒颤、皮毛无光泽，
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第６天开始出现死亡（图１）。正常组小鼠体重无明
显变化，病毒组小鼠体重逐渐下降（图２）。

图１　小鼠流感病毒滴鼻感染后一般情况的观察

图２　小鼠流感病毒滴鼻感染后体重的变化

图３ 小鼠流感病毒感染后肺脏的病理变化
（ＨＥ染色１０×２０）

　　注：Ａ，Ｂ，Ｃ为正常组肺脏３ｄ，５ｄ，６ｄ，Ｄ，Ｅ，Ｆ为病毒组
肺脏３ｄ，５ｄ，６ｄ。

图４ 小鼠流感病毒感染后小肠的病理变化
（ＨＥ染色１０×２０）

　　注：Ａ，Ｂ，Ｃ为正常组小肠３ｄ，５ｄ，６ｄ，Ｄ，Ｅ，Ｆ为病毒组
小肠３ｄ，５ｄ，６ｄ。

２２　小鼠流感病毒感染后肺脏、小肠、大肠的病理
变化　正常组小鼠肺泡大小较一致，肺泡壁菲薄，支
气管上皮完整，管腔内无分泌物。感染第３天，病毒
组小鼠肺组织出现小支气管炎，中性粒细胞浸润。

第５天病灶范围进一步扩大，肺泡壁大量炎性细胞
浸润，肺泡壁增宽，结构不清，出现水肿。第６天肺
组织病变进一步加重，几乎累及全肺，肺泡腔中炎性

渗出明显，出血水肿进一步加重，大量上皮脱落，肺

泡壁结构不清（图３）。病毒组小肠黏膜腺体排列紊
乱，绒毛粗大、部分脱落，黏膜固有层淋巴细胞大量

浸润（图４）；大肠黏膜固有层、肌层大量淋巴细胞浸
润，腺体结构消失、脱落（图５）。

图５ 小鼠流感病毒感染后大肠的病理变化
（ＨＥ染色１０×２０）

　　注：Ａ，Ｂ，Ｃ为正常组大肠３ｄ，５ｄ，６ｄ，Ｄ，Ｅ，Ｆ为病毒组
大肠３ｄ，５ｄ，６ｄ。

２３　小鼠流感病毒感染后心脏、肝脏和肾脏组织病
变的观察　ＨＥ染色结果显示，与正常组相比，病毒
组小鼠心脏、肝脏和肾脏组织正常，无明显病理改变

（图６、图７、图８）。
２４　小鼠流感病毒感染后心脏、肝脏和肾脏组织功
能检测　病毒组小鼠血清 ＡＳＴ、血清 ＡＬＴ和血清
ＢＵＮ检测结果与正常组相比，差异无统计学意义（Ｐ
＞００５），说明流感病毒感染小鼠心脏、肝脏和肾脏
功能无明显异常（图９、图１０、图１１）。

图６ 小鼠流感病毒感染后心脏的病理变化
（ＨＥ染色１０×２０）

　　注：Ａ，Ｂ，Ｃ为正常组心脏３ｄ，５ｄ，６ｄ，Ｄ，Ｅ，Ｆ为病毒组
心脏３ｄ，５ｄ，６ｄ。
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图７ 小鼠流感病毒感染后肝脏的病理变化
（ＨＥ染色１０×２０）

　　注：Ａ，Ｂ，Ｃ为正常组肝脏３ｄ，５ｄ，６ｄ，Ｄ，Ｅ，Ｆ为病毒组
肝脏３ｄ，５ｄ，６ｄ。

图８　小鼠流感病毒感染后肾脏的病理变化
（ＨＥ染色１０×２０）

　　注：Ａ，Ｂ，Ｃ为正常组肾脏３ｄ，５ｄ，６ｄ，Ｄ，Ｅ，Ｆ为病毒组
肾脏３ｄ，５ｄ，６ｄ。

３　讨论
腹泻、恶心是流感最常见的呼吸道外临床表现。

２０１４年，Ｗａｎｇ等在ＪＥｘｐＭｅｄ杂志上首次报道了呼
吸道流感病毒感染引起肠道免疫损伤的现象及机

制，从而引起学术界广泛的关注与兴趣。利用流感

性肺炎小鼠模型，Ｗａｎｇ等发现，流感病毒感染后，肺
源性ＣＣＲ９＋ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞在趋化因子 ＣＣＬ２５作
用下特异性地向肠道组织迁移。进入肠道的

ＣＣＲ９＋ＣＤ４＋Ｔ细胞产生 ＩＦＮγ，改变了肠道微生物
的组成（肠道菌群失调）。肠道微生物的改变明显

刺激了肠道上皮细胞中 ＩＬ１５的产生，促使了 Ｔｈ１７
细胞在小肠原位的极化，导致了肠道的免疫病理损

伤。Ｗａｎｇ等的研究解释了临床上流感感染后，除了
呼吸道症状外，出现最常见的肠外症状———胃肠炎

样症状（尤其是在儿童中），如上腹疼痛，恶心、呕

吐，腹泻等的机制。Ｗａｎｇ等提出，肠道菌群构成的
变化（菌群失调）介导了呼吸道流感病毒感染诱导

的特异性肠道免疫损伤。刘骏等的实验也证实了流

感病毒感染后存在肠道菌群的数量及组成的变

化［１１］。目前，尽管不同实验室报道流感病毒感染后

肠道菌群的构成及数量变化不完全一致，但流感病

毒肺部感染造成肠道菌群失调，是被研究者公认的。

图９　小鼠流感病毒滴鼻感染后血清ＡＳＴ指标检测

图１０　小鼠流感病毒滴鼻感染后血清ＡＬＴ指标检测

图１１　小鼠流感病毒滴鼻感染后血清ＢＵＮ指标检测

　　然而，Ｗａｎｇ等报道的流感病毒性肺炎小鼠的肠
道损伤主要表现在小肠的炎性病变，对于肠道菌群

主要寄生的大肠的病变，并没有详细的报道，仅观察

到感染小鼠结肠长度的缩短。基于肠道菌群失调是

流感诱发肠道损伤的关键环节，而肠道菌群主要寄

生在大肠中，我们在本研究中观察了流感病毒感染

小鼠模型中肺脏、小肠、大肠、心脏、肾脏、肝脏病变

情况，以明确流感病毒感染后是否存在大肠的病变，

并进一步验证了肠道病变的特异性。研究结果表

明，小鼠流感病毒感染后，除了肺部明显的炎性病变

外，小肠、大肠均有病变，表现为黏膜腺体排列紊乱，

绒毛脱落，固有层炎性细胞浸润，并伴有腹泻的表

现。通过进一步检测了其他脏器的情况，证实了心

脏、肾脏、肝脏均无病变，说明流感病毒感染肺部所

诱导的肠道免疫损伤具有特异性。我们的研究进一

步证实小鼠流感病毒性肺炎模型中存在特异性肠道

病变，病变累及小肠及大肠组织。
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“肺与大肠相表里”是近年来中医脏腑理论研

究的热点。张景岳《类经·十二经病》中云：“大肠

与肺为表里，肺主气，而津液由于气化，故凡大肠之

或泻或秘，皆津液所生之病，而主在大肠也”。中医

所讲的大肠与西医有所不同，相当于西医解剖学中

的回肠与结肠上段［１２］。肺与大肠不仅在生理上相

互联系，而且在病理上相互影响，出现肺病及肠或肠

病及肺，肺肠之病可以相互传变，甚至持续形成恶性

循环［１３］。有研究发现，在小鼠气道性哮喘模型中，

腹腔注射大黄素具有抵抗肺部炎性反应的作用［１４］，

经芒硝刺激大肠后，芒硝组小鼠血清中嗜酸性粒细

胞、淋巴细胞总数均明显减少，血清 ＩｇＥ含量明显降
低，芒硝“从肠论治”可以有效抑制哮喘小鼠气道炎

性反应，改善气道免疫微环境。人感染流感病毒后，

不论是轻症还是重症，常伴有腹泻、腹痛的症状；小

鼠流感病毒性肺炎模型中，所有感染鼠均有明显腹

泻，并持续整个感染过程。因此，人的流感感染与小

鼠流感病毒性肺炎均具有“肺病及肠”的表现，并且

具有特异性，不累及其他脏器。

有趣的是，耶鲁大学ＡｋｉｋｏＩｗａｓａｋｉ实验组报道，
肺脏抗流感病毒的免疫应答也受到肠道菌群的调

节。ＴａｋｅｓｈｉＩｃｈｉｎｏｈｅ等的研究表明，呼吸道流感病
毒感染机体时，肠道菌群的组成对调节病毒特异性

ＣＤ４＋和ＣＤ８＋Ｔ细胞的产生及抗体反应起关键作
用，肠道菌群可通过激活适当的炎性因子，在呼吸道

黏膜的调节性免疫中发挥作用；肠道菌群失调的小

鼠肺脏抗流感病毒的免疫应答障碍，使肺组织中流

感病毒无法清除，小鼠死亡率增加［１５］。因此，正常

的肠道菌群在维持肺脏抗病毒免疫中具有至关重要

的作用，肠道菌群失调小鼠肺脏抗病毒免疫功能受

损。由此可见，流感病毒性肺炎小鼠中存在肺肠病

变的循环，是研究“肺与大肠相表里”理论及临床治

法的理想模型。然而，目前此模型在中医脏腑理论

研究中较少运用，我们的研究为此模型在相关研究

中的运用以及探讨中药调节肠道菌群防治流感的机

制奠定了基础。
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［１３］陈丽斌，纪立金，高思华．基于“同气相求”理论探索肺与大肠的

表里构建［Ｊ］．中华中医药杂志，２０１３，２８（１２）：３４８３３４８６．

［１４］ＷａｎｇＴａｎ，ＺｈｏｎｇＸｉａｎｇｇｅｎ，ＬｉＹｕｈａｎｇ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆ

ｅｍｏｄｉｎａｇａｉｎｓｔａｉｒｗａｙｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｏｖａｌｂｕｍｉｎｉｎｄｕｃｅｄｍｏｕｓｅ

ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＩｎｔｅｇｒＭｅｄ，２０１５，２１（６）：４３１４３７．

［１５］ＩｃｈｉｎｏｈｅＴ，ＰａｎｇＩＫ，ＫｕｍａｍｏｔｏＹ，ｅｔａｌ．Ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａｒｅｇｕｌａｔｅｓｉｍ

ｍｕｎｅｄｅｆｅｎｓｅａｇａｉｎｓｔｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙｔｒａｃｔｉｎｆｌｕｅｎｚａＡｖｉｒｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１１，１０８（１３）：５３５４５３６９．

（２０１５－０８－２０收稿　责任编辑：王明）
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